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INTERACTIEVE SESSIE: LYMFOIDE PATHOLOGIE

AANTEKENINGEN






LABORATORIUM TECHNISCHE EN KLINISCHE ASPECTEN VAN DE
M-PROTEINE BEPALING

P.W.Wijermans, afdeling Hematologie, HagaZiekenhuis, Den Haag

Inleiding

Monoclonale immunoglobulines worden a sinds de eerste beschrijvingen gerelateerd
aan multipel myeloom (1). Toch is er een scala van aandoeningen waarbij een M-
proteine kan voorkomen. Ong et a beschreven de diagnoses hij patiénten uit een
popul atieonderzoek naar het voorkomen van een M-proteine in de IKW regio (2). De
behandelend arts stelde bij n=1275 personen met een M-proteine de in tabel 1
genoemde diagnoses. Duidelijk is dat serieus en ter degen onderzoek over het algemeen
geindiceerd is indien een bij een persoon een M-proteine aangetroffen wordt in het
serum. Toch werd bij veel patiénten (400) een directe noodzaak tot het doen van

beenmerg en ander onderzoek in dit cohort patiénten niet opportuun geacht.

Tabel 1
Diagnoses gesteld in IKW M-proteine project

n %

Multipel myeloma 230 18
Plasmocytoma 9

MGUS 189 15

Andere hematol ogische 141 11
Andere lymfomen 114
Myeloproliferatief/MDS 21
Anders 6

Andere interne aandoeningen 191 15
Paraneoplastisch 95
Auto-immuun 29
Infecties 59
Anders 8

Geen diagnose 524 41
Geen actie arts 400
Anders 123




Incidentie en prevalentie

Uit dit Nederlands onderzoek in de IKW regio uit 1992 bleek een incidentie van een
monoclonale gammopathie van 30/100.000 inwoners. Bij inwoners van 70 jaar en ouder
liep deze incidentie op tot 189/100.000. De myeloomincidentie was beduidend lager
(4/100.000). Deze incidentie liep op met de leeftijd tot 64/100.000 voor mannen en
37/100.000 voor vrouwen boven de 80 jaar. De prevaentie van multipel myeloom

bedraagt voor mannen 18 en voor vrouwen 10 per 100.000 inwoners.

Natuurlijk is de gebruikte techniek van belang. Kyle et a screende een groep van ruim
21.000 personen van 50 jaar en ouder in een circumscript gebied in Minnesota (bijna
77% van ale 50+ individuen uit het gebied) (3). Door eerst een agarose gel
elektroforese gevolgd door een immunofixatie bij verdenking op een bandje in de
elektroferese te verrichten, vonden zij een hogere prevalentie van MGUS bij mannen
dan bij vrouwen. Op 1 januari 1995 bedroeg deze prevalentie 3,2%. Dit getal liep op tot
5,3% bij 70+ personen. Het maximale voorkomen was bij mannen > 80 jaar namelijk 1

op de 12. Tabel 2 geeft de verdeling weer van het voorkomen van de verschillende

Isotypes.
Tabel 2
I sotypesin monoclonale gammopathie
MGUS Multipel myeloom Plasmocytoid NHL
19gG 75-80% 55-60% --
IgA 15-20% 20-25% --
lgM 5-10% Sporadisch 100%
gD Sporadisch Sporadisch --
IgE 1 casus Zeer zeldzaam --
Lichte ketens tfs 15-20% --

Van belang voor zowel de klinisch chemicus als de internist (hematoloog) is de
conclusie uit het onderzoek verricht in de IKW regio dat het gerechtvaardigd is bij een
M-proteine van het 1gG of IgA type van verder (invasief) diagnostisch onderzoek af te
zien indien het een toevalsbevinding betreft, er geen bijkomende klachten (bijv. botpijn)

of laboratorium bevindingen (bijv. anemie) bestaan die aan een multipel myeloom



moeten doen denken en het M-proteine gehalte < 10 g/l bedraagt. Bij IgD en lichte
keten M-proteine dient altijd verder onderzoek verricht te worden.

Techniek

In de CBO consensus van 2001 “Monoclonale gammopathie (paraproteinemie)” wordt
aanbevolen om bij een gericht onderzoek naar een M-proteine naast een elektroforese
nog een aanvullende techniek te gebruiken. Het belang hiervan wordt nog eens
geillustreerd door een kwaliteitsonderzoek in 2004 van Klasen ea binnen de
Nederlandse laboratoria waar opviel dat de kwaliteitsscore voor detectie en typering tot
verbeteringen leidden indien aan de eiwitelektroforese een tweede techniek (veelal

immunofixatie) werd toegevoegd (4).

Screening op lichte ketens kan geschieden op een portie ochtend urine. Worden ze
aangetoond dan dienen ze gedetermineerd en gekwantificeerd worden. Tot voor kort
was de bepaling in 24-uurs urine aangewezen waarbij een immunofixatie met specifieke
antisera werd uitgevoerd zo mogelijk met antisera gericht tegen epitopen die in het
intacte immunoglobuline molecuul verborgen zijn. De concentratie van vrije lichte
ketens in de urine is echter afhankelijk van aanmaak, uitscheiding en tubulaire
terugresorptie. Het aantal kappa producerende cellen is hoger dan het aan lambda
producerende cellen. Kappa lichte ketens zijn monomere moleculen terwijl lambda
lichte ketens vaak dimeren zijn, die middels een bisulfide brug met elkaar verbonden
zijn. Glomerulofiltratie zal dus verschillen evenals de terugresorptie terwijl bij
nierfunctiestoornissen een verschillende invioed zal hebben. Concluderend kan gezegd
worden dat, vooral bij lagere concentraties de klinische interpretatie van verschillen in

de korte keten uitscheiding in de urine moeilijk is.

Freelight test

De “Free light test” is een test voor de bepaling van lichte ketens in het serum en urine
waarbij gebruik gemaakt wordt van antistoffen gericht tegen de “hidden” epitopen, dus
die epitopen op de lichte keten die bij het intacte immunoglobuline molecuul niet tot
expressie komen (5). Omdat gebruik gemaakt wordt van een concentratie bepaling van

zowel kappa as lambda lichte ketens kan niet alleen uitspraak gedaan worden op basis
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van de hoogte van de concentraties maar ook op basis van de ratio van de concentraties
tussen de twee lichte ketens. Hierdoor kan nauwkeuriger gemeten worden en conclusies
getrokken worden bij lage concentraties en in het geval van bijzondere subtypes van
plasmacel woekering zoals lichte keten myeloom, non-secretor myeloom en

amyloidosis. Tabel 3 geeft voorbeeld van de spreiding van de normaal waarden (5).

Tabel 3
Normaal waar den van 282 individuen
Freelight chains
Kappa (95% range) 7,3mg/l (3,3-19,4)
Lambda (95% range) 12,7 mg/l (5,7 - 26,3)
K/L ratio (100% range) 0,6 (0,26 - 1,65)
K/L ratio (95% range) 0,6 (0,3-1,2)

In een studie gepubliceerd in 2003 bij Bradwell e.a. werd aangetoond dat de bepaling
van vrije lichte ketens in het serum betrouwbaarder was dan de 24-uurs urine bepaling
(6). Bij zgn non-secretor myeloom patiénten kon vaak met de serum lichte keten
bepaling toch abnormale concentraties of ratio’s gevonden worden die bijdroegen tot de
diagnose die bij deze patiénten vaak moeilijk te stellen is. Ook bij het monitoren van het
Klinisch beloop kan deze test toegevoegde waarde hebben. Bij verdenking op
amyloidosis of de light chain deposition disease kan deze bepaling ook zeer nuttig zijn

(7).

Richtlijnen

In de afgelopen jaren zijn er door een internationale “working group” criteria
vastgesteld voor de diagnose, stagering, prognose en response bepaling van multipel
myeloom (8-10). De grens voor het M-proteine tussen MGUS en myeloom is gesteld op
30 g/I. Indien er > 30 g/l wordt vastgesteld en er geen ander voor myeloom definiérende
bevindingen zijn, moet volgens deze richtlijn gesproken worden van een “smouldering

myeloma”.
Interessant is wat in deze richtlijnen bijvoorbeeld “meetbare ziekte” genoemd wordt.

Tabel 4 geeft de criteria voor meetbare ziekte aan. Aangegeven wordt dat response

evaluatie aleen kan plaatsvinden indien er meetbare ziekte parameters zijn. Zijn die er
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niet dan valt alleen een zeer strikte CR te definiéren as response en dit houdt een
normale lichte keten ratio in samen met het ontbreken van een monoclonale populatie
plasmacellen middels een immunohistochemisch of immunofluorescentie onderzoek
van het beenmerg. Ook lijken ze enigszins in contrast te staan met de definitie van non-
secretor myeloom volgens de Working Group die stelt dat voor deze diagnose er geen

M-proteine in serum of urine m.b.v. immunofixatie aantoonbaar mag zijn.

Tabel 4

M eetbar e ziekte parameter s volgens de inter nationale wor king group

Serum M-proteine > 10 g/l

Urine M-proteine > 200 mg/24 uur

Serum vrije lichte ketens > 100 mg/l mits K/L ratio afwijkend is.

In criteria voor de diagnose van multipel myeloom is opgenomen dat bij afwezigheid
van een detecteerbare M-proteine in het serum een afwijkende vrije lichte keten ratio in
het serum deze belangrijke parameter kan vervangen. Tevens zijn in de richtlijnen
nieuwe stageringsparameters opgenomen. Was de hoogte van het M-proteine gehalte
van belang bij de Samon en Durie indeling, in de nieuwe stageringssysteem van de
internationale “working group’ zijn deze vervangen door een combinatie van de serum
beta-2-microglobuline en het abumine gehalte (tabel 5) (8)

Tabel 5
Stadiering multipel myeloom
Stadium | Beta-2-microglobuline < 3,5 mg/l + albumine > 35 g/l
Stadium 11 Niet voldoen aan stadium | en niet aan stadium 11 criteria
Stadium 111 Beta-2-microglobuline > 5,5 mg/I

Voor de technische richtlijnen omtrent het zoeken naar of de bepaling van een M-
proteine wordt in Nederland nog steeds de meest recente CBO consensus “M- proteine

(paraproteine)” aangehouden.
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Klinisch beloop

Het monitoren van een behandeling geschiedt natuurlijk op basis van meerdere
belangrijke parameters. M-proteine bepaling is daarvan niet de onbelangrijkste. Dit
onderzoek dient dan ook regelmatig te geschieden. Er bestaan grote databanken van
MGUS patiénten waaruit een progressie van MGUS tot multipel myeloom blijkt van
1% jaar (11). Vrije lichte ketens in het serum kan ook bij deze vraagstelling van belang
zijn. Namelijk een gestoorde kappa/lambda ratio in het serum van MGUS patiénten was
gecorreleerd aan een hoger risico op het ontwikkelen van een multipel myeloom met
een relatief risico van 2,5 (Cl 1,6-4.0) (12).

Daling van het eiwitgehalte moet bijvoorbeeld bij de behandeling van oudere patiénten
met Melphalan en Prednison nauwkeurig gemonitord worden om op tijd te constateren
dat er een plateaufase bereikt is. Verdere behandeling kan dan vaak enige tijd
opgeschort worden. Uit de gegevens van de HOVON 16 studie kwam naar voren dat bij
oudere patiénten met een multipel myeloom de mate van daling na de eerste
behandeling een goede parameter voor de prognose was (13). Nieuwe inzichten bij het
gebruik van nieuwe behandelings-modaliteiten zijn er wat dit betreft nog niet.

Response bepaling

Een internationale working group heeft onlangs een voorstel gedaan omtrent de criteria
voor response bij het multipel myeloom (10). Hierin worden vergaande uitspraken
gedaan omtrent het nut en wenselijkheid van kwantitatieve lichte keten bepaling in 24-
uurs urine monsters. Deze wordt al's onbetrouwbaar gekenschetst en niet zinvol geacht
voor de response bepaling. Hiervoor in de plaats wordt voorgesteld de vrije lichte keten
ratio te gebruiken.

Pitfalls

Klonale evolutie is een van de pitfals bij de behandeling van patiénten met een
monoclonale gammopathie. Het meest bekend is het probleem van de patiént waarbij de
plasmacellen gedurende het beloop van de ziekte en de behandeling de elgenschap tot

het maken van een M-proteine verliest. Minder frequent maar daarom niet minder
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verrassend is het indien de pathologische plasmacel overgaat tot de secernering van
lichte ketens na aanvankelijk een totaal immunoglobuline molecuul as M-proteine te
secerneren.

Zelf zagen we een patiént met een biclonale gammopathie waarbij een van de twee
klonen sterk overheerste. Toename van deze kloon maakte behandeling noodzakelijk.
Toen zich na een goede response er weer progressie voordeed, bleek dit de andere kloon
plasmacellen te zijn die duideijk therapie resistenter geweest was dan de kloon

waarvoor aanvankelijk therapie gegeven was.

IgM monoclonale gammopathie

Tijdens een internationale workshop on Waldenstrom’s macroglobulinemia’ werden
vier klinische entiteiten gedefinieerd die gepaard gaan met een IgM gammopathie. (zie
tabel 6) (14). De groep van Kyle bestudeerde niet alleen het beloop van klassieke
MGUS patiénten (zie boven) maar ook het beloop van de follow-up van 213 patiénten
met een IgM MGUS met een mediane follow up duur van 6,3 jaar (16). In 14% van hen
ontwikkelde zich een lymfoproliferatieve aandoening. Hiermee was het risico tot
progressie naar een lymfoproliferatieve aandoening ongeveer 1,5% per jaar. Uit
Italiaanse gegevens bleek dat een IgM gehdte > 3 g/l en een Hb < 7,5 mmol/I
voorspellend waren voor het ontwikkelen van een offerte Waldenstrom vanuit een IgM
MGUS.

Onder de IgM related disorders worden die aandoeningen verstaan waarbij een IgM M-
proteine aanleiding is tot een bepaald klinisch beeld zoals bijvoorbeeld een

cryoglobulinemie.

Tabel 6

Indeling IgM monoclonale gammopathieén.

IgM MGUS

IgM related disorders

Indolent Waldenstrom’ s macroglobulinemia/ lymfoplasmacytoid lymphoma

Symptomatic/ treatment requiring Waldenstrom’ s macroglobulinemia
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Incidentie

Incidentieschattingen voor de ziekte van Waldenstrom uit de US komen uit op
4,4/1.000.000. Voor Nederland zou dit ongeveer 60-70 nieuwe patiénten per jaar
betekenen. In de enquéte uit de IKW regio werd bij 48 van de 1275 M-proteines de
diagnose plasmocytoid NHL gesteld.

Ook voor de IgM monoclonale gammopathieén werden prognostische scorings-
systemen en response criteria recent geformuleerd (14; 16-17). Wat betreft de prognose
waren eigenlijk voora de hoogte van het M-proteine en het albumine van waarde.
Zelden gaat een IgM monoclonale gammopathie gepaard met de morfologische en
klinische bevindingen passend bij een multipel myeloom (18). Klinisch dit ziektebeeld
vaak op beide ziektebeel den dus een soort mengvorm.

IgM monoclonale gammopathie en polyneuropathie

In de CBO consensus werd al speciaal de aandacht gevestigd op de combinatie van een
IgM monoclonale gammopathie en de aanwezigheid van een polyneuropathie.
Geadviseerd werd ook bij zeer kleine elwitconcentraties het eiwit te identificeren.
d.m.v. immunofixatie.

Er zijn meer relaties tussen gammopathie en polyneuropathie dan die van een IgM met
anti MAG activiteit (19). Bij deze laatste is de polyneuropathie vooral demyeliniserend.
Hematol ogische afwijkingen gepaard gaand met een M-proteine en vaak meer axonale
polyneuropathie zijn: cryoglobulinemie, amyloidosis en de ziekte van Castleman. Bij
het POEM S syndroom is de polyneuropathie geassocieerd met de daarbij voorkomende

kappa lichte keten M-proteine.

Heavy chain ziekte

Deze uitermate zeldzame aandoening gedraagt zich meestal as een laaggradig
lymfoom. Uit een kleine serie uit de Mayo Clinic bleek een mediane overleving van 7,4
(20).

De diagnose wordt gesteld nadat de immunofixatie de aard van de abnormale eiwitband,
gevonden in de serum elektroforese, als zware keten identificeert.
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HET NON-HODGKIN'SLYMFOOM (NHL) IN BLOED EN BEENMERG

J.C. Kluin-Nelemans, afdeling Hematologie, Universitair Medisch Centrum Groningen

Inleiding: het stellen van de diagnose, de WHO classificatie en stadiéringsonder zoek.
Non-Hodgkin's lymfomen (NHL) ontstaan als maligne ontaardingen uit hun fysiologisch
normale tegenhanger, de lymfocyt. Net zoals lymfocyten overa in het lichaam aanwezig
kunnen zijn geldt dit ook voor de NHL’s. Het merendeel zal ontstaan in lymfklieren of
beenmerg, maar meer dan 40% kan ontstaan in zogenaamde “extranodale’ (= buiten de
lymfklieren) lokalisaties, zoals de huid, de maag, de schildklier, de botten, de testis, en
zelfs de hersenen.

De diagnose van een NHL wordt bij voorkeur op lymfklierbiopten gesteld. Daarmee wordt
allereerst het onderscheid gemaakt tussen kwaadaardig versus bijvoorbeeld reactief (vele
goedaardige aandoeningen kunnen lymfkliervergroting geven). Vervolgens wordt het NHL
geclassificeerd, en ingedeeld in de grote variéteit die er aan lymfatische maligniteiten
bestaat, zo'n 30-40 verschillende categorieén. Uitgangspunt hierbij is de terminologie van
de WHO classificatie® .

Aangezien een aanzienlijk deel van de NHL’s ook leukemisch kan zijn, komt het nogal
eens voor dat aleen a een eenvoudig bloedbeeld met leukocytendifferentiatie een
aanwijzing geeft richting NHL. Wanneer er geen vergrote klieren of anderszins
weefsellokalisaties zijn, zijn bloed- en beenmergonderzoek soms het enige middel om een
NHL te diagnostiseren en te classificeren.

Voor de behandeling van patiénten met een NHL is het nodig geinformeerd te zijn over de
uitgebreidheid ervan. Zij ondergaan een zogenaamd stadiéringsonderzoek, waarbij
standaard een CT scan van hals, borst en buik verricht wordt, en een bloed- en
beenmergonderzoek gedaan worden. LDH meting is hierbij belangrijk, aangezien het LDH
gehalte een rol speelt bij de vaststelling van de prognose. Tegenwoordig vindt ook nogal
eens een PET scan plaats, met name om deze na de behandeling te kunnen gebruiken als
een zeer gevoelige manier om te meten of er nog vitaal restweefsel aanwezig is gebleven.
Bij het beenmergonderzoek is het essentieel dat er een voldoende lang beenmergbiopt
verricht wordt. Veel NHL's zitten haardvormig in het beenmerg, soms zelfs met

verbindweefseling vast aan de botbalkjes, zodat ze in het aspiraat gemist kunnen worden.
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Geef daarom m.b.v. een beenmergaspiraat nooit een definitieve uitdag af in de zin van:
geen NHL aantoonbaar; hierbij heeft de patholoog die het biopt beoordeelt altijd het

|aatste woord.

M orfologie en immunofenotypering

Het is goed te realiseren dat bij de diagnostiek van het scala van (leukemische) lymfomen
naast de morfologie vaak ook andere factoren essentieel kunnen zijn voor een definitieve
diagnose, zoals de kliniek en immunofenotypering, en steeds vaker cytogenetica of
moleculaire diagnostiek. Bij de morfologie moet onderscheid gemaakt worden tussen
cytomorfologie (beschrijving van individuele celkenmerken verkregen uit analyses van
cellen uit suspensies) en histomorfologie (beschrijving van celkenmerken in histologisch
verband). Beide morfologische technieken vullen elkaar meestal aan. Afhankelijk van de
organisatie van een laboratorium zullen de anayses op verschillende plaatsen plaats
vinden: histologisch onderzoek altijd bij de patholoog; cytologisch onderzoek van bloed
meestal bij de klinisch chemicus of hematoloog; cytologisch onderzoek van beenmergas-
piraten eveneens bij de klinisch chemicus of hematoloog, maar soms ook bij de patholoog.
Goed onderling overleg tussen beide beoordelaars is vereist om tot een eensluidend oordeel
naar de kliniek te komen.

Meer nog dan bij de acute leukemieén geldt bij de lymfoproliferatieve aandoeningen dat
immunofenotypering bijna altijd een aanvullende vereiste is om een diagnose te bevestigen
of te verkrijgen. Ook hier is samenwerking belangrijk, vooral wanneer immuno-
fenotypering verricht wordt op een immunologisch georiénteerd laboratorium zonder
cytomorfol ogische en/of hematol ogische kennis.

Sinds 1985 wordt in een Samenwerkingsverband, tot 2006 onder de naam Stichting
Immunotypering Hematol ogische Oncologie in Nederland (SIHON), nadien a's onderdeel
van de Nederlandse vereniging voor cytometrie (NVC), samengewerkt met als hoofddoel
het standaardiseren en verbeteren van de immunofenotypering van hematologische
maligniteiten. De SIHON/NVC Werkgroep Nomenclatuur heeft de definities in tabellen
vastgelegd, die door alle laboratoria gehanteerd worden.

Dezelfde naam voor ver schillende ziekten

Traditioneel wordt er een onderscheid gemaakt tussen (chronische) leukemieén en non-
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Hodgkin’s lymfomen. In de WHO is dit klinisch duidelijke, maar biologisch kunstmatige
onderscheid niet van toepassing. Elke entiteit wordt gedefinieerd, waarbij betrokkenheid
van perifeer bloed geen rol speelt. Chronisch lymfatische leukemie (CLL) en Lymfocytair
lymfoom (small lymphocytic lymphoma, SLL) zijn derhalve synoniemen. Ditzelfde geldt
voor bijvoorbeeld de oude naam acute rijpcellige lymfatische leukemie (FAB L3) en het
Burkitt lymfoom, of voor de T-ALL en het T cel lymfoblastaire lymfoom. In ale gevallen
gaat het om een één-en-dezelfde maligniteit die zich alleen verschillend gedraagt: nu weer

voornamelijk leukemisch is, dan weer zich bij voorkeur ophoopt in lymfklierstations.

Non-Hodgkin’slymfomen: een aantal voor beelden

Alle NHL's kunnen bloed- en beenmerginfiltratie laten zien; het meest wordt dit natuurlijk
aangetroffen bij de lymfoblastaire beelden (de ALL-varianten), het Burkitt lymfoom, de
kleincellige varianten zoals het lymfocytaire lymfoom (de CLL variant, zie boven), het
lymfoplasmacytaire NHL (immunocytoom, Waldenstrom), het mantelcellymfoom en het
folliculaire lymfoom. Maar ook de grootcellige lymfomen, zoals het diffuus grootcellig B
cel lymfoom (DLBCL) en de zeer zeldzame T cel lymfomen komen wel in het beenmerg
voor. Enkele karakteristieke beelden zullen hier kort besproken worden, omdat de kans
groot isdat die in het beenmerg aangetroffen worden.

Lymfoplasmacytair lymfoom (oude naam: immunocytoonvMor bus Wal denstr6m)

- Morfologie
Het bloedbeeld wordt meestal gekenmerkt door agglutinatie van de erytrocyten in
samenhang met een M-proteine, terwijl ook afwijkende circulerende lymfatische
cellen aangetroffen kunnen worden. Vaak is er dan sprake van een mengbeeld van
kleine lymfocyten met een grof chromatine (CLL-achtig) en middelgrote lymfocyten
met veel meer cytoplasmaontwikkeling. In het beenmergaspiraat worden vaak grote
haarden aangetroffen bestaande uit kleine, middelgrote en grotere lymfocyten,
plasmacellen en - heel karakteristiek - een toename van mestcellen.

- Immunofenotypering
De maligne cellen zijn van het rijpe B cel type en brengen naast op de membraan ook
a in het cytoplasma immuunglobulinen tot expressie. CD138 is positief op de

plasmocytaire €l ementen.
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Mantel cellymfoom (MCL)
Een zeldzaam lymfoom (5-10% van alle NHL’s), karakteristiek bij oudere mannen, dat

bijna altijd a zeer uitgebreid is met infiltratie in bloed en beenmerg. Wordt nogal eens

voor CLL aangezien. De prognose van een MCL is echter dlecht met een

overlevingsverwachting van slechts enkele jaren.

Morfologie

In het bloed variérend een normaal tot hoog leukocytengetal met kleine tot
middelgrote lymfocyten met minder grof chromatine dan de CLL; er zijn geen of zeer
onduidelijke nucleoli. De kern is vaak onregelmatig met een kliefje. Er is zeer weinig
cytoplasma. Naast deze kleincellige variant worden ook meer "blastaire” varianten van
MCL gezien®. Bij beenmerginfiltratie worden dezelfde cellen gezien. De infiltratie kan
massaal zijn.

I mmunofenotypering

Net als de gewone mantel cellen zijn de maligne mantel cellymfoomcellen van het B cel
type (CD19, CD20) met in 90-95% co-expressie van CD5. Als onderscheid met de
CLL geldt dat de immuunglobuline-expressie op de membraan (IgM/IgD positief) veel
sterker isdan bij de CLL, en dat de marker CD23 bij het mantelcellymfoom ontbreekt.
Kenmerkend is verder de nucleaire expressie van Cycline D1 (zie onder).

Cytogenetica

Karakteristiek is de t(11;14)(g13;g32) met een translocatie van bcl-1 naar de zware Ig
keten, resulterend o.a. in overexpressie van het cycline D1. De over-expressie van
cycline D1 kan immunohistochemisch aangetoond worden (niet met flowcytometrie!)

en is ook zeer specifiek voor MCL?3,

Folliculair lymfoom

25-35% van ale NHL'’s, indolent beloop, maar desondanks moeilijk te genezen. Bij circa

de helft van de patiénten zal het lymfoom in de loop van vele jaren een transformatie

ondergaan, waarbij het lymfoom grootcelliger, en veel agressiever wordit.

Morfologie
Als het lymfoom leukemisch is dan is het totale leukocytengetal meestal slechts licht

verhoogd. De lymfoomcellen zijn herkenbaar als kleine lymfocyten met een vaak
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gekliefde kern, geen of onduidelijke nucleoli, en weinig cytoplasma. Een enkele keer
wordt ook een meer "blastaire variant” gezien met soms wandstandige nucleoli.
Beenmerginfiltratie komt vaak voor, maar wordt in het aspiraat veel gemist, omdat de
lymfoomcellen hedl karakteristiek in zomen of haarden gelokaliseerd zijn pal tegen de
botbalkjes aan (paratrabeculair), waarbij ze vaak omringd worden door reticuline-
vezels, en dus niet geaspireerd zullen worden. Zoals bij ale NHL-stadiéringen, geldt
bij dit type NHL dus nog meer dan anders, dat een goed beenmergbiopt (minimaal 2
cm lang) noodzakelijk is om met zekerheid beenmerglokalisatie uit te sluiten; vaar
nooit op de cytologie aleen!

| mmunofenotypering

De lymfoomcellen zijn van het B cd type, hebben meestal vrij sterk monoklonale
membraanimmuunglobuline-expressie. CD5-expressie ontbreekt; CD10 (CALLA)
wordt daarentegen nogal eens aangetroffen, maar is veel zwakker dan bij de acute
lymfatische leukemie.

Cytogenetica

Trand ocatie tussen bcl-2 (chr.18) en de zware 1g keten (chr. 14), de t(14;18)(g32;921),
resulterend in overexpressie van het anti-apoptose eiwit bcl-2. Dit is echter geen
behulpzaam criterium, aangezien bcl-2 expressie ook bij andere en lymfatische
leukemieén (bij CLL en MCL bijvoorbeeld atijd zeer sterk) voorkomt.

Milt marginale zone lymfoom (oude naam S.VL, splenaal lymfoom met villeuze
lymfocyten)

Dit is een zeer zeldzaam ziektebeeld. Relevant echter om te herkennen, omdat er sprake is

van een uitgesproken miltvergroting met daarbij circulerende maligne cellen die enigszins

lijken op hairy cellen of prolymfocyten®. Lymfklieren zijn niet vergroot, een miltbiopt is te

gevaarlijk, dus het bloed- en beenmergonderzoek zijn erg belangrijk om de diagnose te
stellen.

Morfologie

Middelgrote lymfocyten met vrij ruim cytoplasma, en met een ronde kern met (zeer)
grof chromatine, en in de helft van de gevalen een duidelijke kleine nucleolus. Zoals
de naam aangeeft hebben de cellen kleine uitlopers (villi), vaak aan één zijde van de
cel gelokaliseerd. De mate van infiltratie is in het bloed vaak duidelijker dan in het
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beenmerg. Cytologisch moet differentiaal diagnostisch een leukemisch Ilymfo-
plasmacytair lymfoom, hairy cel leukemie of prolymfocytenleukemie overwogen
worden.

- Immunofenotypering
SLVL cellen zijn rijpe B lymfocyten met sterke membraanimmuunglobuline-
expressie. De typische HCL kenmerken zoals CD11c, CD25 en CD103 ontbreken
meestal of zijn slechts partieel of zwak aanwezig. CD24 is daarentegen sterk positief

en zou kunnen helpen ter onderscheid.

T cedl lymfomen

T cel maligniteiten zijn zeldzaam. Als algemeen kenmerk geldt dat het rijpcellige
maligniteiten betreft® °. Meestal gaat het om patiénten met een reeds gediagnostiseerd T-
NHL, waarbij in een latere fase zich een beenmerglokalisatie en/of leukemische ontaarding
ontwikkelt. Een uitzondering hierop vormt het angio-immunoblastair lymfoom, waarbij in
50% van de patiénten bij diagnose een positief beenmerg optreedt. De pathologische
circulerende cellen van T-NHL’s zijn meestal pleiomorf met sterk variabele immuno-
fenotypen. Het meest kenmerkende van het immunofenotype is het optreden van
celmerkerverlies”. Hierbij wordt een rijpcellig T cel markerpatroon gezien, waarbij
obligate markers ontbreken, hetgeen de diagnostiek soms niet makkelijker maakt. Bij

kwaliteits-controles van deze NHL’s werden door veel |aboratoria fouten gemaakt®.
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CHRONISCHE LYMFATISCHE LEUKEMIE:
RISICOSTRATIFICATIE EN BEHANDELING

M.H.J. van Oers, afdeling Hematol ogie, Academisch Medisch Centrum, Amsterdam

Inleiding

Nog niet zo lang geleden werd CLL beschouwd als een wat saai ziektebeeld, waarvoor
behandeling zelden geindiceerd was. Eventueel noodzakelijke therapie bestond
bovendien a decennia lang uit eenvoudige orale toediening van chloorambucil. De
laatste jaren is echter door moleculair genetisch en immunologisch onderzoek niet
alleen meer inzicht ontstaan in de pathofysiologie van CLL, maar is ook de prognose
veel beter te voorspellen. Daarnaast is ook het therapeutisch arsenaal aanzienlijk
uitgebreid. De consequenties van deze ontwikkelingen voor het diagnostisch en
therapeutisch beleid bij patiénten met een CLL zullen hier kort worden besproken.

Pathofysiologie: herkomst van de CLL-cellen

Bij CLL is sprake van een sterke toename van maigne, CD5 positieve rijpe B
lymfocyten, die niet zozeer wordt veroorzaakt door ongebreidelde celdelingactiviteit, als
wel door een verstoorde apoptose (geprogrammeerde celdood). Als een gezonde rijpe B-
cel voor het eerst in contact komt met antigeen vindt er een serie fascinerende processen
plaats. Uitvoerige bespreking daarvan valt buiten het bestek van dit verhaal. Voor het
vervolg is belangrijk dat er na stimulering door het antigeen, in de B-cel mutaties
plaatsvinden in de genen die coderen voor de antigeenreceptor. Mutaties die resulteren in
een antigeenreceptor met een slechtere binding aan het antigeen leiden tot de dood van
de betreffende B-cel, terwijl B-cellen met mutaties die resulteren in een sterk verbeterde
antigeenbinding positief geselecteerd worden. De aanwezigheid van mutaties in de
antigeenreceptorgenen is derhalve het onomstotelijke bewijs dat de B-cel ooit in contact
IS geweest met antigeen. Het zal nu duidelijk zijn dat naieve B-cellen — B-cellen die nog
nimmer door hun specifieke antigeen zijn geactiveerd — geen mutaties hebben. Tot voor
enkele jaren gold as axioma dat de kwaadaardige lymfocyten bij de CLL ontspoorde

naieve B-cellen waren. Derhalve was de voorspelling dat de antigeenreceptorgenen van
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de leukemiecellen géén mutaties zouden hebben. Groot was dan ook de verrassing toen
in recente studies werd aangetoond dat bij ongeveer de helft van alle CLL-patiénten wél
mutaties in deze genen aanwezig zijn. Er lijken dus twee vormen van de CLL te bestaan:
één ontstaan uit naieve B-cellen, en één ontstaan uit cellen met antigeenervaring
(geheugen B-cellen).

Dit onderscheid is niet alleen van academisch belang. Zeer onlangs is namelijk door

verschillende onderzoekers aangetoond dat er een groot verschil bestaat in de

levensverwachting van beide subgroepen CLL patiénten. Patiénten met ongemuteerde

antigeenreceptorgenen hebben een aanzienlijk kortere overleving dan de CLL-patiénten

met gemuteerde genen. Buitengewoon belangrijk is de observatie dat dit ook geldt

binnen de risicogroepen zoals gedefinieerd door het klinisch stadium (zie later).

Met behulp van het zogenaamde cDNA micro-array onderzoek, waarbij de expressie

van duizenden genen tegelijk kan worden onderzocht, bleken beide CLL subgroepen

onderling slechts te verschillen in de expressie van ongeveer 30 genen. Opvallend

hierbij was dat de ongemuteerde cellen een genexpressiepatroon hebben passend bij

activatie van de B cel receptor. Mogelijk worden deze cellen dus continu door een, tot

nog toe onbekend, (auto-?) antigeen geactiveerd, waardoor ze sterker prolifereren en

daardoor wellicht een agressiever karakter hebben. Verrassend was ook dat het

genexpressiepatroon van beide subgroepen sterk bleek te verschillen van dat van

normale CD5-positieve B-cellen, en het meest homoloog bleek met normale geheugen

B-cellen. Dat dus ook de ongemuteerde CLL qua genexpressie lijkt op normale

geheugen B-cellen is opmerkelijk en geeft aan dat onze kennis over de pathogenese van

CLL nog beperkt is.

Prognostische factoren

Klinisch stadium

Ral en collega s beschreven meer dan 20 jaar geleden een stadiéringssysteem waarbij
patiénten werden ingedeeld in 5 verschillende prognostische stadia. Dit systeem werd
later gesimplificeerd tot 3 risico groepen: laag risico (stadium 0), gemiddeld risico
(stadium | en 1I) en hoog risico (stadium IIl en IV). Van de nieuw gediagnosticeerde
patiénten behoort 30% tot de laag risico groep, 60% tot de gemiddeld risico groep en

10% tot de hoog risico groep. De gemiddelde overleving in deze groepen is
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respectievelijk >10, 7 en 1,5 jaar. Ook Binet en collega’ s beschreven een —ets smpeler
stadiéringssysteem. Dit systeem beschrijft ook 3 stadia met een gemiddelde overleving
van respectievelijk >10, 5 en 2 jaar. Van de nieuw gediagnosticeerde patiénten heeft
60% stadium A, 30% stadium B en de resterende 10% stadium C. Deze schema's
worden tot op heden gebruikt om de prognose bij patiénten met CLL in te schatten.
Echter, van de patiénten met asymptomatische CLL (Binet stadium A/ Rai 0) blijkt ruim
30% toch een snelle ziekte progressie door te maken en op relatief korte termijn aan de
directe of indirecte gevolgen van de CLL te overlijden. Dat deze belangrijke subgroep
van de CLL patiénten met een vermeend laag risico bij diagnose niet as zodanig kan
worden herkend, is een grote tekortkoming van het klinisch stadiéringssysteem. Het
klinisch stadium definieert dus slechts een schijneenheid.

Aangezien de diagnose op steeds jongere leeftijd wordt gesteld bij veela
asymptomatische patiénten en de therapeutische mogelijkheden toenemen (zie verder),
bestaat er grote behoefte aan goede inschatting van de prognose in deze groep.

Lymfocyten verdubbelingtijd (LDT) en serum thymidine kinase (STK)

De verdubbelingtijd van het aantal lymfocyten in het perifere bloed (LDT) is
gecorreleerd met de prognose van CLL. Patiénten met Binet stadium A met een LDT <
1 jaar hebben een dechtere mediane overleving (58 maanden versus 150+maanden).
Hoewel de LDT na een (korte) observatieperiode geéxtrapoleerd kan worden is ze
uiteraard niet beschikbaar ten tijde van het stellen van de diagnose. Een veelbelovende
statische parameter is de serum thymidine kinase (TK) spiegel. Dit elwit speelt een rol
speelt in de DNA synthese. De hoogte van het serum TK is een onafhankelijke
risicofactor gebleken, die binnen de groep patiénten met Binet A identificatie van een

subgroep met een ongunstige prognose mogelijk maak.

Mutatiestatus

De prognose hij patiénten met ongemuteerde antigeenreceptorgenen (IgV genen) is veel
dechter dan van patiénten met gemuteerde IgV genen. Dit geldt zowel voor de hele
groep CLL patiénten als voor patiénten met hetzelfde Binet stadium. Zo is bij
ongemuteerde Binet A patiénten de mediane overleving 8 jaar, versus 24,5 jaar voor

patiénten met gemuteerde IgV genen. De mutatiestatus blijkt dus een krachtige
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onafhankelijke prognostische factor te zijn. Het aantonen van mutaties is echter een
technisch lastige en tijdrovende procedure en derhalve moeilijk toepasbaar in de routine
diagnostiek. Er is en wordt dan ook hard gezocht naar ‘surrogaatmarkers voor de
mutatiestatus. Aanvankelijk leek hoge expressie van het activatie antigeen CD38 op het
opperviak van de CLL cellen te correleren met zowel sechte prognose as met de
aanwezigheid van ongemuteerde IgV genen. Hoewel in principe eenvoudig, kleven aan
de bepaling van de CD38 expressie middels immunofluorescentie en flowcytometrie
een aantal problemen m.b.t. reproduceerbaarheid en vergelijkbaarheid tussen verschil-
lende laboratoria. Bovendien lijkt de grenswaarde voor CD38-positiviteit (>30% van de
cellen) vrij arbitrair gekozen en voor discussie vatbaar. Daarnaast is recent gebleken dat
minstens eenderde van de CLL patiénten “discordant” is. lage CD38 expressie en toch
ongemuteerde IgV genen, of hoge CD38 expressie en wél gemuteerde IgV genen. De
prognose van deze ‘discordante’ groep ligt tussen die van de ongemuteerde en
gemuteerde varianten .

Een betere surrogaatmerker lijkt het intracellulaire eiwit ZAP70, een tyrosine kinase dat
aanwezig isin normale T en NK cellen, en een belangrijke rol speelt bij T cel receptor
signaering. ZAP70 expressieis (vrijwel) uitsuitend aanwezig in de ongemuteerde CLL
subgroep. Ook hier is sprake van 5-15% discordantie, waarbij een recente studie van het
US CLL Consortium suggereert dat de prognostische waarde van ZAP70 zelfs sterker is
dan van de mutatiestatus. Problemen m.b.t. reproduceerbaarheid en vergelijkbaarheid
tussen verschillende laboratoria zijn bij deze (immunofluorescentie) assay echter

minstens zo groot als bij CD38.

Cytogenetische afwijkingen

De meest voorkomende afwijking bij CLL is deletie van de lange arm van chromosoom
13 (del13g14). Deze afwijking wordt bij ruim 50% van de patiénten met CLL gevonden
en is gerelateerd aan een gunstige prognose. Laagrisicopatiénten met de gunstigste
chromosoomafwijkingen hebben een gemiddelde overlevingsduur van tien atwaalf jaar.
De groep met de ongunstigste afwijkingen (trisomie 12, deleties van de lange arm van
chromosoom 11 en vooral deletie van de korte arm van chromosoom 17) overleeft
echter gemiddeld slechts tweeénhalf a drie jaar. Deze ongunstige chromosoom-

afwijkingen worden vrijwel aleen gevonden in patiénten met ongemuteerde variabele
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immunoglobuline genen. Overigens kunnen in het beloop van de ziekte nieuwe
chromosoomafwijkingen ontstaan waarbij vaak progressie van de ziekte optreedt.

De komende jaren zal nog veel onderzoek verricht moeten worden om op te helderen
hoe de verschillende chromosoomafwijkingen leiden tot verschillende prognoses.
Inzicht daarin zal uiteindelijk wellicht de basis kunnen vormen van meer doelgerichte
behandeling.

Deze chromosomal e afwijkingen en de mutatiestatus van de antigeenreceptor zijn beide
zeer krachtige en onafhankelijke prognostische parameters voor patiénten met een CLL.
Anders geformuleerd: zij stellen ons in staat zeer relevante verschillen aan te tonen
tussen patiénten die ogenschijnlijk hetzelfde stadium van dezelfde ziekte hebben.

Behandeling

Huidige richtlijnen

Gezien het heterogene beloop en het feit dat vroege behandeling van CLL de overleving
niet verbetert en tot op heden geen curatieve therapie voorhanden is, moet per patiént
besloten worden 6f en wanneer deze voor therapie in aanmerking komt. Het is van
belang om vast te stellen dat behandeling alleen wordt gestart bij (het ontstaan van)
zZiektegerel ateerde klachten en symptomen, en/of snelle progressie van de ziekte.

De klassieke eerstelijns therapie voor CLL bestaat uit akylerende middelen as
chloorambucil (Leukeran®) en cyclofosfamide (Endoxan®). Bij 30% tot 70% van de
patiénten wordt een respons gezien, alhoewel zelden compleet. De behandeling dient te
worden voortgezet tot een maximale respons is bereikt en kan dan worden gestaakt. Bij
patiénten met Binet stadium A heeft het starten van de therapie (met chloorambucil)
direct na diagnose geen voordeel boven behandeling na een “wait-and-see “ periode. Er
is wel uitstel van ziekte progressie maar geen betere overleving. Tevens zijn er
aanwijzingen dat vroege behandeling de kans op het krijgen van acute myeloide

leukemie verhoogt.

Combinatie chemotherapie ads CVP (cyclofosfamide, vincristing, en prednison) en
CHOP (CVP met doxorubicine) geeft vergeleken met chloorambucil monotherapie geen
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duidelijke verbetering van de respons. CHOP induceert alleen bij patiénten met Binet C
een langere ziektevrije overleving dan chloorambucil, a is de overlevingsduur gelijk.
Corticosteroiden zijn bij CLL minder werkzaam dan akylerende middelen. Mede
gezien de bijwerkingen dienen ze alleen te worden gebruikt als er ook auto-immuun

complicaties zijn.

Het purine analogon fludarabine is een aanwinst bij de behandeling van CLL. In een
recente grote studie waarin fludarabine en chloorambucil as eerstelijns behandeling
werden vergeleken, werd in de fludarabine groep een totale respons gezien bij 63%
versus 37% in de chloorambucil groep. Ook het percentage complete remissies was
duidelijk hoger in de fludarabine groep (20% vs. 4%). Er was echter geen verschil in
overlevingsduur tussen beide behandelingen. Dit zou deels kunnen worden verklaard
door het cross-over design van de studie: veel chloorambucil- resistente patiénten
respondeerden op fludarabine, terwijl het omgekeerde slechts zelden het geval was.
Fludarabine had wel meer bijwerkingen, met name hoge infectiekans door
myelosuppressie. Of fludarabine, dat sinds kort ook in orale vorm beschikbaar is, nu de
eerste keus van therapie wordt staat, mede gezien de prijs, nog ter discussie. Gezien de
relatief hoge leeftijd van de patiénten is keuze voor het minst toxische middel goed
verdedigbaar. De combinatie fludarabine en cyclofosfamide (FC) werd in een recente
Duitse studie in onbehandelde jonge (< 65 jaar) CLL patiénten.,vergeleken met
Fludarabine monotherapie. FC resulteerde in een hogere response rate (94 vs. 85%),
meer complete remissies (20 vs. 0%) en een langere progressievrije overleving (28 vs.
22 maanden). FC had echter wel meer bijwerkingen, met name myelosuppressie (25 vs.
13% graad 3-4 ), overigens zonder toename in infecties (2% in beide studiearmen). In
Duitdland is FC derhalve nu de standaard eerstelijns behandeling in CLL patiénten < 65

jaar.

Bij lokale klachten kan ook radiotherapie worden overwogen, omdat CLL cellen
meestal gevoelig zijn voor bestraling. Bij herhaalde ernstige infecties en een lage
immunoglobuline bloedspiegels (< 2 gram/l) is het (maandelijks) toedienen van

immuunglobulines zinval.
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Monoclonal e antistoffen

Anti-CD20 (Rituximab, Mabthera®) monotherapie is bij CLL niet erg effectief,
waarschijnlijk door een lage expressie van CD20 op de CLL cellen. Afhankelijk van de
dosis en het dosisinterval varieert de repons tussen de 14% en 35%. De combinatie van
Rituximab, Fludarabine en Cyclofosfamide lijkt veelbelovend : in fase Il studies werden
ORR van 85% bereikt , waarvan 59% (moleculaire CR (MD). De (toegevoegde) waarde
van Rituximab in deze combinatie wordt momenteel in een aantal fase 3 studies
onderzocht.

Anti-CD52 (alemtuzumab, MabCampath®) is sinds kort geregistreerd voor de
derdelijns behandeling van CLL. In 2 studies werd een totale respons van 33% en een
mediane overleving van 32 maanden gezien bij patiénten die progressieve ziekte hadden
onder Fludarabine therapie. In een zeer recent gepubliceerd fase-2 onderzoek naar de
waarde van anti-CD52 in de eerste lijn, werden 19% complete en 68% partiéle remissies
aangetoond. Aangezien CD52 ook tot expressie komt op normale B- en T-lymfocyten
leidt deze behandeling, zeker bij voorbehandelde patiénten, tot (passagere)
immuundeficiéntie met aanzienlijke kans op opportunistische infecties. en (deels
subklinische) CMV reactivatie. Voor behandeling in de eerste lijn moeten de resultaten

van grote gerandomiseerde studies worden afgewacht.

Samceltransplantatie

Patiénten onder de 70 jaar met progressie onder standaard therapie zijn in kleine fase 2
studies behandeld met autologe stamceltransplantatie. De transplantatie gerelateerde
mortaliteit varieerde van 4 tot 19%. Het percentage complete remissie na autologe
stamceltransplantatie bedroeg ongeveer 80%, met een totale overlevingsduur tussen
50% en 80% na 4 jaar. Uiteindelijk treedt helaas toch vaak een recidief op. Autologe
transplantatie lijkt dus geen curatieve therapie te zijn voor CLL, maar geeft wel
verbetering van overleving bij patiénten met progressieve ziekte.

Allogene stamceltransplantatie kent een zeer hoge transplantatie gerelateerde
mortaliteit, variérend van 25% tot 50%. In tegenstelling tot autologe transplantaties lijkt
in 40% tot 60% curatie op te treden en bedraagt het percentage recidieven slechts 10 tot
25%.
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Er is bij CLL nog maar beperkte ervaring met de zgn. non-myeloablatieve
stamceltransplantatie (reduced intensity transplantation = RIST). De transplantatie
gerelateerde mortaliteit lijkt echter aanzienlijk lager dan bij de “klassieke” allogene
transplantatie. Het moge duidelijk zijn dat er op dit moment zeker (nog) geen plaats is
voor stamceltransplantatie als eerstelijns behandeling van CLL. Stamceltransplantaties
bij CLL dienen bij voorkeur in studieverband te geschieden.

Conclusie en richtlijnen voor een op het risico afgestemd beleid

Moet nu bij elke nieuwe CLL patiént cytogenetisch onderzoek worden verricht en de
mutati estatus bepaal d worden?

Vooralsnog moet deze vraag duidelijk ontkennend worden beantwoord. Het probleem is
namelijk dat we nu weliswaar beter dan voorheen in staat zijn de individuele prognose
van de CLL patiént in te schatten, maar dat de optimale benadering van de hoogrisico
patiént ( ongemuteerd, ongunstige chromosomale afwijkingen, korte LDT) onbekend is.
Belangrijke vragen zijn: a) is voor deze groep “wait and see€” geen optie meer en moet
er, ook indien er geen klachten zijn, direct worden gestart met behandeling ? b) zo ja, is
intensieve therapie dan de beste keus? en c) waar dient die dan uit te bestaan?. In een
aantal recent gestarte internationale studies worden niet eerder behandelde CLL
patiénten gestratificeerd naar prognostische factoren. In de begin 2005 te starten Nordic-
Dutch CLL studie worden onbehandelde CLL patiénten met klinisch stadium Binet B/C
en Binet A (met indicatie tot behandeling !'), met ongunstige factoren (ongemuteerd en/
of ongunstige chromosoomafwijkingen) gerandomiseerd tussen FC en FC gecom-
bineerd met subcutaan MabCampath. Voor patiénten met een relapse loopt er in een
aantal centra een internationale gerandomiseerde studie waarin de waarde van het

toevoegen van Mabthera aan FC wordt onderzocht.

Hoe nu buiten trials?

Voor asymptomatische patiénten met Binet stadium A is “wait and see” de juiste
benadering. Bij (ontstaan van) een indicatie voor behandeling is chloorambucil als
eerste keus nog steeds verdedigbaar. In geval van resistentie en /of snelle relapse is het
zinvol (zeker bij jonge patiénten) cytogenetisch onderzoek te doen en de mutatiestatus

te bepalen. Bij hoog-risico patiénten lijkt momenteel de combinatie Fludarabine,
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Cyclofosfamide en Rituximab het meest effectief. Bij jonge hoogrisico patiénten (<65
jaar) dient men in deze fase nate gaan of er HLA identieke sibs zijn, zodat een RIST (in

trialverband ) al's eventuele tweede- of derdelijns therapie kan worden overwogen.
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HET MYELODYSPLASTISCH SYNDROOM

G. Verhoef, afdeling Hematologie, Universitaire Ziekenhuizen, Leuven

Inleiding

Klinisch wordt het myelodysplastisch syndroom (MDS) gekenmerkt door een
heterogene groep van kwaadaardige hematologische aandoeningen. MDS openbaart
zich meestal op oudere leeftijd met tekens van ineffectieve productie van bloedcellen
(pancytopenie). Deze cytopenie staat in schril contrast met het meestal celrijke
beenmerg, waarbij dysplastische kenmerken in één of meerdere cellijnen nooit
ontbreken. Twintig tot 30% van de patiénten evolueert naar een acute, meestal myeloide
vorm van leukemie. Alhoewel er zowel klinische als morfol ogische gemeenschappelijke
kenmerken zijn, heeft de FAB groep a in hun eerste publicaties een onderscheid
gemaakt tussen AML (abrupt begin van symptomen en klachten, noodzaak tot snelle
behandeling) en MDS. Deze laatste aandoening kent meestal een meer subacuut tot
chronisch beloop. In de nieuwe WHO voorstellen wordt dit onderscheid misschien nog
wat duidelijker getrokken (zie later).

Diagnose

Men moet aan de diagnose van MDS denken in het geval van anemie, leukopenie,
trombopenie, monocytose of combinaties hiervan, tezamen met kenmerken van
dysplasie waar niet direct een goede verklaring voor gegeven kan worden. Nauwkeurig
onderzoek van zorgvuldig gekleurde en uitgestreken bloed- en beenmergpreparaten,
aangevuld met een beenmergbiopsie is van groot belang om de diagnose MDS niet te
missen. Geen enkele morfologische afwijking is diagnostisch, eerder een combinatie
van afwijkingen leidt tot de diagnose. Daarentegen kunnen bepaalde aandoeningen
(Vitamine Bo/foliumzuur deficiénties, virale infecties [b.v. HIV], gebruik van bepaalde
medicamenten, blootstelling aan zware metalen, systeempathologie, nier en
leveraandoeningen, alcoholmisbruik etc.) MDS nabootsen, vooral de beginstadia van
MDS. Deze aandoeningen dienen dan ook uitgesloten te zijn alvorens men de diagnose
MDS stelt, want MDS is een potentieel preleukemische ziekte met een dechte

prognose!
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Morfologische kenmerken (zietabel 1)

Bij de meerderheid van de patiénten vindt men dysplastische kenmerken in twee of drie
cellijnen. Dit ondersteunt de hypothese dat het defect bij MDS terug te vinden is op het
niveau van de vroege progenitorcel. In de FAB classificatie is dysplasie in een celreeks
daarentegen a voldoende voor het stellen van de diagnose. In tabel 6 zijn de
dysplastische kenmerken samengevat, waar bij onderzoek van bloed en beenmerg naar
moet worden gezocht. Alhoewel de nog te bespreken FAB classificatie zich hier nooit
duidelijk over heeft uitgelaten, zal men in het algemeen deze afwijkingen in 10% van de
aangedane cellijn moeten terugvinden. De WHO voorstellen zijn op dit punt duidelijker.

Tabel 1  Morfologische afwijkingen bij het myel odysplastisch syndroom
Cdlijn Bloed Beenmerg
Erytropoiese macro-ovalocytose, anisopoikilocytose hyperplasie, megaloblastoid
dimorf bloedbeeld, (ring)sideroblasten
basofiele punctering kernafwijkingen
Myelopoiese voorlopercellen, hypo-agranulatie hypogranulatie,

pseudo Pelger Huét, clumping,
hypersegmentatie, hyperploidie
eosinofilie/basofilie (zelden)
monocytose, abnormale lobulatie

toename van myeloblasten
Auerse staafjes, ringvormen
toename van monocyten en
promonocyten

promonocyten

mononucleaire/bilobaire
vormen, micromegakaryocyten

Megakaryopoiese macroplaatjes, hypogranulatie

Dyserytropoiese

Macrocytose (MCV>100 fl) is een opvalende bevinding, vaak in combinatie met
anisocytose en poikilocytose van de rode bloedcellen. Een dimorf bloedbeeld
(aanwezigheid van twee afzonderlijk te onderscheiden populaties van rode bloedcellen)
is typisch, maar kan b.v. ook na een bloedtransfusie worden gevonden. In het beenmerg
zijn de dysplastische kenmerken van de rode reeks vaak duidelijker te herkennen, zoals
afwijkingen van de kern (abnormae vormen, kernfragmentatie, etc.) of cytoplasma

(intense basofilie, Howell Jolly lichaampjes) of een combinatie van beide
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(megaloblastoide kenmerken). Een ijzerkleuring wordt verricht voor het zichtbaar
maken van ijzerkorrels. Men spreekt van ringsideroblasten indien de erytroblast 5 of
meer korrels bevat die gelokaliseerd zijn as een ring rond de kern. Ook het percentage
van ringsideroblasten is belangrijk voor een verdere onderverdeling van MDS (zie
later).

Dysgranul opoiese

Ved voorkomende afwijkingen van de granulopoiese zijn hypogranulatie en
hyposegmentatie van de granulocyt (pseudo Pelger Huét). Deze dysplastische
afwijkingen (b.v. hypogranulatie) verklaren deels ook de verhoogde infectie-
gevoeligheid van patiénten met MDS (kwantitatief naast kwalitatief). In het beenmerg
vertonen de myeloide voorlopercellen vaak hypogranulatie. Andere, minder vaak
voorkomende kernafwijkingen, zijn hypersegmentatie en clumping van het kern-
chromatine (blokken van kernchromatine die los van elkaar lijken te liggen en daardoor
de indruk van kernfragmentatie geven). Men lette ook op de aanwezigheid van Auerse

staafjesin het cytoplasma van de myeloblasten of granulocytaire voorlopercellen.

Dysmegakaryopoiese

Kwalitatieve afwijkingen van de megakaryocyten zijn bij het morfologisch onderzoek
belangrijker dan de kwantitatieve afwijkingen, alhoewel soms het aantal zowel
verhoogd as verlaagd kan zijn. Op het bloeduitstrijkje vindt men dikwijls grote,
hypogranulaire bloedplaatjes. Bij meer dan 50 procent van patiénten met MDS worden
er afwijkingen gevonden aan de megakaryocyten. Vaak vindt men micromega-
karyocyten (< 20um diameter), megakaryocyten met meerdere kleine lobben en grotere
monolobaire vormen. De aanwezigheid van micromegakaryocyten en pseudo Pelger
vormen van de granulocyt is de meest specifieke marker voor MDS. Een kleine,
monolobaire megakaryocyt met een ronde, aan de buitenkant gelegen kern, wordt
geassocieerd met een typische cytogenetische afwijking (deletie van de lange arm van

chromosoom 5, 50-).

38



Deze kwantitatieve en, met name, kwalitatieve afwijkingen van de megakaryopoiese

vertalen zich ook in functionele stoornissen (verlengde bloedingstijd).

Indeling van het myelodysplastisch syndroom volgens de FAB criteria

Indien men op grond van de hierboven beschreven afwijkingen denkt aan de diagnose
van myelodysplasie, is het voor de patiént van belang te weten hoe zijn prognose is en
welke behandeling hij of zij zal moeten ondergaan. Op grond van het aantal blasten in
het bloed en beenmerg, het aantal monocyten en de aan- of afwezigheid van Auerse
staafjes, heeft de FAB groep vijf subgroepen onderscheiden (zie tabel 2). Patiénten met
refractaire anemie (RA) en refractaire anemie met ringsideroblasten (RARS) hebben een
mediane overleving tussen de 40-60 maanden en kans op leukemische transformatie van
10-15%. Daarentegen hebben patiénten met refractaire anemie met excess aan blasten
(RAEB) en RAEB in transformatie een mediane overleving tussen de 6-12 maanden en
kans op leukemische evolutie van 30-50%. De overleving en kans op leukemische
ontaarding van de groep van patiénten met chronische myelomonocytaire anemie houdt
het midden tussen RA/RARS enerzijds en RAEB/RAEBt anderzijds.

Tabel 2  Indeling van MDS volgens de FAB criteria
FAB categorie Blood Beenmerg
Refractaire anemie (RA)* Blasten < 1% en blasten < 5%,

RA met ringsideroblasten
(RARS)*

RA met excess aan blasten
(RAEB)

RAEB in transformatie
(RAEBL)

Chronische
myelomonocytaire leukemie
(CMML)

monocyten < 1x107/I

asRA en

Blasten > 1% en < 5% en/of

monocyten < 1x107/I

Blasten > 5% of Auerse  of
staafjes

Monocyten > 1x107/I en
blasten < 5%

ringsideroblasten < 15%
v.d. erytroblasten

blasten < 5%,
ringsideroblasten
> 15% v.d. erytroblasten

blasten > 5% en < 20%

blasten > 20% en < 30%
of Auerse staafjes

blasten < 20%
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*  De meeste patiénten presenteren zich met anemie, sommigen echter zonder anemie
maar met granulopenie en/of trombopenie. Refractaire cytopenie zou een meer
gepaste term zijn. De WHO is hier duidelijker (zie later).

Het percentage myel oblasten bij een sterk vertegenwoordigde erytropoiese

Indien het percentage van erytroblasten meer dan 70% bedraagt, zou de diagnose van

acute myeloide leukemie niet meer gesteld kunnen worden aangezien het aantd

myeloblasten per definitie onder de 30% valt. Wanneer echter de myelopoiese uitrijpt

tot het stadium van myeloblasten/promyelocyten, lijkt de diagnose van acute leukemie

wel gerechtvaardigd.

Daarom heeft de FAB de volgende aanbevelingen gedaan:

- Bepaal eerst het absolute percentage van rode voorlopercellen

- Indien het percentage van erytroide voorlopercellen 50% of meer bedraagt, bepaalt
het percentage niet-erytroide blasten (NEC) de diagnose van AML (FAB M6) of
MDS.

Bedraagt b.v. het percentage erytroblasten 80% en het percentage van myeloblasten
10%, dan zal het percentage van myeloblasten daarna worden berekend op de NEC
(10/20 of 50%) en dient de diagnose van AML M6 te worden gesteld. Bedraagt
daarentegen het percentage myeloblasten 2% (2/20 of 10%), dan wordt de diagnose van
MDS (RAEB) gesteld. Bij de bespreking van acute leukemie is het belang van
aanvullend onderzoek naast het morfologisch onderzoek al ter sprake gekomen.
Dezelfde bedenkingen gelden bij het myelodysplastisch syndroom voor het stellen van
een precieze diagnose en bepaling van prognose. Informatie vanuit de botbiopsie is
aanvullend en van prognostisch belang (bepaling van cellulariteit, fibrose, ALIP, CD34-
positiviteit etc.). Het immunologisch onderzoek geeft nog niet dezelfde informatie als
bij acute leukemie, maar lijkt toch belangrijker te worden (% CD34 positieve cellen en
prognose, onderscheid myeloblasten, erytroblasten in botbiopsie, identificeren van
(micro)megakaryocyten (blasten) m.b.v. CD41, CD61 etc.). Het (moleculair)
cytogenetisch onderzoek is essentieel bij een onzekere diagnose van MDS (b.v.
minimale dysplastische afwijkingen), voor het herkennen van bepaalde varianten (50-
syndroom) en typen (secundaire MDS en monosomie 7), maar vooral ook voor het

prognostische belang en het voorspellen van resultaat van therapie. Ook andere
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moleculaire onderzoeken (bestuderen van mutaties aan RAS oncogen, tumor-suppressor
genen, telomerase activiteit, X-chromosoom inactivatie etc.) worden steeds belangrijker,
niet alleen vanuit pathogenetisch standpunt, maar ook voor screeningsdoeleinden in
risicogroepen, zeker indien men zich realiseert dat een morfologisch herkenbare

diagnose eigenlijk een laat evolutiestadium van MDS vertegenwoordigt.

Prognose bij MDS

De FAB heeft wel degeijk enig prognostisch belang (RA/RARS beter dan
RAEB/RAEBt). Toch blijkt uit meerdere publicaties dat de prognose van RA en RARS
sterk verschilt. Enkele jaren geleden hebben hematologen aan beide kanten van de
oceaan daarom getracht op grond van relatief eenvoudige karakteristieken te komen tot
een betere voorspelling wat betreft de kans op leukemische evolutie en overleving. Aan
bepaalde prognostische variabelen (het percentage blasten, het karyotype en de graad
van cytopenie) werden punten toegekend (zie tabel 3).

Tabel 3. International Prognostic scoring system for MDS

Score 0 0.5 1.0 15 2.0
% blasten <5 5-10 - 11-20 20-30
Karyotype*  Goed Intermediair  slecht

Cytopenie** 0-1 2-3

*Karyotype: goed=normaal, -Y, del(5q), del(20q); Slecht= complexe afwijkingen (> 3
afwijkingen) of afwijkingen chromosoom 7; intermediair=andere afwijkingen

** Cytopenie=Hb< 10 g/dl, neutrofielen< 1500/pl, trombocyten< 100x10/I

Door de toegekende punten op te tellen onderscheidt dit scoringssysteem vier
risicogroepen: laag: O punten; intermediair 1: 0.5-1; intermediair 1l: 1.5-2; en hoog
risico: >2.5 punten. Vergeleken met de FAB classificatie blijkt dit scoringssysteem in
de praktijk beter in staat de prognose (overleving en kans op leukemische ontaarding)

voor de individuele patiént te voorspellen.
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De World Health Organization (WHO) classificatie van myelodysplastische
syndromen
De hierboven besproken FAB classificatie voor myelodysplastische syndromen is
grotendeel s een beschrijvende indeling die gebruik maakt van de Romanowsky kleuring
en aangevuld wordt door een beperkt aantal andere kleuringen. Toch bleek de FAB
classificatie niet atijd in staat te zijn het klinische beloop en overleving in een bepaalde
FAB categorie consistent te voorspellen (antwoord op therapie en bereiken van
complete remissie, leukemie-vrije overleving en overleving). Andere technieken, zoals
immuun-fenotypering, en cytomoleculaire genetica waren vaak beter in staat een
uitspraak doen over de prognose.
Daarom zijn er de laatste jaren intensieve contacten geweest tussen clinici en
pathologen om deze nieuwe technieken te integreren binnen de morfologie. De nieuwe
WHO classificatie die onlangs is gepubliceerd, is het uiteindelijke resultaat van deze
integratie. Het is een voorstel en werkdocument waarvan men hoopt dat het kan rekenen
op een brede consensus aan beide kanten van de oceaan en waarvan de prognostische
waarde zich in de praktijk nu moet bewijzen. Het is met grote zekerheid te zeggen dat
deze classificatie regelmatig moet worden herwerkt gezien de snelle ontwikkelingen
binnen de moleculaire diagnostiek en het noodzakelijk valideren van deze voorstellen.
De belangrijkste verschilpunten zijn als volgt samen te vatten:
- percentage blasten voor de diagnose van acute leukemie is verlaagd naar > 20%.
Hierdoor vervalt de MDS subcategorie RAEBt
- integreren van cytomoleculaire bevindingen voor (zij het nog zeer beperkt)
myel odyspl astische syndromen
- onderscheid tussen unilineage versus multilineage dysplasie en vereiste
percentage hiervoor (MDS en acute myeloide leukemie)

integreren van de voorgeschiedenis en eventuele behandeling van patiént
Hieronder volgt een korte samenvatting van de belangrijkste voorstellen betreffende de
indeling van myelodysplastische syndromen. VVoor meer details wordt u verwezen naar
de gdlijktijdige publicaties in JCO en Annals of Oncology (1999) en de inmiddels a
weer verfijnde versie in het “blue book” (zie literatuurlijst).
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WHO classificatie voor het myel odysplastisch syndroom

De belangrijkste verschilpunten met de FAB classificatie zijn a's volgt samen te vatten:

FAB categorie RAEBt vervalt omdat de diagnose van AML nu wordt gemaakt
wanneer het percentage blasten 20% of meer bedraagt. Patiénten met MDS en
Auerse staafjes met minder dan 20% blasten worden nu geclassificeerd als RAEB-2

Beter e afspraken wanneer men een cellijn dysplastisch mag noemen (> 10% van
de cellen) en onderscheid of één of meerdere cellijnen dysplastisch ig/zijn met
herdefiniéring van RA/RARS en nieuwe categorieén RCMD/RS en MDS-U

De subcategorie RA volgens de WHO mag gesteld worden wanneer er sprakeis van
anemie en slechts de rode cellijn dysplastisch is (unilineage erythroid) met dezelfde
criteria voor het percentage blasten als in de FAB (< 1% blasten in bloed, < 1 x
10%L monocyten, < 5% blasten in beenmerg en < 15% ringsideroblasten zonder de
aanwezigheid van Auerse staafjes). Uiteraard dienen alle secundaire oorzaken te zijn
uitgesloten. Voor RARS volgens de WHO gelden dezelfde criteria als RA maar met
> 15% ringsideroblasten.

Een nieuwe categorie is toegevoegd indien er sprake is van bi- of pancytopenie en
minstens twee cellijnen dysplastisch zijn met verder dezelfde exclusiecriteria als
voor RA/RARS volgens WHO: refractaire cytopenie met multilineage dysplasie
(RCMD) en RCMD met ringsideroblasten (RCMD-RS). De rede waarom de WHO
met dit voorstel komt en dit onderscheid wenst te benadrukken, wordt ingegeven
door publicaties die een verschil hebben aangetoond in leukemische evolutie en
overleving ten nadele van de multilineage dysplasie.

Indien er sprake is van leukopenie of trombopenie en slechts één cellijn dysplastisch
is anders dan de erytroide cellijn (b.v. dysplastische granulopoiese of dysplastische
megakaryopoiese) met wederom dezelfde exclusiecriteria als voor RA/RARS, dan
spreekt men van MDS unclassified (MDS-U).

Onderverdeling RAEB op grond van percentage blasten: RAEB-1 en RAEB-2.
Het prognostisch belang van het percentage blasten wordt in dit voorstel
geapprecieerd.

In het geval van RAEB-1 is sprake van cytopenie, < 5% blasten en < 1 x 10%/L
monocyten in bloed, geen Auerse staafjes en in het beenmerg dysplasie (uni- of
multilineage) en 5-9% blasten. Voor RAEB-2 worden de volgende eisen gesteld:
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cytopenie, 5-19% blasten en <1 x 10%/L monocyten in bloed + Auerse staafjes met
in het beenmerg dysplasie, 10-19% blasten + Auerse staafjes.

Aparte categorie MDS met geisoleerde del(5q). Deze entiteit stond vroeger a
bekend als het zogenaamde “5g- syndroom”: macrocytaire anemie, meestal lichte
leukopenie, normaal tot verhoogd aantal trombocyten, de typische mono- of
bilobaire megakaryocyten en eerder gunstige prognose.

FAB categorie CMMOL wordt niet meer bij MDS ondergebracht maar in een
aparte categorie ‘MDS/MYPRO'. CMMOL presenteert zich vaak met zowel
kenmerken van myelodysplasie (ineffectieve hematopoiese) as myeloproliferatie
(verhoogd aantal |eukocyten/monocyten, vaak splenomegalie).

Cytogenetica. Patiénten met een laag percentage blasten (< 20%) en de
cytogenetische afwijkingen t(8;21), inv(16) en t(15;17) worden niet meer bij MDS
ondergebracht, maar bij AML.

Tabed 4. WHO classificatie voor MDS

Categorie Bloed Beenmerg
Refractaire anemie Anemie, < 1% blasten, geen Auerse  Dysplastische erythroide reeks,
(RA) staafjes, < 5% blasten,

< 1x10% monocyten < 15% ringsideroblasten
RA met ringsideroblasten ZieRA Zie RA, maar
(RARS) > 15% ringsideroblasten
Refractaire cytopenie met Bi- of pancytopenie, zieverder RA  Dysplasiein 2 of 3 cellijnen,
multilineage dysplasie Zieverder RA
(RCMD)
RCMD met ringsideroblasten Zie RCMD Zie RCMD,
(RCMD-RS) maar > 15% ringsideroblasten
Refactaire anemie met teveel Cytopenie, < 5% blasten, geen Uni- of multilineage dysplasie,
aan blasten-1 Auerse staafjes, 5-9% blasten, geen Auerse
(RAEB-1) < 1x10% monocyten stadfjes
Refactaire anemie met teveel  Cytopenie, 5-19% blasten, Uni- of multilineage dysplasie,
aan blasten-2 + Aueser staafjes, < 1x107I 10-19% blasten, + Auerse
(RAEB-2) monaocyten staafjes
MDS-niet verder te klasseren Cytopenie, geen of zelden blast, Unilineage dysplasie van of
(MDS-U) geen Auerse staafjes, < 1x107/ myel opoiese of

monocyten megakaryopoiese, < 5%

blasten, geen Auerse staafjes

MDS met geisoleerde del(50) Anemie, meestal normaal of Vaak verhoogd aantal

verhoogd aantal trombocyten, <5% megakaryocyten met

blasten, hypolobulaire kern, < 5%

< 1x10°/1 monocyten blasten, geen Auerse staafjes en

geisoleerde del (50)




Ik zou nogmaals willen benadrukken dat de WHO classificatie voor myel odysplastische
syndromen een voorstel is en nog niet algemeen aanvaard wordt. Wel lijkt deze
classificatie door o.a integratie van immuunfenotypering en cytomoleculaire genetica,
tegemoet te komen aan een aantal tekortkomingen van de FAB indeling. Persoonlijk
betreur ik dat chromosomale afwijkingen, met uitzondering van het 5g- syndroom, niet
zijn opgenomen in de WHO classificatie voor MDS, aangezien chromosomale
afwijkingen, tezamen met het percentage blasten, een belangrijke prognostische waarde
hebben. 1k mag voor de geinteresseerde lezer voor de problematiek rond FAB en WHO
verwijzen naar recente discussies hieromtrent in Blood.

In ons ziekenhuis wordt tot nader orde de diagnose volgens de FAB- en WHO

classificatie beide opgegeven.
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MYELOPROLIFERATIEVE ZIEKTEN; NTEUWE ONTWIKKELINGEN IN
DIAGNOSTIEK EN THERAPIE

G.J. Ossenkoppele, Afdeling Hematologie, Vrije Universiteit Medisch Centrum,
Amsterdam

AANTEKENINGEN
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MYELOABLATIVE HLA-IDENTICAL SIBLING STEM CELL TRANSPLAN-
TATION IN FIRST REMISSION ACUTE MYELOID LEUKEMIA IN YOUNG
AND MIDDLE AGED ADULTS: BENEFITSFOR WHOM? RESULTSOF A
HOVON/SAKK DONOR VERSUS NO DONOR ANALYSIS

J. J. Cornelissen, afdeling Hematol ogie, ErasmusMC-Daniél Den Hoed, Rotterdam

The HOVON-SAKK collaborative study group evaluated outcome of patients (pts) with
AML in first remission (CR1) entered in 3 consecutive studies according a donor versus
no donor comparison. Between 1987 and 2004, 2287 pts were entered in these studies
of whom 1032 pts (45%) without FAB M3 or t(15;17) were in CR1 after 2 cycles of
chemotherapy, received consolidation treatment, and were younger than 55 years of age
and therefore eligible for allo-SCT. An HLA-identical sibling donor was available for
326 pts (32%), while 599 pts (58%) lacked such a donor and information was not
available in 107 pts. Compliance with alo-SCT was 82% (268 out of 326). Cumulative
incidences of relapse were, respectively, 32% versus 59% for pts with versus those
without a donor (P<0.001). Despite more treatment related mortality (TRM) in the
donor group (21% versus 4%, P<0.001), disecase free surviva (DFS) appeared
significantly better in the donor group (48% (+ 3) versus 37% (x 2) in the no-donor
group, P<0.001). Following risk-group analysis, DFS was significantly better for pts
with a donor and an intermediate (P=0.01) or poor risk profile (P=0.003) and also better
in pts younger than 40 years of age (P<0.001). We evaluated our results and those of the
previous MRC, BGMT and EORTC studies in a meta-anaysis, which revealed a
significant benefit of 12% in overall survival (OS) by donor availability for all patients
with AML in CR1 without a favorable cytogenetic profile.
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