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1 EINLEITUNG

Die relativ hohe Pravalenz sowie die einfache Verfig-
barkeit von analysierbaren Tumorzellen im peripheren
Blut von Patienten hat die chronische lymphatische
Leukdmie (CLL) zu einer fUr die Wissenschaft wichtigen
Modellkrankheit gemacht, um molekulare Prinzipien,
die der Evolution von Krebszellen zugrunde liegen,
aufzudecken. Die Implementierung modernster mole-
kulargenetischer Technologien bei der Untersuchung
der CLL hatin denletzten Jahrzehnten das Verstandnis
der Ursachen und die Prognose der Krankheit revolu-
tioniert: von der Entdeckung haufig vorkommender
Chromosomenaberrationen mittels Fluoreszenz-in-
situ-Hybridisierung (FISH) bis hin zum Nachweis von

Treibermutationen mit klinischen Implikationen anhand
neuartiger Hochdurchsatz-Sequenzierungstechniken
(Next Generation Sequencing, NGS) [Dohner et al.
2000, Landau et al. 2015].

Diese Fortbildung soll hnen fundierte Einblicke in
die Mechanismen der klonalen Evolution bei CLL
und der damit verbundenen Resistenzentwicklung
gegenuber den verfligbaren Therapeutika geben.
Abschlielend werden potenzielle Losungsvorschlage
diskutiert, um Resistenzbildungen bei der Therapie
der CLL zu vermeiden.

2 CHRONISCHE LYMPHATISCHE LEUKAMIE

2.1 DEFINITION UND EPIDEMIOLOGIE

Die Klassifikation der Weltgesundheitsorganisation
(WHO) beschreibt die CLL als indolentes B-Zell-Lym-
phom, das durch einen leukamischen Verlauf charak-
terisiertist [Swerdlow et al. 2017]. Bei der CLL handelt
es sich um die haufigste leukdmische Erkrankung
in den westlichen Industrielandern. In Deutschland
treten pro Jahr ungefahr 5.600 Neuerkrankungen auf,
was ungefahr 1,1 % aller invasiven Krebsneuerkran-

kungen (ohne sonstige Tumoren der Haut) entspricht
[Wendtner et al. 2020].

Die CLL tritt meist in hoherem Alter auf: Das mediane
Erkrankungsalter liegt bei 72 Jahren fiir Manner und
75 Jahren fur Frauen. Die Prognose der CLL ist zu-
meist gut. Die absolute Fuinf-Jahres-Uberlebensrate
liegt bei 73,2 % (Frauen) und 71,2 % (Manner) und
verbessert sich stetig durch die wachsende Anzahl
moderner Therapieansatze [Wendtner et al. 2020].
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2.2 PROGNOSE ANHAND DETEKTIERTER
MUTATIONEN/TRANSLOKATIONEN

Nach der Diagnosestellung einer CLL erfolgen in der
Regel Untersuchungen, welche die Prognose abzu-
schatzen helfen. Eine erste Einordnung erfolgt durch
die klinischen Stadieneinteilungen nach Rai et al. oder
nach Binet et al,, die auf dem korperlichen Untersu-
chungsbefund sowie der Beurteilung des Blutbilds
beruhen [Binet et al. 1981, Rai et al. 1975]. Innerhalb
der letzten 20 Jahre wurden zudem viele biologische
und molekulare Biomarker beschrieben, die zuséatz-
liche prognostische Aussagekraft besitzen [Landau
et al. 2015, Lazarian et al. 2017].

Veranderungen im Tumorsuppressorgen TR53, wel-
ches auf dem kurzen Arm des Chromosoms 17 (17p)
lokalisiert ist, gehoren bei der CLL zu den starksten
negativen pradiktiven und prognostischen Biomarkern.
Zum Funktionsverlust des p53-Proteins kommt es
entweder durch einen Verlust bzw. eine Deletion des
kurzen Arms von Chromosom 17 (del[17p]) und/oder
durch eine Punktmutation (TP53-Mutation). Dieser
Funktionsverlust flhrt zu einer Beeintrachtigung bei
der Reparatur von DNA-Schaden sowie der Apopto-
seregulation, dadurch zu einer erhohten genetischen
Instabilitat, einer Akkumulation von weiteren Mutationen
in anderen Genen und folglich zur vermehrten Entste-
hung von Resistenzen gegeniber Chemotherapeutika
[Rossi et al. 2014, Stilgenbauer et al. 2014, Wiestner et
al. 2020, Zenz et al. 2008, Zenz et al. 2010b]. Bereits
subklonale, d. h. nurin einem geringen Anteil der Tumor-
zellen vorkommende Mutationen von TP53 sind daher
mit einem schlechteren Uberleben assoziiert [Nadeu

Nicht alle CLL-Patienten bendtigen eine Therapie. Ak-
tuelle Leitlinien empfehlen weiterhin eine wachsame
Beobachtung (,Watch and Wait") fir Patienten mit
asymptomatischer Erkrankung und ohne hamatopo-
etische Insuffizienz [Wendtner et al. 2020].

FUr jene Patienten, welche eine Therapie bendtigen,
hat sich die Behandlungslandschaft der CLL in den

et al. 2016]. Etwa 50 — 60 % der CLL-Patienten weisen
zudem eine unmutierte schwere Kette des Immun-
globulins (IGHV) auf [Damle et al. 1999, Hamblin et al.
2002]. Das progressionsfreie Uberleben (PFS) und das
Gesamtiiberleben (Overall Survival, 0S) sowie die Zeit bis
zur Behandlungsintervention sind in dieser Patienten-
gruppe signifikant kiirzer. Laut aktuellen Arbeiten scheint
dabei die Proliferationsrate der CLL-Zellen und der damit
verbundene spezifische DNA-Reparaturmechanismus
flr die Entstehung von Mutationen im IGHV-Locus
verantwortlich zu sein: In CLL-Zellen mit einer hohen
Proliferationsrate ist primar ein sehr effizienter Reparatur-
mechanismus (Homology-Directed Repair, HDR) aktiv.
In CLL-Zellen mit niedriger Proliferationsrate hingegen
uberwiegt ein wenig effizienter und ungenauer Reparatur-
mechanismus (Non-Homologous End Joining, NHEJ),
der Mutationen zulasst und somit zu einem mutierten
IGHV-Locus fihrt [Claus und Pfannes 2019, Rozovski et
al. 2018]. Aktuellen Publikationen zufolge gelten neben
TP53-Aberrationen und einem unmutierten /GVH-Sta-
tus auch Mutationen der Gene SF3BT und NOTCHT als
unabhangige, mit schlechterer Prognose assoziierte
molekulargenetische Marker, die in ca. 17 bzw. 11 %
der CLL nachgewiesen werden [Hu et al. 2019, Wang et
al. 2011]. Zudem haben Untersuchungen gezeigt, dass
ein komplexer Karyotyp mit = 5 Aberrationen ein unab-
hangiger unglinstiger Faktor ist. Ein komplex aberranter
Karyotyp mit drei oder vier Aberrationen ist dagegen
nur mit einer ungunstigen Prognose assoziiert, wenn
zusatzlich eine del(17p) und/oder eine TP53-Mutation
vorliegen [Baliakas et al. 2019]. Auch die Bestimmung
des Karyotyps der CLL-Zellen spielt daher immer noch
eine wichtige Rolle bei der Therapieentscheidung [Rigolin
et al. 2017 Wendtner et al. 2020].

letzten zehn Jahren deutlich weiterentwickelt. Neben
Chemoimmuntherapien (CIT) mit den Kombinationen
aus Fludarabin, Cyclophosphamid plus Rituximab
(FCR), Bendamustin plus Rituximab (BR) oder Chlo-
rambucil plus Obinutuzumab (Clb-G) stehen mehr und
mehr zielgerichtete Therapieoptionen zur Verfigung
[Fischer et al. 2012, Goede et al. 2014, Hallek et al.
2010, Keating et al. 2005]. Als erste zielgerichtete
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Therapie wurde der kovalente Bruton-Tyrosinkinase-
(BTK-)Inhibitor Ibrutinib zugelassen [Byrd et al. 2014,
Munir et al. 2019]. Mittlerweile steht mit Acalabrutinib
ein weiterer kovalenter BTK-Inhibitor zur Verfligung
[Seymour et al. 2021a, Wen et al. 2021]. Neben den
BTK-Inhibitoren kénnen auch die Phosphoinositid-
3-Kinase-(PI3K-)Inhibitoren Idelalisib und Duvelisib
bei refraktaren Patienten zum Einsatz kommen [Flinn
et al. 2018, Furman et al. 2014]. Die am Signalweg
des B-Zell-Rezeptors angreifenden BTK- und PI3K-
Inhibitoren konnen als Dauertherapie mit oder ohne
Anti-CD20-Antikorper verabreicht werden [Sharman
et al. 2020].

Mit Venetoclax steht eine weitere zielgerichtete
Substanz zur Verfiigung, die durch Inhibition des bei
CLL-Patienten haufig Uberexprimierten anti-apopto-
tischen B-Cell-Lymphoma-2-(BCL-2-)Proteins wieder
eine physiologische Apoptose in CLL-Zellen ermog-

licht. Venetoclax kann bei ausgewahlten Patienten
als dauerhafte Monotherapie eingesetzt werden oder
als zeitlich begrenzte Behandlung bei therapienaiven
Patienten in Kombination mit Obinutuzumab (Ven-G).
Bei rezidivierten bzw. refraktaren Patienten wird die
Kombination mit Rituximab (Ven-R) [Al-Sawaf et al.
2020, Kater et al. 2019, Kater et al. 2020] eingesetzt.
Auch in Zukunft wird sich die Therapie der CLL wei-
terentwickeln: Neben weiteren kovalenten und nicht
kovalenten BTK-Inhibitoren wie z. B. Zanubrutinib
oder Pirtobrutinib werden vor allem neuartige Kom-
binationstherapien von Venetoclax mit verschiedenen
BTK-Inhibitoren mit und ohne Anti-CD20-Antikorpernin
klinischen Studien untersucht [Mato et al. 2021a, Tam
etal. 2022b, Wierda et al. 2021]. Auch neue (T-)zellular
vermittelte Therapieansatze wie z. B. CAR-T-Zellen und
bispezifische Antikorper gewinnen zunehmend an Be-
deutung als mogliche Therapeutika bei rezidivierten
und refraktaren CLL-Patienten [Siddiqi et al. 2022].

4 GRUNDLAGEN DER KLONALEN EVOLUTION BEI NEOPLAS-
TISCHEN (MALIGNEN) ERKRANKUNGEN

41 KLONALE EVOLUTION

Klonale Evolution wird wesentlich durch die zugrunde
liegende intratumorale und molekulare Heterogeni-
tat ermaoglicht. Dabei entstehen beim dynamischen
Wachstum der klonalen Subpopulationen klonale
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Muster (Patterns), die eine Erkrankung oder deren
Fortschreiten charakterisieren kdnnen. Sokannes z. B.
im Rahmen der klonalen Evolution zu einem klonalen
Equilibrium kommen, bei dem die relativen Anteile meh-
rerer Subklone in einer gemischten Tumorpopulation
gleichwertig aufrechterhalten werden (Abbildung 1 A).
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Abbildung 1: Evolutiondre Mechanismen als Grundlage der klonalen Evolution bei Krebserkrankungen; modifiziert nach [Gutierrez

und Wu 2019].
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Dagegen kommt es bei der klonalen Kompetition
durch genetische oder epigenetische Veranderungen
in einzelnen Subklonen zur Anderung der klonalen
Fitness bzw. zu einem Uberlebensvorteil gegentiber
spezifischen Bedingungen, welcher die Pravalenz
jedes Klons in einer Population beeinflusst. Hierbei
konnten unterschiedliche evolutionare Muster im
Krankheitsverlauf beobachtet werden. Bei der linea-
ren Evolution von Subklonen wird der parentale Klon
vollstandig durch einen Tochterklon ersetzt, der durch
eine Veranderung einen Uberlebensvorteil bekommen
hat (Abbildung 1B). Eine solche Dynamik mit einer
expansiven Proliferation eines bereits vorhandenen
Klons aufgrund eines Selektionsvorteils durch eine
erworbene Mutation bzw. epigenetische Veranderung
wird als klonale Selektion bezeichnet [Gutierrez und
Wu 2019]. Neben der linearen Evolution existieren auch
andere Muster wie die verzweigte Evolution, bei der
mehrere Subklone desselben Tumors koexistieren und
um die klonale Dominanz konkurrieren (Abbildung 1B).
Die verzweigte Evolution erhoht somit die molekulare
Heterogenitat des Tumors, die wiederum die Grundlage
fur weitere klonale Evolution und Expansion einzelner
Subklone bildet. Solche verzweigten Muster konnen
wahrend passiver oder aktiver selektiver Bedingungen
auftreten [Braggio et al. 2012, Landau et al. 2013]. Die
unterschiedlichen Wachstumsdynamikenim Rahmen
der klonalen Evolution konnten in den letzten Jahren
dank moderner Techniken wie NGS und Einzelzell-
untersuchungen bei verschiedenen Krebsarten gut
dokumentiert werden.

4.2 MECHANISMEN DER KLONALEN
EVOLUTION

Die Analyse mehrerer Biopsien desselben Tumors eines
Patienten zu unterschiedlichen Zeitpunkten (z. B. vor
und nach einer Therapie) kann die molekulargenetische
Zusammensetzung und den evolutionaren Verlauf
der Entstehung neuer Subklone aufdecken. Dabei
kann die klonale und subklonale Zusammensetzung
des Tumors verwendet werden, um phylogenetische
Stammbaume der klonalen Evolution zu konstruieren.

Durch bioinformatische Analysen konnen unterschied-
liche Gruppen von Mutationen festgestellt werden: Mu-
tationen, die in allen Proben eines Tumors vorhanden
sind, wurden von friihen Zellen in der Tumorgenese
(z. B. Stammzellen) erworben, die anschlielend klonal
expandiert sind. Diese sog. klonalen Mutationen wer-
denim Stammbaum der analysierten Tumorzellen als
Basis bzw. Stamm abgebildet. Mutationen, die nurin
einer Teilmenge der entnommenen Proben vorhanden
sind, werden als spatere Ereignisse betrachtet, die
sich im Stammbaum als Verastelungen darstellen.
Diese Mutationen, die wahrend oder nach der an-
fanglichen klonalen Expansion erworben wurden und
in detektierten Subklonen enthalten sind, werden als
subklonale Mutationen bezeichnet [Jamal-Hanjani et
al. 2015, Mazor et al. 2016].

Als Treibermutationen (Driver Mutations) werden
Mutationen bezeichnet, die einem leukamischen
Zellklon einen Selektionsvorteil verleihen, der zu einer
klonalen Expansion fihrt [Fittall und Van Loo 2019].
Diese konnen bereits im frihen Krankheitsstadium
als grundlegende klonale Mutationen detektiert wer-
den und pragen vor allem den initialen Verlauf der
Erkrankung. Subklonale Treibermutationen spielen
insbesondere bei selektivem Druck eine Rolle, da sie zu
einer klonalen Expansion und folglich zur Entstehung
einer Resistenz bzw. eines Rezidivs flihren konnen.

4.3 DIE TREIBENDEN KRAFTE DER
KLONALEN EVOLUTION

Intrinsische klonale Dynamik

(ohne Therapie)

Wie oben beschrieben sind intratumorale und moleku-
lare Heterogenitat Kennzeichen einer Krebserkrankung
[Gutierrez und Wu 2019]. Daher ist schon bei einem
unbehandelten Tumor mit der Entstehung unterschied-
licher klonaler Subpopulationen zu rechnen. Diese
unterliegen auch ohne den Selektionsdruck einer
medikamentosen Behandlung den verschiedenen
Einflissen der Tumorumgebung, die eine Grundlage
fur eine weitere klonale Evolution darstellen.
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Tumormilieu

Das Mikromilieu in der Umgebung des Tumors hat
tiefgreifende Auswirkungen auf die Entwicklung einer
Krebserkrankung. Dabei wird das Krebswachstum
durch viele verschiedene Faktoren wie beschrankte
Nahrstoffe (z. B. Glukose), die Prasenz von antitu-
moral wirkenden Immunzellen sowie nachteilige
Wachstumsbedingungen in Form von z. B. Hypoxie
und Azidose im Gewebe gehemmt. Dies erzeugt einen
Selektionsdruck, der klonale Evolution fordert und den
Tumorzellen die Eigenschaft verleihen kann, ein eige-
nes, vorteilhaftes Tumormilieu zu etablieren, welches
die Tumorzellen vor schadlichen Auswirkungen der
Umgebung schiitzt. Dies bedeutet, dass die Evolution
maligner klonaler Erkrankungen ohne ein detailliertes
Verstandnis der verschiedenen Selektionsdricke des
Tumormilieus nicht vollstandig nachvollzogen werden
kann [McGranahan und Swanton 2017].

Behandlung
Die Behandlung von Krebserkrankungen mit Che-
motherapie, Immuntherapie oder zielgerichteten

Bei der molekularen Charakterisierung der CLL wurden
zahlreiche molekulargenetische Methoden eingesetzt,
um dynamische Verdnderungen der genetischen (und
auch epigenetischen) Merkmale mit dem Krankheits-
phanotyp zu verknipfen. Da CLL-Zellen zwischen peri-
pherem Blut, Lymphknoten und dem Knochenmark
zirkulieren, ermoglicht die Entnahme von Blutproben
die Gewinnung von Tumorzellen in hoher Reinheit und
Anzahl. Dies erleichtert eine einfache und regelmaliig
wiederholbare (longitudinale) Probenentnahme bei
CLL-Patienten im Verlauf der Erkrankung. Die Analyse
dieser sequenziellen Patientenproben liefert Serien an
Momentaufnahmen der subklonalen Zusammensetzung
der CLL, die eine Darstellung der klonalen Dynamik der
CLL-Erkrankung tber den zeitlichen Verlauf erlauben. Die
Ergebnisse der Analyse kdnnen dann in Verbindung mit
Messungen der Gesamttumorlast verwendet werden,
um die klonale Fitness und die Wachstumskinetik zu
bestimmen [Gruber et al. 2019, Landau et al. 2013].

Therapeutika erzeugt einen selektiven Druck auf die
Tumorzellpopulation. Dieser Selektionsdruck fordert
die klonale Evolution anhand subklonaler Mutationen,
die ggf. eine Resistenz bedingen und in der Folge
eine klonale Expansion des resistenten Subklons ver-
ursachen kdnnen [McGranahan und Swanton 2017].

Immunsystem

Das menschliche Immunsystem kann Tumorzellen
durch die Entstehung und Prasentation von Neo-
Antigenen erkennen und eliminieren. Dabei hangt die
Entstehung von Neoantigenen eng mit der Mutations-
landschaft der Tumorzelle zusammen. Tumorzellen
konnen jedoch unterschiedliche Mechanismen akqui-
rieren, diese Anti-Tumor-Immunantwort zu umgehen.
Klonale Evolution spielt daher auch eine Rolle bei der
Entstehung subklonaler Tumorpopulationen, die in
der Lage sind, die Expression von Neo-Antigenen zu
modulieren oder sich auf andere Art und Weise dem
Zugriff des Immunsystems zu entziehen und so eine
Resistenz gegen eine Immunantwort aufzubauen
[Anagnostou et al. 2017, Verdegaal et al. 2016].

Bulk-Genomanalyse

Obwohl die CLL, wie andere maligne Erkrankungen
des Blutes, eine geringere Mutationslast aufweist
als viele solide Tumoren, ist es moglich, die klonale
Architektur und wahrscheinliche Phylogenien aus
Analysen serieller Bulk-Proben von CLL-Patienten zu
rekonstruieren. Bulk-Proben enthalten viele (in der
Regel in der GrofRenordnung 102 bis 10°), potenziell
molekulargenetisch sehr unterschiedliche Tumor-
zellen. Eine serielle Probenentnahme zu drei oder
mehr Zeitpunkten ist dabei bei der Rekonstruktion
phylogenetischer Baume sowie bei der Bestimmung
der Dynamik der einzelnen Klone und der Wachstums-
muster im Verlauf der Erkrankung hilfreich [Wang
et al. 2014]. Die Analyse von Whole-Exome- und
Whole-Genome-Sequenzierungen von Bulk-Proben
und die Software-basierte Berechnung der klonalen
Krebszellfraktionen hat zu einem immer detaillierteren
Verstandnis von wiederkehrenden Treibermutationen
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sowie der klonalen Kinetik bei der CLL beigetragen
[Landau et al. 2014, Landau et al. 2013]. Allerdings
ermoglicht eine Bulk-Analyse haufig keine prazise
Rekonstruktion der klonalen Architektur mit entspre-
chender phylogenetischer Analyse, da hier letzten
Endes nicht zweifelsfrei geklart werden kann, ob Mu-
tationen von seltenen subklonalen Krebszellfraktionen
in ein und derselben oder in unterschiedlichen Zellen
vorliegen. Zudem erlaubt eine Bulk-Analyse haufig
nur unzureichend, die komplexe Heterogenitat von
Veranderungen auf genomischer, epigenomischer
und transkriptomischer Ebene umfassend abzubilden,
was flUr ein erweitertes Verstandnis der komplexen
evolutionaren Mechanismen der Erkrankung essenziell
ist. Angesichts dieser Einschrankungen der Bulk-Ana-
lyse wird in Zukunft die Einzelzell-Sequenzierung flir
die Analyse der klonalen Architektur und Dynamik bei
der CLL von zunehmendem Interesse sein.

Einzelzellanalysen

Die serielle molekulare Charakterisierung von CLL-
Proben auf Einzelzellebene kann eine detaillierte
Sicht auf die reale klonale Zugehorigkeit (klonale
Architektur) und die kausalen Zusammenhange der

6.1 HAUFIGE MUTATIONEN

Das Spektrum der bei CLL detektierten Mutationen ist
bemerkenswert heterogen. Nur wenige Gene sind bei
mehr als 5 % der Patienten bei der Diagnose mutiert
(NOTCH1, SF3B1, TP53, ATM). Die groRe Mehrzahl
der Mutationen tritt in niedriger Frequenz auf. Die
wiederkehrenden Mutationen beeinflussen haupt-
sachlich Gene, die an der frihen Pathogenese und
Progression der CLL beteiligt sind. Die betroffenen
Gene clustern in einer Uberschaubaren Anzahl von
Signalwegen. Dazu gehoren u. a. Tumormikromilieu-
abhangige Signalwege (NOTCH1, FBXW?7), pro-inflam-
matorische Rezeptoren (MYD88), mitogenaktivierte
Proteinkinasen (BRAF, KRAS, NRAS, MAP2KT) und
NF-kB-assoziierte Proteine (BIRC3, TRAF3, NFKBIE).

klonalen Fitness liefern, indem genetische und andere
,OMICs"-Verdanderungen einzelner (Sub-)Klone exakt
identifiziert und einzelnen Zellen zugeordnet werden
konnen [Gohil und Wu 2019]. Bis vor kurzem war dies
jedoch durch einen geringen Durchsatz und hohe
Kosten begrenzt.

Neue Vereinzelungsverfahren ermaglichen mittler-
weile die parallele Analyse mehrerer 1.000 einzelner
Zellen aus einer Probe. Dank neuer Sequenzierungs-
techniken und hochentwickelter Analysealgorithmen
sind zudem gleichzeitige integrative Analysen von
genetischen, epigenetischen und transkriptionellen
Veranderungen in Einzelzellen eines Tumors moglich
[Gohil und Wu 2019, Macaulay et al. 2015, Wang et
al. 2017, Yin et al. 2019]. Dies ermoglicht ein genaues
,Lineage Tracing" einzelner Subklone im Laufe einer
CLL-Erkrankung sowie die genauere Bestimmung
des Einflusses genetischer Veranderungen (z. B.
Mutationen, Amplifikation, Translokationen) sowie
nicht genetischer Verdnderungen (transkriptionelle
Eigenschaften/Clustering, DNA-Methylierung und
Histon-Modifikationen) auf die Evolution einzelner
Subklone der CLL [Nam et al. 2021].

Zudem sind auch intrazellulare Prozesse wie DNA-Re-
paratur und Zellzykluskontrolle (ATM, TP53, SAMHD1,
POTT), Chromatinmodifikation (HISTTHTE, CHD?2,
ZMYMB3), Transkription (EGRZ2, IRF4, BCOR, MED12) und
RNA-Prozessierung (XPO1, SF3B1, RPS15) betroffen
[Landau et al. 2015, Puente et al. 2015].

Chromosomenaberrationen wie die Deletion auf dem
Chromosomenarm 13q14 (60 % der CLL-Félle) oder
eine Trisomie 12 (16 % der CLL-Fé&lle) sind in allen
Phasen der Erkrankung detektierbar. Daher gelten
diese genetischen Anomalien als friihe Treiber (,First
Hit") der CLL-Entstehung [Schuh et al. 2012]. Wei-
tere genetische Veranderungen stellen in der Regel
,Second Hit"-Ereignisse dar, die im Rahmen der klo-
nalen Evolution erworben und/oder selektiert werden
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und in fortgeschritteneren Phasen der Krankheit
auftreten. Die klonale Evolution bei der CLL fuhrt
haufig zur Entwicklung von konventionell zytogene-
tisch detektierbaren Veranderungen wie 17p13- oder
11922-g23-Deletionen (Chromosomenbereiche, in
denen wichtige Tumorsuppressorgene wie z. B. TP53
bzw. ATM liegen), die mit unginstiger Prognose verge-
sellschaftet sind. Die Entwicklung zusatzlicher TP53-
Mutationen ist ebenfalls ein prognostisch relevanter
Schritt in der klonalen Evolution der CLL und geht
insbesondere mit Refraktaritat gegenidber Chemo-
therapie und einem erhohten Risiko zur Entwicklung
eines Richter-Syndroms einher [Chigrinova et al. 2013].
Zusatzliche SF3B1-, ATM-und BIRC3-Mutationen, die
mit einem aggressiveren klinischen Phanotyp korre-
lieren, konnen im weiteren Verlauf der CLL auftreten
und so das Spektrum der Ereignisse klonaler Evolution
erweitern [Condoluci und Rossi 2020].

Je groler die klonale Heterogenitat der CLL innerhalb
eines Patienten ist, desto schlechter ist die Prognose
des weiteren Krankheitsverlaufs [Landau et al. 2015,
Leeksma et al. 2019]. Die ungtinstige Prognose von
Patienten mit subklonalen Treiberveranderungen
(Mutationen und/oder Chromosomenaberrationen)
konnte unter Berucksichtigung sowohl einzelner gene-
tischer Anomalien als auch des gesamten Spektrums
der kodierenden Mutationen wissenschaftlich belegt
werden [Condoluci und Rossi 2020].

6.2 EPIGENETISCHE VERANDERUNGEN

Auch epigenetische Veranderungen tragen zur klo-
nalen Evolution der CLL bei [Oakes et al. 2016]. Dabei
kann u. a. DNA-Hypomethylierung in Bereichen der
DNA stattfinden, an die krankheitsfordernde Tran-
skriptionsfaktoren wie z. B. NFAT und TCF/LEF in der
Folge leichter binden kénnen [Beekman et al. 2018].
Auch DNA-Hypermethylierung der regulatorisch rele-
vanten Regionen von Tumorsuppressor-Genen (TSG)
kann zu verminderter Expression und damit meist zu
einem Selektionsvorteil in den Tumorzellen fihren.
Eine aktuelle Arbeit, die mittels Bisulfit-Sequenzie-
rungen DNA-Methylierungsmuster von CLL-Proben
analysierte, konnte Methylierungs-Hotspots in meh-
reren relevanten TSG wie DUSP22, RPRM und SASH1
identifizieren, die eine Rolle bei der Entstehung sowie

einem moglichen Rezidiv einer CLL spielen konnten
[Pan et al. 2021].

6.3 KLONALE EVOLUTION BE|
WATCH AND WAIT

Eine Analyse der klonalen Architektur von Patienten-
proben unter ,Watch and Wait"-Regime hat gezeigt,
dass in diesem Zeitraum sehr haufig ein klonales
Equilibrium vorherrscht [Nadeu et al. 2018]. Tatsachlich
erwiesen sich die in den Subklonen zum Zeitpunkt der
Diagnose identifizierten genetischen Veranderungen
im Laufe der Zeit als relativ stabil. In Ermangelung
eines starken Selektionsdrucks scheint daher ein
stabiles klonales Equilibrium das vorherrschende
Muster zu sein.

6.4 KLONALE EVOLUTIONSMUSTER
DER CLL IM RAHMEN EINER
BEHANDLUNG

In longitudinalen Proben von CLL-Patienten (Behand-
lungsbeginn bis nach einem Rezidiv nach CIT) konnten
alle oben beschriebenen Muster der klonalen Evolution
identifiziert werden [Condoluci und Rossi 2019]:

> keine Evolution (klonales Equilibrium),

> verzweigte Evolution (parallele Evolution von kom-
petitierenden Klonen) sowie

> lineare Evolution (Persistenz des initial dominanten
Klons mit Erwerb weiterer Mutationen).

In mehreren Studien konnte bei einem Grolteil der
Patienten, die mit CIT behandelt wurden und rezidiviert
bzw. refraktar waren, eine behandlungsinduzierte
Selektion von Subklonen nachgewiesen werden [Za-
patka et al. 2021]. Auch bei ca. 25 % der Patienten,
die entweder mit Ibrutinib-Monotherapie oder der
Kombination aus Ibrutinib und Rituximab behan-
delt wurden, konnte z. B. eine mehrfach verzweigte
Evolution mit zwei oder mehreren Subklonen nach-
gewiesen werden, die sich dynamisch im Laufe der
Zeit weiterentwickelten [Landau et al. 2017, Ojha et al.
2015]. Bei hochauflésenden Analysen von Ibrutinib-
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sowie Venetoclax-resistenten CLL-Patienten konnten
verschiedene Formen von friher und spéter sowie
eher linearer oder eher verzweigter Evolution von
Subklonen beobachtet und detailliert beschrieben

A) Beispiele klonaler Evolution unter Ibrutinib

T1-PB T2-PB T3-PB T4-BI

ca] cs|
01

werden (siehe Abbildung 2) [Burger et al. 2016, Her-
ling et al. 2018]. Eine eher lineare klonale Evolution ist
bei der Transformation zum Richter-Syndrom haufig
(90 % der Félle) [Fabbri et al. 2013].

T1-PB T2-PB

C1
Cc3

EIF2A+* EP300-"
RPS15% MLL2*
del (8p) del (8p)
GCNTLT* Tri12
ATM- del (17p)
del (2q), del (50q), FAT-
del (6q), del (11q)
EGR2
B) Beispiele klonaler Evolution unter Venetoclax
C586
C548 TO-PB T1-PB TO-PB T1-PB T2-PB T3-BI T4-BM
| C4 |
C4 hom-del SF3B1
1 (CDKN2A/B) p.K666Q m
BIRC3 c3 co | C5 |
0| mb
hom-del
MLL3 p.S327fs p.K666T p.R249G
BRAF p.K601E
hem-del (CDKN2A/B) TP53
TP53 p.R213* p.S261fs

NOTCHT p.P2514fs

Abbildung 2: Beispiele unterschiedlicher Muster klonaler Evolution der CLL im Rahmen einer Dauertherapie mit Ibrutinib (A) oder

Venetoclax (B) mit Darstellung der im Verlauf erworbenen klinisc
Herling et al. 2018].

h relevanten Mutationen; modifiziert nach [Burger et al. 2016,

Bl: Biopsie; BM: Knochenmark; C: Klon; PB: Peripheres Blut; T: Zeitpunkt; CLL: chronische lymphatische Leukdamie
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7 RESISTENZEN IM RAHMEN DER CLL-BEHANDLUNG

7.1 GRUNDLAGEN DER RESISTENZ-
ENTSTEHUNG

Das ,typische Genom" einer nicht behandelten, un-
selektierten CLL weist ca. 2.000 molekulare Lasionen
auf [Landau et al. 2015]. Diese Mutationen stehen
fur eine Vielzahl von unterschiedlichen Klonen und
Subklonen, welche sich je nach intrinsischem (Mikro-
milieu) und extrinsischem (Therapie) Selektionsdruck
unterschiedlich entwickeln konnen. Diese Vielfalt unter-
schiedlicher vorhandener leukamischer Klone stellt
eine Herausforderung fir die Behandlung der CLL
dar: Vor der Behandlung unterreprasentierte Klone
konnen durch enthaltene Treibermutationenim Laufe
einer Behandlung selektiert werden und im weiteren
Verlauf der Behandlung bzw. nach Behandlungsende
expandieren. In diesem Zusammenhang kann die klo-
nale Evolution bei der CLL zu Therapieresistenz und zu
einem entsprechenden Rezidiv fiihren (Abbildung 3).

7.2 RESISTENZEN BEI BEHANDLUNG
MIT CIT

Eine Resistenz gegenuber CIT kann durch verschiedene
evolutionare Strategien zustande kommen. Haufig
werden durch die Behandlung bereits bestehende TP53-

Zeitpunkt der Diagnose

minimale

mutierte Subklone selektiert, die eine hohe genomische
Komplexitat aufweisen [Zenz et al. 2010a]. Bei diesen
selektierten Subklonen kann es dann im Verlauf einer
Expansion und eines Rezidivs zu ausgepragter klonaler
Evolution kommen [Landau et al. 2015]. In einer Studie
mit 59 Patienten, bei denen detaillierte Sequenzanalysen
mit entsprechenden Proben vor Erstlinientherapie mit
Fludarabin und nach einem Rezidiv durchgefthrt wur-
den, konnten grofl3e klonale Verschiebungen beobachtet
werden, bei denen sowohl die Muster einer linearen als
auch einer verzweigten Evolution vorkamen. Dabei war
der rezidivierte Klon jedoch in 30 % der Falle bereits
vor der Behandlung nachweisbar [Landau et al. 2015].
Eine biallelische Inaktivierung von TP53 und ATM durch
zusatzliche Aberrationen war bei rezidivierten Klonen
haufig, ebenso wie weitere Mutationen (z. B. IKZF3),
die moglicherweise die klonale Fitness im Rahmen
einer Fludarabin-Therapie verstarken [Ljungstrom
et al. 2016]. Im Allgemeinen scheinen klonale Shifts,
d. h. durch klonale Evolution verursachte groRere An-
derungen der klonalen Zusammensetzung der CLL,
vor allem in Proben aus ClT-refraktaren CLL-Patienten
nachweisbar zu sein, unabhangig von deren Tumor-
last [Zapatka et al. 2021]. Dies ist ein mdglicher Beleg
dafir, dass die Erforschung und Anwendung nicht
genotoxischer Behandlungsschemata beider CLL von
grolder Wichtigkeit ist.

Rezidiv

residuelle Erkrankung

Behandlung
—_—

@

o Fitter Klon unter Behandlung

%

Fitter Klon unter Behandlung

_—

Fitter Klon unter wachsamer Beobachtung
(,Watch and Wait")

Abbildung 3: Klonale Evolution im Rahmen einer medikamentdsen Behandlung; modifiziert nach [Condoluci und Rossi 2020].
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/.3 RESISTENZEN BEI BEHANDLUNG
MIT BTK-INHIBITOR-BASIERTEN
THERAPIEN

Obwohl Ibrutinib eine wirksame Therapie ist, die zu
dauerhaftem Ansprechen flihren kann, entwickeln
einige Patienten Resistenzen und daraufhin Rezidive
[Sedlarikova et al. 2020]. Detaillierte Analysen von
longitudinalen Proben konnten bei rezidivierten CLL-
Patienten BTK- und PLCG2-Mutationen nachweisen
und identifizierten verschiedene Mechanismen der
klonalen Evolution bei der Entwicklung und Expansion
der therapieresistenten CLL-Subklone [Burger et al.
2016, Woyach et al. 2014]. Weitere Studien konnten
nach ca. 24 Monaten Ibrutinib-Dauertherapie BTK-und
PLCG2-Mutationen bei 50 — 80 % der CLL-Patienten
identifizieren, die unter Therapie ein Rezidiv entwickelt
hatten [Ahn et al. 2017, Kadri et al. 2017, Woyach et al.
2017]. Dabei waren kleine Klone mit den Resistenz-
mutationen bereits 10 — 15 Monate vor dem Rezidiv
detektierbar. Auch bei Behandlung mit dem neueren
kovalenten BTK-Inhibitor Acalabrutinib konnten bei
rezidivierten CLL-Patienten BTK- und PLCG2-Mutatio-
nen nachgewiesen werden [Woyach et al. 2019]. Der
Aminosaureaustausch p.C481S war nach Behandlung
mit Ibrutinib oder Acalabrutinib die haufigste nach-
gewiesene BTK-Mutation [Cheng et al. 2015, Woyach
et al. 2019]. Dies kann durch den Wirkmechanismus
von Ibrutinib und Acalabrutinib erklart werden, welche
mit einer irreversiblen kovalenten Bindung an Position
p.C481 von BTK binden und die proliferativen und
anti-apoptotischen Signale hemmen, die in CLL-Zel-
len durch nachgeschaltete Kinasen, darunter PLCG2
und andere, vermittelt werden [Woyach und John-
son 2015]. Initiale Studien mit dem nicht kovalenten
BTK-Inhibitor Pirtobrutinib, welcher an einer anderen
Position von BTK bindet, zeigten daher auch eine Wirk-
samkeit bei Patienten mit Ibrutinib-resistenten CLL-
Rezidiven und Resistenzmutationen an p.C481 [Mato
et al. 2021b]. Laut einer aktuellen Forschungsarbeit
bei rezidivierten CLL-Patienten wurden resistenzver-
mittelnde Mutationen jedoch auch nach Behandlung
mit Pirtobrutinib beobachtet. Diese traten an anderen
Stellen der Kinase auf (z. B. an Aminosaureposition
p.A428D oder p.L528W) und fiihrten zum Teil nicht
nur zu einer Resistenz gegenuber nicht kovalenten
BTK-Inhibitoren, sondern auch gegentber kovalen-
ten BTK-Inhibitoren wie Ibrutinib oder Acalabrutinib

[Wang et al. 2022]. Die zweith&ufigsten Mutationen bei
CLL-Patienten, die unter einer Behandlung mit BTK-
Inhibitoren rezidivieren, sind PLCG2-Mutationen [Liu
et al. 2015, Quinquenel et al. 2019]. Das PLCG2-Gen
kodiert fur eine Phosphodiesterase, die im Signalweg
unmittelbar unterhalb von BTK liegt. Die Mutationen
von PLCG2 wirken meist aktivierend und fuhren zu
einer kontinuierlichen B-Zell-Rezeptoraktivierung, un-
abhangig von der BTK-Aktivitat [Woyach et al. 2014].
Unabhangig von den Resistenz-relevanten BTK- oder
PLCG2-Mutationen im Kontext einer medikamento-
sen Behandlung, die zu einer klonalen Evolution der
CLL und einer Resistenzsituation mit Fortschreiten
der Erkrankung fihren (siehe Abbildung 4), kdnnen
bei einer CLL auch frihe Resistenz-unabhangige
Ereignisse Krankheitsevolution und Progress (z. B.
im Rahmen einer Richter-Transformation) bedingen
[Ahn et al. 2017].

/.4 RESISTENZEN BEI BEHANDLUNG
MIT VENETOCLAX-BASIERTEN
THERAPIEN

Ahnlich wie fir die Ibrutinib-Dauertherapie konnte
auch bei CLL-Patienten, die zuvor dauerhaft mit Ve-
netoclax behandelt worden waren, Mutationen nach-
gewiesen werden, die mit einer verminderten Bindung
an das Zielprotein (bei Venetoclax BCL-2) assoziiert
sind. So konnte z. B. die BCL-2-Mutation p.G101V
bei einem Teil der Patienten gefunden werden, die
unter dauerhafter Monotherapie mit Venetoclax eine
progrediente CLL aufwiesen. Weitere Mutationen in
BCL-2, u.a. p.D103Y und p.A113G, wurden ebenfalls
mit Resistenz gegenuber Venetoclax in Verbindung
gebracht [Lucas et al. 2020, Tausch et al. 2019].
Diese und andere Mutationen konnten bei denselben
Patienten als unabhangige Klone mit unterschied-
licher Wachstumsdynamik koexistieren [Blombery
et al. 2020, Tausch et al. 2019]. Die beschriebenen
BCL-2-Mutationen konnten dabei nach > 19 Monaten
dauerhafter Monotherapie mit Venetoclax detektiert
werden. Zwischen erster Identifikation der Mutation
und klinischem Rezidiv vergingen mehrere weitere
Monate (Abbildung 5) [Blombery et al. 2019, Tausch et
al. 2019]. Neben BCL-2-Punktmutationen wurden in den
Studien weitere Resistenz-assoziierte Veranderungen
identifiziert, darunter z. B. Mutationen im BTG7-Gen,
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Aberrationen von CDKN2A/B, die Uberexpression von
MCLT und BCL-XL (anti-apoptotische Proteine) sowie
eine Amplifikation von AMP-1 [Blombery et al. 2019,
Guieze et al. 2019, Herling et al. 2018]. In aktuellen
Studien, bei welchen Venetoclax nicht dauerhaft,

Klonal unabhangige

CLL

T

Lymphome

KLONALE EVOLUTION BEI DER CHRONISCHEN LYMPHATISCHEN LEUKAMIE

Richter-
Transformation

sondern im Rahmen einer zeitlich begrenzten CLL-
Therapie eingesetzt wurde, konnten dagegen auch
nach langerer Beobachtungszeit keine Resistenz-
relevanten Mutationen identifiziert werden [Seymour
et al. 2021b, Tausch et al. 2021].

Fortschreitende CLL

Zeitverlauf der

BTK- oder PLCG2- Zusatzliche Klonale
Mutationen Mutationen Evolution
o ; =
Frih Spat

(< 15 Monate)

Beginn der Ibrutinib-Behandlung

(15+ Monate)

Ibrutinib-Behandlung

Ibrutinib-sensible CLL

o PLCG2-mutierter Subklon

BTK-mutierter Subklon

Abbildung 4: Molekulare Muster der Ibrutinib-resistenten CLL-Erkrankung. Schematische Darstellung bisheriger Studienbeobachtun-

gen. Die Sensitivitat gegentiiber Ibrutinib wird durch die Histologie und Resistenz-relevante Mutationen beeinflusst. Die histologische
Transformation ist in der Regel ein friihes Ereignis, welches de novo (klonal unabhéangig) oder im uspriinglichen CLL-Klon entstehen

kann. Beim Fortschreiten der CLL-Erkrankung im weiteren Verlauf der Behandlung werden haufig Mutationen in BTK und/oder PLCG2

nachgewiesen. Dabei kdnnen multiple Subklone schon vor dem klinischen Progress koexistieren und in unterschiedlichem Malle
expandieren; modifiziert nach [Ahn et al. 2017].
CLL: chronische lymphatische Leukamie

Zeitverlauf des CLL-Ansprechens und der Entstehung subklonaler p.G101V-Mutationen unter Dauertherapie mit Venetoclax
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Abbildung 5: Zeit bis zur Detektion subklonaler BCL-2-Mutationen nach Venetoclax-Monotherapie bei rezidivierten Patienten;

modifiziert nach [Blombery et al. 2019].
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8 RESISTENZEN BEI DER CLL-BEHANDLUNG VERMEIDEN

8.1 ANPASSUNG/REDUKTION DER
WIRKSTOFF-DOSIS

Dosismodulation kdnnte eine Moglichkeit sein, den
Selektionsdruck durch Therapien zu verringern. Ob
eine Anpassung der Dosis von zielgerichteten The-
rapeutika erfolgen kann, ohne die Wirksamkeit der
Behandlung zu beeinflussen, bzw. welchen Einfluss
eventuell subtherapeutische Dosen zielgerichteter
Substanzen auf eine potenzielle Entstehung von
Resistenzen haben, ist jedoch bisher noch nicht aus-
reichend untersucht worden.

8.2 SEQUENZIELLE UND ZEITLICH
BEGRENZTE BEHANDLUNGEN

Die Behandlung mit B-Zell-Rezeptor-inhibitorischen
Therapienist zurzeit nurin Form einer Dauertherapie
ohne Absetzstrategie zugelassen, bis eine fortschrei-
tende Erkrankung oder zu ausgepragte Toxizitat
auftritt. Es gibt jedoch zunehmende Evidenz dafir,
dass zeitlich begrenzte Therapien und damit einher-
gehende therapiefreie Intervalle eine wiederholte
Behandlung mit derselben Therapie ermaoglichen,
da bei diesem Konzept die Resistenzentstehung
geringer ist. Dazu wird eine laufende Studie, welche
eine zeitlich sequenzierte Behandlung mit Ibrutinib
untersucht, wichtige Erkenntnisse liefern (Ibrutinib
On-0ff) [Lundin et al. 2021]. In dieser Studie werden
die Patienten bis zur fortschreitenden Erkrankung in
definierten Zeitintervallen abwechselnd mit oder ohne
Ibrutinib behandelt. Ziel der Studie ist es, das Risiko
erworbener Resistenzen und langfristiger Neben-
wirkungen zu reduzieren.

Zeitlich begrenzte Therapien mit Venetoclax bieten
eine Moglichkeit, die Entstehung von Resistenzen
durch BCL-2-Mutationen zu vermeiden. Im Anschluss
an eine zeitlich begrenzte Kombinationstherapie aus
Venetoclax und dem Anti-CD20-Antikorper Obinu-
tuzumab wurden im Rahmen der CLL14-Studie bei
der Analyse von 25 beobachteten Rezidiven keine
Resistenz-relevanten Mutationen in den anti-apop-

totischen Genen BCL-2, BIM, BAX, BCL-XL oder MCL1
detektiert. Die Rezidive wurden in diesen Fallen ver-
mutlich durch klonale Evolution von Subklonen ver-
ursacht, deren neue Veranderungen/Mutationen
in anderen onkogenen Signalwegen wie z. B. dem
BRAF-MAP-Kinase-Signalweg auftraten [Tausch et
al. 2021]. Auch im Rahmen der Studien MURANO und
CAPTIVATE, bei denen CLL-Patienten fir 24 Monate
bzw. 15 Monate zeitlich begrenzt mit Ven-R bzw.
Venetoclax plus Ibrutinib behandelt worden waren,
konnte nach Therapieende bei keinem der analysierten
Patienten eine Mutation in BCL-2, BTK oder PLCG2
nachgewiesen werden [Seymour et al. 2021b, Tam
etal. 2022a].

Um eine Wiederaufnahme einer Therapie im Rahmen
einer sequenziellen Behandlung zur Vermeidung von
Resistenzen zu ermaoglichen, ist es vorteilhaft, wenn
das anfangliche Behandlungsschema entweder durch
eine feste Dauer (bzw. feste Anzahl Therapiezyklen)
oder durch eine Behandlung bis zu einer bestimmten
Tiefe des Ansprechens (z. B. nach MRD-Status) be-
grenzt ist. Mehrere Studien mit CLL-Patienten unter-
suchen solche unterschiedlichen Anséatze [Al-Sawaf
etal. 2020, Jain et al. 2019, Skanland und Mato 2021].

8.3 KOMBINATION VON ZIELGERICH-
TETEN THERAPIEN

Ein weiterer moglicher Ansatz zur Minimierung der klo-
nalen Evolution und Resistenzentstehung im Rahmen
der CLL besteht darin, Therapien zu kombinieren, die
verschiedene Subklone bzw. Signalwege angreifen.
Praklinische Studien konnten Synergien von Wirk-
stoffkombinationen zeigen. Zudem weisen viele der
eingesetzten Substanzen in klinischen Studien nur
begrenzt Uberlappende Toxizitatsprofile auf. So ist
z. B. Venetoclax, ein Wirkstoff, der auf den intrinsi-
schen apoptotischen Signalweg abzielt, ein geeigneter
Partner flr Therapien, die auf den B-Zell-Rezeptor-
Signalweg gerichtet sind [Skanland und Mato 2021].
Erste Studiendaten u. a. aus den Studien GLOW und
CAPTIVATE haben die Wirksamkeit dieser Kombina-
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tionstherapie gezeigt [Munir et al. 2021, Tam et al.
2021]. Im Rahmen von CAPTIVATE konnten zudem
bei keinem der zeitlich begrenzt mit Venetoclax und
Ibrutinib behandelten CLL-Patienten nach Therapie-
ende Mutationen in den Genen BCL-2, BTK oder PLCG2
nachgewiesen werden [Tam et al. 2022a].

8.4 VERBESSERTES DESIGN KLINI-
SCHER STUDIEN UND ECHTZEIT-
UBERWACHUNG DER PATIENTEN

Die meisten klinischen Studiendesigns stratifizieren
die Patienten nicht ausreichend, um die Wirkung
neuartiger zielgerichteter Therapien in Patientenunter-
gruppen umfanglich zu beurteilen. Im Zeitalter der
Prazisionsmedizin besteht Bedarf an verbesserten
Studiendesigns und -strategien zur Implementierung
von begleitenden Analyseverfahren, welche die mole-

Die fortlaufende Charakterisierung der Mechanis-
men der klonalen Evolution bei der CLL hat zu einem
wachsenden Verstandnis daftir gefihrt, dass klonale
Dynamik, Wachstumskinetik sowie genetische und
epigenetische Merkmale eine Rolle beim Fortschreiten
der Erkrankung und der Entstehung von Resisten-
zen spielen. Um die Entstehung von Resistenzen

kulare Heterogenitat zwischen Patienten beleuchten.
Um Biomarker zu identifizieren, die beim Treffen
klinisch relevanter Entscheidungen helfen konnen,
kann es sinnvoll sein, grolle Datensatze inklusive
funktioneller Daten, Genomdaten und klinischer Daten
von CLL-Patienten aus klinischen Studien zu sammeln.
Die gesammelten Datensatze konnen dann die Grund-
lage fUr die Entwicklung von Analyse-Algorithmen mit
klnstlicher Intelligenz bilden, die zur Vorhersage von
Behandlungsergebnissen genutzt werden konnen. Sol-
che Vorhersage-Algorithmen konnten auch entwickelt
werden, um Patienten mit einem hohen Risiko einer
Resistenzentstehung zu identifizieren und frihzeitig
therapeutisch zu reagieren und somit Resistenzen zu
vermeiden. Zudem konnte es zuktinftig ein spannen-
der Ansatz sein, das Ansprechen der Patienten auf
die Behandlung in Echtzeit zu Uberwachen, um auf
erste Anzeichen von Resistenzentstehung maoglichst
schnell reagieren zu konnen [Skanland und Mato 2021].

zu vermeiden, gibt es verschiedene Ansatze, die in
Zukunft weiter untersucht werden sollten. Ein bisher
vielversprechender Ansatz bei der Behandlung von
CLL-Patienten ist der Einsatz von zeitlich begrenz-
ten zielgerichteten Kombinationstherapien. Hier
wurden kurzlich erste positive Studienergebnisse
veroffentlicht.
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LERNKONTROLLFRAGEN

https://cmemedipoint.de/
haematologie/klonale-
evolution-bei-cll/

1 Welcher Faktor spielt bei der klinischen Prognose der
chronischen lymphatischen Leukémie (CLL) nach ak-
tuellem Kenntnisstand keine wesentliche Rolle?

A) Die Deletion des kurzen Arms von Chromosom 17
(del[17p])

B) Mutationen in den Genen NRAS oder KRAS

C) Der Mutationsstatus des Gens fir die schwere Kette
des Immunglobulins (IGHV)

D) Mutationen der Gene SF3B7 und NOTCH1

E) Ein komplexer Karyotyp mit = 5 Aberrationen

2 Welche Therapieoption ist kein wesentlicher Bestandteil
aktueller Behandlungsleitlinien bei der CLL?

A) Watch and Wait (wachsame Beobachtung)

B) Behandlung mit dem Zweitgenerations-Bruton-Tyro-
sinkinase-(BTK-)Inhibitor Acalabrutinib

C) Strahlentherapie

D) Behandlung mit dem kovalenten BTK-Inhibitor Ibrutinib

E) Behandlung mit dem BCL-2-Inhibitor Venetoclax als
Mono- oder Kombinationstherapie mit Obinutuzumab
oder Rituximab

3 Welche Aussage zur klonalen Evolution bei Tumor-
erkrankungen ist richtig?

A) Bei der linearen Evolution entstehen mehrere ko-
existierende Subklone desselben Tumors, die um
die klonale Dominanz konkurrieren.

B) Sog. klonale Mutationen sind nur in einer Teilmenge
der entnommenen Zellen vorhanden und werdenim
Krankheitsverlauf als spatere Ereignisse betrachtet.

C) Subklonale Mutationen wurden von friihen Zellen in
der Tumorgenese (z. B. Stammzellen) erworben, die
anschlielend klonal expandiert sind.

D) Wachstumsdynamiken im Rahmen der klonalen Evolu-
tion kdnnenv. a. dank Techniken wie Gelektrophorese
und Restriktionsverdau gut dokumentiert werden.

E) Als Treibermutationen werden Mutationen bezeichnet,
die einem leukamischen Zellklon einen Selektionsvor-
teil verleihen, der zu einer klonalen Expansion fuhrt.

Die Lernkontrollfragen lassen sich online beantworten.

Bitte kreuzen Sie jeweils nur eine Antwort an.

4 Welche Aussage zu den Methoden zum Nachweis
klonaler Evolution bei der CLL ist falsch?

A) Da CLL-Zellen auch im peripheren Blut zirkulieren,
ermoglicht die Entnahme von Blutproben die Gewin-
nung von Tumorzellen in hoher Reinheit und Anzahl.

B) Die Einzelzell-Sequenzierung von Tumorzellen ist
deutlich kostenglnstiger als eine Bulk-Proben-
Sequenzierung.

C) Bulk-Proben enthalten sehr viele potenziell molekular-
genetisch sehr unterschiedliche Tumorzellen.

D) Eine Bulk-Analyse ermoglicht héufig keine prazise
Rekonstruktion der klonalen Architektur.

E) Dank neuer Sequenzierungstechniken sind gleich-
zeitige integrative Analysen von genetischen, epi-
genetischen und transkriptionellen Veranderungen
in Einzelzellen eines Tumors maglich.

5 Welcher Signalweg mit welchen Genen ist bei der CLL
nicht haufig von Mutationen betroffen?
A) Tumormikromilieu-abhangiger Signalweg (NOTCH]T,
FBXW?7)
B) Mitogenaktivierter Proteinkinase-Signalweg (BRAF,
KRAS, NRAS, MAP2KT)
C) Zytokin-Signaltransduktion (JAKT = 3, STATT - 6,
SOCS1/3)
D) NF-kB-assoziierter Signalweg(BIRC3, TRAF3, NFKBIE)
E) DNA-Reparatur und Zellzykluskontrolle (ATM, TP53,
SAMHD1, POTT)

6 Welche Aussage zur klonalen Evolution bei CLL ist falsch?

A) Subklonale Mutationen im Tumorsuppressorgen

TP53 haben keine Auswirkung auf Prognose und
Verlauf der Erkrankung.

B) Zytogenetische Anomalien wie die Deletion auf dem
Chromosomenarm 13g14 oder eine Trisomie 12 sind
zumeist in allen Phasen der Erkrankung detektier-
bar, weshalb diese als friihe Treiber (,First Hit") der
CLL-Entstehung gelten.
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C) Epigenetische Veranderungen wie die der DNA tragen
zur klonalen Evolution der CLL bei.

D) Eine Analyse der klonalen Architektur von Patienten-
proben unter ,Watch and Wait"-Regime hat gezeigt,
dass in diesem Zeitraum sehr haufig ein klonales
Equilibrium vorherrscht.

E) Bei Analysen von Ibrutinib- sowie Venetoclax-
resistenten CLL-Patienten konnten verschiedene
Formen von friher und spater sowie eher linearer
oder eher verzweigter Evolution von Subklonen be-
obachtet werden.

7 Welche Aussage zur Resistenzentstehung bei der
Behandlung der CLL mit Chemoimmuntherapie (CIT)
ist richtig?

A) Bei der Behandlung mit CIT werden haufig bereits
bestehende BAX-mutierte Subklone selektiert, die
in der Regel keine hohe genomische Komplexitat
aufweisen.

B) In einer Studie mit nach Fludarabin-Behandlung
rezidivierten CLL-Patienten konnte der rezidivierte
Klon in 90 % der Falle bereits vor der Behandlung
nachgewiesen werden.

C) Eine biallelische Inaktivierung von TP53 und ATM ist
bei rezidivierten Klonen nach CIT selten.

D) Im Allgemeinen scheinen klonale Shifts, d. h. durch
klonale Evolution verursachte grolkere Anderungen
der klonalen Zusammensetzung, vor allem in Proben
aus ClT-refraktaren CLL-Patienten nachweisbar zu
sein, unabhangig von deren Tumorlast.

E) Die Analysen von Proben aus Rezidiven nach
Fludarabin-basierter Behandlung belegen, dass diese
ausschliellich zu linearer klonaler Evolution fuhrt.

8 Welche Aussage zur Resistenzentstehung bei BTK-

Inhibitor-basierter Therapie ist falsch?

A) Analysen von longitudinalen Proben konnten bei
rezidivierten CLL-Patienten BTK- und PLCG2-Mu-
tationen nachweisen.

B) Studien identifizierten verschiedene Mechanismen
der klonalen Evolution bei der Entwicklung der the-
rapieresistenten CLL-Subklone.

C) Wissenschaftler konnten in Studien nach ca. sechs
Monaten Ibrutinib-Dauertherapie resistenzrelevante
Mutationen bei 10-20 % der CLL-Patienten identi-
fizieren, die ein Rezidiv entwickelt hatten.
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D) Subklonale Ibrutinib-relevante Resistenzmutationen
konnten bereits 10-15 Monate vor dem Rezidiv de-
tektiert werden.

E) Mutationen von PLCG2 wirken meist aktivierend und
flihren zu einer kontinuierlichen B-Zell-Rezeptorakti-
vierung, unabhangig von der BTK-Aktivitat.

9 Welche Aussage zur Resistenzentstehung bei Vene-
toclax-basierter Therapie ist richtig?

A) In Studien mit Teilnehmern, die zuvor fir zwolf Monate
zeitlich begrenzt mit Venetoclax behandelt worden
waren, konnten bei> 50 % der rezidivierten Patienten
PLCG2-Mutationen nachgewiesen werden.

B) Im Rahmen einer dauerhaften Venetoclax-Thera-
pie konnten keine Resistenz-relevanten Mutationen
identifiziert werden.

C) BCL-2-Mutationen konnten nur nach >48 Monaten
dauerhafter Monotherapie mit Venetoclax detektiert
werden.

D) Zwischen erster Identifikation der BCL-2-Mutation
und klinischem Rezidiv vergingen wenige Wochen.

E) In aktuellen Studien, bei welchen Venetoclax nicht
dauerhaft, sondern im Rahmen einer zeitlich be-
grenzten Therapie eingesetzt wurde, konnten keine
Resistenz-relevanten Mutationen identifiziert werden.

10 Welche Aussage zur moglichen Vermeidung von

Resistenzen bei der CLL-Behandlung ist falsch?

A) Eine Modulation der Dosis konnte eine Moglichkeit
sein, den Selektionsdruck durch Therapeutika zu
verringern.

B) Es gibt zunehmende Evidenz dafir, dass bei einer
sequenzierten Abwechslung von zeitlich begrenzter
Therapie mit therapiefreien Intervallen die Resistenz-
entstehung geringer ist.

C) Resistenzen gegen zielgerichtete Therapeutika konnen
besonders durch hohe Wirkstoffdosen und eine unter-
brechungsfreie Dauerbehandlung vermieden werden.

D) Die Durchflihrung einer zeitlich begrenzten Therapie
mit Venetoclax konnte eine Moglichkeit bieten, die
Entstehung von Resistenzen durch BCL-2-Mutationen
zu vermeiden.

E) Ein Ansatz zur Minimierung der Resistenzentstehung
besteht darin, Therapien zu kombinieren, die ver-
schiedene Signalwege angreifen.
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