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Abkurzungen

ALL: Akute lymphatische Leukdmie

CD: Cluster of Differentiation

cDNS: Komplementére Desoxyribonukleinsaure
CDR: Complementary Determining Region
DNS: Desoxyribonukleinséure

EBV: Epstein-Barr-Virus

GvHD: Spender versus Empfénger Reaktion
HLA: Humanes Leukozyten-Antigen
HTLV: Humanes T-Z€ll-Leukamie-Virus

lo: Immunglobulin

Kb: Kilobasen

Kd: Kilodalton

KM: Knochenmark

KMT: K nochenmarktransplantation

LB: Luria Bertani Medium

LP: L eukapherese

MRNS: Boten-Ribonukleinséure

NHL: Non-Hodgkin-Lymphom

OD: Optische Dichte

PBSC: Periphere Stammzell-Kollektion
PCR: Polymerase-K etten-Reaktion

RNS: Ribonukleinsaure

RT PCR: Reverse Transkriptase Polymerase-K etten-Reaktion
SDS: Natriumlaurylsul fat

TZR: T-Zéell-Rezeptor

uv: Ultraviolett

VDJ: Variabilitéts-, Diversitéts-, Verbindungsregion der Immunglobuline



1. Einleitung

1.1 Minimale Restkrankheit

Bei Leukamie-Patienten kann die Tumorlast 10° bis 102 maligne Zellen betragen.
Wenn keine klinischen Zeichen sowie weniger als 5% Tumorzellen morphologisch im
Knochenmark nachweisbar sind, besteht nach der klinischen Einteilung eine Vollremis-

0%° Tumorzellen

sion der Erkrankung. Dabei kénnen aber weiterhin bis zu 108 oder 1
vorhanden sein (Schafer 1989). Allein morphol ogisch-mikroskopische Untersuchungen,
auch unter Anwendung der Immunhistochemie, kdnnen einen neoplastischen Zellantell
nicht unterhalb von 1% der Zellpopulation sicher entdecken (Janossy et al. 1988). So
wird also in der bisherigen klinischen Einteilung bei einem Patienten in Vollremission
nicht unterschieden zwischen Patienten ohne Tumorzellen und solchen mit minimaler
Restkrankheit, wobel diese auch ein unterschiedliches Mal3 an Tumorlast bedeuten
kann. Dabei wirden sich gerade in der Therapie, v.a. hinsichtlich einer Knochenmark-
transplantation (KMT), grof3e Unterschiede ergeben, wére eine weitere Diskriminierung
der Tumorlast mdglich. Dartiberhinaus besteht bekanntermaf3en ein enger Zusammen-
hang zwischen der GrofRe der Tumorlast und der Heilbarkeit bzw. der Prognose der
Lymphomerkrankung (Pratt et al.1994) sowie der Entwicklung von Chemotherapeutika-
Resistenzen (multiple drug resistence, MDR) (Arceci 1993). Eine grof3ere Sengitivitét in

der Entdeckung maligner Zellen in Knochenmark und Blut wirde die Behandlungsstra-

tegie daher entscheidend mitbeeinflussen.

1.2 Epidemiologie und klinische Charakterisierung von Leukamien
und Lymphomen

Die Inzidenz von akuten lymphatischen Leuké&mien in Europa betragt 3,2 (Manner)
bzw. 4,5 (Frauen) pro 100 000, die von Non-Hodgkin-Lymphomen (NHL) 8,2 (Méanner)
bzw. 4,5 (Frauen) pro 100 000 Einwohner.



Die Ursachen von Leukdmien und Non-Hodgkin-Lyphomen sind nicht eindeutig ge-
klart. Atiologische Faktoren, die bei der Enstehung eine Rolle spielen kdnnen sind: ioni-
sierende Strahlen, bestimmte Chemotherapeutika (z.B. Alkylantien) oder chemisch-to-
xische Stoffe wie Benzol, Viren (HTLV I-Nachweis bel T-Zell Lymphomen sowie EBV
beim endemischen Burkitt-Lymphom), kongenitale Erkrankungen wie das Down Syn-
drom oder die Fanconi Anamie (Toledano 1980) und genetische Faktoren. Die Atiolo-

gieist letztlich nicht endgultig geklart.

Klinisch manifestieren sich lymphoide Erkrankungen durch Lympknotenschwellungen,
Leber- und Milzvergrof3erung und Zeichen der Verdrangung der reguldren Hamatopoe-
se im Knochenmark: Anamie, Leukopenie und Thrombozytopenie. Unspezifische All-
gemeinsymptome wie Fieber, Nachtschweild und Gewichtsverlust werden als B-Sym-
ptome bezeichnet.

Die klinische Einteilung des Krankheitsstadiums erfolgt nach Ann Arbor (Carbone et

al. 1971) und ist Tab. 1.1 wiedergegben.

Tab.1.1

Stadium Tumor befall
Eine Lymphknotenregion oder ein lokalisiertes extralymphati-

sches Gewebe/Organ (E)
Il Zwei oder mehr Lymphknotenregionen auf der selben Seite des

Zwerchfells oder eine Lymphknotenregion plus ein lokalisiertes

extralymphatisches Gewebe/Organ
11 Lymphknoten auf beiden Seiten des Zwerchfells plus ein lokali-

siertes extralymphatisches Gewebe/Organ oder/und Milz (S)
A% Diffuse Infiltration von extra-lymphatischem Gewebe mit

Lymphknotenregionen




1.3 Einteilung von Leukadmien und Lymphom-Erkrankungen

Leukdmien und Lymphome sind heterogene Erkrankungen mit unterschiedlichen kli-
nisch-pathol ogischen Entitéten und Verlaufen. Unter einer Leukamie, einem von Rudolf
Virchow geprégten Begriff, verstent man eine klonale Proliferation aus der leukozytéren
Reihe der Hamopoese, die mit einer variabel ausgeprégten Zellausschwemmung in das
periphere Blut einhergeht. Entsprechend der Subklassifikation von Leukozyten in mye-
loisches und lymphatisches System unterscheidet man myeloische und lymphatische
Leukdmien. Der Reifungsgrad der proliferierenden Zellen bestimmt die Einteilung in
akute und chronische Leukamien. Bei der akuten Leukdmie kommt es zu einem Sistie-
ren der Ausreifung leukamischer Blasten bei gleichzeitigem Erhalt ihrer Tellungféhig-
keit. Anhdufung ausdifferenzierter, reifer Zellklone findet man bei den chronischen

Leukamien.

Maligne Lymphome werden unterteilt in Hodgkin-Lymphome (Lymphogranulomatose),
eine bosartige Erkrankung des lymphoretikularen Gewebes mit feingeweblichem Nach-
weis von Blasten (Hodgkin-Zellen), mehrkernigen Riesenzellen (Sternbergsche Riesen-
zellen) und Granulationsgewebe, sowie Non-Hodgkin Lymphome (NHL). Unter den
Non-Hodgkin-Lymphomen werden alle malignen Lymphknotentumoren zusammenge-
faldt, die sich von Zellen des lymphatischen Gewebes herleiten. Hierunter lassen sich
auch die lymphatischen Leukamien subsummieren. Die Einteilung der NHL erfolgte in
Deutschland zuletzt Uberwiegend nach der Kieler Klassifikation (Tab.1.2, S.4), die von
der Hypothese ausgeht, dass die Lymphome sich von bestimmten Reifungsstadien der

regulé@ren Lymphopoese herleiten (Lennert 1981).



Tab. 1.2. Kidl-Klassifikation der malignen Non-Hodgkin-Lympome

Niedrigmaligne Lymphome Lymphozytische Lymphome (u.a. B-und T-
CLL), Lymphoplasmozytische/-zytoide Lym-
phome, Plasmozytische Lymphome

Zentrobl astisch/zentrozytische Lymphome

Intermediar maligne Lymphome  Zentrozytische Lymphome

Hochmaligne Zentroblastische Lymphome
Lymphome Lymphoblastische Lymphome
(u.a. B-und T-ALL)

Immunobl astische Lymphome

Da vornehmlich in den angel sdchsischen Landern andere Lymphom-Klassifikationen
gebraucht wurden, kam es seit 1994 zu einem transatlantischem Konsensus in der so-
genannten R.E.A.L .-Klassifikation (revised European/ American lymphoma classifi-
cation). Hierbei werden die Lymphome als Entitéten eingeteilt, innerhalb derer ver-
schiedene histologische Graduierungen und verschiedene klinische Aggressivitaten
beobachtet werden kdnnen. Dieser Ansatz berlicksichtigt Morphologie, Immunph&-
notyp, genetische Veradnderungen und klinisches Erscheinungsbild in variierender
Ausprégung. Ziel ist es, Krankheits-Entitéten zu definieren, die der Pathologe be-
schreibt und die dartberhinaus im klinischen Verhalten as eigensténdige Krankheit
imponieren. Seit 1995 arbeiten Gruppen amerikanischer und européischer Patholo-
gen fur die Welt-Gesundheits-Organisation (WHO) an einer Klassifikation hdmatol o-
gischer Neoplasien, bei der eine aktualisierte Version der R.E.A.L.-Klassifikation

Verwendung findet (Muller-Hermelink 1999; Harris et al. 2000).



1.4 Molekularbiologische Charakterisierung von Lymphomen und Leukamien

Entscheidenden Fortschritt fir das Verstehen normaler lympho-hdmatopoetischer Zell-
Differenzierung brachte die Entwicklung monoklonaler Antikorper (Kohler und Mil-
stein 1975). Lymphatische Zellen exprimieren wahrend ihrer Reifung verschiedene anti-
gene Eigenschaften, die mit spezifischen Antikorpern gegen zytoplasmatische und
Membranoberflachen- Proteine erkannt werden kénnen. In erster Linie werden CD (clu-
ster differentiation)-Antikorper gegen menschlich Leukozytenantigene verwendet. Die-
se Immunphanotypisierung dient vor alem auch der Unterscheidung von malignen und
benignen Erkrankungen sowie der Klassifikation neoplastischer lymphoider Zellen hin-
sichtlich ihrer Zell-Linien-Zugehdrigkeit, Genaktivitdt und ihrem Differenzierunggrad
(Foon und Todd 1986, Korsmeyer et al. 1983, Knowles et a. 1989). Ein Nachteil bei
der Verwendung immunologischer Marker in der Lymphom-und Leuk&mie-Diagnostik
ist neben der Tatsache, dass die Immunphanotypisierung nicht malignitéatsspezifisch ist,

das Fehlen der Antigen-Exprimierung in unreifen lymphoiden Tumoren.

Zahlreiche genetische Abnormalitéten, vor allem in Form chromosomaler Trans okatio-
nen, sind fur Leukamien und Lymphome beschrieben. Der erstmalige Nachweis dieser
Translokationen gelang Uber die Karyotyp-Analyse, bel der gezeigt werden konnte, dass
einige NHL assoziiert sind mit der Verlagerung zelluldrer Onkogene von ihren Chromo-
somabschnitten auf Regionen, die Antigenrezeptoren kodieren (Y unis et a. 1982, Dalla-
Faveraet al. 1982, Croce and Nowell 1985). Zelluldre Onkogene sind Gensequenzen in
normalen Zellen, die Homologien aufweisen mit viralen, Tumorwachstum induzieren-
den Onkogenen (Bishop 1985). Die Konversion von Proto-Onkogenen zu Onkogenen
mit aktiviertem transformierendem Potential, kann verursacht werden durch Punktmuta-
tionen, Gen-Amplifikationen, chromosomale Trans-lokationen und andere Mechanis-
men, die eine Deregulation der Onkogene herbeifiihren. Auch bel malignen Lympho-
men finden sich derartige genetische V eranderungen:

die Mehrzahl aller zentroblastisch-zentrozytischen (follikuldren) Lymphome trégt eine
Translokation des Proto-Onkogens bcl-2, eines an dem Apoptose-Prozel3 beteiligten



Onkogens, von Chromosom 18 auf Chromosom 14, lokaisiert in der JH-Region des
IgH-Gens (Yunis et a. 1982 und 1987, Crescenci et a. 1985, Tsujimoto et a. 1987).

Ein weiteres prominentes Beispiel fur chromosomale Translokation in menschliche h&
matopoetischen Neoplasien ist das Burkitt-Lymphom, eine Form der akute lymphati-
schen Leukdmie. Drei Formen von Trandokationen sind hier beschrieben worden:
t(8;14), t1(2;8) und t(2;22) . Bei alen diesen Rearrangements wird das c-myc Proto-On-
kogen in die IgH-oder IgL-Genregion tranloziert (Zech et a. 1976, Dalla-Favera 1982,
Taub et al. 1982, Croce et al. 1983). Das c-myc Onkogen-Genprodukt ist intranuklegr
gelegen und féhig, DNS zu binden (Abrams et al. 1982). Die genaue Funktion dieses

Proteins ist immer noch unklar.

B-Zell-Lymphome (B- NHL) sind klonale Neoplasien, die fir jeden Zellklon spezifi-
sche monoklonale Rearrangements aus der Immunglobulingen-Keimbahn bilden. Im
Gegensatz hierzu findet in der natirlichen B-Zell-Ontogenese eine Rekombination von
Immunglobulin-Schwerketten und Leichtketten statt, die fur jede individuelle B-Zelle
singulére und spezifische Antikorper kodiert. Daraus resultiert eine polyklonale B-Zéll-

Population mit zahlreichen, unterschiedlichen Immuglobulingen-Rearrangements.

1.5. Molekulargenetische Nachweisverfahren von Klonalitat bei Lympho-

men und Leukamien

1.5.1 DNS-Filterhybridisierung

Monoklonale Rearrangements bei lymphatischen Neoplasien wurden primér durch die
DNS-Filterhybridisierung nach Southern nachgewiesen (Southern 1975). Polyklonale
Zellpopulationen weisen nach restriktionsenzymatischer Verdauung ihrer DNS multiple
unterschiedlich grof3e Immunglobulin-Gen-haltige DNS-Fragmente auf, die unter der
Nachweisgrenze liegen, so dass alein die Keimbahnkonfiguration markiert werden
kann. Die Markierung erfolgt durch eine Hybridisierung mit einem komplementéren
DNS-Fragment, das fur eine bestimmte Ig-Genregion kodiert. Kontrar hierzu 18/ sich

eine monoklonale Expansion daran erkennen, dass zahlreiche Kopien einer einzigen im

6



elektrischem Feld aufgetrennten DNS-Fragmentgrof3e in Form einer Bande nachwei sbar
ist, die nicht der Keimbahnkonfiguration entspricht (Arnold et al. 1983, Flug et a. 1985,
Waldmann et al. 1987, Korsmeyer et a. 1983, Knowles et a. 1987, Wright et al. 1987).
Die molekulargenetische Analyse dieser monoklonalen Rearrangements kann wertvoll
sein bel Diagnose und Klassifikation, Monitoring des Therapieverlaufes und Entdek-

kung minimaler M etastasen von L eukdmien und Lymphomen.

1.5.2 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Seit der Entwicklung der Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) durch Mullis und Saiki
(Mullis 1987, Saiki 1988), bei der bestimmte Gensequenzen mit Hilfe der thermostabi-
len Tag-Polymerase amplifizert werden, steht eine weitere Methode zur Verfligung, mit
der Monoklonalitét bei Leukdmien und Lymphomen auf der molekul argenetischen Ebe-
ne nachgewiesen werden kann. Hierbei werden Gen-Sequenzen amplifiziert, die von der
Immunglobulin-Schwerkettengenregion (IgH) und der hypervariablen CDR3-Region
flankiert werden. Bei Monoklonalitét wird ein Genfragment als Bande bestimmter Gro-
[3e nach elektrophoretischer Auftrennung sichtbar. Bei Polyklonalitét entstehen entwe-
der zahlreiche, kaum trennbare Banden oder gar keine, weil ein Amplifikat zu grof3 fur
die Polymerase-Ketten-Reaktion ist. (Yamada et al. 1989, Deane und Norton 1990,
McCarthy et al. 1990, Hansen-Hagge et al. 1989).

Anaog dem Ig-Gen Rearrangement bei B-Zell-Neoplasien dient der molekulargeneti-
sche Nachweis eines monoklonalen T-Zellrezeptor (TZR)-Betaketten oder Gammaket-
ten-Gen-Rearrangements al's diagnostischer Marker fir die T-Zell-Leukadmien und Lym-

phome (Aisenberg et al. 1985, Bertnesset al. 1985; Tycko et al. 1989).

Uber das DNS-Filterhybridisierungsverfanren (Southern-Blot) oder PCR-Verfahren
nachgewiesene Ig- und TZR-Gen Rearrangements konnen so als Zeichen fur Monoklo-
nalitdt und damit sowohl as diagnostisches Kriterium fir lymphoide Neoplasien, as

auch fur die Einteilung in deren B-oder T-Zell-Linienzugehorigkeit VVerwendung finden.



Letzteres erweist sich vor allem wertvoll bel unreifzelligen Leukamien, die keine Im-
munphéanotypisierung erlauben (Arnold et al. 1983, Korsmeyer et al. 1983, Cleary et al.
1984).

Dennoch kénnen Southern-Blot-oder PCR-Analysen nicht in allen Fallen ausreichend
fur die Bewertung der Zell-Linienzugehorigkeit sein. So wurden simultane IgH und
TZR Gen-Rearrangements (Pelicci 1985, Greaves 1986, Tawa 1986), als auch IgH Gen
Rearrangements in Leukdmien vom myeloischem Typ beschrieben (Rovigatti 1984,
Cheng 1986, Palumbo 1984). Auch kommen TZR beta Genrearrangements in L euk&mi-
en vom B-Zell Phanotyp vor (Tawa 1985, Felix 1987, Goorha 1987).

1.6 Grundlage der Immunologie der Antikdrperbildung

Das menschliche Immunsystem kann unterteilt werden in angeborene und erworbene
(oder spezifische) Immunitét. Beide Abwehrmechanismen kdnnen auf Antigene mit ei-
ner zelluléren und einer humoraen Immunantwort reagieren (Tab 1.3). Bestandteil der
spezifischen humoralen Abwehr sind durch Plasmazellen sezernierte Antikorper. Plas-
mazellen gehen durch einen Differenzierungsprozess aus Knochenmark-Stammzellen
hervor. Die im Thymus gereifte Lymphozyten-Subpopulation der T-Zellen stellt die

spezifische zelluldre Immunantwort dar.

Tab.1.3. Einteilung der Immunitét (nach Roitt 1987)

angeboren erwor ben

humoral Lysozym Antikorper
K omplementsystem

Akutphaseproteine
zellular M akrophagen, T-Lymphozyten

naturliche Killerzellen




Voraussetzung fur das Erkennen und Unterscheiden einer nahezu unbegrenzten Anzahl
verschiedener Antigene ist eine enorm grof3e Vielfat der Antigen-Rezeptoren auf der
Oberflache reifer T-und B-Zellen. Mit Hilfe rasch fortschreitender rekombinanter DNS-
Technologien konnte gezeigt werden, dass der Immunglobulin (1g)-und T-Zellrezeptor
(TZR) Variabilitét eine Rekombination und Mutation der begrenzten Anzahl kodieren-
der Gene zugrunde liegt (Hozumi et al. 1976, Sakano et al. 1980, Leder 1982, Tonega-
wa 1983, Hedrick et al. 1984, Yanagi et a. 1984). In Verbindung mit diesen Ergebnis-
sen gelang der Nachweis monoklonaler 1g-und TZR-Gen Rearrangements bel menschli-

chen lymphoiden Neoplasien.

1.6.1 Rearrangement bei der Immunglobulin-Synthese

Das Basismolekil eines Immunglobulins (1g) besteht aus zwei identischen 25 Kd gro-
[3en, leichten (L) und zwei identischen, schweren (H) Ketten (55 Kd), die Gber Disulfid-
Briicken verbunden sind. Durch Papain-Spaltung erhdlt man ein Fc-Fragment, das Lym-
phozyten, Makrophagen und Komplement binden kann, sowie zwei Fab-Fragmente (ab
= antigenbindend),die Antigene préazipitieren (Edelmann 1973, Davies et al. 1975) . So-
wohl L-Ketten, as auch H-Ketten besitzen variable (V) und konstante (C) Doménen.
Die variablen Regionen befinden sich an den amino-terminalen Enden der Fab-Frag-
mente und weisen unterschiedliche Aminosduresequenzen auf, die die selektive Reakti-
onsfahigkeit gegenliber Antigenen bedingen. Innerhalb dieser variablen Abschnitte der
H-und L-Ketten entdeckten Kabat und Wu drei hochvariable Subregionen, complemen-
tarity-determining regions (CDR 1, CDR 2, CDR 3), die von vier weniger variablen
Rahmenregionen, framework regions (FR 1, FR 2, FR 3, FR 4), flankiert werden (Wu
und Kabat 1970) . Es existieren zwei Typen von L-Ketten: K und A im Verhaltnis 60: 40
beim Menschen. Die H-Ketten charakterisieren finf Klassen von Immunglobulinen: das
Pentamer IgM (u-Kette), das Dimer IgA (a-Kette), die Momomere IgE (e-Kette), IgD
(&-Kette) und 1gG (y-Ketten). Von der y-Kette existieren vier Subklassen (Marcu et al.
1982). Die Immunglobulin-Klassen unterscheiden sich durch ihre distinkten biologi-

schen Funktionen.



Aufgrund der hohen Variabilitét in der amino-terminalen Ig-Hélfte und der nahezu kon-
stanten carboxy-terminalen Region von L-Ketten, kamen Dreyer und Bennett zu der
Hypothese, dass verschiedene Ig-Gene rekombinieren ("scrambling process') wahrend
der B-Zell-Entwicklung (Dreyer und Bennett 1965). Dank der molekularbiologischen
Techniken wurden multiple Genesegmente und deren somatische Rekombination als
Grundlage der Antikorper-Diversitét nachgewiesen und damit die Dreyer-Bennett-Hy-
pothese bestédtigt (Hozumi et al. 1976, Brack et al. 1978, Sakano et al.1979, Tonegawa
et al. 1978 und 1983, Leder et al. 1982).

Die menschlichen Immunglobulin-Gene liegen auf verschiedenen Chromosomen und
sindin V- (Variable), J- (Joining), D- (Diversity) und C- (Constant)- Regionen segmen-
tiert. D-Abschnitte kommen nur bel H-Ketten-Genen vor. Der Kappa-L eichtketten-Gen
Locus auf Chromosom 2, Bande 2p13, kodiert 30-200 V-, 5 J und 1 C-Segmente; das
Lambda-L el chtketten-Gen liegt auf Chromosom 22, Bande 22q11, unterteilt in multiple
V-, 6-9 J- und C-Segmente.Der Schwerketten (H)-Gen-Locus ist auf Chromosom 14,
Bande 14932 und enthdt mehrere Hundert V-, 1-15 D-, 6 J und multiple C-Regionen
(Seidmann et al. 1978, Hieter et al.1980, McBride et a. 1982, Kirsch et al. 1982, Bar-
tram et al. 1984, Waldmann 1987).

Wahrend der B-Zell Entwicklung finden somatische Rekombinationsvorgange statt, die
die in der Keimbahnanordnung weit auseinander liegenden Gensegmente zu einer VDJ-
Sequenz zusammenfihren. Zu einem frihen Zeitpunkt der B-Zell-Ontogenese werden
zunéchst je ein DH-und ein JH-Segment miteinander kombiniert. Anschlief3end erfolgt
das Rearrangement mit einem der sechs VH-Gene. In der weiteren B-Zell-Reifung fin-
det die somatische Rekombination der Leichtketten-Kappa V-und J-Regionen und zu-
letzt der Lambda V-und J-Abschnitte statt (Abb.3.3). Diese Gen-Rearrangements wer-
den enzymatisch katalysiert durch DNS Endo-und Exonukleasen, TdT, DNS-Reparier-
systeme und eine Rekombinase, die spezifische DNS Sequenzen erkennt, die um die
V,D und J Gene plaziert sind und diese flankieren. Diese Genabschnitte werden Hepta-
mer-Nonamer-Sequenzen genannt und kommen sowohl in Ig-, as auch in TZR-Genen

Vvor.
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Als weitere Rekombination wird in der spéteren B-Zell-Differenzierung der Schwerket-
ten VDJ-Kombination eine C-Region hinzugefugt, resultierend in der Ig-Klassen-Be-
stimmung. Diese sekundére Rekombination, auch "class switching" genannt, findet vor-
wiegend in reifen B-Zellen vor oder wahrend der sekundéren Immunantwort statt. Im
Rahmen der Transkription werden nicht-kodierene Sequenzen (Introns) enzymatisch
herausgeschnitten (RNS-Splicing). In der Plasmazelle kdnnen dann tber den Vorgang
der Tranglation spezifische Antikdrper synthetisiert und sezerniert oder auf der Zell-
membran-Oberflache gereifter Lymphozyten exprimiert werden. (Sakano et al. 1980,

Ravetch et a. 1981, Korsmeyer et a. 1981, Waldmann et al. 1987,).

Neben den multiplen Keimbahn V-Genen und deren VDJ-und JV- Rekombinationen,
sowie der Kombination von leichten und schweren Ketten haben auch andere Mechanis-
men Bedeutung in der weiteren Erhéhung der Immunglobulindiversitét: variable (unge-
naue) Rekombination, genetisches Cross-over, Inversion und somatische Punktmutatio-
nen in der variablen Region (Max et al. 1980, Alt und Baltimore 1982, Bothwell et al.
1981).

1.6.2 T-Zell-Rezeptor-Synthese

T-Zellen entwickeln sich aus im Thymus gereiften Knochenmarkstammzellen. Ausge-
reifte T-Zellen erkennen spezifisch Antigene durch den T-Zell-Rezeptor (TZR) nur in
Verbindung mit auf den opsonierenden Zellen exprimierten MHC (major histocompati-
bility complex)-kodierten Molekilen. CD4-exprimierende T-Helfer-Zellen binden an
Klasse | MHC-Antigene, zytotoxische T-Zellen (CD8 Expression) an MHC-Peptide der
Klasse Il (Governman et a. 1986, Royer 1987).

Der menschliche, antigen-spezifische TZR ist ein polymorphes, durch Disulfid-Briicken
verbundenes Heterodimer, bestehend aus einer 45 000 bis 50 000 Dalton apha-Unter-
einheit und einer 40 000 bis 45 000 Dalton grofien beta-Untereinheit. Dieses Heterodi-
mer ist Bestandteil eines aus weiteren drei monomorphen Peptidketten (T 3) zusammen-
gesetzten Makromoleklls (Acuto et a. 1985, Reinherz et al. 1982, Kronenberg et al.
1986). Der T3 Komplex besteht aus einem gamma (25 000 Dalton), delta und epsilon
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(je 20 000 Dalton) Molekil und erscheint verantwortlich fur die Signal ibermittlung ins
Zellinnere, wahrend die alpha-und beta-K ette des TZR die spezifische Antigen-Bindung
gewdhrleistet.

Die kodierenden Genloci der TZR-Untereinheiten sind in Tabelle 1.4 widergegeben.

Tab. 14
T-Zell-Rezeptor-Gen Chromosom (Bande)
alpha 14 (ql1)
beta 7 (935)
ddlta 7 (pl14-15)
gamma 14 (q11)

Die Keimbahnkonfiguration des TZR- Gens ist aus multiplen Gensegmenten aufgebal,
ahnlich den IgH-Gensegmenten (Davis et al. 1988): ca. 100 variable Regionen (V[3) und
zwei in Tandems organisierte Komplexe aus D-, J-und C-Segmenten (Dp1-6 JB1-CB1
und DB2-6 JB2-CB2). Die zwei konstanten Regionen differieren lediglich in 6 Ami-
nosauren der trandierten Abschnitte. Das TZR- Gen setzt sich zusammen aus ungefahr
100 V-Regonen (Va), einer sich Uber 60 Kb erstreckenden Joining-Region, die aus 50
bis 100 Ja-Segmenten besteht, sowie einer konstanten Ca-Region. Bisher wurden keine
D-Segmente entdeckt (Saito et al. 1984, Hood et al. 1985, Siu et al. 1984, Minden et al.
1986, Royer et al. 1987). In manchen T-Zell-Subpopulationen werden allerdings die

von den y- und &-Genfamilien kodierten Heterodimere exprimimiert.

Die TZR-Gene sind nicht nur in ihrer Organisation den 1g-Genen sehr dhnlich, sondern
zeigen auch Analogien in der somatischen Gen-Rekombination wéahrend der lym-
phozytéren Ontogenese, sowie deren enzymatisch signalisierter Steuerung. Dartiberhin-
aus konnen, im Gegensatz zum B-Zell-Rearrangement, D3-Segmente direkt an V [3-Seg-
mente gekoppelt werden. Die TZRa-Gen-Rekombinaton verlauft ahnlich der Ig Lamb-
da-Ketten Kombinierung durch direkte Va-Ja Koppelung.
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1.7 Therapie von Leukamie- und Lymphomerkrankungen

Die Therapie von Lymphomen und Leukdmien richtet sich in erster Linie nach Krank-
heits-Klassifikation, der histologischen bzw. zytologischen Einteilung, dem Malignitéts-
grad, dem Stadium sowie dem Alter des Patienten. Neben der Chemo- und Radiothera-
pie wird die Knochenmarktransplantation (KMT) und seit ca. 10 Jahren zunehmend die
Blutstammzelltransplantation nach hochdosierter, z.T. myeloablativer Chemotherapie
angewandt (O’ Reilly et al. 1983, Philip et a. 1987, Zander et al. 1991). Man unterschei-
det syngene Knochenmark- oder Stammzelltransplantation zwischen eineiigen Ge-
schwistern, alogene von HLA (human leukocyte antigen)-identischen oder partiell
HLA-kompatiblen Fremdspendern und autologe Transplantation, bei der das vorher
kryokonservierte und aufbereitete Knochenmark oder die isolierten Stammzellen des
Erkrankten reinfundiert werden. Die myeloablative Therapie ist eine hochdosierte Zyto-
statika- Therapie, haufig kombiniert mit einer Ganzkérperbestrahlung, die auch die regu-
l&re Hamopoese supprimiert und damit vor Transplantation zur Knochenmarkinsuffizi-
enz fuhrt. Darlberhinaus werden auch Schleimhaute, Haut, Leber, Lunge und andere
Organe reversibel geschadigt. Diese Therapie vor allogenen Transplantationen wird
Konditionierung genannt. Insgesamt ist die therapiebedingte Morbiditdt und Mortalitét
naturgemal3 nicht unerheblich. In jangster Zeit werden Studien mit nicht myeloabl ativer
Therapie und niedrig dosierter Konditionierung vor allogener Transplantation durchge-
fahrt, der sich dann die StammzellUibertragung anschlief3t (Mini-Allografting oder meta-
kine Transplantation). Basis fir diese neue Therapiestrategie ist der unten beschriebene

Spender-versus-Tumor-Effekt (Carellaet a. 2000).
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1.7.1 Stammzelltransplantation

Das Knochenmark enthdlt die pluripotenten Stammzellen, die aus den totipotenten her-
vorgehen. Aus den pluripotenten Stammzellen gehen die CD34-positiven Progenitor-

bzw. Stammzellen hervor. Diese kénnen aus dem Knochenmark aspiriert werden, wobei

in der Regel zweimal 10° mononuklesre KM-Zellen in 1000-1200ml Volumen gewon-
nen werden. Nach Gabe hamopoetischer Wachstumsfaktoren wie Granulozyten-Kolo-
nie-stimulierender Faktor (G-CSF) oder Granul ozyten/Monozyten-Kolonie-stimulieren-
der Faktor (GM-CSF) kénnen Blutstammzellen auch in das Blut ausgeschwemmt wer-
den (Siena et al. 1991; Krause et al. 1996). Uber eine Blutzellseparation (Leukaphere-
se) konnen CD34-positive Stammzellen fur die periphere Stammzelltransplantation ge-
wonnen werden (Schmitz et al. 1995, Link et al. 1996). Diese werden dann bei der allo-
genen Transplantation vom Fremdspender (matched unrelated donor) oder Familien-
spender (matched related donor) dem Erkrankten infundiert. Bei der autologen Stamm-
zelltransplantation kommt es zur Ubertragung der vom erkrankten Patienten gewonne-
nen Stammzellen. Der autologen Stammzelltransplantation kann ein Versuch der Entfer-
nung maligner Zellen aus dem Transplantat (in-vitro Purging) vorausgehen (Kruger et
al. 1996). Dabei werden Zytostatika, monoklonale Antikdrper oder eine selektive Anrei-
cherung von Stammzellen zur Eliminierung von Tumorzellen aus dem Transplantat an-
gewendet. Als akzeptierte Indikationen fir die Stammzelltransplantation gelten a) Tu-
morerkrankungen nach myeloablativer Ganzkorperbestrahlung, hochdosierter Chemo-
therapie, b) Sub-stitution defekter oder fehlender Zellen der Hamato-oder Lymphopoe-
se, ¢) Tumor-behandlung durch Graft-versus-Tumor-Effekt, d) Speichererkrankungen
bei fehlender korpereigener Enzymbildung (Link et al. 1997). Hierbei kann eine langfri-

stige Krankheitsfreiheit oder Heilung erreicht werden.

Komplikationen neben der durch die tempordre Knochenmarkinsuffizienz nach Hoch-
dosis-Chemotherapie bedingten Infektanfalligkeit sind bel der alogenen Knochenmark-
und Stammzelltransplantation vor allem akute und chronische Abstol3ungsreaktionen,
die auf einer Spender-gegen-Empfanger-Reaktion (GVHD) beruhen. Dabei handelt es
sich um eine Reaktion von Spender-T-Lymphozyten gegen unterschiedliche Gewebsty-
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pen des Empféangers bei Differenzen der Minor- oder Magjor-Histokompatibilitétsantige-
ne, die bei Ausbildung des entsprechenden Krankheits-syndroms vor allem Haut, Leber

und Darm betrifft (Vogelsang et al. 1994).

1.7.2 Donor-Lymphozyten Gabe

Als weitere Zelltherapie hat sich die Donor-Lymphozyten-Infusion (DLI) in letzter Zeit
etabliert. Beobachtungen, dass L eukamie-Patienten mit GVHD weniger haufig Rezidive
bilden als Patienten ohne GVHD, flhrten zu der Vermutung, dass T-Lymphozyten allo-
gener Spender einen Graft-versus-Leukamie-oder Graft-versus-Tumor-Effekt (GVL)
aufweisen (Horowitz et a 1990). Durch DLI kann dieses Phanomen therapeutisch ein-
gesetzt werden. Aufgrund des konkurrierenden Effektes von GVHD und GVL wurden
DLI erst nach Toleranz-Entwicklung gegeniiber dem Transplantat verabreicht. Inzwi-
schen konnte durch DL bei Patienten mit Rezidiv einer chronischen myeloischen Leu-
ké&mie nach Transplantation in 70-80% eine komplette Remission erreicht werden, teil-
weise ohne zusétzliche Chemo-oder Bestrahlungstherapie (Kolb et al. 1995). Eine Wei-
terentwicklung dieser Therapie kdnnte eine Generierung oder Selektion L eukamie-reak-
tiver zytotoxischer T-Lymphozyten sein, die in vitro durch ein Zell-Assay bestimmt
werden (Falkenburg et al. 1999).
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2. Zielsetzung und experimentelles Design

Die Entdeckung minimaler maligner, monoklonaler Zellkontamination in Knochenmark
und peripherem Blut (minimale Resterkrankung) ist von besonderem klinischem Inter-
esse fur die Bewertung der Effizienz von Chemotherapie-Schemata, Prognose und Ver-
lauf der Erkrankung, die frihe Entdeckung eines Rezidivs oder die Quantifizierung ver-
bliebener maligner Zellen in Aspiraten fir die autologe Knochenmark- oder Stammzell-

transplantation.

Leukamien und Lymphome weisen in der Mehrzahl Immunglobulin- oder T-Zellrezep-
tor-Gen-Rearrangements as monoklonale Merkmale auf, dessen molekulargenetischer
Nachweis in den frihen 80er Jahren gelang (Korsmeyer et a. 1983, Arnold et al. 1983).
Im Vergleich zu zyto-morphologischen und Immunphénotypisierungs-Techniken kon-
nen molekulare Analysen, insbesondere DNS-Filterhybridisierungs (Southern-Blot)-
und PCR-Verfahren, durch Nachweis von Monoklonalitdt auf genetischer Ebene die
Sengitivitét in der Entdeckung morphologisch okkulter maligner Zellen entscheidend
verbessern (Y okota et al. 1991, Potter et al. 1993).

Zur Etablierung und Sensitivitatsbestimmung des in dieser Arbeit vorgestellten Assays

werden Lymphom-Zellen in einer Verdinnungsreihe von 1:10 bis 1:10° mit gesunden
Knochenmarkzellen vermischt und fur sechs Wochen in ein Kultursystem gebracht.
Jede Woche wird die Halfte der Zellen entfernt, jeweils ein Pappenhelm-geféarbtes Zyto-
zentrifugationspréparat angefertigt und die Kultur mit frischem Medium aufgefullt. Aus
den entnommenen Zellen wird die genomische DNS extrahiert, restriktons-enzymatisch
gespalten und elektrophoretisch aufgetrennt. Durch DNS-Hybridis erungsexperimente
mit einer spezifischen Gensonde sollen monoklonale Gen-Rearrangements identifiziert

werden.

Im Rahmen der angeschlossenen klinischen Studie wird durch diese Kombination von
molekulargenetischer Analyse, zytomorphologischer Technik und Langzeit-zellkultur-

verfahren die minimale maligne Kontamination durch lymphatische Tumorzellen in
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Knochenmark und Blut untersucht und mit dem klinischem Verlauf der Erkrankung hin-

sichtlich ihrer klinischen Signifikanz beurteilt.
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3. Material und Methoden

3.1 Gerate

Gleichspannungs-Stromversorger: Multi Drive XL ; submarine Gelelektrophorese-Kam-
mer: GNA 200/300, Fa. Pharmacia, Uppsala, Schweden; UV-Transilluminator: UVP,
Fa. AGS, Heidelberg; Sofortbildkamera und Filme: 667, Fa. Polaroid, Offenbach; Hy-
bridisierungsinkubator: 7601, Fa. GFL, Burgwedel; Rontgenkassete und Rontgenfilme:
Fa Kodak, Stuttgart; Kuhltruhe (-80°): puffer hubbard, Fa. Harris, USA; Geiger-Ml-
ler-Zahlrohr: LB 1210 B, Fa. Berthold, Wildbad; Thermoinkubator: Dry-Block 2A, Fa.
Techne, Duxford, Grof3britannien; Schittelwasserbad: 1083, Fa. GFL,Burgwedel, La
borzentrifuge: Megafuge 1.0 R Rotanta RP, Fa. Hettich, Tuttlingen; Eppendorfzentrifu-
ge: 5415 c, Thermomixer: 5436; Fa. Netheler & Hinz, Hamburg; Vacuumpumpe: type
2002 B, Fa. Alcatel; Vacuumexciccator: Fa. Hetovac; Kihlzentrifuge: JS-21; Fa. Beck-
mann, Minchen; Laborschittler: REAX 2, Fa. Heidolph; Schiittelinkubator: Fa. Infers
AG, Bottningen, Schweiz; Scintillations-z&hlgerét: LS 1701; Fa. Beckmann, Minchen;
Spectro-photometer: DU-40, Fa. Beckmann, Munchen ; CO2-Brutschranke: Fa.

Heraeus, Hanau; pH-Meter: 763 Multi-Calimatic, Fa. Knick, Berlin; Coulter-Counter:
ZM; Folienschweil3gerét: C 220, Fa. Joisten & Kettenbaum, Bergisch Gladbach; Mikro-
skop: Biomed, Fa. Leitz,, Wetzlar; Invertmikroskop: Wilovert S, Wetzlar
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3.2 Chemikalien und Verbrauchsmaterial

Hybond Nylon Membranen, Desoxycytidin 5-[P32] triphosphat, 3000 Ci/mmol; Fa
Amersham-Bucheler, Braunschweig. Nylon Membranen positively charged, Random
Primed DNA Labeling Kit, Glycogen, Restriktionsenzyme Hind 111, EcoR I, Bgl |, PST
|, BamH |; Fa. Boehringer, Mannheim. Quiagen Plasmid Kit, Quiaex DNS Extraktions
Kit; Fa. Diagen GmbH, Hilden. Agarose Ultrapure, Kulturmedium RPMI 1640; Fa
Gibco, Karlsruhe. Fotales Kéberserum, Fa. Hyclone. Ficoll; Fa. Nunc. Rinderserum-
Albumin (BSA),EDTA , Natriumlaurylsulfat (SDS), Polyethylenglycol, 2-Mercaptoe-
thanol, Ethidium-bromid, Polyvinylpyrrolidon, Borséure, Methylen-Blau, Bromphenol -
Blau, Xylen-Cyanol FF, Proteinase K; Fa. Sigma,St. Louis, USA. Whatman Filterpa-
pier, Fa. Whatman, Balston, Grof3oritannien. Ampicillin, Tetracyclin; Fa. Serva, Heidel-
berg. Ethanol, Chloroform; Apotheke UKE. Bacto-Tryptone, Bacto-Y east-Extrakt; Fa
Difco, Detroit, USA. Sephadex G 50; Fa. Pharmacia, Uppsala, Schweden.

Nicht genannte Artikel wurden von der Fa. Merck, Darmstadt, bezogen.

3.3 Tumorzell-Linien

Fur die Experimente zur Bestimung der Tumorzell-Nachweisgrenze wurden die malig-
nen B-Zell-Lymphom-Linien Raji (Burkitt-Lymphom, EBV-assoziiert) sowie ST 486
(Burkitt-Lymphom, EBV negativ) und eine Lymphom-Zell-Linie der T-Zell-Reihe,
Molt 3, verwendet (ATCC, Rockville, Md., USA).
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3.4 Isolierung mononukleéarer Leukozyten

Humane mononukleére Zellen (MNZ) wurden aus peripherem Blut und Knochenmark-
Aspiraten isoliert. Zur Separation der MNZ diente ein physikalisches Trennverfahren
Uber einen Dichtegradienten (1,077g/cm3) mittels Ficoll, einem hydrophilen Zucker-Po-
lymer. Erythrozyten und polymorph-kernige Leukozyten wandern aufgrund ihrer hohen
Dichte durch den Gradienten, wahrend Thrombozyten im Uberstand verbleiben. Die

Lymphozyten befinden sich in der Interphase.

Heparinisiertes Blut wurde 1:2, Knochenmark 1:4 mit PBS-Puffer verdinnt und auf
eine Ficoll-Schicht aufgetragen unter Vermeidung von Vermischung. Anschlief3end
wurde 30 Minuten mit 400xg bei Raumtemperatur zentrifugiert. Die in der Interphase
befindlichen Lymphozyten wurden unter sterilen Bedingungen abpipettiert und zweimal
in PBS gewaschen. Eine Resuspension erfolgte in TRIS-gepuffertem Ammoniumchlo-
rid, pH7,2, fur 5 Minuten, um reife Erythrozyten zu lysieren. Nach Trypan-Blaufarbung
und Zellz8hlung in einer Neubauer-Zahlkammer wurden die mononukledren Knochen-

markzellen zur Anlage einer Knochenmark-L angzeitkultur weiterverwendet.

3.5 Knochenmark-Langzeitflussigkultur

| solierte mononukleére Knochenmarkzellen, z.T. auch unter Beimengung verschiedener

Lymphomzell-Konzentrationen, wurden in 25cm? Kulturflaschchen in einer Konzentra-

tion von 5x10° Zellen pro 10ml Medium gegeben. Das Kulturmedium bestand aus
RPMI 1640, 20% foetales Ka&lber-Serum, 1% Phytohamaglutinin-konditioniertes Medi-
um, Penicillin (100 U/ml) und Streptomycin (100pg/ml). In Wasserdampf-geséttigtem
5% COo/Luft-Gemisch wurden die Zellkulturen bel 33°C bis zu 6 Wochen inkubiert
(Philip et al. 1984). Wd6chentlich wurde die Héfte der Zellen zur Zellzahl-Bestimmung
mittels eines elektronischen Zellzadhlers (Coulter-Counter) sowie fir die Anfertigung ei-
nes Pappenheim-geférbten Zytozentrifugen-Préparates entnommen. Die restlichen Zelen

wurden fur die DNS-Isolierung pelletiert und eingefroren.
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3.6 Zytospinpraparate und Farbung nach Pappenheim

Aliquots der gewonnenen Zellen wurden in einen auf einem Objekttrager angebrachten
Zylinder gegeben und bei 400g auf den Glastréger zentrifugiert. Zur Anfarbung wurden
die luftgetrockneten Praparate fir 3 Minuten in konzentrierte May-Grinwal d-Stamml 6-
sung gebracht. Anschlief3end wurde eine ca. 20-mindtige Farbung mit der Giemsa-Ge-
brauchddsung durchgefiihrt, mit reichlich Wasser gespuilt und zuletzt |uftgetrocknet.

Die Praparate dienten zur mikroskopischen Analyse.

3.7 Agarosegelelektrophorese von DNS

Agarose ist ein aus Agarophyten (Rotalgen) extrahiertes lineares Polysaccharid, beste-
hend aus D-3,6-Anhydrogal aktose und L-Galaktose. Aufgrund ihrer Gelierfahigkeit und
neutralen Ladung eignet sich Agarose fur die Gelelektrophorese von DNS.

Da DNS bel neutralem pH eine negative Ladung besitzt und im elektrischen Feld zur
Anode wandert, konnen Plasmide und DNS-Restriktionsfragmente der Groéf3enordnung
200 Basenpaare (bp) bis 50 Kilobasenpaare (kb) in Agarosegelen aufgetrennt werden.
Die elektrophoretische Mobilitét ist abhangig von der Agarosekonzentration, der Strom-
stérke, dem lonengehalt des Laufpuffers, der DNS-Konformation und vom L ogarithmus
des Molekulargewichts der DNS. Die Laufgeschwindigkeit der DNS ist umgekehrt pro-
portional zum Zehner-Logarithmus der Basenpaar-Anzahl.

Die Beziehung zwischen elektrischer Mobilitat (m) und Gelkonzentration (c) wird durch
die Gleichung logm =log mg-K c
(mQ: freie elektrophoretische Mobilitét der DNS; K: Retardationskoeffizient) beschrie-

ben.
Die DNS kann sichtbar gemacht werden durch das Anféarben mit Etidiumbromid. Dieser
Farbstoff bildet Komplexe mit der DNS durch Interkalation und fluoresciert unter UV-

Transillumination.
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Die Herstellung eines 0,8% Gels erfolgte durch Aufkochen von 0,8g Agarose in 100ml
Tris-Borat- oder Tris-Acetat- Puffer in einem Erlmeyerkolben bis zum vollstandigen

Aufklaren der Losung. Nach Abkihlen auf unter 60°C und Zugabe von 1ul Ethidium-

bromidlésung, wurde das Gel in eine vorher praparierte, 9X 10cm? oder 20X 20cm? mes-
sende, Kammer gegossen. Ein Kamm wurde in das Gel plaziert zur Herstellung von
Aussparungen. Nach der Verfestigung wurde das Gel horizontal in die mit Laufpuffer
aufgefillte Elektrophoresekammer gelegt. Die DNS-Proben wurden im Verhdtnis 1.6
mit Gel loading Puffer gemischt und in die Geltaschen pipettiert. Bei einer Feldstarke
von max. 5V/cm wurden die Restriktionsfragmente Uber 16 Stunden bei einer Strom-
starke von 160-180mA und einer Spannung von 40V aufgetrennt. Zu Beginn des Gel-
laufes wurde fir 30min eine Spannung von 120V benétigt, damit die DNS-Proben in
die Agarose hineindiffundieren. Sobald der Xylen-Cyanol-Farbstoff das untere Gelende
erreichte, wurde die Elektrophorese gestoppt. Unter UV-Tranillumination wurde zur

Dokumentation ein Photo angefertigt (Maniatis et a. 1982).

Tris-Borat-Puffer: 90mM Tris-HCI, 2mM EDTA, 90mM Borsaure; pH8,3
Tris-Acetat-Puffer: 40mM Tris-HCI, ImM EDTA, 40mM Eisessig; pH8,0

Gel loading Puffer: 0,25% Bromphenol Blau, 0,25% Xylen- Zyanol FF, 15% Ficoll
Ethidiumbromid Lsg.: 10mg Ethidiumbromid in 1ml Aqua bidest.

3.8 Isolierung genomischer DNS

Hochmolekulare genomische DNS besteht aus langen Fadenmolekilen mit Molekular-

gewichten in der GréRenordnung von 108 bis 109 .Sieist Bestandteil der Chromosomen
und kann aus Zellkernen isoliert werden. Lysierung von Zytoplasma-und Kernmembran
erfolgte mit Natrium-Laurylsulfat, einem Netzmittel. Nach enzymatischer Verdauung
der Proteine, kdnnen diese durch Solubulisierung in Phenol und darauffolgende Zentri-
fugation von der DNS getrennt werden. Anschlief3end wird die DNS durch Alkohol aus-
geféllt.
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In 2ml Tris-NaCl-Puffer geléste 107 Zellen wurden unter Zusatz von 0,5% Natrium-
Laurylsulfat und 100g Proteinase K inkubiert. Die Inkubation erfolgte unter starkerem
Schiitteln die ersten 30 Minuten bei 65°C, dann weiter Uber Nacht bei Raumtemparatur.
Anschlieffend wurde das gleiche Volumen Phenol hinzugefiigt und die Losung 10 Mi-
nuten in einem Laborschiittler kréftig durchmischt. Nach zehnmindtiger Zentrifugation
bei 2400UpM und 4°C wurde die die DNS enthaltende wéssrige Phase abpipettiert und
der Vorgang wiederholt. Die in Phenol gelGsten Fette sowie die in der Interphase be-
findlichen denaturierten Proteine wurden jeweils verworfen. Entsprechend erfolgte die
weitere Behandlung des Uberstandes zunachst mit einem Phenol-Chloroform-Iso-
amylalkohol-Gemisch im Verhdltnis 25:24:1, einem Chloroform-Isoamylalkohol-Ge-
misch im Verhdtnis 24:1 und schliefdlich mit reinem Chloroform. Hierdurch wurden die
im Phenol geldsten Proteine von der DNS getrennt. Um die DNS zu féllen, wurden 2ml
Uberstand auf eine 0,4M Lithium- Chlorid-Lésung eingestellt. Sofort nach Zugabe von
einem 2,5 fachen Volumen (5ml), auf -20°C vorgekuhltem Alkohol , wurde die DNS
mit einer sterilen, gekrimmten Pasteur-Pipette durch sanftes Drehen aufgefadelt. Alter-
nativ wurde die DNS Uber Nacht bei -20°C gefdlt und nach 30-minitiger Zentrifugati-
on bei 15000Xg pelletiert. Es folgte ein zweimaliges Waschen des Pellets in 70% eisge-
kuhltem Alkohol. Nach Lésen der DNS in 50-100 | Tris- EDTA-Puffer erfolgte jeweils
ein Aufquellen bei 65°C fur 15 Minuten. Der DNS-Gehalt wurde im UV -Spektrophoto-
meter ermittelt, indem die Extinktion bei 260nm Wellenlange gemessen und dieser
Wert mit 50 multipliziert wurde. Der Quotient OD 260nm:OD 280nm lag jeweils zwi-
schen 1,70 und 1,90. Dieser Wert zeigt an, dass kaum Verunreinigung mit Proteinen

vorlag. Die Proben wurden bei -20°C aufbewahrt (Blin and Stafford 1976).

TNE-Puffer: 20mM Tris-HCI, 20mM NaCl, 2mM EDTA, pH8,0

Phenol: Aquilibrierung von 1l wassrigem Phenol durch mehrmaliges Extrahieren mit
TNE-Puffer, pH8. Lagerung unter einem gleichen Volumen TNE + 1g 8, OH-Chinolin
bei 4°C.
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3.9 Restriktionsenzymatische DNS-Fragmentierung

Restriktionsendonukleasen sind bakteriogene Enzyme, die bestimmte Sequenzen in
doppelstrangiger DNS erkennen und spalten konnen. In Bakterien dienen sie wohl der
Abwehr von Phagen-Infektionen, wahrend die eigenen Nucleinsduren durch Methylie-
rung der Basen geschiitzt sind. Die von den hier verwendeten Typ Il Restriktionsendo-
nucleasen geschnittenen Oligonukleotidsequenzen sind Palindrome, erkennen aso die
DNS-Sequenz sowohl in 35" Richtung, als auch umgekehrt. Eine Enzymeinheit (1U)
schneidet 10g von -DNS in einer Stunde. In Tabelle 3.1 werden die Endonucleasen mit
ihren Schnittstellen und Inkubationspuffern aufgezeigt (Roberts 1983; Fuchs and Bla-
kesley, 1983) .

Tab. 3.1
Enzym Mikro- Schnittsequenz Puffer
organismus

BamH | Bacillus G]GATCC High-Salt
amylolique-faciens CCTAG[G

Bgl Il Bacillus A]GATCT Medium-Salt
globigii TCTAG[A

Hind 111 Haemophilus AJAGCTT High-Salt
influenzae TTCGA[A

Pst | Escherichiacoli CTGCA[G High-Salt
ED 8654 GJACGTC

Genomische, hochmolekulare DNS wurde fur das Southern-Blot-V erfahren mit Restrik-
tionsendonukleasen geschnitten; hierfir wurden annghernd gleiche Mengen in der Gro-
enordnung von 10-30ug eingesetzt. Plasmid-Praparationen wurden enzymatisch ge-
gpalten, um die jeweilige Gen-Sonde zu isolieren. Die Proben-Volumina wurden so ein-
gestellt, dass das Enzym-Glycerol Gemisch kleiner als 5% des Endvolumens betrug, da

andernfalls eine Enzymhemmung eintreten wirde. Fir 10ug DNS wurden 1-3 Enzy-
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meinheiten eingesetzt. Ein Reaktionsansatz benétigte den fir die jewellige Restriktion-
sendonuklease erforderlichen Inkubationspuffer in der Endkonzentration von 1:10 Vo-
lumenanteil, um die entsprechende Salz-Konzentration einzustellen. Nach guter Durch-
mischung erfolgte die Inkubation bei 37°C Uber Nacht oder 60 Minuten mit anschlie-
[Rendem funfmindtigen Hitzeschock bei 65°C zur Inaktivierung der Endonucleasen. Die
Proben wurden draufhin mit dem gel loading Puffer im Verhdtnis 1:6 gemischt und im
Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Als DNS-Molekulargewichts-Standard diente
mit dem Restriktionsenzym Hindlll geschnittene Bakteriophagen -DNS. Diese enthdlt
DNS-Fragmente in der Grof3enordnung von 23.13, 9.42, 6.68, 4.36, 2.32, 2.03 und 0.56
kb.

10 x Medium-Salt-Puffer:  100mM TrigHCI, 100mM MgCl2,
10mM Dithiothreitol,
500mM NaCl; pH 7,5

10 x High-Salt-Puffer: 500mM Tris/HCI, 100mMMgCl2,
10mM Dithiothreitol,
000m NaCl; pH 7,5

3.10 Isolierung kleiner Mengen Plasmid DNS

Plasmide liegen in der Regel als zirkul&r geschlossene Molekile vor. Diese Form bleibt
auch bei alkalischem pH stabil. Hochmolekulare chromosomale DNS wird denaturiert
und a's Proteinkomplex in unléslicher Form ausgeféllt. Die im basischen Milieu gelGste

Plasmid-DNS kann nach Alkoholféllung extrahiert werden.

In einem Eppendorfhiitchen werden 1,5ml einer Uber Nacht gewachsenen Bakterienkul -
tur mit 100pl Doly | sowie 10pl Lysozym versetzt. Nach kréftiger Durchmischung er-
folgte eine Inkubation auf Eis fur 30 Minuten. Daraufhin Zugabe von 200ul Doly 11 und
erneute funfminutige Inkubation auf Eis. Nach weiteren funf Minuten wurde das Lysat
mit 150 pl Doly I11 gemischt, wieder finf Minuten auf Eis plaziert und nochmals abzen-

trifugiert. Die Uberstiande wurden in Eppendorfhitchen mit je 250ul Phenol und Chlo-
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roform gemischt und bei 14000 UpM zentrifugiert, erneut mit 500ul Chloroform ver-
mischt und zentrifigiert und schliefdlich mit 1ml Alkohol versetzt und eine Stunde bel -
20°C gefdlt. Das durch funfzehnmindtige Zentrifugation gewonnene Plasmid-DNS-Pel -
let wurde in 100ul TE geldst, 30 Minuten bel 37°C mit RNase inkubiert und dadurch
von RNS befreit, anschliefRend mit 60pl 20% PEG-Losung 1 Stunde auf Eis inkubiert

und abzentrifugiert. Diese Pellets wurden in 20ul TE aufgenommen (Birnboim und

Doly 1979).

Doly I: 50mM Glucose, 25mM Tris/HCI, pH7,5, 0,5M EDTA
Doly Il: 0,2M NaOH, 1% SDS

Doly Il1: 3M K-Acetat, 3M Essigsdure

TE: 10mM Trig/HCI, 1mM EDTA, pH8,0

PEG-LOsung: 20% Polyehylenglykol, 2,5M NaCl

3.11 Plasmid isolierung im Anionen-Austausch Verfahren

Um grofRere Mengen Plasmid-DNS zu isolieren, wurde eine Anion-Austausch-Trennung
der DNS vorgenommen unter Verwendung einer Quiagen-Harz-Saule. Diese besitzt
eine hydrophile Oberflache, die an Silikat gebundene DEAE-Gruppen enthalt und daher
eine extrem hohe Ladungsdichte aufweist. Zusétzlich besitzt die Quarz-Séule eine Po-
rengrofde von ca. 100um. Ladungsdichte und Porengrof3e gewéhrleisten eine grol3e
Trennungsbreite von 0,1M bis 1,6M Salz-Konzentration. Nukleinsduren binden an die
Silikatgel-Oberflache in der Gegenwart hoher chaotroper Salzkonzentrationen. Durch
Aquilibrierung der Bindungs-puffer wird erreicht, dass selektiv Einzel- und Doppel-
strang-DNS an die Quarzsdule bindet und Carbohydrate, RNS und Proteine herausge-
waschen werden konnen. Anschlief3end kann die DNS bel niedriger Salzkonzentration

eluiert werden.

Das Pellet einer 500 ml Kultur wurde nach Zugabe von 100 pg/ml RNase A in 10ml
Puffer 1 gel0st. Einer finfmindtigen Zell-Lyse mit 200mM NaOH, 1% SDS unter sanf-
tem Schiitteln, folgte eine Zugabe von 4ml 3M K-Acetat, pH5,5 mit anschlief3ender In-

26



kubation auf Eis fur funf Minuten. Die Lésung wurde 30 Minuten bei 30.000Xg und
4°C zentrifugiert und der Uberstand dekantiert. Zwischendurch erfolgte die Aquilibrie-
rung der Silikatsaule mit 4ml Puffer QBT. Der Uberstand wurde sofort iiber die Quarz-
saule gegeben und mit 2X10 ml Puffer QC gewaschen, um die Protein-und RNS-Konta-
minationen zu entfernen.Daraufhin wurde die DNS mit 5ml Puffer QF eluiert. Es folgte
eine DNS-Préazipitation mit 0,7 Volumenanteilen Isopropanol, Zentrifugation bel
15.000Xg und 4°C fur 30 Minuten und Waschen der DNS in 5ml 70% Alkohol. Nach
finfmindtiger Lufttrocknung wurde die DNS in TE-Puffer gelGst.

Puffer 1: 50mM Tris/HCI, 10mM EDTA; pH 8,0

Puffer QBT: 750mm NaCl, 50mM MOPS, 15% Ethanol, pH 7,0; 15% Triton X-100
Puffer QC:  1,0M NaCl, 50mM MOPS,15% Ethanol; pH 7,0

Puffer QF:  1,25M NaCl, 50mM Trig/HCl, 15% Ethanol; pH 8,5

3.12 DNS-Extraktion aus Agarosegelen

DNS kann unter Schmelzen von Agarose direkt aus Gelen quantitativ extrahiert werden.
Hierbel wird ebenfalls die Eigenschaft der Nucleinsauren an Silikat-Gel-Partikel zu ad-
sorbieren, ausgenutzt.

Restriktionenzymatisch gespaltene Plasmid-DNS wurde auf einem horizontalen, niedrig
schmelzenden Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Als Laufpuffer wurde TAE
verwendet, da Bor-lonen im TBE-Puffer die Solubilisation stéren. Unter UV-Durch-
leuchtung wurde das zu eluierende DNS-Fragment aus dem Gel mit einem Skalpell her-
ausgeschnitten und in einem Eppendorfhiitchen mit 3001 QX 1-Puffer pro 100mg Gel so-
lubilisiert. Nach Zugabe von 10ul Silikat-Partikel-haltige Quiaex -Ldsung wurde der
Ansatz bei 50°C fur 10 Minuten inkubiert. Die gebundene DNS wurde bel 14.000Xg
abzentrifugiert und in 5001 Puffer QX2 gel6st. Erneuter Zentrifugation folgte ein Lésen
des Pellets in 5001 Puffer QX3. Wieder wurde die Losung zentrifugiert und das Pellet
schliefdich in TE gelost, funf Minuten bel 50°C inkubiert, um die DNS vom Silikat zu
l6sen, und fur 30s abzentrifugiert. Die im Uberstand geltste DNS wurde bei -20° C ge-

lagert.

27



Puffer QX1.: 3M NaCl, 4m Na ClO4, 10mM TRis/HCI; pH 7,0

Puffer QX2: 8M NaClO4, 10mM Trig/HCI; pH 7,0
Puffer QX3: 70% Ethanol, 100mM NaCl, 10mM Tris/HCI; pH 7,5
10x TAE: 100mM Tris/HCI, 50mM Na-Acetat, 5mM EDTA;

pH 7,8 (mit Essigsaure eingestellt)

3.13 Anzucht klonierter Bakterienstamme

Bakterien kénnen durch den Vorgang der Transformation Plasmid-DNS aufnehmen.
Durch vorherige Integration von DNS-Sequenzen in geeignete Vektor-Plasmide mittels
einer Ligation, kdnnen diese durch Anzucht der Bakterien vervielfatigt und durch Plas-
mid-Prdparation isoliert werden.Das high copy Vektorplasmid pBR 322 hat eine Grol3e
von 4362 Bp, enthélt das Replikon pMB1, das Ampicillinresistenzgen Tn3 und das Te-
tracyclinresistenzgen pSC101 (Sutcliffe 1978).

Zur Anzucht apathogener HB101 E. coli Bakterienstamme erfolgte ein Drei-Osen-Aus-
strich der Bakterien auf einer Agarose-L B-Medium-Platte. Dem N&hrmedium wurden je
nach Resistenz entweder Ampicillin oder Tetracyclin in einer Endkonzentration 50ug/ul
beigegeben. Nach einer zwdlf-Stunden Inkubation bel 37°C wurde eine Kolonie ent-

nommen und in einem grof3eren Volumen LB-Flissigmedium in einem Schiittelinkuba-

tor geziichtet bis eine Séttigung von 1X 109 Zellen pro ml, entsprechend einer Extinkti-
onvon 1-1,5 Egoo/ml, erreicht wurde. Anschlief3end wurden die Bakterienzellen abzen-

trifugiert und mit PBS gewaschen. Im Anschluf3 hieran erfolgte die Plasmid-DNS-Iso-

lierung.

Luria-Bertani (LB)-Medium: 1% Bacto- Tryptone, 0,5% Bacto Y east-Extrakt,
1% NaCl, pH 7.5
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3.14 Beschreibung der verwendeten Gen-Sonden

Die hier verwendete Immunglobulin-Gen-Sonde besteht aus einem 2,5 Kb grof3em
Keimbahnfragment, das Teile der Schwerketten-Joining-Region (JH) kodiert. Sie kann
mit der Keimbahn-und der rearrangierten Immunglobulin-Gen-Konfiguration hybridi-
sieren. Abhangig von der Wahl des Restriktionsenzymes, mit dem die zu untersuchende
DNS geschnitten wird, hybridisiert die Sonde mit der Keimbahn-DNS auf Hohe einer
bestimmten Molekulargewichtsgréf3e. Abweichende Hybridisierungs-Signale werden
als klonale Gen-Rearrangements bewertet. Bel den hier verwendeten Restriktionsendo-
nukleasen Bam HI zusammen mit Hind 111 hat das gebildete Keimbahn-Konfiguration

Hybrid eine Grof3e von 5,6 Kb.

Fir die Hybridisierung des T-Zell-Rezeptor-Gens wurde eine 0,7 Kb grof3e Sonde ein-
gesetzt, die die konstante Region der 3-Kette des T-Zell-Rezeptor-Gens (TZR ) ko-
diert. Bei Hind 111 geschnittener DNS ergibt die Hybridisierung in der Keimbahn-Konfi-
guration ein Signal bei 7,7 und 3,7 Kb.

Tabelle 3.2, S.30 zeigt die entsprechenden Hybridisierungs-Signale restriktions-enzy-
matisch fragmentierter DNS mit den JH-und TZR [-Sonden. Abb.3, S. 30 zeigt die im
Agarosegel aufgetrennten restriktionsenzymatisch gespaltene Plasmide, die die hier ver-

wendeten Gensonden enthalten.

Die Proben wurden uns freundlicherweise von Frau Dipl. Biol. S. Heinsohn, UKE-Kin-

derklinik, Hamburg, zur Verfigung gestellt.
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Abb. 3

Restriktionsenzymatische Spaltung der Plasmide, die spezifische Hybridisierungssonden

enthalten.

Kb

3

4 5 6

7 Kb

<4—

2,5 JH-Sonde

0,7 TZR-Sonde

4_
1,2: JH-Plasmid nach
Spaltung mit Eco
RI/Bgl Il
3: JH-Plasmid
4,5: TZR[B-Plasmid nach
Spaltung mit Pst I/
Bgl I
6: TZRpB-Plasmid
7. isolierte JH-Sonde
Tab. 3.2
DNS Groide Chro- Lokus Restrikt. En- Kem-bahn
Sonde  (Kb)  mosom zym (Kb)
JH 25 14 |g-Schwer-ketten- BamHI+ Hin- 5,6
diil
Region BamH|I 17
EcoRl 16
TZR B 0,7 7 T-Z€ell Rezeptor-  BamHI 23
B-Kette, EcoRl 12+7,2
C-Region Hindlll 7,7+ 37
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3.15 DNS-Blot auf Nylon-Membranfilter

Uber einen kapilldren Transfer konnen DNS-Restriktionsfragmente,die in der Agarose-
gel-Elektrophorese aufgetrennt wurden, vom Gel auf eine solide Matrix flachentreu
transferiert werden. Die Kapillarkraft rihrt von dem Sog aufgel egter,trockener Absorb-
tions-Papiertiicher her. Auf physikalisch stabilen Nylon-Membranen fixierte DNS kann
so weiteren Untersuchungen zugefihrt werden. Vor dem Blot-Verfahren folgt der in der
Agarose befindlichen DNS, eine fakultative Depurinierung in schwacher Sdure und an-
schlief3ende Denaturierung in starker Lauge. Hierbei werden die Wasserstoffbrticken-
Bindungen der Doppel-Helix gespalten, damit die DNS in Einzelstrangformation vor-
liegt und eine spétere spezifische Gen-Sonden-Bindung stattfinden kann (Southern
1975).

Das unter UV-Trans [lumination photographierte Agarose-Gel wurde bel Raumtempera-
tur fUr 10 Minuten sanft in 0,2M Salzsdure geschiittelt; anschlief3end in Aqua bidest ge-
waschen und 45 Minuten in Denaturierungs-Losung inkubiert. Diese Losung wurde
mehrere Mal e erneuert. Anschlief3end wurde das Gel in eine Neutralisations-L 6sung ge-
legt.-Uber eine mit 10xSSC gefiillten Glas-Schiissel wurde eine Glasplatte zur Briicken-
bildung plaziert. Auf die Glasplatte wurden zwel Lagen 3 mm Whatman-Papier gelegt,
S0 dass deren Enden in die SSC-Losung tauchen konnten. Auf das Whatman-Papier
wurde das Agarose-Gel, und hierauf eine vorher zurechtgeschnittene Nylon-Membran
blasenfrei kontaktiert. Den Abschlul’ des Sandwiches bildeten zwei in SSC befeuchtete
Lagen Whatman-Filter die von einer 20 cm hohen Zellstoff-Schicht bedeckt wurden.
Eine aufgelegte, beschwerte Glasplatte gewahrleistete einen gleichméidigen Transfer. Es
wurde mindestens 24 Stunden geblottet. Der Blot-Vorgang wurde durch Ethidiumbro-
mid-Farbung des Geles kontrolliert. Zum Fixieren der DNS auf den Filter, wurde die
zwischen trockenem Whatman-Papier gelagerte Nylon-Membran fir eine Stunde bel
80°C in einem Vacuumofen "gebacken". Bis zur weiteren Verarbeitung wurde diese in

Folie eingeschwei 3t und bei 4°C aufbewahrt .
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10 x SSC: 1,5M NaCl, 0,15M Na-Citrat; pH 7,2
Denaturierungs-Puffer:  1,5M NaCl, 0,5M NaOH
Neutralisations-Puffer:  1,5M NaCl, 1M TrigHCI; pH 7,4

3.16 DNS-Markierung mit radioaktivem Phosphat

Zur Markierung neu synthetisierter Hybridisierungs-Sonden diente die ‘random primed'
DNS-Markierungsreaktion. Hierbei hybridisieren Hexanucleotide aller méglichen Se-
guenzkombinationen unspezifisch und in statistischer Verteilung an die eingesetzte
DNS-Matrix. Diese 'random Oligonukleotide' dienen as Primer fur die Synthese eines
neuen, komplementdren DNS-Einzelstranges. Die Synthese wird katalysiert durch das
Klenow-Fragment der E. coli DNS-Polymerase |, welches ein 76kd grof3es, durch Pro-
tease von Bacillus subtilis von der DNS-Polymerase | abgespaltenes Enzym darstellt
(Kornberg 1969). Dieses Enzym katalysiert die Addition von Mononukleotiden . Die
DNS-Synthetisierung verlauft von den 3 -Enden der ‘random primer' unter Einbau hin-
zugefugter, radioaktiv modifizierter Desoxyribo-nucleosidtriphophate (Feinberg und
Vogelstein 1983).

Die Durchfuhrung der Markierungreaktion erfolgte den Angaben des Herstellers ent-
sprechend. Auf 9ul Probenvolumen aufgefilite DNS, in der Menge von 25-50ng, wur-
den durch zehnminitiges Erhitzen auf 100°C und anschlief3endes Abkihlen auf Eis de-
naturiert. Je 1ul dATP, dGTP, dTTP sowie 2ul Reaktionsgemisch, 1ul Klenow-Enzym

und 5pl [a32 P]dCTP, entsprechend 50 ICi bei einer Ausgangskonzentration von 3000
Ci/mmol, wurden hinzugefiigt. Nach Durchmischung wurde der Ansatz bei 37°C fur 60
Minuten inkubiert, und anschlief3end die Reaktion durch zehnmindtiges Erhitzen auf
65°C gestoppt. Nicht eingebaute Desoxyribonucle-osidtriphophate wurden durch Zen-
trifugation in einer vorher praparierten Sephadex-G 50 Chromatographiesdule abge-
trennt. Der Markierungseinbau wurde durch Vergleich von gesamt eingesetzter Radio-
aktivitét mit einem Aliquot der inkorporierten Radioaktivitét kontrolliert. Der markierte

DNS-Strang wurde anschlief3end zur Hybridisierung weiterverwendet.
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3.17 DNS-Hybridisierung

Radioaktiv markierte DNS-Sonden kdnnen unter geeigneten chemischen und thermi-
schen Bedingungen an linear vorliegende und auf Membranfilter fixierte DNS binden.

Diese Hybride werden spéter durch Autoradiographie sichtbar.

Um unspezifische DNS-Bindungsstellen auf der Membran abzublocken, wurde die
Praehybridisierung durchgefiihrt. Hierfir wurde die befeuchtete Membran in einen
Glaszylinder aufgerollt und mit 15 ml Praehybridisierungs-Ldsung, unter Zugabe vorher
denaturierter und fragmentierter Lachs-Sperma-DNS, Uber zwei Stunden bei 61°C in ei-
nem Hybridisierungsofen inkubiert. Anschlief3end wurde eine neue Hybridisierungs-L 6-
sung, die die radioaktiv markierte DNS-Sonde enthielt, hinzugegeben. Vor der Zugabe
wurde die DNS-Sonde zusammen mit 150ul Lachs-Sperma-DNS (10 pg/pl) gekocht
und auf Eis plaziert, damit sie in Einzelstréngen vorliegt. Unter sténdigem Drehen der
Glasrohre wurde die Hybridisierung tiber 12-16 Stunden bel 61°C durchgefihrt. Unspe-
zifisch an die Membran gebundene DNS wurde durch mehrmaliges Waschen des Filters
unter steigender Stringenz, d.h. abfalender ionischer Konzentration, entfernt. Dabel
wurde die Membran zweimal zehn Minuten in 2xSSC bei Raumtemperatur, funf Minu-
ten in 1XSSC + 1% SDS und zwanzig Minuten bei 50°C in 0,1XSSC + 0,1% SDS unter
kraftiger Schittelbewegung gewaschen. Die auf dem Filter verbleibende Radioaktivitét
wurde nach jedem Wachvorgang mit dem Geigerzdhler kontrolliert. Um die Membran
vor dem Austrocknen zu bewahren, wurde sie gleich nach dem Waschen in Plastikfolie

eingeschwei (3t und zur Autoradiographie weiterverwendet.

Praehybridisierungs-L 6sung:

6xSSC, 0.5 SDS, 5x und Denhardt-Ldsung, 100ug/pl fragmentierte denaturierte Lachs-
Sperma-DNS

1 x Denhardt-L 6sung:

0,02% Ficoll, 0,02% Rinderserum-Albumin, 0,02% Poly-vinyl-pyrrolidon

20x SSC: 3M NaCl, 0,3M Na-Citrat

33



3.18 Autoradiographie

Nach der Hybridisierung mit einer radioaktiven Probe kdnnen Hybride durch Autora-
diographie visuadisiert werden. Die Membranen wurden innerhalb einer Kodak Film-
casette mit Verstarkerfolien auf einen Rontgenfilm gelegt und bei -80° C fur ein bis
sechs Tage exponiert. Die Grof3e der markierten DNS-Fragmente kann ermittelt werden
durch Vergleich mit dem Molekularmassenstandard im photographierten Elektrophore-

se- Agarosegdl .



4. Ergebnisse

4.1 Etablierung eines Assays aus Langzeitflissigkultur und DNS-Filterhy-
bridisierung zum Nachweis von minimaler Restkrankheit

4.1.1 Sensitivitat der DNS-Filterhybridisierung zum Nachweis von Monoklonali-
tat

In einem Verdinnungsexperiment mit aus Burkitt-Lymphomzellen der Zell-Linie Rgji
extrahierter DNS und Plazenta-DNS wurde die Sensitivitét der Filter-Hybridisierung ge-
testet. Hierbel wurde die DNS der Rgji-Zellen bis zu einem Minimum-Anteil von 1%
der Plazenta-DNS beigemengt. Die absolute Menge an DNS betrug bel jedem Ansatz
jeweils 20ug. Dann erfolgte ein Restriktionsverdau mit den Enzymen BamHI und Hin-
dill. Anschlief3end wurde das DNS-Gemisch in einem 0,8%igen Agarosegel elektropho-
retisch aufgetrennt, auf einen Filter Gbertragen und mit der radioaktiv markierten JH-
Sonde hybridisiert. Die Autoradiografie der Filter zeigte monoklonale Signale bei 1,6
Kb bis zu einer Verdiinnung von 2,5% (Abb. 4.1 aund b, S.36).
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Abb. 4.1a
DNS-Filterhybridisierung mit der JH-Sonde. Verdinnungsreihe von gesunden mononukleadren
Knochenmarkszellen mit Burkitt-Lymphomzellen der Zelllinie Raji.

Kb 1 2 3 4 5 Kb BamHI / Hind 11l
Restriktionsverdau
23,1
9,4
65 5,6 Keimbahnkonfiguration
monoklonale Signale
2,3
1:Raji 0%
2:Raji 20%
3:Raji 40 %
4: Raji 50 %
5: Raji 100 %
Abb. 4.1b
1 2 3 4 5 6 7 Kb BamHI / Hind 1lI
Restriktionsverdau
23,1
9,4
6.5

5,6 Kb Keimbahnkonfiguration
4_

1,6 Kb monoklonale Signale

1:Raji 0%
2:Raji 25%
3:Raji 5%
4: Raji 10 %
5: Raji 20 %

2,3

Die Nachweisgrenze eines monoklonalen Rearrangements lag bei 2,5%
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4.1.2 Sensitivitat des lichtmikroskopischen Nachweises von Burkitt-
Lymphomzellen in normalen mononukledren KM Zellen

Burkitt-Lymphomzellen der Zelllinie Raji wurden mit mononukledren KM-Zellen ge-

sunder Spender in Verdiinnungen bis 1:10° gemischt. Anschlieend wurden Zytozentri-
fugat-Préparate angefertigt und nach Pappenheim geférbt. In der lichtmikroskopischen
Analyse wurden Burkitt-Lymphom-Zellen bis zu einer Verdiinnung von 1:100 entdeckt.
Hierbel sai erwéhnt, dass die typische Morphologie der Burkitt-Lymphom-Zellen eine
wesentliche Erleichterung in der mikroskopischen Analyse darstellte, im Gegensatz zu
der deutlich problematischeren Einordnung pathologisch veranderter Zellen im Untersu-

chungsgut bei Patienten mit Erkrankungen aus dem hadmatol ogischen Formenkreis.

4.1.3 Langzeitkultivierung: Verduinnungsexperiment mit Burkitt-Lymphom-
Zellen (Zelllinie Raji) der B-Reihe und gesunden mononukledaren KM-Zellen

Es wurden insgesamt 10° Zellen in 10ml Kulturmedium gebracht. Dabei wurde eine

Verdinnungsrethe von 1:10 bis 1:10° Raji-Tumorzellen in gesunden KM-Zellen herge-
stellt. Nach jeder Woche wurde jeweils die Hélfte der Zellsuspension entfernt und die
Kultur mit dem gleichem Volumen Zellmedium aufgefiillt. Die entnommenen Zellen
wurden quantifiziert. Dartberhinaus wurden 2 Zytozentrifugate angefertigt und nach
Pappenheim gefarbt. In der anschlief3enden mikroskopischen Analyse wurden Zellkultu-
ren, in denen Tumorzellen vorkamen, als positiv gewertet. Hierbei waren die Burkitt-
Lymphomzellen sicher zu identifizieren anhand ihrer typischen Morphologie: rundlicher
Zellkern, grofer Nukleolus sowie basophiles Zytoplasma mit kleinen Fettvakuolen.
Wie in Tabelle 4.1, S.38/39 dargestellt zeigte sich, dass in der konventionellen mikro-

skopischen Analyse nach Pappenheim-Farbung Raji-Tumorzellen in einer Verdinnung

1:10° bereits nach 3 Wochen Fluissigkultur, in der DNS-Filterhybridisierung nach 5 Wo-
chen nachweisbar waren (Abb. 4.2, S.43).
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Tab. 4.1 Langzeitkultivierung der Verdiinnungsreihe von Raji-Lymphomzellen

Raji 1:10
Woche Zéellzahl DNS Tumorzellen monoklonales
108/m (Hg) Zytologie Rear rangement
1 1,1 20,0 + +
2 1,8 45 + k.S.
3 2,0 12,5 + +
4 2,0 20,0 + +
5 1,8 20,0 + +
6 1,9 8,8 + +
Raji 1:10°
Woche Zellzahl DNS Tumor zellen monoklonales
10%/ml (V)] Zytologie Rearrangement
1 05 10,0 + -
2 0,8 10,8 + +
3 2,2 15,0 + +
4 2,6 20,0 + +
5 2,2 19,5 + +
6 1,8 12,4 + +
Raji 1:10°
Woche Zellzahl DNS Tumor zellen monoklonales
108/m (1Q) Zytologie Rearrangement
1 0,55 13,5 - -
2 0,46 7,6 + -
3 1,2 11,4 + +
4 2,7 18,7 + +
5 24 21,2 + +
6 21 12,0 + +
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Fortsetzung Tab. 4.1

Raji 1:10*
Woche Zellzahl DNS Tumor zellen monoklonales
108/m (1Q) Zytologie Rearrangement
1 0,62 12,2 - -
2 0,36 24 + -
3 0,28 4,2 + -
4 0,17 15 + +
5 0,29 20,5 + +
6 0,25 22,7 + +
Raji 1:10°
Woche Zellzahl DNS Tumor zellen monoklonales
10%/ml (V)] Zytologie Rearr angement
1 0,81 13,2 ; -
2 0,48 134 - )
3 0,11 3,6 + k.S.
4 0,26 54 + -
5 21 18,7 + +
6 3,6 14,4 + +
Raji 1:10°
Woche Zellzahl DNS Tumor zellen monoklonales
10%/ml (V)] Zytologie Rearrangement
1 0,49 4,0 - N
2 0,33 4,0 - )
3 0,07 2,2 + k.S.
4 0,12 3,0 + k.S.
5 0,65 20,0 + +
6 31 15,5 + +

k.S.= kein Signal



4.1.4 Langzeitkultivierung: Verdinnungsexperiment mit Burkitt-Lymphom-
Zellen der B-Reihe (Zelllinie ST486) und gesunden mononukledaren KM-Zellen

Wie bei der Langzeitkultivierung der Raji-Zellkultur-Linie wurden Zellen der B-Lym-

phomzellen ST486 in Verdinnungen bis 1:10° mit mononukledren Zellen gesunder
Spender in Kultur gebracht. Hierbei fiel ein weniger starkes Wachstum der ST486-Tu-
morzellen auf, so dass die Mdglichkeit des Vergleiches von stark proliferierenden mit
weniger stark proliferierenden Lymphomzellen beziiglich des Lymphomnachwel ses be-
stand. Augrund der geringen Menge isolierter DNS nach wdchentlicher Entnahme je-
weils der Hafte des Kulturvolumens wurde ein Pool der gewonnenen Zell-DNS in ver-
tikaler Richtung der jeweiligen Verdinnungsansétze gebildet. Die DNS-Hybridisierun-
gen mit der JH-Sonde ergaben den Nachweis von Monoklonalitét bis zu der maximalen
Verdinnung von einer Tumorzelle in 1 Million mononukledren KM-Zellen (Abb. 4.3,
S.43). Dieses Ergebnis entsprach auch der morphologischen Untersuchung. Tab.4.2,
S.41/42 fasst die Ergebnisse zusammen.
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Tab. 4.2 Langzeitkultivierung der Verdiinnungsreihe von ST486-Lymphomzellen

ST486 1:10
Woche Zellzahl DNS Tumorzellen monoklonales
10%/ml (HO) Zytologie Rear rangement
1 4,9 18,3 + vertikale
2 2,1 8,0 + Pool-Bildung
3 1,6 8,3 +
4 0,8 7,1 + l
5 0,5 4,5 +
6 13 12,5 + +
ST486 1:10°
Woche Zellzahl DNS Tumorzellen monoklonales
10%/ml (Te)} Zytologie Rearrangement
1 6,1 52 - vertikale
2 0,49 6,3 + Pool-Bildung
3 0.2 5,2 +
4 0,16 6,2 + l
5 0,09 6 +
6 0,2 7 + +
ST486 1:10°
Woche Zellzahl DNS Tumorzellen monoklonales
10%/ml (1) Zytologie Rearrangement
1 0,47 6,7 - vertikaler
2 0,26 9,0 - Pool
3 0,13 5,2 -
4 0,078 3,7 + l
5 0,043 6,0 +
6 0,058 3,0 + +
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Fortsetzung Tab. 4.2

ST486 1:10*
Woche Zellzahl DNS Tumor zellen monoklonales
10%/ml (nO) Zytologie Rearrangement
1 0,83 16,2 - vertikaler
2 0,25 12,7 - Pool
3 0,15 3,7 -
4 0,07 5,6 + !
5 0,037 7,0 -
6 0,075 3,0 + +
ST4861:10°
Woche Z¢ellzahl DNS Tumor zellen monoklonales
108/ml (no) Zytologie Rearrangement
1 0,78 10,9 - vertikaler
2 0,24 4,1 - Pool
3 0,13 75 -
4 0,07 8,7 + !
5 0,045 7,0 +
6 0,07 3,0 + +
ST486 1:10°
Woche Zellzahl DNS Tumor zellen monoklonales
10%/ml (nO) Zytologie Rearrangement
1 0,25 8,5 - vertikaler
2 0,21 11,6 - Pool
3 0,14 4,3 -
4 0,066 3,0 - l
5 0,04 7,0 +
6 0,057 3,2 + +
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Abb. 4.2

DNS-Filterhybridisierung. Detektion monoklonaler Signale mit der JH-Sonde nach 5 Wochen
Langzeitkultivierung von unterschiedlichen Verdinnungen von Raji-Lymphomzellen in mononu-
kledaren KM-Zellen. Bis zu einer Verdiinnung von 1: 106 konnten Tumorzellen detektiert werden.

1 2 3 4 5 6 7 Kb BamHI / Hind Il
i ; Restriktionsverdau

<« 2® Keimbahnkonfiguration

<« 16 monoklonale Signale

Verdinnungsreihe

: Raji 1:108
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: Raji 1:101
: Plazenta-DNS

Elektrophoretische Auftrennung der verdauten DNS in
0,8%igem Agarosegel
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Abb. 4.3

Nach 6 Wochen Langzeitflissigkultur wurde aus ST486 B-Lymphomzell-Verdinnungen in vertika-
ler Richtung jeweils ein Pool der DNS gebildet. In allen Verdinnungsexperimenten konnte Mono-
klonalitat in der DNS-Filterhybridisierung nachgewiesen werden.

1

2 3 4 5 6 7 Kb BamHI / Hind Il
Restriktionsverdau

-« 5,6 Keimbahnkonfiguration
i 1'9:| monoklonale Signale
< 16

Verdinnungsreihe

1: St 486 1:101
2: St 486 1:102
3: St 486 1:103
4: St 486 1:10%
5: St 486 1:10°
6: St 486 1:106
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4.1.5 Langzeitkultivierung: Verdunnungsexperiment mit Lymphom-Zellen
der T-Reihe (Zelllinie Molt3) und gesunden mononukledaren KM-Zellen

Entsprechend den Ansétzen bei den B-Lymphomzellen wurde auch mit der T-Zell-Lym-
phom-Kulturlinie Molt3 verfahren. Auch hier gelang nach 6 Wochen Langzeitkultivie-
rung sowohl durch mikroskopische Analyse als auch durch DNS-Filter-Hybridisierung
der Nachweis von einer Lymphomzelle in einer Million mononukledren KM-Zellen
(Abb. 4.4 u. 4.5, SA47). Tab 4.3, S.45/46 stellt die Zusamenfassung der Ergebnisse der
Nachweisverfahren der jeweiligen Verdinnungsstufen nach in-vitro Kultivierung dar.



Tab. 4.3 Langzeitkultivierung der Verdinnungsreihe von Molt3-Lymphomzellen

Molt31:10
Woche Z¢ellzahl DNS Tumor zellen monoklonales
10%/ml (Ts)) Zytologie Rearrangement
1 2,2 12,0 + +
2 2,7 27,0 + +
3 1,7 9,2 + n.d.
4 1,8 15,5 + +
5 1,6 25,0 + +
6 1,7 25,0 + +
Molt3 1:10
Woche Z¢ellzahl DNS Tumor zellen monoklonales
108/m (1Q) Zytologie Rearrangement
1 0,93 4,8 - -
2 25 75 + -
3 11 9,2 + n.d.
4 1,6 22,5 + +
5 1,4 22,5 +
6 1,6 25,0 + n.d.
Molt3 1:10°
Woche Zellzahl DNS Tumor zellen monoklonales
108/m (1Q) Zytologie Rearrangement
1 0,81 8,0 - -
2 0,96 75 + -
3 0,3 10,2 + n.d.
4 0,6 11,5 + +
5 0,58 12,5 + +
6 11 25,0 + +
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Fortsetzung Tab. 4.3

Molt3 1:10%
Woche Zellzahl DNS Tumorzellen monoklonales
10%/ml (HO) Zytologie Rear rangement
1 0,8 11,2 + -
2 0,36 55 + -
3 0,12 6,2 + n.d.
4 0,089 7,8 + +
5 0,28 7,8 + +
6 0,45 20,0 + +
Molt31:10°
Woche Zellzahl DNS Tumorzellen monoklonales
10%/ml (M) Zytologie Rearrangement
1 0,29 12,8 - -
2 0,3 9,5 - -
3 0,071 6,0 + n.d.
4 0,03 4,0 + k.S.
5 0,027 9,7 + +
6 0,1 12,0 + +
Molt31:10°
Woche Zellzahl DNS Tumorzellen monoklonales
10%/ml (Ts)) Zytologie Rearrangement
1 0,28 6,4 - -
2 0,24 4,0 - k.S.
3 0,06 3,0 n.d. n.d.
4 0,045 n.d. - k.S.
5 0,032 8,0 + +
6 0,02 50 + +

n.d.= nicht durchgefihrt; k.S.= kein Signal
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Abb. 4.4
DNS-Filterhybridisierung mit TZR-B-Sonde nach 1 Woche Langzeitkkultivierung.

1 2 3 4 5 6 7 Kb Hind IlI
. Restriktionsverdau

Keimbahnkonfiguration

3,7
3,2~ monoklonale Signale

4_
4_

Verdinnungsreihe

: MOLT3 1:108
: MOLT3 1:10%
:MOLT3 1:104
:MOLT3 1:108
: MOLT3 1:102
: MOLT3 1:101
: Plazenta, neg. Kontrolle

No ok WNBRE

Abb.4.5

DNS-Filterhybridisierung mit TZR-B-Sonde nach Hind Ill Restriktionsverdau.

Nach 6 Wochen Langzeitkultivierung konnten monoklonale Signale der T-Zell-Lymphom-Zelllinie
MOLT3 bis zu einer Verdliinnung von 1:10¢ entdeckt werden.
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4.2 Ergebnisse des Assays zum Nachweis von minimaler Restkrankheit
nach klinischer Anwendung

4.2.1 Klinische Daten der untersuchten Patienten

Insgesamt wurden 25 Patienten, die an Leukamie oder Lymphome erkrankt waren, un-
tersucht, davon waren 20 B-Zell- und 5 T-Zell-NHL nach Immunophéanotypisierung. 10
Frauen und 15 Manner in einem Alter zwischen 8 und 59 wurden in die Studie einge-
schlossen. Die Einteilung der NHL erfolgte durch die Begutachtung des Pathologen.
Dabei wurde die Einordnung nach der Kieler Klassifikation vorgenommen. Die klini-
sche Stadieneinteilung erfolgte nach Ann Arbor; nur bei dem multiplen Myelom wurde
das Stadium der Erkrankung nach Salmon und Durie eingeteilt. In 16 Fallen lag bei
Erstdiagnose ein primér extramedullarer Lymphombefall vor. Bei 9 Patienten wurde
eine Stammzelltransplantation, bei 8 eine alogene und bel 3 eine autologe Knochen-
marktransplantation vorgenommen. 2 Patienten wurden primér operativ versorgt: bei
Pat. 20 wurde eine Magenresektion, bei Pat. 23 eine M ediastinalresektion durchgefihrt.
Tab. 4.4, S.49/50 gibt die klinischen und pathol ogischen Daten der Patienten wieder.
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4.2.2 Nachweis von minimaler Restkrankheit bei den untersuchten Patienten

Entsprechend den oben beschriebenen Kulturverfahren wurden die mononukledren Zel-
len aus L eukapherese-Material und Knochenmark isoliert und fir 6 Wochen in Flissig-
kultur gebracht. Bei allen Patienten wurde ein jeweils vertikaler Pool der wdchentlich
entnommenen Zellen gebildet und die DNS extrahiert. Anschlief3end wurden DNS-Hy-
bridisierungexperimente durchgefihrt. Dabei wurden die B-Zell-Lymphome mit der JH-
Sonde und die T-Zell-Lymphome mit der TZR-Sonde hybridisiert. Insgesamt wurde bel
4 von 25 Patienten minimale Restkrankheit entdeckt, bel 3 Patienten mit B-Zell- (Abb.
4.6aund b, S.52) und bei einem Patienten mit T-Zell-NHL (Abb. 4.7, S.53).

4.2.3 Korrelation der Testergebnisse mit dem klinischem Verlauf

Von den innerhalb von 6 Jahren Beobachtungszeit verstorbenen Patienten wurden 4
von 12 positiv getestet in dem hier angewendeten Assay (Tab. 4.5, S.54). Nach klini-
schen Kriterien lag bei den positiv getesteten jeweils ein Rezidiv der Lymphomerkran-
kung vor. Die Uberlebenszeiten dieser Patienten nach Testung betrugen 1, 5, 6 und 11
Monate. 8 Patienten verstarben an einem Rezidiv, ohne dass ein positives Testergebnis
vorlag. Dabei lagen in 3 Fallen jedoch lange Uberlebenszeiten vor: 18 Monate (Pat. 1),
29 Monate (Pat. 8); 65 Monate (Pat. 25). In 2 weiteren Fallen wurde nicht KM, sondern
Leukapherese-Material untersucht. 2 weitere Patienten verstarben nicht an einem Rezi-
div: Pat. 14 verstarb im Rahmen eines infektits-toxischen Geschehens in respiratori-
scher Insuffizienz 1 Monat nach allogener KMT nach intensivmedizinischer Behand-
lung. Pat. 18 verstarb ebenfalls nach allogener KM T durch eine Sepsis bel akuter Spen-
der-gegen-Empfénger-Reaktion (GvHD).
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Abb.4.6a
DNS-Filterhybridisierung mit der JH-Sonde nach Langzeitkultivierung der aus Knochenmark (KM)
und Leukapherese (LP) gewonnenen mononuklearen Zellen der Patienten.
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Abb.4.6b
DNS-Filterhybridisierung mit der JH-Sonde.
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Bei den Patienten 10, 12 und 17 konnten monoklonale Immunglobulingen-
Rearrangements detektiert werden.
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Abb.4.7
DNS-Filterhybridisierung mit der TZR-Sonde.
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Bei Patient 21 konnte ein monoklonales Rearrangement des T-Zellrezeptorgens entdeckt
werden.
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Nach tber 5 Jahren waren noch 13 von 25 Patienten am Leben. Dabei ergab sich bis zu
diesem Zeitraum kein Hinweis fir ein Rezidiv. Keiner von diesen Patienten hatte eine

positive Testung mit dem hier angewandten Assay ( Tab 4.6, S.55).

4.2.4 Pradiktiv-Werte des Assays

Alle positiv getesteten Patienten erlitten ein Rezidiv, so dass der positive Pradiktiv-Wert

100% betragt (Tab 4.7).

Tab. 4.7: Pradiktive Werte der Assay-Untersuchung hinsichtlich eines Rezidives bei

positivem Assay
NHL Anzahl Assay- Rezidiv Positiver
positiv Pradiktiv-Wert
B 20 3 3 100%
T 5 1 1 100%
Total 25 4 4 100%

Bel den 21 negativ getesteten Patienten von insgesamt 25 kam es innerhalb eines Zeit-
raumes von 5 Jahren in 6 Féllen zu einem Rezidiv, 67% der Assay-negativen Patienten
hatten also eine 5-Jahres-Uberlebenszeit. Ein Jahr nach Testung waren 17 (81%) der
Assay-negativen Patienten am Leben. 2 Patienten starben therapiebedingt ohne Hinwel -
se fur ein Rezidiv. Insgesamt ergibt sich ein negativer Prédiktiv-Wert von 73% (Tab.
4.8, S.57). Zum Zeitpunkt 1 Jahr nach Assay-Untersuchung zeigte sich lediglich in 3
Féllen von 21 negativ getesteten ein Rezidiv, so dass zu diesem Untersuchungszeitpunkt

ein negativer Pradiktiv-Wert von 86% vorgelegen hat.
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Tab. 4.8: Pradiktive Werte der Assay-Untersuchung hinsichtlich eines Rezidives bei

negativem Assay
NHL Anzahl Assay- nega- Rezidiv Negativer
tiv Pradiktiv-Wert
B 20 17 6 65%
T 5 4 0 100%
Total 25 21 6 71%

4.2.6 Sensitivitat und Spezifitat des Assays

Die Spezifitét bel diesem Assay entspricht 100%, da alle positiv getesteten Patienten
ein Rezidiv zeigten. Die Sensitivitét lag bel 33%. Ohne die zwei therapiebedingt
Verstorbenen, wobei zum Zeitpunkt des Todes kein Hinweis fir ein Rezidiv vorlag,

betrug die Senstivitét 40%.

4.2.7 Uberlebensanalyse nach Kaplan-Meier

In der statistischen Uberlebensanalyse nach Kaplan-Meier betrug das kumulative
Uberleben der negativ-getesteten Patienten nach 6 Monaten 86% und nach 60 Mona-
ten 67%. Bel den positiv-getesteten ergab sich ein kumulatives Uberleben nach 6
Monaten von 25%, innerhalb von 11 Monaten waren alle Patienten an einem Rezidiv

verstorben (Abb. 4.8, S.58).
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Uberlebensanalyse nach Kaplan-hMeier

1.0 -
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0.0

Monate
Abb. 4.8 Kumulative Uberlebenszeit-Analyse nach Kaplan-Meier der mit dem Tu-

mor-Assay untersuchten Patienten.

Im Vergleich der Testgruppen Tumor-Assay positiv versus Tumor-Assay negativ er-
gab sich im Log-Rank Test ein statistisch signifikanter Unterschied (p=0,0008). Abb.
4.8 zeigt eine grafische Darstellung der kumulativen Uberlebenszeiten der Patienten

hinsichtlich Tumor-Assay negativ versus Tumor-Assay positiv.
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5. Diskussion

In dieser Studie konnte ein Assay etabliert werden, das eine Sensitivitét in der Detektion
von malignen lymphoiden Zellen in Knochenmark und peripherer Stammzellkollektion
durch ein kombiniertes in-vitro Verfahren aus Langzeitflissigkultur und Hybridisie-
rungsexperimenten reproduzierbar bis zu einer Tumorzelle in einer Million mononukle-
aren Knochenmarkzellen erreicht. Dabei wurden Knochenmarkzellen gesunder Spender
mit Lymphomzellen der B- und T-Zell-Reihe gemischt und nach sechswdchiger 1nkuba-
tion in einem standardisierten Kulturmedium sowohl morphologisch als auch mittels
spezifischer Gensonden hinsichtlich des Vorkommens monoklonaer Immunglobulin-

und T-Zell-Rezeptorgen-Rearrangements untersucht.

Desweiteren wurde das Verfahren bel der Kultivierung von Knochenmarkzellen- und
peripheren Stammzellen an malignen Lymphomen erkrankter Patienten in 25 Féllen
eingesetzt. Zur sicheren Identifizierung der malignen lymphatischen Zellen diente die
DNS-Filterhybridisierung, da alein morphologische Kriterien am Zytospinpréparat kei-
ne sichere Dignitats-einordnung zulief3en. Hierbei zeigten 3 von 20 (15%) der Patienten
mit B-Zell-Lymphom und 1 von 5 (20%) der Patienten mit T-Zell-Lymphom okkulte
Tumorzellen in dem Knochenmark-Langzeitkultursystem. Dieses konnte in allen Féllen
durch gesammelte und gepoolte zelluldre DNS in DNS-Hybridis erungsexperimenten
bestétigt werden. In alen 4 Kultur-positiven Féllen entwickelten die Patienten ein Rezi-
div, so dass ein positiver Pradiktiv-Wert von 100% bestand. In 6/21 (29%) der Félle trat
bei den Patienten ein Rezidiv auf, ohne dass in dem Kultursystem maligne lymphoide
Zellen detektiert werden konnten. 2 Patienten verstarben therapiebedingt und ohne Hin-
weis fir ein Rezidiv innerhalb eines Monats nach jewells allogener KMT. Falsch-positi-
ve Félle traten nicht auf. Nach einem Zeitraum von 1 Jahr verstarben lediglich 3 von 21
negativ getesteten Patienten (14,3%) an einem Rezidiv. ES muss aso davon ausgegan-
gen werden, dass mehrfache Testungen im Rahmen von Verlaufskontrollen notwendig
sind, um die Zahl falsch-negativer Ergebnisse zu minimieren. Der Anteil der falsch-ne-
gativen Falle kann am ehesten zurtickgefuhrt werden auf: 1. nicht optimale Wachs-
tumsbedingungen im Kultursystem, insbesondere auch bei Kultivierung der KM-Zellen

nach myeloablativer Therapie bei KMT oder Hochdosis-Chemotherapie; auch muss da-
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von ausgegangen werden, dass nicht ale Lymphomzellen unter den hier verwendeten
Standard-Bedingungen proliferieren; 2. Inhomogene KM-Infiltrationen, wobei Tumor-
zellen bel der KM-Punktion nicht erfasst werden. So beschrieben Martens und Mitarbei-
ter in einem Rattenmodell fur AML eine Frequenz-Variabilitét von leuk&mischen Zellen
innerhalb einer KM-Hohle eines Knochens bei minimaler Restkrankheit von 4 bis
28000 (Martens et a. 1987); 3. Fehlen einer KM-Infiltration und Versterben des Patien-
ten an lokalisiertem Tumorleiden oder an einem nicht rezidiv-bedingtem Leiden, was
letztlich nur durch Autopsien zu kléren wére. In dieser Studie lag keine representative

Obduktionsfrequenz vor.

Die Entdeckung minimaler maligner, monoklonaler Zellkontamination in Knochenmark
und peripherem Blut ist von besonderem klinischem Interesse fur die Bewertung der Ef-
fizienz von Chemotherapie-Schemata, Prognose und Verlauf der Erkrankung, die frihe
Entdeckung eines Rezidivs oder die Quantifizierung verbliebener maligner Zellen in
Aspiraten fur die autologe Knochenmarktransplantation oder Stammzell-transplantation.
Vaughan und Mitarbeiter konnten zeigen, dass intravendse Applikation monoklonaler
Tumorzellen bei immunsupprimierten Patienten rasch zu einer disseminierten Tu-
moraussat fuhren kann (Vaughan et al. 1987). Die Angaben Uber die Haufigkeit der Ent-
deckung minimaler maligner Kontamination bei Lymphom-erkrankungen in morpholo-
gisch tumorfreiem Knochenmark sind je nach Detektionsmethode sehr unterschiedlich.
Dartiberhinaus ist die Wahrscheinlichkeit einer KM-Infiltration nattirlich auch von bio-

logischen Variablen abhangig, wie z.B. Lymphomtyp und Erkrankungs-Stadium.

Bisher existieren nur wenige prospektive Studien, die ein mit Zellkultur kombiniertes
molekulargenetisches Nachweisverfahren in der Detektion von Mikrometastasen an-
wenden, wie esin dieser Arbeit vorgestellt wird.

Hingegen finden sich in der Literatur zahlreiche Studien, in denen die Signifikanz nicht

kombinierter, singulérer Nachwei smethoden untersucht wurden.

Bel der Verwendung immunologischer Methoden wie beispielsweise der Immunfluores-
zenz-Histochemie und Durchflul3-Zytometrie bilden Antikorper mit spezifischen Zellbe-

standteilen Immunkomplexe, die unter einer Farbstoffreaktion sichtbar gemacht werden
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konnen. Unter Verwendung von Antikorpern, die mit spezifischen Tumor-Antigenen
reagieren, werden diese Verfahren vor allem auch bei der Entdeckung von Mikrometa-
stasen epithelialer Tumoren wie dem Mamma-Carcinom eingesetzt (Osborne et al.
1989). Von Vortell ist hierbei, dass epiteliale Antigene in Knochenmark- und Blutzellen
normalerweise nicht anzutreffen sind (Cote et al. 1988). In bis zu 45% von Brustkrebs-
Patienten, die fir eine autologe KMT vorgesehen waren, konnten okkulte Tumorzellen
durch immunhistochemische Methoden nachgewiesen werden (Diel et al. 1992). In ei-
ner neueren Studie wurden in 199 von 552 (36%) Brustkrebs-Patientinnen Zytokeratin-
positive Mikrometastasen im Knochenmark entdeckt (Braun et al. 2000). Dabel kam es
bei den 199 positiv getesteten in 49 Fallen zu einem Tumor-bedingten Tod nach einem
Beobachtungszeitraum von 4 Jahren. Im Gegensatz zu epithelialen Zumoren reichen
einzelne Antikorper zur Unterscheidung neoplastischer von normalen lymphohémato-
poetischen Zellen nicht aus, weil Antigene, die maligne Zellen exprimieren auch bei
normalen Zellen nachweisbar sind (Janossy et a. 1979). Zusétzlich besteht auch grund-
sitzlich die Gefahr falsch-positiver Ergebnisse durch Antikorper-Kreuzreaktivitéten.
Unter Anwendung unterschiedlicher Marker-Kombinationen, die ein fur maligne lym-
phoide Zellen charakteristisches phanotypisches Muster erkennen lassen, gelang auch
bei maligen Erkrankungen aus dem hématologischen Formenkreis der Nachweis von
minimaler Resterkrankung. Fur B-Zell-Lymphome konnten TdT/CD10/CD19/ CD34/
CD34- fur T-Zell-Malignome TdT/CD3/CD5 -Antikorper-Coctails erfolgreich ange-
wandt werden (van Dongen et a. 1992, Campana 1994 und 1995). Auch bei ALL-Pati-
enten wurden immunologische Methoden zur Selektion leukamischer Zellen aus dem
Knochenmark eingesetzt (Bregni et al. 1989). Die mikroskopische immunhistochemi-
sche Analyse erfordert die Untersuchung einer gréf3eren Anzahl von Zytozentrifuga-
tions-Préparaten, um eine Sensitivitdt des Nachweises von einer Tumorzelle in 10000

normalen Knochenmarkzellen zu erreichen (Janossy et a. 1988). Mittels der Durchflufl3-

zytometrie kann eine maximale Sensitivitét der Entdeckung einer malignen Zelle in 10°

erzielt werden, wobel die Senstivitédt fur praktische Anwendungen eher mit einer Ziel-

zellein 10% angegeben wird (Gross et al. 1993, Campana 1994).

Der Nachweis von minimaler Resterkrankung mittels Zellkultur-Technik, wie sie auch
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in dieser Studie angewendet wurde, ergab bisher eine Nachweisgrenze maligner Zellen

von 1:10° (Joshi et al. 1990). Das Prinzip dieser Methode beruht in der Annahme, dass
unter bestimmten Kulturbedingungen Tumorzellen exklusiv oder bevorzugt wachsen
und somit minimale maligne Kontaminationen besser nachweisbar sind. Ein Nachtell
besteht darin, dass die Einflisse der Kulturmedien wie K& berserum, menschliches Plas-
ma oder Phythamoagglutinin in Bezug auf das Zellwachstum wenig definiert sind. Wei-
terhin muf3 angenommen werden, dass auch das Knochenmark-Stroma, die extrazellul&
re Matrix sowie Integrine, Adhéasonsmolekile und Wachstumsfaktoren neoplastische
Zellen in ihrem biologischen Verhalten mitkontrollieren (Bradstock et al. 1995). In eini-
gen Studien wurde nur eine geringe Anzahl leukamischer Kolonie-formender Zellen
(0,01% bis 1%) beobachtet (Estrov et al. 1988, Uckun et al. 1987), was auf fir Tumor-
zellen mangel hafte Kulturbedingungen schlief3en 1813, Andererseits knnten falsch-posi-
tive Ergebnisse entstehen, wenn das Kultur-Milieu gutartige Zellen zur Transformation
veranlaldt. In klinischen Studien finden sich grof3e Unterschiede beim Nachweis von mi-
nimaler Resterkrankung mittels in-vitro Kulursystemen. Sharp und Mitarbeiter (1992)
fanden in 22 von 59 Féllen okkulte Lymphom-Kontamination des Knochenmarks bei
Kandidaten fur die autologe KMT. In anderen Studien gelang der Nachweis von mini-
maler Resterkrankung in 3 von 17 (Uckun et al. 1986) und 32 von 48 Féllen (Ross et al.
1993). In einer Studie mit 83 Patienten fanden Uckun und Mitarbeiter bei 42 Patienten
Kolonie-formenden Zellen hoheren Ausmalies, wobel in 38 Félen ein Rezidiv eintrat.
Bel den 41 Patienten mit niedrigeren Werten kam es bei 20 zu einem Rezidiv (Uckun et
al. 1993). In den erwahnten Studien wurden AL L-Patienten untersucht, bei denen natur-

gemal? Uberwiegend eine KM-Infiltration vorkommt.

Das Vorkommen genetischer Abnormalitaten kann durch verschiedene Anaysen fur die
Entdeckung von minimaler Resterkrankung genutzt werden. Auch konventionelle zyto-
genetische Techniken, basierend auf chromosomalen Verdnderungen, werden fir das
Monitoring von minimaler Resterkrankung eingesetzt (Hagenmeijer et al. 1986, Frei-
reich et a. 1992). Dabei hangt der Erfolg der Metaphasen-Analyse von der Anzahl der
Metaphasen und damit von der Proliferationsaktivitét der neoplastischen Zellen ab, die
von Fall zu Fall sehr unterschiedlich sein kann. Einen Vorteil bietet hierbei die Fluores-

zenz in situ Hybridisierung (FISH), bei der Chromosom- und Gen-spezifische Sonden
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zur ldentifizierung numerischer und struktureller chromosomaler Aberrationen an sich
nicht teilenden, in der Interphase befindlichen Zellen eingesetzt werden. Naturgemal}
besteht die Gefahr falsch-positiver Analysen durch das Vorkommen von Aneuploidie
nicht maligner Zellen. Neben dem Nachwels aneuploider Zellen werden auch Lokus-
spezifische Genproben, z.B. gegen BCR und ABL bel der CML t(9;22), zur Identifizie-
rung maligner Tumor-Kontaminationen benutzt (Tkachuk et a. 1990). Die Sensitivitét
dieser Assays liegt bel 1%-5% (Gray et al. 1990). In der klinischen Anwendung gelang
der Nachweis von minimaler Resterkrankung im Knochenmark durch FISH in 3 von 7
morphologisch in der Remissionsphase stehenden Féllen, von denen zwei ein Rezidiv
entwickelten (Nylund et al. 1994).

Durch molekulargenetischen Nachweis klonaler Rekombination der V, D und J-Anti-
genrezeptor Gen-Segmente konnen Neoplasien des lymphatischen Systems nachgewie-
sen werden (Cleary et al. 1984, Korsmeyer 1983, Waldmann 1987). Dabei werden bei
Lymphomen der B-Zell-Reihe tiberwiegend monoklonal e Rearrangements der Immung-
lobulin-Schwerketten-Region (IgH), bei T-Zell-Neoplasien Uberwiegend T-Zell-Rezep-
tor-beta-Gen (TZR[) Rearrangements nachgewiesen (Kneba et a. 1986). Entsprechend
wurden im konventionellem DNS-Hybridisierungs-Verfahren (Southern Blot) Uberwie-
gend IgH- und TZR[B-Gensonden verwendet (Katz et al. 1989), wie es auch in dieser
Studie durchgeftihrt wurde.

Die Sensitivitéts-Analysen dieser Studie bestétigten die Ergebnisse anderer Autoren.
Dabei konnte eine Nachweisgrenze von 2,5% Lymphomzell-DNS in einer normalen
Knochenmark-Zell-Population erreicht werden (Cleary et al. 1984, Zehnbauer et al.
1986). Es sai an dieser Stelle erwdhnt, dass IgH- und TZR-Monoklonalitét auch bei
nicht malignen Erkrankungen, u.a. beim Sjogren-Syndrom, der Ataxia teleangiektatika
sowie gutartigen lymphoiden Erkrankungen in Einzelféllen, auftreten kann (Fishleder et
al. 1987, Heppel et al. 1988, Stern et al. 1989). Andererseits gibt es Hinwelse fur das
Vorkommen polyklonaler Lymphome. Vor allem bei Lymphomen, die nach Transplan-
tationen auftreten, Aids-assoziierten NHL sowie ,Vorléaufer“-ALL kdnnen monoklona-
le Muster in vielen Féllen nicht nachgewiesen werden (Hanto et al. 1983, Kaplan et al.
1995, Griesser et al. 1989, Krause et al. 1996).

Seit der Entdeckung der Polymerase-K etten-Reaktion (PCR) 1987 durch Mullis und Sa-

iki steht eine weitere aul3erordentlich sensitive molekularbiologische Methode zum
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Nachweis von minimaler Resterkrankung zur Verfigung. Dabel werden spezifische
DNS-Sequenzen durch eine hitzestabile DNS-Polymerase amplifiziert. Oligonukleotid-
Primer (kurze DNS-Seguenzen mit einer Lange zwischen 18 und 30 Nukleotiden) flan-
kieren hierbei die zu amplifizierende Genregion. Die Reaktion besteht aus einer Serie
von Zyklen, bei denen jewells DNS-Strang-Denaturierung, Primer-Bindung und Primer-
Extension aufeinaner folgen und so das spezifische DNS-Fragment exponentiell akku-
muliert wird, da die amplifizierten DNS-Produkte in jedem neuen Zyklus a's neue Vor-
lage dienen. Andere Strategien der PCR-Methode liegen in der Amplifikation Gewebs-
und Tumor-spezifischer messanger RNS (mRNS). Durch das Umschreiben der mRNS
in einen komplementédren DNS-Strang (cDNS) durch das Enzym reverse Transkriptase
kénnen auch lange Sequenzen, bel denen zwischengeschaltete, nicht exprimierende
Gensequenzen (Introns) wegfallen oder Gewebs-spezifische RNS-Exprimierungen am-
plifiziert werden (RT PCR). Anwendung fand die RT PCR auch in der Detektion von
minimaler Resterkrankung bei der CML fir den Nachweis der t(9,22) Trandokation,
beim Prostata-Karzinom fur die Entdeckung einer PSA mRNS Exprimierung in Blut
und Knochenmark ebenso wie der Keratin mRNS Detektion beim Brustkrebs sowie an-
derer solider Tumoren (Datta et al. 1994, Ghossein et al. 1995, Lange et al. 1989; Kru-
ger et al. 1996). Um monoklonale |gH-Rearrangements zu entdecken, kdnnen JH-Kon-
sensus-Oligonukleotide mit verschiedenen JH-Primern kombiniert werden. Die ca. 100
VH-Regionen kdnnen dabel in ca.7 Familien mit homologen Gensequenzen gruppiert
werden, was dann 7 Antisense-Primer erforderlich macht. Alternativ kann auch ein
Konsensus-Primer, der an eine konservierte VH-Region, ndmlich CDR 111, bindet, ver-
wendet werden (Deane und Norton 1990). Analog kdnnen TZR-Gen-Rearrangements
mit entsprechenden Primern, vornehmlich der TZRx und TZRd Regionen, nachgewie-
sen werden (D’ Auriol et al. 1989, Cave et a. 1994). Nur rearrangierte Ig oder TZR
Genloki erlauben die Amplifikation distinkter Fragmente, die anhand ihrer Grof3e in ei-
nem hochauflésenden Gel in der Elektrophorese sichtbar gemacht werden kénnen. In
nicht rearrangierter DNS liegen die einzelnen Ig und TZR Genloki zu weit voneinander
entfernt fur eine erfolgreiche Amplifikation, so dass kein distinktes Signal erzielt wer-
den kann. Eine weitere Technik zur Steigerung der Sensitivitét in der Entdeckung von
minimaler Resterkrankung besteht darin, die erhaltenen PCR-Fragmente zu klonieren

oder direkt zu sequenzieren, um anhand der Basensequenz Patienten-spezifische Oligo-
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nukleotid-Proben zu syn-thetisieren. Die PCR wird dann mit einem Konsensus Primer
und einem Patienten-spezifischem Oligonukleotid durchgefihrt (Brisco et a. 1990,
Jonsson et al. 1990, Maedaet al. 1994, Kitchingman 1994; Zwicky et a. 1996, Wu et al.

1997). Die Sensitivitat dieser Techniken liegt bei 1:10°-10° und ist damit anderen Me-
thoden, wenn sie nicht kombiniert werden, eindeutig Uberlegen. Diese extrem hohe Sen-
sitivitét birgt alerdings auch die Gefahr falsch-positiver Ergebnisse vorwiegend durch
Kontaminationen, was akribische Vorschriften zu deren Vermeidung erforderlich
macht. Auch nicht-spezifische Kreuz-Hybridisierungen der Primer mit anlichen Se-
guenzen normaler lymphoider Zellen kdnnen zu falsch-positiven Signalen fuhren
(Ghossein und Rosai 1995, Langlands et al. 1994). Eine weitere Limitation der PCR
liegt in der Tatsche, dass wahrend des Krankheitsverlaufs Ziel-Genloki deletieren oder
zusétzliche Rearrangements aufteten konnen, was als , klonale Evolution® bezeichnet
wird. Dabeil finden sich auch biklonale und oligoklonale Rearrangements, u.a. in bis zu
45% bel der Vorlaufer-ALL (Beishuizen et al. 1991). Beishuizen und Mitarbeiter fan-
den diese Phanomene auch in 8 von 30 B-Zell ALL, Baruchel und Mitarbeiter beschrie-
ben 5 von 14 bei B-Zell- und 2 von 12 bei T-Zell-ALL (Beishuizen et al. 1994, Baru-
chel et al. 1995). Andere Autoren beobachteten auch gehduft unterschiedliche Muster
im Rearrangement, die mit der Krankheitsdauer korrelierten (Steenhagen et al. 1993,
Steward et al. 1994). Die Immunglobulingen-V-Regionen neigen auch zu somatischen
Mutationen und Subklonen, die Primer oder Hybrididisierung-Proben im Bindungsver-
halten beeinflussen (Kuppers 1997). Diese Veranderungen kénnen bei aleiniger An-
wendung von Konsensus-Primern oder Patienten-spezifischer Oligonukleotide zu
falsch-negativen Ergebnissen fuhren. Die Entdeckung von minimaler Resterkrankung
bei NHL durch die PCR-Technik wird daher durch das Vorkommen multipel rearran-
gierter Immunglobulingene und im Verlauf sich &ndernder Rearrangements ernsthaft
eingeschrankt. Hier liegt ein Vorteil in der in dieser Studie vorgestellten Methode, die
Patienten unabhangige Hybridis erungs-Gensonden verwendet, die unabhéngig von dem
gpezifischem Immunglobulin-Rearrangement der Patienten sind. Auch falsch positive
Ergebnisse sind wegen der Sensitivitatsgrenze bei der DNS-Filterhybridisierung nahezu

ausgeschl ossen.

Ein Ziel bel der Entdeckung von minimaler Resterkrankung ist neben der Feststellung
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der Prasenz die Quantifizierung der Tumorlast. In dem hier vorgelegtem kombiniertem
System aus Fissigkultur und Hybridisierung kann eine Quantifizierung nicht vorge-
nommen werden. Auch die PCR hat ein limitiertes Potential in der Quantifizierung der
nachgewiesenen Tumorzellen, da die Amplifikation der Zielsequenzen nach einer ge-
wissen Zykluszahl ein Plateau erreicht und auch die Hybridisierung der Primer anin ge-
ringer Frequenz vorhandenen DNS-Abschnitten in unterschiedlichen Zeiten der PCR
geschehen kann. In seriellen Verdinnungsversuchen versuchten verschiedene Autoren
die Intensitét der PCR-Signale fur eine Quantifizierung von minimaler Resterkrankung
zu nutzen. Doch die Variabilitét und Nichtlinearitét der PCR-Ansédtze mindern die Ge-
nauigkeit dieser Methoden (Cave et a. 1994, Gilliland et a. 1990, Sykes et a. 1992).
Brisco und Mitarbeiter zeigten in neueren Studien, dass eine Quantifizierung von mini-
maler Resterkrankung verbessert werden kann durch zwei-Stufen Verdiinnungsexperi-
mente sowie kalkuliertem Vergleich von IgH-Rearrangement-Amplifikaten mit N-RAS
PCR-Produkten. Dabei konnte gezeigt werden, dass die Wahrscheinlichkeit eines rezi-
divfreien Langzeit-uUberlebens bei Patienten mit ALL signifikant korreliert ist mit einem

Nachweis von mehr as einer leukamischen Zelle in 1000 Knochenmarkzellen, was ca.

einer Tumorlast von mehr al's 10° Leukamiezellen im Knochenmark entspricht (Brisco
et al. 1994). Sehr aufwendig erscheinen die quantifizierenden Anaysen von Yamada
und Mitarbeitern, die CDR I11-Sequenzen in Bakteriophagen klonierten und mittels JH-
Konsensus Proben vergleichende Hybridisieungen durchfihrten (Yamada et al. 1990).
Auch die RT PCR zeigt bei der Quantifizierung der malignen Zellen Schwierigkeiten,
wegen variabler Degradierung der RNS sowie variabler Effizienz der Konversion von
RNS in cDNS (Gilliland et al. 1990). Vielversprechend in der L&sung dieser Probleme
erscheint hier die Anwendung der Echtzeit-PCR, die mit Hilfe eines Fluoreszenzmess-
Gerétes (TagMan ), das in der exponentiellen Phase der PCR Fluoreszenz-Farbstoffe,
die an Hybridsonden gekoppelt sind, quantitativ bestimmt und so eine Messung der
PCR-Amplifikate erlaubt (Dolken et al. 1998, Olsson et al. 1999). Hierbei liegen aler-
dings noch keine Langzeit-Erfahrungen hinsichtlich der klinischen Relevanz bei der

Entdeckung von minimaler Resterkrankung vor.

Klinische Anaysen, die den Nachweis von minimaler Resterkrankung mit der Prognose

korrelierten zeigen divergierende Ergebnisse. In vielen Studien, die mittels der PCR mi-
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nimale Resterkrankung entdeckten, konnte eine Ubereinstimmung mit dem Aufreten ei-
nes Rezidivs gezeigt werden (Kitchingman 1994, Biondi et al. 1992, Potter et a. 1993,
Cave et a. 1994, van Dongen et al. 1998). In einer grof3en prospektiven Studie mit 240
Patienten konnten van Dongen und Mitarbeiter in einem sehr aufwendigem semiquanti-
tativem PCR-Verfahren, das patientenspezifische Immunglobulin- und T-Zellrezeptor-
gen Rearrangements nachweist, minimale Restkrankheit bel der ALL nachweisen (van
Dongen et al. 1998). Negative PCR-Ergebnisse waren mit einer niedrigen Rezidivrate
(3-15% nach 3 Jahren), PCR-positive mit einer finf bis zehnfach hdheren Rezidivrate
(39-86%) assoziiert. Aufféllig hierbei war auch, dass die Knochenmark-Untersuchung
zum Zeitpunkt nach der Induktionstherapie noch bei 46% der Patienten in kompletter
Remission positiv war. Auch in anderen Arbeiten verblieben Patienten Gber zwei Jahre
in kompletter klinischer Remission trotz Nachweises minimaler maligner Kontaminati-
on (Nizet et al. 1993, Yamada et al. 1990, Y okota et a. 1991). Nizet u. Mitarbeiter fan-
den in 16 Fallen minimale Restkrankheit ohne dass es bel 9 Patienten zu einem Rezidiv
kam nach einem Beobachtungszeitraum von mehr as 2 Jahren. Es erscheint, dass ein-
zelne positive PCR-Ergebnisse nicht zuverléssig ein Rezidiv anzeigen, so dass aufwen-
dige Verlaufskontrollen zwingend erforderlich sind, um die Wertigkeit beztiglich eines
Rezidives bei positiven Proben festzustellen. Auch existieren Studien, in denen es zu
Rezidiven kam, ohne dass positive PCR-Ergebnisse vorlagen. (Ito et a. 1993; Biondi et
al. 1992). In diesem Zusammenhang sei darauf hingewiesen, dass die haufig verwende-
ten immunhistochemischen und PCR-Nachweisverfahren ohne vorherige Zellkultivie-
rung die Viabilia und das klonogene Potential der entdeckten Tumorzellen in keiner
Weise berticksichtigen. Der bisher wenig verstandenen Biologie eines Rezidivs wird
kaum Rechnung getragen. So muss davon ausgegangen werden, dass auch durch Radio-
oder Chemotherapie stark geschéadigte oder tote Tumorzellen durch die PCR-Technik
entdeckt werden, was die z.T. hohe Positivrate bei Patienten, die kein Rezidiv erleiden,
erklaren wirde. Hier sei  eine Studie von Roberts und Mitarbeitern erwahnt, die in ei-
nem Beobachtungszeitraum bis 35 Monate nach Beendigung der Chemotherapie in 15
von 17 ALL-Patienten trotz klinischer Remission Hinweise fir minimale Resterkran-

kung durch PCR-Analyse fanden (Roberts et al. 1997). Die Sensitivitat des Tumornach-

weises mittels der PCR ist sicherlich hoch, dennoch ist eine Sensitivitét Uber 1:10° bis-

her nicht sicher erreicht. Ferner kann die klonale Evolution der Tumorzellen, wie bereits
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oben erwéahnt, das PCR-Nachwel sverfahren weiter einschranken, was auch in der Arbeit
von van Dongen und Mitarbeitern (van Dongen et al. 1998) teilweise zur zusétzlichen
Anwendung der DNS-Filterhybridisierung fihrte. Insgesamt weisen die unterschiedli-
chen, teils auch divergierenden Ergebnisse bei der Entdeckung minimaler Restkrankheit
mittels der PCR-Technologie auf die Schwierigkeit der Standardisierung dieser Technik
hin, die aber notwendig ist, um die Positiv- oder Negativ-Ergebnisse dieses Nachweis-

verfahrens klinisch einordnen zu kénnen.

Von therapeutisch-klinischer Relevanz ist der Nachweis von minimaler Tumorkontami-
nation in peripheren Stammzell-K ollektionen (PBSC). Hierbei werden aus dem periphe-
ren Blut gewonnene Stammzellen, die Uber Wachstumsfaktoren (G-CSF, GM-CSF) an-
gereichert werden, dem Patienten nach Chemo- und Bestrahlungstherapie infundiert.
Von besonderem Interesse fir Tumornachweisverfahren ist dabei die autologe Stamm-
zelltransplantation. Auch hier zeigen Untersuchungen hinsichtlich des Tumornachwei-
ses in der Stammzell-Kollektion und des klinischen Verlaufes uneinheitliche Ergebnis-
se. Kanteti und Mitarbeiter konnten Tumorzell-Kontamination bei Patienten mit NHL in
Knochenmark (65%) und PBSC (73%) mittels PCR-Analyse nach Hochdosis-Chemo-
therapie nachweisen, wobei lediglich ein Trend zur Verbesserung der Uberlebenszeit
bei PCR-negativen Patienten beobachtet wurde (Kanteti et al. 1999). Mittels immunhi-
stochemischer Analyse entdeckte Tumorzell-Kontamination bei Brustkrebs-Patientin-
nen, ergab in 23/57 (40%) Fallen einen Tumornachweis in KM oder PBSC vor autolo-
ger Trasplantation, ohne dass dies Einfluss auf die Prognose hatte (Cooper et €. 1998).
In anderen Arbeiten wurden nur in 21/203 (10%) der Patienten mit Brustkrebs (Stadium
[1-1V) Tumorzellen in KM oder PBSC entdeckt (Franklin et al. 1999). Auch hier zeigt
sich in divergierenden Ergebnissen verschiedener Studien die Schwierigkeit in der Ein-
schéatzung der prognostischen Relevanz von minimaler Tumor-Kontamination zum ei-
nen und zum anderen die z.T. sehr unterschiedliche Haufigkeit entdeckter minimaler

Restkrankheit trotz &nlicher Nachwei smethoden und dhnlichem Patienten-K ollektiv.

Wenige prospektive Studien existieren, die wie in dieser Arbeit molekulare Tumornach-
weisverfahren mit vorausgehender in-vitro-Kultivierung verbinden. Nur die Arbeits-

gruppen von Sharp und Estrov untersuchten bisher diese Technik (Sharp et al. 1992 und
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1996; Estrov et al. 1994; Wu et a. 1997). Sharp und Mitarbeiter konnten in 11 von 59
Fadlen ein Ig-Rearrangement nach in-vitro-Kultivierung der KM-Zellen nachweisen.
5,5% der kultur-positiven Patienten Uberlebten 3 Jahre (Median der Nachbeobachtungs-
zeit 14 Monate), hingegen 35,7% der kultur-negativen Patienten, was einen signifikan-
ten Unterschied bedeutet (P<0.02). Allerdings blieben 3 von 5 kultur-positiven Patien-
ten in kompletter Remission, obwohl sie nicht transplantiert wurden. Die Sensitivitéat

des Nachweises von Tumorzellen in mononuklegren KM-Zellen in dieser Studie betrug

1:10* In einer retrospektiven Studie von Sharp und Mitarbeitern wurden die Aspirate
von Knochenmark und Stammzellen, die zur autologen Transplantation dienten, unter-
sucht (Sharp et al. 1996). Die 5-Jahres-Uberlebensrate ohne Rezidiv der Aspirat-negati-
ven Patienten betrug 64% (Leukapherese) und 57% (Knochenmark) im Vergleich zu
17% bei Aspirat-positiven Patienten. Wu und Mitarbeiter verwendeten patienten-tumor-
spezifische Primer und Gensonden nach in-vitro Kultivierung von Knochenmark(KM)-
oder peripheren (PB) Blutzellen bei NHL-Patienten. Tumorkontamination wurde in
100% T-NHL und 44% B-NHL beobachtet. In finf Proben wurden Tumorzellen erst
nach in-vitro Kultivierung entdeckt. Ein Nachteil dieser Studie war, dass in tber 50%
der B-Z€ll-NHL die originale IgH CDRIII Sequenz nicht erhaltlich war aufgrund man-
gelhaften Ausgangsmaterials (Zellen aus Paraffinblocken) sowie inadaguater Amplifi-
zierung durch die Primer. Angaben zum klinischen Verlauf, insbesondere hinsichtlich

eines Rezidives lagen nicht vor (Wu et a. 1997).

Neben der Steigerung der Sensitivitat liegt ein Vorteil in der hier vorgestellten kombi-
nierten kultur-molekulargenetischen Nachweismethode darin, dass im Kulturverfahren
die Vitalitdt und das klonogene Potential der Zellen Berticksichtigung finden. Ob dies
auch das Verhalten der Tumorzellen in-vivo reflektiert oder eine Anndherung an die bis-
her wenig verstandene Biologie von Infiltration und Metastasierung darstellt, muss zu-
néchst offen bleiben. Desweiteren werden durch die DNS-Filterhybridiserung die
Schwierigkeiten bel der Standardisierung des PCR-Verfahrens hinsichtlich des Mono-
klonalitéts-Nachweises umgangen. Weitere klinische Studien mit grofieren Fallzahlen
und mehrjdhriger Nachbeobachtungszeit werden notwendig sein, den biologischen und

prognostischen Wert des hier vorgestellten Tumornachwei sverfahrens zu evaluieren.
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6. Zusammenfassung

Minimale Resterkrankung bei hamatopoetischen Neoplasien bedeutet eine Tumorzell-
Kontamination des Gewebes unterhalb der konventionellen lichtmikroskopischen Nach-
weisgrenze von 1-5%. Ob die Entdeckung von minimaler Resterkrankung in Knochen-
mark und peripherem Blut auch zu einer Rezidiv-Erkrankung fuhrt, ist trotz zahlreicher
prospektiver Studien bisher nicht eindeutig geklért. Basierend auf Uberwiegend immu-
nologischen und molekulargenetischen Testverfahren divergieren die Ergebnisse hin-
sichtlich des Nachweises von minimaler Restkrankheit, der Prognose und des Verlaufes

der Erkrankung.

In dieser Studie wurde ein Assay etabliert, das eine Sensitivitét in der Detektion von
malignen lymphoiden Zellen in Knochenmark und peripherem Blut durch ein kombi-
niertes in-vitro Verfahren aus Langzeitflissigkultur und DNS-Hybridisierungsexperi-
menten reproduzierbar bis zu einer Tumorzelle in einer Million mononukledren Kno-
chenmarkzellen erreicht. Dabei wurden Knochenmarkzellen gesunder Spender mit
Lymphomzellen der B- und T-Zell-Reihe gemischt und nach sechswéchiger Inkubation
sowohl morphologisch als auch mittels spezifischer Gensonden hinsichtlich des Vor-
kommens monoklonaler Immunglobulin- und T-Zell-Rezeptorgen-Rearrangements un-

tersucht.

Desweiteren wurde das Verfahren bei der Kultivierung von Knochenmarkzellen an ma-
lignen Lymphomen erkrankter Patienten in 25 Fallen eingesetzt. Hierbel zeigten 3 von
20 (15%) der Patienten mit B-Zell-Lymphom und 1 von 5 (20%) der Patienten mit T-
Zell-Lymphom Tumorzell-Kontamination in dem Zell-Langzeitkultur/DNS-Hybridisie-
rungs-Assay. In allen 4 Kultur-positiven Féllen entwickelten die Patienten ein Rezidiv
innerhalb von 11 Monaten, so dass ein positiver Pradiktiv-Wert von 100% bestand. In 6/
21 (29%) der Félle trat bei den Patienten ein Rezidiv innerhalb eines Beobachtungszeit-
raumes von Uber 6 Jahren auf, ohne dass in dem Kultursystem maligne lymphoide Zel-
len detektiert werden konnten. Das kumulative Uberleben fiir die Tumor-Assay negati-
ven Patienten ergab nach 60 Monaten 67%.
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