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Labordiagnostik der chronischen lymphatischen Leukamie (CLL)

Die chronische lymphatische B-Zell-Leukamie (CLL) gilt als die haufigste Leukamie der westlichen Lander. Allein in
Deutschland liegt die Zahl jahrlicher Neuerkrankungen bei ca. 10-15/100.000 Personen. Es handelt sich um ein niedrig
malignes Non-Hodgkin-Lymphom, das in der Regel leukdmisch verlauft. Die moderne Labordiagnostik der CLL umfasst
neben der primardiagnostisch obligaten Zytomorphologie und Immunphénotypisierung zunehmend auch zyto-genetische
und molekularbiologische Marker mit prognostischer Relevanz.

Zytomorphologie:

Morphologisch zeigt sich eine Vermehrung kleiner, reifer Lymphozyten mit dichtem,
z. T. scholigem Chromatin und schmalem Zytoplasmasaum. Nukleoli sind nicht
erkennbar. Neben diesen kleinen Lymphozyten kann eine Subpopulation groRerer,
atypischer Lymphozyten bzw. Prolymphozyten auftreten, deren Anteil jedoch 55 % nicht
Ubersteigen sollte im Hinblick auf eine B-Prolymphozyten-Leukémie oder B-PLL.

Abb. 1: Zytomorphologie einer fortgeschrittenen CLL: Starke Vermehrung kleiner bis mittelgroRer Lymphozyten

d mit scholligem Chromatin.

Immunphénotypisierung:

Fur die Diagnose einer CLL sollten im peripheren Blut =2 5000 klonale B-Zellen/ul nachweisbar sein." Die Abklarung einer
B-Zellklonalitat sowie des flir die CLL charakteristischen Antigenexpressionsmusters erfolgt  mittels
Immunphanotypisierung. Hier findet sich neben einer Expression von B-Zellantigenen wie CD19, CD20 und CD23 die
Koexpression des T-Zellantigens CD5. CD20 und die Oberflachenimmunglobuline
werden im Vergleich zu reifen B-Zellen mit verminderter Antigendichte exprimiert.
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Aus prognostischer Sicht sollte die Expression des Aktivierungsantigens CD38 sowie
des intrazellularen Proteins ZAP-70 gepruft werden. Fir diese Marker wurde eine
Assoziation beschrieben im Hinblick auf den Mutationsstatus der Immunglobulin-
Schwerkettengene bzw. IgVH-Gene. Demnach liegt bei Uberexpression von ZAP-70 und
CD38 in der Regel ein unmutierter, prognostisch unginstiger IgVH-Status vor, bei
geringer oder fehlender Expression hingegen ein hypermutierter IgVH-Status.? Da jedoch
e keine absolute Korrelation besteht, sollte in Zweifelsfallen (z. B. progredienter klinischer
cods Verlauf bei unauffaligem CD38- und/oder ZAP-70-Befund) die IgVH-Analyse (s. u.)
durchgefiihrt werden.
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Abb. 2: Zytomorphologie einer fortgeschrittenen CLL: Starke Vermehrung kleiner bis mittelgroRer
Lymphozyten mit scholligem Chromatin.
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Klassische Zytogenetik:

Die Analyse des kompletten Chromosomensatzes ermdglicht unter optimierten Zellkulturbedingungen, z. B. Zusatz von IL2
und DSP30 den Nachweis zusatzlicher, nicht durch die FISH-Analytik (s. u.) erfasste Aberrationen. 3

Dartiber hinaus findet sich bei ca. 20 % der CLL-Patienten ein komplex aberranter Karyotyp (3 oder mehr Aberrationen),
der als prognostisch unguinstig einzustufen ist und haufig in Kombination mit einem unmutierten IgVH-Status und/oder der
p53-Deletion auftritt.

Molekularzytogenetik (FISH):

Bei der Fluoreszenz-in-Situ-Hybridisierung (FiSH) an Interphase-Zellkernen werden bestimmte, fiir die CLL
charakteristische Aberrationen durch eine Auswahl chromosomenspezifischer Gensonden abgeklart. Mit dieser Methode
sind bei ca. 80 % der CLL-Félle genetische Verdnderungen nachweisbar. Die Ergebnisse erlauben eine Einteilung in 5
prognostisch relevante Gruppen wie folgt:

Gruppe Aberration Haufigkeit Monate(*) Prognose Der Nachweis der Deletion 17p, die das Gen
TP53 betrifft, ist nicht nur von prognostischer

-5509 ’
1 13914 50-55% 133 gut Bedeutung, sondern beeinflusst auch das
2 keine 15-20% 111 intermediar weitere therapeutische Vorgehen. So zeigen
. . . Patienten mit einer 17p-Deletion oder TP53-
3 Trisomie 12 | 15-20% 114 intermediar Mutation ein schlechtes Ansprechen auf
4 Deletion 11q | 15-20% 79 schlecht alkylierende Substanzen, Purinanaloga und
X Rituximab; eine signifikant héhere
5 Deletion 17p | 5-10% 32 schlecht Ansprechrate ergibt sich jedoch fiir diese
Gruppe durch den Einsatz des anti-CD52-

Antikérpers (Campath).’

Tab. 1: Prognosegruppen der CLL nach Molekularzytogenetik *Medianes Uberleben in
Monaten, modifiziert nach 4

Molekulargenetik:

Uber die Analyse der variablen Regionen der Immunglobulin-Schwerkettengene (IgVH) sind bei 50 — 60 % der CLL-
Patienten somatische Hypermutationen (SHM) nachweisbar. IgVH-Sequenzen mit weniger als 98 % Ubereinstimmung im
Vergleich zur entsprechenden Keimbahnsequenz gelten als hypermutiert, solche mit mehr als 98 % Homologie als
unmutiert. Der IgVH-Status ist, unabhangig vom Krankheitsstadium, prognostisch relevant.

Demnach wird fiir Patienten mit hypermutierter CLL ein milderer Krankheitsverlauf bei signifikant langerer Uberlebensrate
beschrieben im Vergleich zur unmutierten, haufig schneller progredienten CLL. Unabhangig vom IgVH-Status ist der
Nachweis des Gensegmentes IgVH3-21 mit einer stark unglinstigen Prognose assoziiert.®

Proliferationsmarker:

Neben der Lymphozytenverdopplungszeit werden die Serummarker Thymidinkinase (TK) und 32-Mikroglobulin (32-M)
eingesetzt zur Abschatzung der proliferativen Aktivitat der CLL. Eine Lymphozytenverdopplungszeit von weniger als 6
Monaten gilt als Indikation zur Therapie. Die R2-M-Spiegel korrelieren mit den klinischen Staging-Systemen; erhohte
Werte sind assoziiert mit einer kiirzeren Uberlebenszeit.” Die TK korreliert mit der proliferativen Aktivitat der CLL-Zellen
und hat eine prognostische Relevanz insbesondere im friihen Krankheitsstadium.8

Verlaufskontrolle und MRD-Monitoring:

Fir die Verlaufskontrolle sowie fiir das MRD-Monitoring unter Therapie eignet sich die durchflusszytometrische Analyse
als schnelle und sensitive Methode mit einer Nachweisempfindlichkeit von einer B-Zelle auf 10000 Leukozyten. Eine
sichere Abgrenzung der klonalen CLL-Zellen ist mithilfe spezieller Antikérperkombinationen wie z. B.
CD19/CD5/Kappa/Lambda oder CD19/CD20/CD5/CD79b unter Beriicksichtigung des bei Erstdiagnose ermittelten
Immunphénotyps maéglich.®
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Testverfahren Immunphénotypisierung: Multiparameter-Durchfluss-Zytometrie (MFC)
Zytogenetik: Chromosomenanalyse
Molekularzytogenetik: Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung
Molekulargenetik: PCR mit Fragmentlangenanalyse und anschliefsender
Sequenzierung.
Material 3 ml EDTA-Blut/-KM-Aspirat: Immunphénotypisierung

3 ml EDTA-Blut/-KM-Aspirat: FiSH-Diagnostik
3 ml EDTA-Blut/-KM-Aspirat :Molekulargenetik
5 ml Heparinblut/-KM-Aspirat: Zytogenetik

2 ml Serum: R2-Mikroglobulin, Thymidinkinase

Fir weitere Informationen stehen wir Ihnen gerne zur Verfugung.

Dr. med. J. Owczarski Dr. rer. nat. D. Hoffmann
Telefon 0221 940 505-613 Telefon 0221 940 505-609
j.owczarski@wisplinghoff.de d.hoffmann@uwisplinghoff.de

Mit freundlichen kollegialen GriiRen

Labor Dr. Wisplinghoff
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