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Labor(tber)bestimmung

Klonale hamatologische Neoplasien

Klonale Zellen stammen von einer einzigen somatischen Zelle
ab und weisen identische Eigenschaften auf. Innerhalb einer
Neoplasie kann Klonalitat heterogen sein und sich als dyna-
mischer Prozess erweisen (1, 2). In den folgenden Abschnit-
ten werden wir auf die Entwicklungen in der Diagnostik von
klonalen hamatologischen Neoplasien eingehen, sowie Pit-
falls und Einsatzméglichkeiten im Alltag bei zunehmender
Assay Verfiigbarkeit thematisieren.

Les cellules clonales proviennent d'une seule cellule somatique
et ont des propriétés identiques. Dans une néoplasie, la clona-
lité peut étre hétérogéne et s'avérer étre un processus dyna-
mique (1, 2). Dans l'article suivant, nous discuterons I'évolution
du diagnostic des néoplasies hématologiques clonales, ainsi
que des piéges et des applications possibles dans la vie quoti-
dienne sous I'aspet d'une disponibilité croissante des tests.

Klonalitat als Malignitatskriterium

Klonalitdt beschreibt die Abstammung einer Zellpopulation von
einer gemeinsamen Ursprungszelle. Somit haben alle Zellen der
Population ein gemeinsames Erbgut inklusiv erworbenen (somati-
schen) Mutationen. Diese Beschreibung trifft auf alle Zellen einer
Neoplasie zu, da alle die initiierende Mutation aufweisen, welche
zu maligner Transformation der Ursprungszelle fiihrte. Somit ist
die (Mono-) Klonalitit eine charakteristische Eigenschaft von allen
Neoplasien und stellt ein wichtiges Diagnosekriterium dar (3). In
den allermeisten Fillen ist allerdings eine einzige genetische Verdn-
derung nicht fiir die maligne Entartung ausreichend, diese erfolgt
durch eine schrittweise Akkumulation von Mutationen (Abb. 1).
Dementsprechend ist die Grenze zwischen einer bereits klonalen,
pramalignen Vorlduferpopulation und einer bosartigen hamatolo-
gischen Neoplasie oft fliessend und durch integrative Beriicksichti-
gung von Klinik, Morphologie und Genetik definiert (4).

Im Organismus stellen B- und T-Lymphozyten eine Besonderheit dar:
zur Generierung der Diversitit der B- und T-Zellrezeptoren erfolgt
eine Rekombination von genomischen Sequenzen der Vorlduferzellen
(Abb. 2). So werden physiologischerweise unzéhlige Klone gebildet,
welche untereinander aber verschieden sind und so die Population als
Ganzes als polyklonal betrachtet wird. B- und T-Zell Neoplasien ent-
stehen meistens in Zellen, welche schon reife B- oder T-Zellrezeptoren
gebildet haben, so kann der Nachweis eines dominanten Immunrezep-
tors zur Klonalititsbestimmung herangezogen werden (5).

Labormethoden zum Klonalitidtsnachweis

B-Lymphozyten weisen auf ihrer Oberfliche B-Zellrezeptoren
mit Leichtketten Kappa oder Lambda auf, diese werden mit einer
schweren Kette gepaart als Antikorper sezerniert. Die Auswahl des
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Leichtkettentyps erfolgt wahrend der Entwicklung stochastisch
und ist genetisch festgeschrieben. Physiologischerweise besteht
eine B-Zellpopulation sowohl aus Kappa- und Lambda- restrin-
gierten Zellen, in einem Verhaltnis um 2:1. Aus diesem Grund ist
der Nachweis einer B-Zellpopulation mit einer Expression von aus-
schliesslich Kappa oder Lambda Leichtketten mit Hilfe der Durch-
flusszytometrie oder Inmunhistochemie ein Surrogat der Klonalitit
(6). Ahnliche Hinweise beziiglich der Klonalitit von T-Zellen kann
ein stark verschobenes Verhiltnis von CD4 vs. CD8 T-Zellen oder
von TCR a/p vs. TCR y/§ liefern (7).

Mittels PCR kénnen die Immunrezeptoren der B- und T-Lym-
phozyten direkt analysiert werden. Qualitativ kann die Lange der
B- oder T-Zellrezeptoren einer Zellpopulation dargestellt werden
und bei Vorliegen eines dominanten Immunrezeptors von einer
umschriebenen Linge, im Gegensatz zur Normalverteilung bei
Polyklonalitit, der Klonalitidtsnachweis erbracht werden. Zur quan-
titativen Bestimmung wird bei hoher Tumorlast bei Erstdiagnose
zundchst die genetische Sequenz des klonalen Immunrezeptors
bestimmt und anschliessend eine Patienten-spezifische quantitative
PCR Probe entworfen. Diese kann im Verlauf zum hochsensitiven,
qualitativen Nachweis des Neoplasie-spezifischen Immunrezep-
tors und somit z.B. von minimaler Resterkrankung (MRD) verwen-
det werden. Um eine hohe Qualitit der Resultate dieser technisch
anspruchsvollen Untersuchungen zu gewihrleisten, wurden diese
in den letzten Jahren standardisiert und ihre Interpretation verein-
heitlicht (8).

Neben der Analyse der Immunrezeptoren kénnen andere soma-
tische Verinderungen in einer Zellpopulation durch (moleku-
lar-)genetische Methoden wie Zytogenetik, FISH, PCR oder next
generation sequencing (NGS) zur Klonalitdtsbestimmung heran-
gezogen werden (Abb. 3). Oft kann dadurch, wie z.B. anhand der
BRAF-V600E Mutation bei der Haarzellleukdmie, neben dem Klo-
nalititsbeweis auch eine diagnostische Zuordnung erfolgen (9). Es
ist absehbar, dass durch die Weiterentwicklung der NGS viele der
obigen Methoden ersetzt werden konnen. Neben dem quantitati-
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ven Nachweis von somatischen Punktmutati-
onen, kann z.B. eine quantitative Analyse der

;388 Lineare Akquisition von genetischen Alterationen und IQ

Immunrezeptoren inkl. Status der somatischen
Hypermutation des B-Zell Rezeptors, sowie der
Nachweis von IgH-Translokationen in einem
Test durchgefiihrt werden (8).

Klinische Relevanz des
Klonalitatsnachweises

Die Abgrenzung zwischen benignem und mali-
gnem Prozess basiert in erster Linie auf klini-
schen und zyto-/histologischen Merkmalen
der Erkrankung. Der klonale Beweis ist fir
viele Entititen definiert. Die Charakterisie-
rung des Klons und eine Quantifizierung spie-
len eine wichtige Rolle in der Kategorisierung

Polyklonal

Oligoklonal

Klonal pramaligne

Klonal maligne

(4). Als Beispiel kann hier die Unterscheidung

der monoklonalen B-Zell Lymphozytose (MBL)
low-count (B-Lymphozyten im peripheren Blut
<0.5G/l und chronische lymphatische Leu-
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und die CLL (B-Lymphozytose im peripheren
Blut >5 G/I) genannt werden. Die Unterschei-
dung dieser drei Entititen ist fiir das Manage-
ment wichtig. Wihrend ein low-count MBL
kaum in eine CLL fortschreitet und somit keine
Verlaufskontrollen braucht, geht ein high-
count MBL der CLL voraus und verlangt jihr-
liche Kontrollen (10). Innerhalb der Entitit
CLL liefert das somatische Mutationsprofil der
IGHV Gene neben anderen klinischen Fakto-
ren und Biomarkern zusétzliche Informationen
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tber das biologische Verhalten des einzelnen

Tumors (11).

Bis zu 10% der lympho- und myeloproliferativen
Prozesse stellen trotz integrativer Beurteilung
der klinischen, zytologischen und histologischen
Befunde diagnostische Herausforderungen dar
(12). Der hinzukommende Klonalititsnachweis
bietet in solchen Fillen einen weiteren diagnos-
tischen Weg und kann zur Klarung der Linienzu-
gehorigkeit beitragen. Der klonale Marker tragt
nicht nur zur Diagnosestellung und Kategorisie-
rung bei, sondern nimmt in den Verlaufskont-
rollen einen zunehmenden Platz ein. Die MRD
Dynamik ist zum essentiellen Bestandteil in der
Behandlung von Patienten mit akuter lympha-
tischen Leukdmie geworden (13). Fiir die CLL
oder Mantelzell-Lymphome sind MRD-Marker
definiert und ihre Persistenz als Ausdruck einer
schlechteren Prognose bewiesen (14, 15). Thre
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‘zelluléire und Oberflichenmolekillen gemessen. Die
Durch iegehort zur ha logi
Routinediagnostik der Klonalitdtund hat auch einen
‘Stellenwert in der Klassifizierung und in der MRD Kontrolle.
‘Stukturelle oder numerische ch e
kénnen durch konventionelle Zytogenetik dargestelit werden.
FISH (fluorescence in situ hybridization) wird zur gezielten
Untersuchung von zytogenetischen Verdnderungen in
Erganzung zur konventionellen Zytogenetik bei Erstdiagnose
und im Verlauf durchgefihrt. '
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Detektionstiefe
von Klonalitat

Auswirkung auf den Therapieplan wird in einer

Vielzahl von laufenden Studien untersucht, sodass deren umfassen-
der Einsatz im klinischen Alltag aktuell noch verfriiht erscheint.
Klinische Relevanz und Kostenwirksamkeit der Untersuchung sind
wichtige Bewertungskriterien in Bezug auf den Einsatz der ver-
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schiedenen Labormethoden zur Klonalititsbestimmung. Die resul-
tierenden Kosten (einfache Immunphénotypisierung ab 450 CHF
bis 2800 CHEF fiir ein NGS) erfordern ein sorgfiltiges Ermessen, ob
der Klonalitdtsnachweis im klinischen Kontext erforderlich, rele-
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vant und sachgemass ist. Die Frage ob ein positiver oder negativer
Befund fiir das Vorgehen von Bedeutung sei, ist praanalytisch kon-
sequent zu beantworten. Hierzu dient ein enger Informationsaus-
tausch zwischen Labor und Klinik, um unzweckmaéssige Analysen
zu vermeiden. Mit der Asservierung von Material sind Nachbestel-
lungen ausgehend von der Zytologie, Histologie und Immunphéno-
typisierung in Sinne einer Stufendiagnostik méglich.

Neben der Zweckmissigkeit und Kosteneffizienz, sind diagnos-
tische Unsicherheiten und eine Vielzahl von technischen Fallen
im Rahmen des Klonalitidtsnachweises zu beachten. Zum einen
bedeutet der Klonalitatsnachweis nicht obligat den Beweis einer
Neoplasie. Klonalitit von lymphatischen Zellen kann im Rahmen
einer starken Antigen-Stimulation im Sinne einer benignen klo-
nalen Proliferation auftreten. Falsch-positive Ergebnisse konnen
durch Expansion von nicht-neoplastischen T-Zellen oder Ver-
anderungen des immunologischen Repertoires beispielswiese im
Alter oder nach einer Stammzell-Transplantation (skewing) ent-
stehen (16, 17). Falsch-negative Ergebnisse entstehen beispiels-
weise durch Sampling-/ Amplifikationsprobleme oder durch
klonale Evolution (8).

Die Auswirkung von Zufallsbefunden oder gar die Entdeckung
vererbbarer Veranlagungen im Rahmen von genetischen Unter-
suchungen kann situativ unerwiinscht sein. Zudem erfordert die

Take-Home Message

@ Klonalitét ist eine gemeinsame Eigenschaft von allen hamatologischen
Neoplasien.

@ Die Grenze zwischen klonaler pramaligner Population und maligner
h&matologischer Neoplasie ist nicht immer klar. Nicht nur der Klonali-
tatsbeweis, sondern deren Integration mit der Klinik, Morphologie und
Genetik definiert eine Neoplasie.

@ Klinische Relevanz und Kostenwirksamkeit der Untersuchung sind
wichtige Kriterien bezlglich Einsatz der verschiedenen Laborme-
thoden in einer gezielten Reihenfolge und setzen eine klare Kommuni-
kation zwischen Klinik und Labor voraus.

@ Entwicklungen in der Klonalitdtsdiagnostik werden unsere diagnosti-
schen und therapeutischen Algorithmen in den nachsten Jahren
grundlegend verandern.

Interpretation der Datenmengen Expertise. Es braucht eine Kon-
sensfindung zwischen Patient und behandelndem Arzt tber die
Maoglichkeiten der Entdeckung von Zufallsbefunden mit oder ohne
bisher etablierter Signifikanz und tiber den Umgang mit dieser
Information.

Zusammenfassend findet eine spannende Entwicklung mit rascher
Zunahme der technischen Moglichkeiten im Bereich der Diagnos-
tik von klonalen hidmatologischen Neoplasien statt. Mit Techniken
wie der NGS werden sich die Méglichkeiten in der Prazisionsdiag-
nostik, Klassifikation und Therapie-Uberwachung von himatolo-
gischen Neoplasien vervielfiltigen. Die Klonalitdtsanalyse soll stets
von der klinischen Fragestellung, Zytologie und Histologie nach
sorgfiltiger Erwdgung der Zweckdienlichkeit ausgehen.
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Message a retenir

@ La clonalité est une caractéristique commune a toutes les néoplasies
hématologiques.

& La transition entre la population clonale prémaligne et la néoplasie
hématologique maligne n'est pas toujours claire. La néoplasie se défi-
nit non seulement par la preuve de clonalité, mais également par son
intégration avec les données cliniques, la morphologie et la génétique.

@ La pertinence clinique et la rentabilité de I'étude sont des critéres
importants pour |'utilisation des différentes méthodes de laboratoire
dans un ordre ciblé et exigent une communication claire entre la cli-
nigue et le laboratoire.

@ Les développements dans le domaine du diagnostic de clonalité chan-
geront fondamentalement nos algorithmes diagnostiques et thérapeu-
tiques dans les années a venir.
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