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Abkirzungsverzeichnis

Abkiirzungsverzeichnis

BCR-ABL Gen

CCyR complete cytogenetic remission

CHR complete haematologic response

CML chronische myeloische Leukamie

DNA Desoxyribonukleinsaure

ELN European LeukemiaNet

FISH Fluoreszenz in situ Hybridisierung

IS International Scale (Internationaler Standard)

MMR major molecular remission (tiefe molekulare Remission)
MRD minimal residual disease (minimale Resterkrankung)
NGS Next-Generation-Sequencing

nm Nanometer

KMP Knochenmarkpunktion

PCyR partial cytogenetic response

(partielles zytogenetisches Ansprechen)
Ph+ Philadelphia-Chromosom
PCR Polymerase-Kettenreaktion
RT-PCR Reverse-Transkriptase-PCR oder Real-Time-PCR

qRT-PCR real-time quantitative PCR (quantitative Real-Time-PCR)

RNA Ribonukleinsaure
TFR treatment-free remission (therapiefreie Remission)
TKI Tyrosinkinaseinhibitor bzw. Tyrosinkinasehemmer



Diagnostik bei chronischer myeloischer Leukamie

Vorwort

Die moderne Medizin verflgt

Uber hoch sensible diagnostische
Methoden, die bei der Diagno-

se und der Kontrolle des Verlaufs

einer Krankheit angewendet wer-

den. Fir CML-Patienten stehen drei
Methoden im Vordergrund: die Unter-
suchung des Blutbildes, die Untersu-
chung der Chromosomen (Zytogenetik)
und die Bestimmung des Therapieanspre-
chens auf molekularer Ebene mittels Poly-
merase-Kettenreaktion (PCR).

PCR? Zytogenetik? Solchen und anderen Begriffen
werden CML-Patienten im Verlauf ihrer Behandlung
immer wieder begegnen — in Arztgesprachen, Kontroll-
untersuchungen und nicht zuletzt in schriftlichen Laborbe-
funden. Diese Broschilre soll Patienten mit den diagnostischen
Verfahren und ihren Aussagen vertraut machen. Sie soll helfen, das
Verstandnis Uber den Verlauf der Krankheit bzw. Gber das Ansprechen
auf die Behandlung zu vertiefen.

Oft wissen der Betroffene und seine Angehdérigen nicht, welche Krank-
heit festgestellt wurde: ,Ich habe Leukdamie" ist alles, was er dazu
sagen kann. Er hat nicht verstanden, dass es verschiedene Leuka-
miearten gibt, die voéllig unterschiedlich behandelt werden mussen.
Um aber zu verstehen, warum wie behandelt wird und wann welche
Untersuchung durchgefiihrt werden sollte, muss der Patient wissen,
woran er leidet. Nur wer sich mit seiner Erkrankung auseinandersetzt,
ihre Entstehung und die dadurch verursachten gesundheitlichen Be-
schwerden kennt, wird bei gemeinsam mit dem behandelnden Arzt zu
treffenden Therapieentscheidungen weniger Angsten und Unsicher-
heiten ausgesetzt sein und idealerweise aktiv seinen Krankheitsver-
lauf positiv beeinflussen (z.B. durch Therapietreue und regelmaBige
Kontrolluntersuchungen).



Vorwort

Diese Broschire richtet

sich an Patienten, denen

die Aussage: ,Sie haben

Leukamie®™ nicht reicht. Ne-

ben einer kurzen Erkldarung

zur Entstehung von CML soll

der hauptsachliche Inhalt die ver-

schiedenen Untersuchungsmetho-

den beschreiben, die in ihrer Durch-
fuhrung sehr komplex sind.

Nach einer CML-Diagnose missen sich Patienten

und ihre Angehdrigen in eine neue Lebenssituation hin-

einfinden, die sie meist vollig unvorbereitet trifft. Die Tatsache, an

einem bdsartigen Blutkrebs erkrankt zu sein, wird besonders in den

ersten Tagen und Wochen nach der Diagnose viele Fragen und Zwei-

fel aufkommen lassen. Die gute Nachricht aber ist, dass die hoch-

potenten Medikamente (Tyrosinkinasehemmer, TKI) der heutigen Zeit

den meisten CML-Patienten die Chance auf ein weitgehend normales

Leben geben. Bei gutem Ansprechen auf eine Therapie mit TKI ent-
spricht die Lebenserwartung der der Gesamtbevdlkerung.

CML-Patienten, die gut auf eine TKI-Behandlung ansprechen, haben
eine gute Prognose und ein Leben mit einer chronischen Krankheit
vor sich. Die immer wiederkehrenden diagnostischen Untersuchungen
gehdren zum neuen Lebensrhythmus. Um den Erfolg der Therapie zu
kontrollieren oder eventuell ein Fortschreiten der Erkrankung recht-
zeitig zu erkennen, missen von Beginn an regelmaBige Untersuchun-
gen konsequent durchgefiihrt werden.
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Diagnostik bei chronischer myeloischer Leukamie

Die detaillierte Beschreibung der Methoden soll helfen zu
verstehen, warum Kontrollen des Knochenmarks und des
Blutes notwendig sind, wie und wie oft diese erfolgen sollen
und welche Schlussfolgerungen man aus den Ergebnissen
ziehen kann.

Hierflir wurden die aktuellen verdéffentlichten international glltigen
Behandlungsrichtlinien, wissenschaftliche Publikationen sowie Inhal-
te von Wissens- und Kommunikationsplattformen zum Thema CML
zusammengetragen.

Quellen mit ausfihrlichen Informationen rund um CML und das Leben
mit CML, z.B. zum Krankheitsbild, zu Symptomen, zu den aktuellen
Behandlungsmdéglichkeiten und vieles mehr kénnen Sie der Literatur-
liste mit weiterfihrenden Links am Ende dieser Broschlre entnehmen.

CML ist dank intensiver und zielgerichteter Forschung von einer im-
mer tdédlich verlaufenden Erkrankung zu einer chronischen geworden.
Um mit der Therapie erfolgreich zu sein, ist jedoch die Mitarbeit des
Patienten unerlasslich. Ungentigend behandelt wird sie nach wie vor
todlich enden. Mit Hilfe der in dieser Broschiire zusammengefassten
Informationen ist es unser Ziel, IThnen die Notwendigkeit regelmaBi-
ger, nach internationalen Richtlinien empfohlenen Untersuchungen,
idealerweise gut verstandlich zu machen.

Diese Broschiire ersetzt auf keinen Fall das Gesprach mit dem
behandelnden Arzt!



CML-Diagnostik:
Hintergrund




Diagnostik bei chronischer myeloischer Leukamie

CML-Diagnostik: Hintergrund

Durch diagnostische Untersuchungen wird die Art einer Erkrankung
benannt und ihr anzunehmender Verlauf bestimmt. Anhand der da-
bei erhobenen Befunde wird eine Therapieentscheidung getroffen, die
auch weitere Faktoren, wie z.B. Begleiterkrankungen, bertcksichtigt.
Weil CML-Patienten lebenslang Kontrolluntersuchungen durchfiihren
lassen missen, ist es sehr wichtig, sich mit dem Sinn und Zweck sowie

mit den verschiedenen Arten und Methoden der Diagnostik ver-

traut zu machen.

Bevor die drei Untersuchungsmethoden und de-
ren Aussagen Uber das Ansprechen auf die
Therapie vorgestellt werden, ist es wichtig,
einige grundlegende Informationen zu

geben.



CML-Diagnostik: Hintergrund

Die moderne Diagnostik ist heutzutage in der Lage, nicht nur die ggf.
steigende bzw. schwindende Anzahl der unreifen weiBen Blutzellen
(Leukamie, griechisch fir ,weiBes Blut") durch ein Mikroskop zu be-
obachten, sondern sie ist auch fahig, im Inneren der einzelnen Zelle
ihre molekularen Bestandteile zu untersuchen. Auf dieser molekularen
Ebene kdnnen Labordiagnostiker im menschlichen Erbgut das veran-
derte Chromosom, das das bestimmende Merkmal von CML darstellt,
identifizieren und mengenmaBig bestimmen.

Dieses bei CML charakteristisch auftretende, veranderte Chromosom
heiBt Philadelphia-Chromosom und entsteht durch eine sogenann-
te ,Translokation®, d.h. Teile zwischen den Chromosomen 9 und 22
werden ausgetauscht (transloziert). Ist ein Philadelphia-Chromosom
vorhanden, spricht man von einer Philadelphia-positiven CML (Ph+
CML). Bei etwa 1 von 20 CML-Patienten kann jedoch kein Philadel-
phia-Chromosom nachgewiesen werden.

Bei der Entstehung des Philadelphia-Chromosoms werden zwei Ab-
schnitte menschlichen Erbmaterials zusammengefligt, die normaler-
weise nicht zueinander gehdren. Aus der Fusion des Gens BCR von
Chromosom 22 und des Gens ABL von Chromosom 9 geht auf Chro-
mosom 22 (dem Philadelphia-Chromosom) das sogenannte Fusions-
gen BCR-ABL hervor.

BCR =, BCR/ABL
f— I E 1
ABL/ Bcnl
—'$
L J

ABL

vy & ) (&) Quy) quizy

Abb. 1 Schematische Darstellung der Entstehung des Philadelphia-
Chromosoms (Quelle: Prof. Dr. med. Dr. phil. T. Haferlach, MLL)
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Diagnostik bei chronischer myeloischer Leukamie

Dieses neu entstandene Gen produziert ein Eiwei3, eine Tyrosinkina-
se, das normalerweise nicht im Organismus vorkommt. Es besitzt eine
sehr hohe biologische Aktivitdt und greift in die Regulation des Zell-
wachstums und der Zellteilung ein. Der Korper ist nicht in der Lage,
diese unkontrollierten Vorgdnge zu stoppen, so dass es zu der stark
erhdhten Zahl der unreifen weiBen Blutkérperchen kommt.

In erster Linie zielt die CML-Therapie darauf, die vom Fusionsgen BCR-
ABL produzierten Tyrosinkinasen zu blockieren.

Tyrosinkinase Tyrosinkinase Tyrosinkinase

BCR-ABL BCR-ABL BCR-ABL
Signalstoff Energietrager Signalstoff 5, Energietrager Signalstoff Energietrager
*; - *“
Zellteilung
i
Zellkern Zellkern Zellkern

1. Tyrosinkinasen sind 2. Die Energie aktiviert ein 3. TKIs blockieren die
EiweiBe, die den Energie- Signal, das die Zellteilung Ubertragung der Energie
fluss in einer Zelle auslést. So vermehren sich  auf die Tyrosinkinase. Das
erméglichen. die Leukémiezellen. Signal zur Zellteilung bleibt

damit aus. Die Leukdmie-
zellen sterben ab, ohne
sich zu vermehren.

Die eingesetzten Medikamente enthalten Wirkstoffe, die sogenannten
Tyrosinkinasehemmer bzw. Tyrosinkinaseinhibtoren (TKI). Diese
Hemmer setzen die hohe Aktivitat des Tyrosinkinase-EiweiBes auBer
Kraft. Die unkontrollierte Zellvermehrung wird dadurch ausgeschaltet
und die vorhandenen Leukémiezellen sterben einen naturlichen Zell-
tod, ohne sich weiter zu reproduzieren. Als Folge sinkt die Zahl der
unreifen Zellen im Blut und im Knochenmark. Durch die PCR-Diagno-
stik [Siehe 3.4 zu molekulargenetische Untersuchungen] kann man
diesen Rlickgang oder eben die ausbleibende Verminderung der BCR-
ABL enthaltenden Zellen sehr genau verfolgen.

Wenn die Behandlung der CML optimal verlauft, kann ein Teil der Pati-
enten unter Einhaltung genau definierter Voraussetzungen die Thera-
pie unterbrechen oder sogar dauerhaft beenden. Kann die CML-The-
rapie unterbrochen bzw. dauerhaft abgesetzt werden, sind
engmaschige Kontrollen auBerordentlich wichtig. Nur so kann
ein Rickfall rechtzeitig erkannt und die Therapie mit einem TKI wieder
aufgenommen werden.
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CML-Diagnostik: Hintergrund

Beurteilung der Krankheitsprognose

Die Prognose der CML-Patienten ist vom méglichst schnellen Erreichen
einer geringen Tumorlast, d.h. einer mdglichst schnellen Verminde-
rung der Anzahl der Leuk@amiezellen, abhangig. Aus diesem Grund sind
u.a. gezielte diagnostische Untersuchungen zur Risikoeinstu-
fung des Patienten notwendig.

Zum Zeitpunkt der Diagnose erfolgt eine Risikoeinstufung, denn ver-
schiedene Merkmale wie Alter, MilzgroBe oder die Anzahl bestimm-
ter Blutkdrperchen kénnen das Ansprechen auf die Behandlung mit
TKI und den Behandlungserfolg beeinflussen. Diese Faktoren werden
in einen Risikowert, einen sogenannten ,Score", umgerechnet. Die
Merkmale missen beurteilt werden, bevor mit einer Behandlung be-
gonnen wird.

Unter Berlcksichtigung dieser Einstufung sowie mdglichen Begleiter-
krankungen und individuellen Therapiezielen (z.B. spateres Absetzen
in einer klinischen Studie, Familienplanung, Leben mit CML bei guter
Lebensqualitadt) wird die Entscheidung getroffen, welcher TKI flr die
Erstlinientherapie gewahlt wird.

Zur Berechnung der Risikoeinstufung stehen vier verschiedene Scores
zur Verfigung (Sokal-, EURO-, EUTOS- und ELTS-Score), die verschie-
dene Parameter berlicksichtigen (siehe Tabelle 1).

Sokal 1984 Euro 1998 EUTOS 2011 ELTS 2016

Alter Alter Alter
MilzgroBBe MilzgroBBe MilzgroBe MilzgroBe
Blasten Blasten Blasten
Blutplattchen Blutplattchen Blutplattchen

Eosinophile
Basophile Basophile

Tabelle 1: Prognose-Scores bei CML und daflir verwendete
Parameter (KenngréBen) aus https://www.leukaemie-hilfe.de/nc/
broschuerenangebot.htmli?tx_drblob_pil1%5BdownloadUid%5D=78
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Die drei verschiedenen Kontrolluntersuchungen

Die drei verschiedenen
Kontrolluntersuchungen

In ihrer Summe bilden das Blutbild (hdmatologische Untersuchung),
die Zytogenetik und die Molekulargenetik den Werkzeugkasten der
modernen CML-Diagnostik und der Verlaufskontrollen. Durch diese
drei Methoden wird die Diagnose bestatigt und der Verlauf der Krank-
heit in bestimmten Intervallen gemessen.

Wie bereits erwahnt wird die CML von einer Genveranderung in einer
blutbildenden Stammzelle verursacht und flihrt zu einer unkontrollier-
ten Vermehrung weiBer Blutkdrperchen. Aus diesem Grund werden
sowohl das Blut als auch das menschliche Erbgut, d.h. die Gene der
blutbildenden Zellen, untersucht.

Die drei Arten von Untersuchung entsprechen drei unterschiedlichen
Fragestellungen:

e Hamatologische Untersuchung:
Wie stellt sich das Blutbild des Patienten dar?

e Zytogenetische Untersuchung:
Ist das Philadelphia-Chromosom unter
dem Mikroskop zu finden?

¢ Molekulare Untersuchung:
Ist das Fusionsgen BCR-ABL nachweisbar?

Diese Fragen gilt es sowohl bei der Erstdiagnose als auch bei der Kont-
rolle des weiteren Krankheitsverlaufes zu beantworten. Weil diese Un-
tersuchungen auf verschiedenen Ebenen durchgefiihrt werden, sind
die Ergebnisse in unterschiedlicher Weise aussagekréaftig.
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Diagnostik bei chronischer myeloischer Leukamie

Erstens wird bei der hamatologischen Untersuchung festgestellt,
ob die Anzahl der verschiedenen Arten von Blutkdrperchen im nor-
malen Bereich liegt oder ob sie vom normalen Blutbild abweicht. Eine
stark erhdhte bzw. verminderte Anzahl von der einen oder anderen
Art von Blutkdrperchen weist auf eine Krankheit hin. Bei einer CML ist
die Anzahl einer bestimmten Art von weiBen Blutkérperchen erhdht.

Ob es sich bei einem erhdéhten Wert aber tatsdchlich um eine CML han-
delt, kann erst bei einer zytogenetischen Untersuchung festge-
stellt werden. Statt der Beschaffenheit des Blutes werden jetzt durch
eine Chromosomenanalyse die Chromosomen der weiBen Blutkérper-
chen untersucht. In 90% der Falle von CML weisen die Chromosomen,
die aus Genen bestehen, eine charakteristische Chromosomenveran-
derung (Mutation) auf: das sogenannte Philadelphia-Chromosom, das
das BCR-ABL-Gen enthalt (siehe oben).

Durch eine zytogenetische Untersuchung kann zwar das krankhaft
veranderte Chromosom charakterisiert werden, aber nur durch eine
molekulargenetische Untersuchung kann die Menge der vorhan-
denen BCR-ABL-Gene und somit die Krankheitsaktivitat

bzw. der Krankheitsverlauf genauestens beurteilt

werden. Hierflir wird die hochempfindliche

Methode der Polymerase-Ketten-

reaktion (PCR; polymerase

chain reaction) angewendet.




Die drei verschiedenen Kontrolluntersuchungen

Wie oft und zu welchen Zeitpunkten die Untersuchungen notwendig
sind, wurde in der Therapieleitlinie des European LeukemiaNet (ELN)
von 2013 definiert. Diese Leitlinie wird regelmaBig den neuesten For-
schungs- und Studienergebnissen angepasst; eine Aktualisierung wird
derzeit vorbereitet. Die empfohlenen Zeitpunkte und die Haufigkeit
der Kontrolluntersuchungen sind abschlieBend in einer Tabelle zusam-
mengefasst (siehe Tabelle 3).

Mit Hilfe der drei Kontrolluntersuchungen wird das therapeutische An-
sprechen, d.h. die messbare Reaktion des Kérpers auf die Behand-
lung, auf drei verschiedenen Ebenen gemessen.

e Hamatologisches Ansprechen:
Normalisierung der Blutwerte und der MilzgréBe

e Zytogenetisches Ansprechen:
Reduktion des Philadelphia-
Chromosoms im Knochenmark

e Molekulares Ansprechen:
Senkung der Anzahl der Leukamiezellen
(Tumorlast) um den Faktor 1.000

Experten haben entsprechende HilfsgroBen (sog. Parameter) festge-
legt, um das messbare Ansprechen auf jeder Ebene und somit den
Therapieerfolg zu beurteilen. Diese Ansprechkriterien sowie die Un-
tersuchungsarten sind im Folgenden erldutert und zum Schluss tabel-
larisch zusammengefasst (siehe Tabelle 2).

Werden alle Kriterien des Ansprechens erfillt, hat der Patient ,den
sicheren Hafen der Therapie" erreicht, und die Arzte sprechen von
einer minimalen Resterkrankung (MRD; minimal residual disease).
Der Begriff Remission bezeichnet im Allgemeinen einen Rlickgang
der Erkrankung. Es wird zwischen Voll- (komplette) und Teil- (par-
tielle) Remissionen unterschieden. Eine Remission ist zwar ein
wiinschenswertes Ergebnis, ist aber nicht mit einer Heilung
gleichzusetzen!
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Diagnostik bei chronischer myeloischer Leukamie

1 | Hamatologische Untersuchung

Bei einer hamatologischen Untersuchung, d.h. der Bestimmung
des Blutbildes, wird eine aus einer Armvene enthommene Blut-
probe auf seine zellulare Zusammensetzung untersucht. Der Arzt
sieht, welche Blutkdrperchen in ihrer Anzahl vom normalen Blutbild ab-
weichen. In der Regel sind bei der CML die Zahl der weiBen Blutkérperchen
(Leukozyten) und die der Blutplattchen (Thrombozyten) stark erhéht.

Eine CML kann man aber allein aus dieser Untersuchung nicht diagnos-
tizieren. Charakteristisch fir die CML ist eine genetische Verdnderung,
das sogenannte Philadelphia-Chromosom (siehe Kapitel 1). Diese Ver-
anderung im Erbgut kann aber mit einem Blutbild nicht nachgewiesen
werden. Der behandelnde Arzt wird dazu eine Knochenmarkpunktion
(KMP) veranlassen, um das veranderte Chromosom im Rahmen einer
zytogenetischen Untersuchung nachzuweisen.

Abb. 3 Differentialblutbild einer CML
(Quelle: Prof. Dr. med. Dr. phil. T. Haferlach, MLL)

18
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Parameter des hamatologischen Ansprechens

Bei Leukamiepatienten wird das hamatologische Ansprechen an-
hand der mikroskopischen Untersuchung des Blutbildes und des
Knochenmarks beurteilt. Ein komplettes hamatologisches
Ansprechen (CHR; complete hematologic response) liegt
vor, wenn sich das Blutbild und das Knochenmark normali-
siert haben und keine Krankheitszeichen mehr vorhanden
sind. Bei einer partiellen hamatologischen Remission kommt es
nur zu einer Verbesserung der Blutwerte, des Knochenmarks
und/oder der klinischen Symptome. Bei der Mehrheit von neu
diagnostizierten CML-Patienten in chronischer Phase wird spates-
tens nach 3 Monaten Behandlung mit einem TKI eine komplette
h@amatologische Remission erreicht.

Die Untersuchung des Blutbildes allein ist allerdings nicht ausrei-
chend, um eine Aussage Uber den Behandlungserfolg treffen zu
kénnen, da keine direkte Beurteilung der krankheitsspezifischen
Faktoren (v.a. Philadelphia-Chromosom, BCR-ABL-Fusionsgen)
moglich ist.

19



Diagnostik bei chronischer myeloischer Leukamie

2 | Zytogenetische Untersuchung

Bei einer zytogenetischen Untersuchung wird das charakteristische
Merkmal der CML, das Philadelphia-Chromosom, sowie mogliche
zusatzliche Veranderungen nachgewiesen und mengenmaig be-
stimmt. Da fir diese Untersuchung sich teilende Zellen bendtigt werden,
muss dem Patienten Knochenmark enthommen werden, denn im Blut
findet man diese Zellen in der Regel nicht.

Bei zytogenetischen Untersuchungen werden die Chromosomen meist
mit dem Lichtmikroskop betrachtet. Mit Hilfe dieses Mikroskops lassen
sich Zellen 10-1000fach vergréBern, so dass sie fir das menschliche
Auge sichtbar werden. Als erstes wird unter dem Lichtmikroskop nach
madglichst vielen sich teilenden Zellen gesucht. Jede Zelle enthalt in
ihrem Zellkern die menschliche Erbsubstanz, die aus 46 Chromoso-
men besteht. Bei einer sich teilenden Zelle werden diese Chromoso-
men sichtbar. Ein Spezialist kann genetisch veranderte Chromosomen
erkennen. Um ein aussagekraftiges Ergebnis zu erhalten, sollten min-
destens 20 sich teilende Zellen beurteilt werden. Im Befundbericht
wird die Zahl der tatsachlich untersuchten Zellen dokumentiert.

Bei der zytogenetischen Untersuchung wird der sogenannte Karyo-
typ des Patienten bestimmt. Ein Karyotyp ist das Erscheinungsbild
des kompletten Chromosomensatzes, d.h. Anzahl und GroBe aller
Chromosomen. Hieraus lassen sich wichtige Aussagen Uber den zu-
klinftigen Verlauf und das voraussichtliche Ansprechen auf die The-
rapie ableiten. Werden auBer dem Philadelphia-Chromosom weitere
genetische Verdanderungen gefunden (sogenannte Zusatzaberratio-
nen), muss dies bei der Wahl der Therapie bericksichtigt werden.

§
}% "“ 7} “ ;i Abb. 4 Philadelphia-Chromosom
. 7 s n s — 22q- bei t(9,;22). Verkirzter
langer Arm des Chromosoms 22
und verldngerter langer Arm des

w i ! ch 9. (Quelle: Prof. Dr.
T S 1 N
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Die drei verschiedenen Kontrolluntersuchungen

Parameter des zytogenetisches Ansprechens

Bei einer kompletten zytogenetischen Remission (CCR;
complete cytogenetic remission) kann in der Chromo-
somenanalyse aus dem Knochenmark kein Philadel-
phia-Chromosom mehr nachgewiesen werden. Eine partiel-
le zytogenetische Remission liegt vor, wenn 35% oder weniger
der untersuchten Knochenmarkzellen ein Philadelphia-Chromo-
som tragen. Wenn wenigstens eine der untersuchten Zellen kein
Philadelphia-Chromosom mehr zeigt, spricht man von einer mini-
malen zytogenetischen Remission.

Die Chromosomenanalyse sollte an mindestens 20 Zellen erfol-
gen, um sichere Aussagen Uber die therapiebedingte Senkung der
Anzahl der Philadelphia-Chromosom-positiven Zellen machen zu
kénnen. Darliber hinaus liegt die Bedeutung der zytogenetischen
Untersuchungen darin, im Verlauf der CML neben dem Philadel-
phia-Chromosom eventuell neu aufgetretene Chromosomenver-
anderungen aufzufinden. Dies ist haufig beim Fortschreiten der
Erkrankung in die akzelerierte Phase oder Blastenkrise der Fall;
so sind bei ca. 70% der Patienten kurz vor der Blastenkrise zu-
satzliche Chromosomenverdanderungen nachweisbar.

Die Zytogenetik hat eine hohe Aussagekraft, da sie einen di-
rekten Zusammenhang mit dem Philadelphia-Chromosom her-
stellt. Da die Empfindlichkeit der Methode aber nur 3-5% betragt
(Nachweis ab 3-5 Leukamiezellen pro 100 Zellen), kénnen sich
auch bei Vorliegen einer kompletten zytogenetischen Remission
noch sehr viele Leukémiezellen im Kdrper befinden.

Das zytogenetische Ansprechen ist ein sehr guter Prognose-Pa-
rameter. Daher ist eine zytogenetische Untersuchung mit Kno-
chenmarkpunktion im Verlauf der Behandlung bis zum Erreichen
einer kompletten zytogenetischen Remission zu empfehlen. Ist
eine komplette zytogenetische Remission erreicht, sind keine
weiteren Knochenmarkpunktionen mehr notwendig, vorausge-
setzt es gibt keine ansteigenden Werte bei der molekulargeneti-
schen Untersuchung.
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3 | Molekulargenetische Untersuchung

Durch die viel empfindlichere Polymerase-Kettenreaktion-Me-
thode (PCR) wird aus dem Knochenmark oder einer Blutpro-
be das BCR-ABL-Fusionsgen nachgewiesen und mengenmasig
bestimmt.

Bei einer molekularbiologischen Analyse wird Ribonukleinsaure (RNA)
in der entnommenen Probe untersucht. In der Zelle wird ein spezi-
fischer DNA-Abschnitt, der als Vorlage dient, in RNA transkribiert
(umgeschrieben). So kdnnen nach einer PCR winzigste Bestandteile
des menschlichen Erbguts beurteilt werden, obwohl der Durchmesser
der DNA nur ca. 2 Nanometer (nm) (2 Millionstel-Millimeter oder 2 x
10° Meter) betragt. Mit Hilfe der PCR lassen sich kleinste Mengen an
Erbinformationen in kurzer Zeit stark vervielfaltigen, so dass auch das
BCR-ABL-Gen so oft kopiert wird, bis es in ausreichender Menge vor-
liegt, dass es eindeutig nachgewiesen werden kann. Diese BCR-ABL-
Kopien nennt man Transkripte.

Man unterscheidet zwischen qualitativer und quantitativer PCR.
Wahrend die qualitative PCR das BCR-ABL-Gen nachweist, dient die
quantitative PCR der mengenmaBigen Bestimmung des BCR-ABL-
Gens. Die quantitative PCR ist ein MaB fir die Beurteilung der Krank-
heitsaktivitat und dient der Verlaufskontrolle. Der gemessene Wert
drickt aus, wieviel Prozent der Blutzellen im Vergleich zu gesunden
Blutzellen BCR-ABL tragen, also Leukamiezellen sind. Bei der Erstdia-
gnose wird der Wert relativ hoch (bis maximal 100%) sein. Im Verlauf
der Therapie wird er immer weiter sinken und sich im Idealfall

immer mehr der 0% Grenze nahern.




Die drei verschiedenen Kontrolluntersuchungen

Parameter des molekularen Ansprechens

Sollen das Ansprechen des Patienten auf die Behandlung sowie
ein eventueller Krankheitsriickfall mit Hilfe der drei genannten
Untersuchungsmethoden beurteilt werden, ist dies durch die
sehr empfindlichen molekulargenetischen Analysen (quantitative
PCR) am genauesten maoglich.

Ein gutes molekulares Ansprechen (MMR; major molecu-
lar remission) liegt vor, wenn die Tumorlast (d.h. die An-
zahl der Zellen, die das BCR-ABL-Fusionsgen enthalten)
verglichen mit dem Ausgangswert mindestens um den
Faktor 1.000 gesenkt wurde. Man nennt diesen Wert MR3.
Dies entspricht einem Verhaltnis von BCR-ABL-Transkripten zu
einem Kontrollgen von weniger als oder genau 0,1% nach dem
Internationalen Standard (IS). Viele Patienten sprechen noch
besser an, zeigen z.B. MR* (£0,01% BCR-ABL nach IS) oder MR*>
(=0,0032% BCR-ABL nach IS).

Das Verfahren der molekulargenetischen Untersuchungen mittels
PCR ist zwischen verschiedenen Laboren nur nach Standardisierung
vergleichbar. Untersuchungen zur Verlaufskontrolle sollten daher
idealerweise immer im selben standardisierten Labor erfolgen.




Tabellarische
Zusammenfassung

Das Ansprechen und somit der Therapieerfolg wird an-
hand der oben skizzierten HilfsgroBen (Parameter) be-
messen. Hierbei wurden von Experten Begriffe definiert,
die Ublicherweise auch auf Labor- und Arztberichten
Verwendung finden. Die folgenden Tabellen tragen die-
se Begriffe und Parameter aus verlasslichen Quellen zu-
sammen. Der behandelnde Arzt wird zu verschiedenen
Zeitpunkten Untersuchungen veranlassen, um die Reak-
tion des Kérpers auf die Erkrankung und die Behand-
lung zu tUberwachen.



Tabellarische Zusammenfassung

Tabelle 2 - Parameter des Ansprechens

Tabelle 2 zeigt, wie Laborwerte aussehen und die empfohlene Haufig-
keit der Kontrollen. Die Uberwachung kann mit Hilfe von molekularen
oder zytogenetischen Tests oder beidem erfolgen.

m MESSWERTE VERFAHREN

Hamato- e Thrombozyten < Blutuntersuchung bei Dia-
logisch 450.000/pl gnosestellung. Danach alle

15 Tage, bis das komplette
(Komp;lett e Leukozyten < 10.000/pl hamatologische Ansprechen
CHR

« Differenzialblutbild: keine ~ erreicht und bestatigt wurde.

unreifen Granulozyten

Hamatologischer Test
und < 5 % Basophile 9

mindestens alle 3 Monate

e Milz nicht tastbar oder bei Bedarf.
Zytogene- Zytogenetischer Test am
tisch Knochenmark bei Diagnose-

stellung, nach 3, 6 und 12
Monaten, bis das komplette
zytogenetische Ansprechen
erreicht und bestatigt
wurde. Sofern molekulare
Tests das Erreichen einer
MMR ergeben haben, ist
Minimal 66-95% der Zellen mit eine zytogenetische Unter-
Philadelphia-Chromosom suchung des Knochenmarks
nach 12 Monaten nur dann
erforderlich, wenn standar-
disierte molekulare Tests

Gering 36-65% der Zellen mit nicht zur Verfiigung stehen.
Philadelphia-Chromosom

Keine > 95% der Zellen mit
Philadelphia-Chromosom

Bei Warnzeichen alle zytoge-
netischen und molekularen
Tests in bis zu monatlichen
Abstanden wiederholen.

Partiell 1-35% der Zellen mit . .

(PCyR) Philadelphia-Chromosom Bei Therapieversagen
oder Fortschreiten in die
akzelerierte Phase oder
Blastenkrise sind eine

. . . zytogenetische Unter-

Komplett Kelne_ZeIIen mit Phlla-_ suchung des Knochenmarks,

(CCyR)* delphia- Chromosom (in molekulare Untersuchung

mindestens 20 Zellen) (PCR) und Mutationsana-

lyse durchzufihren.

Fortsetzung der Tabelle auf der ndchsten Seite »
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m MESSWERTE VERFAHREN

Molekular Molekularer Test (PCR):
Alle 3 Monate, bis eine MMR
- < 0, i
Gut (MMR) '<0,1% BCR-ABL auf der ﬁiinQiga gt'lwﬁ’zd‘:r‘g;:; h
internationalen Skala (IS) mindestens alle 3-6 Monate.
Tiefe Entweder nachweisbare
molekulare Krankheit mit <0,01 %
Remission BCR-ABL (1IS) oder nicht
MR# nachweisbare Krankheit
mit >10.000 ABL-Gen-
kopien in der Probe
MR#5 Entweder nachweisbare
Krankheit mit <0,0032%
BCR-ABL (1IS) oder nicht
nachweisbare Krankheit
mit >32.000 ABL-Tran-
skripte in der Probe
Nicht Der PCR-Test kann kein

nachweisbar

Mutations-
analyse

BCR-ABL-Gen im Blut
mehr nachweisen

Kein Vorliegen von
Mutationen

Die Mutationsanalyse mit
Hilfe der Sequenzierung
nach Sanger (eine Methode
zum Nachweis von Muta-
tionen) wird nur bei Fort-
schreiten der Erkrankung,
Therapieversagen und
Warnzeichen empfohlen.

Tabelle 2 aus: http://www.cmladvocates.net/education/eln-recommendations/393

< bedeutet weniger als oder gleich; > bedeutet mehr als

* Dies kann auch mittels Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung
(FISH) gemessen werden - einer weiteren Methode, Philadelphia-
Chromosomen in Blutzellen festzustellen.
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Tabelle 3 - Haufigkeit der
Kontrolluntersuchungen

Ublicherweise werden von Experten fiir die Verlaufskontrollen durch
die oben genannte Methoden folgende Untersuchungszeitpunkte
empfohlen.

Hamatologisch
(Blutbild)

Unter-
suchung

bei Erst-
diagnose

innerhalb
der ersten
3 Monate

zur kompletten
hamatologischen
Remission

nach 3 ja
Monaten

nach 6 Ja
Monaten

alle 3 Monate

wenn klinisch
erforderlich

alle 2 Wochen bis

Zytogenetisch

(Knochenmark)

ja

Ja

e alle 6 Monate bis
zur kompletten
zytogenetischen
Remission

e bei Vorliegen
von Resistenz
gegen TKI

e Bei unklarer
Zytopenie
(Zellzahlver-
minderung)

Molekular

(Blut oder
Knochenmark)

ja
(Multiplex PCR)

ja (QRT-PCR
aus Blut oder
Knochenmark)

ja (QRT-PCR
aus Blut oder
Knochenmark)

e alle 3 Monate
bis zur majoren
molekularen
Remission
(MMR), dann
alle 3-6 Monate

e nach Absetzen
(innerhalb einer
Studie) alle 4
Wochen im 1.
Halbjahr, alle 6
Wochen im 2.
Halbjahr, danach
alle 3 Monate

Tabelle 3 aus: https://www.onkopedia.com/de/onkopedia/guidelines/
chronische-myeloische-leukaemie-cml/@@view/htmi/index.htm/
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Tabelle 4 - Stufen des Ansprechens und
Warnzeichen in der Erstlinientherapie

Mit Hilfe der Kontrolluntersuchungen wird das Ansprechen auf die The-
rapie bestimmt. Dabei unterscheidet man Begriffe wie optimales An-
sprechen, Warnzeichen und Therapieversagen. In Tabelle 4 sind die
Kriterien flr das Ansprechen fir die Erstlinientherapie dargestelit.

Optimales Therapie-
Ansprechen versagen

Bei
Diagnose

(Trifft hier
nicht zu)

Hohes Risiko laut
Sokal-/ EUTOS-/
Hasford-Score
oder zusatz-

liche ,Major-Rou-
te"-Chromo-
somenverande-
rungen in Zellen
mit dem Philadel-
phia-Chromosom*

(Trifft hier
nicht zu)

Nach 3 BCR-ABL<10 BCR-ABL>10% Kein komplettes
Monaten % im PCR-Test im PCR-Test hamatologisches
und/oder Zellen und/oder Zellen Ansprechen,
mit Philadel- mit Philadel- und/oder Zellen
phia-Chromosom phia-Chromosom mit Philadel-

<35% im zyto-
genetischen Test

36-95% im zyto-
genetischen Test

phia-Chromosom
>95% im zyto-
genetischen Test

Nach 6 BCR-ABL<1% BCR-ABL 1-10% BCR-ABL>10%

Monaten im PCR-Test und/ im PCR-Test im PCR-Test und/
oder keine Zellen und/oder Zellen oder Zellen mit
mit Philadel- mit Philadel- Philadelphia-Chro-

Nach 12
Monaten

phia-Chromosom
im zytogene-
tischen Test

BCR-ABL<0,1%
im PCR-Test

phia-Chromosom
1-35% im zyto-
genetischen Test

BCR-ABL 0,1-1%
im PCR-Test

28

mosom >35%
im zytogene-
tischen Test

BCR-ABL>1%
im PCR-Test und/
oder mindestens
1 Zelle mit Phila-
delphia-Chromo-
som im zyto-
genetischen Test

Fortsetzung der Tabelle auf der ndchsten Seite »



Tabellarische Zusammenfassung

Danach
und
jederzeit
wahrend
der
Behand-
lung

BCR-ABL<0,1%
im PCR-Test

Zusatz-

liche ,Major-Rou-
te"-Chromo-
somenverande-
rungen in Zellen,
die das Philadel-
phia-Chromosom
nicht aufweisen
(z.B. Auffallig-
keiten in Chromo-
som 7 ohne
Veranderungen
in Chromosom

9 und 22)

Optimales Therapie-
Ansprechen versagen

¢ Verlust des
kompletten
hamatologischen
Ansprechens,
des kompletten
zytogenetischen
Ansprechens
oder der MMR**

e Mutationen

e zusatzliche
~Major-Rou-
te"-Chromoso-
menveranderun-
gen in Zellen mit
dem Philadel-
phia-Chromo-
som

Tabelle 4 aus: http://www.cmladvocates.net/education/eln-recommendations/393

* Zellen mit Philadelphia-Chromosom werden auch Phpositive Zellen

oder Ph+ Zellen genannt; Zellen ohne Philadelphia-Chromosom

werden auch Phnegative Zellen oder Ph- Zellen genannt;

** Der Verlust der MMR muss in zwei aufeinanderfolgenden molekularen Tests
bestétigt werden, wobei einer davon eine BCR-ABL-Menge =1 % nachweist

29



Diagnostik bei chronischer myeloischer Leukamie

Anhang

Mehr deutschsprachige Informationen
zum Thema CML finden Sie unter:

e Leukamie-Online (Leukanet e.V.), www.leukaemie-online.de

e Deutsche Leukamie- & Lymphomhilfe e.V., www.leukaemie-hilfe.de
e Elternverein fir Kinder mit CML e.V., www.cml/-bei-kindern.de

e Deutsche CML-Studiengruppe, www.kompetenznetz-leukaemie.de
e Deutsche CML Allianz, www.cml-allianz.de

e Manchmal ein Kunststlick, http://www.kleines-kunststueck.de

e LEBEN mit chronische myeloischer Leukamie,
www.leben-mit-cml.de (Novartis)

e Krebs.de - Chronische Myeloischer Leukamie, https://www.
krebs.de/krebsarten/cmli/therapie (Bristol-Myers Squibb)

Mehr englischsprachige
Informationen finden Sie hier:

e CML Advocates Network, www.cmladvocates.net

e International Chronic Myeloid Leukemia
Foundation, www.cml/-foundation.org

e My PCR - Resources for PCR Monitoring and
Testing for CML, http://mypcr.org

e FACES of COURAGE and HOPE: Journeys of CML
patients http://www.facesofcourageandhope.com/

Diese Auflistung erhebt keinen Anspruch auf Vollstéandigkeit.
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