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IGVH und TP53 Status — wegweisend fiir Therapiewahl bei Chronisch lymphatischer Leukdmie / CLL

CLL Diagnostik

Die Immunphénotypisierung zeigt bei CLL eine Koexpression der B-Zell-
Antigene CD19, CD20, und CD23 mit CD5 bei schwacher Expression von
CD20 und CD79b. Typischerweise ist eine Leichtkettenrestriktion (lgk
oder IgA) und eine auffillige Verteilung der IGVH Schwerketten in der
molekularen Fragmentldngenanalyse undfoder DurchfluBzytometrie
darstellbar. In der Zytologie des pB finden sich viele kleine, morpho-
logisch reif wirkende Lymphozyten. Die Diagnose erfolgt gemaB WHO,
wenn >5000/ul klonale B-Lymphozyten dieses Immunphinotyps im
peripheren Blut Gber mindestens 3 Monate nachgewiesen werden. Liegt
der Wert noch darunter und sind noch keine B-Symptome, Lymphade-
nopathie, Hepatomegalie, Splenomegalie, Zytopenie vorhanden, handelt
es sich um eine Vorstufe, die als monoklonale B-Lymphozytose (MBL)
bezeichnet wird, dhnlich dem MGUS vor Myelom oder M. Waldenstrom.

Krankheitsverldaufe

Obwohl die Prognose bei CLL als eher ,gut" bezeichnet wird, treten
individuell diametral unterschiedliche, Krankheitsverldufe auf. Sie
reichen von schnellem Progress und Tod binnen weniger Jahre bis hin zu
einem kaum verminderten, langjahrigen Uberleben begleitet von ,watch
and wait". Neben dem Alter, dem klinischen Binet Stadium und einem
Beta-2 Mikroglobulinspiegel oberhalb von 3,5 mg/l, sind der IGVH-Status
und Aberrationen von TP53, einem Tumorsuppressorgen auf
Chromosom 17 (17p13.1),4 die zwei wichtigsten prognostischen Para-
meter |GVH-Status und TP53-Aberrationen bestimmen als key
predictors of outcome” neben anderen Genmutationen die
unterschiedliche Biologie bei CLL (ungtinstig z.B. ATM, KRAS, MGA, POT1,
NQOTCH1, SF3B1, del11q, hoch komplexer Karyotyp > 5 Aberrationen).

IGVH-Status

Der IGVH-Status besteht bereits zu Beginn der Erkrankung und verdndert
sich im Krankheitsverlauf nicht mehr. Er ist fiir die initiale Prognose und
Therapieentscheidung der CLL von allgemein anerkanntem Stellenwert
(,always"17). Als wichtiger Faktor zur Risikobewertung des Erkrankungs-
status4 beschreibt er das Ausmal3 somatischer Hypermutationen der
rearrangierten Immunglobulin-Schwerkettengene in der monoklonal
expandierten  B-Zellpopulation. 98-100% Sequenzidentitdt zur
entsprechenden Keimbahnkonfiguration von IGVH gilt als Cut-off fur
JGVH unmutiert” versus ,IGVH hypermutiert”. Ein unmutierter IGVH-
Status, der bei ca. 50-60% der Patienten vorliegt, ist prognostisch
unglinstig hinsichtlich 0S, PFS und Therapieansprechen versus
bisheriger Standardtherapien. Der |GVH-Status korreliert mit der
mittleren Uberlebenszeit ab dem Diagnosezeitpunkt (3.2-10 Jahre
Junmutiert” vs. 17.9-25.8 Jahre ,hypermutiert”). Nach aktuell géngiger
Einteilung™ ist eine Sequenzidentitit wvon 97-97,99%  zur
entsprechenden Keimbahnkonfiguration von IGVH als ,Borderline” zu
bezeichnen und eine prognostische Vorhersage nicht méglich.

Die genannten Cutoffs sind zwar Konsens in wichtigen Studien,
differenzierte Betrachtungen zeigen jedoch eine kontinuierliche
Verbesserung des OS proportional zum Grad der Hypermutation.

TP53 Mutationen und/oder Deletionen 17p13.1

sind von allgemein anerkanntem Stellenwert fiir die Prognose und
Therapieentscheidungen bei CLL (,always'”). Ein besonders hohes
Progressionsrisiko ergibt sich bei unglinstiger Zytogenetik, d.h. z.B.
Deletion 17p13.1 undfoder Punktmutation von TP53. TP53 liegt in
17p13.1 und ist bei 8-12% nicht vorselektierter B-CLL durch
Punktmutation(en) geschadigt, oft in Kombination mit Deletionen
17p13.1, die bei 4-7% auftreten. Da beide Verdnderungen (Mutation &
Deletion) jederzeit neu auftreten kdnnen, muss jede neuerliche
Therapieplanung, insbesondere bei Progress, die Bestimmung von TP53-
Aberrationen mit beiden Methoden umfassen (Sequenzierung & FISH).3
Mutationen mit Variantenallelfrequenz (VAF) oberhalb von 10% sind
ungunstig. Die klinische Signifikanz von TP53-Mutationen mit einer VAF
von 5-10% wurde zwar noch nicht in prospektiven Studien evaluiert,
neuere Erkenntnisse zeigen aber klar einen Trend zu einer analog-
ungiinstigen Bewertung'® und Selektion unter FCR.

Tabelle 1: Prognosefaktoren des CLL-IPI

Parameter CLL-IPI | Ungiinstiger Faktor Ww
Ratio
22

TP53 (17p) Deletion oder Mutation 4 <0,0001

IgVH- Unmutiert 2 26  <0,0001
Mutationsstatus
Beta-2- >3 5mg/L 2 20  <0,0001
Mikroglobulin
WIECERIEGTTEE  Binet B/C oder Rai IV 1 16  <0,0001
LT =65 Jahre 1 1,7 <0,0001
Tabelle 2: CLL-IPI Risikogruppen
Risikogruppe OS nach 5

Jahren, %
0-1 932
23 793
46 63.3
7-10 233
Erstlinientherapie’ von CLL o#Ane Aberration von TP53,

therapeutische Relevanz des IGVH-Status

Erstmals therapiebediirftige, krperlich fitte (go go) Patienten’, jinger 65
Jahre, mit unmutiertem IGVH-Status profitieren ganz besonders von
lorutinib (PFS, 0S).5 Fir IGVH hypermutierte Patienten, jinger 65 Jahre
kann auch FCR eine Alternative darstellen. Fiir Patienten &lter 65 Jahre
wird lbrutinib (verbessertes PFS)¢ oder BR empfohlen.

Erstmals therapiebedirftigen, unfitten (slow go) Patienten’ mit
unmutiertem IGVH-Status wird lbrutinib, Clb-Obi oder BR mit reduzierter
Bendamustin-Dosis empfohlen.
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Bei nur stabiler Erkrankung oder Progress besteht optional Zweit-
linientherapie. Fir Patienten, die eine PR oder CR erreichen, empfiehlt sich
eher eine kontinuierliche Therapie.

Erstlinientherapie' von CLL mit Aberration von TP53

Erstmals therapiebedirftigen Patienten, ob ,fit (go go)* oder ,unfit (slow
go)", wird unabhéngig vom IGVH-Status Ibrutinib empfohlen. Bei stabiler
Erkrankung oder Progress steht eine optionale Zweitlinientherapie an. Fiir
Patienten, die eine PR oder CR erreichen, empfiehlt sich eine
kontinuierliche Therapie. Sofern lbrutinib individuell nicht geeignet scheint
(NW, Allgemeinzustand), sind alternativ Venetoclax oder Idelalisib/
Rituximab zu erwégen. Gebrechliche Patienten (no go) erhalten ,best
supportive care (BSC)"

Zweitlinientherapien
Der Algorithmus fiir die Rezidivtherapie hdngt von Vortherapien, Alter und
Komorbidititen ab und findet sich schematisch in der Leitlinie zur CLL"

TP53 bei Zweitlinientherapie’: CLL oAne Aberration von TP53
Unabhingig von ,fit (go go)" oder ,unfit (slow go)", wird nach lbrutinib ein
Wechsel auf Venetoclax/Rituximab empfohlen, in CR oder PR dann nur fiir
fitte Patienten eine allogene SZT (falls mdglich), ansonsten eine
Erhaltungs-therapie. Ohne eine lbrutinib Vortherapie kann bei Progress
oder frih rezidivierter CLL auch lbrutinib eine Alternative zu
Venetoclax/Rituximab sein. Venetoclax plus Rituximab ist die bevorzugte
Therapieoption fiir Patienten mit Spatrezidiv.7,1 Bei jeweils nur stabiler
Erkrankung oder Progress wird eine optionale Drittlinientherapie
durchgefiihrt.

TP53 bei Zweitlinientherapie', CLL mit Aberration von TP53
Unabhingig von ,fit (go go)" oder ,unfit (slow go)", wird entweder lorutinib
oder Venetoclax/Rituximab empfohlen, in CR oder PR dann nur fir fitte
Patienten eine allogene SZT (falls mdglich), ansonsten eine Erhaltungs-
therapie. Bei jeweils nur stabiler Erkrankung oder Progress wird eine
optionale Drittlinientherapie durchgefiihrt. Alle gebrechlichen Patienten
(no go) erhalten ,best supportive care (BSC)"

Molekulare Untersuchungen bei Verdacht auf

Ibrutinib-Resistenz oder Venetoclax-Resistenz

Therapieinduzierte Resistenzen gegeniiber BTK Inhibitoren wie z.B. lorutinib
oder Dasatinib sind teils auf Mutationen des Gens BTK zurlckzufiihren. Die
Mutation c.1421C>T fir p.Thr474lle ist mit Dasatinib-Resistenz assoziiert,*
wahrend z.B. Mutationen ¢.14417>G und c.1442G>C flr p.Cys481Ser zur
Resistenz versus lbrutinib fiihren'®'4. Andere Mutationen finden sich im
BTK-Adapterprotein PLCG2.

Therapieinduzierten Resistenzen gegeniiber Venetoclax oder anderen BH3
Mimetika liegen z.B. Mutationen im BCL2/BAX Weg zugrunde. Die Analyse
eines Genpanels BCL2, MCL1, BAX, BRAF kann bei bereits begonnener
Venetoclax Therapie und fehlendem Ansprechen bzw. neuerlichem Progress
empfohlen werden. Nicht alle Resistenzentwicklungen kénnen auf
Mutationen in 0.g. Genen zuriickgefiinrt werden.'

Verbleibender Stellenwert der SZT in der Ara der gezielten Arzneimittel
(,Pathway Inhibitoren): Die Leitlinie CLL misst der allogenen SZT vor allem
noch Bedeutung bei CLL zu, die ,resistent versus Chemoimmuntherapie
und versus gezielten Arzneimitteln” sind (genannt Hochrisiko-Il). Gleiches
gelte fur Richter Transformation und guter Fitness. Bei Hochrisiko-I
(wresistent gegentiber Chemoimmuntherapie, TP53-Mutation, sensitiv
gegenliber gezielten Arzneimittel”) kénne ,eine allogene Transplantation
bei niedrigem Transplantationsrisiko (gut passender Spender, keine
Komorbiditat, <65 Jahre) erwogen werden".

Mittlerweile  liegen bei therapienaiven Hochrisiko CLL bereits
vielversprechende Ergebnisse der Kombinationstherapie
lbrutinib/Venetoclax vor (MRD negative Remissionen).®

Methoden

IGVH: Multiplex PCR, bidirektionale Sanger-Sequenzierungen, Fragment-
langenanalysen zur Klonalitatsbestimmung. Durchfiihrung und Bewertung
von IGVH folgen den Empfehlungen des ERIC-Konsortiums.! Die Methode
ist DAKKS akkreditiert und ERIC zertifiziert.

TP53:

Immunmagnetische  Anreicherung CD19+, massiv parallele

Sequenzierung (next generation Sequenzierung, NGS), FISH 17p13.1 aus
nativen Leukozyten (ergénzende Zytogenetik an Li-Hep.-KM bleibt
empfehlenswert zur Detektion hoch komplexer Karyotypen, auBerdem
eine FISH fiir 11q ATM). Die Methoden TP53 Sequenzierung und die FISH
sind DAKKS akkreditiert, die TP53 Sequenzierung auch ERIC zertifiziert.
Durchfiihrung und Bewertung der TP53 Mutationsanalyse folgen den
Empfehlungen des ERIC Konsortiums.'? In der Regel werden Mutationen

bis

~3% Signalanteil mit den verwendeten bioinformatischen

Einstellungen detektiert.

Turnaround time: 1-2 Wochen fiir molekulare Analysen und FISH.

Material
Sequenzierung oder FISH: 2-10 ml peripheres EDTA-Blut
Zytogenetik: 2 ml Lithium-Heparin-Knochenmark

Kontakt
Molekulargenetik: Dr. Thomas Haverkamp, haverkamp@labmed.de
FISH: Dr. Daniela Ehling ehling@labmed.de
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Abkiirzungen

BR Bendamustin/Rituximab

BSC Best Supportive Care

Clb-Obi Chlorambucil/Obinutuzumab

CLL-IPI Internationaler prognostischer Index bei CLL
CR komplette Remission

FCR Fludarabin/Cyclophosphamid/Rituximab
NW Nebenwirkungen

0S overall survival

PFS Progressionsfreies Uberleben

PR partielle Remission

SZT Stammzelltransplantation
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