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KURZFASSUNG:

Die Chronische Myelomonozytére Leukdmie (CMML) ist eine hamatologische Neoplasie, die aufgrund
einer klonalen Entartung der hdmatopoetischen Stammzelle entsteht. Als Erstmanifestation der Erkran-
kung zeigt sich eine Erh6hung der Monozytenzahl im peripheren Blut. Die Diagnostik der CMML ist wegen
der Heterogenitat des klinischen, hamatologischen und morphologischen Erscheinungsbildes und der
fehlenden spezifischen zytogenetischen Veranderungen schwierig. Neben der Abgrenzung zu anderen
h&matologischen Neoplasien miissen reaktive Monozytosen vor der Diagnosestellung ausgeschlossen
werden. In der vorliegenden Forschungsarbeit wurde untersucht, ob die routinemafige durchfluss-
zytometrische Analyse der CD56 Expression auf Monozyten beim Bestehen einer absoluten Monozytose
(Monozyten > 1 G/I) im peripheren Blut geeignet ist, um die reaktive Zellvermehrung von klonalen Prozes-
sen abzugrenzen. Ziel der Studie war die Definition und Etablierung eines Algorithmus flr eine erweiterte
durchflusszytometrische Analyse bei Patientinnen mit absoluter Monozytose zur ehestmdglichen Erken-
nung und Diagnostizierung der CMML.

1 EINLEITUNG

1.1 Die Chronische Myelomonozytére Leukdmie (CMML)

Die CMML ist eine maligne hdmatologische Neoplasie mit einem medianen Erkrankungsalter
zwischen 65 und 75 Jahren. Sie entsteht durch eine klonale Entartung der hamatopoetischen
Stammzelle und ist gekennzeichnet durch eine absolute Vermehrung der Monozyten in Blut und
Knochenmark. Gleichzeitig kann ein Anstieg von myeloischen Blasten und Dysplasie unter-
schiedlicher Stéarke in einer oder mehreren myeloischen Zelllinien vorliegen. Aufgrund des mor-
phologischen Erscheinungsbildes in Blut und Knochenmark wurde die CMML urspriinglich den
Myelodysplastischen Syndromen zugeordnet. Verlaufe mit hohen Leukozytenzahlen und aus-
gepragter Splenomegalie haben die WHO 2001 dazu veranlasst, fur die CMML in der Klassifika-
tion der myeloischen Erkrankungen eine eigene Gruppe, die Myelodysplasti-
schen/Myeloproliferativen Neoplasien zu schaffen.' Die Inzidenz der CMML wird derzeit mit 3
Neuerkrankungen auf 100.000 Personen jahrlich beziffert. Sowohl bei der dysplastischen als
auch bei der proliferativen Variante der CMML ist ein Ubergang in die Akute Leukamie maglich.
Das mediane Uberleben der Patientinnen wird in den meisten Publikationen mit 12-35 Monaten
angegeben. Die Diagnostik der CMML ist wegen der Heterogenitat und der fehlenden spezifi-
schen zytogenetischen Veradnderungen schwierig. Ebenso gibt es Erscheinungsformen ohne
dysplastische Veranderungen. Bei 40% der Erkrankten wurden Punktmutationen im RAS Gen
nachgewiesen. In etwa 5% der Félle findet man Mutationen im JAK2-Gen (V617F)*, Aberratio-
nen im TET2-Gen liegen bei bis zu 50% der Patientinnen mit CMML vor. Verschiedene Studien
berichten tiber Mutationen in den Genen ASXL1, CBL, RUNX1 und EZH2.>**° Es wird aller-
dings vermutet, dass keine dieser Veranderungen krankheitsauslésend ist, sondern als soge-
nanntes sekundares Ereignis gesehen werden kann. Jedoch scheinen TET2- und CBL-
Mutationen friihe pathogenetische Modifikationen zu sein. ? Ein hohes Risiko fiir den Ubergang
der CMML in die Akute Leukamie besteht bei Vorliegen einer Trisomie 8. Die derzeit einzige
TherapiemaBnahme, die die Chance auf eine Heilung der CMML bietet, ist die allogene
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Stammzelltransplantation. Vorbereitende dosisreduzierte Konditionierung ermdéglicht die Trans-
plantation auch fir altere Patientinnen. Eine Risikoeinschéatzung wird im Einzelnen individuell
vorgenommen, um eine optimale Therapieentscheidung zu treffen.® Speziell zu Beginn der Er-
krankung ist, insbesondere bei fehlender Dysplasie, die rasche Abgrenzung gegenuber reakti-
ven Monozytosen notwendig, um die Diagnosefindung zu beschleunigen. Ebenso ist die Ab-
grenzung zu verwandten hamatologischen Neoplasien in Bezug auf Therapieentscheidung und
Prognoseabschatzung bedeutsam. Im hamatologischen Labor des Sozialmedizinischen Zent-
rums Ost wird daher eine erweiterte durchflusszytometrische Untersuchung bei Patienten mit
absoluter Monozytose (Monozyten im peripheren Blut > 1 G/I) angestrebt. Zugrundeliegend sind
mehrere publizierte Studien Uber aberrante Expression von CD56 auf Monozyten bei diagnosti-
zierter CMML."®? Gleichzeitig wird tber erhdhte CD56 Expression bei reaktiven Prozessen
berichtet. Fir die Diagnosestellung der CMML werden laut WHO (2008) derzeit folgende Krite-
rien gefordert:

e Monozytose > 1G/lI — andere Ursache ausgeschlossen

e BCR/ABL Philadelphiachromosom negativ

e Blasten < 20% im Blut und/oder KM

e Dysplasie in mindestens einer Zellreihe

e Chromosomenaberrationen (falls keine Dysplasiezeichen)

Neben diesen aufgelisteten Diagnosekriterien existieren keine diagnostischen Tests, die das
Vorliegen einer CMML beweisen. Die definitive Diagnose kann erst gestellt werden, wenn die
Monozytose wiederholt Uber Wochen beziehungsweise Monate vorliegt und mittels Knochen-
markspunktion eine Blastenvermehrung und/oder Dysplasie der myeloischen Zelllinien nachge-
wiesen wird.

1.2 Expression von CD56

Das CD56 Molekil ist ein 140 kD Glykoprotein der Zelloberflache, eine Isoform des Nervenzel-
len-Adhéasionsmolekils (NCAM). CD56 wird auf Gehirnzellen und an den motorischen Endplat-
ten exprimiert, wo es im Zusammenhang mit Zell-Zell-Adh&sionen eine wichtige Rolle spielt.
Linienspezifisch wird CD56 im peripheren Blut von NK-Zellen exprimiert, daneben finden sich
kleine CD56 positive Populationen von normalen CD4+ und CD8+ T-Lymphozyten sowie Gra-
nulozyten. Die Funktion des CD56 Molekils auf der Oberflache von NK-Zellen scheint bei Ad-
hasionsvorgangen wahrend ihrer zytotoxischen Aktivitat bedeutsam zu sein. Im peripheren Blut
gesunder Personen zirkuliert ein geringer Prozentsatz von Monozyten mit schwacher Expressi-
on von CD56 (< 10%) der mit dem Alter ansteigt.10 Phéanotypische, morphologische und funktio-
nelle Analysen kdnnen die Population eindeutig reifen Monozyten zuordnen. Die Funktion die-
ses kleinen Subsets ist derzeit noch nicht genau bekannt.*! Es wird ein regulatorischer Einfluss
auf Entziindungszellen tUber Kooperation mit Integrinen (LFA-1, LFA-2) und Interaktion mit NK-
Zellen zur Erhéhung der Toxizitat vermutet.** Ein Anstieg CD56 exprimierender Monozyten im
peripheren Blut konnte bei reaktiven Prozessen beobachtet werden. Bei Patientinnen mit Mor-
bus Crohn in der aktiven Phase war beispielsweise eine 2.7 fache Erhdhung reifer Monozyten
mit CD56 Expression im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe durchflusszytometrisch nach-
zuweisen. (6.2, 3.7% - 13.4%, versus 2.3, 1.1% - 3.8%)
Dlif Beteiligung dieser Zellen als Mediator bei der dysregulierten T-Zellantwort wird vermu-
tet.
Uber Bestimmung des Immunphanotyps der Monozyten im Knochenmark bei CMML wurde
von mehreren Studiengruppen eine verstarkte Expression von CD56 festgestellt und als mogli-
cher Wegweiser zur Diagnosefindung erkannt und empfohlen. **** 2005 belegte eine Studie mit
20 an CMML erkrankten Patientinnen in 16 Féllen eine aberrante CD56 Expression auf Mo-
nozyten im KM. ® Eine weitere Studie zeigte 2007, dass bei Patientinnen mit CMML die ver-
starkte CD56 Expression nicht nur auf Zellen des Knochenmarks, sondern, wenngleich etwas
schwacher, auch auf Monozyten des peripheren Blutes nachzuweisen war. ' Die Ergebnisse

FFH2015-GW1-5 S.2



sind die Grundlage dieser Forschungsarbeit. Nach unserem Wissensstand wurde bisher noch
keine Studie durchgefiihrt, in der in Form eines Screenings die CD56 Expression auf Monozy-
ten bei Monozytosen > 1 G/l im peripheren Blut analysiert wurde.

Ziel der Studie ist die Definition und Etablierung eines Algorithmus fiir eine erweiterte durch-
flusszytometrische Analyse bei Patientinnen mit absoluter Monozytose zur ehestmdglichen
Erkennung und Diagnostizierung der CMML.

2 MATERIAL UND METHODEN

Das Studienkollektiv umfasste 105 Patientinnen, davon 68 méannliche und 37 weibliche Perso-
nen. Eingeschlossen wurden Patientinnen, deren peripheres Blut fiir eine hdmatologische Rou-
tineuntersuchung in das Institut fur Labormedizin eingesendet worden war und eine absolute
Monozytose (Monozyten > 1 G/l) aufwies. Es wurde keinerlei Auswahl hinsichtlich zuweisender
Station oder diagnostischer Fragestellung getroffen. Als Kontrollgruppe wurden an unterschied-
lichen Tagen insgesamt 30 Blutproben von Patientinnen mit einem physiologischen Leukozy-
ten- und CRP-Wert und einem Monozytenwert < 0.8 G/I gewahlt.

Insgesamt wurden 147 Analysen der CD56 Expression auf Monozyten am Durchflusszytome-
ter durchgefuhrt, davon waren 12 Proben als Kontrollmessungen erfasst. Fir die Identifizierung
der Monozytenpopulation wurden mehrere monoklonale Antikorper verwendet. (Anti-CD4, Anti-
CD11c, Anti-CD14, Anti-CD33, Anti-CD64). Pro Patient wurden drei Réhrchen mit je funf Fluo-
reszenzfarbstoffen angesetzt. Die Auswertung erfolgte mittels Multi-File-Analyse. Parallel wurde
Uber mikroskopische Diagnostik eine Beurteilung der Monozyten hinsichtlich Unreifezeichen
beziehungsweise Dysplasiezeichen in einer oder mehreren Zelllinien durchgeftihrt. Die Zuord-
nung der Ergebnisse einschlielich der Beurteilung der Zellmorphologie erfolgte nach einem
Schema in vier Kategorien. Als weiteres Auswertekriterium wurde die persistierende Monotyose
im Verlauf von drei Monaten kontrolliert.

3 ERGEBNISSE

3.1 Ergebnisse der durchflusszytometrischen Analyse

Die durchflusszytometrische Analyse der CD56 Expression auf Monozyten in der Kontrollgruppe
ergab Werte zwischen 0.1% und 9.5%. In der Studiengruppe lagen die Messergebnisse bei 98
Patientinnen unter 20%. Sie sind mit einem griinen Pfeil gekennzeichnet und gelten als
,negativ®. Bei zwei Proben lag der Wert bei 30% und 40%, der blaue Pfeil kennzeichnet diese
Ergebnisse als ,reaktiv®. Finf Patientinnen wiesen eine CD56 Expression auf mehr als 41% der
Monozyten auf (69%, 71%, 82%, 87%, 90%). Sie sind mit einem roten Pfeil markiert und wer-
den als ,positiv* bezeichnet.
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Abb. 1. Ergebnis der durchflusszytometrischen Analyse der CD56 Expression

3.2 Ergebnisse der Mikroskopischen Diagnostik

Die mikroskopische Auswertung der Blutausstriche umfasste die Erstellung eines Differenzial-
blutbildes von allen anonymisierten Blutproben des Studienkollektivs inklusive der Mehrfach-
messungen. Insgesamt wurden 117 Zahlungen durchgefihrt.

In 67 Ausstrichen konnten keine Auffalligkeiten hinsichtlich Dysplasie und Unreife der Zellen
erfasst werden. 20 Praparate wiesen Zeichen eines reaktiven Zellbildes auf. In diesem war,
infolge der in dieser Arbeit festgelegten Kategorisierung, auch das vermehrte Auftreten von
eosinophilen Granulozyten enthalten. In 21 Ausstrichen wurde eine deutliche Linksverschie-
bung festgestellt und 9 Praparate wiesen Dysplasiezeichen auf. Die Pfeile in der Grafik kenn-
zeichnen die jeweiligen Doppelbestimmungen. Die zugeordneten Bezeichnungen entsprechen
der anonymisierten Patientenidentifikation. (F-weiblich, M-m&nnlich)
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Abb. 2. Mikroskopischen Beurteilung und CD56 Expression
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3.3 Verlaufskontrolle hinsichtlich persistierender Monozytose

Bis zum Abschluss der Studie konnte bei 96 von 105 Patientinnen ein Verlauf der Monozytose
kontrolliert werden. Bei 8 Patientinnen wurde eine persistierende Monozytose festgestellt.

4 DISKUSSION

Die durchflusszytometrische Analyse der CD56 Expression auf Monozyten ergab in der Kon-
troligruppe Werte < 20%. Bei 97 Patientinnen der Studiengruppe, deren Beurteilung des Blut-
ausstriches und der Verlaufskontrolle der Monozytose das derzeitige Vorliegen einer CMML
ausschloss wurden ebenfalls Werte < 20% ermittelt. Zwei Patientinnen wiesen Werte zwischen
20% und 41% CD56 positiver Monozyten auf, sie zeigten im Ausstrich ein reaktives Zellbild. Bei
funf Patienten (alle mannlich) waren Werte > 65% CD56 exprimierender Monozyten messbar.

In drei Féallen wurde eine vorliegende CMML mittels Knochenmarksbefund bestétigt, ein Patient
verstarb vor der Diagnosestellung und bei einem Patienten lag eine Essentielle Thrombozytha-
mie (ET) vor. In Abb. 3 sind die Ergebnisse dargestellt. Die Grafik enthalt auch die Resultate der
jeweilig durchgefuhrten Mehrfachmessungen.
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Abb. 3. CD56 Expression (%) in Kontrollgruppe und Studiengruppe

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die CD56 Expression auf Monozyten
sowohl im Kontrollkollektiv als auch bei 93% der Patientinnen im Studienkollektiv (98 von 105)
unter einem Wert von 20% lag. Wie die Ergebnisse der retrospektiven Datenanalyse zeigten,
liegt in seltenen Fallen eine CMML ohne nachweisbarer aberranter CD56 Expression auf Mono-
zyten vor. Eine Erhéhung der CD56 Expression kann hingegen einen raschen Hinweis auf ein
eventuell vorliegendes klonales Geschehen geben. Durch spezifische Nutzung des labor-
eigenen EDV-Systems ware es mdglich, Blutproben von Patientinnen > 40a mit einer Uber ei-
nen Zeitraum von sechs Wochen durchgangig bestehenden Monozytose gezielt einer erweiter-
ten Analyse der CD56 Expression auf Monozyten zuzufiihren. Damit kbnnten reaktive Prozesse
abgegrenzt und die Diagnosefindung der CMML beschleunigt werden.

Ein ehestmdoglicher Therapiebeginn beziehungsweise die Einleitung der Stammzell-
spendersuche sind aufgrund der raschen Progredienz der Erkrankung dringend zu empfehlen.
Fir die Diagnostik der MDS beziehungsweise der CMML wird die durchflusszytometrische Un-
tersuchung noch nicht routinemafig eingesetzt. Mehrere Studiengruppen befurworten die Erar-
beitung eines standardisierten Protokolls. Im Jahr 2008 wurde eine Arbeitsgruppe aus Mitglie-
dern 23 européischer Lander gegrindet, die das Ziel verfolgt, eine kategorisierte Diagnostik und
ein einheitliches prognostisches Scoringsystem fir diese Erkrankungen zum Einsatz zu bringen.
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5 CONCLUSIO

Die Vermehrung von Monozyten im peripheren Blut ist ein diagnostisches Kriterium der CMML,
tritt aber auch bei unterschiedlichen reaktiven Prozessen auf. Die durchflusszytometrisch ermit-
telte CD56 Expression auf mehr als 50% der Monozyten bei bestehender Monozytose kann ein
Hinweis auf ein vorliegendes klonales Geschehen mit Verdacht auf CMML sein. Die Bestim-
mung dieses Parameters in einem frihen Stadium kann die Diagnosestellung beschleunigen.
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