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Zusammenfassung

Bislang existieren wenige Arbeiten, die den Einfluss chromosomaler
Verdanderungen, die im Krankheitsverlauf bei Patienten mit myelodysplastischen
Syndromen (MDS) auftreten konnen, untersucht haben. Daher ist das Ziel dieser
retrospektiven Arbeit, den Zusammenhang zwischen der klonalen Evolution und der
Linge des progressionsfreien Intervalls sowie der Uberlebenszeit anhand einer groBeren
Patientengruppe zu analysieren. Des Weiteren soll ermittelt werden, ob das Vorkommen
eines Subklons Auswirkungen auf die Prognose der hiervon betroffenen Patienten hat.
Es werden die Daten von 572 MDS-Patienten aus dem Diisseldorfer MDS-Register, von
denen mindestens zwei zytogenetische Untersuchungen vorliegen, statistisch

ausgewertet.

Die Auswertung der Daten belegt, dass das Auftreten einer klonalen Evolution
mit einem kiirzeren Uberleben und einem kiirzeren progressionsfreien Intervall
korreliert. Dabei haben vor allem Patienten in einem fortgeschritteneren
Krankheitsstadium die Tendenz dazu, chromosomale Aberrationen auszubilden.
Betrachtet man allerdings nur die Patienten, die eine akute myeloische Leukdmie
(AML) entwickeln, so ist kein statistisch signifikanter Zusammenhang mehr zwischen
der klonalen Evolution und dem Uberleben zu konstatieren. Zusitzlich wird deutlich,
dass ein Zusammenhang zwischen dem Zeitpunkt des Progresses und der Prognose
besteht, da bei den Patienten, die spét eine chromosomale Verdnderung aufweisen, ein
lingeres Uberleben festzustellen ist. Die univariate Analyse der Daten der Patienten mit
Subklon zeigt auf, dass sich das Uberleben signifikant verkiirzt, sobald ein Subklon

auftritt. Auch das progressionsfreie Intervall stellt sich kiirzer dar.

Bernasconi et al. zeigten bei einer wesentlich kleineren Patientengruppe, dass
chromosomale Aberrationen einen Einfluss auf die Prognose haben (Bernasconi et al.,
2010). Diese Aussage bestétigend wird hier allerdings dariiber hinaus deutlich, dass der
Progress an sich, der Zeitpunkt des Progresses und das Vorkommen von Subklonen
wichtige Faktoren bei der Prognosebestimmung sind. Durch die hier dargestellten
Zusammenhdnge konnte die Diskussion angeregt werden, ob man bei Patienten, die
nach dem Therapiealgorithmus eigentlich keine intensive Therapie erhalten, eine solche

frither als bisher in Betracht zichen sollte.



Summary

Up to now, only few research papers have studied the influence of chromosomal
changes which can appear in patient’s course of disease with myelodysplastic syndrome
(MDS). Therefore the goal of this retrospective paper is to analyse the correlation
between clonal evolution and the length of the progression-free interval as well as the
survival time based on a larger group of patients. An additional goal is to find out if the
presence of a subclone affects the prognosis of the impacted patients. The data of
572 MDS patients from the Diisseldorf MDS register, of which there are at least two

zytogenetic examinations, is statistically evaluated.

The evaluation of the data proves the correlation between a clonal evolution and
a short survival span as well as a shorter progression-free interval. Especially patients in
an advanced stage of disease have the tendency of developing chromosomal aberrations.
However, in case of focussing only on the patients that have developed an acute
myeloic leucemia (AML) a statistically significant correlation between the clonal
evolution and the survival can no langer be stated. In addition it becomes evident that
there is a connection between the time of the progress and the prognosis, because
patients who show a late chromosomal change survived longer. The univariate analysis
of the date of patients with subclone points out that the survival rate decreases

significantly as soon as a subclone occurs. The progression-free interval is also shorter.

Bernasconi et al. showed that chromosomal aberrations have an influence on the
prognosis based on a significantly smaller group of patients (Bernasconi et al., 2010).
Confirming this statement it additionally becomes evident that the progress itself, the
time of progress and the occurrence of subclones are important factors for the
determination of the prognosis. The coherences presented in this case could encourage a
discussion as whether or not patients, who according to the therapy algorithm do not
receive an intensive therapy, should receive such a therapy sooner than considered up to

now.
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1. Einleitung

1.1 MDS: Definition, Atiologie und Epidemiologie

MDS sind eine heterogene Gruppe erworbener klonaler
Stammzellerkrankungen, die Dysplasiezeichen in allen drei Zelllinien (Erythropoese,
Granulopoese und Thrombozytopoese) zeigen konnen (Germing et al., 2013b). Sie
kommen hdufiger im hohen Lebensalter und bei dem ménnlichen Geschlecht vor
(Neukirchen et al., 2011) und weisen charakteristischerweise periphere Zytopenien,
insbesondere Anédmien, auf (Germing et al., 2013a). Je nach Subtyp der Erkrankung
zeigt sich ein niedrigeres oder hoheres Risiko einer Progression in eine AML. Bei
50-60 % der betroffenen Patienten lassen sich bei Erstdiagnose chromosomale

Aberrationen nachweisen (Germing et al., 2013b).

MDS zeigen eine Inzidenz von 4,15 pro 100.000 Personen pro Jahr, wobei das
mediane Alter bei Erstdiagnose (ED) 70 Jahre betrdgt (Neukirchen et al., 2011). Sie
lassen sich in die primire (idiopathische) Form, die in 90 % der Félle auftritt und die
sekunddre (therapieassoziierte) Form, die in 10 % der Fille auftritt, unterscheiden.
Letztere zeigt eine hohere Wahrscheinlichkeit, in eine AML iiberzugehen und
wesentlich kiirzere Uberlebenszeiten der betroffenen Patienten (Aul et al., 1995). Die
primdre Form tritt de novo auf, wobei kein ursdchliches Ereignis der Erkrankung
vorauszugehen scheint; die sekundidre hingegen ldsst sich mit dem Kontakt mit
ionisierender Strahlung (West et al., 1995), der Exposition gegeniiber alkylierten
Substanzen oder dem Kontakt mit Berufs- und Umweltkarzinogenen, wie z.B.

halogenierten Stoffen oder Metallen, erkldren (Aul et al., 1998).

1.2 Pathogenese

Die Pathogenese der MDS ist noch nicht abschlieBend gekldrt. Studiendaten
zeigen, dass die Evolution der Erkrankung mit einer Ansammlung von chromosomalen
Aberrationen und damit genetischer Instabilitdt einhergeht (Bernasconi et al., 2010). Die
Pathogenese scheint klassisch mehrstufig abzulaufen, wobei ein - bis dato noch
unbekanntes - Ereignis die hdmatopoietische Stammzelle genetisch schadigt. In Frage
kommen dafiir u.a. defekte Desoxyribonukleinsdure-Reparatursysteme

(DNS-Reparatursysteme), freie  Sauerstoffradikale oder Dysfunktionen des



Immunsystems. Der aberrante Klon, der nun wachstumsbegiinstigt ist, vermehrt sich
klonal und es zeigt sich dabei eine ineffektive Hématopoiese, welche mit einer stark
erhohten Apoptoserate einhergeht. Eine maligne Verdnderung des Klons kann folgen,

welche dann zum AML-Progress fiihrt (Aul et al., 1998).

1.3 Klassifikationen

1982 wurde die erste Klassifikation der MDS von der French-American-British
(FAB) Cooperative Group vorgeschlagen, um eine einheitliche Diagnose und damit
auch die Therapie und die Prognosevorhersage der Erkrankung zu erleichtern. Die
Einteilung richtet sich primér nach zytomorphologischen Kriterien, der Blastenanzahl
im peripheren Blut und im Knochenmark, der Anzahl der Ringsideroblasten und der
absoluten Monozytenzahl im peripheren Blut. Es zeigte sich, dass viele Patienten von
der FAB-Klassifikation nicht erfasst wurden oder der Krankheitsverlauf in den
einzelnen Untergruppen zu heterogen war, was schlielich im Jahre 2000 dazu fiihrte,
dass sie von der World-Health-Organization-Klassifikation (WHO-Klassifikation)
abgeldst wurde (Bennett, 2000, Bennett et al., 1982). Die Bemiihungen richteten sich
auf die Einbeziehung weiterer Parameter in die WHO-Klassifikation, um dann Aussagen
iiber die Prognose, das Uberleben sowie die Progressionswahrscheinlichkeit treffen zu
konnen, ohne dabei eine zu komplizierte und klinisch nicht durchfiihrbare Einteilung zu
schaffen (Germing and Kiindgen, 2012). Die Aussagekraft der Klassifikation wurde
validiert (Germing et al., 2000), wobei sie stetig aktualisiert und angepasst wird. Im Jahr
2016 wurde erneut eine aktuelle Einteilung ver6ffentlicht, mit deren Anwendung die
MDS-Erkrankung unter besonderer Beriicksichtigung der spezifischen Zytopenie einem

MDS-Subtyp zugeordnet werden kann (Arber et al., 2016).

In der WHO-Klassifikation von 2008 (siche Tabelle 1) wurde erstmals eine
Chromosomenaberration (Deletion auf dem langen Arm des 5. Chromosoms (del(5q)))
beriicksichtigt und einhergehend die einzelnen Subtypen des MDS verfeinert.
AuBlerdem wurden neue Kiriterien fiir die AML-Diagnose herangezogen, so dass ab
einem Anteil von 20 % Blasten im Knochenmark eine solche gestellt wird. Die
Zuordnung zu einem der MDS-Subtypen lésst eine erste Prognoseeinschitzung zu.
Patienten mit einer del(5q) zeigen im Median eine Uberlebenszeit von zirka 6 Jahren,
die mit unilinearen Verdnderungen von ungeféhr 5 Jahren und die mit multilinearen von

nur 3 Jahren. Die refraktire Andmie mit Blastenexzess I (RAEB I) und die refraktére
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Animie mit Blastenexzess II (RAEB II) zeigen mit 1,6 und 1 Jahr im Median kiirzere

Uberlebenszeiten (Germing et al., 2006, Germing et al., 2008).

Blasten im
MDS-Subt ripheres Blut Sonstig

Refraktire Zytopenie mit
unilinearen Dysplasien
(RCUD)

Refraktire Andmie mit .
L. Anidmie,

Ringsideroblasten (> 15 %) <19

(RARS) °

Refraktire Zytopenie mit
multilinearen Dysplasien
(RCMD)

MDS mit del(5 . .

. Sa) L. Uni-, Bi- oder
Refraktire Zytopenie mit .
L. . Panzytopenie,
isolierter Deletion des 5.

<1 % Blasten
Chromosoms

UnKklassifiziertes MDS
(MDS-U)

Refraktire Animie mit
<5 % Blast <10 %
Blastenexzess I (RAEB I) o Blasten °
Refraktire Animie mit
Blastenexzess II (RAEB II)
Tabelle 1: WHO-Klassifikation myelodysplastischer Syndrome entsprechend der Einteilung von
2008

1.4 Prognosescores

Um die Prognose von MDS-Patienten besser einschédtzen zu konnen und um
daraus auch Hilfestellungen fiir die Beurteilung einer Therapieindikation ableiten zu
konnen, wurden verschiedene Prognosescores entwickelt. Zu den prognostisch
bedeutsamen Faktoren gehoren himatologische Parameter (z. B. der Himoglobinwert),
morphologische Faktoren (die Blastenanzahl in Knochenmark und Blut), die
Zytogenetik, der Lactat-Dehydrogenase-Wert (LDH-Wert) und patientenspezifische



Faktoren (z.B. Komorbidititen, Alter und Geschlecht) usw. (Germing et al., 2008). Das
Ziel dieser Scoring-Systeme ist es, Patienten mit einem niedrigen Risiko von denen mit
einem hohen Risiko zu unterscheiden und somit ein entweder abwartendes oder aber ein

invasives Vorgehen in der Therapie rechtfertigen zu konnen (Germing et al., 2013b).

Retrospektive Untersuchungen zeigen, dass ein Ansteigen der Blastenzahl und
Dysplasien in mehreren Zellreihen (im Vergleich zu unilinearen Dysplasien) héufiger in
einer kiirzeren medianen Uberlebenszeit resultieren. Ein AML-Progress wird
wahrscheinlicher, wenn die Blastenanzahl iiber 5 % steigt oder zuséitzliche

chromosomale Aberrationen in Erscheinung treten (Germing et al., 2008).

1.4.1 International Prognostic Scoring System (IPSS) / Revised
International Prognostic Scoring System (IPSS-R)

Der IPSS wurde 1997 verdffentlicht und beriicksichtigt die klassischen
prognostischen Faktoren, wie die Anzahl und Schwere der Zytopenien, den Anteil der

Knochenmarkblasten und zytogenetische Aberrationen.

Die chromosomalen Aberrationen werden in eine Gruppe ,,good* (Deletion des
Y-Chromosoms (-Y), del(5q), Deletion auf dem langen Arm des 20. Chromosoms
(del(20q))), ,,poor (mehr als drei oder genau drei Anomalien) und ,,intermediate* (alle
anderen Aberrationen) unterteilt. Jeder prognostische Parameter wird, je nach
Ausprigung, mit einer Zahl bewertet, welche dann, mit den anderen addiert, den
Patienten einer Risikokategorie zuordnet. Die Patienten der einzelnen Risikogruppen
weisen ein unterschiedliches medianes Uberleben und ein unterschiedliches Risiko des

AML-Ubergangs auf (Greenberg et al., 1997) (siehe nachfolgend Tabellen 2 und 3).

medullirer ' <509, 5-10 % _ 11-20 % 21-30 %
Blastenanteil

T 00 i [ A s
Anzahl der Zytopenien*

Tabelle 2: IPSS nach Greenberg (Greenberg et al., 1997)

* Hamoglobin < 10 Gramm pro Deziliter (g/dl), Neutrophile < 1,8 pro Nanoliter (/nl), Thrombozyten
<100 /nl



) .. . mediane Zeit, bis 25 % der
medianes Uberleben (in ! A °

Riskogruppe Punkte Patienten einen AML-Ubergang
zeigen (in Jahren)

low _—_

Jahren)

intermediate 1

Tabelle 3: Medianes Uberleben und die mediane Zeit, bis 25 % der Patienten einen AML-ﬁbergang
zeigen fiir die verschiedenen Risikogruppen nach IPSS

Fiir die gingigen chromosomalen Aberrationen ist der /PSS heute noch gut
anwendbar, fiir die selteneren zytogenetischen Verdnderungen und die vielen
unterschiedlichen Kombinationen derselben hat er jedoch keine ausreichende
prognostische Aussagekraft (Haase et al., 2007); so konnen damit nur 86 % der
chromosomalen Aberrationen zugeordnet werden, 14 % fallen in die Kategorie ,,andere
Aberrationen (Schanz et al., 2012). Des Weiteren werden bei der Bewertung mittels
IPSS Faktoren, wie zum Beispiel die Existenz multilinearer Dysplasien, die eventuelle
Transfusionsabhingigkeit oder die Schwere einer Thrombozytopenie, die besonders bei
Niedrigrisikopatienten einen Einfluss auf die Prognose haben konnen, nicht

beriicksichtigt (Fenaux and Ades, 2013).

Der /PSS wurde deshalb iiberarbeitet und der /PSS-R (siche Tabellen 5 und 6) im
Jahr 2012 veroffentlicht (Greenberg et al., 2012). Im Vergleich zu dem /PSS bekommen
zytogenetische Verdnderungen mehr Gewicht und das Ausmal} der Zytopenien wird
genauer erfasst. Die einzelnen chromosomalen Verdnderungen werden mit Hilfe des
new comprehensive cytogenetic scoring system for primary myelodysplastic syndromes
(NCCSS) Kklassifiziert (sieche Tabelle 4), mit dem Ziel, eine noch genauere
zytogenetische Einordnung zu schaffen. Einzelne und doppelte Aberrationen sollen hier
klar voneinander getrennt und bewertet, doppelte Abnormalititen beriicksichtigt und die
Gruppe der komplexen Karyotypen weiter unterteilt werden. Aullerdem werden den
verschiedenen Risikogruppen weitere chromosomale Aberrationen zugeordnet. Mit
diesem Scoring-System konnen nun 91 % aller Patienten klassifiziert werden (Schanz et

al., 2012).



Klassifizierung Karyotyp
Lovgeod [ Y1

normal, Deletion 5q, Deletion 12p, Deletion 20q als einzelne Aberration,
good . . .
doppelte Aberrationen mit Deletion 5q

intermediate

Inversion 3 / Translokation 3q / Deletion 3q, Deletion 7 und doppelte
poor Aberrationen mit Deletion 7 / Deletion 7q und komplexe Karyotypen (3
Aberrationen)

very poor

Tabelle 4: NCCSS nach Schanz (Schanz et al., 2012)

Knochenmark-
>2.<5
blasten (in %)

Himoglobin-

Wert (Hb-Wert)

(g/dl)

Thrombozyten

Neutrophile
-------

Tabelle 5: IPSS-R nach Greenberg (Greenberg et al., 2012)

g/dl: Gramm pro Deziliter, /nl: pro Nanoliter

mediane Zeit in
Jahren, bis 25 %
der Patienten eine
AML entwickeln

TR s s i
———

Tabelle 6: Das mediane Uberleben und die mediane Zeit, bis 25 % der Patienten einen AML-
Ubergang zeigen fiir die verschiedenen Risikokategorien nach IPSS-R (Greenberg et al., 2012)

medianes
Risikokategorien Risikoscore Uberleben (in

Jahren)

Anstatt vier (IPSS) bestehen im /PSS-R nun flinf Kategorien (Greenberg et al.,
2012). Der IPSS-R zeichnet sich durch eine bessere Vorhersagbarkeit der Prognose und
des Uberlebens aus und 16st zunehmend den IPSS als neuen Goldstandard in der
Prognosestellung bei MDS-Patienten ab (Voso et al., 2013, Bernasconi et al., 2013,
Neukirchen et al., 2014).



1.4.2 WPSS

Der WHO-classification based prognostic scoring system (WPSS) wurde in 2007
veroffentlicht und hat als Ziel, ein dynamisches Modell fiir die Prognosevorhersage zu
schaffen, um die Erkrankung zu jedem Zeitpunkt bewerten zu konnen (Malcovati et al.,
2007). Als prognostische Faktoren werden vor allem der Karyotyp, aber auch der
WHO-Subtyp und die Transfusionsabhingigkeit herangezogen und fiinf Risikogruppen

gebildet, um die Patienten einzuteilen (Malcovati et al., 2007) (siche Tabelle 7).

vee Lo L L L

Kar\ otyp good intermediate poor

T W el A M

Tabelle 7: WPSS nach Malcovati (Malcovati et al., 2007)

Die Risikogruppen sind wie folgt definiert: very low (score = 0), low (score = 1), intermediate
(score = 2), high (score = 3-4), very high (score = 5-6); *Karyotypzuordnung: good: normal, -Y, del(5q),
del(20q); poor: komplex (mehr als 3 Aberrationen); infermediate: alle anderen Aberrationen;
**Transfusionsbediirftigkeit wird bei einer Transfusion alle 8 Wochen iiber einen Zeitraum von

4 Monaten als regelméBig beschrieben.

1.5 Subklone

Der Begriff Subklon beschreibt einen Klon, der sich aus einem anderen
entwickelt und danach noch weitere zytogenetische Mutationen ausbildet, wobei die
chromosomalen Aberrationen des Vorgidngers immer noch zuriickzuverfolgen sind. Das

Auftreten von Subklonen wird durch eine hohe genetische Instabilitéit beglinstigt.

Es existieren bis dato sehr wenige Studien zu dieser Thematik, wobei bei diesen
dann der Fokus auf Subklone, die bei AML-Patienten auftreten, gelegt wurde (Bochtler
et al., 2013, Bochtler et al., 2015).

Bei der AML treten Subklone besonders in den prognostisch ungiinstigen
Gruppen auf (komplexer Karyotyp, monosomal oder Abnormalititen des
17. Chromosoms (abnl(17p))) und sind mit einem kiirzeren ereignisfreien Intervall und
Uberleben assoziiert. Stammzelltransplantationen zeigen bei diesen Patienten eine

Verbesserung der Prognose. Beschrieben wird, dass die Patienten, bei denen Subklone



gefunden werden, im Median élter sind und sie aulerdem sehr hiufig eine AML haben,

die sich aus einem MDS entwickelt hat.
Die Subklonentstehung kann verschiedenen Mustern folgen:
1. Zwei Subklone:

In der Mehrzahl der Félle folgt die Evolution einem ,,Mutter-Tochterprinzip®,
wobei der ,,Tochter-Subklon® die chromosomalen Aberrationen des ,,Mutter-Subklons*

iibernimmt und zusitzlich eigene chromosomale Aberrationen ausbildet.

Die zweite Moglichkeit ist, dass sich zwei verschiedene Subklone aus einem
gemeinsamen Vorfahren entwickeln und dann weitere eigene Aberrationen ausbilden.
Das Auftreten zweier komplett verschiedener Subklone mit keinerlei gemeinsamen

Aberrationen ist sehr selten.
2. Drei oder mehr Subklone:

Bei drei oder mehr Subklonen folgt die Evolution den gleichen Prinzipien,

wobei ein verzweigtes Schema haufiger als ein lineares auftritt.

In high-risk-AML hat das Auftreten von Subklonen eine negative Auswirkung
auf die Prognose und das Uberleben. Patienten, bei denen der Subklon zusammen mit
einem komplexen Karyotyp auftritt, zeigen eine sehr schlechte Prognose (Bochtler et

al., 2013).

1.6 Therapie

Anhand der Scoring-Systeme kann man die MDS-Patienten mit einem niedrigen
von denen mit einem hohen Risiko unterscheiden und dementsprechend die passende
Therapie auswéhlen. Niedrigrisikopatienten sind Patienten, die mit dem /PSS den
Kategorien low oder intermediate 1 zugeordnet werden; Hochrisikopatienten solche, die
unter die Kategorien intermediate 2 oder high fallen (Fenaux and Ades, 2013,

Greenberg et al., 1997).

Bei den Niedrigrisikopatienten steht eine supportive Therapie im Vordergrund.
Dabei konnen Wachstumsfaktoren (Erythropoietin und granulocyte colony stimulating
factor (G-CSF)) eingesetzt werden, um eine Andmie und Neutropenie zu verbessern.
Ein Ansprechen auf Erythropoietin findet sich vor allem bei Patienten mit einem
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niedrigen Erythropoietin-Spiegel im Serum und einer geringen Transfusionsfrequenz
(Fenaux and Ades, 2013, Santini et al., 2013). Bei fehlendem Ansprechen bleibt oft nur
die Transfusion von Erythrozytenkonzentraten. Bei Patienten mit einem regelmafligen
Transfusionsbedarf kann es zu einer Eiseniliberladung kommen. Um Schidden durch die
Eisenablagerung zu verhindern, wird fiir diese Patienten eine Eisenchelationstherapie
empfohlen. Neben der Verhinderung von Organkomplikationen gibt es auch Hinweise,
dass durch eine konsequente Eisenchelation die Himatopoiese verbessert werden kann.
Allerdings fehlen derzeit noch Ergebnisse randomisierter Phase-I1I-Studien (Germing et

al., 2013b, Rose et al., 2010, Cheong et al., 2014).

Fiir Patienten, die eine del(5q) aufweisen, ist eine immunmodulatorische
Substanz, das Lenalidomid, zugelassen (Fenaux and Ades, 2013). Bei 55-65 % dieser
Patienten kommt es zu einer Transfusionsunabhéngigkeit. In 50-73 % zeigt sich eine
zytogenetische Remission (Fenaux et al., 2011, List et al., 2006). Die genauen

Wirkmechanismen sind noch nicht vollstindig geklért.

Die allogene Stammzelltransplantation stellt die einzig kurative Therapieoption
dar und kommt vor allem fiir Hochrisikopatienten in Frage; bei Niedrigrisikopatienten
muss im Einzelfall entschieden werden. Insbesondere bei jlingeren Patienten mit einem
hohen Transfusionsbedarf konnte eine Transplantation erwogen werden. Fiir
Hochrisikopatienten stellt bis zu einem Alter von 65-70 Jahren und fehlenden
Komorbidititen die allogene Stammzelltransplantation die Therapie der Wahl dar.
Allerdings muss je nach individuellem Risikoprofil iiber eine Therapie entschieden
werden (Germing et al., 2013b). Fiir dltere Patienten, bzw. solche, die sich nicht fiir eine
Stammzelltransplantation eignen, ist Azacitidin, eine demethylierende Substanz,
zugelassen. Dadurch kann zwar keine Heilung des MDS erreicht werden, im Vergleich
zu Patienten, die mit best supportive care (BSC) behandelt wurden, konnte jedoch eine
Verbesserung des Gesamtiiberlebens und eine geringe Rate an AML-Ubergingen

gezeigt werden (Fenaux et al., 2009).

1.7 Fragestellung und Ziele der Arbeit

Da chromosomale Verdnderungen einen entscheidenden Einfluss auf die
Prognose von MDS-Patienten haben, stellte sich die Frage, inwieweit eine Evolution

des Karyotyps im Krankheitsverlauf ebenfalls relevant fiir die Prognose von



MDS-Patienten hinsichtlich des Gesamtiiberlebens und hinsichtlich des Risikos, eine
AML zu entwickeln, ist. Genauer eingegangen werden soll auf die Bedeutung von
Subklonen, die bis jetzt in der Literatur hauptsdchlich in Bezug auf die AML Beachtung
gefunden haben (Bochtler et al., 2013). Insbesondere ist dabei von Interesse, ob
Subklone als prognostischer Parameter in der Beurteilung der MDS berticksichtigt
werden sollten und damit hilfreiche Informationen fiir eine Therapieentscheidung geben

konnen.
Von besonderem Interesse sind hierbei folgende Fragestellungen:

1. Wie héufig sind Subklone bei MDS-Patienten?

2. Bei welchen Patienten bzw. in welchen Risikogruppen treten sie gehéuft in
Erscheinung?

3. Wirkt sich die Anwesenheit von Subklonen auf die Prognose (die
Uberlebenszeit und die Zeit bis zum moglichen AML-Ubergang) aus? Und
wenn ja: Kann man hieraus eine Konsequenz fiir die Behandlung von

MDS-Patienten ziehen?
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2. Material und Methoden

2.1 Datenerhebung

Als Grundlage fiir diese retrospektive Arbeit dienten die Daten von
MDS-Patienten, die im Diisseldorfer MDS-Register, welches in den Achtzigerjahren
von Prof. Dr. C. Aul gegriindet wurde, zusammengetragen werden. Der Datenbestand
umfasste zum Zeitpunkt der Auswertung 6561 MDS-Patienten, deren Informationen
aufgenommen und danach in das Register ilibertragen wurden. Sofern die Daten
vorliegen, werden der MDS-Subtyp nach der aktuellen WHO-Klassifikation, das
Blutbild, das Differentialblutbild, die Ergebnisse der Knochenmarkzytologie, der
Histologie, der Zytogenetik und Laborwerte wie der LDH- und Ferritin-Wert, der
Erythropoietinspiegel und der Kreatininwert sowie Leberwerte aufgenommen.
Zusitzlich werden auch die nach der FAB-Klassifikation als RAEB in Transformation
(RAEB-T)  diagnostizierten  Patienten = sowie  Patienten mit  chronischer
myelomonozytirer Leukdmie I (CMML 1) und chronischer myelomonozytérer
Leukédmie I (CMML II) erfasst. Des Weiteren werden im MDS-Register Informationen
wie z.B. der Diagnosezeitpunkt (festgelegt als Zeitpunkt der ersten
Knochenmarkpunktion), Komorbidititen, das Geburts- und gegebenenfalls das
Todesdatum sowie die Todesursache festgehalten. Sofern ausreichend Informationen
vorliegen, konnen fiir die Patienten der /PSS-, WPSS- und IPSS-R erhoben werden. Die
Nachbeobachtung der Patienten wird dokumentiert, sodass der Krankheits- und
Therapieverlauf und der mdgliche Tod der Patienten festgehalten werden konnen. Ist
diese Nachbeobachtung nicht moglich, wird der Patient als ,lost to follow up*

gekennzeichnet.

In die vorliegende Auswertung wurden die Patienten aus dem Register
eingeschlossen, von denen es zum Zeitpunkt der Erstdiagnose und im weiteren Verlauf
mindestens eine zytogenetische Untersuchung aus dem Knochenmark gab. Diese Daten
ergdnzte ich mit Hilfe des Krankenhausinformationsprogramms ,,Medico* und durch
einen Datensatz des Instituts fiir Humangenetik Diisseldorf
(Direktorin: Univ.-Prof. Dr. Dagmar Wieczorek), der Informationen iiber die
Karyotypauswertung von untersuchten MDS-Patienten enthilt. Alle zytogenetischen
Analysen erfolgten in dem Institut fiir Humangenetik. Ein Minimum von

10 Metaphasen wurde fiir die Auswertung vorausgesetzt und die Ergebnisse wurden

11



anhand des ,,International System for Human Gene Nomenclature* (Wain et al., 2002)
dokumentiert. Hilfestellung bei der Interpretation der Karyotypen erhielt ich von Frau
Dr. Barbara Hildebrandt aus dem Institut fiir Humangenetik. So stiitzt sich diese Arbeit
auf die Daten von 572 Patienten, wobei 350 davon méannlich und 222 weiblich sind und

deren Alter im Median 63 Jahre und als Mittelwert 61 Jahre betrigt .

Dabei waren die Anzahl, das Datum wund die Ergebnisse der
Knochenmarkpunktionen, insbesondere das Auftreten von Subklonen und deren
Verdanderungen im Verlauf von besonderer Bedeutung. Eine Karyotypverbesserung
wird mit einem Verschwinden des Klons oder einer niedrigeren Einstufung nach
NCCSS definiert. Klonale Evolution wird entweder als die Entstehung eines aberranten
Karyotyps bei einem zuvor normalen Chromosomensatz oder aber als Zugewinn von
Zusatzaberrationen in einem bereits verdnderten Karyotyp definiert (Bernasconi et al.,
2010). Dabei kann es entweder durch den Hinzugewinn weiterer Aberrationen zu einer
Verschlechterung der NCCSS-Kategorie kommen, es konnen aber auch zusétzliche
Aberrationen akquiriert werden, ohne dass daraus eine Anderung der NCCSS-Kategorie
resultieren muss. Ist der Patient der /PSS-R- oder NCCSS-Kategorie zugeteilt, die die
beste Prognose zeigt und wird im Verlauf trotzdem eine Verbesserung beschrieben, so
ist mit dieser eine Normalisierung des Karyotyps gemeint. Ein Progress, obwohl der
Patient sich schon in der prognostisch ungiinstigsten Risikogruppe befindet, zeigt sich
in einer Zunahme der KlongroBe. Neben der Auswertung der chromosomalen
Verdanderungen entsprechend der NCCSS-Klassifikation wurde der Einfluss von

Subklonen separat ausgewertet.

Zusatzlich zu der prognostisch wichtigen Einteilung nach dem /PSS bzw. IPSS-R
erfolgte noch die Kategorisierung der einzelnen Karyotypen nach dem NCCSS. Mit
Hilfe des Geburtsdatums und des Datums der Diagnose wurde das Alter bei
Diagnosestellung errechnet und falls eine Progression in eine AML stattgefunden hatte,
diese benannt und auch hier das Diagnosedatum festgestellt. Aulerdem wurden der

Therapieverlauf und der letzte Status (lebend; tot) erfasst.

Ein positives Ethikvotum ist vorhanden (Nr. 3008 von 2008; Nr. 3973 von
2013).
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2.2 Statistik

Fiir alle Analysen mit ,,Zeit-bis-Event“-Endpunkten wurden die Patienten am
Ende des Follow ups zensiert. Uberlebenswahrscheinlichkeiten wurden mit der
Kaplan-Meier-Produkt-Limit Methode berechnet und mit dem log-rank Test verglichen,
sofern keine zeitabhdngigen Variablen vorlagen. Klonale Evolution wurde als
zeitabhingige Variable gewertet und entsprechend erfolgte die Auswertung mit Hilfe
des Cox Proportional Hazard Modells. Das ursachenspezifische Hazard Modell wurde
fiir die multivariate Analyse verwendet. Kumulative Inzidenzen wurden mit Hilfe des
Gray-Tests berechnet und verglichen. Als Signifikanzniveau bei allen Untersuchungen
wurde ein p-Wert von < 0,05 definiert. Zur Auswertung der erhaltenen Ergebnisse
wurde das Statistikprogramm [/BM SPSS Statistics Version 21 (SPSS Inc., Chicago,
[linois, USA) verwendet. Ein Teil der statistischen Analyse erfolgte mit Hilfe von
Herrn Dr. Michael Lauseker, Institut fiir Medizininformatik, Biometrie und
Epidemiologie, Ludwig-Maximilians-Universitit (Miinchen). Zur Auswertung der
Zusammenhdnge zwischen dem initialen Karyotyp und dem Karyotyp nach der
klonalen Evolution wurde Circos benutzt (Neukirchen et al., 2017, Krzywinski et al.,
2009).
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3. Ergebnisse

3.1. Patientencharakteristika

Zum Zeitpunkt der Datenerhebung fanden sich 6561 Patienten im Diisseldorfer
MDS-Register. Informationen iiber den Karyotyp zum Zeitpunkt der Erstdiagnose lagen
bei 3286 Patienten vor (50,1 %). In die Untersuchung wurden dann insgesamt
572 Patienten (350 minnlich und 222 weiblich) eingeschlossen, von denen mindestens
zwei Karyotypanalysen vorlagen. Dabei liegt das mediane Alter bei 63 Jahren
(Bereich: 16-87 Jahre), die mediane Zeit bis zum Follow up bei 38 Monaten
(Bereich: 0,9-448,8 Monate) und die mediane Zeit bis zu der zweiten Karyotypanalyse
bei 8,4 Monaten (1-191 Monate). Interessanterweise sind die Patienten, von denen keine
Informationen zum Karyotyp vorliegen, mit einem medianen Alter von 74 Jahren

signifikant dlter (p < 0,001) (Neukirchen et al., 2017).

Abbildung 1 verdeutlicht, dass der Hohepunkt des Erkrankungszeitpunktes im
hohen Alter liegt und zeigt, dass die Altersgruppen 61-65 Jahre und 66-70 Jahre sowohl

bei dem méannlichen als auch bei dem weiblichen Geschlecht bevorzugt sind.
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Abb. 1: Geschlecht und Altersgruppenzugehorigkeit der Patienten bei ED
Die Geschlechterverteilung veranschaulicht, dass sich ein hoherer Anteil
minnlicher Patienten in der untersuchten Patientengruppe befindet. Tabelle 8 zeigt die
Geschlechterverteilung sowie die Verteilung der einzelnen Patienten nach der
WHO-Klassifikation und der Zuordnung zu den einzelnen Risikogruppen nach /PSS und
IPSS-R. Da nicht von allen Patienten zum Diagnosezeitpunkt die entsprechenden
Informationen vorlagen, konnte die Einteilung nach WHO nur von 572 Patienten und
die Klassifizierung nach /PSS und IPSS-R nur von 464 sowie 463 Patienten

vorgenommen wer den.

15



T T e |

(n =572) ménnlich

very high
Tabelle 8: Geschlechterverteilung sowie WHO, IPSS und IPSS-R bei ED

Der WHO-Subtyp RCMD tritt mit 192 Patienten (33,6 %) am héaufigsten in
Erscheinung, gefolgt von RAEB II mit 100 Patienten (17,5 %) und RAEB I mit
71 Patienten (12,4 %). In der Kategorie CMML II sind mit 17 Patienten (3 %) die
wenigsten Patienten vertreten. Betrachtet man die Klassifikation nach /PSS, so lassen
sich die meisten Patienten mit 39,1 % und 25,6 % den IPSS-Kategorien intermediate 1
und intermediate 2 zuordnen. 18,5 % der Patienten finden sich in der Kategorie high
und 16,8 % in der Kategorie low wieder. Nach /PSS-R fallen mit 27,9 % die meisten
Patienten in die Kategorie low, gefolgt von der Kategorie intermediate mit 23,5 %. Die

wenigsten Patienten lassen sich der /PSS-R-Kategorie very low zuordnen.

Als Voraussetzung, um in diese Analyse mit einbezogen zu werden, gilt, dass
neben der Karyotypanalyse zum Zeitpunkt der Erstdiagnose mindestens eine weitere
chromosomale Untersuchung im Verlauf durchgefiihrt worden sein muss. Dies wird von
einer grofen Zahl der hier ausgewerteten Patienten (42,8 %) exakt erfiillt. Mit
steigender Anzahl von Analysen sinkt die Anzahl an Patienten, bei denen diese gemacht
wurden. Es zeigt sich eine Spannweite von 2 bis zu 25 Analysen, wobei im Median

3 Chromosomenanalysen durchgefithrt wurden (sieche Tabelle 9). Dabei betrigt die
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mediane Zeit bis zu der zweiten Karyotypanalyse in der gesamten Patientenkohorte
8,4 Monate (1-191 Monate), bei den Patienten, die eine BSC erhalten haben, vergehen
im Median 10,4 Monate und bei denen, die eine andere Art der Therapie bekommen,

5,5 Monate (p <0,001).

Anzahl der
Analysen Haufigkeit Prozent
(n=572)

Tabelle 9: Anzahl der Knochenmarkanalysen

Da in dieser Auswertung insbesondere die Karyotypen von Interesse sind, wurde
jeder Karyotyp entsprechend dem NCCSS kategorisiert. Die Verteilung der einzelnen
Subgruppen innerhalb dieses Scoring-Systems ist in Tabelle 10 dargestellt. Nach
NCCSS befinden sich die meisten Patienten in der Kategorie good (351 Patienten,
61,3 %), 112 Patienten (19,6 %) lassen sich der Kategorie intermediate zuteilen. In die
Kategorie very poor und poor fallen 49 (8,6 %) und 48 (8,4 %) der Patienten. Die

wenigsten finden sich in der Kategorie very good mit 12 Patienten (2,1 %).

good

N ___
(n=572)

Tabelle 10: Verteilung der chromosomalen Verinderungen nach NCCSS

Eine detailliertere Darstellung zeigt die Verteilung der NCCSS-Kategorien
entsprechend der Einteilung nach WHO und IPSS-R. Dabei lassen sich viele Patienten,
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deren Karyotyp in eine hohere NCCSS-Kategorie einzuordnen ist, einem ungiinstigen
Subtyp nach WHO und einer schlechteren Risikokategorie nach dem /PSS-R zuteilen.
So fallen z.B. 11 % der Patienten der NCCSS-Kategorie poor und 15 % der
NCCSS-Kategorie very poor unter den MDS-Subtyp RAEB II. 23,1 % der Patienten mit
Karyotypen, die nach NCCSS mit poor und 40,6 %, die mit very poor bewertet werden,
werden nach IPSS-R als very high eingeordnet (sieche Tabelle 11).

RCMD 7(3.6%) 119(62%) 37(193%) 15(7,8%)  14(7,3%)

000%)  22(100 %) 0 (0 %) 0 (0 %) 0 (0 %)

RAEB II 1(1%) 51(51%)  22(22%) 11(11%)  15(15%)

CMML II 159%)  9(529%)  5(29.4 %) 1(5,9 %) 1(5,9 %)
1| eveod | wond | memsiine | poor | vorypoor |

5(3.9%)  96(744%)  22(17%) 5(3,9 %) 1 (0,8 %)

high 22,1%)  51(52,6%) 31(319%)  7(7.2%) 6 (6,2 %)

Tabelle 11: Verteilung der NCCSS-Kategorien entsprechend der Einteilung nach WHO und IPSS-R

3.2. Klonale Evolution

Die Verlaufspunktionen zeigen, dass 53 % der MDS-Patienten zu irgendeinem
Zeitpunkt chromosomale Aberrationen im Karyotyp aufweisen. Bei 47 % hingegen

wurde ein gleichbleibend normaler Karyotyp festgestellt (siche Abb. 2).
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Abb. 2: Anzahl der Patienten mit einem aberranten und einem normalen Karyotyp

3.2.1 Die Art der klonalen Evolution

Die Art der Karyotypdnderung stellt sich dabei wie folgt dar: 116 Patienten
zeigen bei Verlaufspunktionen im Rahmen eines Therapieansprechens eine
Karyotypverbesserung. Bei 145 der Patienten tritt im Verlauf ein Karyptypprogress auf.
311 Patienten weisen entweder einen unveridndert normalen oder einen gleichbleibend

aberranten Karyotyp auf (siche Abb. 3).
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Anzahl

Karyotypverbesserung Karyotypprogress
Art der Anderung

Abb. 3: Art der Karyotypinderung

Gesondert betrachtet wurden dann die Patienten, die im Verlauf einen
progredienten Karyotyp zeigen. Dafiir wurde die NCCSS-Klassifikation zum Zeitpunkt
der Erstpunktion und zum Zeitpunkt des Progresses bestimmt und ausgewertet. Es zeigt
sich, dass bei der Erstpunktion die meisten Karyotypen (61,4 %) der Kategorie good
zugeordnet werden, in die Kategorie intermediate fallen 19,5 %, in die Kategorie very
poor 8,6 % und in die Kategorie poor 8,4 %. Die wenigsten Karyotypen sind bei
Erstpunktion als very good einzustufen (2,1 %). Nach dem Progress zeigen sich die
meisten Karyotypen in der Kategorie intermediate (42,6 %), 33,3 % lassen sich der
Kategorie very poor zuordnen, 20,6 % der Kategorie poor und in die Kategorie good

(3,5 %) und very good (0 %) fallen die wenigsten Patienten (siche Abb. 4 und Abb. 5).
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Abb. 4: NCCSS-Klassifikation vor dem Karyotypprogress

M very good

m good

M intermediate
M poor

M very poor

Abb. 5: NCCSS-Klassifikation zum Zeitpunkt des Karyotypprogresses

In der Regel erfolgten die Knochenmarkuntersuchungen zu keinem festgesetzten
Zeitpunkt, sondern dann, wenn es z.B. zu einer Verschlechterung der Laborparameter
kam und so der Verdacht auf einen Progress der Erkrankung vorlag. Andere Griinde
waren Punktionen fiir einen geplanten Einschluss in eine klinische Studie und zur
Therapieiiberwachung. Allerdings geht der Grund fiir eine erneut durchgefiihrte
Knochenmarkuntersuchung nicht ausreichend genau aus den Daten des MDS-Registers
hervor. Betrachtet man die Zeitabstinde zwischen den Untersuchungen, so zeigt sich,
dass bei keiner Anderung der NCCSS-Kategorie im Median 5,1 Monate bis zum
Progress vergehen, bei einer um eine Kategorie 14,3 Monate und bei einem Progress um

zwei oder mehr Kategorien 14,6 Monate.

21



In einem nichsten Schritt wurden die nach dem IPSS-R klassifizierten
MDS-Patienten dahingehend untersucht, ob und inwieweit in den einzelnen Kategorien
eine Tendenz zu keiner Anderung, einer Karyotypverbesserung oder einem

Karyotypprogress im Verlauf besteht.

Die Mehrheit der Patienten, die den /PSS-R-Kategorien very low und low
zugeteilt werden, zeigt im Verlauf keine Anderung des Karyotyps (83,4 % und 69 %).
Gleiches ist in der Kategorie intermediate zu erkennen: Mit 52,3 % findet man bei den
meisten Patienten keine Verdnderung des Karyotyps im Verlauf. Hier ist jedoch der
Anteil an Patienten mit einer Karyotypverbesserung oder einem Progress hoher (21,1 %
und 26,6 %). Die Patienten, die der Kategorie high zugeordnet werden, zeigen in 25,7 %
der Fille eine Karyotypverbesserung und in 34,2 % einen Karyotypprogress. Diese
Tendenz zum Karyotypprogress setzt sich in der Kategorie very high fort. Diese zeigen
mit 41,8 % mehrheitlich eine klonale Evolution (sieche Tabelle 12).

[ Art der Anderung
T [ o | cooewm || Toawes

very low 25 (83,4 %) 3(10 %) 2 (6,6 %)

ol v BE®w  la2dw  24086%)

intermediate 57 (52,3 %) 23 21,1 %) 29 (26,6 %)

very high 29 (29,6 %) 28 (28,6 %) 41 (41,8 %)

Tabelle 12: Die Art der Anderung des Karyotyps im Hinblick auf die Einordnung mittels IPSS-R

Die gleiche Auswertung wurde im Hinblick auf die Einteilung nach NCCSS
gemacht (siehe Tabelle 13). Hier findet sich insbesondere bei den Patienten, die einen
ungiinstigen Karyotyp aufweisen und in die Kategorie poor oder very poor fallen, eine

klonale Evolution im Krankheitsverlauf.

Art der Anderung

_ Karyotypverbesserung Karyotypprogress

very good 4 (33,3 %) 4 (33,3 %) 4 (33,3 %)

] oo M89%)  31@8%) TR@23%)

intermediate 41 (36,6 %) 44 (39,3 %) 27 (24,1 %)

very poor 8 (16,3 %) 21 (42,9 %) 20 (40,8 %)

Tabelle 13: Die Art der Anderung des Karyotyps im Hinblick auf die Einordnung mittels NCCSS
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Des Weiteren wurden die Patienten anhand der bei ihnen angewandten
Therapien gruppiert. Am haufigsten (mit 303 von 569 angewandten Therapien) ist die
BSC, also eine unterstiitzende Therapie, die zum Beispiel die Transfusion von
Erythrozytenkonzentraten beinhaltet. Danach folgt bei 104 Patienten die allogene
Transplantation und bei 92 die Chemotherapie. Die epigenetische Therapie
(43 Patienten) und die immunmodulatorische Therapie (27 Patienten) fanden am
seltensten Anwendung (siche Tabelle 14). Ausgewertet wurde auflerdem, ob und wie
sich der Karyotyp in den verschiedenen Gruppen dndert. Es zeigt sich, dass Patienten,
die eine allogene Stammzelltransplantation erhalten haben, zumeist eine
Karyotypverbesserung im Anschluss aufweisen (49 %). Nach einer Chemotherapie und
auch nach einer epigenetischen Therapie ist ein Karyotypprogress mit 42,4 % und
41,9 % die héufigste Verdnderung. Die immunmodulatorische Therapie zeigt in 44,4 %
der Félle eine Karyotypverbesserung. Die Patienten, die eine unterstiitzende Therapie

erhalten, weisen im Verlauf mehrheitlich keine Verdnderung auf (80,9 %).

Art der Anderuno

K - - -
-_ pesens o
verbesserung progress
11
o 32 (30,8 %) 51 (49 %) 21 (20,2 %)
Stammzelltransplantation

epigenetische Therapie 9 (21 %) 16 (37,2 %) 18 (41,8 %)

best supportive care 245 (80,9 %) 0 (0 %) 58 (19,1 %)

Therapie

Tabelle 14: Die angewandten Therapien in der Ubersicht und die jeweilige Art der Anderung des
Karyotyps im Verlauf

3.2.2 Der Einfluss der klonalen Evolution auf die Uberlebenszeit und die
Zeit bis zum AML-Ubergang

Das mediane Gesamtiiberleben aller Patienten aus dem MDS-Register lag bei
26 Monaten. Vergleicht man die Patienten, von denen Informationen iiber den Karyotyp
zum Zeitpunkt der Erstdiagnose vorliegen, mit denen ohne chromosomale
Untersuchung bei Erstdiagnose, so findet sich ein signifikant unterschiedliches
Uberleben von 30 im Vergleich zu 22 Monaten (p < 0,001). Innerhalb der
Patientengruppe mit Informationen zum Karyotyp zum Zeitpunkt der Erstdiagnose

findet sich wiederum bei den Patienten, die auch im Verlauf eine zytogenetische
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Untersuchung erhalten haben, ein signifikant besseres Uberleben von 45 Monaten im

Vergleich zu 29 Monaten (p < 0,0001).

Betrachtet man die Prognose der MDS-Patienten in Abhédngigkeit von der
Karyotypverinderung, so zeigt sich, dass die Uberlebenszeit der Patienten, die keinen
Karyotypprogress zeigen, ldnger ist (im Median 41,7 Monate). Die Patienten mit einer

klonalen Evolution zeigen eine mediane Uberlebenszeit von 27 Monaten (p < 0,0001)
(Abb. 6).

1o Karyotypverdanderung

HKaryatypprogress
Karyotypverbesserung
I ocler keine Veranderung
‘I ; Karyotypprogress-
i zensiert
0,69 5|i Karyotypverbesserung
| oder keine Veranderung -
{ zensiert
\
0,6 lﬂ
1

0.4 \

kum. Uberleben

0,24 l\,F
“y

T T T I T T T T T T T T T T |
24 43 72 96 120 144 168 192 216 240 264 2883 312 336 360

Zeit in Monaten

Abb. 6: Kaplan-Meier-Plot mit kumulativer Uberlebenswahrscheinlichkeit der Patienten mit bzw.
ohne Karyotypprogress

Das Uberleben der Patienten, die eine klonale Evolution zeigen, wurde dann im
Hinblick auf die NCCSS-Kategorien betrachtet. Das lingste Uberleben findet sich in der
NCCSS-Kategorie good (42 Monate im Median) (siche Tabelle 15).

Uberleben
0,
--

good 78 42

weess [P

poor 15 15

Tabelle 15: Uberleben der Patienten mit klonaler Evolution im Hinblick auf die NCCSS-Kategorie
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Unabhingig von der NCCSS-Kategorie ist das Uberleben in der Patientengruppe
mit einem normalen Karyotyp zum Zeitpunkt der Diagnose signifikant besser als bei
Patienten mit einem aberranten Karyotyp (52,1 vs. 29 Monate, p < 0,0001). Betrachtet
man nur die Patienten mit einem Karyotypprogress im Verlauf, so hat ein normaler
Karyotyp bei Erstdiagnose keine signifikant prognostische Auswirkung mehr
(p = 0,206). Vergleichend wurde dann das Uberleben aller Patienten, deren Daten sich
zum Zeitpunkt der Auswertung im MDS-Register Diisseldorf befanden, ausgewertet.
Mit 37 Monaten ist es signifikant linger als das Uberleben der Patientenkohorte dieser
Arbeit (26 Monate) (p < 0,0001).

Einen AML-Ubergang findet man bei 40,7 % (233) der Patienten vor. In der
Gruppe der Patienten mit einem Karyotypprogress im Verlauf entwickelt sich bei
52,8 % eine AML. Allerdings entwickeln 60 % der Patienten, die initial einen normalen
Karyotyp aufweisen und eine klonale Evolution zu einem Hochrisiko-Karyotyp zeigen,
eine AML, wohingegen die Patienten, die zu jedem anderen Karyotyp einen Progress
aufweisen, nur zu 42 % im Verlauf in eine AML {ibergehen. Bei den Patienten ohne
Karyotypprogress zeigen nur 68 (20,1 %) eine AML, wobei hier die mediane Zeit bis
zur AML-Entwicklung 221 Monate vs. 35 Monate bei den Patienten mit
Karyotypprogress betrigt (p < 0,0001) (siche Abb. 7).

Betrachtet man die Patienten mit einer einzelnen Aberration zum Zeitpunkt der
Diagnose, zeigt sich kein spezifisches Muster der klonalen Evolution. Das heif3t, jeder
Patient mit jeder Aberration kann jede andere Aberration im Verlauf erwerben, wobei
die meisten Patienten mit AML-Progress eine prognostisch ungiinstigere Verdnderung

aufweisen (62 % vs. 42 %).
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Abb. 7: Kaplan-Meier-Plot mit kumulativer Wahrscheinlichkeit des AML-Ubergangs der Patienten
mit bzw. ohne Karyotypprogress

Nachdem deutlich wurde, dass eine Verdnderung des Karyotyps im Verlauf
sowohl einen Einfluss auf das Gesamtiiberleben als auch auf die AML-Entwicklung hat,
wurde das Gesamtiiberleben der Patienten getrennt nach denen, die im Verlauf keine
AML entwickeln und denen, die eine AML bekommen, betrachtet. So liegt das mediane
Uberleben bei den Patienten ohne AML-Ubergang und ohne Karyotypprogress bei
70 Monaten und bei denen mit Karyotypprogress bei 42 Monaten (p = 0,022).

Analog dazu folgte die Betrachtung der Patienten mit AML-Ubergang. Hier
konnte jedoch kein signifikanter Zusammenhang zwischen einem Karyotypprogress und
der Uberlebenszeit gezeigt werden (kein Progress: 24,4 Monate vs. Progress:

28,5 Monate; p =0,119).

3.3 BSC-Patienten

Da es durch MDS-spezifische Therapien wie allogene Stammzelltransplantation,
aber auch eine Therapie mit Lenalidomid oder demethylierenden Substanzen zu einer
Beeinflussung von chromosomalen Verianderungen kommen kann, wurde die gleiche
Betrachtung noch einmal fiir die Patienten durchgefiihrt, die ausschlieBlich mit BSC

behandelt worden waren. Anhand dieser Patientenkohorte ldsst sich der Einfluss der
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klonalen Evolution auf den Krankheitsverlauf und damit auf die Prognose der Patienten
exakter bestimmen als bei den therapierten Patienten, zumal nicht immer die exakten
Daten iiber den Therapiezeitpunkt und die Therapiedauer vorlagen. Da es sich bei dem
Auftreten einer klonalen Evolution genau genommen um eine zeitabhingige Covariable
handelt, wurde fiir die weitere statistische Betrachtung das Cox Proportional Hazard
Modell verwendet. Von den insgesamt 303 BSC-Patienten lagen von 294 Patienten alle
erforderlichen Informationen vor, um die weiteren Analysen durchfiihren zu konnen.
Die Baseline-Charakteristika der BSC-Patienten sind gesondert in Tabelle 16
aufgefiihrt.

I T T

(n=294) méinnlich

RCMD 121 41,2

5q-Syndrom 11 3,7

(YN RaEBI 2 109
(n=294)

RAEB II 34 11,6

Tabelle 16: Geschlechterverteilung sowie WHO, NCCSS und IPSS-R der BSC-Patienten

3.3.1 Klonale Evolution

57 (18,9 %) BSC-Patienten zeigen im Verlauf einen Karyotypprogress. Dabei
findet man bei 31,6 % dieser Patienten bei ED einen normalen Karyotyp, 68,4 % zeigen

zum Zeitpunkt der Diagnose hingegen schon chromosomale Aberrationen.
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Die kumulative Inzidenz klonaler Evolution nach 5 Jahren lag bei 17,6 %
(95 %-Konfidenzintervall (CI): 13,7 %-22,6 %, Abb. 8). Die Mehrheit der Ereignisse
klonaler Evolution trat innerhalb der ersten drei Jahre nach Diagnosestellung auf - mit
Betonung auf dem ersten Jahr. Patienten mit einem normalen Karyotyp hatten ein
signifikant geringeres Risiko fiir klonale Evolution als Patienten mit einem bereits
verdnderten Karyotyp mit einer kumulativen 5-Jahres Inzidenz von 11,7 % im

Vergleich zu 27,8 % (p = 0,0001) (Neukirchen et al., 2017).
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Abb. 8: Die kumulative Inzidenz klonaler Evolution im Hinblick auf die Zeit in Jahren ab ED

Die Verteilung der Patienten mit den unterschiedlichen chromosomalen
Verdnderungen bei Erstdiagnose und bei Progress ist in Abb. 9 dargestellt. Die
zytogenetischen Kategorien entsprechend der NCCSS-Klassifikation werden durch die
verschiedenen Farben reprisentiert, die farbige Linie auBen am Kreis markiert den
jeweiligen Startpunkt. Am Ankunftspunkt eines jeden Verbindungsbalkens ist ein
weilles Segment auf der Kreislinie dargestellt. Die Breite der Balken korreliert mit der
Anzahl an Patienten, die die jeweilige Progression aufweisen. Zusammenfassend zeigt
sich, dass Patienten aus jeder Risikokategorie in jede andere Kategorie eine klonale
Evolution aufweisen konnen. Allerdings findet sich ein zunehmendes Risiko fiir klonale

Evolution mit ungiinstigerer NCCSS-Risikokategorie (Neukirchen et al., 2017).
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Abb. 9: Die Verteilung der BSC-Patienten in die einzelnen NCCSS-Kategorien bei ED und bei
Progress (Neukirchen et al., 2017)

Weitere statistisch signifikante Kovariablen fiir das Auftreten klonaler Evolution
sind in Tabelle 17 dargestellt. Dabei finden sich z.B. die Anzahl an
Knochenmarkblasten und das Vorhandensein von Subklonen, auf das ich spiter noch
genauer eingehen werde. Das Geschlecht spielt bei der Betrachtung allerdings keine

Rolle.

kumulative 5-Jahres Inzidenz der klonalen
Evolution (95 %-Konfidenzintervall)

Alter -
22,7 %

> 65 Jahre 0,015

(16,1-29,2 %)
Geschlecht -

weiblich

19,3 %
(11,7-26,9 %)

0,527
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Knochenmarkblasten -_-

4% 0,016
(14,8-31,9 %) '

normaler Karyotyp -_-

27,8 %
(19,2-36,4 %)

Subklon -_-

51,5 %
ja <0,001
(31,9-71,1 %)

32,4%
(17,3-47,5 %)

54 %
(0,0-15,6 %)

18,5 %
intermediate 0,001
(8,1-28,9 %)

42,4 % 0.001
(18,3-66,4 %) ’

=5%

intermediate < 0,001

very high

Tabelle 17: Kumulative S5-Jahres Inzidenz der klonalen Evolution in Abhéngigkeit von statistisch

signifikanten Kovariablen

3.3.2 Einfluss der klonalen Evolution auf die Uberlebenszeit und die Zeit
bis zum AML-Ubergang

Die Zeit bis zum AML-Progress konnte bei nur 284 der BSC-Patienten

ausgewertet werden, da bei 10 Patienten der Zeitpunkt des AML-Ubergangs nicht

bekannt ist. Insgesamt findet sich bei 68 der BSC-Patienten ein AML-Ubergang

(23,9 %). Die mediane Zeit bis zum AML-Ubergang wird nicht erreicht, die kumulative
5-Jahres-Inzidenz liegt bei 23,1 % (95 %-CI: 18,5-28,6 %). Patienten mit klonaler
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Evolution haben im Vergleich zu den Patienten ohne klonale Evolution eine
ursachenspezifische Hazard Ratio (HR) von 2,233 (95 %-CI: 1,053-4,736, p = 0,036).
Bei den Patienten mit klonaler Evolution liegt die kumulative AML-Inzidenz nach

2 und 5 Jahren bei 11,5 % und 18,8 %.

Betrachtet man das Gesamtiiberleben der BSC-Patienten, so zeigt sich ein
signifikanter Einfluss klonaler Evolution auf die Prognose: HR: 3,677 (95 %-CIL:
2,659-5,084, p < 0,001). In der folgenden Tabelle (Tabelle 18) sind die in der

univariaten Analyse relevanten Faktoren fiir das Uberleben dargestellt.

Hazard 95 %- R
Ratio Konfidenzintervall I

Ge.scl.llecht: ménnlich vs. 1341 1,007-1,787 0,044
weiblich

Knochenmarkblasten:

<5%vs 2 5%

Subklon (Zeitpunkt 101)] 2,037 1,337-3,102 < 0,001
abnormaler Karyotyp vs.

normaler Karyotyp

klonale Evolutlon 3,677 2,659-5,084 <0,001

NCCSS: intermediate vs. 0.334 0.158-0,707 <0,001
very poor

NCCSS: very good vs. very

0,277 0,085-0,906 < 0,001
IPSS-R: intermediate vs. 2939 1.535-5.625 <0.001
very low ’ ? ? ?
1rss. igh vs vy i [EECE AL T T
IPSS-R: very high vs. very 5.279 2.438-11,430 <0,001

low

Tabelle 18: Univariate Analyse von Faktoren beziiglich des Gesamtiiberlebens der BSC-Patienten

Anders als in der Gesamtpatientengruppe findet man bei den BSC-Patienten, die
im Verlauf eine klonale Evolution zeigen, aber bei Erstdiagnose einen normalen
Karyotyp haben, ein signifikant lingeres Uberleben als bei den Patienten, die schon
zum Zeitpunkt der Diagnose einen aberranten Karyotyp aufweisen, der dann im Verlauf

einen Progress zeigt (66 vs. 26 Monate, p = 0,02).

Auch bei den BSC-Patienten erfolgte eine Betrachtung der Uberlebenszeit der

Patienten, die einen Karyotypprogress im Verlauf zeigen, im Hinblick auf die
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NCCSS-Kategorie und analog zur gesamten Patientenkohorte ist auch hier das

Uberleben in der Kategorie good am lingsten (siehe Tabelle 19).

Uberleben
0

good

Necss ———

poor

Tabelle 19: Uberleben der BSC-Patienten mit klonaler Evolution im Hinblick auf die
NCCSS-Kategorie

Zusitzlich wurde das Uberleben ab dem Zeitpunkt des Karyotypprogresses
untersucht, das bei 7,2 Monaten lag. Es zeigen sich relevante Unterschiede der
einzelnen NCCSS-Kategorien. Aufgrund der zu geringen Patientenanzahl wurden die
Patienten, die zum Zeitpunkt des Progresses der NCCSS-Kategorie good oder
intermediate und die, die der Kategorie poor oder very poor zugeordnet werden
konnten, zu zwei Gruppen zusammengefasst. In diesen Kohorten lassen sich
signifikante Unterschiede in der Uberlebenszeit finden (good und intermediate:
20,6 Monate; poor und very poor: 4,2 Monate; p < 0,0001) (siche Abb. 10) (Neukirchen
etal., 2017).
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Abb. 10: Die Uberlebenszeit in Jahren ab dem Zeitpunkt des Karyotypprogresses
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Betrachtet wurde auBerdem, wie sich das Uberleben der Patienten ohne und mit
einem AML-Ubergang verhilt. Bei den Patienten ohne einen Ubergang in eine AML
zeigt sich, dass diejenigen, die im Verlauf eine klonale Evolution des Karytotyps
durchlaufen, ein signifikant kiirzeres Uberleben aufweisen als die ohne
Karyotypprogress (66 vs. 41 Monate, p = 0,024). Bei den AML-Patienten findet man
keinen statistisch signifikanten Zusammenhang vor (29 vs. 15 Monate, p = 0,264) (siche

Abb. 11).
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Abb. 11: Kaplan-Meier-Plot mit kumulativer Wahrscheinlichkeit des AML-Ubergangs der BSC-
Patienten mit bzw. ohne Karyotypprogress

3.4 Einfluss von Subklonen auf die Prognose von MDS-Patienten

3.4.1 Deskriptive Statistik

Im zweiten Teil dieser Arbeit wird der Fokus auf die Patienten gelegt, die einen
Subklon im Karyotyp aufweisen. Dieses ist bei 81 der insgesamt 572 Patienten (14,2 %)
der Fall. Dabei handelt es sich bei 61,7 % um mannliche Patienten, die im Median
63 Jahre alt sind (Bereich: 16-87 Jahre). Das Alter der Patienten, die keinen Subklon im
Karyotyp zeigen, betrdgt im Median ebenfalls 63 Jahre (18-87 Jahre). Bei den Patienten,
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die im Verlauf eine klonale Evolution zeigen, findet man in 20,8 % der Fille einen

Subklon, bei den Patienten ohne Karyotypprogress nur bei 11,9 % (p = 0,007).

Am hiufigsten lassen sich diese Patienten mit 38,3 % der WHO-Kategorie
RCMD zuordnen, 27,2 % findet man in der Kategorie RAEB II und 11,1 % in der
Kategorie RAEB I wieder. Mit 9,9 % fallen einige Patienten in die RAEB-T Kategorie.
Wenige Patienten lassen sich den Kategorien CMML I (7,4 %), RCUD (2,5 %),
5¢-Syndrom (1,2 %), CMML 1II (1,2 %) und RARS (1,2 %) zuordnen (siche
Tabelle 20).

Die Patienten, bei denen ausreichend Daten fiir eine Klassifikation vorhanden
waren, finden sich nach /PSS-R mit 45,2 % am hiufigsten in der Kategorie very high
wieder. Abnehmend in der Risikoeinstufung fallen immer weniger Patienten in die
einzelnen Kategorien. In die Kategorie Aigh lassen sich somit noch 27,4 % der Patienten
mit Subklon einstufen, in die Kategorie intermediate 15,1 %, low 9,6 % und in die

Kategorie very low nur noch 2,7 %.

Auch die Einteilung der Karyotypen nach NCCSS wurde durchgefiihrt. Von den
81 Patienten, die einen Subklon im Karyotyp aufweisen und die in eine
NCCSS-Kategorie einzuordnen sind, zeigt die Mehrheit (mit 34,6 %) eine Zuordnung zu

der Kategorie very poor. Gefolgt von der Kategorie intermediate mit 30,8 % der

Patienten, poor mit 24,7 % und good mit 9,9 %. In die Kategorie very good fallen keine

--

Patienten.

5q-Syndrom

RAEB II

CMML 11 1 1,2
IPSS-R very low 2 2,7
=7 L

intermediate 11 15,1

34



very high

Neess i

(n=81) ___

poor

Tabelle 20: WHO, IPSS-R und NCCSS der Patienten mit Subklon

3.4.2. Einfluss des Vorkommens von Subklonen auf die Uberlebenszeit
und die Zeit bis zum AML-Ubergang

Fiir die Betrachtung der Uberlebenszeit und AML-Progression habe ich mich auf
die Patienten beschrinkt, die zum Zeitpunkt der Erstdiagnose einen Subklon
aufgewiesen haben (n = 77,14 %). Betrachtet man die mediane Uberlebenszeit der
Patienten, bei denen ein Subklon aufgefunden wurde, so zeigt sich, dass die Patienten
ohne Subklon im Median mit 50 Monaten ein lingeres Uberleben als die mit Subklon

(28 Monate) aufweisen (p = 0,001) (siche Abb. 12).
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Abb. 12: Uberleben der Patienten mit und ohne Subklon bei ED in Jahren

Es folgte eine detailliertere Auswertung der medianen Uberlebenszeit unter dem

Aspekt der zugehorigen WHO-, IPSS- und IPSS-R-Kategorie. Aufgrund der geringen
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Patientenzahlen konnte nur in den WHO-Gruppen RCMD, RAEB I und RAEB 1I ein
kiirzeres Uberleben in den Gruppen mit Subklon festgestellt werden. In den
IPSS-Kategorien zeigen die Patienten, die als intermediate 1, intermediate 2 oder high
einzuordnen sind, ein kiirzeres Uberleben mit Subklon. In den /PSS-R-Kategorien wird

dies in den Gruppen very low, low, intermediate und very high deutlich (siehe

Tabelle 21).

kein Subklon Subklon
Uberleben in Uberleben in
Monaten Monaten

kein Subklon Subklon
Uberleben in Uberleben in
Monaten Monaten

intermediate 2 0,002

kein Subklon Subklon
Uberleben in Uberleben in
Monaten Monaten

<0,0001

o ____

very high <0,0001

Tabelle 21: Die mediane Uberlebenszeit der Patienten mit und ohne Subklon unter dem Aspekt der
Zuordnung in die verschiedenen WHO-, IPSS- und IPSS-R-Kategorien

Es folgte eine erneute Gruppierung der Patienten in eine Kohorte mit einem
Anteil von < 5 % medulldren Blasten und in eine zweite mit > 5 % medulléren Blasten.
Auch hier zeigte sich in der Auswertung, dass die Prdsenz von Subklonen mit einem
kiirzeren Uberleben korreliert (58 vs. 35 Monate in Patienten mit < 5 % Blasten,

p =0,007; 27 vs. 10 Monate bei Patienten mit > 5 % medulldren Blasten, p = 0,002).

Betrachtet man nur die BSC-Patienten mit Subklon zum Zeitpunkt der
Erstdiagnose, so findet sich kein relevanter Einfluss auf die AML-Progression. Weitet
man die Analyse allerdings auf alle Patienten aus der Kohorte aus, so ist das
Vorhandensein von Subklonen ein relevanter Pradiktor (p < 0,001). Bei den Patienten

mit Subklon liegt die 5-Jahres AML-Rate bei 62,6 % (95 %-CIL: 50,9-74,3 %),
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wohingegen sie bei den Patienten ohne Subklon bei 35,2 % liegt (95 %-CIL:
30,5-39,9 %).

Abschliefend wurde noch ein multivariates Modell fiir das Gesamtiiberleben
berechnet (Tabelle 22), wobei die NCCSS-Kategorien und der Blastenanteil im
Knochenmark nicht beriicksichtigt wurden, da diese bereits im /PSS-R enthalten sind.
Ansonsten bestdtigen sich die bereits im univariaten Modell gesehenen Effekte, auch
wenn Hazard Ratios kleiner waren. Fiir das Auftreten klonaler Evolution liegt sie bei
2,257 (95 %-CI: 1,557-3,271, p < 0,001) und bestétigt somit den ungiinstigen Effekt auf
die Prognose der Patienten, selbst wenn andere Variablen mitberiicksichtigt werden. Im
multivariaten Modell ist der Einfluss von Subklonen nicht mehr signifikant. Im

multivariaten Modell fiir die AML-Progression ist weder das Vorhandensein von

Subklonen noch das Auftreten klonaler Evolution relevant.

95 %-
Hazard Ratio ~ ) p
Konfidenzintervall

Subklon (Zeltpunkt ED) 1,393 0,868-2,235

Geschlecht mannlich vs.
weiblich

Alter (1n Jahren) 1,038 1,021-1,056 < 0,001

IPSS-R: intermediate vs. very low 2,239 1,152-4,352 0,017

IPSS-R: very high vs. very low 4,700 2,123-10,405 < 0,001

Tabelle 22: Multivariate Analyse von Faktoren beziiglich des Einflusses auf die AML-Progression
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4. Diskussion

Ziel der Arbeit ist es, den Einfluss klonaler Evolution auf die Prognose von
MDS-Patienten zu untersuchen und die prognostische Bedeutung von Subklonen

herauszuarbeiten.

Auf der Basis von insgesamt 572 MDS-Patienten konnte Folgendes gezeigt

werden:

e FEine klonale Evolution des Karyotyps im Verlauf der Erkrankung ist mit
einem kiirzeren Gesamtiiberleben assoziiert.

e Das Vorhandensein von Subklonen bereits zum Zeitpunkt der
Erstdiagnose hat ebenfalls einen negativen Einfluss auf das Uberleben
der Patienten.

e Sowohl klonale Evolution als auch das Vorhandensein von Subklonen
sind nicht nur mit einem kiirzeren Gesamtiiberleben als auch mit einem
hoheren Risiko fiir einen AML-Ubergang assoziiert.

e Die klonale Progression folgt keiner klaren Regel, allerdings bleibt auch
beim Progress der Charakter im Sinne des Vorhandenseins von
MDS-typischen Verdnderungen erhalten.

e Die Wahrscheinlichkeit einer klonalen Evolution hdngt von den primér
beschriebenen Karyotypen ab. Es findet sich bei unbehandelten Patienten
immer eine Evolution hin zu prognostisch ungiinstigeren Karyotypen.
Eine klonale Entwicklung hin zu einem prognostisch giinstigen Karyotyp

findet sich nicht (Neukirchen et al., 2017).

Betrachtet man die gesamte Studienkohorte, so findet sich sowohl beziiglich der
Geschlechterverteilung als auch beziiglich der Verteilung der MDS-Subtypen ein
reprasentatives Kollektiv an MDS-Patienten. Es ist anzumerken, dass das mediane Alter
der fiir diese Arbeit betrachteten Patienten 63 Jahre betrdgt und damit etwas niedriger
als die Angaben in der Literatur ist; jedoch sind hier auch die Patienten inbegriffen, die
eine allogene Stammzelltransplantation erhalten haben, eine Therapie, die bei jiingeren
Patienten zur Anwendung kommt. Betrachtet man die Verteilung der Karyotypen, so
findet sich bei 47 % der Patienten ein normaler Karyotyp; 53 % hingegen zeigen

Chromosomenveranderungen, analog zu den Ergebnissen von Haase et al. sowie von
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Schanz et al., die berichten, dass etwa 50 % der MDS-Patienten chromosomale
Anomalien aufweisen (Schanz et al., 2012, Haase et al., 2007). Der leicht erhohte Anteil
an Patienten mit Karyotypverdnderungen in dieser Arbeit ldsst sich wohlmoglich damit
erkldren, dass gerade die Patienten, die bei der Erstpunktion einen verdnderten Karyotyp
aufweisen, zur Verlaufsbeobachtung héufiger einer weiteren Punktion unterzogen
werden und damit fiir die ausgewertete Patientengruppe dieser Arbeit in Betracht
kommen. Auch finden sich in dieser Kohorte Patienten mit einer del(5q), die im
Rahmen einer Studie mit Lenalidomid behandelt wurden, das speziell bei dieser
Subgruppe eine sehr gute Wirksamkeit aufweist. Zu Kontrollzwecken erfolgte bei den

Patienten eine wiederholte Karyotypanalyse.

Untersucht man zunichst einmal den Einfluss einer chromosomalen Progression
auf die Prognose der Patienten, so zeigt sich, dass die Patienten ohne Verdnderung des
Karyotyps im Verlauf mit 41,7 Monaten eine deutlich lingere mediane Uberlebenszeit
als die Patienten mit einem Karyotypprogress (27 Monate) (p < 0,0001) aufweisen. Um
den FEinfluss einer spezifischen Therapie auf den Verlauf der Erkrankung
auszuschlieBen, wurde die Prognose der BSC-Patienten separat betrachtet. Auch hier
findet sich ein deutlich lingeres Uberleben von 46 Monaten bei den Patienten ohne
klonale Evolution im Vergleich zu 28 Monaten bei Patienten, die im
Erkrankungsverlauf einen klonalen Progress aufweisen (p < 0,0001). Eine Analyse des
Uberlebens bei BSC-Patienten, die eine klonale Evolution innerhalb von 6 Monaten,
innerhalb eines Jahres, innerhalb zweier Jahre und nach zwei Jahren zeigen, macht
deutlich, dass dariiber hinaus auch ein Zusammenhang zwischen dem Zeitpunkt des
Auftretens der klonalen Evolution und der Prognose besteht. Mit 84 Monaten zeigen die
Patienten, die erst nach zwei Jahren einen Progress erleiden, das lingste Uberleben. Das
kiirzeste Uberleben findet man bei den Patienten mit einer klonalen Evolution innerhalb

der ersten sechs Monate nach Erstdiagnose (p < 0,0001) (Neukirchen et al., 2017).

Neben der Analyse der chromosomalen Progression wurde zusitzlich die
Bedeutung von Subklonen evaluiert. Bochtler et al. stellten in ihrer Verdffentlichung
iiber Subklone bei AML-Patienten fest, dass diese zu 51,2 % einer ungiinstigen
Risikogruppe nach der FEuropean LeukemiaNet-Klassifikation (ELN-Klassifikation)
angehoren (Bochtler et al., 2013). AuBlerdem berichten sie, dass diese im Median édlter
sind als die Patienten ohne einen Subklon im Karyotyp. Betrachtet man nun wieder die

gesamte Patientengruppe, so zeigt sich auch hier, dass ein Grofteil der Patienten mit
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Subklon einer prognostisch ungiinstigen /PSS-R-Kategorie angehort (27,4 % high und
45,2 % very high). Das Auftreten von Subklonen scheint also auch hier mit einer
hoheren Risikokategorie nach /PSS-R zu korrelieren. Das mediane Alter zeigt sich
jedoch, anders als in der Veroffentlichung von Bochtler et al., mit 63 Jahren nahezu

gleich hoch wie bei den Patienten ohne Subklon (63,5 Jahre) (Neukirchen et al., 2017).

Im Allgemeinen treten bei 14,2 % aller Patienten Subklone im Karyotyp auf,
wobei sie mit 61,7 % vermehrt in den Karyotypauswertungen der ménnlichen Patienten
zu finden sind. Da das MDS jedoch im Allgemeinen eine Priferenz fiir das Auftreten
bei dem mannlichen Geschlecht hat, ldsst sich hieraus keine Aussage {iber das
Vorkommen der Subklone machen. Haufiger jedoch findet man mit 20,8 % vs. 11,9 %
einen Subklon bei den Patienten, deren Karyotyp im Verlauf eine klonale Evolution

zeigt (p = 0,007).

Die Auswertung der Einordnung der Karyotypen der Patienten nach dem
NCCSS-System zeigt, dass im Vergleich zur NCCSS-Einordnung der Gesamtgruppe,
Patienten mit Subklon wesentlich haufiger in den Risikokategorien poor und very poor
auftreten. Daraus ldsst sich schlieen, dass Subklone héufiger in bereits komplex
verdnderten Karyotypen auftreten bzw. dass das Auftreten von Subklonen bei Patienten
mit einem fortgeschrittenen MDS mit einem instabilen Chromosomensatz hédufiger ist

(Neukirchen et al., 2017).

Die vorliegenden Daten legen nahe, dass das Auftreten eines Subklons zum
Zeitpunkt der Erstdiagnose mit einer schlechteren Prognose assoziiert ist. So zeigen die
Patienten mit Subklon bei Erstdiagnose eine mediane Uberlebenszeit von 28 Monaten
und die ohne Subklon eine von 50 Monaten (p = 0,001). Die gleiche Aussage konnte die
Studiengruppe um Bochtler fiir die AML-Patienten machen (Bochtler et al., 2013). In
einem weiteren Schritt wurden die medianen Uberlebenszeiten der Patientengruppen
mit und ohne Subklon fiir die einzelnen WHO-Subtypen und fiir Hoch- und
Niedrigrisiko-Patienten mit einem medulldren Blastenanteil iiber und unter 5 %
betrachtet. Auch wenn die Betrachtung aufgrund der geringen Patientenzahl nicht fiir
jede Subgruppe gelang, so zeigt sich doch in allen untersuchten Subgruppen ein
kiirzeres Gesamtiiberleben, wenn Subklone vorliegen. In der univariaten Betrachtung
zeigt sich sowohl fiir das Gesamtiiberleben als auch fiir die Rate an AML-Progressionen

ein signifikanter Einfluss von Subklonen (Neukirchen et al., 2017).
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Da ein Teil der MDS-Patienten im Krankheitsverlauf eine AML entwickelt,
stand bei der Auswertung der Einfluss der klonalen Evolution auf das Risiko, eine AML
zu entwickeln, ebenfalls im Fokus. Betrachtet man zunéchst die Prognose der Patienten,
die weder eine AML entwickeln, noch eine klonale Evolution aufweisen, ist bei diesen
das mediane Uberleben mit 70 Monaten merklich linger als bei Patienten mit klonaler
Evolution (42 Monate im Median, p = 0,022). Die Prognoseverschlechterung durch den
Karyotypprogress beeinflusst das Uberleben hier deutlich. Bei den Patienten mit
AML-Ubergang lisst sich keine statistisch signifikante Aussage treffen. Hier erkennt
man eine Tendenz zu einem lingeren medianen Uberleben bei der Kohorte ohne
chromosomalen Progress, jedoch zeigt sich im Vergleich mit der Dauer des Uberlebens
der Patientenkohorte mit AML-Ubergang und einer klonalen Evolution kein

signifikanter Unterschied (28,5 vs. 24,4 Monate, p = 0,119) (Neukirchen et al., 2017).

Allerdings korreliert die Zeit bis zu einem AML-Ubergang mit der klonalen
Evolution; so zeigen die Patienten ohne eine Anderung des Karyotyps ein
progressionsfreies Intervall von 221 Monaten, die mit Karyotypprogress eine signifikant
kiirzere Zeit bis zum AML-Ubergang von nur 35 Monaten (p < 0,0001). Die
Studiengruppe von Bochtler et al. zeigte auf, dass die Anhdufung von klonalen
Aberrationen zu einem AML-Ubergang fiihren kann. Sie beschreiben weiterhin, dass sie
eine wichtige Rolle im Fortschreiten von MDS spielen konnen (Bochtler et al., 2015).
Auch die hier bestimmten AML-Raten machen den Einfluss der chromosomalen
Aberrationen auf das progressionsfreie Intervall deutlich: mit 52,8 9% (mit
Karyotypprogress) versus 20,1 % (ohne Karyotypprogress) zeigen mehr Patienten mit

einem sich verindernden Karyotyp einen AML-Ubergang.

Beschriinkt man die Betrachtung des AML-Ubergangs auf die BSC-Kohorte, so
findet sich ein AML-Ubergang bei 23,9 %, wobei die Patienten mit klonaler Evolution
im Vergleich zu den Patienten ohne Karyotypprogress eine ursachenspezifische Hazard
Ratio von 2,233 (95 %-CI = 1,053-4,736, p = 0,036) haben. Die BSC-Patienten ohne
einen AML-Ubergang und ohne einen Karyotypprogress weisen ebenfalls wie die
Gesamtkohorte ein signifikant lingeres Uberleben auf als die Patienten mit klonalem
Progress (66 vs. 41 Monate, p = 0,024). Die Auswertung bei den AML-Patienten mit
und ohne klonale Evolution kommt allerdings, genau wie in der gesamten

Patientengruppe, zu keinem statistisch signifikanten Ergebnis (29 vs. 15 Monate,
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p=0,264). Es ist allerdings auch hier ein Trend hin zu einem kiirzeren

Gesamtiberleben zu beobachten.

Bei den Patienten, die im Verlauf eine klonale Evolution durchlaufen, kann
konstatiert werden, dass sie vormals in der Mehrzahl nach NCCSS als good eingestuft
(61,4 %) und nach der klonalen Evolution meist der Kategorie intermediate (42,6 %)
zugeteilt werden. Es scheint sich bei dem Progress also um einen Prozess zu handeln,
der allmdhlich vonstattengeht. Auch Bochtler et. al beschreiben in ihrer
Veroftentlichung dieses schrittweise Ansammeln von Aberrationen wéhrend eines
typischen AML-Verlaufs (Bochtler et al., 2015). Um ausschlieen zu kénnen, dass die
Ergebnisse mit den unterschiedlichen Zeitabstinden zwischen den Punktionen
zusammenhéngen, dass also die Patienten mit einer weniger ausgeprigten Anomalie bei
der Folgepunktion eher und die anderen spéter in einem weiter entwickelten Stadium
der Krankheit punktiert wurden, wurde aullerdem die mediane Zeit bestimmt, die bis zu
einer Verschlechterung um eine oder um zwei und mehr NCCSS-Kategorien verging.

Hierbei fand sich mit 14,3 und 14,6 Monaten kein Unterschied.

Bei der Auswertung der Daten stellt sich auBerdem heraus, dass Patienten, die
man den /PSS-R-Kategorien very low und low zuordnet, ein geringes Risiko fiir eine
klonale Evolution zeigen. Gleichwohl die Patientenanzahl in der Kategorie very low
relativ gering und damit statistisch wenig aussagekréftig ist, kann die Anzahl in den
anderen Kategorien als statistisch relevant betrachtet werden. 83,4 % der der Kategorie
very low zugeordneten Patienten und 69 % der Patienten, die der /PSS-R-Kategorie low
zugeteilt werden, zeigen keine Karyotypverdnderung im Verlauf. Je weiter die
Erkrankung fortschreitet, desto héufiger kommt es im Verlauf zu einer
Karyotypverdnderung. Betrachtet man nur die Kohorte, die eine klonale Evolution zeigt,
so steigt dieser Anteil, je prognostisch ungiinstiger die Einordnung nach dem
IPSS-R-Score ist (very low: 6,6 %, very high: 41,8 %). Gleiches berichten
Bernasconi et al. in ihrer Veroffentlichung aus dem Jahre 2010, wobei sie eine
Patientengruppe von 153 Patienten untersuchten. Sie stellten fest, dass Patienten mit
einer fortgeschrittenen Erkrankung héufiger zytogenetische Aberrationen aufweisen.
AulBlerdem beschreiben sie, dass diese Aberrationen signifikant das progressionsfreie
Intervall und das Uberleben beeintrichtigen (Bernasconi et al., 2010). Auch diese
Aussage wird von den Ergebnissen dieser Arbeit gestiitzt, zeigen doch die Patienten

ohne Verdnderung des Karyotyps mit 41,7 Monaten eine deutlich lingere mediane
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Uberlebenszeit, als es die Patienten mit einem Karyotypprogress tun (27 Monate, p <

0,0001) (Neukirchen et al., 2017).

Auch bei den BSC-Patienten ldsst sich feststellen, dass sich eine klonale
Evolution im Verlauf schrittweise entwickelt. Vor dem Progress sind auch hier die
meisten Patienten (54,6 %) der NCCSS-Kategorie good zuzuordnen. Danach befinden
sich in dieser Kategorie jedoch nur noch 3,5 % der Patienten, in der Kategorie
intermediate dagegen 41,1 % (vormals 18,4 %). Die Anzahl an Patienten in den
Kategorien poor und very poor ist dabei ebenfalls gestiegen (poor: von 9,9 % auf

12,1 %, very poor: von 14,2 % auf 33,3 %) (Neukirchen et al., 2017).

Kritisch zu hinterfragen ist der Grund, weshalb bei den Patienten, deren Daten
fiir diese Arbeit ausgewertet wurden, im Verlauf erneute Knochenmarkpunktionen
durchgefiihrt wurden. Diese Information konnte trotz erheblicher Bemiihungen nicht fiir
einen ausreichenden Anteil an Patienten erhoben werden, beeinflusst allerdings die
Grundvoraussetzungen dieser Patientengruppe. Da die regelméfige Punktion keine
Routineuntersuchung bei MDS-Patienten darstellt, muss angenommen werden, dass es
einen Anlass flir die Punktionen gab. Ausgenommen davon sind die Patienten, die an
Studien teilnehmen, bei denen es zur Uberwachung im Verlauf regelmiBig zu
Knochenmarkuntersuchungen kommt. Somit steht die Frage im Raum, ob die hier
ausgewertete Patientengruppe als reprédsentativ fiir alle MDS-Erkrankten anzusehen ist
und somit eine zufallige Stichprobe darstellt oder ob durch den Anlass der erneuten

Punktion ein Selektionsbias entsteht (Neukirchen et al., 2017).

Moglich ist einerseits, dass die Patienten nur deshalb erneut punktiert wurden,
weil die klinische Situation oder eine andere Begebenheit einen Hinweis darauf gaben,
dass eine Verschlechterung der Situation eingetreten war, die Patientengruppe im
Vergleich zur Gesamtheit der MDS-Erkrankten also schlechtere Grundvoraussetzungen
aufweist. Auch eine mit einer groBeren Wahrscheinlichkeit durchgefiihrte zweite
Punktion bei Patienten, die eine bessere Prognose zeigen, z.B. aufgrund eines jlingeren
Alters oder weniger Komorbiditdten und sich aufgrund dessen fiir intensivere Therapien
oder klinische Studien eignen, die einer Uberwachung obliegen, kann bessere
Grundvoraussetzungen der hier ausgewerteten Patientenkohorte bedingen. Anzunehmen
ist Letzteres, da das Uberleben der Patientengruppe, die in diese Arbeit mit einbezogen

wurde, mit 37 Monaten signifikant linger ist als das Uberleben aller zum Zeitpunkt der
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hier durchgefiihrten Datenauswertung im Register gespeicherten Patienten (26 Monate,
p <0,0001) und das mediane Alter der Patienten, von denen keine Karyotypauswertung

vorliegt, mit 74 Jahren signifikant hoher ist (p < 0,001) (Neukirchen et al., 2017).

Des Weiteren gilt zu diskutieren, ob das Vorhandensein von Subklonen oder ein
chromosomaler Progress aufgrund des Einflusses auf die Prognose zu einer fritheren
Entscheidung fiir eine invasive Therapie fiihren sollte. In einer aktuellen Arbeit von
Nachtkamp et al. konnte gezeigt werden, dass lediglich 16,6 % der MDS-Patienten nicht
an Ursachen versterben, die unmittelbar mit der Erkrankung zusammenhingen. Bei
allen anderen Patienten fanden sich vor allem AML-Progress, Infektionen und
Blutungen als héufigste Todesursachen, die durch eine spezifische Therapie

beeinflussbar sein kdnnen (Nachtkamp et al., 2016).

Eine allogene Stammzelltransplantation als einzig kurativer Therapieansatz wird
in erster Linie bei fortgeschrittenem MDS durchgefiihrt, ebenso wie eine Therapie mit
Azycitidin. Es gibt allerdings Berichte in der Literatur, die Hinweise geben, dass diese
Therapien aufgrund besserer Ansprechraten durchaus zu einem fritheren Zeitpunkt vor
dem Progress der Erkrankung erwogen werden konnen. Cutler et al. berichten z.B. in
threr  Veroffentlichung iiber allogene Stammzelltransplantationen, dass bei
Niedrigrisikopatienten eine Transplantation, die noch vor dem AML-Ubergang
stattfindet, die besten Uberlebenszeiten fiir die Patienten zeigt (Cutler et al., 2004). Sie
argumentieren jedoch auch, dass eine Transplantation ein Risiko darstellt und dass die
Patienten dieser Risikogruppe per se gute Uberlebenszeiten zeigen, so dass das Risiko
nicht zu friith eingegangen werden sollte. Auch Alessandrino et al. empfehlen eine
Transplantation in einem noch nicht so weit fortgeschrittenen Krankheitsstadium
(Alessandrino et al., 2013). Somit konnte bei Niedrigrisikopatienten ein chromosomaler
Progress im Erkrankungsverlauf auf eine schlechtere Prognose hindeuten und dies

schon als Anlass genommen werden, eine Therapie zu erwégen.

Zusammenfassend zeigen die vorliegenden Daten, dass eine klonale Progression
und das Vorhandensein von Subklonen bei MDS-Patienten mit einer schlechteren
Prognose sowie mit einer hdheren Rate an AML-Ubergingen und einem kiirzeren
Gesamtiiberleben assoziiert sind. Die Daten unterstreichen die Bedeutung
chromosomaler Analysen fiir die Prognoseevaluation. Insbesondere jiingere Patienten,

die einer intensiveren Therapie zugefiihrt werden konnen, sollten im Verlauf auch
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regelmédlBig  zytogenetische  Untersuchungen  erhalten. ~Wenn von  einer
Knochenmarkpunktion abgesehen werden soll, konnte diese Untersuchung auch aus
dem peripheren Blut erfolgen, wie Kollegen aus Géttingen in mehreren Publikationen
anschaulich darstellen konnten. FISH-Untersuchungen
(Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung) an CD34-Zellen aus dem peripheren Blut von
MDS-Patienten sind eine geeignete Methode, um friihzeitig Verdnderungen zu erkennen
und somit noch vor einem klinischen Progress die Patienten zu identifizieren, bei denen
ein hoheres Risiko fiir eine Krankheitsprogression besteht und die von einer fritheren
Therapieinitiierung profitieren konnten (Braulke et al., 2013, Braulke et al., 2015,
Neukirchen et al., 2017).
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