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1. EINLEITUNG 1

1. Einleitung

1.1 Die chronische lymphatische Leukamie (CLL)

Innerhalb der Gruppe der Leuk&mien stellt die chronische lymphatische Leukdmie vom B-
Zell-Typ (CLL) mit einer Inzidenz von ca. 3-5/100.000/Jahr (Maurer et al. 2013, Zenz et
al, 2010) im Erwachsenenalter die haufigste Form dar. In Westeuropa und Nordamerika
betragt der Anteil der CLL ungeféhr 30 % (Maurer et al. 2013). Betroffen sind in der
Regel altere Menschen. VVor dem 4. Lebensjahrzehnt ist diese Erkrankung sehr selten. Eine
Zunahme der Inzidenz findet sich in der Altersgruppe zwischen 50 und 80 Jahren (Maurer
et al. 2013). Manner erkranken im Mittel etwa doppelt so haufig an CLL wie Frauen (M:F
= 1,7:1) (Hallek et al. 2008, Maurer et al. 2013). Die chronische lymphatische Leukamie
ist eine Erkrankung mit sehr heterogenem klinischem Verlauf (Stilgenbauer et al. 2013).
Das Spektrum reicht dabei von Patienten, die innerhalb weniger Monate nach
Diagnosestellung versterben, bis hin zu denen mit jahrelangem asymptomatischem Verlauf
ohne Therapiebedirftigkeit (Rozman and Montserrat 1995, Zwiebel and Cheson 1998,
Stilgenbauer et al. 2013). Die Diagnosestellung erfolgt in der Regel in einem friihen
Stadium, oft sogar als Zufallsbefund bei hausérztlichen Routinekontrollen. Klinisch auRert
sich die Erkrankung é&hnlich wie andere hématologische Systemerkrankungen. Die
Patienten berichten hdufig Uber B-Symptome (Fieber, Nachtschweil, Gewichtsverlust),
indolente Lymphknotenschwellungen, oder ein stetes Vollegefuhl, hervorgerufen durch
eine  Hepatosplenomegalie oder abdominelle Lymphome. Mit zunehmender
Erkrankungsdauer treten Zytopenien, im Sinne von Andmien und Thrombopenien, und
Infektionen in den Vordergrund. Komplizierend und prognostisch unglnstig sind
autoimmunh&molytische Andmien oder die sogenannte Richter-Transformation, bei der die
Erkrankung in ein hochmalignes Non-Hodgkin-Lymphom (bergeht. H&ufigste
Todesursache bei der CLL sind nicht beherrschbare Infektionen (Hamblin et al. 2008).

Zytomorphologisch ist diese Erkrankung durch das Vorhandensein kleiner, reif
erscheinender  Lymphozyten gekennzeichnet. Daneben findet sich in  der
Immunphénotypisierung eine Koexpression der Oberflachenmarker CD5, CD19, CD23
und CD20. Die Klonalitat der Erkrankung kann anhand der Leichtkettenrestriktion
(entweder CD19/A oder CD19/k) bewiesen werden (Binet et al. 2006). Im Gegensatz zu
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vielen anderen Neoplasien der B-Zell-Reihe wird der Oberflachenmarker CD20 aber
relativ schwach exprimiert (Golay et al. 2001, Pedersen et al. 2002, Hsi et al 2003).

Ziel vergangener und gegenwartiger Studien ist es, diese unterschiedlichen klinischen
Verlaufe anhand laborchemischer und molekulargenetischer Analysen zu charakterisieren,
um fruhzeitig im Verlauf der Erkrankung ein Risikoprofil zu erstellen, an Hand dessen
friihzeitig therapeutischen Konsequenzen gezogen werden kdnnen.

Aus therapeutischer Sicht war Uber viele Jahrzehnte hinweg das Alkylanz Chlorambucil
Mittel der Wahl. Dennoch konnte weder mit dieser Substanz alleine, noch in der
Kombination mit Vincaalkaloiden eine Verbesserung des Gesamtiberlebens erzielt
werden. Deutlich bessere Ergebnisse konnten durch eine Kombination von Purinanaloga
mit Alkylanzien erreicht werden, wie in der Studie von Hallek et al. 2001 gezeigt werden
konnte. Hier konnte eine Uberlegenheit von Fludarabin/Cyclophosphamid im Hinblick auf
klinisches Ansprechen, progressionsfreies Uberleben und kompletter Remission gegeniiber
allen bis dato verfugbaren Therapieoptionen bewiesen werden (Hallek et al. 2001,
Catovsky et al. 2007, Bauduer et al. 2012).

Aktuelle therapeutische Strategien sind darauf ausgerichtet, monoklonale Antikorper mit
Standardchemotherapien zu kombinieren, um so spezifischer gegen die Tumorzellen
agieren zu konnen. In der Therapie vieler B-NHL hat sich der Anti-CD20 Antikorper
Rituximab als unverzichtbarer wirksamer Partner erwiesen. Dennoch scheint es auf den
ersten Blick Uberraschend, genau diesen Antikdrper bei der CLL einzusetzen, da, wie oben
bereits erwéhnt, die Expression von CD20 auf der Zelloberflache nicht sehr hoch ist
(Keating et al. 2002). In Phase Il Studien konnten aber sowohl bei vortherapierten, als
auch bei therapienaiven Patienten wirksame synergistische Effekte gezeigt werden. Diese
fahrten 2003 zur Initiierung der CLL-8-Studie der Deutschen CLL Studiengruppe (Hallek
et al. 2010).

Im Falle einer Fludarabin-refraktdaren Erkrankung war bis 2012 der monoklonale
Antikorper gegen CD52, Alemtuzumab (Campath®), zugelassen. Die Zulassung beruhte
unter anderem auf einer Untersuchung von Keating, in der gezeigt werden konnte, dass
durch diesen Antikorper auch in Hochrisikokonstellationen wie der Fludarabin-refraktaren
CLL gute Ansprechraten (33 %) bei vertraglicher Toxizitat erreichbar sind (Stilgenbauer et
al. 2002, Keating et al. 2002). Die Zulassung des Préparats wurde 2012 durch den
Hersteller - aus marktstrategischen Griinden - zuriickgezogen. Im Rahmen eines
sogenannten Named-Patient-Use ist sie flr CLL Patienten weiter verfligbar. Die neuesten

Therapieansétze beruhen auf der Inhibition der Bruton’s Tyrosinkinase (Ibrutinib) und der
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Phosphoinositid-3-Kinase Delta (ldelalisib). Fir Ibrutinib wurde bereits die FDA
Zulassung erteilt, fur die Idelalisib wird sie im Herbst 2014 erwartet. Durch Anwendung
von lbrutinib  konnte in einem  Hochrisikokollektiv. nach 26  Monaten
Nachbeobachtungszeit eine PFS Rate von 75 % erzielen (Byrd et al. 2013). In der Studie
von Furman konnte, ebenfalls in einem Hochrisikokollektiv, die Gesamtansprechrate
durch die Therapie mit ldelalisib auf 81 % im Verumarm gegenuber 13 % im Placeboarm
angehoben werden (Furman et al. 2014).

Des Weiteren wird die allogene Stammzelltransplantation als kuratives Konzept flr junge
Hochrisikopatienten als grundsétzlich wichtiges Therapiekonzept angesehen und derzeit in
Studien weiter gepriift (Dreger et al. 2007). Aktuelle Arbeiten zeigen, dass die allogene
Stammzelltransplantation auch bei Patienten mit Hochrisikomerkmalen (TP53-, NOTCH1-
und SF3B1-Mutation) eine wirksame Therapieform ist (Dreger et al, 2010 und 2013). Die
autologe periphere Blutstammzelltransplantation konnte bislang nur im Rahmen der
Erhaltungstherapie nach Erreichen einer Komplettremission (CR) statistisch signifikante
Vorteile gegeniiber dem Beobachtungsarm zeigen und ist heute obsolet, da keine
Uberlegenheit gegeniiber der konventionellen Chemoimmuntherapie gezeigt werden
konnte (Sutton et al. 2011).

1.2 Die B-Zelle — Entwicklung und somatische Hypermutation

Mit zunehmenden Erkenntnissen Uber die B-Zellreifung - welche die somatische
Hypermutation beinhaltet - ist es gelungen, Atiologie und Pathomechanismen der CLL,
zumindest in Teilen, zu verstehen. Der Prozess der B-Zellreifung ldauft in mehreren
Schritten ab. Die im Verlauf detektierbaren Vorstufen der B-Zelle zeichnen sich durch
unterschiedliche Oberflachenmerkmale aus. Aus der omnipotenten
Knochenmarkstammzelle entwickeln sich in einem mehrstufigen, antigen-unabhéngigen
Prozess Uber Pro-B-Zelle und Pré-B-Zelle unreife B-Zellen. Im Stadium der Pro-B-Zelle
findet im Rahmen der Immunglobulingenumlagerung der Schwerkette die Verkntpfung
des D-Segments (D = diversity) mit der J-Region (J = joining) durch somatische
Rekombination statt. Dieses verknipfte Element wird anschlieRend an das V-Segment (V
= variable) angehangt (VDJ-Rearrangement). Bei der Immunglobulingen-Umlagerung der
Leichtkette fehlt das D-Segment, so dass es nur zu einem V-J-Rearrangement kommt,
dieser Schritt findet wéhrend der Pra-B-Phase statt. Die im Anschluss daran stattfindende
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Umlagerung des Ig-Leichtkettengens flhrt dazu, dass die unreife B-Zelle komplette,
membranstandige B-Zellrezeptormolekiile vom Typ IgM exprimiert. Die reife B-Zelle
kennzeichnet sich schlielich durch die Prasentation von sowohl IgM als auch IgD
Rezeptoren auf der Zelloberflache, diese werden durch alternatives Spleil3en generiert. Ein
wichtiges Merkmal einer funktionierenden Immunantwort ist die Aussortierung
autoreaktiver B-Zellen. Dies geschieht ebenfalls im Stadium der unreifen B-Zelle, also
noch bevor die B-Zelle das Knochenmark verlésst. Die im Blut zirkulierenden naiven
reifen B-Zellen konnen fremde Antigene binden. Werden sie dabei durch CD4* T-Helfer-
Zellen kostimulatorisch aktiviert, wandern sie in die Keimzentren der Lymphknoten und
der Milz. Hier erfolgt im Rahmen der Keimzentrumsreaktion eine Antikorperreifung. Die
Generierung der Spezifitat geschieht durch die somatische Hypermutation. Im Prozess der
somatischen  Hypermutation erlangt die Zelle zunehmende Affinitdt durch
uberdurchschnittlich h&ufiges Einstreuen von Punktmutationen, Deletionen, Insertionen
und Duplikationen in die variablen Regionen des Leicht- und Schwerkettengens. Diese
kdnnen entweder stumme Mutationen sein, ohne das aus der Sequenz generierte Protein zu
verandern, oder zum Austausch von Aminosauren und somit zur Entstehung eines anderen
Proteins flihren, oder bei zufélliger Codierung fur eines der drei Stoppcodons den Abbruch
der Aminoséuresequenz einleiten, ohne die Produktion eines funktionierenden
Immunglobulins zu ermdglichen. Es erfolgt eine Selektion von Klonen, deren B-
Zellrezeptor besser bindet. Der Prozess von Hypermutation und anschlieBender Selektion
findet repetitiv statt. Durch Promotoren wird in diesen Bereichen die Spontanmutationsrate
auf eine Haufigkeit getriggert, die ca. sechs Zehnerpotenzen uber der normalen
Mutationsrate in anderen Zellregionen liegt. Hier scheint insbesondere der 3° Enhancer der
Schwerkette relevant Einfluss zu nehmen (Dunnick et al. 2009). Das Einstreuen der
Mutationen selbst erfolgt initial tber das Enzym Activation-induced cytidine deaminase
(AID) welches Teil eines komplexen Systems von Proteinen ist (Peled et al. 2008, Maul
and Gearhart 2010, Chen et al, 2014). Aktuelle Arbeiten zeigen, dass die Aktivierung der
AID (ber den sog. Aicda-Promotor erfolgt, der wiederum direkt durch den
Transkriptionsfaktor HoxC4 stimuliert wird (Park et al. 2009, Zan et al 2013). Im
Unterschied zu normalen Zellen sind bei Keimzentrums-B-Zellen Reparaturmechanismen,
welche bei Fehlern apoptotische Vorgange einleiten, herunterreguliert, um eine
groitmogliche Vielfalt durch Mutationen innerhalb des Immunglobulingens zu erhalten
(Peled et al. 2008).
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Ein weiterer Prozess im Rahmen der Antikorperbildung stellt der Klassenwechsel (class
switch) dar. Hierbei werden, ebenfalls ausgel6st durch das Enzym AID, dem variablen Teil
der Schwerkette neue konstante Regionen zugeordnet, so dass sich bei erhaltener
Antigenspezifitit die Effektoraktivitat andert. Einige der B-Zellen wandeln sich nicht zu
antikorperproduzierenden Plasmazellen um, sondern zu B-Gedéachtniszellen, um bei

erneutem Kontakt mit dem Antigen eine schnellere Immunantwort zu generieren.

1.3 Modell zum zellularen Ursprung der CLL

Waéhrend die Genese der CLL mit mutiertem Immunglobulinschwerkettengen zunehmend
geklart scheint, ist der Pathomechanismus bei der CLL mit unmutiertem IGHV Status noch
ungeklart (Seifert et al. 2012). Unterschiedliche Hypothesen werden im Moment verfolgt.
Einerseits konnte es sich um abortive autoreaktive Keimzentrums-B-Zellen handeln,
welche im Rahmen der somatischen Hypermutation bei fehlendem Affinitatszugewinn
nicht automatisch in Apoptose (bergehen, sondern das Keimzentrum als Tumorklon
verlassen. Weitere Mdglichkeiten kdnnten eine T-Zell unabhéngige antigenvermittelte
Aktivierung von B-Zellen sein, welche dhnliche Eigenschaften wie Marginalzonen-B-
Zellen aufweisen, oder der Ursprung aus bislang nicht n&her identifizierten CD5 positiven
B-Zellen. Mdglicherweise liegt der CLL sogar eine friihe Tumorstammzelle zu Grunde
(Zenz et al. 2010). Ziel aller Untersuchungen auf diesem Gebiet ist die Identifizierung

neuer Strukturen, welche eine zielgerichtete Therapie der CLL ermdglichen.
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Zenz et al.: From pathogenesis to treatment of chronic lymphocytic leukaemia, Nat Rev Cancer 2010.
Pathogenese der CLL.: unterschiedliche Wege zum malignen Klon.

CD: Cluster ~ of  Differentiation, CLL: chronische lymphatische ~ Leuk&mie, IGHV
Immunglobulinschwerkettengen, SHM: somatische Hypermutation, FDC: follikuldre dendritische Zelle, Tu-
cell: T-Helfer-Zelle, MZ like: marginalzonendhnlich, GC B cell: Keimzentrums-B-Zelle.

1.4 Prognostische Faktoren der CLL

Aufgrund der groRen Breite der klinischen Auspréagung von rasch progredienten bis hin zu
langjahrig asymptomatischen Verléufen ist es wichtig, prognostische Marker zu
identifizieren, um Aussagen zum wahrscheinlichen Krankheitsverlauf machen zu kdnnen.
Biologische und genetische Prognosefaktoren, wie das Knochenmarkinfiltrationsmuster
(Rozman, et al. 1984), die Serumspiegel von B2-Mikroglobulin (Di Giovanni et al. 1989)
und Serumthymidinkinase (Kallander et al. 1984) die Lymphozytenverdopplungszeit
(Montserrat et al. 1986), zytogenetische Aberrationen (Dohner et al. 2000, Stilgenbauer et
al. 2014), der IGHV-Mutationsstatus sowie die Expression von ZAP-70 und CD38 (Kréber
et al. 2002, Krober et al. 2006) werden evaluiert, sind aber derzeit noch keine Grundlage
fur eine Therapieentscheidung und werden deshalb nicht fur den regelhaften klinischen
Einsatz auBerhalb von Studien empfohlen (Hallek et al. 2008, iwCLL Guidelines).
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Ausnahme bildet die Subgruppe jener Patienten, deren CLL eine 17p-Deletion aufweist.
Diese Subgruppe ist, unabhéngig von allen anderen prognostischen Markern, mit einer sehr
schlechten Prognose assoziiert (Dohner et al. 2000, Stilgenbauer et al. 2014). Bei diesen
Patienten, die Uberzuféllig oft eine Resistenz gegenuber Purinanaloga aufweisen, kommen
therapeutische Ansitze wie Alemtuzumab (Campath®), in klinischen Studien die neuen
Substanzen, oder, bei jlingeren Patienten, gar die allogene Blutstammzelltransplantation in
Betracht. In neueren Studien konnte allerdings gezeigt werden, dass die Resistenz
gegenuber Purinanaloga nicht nur durch eine Alteration von TP53 zu erkléren ist und somit
weitere Mechanismen zur Klarung dieses Sachverhalts untersucht werden missen (Zenz et
al. 2009).

Hinsichtlich des IGHV-Mutationsstatus lassen sich primér zwei grof3e Gruppen abgrenzen.
Die Gruppe, die das Stadium der somatischen Hypermutation durchschritten hat, und
diejenige, die es nicht hat. Da Mutationen in den Reifungsprozessen der IGHV Gene als
kontinuierliches Spektrum zu finden sind, muss zur ldentifizierung der somatischen
Hypermutation ein Cut-off festgelegt werden, ab welchem die Zellen als mutiert gelten.
Lag dieser Wert in den Anfangen der Analysen des IGHV- Rearrangements bei einer
Homologie von < 0,99 , wird inzwischen eine Homologie von < 0,98 verwendet. Dass es
sich bei den Tumorzellklonen dennoch prinzipiell um dieselben Zellen handelt, konnten
Oberflachenstrukturanalysen beweisen (Klein et al. 2001), die bei beiden Gruppen ein
Expressionsmuster ahnlich dem der Memory-B-Zellen zeigten. Das Durchschreiten der
somatischen Hypermutation gilt als Indiz fiir eine abgeschlossene Keimzentrumsreaktion
und separiert auf diese Weise reife von unreifen B-Zellen. Wie mehrere Studien belegen
konnten, sind CLL- Erkrankungen mit IGHV-mutierten Klonen prognostisch giinstiger als
unmutierte und resultieren in signifikant langerem Gesamtuberleben der Patienten (Damle
et al. 1999, Hamblin et al. 1999, Krober et al. 2002,). Innerhalb dieser groRen Gruppen
gibt es aber noch mehrere Subgruppen, die in Abhé&ngigkeit vom umgelagerten VDJ-
Rearrangement Einfluss auf die Prognose haben. Insbesondere die Umlagerung des VH3-
21 Gens (Tobin et al. 2003, Zenz et al. 2010) bzw. des VH3-23 zeigten eine deutlich
schlechtere Prognose.

Ebenfalls konnte von mehreren internationalen Arbeitsgruppen unabhéngig voneinander
gezeigt werden, dass bestimmte VH-Gene (VH1-69, VH3-07, VH4-34) bevorzugt
umgelagert werden (Johnson et al. 1997, Rosenquist et al. 1999, Hamblin et al. 2000,
Kienle et al. 2006).
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Einen ebenfalls wichtigen Stellenwert in der prognostischen Einschatzung der CLL nimmt
die Tyrosinkinase ZAP-70 (zeta-associated protein of 70 kDa) ein. Durch ATP-abhéngige
Phosphorylierung leitet die Kinase Signalkaskaden ein (Chen et al. 2002), die ihrerseits
uber Transkriptionsfaktoren Gene aktivieren kann, welche Zytokine wie Interleukin-2
kodieren. Dieses uberflihrt T-Zellen in die S-Phase des Zellzyklus und leitet somit die
Proliferation ein. Die Rolle von ZAP-70 in der Pathogenese der CLL ist noch nicht
vollstandig geklart. Chen et al. konnten die Involvierung im B-Zell-Rezeptor
Signaltransduktionsweg bereits im Jahr 2002 zeigen.

Die Hypothese von Rosenwald et al. 2001, Klein et al. 2001, und Crespo et al. 2003, die
ZAP-70 Analyse kénne die aufwendigere IGHV Mutationsanalyse ersetzen, haben sich bis
zum aktuellen Zeitpunkt nicht bestatigt. Aktuelle Untersuchungen zur Bedeutung von
ZAP-70 zeigten, dass, insbesondere bei Patienten deren CLL zeitgleich einen unmutierten
VH-Status aufwiesen, mit einer erhéhten Fallzahl an autoimmun vermittelten Zytopenien
einhergingen, die wiederum die Prognose der Patienten negativ beeinflussten (Zanotti et al.
2010).

Ein Problem bei der Analyse von ZAP-70 ist, dass das gebréuchlichste Messverfahren
mittels Durchflusszytometrie bislang nicht standardisiert wurde, so dass aktuelle
Ergebnisse nur schwierig mit einander zu vergleichen sind (Wang et al. 2011).

Unter den prognostisch relevanten genomischen Aberrationen ist die Deletion 13q die
haufigste, gefolgt von der Deletion 11q, der Trisomie 12q und der Deletion 17p (D6hner et
al. 2000). Kurze Uberlebenszeiten der Patienten sind haufig assoziiert mit der del 17p
(medianes Uberleben 32 Monate), einer Mutation in TP53 (Zenz et al 2010) und der del
11q (medianes Uberleben 79 Monate). Die Deletion 13q, wenn sie alleine auftritt, ist
dagegen mit einer deutlich besseren Prognose von median 133 Monaten vergesellschaftet
(Do6hner et al. 1997, 1999, 2000). Vorangegangene multivariate Analysen konnten VH
Status und genomische Aberrationen als unabhéngige Risikofaktoren bei der chronischen
lymphatischen Leukamie identifizieren (Krober et al. 2002, Oscier et al. 2013,
Stilgenbauer et al. 2014). Neue Auswertungen zeigen, dass diese genomischen
Veranderungen nicht zu einer Beeinflussung des Proliferationsindexes der CLL fiihren mit
Ausnahme einer Koexistenz der Aberrationen 13q und 17p (Quijano et al. 2008).

Aktuelle Ansatze zur Identifikation prognostischer und pradiktiver Marker bei der CLL
basieren auf ,next generation sequenzing“ Technologien die eine Reihe neuer
Genmutationen, beispielsweise in Genen wie NOTCHL1 und SF3BL1 identifiziert haben
(Puente et al. 2011, Wang et al. 2011, Landau et al. 2013). Allgemein sind diese
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Mutationen mit rascher Progression und kurzen Uberlebenszeiten assoziiert worden.
Allerdings zeigt sich zunehmend, dass die prognostische und pradiktive Bedeutung diese
Mutationen vom Therapiekonzept abhangt, das bedeutet, dass unterschiedliche Einflisse je
nach Behandlungsform entstehen (Dreger et al. 2013, Schnaiter et al. 2013, Stilgenbauer
et al. 2014).

1.5 Fragestellung der Arbeit

Untersuchung von Patientenproben aus dem gut charakterisierten Kollektiv der CLL-8
Studie der Deutschen CLL Studiengruppe (DCLLSG) auf genetische Prognosefaktoren. Im
Vordergrund stand dabei die explorative Analyse der Struktur und des Mutationsstatus des
IGHV-Gens zur Generierung von Hypothesen zur Prognoseabschatzung. Dartiber hinaus
sollte das Vorkommen chromosomaler Aberrationen in Korrelation zur IGHV-Gen
Struktur beurteilt werden. Durch die detaillierte Charakterisierung dieses prospektiv
betrachteten Studienkollektivs, das mit der aktuellen Standardtherapie behandelt wurde,
sollte es gelingen, die prognostische Wertigkeit dieser Marker im Hinblick auf
progressionsfreies Uberleben (PFS) und Gesamtiiberleben (OS) nach Erstlinientherapie
anhand von uni- und multivariaten Analysen innerhalb entsprechender Subgruppen naher

zu fassen und in die klinische Situation einzuordnen.
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2. Material und Methoden

2.1 Patienten und Proben

2.1.1 Studiendesign

Gegenstand der molekular- und zytogenetischen Diagnostik war das Patientenkollektiv der
CLL-8 Studie der Deutschen CLL Studiengruppe. Die CLL-8 Studie wurde als
internationale, offene, multizentrische, randomisierte Phase-Il1I-Studie konzipiert.
Verglichen wurden dabei in der CLL-Erstlinientherapie die zwei Therapiemodalititen
Fludarabin/-Cyclophosphamid (FC-Arm) und Rituximab/-Fludarabin/-Cyclophosphamid
(FCR-Arm). Die Rekrutierung des Patientenkollektivs erfolgte vom 21.07.2003 bis zum
04.04.2006. Eingeschlossen wurden 817 CLL-Patienten, die entweder ein Stadium Binet
C, oder nach den unten aufgefuhrten IWCLL-Kriterien (Hallek et al. 2008) eine
Behandlungsindikation/ Therapienotwendigkeit aufwiesen.

CLL Diagnosekriterien entsprechend iwCLL Kriterien
Nachweis von > 5.000 klonalen B-Zellen/ul peripherem Blut
Vorherrschen kleiner, morphologisch reifer Lymphozyten im Blutausstrich
Koexpression von CD5, CD19, CD23 und CD20.

Nachweis einer Leichtkettenrestriktion

Als weiteres Einschlusskriterium wurden das Alter von mindestens 18 Jahren und eine
vermutete Lebenserwartung von mindestens 6 Monaten festgelegt. Auflerdem musste bei
Studieneinschluss ein ECOG-performance-status von 0 oder 1 vorliegen. Patienten mit
funktionellen  Einschrankungen  wesentlicher ~ Organsysteme waren von  der
Studienteilnahme ausgeschlossen. Fir den Zeitraum der Therapie musste bei allen

Patienten/-Patientinnen eine suffiziente Kontrazeption sichergestellt sein.

CLL-Patienten die folgende Merkmale aufwiesen waren ebenfalls wvon einer

Studienteilnahme ausgeschlossen:

¢ Kilinisch signifikante autoimmunvermittelte Verminderungen der Zellzahl
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e Aktive Zweitmalignome, die aktuell therapiebedurftig waren (Ausnahme:
Basalzellkarzinom oder Tumore, die durch alleinige Operation kurativ therapiert
werden konnten)

e Schwer einstellbarer arterieller Hypertonus

e Begleiterkrankungen, welche die zeitgleiche Einnahme von Glukokortikoiden fur
einen Zeitraum groRer als einen Monat erforderten

e Bekannte Uberempfindlichkeit und anaphylaktische Reaktionen auf humanisierte
monoklonale Antikorper, sowie gegen eines der Studienmedikamente

e Zerebrale Leistungsminderung, die Teilnahme an der Studie unmdglich machte

e Transformation der CLL in ein hochmalignes NHL

e Aktive bakterielle, virale oder Pilzinfektionen; insbesondere Patienten mit aktiver
oder abgelaufener Hepatitis B Infektion

e Leberfunktionseinschrankung, definiert als Erhéhung der Alkalischen Phosphatase
und/ oder der Lebertransaminasen auf das Doppelte des oberen Normwertes

e Erhéhung des Gesamtbilirubins auf das Doppelte des oberen Normwertes

e Nierenfunktionseinschrankung, definiert als Kreatinin-Clearance <70 ml/min
(gemaR der Formel nach Cockcroft und Gault)

e Schwangerschaft und Stillzeit

e Jeglicher parallel bestehender klinischer oder psychologischer Zustand, der eine
Teilnahme an den von der Studie geforderten Manahmen unmdoglich machte

e Teilnahme an weiteren klinischen Studien zu gleicher Zeit oder Einnahme eines

weiteren Prifmedikaments bis zu 30 Tagen vor Studieneinschluss

Die (berwiegende Mehrzahl der zu analysierenden Proben wurden aus peripherem Blut
(PB) gewonnen. Daruber hinaus diente bei einigen Knochenmark als Ausgangsmaterial.
Neben dem Zeitpunkt vor Therapiestart wurden auBerdem Proben im Verlauf der
Erkrankung insbesondere bei Progression (Follow-up Proben) gewonnen. Zur Analyse des
Mutationsstatus der variablen Schwerkette des klonal umlagerten Immunglobulin-Gens
wurde ein bei -80 °C asserviertes Zellpellet verwendet. Nach Extraktion von sowohl DNA
als auch RNA konnte der entsprechende Genabschnitt amplifiziert und anschliel3end
sequenziert werden. Fir die Analyse des progressionsfreien Uberlebens (PFS) waren fiir

817 Patienten klinische Daten verfugbar.
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CLL-8 Therapieablauf

Registrierung und Primérdiagnostik
Zytogenetik/ Molekulargenetik: 20-40 ml Heparinblut
MRD: 20 ml EDTA Blut
Serum Parameter: 5 ml Serum
CD38/Zap-70: 20 ml EDTA Blut

Therapiestart innerhalb von 7d nach Randomisation

FC Arm FCR Arm

Zyklus 1-3 Zyklus 1-3

Zwischenstaging

Zyklus 4-6 Zyklus 4-6

Beurteilung des initialen Ansprechens

2 - Monats Follow up

3 - Monats Follow up wahrend der ersten 3 Jahre

6 - Monats Follow up in den Jahren 4 und 5

Jahrliches Follow up ab dem 6. Jahr

Abbildung 2:

CLL-8-Therapieprotokoll Ubersicht (angelehnt an das original Flowsheet):

FC: Fludarabin/Cyclophosphamid, FCR: Rituximab/Fludarabin/Cyclophosphamid, MRD: Minimal
residual disease, EDTA: Ethylendiamintetraessigséure, ZAP-70: zeta-associated protein (70 kilo Dalton),
CD: cluster of differentiation, ml: Milliliter

2.1.2 Materialen und Chemikalien

2.1.2.1 Gerate
Biofuge fresco Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland
Biofuge pico Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland

BioPhotometer Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
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Cap Installing Tool

DNA Sequenzer ABI PRISM 3130xl
Eagle eye ®Still Video System
Elektrophoresekammern

Eppendorf Biophotometer

Gelkammer

LABOPORT® Vacuum pump

Applied Biosystems, Weiterstadt, Deutschland
Applied Biosystems, Weiterstadt, Deutschland
Fa. Stratagene, Amsterdam, Niederlande

MBT Brand, Wertheim, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

LMS Labortechnik GmbH, Dossenheim,
Deutschland

Fa. KNF Neuberger
Deutschland

GembH, Freiburg,

Mehrkanal-Pipetten mit variabler Volumeneinstellung, 8-Kanal (0,5-10 pl)

MicroAmp Splash Free 96-Well Base
Mikrowelle

Multifuge 3 S_R Heraeus

Multipette plus

Ruhrfische

Thermal Cycler 2720 und 2700
Transilluminator 4000

Vortex Genie 2™

Waage 572-35

Waage Precisa 400M

2.1.2.2 Laborbedarf

15 ml konische Rohrchen (15 ml-Falcon)
1 ml Spritzen

50 ml konische Réhrchen (50 ml-Falcon)
96 Well Plate Septa

96-Well-Platte ohne Deckel

ART Aerosol Resitant Tips, 10

ART Aerosol Resitant Tips, 1000 Reach
ART Aerosol Resitant Tips, 1000E

ART Aerosol Resitant Tips, 100E

ART Aerosol Resitant Tips, 200

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Applied Biosystems, Weiterstadt, Deutschland
Siemens, Deutschland

Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

VWR, Darmstadt, Deutschland

Applied Biosystems, Weiterstadt, Deutschland
Strategene (Agilent), Boblingen, Deutschland
Bender und Hobein AG, Zirich, Schweiz
Kern & Sohn, Balingen, Deutschland

PAG Oerlikon, Pfaffikon, Schweiz

BD, Heidelberg, Deutschland

BD, Heidelberg, Deutschland

BD, Heidelberg, Deutschland

Applied Biosystems, Weiterstadt, Deutschland
Nunc, Wiesbaden, Deutschland

Molecular Bioproducts, San Diego, USA
Molecular Bioproducts, San Diego, USA
Molecular Bioproducts, San Diego, USA
Molecular Bioproducts, San Diego, USA
Molecular Bioproducts, San Diego, USA
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ART Aerosol Resitant Tips, 20P
Autoklavier-Klebeband mit Indikator
Collection Plate 48-Well

Combitips plus 1,0 ml

Combitips plus 10 ml

Combitips plus 5,0 ml

Deckel fur 96-Well-Mikrotestplatte
Deckel fur ReaktionsgefaR 8er-Caps
Einmal-Wé&geschalen

Kanilen, Sterican 100, 0,70x30 mm
MicroAmp 8-Cap Strip

MicroAmp 8-Tube Strip

MicroAmp Optical 96 Well Reaction Plate

Safe-Lock Reaktionsgefal 1,5 ml
Thermowell 96-Well-Plate Model P
Thermowell Sealing Tape

Uvette, 220-1600 nm

2.1.2.3 Reagenzien

100 bp DNA Ladder (500 pg/ml)

10x BlueJuice Loading Buffer
10x PCR-Puffer

5x Sequencing Buffer

AllPrep DNA/RNA Mini Kit (50)

Molecular Bioproducts, San Diego, USA
Meipha, Geislingen, Deutschland

Quiagen, Hilden, Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Nerbe Plus,Winsen, Deutschland

VWR, Darmstadt, Deutschland

BBraun, Melsungen, Deutschland

Applied Biosystems, Weiterstadt, Deutschland
Applied Biosystems, Weiterstadt, Deutschland
Applied Biosystems, Weiterstadt, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Corning Inc, Amsterdam, Niederlande
Corning Inc, Amsterdam, Niederlande

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

New England Biolabs, Frankfurt a.M.,
Deutschland

Invitrogen, Carlsbad, USA

Quiagen, Hilden, Deutschland

Applied Biosystems, Weiterstadt, Deutschland
Quiagen, Hilden, Deutschland

BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit

Applied Biosystems, Weiterstadt, Deutschland

Deoxynucleoside Triphosphate Set PCR Grade

DyeEx 2.0 Spin Kit (250)
DyeEx 96 Kit (24)

Ethanol absolut

Roche, Mannheim, Deutschland
Quiagen, Hilden, Deutschland
Quiagen, Hilden, Deutschland
VWR, Darmstadt, Deutschland
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Ethidiumbromid 0,07 % ApplChem, Darmstadt, Deutschland
GeneScan 500 Rox Size Standard Applied Biosystems, Weiterstadt, Deutschland
Hi-Di Formamide Applied Biosystems, Weiterstadt, Deutschland
HotStarTaq DNA Polymerase 1000 units  Quiagen, Hilden, Deutschland

Primer 100 pM Biospring, Frankfurt a. M., Deutschland
QIAquick PCR Purification Kit (250) Quiagen, Hilden, Deutschland

Tracklt 100 bp Ladder Invitrogen, Carlsbad, USA

TRIS EDTA Buffer Solution pH 7,4 Fluka, Basel, Schweiz

UltraPure™ DEPC-Treated Water Invitrogen, Carlsbad, USA

-Mercaptoethanol, Molecular Biology Grade
Gibco, Darmstadt

2.2 Methoden

2.2.1 DNA/RNA Préaparation

Die flr die Analysen verwendeten Zellfraktionen werden aus ca. 20 ml Patienten-Vollblut
gewonnen, welches das Antikoagulanz NHsHeparin enthdlt. Die mononukleére
Zellfraktion wird mittels Ficoll Dichtegradient- Zentrifugation extrahiert und bei -80 °C
asserviert. Fir ein optimales Ergebnis sollen diese Pellets jeweils nicht mehr als 1 x 107
Zellen enthalten. Die Extraktion von DNA und RNA erfolgt mittels AllPrep DNA/RNA
Mini Kit (Quiagen®) analog dem Standardprotokoll des Herstellers. Die auf diese Weise
gewonnenen DNA-Isolate werden mittels Photometrie quantifiziert und zu
Arbeitsldsungen mit einer Konzentration von 200 ng/ul verdinnt. Die RNA-Isolate werden
unverdinnt bei -80 °C aufbewahrt und bei Bedarf in amplifizierbare cDNA
umgeschrieben. Eine qualitative Analyse von DNA und RNA erfolgt mittels

Elektrophorese (ber ein Agarosegel.

2.2.2 Herstellung von cDNA

Vor der Umschreibung der RNA in cDNA muss die RNA mit 100 % Ethanol und 3 M
NaCl geféllt werden. Nach Eliminierung eventueller DNA Rickstande durch DNase
(Roche) kann die RNA in cDNA revers transkribiert werden. Die Reagenzien werden fir

30 min bei 42 °C inkubiert und anschlieBend zur Terminierung der Reaktion fur 5 min auf
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95 °C erhitzt. Die so erzeugte cDNA ist umgehend auf Eis zu kiihlen. Die Umschreibung
von RNA in cDNA ist in allen Féllen notwendig, in denen auf DNA-Basis nach der
Sequenzierung mehrere Klone mit produktiver CDR-3 Region auftreten. Die

Sequenzierung erfolgt in diesen Fallen dann mit cDNA.

Tabelle 1:

Mastermix fir die Umschreibung von 1 pg RNA in ¢cDNA. MgCly: Magnesiumchlorid. PCR:
Polymerasekettenreaktion. dNTP: Desoxyribonukleotidtriphosphate. A: Adenin. T: Thymin. G: Guanin. C:
Cytosin. DEPC-H,0: mit Diethylen Pyrocarbonat behandeltes Wasser. ul: Mikroliter.

MgCl, 3ul
10x PCR Puffer 1,25 pl
Random Hexamers 0,5 pl
dNTPA, T, G, C jelul
RNAse Inhibitor 0,5 pl
Moloney murine leukemia virus reverse Transkriptase 0,5 ul
DEPC- H,O 5,25 pl

2.2.3 Polymerasekettenreaktion (PCR)

2.2.3.1 Ablauf und Reaktionsprinzip der PCR

Die 1983 von KARY MuLLIS erstbeschriebene Polymerasekettenreaktion stellt heutzutage
die grundlegende Methode zur Amplifizierung spezifischer DNA-Abschnitte dar. Sie
beruht auf einem dreischrittigem Reaktionsmechanismus, dieser wird je nach Bedarf des
Anwenders unterschiedlich oft wiederholt. Schlussel zur erfolgreichen Reaktion ist die
Verwendung einer thermostabilen Polymerase aus dem Bakterium Thermus aquaticus. Die
Polymerase entfaltet ihre grofite Leistung bei einer Temperatur von 72 °C, was die
natlrlichen Reaktionszeiten erheblich verkirzt. Weitere Bestandteile der Reaktion sind
eine Pufferlosung, die Desoxyribonukleotidtriphosphate Adenin, Thymin, Guanin und
Cytosin, spezifische Oligonukleotidprimer und Wasser. Je nach Lénge und
Zusammensetzung des zu amplifizierenden DNA-Abschnittes und der spezifischen
Oligonukleotidprimer werden unterschiedliche Zeiten und Temperaturen gewéhlt. Die

Primer sind so auszuwahlen, dass sie dem DNA-Strang am 5' bzw. 3' Ende komplementér
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sind. Fur die Amplifizierung der variablen Schwerkette des Immunglobulingens (VDJ-
Schwerkette) eignen sich folgende Temperaturen:
1. Schritt: Denaturierung und Aufschmelzen des DNA-Doppelstrangs bei 95 °C.
2. Schritt: Hybridisierung der Primer mit dem DNA-Einzelstrang (Annealing) bei
65 °C.
3. Schritt: Synthesephase. Bei 72 °C synthetisiert die thermostabile Polymerase
(HotStarTaq®, Fa. Quiagen) den zwischen dem Primerpaar liegenden DNA-
Abschnitt.
AbschlieBend, das heiBt nach dem Durchlaufen aller PCR-Zyklen, wird das
Reaktionsprodukt zur Extension fir 10 min auf 72 °C gehalten.
Die PCR-Maschine fir alle in dieser Arbeit beschriebenen Reaktionen ist der

Thermocycler der Fa. Applied Biosystems.

2.2.3.2 Primerdesign

Das Primerdesign richtet sich nach den genomischen Gegebenheiten des VDJ
Rearrangements.  Insgesamt  existieren ~ sechs  verschiedene  IGHV-Familien,
dementsprechend mdussen sechs verschiedene 5 VH-Primer gewahlt werden.
Bindungsstelle dieser Primer ist die Framework-1-Region des
Immunglobulinschwerkettengens.  Eine  Markierung  dieser  Primer mit  den
Fluoreszenzfarbstoffen FAM™, NED™ und HEX ermdglicht eine simultane Multiplex-
PCR mit anschlieBendem GeneScan® zur Identifizierung der unterschiedlichen IGHV-
Familien. Hierzu werden die IGHV-Familien VH1, VH3 und VH4 sowie VH2, VH5 und
VH6 gruppiert und in zwei PCR-Ansatzen amplifiziert und analysiert. Alternativ kdnnen
Primer verwendet werden, die im Gegensatz zu den oben beschriebenen nicht an der
Framework-1 Region, sondern bereits in der Leader-Region des Genabschnitts binden.
Diese Primer werden als 5'VH-Leaderregion-Primer bezeichnet. Der Nachteil dieser
Primer ist allerdings, dass sie nicht in allen Féllen ein verwertbares Amplifikat bilden.
Deshalb werden sowohl Framework-, als auch Leaderregion-Primer verwendet.

Der 3'JH-Primer muss so gestaltet sein, dass er in der Joining-Region des VDJ-
Rearrangements bindet. Auch hier existieren, wie auch bei der VH-Region, mehrere
verschiedene JH-Familien. Aufgrund der Strukturdhnlichkeit zwischen den JH-Familien 1,

2, 4 und 5 wird hier ein Konsensusprimer verwendet. Die JH-Familien 3 und 6 werden mit
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separaten Oligonukleotidprimern amplifiziert. Die 3'JH-Primer kénnen in den meisten
Fallen der Reaktion als Mix beigegeben werden, nur in Ausnahmeféllen muss eine

spezielle PCR mit den einzelnen 3'JH-Primern durchgefiihrt werden.

\l // L
suipgll=gtig=:
— —
CTATATTACTGTGCGAGAGACCAGAGC CC
fluor-Vg and Jg 220 30T gy

family primer mix L’
e AR

Abbildung 3:

Darstellung des Untersuchungsablaufs. Schematische Darstellung des Immunglobulin-
schwerkettengens mit den Segmenten V (variable), D (diversity), J (joining) und C (constant). PCR:
Polymerasekettenreaktion. A, T,G,C: Nukleotide Adenin, Tymidin, Guanin und Cytosin. (nach Krober et al.
2002)

Nukleotidsequenzen der eingesetzten PCR-Primer

Biospring-Primer

VH1 5 -cct cag tga agg tyt cct gca agg c-3° FAM
VH2 5 -gtc ctg cgc tgg tga aac cca cac a-3° FAM
VH3 5 -ggg gtc cct gag act ctc ctg tgc ag-3~ NED
VH4 5°-gac cct gtc cct cac ctg crc tgt c-3 HEX
VH5 5" -aaa aag ccc ggg gag tct ctg arg a-3°~ HEX
VH6 5 -acc tgt gcc atc tcc ggg gac agt g-3° NED
JH1,2,4,5 5 -acc tga gga gac ggt gac cag ggt-3

JH3 5 -tac ctg aag aga cgg tga cca ttg t-3°

JH6 5 -acc tga gga gac ggt gac cgt ggt-3

JH1 famspez. 5 -cag ggt gcc ctg gcc cca gtg c-3° NED
JH2 famspez. 5 -cag ggt gcc acg gcc cca gag a-3~ NED
JH3 famspez. 5 -att gtc cct tgg ccc cag aca tca-3 HEX
JH4 famspez. 5°-cac ggt tcc ttg gcc cca gta g-3° FAM
JH5 famspez. 5 -gtg acc agg gtt cct tgg ccc cag g-3~  HEX
JH6 famspez. 5 -gtg gtc cct tgc ccc cag acg tcc-3° FAM
CHA 5°-gag gct cag cgg gaa gac ctt-3 HEX
CHG 5°-ggg gaa gta gtc ctt gac cag-3’ NED
CHM 5 -cag gag aaa gtg atg gag tcg-3 FAM
VHL1 5 -atg gac tgg acc tgg agg-3°

VHL?2 5 -cac rct cct gct gct gac ca-3°

VHL3a 5 -gct ggg ttt tcc ttg ttg c-3°

VHL3b 5°-atg gag ttk ggr ctg agc tg-3°

VHLA4dr 5 -atg aaa cac ctg tgg ttc tt-3°

VHL5 5 -ctc ctc ctg gct gtt ctc c-3

VHL6 5 -ctg tct cct tcc tca tct tcc-3°

LaminBl for 5 -att gcc cag ttg gaa gcc t-3°

LaminBl rev 5 -tgg tct cgt taa tct cct ctt cat ac-3°
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Biomed-Primer:

FR1c 5 -agg tgc agc tgs wgs agt cdg g-3°
JHb 5 -ctt acc tga gga gac ggt gac c-3°
VH1B 5 -cag gtg cag ctg gtg cag tct g-3°
VH2B 5 -cag gtc aac ctg cag gag tct g-3°
VH3B 5°-gag gtg cag ctg gtg gag tct g-3°
VH4B 5 -cag gtg cag ctg cag gag tcg g-3°
VH5B 5 -gag gtg cag ctg ctg cag tct g-3°
VH6B 5 -cag gta cag ctg cag cag tca g-3°

Alle Primer werden in lyophilisierter Form geliefert und auf eine Konzentration von 10
UM eingestellt. Hersteller der Oligonukleotidprimer sind die Firmen Biomed und

Biospring.

2.2.3.3 Multiplex-PCR mit fluoreszenzmarkierten Primern

Zur Durchfiihrung der Multiplex-PCR ist es notwendig, pro Patient zwei Ansétze zu
pipettieren. Beide Ansétze enthalten 10 x PCR Puffer, Desoxyribonukleotidtriphosphate,
HotStarTag® DNA Polymerase, die Reversprimer JH3, JH6 und JH1,2,4,5 in dquimolarer
Mischung und destilliertes Wasser. Bezuglich der eingesetzten Forwardprimer gibt es
folgende Unterschiede: Ansatz 1 enthalt einen Primermix bestehend aus VH1, 3 und 4,
Ansatz 2 bestehend aus VH2, 5 und 6. Die allesamt in der Framework-1 Region bindenden
Primer sind wie folgt markiert: VH1+2: FAM™, VH3+6 NED™ und VH4+5: HEX.

Durch die Mitfihrung einer Negativkontrolle kénnen Verunreinigungen durch fremde
DNA Partikel erkannt werden. Als Template (Patientenprobe) werden pro Reaktion 2 pl
DNA verwendet, was bei einer Konzentration von 200 ng/ul einer Absolutmenge von 400
ng entspricht.

Durch dieses Verfahren kann die Anzahl der zu pipettierenden Ansétze von 6 auf 2 pro
Patient verringert werden. Das sich der PCR anschlieende Detektionsverfahren wird in
Kapitel 2.2.9 erldutert.
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Tabelle 2:
Pipettierschema  der VH-Framework-PCR  mit  fluoreszenzmarkierten  Primern. PCR:

Polymerasekettenreaktion. dNTP: Desoxyribonuleotidtriphosphate. A: Adenin. T: Thymin. G: Guanin. C:
Cytosin. HyOdest.: destilliertes Wasser. pM: mikromolar. pl: Mikroliter. ng: Nanogramm. HotStarTag:
Polymerase aus Thermus aquaticus. VH-1,3,4 bzw. VH-2,5,6-Mix: Primermix mit Angriffspunkt an der
Framework-Region der variablen Region des Immunglobulinschwerkettengens. JH-Mix: Primermix mit
Angriffspunkt an der Joining-Region des Immunglobulinschwerkettengens.

VH-Familie VH-1,3,4 VH-Familie VH-2,5,6
1,34 Negativkontrolle 2,5,6 Negativkontrolle

10x PCR Puffer 5ul 5ul 5ul 5ul
dNTP (A, T, G, C) 0,5 ul 0,5 ul 0,5 ul 0,5 ul
Vi-1,3,4-Mix 10 pM 1pl 1ul --- ---
Vi-2,5,6-Mix 10 uM 1pl 1pl
Ju-Mix 10 uM 1pl 1pl 1l 1pl
HotStarTag® 0,25 pl 0,25 pl 0,25 pl 0,25 pl
Polymerase
H,O dest. 40 pl 40 pl 40 pl 40ul
Template [200 ng/ul] 2ul 2ul
Tabelle 3:

PCR-Protokoll der VH-Framework-PCR  mit  fluoreszenzmarkierten  Primern. PCR:
Polymerasekettenreaktion VH: Variable region des Immunglobulinschwerkettengens. °C: Grad Celsius.
min: Minuten. sek: Sekunden. Grau hinterlegt sind die Bestandteile eines PCR- Zyklus.

‘ Aktivierung 95°C ‘ 15 min
‘
‘ Denaturierung ‘ 95 °C ‘ 45 sek 35 Zyklen
‘ Annealing ‘ 65 °C ‘ 1 min
Synthese ‘ 72°C 1 min 30 sek
Extension 72°C 10 min
Lagerung 4°C unbegrenzt

2.2.3.4 PCR mit Leaderregion-Primern

Um die Sequenz ab Codon 1 zu erfassen bedarf es Primer vom Leaderregion-Typ. Hiermit
lassen sich die Ergebnisse der Framework-1 PCR auch verifizieren. Da die IGHV-Familie
aus der GeneScan®-Analyse bekannt ist, kann ein familienspezifisches Primerpaar,
bestehend aus 5-VHLspe,- Forwardprimer und dem 3-JH-Mix als Reverseprimer

verwendet werden.
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Tabelle 4:

Pipettierschema der VH-Leaderregion-PCR. PCR: Polymerasekettenreaktion. dNTP:
Desoxyribonuleotidtriphosphate. A: Adenin. T: Thymin. G: Guanin. C: Cytosin. H.Odest.: destilliertes
Wasser. uM: mikromolar. pl: Mikroliter. ng: Nanogramm. HotStarTaq: Polymerase aus Thermus aquaticus.
VHL1,2,3a,3b,4-1dr,5,6: Primer mit Angriffspunkt an der Leaderregion der variablen Region des
Immunglobulinschwerkettengens. JH-Mix: Primermix mit Angriffspunkt an der Joining-Region des
Immunglobulinschwerkettengens.

Patient VHL Negativkontrolle
10x PCR Puffer 5ul 5ul
dNTP (A, T, G, C) 0,5 ul 0,5 ul
VHL familienspezifisch 1pl 1pl
(1,2,3a,3b,4-1dr,5,6)
10uM
JH-Mix 10 pM 1pl 1l
HotStarTag® 0,25 pl 0,25 pl
Polymerase
H,Odest. 40 pl 40 pl
Template [200 ng/ul] 2l
Tabelle 5:

PCR-Protokoll der VH-Leaderregion-PCR. PCR: Polymerasekettenreaktion VH: Variable Region des
Immunglobulinschwerkettengens. °C: Grad Celsius. min: Minuten. sek: Sekunden. Grau hinterlegt sind die
Bestandteile eines PCR- Zyklus.

i Aktivierung i 95°C 15 min

‘ Denaturierung ‘ 95 °C 45 sek 38 Zyklen i
‘ Annealing ‘ 60 °C 1 min 1
‘ Synthese ‘ 72°C 1 min 30 sek ‘
‘ Extension ‘ 72°C 10 min

‘ Lagerung ‘ 4°C unbegrenzt

2.2.4 Qualitative Analyse amplifizierter DNA durch Agarose-Gel-Elektrophorese

Mit diesem Verfahren ist es moglich, DNA-Fragmente in einem elektrischen Feld
aufzutrennen und durch Einfarbung mit Ethidiumbromid im ultravioletten Licht sichtbar zu
machen. Ethidiumbromid interkaliert mit den amplifizierten DNA- Fragmenten und stellt
diese als Bande dar. Hierzu wird ein 1,5 %iges Agarosegel gegossen und an ein
Gleichstromfeld mit einer Spannung von 150 V und einer Stromstarke von 500 mA fir die
Dauer von 30 min angeschlossen. Als Pufferldsung dient 1XTAE. In die Taschen des Gels
werden 10 pl des PCR-Produkts und 2 pl Blueluice-Gel-Loading-Buffer pipettiert.
Anhand eines mitlaufenden L&ngenstandards (1 kb DNA Ladder, Fa. Invitrogen) kann die

GroRe der Fragmente abgeschatzt und somit eine Identifizierung erfolgen. Nach Ablauf der
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30 min kann das Gel mit Hilfe des EagleEye®-Systems abfotografiert werden. Liegt bei
negativem Leerwert eine positive Bande beim PCR-Produkt vor, wird dieses der
GeneScan®-Analyse unterzogen. Analog dieser Methode wird das Ergebnis der
DNA/RNA-Preparation (AllPrep DNA/RNA Mini Kit, Quiagen®) tiberpriift. Anstatt 10 pl

werden hier 5 pl Template und 5 pl H20 dest. verwendet.

2.2.5 GeneScan® Analyse

Die Patientenproben zur GeneScan®-Analyse wurden mit dem AbiPrism®- DNA-
Sequenzer 3130xl bearbeitet. Hierbei handelt es sich um einen 16-fach
Kapillarsequenzierer. Bei diesem Verfahren wird die Probe mit einer Kanile angesaugt
und durch eine Kapillare geleitet. Diese Kapillare liegt im Strahl eines Argonionenlasers,
der die bei diesem Verfahren mit den Farbstoffen FAM™, NED™ und HEX
fluoreszenzmarkierten DNA-Amplifikate zum Leuchten anregt. Das emittierte Signal wird
von einer CCD-Kamera erfasst und mittels Software in einen farbigen Peak verwandelt.
Mit diesem Verfahren konnen die PCR-Produkte sowohl qualitativ als auch quantitativ
analysiert und mehrere PCR-Produkte unterschieden werden.

Die GeneScan®-Analyse ist entsprechend dem Standardprotokoll von Applied Biosystems
durchzufiihren. Von jeder Probe werden 0,5 pl entnommen und 9,25 pl Formamide sowie
0,25 ul GeneScan-500 ROX™-Sjze Standard hinzugegeben und in eine 96-Well
MicroAmp Platte der Firma Applied Biosystems pipettiert. Sollte innerhalb eines 16er
Blocks eine Vertiefung frei bleiben, so muss diese mit 20 pl H>Odest. aufgefillt werden.
AnschlieBend muss die Platte mit einer sogenannten Plate Septa 96 Well von Applied
Biosystems abgedeckt werden. Danach wird die gesamte Platte fir 3 min zur
Denaturierung der PCR-Produkte auf 95 °C erhitzt. Der Sequenzer muss wie folgt

programmiert werden:
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Sample Typ: »Sample®,

Size Standard: ,GS500%,

Panel: ,,None*,

Analysis Method: ,,Microsatellite Default*,
Results Group 1: ,GeneScan VH_50cm*,
Instrument Protocol: ,GeneScan VH_50cm*.

Die fertige Platte kann nun an der richtigen Stelle des Geréts positioniert werden und der

GeneScan gestartet werden.

Auswertung der GeneScan®- Analyse

Die Zuordnung von Farbstoff und IGHV-Familie erfolgt nach folgendem Schema: Der
blaue Peak entspricht den IGHV-Familien VH1/7 bzw. VH2, der schwarze Peak den Vu-
Familien VH3 bzw. VH6 und der griine Peak den IGHV-Familien VH4 bzw. VH5. Der
mitgefihrte Langenstandard dient zur Kontrolle der FragmentgréfRe der amplifizierten
DNA-Abschnitte. Fiir die PCR-Produkte mit eindeutigem GeneScan® Ergebnis wird nach
einem Aufreinigungsschritt die Sequenzreaktion gestartet.

In allen anderen Féllen missen neue PCR-Ansdtze mit jeweils nur einem Primerpaar
pipettiert werden. Die Auswertung erfolgt in diesen Féllen dann nicht mit der GeneScan®

Methode, sondern an Hand des Agarosegels.

2.2.6 Aufreinigung der PCR-Produkte

Zur weiteren Verarbeitung missen die PCR-Produkte aufgereinigt werden. Dieser Schritt
wird mit dem QIAquick®-8-PCR-Purification-Kit gemaR Herstellerprotokoll durchgefiihrt.
Ein  spezielles, in eine Membran eingebettetes Silikat mit selektiven
Bindungseigenschaften ist die Grundlage dieses Aufreinigungsschrittes. Wéhrend der
Reaktionsansatz mittels eines durch eine Vakuumpumpe (QIAvac®) erzeugten Unterdrucks
von ca. -300 mbar durch die Membran gezogen wird, bleibt das PCR-Produkt aufgrund
seiner  Adsorptionsfahigkeit an  der  Membran  haften.  Nichtverbrauchte
Oligonukleotidprimer oder Verunreinigungen werden an der Membran nicht adsorbiert und
konnen verworfen werden. Anschlielend wird die Membran zweimal mit einem

ethanolhaltigen PE-Puffer gewaschen. Dieser Waschschritt entfernt Salze aus der
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Membran, ohne die amplifizierte DNA aus der Membran herauszulésen. Zum Abschluss
wird auf die Membran 75 ul Elution Buffer (EB) pipettiert. Unter Sog (-400 mbar) wird
das PCR-Produkt nun aus der Membran eluiert und in 200-pl-Tubes aufgefangen. Die
Lagerung der aufgereinigten PCR-Produkte erfolgt bei 4 °C.

2.2.7 Sequenzreaktion

Die Sequenzreaktion wird nach dem Prinzip nach SANGER durchgefiihrt. Das Prinzip
entspricht einer Kettenabbruchreaktion, bei der Kopien unterschiedlicher Léange
synthetisiert werden. Hierzu wird der zu dem PCR-Produkt passende familienspezifische
VH-Primer dem PCR-Ansatz zugegeben. Eine DNA-Polymerase (AmpliTag®-DNA-
Polymerase) synthetisiert daraufhin die komplementiaren DNA-Strange. Im Gegensatz zur
normalen Polymerasekettenreaktion werden hier mit fluoreszierenden Farben markierte
ddNTPs verwendet, welchen die zur Kettenverlangerung notwendige 3'-OH Gruppe fehlt,
so dass keine Phosphodiesterbriicken gebildet werden konnen. Die DNA-Polymerase
verbaut diese ddNTPs in zufalliger Reihenfolge. Sobald ein ddNTP eingebaut wird kommt
es sofort zum Kettenabbruch. Die entstehenden DNA-Fragmente unterscheiden sich in der
Lange genau um eine Base. Der fiir diese Reaktion benétigte BigDye®-Ready-Reaction-
Mix enthalt bereits die fluoreszenzmarkierten ddNTP's (dye-terminators), die
nichtmarkierten dNTP's und die DNA-Polymerase (AmpliTag®-DNA-Polymerase). Die
eigentliche Reaktion erfolgt nach dem gleichen Schema wie bei der normalen PCR:
Denaturierung, Primerannealing und Synthesephase kennzeichnen den dreischrittigen
Zyklus. Fir ein ideales Ergebnis mit einer ausreichenden Menge an markierten DNA-

Fragmenten benotigt man 25 PCR-Zyklen.

Tabelle 6:

Pipettierschnema der Kettenabbruchreaktion. BigDye® ReadyReaction Mix, bestehend aus
fluoreszenzmarkierten Dedesoxydinukleotiden, unmarkierten Desoxydinukleotiden, AmpliTag® DNA
Polymerase.  ul:  Mikroliter.  uM:  mikromolar.  H,Odest.:  destilliertes  Wasser.  PCR:
Polymerasekettenreaktion. Buffer 5x: Sequencing Buffer der Fa. Applies Biosystems.

BigDye ®Ready Reaction Mix 4 ul
Primer [1 uM] 4 ul
Puffer 5x 2l
H,Odest. 3,5ul
aufgereinigtes PCR-Produkt 15ul
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Tabelle 7:
PCR-Protokoll der Kettenabbruchreaktion. PCR: Polymerasekettenreaktion. °C: Grad Celsius. min:
Minuten. sek: Sekunden. Grau hinterlegt sind die Bestandteile eines PCR-Zyklus.

‘ Aktivierung 96 °C ‘ 10 min
|
‘ Denaturierung ‘ 96 °C ‘ 10 sek 25 Zyklen ‘
‘ Annealing ‘ 52 °C ‘ 5 sek
Synthese ‘ 60 °C 2 min
Lagerung 4°C unbegrenzt

2.2.8 Aufreinigung der Sequenzreaktionsprodukte mit DyeEx®-Spin Kit

Die Aufreinigung der zu sequenzierenden Produkte ist notig, um die bei der
Sequenzreaktion nicht bendtigten Stoppnukleotide (ddNTP's) aus dem Reaktionsprodukt
zu entfernen. Hierzu verwendet man den DyeEx®-Spin Kit der Firma Quiagen analog des
Herstellerprotokolls. Die Aufreinigung erfolgt nach dem Prinzip der Gel-
Chromatographie. In einer Sdule, durch die das Reaktionsprodukt geleitet wird, befindet
sich ein spezielles Polymer, welches die Eigenschaft hat, diese unerwiinschten
iiberschiissigen ~ Stoppnukleotide  der  BigDye®-Losung  zuriickzuhalten.  Diese
Chromatographieséaulen sind sowohl einzeln als auch als 96-Well-Platte erhéltlich. Um die
Polymermatrix der S&ulen funktionsfédhig zu halten, werden sie durchtrankt mit einer
speziellen Tréagerlosung geliefert. Diese muss jedoch vor Hinzugabe der Probe durch
zentrifugieren entfernt werden. AnschlieBend wird der gesamte Reaktionsansatz tber die
Saule in eine 96-Well-Titerplatte abzentrifugiert. Danach wird das Eluat aus der
Costarplatte in eine 96-Well-Platte der Firma Applied Biosystems uberfiihrt. Aus
technischen Griinden dirfen innerhalb eines 16er Blocks keine leeren Vertiefungen sein.
Deshalb missen nicht bendtigte Vertiefungen mit 20 ul destilliertem Wasser aufgefullt
werden. Die 96-Well-Platte wird mit einer Plate Septa 96 Well von Applied Biosystems
abgedeckt.

2.2.9 Sequenzanalyse mittels AbiPrism DNA Sequenzer 3130xI

Die Sequenzierung erfolgt nach dem gleichen Prinzip wie oben bereits bei der GenScan®-

Analyse: die markierten ddNTP's werden mittels des Argonionenlasers zum Leuchten
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angeregt, das emittierte Licht mit der CCD-Kamera erfasst. Die richtigen Einstellungen des
Gerdts zur Analyse der Sequenz lauten:

Results Group: ,.Installation Service
Instrument Protocol: ,»BigDye 1.1 50cm_Standard”
Analysis Protocol: ,BigDye 1.1 _Standard”

Vor der Analyse muss noch eine kurzzeitige Denaturierung der PCR-Produkte bei 95 °C
erfolgen. Bevor der Prozess gestartet wird, muss die zu sequenzierende Platte noch dem

passenden Samplesheet zugeordnet werden.

2.2.10 Auswertung der Sequenzen

Durch  Umwandlung der mit der CCD-Kamera detektierten Lichtsignale in
Falschfarbensignale wird die Basenabfolge ablesbar und als Textdatei und
Elektropherogramm dargestellt. Per Abgleich der Sequenzen mit den bisher in der Literatur
beschriebenen Keimbahn-VH-Genen wird das néchstverwandte Gen und eventuelle
Basenabweichungen bestimmt. Diese VH-Datenbanken inklusive der speziellen
Auswertungssoftware sind im Internet frei verfugbar (JoinSolver:
http://joinsolver.niams.nih.gov/, IMGT: http://imgt.cines.fr/, NCBI:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/igblast/). Entscheidend fiir die Analyse der Sequenzen ist die
Anzahl der Basenabweichungen. In der Regel handelt es sich bei den Basenabweichungen
um Punktmutationen. Dennoch kann man innerhalb der Sequenzen auch andere
Phé&nomene wie Deletionen, Insertionen und Duplikationen finden. Der prozentuale Wert
der -Homologie errechnet sich aus dem Verhéltnis von mutierten Nukleotiden zu der
Gesamtanzahl der Nukleotide des néchstverwandten Keimbahngens multipliziert mit 100.
Als Cut-Off zwischen einer Sequenz, die als mutiert angesehen wird und einer, die als
unmutiert gilt, wird ein Homologiewert von < 98 % definiert. Unabhé&ngig von der Anzahl
beteiligter Nukleotide werden Deletionen, Insertionen und Duplikationen als eine Mutation
gewertet. Ebenso werden die Bereiche CDR1, CDR2 und CDR3 sowie die
Frameworkregionen bestimmt. Um etwaige Lesefehler der Tag-Polymerase oder
Verwechslungen bei den Patientenproben auszuschlie3en, wird von jedem Patienten eine
zweite Analyse durchgefiihrt. Diese Verifizierung kann dann von vornherein mit
familienspezifischen VH- Primern durchgefiihrt werden. Eine zweite GeneScan®-Analyse
entfallt.
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Bestimmung der V-, D- und J-Segmente

Vor der Analyse der Sequenzen missen diese auf Detektionsfehler der CCD-Kamera
untersucht und gegebenenfalls manuell korrigiert werden. Diese korrigierten Versionen
werden dann in die Analysesoftware eingelesen. Bei der Analyse der Sequenz wird diese
nach der IGHV-Familie und dem néchstliegenden Keimbahngen benannt. ,VH1-69%
bedeutet demnach zugehorig zur VH- Familie 1 und Keimbahngen Bezeichung Nr. 69. Zur
Orientierung auf dem Sequenzausdruck werden zu Beginn die ersten Codons des
Vorwarts- und des Reverseprimers gesucht und markiert. Die Frameworkprimer starten bei
Codon 25, die Leaderregionprimer ungefahr 35 Basenpaare vor Codon 1. Der JH-
Reverseprimer startet immer bei Codon 102. Anschliefend wird die Sequenz in die
verschiedenen Regionen unterteilt. Die CDR Regionen werden farblich abgehoben.
Anhand des Vergleichskeimbahngens der VH-Datenbanken wird die Sequenz auf
Mutationen untersucht. Mittels einer Codesonne, einer Ubersicht zur Dekodierung von
Basentripletts im menschlichen Genom, werden die Mutationen in zwei Gruppen unterteilt:
jene Mutationen, die zum Austausch einer Aminoséure fuhren (Replacement-Mutation =
R), und jene, die sich nicht im Austausch einer Aminoséure niederschlagen (Silent-
Mutation = S). In Bezug auf die Analyse des Homologiestatus spielt die Art der Mutation
jedoch keine Rolle. Es sei noch einmal darauf hingewiesen, dass Insertionen, Deletionen
und Duplikationen der Sequenz als ein Mutationsereignis gewertet werden muissen. Sollte
sich waéhrend der Analyse herausstellen, dass es sich bei dem néachstverwandten
Keimbahngen um ein Pseudogen handelt, wird, sofern es sich um ein produktives
Rearrangement handelt, welches um nicht mehr als zwei Basen von der Originalsequenz
abweicht, das nachstverwandte Keimbahngen als korrektes Gen angesehen.

Die Analyse der sehr vielféltig ausfallenden Gruppe der D-Segmente erfolgt auch anhand
der Analysesoftware von JoinSolver. VVoraussetzung fiir ein ,,giiltiges* D-Segment ist eine
Lange > 5 bp und keine Uberschneidung desselben mit der Joining-Region der Sequenz.
Sollte auf diese Weise kein D zu identifizieren sein, wir dieser Sequenzabschnitt in die
IgBlast Datenbank eingelesen. Dennoch gibt es trotzdem immer wieder Falle, bei denen
kein D-Segment nachweisbar ist. Die Bestimmung des D-Segments mit spezieller
Alignsoftware nach Wilbur-Lipman und Martinez-Needleman ist obiger Methode nicht
uberlegen und deswegen in dieser Arbeit nur teilweise angewendet worden. Bei dieser Art
der Analyse wird die Sequenz von Beginn der CDR-3 Region bis hin zum Beginn der

Joining-Region in die Align-Software eingelesen und mit den ca. 30 bekannten D-
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Segmenten verglichen. Abweichungen zu diesen bekannten D-Segmenten sind nach den
Kriterien von Corbett zuldssig. Kann ein D-Segment gefunden werden, ist noch eine
Einteilung nach der Lange in ,,short“-D-Segment und ,,long“-D-Segment vorzunehmen.
Die D-Familien D1, D4, D5 und D6 werden als ,,short* bezeichnet, D2 und D3 als ,,long*.
Die Joining-Region wird ebenfalls durch Vergleich mit dem entsprechenden
Keimbahngenabschnitt der Datenbanken durchgefuhrt. Um Fehler zu vermeiden, werden
alle JH-Segmente von Hand mit den bekannten JH-Keimbahnsequenzen abgeglichen.
Abweichungen innerhalb der CDR-3 Region werden nicht zu den Mutationen
hinzugezéhlt. Um eine Sequenz als produktiv zu kennzeichnen, muss die Bedingung erfullt
sein, dass der CDR-3 Abschnitt in Basentripletts aufteilbar ist. Nur so ist die Translation
zum Protein moéglich. Die Lange des CDR-3 Segments wird durch Auszahlen der Codons
zwischen Codon 95 und Codon 102 bestimmt. Bei unproduktiven Sequenzen wird die
Lange als n Codons + n Basenpaare angegeben. Stoppcodons diirfen innerhalb der CDR-3-
Region nicht ermittelt werden. Die L&nge des CDR-3 Abschnitts des
Immunglobulinschwerkettengens wird nach Kabat bestimmt. Ausschlaggebend ist die

Lange zwischen Codon 95 und 102.

2.2.11 Zytogenetische Diagnostik mittels Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH)

Die Analysen zur CLL-8 Studie mit der Fragestellung nach zytogenetischen
Veranderungen wie chromosomale Aberrationen erfolgten, wie in Vorarbeiten
beschrieben, mit der Methode der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH). Folgende
Aberrationen waren Ziel der Untersuchung: Deletion 11q, Deletion 17p, Deletion 13q und
Trisomie 12qg sowie die seltenen Veranderungen Translokationen t(11;14) und t(14;18),

Trisomie 8q, Trisomie 3g und Deletion 6qg. Es wurden die folgenden Sonden verwendet:

Vysis LSI IGH/CCND1XT
Vysis LSI D13S319

Vysis LSI TP53

Vysis LSI ATM

Vysis LSI CCND1 BA
Vysis LSI IGH/MYC/Cep8
Vysis LSI TRAD
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2.2.12 Statistik

Zur  Auswertung der  Uberlebensdaten  (progressionsfreies  Uberleben  und
Gesamtiiberleben) wurden die statistischen Verfahren ,,arithmetisches Mittel®, ,,Median®,
»p-Wert“, ,,Chi-Quadrat Test“ und der ,Kaplan Meier Schitzer verwendet. Das
Patientenkollektiv wurde hierzu als Gesamtheit untersucht sowie in einzelnen Subgruppen
nochmals getrennt betrachtet. Zur Betrachtung kamen dabei nur genetisch definierte
Subgruppen, die mindestens 25 Patienten umfassten. Fir jede der im Ergebnisteil
aufgefiihrten 1GHV-Familien wurden Daten zum Gesamt- und progressionsfreien
Uberleben erhoben. Diese Auswertung auf Subgruppenebene war im Studienprotokoll der
CLL-8 Studie so zundchst nicht vorgesehen, dementsprechend ist die statistische
Aussagekraft der Einzelanalysen nicht mit der des Gesamtkollektivs gleichzusetzen. Es
handelt sich somit um eine explorative Auswertung zum Erkennen von Trends und zur
Generierung bzw. Untermauerung von Hypothesen, welche in weiteren Studien explizit
uberprift werden missen.

Folgende Analysen wurden durchgefiihrt. Relevante Ergebnisse wurden zudem in Kaplan-

Meier-Schéatzern grafisch veranschaulicht.

Gesamtkollektiv:
OS, IGHV mutiert vs. IGHV unmutiert
PFS, IGHV mutiert vs. IGHV unmutiert
0OS, FCvs.FCR
PFS, FCvs. FCR

IGHV-1, 3 und 4
OS, IGHV-() mutiert vs. IGHV-() unmutiert
PFS, IGHV-() mutiert vs. IGHV-() unmutiert
OS, FCvs.FCR
PFS, FCvs. FCR

VH1-69, 3-21, 3-23, 3-30, 3-48 und 4-34
OS, IGHV-() mutiert vs. IGHV-() unmutiert
PFS, IGHV-() mutiert vs. IGHV-() unmutiert
0OS, FCvs.FCR
PFS, FCvs. FCR
nur mutiert: OS, FC vs. FCR
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nur mutiert: PFS, FC vs. FCR
nur unmutiert: OS, FC vs. FCR
nur unmutiert; PES, FC vs. FCR

Zytogenetische Veranderungen dell7p, del13q, del11q und +12q

OS, IGHV mutiert vs. IGHV-() unmutiert
PES, IGHV-() mutiert vs. IGHV-() unmutiert
0OS, FCvs.FCR
PFS, FCvs. FCR

Zusatzlich bei del13q und +12q:
nur mutiert: OS, FC vs. FCR
nur unmutiert: OS, FCvs. FCR

Die mathematisch-statistischen Formeln lauten wie folgt:

Arithmetischer Mittelwert

_ 12“ Ty T3+ -+ Tn
T = — T, =
arithm 1 n
i=1
Median m—1
3 2 T
k=1
Tmed = Uy + (Gm_u*m)-
N
p-Wert — statistische Signifikanz
p=P(T>t|Ho)

Chi-Quadrat-Test

= i (IV; = noy)”

j=1 ?T-q}j

Samtliche Zeitangaben wurden auf eine Nachkommastelle gerundet.
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Kaplan-Meier-Schatzer

Der flr die Datenauswertung zugrundeliegender Dateityp war Microsoft Excel (.xls).
AnschlieBend Umwandlung der Daten in Tabstopp getrennten Text (.txt). Die Kaplan-
Meier Uberlebenskurven wurden mit dem Open Source Statistikprogramm ,,R* erstellt.
Zur Erstellung der Kurve muss die Information zum Uberlebensstatus in eine binare
Aussage umgewandelt werden: alive, censored = 0; PD, dead, death = 1.

Beispielhaft wird im Folgenden der Befehlstext zur Erstellung einer Kaplan-Meier Kurve
aufgefiihrt. Hervorgehoben sind die GroRen, welche der jeweiligen Fragestellung

anzupassen sind.

data <- read.table("./Name.txt", header=T, sep="\t",row.names=NULL,as.is=T,
skip=0, fill=T, na.strings=c("'n.k."))

dim(data)

names(data)

library(survival)

fit <- survfit(Surv(data$SpalteX(Zeit), data$SpalteY(1,0))~SpalteZ(Kategorie).,
data=data, na.action=na.omit)

fit

summary(fit)

par(mfrow=c(1,1), xpd=T, mgp=c(2.5,0.5,0), mar=c(10,10,3,1), tck=-0.01,
col=c(1))

plot(fit, xlab="Zeit (Monate)", ylab="Uberleben (%)",col.lab = "black",
xaxt="n", yaxt="n", , col=c(1,2,3,4,5,6,7), mark=3 , conf.int=F)

axis(side=1, at=seq(0,80,6), label=seq(0,80,6), las=1,adj=0.5, col.main = "black",
col=c(1), col.axis = "black")

axis(side=2, at=seq(0,1,0.25), label=seq(0,100,25), las=1, adj=1, col=c(1),
col.axis = "black™)

fit <- survdiff(Surv(data$SpalteX(Zeit), data$SpalteY(1,0))~SpalteZ(Kategorie).
data=data, na.action=na.omit)

fit

summary(data$SpalteX) # Inhalt von X numerisch
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3. Ergebnisse

3.1  Uberblick

In die CLL-8 Studie wurden insgesamt 817 Patienten eingeschlossen. Innerhalb der
Kollektivs wurde zwischen den beiden Behandlungsarmen FC vs. FCR randomisiert. 409
Patienten wurden einer Behandlung nach dem FC-Schema und 408 Patienten einer
Behandlung nach dem FCR-Schema zugeteilt. Das mediane Alter betrug fir beide
Studienarme 61 Jahre. Die Geschlechterverteilung war in beiden Armen identisch
(mannlich: 74,3 %, weiblich: 25,7 %). Die Stadieneinteilung verteilte sich wie folgt auf die
beiden Arme: Im FC-Arm erfullten 22 Patienten die Kriterien des Stadiums Binet A, 259
Binet B und 126 Binet C. Im FCR-Arm waren 18 Patienten im Stadium Binet A, 263 im
Stadium Binet B und 126 im Stadium Binet C.

Es zeigte sich fir Patienten, die mit der Chemoimmunotherapie nach dem FCR-Schema
behandelt wurden, eine signifikante Verlangerung des Gesamtiberlebens (Hazard Ratio
0,67; 95 %-Konfidenzintervall 0,48-0,92; p=0,012) (Hallek et al. 2010).

In der weiterfiihrenden Analyse des Kollektivs im Hinblick auf die Verteilung der IGHV-
Gene wurden folgende Ergebnisse erhoben:

Resultate zum IGHV Mutationsstatus konnten fiir 621 Patienten erhoben werden. Hiervon
wurden 391 als IGHV-unmutiert und 230 als IGHV-mutiert kategorisiert. Als
Unterscheidungsmerkmal zur Feststellung des Mutationsstatus wurde ein Cut-Off von 98
% definiert. Bei einer Homologie von < 98 % wurde die CLL als IGHV mutiert eingestuft.
Im Gesamtiberleben zeigte sich ein Vorteil zugunsten des Kollektivs der Patienten mit
mutiertem IGHV (Abb. 4C).

In der weiteren Unterscheidung nach Therapiemodalitat und IGHV Mutationsstatus zeigten
sich folgende Ergebnisse:

In der Gruppe der 229 Patienten mit mutiertem IGHV konnte im FC-Arm bei 24 von 116
Patienten (21 %) eine komplette Remission erzielt werden. Die Gesamtansprechrate lag bei
84 %.

Im FCR-Arm (113 Patienten) lag die Rate der kompletten Remission mit 50 % signifikant
hoher (p<0,0001). Im Gegensatz dazu lag die Gesamtansprechrate mit 93 % nur
geringfugig und statistisch nicht signifikant (p=0,06) lber der Vergleichsgruppe.

Die 390 Patienten mit unmutiertem IGHV zeigten in allen Gruppen ein geringeres

Ansprechen. So lag die Rate der kompletten Remissionen bei den mit FC therapierten
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Patienten bei 19 % und das Gesamtansprechen bei 76 %. Mittels Chemoimmuntherapie
konnte in 40 % der Patienten mit unmutiertem IGHV-Status eine komplette Remission
erzielt werden, wobei die Gesamtansprechrate mit 91 % im Vergleich zur Gruppe der
IGHV mutierten dhnlich hoch lag.

Im untersuchten Zeitraum lag das mediane Gesamtuberleben in der Gruppe der Patienten
mit FCR mit 49,42 Monaten um 4,06 Monate hoher als bei der Gruppe mit FC (45,4
Monate). Das mediane progressionsfreie Uberleben konnte durch FCR um 15,3 Monate
verlangert werden (FCR: 44,4 Monate; FC: 29,1 Monate) (Hallek et al. 2010).

Die Abb.4, A-D zeigt Kaplan-Meier-Kurven zum gesamten untersuchten Kollektiv.

CLL8-Kollektiv - Gesamtiiberleben und progressionsfreies Uberleben

100 p=0,025 1001 p<0,001
= 751 3 751
= 2
3 501 8 501
8 2
251 § 251
FC (Gesamtkollektiv) = FC (Gesamtkollektiv)
o4 FCR (Gesamtkollektiv) A GESAMTKOLLEKTIV o1 FCR (Gesamtkollektiv) B
0 6 12 24 36 48 60 72 0 6 12 24 36 48 60 72
Zeit (Monate) Zeit {(Monate)

100

p<0,001

751

5014

Gesamtuberleben (%)

251

progressionsfreies Uberleben {%)

IGHV mutiert IGHV mutiert
o] IGHV unmutiert C o4 IGHV unmutiert D
0612 24 36 48 60 72 GESAMTKOLLEKTIV 0612 24 36 48 60 72
Zeit (Monate) Zeit (Monate)

Abbildung 4, A-D:

Analyse des Gesamtkollektivs der Patienten mit innerhalb der CLL-8 Studie (817 Patienten, davon
621 Datensatze zur Auswertung des IGHV Status). A: OS, FC/FCR, B: PFS, FC/FCR. C: OS, IGHV
mutiert/unmutiert, D: PFS, FC/FCR, IGHV: Variabler Anteil der schweren Kette der Immunglobuline,
FC: Fludarabin/ Cyclophosphamid, FCR: Fludarabin/ Cyclophosphamid/ Rituximab, OS: Overall
survival (Gesamtiiberleben), PFS: progression free survival (progressionsfreies Uberleben), CLL:
chronische lymphatische Leukamie
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3.2 IGHV Struktur und VDJ-Verteilung

Die IGHV Familien 1, 3 und 4 konnten in 581 von 621 (93,5 %) der untersuchten Proben
nachgewiesen werden. Patienten mit mutiertem und unmutiertem IGHV-Status waren
innerhalb der IGHV Familien 3 und 4 &hnlich verteilt, wahrend innerhalb der IGHV
Familie 1 Patienten mit unmutiertem IGHV-Status mehrheitlich vorlagen (Tab. 10, 11, 12).

Insgesamt konnten 19 verschiedene Joining (J)-Segmente identifiziert werden. Mit
zusammen 387/621 (62,3 %) waren die J-Segmente JH4b und JH6b dabei vorherrschend.
Eine Analyse der Daten zum Gesamtlberleben erbrachte einen positiven Trend fir die
Gruppe der Patienten mit JH4b, welcher allerdings mit einem p-Wert von 0,093 das
Signifikanzniveau verfehlte. Der Vorteil erklart sich am ehesten damit, dass bei Patienten
mit Nachweis des J-Segments JH4b der Anteil mutierter Rearrangements mit 111/150 (74
%) besonders hoch war.

Innerhalb des Kollektivs konnten 31 verschiedene Diversity (D)-Segmente gefunden
werden. Das D-Segment D3-3 war in 135/621 (21,7 %) vertreten und somit am H&ufigsten.
Bei 53 Féllen konnte kein D-Segment identifiziert werden. Die genauere Analyse dieser 53
Patienten zeigte eine verlangerte Uberlebenszeit (Median: 57,0 Monate, MW: 51,7 Monate
1. Quartile: 45,1 Monate, 3. Quartile: 63,5 Monate, [6,3 , 70,5]) flir genau diese Patienten
gegenlber dem Gesamtkollektiv (Median: 47,3 Monate, MW: 44,3 Monate 1. Quartile:
39,0 Monate, 3. Quartile: 56,7 Monate, [0,0 , 77,5]). Auch hier lag der Anteil der
Patienten mit mutiertem Rearrangement (67 %) hoher als im Gesamtkollektiv. Zudem
konnten innerhalb dieser Gruppe 32 Patienten (60 %) identifiziert werden mit einer
Deletion 13q, welche ebenfalls mit einer giinstigeren Prognose assoziiert ist. Die mit einer
ungunstigen Prognose assoziierte Deletion 17p war hingegen in keinem der Félle

nachweisbar.

Die Analyse der CDR-3 Lénge erbrachte signifikante Unterschiede zwischen mutierten
und unmutierten Subgruppen. Bei mutierten Rearrangements war die CDR-3 Lénge
verkurzt (Median: 15 BP, MW: 14,8 BP 1. Quartile 12 BP, 3. Quartile: 17 BP, [7 , 26])
gegenuber jener unmutierter Rearrangements (Median: 21 BP, MW: 20,2 BP 1. Quartile:
18 BP, 3. Quartile: 23 BP, [8 , 31]). In Abb. 5 sind die strukturellen Eigenschaften der

CDR-3 Segmente erlautert. Die kurzen, waagrechten Kennzeichnungen beschreiben, wie
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haufig die einzelnen CDR-3 Segmente vorkommen. Es wurden CDR-3 Segmente in
Langen zwischen 7 und 31 Basenpaaren gefunden. Im Boxplot erfolgt die Darstellung von
IGHV mutierten und unmutierten Proben.

Durch den Mutationsvorgang verlieren die CDR-3 Regionen an Ldnge. Dies hatte im
untersuchten Kollektiv eine Assoziation mit dem Verlauf der Erkrankung: Untersucht
wurden hierbei 50 Patienten mit einer CDR-3 Lange von 7 bis 11 Basenpaaren, gegen 50
Patienten mit einer CDR-3 Léangen zwischen 24 und 31 Basenpaaren. Beim
progressionsfreien Uberleben wurde eine statistisch signifikante Verlangerung zu Gunsten
der kiirzeren CDR-3 Segmente beobachtet (p=0,005). Anders beim Gesamtiiberleben: zwar
zeigte sich ein Trend, dass Patienten mit kirzeren CDR-Regionen einen Vorteil beim

Gesamtlberleben haben, das Signifikanzniveau wurde jedoch nicht erreicht (p=0,091).

50 1 mutiert urmutier_t
45 H —
40 A
35 A 4
30 A
c 25 A1
20 A -
15 4 .
10 - [ 4 @
5 A —
0

5 6 7 8 9101112 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32
CDR3- Lange

Abbildung 5:
CDR-3-Léange und Haufigkeitsverteilung (621 Patienten). Boxplot mit Darstellung von Median,
Mittelwert, Quartilen und Extremwerten. n: Anzahl, CDR: complementary determining region
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Subgruppenanalyse der IGHV Familien und ausgewahlter IGHV-Gene

Das homogene CLL-8-Kollektiv ermdglichte eine gute Abbildung der einzelnen Parameter
zur Risikostratifizierung. Da der Fokus dieser Arbeit auf die IGHV Mutationsanalyse
gerichtet war, wird diese in diesem Abschnitt vorrangig untersucht. Weitere bekannte
Faktoren werden primar hierzu in Bezug gesetzt. Zunéchst werden die einzelnen IGHV
Familien VH1, VH3 und VH4 untersucht. Ebenso wurde fiir einige, im Verhéltnis haufige
Untergruppen, der Einfluss der Chemoimmuntherapie auf Patienten mit mutierten und

unmutierten CLL-Klonen ermittelt.

3.21 VH1-VH1-69

Die IGHV Familie VH1 stellt bei der VDJ Rekombination bei chronischer lymphatischer
Leukamie zahlenmaRig die zweithdufigste VH-Familie nach IGHV-3 dar (193 Patienten).
Auffallig, und in anderen Arbeiten bereits vorbeschrieben, war der sehr hohe Anteil
unmutierter Zellklone. Im untersuchten Kollektiv betrug dieser Anteil 89 % (21 mutiert,
172 unmutiert). Innerhalb der IGHV-1 Familie konnten acht verschiedene Gene, hierunter
das Gen VH1-69 mit einem Anteil von ca. 67 %, identifiziert werden. In dieser
Untergruppe war der Anteil der unmutierten Proben mit 95 % noch hoher als im
Gesamtkollektiv (Tab. 8).

Die Betrachtung von OS und PFS zeigte den graphisch anhand einer Kaplan-Meier-Kurve
dargestellten Zusammenhang zwischen Mutationsstatus, Uberleben und Therapie (Abb. 6,
A-D). Gesondert wurde das Gen VH1-69 untersucht.

An Hand dieser Untersuchungen zeigte sich, dass der sehr hohe Anteil unmutierter
Zellklone zu einem statistisch relevant schlechteren Gesamtuberleben flihrte. Besonders
deutlich war dies in der Gruppe der Patienten, bei denen die chronische lymphatische
Leuk&mie das Gen VH1-69 trug. Das Risiko eines schwerwiegenden Verlaufs mit kiirzerer
Uberlebenszeit war hier noch einmal erhoht. Der Einfluss auf das Gesamtiberleben war
durch Hinzunahme des Immuntherapeutikums Rituximab bei den IGHV unmutierten
Zellklonen weniger deutlich als dies bei allen Patienten gemittelt der Fall war (Zugewinn
am Gesamtiiberleben: 2,2 Monate). In Bezug auf das progressionsfreie Uberleben stellte
sich ein Vorteil fur die Patienten mit mutiertem VDJ Rearrangement dar. Hier lag der
Anteil des verlangerten PFS tber dem des Gesamtkollektivs. Auch fiir die Patienten mit
unmutiertem IGHV Status konnte ein positiver Effekt nachgewiesen werden.
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Eine weitere Aufschliisselung der Datensatze IGHV-1 gesamt und VH1-69 zur Ermittlung
der Auswirkung der Therapiemodalititen auf mutierte bzw. unmutierte IGHV
Rearrangements war auf Grund der geringen Fallzahl mutierter Zellklone statistisch nicht
mdoglich. Eine Aussage zu unmutierten IGHV Rearrangements kann dahingegen sehr genau
getroffen werden. Auf die separate Darstellung von VH1-69 in einem Kaplan-Meier-

Schétzer wurde verzichtet.

Tabelle 8:
IGHV Familie: IGHV-1. Haufigkeiten der unterschiedlichen V-Gene. n: Anzahl, mut: mutiert, unmut:
unmutiert, IGHV: variabler Teil der Immunglobulinschwerkette

IGHV1 VH1-02 VH1-03 VH1-08 VH1-18 VH1-24 VH1-46 VH1-58 VH1-69

n 193 27 13 3 3 5 10 1 129

mut/unmut. | 21 [ 172 | 4 [ 23 | 3 | 10 3‘0 1‘2 2‘3 3‘7 o|1 6‘123

Tabelle 9:

Uberlebensdaten. Ermittlung von Median, Mittelwert, Minimum und Maximum sowie dem
Uberlebenszugewinn durch Chemoimmuntherapie. IGHV: Variabler Anteil der schweren Kette der
Immunglobuline, FC: Fludarabin/ Cyclophosphamid, FCR: Fludarabin/ Cyclophosphamid/ Rituximab, OS:
overall survival (Gesamtiiberleben), PFS: progression free survival (progressionsfreies Uberleben), Min:
Minimum, Max: Maximum, Zeiteinheit: Monate

IGHV Therapie Median Mittelwert | [Min...Max] | Zugewinn
VH1_0S FC 44,8 40,1 [0,5,72,4]
VH1_0S FCR 47,0 45,7 [1,9...73,4] +2,2
VH1_PFS FC 24,6 28,1 [0,0...44,5]
VH1_PFS FCR 41,3 36,9 [1,9...50,4] +16,7
VH1-69_0S FC 44,6 38,9 [3.4..71,6]
VH1-69_0S FCR 45,6 44,8 [1,9...73,4] +1,0
VH1-69_PFS FC 24,9 27,5 [0,0...68,9]
VH1-69_PFS FCR 39,4 34,8 [1,9...70,3] +14,5
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VH1 - Gesamtiiberleben und progressionsfreies Uberleben
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Abbildung 6, A-D:

Analyse der Subgruppe der Patienten mit IGHV-1 (193 Patienten). A: OS, IGHV mutiert/unmutiert,
B: OS, FC/FCR. C: PFS, IGHV mutiert/unmutiert, D: PFS, FC/FCR, IGHV (VH): Variabler Anteil der
FC: Fludarabin/-Cyclophosphamid,
Cyclophosphamid/- Rituximab, OS: Overall survival (Gesamtiberleben), PFS: progression free survival

schweren Kette der

Immunglobuline,

(progressionsfreies Uberleben)

3.2.2 VH3-VH3-21, VH3-23, VH3-30 und VH3-48

Zeit {Monate)

FCR: Fludarabin/-

Die zahlenméRig starkste Gruppe reprasentiert die IGHV Familie VH3. Im Kollektiv der

CLL-8 Studie konnte diese bei 291 Patienten identifiziert werden. Im Gegensatz zur IGHV

Familie VH1 mit beinahe ausschliellich unmutierten VDJ Rearrangements war das

Verhaltnis zwischen mutierten und unmutierten Zellklonen innerhalb der VH Familie 3

ausgewogen (1:1,7). Die Familie war mit 25 nachgewiesenen VH-Genen sehr heterogen

(Tab. 10).

Entsprechend des obigen VVorgehens wurden OS und PFS anhand Kaplan- Meier Schétzern

fur die gesamte VH Familie 3 betrachtet (Abb.7, A-H). N&her untersucht wurden die am
haufigsten vorkommenden Subgruppen VH3-21 (n=36); (Abb. 8), VH3-23 (n=30); (Abb.
9) VH3-30 (n=42); (Abb. 10) und VH3-48 (n=25); (Abb. 11)
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Tabelle 10:
IGHV Familie: VH3. Haufigkeiten der unterschiedlichen V-Gene. n: Anzahl, mut: mutiert, unmut:

unmutiert, VH: variabler Teil der Immunglobulinschwerkette

VH-3 VH3-07 VH3-08 VH3-09 VH3-11 VH3-13 VH3-15 VH3-20 VH3-21

n 291 17 2 11 27 4 8 3 36

mut./unmut. 134|157 12‘5 0|2 3|8 4‘23 3‘1 6|2 o|3 17|19

VH3-23 VH3-30 VH3-33 VH3-34 VH3-35 VH3-38 VH3-43 VH3-48 VH3-49

n 30 42 21 1 1 1 6 25 4

mut./unmut. 16|14 16‘26 4|17 1|o 1‘0 1‘0 1|5 12|13 2|2

VH3-53 VH3-64 | VH3-65 | VH3-66 | VH3-72 | VH3-73 | VH3-74 | VH3-D
n 11 6 1 10 4 3 13 5
mut./unmut.7‘4 4‘2 0‘1 7‘3 4‘5 0‘1 7‘6 5‘0

In der groBen Gruppe der Patienten mit Genen aus der IGHV Familie VH3 liel3en sich
gemittelt &hnliche Verlaufe erheben wie beim Gesamtkollektiv. Es zeichnete sich
allerdings ein noch deutlicherer Vorteil im progressionsfreien Uberleben durch die Gabe
von FCR ab. Beim Gesamtiberleben wurde bei Patienten mit mutiertem IGHV
Mutationsstatus durch Rituximab keine statistisch signifikante Verbesserung erzielt (Abb.
8E, p=0,328). Auf Grund der relativ guten Prognose und der andauernden
Nachbeobachtung koénnte sich hier eine Auftrennung zwischen den beiden Armen im

Verlauf noch herauskristallisieren.
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VH3 - Gesamtiiberleben und progressionsfreies Uberleben
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Abbildung 7, A-H:

Analyse der Subgruppe der Patienten mit VH3 (291 Patienten). A: OS, IGHV mutiert/unmutiert, B:
0OS, FC/FCR. C: PFS, IGHV mutiert/unmutiert, D: PFS, FC/FCR, E: OS, nur IGHV mutiert, FC/FCR,
F: PFS, nur IGHV mutiert, FC/FCR, G: OS, nur IGHV unmutiert, FC/FCR, H: PFS, nur IGHV
unmutiert, FC/FCR.

IGHV (VH): Variabler Anteil der schweren Kette der Immunglobuline, FC: Fludarabin/-
Cyclophosphamid, FCR:  Fludarabin/-Cyclophosphamid/-Rituximab, OS:  overall  survival
(Gesamtiiberleben), PFS: progression free survival (progressionsfreies Uberleben)
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Wie oben bereits aufgefuhrt, wurden 36 Patienten mit dem IGHV Gen VH3-21
identifiziert. 17 Patienten hatten ein mutiertes IGHV Rearrangement, 19 Patienten ein
unmutiertes IGHV Rearrangement.

Fur diese Patienten konnte an Hand der IGHV-Mutationsanalyse in Bezug auf Gesamt- und
progressionsfreies Uberleben kein signifikanter Unterschied zwischen Patienten mit
mutiertem und unmutiertem IGHV Mutationsstatus beobachtet werden. Es zeigte sich
lediglich ein gewisser Trend zu einem positiven Einfluss von Rituximab, insbesondere bei
Patienten mit mutiertem IGHV Status. Auf Grund der geringen Fallzahl war hier allerdings

kein statistisch verl&ssliches Ergebnis zu erwarten.

Innerhalb der Gruppe der Patienten mit dem Gen VH3-23 (30 Patienten, 16 mutiert, 14
unmutiert) zeigte sich fiir das progressionsfreie Uberleben ein signifikanter Vorteil fir die
Patienten mit mutiertem IGHV Status (p=0,02). Allerdings konnte durch Rituximab keine
weitere signifikante Verbesserung bei dieser Patientengruppe erzielt werden und zwar

weder beim Gesamtiiberleben — noch beim progressionsfreien Uberleben.

Bei 42 Patienten wurde das IGHV Gen VH3-30 identifiziert. Flr diese Subgruppe konnten
keine signifikanten Unterschiede zwischen mutiertem (16 Patienten) und unmutiertem (26
Patienten) IGHV Status ermittelt werden. Vorbehaltlich der insgesamt doch relativ
geringen Fallzahl, zeigte auch die Auswahl der Therapie hier keinen statistisch

signifikanten Einfluss.

In immerhin 25 Féllen wurde das IGHV Gen VH3-48 umgelagert. Das Verhaltnis zwischen
mutierten und unmutierten Rearrangements lag bei nahezu 1:1. Der Effekt von Rituximab
zeigte sich hier lediglich beim progressionsfreien Uberleben von Patienten mit mutiertem

IGHV. Auch hier ist die geringe Fallzahl entscheidend bei der Interpretation der Statistik.
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VH3-21 - progressionsfreies Uberleben
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Abbildung 8, A-B
Analyse der Subgruppe der Patienten mit VH3-21 (36 Patienten). A: PFS, IGHV mutiert/unmutiert,
B: PFS, FC/FCR. IGHV (VH): Variabler Anteil der schweren Kette der Immunglobuline, FC:

Fludarabin/- Cyclophosphamid, FCR: Fludarabin/-Cyclophosphamid/-Rituximab, PFS: progression free
survival (progressionsfreies Uberleben)

VH3-23 - progressionsfreies Uberleben
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Abbildung 9, A-B:
Analyse der Subgruppe der Patienten mit VH3-23 (30 Patienten). A: PFS, IGHV mutiert/unmutiert,
B: PFS, FC/FCR.

IGHV (VH): Variabler Anteil der schweren Kette der Immunglobuline, FC: Fludarabin/-

Cyclophosphamid, FCR: Fludarabin/-Cyclophosphamid/-Rituximab, PFS: progression free survival
(progressionsfreies Uberleben)
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VH3-30 - progressionsfreies Uberleben
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Abbildung 10, A-B:

Analyse der Subgruppe der Patienten mit VH3-30 (42 Patienten). A: PFS, IGHV mutiert/unmutiert,
B: PFS, FC/FCR.

IGHV (VH): Variabler Anteil der schweren Kette der Immunglobuline, FC: Fludarabin/-
Cyclophosphamid, FCR: Fludarabin/-Cyclophosphamid/-Rituximab, PFS: progression free survival
(progressionsfreies Uberleben)

VH3-48 - progressionsfreies Uberleben
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Abbildung 11, A-B:

Analyse der Subgruppe der Patienten mit VH3-48 (25 Patienten). A: PFS, IGHV mutiert/unmutiert,
B: PFS, FC/FCR.

IGHV (VH): Variabler Anteil der schweren Kette der Immunglobuline, FC: Fludarabin/-
Cyclophosphamid, FCR: Fludarabin/-Cyclophosphamid/-Rituximab, PFS: progression free survival
(progressionsfreies Uberleben)
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Tabelle 11:

Uberlebensdaten. Ermittlung von Median, Mittelwert, Minimum und Maximum sowie dem
Uberlebenszugewinn durch Chemoimmuntherapie. IGHV: Variabler Anteil der schweren Kette der
Immunglobuline, FC: Fludarabin/ Cyclophosphamid, FCR: Fludarabin/ Cyclophosphamid/ Rituximab, OS:
overall survival (Gesamtiberleben), PFS: progression free survival (progressionsfreies Uberleben), Min:
Minimum, Max: Maximum, mut: mutiert, unmut: unmutiert, Zeiteinheit: Monate

IGHV Therapie Median Mittelwert | [Min...Max] | Zugewinn
VH3mut_OS FC 46,6 455 [0,4...72,6]
VH3mut_OS FCR 49,4 48,6 [1.4..72,5] +2,8
VH3mut_PFS FC 32,7 33,6 [0,0...72,6]
VH3mut_PFS FCR 47,8 43,8 [0,0...72,5] +15,1
VH3unmut_OS FC 45,8 41,7 [0,0...77,5]
VH3unmut_OS FCR 52,0 50,7 [0,3...72,1] +6,2
VH3unmut_PFS FC 23,7 28,1 [0,0...71,4]
VH3unmut_PFS FCR 44,7 40,7 [0,14...72,1] +21,0

3.2.3 VH4 -VHA4-34

Im untersuchten Kollektiv waren fur 97 Patienten IGHV-Rearrangements der Familie VH4
nachweisbar. Das Verhaltnis mutiert/unmutiert betrug nahezu 1:1. VH4-34 war mit 36
Fallen besonders haufig und wurde gesondert untersucht.

Tabelle 12:
IGHV Familie: VH4. Haufigkeiten der unterschiedlichen V-Gene. n: Anzahl, mut: mutiert, unmut:
unmutiert, VH: variabler Teil der Immunglobulinschwerkette

VH4 VH4-04 VH4-30 VH4-31 VH4-34 VH4-39 VH4-59 VH4-61 VH4-B

n 97 6 7 3 36 19 10 7 9

mut./unmut. 49 | 48 5‘1 3‘4 3‘0 24‘12 4‘15 3‘7 4‘3 3‘6

Die Analyse des Kollektivs zeigte einen klaren Vorteil flr die Patienten mit mutiertem
IGHV Rearrangement. Die Therapiemodalitdt hatte sowohl beim progressionsfreien
Uberleben als auch beim Gesamtlberleben einen geringeren Einfluss als bei anderen

Subgruppen.
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VH4 - Gesamtiiberleben und progressionsfreies Uberleben
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Abbildung 12, A-H:

Analyse der Subgruppe der Patienten mit VH-4 (97 Patienten). A: OS, IGHV mutiert/unmutiert, B:
OS, FC/FCR. C: PFS, IGHV mutiert/unmutiert, D: PFS, FC/FCR, E: OS, nur IGHV mutiert, FC/FCR,
F: PFS, nur IGHV mutiert, FC/FCR, G: OS, nur IGHV unmutiert, FC/FCR, H: PFS, nur IGHV
unmutiert, FC/FCR.

IGHV (VH): Variabler Anteil der schweren Kette der Immunglobuline, FC: Fludarabin/-
Cyclophosphamid, = FCR:  Fludarabin/-Cyclophosphamid/-Rituximab, = OS:  overall  survival
(Gesamtiiberleben), PFS: progression free survival (progressionsfreies Uberleben)
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VH4-34 - progressionsfreies Uberleben
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Abbildung 13, A-B:

Analyse der Subgruppe der Patienten mit VH4-34 (36 Patienten. A: PFS, IGHV mutiert/unmutiert,
B: PFS, FC/FCR,

IGHV (VH): Variabler Anteil der schweren Kette der Immunglobuline, FC: Fludarabin/-
Cyclophosphamid, FCR: Fludarabin/-Cyclophosphamid/-Rituximab, PFS: progression free survival
(progressionsfreies Uberleben)

3.24 VH 2, VH5, VH6 und VH7

Auf Grund der geringen Fallzahlen war eine aussagekraftige, statistische Auswertung der
IGHV Familien VH2 (n=12), VH5 (n=16), VH6 (n=5) und VH7 (n=2) nicht sinnvoll
mdoglich. In Tab. 13 Listung der einzelnen identifizierten Gene und der Verteilung des
Mutationsstatus. Die Daten zu Gesamt- und progressionsfreiem Uberleben wurden nicht
mittels Kaplan-Meier Kurven dargestellt.

Tabelle 13:

IGHV Familien: VH2, 5, 6 und 7. Haufigkeiten der unterschiedlichen VH-Gene. n: Anzahl, mut: mutiert,
unmut: unmutiert, IGHV: variabler Teil der Immunglobulinschwerkette

VH2 VH5 VH6 VH7 VH2-05 | VH2-10 | VH2-70 | VH5-51 VH5-A
n 12 16 5 2 7 1 4 11 5
mut./unmut.9‘39‘741111410228314
VH6-01 VH7-4
n 5 2
mut./unmut. | 4 ‘ 1 1 ‘ 1
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3.3  Kombinierter Vergleich verschiedener IGHV- Gen Subgruppen

Der Einfluss des IGHV Rearrangements auf das progressionsfreie Uberleben konnte am
besten durch eine kumulierte Abbildung der einzelnen IGHV Gene in einer
Uberlebenskurve (Abb. 14) dargestellt werden. Zum Erhalt der Ubersicht wurden IGHV-
Gene mit einer Haufigkeit von mindestens 25 Patienten (mut. + unmut) gewahlt. Hier
sollte nochmals auf die Homogenitét des Patientenkollektivs hingewiesen werden, welche
eine klinisch bedeutsame Auswertung erst ermdglichte. Fur die Subgruppe VH1-69
bestétigte sich die schlechtere Prognose. Besonders gunstig verhielten sich die Zellklone
mit Nachweis des Gens VH3-48.



3. ERGEBNISSE 48

Kumulierte Darstellung des progressionsfreien Uberlebens von Patienten mit
haufigen IGHV Genen (Anzahl im Kollektiv mindestens 25)
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VH3-21 mut (n=17)

progressionsfreies Uberleben (%)

VH3-30 mut (n=16)
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01 B
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Abbildung 14, A-B: Zeit (Monate)
Einfluss der IGHV Gene auf das progressionsfreie Uberleben. Trennung zwischen mutiertem und
unmutiertem IGHV Status. A: Kumulierte Darstellung der mutierten Klone, B: Kumulierte Darstellung

der unmutierten Klone. Die Farben der Legende korrelieren mit den Farben der Kurven, VH1-69, [...],
VH4-34: Name der VH- Gene.
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34 Korrelation von chromosomalen Aberrationen und IGHV-Mutationsstatus

Im untersuchten Kollektiv der CLL-8 Studie wurden die Patienten auf das Vorliegen
folgender zytogenetischer Verédnderungen hin untersucht: Trisomie 3g27, Deletion 6921,
Trisomie 8qg24, Deletion 11923, Trisomie 12q13, Deletion 13g14, Deletion 17p13, sowie
Translokationen in 14qg32

Als haufigste chromosomale Aberration konnte in 338 Fallen die Deletion 13q
nachgewiesen werden. Innerhalb dieser Gruppe war der Verteilung zwischen IGHV
mutierten und unmutierten Féllen beinahe ausgewogen. Ebenfalls sehr haufig mit
insgesamt 152 Fallen war die Deletion 11q. Die Trismomie 12q war mit 70 Fallen etwas
Ofter vertreten als die Deletion 17p (51 Falle). Bei den drei letztgenannten war der Anteil
unmutierter IGHV Rearrangements deutlich erhoht und lag zwischen 69 % (+12q) und 89
% (Del 11qg). Die weiteren oben genannten Aberrationen konnten nur in Einzelféllen

nachgewiesen werden und spielten fur die statistische Bewertung keine Rolle.

Tabelle 14:
Héaufigkeit der unterschiedlichen chromosomalen Aberrationen und Korrelation zum IGHYV Status. IGHV:
Variabler Anteil der schweren Kette der Immunglobuline.

Anzahl gesamt IGHV mutiert IGHV unmutiert

Deletion 13q 338 155 (46 %) 183 (54 %)
Trisomie 12q 70 22 (31 %) 48 (69 %)
Deletion 11q 152 16 (11 %) 136 (89 %)
Deletion 17p 51 13 (25 %) 38 (75 %)
Deletion 6q 1 0 (0 %) 1 (100 %)
Trisomie 8q 1 1 (100 %) 0 (0 %)
Trisomie 3q 3 1(33 %) 2 (66 %)

3.4.1 Deletion 17p

Als prognostisch bedeutsamste zytogenetische Verénderung - und deshalb hier an erster
Stelle - wurde in vielen Arbeiten die Deletion auf dem kurzen Arm des Chromosoms 17
identifiziert.

Diese Verdnderung konnte bei 51 Patienten nachgewiesen werden. Es wurde untersucht,
ob der IGHV Status bei Patienten mit nachgewiesener Deletion 17p13 innerhalb dieser
Gruppe eine Verdnderung im progressionsfreien und Gesamtuberleben bewirkt. Des
Weiteren wurde der Therapieeffekt bewertet. Im Vergleich zu allen bisher untersuchten
Subgruppen lagen bei Patienten mit Nachweis einer Deletion 17p13 in Ubereinstimmung
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mit Analysen aus entsprechenden Vorarbeiten die kiirzesten Uberlebenszeiten vor. Die
schlechte Prognose in Bezug auf das Gesamtuberleben war dabei unabhangig vom
vorliegenden Mutationsstatus des IGHV (ChiQuadrat 0,4; 1 Freiheitsgrad; p=0,534). Die
Daten zeigen allerdings, dass auch bei diesen Patienten Rituximab als Teil der Therapie zu
einer Verbesserung sowohl des progressionsfreien als auch des Gesamtuberlebens fiihrte.
Abb. 15D zeigt, dass durch Rituximab ein statistisch signifikanter Vorteil im
progressionsfreien Uberleben erreicht werden kann. Die Verbesserung ist allerding gering,

da fur die Subgruppe weiterhin eine sehr schlechte Prognose besteht.

Del 17p - Gesamtiiberleben und progressionsfreies Uberleben
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Abbildung 15, A-D:

Analyse der Subgruppe der Patienten mit Deletion 17p (51 Patienten). A: OS, IGHV
mutiert/unmutiert, B: OS, FC/FCR. C: PFS, IGHV mutiert/unmutiert, D: PFS, FC/FCR, IGHV:
Variabler Anteil der schweren Kette der Immunglobuline, FC: Fludarabin/-Cyclophosphamid, FCR:
Fludarabin/-Cyclophosphamid/-Rituximab, OS: overall survival (Gesamtiberleben), PFS: progression
free survival (progressionsfreies Uberleben), Del: Deletion, 17p: Kurzer Arm des Chromosoms Nr. 17

3.4.2 Deletion 13q

Im Gegensatz zur oben beschriebenen Del 17p ist die Del 13q mit einer deutlich

gunstigeren Prognose assoziiert. Im untersuchten Kollektiv konnte diese Deletion in 338
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Fallen nachgewiesen werden. Hierbei zeigten 155 Patienten einen mutierten IGHV-Status

im Gegensatz zu 183 Patienten, die einen unmutierten IGHV-Status aufwiesen. Durch ein

mutiertes IGHV Rearrangement wurde dieser Uberlebensvorteil weiter verstarkt. Patienten

mit mutiertem IGHV, Vorliegen einer Deletion 13q und Immunchemotherapie hatten die

langsten medianen Gesamtiberlebenszeiten aller Subgruppen (Abb. 16E)
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Abbildung 16, A-F:
Analyse der Subgruppe der Patienten mit Deletion 13g (338 Patienten). A: OS, IGHV
mutiert/unmutiert, B: OS, FC/FCR. C: PFS, IGHV mutiert/unmutiert, D: PFS, FC/FCR, E: OS, mutiert
FC/FCR, F: OS, unmutiert: FC/FCR, IGHV: Variabler Anteil der schweren Kette der Immunglobuline,
FC: Fludarabin/-Cyclophosphamid, FCR: Fludarabin/-Cyclophosphamid/-Rituximab, OS: overall

survival (Gesamtiiberleben), PFS: progression free survival (progressionsfreies Uberleben), Del:
Deletion, 13qg: Langer Arm des Chromosoms Nr. 13
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3.4.3 Deletion 11q

Innerhalb des CLL-8 Kollektivs wurde die Deletion 11g 152mal nachgewiesen und somit
am zweith&ufigsten. Korreliert mit dem IGHV Status konnte kein signifikanter Unterschied
zwischen Patienten mit IGHV mutiert und IGHV unmutiert und gleichzeitiger Deletion 11q
ausgemacht werden. Die Immunchemotherapie mit FCR zeigte jedoch signifikant bessere

Ansprechraten, gemessen am Gesamtuiberleben und progressionsfreien Uberleben.

Del 11q - Gesamtiiberleben und progressionsfreies Uberleben
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Abbildung 17, A-D:

Analyse der Subgruppe der Patienten mit Deletion 11q (152 Patienten). A: OS, IGHV
mutiert/unmutiert, B: OS, FC/FCR. C: PFS, IGHV mutiert/lunmutiert, D: PFS, FC/FCR, IGHV:
Variabler Anteil der schweren Kette der Immunglobuline, FC: Fludarabin/-Cyclophosphamid, FCR :
Fludarabin/-Cyclophosphamid/-Rituximab, OS: overall survival (Gesamtiberleben), PFS: progression
free survival (progressionsfreies Uberleben), Del: Deletion, 11q: Langer Arm des Chromosoms Nr. 11

3.4.4 Trisomie 12q

Bei Vorliegen einer Trisomie 12q spielte der IGHV Status wiederum eine bedeutende

Rolle. Patienten mit mutiertem IGHV Gen zeigten signifikant langere Zeiten fir OS und
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PFS. Die Trisomie 12q wurde insgesamt 70mal nachgewiesen. Entsprechend den
Auswertungen zur Deletion 13q erfolgte eine weitere Auftrennung entsprechend des IGHV
Status. Innerhalb der Gruppe der Patienten mit mutiertem IGHV und Trisomie 12q wurde
durch Hinzunahme von Rituximab eine weitere, wenn auch nicht statistisch signifikante
Verbesserung erzielt: von den 10 Patienten, auf die diese Konstellation zutraf, waren zum

Zeitpunkt der letzten Datenerhebung alle noch am Leben.

Trisomie 12q - Gesamtuiberleben und progressionsfreies Uberleben
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Abbildung 18, A-F:
Analyse der Subgruppe der Patienten mit Trisomie 12 (70 Patienten). A: OS, IGHV

mutiert/unmutiert, B: OS, FC/FCR. C: PFS, IGHV mutiert/lunmutiert, D: PFS, FC/FCR, E: OS, +12q,
IGHV mut: FC/FCR, F: OS, +12q, IGHV unmutiert: FC/FCR, IGHV: Variabler Anteil der schweren
Kette der Immunglobuline, FC: Fludarabin/-Cyclophosphamid, FCR : Fludarabin/-Cyclophosphamid/
Rituximab, OS: overall survival (Gesamtiiberleben), PFS: progression free survival (progressionsfreies
Uberleben), +: Trisomie, 12q: Langer Arm des Chromosoms Nr. 12
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4. Diskussion

4.1  Prognosefaktoren bei der chronischen lymphatischen Leukamie

Die Identifizierung prognostischer und pradiktiver Marker bei der CLL ist Gegenstand
intensiver Forschung. Wegweisend waren die Erkenntnisse zu zytogenetischen und
molekulargenetischen Verénderungen (Dohner et al. 2000, Krober et al. 2002, Krober et
al. 2006, Zenz et al. 2010, Stilgenbauer et al. 2014).

4.2 IGHV Status

Mit der Analyse des IGHV wurde bereits vor ber zehn Jahren ein Marker fir die
Prognoseabschatzung der CLL identifiziert (Hamblin et al. 1999, Damle et al. 1999). Die
Untersuchung von inzwischen mehreren tausend Patienten konnte flir die Patienten mit
mutiertem IGHV eine deutlich bessere Prognose ausweisen als fiir die Patienten mit
unmutiertem IGHV. Allerdings fehlte lange eine groRe multizentrisch angelegte Studie mit
einem homogenen Patientenkollektiv und einer einheitlichen effektiven Behandlung um
die Wertigkeit des IGHV-Mutationsstatus weiter bestatigen zu kdnnen. Die CLL-8 Studie
mit Uberlebensdaten von iiber 800 Patienten, bei denen in 621 Féllen der IGHV Status
bestimmt wurde, ermdglichte einen représentativen Einblick in das Verhalten bzw. den
Einfluss bekannter prognostischer Marker in explorativen Analysen unter einer
standardisierten und sehr wirksamen Therapie mit FC bzw. FCR.

In vielen internationalen Arbeiten wurden einzelne Subgruppen néher betrachtet. Diese
Ergebnisse wurden nun mit den Ergebnissen aus der CLL-8 Studie verglichen.

Das IGHV Gen VH1-69 ist eines der am h&ufigsten nachzuweisenden Gene und in beinahe
allen Fallen unmutiert. Die Prognose dieser Patienten ist auf Grund dieser Tatsache
entsprechend schlecht. Im untersuchten Kollektiv lag das mediane Gesamtuberleben bei
44,6 Monaten fur die mit Fludarabin/-Cyclophosphamid behandelten Patienten und bei
45,6 Monaten fir die mit Fludarabin/-Cyclophosphamid/-Rituximab behandelten
Patienten. Da beinahe alle Patienten einen unmutierten IGHV Status hatten, sind die Daten
mit allen unmutierten IGHV Rearrangements zu vergleichen. Hier lag das mediane
Gesamtlberleben bei 47,6 Monaten. In einer 2007 erschienenen Publikation wurde gezeigt,

dass Patienten mit Nachweis von VH1-69 keine schlechtere Prognose hatten als alle
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anderen Patienten mit unmutiertem IGHV Status (Panovska-Stavridis et al. 2007). Dieses
Ergebnis konnte im CLL-8 Kollektiv bestatigt werden. Der geringe Uberlebensvorteil
(Gesamtuberleben) war statistisch nicht signifikant (p=0,619). Patienten mit mutiertem
VH1-69 zeigten dagegen eine deutlich bessere, mit anderen IGHV-mutierten Patienten
vergleichbare Prognose. Wie oben beschrieben, ist der Anteil dieser Patienten jedoch sehr

gering.

Die Lange der CDR-3 Region war bei mutiertem IGHV Status kirzer als bei unmutiertem
IGHV Status. Dies weist daraufhin, dass das IGHV Rearrangement bestimmten Mustern zu
folgen scheint. Dieses Phanomen wurde bereits bei IGHV Analysen von Patienten mit
Mantelzelllymphomen beschrieben (Kienle et al. 2003). Eine weitere Aufschliisselung der
Daten entsprechend dem Vorgehen von Darzentas und Stamatopoulos (Darzentas et al.
2013) ware eine Mdglichkeit, um noch weitere und vielleicht bis dato unbekannte
Subgruppen zu identifizieren.

Mit zunehmender Verbreitung molekulargenetischer Untersuchungsmethoden sind
inzwischen Daten zur IGHV Analyse bei Patienten mit CLL aus anderen Teilen der Welt
verfiigbar. Es zeigten sich hierbei einerseits Ahnlichkeiten, andererseits auch interessante
Unterschiede in der Verteilung der IGHV Rearrangements. In einer 2013 publizierten
kleinen  Serie argentinischer CLL Patienten (n=73) konnte eine gleiche
Héaufigkeitsverteilung der IGHV Familien wie innerhalb des CLL-8 Kollektivs gefunden
werden (IGHV 3 > IGHV 1 > IGHV 4) (Stanganelli et al. 2013). VH1-69, im CLL-8
Kollektiv mit grolem Abstand am Ha&ufigsten nachgewiesen (ca. 21 %), war in der
argentinischen Kohorte jedoch nur mit knapp 10 % vertreten. Dagegen wurden die Gene
VH2-5, VH3-72 und VH4-59 (berdurchschnittlich haufig identifiziert — im CLL-8
Kollektiv nahmen alle drei zusammen lediglich 0,03 % ein. Dies konnte ein Hinweis fur
die Beteiligung von (noch nicht ndher bekannten) Antigenen in der Pathogenese der CLL

sein, die in unterschiedlichen geographischen Regionen unterschiedlich verteilt sind.

4.3  Zytogenetische Veranderungen

Die Relevanz zytogenetischer Veranderungen (Dohner et al. 2000, Stilgenbauer et al.
2014) wurden auch innerhalb des CLL-8 Kollektivs bestétigt. Die Deletion 17p konnte als
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eigenstandiger ungunstiger, und vor allem von anderen Faktoren unabhdngiger
Risikofaktor identifiziert werden. Die Prognose ist hier vor allem unabhangig vom IGHV
Status. Auf Grund der Haufigkeitsverteilung waren aktuell nur die Deletion 13q, Trisomie
12q, Deletion 11g und Deletion 17p untersuchungsrelevant. Die Wertigkeit der Deletion
60, Trisomie 8q und Trisomie 3q konnte im CLL-8 Kollektiv auf Grund der zu geringen
Fallzahlen nicht bestimmt werden. Bisherige Daten (chinesisches Patientenkollektiv)
zeigten ein intermedidres Risiko fir die Deletion 6q, allerdings ohne eindeutige
Korrelation zwischen genetischer Veranderung und Uberleben (Wang et al. 2011). Zu den
genetischen Verénderungen Trisomie 3q und Trisomie 8q existieren keine aktuellen
relevanten Publikationen. Die Untersuchung kommender Patientenkollektive auf diese
Veranderungen scheinen aufgrund der vergleichsweise geringen Inzidenz weniger
zielfuhrend zu sein im Hinblick auf die Risikostratifizierung der CLL und kdnnten
zukunftig in der Diagnostik keine Bertlicksichtigung mehr finden.

Bei Patienten mit einer Deletion 17p konnte durch eine Chemoimmuntherapie nur eine
geringe Verbesserung im PFS erzielt werden. Es ist davon auszugehen, dass die
Hinzunahme von Rituximab zur Chemotherapie die sehr ungunstige Prognose der
Patienten mit einer Deletion 17p nicht entscheidend verbessert.

Anders verhélt es sich bei den Patienten mit del 13g und mutiertem IGHV Status:
Rituximab bewirkt hier in der Kombination mit Fludarabin und Cyclophosphamid eine
adaquate Kontrolle der Erkrankung mit Verbesserung des Gesamtiiberlebens. Die Gruppe
der Patienten mit del 11q und +12q profitierten ebenfalls statisch signifikant von

Rituximab.

4.4  Therapiemodalitat und Definition des aktuellen Therapiestandards

Die Auswertung der CLL-8 Daten fuhrte zur Zulassung und festen Implementierung von
Rituximab in die Therapie der chronischen lymphatischen Leukamie (Hallek et al. 2010).
Allerdings profitieren nicht alle Patienten gleichermaRen von einer Therapie nach dem
FCR Schema.

Insbesondere fiir Patienten mit einer Hochrisikokonstellation (Deletion 17p, TP53
Mutation) konnte mit Addition von Rituximab zur Chemotherapie mit Fludarabin und
Cyclophosphamid zwar eine geringe Verbesserung, aber kein Durchbruch in der Therapie
der CLL erzielt werden (Gesamtiberleben: p=0,201). Statistisch signifikant war dagegen

der Vorteil beim progressionsfreien Uberleben (p=0,02).
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Ebenso existierte bis heute noch keine gute Therapieoption fur Patienten mit einer nach
Fludarabin-haltiger Therapie refraktaren oder innerhalb von 6 Monaten rezidivierten CLL.
Als einzige Option wurde bisher die allogene Stammzelltransplantation gesehen. Die
kirzlich veroffentlichten 6-Jahres Follow up Daten der CLL3X Studie der Deutschen CLL
Studiengruppe ergaben ein Gesamtuberleben von 58 %, was insgesamt als langfristige
Krankheitskontrolle bewertet wurde (Dreger et al. 2013). Dem gegentiber stand allerdings
die durch die allogene Stammzelltransplantation bedingte erhdhte therapieassoziierte
Morbiditat und Mortalitat (Dreger et al. 2013).

Aktuelle Publikationen zeigten bei Hochrisikopatienten einen neuen Therapieansatz mit
dem Bruton’s Tyrosinkinase (BTK)-Inhibitor Ibrutinib (Barrientos et al. 2013, Brown
2013, Byrd et al. 2013), welcher auch fiir Hochrisiko- Patienten vielversprechend zu sein
scheint und bei guter Vertraglichkeit sehr hohe Ansprechraten zeigt. Weitere Studien,
insbesondere Phase 3 Studien, werden den langfristigen Nutzen der Substanz insbesondere
fir sog. ,Hochrisiko-CLL-Patienten“ beweisen miissen. Das sehr glnstige
Nebenwirkungsprofil und die einfach Durchfiihrbarkeit mittels oraler Einnahme kdnnen
aber bereits jetzt als klarer Vorteil in der Behandlung angesehen werden.

Parallel werden Schemata mit weiterentwickelten CD20 Antikorpern, wie Ofatumumab
oder Obinutuzumab (GA101) im Hinblick auf potentiell weitere Verbesserung der CLL-

Therapie gepriift und in die bestehenden Therapiestandards integriert.

4.5  Einordnung hinsichtlich Verfugbarkeit, Durchfiihrbarkeit, Kosteneffektivitat

Die gewahlte Methode zur Sequenzierung des IGHV Gens ist sowohl relativ zeitaufwendig
als auch kostenintensiv. Das Verfahren selbst ist, insbesondere seit Einfiihrung von
Kapillarsequnziergeraten anstatt Gelsequenziergeraten, sicher und wenig fehleranféllig
durchzufiihren. Die Anforderungen an die Patientenprobe sind gering. Hohe Zellzahlen im
Blut der Patienten und damit auch hohe DNA Mengen erleichtern die Diagnostik. Findet
die Probenabnahme nach Therapiebeginn statt, ist die Durchfihrung der Methode
erschwert. Bei normaler Zellzahl ist eine valide Diagnostik nicht moglich, da ein
Uberwiegen von klonalen B-Zellen gegeniiber polyklonalen normalen B-Zellen fiir ein
valides Ergebnis notwendig ist. In der Prdanalytik sind keine spezifischen
Lagerungsmafinahmen notwendig. Die Verarbeitung zum DNA-Pellet sollte schnell und

zeitnah erfolgen.
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Winschenswert wére die Entwicklung von einfacheren Analyseverfahren, die dazu
beitragen, die Diagnostik aulRerhalb von Speziallaboren zu etablieren. Es sollte aber nicht
unausgesprochen bleiben, dass inzwischen die Analysezeit vom Eingang der Probe bis hin

zum validen Ergebnis in der Regel unter zwei Wochen gehalten werden kann

4.6  Statistik und Fallzahl

Die statistische Auswertung war auf Grund der relativ hohen Fallzahlen prinzipiell mit
einem hohen Validitatsgrad verknupft. Die Patientenzahl war fur die Erhebung der
primdren Studienziele angepasst (PFS, OS des Gesamtkollektivs). Durch Analyse von
Subgruppen verringerten sich die Fallzahlen stark, so dass die hier erhobenen Daten eher
als explorative, ungeplante Analyse einzustufen sind. An Hand der hier erhobenen Befunde
sollen Hypothesen fiir weitere Untersuchungen generiert werden. Das homogene Kollektiv
machte die Daten untereinander gut vergleichbar. Auf Grund der Vielzahl biologischer
Subgruppen der CLL ist bei der Initiierung weiterer Studien unbedingt auf eine adaquate
Fallzahl und ggf. Stratifikation zu achten, um auch fir Subgruppenanalysen eine

entsprechende statistische Power zu erreichen.

4.7  Schlussfolgerung und Ausblick

In der Diagnostik der CLL haben die Methode der Mutationsanalyse und die FISH Analyse
in den letzten Jahren zunehmend an Bedeutung gewonnen. Allerdings bendtigen beide
Methoden einen erheblichen Zeit- und Materialaufwand.

Die Untersuchungen der bekannten molekulargenetischen und zytogenetischen Parameter
innerhalb eines sehr homogenen Patientenkollektivs fiihrten zu einer noch besseren
Abschatzung der Wertigkeit dieser prognostischen Parameter. Allerdings enstehen kleine
Subgruppen und die Auswertungen missen als nicht-vorgeplante Subgruppenanalysen
betrachtet werden.

Eine Strategie im stufenweisen, risikoadaptierten Vorgehen anhand auch der

molekulargenetischen und zytogenetischen Diagnostik konnte folgendermalien aussehen:

1. Schritt Diagnosestellung anhand IWCLL Kriterien (Hallek et al. 2008)
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2. Schritt Feststellung einer Therapieindikation nach den iwCLL-Kriterien. Dabei
kann das genetische Risikoprofil zur Festlegung der Verlaufsintervalle und
Einschatzung der Prognose hilfreich sein.

3. Schritt Zytogenetische Untersuchung auf Deletion 17p und Erhebung des TP53
Status bei Nachweis der Deletion 17p / TP53 Mutation: keine weiteren
Untersuchungen und Therapieeinleitung innerhalb von Studien, mdglichst
mit innovativen Substanzen

4. Schritt bei fehlender Deletion 17p/-TP53 Mutation: Untersuchung der (brigen
zytogenetischen Faktoren (Del 11q, Trisomie 12, Del 13q) sowie Erhebung
des IGHV Status

Auf Grund der hohen prognostischen Aussagekraft sollte diese Diagnostik auch auBerhalb
von Studien als Regelleistung angeboten werden.

Im Laufe der nachsten Jahre werden wahrscheinlich neue Pathomechanismen entschlisselt
werden, die hoffentlich zukinftig vielversprechende neue Angriffspunkte flr spezifische

Therapien liefern werden.
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5.  Zusammenfassung

Auf Grund des heterogenen klinischen Verlaufs der CLL (chronische lymphatische
Leukamie) werden seit Jahren prognostische und therapeutisch relevante, bestenfalls
pradiktive Risikofaktoren gesucht. Diese waren wichtig, um den Patienten die
bestwirksame und am besten vertragliche Therapie in der jeweiligen Risikosituation
anbieten zu konnen. In der vorliegenden Arbeit wurde die Bedeutung insbesondere des
IGHV-Rearrangements (IGHV= variabler Anteil der schweren Kette der Immunglobuline)
und der chromosomalen Aberrationen bei Anwendung einer sehr effektiven
Erstlinientherapie innerhalb des sehr gut charakterisierten CLL-8 Studienkollektivs der
Deutschen CLL Studiengruppe untersucht. Durch die Auswahl des CLL-8
Studienkollektivs konnte eine in sich sehr homogene Gruppe untersucht werden. Die CLL-
8 Studie wurde als internationale, offene, multizentrische, randomisierte Phase-111-Studie
entworfen.  Verglichen wurden die zwei  Therapiemodalitdten  Fludarabin/-
Cyclophosphamid (FC Arm) gegen Rituximab + Fludarabin/-Cyclophosphamid (FCR
Arm) im Rahmen der Primartherapie. Eine Analyse des IGHV-Status konnte in unserem
Labor zentral trotz des multizentrischen, internationalen Charakters der Studie bei n=621
Patienten erfolgen. Bei 229 Patienten lag ein mutiertes IGHV-Gen vor, bei 390 Patienten
ein unmutiertes IGHV- Gen.

Es zeigte sich in explorativen, nicht im priméren Studiendesign vorgesehenen Analysen in
den meisten Subgruppen eine Uberlegenheit beim Gesamt- und progressionsfreien
Uberleben fiir die Patienten mit mutiertem IGHV Status. Allerdings hat der IGHV Status
ohne gleichzeitige zytogenetische Analysen einen geringeren Stellenwert. Patienten mit der
Hochrisikosituation einer Deletion 17p zeigten unabh&ngig vom IGHV Status ein
schlechtes Uberleben und eine geringe Verbesserung durch Rituximab. Bei Patienten mit
einer Deletion 13g wurde Abschatzung der Uberlebenszeiten durch Hinzunahme des IGHV
Mutationsstatus nochmalig verbessert. In Abh&ngigkeit von der VH Familie zeigten sich
Unterschiede beim Ansprechen auf Rituximab: bei der hdufigen Familie VH3 war der
Effekt der Verlangerung von Gesamtiiberleben und progressionsfreiem Uberleben durch
die Chemoimmuntherapie geringer im Vergleich zu den anderen VH Familien. Insgesamt
muss nochmals betont werden, dass es sich bei diesen Auswertungen um nicht-

vorgeplante, explorative Subgruppenanalysen zur Generierung von Hypothesen handelt.
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Die Untersuchungen zeigen, dass die Analyse des IGHV Status auch unter einer sehr
effektiven Chemo- bzw. Chemoimmuntherapie ihren prognostischen Stellenwert behalt.
Um Patienten auch auBerhalb von Studien der richtigen Therapie zufiihren zu kénnen,
sollte diese Analyse zusammen mit den zytogenetischen Untersuchungen zur

Standarddiagnostik der CLL gehoren.
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