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1. Einleitung 1

1. Einleitung

1.1. Die Chronische lymphatische Leukimie vom B-Zelltyp
(CLL)/Charakterisierung der Erkrankung

Die CLL ist eine maligne hamatologische Erkrankung, die durch klonale Expansion von
kleinen, morphologisch reif erscheinenden B-Lymphozyten charakterisiert ist. Es handelt
sich hierbei mit einem Gesamtanteil von 30% um die hiufigste Leukdmieform im
Erwachsenenalter in Westeuropa und Nordamerika. (43) Sie stellt eine Erkrankung des
hoheren Lebensalters dar und tritt somit vor dem 4. Lebensjahrzehnt duferst selten auf.
Thre Inzidenz steigt vom 50. bis zum 80.Lebensjahr stark an (38) und zeigt ein Uberwiegen
an ménnlichen Erkrankten mit einem Verhiltnis zwischen Minnern und Frauen von ca.
2:1. (43) Die Erkrankung ist durch einen interindividuell hochst variablen klinischen
Verlauf gekennzeichnet. Wihrend ein Teil der Patienten einen nur langsam
voranschreitenden oder sogar stabilen Krankheitsverlauf zeigt und iiber viele Jahre keine
Therapie benétigt, zeigen andere Patienten eine rasche Progredienz der Erkrankung mit
frither Therapiebediirftigkeit und zum Teil rasch letalem Ausgang. (130) Im Zuge des
medizinischen Fortschritts wird die CLL heute meist in frithem, asymptomatischen
Stadium, anhand einer Analyse des peripheren Blutes diagnostiziert. Bei weiterem
Fortschreiten der Erkrankung konnen Fieber, Nachtschweill, Gewichtsverlust sowie
Leistungsminderung im Sinne einer B-Symptomatik auftreten. Héufig finden sich
Lymphknotenschwellungen, Hepatosplenomegalie und zunehmende Zytopenie mit
Anidmie und Thrombopenie. Des weiteren wird der Verlauf kompliziert durch eine
zunehmende Infektanfilligkeit mit Auftreten von lebensbedrohlichen Infektionen,
Autoimmunphénomenen wie der autoimmunhidmolytischen Anidmie oder das Auftreten
einer hochmalignen Transformation der Erkrankung. (,,Richter-Syndrom*) In der
klinischen Routine finden die Klassifkationen nach Binet (3) und Rai (105), denen vor

allem die Abschitzung der Tumorlast zu Grunde liegt, breite Anwendung.
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1.2. B-Zell Entwicklung und Somatische Hypermutation

Fiir die Aufklirung der Atiologie und der Pathomechanismen der CLL ist der Vorgang der
B-Zell-Entwicklung von zentraler Bedeutung. Das Knochenmark, indem ein GrofBteil der
B-Zell-Entwicklung stattfindet, bietet der B-Zell Entwicklung ein unentbehrliches
Mikromilieu. Die omnipotente Knochenmarkstammzelle differenziert sich iiber einen
mehrstufigen antigenunabhéngigen Prozess mit Durchlaufen der Stadien der Pro-B-Zelle
und Prid-B-Zelle zur unreifen B-Zelle. Im Pro-B-Zell-Stadium (charakterisiert durch die
Marker B 220, sowie CD19 und CD43) (1) findet als erster Schritt der Immunglobulin-
Genumlagerung die Verkniipfung von D- und J-Segment (D-J-Verkniipfung) und
anschliefend die Verkniipfung des V-Segments mit dem D-J-Segment des IgVy-Gens statt,
die das Reifungsstadium der Prd-B-Zelle charakterisiert und sich durch die Expression von
Ig, im Zytoplasma nachweisen ldsst (20, 50, 114, 115). Durch die anschlieBende
Umlagerung des Ig-Leichtkettengens entsteht die unreife B-Zelle, welche komplette
Antikorper vom Typ IgM bildet und in ihre Zellmembran integriert. (20) Im Stadium der
unreifen B-Zelle kommt es auBlerdem zur Verdnderung der Rezeptorspezifitit durch
sekundidre Umlagerung des Leichtkettenlokus (,,Rezeptor editing*) (104, 121) oder zur
Eliminierung autoreaktiver B-Zellen durch Apoptose oder Anergisierung des
entsprechenden Klons bei weiter bestehender Autoreaktivitit. (1) Nicht selbst-reaktive B-
Zellen exprimieren nach erfolgtem ,.alternativem* Splicing der Ig-Schwerketten-mRNA
sowohl IgM als auch IgD, (86) verlassen dann das Knochenmark und besiedeln als reife
naive B-Zellen die sekundiren lymphatischen Gewebe.

Diese B-Zellen, die von CD4" T-Helferzellen des lymphatischen Gewebes aktiviert
wurden, differenzieren entweder zu kurzlebigen IgM sezernierenden Plasmazellen oder
wandern als antigeninduzierte (,,primed) B-Zellen in die Primaérfollikel, wo sie
Keimzentren bilden. (20) Dabei ordnen sie sich in ein dichtes Netzwerk aus follikulidren
dendritischen Zellen (FDC-Zellen) und entwickeln sich iiber Zentroblasten zu Zentrozyten.
Diese leisten wahrscheinlich einen zentralen Beitrag zu den selektiven Vorgingen, auf
denen die immunologische Antikdrperantwort beruht (20) und gewdhrleisten den
Fremdantigenkontakt jeder eingewanderten Zelle. Im Verlauf der sogenannten
Keimzentrumsreaktion kommt es zuerst zur Affinititsreifung und danach zum
Klassenwechsel (,,class-switch®) des Immunglobulingens. Die Affinitétsreifung erfolgt
durch den Mechanismus der somatischen Hypermutation. (59) Dieser noch nicht in allen

Einzelheiten verstandene Prozess fiigt in die variablen Abschnitte des Immunglobulin-
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Schwer- und Leichtkettengens eine hohe Anzahl von Punktmutationen und seltener auch
Deletionen und Duplikationen ein (22, 59, 102, 128). Es gibt Hinweise darauf, dass die
Einfiihrung von Mutationen iiber Doppelstrangbriiche als Intermedidrprodukt und unter
Beteiligung einer fehleranfilligen DNA-Polymerase realisiert wird. (59) Die Mutationsrate
wird auf ca. 107 pro Generation geschitzt und liegt somit etwa 6 Zehnerpotenzen iiber der
Spontanmutationsrate. (2) Ein Teil der Mutationen bewirkt einen Aminosdurenaustausch
fiir das betroffene Basentriplet, (sog. ,,Replacement Mutation*) was zu einer Steigerung
oder zu einer Verminderung der Affinitit des B-Zellrezeptors gegeniiber einem
spezifischen Antigen fiihrt oder durch die Einfiihrung von Stop Codons oder
Leserahmenverschiebungen die Produktion eines funktionellen Immunglobulins erst gar
nicht moglich macht. In Abhingigkeit von der Rezeptoraffinitit existieren
Riickkopplungsmechanismen, die entweder zur Apoptose der B-Zelle oder zur weiteren
Proliferation derjenigen Zellen fiihren, deren B-Zell-Rezeptoren eine Affinitétssteigerung

erfahren haben. (2, 18, 20, 97, 108)

1.3. Vorhersage des Erkrankungsverlaufs/Prognostische

Marker bei der CLL

Der ausgeprochen heterogene klinische Verlauf mit stark variierender Prognose macht eine
Vorhersage iiber den Krankheitsverlauf des einzelnen CLL-Patienten sehr schwierig. Da
die Erkrankung mit konventionellen zytostatischen Therpieregimen bislang nicht heilbar
ist und oft langsam progredient verlduft, wird nach wie vor ein symptomorientiertes
Therapiekonzept verfolgt. Die Entscheidung iiber den Beginn einer Chemotherapie griindet
sich dabei im Wesentlichen auf die Ausprigung von Symptomen des Patienten und das
Vorhandensein von Blutbildverdnderungen. In neurer Zeit gibt es Parameter mit
prognostischer Relevanz wie die Bestimmung der Thymidinkinase (51) und des Beta,-
Mikroglobulins (29) im Serum, die Lymphozytenverdopplungszeit (94) sowie das
Knochenmarksinfiltrationsmuster (111) die Therapieentscheidungen mit beeinflussen
konnten. Durch Chromosomen-Binderungsanalysen lieBen sich bei ca. 30-50% der CLL-
Patienten chromosomale Aberrationen nachweisen. (44, 61) Durch die Entwicklung der

Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (kurz: ,,FISH-Methodik*) wurde der sensitivere
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Nachweis von Aberrationen in Interphasezellkernen mit Hilfe krankheitsspezifischer
Sonden moglich. In 82% aller CLL-Patienten lieBen sich so klonale genomische
Aberrationen nachweisen. (32, 33) Am héufigsten fanden sich Deletionen von Chromosom
13q, gefolgt von Deletionen an Chromosom 11q, der Trisomie-12q und einer Deletion an
Chromosom 17p. Es konnte fiir die Deletionen-11q und -17p in einer multivariaten
Analyse eine unabhingige prognostische Bedeutung gezeigt werden. Dabei zeigen
Patienten mit einer 17p-Deletion ein geschiitztes medianes Uberleben von 32 Monaten,
jene mit einer 11g-Deletion von 79 Monaten wohingegen Patienten mit einer 13g-Deletion
als einzige chromosomale Aberration sogar eine giinstigere Prognose aufwiesen als CLL-
Patienten mit normalem Karyotyp. (geschiitzte mediane Uberlebenszeit: 133 Monate) (31,
32, 33, 116) Weiterhin ist das Vorliegen einer 17p-Deletion mit einem schlechteren
Ansprechen der Erkrankung auf eine zytostatische Therapie assoziiert. (30, 34, 42) Uber
den molekulargenetischen Hintergrund der chromosomalen Aberrationen bei der CLL ist
wenig bekannt. Mehrere Arbeiten zeigen eine Rolle des pS3-Tumorsuppressorgens in der
Pathogenese der CLL, das im Falle der 17p-Deletion betroffen ist. (30, 34, 42)
Dariiberhinaus konnte bei einigen Patienten mit 11qg-Deletion eine Mutation im ATM-Gen
(Ataxia Teleangiectasia Mutated-Gen) gezeigt werden. (112)

Um eine nidhere Charakterisierung der Tumorzellen an Hand ihres Reifungsstadiums
durchfithren zu konnen wurde der variable Anteil des rearrangierten Immunglobulin-
Schwerkettengens (IgVy) auf das Vorhandensein somatischer Mutationen untersucht, die
durch den Vorgang der somatischen Hypermutation im Zuge der B-Zell-Entwicklung im
Keimzentrum erworben werden. Diese Analysen der IgVy-Gene bei der CLL haben
gezeigt, dass sich die Erkrankung aus 2 Subgruppen zusammensetzt. Wihrend die CLL-
Zellen bei einem Teil der Patienten unmutierte Vy-Gene tragen, finden sich bei dem
anderen Teil der Fille somatisch hypermutierte Vy-Gene. (23, 39, 52, 100) Da die CLL
frither als eine von naiven B-Zellen ausgehende Erkrankung angesehen wurde, warf die
Entdeckung von mutierten Vy-Genen die Frage auf, ob die beiden Untergruppen sich von
unterschiedlichen Vorlduferzellen, beispielsweise Prda- und Post-Keimzentrumszellen,
ableiten konnten. Neue Genexpressionsanalysen jedoch konnten zeigen, dass beiden
Subgruppen ein Expressionsmuster gemeinsam ist, das jenem von Memory-B-Zellen
(Geddchtnis-B-Zellen) #hnelt. (67, 110) Untersuchungen des Oberflichenmarkerprofils
erwiesen, dass der Phinotyp von CLL-Zellen jenem von aktivierten, antigenerfahrenen
Lymphozyten &hnelt. (24) Ebenso konnte der Vy-Gen-Mutationsstatus als einer der

aussagekriftigsten prognostischen Marker bei der CLL, mit signifikant kiirzerem
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Uberleben in der Gruppe mit unmutierten Vy-Genen, identifiziert werden. (23, 52, 73, 101)
Weiterfithrende Untersuchungen der Vy-Gen-Rearrangements fithrten zu der Erkenntnis,
dass bestimmte Vy-Gene, wie beispielsweise das Vy1-69-Gen, das Vy3-07-Gen oder das
Vy4-34-Gen bei der CLL bevorzugt umgelagert werden. (39, 52, 60, 109, 124) Bereits vor
ldngerer Zeit lies sich zeigen, dass ein Grofteil von Vy1-69-Gen-Rearrangements bei CLL-
Patienten charakteristische Merkmale gemeinsam haben, wie das Fehlen von Mutationen,
eine lange CDR3-Region und eine bevorzugte Umlagerung bestimmter D- und Jy-Gene im
Vergleich mit normalen B-Zellen. (39, 60, 65, 109, 113). Kiirzlich konnten mehrere CLL-
Subgruppen, die bestimmte Vy-Gene nutzen, mit homologen CDR-3-Regionen
charakterisiert werden, die auch eine beschrinkte Nutzung der variablen Immunoglobulin-
Leichtkette zeigen. (91, 124, 126) Diese Erkenntnisse fiihrten zu der Annahme dass
Mechanismen der Antigenselektion eine Bedeutung in der Pathogenese der CLL haben
konnten, (46, 91, 124) indem Fremdantigene oder Autoantigene die Proliferation von B-
Zellen unter Mitwirkung des B-Zell-Rezeptors stimulieren und somit das Risiko einer
malignen Transformation durch Hinzugewinn von genetischen Ldsionen wihrend der
klonalen Expansion erhohen konnten. (15) Auch die bevorzugte Umlagerung des Vy3-21-
Gens bei CLL-Patienten wurde bereits beschrieben. (122) Interessanterweise lieen sich
fir viele der Vpy-mutierten als auch der Vg-unmutierten Vy3-21-CLL-Patienten
Rearrangements mit sehr kurzen (7 Codons) und homologen CDR3-Regionen der
schweren Immunglobulinkette (HCDR3-Regionen) sowie eine vorwiegende Lambda-
Leichtkettenexpression (90%) mit bevorzugter V;2-14-Umlagerung nachweisen. Dies
spricht fiir ein gemeinsames Antigenepitop, das von dem Vy3-21-umlagernden Tumor
erkannt wird. Dariiberhinaus zeigten Patienten, deren CLL eine Vy3-21-Umlagerung
aufwies, ein kiirzeres, mit dem von VH-unmutierten Patienten vergleichbares,
Gesamtiiberleben trotz der Tatsache, dass %3 der CLL-Fille dieser Subgruppe mutierte Vy-
Gene aufwiesen. (123) Aus diesem Grund gibt es Bestrebungen die Vy3-21-CLL-
Patientengruppe hinsichtlich ihrer prognostischen Bedeutung als eigene, vom
Mutationsstatus unabhédngige Entitit, zu betrachten. Diese Erkenntnis wird weiter gestiitzt
durch das Vorliegen eines spezifischen Genexpressionsmusters, verglichen mit Vy-
mutierten und Vy-unmutierten CLL-Féllen, das kiirzlich fiir die Vy3-21-CLL-Fille gezeigt
werden konnte. (37) Wihrend die Hiufigkeit von Vy1-69-Gen-Rearrangements bei der
CLL in verschiedenen Teilen der Welt gleich erscheint, wurde die Anzahl der Vy3-21-
CLL-Fille in Schweden und GrofBbritannien hoher angegeben (85, 90, 122, 123) als bei
CLL-Patienten anderer Liander. (39, 52, 87, 92) Dieser Umstand fiihrte zu der Frage, ob es



1. Einleitung 6

sich beim Auftreten von Vy3-21-Rearrangements um ein regional begrenztes Phinomen
handelt. Eine kiirzlich durchgefiihrte Studie an Vy3-21-CLL-Féllen aus verschiedenen
Mittelmeer-Lindern konnte, wenn auch in geringerer Héufigkeit verglichen mit
entsprechenden Vorarbeiten, identische Rearrangements nachweisen. (45) In dieser Arbeit
war eine homologe CDR3-Region mit einer schlechteren Prognose assoziiert als bei
Patienten mit nicht homologer HCDR3.

Ein weiterer biologischer und moglicherweise prognostisch relevanter Marker bei der CLL
ist die Expression des CD38-Oberflichenantigens, welches unter anderem das
Aktivitdtsstadium der B-Zelle wiederspiegelt. (41) So wird eine hohe CD38-Expression
mit ungiinstiger, eine niedrige Expression hingegen mit giinstiger Prognose assoziiert. (27,
53, 58, 88) Die Bedeutung der CD38-Expression als Surrogatmarker fiir den IgVy-
Mutationsstatus sowie die Hohe des Prozentsatzes an CD38-exprimierenden Zellen, ab der
von einer CD38"-Zellpopulation gesprochen werden kann, wird kontrovers diskutiert. (23,
53, 58, 73, 120) Im Rahmen, der in jiingerer Zeit durchgefiihrten Genexpressions-Analysen
bei der CLL lieBen sich einige Gene identifizieren, die in den Gruppen mit mutierten und
den mit unmutierten Vy-Genen unterschiedlich exprimiert werden. (67, 110) Darunter
zeigte neben ca. 30 weiteren Proteinen, das Zeta-associated-protein-70 (ZAP-70), ein
Protein der Tyrosinkinase-Familie welches von T-Zellen und NK-Zellen, nicht aber von
normalen B-Zellen, exprimiert wird und eine entscheidende Rolle bei der Initiierung von
T-Zell-Signalwegen zu haben scheint, eine um den Faktor 5 hohere Expressionsrate in der
Vy-unmutierten Gruppe und erwies sich als bester Diskriminator zwischen beiden
Subgruppen (127). In mehreren jiingeren Arbeiten wurde des Weiteren eine Rolle von
ZAP-70 als unabhingiger prognostischer Faktor bei der CLL beschrieben. (21, 99, 106,
127) Die Bedeutung von ZAP-70 als Surrogatmarker des IgVy-Mutationsstatus (ZAP-
70%/Vy-unmutiert bzw. ZAP-707/Vy-mutiert) oder als unabhiingiger prognostischer Marker
bei der CLL sowie die Bedeutung von, beziiglich ZAP-70-Expression und Vy-
Mutationsstatus, diskordanten Fillen ist derzeit nicht abschlieBend geklirt. In einer jiingst
veroffentlichten Arbeit konnte nach multivariaten Analysen unter Einbeziehung von ZAP-
70 und chromosomalen Aberrationen ein Risikomodell erstellt werden, das auch ohne
Kenntnis des Vy-Mutationsstatus eine zuverldssige prognostische Abschidtzung bei CLL-

Patienten erlaubt. (75)
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1.4. Struktur des Immunglobulin-Schwerketten-Locus (Igy-
Locus)/ Mechanismus des VDJ-Rearrangements/

Hierarchischer Mechanismus der Leichtkettenexpression

Der Mechanismus des VDJ-Rearrangements stellt einen essentiellen Prozess der B-Zell
Entwicklung dar, der durch Kombination einzelner Segmente aus einer begrenzten Anzahl
von Gensegmenten ein vielfiltiges Antigenrezeptorrepertoire herstellt. Diese Vielfalt an
Antikorpern ist notig um die verschiedensten aus der Umwelt eindringenden Antigene

erkennen und beseitigen zu kdnnen (59)

1.4.1. Struktur der Immunglobuline:

Die variablen Regionen von Antikdrpern setzen sich aus zwei identischen schweren und
zwel identischen leichten Untereinheiten zusammen. (125) Die variable Region (V-
Region) bestimmt die Antigenspezifitit des Immunuglobulins, wihrend die konstante
Region (C-Region) fiir die Effektoreigenschaften des jeweiligen Antikorpers
verantwortlich ist. Das Gen fiir den variablen Teil des Antikorpers wird in unterschiedliche
Strukturbestandteile unterteilt. Zum einen die sog. ,,Framework Regions* (FRs), die fiir
strukturelle Stabilitdit der Antigenbindungsstelle verantwortlich sind und die
dreidimensionale Faltstruktur des Antkorpers aufrechterhalten, sowie zum anderen die
,Complementary Determining Regions* (CDRs), die die hypervariablen Regionen bilden,
eine extrem hohe Affinitdt zum Antigen besitzen und am meisten zur Variation zwischen
den Antikorpern beitragen. Dabei sind jeweils vier FR-Regionen im Wechsel mit 3 CDR-
Regionen innerhalb des VDJ- bzw. VJ-Rearrangements nacheinander aufgereiht. Der
Genlokus fiir die schweren Immunglobulin Ketten besteht aus einem ca. 1100kb langen
DNA-Abschnitt auf Chromosom 14q32.3. Dort sind perlschnurartig Gensegmente fiir die
drei verschiedenen Anteile der schweren Kette aneinandergereiht: Vy-Segmente (variable
heavy chain), Dy-Segmente (diversity heavy chain) und Jy-Segmente (joining heavy chain)
(105) Insgesamt sind bislang 119 potentielle Vy-Keimbahngene bekannt, die sich in sieben
Vy-Familien mit Homologien von 80% untereinander einteilen lassen. Nur bei 51 dieser
119 Vy-Gensegmente konnte bislang ein Rearrangement in vivo nachgewiesen werden. Sie
verfiigen iiber einen offenen Leserahmen ohne Stopkodons und sind somit potentiell
produktiv. (18, 89) Dariiberhinaus sind etwa 30 Dy-Segmente und 12 Jy-Segmente

identifiziert. Beide werden ebenfalls aufgrund von Strukturdhnlichkeiten in jeweils sechs



1. Einleitung 8

Familien eingeteilt. (18, 19, 89) Auf den Chromosomen 15q11.2 sowie 16p11 sind weitere
24 Vy- und einige Jy-Segmente gefunden worden, deren Umlagerung in vivo jedoch nicht

beobachtet wurde und die am ehesten Duplikationen entsprechen. (18, 89)

Heavy chain AG

AG
/\ Variable
Region
D )

C Light chain

Constant-
Region

L> Effektorfunktionen

Abb.1: Schematische Struktur des Antikorpermolekiils/Immunglobulins mit Heavy chain = schwere
Kette und Light chain = leichte Kette, sowie variablem und Kkonstantem Anteil: AG:
Antigenbindungsstelle. V: Variable Region. D: Diversity Region. J: Joining Region. C: Constant region
/konstante Region

1.4.2. Mechanismus des VDJ-Rearrangements:

Grundlage fiir den Prozess des VDIJ-Rearrangements bildet die bereits beschriebene
besondere Organisation des Immunglobulin-Schwerkettenlokus auf Chromosom 14. Aus
der Vielzahl der auf Chromosom 14q32.3 gelegenen Gensegmente wird zunéchst eines der
D-Segmente mit einem der Jy-Segmente verbunden und in einem zweiten Schritt ein Vy-
Segment an das bestehende DJy-Segment angefiigt, wodurch das VDJ-Rearrangement
entsteht. Dabel werden geleitet durch spezielle Signalsequenzen (RSS = Recombination
Signal Sequence) enzymatisch Doppelstrangbriiche eingefiihrt, die die DNA zwischen den
Schnittenden deletiert und an den Schnittenden wieder verbindet. (1, 18, 114)

Um die Effizienz und Spezifitit jeder B-Zelle fiir nur ein Antigen zu gewihrleisten, wird in
der Regel nur 1 Allel des Igy- und Igi-Locus rearrangiert. Das zweite Allel ist entweder

nicht produktiv umgelagert oder wird nur bis zum Stadium der DJ-Verkniipfung
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rearrangiert. Dieses Phinomen wird als ,,allelic exclusion bezeichnet. Die so entstandene
kombinatorische Vielfalt wird durch die Deletion von Nukleotiden durch Exonukleasen
und das zusitzliche Einfiigen von Nukleotiden im Bereich der Vy-Dy- bzw. Dy-Jy-
Verbindungsstellen durch das Enzym TdT (terminal desoxynucleotidyl transferase) weiter
erhoht. Dadurch wird ein individueller DNA-Abschnitt (Vg-N-D-N"-Jy, bzw. V[ -N-J)
gebildet, der als ,,molekularer Fingerabdruck® der jeweiligen B-Zelle interpretiert werden
kann. Entstehen im Rahmen des Prozesses Stop-Codons oder Verschiebungen des offenen
Leserahmens der D-Segmente kann kein funktionales Ig-Protein gebildet werden und im
Falle einer ebenfalls fehlerhaften zweiten unabhédngigen Umlagerung wird die B-Zelle

durch Apoptose eliminiert.

5 3
— Vi H v2 H Va (H DI D2 | Dn Cu H C& M Cx —
\

Exonuklease deletion/ D-Ju-Rearrangement
N addition (TdT)

5’ 3’

Exonuklease deletion/ Vy-DJy-Rearrangement

N addition (TdT) ﬁ
Rearrangierte DNA V1 D2 n Cu M C H Cx |—

ﬂ Transkription/ RNA-Splicing

N N

Abb. 2: Schematische Darstellung des VDJ-Rearrangement-Prinzips: V: Variable Region. D: Diversity
Region. J: Joining Region. DNA: Desoxyribonukleinsdure. VDJ: Kombinationssequenz aus Variable Region,
Diversity Region und Joining Region. C: Constant Region. TdT: Terminal desoxynucleotidyl transferase. N:
individueller DNA-Abschnitt erstellt durch die TdT-Aktivitit. D-Jy-Rearrangement: Kombinationssequenz
aus Diversity- und Joining heavy chain/Diversity- und Joining Region der Immunglobulin-Schwerkette. Vy-
DJy-Rearrangement: Kombinationssequenz aus Variable-, Diversity- und Joining Region der
Immunglobulin-Schwerkette. Die Bezeichnungen V1/2/n, D1/27n bzw Cu/d/x stehen jeweils fiir
unterschiedliche Variable-, Diversity- und Constant Regionen. 5” bzw. 3 bezeichnen die jeweiligen Enden
des DNA-Stranges.
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1.4.3. Hierarchischer Mechanismus der Leichtkettenexpression.

Etwa 60% der normalen B-Zellen exprimieren Kappa-Leichtketten (k-Leichtketten),
wihrend die restlichen Lambda-Leichtketten (A-Leichtketten) exprimieren. (72) Eine
vergleichbare Verteilung wurde auch bei CLL-Zellen gefunden. Nach dem
Rekombinationsmodell beginnt die Umlagerung des Immunoglobulin-Leichtketten (Ig;)
Locus mit dem V-Locus. (57) Ist das erste V-Gen-Rearrangement nicht-funktionell kann
es durch die Umlagerung des sog. Kappa-deletierenden-Elements (Kappa-Deleting-
Element/KDE), das sich am 3 Ende des J,~Gens befindet deletiert werden. Dieser Prozess
kann einerseits durch eine Umlagerung zwischen dem KDE und einer Rekombinations-
Signal-Sequenz (RSS) eines V-Gens erfolgen, was zu einer Deletion des gesamten V-
Rearrangements fiihrt, oder durch Umlagerung des KDE an eine J-C-Intron-RSS-Region,
wodurch das V-Gen-Rearrangement inkomplett umgelagert und somit nicht-funktionell
wird. (siehe Abb.3) (49, 68, 117, 118) Wenn die Umlagerung beider Rearrangements nicht
zu einer funktionellen Leichtkette fiihrt, wird die Umlagerung des A-Allels vorangetrieben
(57, 66, 71) Eine Umlagerung des Immunglobulin-A-Locus ist bei B-Zellen mit einem
Keimbahn-Ig-k-Locus gelegentlich beschrieben, was die Frage aufwirft ob das V-Gen-
Rearrangement unter Einbeziehung des KDE moglicherweise nicht zwingend erforderlich
ist fiir die Einleitung der V;-Gen Rekombination. (16, 17) Da ein Grofteil der Vy3-21-
Fille eine klonale A-Leichtkettenexpression mit einer iiberwiegenden Priferenz fiir ein
bestimmtes Vi -Gen zeigt, fiihrt dieser Sachverhalt zu der Frage ob die Umlagerung des
Igi-Locus auch bei den Vy3-21-CLL-Fillen auf das beschriebene abgestufte hierarchische

Rekombinationsmodell zuriickzufiithren ist.
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Germline Igx locus

. intran .
5 Vie Vie-Ji Je PS5 Enhancer  Enhancer KDE 3

| tHHH: [ e

Vi KDE

Vie/KDE Rearrangement Vi Vie—Ji Ik KDE

JkCe intron-RS5/KDE Rearangerment

- Vi gene Ck Kappa constant region } Intron RS5

|] Jigene ﬂ Kappadeleting element |] Enhancer

Abb. 3: Schematische Darstellung moglicher Rearrangements unter Einbeziehung des Kappa-
Deleting-Elements (KDE): Das Gen fiir die Variable Region der Kappa-Leichtkette des Immunglobulins
(V-Gen) kann durch 2 mogliche alternative Umlagerungen des Kappa-Deleting-Elements (KDE) inaktiviert
werden. Es kann entweder umgelagert werden a) an eine Recombination Signal Sequence (RSS), die sich in
unmittelbarer Nédhe der V,-Gen-Region befindet, wodurch das gesamte V,-Gen einschliesslich der
Schnittstelle von Variable Region und Joining Region der Kappa-Leichtkette (V J-Joining-Region) und die
Constant-Region der Kappa-Leichtkette (C) deletiert wird. Die resultierende Sequenz wird als sogenanntes
VKappa-Deleting-Element-Rearrangement (Kurz: V. KDE-Rearrangement) bezeichnet oder b) an eine
Intron-Recombination Signal Sequenz (Intron-RSS), wodurch die Cc-Region deletiert wird. Diese
umgelagerte Sequenz wird als sogenanntes J-C-Intron-Recombination-Signal-Sequence-Kappa-Deleting-
Element-Rearrangement (Kurz: J-C-Intron-RSS-KDE-Rearrangement.) bezeichnet.

In der ersten Zeile dargestellt der Keimbahn-Locus der Kappa-Leichtkette (k-Leichtkette) des
Immunglobulins (germline Ig,), darunter die beiden alternativen Kappa-Deleting-Element-Rearrangements
(KDE-Rearrangements). Links dargestellt das V.,KDE-Rearrangement. Rechts dargestellt das J,-C,-
Intron-RSS-KDE-Rearrangement. 5° bzw. 3° bezeichnen die jeweiligen Enden des DNA-Stranges.
Enhancer: Transkriptionsverstirkende Sequenz. V:Variable Region der Kappa-Leichtkette des
Immunglobulins. Ji: Joining Region der Kappa-Leichtkette des Immunglobulins. V,J,: Kombinationssequenz
aus Variable Region und Joining Region der Kappa-Leichtkette.
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1.5. Fragestellungen der Arbeit

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation sollte unter Einbeziehung der eigenen und
weiterer Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen des europdischen und nicht-europdischen
Auslands untersucht werden, ob bei CLL-Patienten mit Umlagerung des Vy3-21-Gens
(Vu3-21-CLLs) Ahnlichkeiten in der molekularen Struktur des Vy/Vi-Gen-
Rearrangements, unabhiingig von deren geographischer Herkunft vorliegen. Des Weiteren
sollte an einer sehr groBen Sammlung von Vy3-21-Fillen aus Schweden, Deutschland,
Italien, USA, Finnland und Australien durch Korrelation mit klinischen Daten die
prognostische Bedeutung der Vy3-21-Umlagerung ermittelt und durch Korrelation mit dem
Vyu-Mutationsstatus dariiber hinaus die unabhingige prognostische Bedeutung des Vy3-21-
Gens bei der CLL ermittelt werden. An einem Teil der analysierten Patienten sollte die
Bedeutung der bei der CLL relevanten prognostischen Faktoren CD38-Expression, ZAP-
70-Expression und der chromosomalen Aberrationen Deletion-17p und Deletion-11q
innerhalb des Vy3-21-Kollektivs untersucht werden. Aus der genaueren Analyse der Vy-
und Vi-Struktur und insbesondere der CDR3-Region, die somit die Charakterisierung des
B-Zell-Rezeptors erlauben, sollten Riickschliisse auf die Bedeutung dieses B-Zell-
Rezeptors in der Pathogenese der CLL gewonnen werden. In einem weiteren Schritt sollte
der Mechanismus der Umlagerung der Immunglobulin-Leichtkette untersucht werden. Mit
Hilfe der Ermittlung des KDE-Rearrangement-Status bei Vy3-21-Féllen mit Expression
einer V)-Leichtkette sollte eine Aussage iiber die Reihenfolge der Leichtkettenumlagerung
bei CLL-Patienten gewonnen werden und untersucht werden, ob Unterschiede zum

Mechanismus der Leichtkettenumlagerung bei normalen B-Zellen bestehen.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Patienten

Tumorproben von 90 CLL-Patienten mit Umlagerung des Vy3-21-Gens wurden aus
grofleren CLL-Kohorten ausgewihlt, die zum Teil bereits in fritheren Untersuchungen (66,
108, 109) der Universititskliniken Uppsala (n=17), Umea (n=7), Linkopping (n=7),
Huddinge (n=1) jeweils Schweden, Tampere/Finnland (n=3), Ulm/Deutschland (n=37),
Modena/ltalien (n=9), North Shore Manhasset/USA (n=7) und Sydney/Australien (n=2)
untersucht wurden. Das Tumormaterial wurde vorwiegend aus peripherem Blut und
Knochenmark, in wenigen Fillen auch aus Lymphknotenmaterial und Milzgewebe
gewonnen. Die Diagnose der CLL basierte auf morphologischen und
immunphinotypischen Merkmalen entsprechend den Kriterien der World Health
Organization. (WHO) (10) Die Tumorzellen exprimierten regelhaft CD5, CD19 und CD23
und zeigten eine schwache Ig-Expression. Das mediane Alter bei Diagnose war bei 62
Jahren mit einem Verhiltnis von Minnern zu Frauen von 2:1. Daten zum Uberleben waren

bei 64 der 90 Patienten verfiigbar bei einem medianen Follow-up von 51 Monaten.

2.1.2. Chemikalien und sonstige Materialien

e Amresco, Ohio, USA Formamid

e Applied Biosystems, Weiterstadt ~ Geneamp 2400/9700 PCR-System
BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit
Reaktionsgefile MicroAmp
Tamra500 Size —Standard
Loading Buffer Blue Dextran/EDTA
AbiPrism 377 DNA-Sequencer

e Beckman Coulter, Krefeld IntraPrep Fix and Perm
Antikorper CD19-ECD/Klon HD237
Antikorper CD5-PC5/Klon BL1a
Durchfluzytometer EPICS-XL-MCL
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Becton Dickinson (BD Bioscience) Einwegspritze Sml

Erembodegem-Aalst, Belgien

BD Bioscience, Heidelberg

Biochrom, Berlin

Biomol, Hamburg

BioRad, Hercules, CA, USA

Corning Inc, Corning, NY, USA

Dako, Hamburg
Eppendorf, Hamburg

Kaniile 0,7mm x 30mm

Kaniile 0,7mm x 30mm

Optilux Petrischalen 100x15mm
Falcon Tubes 50ml/ 15ml

SnapCaps 14ml

Perfusorspritze

Yeast

Trypton

FACScan DurchfluBBzytometer
Antikorper CDS FITC/Klon L17F12
Antikorper CD19 PerCP Cy 5.5/Klon SJ25C1
Antikorper CD38 PE/Klon HB-7
Antikorper CD3-PE/ Klon SK7
Antikorper CD56-PE/Klon My 31
FCS

RPMI 1640 Medium (1x)
L-Glutamin

Penicillin

Streptomycin

Antikorper ZAP-70, Klon 2F3.2

40% Acrylamide/Bis Solution 40:1
Urea

10x TBE Extended Range Buffer
Temed

Thermowell 96Well PCR Plate 200ul

Antikorper Goat-Antimouse-FITC
Thermomixer 5436

8-Kanal Pipette

Zentrifuge 5415

Reaktionsgefile 1,5ml/2ml

Rnase Inhibitor
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e FEuroBio, Les Ulis, Frankreich
e Fluka, Bachs, Schweiz
® GibcoBRL, Eggenstein

e Heraeus, Hanau

¢ Heidolph

¢ Invitrogen, Groningen, Niederlande

e Invitrogen Corp., Carlsbad
California, USA

¢ Invitrogen Paisley, UK

e ] T. Baker, Deventer, Niederlande

¢ Kimberley-Clark

e Kilohn, Las Vegas, USA

e Kottermann Labortechnik,

Vetze-Hiinsingen

e [ MS Labortechnik, Rosenheim

e Mallinckrodt Baker B.V.,

Deventer, Niederlande

o Merck, Darmstadt

e Nalgene Nunc Intl,
Rochester, NY, USA

15

Ethidiumbromid

Chloroform

1kb-DNA Ladder
BluelJuice-Gel-Loading-Buffer
PBS

Heraeus Biofuge Pico
Brutschrank
Heraeus Minifuge T

Biofuge Fresco
Reax 2000 Vortexer

TOPO TA Kloning Kit

Moloney murine leukemia virus reverse
Transkriptase

Platinum®Taq
10x PCR Rxn Buffer
NaCl

Kimwipes light
8-Kanalpipette

Wasserbad

Gelkammer

Natriumcitrat

Isopropanol

DMSO

Sterilfilter



2.Material und Methoden

Neuberger, Freiburg

New Brunswick Scientific,
Edison, NJ, USA
Ortho-Clinical Diagnostics,

Neckargmiind

peqlab Biotechnologie Gmbh,

Erlangen

Pharma Biotech LKB Biochrom,
England

Qiagen, Hilden

Roche, Mannheim

Savant, Framingdale, NY, USA

Sigma Aldrich, Steinheim

Stratagene, La Jolla, CA, USA

Vakuumpumpe

Riittler

BSA

peqGold TriFast

Photometer Ultrospec III

10x PCR-Puffer

HotStar Taq Polymerase

Qiaprep 8 Mini Kit
Vacuumkammer QIAvac 6s
QIAquick 8 PCR Purification Kit
DyeEx 96 Kit

Desoxyribonucleotide Triphosphate
Set PCR Grade

Kanamycin

H,0d

Vacuumzentrifuge

Bacteriological Agar
Ethanol 100%
Agarose

Ammoniumpersulfat

Eagle Eye 11

16
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2.1.3. Hiufig verwendete Puffer und Lésungen

e L[B-Medium
10¢g Trypton
5¢g Yeast
10g NaCl
ad 1000 ml H,0d

e Polyacrylamidgel 4,5%

45 ml 40% Acrylamide/Bis
Solution 40:1

40 ml 10x TBE

144 ¢ Harnstoff

200 ml H,0d

e TAE 50x Stammlosung

242 ¢ Trisbase

57,1 ml Eisessig

100 ml EDTA 0,5 M., pH 8,0
ad 1000 ml H,Od

2.2. DNA-Priaparation

2.2.1 DNA/RNA-Gewinnung

Als Ausgangsmaterial der DNA-Préparation dienen Zellpellets mit einem Zellgehalt von
1x107-2x10" Zellen. Die mononukledren Zellen werden durch Ficoll Dichtegradient-
Zentrifugation aus Vollblut extrahiert und bei —20°C asserviert. Die eigentliche Priparation
der DNA wird mit Hilfe des peqGold TriFast-Systems® (peqlab Biotechnologie) nach dem
angegebenen Standardprotokoll des Herstellers durchgefiihrt. Zur Quantifizierung des
DNA-Gehalts der Probe wird die DNA-Konzentration photometrisch bestimmt.
Abschlielend werden Arbeitslosungen mit einer Konzentration von 200 ng/ul erstellt und
um die DNA auf Thren Degradationszustand zu priifen eine Agarosegel-Elektrophorese

(néher erldutert in 2.3.5.) durchgefiihrt.
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2.2.2 cDNA-Herstellung

1 ug RNA wird in cDNA revers-transkribiert mittels 200 Einheiten der Moloney murine
leukemia virus reversen Transkriptase (Invitrogen Corp, Carlsbad, California, USA) 1
Einheit des Rnase Inhibitors (Eppendorf, Hamburg, Deutschland) und 20 pmol des Oligo
dT Primers. Die Reagenzien werden bei 42°C fiir 1 Stunde inkubiert, fiir 10 Minuten auf
65°C erhitzt um die Reaktion zu beenden und anschliessend auf das Endvolumen von 100

pl verdiinnt.

2.3. DNA-Amplifikation der VDJ-Schwerkette mittels der
Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

2.3.1 Reaktionsprinzip

Die Polymerasekettenreaktion stellt eine Methode dar, mit deren Hilfe spezifische DNA-
Abschnitte in vitro fiir weiterfiihrende Analysen amplifiziert werden konnen. Das Prinzip
der PCR beruht auf einem dreiteiligen Reaktionszyklus unter Verwendung einer
thermostabilen DNA-Polymerase aus dem Bakterium Thermophilus aquaticus. Der
Reaktionszyklus beginnt mit der Denaturierung der DNA-Doppelstringe bei 95°C. Um die
spezifischen Oligonukleotide mit der DNA zu hybridisieren (Annealing) wird die
Temperatur in einem zweiten Schritt auf 65°C abgesenkt. Die Oligonukleotide sind so
gewdhlt, daf} sie sich jeweils komplementidr zum 5”-bzw. 3°-Ende des zu amplifizierenden
DNA-Abschnitts verhalten. Durch den Einsatz spezifischer Oligonukleotide kann so ein
bestimmter DN A-Abschnitt bekannter Sequenz amplifiziert werden. Diese Oligonukleotide
dienen als Primer der thermostabilen DNA-Polymerase, (HotStarTaq®, Fa. Qiagen) welche
durch Anheben der Temperatur in Schritt 3 der PCR auf 72°C optimale
Reaktionsbedingungen zur Synthese des jeweils komplementidren DNA-Strangs vorfindet.
(Elongation) Nachdem alle Reaktionszyklen durchlaufen sind, wird ein abschlieBender
Extension-Schritt von 10 Minuten bei 72°C angeschlossen. Die zur Synthese der DNA-
Abschnitte notigen Desoxyribonukleotidtriphosphate werden bei Reaktionsbeginn in

dquimolarem Verhiltnis zugesetzt.
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2.3.2. Oligonukleotid-Struktur

Da bei den VDJ-Rearrangements der Immunglobuline verschiedene Vy-Familien
existieren, werden zur Amplifikation des VDJ-Rearrangements 6 familienspezifische 5°-
Vy-Primer verwendet. Die 5°-Vy Primer binden in der Framework I Region des Vy-Gens.
Fiir die nachfolgenden GeneScan-Analysen werden die Primer mit Fluoreszenzfarbstoffen
markiert. Die Primer der Familien Vyl, Vi3, Vg4 bzw. V2, Vg5, Vg6 werden dabei
jeweils mit drei unterschiedlichen Farbstoffen (FAM, TET und HEX) markiert. Als 3’-
Primer werden Oligonukleotide verwendet, die in der Joining Region (Jy-Region) des
VDIJ-Rearrangements binden. Da auch hier mehrere Jy-Familien existieren, miissen
mehrere verschiedene Jy-Primer eingesetzt werden: Ein Primer fiir Jy3, ein Primer fiir Jy6
und ein Konsensus Primer, der an die Familien Jyl, 2, 4 und 5 wegen deren grof3er
Ubereinstimmung gleichermaBen spezifisch bindet, werden verwendet. Da durch den
Einsatz der Vy-Framework-Primer die ersten Codons der FR1-Region des Vy-Gens nicht
amplifiziert werden konnen, konnen alternativ familienspezifische 5”-Vy-Leader-Region-
Primer eingesetzt werden, die es erlauben das gesamte Vy-Gen zu amplifizieren. Diese
liefern jedoch nicht in allen Fillen ein verwertbares Amplifikat, weshalb sowohl
Framework- als auch Leader-Region-Primer zum Einsatz kommen. (79) In 9 Fiéllen wurde
das Vy-Gen-Rearrangement mittels Framework-Region 2 Primern und entsprechenden Jy-

Consensus Primern amplifiziert. (28)

Al

Leader-Reg.

5’-Leaderregion
Primer

5’-Framework
Primer
L4
FR1 CDR 1 FR 2 CDR 2 FR3

CDR 3

I
37-Jy-Primer

Abbildung 4: Angriffsort der Framework-Primer der variablen Region der Immunglobulin-
Schwerkette (Vyg-Framework-Primer) und Leader-Region-Primer: Veranschaulichung des Prinzips
der Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction/PCR). Schematisch dargestellt ist das
rearrangierte Immunglobulin-Schwerkettengen. FR: Framework Region 1-3. CDR: Complementary
Determining Region 1-3. Leader-Reg.: Leader-Region. Als Pfeile dargestellt die Primer mit Angriffspunkt
am 3’- bzw. 5”-Ende der zu amplifizierenden Sequenz.
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Die verwendeten Oligonukleotide werden von der Firma Biospring in lyophilisierter Form

bezogen und fiir die PCR mit H,Od auf eine Konzentration von 10 uM eingestellt.

2.3.2.1.a Sequenzen der 5 -Vy-Framework I Primer (79):
o Vul/7: 5"- FAM-CCTCAGTGAAGGTYTCCTGCAAGGC
o Vu2: 5-FAM-GTCCTGCGCTGGTGAAACCCACACA
o Vu3: 5-TET-GGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAG
o Vyu4: 5-HEX-GACCCTGTCCCTCACCTGCRCTGTC
* Vu5: 5-HEX-AAAAAGCCCGGGGAGTCTCTGARGA
o Vyub6: 5-TET-ACCTGTGCCATCTCCGGGGACAGTG

2.3.2.1.b Sequenzen der 5 -Vy-Framework 2 Primer (28):
e VuFR2.1: 5-TGGGTGCGACAGGCCCCTGG
e VuFR2.2: 5"-TGGATCCGTCAGCCCCCAGG
e VuFR2.3: 5-TGGGTCCGCCAGGCTCCAGG
e VuFR2.4: 5-TGG RTCCGSCAGCCCCCAGG
e VuFR2.5: 5-TGGGTGCGCCAGATGCCCGG
e VuFR2.6: 5"-TGGATCAGGCAGTCCCCATCG

2.3.2.2. Sequenzen der 3 "-Jy-Primer (79)
o Jul,2,4,5: 5-GGTGACCAGGGTBCCYTGGCC
o Ju3: 5-AGTGACCAGGGTGCCACGGCC
e Ju6: 5"-GGTGACCGTGGTCCCTTGCC

2.3.2.3. Sequenzen der 5 -Vy-Leaderregion Primer (8, 39):
o VyuLl: 5-ATGGACTGGACCTGGAGG
o VyulL2: 5-CACRCTCCTGCTGCTGACCA
e VyuL3a: 5-GCTGGGTTTTCCTTGTTGC
e VuL3b: 5-ATGGAGTTKGGRCTGAGCTG
e Vyl4-1dr: 5"-ATGAAACACCTGTGGTTCTT
e VyuL5: 5-CTCCTCCTGGCTGTTCTCC
o VyuL6: 5"-CTGTCTCCTTCCTCATCTTCC




2.Material und Methoden 21

2.3.3. Durchfiihrung der PCR zur Amplifikation des VDJ-Rearrangements

(Multiplex-PCR der fluoreszenzmarkierten Framework-Primer)

2.3.3.1. Multiplex-PCR zur Amplifikation des VDJ-Rearrangements mit

fluoreszenzmarkierten Framework-Primern

Pro Patient miissen 2 PCR-Reaktionsansitze hergestellt werden. Dabei enthilt jeder
Reaktionsansatz dANTP’s, 10x PCR Puffer, HotStarTag® DNA-Polymerase und H,Od
sowie einen dquimolaren Mix aus den Primern Jy3, Jy6 und Jy1,2,4,5 (37-Jy-Mix) in einer
Konzentration von 10 uM. Zusitzlich enthélt der erste Ansatz einen dquimolaren Primer-
Mix der Vy Familien 1, 3 und 4 wihrend der zweite Ansatz einen dquimolaren Primer-Mix
der Vy Familien 2, 5 und 6 enthilt. Diese Vy-Primer binden in der Framework Region 1
und sind mit fiir jede der 3 Vy-Familien unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen markiert.
Mit Hilfe des GeneScan® Systems, das den an ein PCR-Produkt gebundenen spezifischen
Farbstoff detektiert (Kapazitit: Detektion von 3 Farbstoffen: HEX, TET, FAM) wird die
spezifische Vpy-Familie des jeweiligen Patienten ermittelt. So kann die Zahl der
Reaktionsansitze, die zur Sequenzierung des VDJ-Rearrangements eines Patienten mit
unbekannter Vy-Familie notig ist, von 6 auf 2 pro Patient gesenkt werden. Um
Kontaminationen der Reaktionsansidtze mit DNA  auszuschlieBen, werden
Negativkontrollen mitgefiihrt. Die Patienten-DNA wird in einer Menge von 400 ng jeweils

zum Reaktionsansatz hinzupipettiert. (Gesamtvolumen pro Reaktionsansatz von 50 pl.)
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Tabelle 1: Pipettierschema der Vy-Framework PCR. PCR: Polymerase-Kettenreaktion. Vy: Variable Region
der Immunglobulin-Schwerkette. DNA: Desoxyribonukleinsdure. dNTP’s: Desoxynukleotidtriphosphate.
H,0d: destilliertes Wasser. pl: Mikroliter. uM: Mikromolar. ng/ul: Nanogramm/Mikroliter. Vy 1,3,4 bzw.
2,5,6-Mix: Mix der Primer 1,3 und 4 bzw. 2,5 und 6 mit Angriffspunkt in der Variablen Region der
Immunglobulin-Schwerkette. 37 Jy-Mix: Mix der Primer mit Angriffspunkt in der Joining Region der

Immunglobulin-Schwerkette am 3°-Ende. ng/ul: Nanogramm/Mikroliter.

aquaticus Polymerase.

Taqg-Polymerase: Thermophilus

Vy-Familien Vy-Familien Negativkontrolle Negativkontrolle

1,34 2,5,6 Vyu 1,34 Vi 2,5,6

dNTP’s [25 uM] 0,5 pl 0,5 pl 0,5 ul 0,5 ul

10x PCR-Puffer 5 ul 5 ul 5 ul 5 ul
Vu 1,3;141\-/[1\]/[ix [10 1l B 1 ul .

Vu 2,5;161\—/[1\]/Iix [10 _ 1 ul - I

3[1{;*:\1’\[/};‘ 1 pl 1 pl 1 1 ul

PT ;‘;Elgie 0,25 ul 0,25 ul 0,25 ul 0,25 ul

H,0d 40,25 pl 40,25 pl 42,25 ul 42,25 ul
Temgg/lltﬁ ][200 2l 2l ) )

Die hitzestabile HotStarTaq®-Polymerase benétigt einen Aktivationsschritt von 15

Minuten bei 95°C, der dem Reaktionszyklus vorgeschaltet ist.

Tabelle 2: PCR-Protokoll der Vy-Framework PCR. PCR: Polymerase-Kettenreaktion. Vy: Variable Region
der Immunglobulin-Schwerkette. Min.: Minuten. Sek.: Sekunden

95°C 15 Min. Aktivierung

95°C 45 Sek.

65°C 1 Min. 35 Zyklen

72°C 1 Min. 30 Sek.

72°C 10 Min. Extension
4°C unbegrenzt Lagerung

2.3.3.2. PCR zur Amplifikation des VDJ-Rearrangements mit Leader-Region-Primern

Zur Analyse des kompletten Vy-Gens wird das VDJ-Rearrangement des jeweiligen
Patienten unter Verwendung von 5°-Vy-Leader-Region-Primern verifiziert. Da die vom
Patienten umgelagerte Vy-Familie durch den GeneScan® identifiziert ist, kann der
familienspezifische 5°-Vy-Leader Region Primer zusammen mit den 3°-Jy-Primer als ,,3"-

Ju-Mix* eingesetzt werden.
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Tabelle 3: Pipettierschema Vy-Leader-Region PCR. PCR: Polymerase-Kettenreaktion. Vy: Variable Region
der Immunglobulin-Schwerkette. dNTP’s: Desoxynukleotidtriphosphate. pl: Mikroliter. pM: Mikromolar.
Vy 1,3,4-Mix: Mix der Primer 1,3 und 4 mit Angriffspunkt in der Variablen Region der Immunglobulin-
Schwerkette. 37 Jg-Mix: Mix der Primer mit Angriffspunkt in der Joining Region der Immunglobulin-
Schwerkette. H,Od: destilliertes Wasser. ng/ul: Nanogramm/Mikroliter. DNA: Desoxyribonukleinsiure. Vy-
Lead.-Reg.-Primer: Vy-Leader-Region-Primer. Tag-Polymerase: Thermophilus aquaticus Polymerase.

Patientenprobe Negativkontrolle

dNTP’s [25 uM] 0,5 ul 0,5 ul

10x PCR-Puffer 5 ul 5 ul
5'Vy-Lead.-Reg.-

Primer [10 uM] 1 ul 1yl
familienspezifisch

37 Jy-Mix [10 pM] 1 upl 1 ul

Taq DNA-Polymerase 0,25 ul 0,25 ul

H,0d 40,25 pl 42,25 ul

Template (200 ng) 2 ul -

Tabelle 4: PCR-Protokoll fiir die Amplfikation des VDJ-Rearrangements mittels Leader-Region-Primer.
PCR: Polymerase-Kettenreaktion. VDJ-Rearrangement: Rearrangement der Kombinationssequenz aus
Variable-, Diversity- und Joining Region der Immunglobulin-Schwerkette. Min.: Minuten. Sek.: Sekunden.

95°C 15 Min. Aktivierung

95°C 45 Sek.

60°C 1 Min. 38 Zyklen

72°C 1 Min. 30 Sek.

72°C 10 Min. Extension
4°C unbegrenzt Lagerung

2.3.4. DNA-Amplifikation der VJ-Leichtkette mittels Polymerasekettenreaktion

(39,46, 71,78, 83, 123)

Die Sequenzierung der Leichtketten wird mit genomischer DNA oder cDNA (2 pl) unter
Verwendung der V;- und V,-Leader-Region-Primer zusammen mit den entsprechenden J-
Konsensus Primern durchgefiihrt. Zur Amplifikation des V-Rearrangements werden die
V-Primer 1-4 jeweils einzeln zusammen mit einem 5°-J-Primer-Mix aus den Primern fiir
J1,2,4 + 1,3 + J 5 eingesetzt. Zur Amplifikation des V)-Rearrangments werden die V;-
Primer zusammen mit einem 5°-J;-Primer-Mix aus den Primern fiir J1 + J32,3 + J36,7
eingesetzt. Dabei werden die V)-Primer V;3a + V,3b sowie V,7 + V38 jeweils in einem
gemeinsamen Reaktionsansatz verwendet. Die restlichen V)-Primer werden jeweils einzeln

eingesetzt. Fiir die V),-PCR wird in einem Reaktionsansatz 200 ng DNA, 0,2 mM von
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jedem dANTP, 2,5 mM MgCl,, jeweils 0,125 uM des entsprechenden Primers, 10x PCR
Rxn Puffer (Invitrogen) und 2,5 U Platinum®Taq (Invitrogen Paisley, United Kingdom)
zugesetzt, mit H,O auf 50 pl aufgefiillt und nach folgendem PCR-Schema amplifiziert:

Tabelle 5: PCR-Protokoll fiir die Amplifikation des V;J;-Rearrangements. PCR: Polymerase-Kettenreaktion.
VyJy-Rearrangement: Rearrangement der Kombinationssequenz aus Variable Region und Joining Region der
Lambda-Leichtkette des Immunglobulins. Min.: Minuten. Sek.: Sekunden.

95°C 2 Min.

95°C 30 Sek.

61°C 30 Sek. 40 Zyklen

72°C 30 Sek.

72°C 5 Min. Extension
4°C unbegrenzt Lagerung

Der Reaktionsansatz der V;-PCR wird nach folgendem Schema pipettiert:

Tabelle 6: Pipettierschema der V;-PCR. PCR: Polymerase-Kettenreaktion. V,: Variable Region der Lambda-
Leichtkette. INTP’s: Desoxynukleotidtriphosphate. V;-Primer-Mix: Mix der Primer fiir die Variable Region
der Lambda-Leichtkette des Immunglobulins. 5°-J;-Primer-Mix: Mix der 5°-Primer fiir die Joining Region
der Lambda-Leichtkette des Immunglobulins. MgCl,: Magnesiumchlorid. Taq-Polymerase: Thermophilus
aquaticus Polymerase. DNA: Desoxyribonukleinsidure. ng/ul: Nanogramm/Mikroliter. H,Od: destilliertes
Wasser. U: units/Einheiten. uM: mikromolar. mM:millimolar

Konzentration ul/Reaktion

dNTP’s 200,00 uM 5
10x PCR buffer 1x 5
Jeweiliger V;-Primer-Mix 0,125 uM 2
57-J,-Primer-Mix 0,125 uM 2
MgCl, 25 mM 3
Taqg-Polymerase 25 U 0,5
DNA (200ng/ul) 1
H,Od 31,5

50

Fiir die V(-PCR werden in einem 50 pl Reaktionsansatz 200 ng DNA, 0,2 mM von jedem
dNTP, 2,0 mM MgCl,, 2,5U Platinum®Taq, jeweils 0,125 uM des entsprechenden Primers
und 10x PCR Rxn Puffer (Invitrogen) zugesetzt, mit H,O auf 50 pl aufgefiillt und nach
folgendem PCR-Schema amplifiziert:
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Tabelle 7: PCR-Protokoll fiir die Amplfikation des VJ¢-Rearrangements. VJ,-Rearrangement:
Rearrangement der Kombinationssequenz aus Variable Region und Joining Region der Kappa-Leichtkette.
Min.: Minuten. Sek.: Sekunden.

95°C 2 Min.

65°C 1 Min. 1x intial
72°C 1 Min.

95°C 30 Sek.

61°C 30 Sek. 40 Zyklen
72°C 45 Sek.

72°C 5 Min. Extension

4°C unbegrenzt Lagerung

Der Reaktionsansatz fiir die V-PCR wird nach folgendem Schema pipettiert:

Tabelle 8: Pipettierschema der V,-PCR. In Klammern aufgefiihrt der Kappa-Deleting-Element-Primer
(KDE-Primer) der zur Amplifizierung eines V.KDE-Rearrangements in gleicher Reaktion eingesetzt wird.
(siehe 2.8./Tabelle 15) V .KDE-Rearrangement: Kombinationssequenz aus Variable Region der Kappa-
Leichtkette und Kappa-Deleting-Element. PCR: Polymerase-Kettenreaktion. V,: Variable Region der Kappa-
Leichtkette. dNTP’s: Desoxynukleotidtriphosphate. V-Primer: Primer fiir die Variable Region der Kappa-
Leichtkette des Immunglobulins. 5°-J-Primer-Mix: Mix der 5°-Primer fiir die Joining Region der Kappa-
Leichtkette des Immunglobulins. MgCl,: Magnesiumchlorid. Taqg-Polymerase: Thermophilus aquaticus
Polymerase. DNA: Desoxyribonukleinsiure. ng/ul: Nanogramm/Mikroliter. H,Od: destilliertes Wasser. U:
units/Einheiten. uM: mikromolar. mM: millimolar

Konzentration ul/Reaktion

dNTP’s 200,00 uM 5
10x PCR buffer 1x 5
MgCl, 2,0 mM 2
Jeweiliger V. -Primer 0,125 uM 2
57-J ~Primer Mix 0,125 uM 2
(KDE-Primer) (0,125 uM) 2)
Taq-Polymerase 25 U 0,5
DNA (200ng/ul) 1
H,0 30,5

50

Folgende Primer werden zur Amplifikation der Immunglobulin-Leichtketten verwendet:

2.3.4.1: Sequenzen der V -Primer (77)
e V.l: 5-GACATCCRGWTGACCCAGTCTCCWTC
e V.2:5-CAGWCTCCACTCTCCCTGYCCGTCA
¢ V.3:5-TCTCCATGSCACCCTGTCTKTGTCTC
e V4 5-AGACTCCCTGGCTGTGTCTCTGGGC
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2.3.4.2: Sequenzen der J-Konsensus-Primer (77)

o J1,2,4:5-ACTCACGTT TGATYTCCASCTTGGTCC

o J3:5-GTACTTACGTTTGATATCCACTTTGGTCC

e J5:5-GCTTACGTTTAATCTCCAGTCGTGTCC
2.3.4.3: Sequenzen der V,-Primer (78)

e Vyl: 5-GGTCCTGGGCCCAGTCTGTG

e V,2: 5-CAGTCTGCCCTGACTCAGCCT

e V,3a: 5-CTCAGCCACCCTCAGTGTCCGT

e V,3b: 5-CTCAGCCACCCTCGGTGTCAGT

o V4:5-TTTCTTCTGAGCTGACTCAGGAC

e V,6: 5-GAGTCTCCGGGGAAGACGGTA

e V)7: 5"-GTGGTGACTCAGGAGCCCTCAC

o V,8:5-ACTGTGGTGACCCAGGAGCCA

e V,9: 5-GCTGACTCAGCCACCTTCTGCA

2.3.4.3: Sequenzen der J,-Konsensus-Primer: (78)
e J,1: 5-GCCACTTACCTAGGACGGTGAC
e J,2,3:5-GAAGAGACTCACCTAGGACGGTC
e J,6,7:5-GGAGACTCACCGAGGACGGTC

2.3.5. Optische Auswertung der PCR durch Agarose-Gel-Elektrophorese

Durch die Agarose-Gel-Elektrophorese gelingt die Auftrennung von DNA-Fragmenten
nach deren Lidnge im elektrischen Feld. Die Wanderungsgeschwindigkeit verhilt sich
dabei indirekt proportional zur MolekiilgroBe des jeweiligen DNA-Fragments. Der
Nachweis der Vy-Amplifikate erfolgt in einem 1,5%-igen Agarosegel bei einer iiber 30
Minuten angelegten Spannung von 115 Volt. Dabei werden 10 ul des PCR-Produktes mit 2
ul Blueluice-Gel-Loading-Buffer gemischt und in die Ladetaschen des Agarosegels
tiberfiihrt. Die GroBenabschidtzung der DNA-Fragmente gelingt durch Vergleich mit dem
in einer separaten Ladetasche mitgefiihrten Lingenstandard. (100 bp DNA-Ladder, Fa.
Gibco® BRL) Nach Anfarbung mit Ethidiumbromid werden die DNA-Fragmente unter
UV-Licht sichtbar und kénnen mit Hilfe des EagleEye®-Systems abgefilmt, ausgedruckt
und ausgewertet werden. Bei einer sichtbaren Bande im Agarosegel und gleichzeitigem
Fehlen einer Bande fiir die Negativkontrolle wird das DNA-Amplifikat der GeneScan®-

Analyse unterzogen.
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2.4. GeneScan® Analyse

2.4.1 Erliduterung des methodischen Prinzips

Durch Fluoreszenzmarkierung, der zur Amplifikation eines PCR-Produkts notigen Primer,
gelingt die Differenzierung der zu analysierenden Produkte. Bei der GeneScan® Analyse
wandern die PCR-Produkte durch ein hochauflosendes Polyacrylamidgel. (PA-Gel) Die
Wanderungsgeschwindigkeit verhélt sich umgekehrt proportional zur Molekiilgroe des
PCR-Amplifikates. Nach Durchlaufen einer definierten Strecke im PA-Gel werden die an
das PCR-Produkt gebundenen Fluoreszenzfarbstoffe von einem Argonionenlaser angeregt.
Das zuriickgestrahlte Fluoreszenzlichtsignal bestimmter Wellenldnge wird dann von einer
CCD-Kamera detektiert und iiber die spezielle GeneScan® Software in einen Peak
bestimmter Farbe iibersetzt. Die Methode erlaubt die Bestimmung der Linge eines
bestimmten PCR-Produkts sowie eine Abschidtzung der Menge eines PCR-Produktes in
einem gegebenen Ansatz. Da fiir die GeneScan® Analyse mehrere verschiedene
Fluoreszenzfarbstoffe zur Verfiigung stehen, konnen dariiberhinaus mehrere PCR-Produkte

anhand unterschiedlicher Fluoreszenzsignale differenziert werden.
2.4.2. Durchfiihrung der GeneScan® Analyse

Die GeneScan®-Analysen werden mit dem AbiPrism®-DNA-Sequenzer 377 nach den
Protokollvorgaben von AbiPrism® durchgefiihrt. Die PCR-Proben durchwandern im
elektrischen Feld ein 4,5%-iges Polyacrylamidgel. Zur Herstellung des Gels werden 45 ml
40% Acrylamide/Bis Solution 40:1, 40 ml 10x TBE, 144 g Harnstoff und 200 ml H,Od

vermischt, durch ein Vakuumfiltersystem entgast und nach Zugabe von 350 ul APS und 25
ul TEMED zur Polymerisation gebracht. 25 ml dieser Mischlosung werden umgehend mit
einer Perfusorspritze iiber einen speziellen Aufsatz zwischen zwei 36 cm lange, mit
Abstandshaltern versehene, Glasplatten gegossen. Nach etwa 2 Stunden ist das Gemisch
zwischen den Platten auspolymerisiert und die zu analysierenden PCR-Produkte konnen
auf das Gel aufgetragen werden. Die Einstellung des AbiPrism®-377-DNA-Sequenzers
miissen fiir die GeneScan®—Analysen angepasst werden. Folgende Run-Module werden
dabei gewihlt. Plate Check: Modul ,,Plate-Check E*, PreRun: Modul ,,PR36E-2400“, Run:
Modul ,,36E-2400. 1 ul des zu analysierenden PCR-Produkts wird in 1,5 ul Formamid, 1
ul TAMRA-Lingenstandard sowie 1 ul LB (Loading Buffer) aufgenommen. Dieser 4,5 ul
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beinhaltende Reaktionsansatz wird dann fiir fiinf Minuten bei 95°C denaturiert. 1 pl

wiederum wird dann iiber einen speziellen Kamm auf das PA-Gel aufgetragen.

2.4.3 Auswertung der GeneScan® Analyse

Jeder der drei in einem Ansatz verwendeten Vy-Primer (Vyl, Vi3 und Vg4 bzw. Vg 2,VyS
und Vy6) ist mit einem anderen Fluoreszenzfarbstoff markiert und fluoresziert mit Licht
anderer Wellenldnge. Die Zuordnung von Primer und Farbstoff ist in Abb.S und Tab.9
ersichtlich. So kann aus der Wellenlidnge des detektierten Fluoreszenzsignal der spezifische
Vy-Primer und somit die Vy-Familie des CLL-Patienten ermittelt werden. Da drei
Fluoreszenzfarbstoffe von der CCD-Kamera erkannt werden, lassen sich maximal drei Vy-

Primer in einem PCR-Ansatz poolen.

Laser

|
V4/5DJ-GBD

V1/V2
Vv
V]/QDJ-GBD

CCD-Kamera

| AMP |

TET-FS —| V3/V6 >;

| 4
V}/GDJ -Gen

Abb. 5: Prinzip der GeneScan® Analyse: HEX/FAM/TET = Eigenname des jeweiligen Farbstoff (FS) zur
Markierung der Amplifikate (=graue Pfeile). Template = weisses Rechteck. Farbige Pfeile = vom angeregten
Farbstoff zuriickgestrahltes Licht einer bestimmten Wellenlidnge, dass von der CCD-Kamera detektiert wird.
Zuordnung: HEX-FS an V4 bzw. V5. FAM-FS an V1 bzw. V2 und TET-FS an V3 bzw. V6.
AMP .=Amplifikat. CCD-Kamera: Charge Coupled Device Kamera. V: Variable Region der Immunglobulin-
Schwerkette jeweils nach Familienzugehorigkeit bezeichnet mit 1-6.

Tabelle 9: Markierung der Primer mit Genescan-Fluoreszenzfarbstoffen. Vy: Variable Region der
Immunglobulin-Schwerkette jeweils nach Familienzugehdorigkeit bezeichnet mit 1-7.

Primer Fluoreszenzfarbstoff Farbsignal im Genescan
Vul/7 bzw. V2 FAM Blau
Vi3 bzw. Vy45 TET Griin
V4 bzw. V6 HEX Schwarz

Je nach detektiertem Lichtsignal kann auf den Primer geschlossen werden, der zur
Produktbildung in der PCR gefiihrt hatte. Zur Kontrolle der Fragmentgrofle dient der

Vergleich mit dem in jeder Probe mitgefiihrten Langenstandard. Aus der Signalintensitét
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des detektierten Fluoreszenzsignals kann des Weiteren die Menge an markiertem PCR-

Produkt abgeschitzt werden.

2.5. Klonierung von PCR-Produkten

2.5.1 Methodisches Prinzip der Klonierung

Patientenproben, die bei der GeneScan Analyse mehr als ein PCR-Produkt fiir eine Vy-
Familie zeigen und bei denen die direkte Sequenzierung des vom Tumorklon umgelagerten
Vu-Rearrangements nicht gelingt, werden durch Klonierungsexperimente weiter
untersucht. Die Klonierungsexperimente werden mit dem TOPO—TA—Cloning® Kit (Fa.
Invitrogen®) nach den Herstellerprotokollen durchgefiihrt. Diese Methode erlaubt die
Amplifikation eines einzigen DNA-Fragments, nachdem dieses in ein modifiziertes
Bakterium (TOP10 One Shot® Chemically Competent E.coli) eingebracht worden ist. Als
Vektor wird der pCR®4-TOPO®-Vektor aus dem TOPO-TA®-System verwendet. Der
Vektor enthilt neben Resistenzgenen fiir Kanamycin und Ampicillin ein Lac-Operon, dass
das fiir das E.coli Bakterium letale ccdB-Gen (coupled cell division B-Gen) beinhaltet. Die
Ligation eines PCR-Amplifikats in dieses Gen unterbricht den Leserahmen des ccdB Gens
und verhindert dessen Expression. Auf diese Weise wird eine positive Selektion des E.coli-

Klons in den der Vektor mit dem PCR-Produkt transformiert worden ist, erreicht.
2.5.2. Ligationsreaktion

In der Ligationsreaktion wird das durch die Tag-Polymerase amplifizierte DNA-Fragment
in den pCR®4-TOPO® Vektor eingebaut. Die Durchfiihrung geschieht exakt nach

Herstellerangaben.

Tabelle 10: Reagenzien fiir die Ligationsreaktion des PCR-Produktes mit Plasmid-DNA. PCR: Polymerase-
Kettenreaktion. DNA: Desoxyribonukleinsdure. H,Od: destilliertes Wasser . TOPO: Eigenname des Vektors
der Firma Invitrogen. ul: Mikroliter

PCR-Produkt 2ul
Salt Solution 1ul
H,0d 2 ul
TOPO®-Vektor 1l
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2.5.3 Transformationsreaktion

Bei der Transformationsreaktion wird der mit dem PCR-Produkt ligierte Plasmid-Vektor in
die TOP 10 E.coli-Zelle nach dem Invitrogenprotokoll eingeschleust. Zellen, die einen
nicht-rekombinanten Vektor aufnehmen, sterben in Folge der Expression des ccdB Gens
ab. In einem Brutschrank bei 37°C inkubiert, konnen sich die E.coli-Zellen, die
rekombinante Plasmid-Vektoren enthalten fiir etwa 20 Stunden vermehren und bilden in

diesem Zeitraum etwa 0,5-1 mm groB3e Klonkolonien.

2.5.4. Anlegen einer Bakterienfliissigkultur

Um eine weitere Vermehrung der Bakterien zu erreichen werden 10-20 Klonkolonien von
der Agarplatte mit sterilen Impfosen abgelost und jeweils in ein steriles Reaktionsgefil3
(Snap-Cap®) mit 5 ml fliissigem, kanamycinhaltigen (100 mg/ml) LB-Medium iiberfiihrt.
Die Kolonie wird dann in der Fliissigkultur fiir mindestens 20 Stunden bei 37°C unter

standigem Schiitteln (ca. 220 rpm) inkubiert.

2.5.5. Plasmidextraktion

Um das PCR-Amplifikat fiir weitere Analysen verwenden zu koOnnen, muss das
rekombinante Plasmid aus der E.coli-Zelle herausgelost und isoliert werden.

Dieser Reaktionsschritt wird mit dem QIAprep®-Miniprep-System der Firma Qiagen® nach
den Herstellervorgaben und wunter Verwendung entsprechender Pufferlosungen
durchgefiihrt. Sowohl Reinigung als auch Elution der Plasmid-DNA erfolgen nach dem
gleichen Reaktionsprinzip und Protokoll wie die im nichsten Absatz erlduterte

Aufreinigung von PCR-Produkten im QIAquick®—8—PCR—Purification Kit.
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2.6. Aufreinigung der PCR-Produkte

Um die PCR-Produkte sequenzieren zu konnen miissen diese aufgereinigt werden. Die
Aufreinigung wird mit dem QIAquick®-8-PCR-Purification-Kit nach den Vorgaben des
Herstellers durchgefiihrt. Die QIAquick®-Aufreinigung macht sich dabei die selektiven
Bindungseigenschaften einer speziellen Silikatgelmembran zu Nutze. An die Membran
wird iiber eine spezielle Vakuumpumpe (QIAvac®) ein Vakuum von -300 mbar angelegt,
bis der gesamte Reaktionsansatz durch die Membran gezogen wird. Dabei adsorbiert das
im Ansatz befindliche PCR-Produkt unter hoher Salzkonzentration an die Membran,
wihrend unerwiinschte Bestandteile wie die Oligonukleotidprimer oder Verunreinigungen
ungehindert durch die Sdule flieBen und in einem Auffanggefil gesammelt und verworfen
werden. Die membrangebundene DNA wird dann zweimal mit dem ethanolhaltigen PE-
Buffer gewaschen um Salze zu entfernen, die die Elution der DNA negativ beeinflussen.
Auch hier wird das Reagenz mit Hilfe eines Vakuums durch die Membran gezogen.
Zuletzt wird die DNA mit 75 ul EB-Buffer unter Anlage eines Vakuums von ca. -400 mbar

aus der Membran eluiert.

2.7. DNA-Sequenzierung

2.7.1. Sequenzreaktion

Die Sequenzreaktion schafft die Ausgangsbedingungen fiir die Dekodierung der
Basenabfolge eines DNA-Abschnitts. Unter Einsatz des familienspezifischen Vy-Primers
synthetisiert eine DNA-Polymerase (AmpliTaq®-DNA-Polymerase) aus dem gereinigten
PCR-Produkt als Vorlage den komplementiren DNA-Strang. Es werden ddNTP’s
zugesetzt, welchen die 3°-OH-Gruppen fiir die Ausbildung von Phosphodiesterbriicken
zum Zwecke der Kettenverlangerung fehlen. Diese werden von der DNA-Polymerase
zufillig eingebaut und fithren zum sofortigen Abbruch der Kettenverlingerung durch die
Polymerase. Diese Stoppnukleotide sind mit Fluoreszenzfarbstoffen markiert. So entstehen
DNA-Fragmente, die sich in ihrer Linge um jeweils 1 Base unterscheiden und an deren
Ende ein fiir die jeweilige Endbase spezifischer Farbstoff gebunden ist. Die

fluoreszenzmarkierten ddNTP’s (dye-terminators), die ungelabelten dNTP’s, sowie die
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DNA-Polymerase (AmpliTaq®—DNA—Polymerase) sind im BigDye®—Ready—Reaction—Mix
bereits in den optimalen Konzentrationen enthalten. Die DNA-Fragmente werden dann in
einer hochauflosenden Gelelektrophorese aufgetrennt und das Fluoreszenzsignal des

Farbstoffs nach einer bestimmten Gelstrecke detektiert.

Tabelle 11: Reaktionsansatzschema der Sequenzreaktion: Gesamtvolumen je Ansatz: 20 ul. ul: Mikroliter.
uM: Mikromolar. H,Od: destilliertes Wasser

BigDye® Ready Reaction Mix 6 ul
Primer [1 uM] 4 ul
H,0d 4 ul
Aufgereinigtes PCR-Produkt 6 ul

Analog der PCR-Reaktion werden die DNA-Doppelstringe zunidchst denaturiert dann
erfolgt das Primerannealing sowie die Elongation durch die DNA-Polymerase. 25

Reaktionszyklen ergeben ausreichende Mengen an markierten DN A-Fragmenten.

Tabelle 12: Reaktionsprogramm der Sequenzreaktion. Min.: Minuten. Sek.: Sekunden.

96°C 45 Sek.

96°C (Denaturierung :) 10 Sek.

50°C (Annealing) 5 Sek. 25 Zyklen
60°C (Elongation) 4 Min.

4°C unbegrenzt

2.7.2 Aufreinigung der Sequenzreaktionsprodukte

Um iiberschiissige Stoppnukleotide, die die weitere Sequenzanalyse behindern wiirden, aus
der Probe zu entfernen wird das DyeEx®-Spin-Kit der Firma Qiagen nach Protokoll des
Herstellers verwendet, das sich das Prinzip der Gel-Chromatographie zu Nutze macht. Die
in der Sdule befindliche spezielle Polymermatrix von poroser Konsistenz hélt kleine
Molekiile, die in die Poren der Matrix diffundieren, zuriick. Die PorengroBe ist hier so
gewihlt, dass nur die freien Stoppnukleotide der BigDye®—L6sung von der stationdren
Phase zuriickgehalten werden. Die Chromatographie-Siulen des Qiagen-Kits sind im 96-
Well Format erhiltlich. Nach protokollgemiBer Vorbereitung der DyeEx®-Well Platte wird
das Gesamtvolumen der Sequenzreaktion (20 pl) auf die Polymermatrix aufgebracht,

zentrifugiert (2350 rpm, 3 Minuten) und in eine 96 Well Titerplatte eluiert. Das Eluat wird
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auf einem Metallblock hitzegetrocknet (70°C fiir ca. 45 Minuten) und schlieBlich in 3,5 pl
Loading Buffer (Formamid: Blue Dextran/EDTA 4 : 1, pH=8,0) aufgenommen.

2.7.3 Sequenzanalyse: Detektion der ,,Kettenabbruchfragmente*¢

Die elektrophoretische Auftrennung, der durch die Sequenzreaktion synthetisierten
Kettenabbruchfragmente wird iiber das hochauflosende 4,5%-ige Polyacrylamidgel (siehe
2.4.2) durchgefiihrt. Der DNA-Sequenzer 377 der Firma AbiPrism® gewdhrleistet den
Aufbau des elektrischen Feldes im Gel, sowie die Anregung und Detektion der an die
Stoppnukleotide gebundenen Farbstoffe. Folgende Run Module miissen in der Software
ausgewihlt werden. Plate-Check: Modul ,,Plate-Check E*, PreRun: Modul ,,PR36E-2400
und Run: Modul ,,36E-2400“. Die aufgereinigten Sequenzreaktionsprodukte (siehe 2.7.2)
werden mit einer Temperatur von 95°C iiber 3 Minuten denaturiert. Mit Hilfe einer 8-
Kanal-Prizisions-Pipette (Kloehn, Las Vegas) wird jeweils 1 ul der Probe auf das
Polyacrylamidgel aufgetragen und die Spannung am Gel angelegt. Anschliessend wird
Base fiir Base die Sequenz des entsprechenden DNA-Fragments als Abfolge von

Fluoreszenzsignalen, wie in 2.7.1. erldutert, dekodiert.

2.7.4 Sequenzauswertung

2.7.4.1.Prozedere der Auswertung

Die mit dem DNA-Sequenzer-AbiPrism-377 ermittelte Abfolge von Fluoreszenzsignalen
unterschiedlicher Wellenlidnge wird mit der speziellen ABI—Prism®—DNA—Sequencing—
Analysis-Software in die Basenabfolge des analysierten DNA-Segments {iibersetzt. Die
Information steht sowohl in Form einer graphischen Darstellung als sogenanntes
Elektropherogramm, als auch in Form einer Textdatei zur Verfiigung. Mit Hilfe dreier
verschiedener online-Immunglobulin-Datenbanken und entsprechender Alignment-

Software (V-Base: http://www.mrc-cpe.cam.ac.uk/imt-doc/restricted/ok.html; IMGT:

http://imgt.cines.fr, Genbank: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/igblast/) kann dann die

Sequenz mit den bisher in der Literatur identifizierten Keimbahn-Vy-Genen und
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Pseudogenen abgeglichen werden. Das Programm ermittelt dabei die am nichsten
verwandte Keimbahnsequenz und die Anzahl und Verteilung von Basenabweichungen
(V.a. Punktmutationen aber auch Insertionen, Deletionen und Duplikationen) in der
analysierten Sequenz. Die Vy-Homologie erechnet sich aus dem Verhiltnis der Anzahl
mutierter Nukleotide und der Gesamtzahl an Nukleotiden des nichstverwandten
Keimbahn-Vy-Gens bzw. Genfragments. Insertionen, Deletionen oder Duplikationen
werden unabhingig von der Anzahl der betroffenen Nukleotide bei der Berechnung als
eine Mutation gewertet. Vy- bzw. Vi-Sequenzen mit weniger als 98%
Keimbahnhomologie werden dabei als Vy-mutiert betrachtet. (23, 52, 73)

Ebenso wird die Position der CDR- und FR-Regionen im Gen ermittelt. (62) Um
Lesefehler der Tag-Polymerase oder Verwechslungen verschiedener Patientenproben
auszuschlieen, wird jede Probe durch Sequenzierung eines unabhédngigen PCR-Produkts

verifiziert.

2.7.4.2. Bestimmung der Vy-, D- und Jy- Segmente/Regionen

Die analysierte Sequenz wird mit der Vy-Familie sowie der speziellen Nummerierung des
nichst verwandten Keimbahngens benannt. (z.B.Vy3-21) Die vorhandenen Mutationen
werden auf dem Sequenzausdruck markiert. Fiihrt die Mutation in dem jeweiligen Codon
zu einem Aminosiureaustausch, so wird die Mutation als R-Mutation (R=Replacement)
gekennzeichnet. Bewirkt die Mutation jedoch keinen Austausch, so wird sie als S-Mutation
(S=Silent) gekennzeichnet. Sequenzen, die in einer hohen Anzahl an Basen (mehr als 10)
von der nidchst verwandten Keimbahnsequenz  abweichen werden zur korrekten
Bezeichnung genauer analysiert. Ist nach der Datenbank-Analyse das néchstverwandte
Keimbahngen ein Pseudogen und existiert ausserdem ein produktives Vy-Gen, das nur um
2 oder weniger Basen mehr von der analysierten Sequenz abweicht, so wird das produktive
Vy-Rearrangement als nédchst verwandtes Keimbahngen gewéhlt. Die Identifizierung der
Ju-Segmente wird ebenfalls durch Vergleich mit der entsprechenden Immunglobulin-
Datenbank durchgefiihrt. Um Auswertungsfehler zu vermeiden werden alle bekannten Jy-
Keimbahnsequenzen mit dem Sequenzausdruck per Hand verglichen, um das jeweils
umgelagerte Jy-Segment zu ermitteln. Zur Identifizierung der D-Segmente wird die
spezielle Software EditSeq® und Align-DNA® der Firma DNAStar eingesetzt. Es werden

bei der Identifizierung der D-Segmente die Kriterien von Corbett et al. (19) fiir die
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geforderte Ubereinstimmung der Nukleotide des D-Segments mit der Keimbahn-D-
Sequenz angelegt. Wenigstens 7 aufeinanderfolgende Nukleotide werden an die néchst
gelegene Keimbahnsequenz angelegt (,,aligned*) um ein D-Segment zu identifizieren. Die
Sequenz wird von Beginn der CDR3-Region bis zum Beginn des identifizierten Jy-
Segments gekennzeichnet. Mit Hilfe des Align®—Pr0gramms wird nun mit den Methoden
von Wilbur-Lipman und Martinez-Needleman der gesamte D-Locus nach diesem
Fragment abgesucht und so das passende D-Segment identifiziert. Abweichungen werden
dabei gemif3 den Kriterien von Corbett et al. (19) in den Suchkriterien zugelassen. Nicht in
allen Vy-Rearrangements lédsst sich ein D-Segment finden, welches den etwa 30 bekannten
Dy-Keimbahngenen entspricht oder den Kriterien nach Corbett et al. (19) geniigt.

Somatische Hypermutation, sowie das zuféllige Entfernen und Einfiigen von Nukleotiden
im Bereich der Vy-Dy bzw. Dy-Jy-Verbindungsstellen sind mégliche Ursachen dieser
Verdnderung der Dgy-Keimbahnsequenz. Das jeweilige D-Segment wird im
Sequenzausdruck gekennzeichnet. Der Leserahmen des D-Segments wird durch Vergleich
mit dem Leserahmen der gesamten Sequenz ermittelt. Die Familien D2 und D3 werden als
,long* D-Segmente, die Familien D1, D4, D5 und D6 als ,,short* D-Segmente zusitzlich
bezeichnet. Alle dem Leserahmen entsprechenden Sequenzen der Vy- und Vi-Gen-
Rearrangements werden in die entsprechende Aminosiduresequenz iibersetzt. Die Linge
der HCDR3 und LCDR3 wird gemal der Definition von Kabat et al. (62) bestimmt. Die
HCDR3-Linge wird berechnet zwischen den Codons 95-102. Die LCDR3-Linge wird
zwischen den Codons 89-97 bestimmt. (62) Vergleiche zwischen den HCDR3- und
LCDR3-Regionen werden mittels der ,,multiple sequence alignment software Clustal X*
(Version 1,83 UBC Bioinformatics Centre, Vancouver, BC, Canada) fiir Windows
durchgefiihrt. Hohe Ubereinstimmung bzw. Homologie wird definiert als
Aminosdureabweichung um nicht mehr als 1 Aminosdure von der am héaufigsten
auftretenden CDR3 Region, wohingegen Sequenzen mit geringerer Homologie von 2-3
Abweichungen als CDR3-Regionen mit mittlerer Ubereinstimmung definiert werden. Die
variablen Leichtketten-Gene (Vi -Gene) werden benannt entsprechend der Nomenklatur,
die in der GenBank-Datenbank verwendet wird, um Verwechslungen zwischen Vy- und

Vi -Genen zu vermeiden, da V;2-14 (Benennung in der GenBank-Nomenklatur) in der

IMGT-Datenbank als V;3-21 bezeichnet wird.
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2.8. Bestimmung des KDE-Rearrangements

Die Analyse der KDE-Rearrangements wurde bei 42 Proben mit bekannter A-Leichtketten-
Expression unter Verwendung entsprechend aufgefiihrter Primer vorgenommen. (47) Das
Reaktionsvolumen betrigt jeweils 50 ul. Die Amplifikation des Keimbahn-KDEs wird
dabei mit identischem Schema und Bedingungen wie bei der vorher beschriebenen V,/J-
PCR durchgefiihrt mit Ausnahme einer kiirzeren Elongationszeit von nur 30 Sekunden.

(siehe Tab. 7) Folgendes Pipettierschema wird dabei angewendet:

Tabelle 13: Pipettierschema zur Amplifikation des Keimbahn-KDE-Rearrangements. KDE: Kappa-Deleting-
Element/Kappa-Leichtketten-deletierendes Element. PCR: Polymerase-Kettenreaktion. MgCly:
Magnesiumchlorid. dNTP’s: Desoxynukleotidtriphosphate. C.KDE-Primer: Primer zur Detektion der
Kombinationssequenz aus Constant region der Kappa-Leichtkette (C,) des Immunglobulins und Kappa-
Deleting-Element/Kappa-Leichtketten-deletierendem-Element. (KDE) KDE: Kappa-Deleting-
Element/Kappa-Leichtketten-deletierendes Element. Taq-Polymerase: Thermophilus aquaticus Polymerase.
DNA: Desoxyribonukleinsdure.  H,Od: destilliertes Wasser. pM: mikromolar, mM: millimolar, U:
units/Einheiten

Konzentration | pul/Reaktion

dNTP’s 200,00 pM 5
10x PCR buffer 1x 5
MgCl, 20 mM 4
CKDE-Primer 0,125 uM 2
KDE-Primer 0,125 uM 2
Taq-Polymerase 25 U 0,5
DNA 1
H,0d 30,5

50

Die gleichen Bedingungen wie bei der Keimbahn-KDE-PCR werden angewendet fiir die
Amplifikation des Rearrangements, das zwischen dem KDE und dem RSS in der J-Cy-
Intron-Region liegt, mit Ausnahme einer geringeren MgCL,-Konzentration. (1,5 mM) Der

Reaktionsansatz wird dabei nach folgendem Schema pipettiert:
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Tabelle 14: Pipettierschema zur Amplifikation des J,C,-Intron-RSS-KDE-Rearrangements. J,C,-Intron-RSS-
KDE-Rearrangements: Kombinationssequenz, die entsteht durch Umlagern einer Intron-Recombination
Signal Sequence (Intron-RSS), die zwischen der Joining region der Kappa-Leichtkette (J,) und der constant
region der Kappa-Leichtkette (C,) liegt, an das Kappa-Leichtketten-deletierende Element (KDE). PCR:
Polymerase-Kettenreaktion. MgCl,: Magnesiumchlorid. dNTP’s: Desoxynukleotidtriphosphate. J,C,-Primer:
Primer mit Angriffspunkt in der Intron-Region zwischen der Joining region der Kappa-Leichtette und der
Constant region der Kappa-Leichtkette. KDE: Kappa-Deleting-Element/Kappa-Leichtketten-deletierendes
Element. Taqg-Polymerase: Thermophilus aquaticus Polymerase. MgCl,: Magnesiumchlorid. Tag-
Polymerase: Thermophilus aquaticus Polymerase. DNA: Desoxyribonukleinsdure. H,Od: destilliertes
Wasser. U: units/Einheiten. uM: mikromolar. mM: millimolar. pl: Mikroliter

Konzentration | pul/Reaktion

dNTP’s 200,00 uM 5
10x PCR buffer 1x 5
MgCl, 1,5 mM 3
J«Cc-Primer 0,125 uM 2
KDE-Primer 0,125 uM 2
Taqg-Polymerase 25 U 0,5
DNA 1
H,0d 31,5

50

Die Primer zur Detektion des VKDE-Rearrangements werden zur Einsparung von
Reagenzien und Patienten-DNA einbezogen in die V(-PCR fiir die Vj)-exprimierenden

Fille.

Tabelle 15: Pipettierschema zur Amplifikation des VKDE-Rearrangements, entsprechend der V,~-PCR unter
Hinzunahme des KDE-Primers. (Vergleiche Tabelle 8) V., KDE-Rearrangement: Kombinationssequenz aus
Variable Region der Kappa-Leichtkette und Kappa-Deleting-Element/Kappa-Leichtketten-deletierendes
Element. PCR: Polymerase-Kettenreaktion. ANTPs: Desoxynukleotidtriphosphate. V-Primer: Primer fiir die
Variable Region der Kappa-Leichtkette des Immunglobulins. 5°-J-Primer-Mix: Mix der 5°-Primer fiir die
Joining Region der Kappa-Leichtkette des Immunglobulins. MgCl,: Magnesiumchlorid. Tag-Polymerase:
Thermophilus aquaticus Polymerase. DNA: Desoxyribonukleinsdure. H,Od: destilliertes Wasser. U:
units/Einheiten. uM: mikromolar. mM: millimolar

Konzentration | pl/Reaktion

dNTP 200,00 uM 5
10x PCR buffer 1x 5
MgCl, 2,0 mM 2
Jeweiliger V -Primer 0,125 uM 2
5"-J-Primer-Mix 0,125 uM 2
KDE-Primer 0,125 uyM 2
Taq-Polymerase 25 U 0,5
DNA 1
H,0d 30,5

50




2.Material und Methoden 38

2.8.1. Primer zur Detektion der KDE-Rearrangements (47)

V-Primer: siehe 2.3.4.1.

C«KDE-Primer: 5-CTCACTGAGCCTCCCTTGAATAGTCC
J«Ci-(Intron-RSS)-Primer: 5"-CCGCGGTTCTTTCTCGATTGAGTGG
KDE-Primer: 5-AGACAGGTCCTCAGAGGTCAGAGC
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2.9. Bestimmung der CD38-Expression durch FACS-Analyse
(DurchfluBzytometrie)

2.9.1. Messprinzip der FACS-Analysen

Zur Bestimmung der CD38-Expression werden FACS-Analysen (Fluorescence-Activated
Cell Sorter) durchgefiihrt. Bei dieser Methode werden membranstindige Antigene von
Leukozyten mit spezifischen Antikorpern detektiert. An diese Antikérper sind
Fluoreszenzfarbstoffe gekoppelt. Die Einzelzellen werden suspendiert, in eine MeBkiivette
gegeben und in einer Tragerfliissigkeit an einem fokussierten Laserstrahl vorbeigefiihrt.
Dabei werden die Fluoreszenzfarbstoffe angeregt und die iiberschieende Energie in Form
eines Photons einer hoheren Wellenldnge wieder emittiert. Diese Photonen werden von
einer Kamera detektiert, wodurch der Anteil der fiir das zu messende Oberflachenantigen

positiven Zellen in dieser Probe ermittelt werden kann.
2.9.2. Eingesetzte Antikorper

Zur Messung der CD38-Expression auf CLL-Zellen werden gegen die
Oberflichenantigene CDS5, CD19 und CD38 gerichtete Antikorper verwendet. Zur nidheren
Charakterisierung der zu messenden Zellpopulation werden Antikorper gegen CDS5 und
CD19 eingesetzt, da sich Tumorzellen der CLL durch Koexpression dieser Marker

definieren lassen.

¢ Folgende Antikorper werden zur Messung eingesetzt:
1. CD5-FITC/Klon L17F12
2. CD38-PE/Klon HB-7
3. CD19-PerCP Cy5.5/Klon SJ25C1

¢ Folgende Kontrollantikdrper dienen zur einmaligen Instrumenteneinstellung:
1. IgG2a-FITC/Klon X39
2. IgG1-PE/Klon X39
3. IgG1-PerCP Cy 5.5/Klon X40
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2.9.3. Vorbereitung der Proben

Zur Messung der CD38-Expression werden Zellen verwendet, die in einem DMSO-
haltigen Medium (Dimethylsulfoxid) in fliissigem Stickstoff (-196°C) viabel
kryokonserviert sind. Dabei wurden 43 Patienten analysiert. Zunéchst werden die Zellen
bei 37°C in einem Wasserbad aufgetaut. AnschlieBend werden sie in 10 ml des RPMI-
Mediums (10% FCS, 1% Penicillin/Streptomycin, 1% L-Glutamin) aufgenommen und fiir
10 Minuten bei 1200 rpm zentrifugiert. Nach Verwerfen des Uberstandes wird das
Zellpellet in 5 ml 1x PBS und 1% BSA aufgenommen. Es erfolgt ein erneuter
Zentrifugationsschritt bei 1200 rpm. (10 Minuten) Nach Aufnahme des Zellpellets in 1 ml
1x PBS und 1% BSA wird die Zellzahl in einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Da fiir
jede Messung 5 x 10° Zellen benotigt werden, wird das entsprechende Volumen in
spezielle FACS-ReaktionsgefdBe iiberfithrt und mit 1x PBS und 1% BSA auf ein
Endvolumen von 200 pl aufgefiillt. Die Inkubation mit den verwendeten Antikorpern

erfolgt anschlieBend in einem 2.Schritt. Dabei werden zwei Ansétze pro Patient pipettiert:

1. Ansatz: CD5-FITC (10 pl), CD19-PerCP Cy5.5 (3 ul) und IgG1-PE (8 ul)
2. Ansatz: CD5-FITC (10 ul), CD19-PerCP Cy5.5 (3 ul) und CD38-PE (8 ul)

Nach einer Inkubationszeit beider Ansétze von 30 Minuten bei 4°C werden die Proben mit
4 ml 1x PBS und 1% BSA gewaschen. (Zentrifugation bei 1200 rpm, 5 Min.) Zur Messung
werden die Zellen schlieBlich in 500 pl 1x PBS aufgenommen.

2.9.4 Ermittlung unspezifischer Eigenfluoreszenzen

Zur Durchfiihrung der FACS-Analyse wird das Gerit FACScan® der Firma Becton
Dickinson (Erembodegem-Aalst, Belgien) verwendet. Vor der ersten Messung werden
durch eine Kontrollmessung Uberstrahlungsphinomene von Lichtspektren der einzelnen
Fluoreszenzfarbstoffe dargestellt und der Einfluss unspezifischer Eigenfluoreszenzen
ermittelt. Die in dieser Messung erhobenen Daten werden fiir alle folgenden
Patientenproben beibehalten. Es wird eine Probe verwendet, in der die drei
Kontrollantikorper IgG2a-FITC/Klon X39, IgG1-PE/Klon X39 und IgGl-PerCP Cy
5.5/Klon X40 mit den Zellen einer Patientenprobe inkubiert worden sind. Diese drei
Antikorper sind mit den gleichen Fluoreszenzfarbstoffen markiert wie die zur weiteren

Messung verwendeten Antikorper gegen CDS, CD19 und CD38.
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2.9.5. Messung der CD38-Expression

Eine erste Messung dient als CD38-Negativkontrolle. In diesem Ansatz werden die
Antikorper CDS-FITC (10 pl), CD19-PerCP Cy5.5 (3 ul) und IgG1-PE (8 pl) mit der
Patientenprobe inkubiert. (sieche Kapitel 2.8.3.) Anhand des Forward Scatters
(Vorwirtsstreulicht) und des Side Scatters (Seitwirtsstreulicht) wird die Grofle und
Granularitit der zu messenden Zellen in der Probe ermittelt und der Messbereich auf
mononukledre Zellen eingegrenzt. In einer weiteren Darstellung erfolgt die Eingrenzung
der CDS5-FITC und CD19-PerCP Cy5.5 positiven Zellpopulation. Als Negativkontrolle fiir
die CD38-Bestimmung wird im folgenden IgG1-PE gegen CD19-PerCP Cy5.5
gegeniibergestellt. In einem zweiten Schritt wird die CD38-Expression gemessen. Dazu
werden wie bei der ersten Messung die CDS5-FITC und CD19-PerCP Cy5.5 positiven
Zellen ermittelt. Dann wird CD38-PE und CD19-PerCP Cy5.5 einander gegeniibergestellt,

um die CD38-positive Zellpopulation zu erhalten.

2.9.6. Auswertung der erhobenen Daten

In die Auswertung des CD-38-Expressionsgrades werden nur Patientenproben einbezogen,
die keine unspezifische Eigenfluoreszenz aufweisen. Dabei werden des Weiteren nur
Zellen, die sich durchflusszytometrisch wie Lymphozyten verhalten (ermittelt durch
Messung des Vorwirts- und Seitwirtsstreulichts) ausgewertet. Ermittelt wird der Anteil

der CD38-positiven Zellen innerhalb der CD5/CD19-positiven Zellfraktion.
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2.10. Bestimmung der ZAP-70 Expression durch FACS-Analyse

Die ZAP-70 Expression wird mittels eines ZAP-70-Antikorpers (Klon 2F3.2; Biomol,
Hamburg, Germany) durch eine 4-Farben Durchflulzytometrie (CD5, CD19, CD3/56,
ZAP-70) nach den Vorgaben von Crespo et al. (21) bei 10 Patienten gemessen. In
Abhingigkeit von der Verfiigbarkeit wird die ZAP-70-Expression entweder in Frischblut
oder in mononukledren Zellen aus eingefrorenen Proben gemessen. Nach Inkubation mit
dem Anti-ZAP-70-Antikorper (Klon 2F3.2; Biomol, Hamburg, Germany) in einer Menge
von ca. 1,5 ul pro 500.000 Zellen und entsprechenden Waschschritten wird der ZAP-70-
AK mit einem goat-anti-mouse-FITC-Antikdrper (Fa. DAKO) markiert. Zur
anschliessenden Oberflichenmarkierung dienen die Antikorper anti-CD3-PE (Klon SK7,
BD Bioscience), anti-CD56-PE (Klon My 31, BD Bioscience), anti-CD19-ECD (Klon
HD237, Beckman Coulter) und anti-CD5-PC5 (Klon BL1a, Beckman Coulter). SchlieSlich
wird die Probe mittels DurchfluBzytometrie (Gerit: EPICS XL-MCL, Beckman Coulter)
analysiert. Das Gating der Zellen und die Bestimmung des ZAP-70-Expressionslevels wird
ebenfalls nach den Vorgaben von Crespo et al. (21) durchgefiihrt. (Gating nach interner T-
Zell-Population, Cut-Off-Level: 20% ZAP-70"-Zellen)

2.11. Zytogenetische Analysen

Zur Analyse der CLL-Proben im Hinblick auf chromosomale Aberrationen wird die
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) wie in Vorarbeiten beschrieben, angewendet.
(33) 55 Patienten aus dem beschriebenen Kollektiv werden auf das Vorliegen folgender

Aberrationen untersucht: Deletion-11q, Deletion-17p, Deletion-13q und Trisomie-12.
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2.12. Auswertung der Daten und statistische Analysen

Neben den im Rahmen dieser Dissertation erhoben Daten wurden die von kooperierenden
Arbeitsgruppen erhobenen Daten aus den anderen Teilnahmeldndern fiir die beschriebenen
Auswertungen genutzt. Die erhobenen Daten wurden mit der Datenbank Microsoft Access
Version 2000 verwaltet. Zur statistischen Analyse wurden folgende weitere Programme
verwendet. StatXact (Cytel Software, Cambridge, Mass., USA), S-Plus (Insightful Corp.,
Seattle, Washington, USA), Design software library und GraphPad Version 3.00
(GraphPad Software, San Diego, Californien, USA). Das Uberleben wurde definiert als
Zeit von Diagnosestellung bis zur letzten Verlaufsuntersuchung (follow-up) oder bis zum
Tod. Zur Schitzung der medianen Uberlebenszeiten von Patientengruppen ab dem
Zeitpunkt der Diagnosestellung wurde die Methode nach Kaplan und Meier verwendet
(63). Zur Untersuchung von Uberlebensdifferenzen zwischen verschiedenen Subgruppen
wurde jeweils eine maximal selektierte Log-Rank Statistik durchgefiihrt. (70, 76)
Statistische Signifikanz wurde bei einem p-Wert < 0,05 erreicht. Es wurde dabei jeweils

das 95%-Konfidenz-Intervall berechnet. (40)
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3.Ergebnisse

3.1.Charakterisierung der Struktur des Vy3-21-Gen-

Rearrangements

Von 90 analysierten Vy3-21-Gen-Rearrangements, waren alle mit Ausnahme von 2 Fillen
(Fall 36G und 89S) innerhalb des Leserahmens (,,in frame*) und potentiell funktionell
umgelagert. Bei 57 Rearrangements (63%) wurden mehr als 2% Mutationen, mit einer
medianen Mutationsrate von 3,1% (2,1-10%) innerhalb des Vy-Gens gefunden. 33 Fille
verfiigten iiber Vy-Rearrangements mit nicht mehr als 2% somatischer Hypermutation und
wurden somit als Vg-unmutiert gewertet. Ein D-Segment konnte bei 31 der 90
Rearrangements identifiziert werden. Am héufigsten lieen sich die Segmente D3-3 und
D3-10 bei jeweils 5 Rearrangements finden. Bei den verbleibenden 59 Vy3-21
Rearrangements war es nicht moglich ein D-Segment zuzuordnen. Das am héufigsten
benutzte Jy-Gen war Jy6, das bei 60 Rearrangements (67%) amplifiziert wurde, gefolgt
von Jy4 in 16 Rearrangements. (18%) Eine Leichtkettenexpression (k/A) war fiir 67 Fille
bekannt. Alle Vy3-21 Sequenzdaten sind in der Tabelle 16 (Sequenzen mit bekannter
Kk/A—Leichtketten-Expression) und Tabelle 17. (Sequenzen mit nicht bekannter «/A-

Leichtketten-Expression dargestellt)

Tabelle 16: Vy3-21-Genumlagerung, Vy- und Vi -Gen-Homologie und Funktionalitit der Vy- und Vi-
Rearrangements bei Vy3-21-Patienten mit bekannter k/A Expression. F.: in frame/innerhalb d. Leserahmens
bzw. functional/funktionell. NF.: out of frame/ausserhalb d. Leserahmens bzw. non-functional/nicht
funktionell. G. = Gen *: Bei Patient 4G konnten nur 2 geklonte Sequenzen amplifiziert werden. Vy: Variable
Region der Immunglobulin-Schwerkette. Homolog.: Homologie V,: Variable Region der Immunglobulin-
Leichtkette. Vi3-21: Variable Region 3-21 der Immunglobulin-Schwerkette. PatNr.: Patientennummer. D-
G.: Gen fiir die Diversity Region der Immunglobulin-Schwerkette. Jy-G.: Gen fiir die Joining Region der
Immunglobulin-Schwerkette. «/A Exp.: Expression einer Kappa- bzw. Lambda-Leichtkette. V,: Variable
Region der Kappa-Leichtkette des Immunglobulins. V,-Gen: Gen fiir die Variable Region der Kappa-
Leichtkette des Immunglobulins. J-G.: Gen fiir die Joining Region der Kappa-Leichtkette. V,-Gen: Variable
Region der Lambda-Leichtkette. Die geographische Herkunft des Patienten ist in der entsprechenden
Patientennummer mit einem GroBbuchstaben erfasst: Deutschland (13G), Schweden (59S), Italien (941),
USA (109U), Finnland (68F) und Australien. (106A)

Vu-
Vu - Lese V.-Gen
Pat Gen- p- |3 - i | v V.-Gen Lese- V,-Gen Vﬁ-Gen
Homo "1 rah- X Homolog. | J.-G. | rahm- | V,-Gen | Homolog. | J;-G. ese-
Nr. G. |-G. Exp | Gen rahmen
-log. men (%) en (%) (F.NF.)
(%) (F./ (F./NF.) NF.
NF.)
1G | 97,1 [3-10] 4 F. A L12 100 2 NF. 2-14 98,4 3 F.
2G| 100 [ 33 ] 6 F A - - - - 1-22 99,2 3 NF.
4G | 91,2 - 4 F. A Al 99,6 1/5 NF. 2-1% 100 3/2 F.
5G | 98,0 - 6 F A B3 100 4 F. 2-14 98,0 3 F.

Fortsetzung
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Fortsetzung Tabelle 16
Vu-
Vu - Lese V.-Gen
Gen- - V«-Gen Lese- V;-Gen Vi-Gen
Pat | o D- 1 Ju | ahe | ¥ | yi. | Homolog. | J-G hm- | V;-Gen | Homolo J.-G Lese-
Nr. | om0 G |.g.| ™ Exp N 8. | il | rahm wise g A rahmen
-log. men Gen (%) en (%) (F.NF.)
(%) (F.J (F./NF.) .
NF.)
02/01
6G | 973 | - | 6| F | & 2 100 4 NF. 2-14 99,6 3 F.
LI12 & NF. &
8G 100 [3-22| 6 F. A A27 100& 100 | 1 &1 NF. 2-14 99,6 3 F.
13 02/01
G 97,3 - 6 F. A |2&B3[100& 100 | 2& 1 | NF. & F. 2-14 99,2 3 F.
17 08/01 1-17&2- | 95.8&
G | 937 |22| 6| FE | A 8 100 4 NF. 1 97,2 3&2 F. & F.
18
G | 95| -]6]| F | a = = = = 2-14 98,4 3 F.
27
G | 94| - | 6| F A . . . . 2-14 99,2 3 F.
35
G | 92| - | 1] F A | A27 100 5 NF. 2-14 99,2 1 F.
08/01
36 8 &
G | 991 |2-15] 4 | NE. | ¥« | A27 |100&100| 4&3 | F. & NF. - - - -
37
G | 978 | - | 4| FE | A = = = = 2-14 99,2 3 F.
38 08/01
G | 978 | - | 6| F | A 8 100 1 NF. 2-14 99,2 3 F.
L1& | 996&
55 Al & 100 & 5&2 | NF. & F.
G | 93| - | 6| F A | A7 98,3 &5 | &NF. 2-14 98,0 3 F.
08/01
59 8 &
S 99,1 - 6 F. A Al7 100 & 100 | 4 & 1 | NF. & F. 2-14 98,4 3 F.
60 Al & 99,2 & NF. &
S 982 | - | 6| F | & B3 100 2&2 NF. 2-14 97,2 3 F.
61 2-14&2- | 984 &
S 96,9 - 6 F. A 04 100 5 NF. 11 98,7 3&3 F. & NF.
62
S 96,4 - 6 F. A 02 98,5 4 NF. 2-14 97,6 3 F.
63
S 978 | - | 6| EE | A | Al8 100 4 NF. - - - -
64
S 959 | - | 6| F | » | A27 100 3 NF. 2-14 98,0 3 F.
65
S 95,9 - 6 F. A A2 100 4 NF. 2-14 98,8 3 F.
67 96,4 - 6 F. A 02& |100& 100 | 4 &4 NF. & 2-14 98,0 3 F.
[33 A20 & 100 & NF. &
F 94 | - | 6 | F | A L6 98,1 2&4 | NF 2-14 98,0 3 F.
69
S 973 | - | 6 | R A . . . . 2-14 98,4 3 F.
70
S %4 | - | 6| F A . . . . 2-14 99,6 3 F.
71 A27 & NF. &
S 91 | - | 6| FE | A B3 |100&100| 4&4 | NF. 2-14 98,0 3 F.
72 L9 & NF. &
S 99.6 - 6 F. A B3 100 & 100 | 4 & 4 NF. 2-14 98,4 3 F.
73 08/01 | 100 & NF. &
S 95,9 - 6 F. A | 8&B3 97,2 4&3 NF. 2-14 98,0 3 F.
74 Al8 & 99,6 & NF. &
S 94 | - | 6| E | A L12 100 2&4 | NF 2-14 98,4 3 F.
75
S 91 | - | 6| FE | A B3 100 2 NF. 2-14 98,4 3 F.
76 08/01
F 100 - 6 F. A 8 100 5 NF. 2-14 99,2 3 F.
77 A3/Al
S 95,1 - 6 F. A 9 99,6 4 NF. 2-14 98,4 3 F.
78
S 959 | - | 6| E | A = = = = 3-4 96,3 3 NF.
79 08/01
S %9 | - | 6| E | A 8 100 3 NF. 2-14 99,2 3 F.

Fortsetzung
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Fortsetzung Tabelle 16
Vu-
Vu - Lese V.-Gen
pat | G | . wl o Ve V.-Gen Lese- V,-Gen Vi;?:"
Nr Homo G |G rah- Gen | Homolog. | J,-G. rahm- V,-Gen | Homolog. J:-G. rahmen
| -log. . * | men | w/A (%) en (%) (F.JNF.)
(%) (F./ | Exp (F./NF.) : -
NF.)
80 2-14 & 1- 97,6 &
S 97,3 |3-22| 4 F. IS 04 100 4 F. 3 91,9 3&3 F. & NF.
3.
81 5/5-
S 95,1 18 3 F. A - - - - 2-14 97,6 3 F.
82
S 97,3 [6-13| 4 F. A 02 98,1 4 NF. 2-14 98,4 3 F.
83
F 942 | 22| 3 F. A L6 100 3 NF. 2-14 98,8 1 F.
84 08/01 2-14 & 1- 98,8 &
S 96,4 - 4 F. A 8 100 2 F. 17 97,6 3&1 F.&F
85
S 100 |6-19] 4 F. K 02 100 5 F. 2-11 100 1 F.
86 A27
S 100 |6-13] 6 F. K & L12 100 1 F. & NF. - - - -
87
S 100 |3-10] 6 F. K 1.2 100 2 F. - - - -
88
S 100 | 3-3| 6 F. K L12 100 1 F. - - - -
89 Al7 &
S 92,8 | 1-7 ] 6 | NF. A B2 100 & 100 | 5&4 | NF. & F. 1-4 98,6 1 F.
90
S 100 |3-10] 5 F. K L1 99 1 F.
91
S 96,4 - 4 F. Iy - - - - 2-14 98,0 3 F.
92 08/01
S 90,0 - 6 F. A 8 100 5 NF. 2-14 99,2 3 F.
93 02/01
S 96,9 - F. A 2 98,4 4 NF. 2-14 99,2 3 F.
941 | 95,9 - F. A B3 100 NF. - - - -
2-14&1- | 984&
951 972 | - | 6| F | Ao | A27 97,5 1 NE. 22 96,0 3&1 F.&F
2-14 & 5- 98,8 &
971| 976 | - | 6| F | A - - - - 1 97,1 3&1 F.&F
9811966 = 6 T x -4 9§?80& 3 T
2-14 & 2- 98,8 &
100 Al7 & 100 & 14 & 1-22 98,3 & 3&1& F. &F. &
1 97,1 - 6 F. A A27 97,5 2&1 | NF. &F. & 5-2 96,8 6&3 NF. & NF.
A3/A1
101 9& 100 &
1 100 3-3 5 F. K A27 97,1 2&2 | F.&F. - - - -
103
1 100 | 3-10| - F. IS B3 100 5 NF. 2-8 99,2 3 NF.
104 L6 & 98,3 & NF. &
1 98,8 | 6-6 | 4 F. A B3 100 4&5 NF. 5-2 100 3 NF.
105
1 99,4 - 6 F. A A27 98,3 4 NF. 2-14 98,0 3 F.
106 A3/A1
A 98,7 - 6 F. A 9 100 1 F. 2-14 98,8 3 F.
107
A 97,3 1-7 | 4 F. IS - - - - 2-14 98,8 3 F.
108
U 99,2 - 6 F. A - - - - 2-14 99,2 3 F.
109
U 96,9 - 6 F. A A26 94,2 2 F. 2-14 98,2 3 F.
110
U 97,8 - 6 F. A - - - - 2-14 99,2 3 F.
111
U 96,9 - 6 F. IS - - - - 2-14 98,0 3 F.
112
U 992 | 3-9 | 4 F. K Al7 95,4 1 F. - - - -
113 K
U 97,7 |3-16| 4 F. L9 98,8 1 F. - - - -
114 K
U 100 3-3 5 F. B3 100 5 F. - - - -
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Tabelle 17: Vy3-21-Genumlagerung, Vy- und Vi -Gen-Homologie und Funktionalitit der Vy- und V-
Rearrangements bei Vy3-21-Patienten mit nicht bekannter /A Expression. *: Bei Patient 3G konnten nur 2
geklonte Sequenzen amplifiziert werden. PatNr.: Patientennummer. Vy: Variable Region der Immunglobulin-
Schwerkette. Homolog.: Homologie. F.: in frame/innerhalb d. Leserahmens bzw. functional/funktionell. NF.:
out of frame/ausserhalb d. Leserahmens bzw. non-functional/nicht funktionell. G. = Gen. Vy: Variable
Region der Immunglobulin-Schwerkette. Homolog.: Homologie. D-G.: Gen fiir die Diversity Region der
Immunglobulin-Schwerkette. Jy-G.: Gen fiir die Joining Region der Immunglobulin-Schwerkette. V,-G.: Gen
fiir die Variable Region der Kappa-Leichtkette des Immunglobulins. J,-G.: Gen fiir die Joining Region der
Kappa-Leichtkette. V;-G.: Gen fiir die Variable Region der Lambda-Leichtkette. J,-G.: Gen fiir die Joining
Region der Lambda-Leichtkette. Die geographische Herkunft des Patienten ist in der entsprechenden
Patientennummer mit einem GroBbuchstaben erfasst: Deutschland (13G), Schweden (59S), Italien (941),
USA (109U), Finnland (68F) und Australien.(106 A)

Vk-
Vu- Gen- V;-Gen
Pat | G| p | g | Lese VeGen |5 | Lese | V.- | voUen Lese-
N Homo- V-G. Homolog. Homolog. | J,-G.
LN (%) G. G. | rahmen (%) G. | rahme G. (%) rahmen
8. (F./NF.) n (F./NF.)
(F./NF)
2-1%
& 2- 98,8 &
3G 90,0 322 5 F. - - - - 14%* 98,8 2&3 F. &F.
7G 97,8 - 6 F. L6 100 3 NF. 2-14 98,8 3 F.
10G 97,3 5-24| 5 F. Al7 98,9 4 NF. 2-14 99,2 3 F.
11G 98,0 - 2 F. - - - - 2-14 97,6 3 F.
12G 99,3 6-6 6 F. - - - - 2-13 99,6 2 F.
14G 100 - 6 F. L6 96,2 - F. 2-1 100 2 F.
15G 98,2 - 4 F. A30 100 4 NF. 2-14 98,8 3 F.
1-17
& 1- 972 &
16G 934 6-6 5 F. B3 100 2 NF. 1P 95,8 1&3 F. & NF.
19G 97,8 - 6 F. - - - - 2-14 99,6 3 F.
20G 99,7 2-2 6 F. 1.23 100 4 NF. 2-17 100 2 F.
4& | NF. &
24G 98,1 - 6 F. 08/018 & L6 | 100 & 100 2 NF. 2-14 99,2 3 F.
25G 94,1 - 5 F. B3 97,7 F. - - -
26G 97,6 - 6 F. - - - - 2-14 98,8 3 F.
28G 98,2 3-9 4 F. L6 100 1 NF. 2-14 99,2 F.
30G 100 6-19| 4 F. L9 99,6 NF. - - - -
31G 97,3 3-10| 2 F. Al7 100 4 NF. 2-14 99,2 1 F.
32G 96,9 - 6 F. L6 100 F. 2-14 98,4 F.
33G 98,2 - 6 F. - - - - 2-14 98,8 3 F.
3& F. &
40G 100 3-3 1 F. L5 & L.20 100 & 100 | 4 NF. 2-14 96,0 3 F.
52G 96,9 - F. B3 98,4 F. 2-14 96,5 F.
57G 96,9 - F. - - - - 2-14 97,3 3 F.
5& | NF. &
58G 98,7 - 6 F. 124 & A27 | 100& 100 | 4 NF. 2-14 96,9 2 NF.
66S 97.3 - 6 F. B3 99,6 NF. 2-14 96,9 3 F.
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Auf Aminosdureebene zeigten die funktionellen Vy3-21-Rearrangements HCDR3-
Regionen mit einer medianen Lidnge von 7 Codons. (5-25 Codons) 50 (56%) Vyu3-21-
Rearrangements, die sich aus Patientenproben aller teilnehmenden Linder
zusammensetzen, zeigten eine HCDR3-Region mit einem nicht identifizierbaren D-Gen in
Kombination mit einem Jy6-Gen. Erstaunlicherweise zeigten 15 Patienten die identische
Aminosdureabfolge Asparaginsidure-Alanin-Asparagin-Glycin-Methionin-Asparaginsdure-
Valin (kurz: DANGMDV-Motiv) Bei weiteren 21 Patienten zeigte die HCDR3-Region
eine sehr hohe Ubereinstimmung mit Abweichung in nur 1 Aminosiure vom DANGMDV-
Motiv. Dariiberhinaus war bei 14 Patienten eine mittlere Ubereinstimmung mit 2 oder 3
Abweichungen von der DANGMDV-Sequenz festzustellen.

Von diesen Patienten mit hoher oder mittlerer Ubereinstimmung innerhalb der Vy3-21
Gene, zeigten 74% (n=37) ein mutiertes Vy-Gen mit einer Mutationshiufigkeit zwischen
2,2% und 10%. (Median: 3,4%) Die HCDR3-Sequenzen aller funktionellen Vy3-21 Gen-
Rearrangements sind in Tabelle 18 dargestellt. Eine Zusammenfassung charakteristischer
Merkmale der Vi3-21 Rearrangements innerhalb der verschiedenen Herkunftsldnder sind
in Tabelle 19 und Tabelle 20 dargestellt.

Es zeigt sich bezogen auf die Gesamtzahl analysierter CLL-Fille innerhalb eines
Herkunftslandes eine Haufung von Vy3-21-Fillen in Schweden und Finnland von 10%
bzw. 9%, gegeniiber 6% im gesamten Kollektiv. Es kann dariiber hinaus ein Uberwiegen
der mutierten Fiélle von 63% im gesamten Kollektiv beobachtet werden. Eine dhnliche
Verteilung der Haufigkeiten von mutierten Vy3-21-Féllen zeigt sich dabei fiir alle
teilnehmenden Herkunftsldnder. (Deutschland: 62%, Schweden: 69%, Italien: 55%, USA:
57%, Finnland: 67%, Australien: 50%). Daten zur Leichtkettenexpression waren fiir 74%
der Fille verfiigbar. (67/90 Patienten) Ein Uberwiegen der Lambda-Leichtketten-
Expression (A-Expression) zeigt sich sowohl im gesamten Kollektiv mit 63% (57/90)
gegeniiber 11% (10/90) Kappa-Leichtketten-Expression (k-Expression) als auch innerhalb
der verschiedenen Herkunftsldnder. Betrachtet man die Prozentsidtze nur bezogen auf die
Patienten mit bekannter Leichtkettenexpression so zeigen 85% eine A-Expression wihrend
15% eine x-Expression aufweisen. Des Weiteren zeigt sich bei den 90 untersuchten
Patienten bei mehr als 50% (55,5%) eine hohe oder mittlere Ubereinstimmung in der
HCDR3. Ein dhnlich hoher Prozentsatz 148t sich auch innerhalb der untersuchten
Herkunftslinder finden. Eine Homologie des B-Zell-Rezeptors mit Ubereinstimmungen in
der HCDR3 und Umlagerung der V,;2-14-Leichtkette fand sich auflerdem bei 51% der

untersuchten Patienten, wobei vergleichbare Héiufigkeiten innerhalb der einzelnen



3.Ergebnisse 49

Herkuftsldinder zu finden waren (Deutschland: 40,5%, Schweden 59,4%, Italien 55,5%,
USA: 57%, Finnland 66,6%, Australien 50%.)
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Tabelle 18: Aminosduresequenz der HCDR3- und LCDR3-Regionen bei den CLL-Fillen mit Vy3-21-
Genumlagerung. Die HCDR3-Sequenzen, die links dargestellt sind, wurden verglichen mit der am héufigsten
vorkommenden HCDR3-Sequenz: DANGMDYV. D: Asparaginsidure. A: Alanin. N: Asparagin. G: Glycin. M:
Methionin. V: Valin. Aminoséduren, die mit der obersten Sequenz identisch sind, werden mit einem Punkt
gekennzeichnet. (.) Fehlende Aminosduren werden mit einem Querstrich gekennzeichnet. (-) Die
abweichenden Aminoséduren sind mit der entsprechenden Abkiirzung als GroSbuchstabe gekennzeichnet: R:
Arginin. C: Cystein. Q: Glutamin. E: Glutaminsdure. H: Histidin. I: Isoleucin. L: Leucin. K: Lysin. F:
Phenylalanin. P: Prolin. S: Serin. T: Threonin. W: Tryptophan. Y: Tyrosin. Nur die V;2-14 LCDR3
Sequenzen werden ebenfalls dargestellt. (auf der rechten Seite) Ein Stern (*) zeigt an, dafl der Fall ein von
V;2-14 abweichendes Vi-Gen benutzt. UPN: Patientennummer (Unique Patient Number). HCDR3: Heavy
chain Complementary Determining Region 3. LCDR3: Light chain Complementary Determining Region 3.
Vy: Variable Region der Immunglobulin-Schwerkette. V| : Variable Region der Immunglobulin-Leichtkette.
Vy3-21: Variable Region 3-21 der Immunglobulin-Schwerkette. V;2-14: Variable Region 2-14 der Lambda-
Leichtkette des Immunglobulins. Die geographische Herkunft des Patienten ist in der entsprechenden
Patientennummer mit einem Grofbuchstaben erfasst: Deutschland (13G), Schweden (59S), Italien (941),
USA (109U), Finnland (68F) und Australien. (106 A)

uorN Vg CDR3 V. CDR3

1sa V,3-21 CARDANGMDV Va2-14 YYCQVWDSSSDHPWY

266G - o Voa22—-14 - - .- e e e e e e e .

59 = e Vx2—14 ....... Gl - - .

& 0= 3-20 . .- L .44 a s Va=2-14 ... ..o e Q. . .

&el1ls Vi 3-21 0L 0oL o Lo . = L=

[=p=g=4 = e Vx2—14 ...............
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Tabelle 19: Zusammenfassung charakteristischer Merkmale der Vy3-21-Rearrangements getrennt nach den
verschiedenen Herkunftsldndern. Die Zahlenwerte entsprechen jeweils den absoluten Héufigkeiten an Vy3-
21-Féllen mit dem jeweiligen Merkmal. Ges.: Gesamtzahl. Deutschl.: Deutschland. SWE: Schweden. Ital.:
Italien. Fin.: Finnland. Austr.: Australien. Vy3-21: Variable Region 3-21 der Immunglobulin-Schwerkette.
Vy-mut.: Vy-mutiert/Variable Region der Immunglobulin-Schwerkette ist mutiert (Ubereinstimmung der Vi
mit der Keimbahnsequenz liegt unter 98%). Vy-unmut.: Vy-unmutiert/Variable Region der Immunglobulin-
Schwerkette ist unmutiert. (Ubereinstimmung der Vy mit der Keimbahnsequenz liegt bei mindestens 98%)
K/A-Expression: Expression der Kappa-Leichtkette bzw. der Lambda-Leichtkette des Immunglobulins.
HCDR3 (0-1): Heavy chain Complementary Determining Regions 3, die in ihrer Aminosdureabfolge in
maximal 1 Aminosdure voneinander abweichen. HCDR3 (2-3): Heavy chain Complementary Determining
Regions 3, die in ihrer Aminosdureabfolge in 2 oder 3 Aminosduren voneinander abweichen. V,2-14-Gen:
Gen fiir die Variable Region 2-14 der Lambda-Leichtkette des Immunglobulins.

Ges. | Deutschl. | SWE | Ital. | USA | Fin. | Austr.
Anzahl Vy3-21-Fille 90 37 32 9 7 3 2
Vy-mutiert/'unmutiert 57/33 23/14 22/10 5/4 4/3 2/1 1/1
>98% Vy-Gen-Homologie (Vy-unmut.) 32 14 10 4 3 1 0
96-98% Vy-Gen-Homologie (Vy-mut.) 41 17 14 4 4 1 1
< 96% Vy-Gen-Homologie (Vy-mut.) 17 6 8 1 0 1 1
k/A-Expression 10/57 1/14 5/26 1/8 3/4 | 0/3 0/2
Hohe Ubereinstimmung HCDR3 (0-1) 36 10 16 5 3 1 1
Mittlere Ubereinstimmung HCDR3 (2-3) 14 6 5 1 1 1 0
Funktionelles V,2-14-Gen 65 26 24 6 4 3 2
Homologie HCDR3 und V,2-14 46 15 19 5 4 2 1
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Tabelle 20: Zusammenfassung charakteristischer Merkmale der Vy3-21-Rearrangements der verschiedenen
Herkunftslander. Die Zahlenwerte entsprechen Prozentzahlen bezogen auf die Gesamtzahl an Vy3-21-
Fillen bzw. bezogen auf die Anzahl an Vy3-21-Fillen innerhalb des jeweiligen Herkunftslandes. Zusitzlich
in Zeile 2 die prozentuale Héufigkeit von Vy3-21-Féllen unter allen jeweils analysierten CLL-Féllen.

CLL: Chronische Lymphatische Leukidmie. Ges.: Gesamtzahl. Deutschl.: Deutschland. SWE: Schweden,
Ital.: Italien. Fin.: Finnland. Austr.: Australien. Vy3-21: Variable Region 3-21 der Immunglobulin-
Schwerkette. Vy-mut.: Vy-mutiert/Variable Region der Immunglobulin-Schwerkette ist mutiert.
(Abweichung von der Keimbahnsequenz um mehr als 2%) Vy-unmut.: Vy-unmutiert/Variable Region der
Immunglobulin-Schwerkette ist unmutiert. (Abweichung von der Keimbahnsequenz um 2% oder weniger)
Kk/A-Expression: Expression der Kappa-Leichtkette bzw. einer Lambda-Leichtkette. HCDR3 (0-1): Heavy
chain Complementary Determining Regions 3, die in ihrer Aminosdureabfolge in maximal 1 Aminosiure
voneinander abweichen. HCDR3 (2-3): Heavy chain Complementary Determining Regions 3, die in ihrer
Aminosdureabfolge in 2 oder 3 Aminosiuren voneinander abweichen. V,;2-14-Gen: Gen fiir die Variable
Region 2-14 der Lambda-Leichtkette des Immunglobulins. Ubereinstim.: Ubereinstimmung.

Ges. | Deutschl. | SWE Ital. | USA | Fin. | Austr.
Prozentuale Verteilung der V3-21-
Fille auf die verschiedenen Linder 100 41,1 35,6 10 7.8 3,3 2,2
Haufigkeit von Vy3-21-Fillen
bezogen auf Gesamtzahl an jeweils
analysierten CLL-Fillen 6 5 10 5 3 9 3
Vy-mutiert/unmutiert 63/36 62/38 69/31 55/45 | 57/43 | 67/33 | 50/50
>98% Vy-Gen-Homologie
(Vg -unmut.) 35 37,8 31,25 44 42,85 | 333 0
96-98% Vy-Gen-Homologie
(Vy-mut.) 45,5 46 43,75 44 57,25 | 333 50
<96% Vy-Gen-Homologie
(Vy-mut.) 19,5 16,2 25 12 0 33,3 50
/A Expression 11/63,3 | 2,7/37,8 | 15,6/81,2 | 12/88 | 43/57 |0/100| 0/100
Hohe Ubereinstim. HCDR3 (0-1) 40 27 50 55 43 33,3 50
Mittlere Ubereinstim. HCDR3 (2-3) 15,5 16,2 15,6 12 14,3 33,3 0
Funktionelles V,2-14 Gen 72,2 70,3 75 66,6 | 57 100 100
Homologie HCDR3 und V,2-14 51 40,5 59,4 55,5 57 66,6 50
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3.2. Vi -Gen-Rearrangements (Umlagerung der variablen
Leichtketten)

Bei allen der 90 untersuchten Vy3-21-Fille konnte mindestens 1 Vi-Gen-Rearrangement
detektiert werden. Insgesamt lieBen sich 89 V- (26 funktionell und 63 nicht funktionell)
sowie 88 Vj,-Rearrangements (78 funktionell und 10 nichtfunktionell) amplifizieren und
sequenzieren. 68 der 90 Fille zeigten dabei Vk-Rearrangements und 77 Fille zeigten V-
Rearrangements. Dabei fanden sich bei 55 Fillen sowohl V- als auch V;-Rearrangements.
Die Vi -Gen-Sequenzdaten sind ebenso wie die Vy-Gen-Sequenzdaten in Tabelle 16 und

Tabelle 17 dargestellt.
3.2.1 V;-Gen-Rearrangements

Ein einzelnes V;-Gen-Rearrangement wurde in 68 Fillen detektiert. (63 funktionell und 5
nicht-funktionell) 8 Patienten zeigten ein doppeltes V;-Rearrangement. Davon zeigten 3 je
ein funktionelles und ein nicht-funktionelles Rearrangement. Bei den verbleibenden 5
Féllen waren beide V)-Rearrangements potentiell funktionell umgelagert. Ein Patient

(Patient: 100 I) zeigte 2 funktionelle und 2 nicht-funktionelle V;-Rearrangements.
3.2.2. V-Gen-Rearrangements

Aus den 89 V,-Gen-Rearrangements die von 68 Patienten amplifiziert wurden, waren 26
funktionell und 63 nicht funktionell umgelagert. Die Mehrheit der Rearrangements war
dabei unmutiert und nur 8 der Rearrangements trugen somatische Mutationen, mit einer
medianen Mutationsrate von 2,9%. (2,3-5,8%) Das am hiufigsten umgelagerte V,.-Gen
war VB3 (n=16) und VA27 (n=12). Die J-Segmente J,4 und J1 waren die am hiufigsten
umgelagerten J-Gene, die in 31 bzw. 19 Rearrangements genutzt wurden. Bei 13
Patienten lieBen sich nur V-Gen-Rearrangements finden, von denen 10 potentiell
funktionell umgelagert waren. Bei den iibrigen 55 Patienten, die alle V,-Rearrangements
umgelagert hatten, zeigten sich 73 V,-Gen-Rearrangements (15 potentiell funktionell und
58 nicht-funktionell), einschlieBlich 16 Fille mit 2 und 1 Fall mit 3 umgelagerten V.-
Allelen.
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3.2.3. Funktionalitiit der Leichtketten-Rearrangements

Wenigstens 1 funktionell umgelagertes Vi -Gen-Rearrangement konnte in 82 der 90
untersuchten Fille gezeigt werden. Die Expression von Leichtketten war bei 67 Fillen
bekannt. 10 Fille exprimierten dabei k-Leichtketten wihrend 57 Fille A-Leichtketten
exprimierten. In den verbleibenden 23 Fillen waren die Daten zur Leichtkettenexpression
nicht verfiigbar. Innerhalb der 10 Fille mit «x-Leichtkettenexpression zeigten alle
funktionell umgelagerte V. -Rearrangements und von den 57 Fillen mit bekannter A-
Leichtkettenexpression konnten bei 52 Fillen funktionelle V;-Rearrangements sequenziert
werden. In den 23 Fillen ohne bekannte Leichtkettenexpression zeigten 16 Fille ein
funktionelles V- Rearrangement, 1 Fall hatte ein funktionelles V-Rearrangement, 4 Fille
zeigten sowohl funktionelle V- als auch funktionelle V;-Rearrangements und bei 2 Fillen

konnte kein funktionelles Rearrangement amplifiziert werden.

3.2.4. Vi, -Gen-Mutationsstatus

Die Mehrheit der V-Gene war unmutiert. Nur 8 von 89 Rearrangements trugen somatische
Mutationen mit einer medianen Mutationsrate von 2,9%. (2,3%-5,8%) Somatische
Mutationen konnten bei 20 der 88 Vj,-Rearrangements, mit einer medianen

Mutationshiufigkeit von 3,4% (2,4%-8,1%) identifiziert werden.

3.2.5. V. /JL -Genumlagerung

Das am hiufigsten umgelagerte V;-Gen war V,;2-14, das bei 65 Rearrangements verwendet
wurde, und somit 72% der V,-Rearrangements entsprach, gefolgt von V,;2-1 das bei 4
Rearrangements detektiert wurde. (4%) Innerhalb der V,-Rearrangements wurde das J;3-
Gen bei 68 Rearrangements gefunden (76%). J,1 und J;2 fanden sich in 10 bzw. 6
Rearrangements. Die Kombination V;2-14/J;3 fand sich in 61 Fillen aus allen
teilnehmenden Lindern. (Deutschland n=24, Schweden n=24, Italien n=5, USA n=4,
Australien n=2 und Finnland n=2) Die Leichtketten-CDR3-Regionen der V;2-14-Patienten
hatten eine mediane Lédnge von 12 Codons (11-12) und zeigten eine hohe
Sequenzhomologie in den Fillen mit funktionell umgelagertem Rearrangement. Die
hiufigste LCDR3-Aminoséduresequenz, die in 45 Fillen detektiert werden konnte, war
Glutamin-Valin-Tryptophan-Asparaginsdure-Serin-(Serin/Glycin)-Serin-Asparaginsidure-

Histidin-Prolin-Tryptophan-Valin  (kurz: QVWDS(S/G)SDHPWYV), wobei als 6.
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Aminosdure entweder Serin (S) oder Glycin (G) identifiziert werden konnte. In 14
weiteren Rearrangements zeigte sich eine weitere Aminosidureabweichung von einer dieser
Sequenzen und 2 oder 3 zusitzliche Abweichungen wurden in weiteren 4 Féllen gefunden.
Die Aminosduresequenzen der LCDR3 der V;2-14-Rearrangements sind in Tabelle 18

dargestellt.

3.3. Kombinierte Vg -und Vi -Gen Benutzung

Die spezielle Kombination von Vy3-21/D/Jy6 zusammen mit V;2-14/J,3 fand sich in 51%
der Patienten (n=46), wobei 34 Fiille eine sehr hohe Ubereinstimmung in der HCDR3- und
LCDR3-Sequenz und 12 Patienten eine ebenfalls sehr hohe Ubereinstimmung in der
LCDR3-Sequenz und eine mittlere Ubereinstimmung in der HCDR3-Sequenz zeigten.
Diese spezielle Immunglobulinsequenzkombination wurde bei Patienten aus allen 6
eingeschlossenen Lindern gefunden. Dabei waren 19 Fille aus Schweden, 15 aus
Deutschland, 5 aus Italien, 4 aus den USA, 2 aus Finnland und 1 Fall aus Australien mit
dieser erstaunlichen Ubereinstimmung in der Vyg- und Vi -Sequenz nachzuweisen.

Tabellarisch ist dieser Zusammenhang neben anderem in Tabelle 19 und 20 dargestellt.

3.4. Anlayse des Kappa-Deleting-Element-Rearrangements
(KDE-Rearrangement)

42 der Fille mit bekannter A-Leichtkettenexpression wurden auf das Vorhandensein eines
umgelagerten  Kappa-deleting-elements (KDE), sowie das Vorliegen einer
Keimbahnkonfiguration des KDE untersucht. Die Umlagerung des KDE, entweder an eine
J-Ci-Intron-RSS (Intron-KDE in Tabelle 21; RSS=Recombination Signal Sequence) oder
an eine V-RSS (V. -KDE in Tabelle 21; Vergleiche jeweils auch Abb. 3) konnte in 41
von 42 Fillen (98%) detektiert werden. (Ausnahme Patient 27G) Bei 38% gelang dies bei
einem Allel, bei 60% bei beiden Allelen. Der Nachweis eines nicht funktionellen V,.-Gen-
Rearrangements zusammen mit einem oder zwei KDE-Rearrangements konnte in 15 bzw.
16 Patienten gezeigt werden. Ein PCR-Produkt mit Keimbahnkonfiguration des KDE
wurde bei allen beziiglich des KDE-Rearrangements analysierten Proben gefunden. Die

Daten der KDE-Analyse sind in Tabelle 21 dargestellt.



3.Ergebnisse 56

Tabelle 21: Ubersicht iiber die beiden alternativen KDE-Rearrangements (V. KDE-Rearrangement und J,-
C,-Intron-RSS-KDE-Rearrangement) bei A-exprimierenden Vy3-21-Patienten. *: Bei Patient 4G konnten
nur 2 geklonte Sequenzen amplifiziert werden. *F.: innerhalb des Leserahmens bzw. funktionell/functional,
NF.: auBlerhalb des Leserahmens bzw. nicht funktionell/non-functional. Der Querstrich (-) bezeichnet, dass
das jeweilige Rearrangement bzw. Leserahmen nicht bestimmt werden konnte. Die geographische Herkunft
des Patienten ist in der entsprechenden Patientennummer (Vy3-21 Pat.-Nr.) mit einem GrofB3buchstaben
erfasst: Deutschland (1G), Schweden (59S), Finnland (68F). Vyx3-21: Variable Region 3-21 der
Immunglobulin-Schwerkette. V,-Gen: Gen fiir die Variable Region der Kappa-Leichtkette des
Immunglobulins. V;-Gen: Gen fiir die Variable Region der Lambda-Leichtkette des Immunglobulins. KDE:
Kappa-Deleting-Element/Kappa-Leichtketten-deletierendes Element. V,KDE: Kurzform fiir V./KDE-
Rearrangment/Kombinationssequenz aus Variable Region der Kappa-Leichtkette und KDE, die durch
Umlagerung des KDE an eine Recombination Signal Sequence (RSS) ,die sich in unmittelbarer Nihe der V-
Gen-Region  befindet, entsteht.  J~-C-Intron-KDE: Kurzform fir JCc-Intron-RSS-KDE-
Rearrangement/Kombinationssequenz, die durch Umlagern des KDE an an eine Intron-Recombination Signal
Sequenz (Intron-RSS), die zwischen der Joining Region der Kappa-Leichkette (J,) und der Constant Region
der Kappa-Leichtkette (C,) des Immunglobulins liegt, entsteht.

V.~-Gen
Vu3-21 V.-Gen Leserah- V.-Gen V.KDE J-C-Intron-
Pat-Nr. | ' © men: > « KDE

F./NF.*
1G L12 NF. 2-14 - 2 x J-C~Intron-KDE
2G - - 1-22 V.KDE J-C-Intron-KDE
4G* Al NF. 2-1% V.KDE -
5G B3 F. 2-14 V,.KDE J-Cy-Intron-KDE
6G 02/012 NF. 2-14 V.KDE J-C,-Intron-KDE
13G 02/012 & B3 NF. & F. 2-14 - 2 x J,-C-Intron-KDE
17G 08/018 NF. 1-17 & 2-1 - 2 x J,-C-Intron-KDE
18G - - 2-14 - 2 x J-C~Intron-KDE
27G - - 2-14 - -
35G A27 NF. 2-14 - 2 x J-C-Intron-KDE
37G - - 2-14 V.KDE J-C-Intron-KDE
38G 08/018 NF. 2-14 V,.KDE -
55G L1 & Al & A27 NF. & F. & NF. 2-14 - J,-C,-Intron-KDE
598 08/018 + A17 NF. & F. 2-14 - 2 X J,-C-Intron-KDE
60S Al & B3 NF. & NF. 2-14 - J-Cy-Intron-KDE
61S 04 NF. 2-14 & 2-11 V.KDE J,-C,-Intron-KDE
628 02 NF. 2-14 J-C-Intron-KDE
63S Al8 NF. - V,.KDE J-Cy-Intron-KDE
64S A27 NF. 2-14 V.KDE J,-C,-Intron-KDE
65S A2 NF. 2-14 - J-C,-Intron-KDE
67S 02/012 & B3 NF. & NF. 2-14 - J-Cy-Intron-KDE
68F A20 & L6 NF. & NF. 2-14 - J,-C,-Intron-KDE
69S - - 2-14 - J-Cy-Intron-KDE
708 - - 2-14 2 x V.KDE J-Cy-Intron-KDE
718 A27 & B3 NF. & NF. 2-14 - 2 x J,-C-Intron-KDE
728 L9 & B3 NF. & NF. 2-14 - J-C-Intron-KDE
73S 08/018 & B3 NF. & NF. 2-14 - J,-C,-Intron-KDE
74S Al8 & L12 NF. & NF. 2-14 - 2 x J-C-Intron-KDE
758 B3 NF. 2-14 - J-Cy-Intron-KDE
76F 08/018 NF. 2-14 - J,-C,-Intron-KDE
77S A3/A19 NF. 2-14 - 2 X J,-C-Intron-KDE
788 - - 3-4 2x V,KDE J-CyIntron-KDE

Fortsetzung
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Fortsetzung Tabelle 21

V.~-Gen
Vu3-21 V.-Gen Leserah- V.-Gen V.KDE J-C-Intron-
Pat.-Nr. |  © men: r « KDE

F./NF.*
798 08/018 NF. 2-14 V,KDE J-C-Intron-KDE
80S 04 F. 2-14 & 1-3 V,KDE J-C-Intron-KDE
81S - 2-14 V.KDE J-C-Intron-KDE
828 02/012 NF. 2-14 J-C-Intron-KDE
83F L6 NF. 2-14 V,KDE J-C-Tntron-KDE
89S Al7&B2 NF. & F. 1-4 J-C-Intron-KDE
91S - 2-14 V,KDE J-C-Tntron-KDE
928 08/018 NF. 2-14 2x V.KDE
938 02/012 NF. 2-14 2x J-C-Intron-KDE

3.5. Beziehung zu anderen prognostischen Markern

Fiir 43 Patienten wurde das CD38-Expressionsniveau bestimmt. Es wurde anhand der
Verteilung der Fille ein CD38-Cut-Off-Level von 20% festgelegt. Bei 20 Fillen (12
mutiert und 8 unmutiert) lag das CD38-Expressionsniveau iiber 20%, wohingegen 23 Fille
(14 mutiert und 9 unmutiert) ein CD38-Expressionsniveau von weniger als 20% zeigten.
(Dargestellt in Abb. 7) Die ZAP-70 Expression wurde bei 10 Patienten beurteilt, von
denen 7 Patienten (5 Vy-mutiert und 2 Vy-unmutiert) mehr als 20% ZAP-70"-Zellen
aufwiesen, wihrend die restlichen 3 Fille (2 Vy-mutiert und 1 Vy-unmutiert) weniger als
20% ZAP-70"-Zellen zeigten (Dargestellt in Abb. 8). Zytogenetische Daten wurden fiir 55
Fille (34 Vy-mutiert und 21 Vyg-unmutiert) erhoben. Die Deletion-13q war dabei die
hiufigste chromosomale Aberration (n=25, 18 Vy-mutiert und 7 Vy-unmutiert), gefolgt
von der Deletion-11q, (n=15; 8 Vy-mutiert und 7 Vg-unmutiert) Deletion-17p (n=5; 3 Vy-
mutiert und 2 Vg-unmutiert) und der Trisomie 12. (3 Vyg-mutiert) In 7 Fillen konnte keine

der untersuchten zytogenetischen Aberrationen detektiert werden.
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Tabelle 22: Hiufigkeitsverteilung chromosomaler Aberrationen in der Vy-mutierten und Vy-unmutierten
Gruppe. In Klammern (%) die prozentuale Verteilung der Aberrationen bezogen auf die Zahl aller
zytogenetisch analysierten Patienten (n=55) und bezogen auf die Patientenzahl in der Vy-mutierten (n=34)
bzw. Vy-unmutierten Gruppe. (n=21). Vy-mutiert: Variable Region der Immunglobulin-Schwerkette zeigt
weniger als 98% Ubereinstimmung mit der Keimbahnsequenz. Vy-unmutiert: Variable Region der
Immunglobulin-Schwerkette zeigt mindestens 98% Ubereinstimmung mit der Keimbahnsequenz. Deletion-
13q: Deletion am langen Arm von Chromosom Nummer 13. Trisomie-12q: Trisomie am langen Arm von
Chromosom Nummer 12. Deletion-11q : Deletion am langen Arm von Chromosom Nummer 11. Deletion
17p: Deletion am kurzen Arm von Chromosom Nummer 17. Zytogenet. Aberrationen ges.: Zytogenetische
Aberrationen gesamt.

Alle zytogenetisch Vy-Homologie <98 %/ Vy- Vu-Homologie > 98% Vy-
analysierten Patienten mutiert unmutiert

55 (100%) 34 (62%) 21 (38%)
Aberration
Deletion-13q 25 (45%) 18 (53%) 7 (33%)
Trisomie-12q 3 (5%) 0 (0%) 3 (14%)
Deletion-11q 15 (27%) 8 (24%) 7 (33%)
Deletion-17p 5 (9%) 3 (9%) 2 (10%)
Deletion-17p- oder-

20 (36%) 11 (32%) 9 (43%)
11q
Zytogenet.

yios ) 48 (87%)

Aberrationen ges.
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Abb. 7: CD38 bei Vy-3-21-CLL-Féllen: CD38-Expression bei 26 Vy-mutierten und 17 Vy-unmutierten
Vy3-21-CLL-Patienten. Vy-mutierte und Vyg-unmutierte Fille geteilt in 2 Gruppen auf der x-Achse
aufgetragen. (Vy-mutierte Fille dargestellt als blaue Rauten. Vy-unmutierte Fille dargestellt als rosa
Quadrate) Auf der y-Achse aufgetragen die prozentuale CD38-Expression in %. Cut-Off-Level der CD38-
Expression festgelegt auf 20%, dargestellt durch die breite horizontale schwarze Linie. Vy-mutiert: Variable
Region der Immunglobulin-Schwerkette (Vy) zeigt weniger als 98% Ubereinstimmung mit der
Keimbahnsequenz. Vy-unmutiert: Variable Region der Immunglobulin-Schwerkette (Vy) zeigt mindestens
98% Ubereinstimmung mit der Keimbahnsequenz. Vy-3-21: Variable Region 3-21 der Immunglobulin-
Schwerkette. CLL: Chronische Lymphatische Leukdmie. CD38: Cluster of Differentiation 38.
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Abb. 8: ZAP-70 bei Vy-3-21-CLL-Fillen: ZAP-70-Expression bei 7 Vy-mutierten und 3 Vy-unmutierten
Vy3-21-CLL-Féllen. Vy-mutierte und Vy-unmutierte Fille geteilt in 2 Gruppen auf der x-Achse aufgetragen.
(Vy-mutierte Fille dargestellt als blaue Rauten. Vy-unmutierte Félle dargestellt als rosa Quadrate) Auf der y-
Achse aufgetragen die ZAP-70 Expression in %. Cut-Off-Level entsprechend Crespo et. al (21) bei 20%-
ZAP-70"-CLL-Zellen, dargestellt als breite, schwarze, horizontale Linie. Vy-mutiert: Variable Region der
Immunglobulin-Schwerkette (Vy) zeigt weniger als 98% Ubereinstimmung mit der Keimbahnsequenz. Vy-
unmutiert: Variable Region der Immunglobulin-Schwerkette (Vi) zeigt mindestens 98% Ubereinstimmung
mit der Keimbahnsequenz. Vy-3-21: Variable Region 3-21 der Immunglobulin-Schwerkette. CLL:
Chronische Lymphatische Leukéimie ZAP-70: Zeta-associated-protein 70. et al.: et alii/und andere.

3.6. Uberlebensanalysen

Uberlebensdaten waren verfiigbar fiir 64 Patienten, davon 32 aus Schweden, 14 aus
Deutschland, 9 aus Italien, 4 aus den USA, 3 aus Finnland und 2 aus Australien. Das
mediane Gesamtiiberleben betrug 88 Monate. Zwischen Vy-mutierten (41 Fille) und Vy-
unmutierten Vy3-21-Patienten (23 Fille) konnte kein signifikanter Unterschied im
Uberleben festgestellt werden. Das mediane Uberleben betrug dabei 79 Monate fiir die Vy-
mutierte Patientengruppe, wohingegen das mediane Uberleben in der Vy-unmutierten
Gruppe nicht erreicht wurde. (log-rank test, p-Wert = 0,17). Die Uberlebensdaten sind in
Abb. 9 dargestellt.
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Abb. 9: Kaplan-Meier-Uberlebenskurven bei Vy3-21-Patienten in Abhiingigkeit vom V-
Mutationsstatus: Auf der x-Achse aufgetragen die Uberlebensdauer in Jahren, auf der y-Achse der
kumulative Prozentsatz iiberlebender Patienten in Prozent getrennt fiir Vy3-21-mutierte und -unmutierte
Patienten. Vy-mutiert: Variable Region der Immunglobulin-Schwerkette (Vy) zeigt weniger als 98%
Ubereinstimmung mit der Keimbahnsequenz. Vy-unmutiert: Variable Region der Immunglobulin-
Schwerkette (Vy) zeigt mindestens 98% Ubereinstimmung mit der Keimbahnsequenz. Vy-3-21: Variable
Region 3-21 der Immunglobulin-Schwerkette.
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Ausserdem zeigte sich kein signifikanter Unterschied im Gesamtiiberleben im Vergleich
von Patienten mit sehr hoher Ubereinstimmung der HCDR3 (definiert als Patienten mit 0-1
Aminosidureabweichung: insgesamt 30 Patienten) und jenen Patienten bei denen keine
Ubereinstimmung in der HCDR3 (insgesamt 34 Patienten) vorlag. (104 vs. 70 Monaten, p-
Wert = 0,32). Dieser Zusammenhang ist graphisch in Abb. 10 dargestellt.
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Abb 10: Kaplan-Meier-Uberlebenskurven von Vy3-21-Patienten in Abhiingigkeit von der HCDR3-
Homologie. Auf der x-Achse aufgetragen die Uberlebensdauer in Jahren, auf der y-Achse der kumulative
Prozentsatz iiberlebender Patienten in Prozent getrennt fiir Vy3-21-Patienten mit und ohne homologe
HCDR3-Region. Dabei unterscheiden sich die Fille in der Gruppe mit homologer HCDR3 in maximal 1
Aminosdaure. HCDR3: Heavy chain Complementary Region 3. Vy-mutiert: Variable Region der
Immunglobulin-Schwerkette (Vy) zeigt weniger als 98% Ubereinstimmung mit der Keimbahnsequenz. Vy-
unmutiert: Variable Region der Immunglobulin-Schwerkette (Vi) zeigt mindestens 98% Ubereinstimmung
mit der Keimbahnsequenz. Vy-3-21: Variable Region 3-21 der Immunglobulin-Schwerkette.
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Ebenfalls ergab sich kein signifikanter Unterschied im Gesamtiiberleben zwischen
Patienten mit kurzer (41 Félle) und langer HCDR3-Region (23 Fille: 92 vs. 65 Monate p-
Wert = 0,60) oder Umlagerung des V;2-14 Gens (48 Fille) bzw. Umlagerung anderer V| -
Gene. (16 Fille: 85 vs. 77 Monate, p-Wert = 0,81) Auch die Wahl anderer Grenzen zur
Definition der HCDR3-Homologie und zwar nur 0, 0-2, 0-3 Aminosdurenabweichungen
von der DANGMDV-Motiv-Sequenz wurden im Hinblick auf Unterschiede im
Gesamtiiberleben untersucht, ohne dass sich hierbei ein signifikanter Unterschied im

Uberleben zeigen lie.
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4. Diskussion

4.1. Bemerkenswerte Ubereinstimmungen in der B-Zell-

Rezeptor-Struktur

In Vorarbeiten wurde von der kooperierenden schwedischen Arbeitsgruppe eine das Vy3-
21-Gen umlagernde CLL-Patientengruppe identifiziert, deren Immunglobulingenstruktur
erstaunliche Besonderheiten zeigt und die eine besonders ungiinstige klinische Prognose
aufweist. (122, 123) Um die Merkmale des Immunglobulingens und die prognostische
Bedeutung der Vy3-21-Umlagerung weiter zu beleuchten wurde in Kooperation mit
weiteren Zentren die Vy3-21-Fallsammlung um Material aus insgesamt 6 verschiedenen
Liandern aus verschiedenen Teilen der Welt, namlich Deutschland, Schweden, Italien,
USA, Finnland und Australien erweitert. In Ubereinstimmung mit vorangehenden Arbeiten
konnte bei Patienten aller teilnehmenden Lidnder unabhingig von ihrer Herkunft eine
charakteristische Immunglobulin-Gen-Rearrangement-Struktur gezeigt werden. Ein groBer
Teil der Vy3-21-CLL-Patienten (56%) zeigte dabei Gen-Rearrangements mit sehr kurzen
HCDR3-Regionen (7 Aminosiuren), die untereinander hochgradige Ubereinstimmungen
aufwiesen. Viele der HCDR3-Regionen zeigten dabei das Aminosduremotiv, DANGMDV.
Des Weiteren war bei einer Mehrheit der Vy3-21-Patienten (73%) in der Immunglobulin-
Leichtkette eine bevorzugte Umlagerung des V;2-14-Gens (Benennung nach Genbank
Nomenklatur) festzustellen. Dariiberhinaus fand sich ebenfalls eine hohe Homologie der
LCDR3-Regionen bei der Mehrheit (91%) der Vy3-21/V)2-14-Patienten mit der
charakteristischen Aminosédureabfolge: Glutamin-Valin-Tryptophan-Asparaginsidure-Serin-
(Serin/Glycin)-Serin-Asparaginsidure-Histidin-Prolin-Tryptophan-Valin. (kurz:
QVWDS(S/G)SDHPWYV) Die Kombination homologer HCDR3- und LCDR3-Regionen
lieB sich erstaunlicherweise bei Proben aus allen eingeschlossenen Léndern finden.
Folglich lasst sich anhand der erhobenen Daten vermuten, dass diese klar umschriebene B-
Zell-Rezeptorstruktur der Vy3-21-benutzenden CLL-Félle sehr wahrscheinlich ein
weltweit verbreitetes Phdnomen darstellt. Dies wird weiter gestiitzt durch eine unlidngst
veroffentlichte Arbeit an Vy3-21-umlagernden CLL-Fillen aus dem Mittelmeerraum, in
der sich ebenfalls Fille mit der gleichen Immunglobulingen-Struktur finden lieBen. (45)

Die groBe Ubereinstimmung der B-Zell-Rezeptoren, die sich bei den Vy3-21-CLL-Fillen
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finden lasst, spricht dafiir, dal Mechanismen der Antigenselektion an der Entwicklung der
CLL durch Erkennung bestimmter gemeinsamer Antigenepitope beteiligt ist. Diese
Hypothese stiitzt sich dabei auf folgende Erkenntnisse. Die Wahrscheinlichkeit, dass bei
verschiedenen CLL-Patienten 2 gleiche VyDJy-Rearrangements zufiéllig auftreten ist
aufgrund der vielen Kombinationsmoglichkeiten zwischen den V-, D- und J-Segmenten
duBerst gering und liegt bei 1/51 V-Segmente x 1/27 D-Segmente x 1/6J-Segmente =
1/8262. In Kombination mit einem spezifischen Vi-Gen ist die Wahrscheinlichkeit
nochmals um ein Vielfaches geringer. Dies kann mit 1/8262 x 1/33x1/77 (1V,J5y) = 1/1,9
Millionen beziffert werden. Wenn die Moglichkeit zur Variation bei der Zusammenfiigung
der Segmente miteingerechnet wird, wird die Wahrscheinlichkeit weiter auf weniger als
1072 reduziert. Die Tatsache, dass sehr dhnliche Vy3-21/V;2-14-Rearrangements bei einer
groBen Anzahl von Patienten in verschiedenen Lindern gefunden werden konnen, stérkt
die Theorie der Antigenselektion weiter, da es als duBerst unwahrscheinlich einzuschitzen
ist, dass diese Beobachtung auf zufillige Geschehnisse zuriickzufiihren ist. Eine der
derzeitigen Theorien postuliert, dass das Antigen die Vy3-21-B-Zelle moglicherweise noch
vor der leukdmischen Transformation zur Proliferation mit folglicher klonaler Vermehrung
und Hinzugewinn weiterer genetischer Ereignisse stimuliert. (15) Somit wird die
Wabhrscheinlichkeit fiir den Erwerb, von im Hinblick auf eine maligne Entartung,
,gefahrlichen® Mutationen erhoht. Es bestehen Hinweise darauf, dass Antigenstimulation
zusammen mit der Interaktion mit akzessorischen Zellen und deren Zytokinen einen
unterstiitzenden Faktor darstellen, der die Proliferation von CLL-Zellen fordert und sie vor
Apoptose schiitzt. Die Vermutung liegt nahe, dass sich die Ausprigung solcher oder
dhnlicher Mechanismen in den verschiedenen Subgruppen unterscheidet, und so zu
Unterschieden im klinischen Verlauf zwischen den einzelnen Gruppen fiihrt. (15) Dies
wirft die Frage nach der Art und Herkunft der stimulierenden Antigene auf. Obwohl diese
,potentiellen* Antigene bislang unbekannt sind vermuten sowohl éltere (5, 7, 119) als auch
unlidngst veroffentlichte Arbeiten, (56) dass moglicherweise Autoantigene in diesen
Prozess involviert sein konnten. Bei etwa 50% der CLL-Fille lieB3 sich die Produktion von
autoreaktiven Antikdrpern nachweisen. Es liel sich dabei weiterhin zeigen, dall Vy-
unmutierte CLL-Zellen hochgradig polyreaktive B-Zell-Rezeptoren produzieren wihrend
dies bei den meisten Vyg-mutierten CLL-Zellen nicht zu beobachten war. (56) Durch
Antigenbindung an den B-Zell-Rezeptor wird moglicherweise eine permanente Stimulation

der Vy-unmutierten CLL-Zellen vermittelt (14, 124), die zur Weitergabe intrazelluldrer
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Signale iiber (unter anderem) die Proteine ZAP-70 oder SYK (Spleen Tyrosin Kinase)
fiihren konnte. (12, 13, 129) In Ubereinstimmung mit dieser Hypothese ist die Kapazit:t
des B-Zell-Rezeptors zur Ubermittlung intrazellulidrer Signale bei Vy-unmutierten CLL-
Zellen verglichen mit Vy-mutierten CLL-Zellen erhoht. (12, 13, 80, 124, 129) Nur in etwa
50% der Fille fiihrt eine in vitro Bindung von IgM-Antikérpern an den B-Zell-Rezeptor
zur Ubermittlung von Signalen an den Zellkern. (15) Die Ursache solcher unterschiedlicher
Reaktionen auf die Bindung an den B-Zell-Rezeptor sind in der Zukunft weiter zu
beleuchten.

Als Telomere bezeichnet man die Endstrukturen von Chromosomen, die aus einer
repetitiven DNA-Sequenz  [(Thymin-Thymin-Adenin-Guanin-Guanin-Guanin), kurz:
(TTAGGG),] zusammengesetzt und an spezifische Proteine gebunden sind. (4, 96) Sie
schiitzen die DNA vor Degradierung, verhindern End-zu-End Fusionen und besitzen beim
Menschen eine durchschnittliche Linge von 5-15 Kilobasen. Bei jedem Zellzyklus
verkiirzen sie sich um ca. 100-200 Basenpaare, da die DNA-Polymerase den fehlenden
DNA-Strang nicht vollstindig replizieren kann. (26, 54, 81) Somit dient die Telomerldnge
als Indikator fiir die Proliferationsgeschichte einer Zelle. (55) Dem Abbau der Telomere
wirkt ein Enzym namens Telomerase entgegen, welches TTAGGG-Sequenzen wiederholt
an die Chromosomenenden anfiigt. (95) Tumorzellen weisen hiufig kiirzere Telomere auf
als Kontrollzellpopulationen gleichen Alters. Dabei konnten sowohl in vielen soliden
Tumoren (36) als auch bei malignen hdmatologischen Erkrankungen (6, 35, 98) im
Vergleich kiirzere Telomere nachgewiesen werden. Vy-unmutierte CLL-Zellen zeigen
kiirzere Telomere als Vy-mutierte CLL-Zellen, was fiir eine ebenfalls ldngere
Proliferationsgeschichte der Vy-unmutierten CLL-Zellen verglichen mit Vy-mutierten
CLL-Zellen spricht. (25) Es konnte des Weiteren gezeigt werden, dass Patienten mit
kurzen Telomeren héaufiger prognostisch ungiinstige zytogenetische Aberrationen wie
beispielsweise die Deletionen-11q oder -17p aufweisen und dass kiirzere Telomere mit
einem ungiinstigeren Krankheitsverlauf assoziiert sind. Ausserdem zeigte sich, dass die
Telomerlidnge invers korreliert ist mit weiteren prognostisch bedeutsamen Markern wie
dem ZAP-70- und CD38-Expressionsstatus. (74) Eine mogliche Interpretation dieser
Zusammenhinge ist, dass die ldngere Proliferationsgeschichte von Patienten mit kurzen
Telomeren die Wahrscheinlichkeit fiir das Erwerben genetischer Verdnderungen erhoht
und der Zugewinn bestimmter ungiinstiger Aberrationen zu einem Proliferationsvorteil

fithrt und so die Selektion bestimmter B-Zell-Klone bewirkt. Ob Antigenstimulation dabei
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aber zur Aufrechterhaltung einer klonalen Expansion zwingend notwendig ist, ist bislang
nicht geklirt, da auch bei normalen B-Zellen ein niedriges Niveau an BCR-vermittelten
Signalen zu finden ist (9, 93) und ein antigenunabhiéngiger, iiber den BCR-Signalweg
vermittelter Stimulationstrigger durch andere genetische Lésionen durchaus denkbar
erscheint. Trotzdem ist es sicher moglich, dass zum Beispiel latente Viren oder
Kommensalbakterien {iber den B-Zell-Rezeptor zu einer wiederkehrenden Stimulation von
bestimmten B-Zell-Klonen und somit durch entsprechende Infektion und Stimulation zum
Auftreten einer chronisch lymphatischen Leukdmie fiihren konnten, wie dies
beispielsweise bei Helicobacter-pylori-assoziierten MALT-Lymphomen nachgewiesen
werden konnte. (11) Weitere Untersuchungen zur Identifizierung der ursédchlichen
Antigene und der Bedeutung von Mechanismen der Antigenstimulation in der Pathogenese
der CLL sind notwendig. Ein weitere CLL-Subgruppe mit einer definierten VDJ-Struktur
(unmutiertes Vy-Gen, lange HCDR3, Umlagerung von Jy6) mit zum Teil identischen Vy-
und Vi -Rearrangements und das hdufigste unmutiert umgelagerte Vy-Gen iiberhaupt ist
das Vyu1-69-Gen, dessen gehiduftes Auftreten bei der B-CLL auf moglicherweise weitere
stimulierende Antigene hinweist und die Theorie von Antigenselektionsmechanismen bei
der CLL weiter untermauert. (103, 126) Dies wird weiter durch die Tatsache bekriftigt,
daf} unmutierte Vy1-69-CLL-Fille in B-Zell-Rezeptor-Mechanismen involvierte Gene wie
BLNK (B-Zell Linker Protein), SYK (Spleen Tyrosin Kinase) und FOS (FBJ murine
osteosarcoma viral oncogene homolog) in hoherem Malle zu exprimieren scheinen, als Vy-
unmutierte CLL-Fille, die nicht das Vy1-69-Gen umgelagert haben. (64) Abschlielend ist
zu sagen, dass eine noch ndhere Beleuchtung von Mechanismen der Antigenstimulation
und B-Zell-Rezeptorsignalwegen weiteren Aufschluss iiber Pathogenese und den

heterogenen klinischen Verlauf der CLL geben konnte.
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4.2. Uberlebensanalyse der Vy3-21-Patienten/Korrelation mit
weiteren prognostischen Markern (ZAP-70 und CD38)

Eine weitere entscheidende Beobachtung war, in Ubereinstimmung mit Vorarbeiten
unserer kooperierenden schwedischen Arbeitsgruppe (122, 123) das ausgesprochen kurze
Gesamtiiberleben (medianes Uberleben 88 Monate) der Vy;3-21-Patienten unabhiingig vom
Vy-Mutationsstatus. Der Vp-Gen Mutationsstatus ist bei der CLL als bedeutender
prognostischer Marker etabliert, mit einem deutlich ldngeren Gesamtiiberleben von
Patienten mit somatisch hypermutierten Vy-Genen. (23, 52, 73) Im aktuell untersuchten
Vu3-21-Patientenkollektiv hatten 63 % einen mutierten Vy-Status, zeigten aber dennoch
eine dhnlich schlechte Prognose, wie die unmutierten Vy3-21-Patienten und im
historischen Vergleich wie Patienten mit anderen unmutierten Vy-Genen. Folglich ist in
der Patientensubgruppe der Vy3-21-Patienten der Vy-Mutationsstatus nicht fiir eine
prognostische Aussage anwendbar. Dariiberhinaus wurden innerhalb des Vy3-21-
Kollektivs weitere Patientensubgruppen im Hinblick auf ihr Gesamtiiberleben verglichen.
So wurden Patienten mit homologen HCDR3-Regionen und nicht homologen HCDR3-
Regionen, sowie Patienten mit Umlagerung des V;2-14-Gens und jenen die ein anderes
Vi-Gen umgelagert hatten gegeniibergestellt ohne den Nachweis signifikanter
Uberlebensunterschiede zu erbringen. Dieses Ergebnis steht im Kontrast zu einer
Untersuchung an Vy3-21-Féllen im Mittelmeerraum, die einen aggressiveren
Erkrankungsverlauf vorwiegend bei Patienten mit homologen HCDR3s beobachtet hatten.
(45) Die vergleichsweise geringe Anzahl an untersuchten Patienten mit Vy3-21-
Genumlagerung in diesem Kollektiv von CLL-Fillen aus dem Mittelmeerraum (16 Fille)
konnte eine mogliche Erkldrung dieser abweichenden Beobachtung sein. Im Hinblick auf
die Rolle von antigenstimulierenden Faktoren in der Pathogenese der CLL wire allerdings
ein Zusammenhang zwischen homologen HCDR3s und LCDR3s und einem
ungiinstigeren, klinischen Verlauf durchaus denkbar. So konnten bestimmte Antigene, die
besonders gut zu bestimmten homologen B-Zell-Rezeptoren passen fiir eine
kontinuierliche Rezeptorstimulation und eine in der Folge erhohte Proliferationsaktivitét
mit schnellerem Progress der Erkrankung verantwortlich sein.

Die Analysen weiterer, bei der CLL bedeutender prognostischer Marker (CD38-Expression
bei 43 Patienten, ZAP-70-Expression bei 10 Patienten) zeigten, dall ein betrdchtlicher

Anteil sowohl Vg-mutierter als auch Vg-unmutierter Vyg3-21-Patienten eine hohe CD38-
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Expression (> 20% d. Zellen CD38") bzw. ZAP-70-Expression (>20% d. Zellen ZAP-70")
aufweist.

Bei den 10 beziiglich ihrer ZAP-70-Expression untersuchten Fillen zeigte sich ein
Uberwiegen an Patienten mit erhohter ZAP-70-Expression innerhalb des Vpy3-21-
Kollektivs. (7 Patienten: ZAP-70-Expression > 20%, 3 Patienten: ZAP-70-Expression <
20%) Die Tatsache, dass die Signaliibertragung, die durch Antigenbindung an den B-Zell-
Rezeptor vermittelt wird durch experimentelle Steigerung der ZAP-70-Expression
erleichtert werden kann (69) weist auf eine Bedeutung von ZAP-70 bei der
antigenabhingigen B-Zell-Rezeptorstimulation hin. Dies wird durch die Ergebnisse aus in
vitro-Analysen gestiitzt, die bei Vy-unmutierten CLL-Zellen die Beteiligung von ZAP-70
bei BCR-initiierten Signalkaskaden zeigen. (12) Die Untersuchung der ZAP-70-Expression
bei einer groleren Anzahl an Vy3-21-Patienten sollte dabei weitere Aufschliisse iiber die
Bedeutung von Mechanismen der Antigenselektion und Antigenstimulation bringen. Dabei
wire in Anbetracht einer zu vermutenden erhohten Antigenstimulation des BCR innerhalb
dieser Patientengruppe auch eine erhohte ZAP-70-Expression bei einem GroBteil der
Patienten zu erwarten. So konnten unlidngst durchgefiihrte Genexpressionsanalysen an
Vy3-21-Patienten eine gegeniiber Vyg-unmutierten CLL-Patienten ohne Vy3-21-
Umlagerung deutlich erhohte ZAP-70-Expression zeigen. (64) Einige Gene, die ebenfalls
in B-Zell-Rezeptor-Signalwege eingebunden sind, wie z.B. PI3K (Phosphoinositid 3-
Kinase) und CCND2 (Cyclin D2) zeigten sich unter anderem herunterreguliert, was auf
alternative Pathways bei der BCR-Stimulation schlieen ldsst. Erstaunlicherweise waren
auch Kandidatengene wie BAX (Bcl-2-associated X protein) und P27 (Cyclin dependent
Kinase Inhibitor 1b) herunterreguliert, was fiir eine Apoptosehemmung und eine
verringerte Hemmung der Zellteilung als zusitzliche pathogenetische Faktoren bei den
Vy3-21-Patienten spricht. (64) Weitere Genexpressionsanalysen an Vy3-21-Patienten, die
mit Vy-mutierten und Vyg-unmutierten CLL-Patienten ohne Umlagerung des Vy3-21-Gens
verglichen wurden, konnten ein charakteristisches, sich von den Vyg-mutierten und Vy-
unmutierten CLL-Fillen unterscheidendes Genexpressionsprofil zeigen. (37) Dabei
fanden sich vor allem Unterschiede fiir Gene mit Zellzyklus-Aktivitdt sowie fiir Gene mit
Bedeutung bei Transkriptionsvorgidngen. Dies ist moglicherweise als Ausdruck eines
aggressiveren Phinotyps der Vy3-21-Patienten zu werten. Hinweise fiir eine gesteigerte
Aktivitdt von B-Zell-Rezeptor-Signalwegen lieBen sich hier jedoch nicht finden. Bei

fehlender T-Zell-Depletion im Versuchsansatz war hier iiber ZAP-70 als bedeutender
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Marker der B-Zell-Rezeptoraktivitit jedoch keine Aussage moglich. Mehrere bedeutende
Untersuchungen konnten eine deutliche Korrelation von hoher ZAP-70-Expression und
unmutiertem Vy-Mutationsstatus nachweisen und diskutieren die ZAP-70-Expression als
unabhiingigen prognostischen Faktor bei der CLL. (21, 75, 99, 106, 127) Eine weitere
interessante Beobachtung der aktuell durchgefiihrten ZAP-70-Expressionsanalysen bei
einer allerdings vergleichsweise geringen Fallzahl (n=10) war, in Ubereinstimmung mit
dhnlichen Untersuchungen (75), folgender Zusammenhang: Im Hochrisikokollektiv der
Vpg-3-21- Patienten war eine hohere Diskordanz (also Vy-unmutiert und ZAP-70°, oder Vy-
mutiert und ZAP-70") zwischen ZAP-70-Expression und Vy-Mutationsstatus von 60% [6
von 10 Fillen, im Vergleich 9/16 entsprechend 56% (75)] als bisher bei CLL-Patienten
beschrieben zu beobachten. In der Literatur ist eine Diskordanzrate zwischen 5 und 23%
beschrieben: Orchard Lancet 2004 (99): 5% Diskordanz, Crespo NEJM 2003 (21): 8%
Diskordanz, Rassenti NEJM 2004 (106): 23% Diskordanz. Auch zeigt sich bei den
beziiglich ZAP-70-Expression und Vy-Mutationsstatus diskordanten Vy3-21-Fillen ein
deutliches Uberwiegen der Konstellation ZAP-70" und Vy-mutiert (5/10 Patienten) mit
lediglich 1 diskordanten Fall, der die Konstellation Vy-unmutiert und ZAP-70" aufwies.
Die weitere Beleuchtung dieses Zusammenhangs an grofleren Fallzahlen und die
Einordnung ihrer Bedeutung fiir Pathogenese und B-Zell-Rezeptorvorginge wird
Gegenstand weiterer Untersuchungen sein miissen. Im Rahmen dieser Untersuchung
konnte bei einer betrichtlichen Anzahl von Patienten (20/43 Fille: 46% der analysierten
Patienten) eine erhohte CD38-Expression, die definiert war mit einer Expression bei >
20% der CLL-Zellen, nachgewiesen werden. In der Literatur finden sich in verschiedenen
CLL-Kollektiven unterschiedliche Hiufigkeiten an CD38"-Patienten, wobei die Hiufigkeit
zum einen moglicherweise durch Unterschiede in der technischen Durchfithrung der
DurchfluBzytometrie und zum anderen durch unterschiedliche Wahl des Cut-Oft-
Prozentsatzes der CD38-Expression zu erkldaren sind. Bei Wahl eines 20%-Cut-Offs
schwanken die Haiufigkeiten zwischen 26% (84) und 44%. (58) Ein eindeutiges
Uberwiegen, der als prognostisch ungiinstig zu wertenden erhohten CD38-Expression in
dem Hochrisikokollektiv der Vg3-21-Patienten lie3 sich an den hier untersuchten 43
jedoch nicht nachweisen. In den Gruppen mit positiver bzw. negativer CD38-Expression
waren die Vy-mutierten und Vy-unmutierten Félle mit vergleichbaren Héaufigkeiten und
Prozentzahlen verteilt. (CD38": 12 Vy-mutiert/8 Vy-unmutiert entsprechend 60% VH-
mutiert/40% Vy-unmutiert. CD38": 14 Vy-mutiert/9 Vy-unmutiert entsprechend 61% Vy-
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mutiert/39% Vy-unmutiert). Dabei zeigte sich bei den Patienten mit hoherer CD38-
Expression bemerkenswerterweise im Gegensatz zu Voruntersuchungen an grofSen CLL-
Kollektiven bei denen innerhalb der CD38"-Gruppe die Vy-unmutierten Fille deutlich
iiberwogen [Damle Blood 1999 (23): CD38": 100% Vy-unmutiert, bei einem Cut-Off-
Wert von 30%] hier sogar ein leichtes Uberwiegen der Vy-mutierten Fille. Diese
Beobachtung ist moglicherweise auf die besondere Zusammensetzung des untersuchten
Vu3-21-Kollektivs, mit seiner eigenstdndigen prognostischen Bedeutung zuriickzufiihren.
Ob innerhalb der Vy3-21-Patienten eine unabhingige prognostische Bedeutung fiir die
CD38-Expression besteht war nicht Gegenstand der aktuellen Analysen, sollte aber mit
groferen Patientenzahlen in der Zukunft niher beleuchtet werden.

Bei den 55 im Hinblick auf chromosomale Aberrationen untersuchten Patienten ergab sich
interessanterweise eine gegeniiber Voruntersuchungen [Krober et al. Blood 2002 (73):
17% 11q-Deletionen, Dohner et al. NEJM 2000 (33): 18% 11q-Deletionen] leicht erhohte
Anzahl von 11g-Deletionen von 27%. Dies 1df3t sich in dhnlicher Weise auch bei der
getrennten Beobachtung der Vy-mutierten und Vy-unmutierten Patienten feststellen (24%
in der Vy-mutierten Gruppe bzw. 33% in der Vy-unmutierten Gruppe) was in Kontrast zu
Voruntersuchungen steht, die ein ausgeprigtes Uberwiegen der Hochrisikoaberrationen
Deletion-11q und Deletion-17p in der Vy-unmutierten Subgruppe zeigen konnten. (Kréber
et al. Blood 2002 (73): 35% Deletion-11g/17p bei Vy-unmutierten Patienten gegeniiber 7%
bei Vy-mutierten Patienten. Deletion-11q: 27% in der Vy-unmutierten Gruppe, 4% in der
Vy-mutierten Gruppe) Innerhalb des Vy3-21-Kollektivs war aulerdem der Prozentsatz an
Patienten mit chromosomaler Aberration im Allgemeinen leicht erhoht. (87%) Eine
mogliche Erkldrung dieser Haufung an chromosomalen Hochrisikoaberrationen in dem
untersuchten Kollektiv ist eine durch Antigenstimulation des Vy3-21/V;2-14-B-Zell-
Rezeptors  gesteigerte  Proliferations- und Zellteilungsrate, die folglich die
Wahrscheinlichkeit fiir den Hinzugewinn genetischer Lisionen erhoht. Ob dabei ein
Zusammenhang zwischen dem Auftreten von chromosomalen Hochrisikoaberrationen
(Deletion-11q, Deletion-17p) und dem Vorliegen von homologen Vy3-21-umlagernden B-
Zell-Rezeptoren besteht wurde aktuell nicht untersucht, sollte aber in Anbetracht
moglicher pathogenetischer Zusammenhinge weiter aufgeschliisselt werden.
Dariiberhinaus wire auch die nidhere Beleuchtung der Proliferationsgeschichte der Vy3-21
CLL-Klone von Interesse, wie dies beispielsweise durch Bestimmung der Telomerlinge

an Vy-unmutierten und Vyg-mutierten CLL-Patienten bereits geschehen ist. Dort ergab sich
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fiir Patienten mit unmutiertem Vy-Gen eine signifikant kiirzere Telomerlidnge, die auf eine
hohere Proliferationsaktivitit innerhalb dieser Subgruppe hindeutet. (25, 48) So sollte man
fiir die Vy-3-21-Patienten eine ebenfalls geringe Telomerldnge als Ausdruck einer hohen
Zellteilungsrate erwarten. Ob dabei moglicherweise noch kiirzere Telomere als bei Vy-
unmutierten CLL-Patienten ohne Umlagerung des Vy3-21-Gens zu finden sind, miissten

entsprechende Experimente zeigen.

4.3. Geographische Verteilung von Vy3-21-Patienten

In Studien aus Schweden, Nordirland und GroBbritannien fanden sich vergleichsweise
hiufiger (ca. 9-10%) Vy3-21-Patienten (85, 90, 122, 123) als bei CLL-Studien aus anderen
europdischen Lindern und den Vereinigten Staaten von Amerika. (zwischen 0 und 3%)
(39, 45, 52, 87) Dabei stellt sich die Frage nach der Ursache des unterschiedlich hdufigen
Auftretens des Vu3-21-Gens innerhalb dieser verschiedenen Patientenkollektive. Unserer
Meinung nach spielt hierbei die Auswahl der Patientengruppen eine ganz wesentliche
Rolle fiir die Ergebnisse der Vy-Gen-Untersuchungen. Die in Schweden und Deutschland
(speziell in Ulm) untersuchten Proben wurden jeweils in Schwerpunktzentren gesammelt,
was zu einem Patientenkollektiv fiihrte, das sich insgesamt aus Patienten mit schlechterer
Prognose bzw. aggressiverem oder komplikationsreicherem Erkrankungsverlauf
zusammensetzt als bei einem Kollektiv aus Patienten eines regionalen Krankenhauses. In
Ubereinstimmung mit dieser Annahme, war das mediane Uberleben bei fritheren
Untersuchungen an Ulmer Patienten, signifikant kiirzer als bei anderen Untersuchungen
bei denen eine groflere Anzahl an Patienten im Krankheitsstadium Binet A einbezogen
wurden. (23, 52, 73, 122, 123) Dariiberhinaus verfiigten die meisten zum Vy-
Mutationsstatus bzw. zur Vyg-Genumlagerung verdffentlichten Arbeiten nicht iiber
bevolkerungsrepridsentative Proben und untersuchten zumindest zu einem gewissen Anteil
vorselektiertes Material. Andererseits spricht die Tatsache, dass die Haufigkeit anderer Vy-
Rearrangements wie beispielsweise des Vyl-69-Gen-Rearrangements in verschiedenen
Teilen der Erde und unterschiedlichen Untersuchungen weitestgehend gleich ist [(89),
Tobin Blood 2004 (124): 14% bzw. 54 Fille, Widhopf Blood 2004 (126): 13,8% bzw.
164/1220 Fille, Johnson The Journal of Immunology 1997 (60): 22%, Fais The Journal of
Clinical Investigation 1998 (39), Kipps Proceedings of the National Academy of Sciences
of the USA 1989 (65): 14%], dafiir dass tatsdchliche regionale Unterschiede in der Vy3-
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21-Héaufigkeit bestehen konnten. Auch im Hinblick auf die angesprochenen Hypothesen
zur Rolle der Antigenselektion wire eine unterschiedliche geographische Verteilung
bestimmter Vy-Gene bemerkenswert, da dies auch durch die unterschiedliche Verteilung
bestimmter Antigene in unterschiedlichen geographischen Umgebungen mitbedingt sein
konnte. In dem von uns untersuchten Patientenkollektiv variierte die Haufigkeit des Vy3-
21-Gens merklich. In der Schwedischen Kohorte fanden sich dabei die meisten Vg3-21-
Fille. In absteigender Reihenfolge folgten Finnland, Deutschland/Italien und
USA/Australien. Eine mogliche Erkldrung dafiir wire eine unterschiedliche Exposition mit
potentiellen Antigenen in verschiedenen Teilen der Welt. Auch wenn regionale
Unterschiede in der Vy3-21-Héaufigkeit moglicherweise bestehen zeigen unsere aktuellen
Untersuchungen dass sich die Vy3-21/V;2-14-B-Zell-Rezeptoren bei CLL-Patienten aus
allen Teilen der Welt wiederfinden lassen. In der Zukunft konnten bevolkerungsgestiitzte
Untersuchungen des Vy-Gen Status an groBen CLL-Patientenserien weiteren Aufschluf3

iber die tatsdchliche Haufigkeitsverteilung verschiedener Vy-Gene bringen.

4.4. Immunglobulin-Leichtkettenstruktur

Da die Vy3-21-CLL-Subgruppe durch eine deutlich bevorzugte Expression von A-
Leichtketten gekennzeichnet ist, fithrt uns dies zu der Frage inwieweit die Vy3-21-Fille
den klassischen Weg der Leichtkettenumlagerung (Ige«-Allell> Igc-Allel2> Ig)
durchschritten haben. In den meisten der 42 untersuchten Vy3-21-A-exprimierenden
Patienten, waren die amplifizierten V-Gen-Rearrangements aufgrund eines umgelagerten
KDEs und/oder eines V(-Rearrangements das ausserhalb des Leserahmens (out of frame)
umgelagert wurde nicht funktionell. Dies deutet darauf hin, dass die
Leichtkettenumlagerung  bei  Vy3-21-Fillen dem  bekannten  hierarchischen
Rekombinationsmodell folgt und bereits mehrere Umlagerungsversuche vor der Bildung
einer funktionellen A-Leichtkette durchlaufen hat. Der Grund fiir diese mehrfachen
Umlagerungsereignisse, die in der Mehrzahl der Vy3-21-Fille zu beobachten sind ist
unklar, aber es kann vermutet werden dass Mechanismen der negativen Selektion am B-
Zell-Rezeptor der Vy3-21/V-Rearrangements einen Einfluss auf die Art der Umlagerung

gehabt haben konnten.
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4.5. Schlussfolgerung

Schlussfolgernd ldsst sich bemerken, dass die homologen Vy3-21/V;2-14-Rearrangements
bei CLL-Patienten aus den verschiedensten Zentren der ganzen Welt detektiert werden
konnten. Die starke Ubereinstimmung der HCDR3/LCDR3-Regionen bei einer relativ
groBen Anzahl an CLL-Patienten, die durch zuféllige Vorkommnisse nicht zu erkléren ist,
deutet auf die Bedeutung von  Antigenselektionsmechanismen in  der
Krankheitsentwicklung der Vy3-21-CLL-Patienten hin. Die Umlagerung des Vy3-21-Gens
war ausserdem assoziiert mit einer erhohten Expression von CD38 und ZAP-70 und einem
aggressiveren Erkrankungsverlauf, unabhingig vom Mutationsstatus oder dem Bestehen
einer homologen CDR3-Region. Die unabhingige prognostische Bedeutung der Benutzung
des Vy3-21-Gens sollte in Zukunft bei der prognostischen Abschitzung von CLL-
Patienten beriicksichtigt und in zukiinftige Modelle zur Risikostratifizierung einbezogen

werden.
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5. Zusammenfassung

In Vorarbeiten an schwedischen CLL-Patienten (Patienten mit Chronischer Lymphatischer
Leukédmie) mit Umlagerung des Vy3-21-Gens (Gen 3-21 fiir die Variable Region der
Immunglobulin-Schwerkette) konnten spezifische Immunglobulin-Gen-Merkmale und eine
vom IgVy-Gen-Mutationsstatus (Mutationsstatus des Gens fiir den variablen Anteil der
Immunglobulin-Schwerkette) unabhingig schlechte Prognose gezeigt werden. In der
vorliegenden Arbeit wurde nun bei einem Kollektiv von 90 Vy3-21-Patienten (Patienten
mit Umlagerung der Variable Region 3-21 der Immunglobulin-Schwerkette) aus
verschiedenen Teilen der Welt die Merkmale des Vy- sowie Vi -Gen-Rearrangements (Vy:
Variable Region der Immunglobulin-Leichtkette) nidher untersucht und die Ergebnisse mit
anderen prognostischen Markern und dem Gesamtiiberleben in Beziehung gesetzt. Dabei
fand sich bei 63% ein mutiertes (< 98% Keimbahnhomologie zum nichst verwandten
Keimbahngen) und bei 37% ein unmutiertes (> 98% Keimbahnhomologie zum néchst
verwandten Keimbahngen) Vy3-21-Gen. Bei 56% der Patienten ergab sich eine kurze
HCDR3-Region (Heavy chain Complementary Determining Region 3 der Immunglobulin-
Schwerkette) mit einer hohen Ubereinstimmung in der Basenabfolge. Viele Patienten
wiesen dabei das Aminosduremotiv Asparaginsidure-Alanin-Asparagin-Glycin-Methionin-
Asparaginsiure-Valin (DANGMDYV) auf. Dariiberhinaus zeigte sich eine stark bevorzugte
Leichtkettenumlagerung des V;2-14-Gens (Gen 2-14 fiir die Variable Region der Lambda-
Leichtkette des Immunglobulins) in Verbindung mit einer bestimmten LCDR3-Region
(Light chain Complementary Determining Region 3 der Immunglobulin-Leichtkette) mit
der Aminosaureabfolge: Glutamin-Valin-Tryptophan-Asparaginsidure-Serin-
(Serin/Glycin)-Serin-Asparaginsidure-Histidin-Prolin-Tryptophan-Valin.

(QVWDS(S/G)SDHPWYV) Erstaunlicherweise lie sich diese Kombination aus exakt
definierter HCDR3- und LCDR3-Region bei einer betrichtlichen Patientenzahl aus allen
Herkunftslindern nachweisen. Obwohl die Vy3-21-CLL-Fille auffallend hiufig die
Expression von Lambda-Leichtketten zeigten, deutet die Analyse des KDE (Kappa-
deleting-Element/Kappa-Leichtketten  deletierendes  Element) auf eine intakte,
physiologische Reihenfolge in der Leichtkettenumlagerung hin. Das mediane
Gesamtiiberleben war mit 88 Monaten in der Vy3-21-Gruppe deutlich reduziert. Ein

signifikanter Uberlebensunterschied innerhalb des Kollektivs in Abhingigkeit vom V-
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Mutationsstatus oder dem Vorliegen einer hohen Ubereinstimmung in der HCDR3-Region
ergab sich nicht. Ebenso zeigten Patienten mit kurzer bzw. langer HCDR3-Region oder
Patienten mit Umlagerung des V;2-14-Gens bzw. Umlagerung anderer Vi -Gene keine
Unterschiede in Bezug auf das Gesamtiiberleben. Hohe Expressionsraten an ZAP-70 (Zeta-
associated protein 70) und CD38 (Cluster of Differentiation 38), ebenso wie ein etwas
gehiduftes Auftreten an Deletion-11q (Deletionen am langen Arm von Chromosom
Nummer 11) fanden sich sowohl bei den mutierten als auch bei den unmutierten Vy3-21-
Fillen. Zusammenfassend ist eine Vielzahl der Vyu3-21-CLL-Fille unabhingig von deren
geographischer Herkunft oder deren Mutationsstatus durch eine iiberzufillig hiufig
auftretende Struktur des B-Zell-Rezeptors gekennzeichnet. Die Bedeutung dieser Befunde
im Hinblick auf die Pathogenese und Biologie der CLL (Chronische Lymphatische
Leukdmie) sowie der mogliche Einfluss von Antigenstimulationsmechanismen auf
Entwicklung und Fortschreiten der Erkrankung sowie die Identifikation potentieller Auto-

oder Fremdantigene wird in der Zukunft zu untersuchen sein.
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