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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Chronische lymphatische Leukamie

Die chronische lymphatische Leukamie (CLL) gehort zu den niedrig malignen
Non-Hodgkin-Lymphomen der B-Zell-Reihe. Sie ist charakterisiert durch die
klonale Expansion und Akkumulation kleiner, morphologisch reif wirkender,
jedoch immunologisch inkompetenter B-Lymphozyten im Knochenmark, im
peripheren Blut, in Lymphknoten und der Milz. Die WHO-Klassifikation
unterscheidet neben der CLL noch eine Unterform als ,small lymphocytic
leukemia“ (B-SLL, kleinzelliges B-Zell Lymphom) (Jaffe et al., 2001, Harris et
al.,, 1999). Bei dieser Unterform steht der Lymphknotenbefall stark im

Vordergrund und nicht der leukdmische Verlauf.

1.1.1 Epidemiologie

Die CLL gehort mit einem Anteil von ca. 30% zu den haufigsten
Leukadmieformen in Europa und Amerika (Jaffe et al., 2001). In Deutschland tritt
die CLL mit einer Uber alle Altersgruppen gerechneten Inzidenz von 3/100.000
pro Jahr auf (Hallek et al., 2002). Die Inzidenz steigt mit dem Alter stark an; so
betragt sie bei Uber 80-jahrigen 30/100.000 pro Jahr. Das mittlere
Erkrankungsalter liegt ungeféhr bei 72 Jahren.

1.1.2 Atiologie

Die Ursache der CLL ist bis heute unbekannt. Die Bedeutung physikalischer
und chemischer Noxen ist umstritten, wird aber eher nicht als wesentliche
Ursache angenommen (Hamblin, 2008). Genetische Faktoren spielen wohl eine
gewisse Rolle: Kinder von CLL-Patienten haben im Vergleich zur
Normalbevolkerung ein erhdhtes Risiko, an einer CLL zu erkranken (Yuille et
al., 2000).
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1.1.3 Diagnose

Die Diagnose der CLL ist haufig ein Zufallsbefund im Rahmen von
Routineuntersuchungen, bei denen eine Leukozytose im Blutbild auffallt. Zum
Zeitpunkt der Diagnose sind bis zu 50% der Falle asymptomatisch. Die
Diagnosestellung beruht auf der typischen Morphologie im Blutausstrich, dem
Knochenmarksbefund und einem bestimmten Immunphanotyp.
Diagnosekriterien nach den Richtlinien des NCI (National Cancer Institute der
USA) und dem IWCLL (International Workshop on CLL 1989) sind eine uber
drei Monate anhaltende Lymphozytose im peripheren Blut von >5000/ul. Die
Lymphozytenmembran ist sehr labil und beim Anfertigen eines Blutausstriches
kommt es oft zur Zellruptur, die man als ,Gumprechtsche Kernschatten®
beobachten kann. Bei den Lymphozyten handelt es sich um klonale B-
Lymphozyten, die durch eine Durchflusszytometrie von aktiven Lymphozyten
unterschieden werden konnen. Die Klonalitat zeigt sich in der
Leichtkettenrestriktion, der Expression der Immunglobulin-Leichtketten nur des
Typs Kappa oder nur des Typs Lambda. Die CLL-Zellen exprimieren das sonst
bei T-Zellen exprimierte Antigen CD5 und die B-Zell Oberflachenantigene
CD19, CD20 und CD23. Die B-Zell Oberflachenantigene CD20 und CD79B sind

charakteristischerweise nur gering exprimiert (Hallek et al., 2008).

1.1.4 Stadieneinteilung

Das klinische Stadium der CLL lasst Ruckschlusse auf die durchschnittliche
Lebenserwartung zu, allerdings sind auch innerhalb einer Stadiengruppe, die
Krankheitsverlaufe sehr variabel. Die klinische Stadieneinteilung, die nach
Binet (Binet et al., 1981, Binet et al., 1977) oder nach der Rai Klassifikation (Rai
and Montserrat, 1987, Rai et al., 1975) erfolgt, ist in Tabelle 1 dargestellt.
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Tabelle 1: Prognoseabschatzung anhand der Stadieneinteilung nach Binet (Binet et al.,
1981, Binet et al., 1977) und Rai (Rai and Montserrat, 1987, Rai et al., 1975)

Stadium Merkmale mittlere
Uberlebenszeit
(Monate)

Rai Klassifikation
0 Lymphozytose >150

| Lymphozytose 101
+ LymphknotenvergréfRerung

] Lymphozytose 71
+LymphknotenvergréfRerung
+Hepato-u./o. Splenomegalie

1l Lymphozytose 19
+Lymphknotenvergrof3erung
+Hepato u./0.Splenomegalie
+Anamie mit Hb <11g/dl

\Y Lymphozytose 19
+Lymphknotenvergrof3erung
+Hepato u./0.Splenomegalie
+Anamie mit Hb <11g/dl

+Thrombozytopenie <100.000/pl

Binet Klassifikation

A <3 vergroRerte Lymphknotenregion >120
B >3 vergroRRerte Lymphknotenregion 60-84
C +/- Anamie mit Hb <11g/dl < 36

+/- Thrombozytopenie <100.000/pl

Die  Abschéatzung der Prognose, allein anhand der klinischen
Befundkonstellation ist recht ungenau und ist gerade bei jingeren Patienten in
frihen Stadien aufgrund der hohen Variabilitat sehr unzuverlassig. Um eine
prazisere Risikoabschatzung erreichen zu kodnnen, finden deshalb weitere

Laborparameter, sowie genetische und biologische Marker ihre Anwendung.
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Ziel dieser genaueren Bestimmung des individuellen Risikoprofils ist die
Identifikation von Patienten mit einem rasch progredienten Verlauf. Folgende
Parameter sagen unabhéngig vom Stadium einen eher unginstigeren Verlauf
voraus (Hamblin, 2007, Hallek et al., 1997, Zwiebel and Cheson, 1998, Van
Bockstaele et al., 2009).

e Serummarker
o Erhohte Serum-LDH-Aktivitat
o Erhohte Serum-R2-Mikroglobulinkonzentration
o Erhohter Serumspiegel des I6slichen CD23
e Proliferationsmarker
o Lymphozytenverdopplungszeit < 12 Monate
o Diffuse Knochenmarkinfiltration
e Zytogenetik
o Chromosomale Aberration (11923 und 17p13)
o Fehlen von somatischen Hypermutationen der Immunglobulin-VH-
Genregion
e Surrogatmarker fir den Mutationsstatus
o Positivitat fur CD38
o Positivitat fur ZAP-70

1.1.5 Therapie

Die Therapie ist bis heute in der Regel nicht kurativ moglich. Die Entscheidung,
wann mit der Behandlung begonnen wird, ist daher individuell zu treffen.
Generell besteht Einigkeit dariber, dass Patienten im Rai-Stadium IlI-IV und im
Binet-Stadium C sowie deutlich symptomatische Patienten im Rai-Stadium Il
oder Binet-Stadium B therapiert werden sollten. Bei einer stabilen und nicht
symptomatischen Anamie bzw. Thrombozytopenie kann aber im Einzelfall ein
abwartendes Verhalten durchaus berechtigt sein. Medikamentése Grundlage
der Therapie ist meist der Einsatz von Alkylanzien, Nukleosidanaloga, seltener
auch von Anthrazyklinen. Lange Zeit galt als Standardtherapie eine orale
Monotherapie mit dem Alkykanz Chlorambucil (Wilhelm et al., 1997). Die
Remissionsraten liegen ungefahr bei 40%, wobei komplette Remissionen

selten sind. Durch die Einfihrung der Purinanaloga wie das Fludarabin und 2-
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Chlordesoxyadenosin (Cladribin) hat sich die Behandlungsstrategie bei der CLL
gewandelt. In der Primartherapie fuhrt der Einsatz von Fludarabin zu Gesamt-
Ansprechraten von etwa 80% und ein Drittel der Patienten erreicht eine
Komplettremission (Keating et al., 1998). Eine Kombination von Fludarabin und
Cyclophosphamid kann die Ergebnisse weiter verbessern. Als neuere
Therapiemdoglichkeiten  sind monoklonale Antikérper wie Rituximab
(monoklonaler Antikérper gegen CD20) oder Alemtuzumab (monoklonaler
Antikérper gegen CD52) hinzu gekommen. Rituximab wird meistens kombiniert
mit Zytostatika verabreicht. Eine weitere Option zur Rezidivtherapie ist eine
Hochdosischemotherapie mit allogener bzw. autologer
Stammzelltransplantation, die zwar potentiell zur Heilung fihren kann,

allerdings mit einer hohen therapiebedingten Mortalitat belastet ist.

1.2 Der B-Zell-Rezeptor und seine Rolle bei der
Lymphomentstehung

Die chronische lymphatische Leukéamie (CLL) zahlt zu den haufigsten
Leukamieformen und trotzdem ist die Pathogenese noch nicht geklart. Ein
besonderes Augenmerk bei der Suche nach Ursachen fir die Entstehung der
CLL liegt dabei in den letzten Jahren auf der Erforschung des B-Zell-Rezeptors
(BZR), der auf der Oberflache von gesunden wie auch von malignen Zellen

exprimiert wird.

Der B-Zell-Rezeptor ist ein Immunglobulin und somit Antigenrezeptor auf der
Oberflache von reifen B-Lymphozyten, der spezifisch fur den jeweiligen Zellklon
ist (Chiorazzi et al., 2005). Die B-Zellen konnen diesen Rezeptor in
membranstandiger Form exprimieren oder als Antikorper sezernieren. Er stellt
einen Komplex aus einem membrangebundenen Immunglobulin (Ig) und aus
zwei lg-a/lg-B heterodimeren, transmembrandsen Proteinen dar. Diese
transmembrandsen Proteine, die auch als CD79 a/b bezeichnet werden, sind
fur die Signalweiterleitung wichtig. Das membrangebundene Immunglobulin
besteht aus zwei identischen leichten und schweren Ketten, die durch
Disulfidbriicken miteinander verbunden sind. In der Keimbahn werden zwei

unterschiedliche leichte Ketten (A=lambda und k=kappa) und fiinf verschieden
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schwere Ketten kodiert. Die schweren Ketten werden je nach Immunglobulin y-
Kette bei IgG, a-Kette bei IgA, u-Kette bei IgM, ¢-Kette bei IgE und 6-Kette bei
IgD benannt. Aufgrund der Struktur der Immunglobuline kann man einen
konstanten und einen variablen Teil unterscheiden. Die variable Region stellt
die Antigenbindungsregion dar. Die konstante Region definiert funf
verschiedene Immunglobulinklassen, die sich in einzelnen
Aminosauresequenzen, Molekulargewicht, Kohlenhydratgehalt und in ihrer
Funktion unterscheiden. Sie werden je nach Typ der schweren Kette als IgG,
IgA, IgM, IgD und IgE bezeichnet. Immunglobuline kénnen durch Papain bzw.
Pepsin in funktionelle Abschnitte gespalten werden: der Amino-terminale
Abschnitt wird als Fab-Fragment (Antigenbindendes Fragment) bezeichnet,
wahrend der restliche Abschnitt als Fc-Fragment (crystilizable oder constant
Fragment) beschrieben wird. Das Fc-Fragment bestimmt unter anderem die
Immunglobulinklasse und dient der Komplementaktivierung. In der variablen
Region gibt es drei so genannte hypervariable Bereiche, die CDR Regionen
(complementarity determining regions). Die grof3te Variabilitdt weist die CDR-3
Region auf, der auch die grol3te Bedeutung fur die Antigenbindung zukommt
(Xu and Davis, 2000). Die hypervariablen Regionen der schweren und leichten
Ketten, bilden jeweils gemeinsame hypervariable Domanen, die die
Antigenbindungsstelle  reprasentieren.  Die  Antigenbindungsstelle st
hochcharakteristisch fur einen Antikbrper bestimmter Spezifitat und wird auch
als Idiotyp bezeichnet. Zwischen den hypervariablen Regionen liegen die
Rahmen-Regionen (frame work regions), sie bilden das strukturelle Gerust der
Antigenbindungsstelle. Die grof3e Variabilitdt der Immunglobuline entsteht durch
somatische Genumlagerungen und somatische Mutationen. Die Gene, die fur
die leichte bzw. schwere Kette codieren, liegen auf unterschiedlichen
Chromosomen. Die genetische Information fir die leichte Kette liegt auf dem
Chromosom 22q11 bzw. 2pl12 (kappa bzw. lambda), wéhrend die Information
fur die schwere Kette auf dem Chromosom 14p32 liegt. Die
Immunglobulinsegmente werden in einem nicht rekombinanten Zustand vererbt,
die Rekombination und somatische Genumlagerung erfolgt erst wahrend der
B-Zell-Reifung im Knochenmark. Bei dem Vorgang der somatischen

Genumlagerung der schweren Kette werden jeweils eine Variante der variablen
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(V-Gen), diversity (D-Gen), joining (J-Gen) und konstanten (C-Gen)
Genabschnitte zusammengefigt (Early et al., 1980). Die Diversitat entsteht
durch die Vielzahl von Moglichkeiten der Konstruktion. Bei der leichten Kette
werden V-, J- und C-Genabschnitte miteinander verbunden. In diesem Zustand
wird der B-Lymphozyt als Pro-B-Zelle beschrieben und erst nach einem
kompletten Rearrangement exprimiert die Zelle ein membranstandiges IgM-
Molekil im B-Zell-Rezeptor Komplex und wird als unreife B-Zelle bezeichnet.
Durch die negative Selektion werden autoreaktive B-Zellen aussortiert und die
B-Zellen tragen ein zuséatzliches IgD Molekul, wodurch sie dann eine naive B-
Zelle darstellen. Diversitdt wird zum Schluss noch durch die somatische
Hypermutation erhoht, die erst nach einem Antigenkontakt im Keimzentrum

erfolgt. Dadurch wird die Spezifitat jedes B-Zell Klons erhdht.

Einige Studien unterstitzen sehr stark die Hypothese, dass die Stimulation des
B-Zell-Rezeptors (BZR) in der Pathophysiologie der CLL eine Rolle spielt. Diese
Beobachtungen werden dadurch unterstitzt, dass Signalmolekile wie CD38
(Damle et al., 1999) und ZAP 70 (zeta associated Protein) (Chen et al., 2002) in
dem Krankheitsverlauf der CLL eine Rolle spielen. Die CLL galt lange als eine
Transformation von gesunden zu malignen B-Zellen, die durch genetische
Aberration entsteht. Doch trotz dieser chromosomalen Aberrationen
proliferieren primare Lymphomzellen gewdhnlich nicht in vitro. Dies konnte
darauf hindeuten, dass ein externer Stimulus fir das Wachstum notwendig ist.
So konnten bestimmte Wachstumsfaktoren oder Zytokine der Stimulus sein.
Allerdings scheint auch eine chronische Antigenstimulation Uber den B-Zell-
Rezeptor eine Mdglichkeit zu sein. Die Theorie, dass die Pathogenese der CLL
durch bestimmte Antigene ausgelOst oder aufrechtgehalten werden kann, wird
auch als ,antigenic-drive” Theorie bezeichnet. Die CLL B-Zellen haben ein
phanotypisches Profil von antigenaktivierten B-Zellen (Damle et al., 2002) und
zeigen ein Genexpressionsmuster, das ebenfalls Kennzeichen des Status der
Antigenprasentation tragt (Klein et al., 2001). Es konnte fur die CLL in
verschiedenen Studien gezeigt werden, dass der BZR Autoantigene (Borche et
al., 1990, Sthoeger et al., 1989) oder auch virale Antigene (Mann et al., 1987)
erkennt. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass der maligne BZR nicht

durch dieselben randomisiert verteilten Immunglobulin-Gene codiert wird,
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sondern nur bestimmte Gene flur die variable schwere Immunglobulinkette
(IGVy) des malignen BZR codieren. Der erste Beweis, dass die leukamischen
B-Zellen der CLL Patienten ein eingeschranktes Genrepertoire fur die variable
schwere Kette der Immunglobuline besitzt, konnte bereits 1998 durch Fais et al.
gezeigt werden (Fais et al.,, 1998). Diese Autoren konnten ebenfalls bereits
Unterschiede in dem Gengebrauch der CDR-3 Region der schweren variablen
Kette (HCDR-3) feststellen und postulierten die Existenz von bestimmten 1GVy
Genen in der CLL. Unabhangig von dieser Arbeit, konnte durch eine weitere
Arbeitsgruppe demonstriert werden, dass die somatischen Mutationen in den
IGVy Genen der CLL B-Zellen die Erkrankten in zwei Gruppen einteilen
(Hamblin et al., 1999). Somatische Mutationen der IGVy Gene tragen zwischen
50 und 70% der CLL-Patienten (Schroeder and Dighiero, 1994). Diese
Untergruppen unterscheiden sich auch im klinischen Verlauf. Patienten, die
einen mutierten BZR auf der B-Zelloberflache tragen, haben mehrheitlich einen
indolenteren Verlauf als die Patienten, die einen unmutierten BZR exprimieren.
Als mutiert wird ein BZR bezeichnet, der weniger als 98% Ubereinstimmungen
in der Gensequenz fur die IGVy der Keimbahnlinie besitzt. Als unmutiert wird
ein Rezeptor mit mehr als 98% Ubereinstimmungen definiert (Hamblin et al.,
1999). Es ist moglich, den Mutationsstatus noch weiter zu unterteilen: 100%
Homologie wird als unmutiert, 99-99,9% als minimal mutiert, 98-98,9% als
grenzwertig-mutiert und weniger als 98% Homologie wird als mutiert bezeichnet
(Murray et al., 2008). Die Verwendung bestimmter Ig-Gene sagt haufig etwas
Uber den zu erwartenden Verlauf einer CLL aus. So ist z.B. das I1GVy 3-21
Gen unabhangig von dem Mutationsstatus mit einem schlechten klinischen
Verlauf assoziiert (Tobin et al., 2002). Dabei fallt auch auf, dass die
verwendeten 3-21 Gene zum Teil eine hohe Homologie in der
Aminosauresequenz der CDR-3 Region besitzen. Insgesamt besteht bei der
CLL ein eingeschranktes Repertoire von Genen fir die leichte variable
Immunglobulinkette (IGV.). Von den vielen Immunglobulingenen, die fur die
schwere und leichte variable Region des BZR zur Verfigung stehen, werden
bestimmte Gene bevorzugt verwendet. Am haufigsten treten folgende
Genfamilien auf: IGVy 1-69, IGVy 3-07, IGVL 3-23 und IGVy 4-34 auf
(Schroeder and Dighiero, 1994). Diese Einengung des BZR-Genrepertoirs von

13
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malignen B-Zellen im Vergleich zu gesunden B-Zellen kdnnte ebenfalls ein

Hinweis auf eine Selektion, durch Antigene hindeuten.

Ein weiterer Hinweis auf eine mogliche Rolle von Antigenen in der Entstehung
der CLL sind die beobachteten schon oben angedeuteten stereotypen HCDR-3
Regionen in der schweren variablen Immunglobulinkette. Mit dem Begriff
,Stereotyp“ beschreibt man die Ubereinstimmung in mindestens 60% der
Aminosauresequenz der CDR-3 Region bei unterschiedlichen Patienten
(Messmer et al., 2004a). Bei der CLL exprimieren mehr als 26% der Patienten
solche stereotypen fast identischen BZR, die sich bislang in 110 Untergruppen
mit jeweils homologen BZR einteilen lieRen (Murray et al., 2008, Stamatopoulos
et al., 2007, Bomben et al., 2009). In der Wahrscheinlichkeit des Auftretens von
homologen BZR gibt es einen Unterschied zwischen unmutierten und mutierten
BZR. Die Haufigkeit liegt bei unmutierten BZR bei 40%, wahrend es bei
mutierten BZR nur bei 10% liegt (Murray et al., 2008). Das Auftreten von
stereotypen BZR unterscheidet sich stark bei Verwendung bestimmter IGVy
Genen. So treten bei 34% der Falle mit IGVy 1 Gene-Verwendung stereotype
HCDR-3 Regionen auf, bei 23% der Falle mit IGVy 4 Gen-Verwendung und nur
bei 15% der Falle mit IGVy 3 Gen-Verwendung (Stamatopoulos et al., 2007)
auf. Die Verteilung von stereotypen HCDR-3 Regionen in den einzelnen

Subgruppen ist sehr unterschiedlich (Abbildung 1).
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Abbildung 1. Haufigkeiten von stereotypen HCDR-3 Regionen bei Verwendung
bestimmter IGVy Gene in CLL-Zellen (Stamatopoulos et al., 2007)
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Die Kategorisierung von CLL Patienten basierend auf dem Mutationsstatus der
Gene fur die IGVy und die Existenz der stereotypen B-Zell-Rezeptoren, die mit
dem Klinischen Verlauf korrelieren, lasst stark eine Rolle des BZR in der
Pathogenese der CLL vermuten. Inwieweit ein moglicher Antigenkontakt die
maligne Transformation oder die weitere Lymphomentwicklung fordert, ist

bislang noch unklar.

1.3 Phage-Display-Peptide Libraries (Phagen-Peptidbanken)

Die Phage-Display Technologie ist eine gut etablierte Methode zur schnellen
Identifikation von Liganden fir eine Vielzahl von Zielstrukturen wie z.B.
Antikdrperfragmente, Proteine, Enzyme etc. Dabei wird ein Peptid in Fusion mit
einem Kapsidprotein eines Bakteriophagen exprimiert. Das fusionierte Protein
wird auf der Oberflache des Phagenpartikels prasentiert, wahrend die DNA,
welche fur das Fusionspeptid kodiert, als Teil des viralen Genoms im Inneren
des Virions bleibt. Diese Verbindung zwischen dem Liganden-Genotyp und dem
Phéanotyp erlaubt die rasche Identifizierung von spezifisch bindenden
Peptidliganden fir eine Vielzahl von Zielmolekilen (Antikérper, Enzyme,
Rezeptoren etc.). Die eigentliche Selektion erfolgt in einem ,Biopanning*

genannten Selektionsprozess (Abbildung 2).

15



1 Einleitung

Abbildung 2. Schematische Darstellung des Biopanning Vorganges. Eine Phagen-
Peptidbank (1.) wird zu dem immobilisierten Zielmolekil (2) gegeben und inkubiert (3.).
Nicht gebundene Phagen werden durch waschen (4) entfernt. Spezifisch gebundene
Phagen werden eluiert (5), amplifiziert (6) und die Anreicherung wird wiederholt (7).
Nach drei bis vier Selektionsrunden kdnnen einzelne Klone isoliert werden.

Die verwendeten Phagenpeptidbanken bestehen aus Phagenkollektiven, die an
ihrer Oberflache Peptide mit randomisierter Aminosauresequenz exprimieren
(bis zu 10° Permutationen pro Peptidbank) (Smith and Scott, 1993). Die
Peptidbankselektion kann so durchgeftihrt werden, dass die Peptide zur
Bindung einzelner Phagenklone an aufgereinigte  Proteine  oder
Zellmembranrezeptoren binden. Zum Phage Display werden unterschiedliche
Phagenspezies eingesetzt. In unserer Studie verwendeten wir den fd-Phagen
(Abbildung 3). Er gehdrt zu den filamentdsen Phagen, wie auch der f1 und der
M13 Phage. Es sind einzelstrangige DNA Phagen, die nur solche E.coli
Stdmme infizieren konnen, welche den so genannten F-Faktor enthalten. Sie
lysieren ihre Wirtsbakterien nicht, sondern replizieren in den Bakterien, ohne
diese dabei zu zerstoren. Hierzu ist es erforderlich, dass die N-terminal an
Kapsidproteine (plll, pVI, pVII, pVIIl oder pIX) fusionierten Peptide durch die
Plasmamembran geschleust werden kénnen.

16



1 Einleitung

P I

Abbildung 3: Schematische Darstellung eines fd-Phagen mit den verschiedenen
Oberflachenproteinen (Arap, 2005)

Durch diese Technik ist es auch mdglich, Liganden zu isolieren, die spezifisch
an die antigenbindende Region eines rekombinanten B-Zell-Rezeptors der CLL
binden, in dem sie strukturell das Epitop nachahmen.

1.4 Vorarbeiten zu den in dieser Arbeit geschilderten
Untersuchungen

Aus Phagen-Peptidbanken konnten Liganden als mogliche Epitopanaloga von
Antikorpern identifiziert werden. Die Aminosauresequenzen der selektierten
Peptide wurden mit der Sequenz des bekannten Antigens verglichen und aus
Ubereinstimmungen in der Sequenz konnte auf das Epitop geschlossen
werden. Grundsatzlich ist eine solche Selektion von Epitopanaloga auch mit
rekombinanten B-Zell-Rezeptor-ldiotypen von CLL-Patienten maoglich, das
bislang aber nicht konsequent bis zur Antigenevaluation und Exploration

therapeutischer Implikationen weiterverfolgt wurde.

Bei der Pathogenese der chronischen lymphatischen Leukamie (CLL) geht man
davon aus, dass aus einer urspringlichen B-Zelle sich das Malignom
entwickelt. Folglich exprimiert jede Tochterzelle eines malignen B-Zellklons
denselben BZR.

Es gibt fur die CLL Hinweise darauf, dass es groRe Ubereinstimmungen in dem
Aufbau der CDR Regionen der schweren Kette des BZR verschiedener
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Patienten gibt (Stamatopoulos et al., 2007, Bomben et al., 2009, Murray et al.,
2008). In diesen Arbeiten konnten die CLL-Patienten anhand ihrer CDR-
Sequenz in Subgruppen mit nahezu identischen BZR eingeteilt werden. Das
fuhrte zu der Hypothese, dass es eine Gruppe von Antigenen gibt, die durch die
B-Zell-Rezeptoren der CLL erkannt werden und so mdglicherweise zu deren
Uberleben und Proliferation entscheidend beitragen. In  solchen
Zusammenhangen wurde auch der Begriff der "antigenic-drive"-Hypothese
gebildet. Allerdings gibt es bis heute nur wenig Wissen dariber, welche
Antigene in der Lage sein konnten, einen ,antigenic drive” lymphatischer

Neoplasien hervorzurufen.

Es konnte in dem Labor der Arbeitsgruppe Trepel zu dieser Fragestellung ein
Verfahren etabliert werden, mit dem aus randomisierten Phagen-Peptidbanken
Liganden isoliert werden, die spezifisch an die antigenbindende Region eines
rekombinanten B-Zell-Rezeptors der CLL binden, indem sie strukturell das
Epitop nachahmen, so genannte ,Epitopmimics®. Aus diesen Vorarbeiten,

entwickelte sich auch die hier vorgelegte Arbeit.

In diesen Vorarbeiten wurden aus Phagenpeptidbanken Peptidliganden als
Epitopmimics auf CLL-Antikérperfragmenten isoliert. Dazu wurden B-Zell-
Rezeptoren von neun zuféllig ausgewahlten CLL-Patienten als rekombinante
IgG Fab Fragmente hergestellt. Fab Fragmente bestehen aus zwei Ketten des
Immunglobulins, einer schweren und einer leichten Kette, die zusammen eine
Antigenbindungsstelle bilden. Jede dieser Ketten besteht aus einer konstanten
und einer variablen Region. Die Struktur ist dadurch sehr stabil. Die Selektion
auf den neun rekombinanten CLL-B-Zell-Rezeptoren wurde mit Peptidbanken
unterschiedlicher Peptidlange durchgefuhrt. Fur sieben von den neun
rekombinanten CLL  B-Zell-Rezeptoren  konnten  selektiv  bindende
Peptidliganden isoliert werden. Bei zwei Rezeptoren unterschiedlicher Patienten
lagen eine nahezu identische CDR-3 Region der Rezeptoren vor. Folgerichtig
wurden auf diesen Rezeptoren auch nahezu identische Peptide als

Epitopmimics selektiert.

Um sicher zu gehen, dass die selektierten Peptide auch auf dem natirlich

exprimierten BZR auf CLL-Zellen binden und nicht an die rekombinanten BZR,
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wurde dies mittels Immunfloureszenz verifiziert. Um die Bindung auf den BZR
auch in einem grof3eren Kollektiv von Proben durchfuhren zu kénnen, wurde die
spezifische Bindung dann in einem Phagenbindungsassay, wie im Methodenteil
dieser Arbeit beschrieben, durchgefuihrt. Es konnte in einer Gruppe von 60
Patienten gezeigt werden, dass mit sechs unterschiedlich selektierten
Phagenpeptiden alle CLL-Zellen erkannt wurden und anhand des
Bindungscharakters in Gruppen zugeordnet werden konnten. Dabei zeigte sich
eine Uberraschende Kreuzreaktivitat. Ein Phagenklon band nicht nur an seinen
selektierten Idiotyp, sondern auch an andere Idiotypen, die sich in der CDR-3
Sequenz unterschieden und nach der in der Literatur etablierten Einteilung
(Murray et al., 2008, Stamatopoulos et al., 2007, Bomben et al., 2009) nicht zu
einem Subset gehdren. Im Rahmen dieser Vorarbeiten konnte festgestellt
werden, dass CLL-Zellen unterschiedlicher Patienten das gleiche Epitop
erkennen konnten, obwohl ihre B-Zell-Rezeptoren hinsichtlich der

Aminosauresequenz der CDR-3 Region scheinbar nicht verwandt sind.
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Basierend auf den in Kapitel 1.4 geschilderten Vorarbeiten stellte sich die
Frage, ob sich auch in einem groéReren Patientenkollektiv die CLL-Proben
anhand ihres B-Zell-Rezeptor Epitoperkennungsmusters den schon vermuteten
funktionellen Kategorien zuordnen lassen und ob sich sogar vielleicht neue
Kategorien zeigen lassen. Des Weiteren sollte tberprift werden, ob sich
anhand der Zugehorigkeit einer Patientenprobe zu einer dieser funktionellen
Kategorien mit identischem Epitoperkennungsmuster mit  klinischen,
insbesondere prognostischen Parametern korrelieren lasst. Dies sollte anhand
mehrerer in der Literatur gut evaluierter klinischer und laborchemischer

Parameter untersucht werden.

Mit dieser Arbeit sollte das Verstéandnis des B-Zell-Rezeptors in der Biologie der
CLL weiter vertieft und so das Verstandnis fur die Grundlage der Pathogenese

dieser Erkrankung erweitert werden.
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3.1 Patientenproben

Die  verwendeten  Blutzellen  wurden per  Venenpunktion  oder
Knochenmarkspunktion gewonnen. Alle Patienten erfillten die Kriterien zur

Diagnose einer chronisch lymphatischen Leukamie.

Insgesamt wurden im Zeitraum von Anfang 2007 bis Dezember 2008
Blutproben von 113 Patienten entnommen. Untersucht wurden Patienten aus
dem Universitatsklinikum Freiburg, Abteilung fur Hamatologie und Onkologie
(Leiter: Prof. Dr. Dr. h.c. Roland Heinrich Mertelsmann) und aus dem
Universitatsklinikum Hamburg Eppendorf, Abteilung fir Onkologie und
Hamatologie (Leiter: Prof. Dr. med. Carsten Bokemeyer). Die Proben von
gesunden Probanden stammten von freiwilligen Blutspenden von Mitarbeitern

der wissenschaftlichen Arbeitsgruppe Trepel.

3.2 Reagenzien

Ampicillin Carl Roth, Karlsruhe
Ammoniumchlorid NH,CI Carl Roth, Karlsruhe

Bacto Tryptone Becton Dickinson, Heidelberg
Bacto Yeastextract Becton Dickinson, Heidelberg
Bacto Agar Becton Dickinson, Heidelberg
Calciumchlorid CacCl, Carl Roth, Karlsruhe
Cyclohexan Sigma-Aldrich, Steinheim
Dimethylsulfoxid Carl Roth, Karlsruhe
Dimethylfornamid Carl Roth, Karlsruhe
Dibutylphalat Sigma-Aldrich, Steinheim
dNTP 10mM Fermentas, St.Leon-Rot
Ethanol 99% Sigma-Aldrich, Steinheim
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Ethidiumbromid

Fetales Kalberserum

Ficoll Biocoll Separation Solution
Glycerin

Glucose

IPTG (Isopropyl 3-D-Thiogalactoside)
Kanamycin
Kaliumhydrogenphosphat KH,PO4
Kaliumchlorid KCI
Magnesiumchlorid MgCL,
Natriumhydrogenphosphat Na,HPO,
Noble Agar

Natronlauge

Polyethylenglycol

PBS (Tris Buffered saline)

RPMI

TBS (Tris Buffered Saline)
Tetrazyklin

Terrific Broth TB

Trypanblau 0,4%

X-GAL  (5-Bromo-4chloro-3-indolyl-3-D-
galactoside)

3.3 Nahrmedien

Luria-Bertani (LB)-Medium

10 g/l
5gl/
10 g/l

Carl Roth, Karlsruhe
Biochrom, Berlin
Biochrom, Berlin
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Becton Dickinson, Heidelberg

Merck, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Fermentas, St.Leon-Rot

Bacto Tryptone
Bacto Yeastextract

NaCl
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Fur die Verwendung von Agarplatten wurden noch zusatzlich 15g/l Bacto Agar
mit eingewogen. Anschlieend wurde die Losung mit Hilfe von Natronlauge auf
einen pH 7,0 eingestellt. Zur Herstellung der Agarplatten wurde das Medium

nach dem Autoklavieren und Abkihlen auf ca. 55°C in Petrischalen gegossen.

Nach dem Abkuhlen wurde dem LB-Medium das jeweilige Antibiotikum

hinzugeftigt.

Antibiotikum Stocklésung Endkonzentration
Ampicillin 100 mg/mi 150 pg/mi
Kanamycin 50 mg/mi 200 pg/ml
Tetrazyklin 5 mg/mi 20 pg/ml
IPTG/Xgal 50 mg/ml IPTG 25 pg/ml

40 mg/ml Xgal 20 pg/ml

AnschlieRend wurden die Platten bei 4°C im Kihlraum gelagert.

TB-Medium
47 g/l Terrific Broth TB Invitrogen
4 mi Glycerin

Die Losung wurde mittels Natronlauge auf einen pH Wert von 7,0 eingestellt.
Das Medium wurde autoklaviert und nach dem Abkuhlen auf 55°C, wurden
noch 10% Supplement und 200ug/ml Kanamycin hinzugefiigt. Supplement
bestand aus 23,19/l Kaliumhydrogenphosphat und 164,289/l
Dikaliumhydrogenphosphat, welches mit destilliertem Wasser in Ldsung
gebracht und steril filtriert wurde.
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SOB Medium

Bacto Tryptone
Bacto Yeast Extract
NaCl

1M KCI

20 g/l

5 g/l
500 mg/I
2,5 ml/l

Vor dem Autoklavieren wurde das Medium mit Natronlauge auf einen pH Wert

von 7,0 eingestellt.

SOC Medium
SOB Medium
1M Glucose

1M MgCI2

3.4 Kits

QIAprep Spin Miniprep Kit
QIAquick Gel Extraction Kit
QIAprep Miniprep Kit
RNeasy Kit

CloneJet PCR Cloning Kit
QIAquick PCR Purification Kit

3.5 Enzyme und Puffer
Terminale Transferase

T4 Ligase

NEB4 Buffer

5x First Strand Buffer

Super Script Il Reverse Transcriptase
Go Taq Polymerase

5x Go Taq Buffer

48,5 ml/50ml
1 ml/50ml
500 pl/50ml

Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden
Fermentas, St.Leon-Rot

Qiagen, Hilden

New England Biolabs, Beverly (USA)
New England Biolabs, Beverly (USA)
New England Biolabs, Beverly (USA)
New England Biolabs, Beverly (USA)
Invitrogen, Karlsruhe
Promega, Mannheim

Promega, Mannheim
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Xba |
Not |

3.6 Bakterienstamme

E.coli ER 2738

Genotyp: F'proA'™B* lacl® A(lacZ)M15
zzf::Tn10(Tet®)/ fhuA2 ginV A(lac-proAB)
thi-1 A(hsdS-mcrB)5

E.coli K91kan

3.7 Plastik- und Glaswaren
Reaktionsgefal3e (verschiedene Gréf3en)
Kryordhrchen

Petrischalen

Pipettenspitzen mit Filter, steril

Pipettenspitzen (verschiedene Grofien)

3.8 Gerate

Autoklav Typ EL
Brutschrank mit Begasung
Mikrozentrifuge 5417 R
Nanodrop

Sterilwerkbank

Schittler Innova 2000

New England Biolabs, Beverly (USA)
New England Biolabs, Beverly (USA)

New England Biolabs, Frankfurt

G.Smith,  Universitat
Columbia (USA)

von  Missouri,

Sarstedt, Nimbrecht
Nunc, Dusseldorf

Sarstedt, Niumbrecht
Sarstedt, NiUmbrecht

Sarstedt, Nimbrecht

Systec, Wettenberg

Thermo Scientific, Karlsruhe
Eppendorf, Hamburg
Thermo Scientific, Karlsruhe
Thermo Scientific, Karlsruhe

New Brunswick Scientific, Nirtingen
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4.1 Zellkulturmethoden

4.1.1 Isolierung und Kultivierung von mononukleédren Zellen

Um die PBMC (peripheral blood mononuclear cells) aus den Blut- oder
Knochenmarksproben der CLL-Patienten aufzureinigen, wurde das Blut oder
das Knochenmark mit PBS in einem Verhdltnis von 1:1 in einem
Reaktionsgefald verdinnt. In einem weiteren Reaktionsgefald wurden 15ml des
Dichtegradienten vorgelegt. Als Dichtegradient wurde die Biocoll Separating
Solution verwendet. Das verdinnte Blut (35ml) wurde langsam uber den
Dichtegradienten geschichtet. Anschlielend wurde das Reaktionsgefald bei
2000rpm fur 20 Minuten bei 4°C ohne anschlieRende Bremse zentrifugiert. In
dem Reaktionsgefald? waren nun gut abgrenzbare Schichten unterschiedlicher
Zusammensetzung sichtbar. Zunachst wurde die oberste Schicht, das Serum,
abpipettiert und verworfen. Die PBMC Interphase wurde mit der Pipette
abgesaugt, in ein neues Reaktionsgefald tberfuhrt und erneut mit PBS 1.1
verdinnt. Es wurde davon ausgegangen, dass die Interphase bei den
Blutproben der CLL-Patienten zum grof3ten Teil aus Lymphozyten bestanden
und es somit nicht notig war, die Interphase noch weiter in ihre
Einzelzusammensetzung zu differenzieren. Diese LOsung wurde dann bei
1500rpm fiir 10 Minuten zentrifugiert. Der neu gebildete Uberstand wurde
ebenfalls mit einer Pipette abgesaugt und verworfen. Das entstandene
Zellpellet wurde dann in 50ml PBS resuspendiert. Die Zellzahl wurde zu diesem
Zeitpunkt mit Hilfe einer Neubauer Zahlkammer bestimmt. AnschlieRend wurde
die Losung bei 1500rpm fir 10 Minuten bei 4°C zentrifugiert. Der Uberstand
wurde wieder entfernt. Das Zellpellet wurde nun im Einfriermedium (fetales
Kalberserum + 10% Dimethylsulfoxid) aufgenommen und in Kryoréhrchen
uberfihrt. Dimethylsulfoxid (DMSO) verhindert die Ausbildung von Eiskristallen
in den Zellen, was zur Zerstorung der Zellen fuhren wirde. Um den

zytotoxischen Einfluss des DMSO auf die Zellen so gering wie moglich zu
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halten, wurden sie schnell zunéchst bei 20°C fur 24 Stunden eingefroren, um

dann am néchsten Tag in den -80°C Gefrierschrank gelagert zu werden.

4.1.2 Zellzdhlung

Die Zellzdhlung erfolgte durch die Anfarbung der Zellen mit 0,4 prozentigen
Trypanblau. Die Membran von lebenden Zellen ist fur diesen Farbstoff
undurchléssig, wahrend sich tote Zellen damit anfarben lassen. Anhand dieser
unterschiedlichen Anfarbbarkeit lassen sich die Zellen differenzieren und mit
Hilfe einer Neubauer Zahlkammer auszahlen. Dazu wurden 10ul der
Zellsuspension in die Zahlkammer pipettiert und alle vier Quadranten
ausgezahlt. Ein Quadrant dieser Neubauer Zahlkammer besteht aus 16
einzelnen Feldern. Der gebildete Mittelwert wurde mit 10* multipliziert und

ergab die gesuchte Zellzahl pro pl Losung.

4.2 Allgemeine molekularbiologische Arbeitstechniken

4.2.1 RNA-Extraktion

Die Extraktion der RNA aus den gewonnenen Lymphozyten der Patienten
erfolgte mit Hilfe des RNA Extraktionskits. Die gewonnene RNA wurde in
RNAse-freiem Wasser gelost und bis zur weiteren Verarbeitung bei -80°C
gelagert. Die Menge der RNA wurde photometrisch bestimmt, in dem die
Absorption bei 260nm mit dem Gerat Nanodrop der Firma Thermo Scientific,
Karlsruhe gemessen wurde. Das Verhdltnis 260/280 galt als Mal3 fir die

Reinheit und sollte zwischen 1,9 und 2,0 betragen.

4.2.2 Transkription in komplementare DNA (cDNA)

Die komplementare DNA wurde mit Hilfe von SuperScript Il Reverse

Transkriptase durchgefuhrt.
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Es wurden folgende Komponenten zusammengeflugt.

Oligo(dT)12-18 (500ug/ml) 1l

RNA 1ng-5ug (max. 10ul)
dNTP Mix 10mM 1pl

Steriles destilliertes Wasser bis 12pl

Alle Komponenten wurden in ein autoklaviertes-Reaktionsgefald 0,2ul pipettiert,

anschliel3end fir 5 Minuten bei 65°C erhitzt und dann auf Eis gestellt.
Nun wurden die folgenden Komponenten hinzugefigt:

5x First Strand Buffer 4ul
0,1 MDTT 2l

Die Komponenten wurden kurz zentrifugiert und fir 2 Minuten bei 42°C
inkubiert. Als néachstes wurde 1l der SuperScript Il Reverse Transkriptase
hinzugefluigt und erneut bei 42°C fur 50 Minuten inkubiert. Die Reaktion wurde
durch das Erhitzen auf 70°C fur 15 Minuten beendet. Die cDNA musste zur
weiteren Verarbeitung gefallt werden. Dazu wurden 20ul der cDNA mit 2ul 3M
Natriumacetat und 60ul 100% Ethanol bei -80°C fur 30 Minuten gefallt. Danach
wurde die Losung bei 14000rpm fur 20 Minuten bei 4°C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das Pellet mit 150ul Ethanol 70%
resuspendiert und erneut bei 14000rpm fir 5 Minuten zentrifugiert. Der
Uberstand wurde wieder verworfen und das Pellet an der Luft getrocknet und
dann mit 20ul destillierten Wasser resuspendiert. Die cDNA wurde bei -20°C

gelagert.

4.2.3 Amplifikation der Immunglobuline mittels PCR

Durch die Verwendung von familienspezifischen Primer bei der Polymerase-
Kettenreaktion war es moglich, die Immunglobulinfamilie des jeweiligen
Patienten aus der praparierten cDNA genau zu detektieren und im Anschluss
zu amplifizieren. Alle PCR-Reaktionen wurden nach dem folgenden Schema
angesetzt, wobei sich die jeweiligen Reaktionsansatze nur durch die
Verwendung der unten aufgefihrten familienspezifischen Primer unterschieden.
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5xGoTaq Buffer 10yl

dNTP 10mM 1pl

Cw Primer 1:10 verdunnt 1l

GoTag Polymerase 0,25ul

Familienspezifischer Primer 1ul

cDNA 1:10 verdinnt 1pl

destilliertes Wasser ad 50ul

Tabelle 2: Primersequenzen

Primer Sequenzen

VH1la 5-CAGGTKCAGCTGGTGCAG-3
VH1b 5-CAGGTCCAGCTTGTGCAG-3’
VH1c 5-sAGGTCCAGCTGGTACAG-3’
VH1d 5-CArATGCAGCTGGTGCAG-3
VH2a 5-CAGATCACCTTGAAGGAG-3’
VH2b 5-CAGGTCACCTTGArGGAG-3’
VH3a 5-GArGTGCAGCTGGTGGAG-3’
VH3b 5-CAGGTGCAGCTGGTGGAG-3’
VH3c 5-GAGGTGCAGCTGTTGGAG-3’
VH4a 5-CAGSTGCAGCTGCAGGAG-3
VH4b 5-CAGGTGCAGCTACAGCAG-3’
VH5a 5-GArGTGCAGCTGGTGCAG-3’
VH6a 5-CAGGTACAGCTGCAGCAG-3
VH7a 5-CAGGTsCAGCTGGTGCAA-3’
Cwm 5-CTCTCAGGACTGATGGGAAGC-3
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Fur die PCR wurden folgende Einstellungen verwendet.

Initial Denaturation 95°C 2 Minuten

Denaturation 95°C 1 Minute

Annealing 55°C 1 Minute 30 Zyklen
Extension 72°C 1 Minute

Final Extension 72°C 10 Minuten

Soak 4°C

4.2.4 Agarosegelelektrophorese

Die Analyse der PCR-Fragmente wurde mit Hilfe von 1%igen Agarosegel
durchgefuhrt. Dazu wurden 5g Agarose mit 500ml TAE Puffer gemischt und in
einem Mikrowellenherd aufgekocht, bis die Losung klar und vollkommen gelost
war. Anschlieend wurde das Gel zur weiteren Verarbeitung auf ca. 40°C
abgekuhlt. 100ml Agarosegel wurden mit 3pl Ethidiumbromid unter dem Abzug
gemischt. Der Gelschlitten wurde an den offenen Seiten mit Klebeband
verschlossen, ein Taschenkamm wurde positioniert und das Gel in die Form
gegossen. Nachdem das Gel etwas ausgehartet war, wurde der Taschenkamm
und das Klebeband entfernt und das Gel in die Elektrophoreseapparatur gelegt.
Die Apparatur wurde mit 1XTAE Puffer aufgefillt bis das Gel komplett bedeckt
war. Die Proben wurden mit 10x Gelbeladungspuffer gemischt und dann in die
Geltaschen pipettiert. Als GrolRenmarker wurde eine 1kB DNA Ladder der Firma
Fermentas verwendet. Die Elektrophorese wurde bei einer Spannung von
90Volt durchgefiihrt, bis die Proben Uber die Halfte der Lange des Gels hinaus

gewandert waren. Die DNA wurde durch UV-Beleuchtung visualisiert.

4.2.5 Gelaufreinigung von DNA Fragmenten

Zur Aufreinigung der Gelfragmente wurde das QIAquick Gel Extraction Kit von
Qiagen verwendet. Unter der UV-Beleuchtung konnten die gewilnschten
Fragmente aus dem Agarosegel geschnitten werden. Diese Gelfragmente
wurden dann mit dem dreifachen Volumen von QG Puffer bei 50°C unter
vortexen geldst. Danach wurde ein Gelvolumen Isopropanol hinzugefiigt und

dann auf eine beigefigte Minisaule aufgetragen. Nach mehreren
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Zentrifugations- und Waschschritten wurde die gewonnene DNA in 30ul

destilliertes Wasser eluiert.

4.2.6 Klonierung der amplifizierten DNA

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Klonierungen erfolgten nach dem Protokoll
des Clone Jet Kit der Firma Fermentas. Das Kit kann sowohl fir PCR Produkte
mit glatten Enden (blunt ends) wie auch fur Produkte mit Gberhangenden Enden
(sticky ends), wie sie bei der Verwendung von Tag Polymerasen entstehen,
verwendet werden. Das Kit beinhaltet einen pJet 1.2/blunt cloning
vector(50ng/ul), der ein Suizid-Restriktionsenzym enthélt, so dass nur Zellen mit

rekombinanten Plasmiden als Kolonien wachsen kénnen.

Es wurden folgende Komponenten nach Herstellerprotokoll zusammengefigt.

2x Reaction buffer 10ul
PCR-Produkt 2ul
Nukleasefreies Wasser auf 17l
DNA blunting Enzyme 1l

Die Komponenten wurden kurz zentrifugiert und gevortext. Anschlieend bei

70°C fur 5 Minuten inkubiert und danach kurz auf Eis gelegt.
Danach folgte die Ligation mit den im Kit enthaltenen Komponenten.

pJet 1.2/blunt cloning vector (50ng/ul) 1pl
T4 DNA Ligase (5u/pl) 1l

Die Komponenten wurden kurz zentrifugiert und gevortext. Danach erfolgte die
Inkubation bei 22°C fur 30 Minuten.

4.2.7 Hitzeschock-Transformation

Kompetente E.coli XL1 blue Bakterien wurde langsam auf Eis dazu aufgetaut.
Es wurden 50ul der Bakteriensuspension mit 5ul Ligationsansatz vermischt und
fur 30 Minuten auf Eis inkubiert. Anschlieend wurde der Ansatz fur 45

Sekunden einem Hitzeschock bei 42°C ausgesetzt und dann auf Eis fur 2
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Minuten wieder abgekuhlt. Als nachstes wurde 250ul warmes SOC Medium
hinzugefiigt und fur eine Stunde bei 37°C und 150rpm im Schiittler inkubiert.
Der gesamte Ansatz wurde dann auf LB-Ampicillin Agarplatten ausplattiert, die
zuvor mit 100ul IPTG (50mg/ml) benetzt wurden und anschliel3end bei 37°C

Uber Nacht inkubiert.

4.2.8 Amplifikation

Am nachsten Tag wurden die gewachsenen Kolonien mit einer Pipettenspitze
gepickt und in 1ml LB-Ampicillin Medium (100ul/ml) Gber Nacht bei 37°C und
200rpm im Schuttler amplifiziert. An dem darauf folgenden Tag wurde die Kultur
bei 5000rpm fiir 10 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und

das Zellpellet bei -20°C bis zur weiteren Verarbeitung gelagert

4.2.9 DNA Minipraparation

Die Gewinnung von Plasmid-DNA wurde mit dem QIAprep Spin Miniprep Kit der
Firma Qiagen und anhand des entsprechenden Handbuchs (Stand 12/2006)
durchgefuhrt. Die Plasmid-DNA wurde danach in 30ul destilliertes Wasser
eluiert. Zur Uberpriifung, ob die Klonierung tatsachlich erfolgreich war, wurde im
Anschluss ein Restriktionsverdau mit NOTI und XBAI durchgefihrt. Die
Inkubation erfolgte fur eine Stunde bei 37°C.

4.2.10 Sequenzanalyse und Auswertung

Die Sequenzierreaktion wurde mit dem Big Dye Reaction Kit, dem Forward
Primer aus dem CloneJet PCR Cloning Kit durchgefuhrt. Es wurde ein

Gesamtansatz von 10ul wie folgt angesetzt.

Big Dye Reagenz (rosa) 2l
Big Dye Puffer (farblos) 2ul
Forward Primer 1pl
Plasmid DNA 5ul

Folgendes Programm wurde im Thermocycler fir die Sequenzierreaktion

verwendet:
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Initial Denaturation 96°C 1.30 Minute
Denaturation 96°C 20 Sekunden
30 Zyklen
Annealing 53°C 15 Sekunden
Elongation 60°C 4.0 Minuten
Soak 4°C

AnschlieRend wurden die Proben durch Zugabe von folgenden Komponenten

gefallt:

Natriumacetat 3M 10yl
destilliertes Wasser 80ul
Ethanol 100% 300ul

Der Ansatz wurde bei 13000rpm fur 30 Minuten bei 4°C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das Pellet mit 100ul Ethanol 70% gewaschen.
Es folgte eine erneute Zentrifugation bei 13000 rpm fur 10 Minuten bei 4°C
durchgefihrt. Der Uberstand wurde wieder verworfen und das Pellet bei 37°C
fur ca. 30 Minuten getrocknet. Die Sequenzierung selbst wurde im
Sequenzierlabor der Universitatsklinik Hamburg Eppendorf durchgefuhrt. Die
Analyse der Sequenz, Bestimmung der  schweren  variablen
Immunglobulinfamilie und Bestimmung der complementarity determining region
3 (CDR-3), erfolgte mit dem Computerprogramm IMGT/V-QUEST
(http://imgt.cines.fr/)(Lefranc, 1999).

4.2.11 Platten- und Flussigkultur

Mit einer sterilen Impfése wurden die Bakterien auf einer sterilen LB-Agarplatte
ausgestrichen und Uber Nacht bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Zur Selektion
der Bakterien auf Plasmide wurden den LB-Agarplatten das entsprechende
Antibiotikum hinzugefiigt. Bei den E.coli ER2738 Bakterien wurden die LB-
Agarplatten mit Tetrazyklin und fur die E.coli K91kan Bakterien mit Kanamycin
angereichert.
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Die Anzucht der E.coli Stamme erfolgte in LB-Tetrazyklin Medium fir die E.coli
K12 Bakterien und in TB-Kanamycin Medium fur die E.coli K91 Bakterien bei
37°C.

4.3 Spezielle Arbeitsmethoden mit Phagen

4.3.1 Verwendete Phagenklone

Die in dieser Arbeit verwendeten Phagenklone stammten aus der Vorarbeit der
Arbeitsgruppe des Betreuers dieser Dissertation. In seinem Labor konnten
durch randomisierte Phagenpeptidbanken Liganden isoliert werden, die
spezifisch an die antigenbindene Region eines rekombinanten B-Zell-Rezeptors
der CLL binden, indem sie strukturell das Epitop nachahmen (siehe Kapitel 1.4).
Diese Selektion war auf sieben von neun rekombinanten Fab Fragmenten der
CLL-B-Zellrezeptoren erfolgreich. Fir jedes dieser Fab-Fragmente wurde ein
Epitopmimic als Phagenklon fur die hier geschilderten Untersuchungen gewahilt.
Ihre Aminosauresequenz sowie die Zuordnung zu der Patientenprobe auf deren

B-Zellrezeptorfragment sie selektiert wurden, ist in Tabelle 3 dargestellt.

Tabelle 3: verwendete Phagenklone

Epitop- CLL- verwendete Phagensequenzen
Mimics Patientencode | Phagenpeptidbank*

1 001/002 X1z WNWPLPPVRQFS

2 003 X7 RWWWPTR

3 004 X7 FCSFCVL

4 005 BS YHRWCVMDRRACFEAP
5 006 BS LEYACNGPSQLCSYVR
6 007 Xis SQSPPRYWAWCAGYWCEL
Kontrollphage YMTPPLSSQQKS

fd- ohne Insert

Kontrollphage

*X=zuféllige randomisierte Aminosaureposition, BS=X,CXsCX, in Betafaltblattstruktur
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4.3.2 Einzelklonphagenherstellung

Fur Klone aus der X;, Peptidbank wurde eine Kultur von E.coli K12 Bakterien in
40 ml LB-Tetrazyklin Lésung angesetzt und Uber Nacht im Schiittler bei 200
rpom und 37°C bis zur makroskopischen Eintribung der Kultur wachsen
gelassen. Am néchsten Tag wurde die Bakterienldsung 1:100 verdunnt. Die
Bakteriensuspension wurde dann auf zwei Erlenmeierkolben aufgeteilt und
jeweils 5ul von den Stocklésungen der rl Phagen (Kontrollphage) und 263/6
Phagen hinzugegeben. Erneut wurde die Losung bis zur makroskopischen
Eintribung im Schiittler bei 200 rpm und 37°C inkubiert. Die Kultur wurde dann
als nachstes in weitere Reaktionsgefalie verteilt und bei 8000rpm fur 15
Minuten bei 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit 15%
Polyethylenglycol/NaCl (PEG/NaCI) fur mindestens eine Stunde auf Eis gefallt.
AnschlieRend folgte eine erneute Zentrifugation bei 8000 rpm und 4°C fur 20
Minuten. Der entstandene Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 200 pl
TBS Ldsung im gelést. Um den bakteriellen Debris vollstandig zu entfernen
wurde die Phagenlésung fur 10 Minuten bei 14000 rpm zentrifugiert.
AnschlieRend wurde die Phagenlésung in Reaktionsgefal? pipettiert und im
Kuhlschrank bei 5°C gelagert.

Fur die Herstellung der E.coli K91 Einzelphagenklone wurde zunachst eine
Kultur mit K91kan Bakterien in 20 ml TB-Medium angesetzt und fur ca. 3-4
Stunden im Schdttler bei 200 rpm und 37°C wachsen gelassen. Von dieser
Bakteriensuspension wurden dann 200 pl mit 10 pl der jeweiligen
Phagenstocklosung (Epitop-Mimics 1-6 und Kontrollphagen) fur 30 Minuten bei
Raumtemperatur  inkubiert. AnschlieRend wurden 60 ml TB-Medium
hinzugegeben und bei 200rpm und 37°C lber Nacht im Schittler wachsen
gelassen. Die weitere Versuchsdurchfihrung erfolgte wie oben fir die Derivate
der X;,-Bank beschrieben.

4.3.3 Titration einer Bakteriophagenldsung

Um den Titer einer Phagenlésung festzustellen, wurden Verdlinnungsreihen
angefertigt. Die E.coli K91 Bakterien wurden in TB-Medium (+ 10% Supplement
und 100mg/ml Kanamycin) und die E.coli K12 Bakterien wurden in LB-Medium
(20ug/l Tetrazyklin) inokuliert und im Schuttler bei 200rpm und 37°C bis zur
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makroskopischen  Eintribung inkubiert. Wahrenddessen wurde eine
Mikrotiterplatte  fir die  Verdinnungsreihe vorbereitet. Es wurden
Verdiinnungsstufen von 10° bis 10 mit der zu titrierenden Phagenlésung
angelegt. Die Verdinnung wurde mit PBS durchgefuhrt. War die gewilnschte
Dichte der Bakterienlosung erreicht, wurden 180ul der jeweiligen
Bakterienldsung in die Reaktionsgefal3e gegeben. AnschlieBend wurden die
Bakterienlosungen mit den Phagenlésungen fur 30 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden 100pul jeder Verdinnungsstufe mit
Hilfe von Glasperlen auf LB-Tetrazyklin beziehungsweise auf LB-Kanamycin
Agarplatten ausplattiert. Die Agarplatten wurden im Brutschrank tber Nacht bei
37°C inkubiert. Erst am nachsten Tag wurden die gewachsenen Kolonien
gezahlt und durch die Multiplikation mit dem Verdinnungsfaktor der exakte
Phagengehalt der zu bestimmenden Phagenldsung errechnet.

4.4 Screening der Phagenbindung an CLL-Zellen

Die Bindung von einzelnen Phagenklonen an CLL-Zellen wurde in einem

speziellen Bindungsassay untersucht.

Das Ergebnis des Phagenbindungsassays wurde quantitativ beurteilt, indem
zwischen starker Bindung (im Verhaltnis zum Kontrollphagen fiinfmal starkere
Bindung), schwacher (im Verhaltnis zum Kontrollphagen zwei-flinfmal starkere

Bindung) und negativer Bindung unterschieden wurden.

Der Phagenbindungsassay wurde mit E. coli K91kan Bakterien (bzw. auf E. coli
ER2738 K12 Bakterien fur Derivate der X12 Phagenpeptidbank) quantifiziert.
Um  Phagenbindungen zu  detektieren, die durch unspezifische
Proteinwechselwirkungen entstanden, wurden fur jedes Screening auch
Kontrollphagen verwendet. Als Kontrollphagen dienten Phagen ohne
Peptidinsert oder zufallig ausgewahlte Phagenklone mit derselben Peptidlange.
Die Kontrollphagen besalRen aber dieselbe Antibiotikaresistenz. Die
Kontrollphagen wurden fd-Phage (ohne Insert) bzw. rl Phage (fur die Xj»
Peptidbank) benannt.

Am Versuchstag wurde ein Kryoréhrchen von dem zu untersuchenden CLL-

Patienten in einem 37°C warmen Wasserbad langsam aufgetaut. Die Zellen
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wurden anschliel3end vorsichtig in ein 15ml Reaktionsgefal® tberfihrt und mit
10ml auf 37°C vorgewarmtes RPMI-Medium (+10% FCS und 1%
Penicillin/Streptomycin), vermischt. Die Zellanzahl wurde dann mit Hilfe einer
Neubauer Zahlkammer bestimmt. Es wurden 1x10° Zellen pro ein 1ml-
Reaktionsgefal3 aufgeteilt. Fir ein vollstandiges CLL-Screening waren acht
Patientenproben mit jeweils 1x10° Zellen nétig. Als nachstes wurden die Zellen
bei 1200rpm bei 4°C fir 5 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig
mit einer Pipette entfernt und das Zellpellet in 200ul RPMI resuspendiert. Es
wurden 5x10® TU (transducing Units) von jedem einzelnen zu untersuchenden
Phagen und dem Kontrollphagen zu den Zellen hinzugegeben. Durch leichtes
Schwenken wurden die Phagen mit den Zellen vermischt und dann bei

Raumtemperatur fir 10 Minuten auf einem horizontalen Schuttler inkubiert.

Wahrenddessen wurde das BRASIL-OI (Biopanning and Rapid Analysis of
Selective Interactive Ligands) vorbereitet. Das BRASIL-OI bestand aus 90% N-
Butyl-Phtalat und 10% Cyclohexan. Es wurde zur Trennung der zellgebundenen
Phagen von den ungebundenen Phagen benutzt und analog der Beschreibung
von Giordano et al. durchgefuhrt (Giordano et al, 2001). Ein 400pl
ReaktionsgefalR wurde mit 200ul BRASIL-Ol befiillt und das Phagen-
Zellgemisch wurde tropfenweise und mdglichst vollstandig auf das BRASIL-OI
gegeben. AnschlieRend wurde es fur 10 Minuten bei 4°C und 10000rpm
zentrifugiert. Nach der Zentrifugation befanden sich die zellgebundenen Phagen
als sichtbares Pellet in der unteren hydrophoben Schicht, wahrend sich die
nicht gebundenen Phagen in geloster Form in der oberen Schicht befanden. Fur
die weitere Verarbeitung wurden die ReaktionsgefdaRe dann bei -80°C fir
mindestens 10 Minuten eingefroren. Danach war es moglich, mit einem Skalpell
das Reaktionsgefal? oberhalb des Pellets abzuschneiden und nach leichtem
Ausklopfen wurde das Roéhrchen mit der Spitze nach unten in ein neues 1,5ml
Reaktionsgefdl3 gegeben. Das Zellpellet wurde mit 500ul Bakterienkultur
bedeckt, und anschlielend darin resuspendiert. Die Inkubation erfolgte bei
37°C fur 30 Minuten in einem Heizblock. Nach der Inkubation wurden 100ul der
Bakterienldsung auf vorbereitete Tetrazyklin bzw. IPTG/Xgal Agarplatten
ausplattiert. Durch die mit Antibiotika versetzten Agarplatten konnte

sichergestellt werden, dass nur die Bakterien wachsen konnten, die eine durch
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den Phagen vermittelte Antibiotikaresistenz besalRen. Die Agarplatten wurden
Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Am nachsten Tag wurden die gewachsenen

Kolonien auf den Platten gezahlt.

4.5 Datenerhebung und klinische Parameter

Die Datenerfassung erfolgte durch Einsicht in die Krankenakten der jeweiligen

Patienten. Wir erhoben folgende prognostische Faktoren

e Mutationsstatus des B-Zell-Rezeptors
e Zeitraum zwischen Diagnosestellung und erster Therapie (Time to first
treatment)
e Surrogatmarker flr den Mutationsstatus
o Expression von CD 38
o Expression von ZAP 70
e zytogenetische Aberrationen
e Lymphozytenverdopplungszeit
e variables schweres Immunglobulinkettengen

e Aminosauresequenz der schweren CDR3 Region
Daruber hinaus erfassten wir

o Alter
e Datum der Diagnosestellung
e Beobachtungszeitraum

e Uberlebenszeitraum

Aufgrund der zu geringen Fallzahl oder zu wenigen verfligbaren Daten konnte
eine statistische Auswertung der Surrogatmarker fir den Mutationsstatus und
der Lymphozytenverdopplungszeit nicht erfolgen.

4.6 Statistik

Die Krankengeschichten wurden hinsichtlich des Zeitraums zwischen
Diagnosestellung und erster Therapie fur die CLL (time to first treatment TTFT)
retrospektiv untersucht. Als behandlungsfreier Zeitraum galt das Intervall

zwischen Diagnosestellung und dem Therapiebeginn der CLL. Dieses
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Therapieintervall wurde mit Hilfe der Kaplan-Meier Methode statistisch
ausgewertet. Mit Hilfe der Cox-Regression konnte der Einfluss von bestimmten
Variablen auf das TTFT Uberprift werden. Der Vergleich von mehreren
Gruppen hinsichtlich des TTFT erfolgte mit dem log-rank Test. Eine statistische
Signifikanz wurde mit einem p-Wert von 0,05 angenommen. Weitere Daten
wurden mit Methoden der deskriptiven Statistik, wie zum Beispiel Haufigkeiten
(absolut und/oder prozentual), Anzahl der verfigbaren bzw. nicht verfigbaren
Werte, Mittelwert, Standardabweichung und Median berechnet und tabellarisch

dargestellt.

Die EDV-Auswertung der Daten erfolgte mit der Tabellenkalkulation Microsoft
Excel 2007 und dem Statistikprogramm SPSS. Fir die statistische Auswertung
erfolgte eine Kollaboration mit dem Zentrum fur Biometrie der Universitatsklinik
Hamburg-Eppendorf.
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5 Ergebnisse

In der Studie wurden insgesamt 100 CLL-Patienten untersucht. Der

Beobachtungszeitraum der Patienten lag im Median bei 89,5 Monaten.

Von den 100 CLL-Patienten starben sechs Patienten innerhalb des
Beobachtungszeitraumes. Der Median des Uberlebenszeitraumes lag bei 71,5

Monaten.

5.1 B-Zell-Rezeptor-Epitoperkennungsmuster

Es wurde das Epitop-Bindungsverhalten der B-Zellrezeptoren auf CLL-Zellen
von insgesamt 100 CLL-Patienten Uberpruft. In die Analyse flossen auch die

bereits in den Vorarbeiten evaluierten Félle ein.

Damit das Bindungsverhalten miteinander verglichen werden konnte, wurde es
semi-quantitativ in drei Abstufungen bewertet: eine starke Phagenbindung
wurde definiert als eine Bindung, die finfmal starker als die des Kontrollphagen
war, eine mittlere Bindung, wenn die Phagenbindung zwischen zwei- und
funfmal starker als die des Kontrollphagen war und eine schwache Bindung lag
vor, wenn die Bindung nicht reproduzierbar oder weniger als zweifach im
Vergleich zu dem Kontrollphagen war. Das Ergebnis des Bindungsverhaltens
einer Patientenprobe wurde mindestens dreimal wiederholt. Eine Ubersicht tiber
das B-Zell-Rezeptor-Epitoperkennungsmuster des Gesamtkollektivs zeigt
Tabelle 4.

Patienten, die in ihrem Bindungsmuster an einen oder mehrere der Epitope
Ubereinstimmten, fassten wir jeweils in einer Kategorie zusammen. Anhand
des Epitoperkennungsmusters konnten wir die Patienten somit in 17
unterschiedliche Kategorien einteilen. Im Vergleich zu den Vorarbeiten konnten
vier neue Kategorien mit einem spezifischen Antigenerkennungsmuster gebildet
werden. Von diesen siebzehn Kategorien, umfassten sechs Kategorien
zwischen vier und 24 CLL-Falle, wahrend den restlichen elf Kategorien
zwischen zwei und drei Patienten angehorten. Dartber hinaus verblieb eine
Restgruppe mit einzigartigen (also nicht wiederholt angetroffenen)
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Bindungsmuster (n=10), deren Bindungsverhalten, deshalb noch keiner

vorhandenen Subkategorie zugeordnet werden konnte.
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Tabelle 4: Epitoperkennungsmuster des Gesamtkollektivs*

Kategorie Pat. Epitop-Mimics fur
Fab O1 Fab 03 Fab 04
Kategorie1 a4
83
34,

Kategorie 2

Kategorie 3

Klassifizierbare Falle

Kategorie 4

Kategorie 5
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Kategorie 7
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HCDR3 Sequenz

ARDQW LVLGMVFDYW
AREQW LVLSYFDYW
VRDDGMAYSYDSRGYYDAFDI
ARGVGQQGVDNW
ARVRGFYYGSGSLEDYGMDV
AREGSYGYSGARPEDHW
ARVPSVLVRGVTYRRPIDFW
AQGRGWSANNW FVP
ARAPSPIAVPDVYGMDVW
TRGHFPESEYDFWSDHSYSMDV
ARESDLAWGFFDSW
ARGATVATNYYYGLDV
ARAGYYYDSSGYSDPDY
ATQNVRYFDW LSPYYFDYW
TRYIVVGPTAIRGVVDGMDVW
VKDRLTLAVFEIW

n.e

ARYGGDSASDYWW FAPW
AKDYLR
ARDLFVFGITIFGVEKLYGMDVW
AREGDYISTTHHGMDV
ARIESRGVCSGGSCYTNYYYYMDVW
ARGGRLDKSGYSWGDL
ARRDCSSTSCYTARNDADW
ARDANGMDV

ARDQNGMDV

AVDGRNGMDV

ALDRDGMDV
ARGEGPIFGVVIPNLYYYMDVW
ARGRRSITIFGVVITDPYYYYYMDV
AREQPDIVVVPADVGYYYGMDVW
GRAVANYDFW SGYNKGYYYYYGMDVW /|
STGHIGAVDY

ARPTQGVTTDY
ARAXXTMVQXIPSLW
AKGGARWIQLTVRSYYYYYGMDV
AKTISRSRDGVDVW
ARFMDYYDSSGYYNPQYYYYGMDV
ARAVQEDYDFWSGYYPNYYYYGMDVW
AKDLIRFLEWLLPGFSGYYYYYYGMDV
AKGVTPANKNFDYW
AKDLNTYGKGGYW
TTDRGGGXYYGMDVW
ARVRGFYYGSGSLEDYGMDV
PRSSTGVAARYYYYYGMDVW
ARTFTTSSQDYFDFW
AKVDGDSSGSVDY
ARDYSSYDVSTGYYKPSYFDKW
n.e

TKEGANWGTALFPSEYW
VRGRMGSLDY
ARAGGGNQVGNSAFDHW
ARDRRIAVAGSDAYYYYGLDVW
CGKGYSPENYSPFHYW
AGVVEMATIGGVFSGMDV
ATDGSSSSGGGMDVW
GATDANYNMDV
VRSWRYCSSAGCEGDW YFDL
AKSQYYYDSGNLRNW YFDL
ARGDFASGSFLDSW
ARDWSPTVSTSVDC
AXEAASCNNGICLLQTDYW
ARRGSSTGYFYYAMDIW
ATGHRYYDFWSGYYTDPYYYYGMDVW
ASPPPNYDFWSG
ARGPPIKMVWIETRVNW FDPW
ARADSSGYMLDP

n.e
AREKKKAYYDFWSGYSDAFIW
ESGPCLPLRYGLL

ARDQW LTLGNYFDY
ARARLFLEWSYYFDYW
ARSDLTYYDFW
AKEIPLLWFGEKEDW
AKDSSPGDFGGNPGDY
ARDPVISSGYYAANW FDP
AHRQYMNSAW NSGVFDV
CATAAAIRGPYVAGTGYW FDPW
ARHGDSSGMDV

n.e

ARQGYCTNGVC
AKDFGTMTTVTEFDH
TREGGTYCGGINCWSWFDPW
ARDFRYDFW SGPHLYYFDY
AKCGTGWSNHDSW
ARAPNYYDSSGYIY
AKDINDYGLLAYDYW
ARDFGQGPRYYDSGDYW
ARDHCTGGVCYKAGGRSLRFDPW
CAYSVGVDCGSTSCINWFDPW
ANGGGDGEYDY
ARHAIGWYLPGSL
ARAYCTSTICSKSSYHGMDV
VQQGFYLDSSGYQYAAFDIW

n.e

ARGARFLLTGYASKPPLDY
ARVTTYDILTGYFW YYYYMDV
ARQAFVLIGWYDY
ARDIAAVPAGGAQWFDP
ARDQW GSSGW FDYW

* Die auf Phagen exprimierten Epitop-Mimics fiir die genannten Fabs wurden mit den CLL-Proben
inkubiert und die Bindung semiquantitativ erfasst. Eine starke Bindung wird in rot, eine mittlere Bindung in
Die CLL-Proben wurden anhand ihres
Epitoperkennungsmusters in 17 Kategorien eingruppiert (Spalte ganz links). Der Mutationsstatus (MS), wie
mutiert (M) und unmutiert (UM), die Subsets nach Literatur (Murray et al., 2008, Stamatopoulos et al.,
2007, Bomben et al., 2009) und die Aminoséauresequenz der CDR3 Region der schweren Kette werden fiir
in den rechten vier Spalten gezeigt. Daten die nicht evaluiert werden konnten, werden mit n.e. bezeichnet.

rosa und eine schwache Bindung in grin gezeigt.
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Die Zahl dieser CLL-Félle mit einem individuell, innerhalb des Kollektivs
einzigartigen Epitoperkennungsmuster konnten im Vergleich zur Vorarbeit
(n=60, Kapitel 1.4) von 17,5% auf 10% reduziert werden. Somit konnten jetzt
90% der untersuchten CLL-Falle anhand ihres spezifischen Bindungsverhaltens
bestimmten Kategorien zugeordnet werden. Alle der 100 CLL-Falle banden
aber an mindestens einen der Epitop-Mimic-tragenden Phagenklone. Der
Grol3teil (76%) der CLL-Proben zeigte sogar ein multireaktives (> 2 Epitope)

Bindungsverhalten.

Die Kontrolle wurde mit mononuklearen peripheren Blutzellen von gesunden
Probanden und mit nicht-hamatogenen Zelllinien (293 T-Zellen, HeLa-Zellen),
die kein Immunglobulin exprimierten, durchgefiihrt. Diese Experimente wurden
parallel zu den Verum-Bindungsexperimenten mit CLL-Zellen durchgefihrt, sind
aber der Ubersichtlichkeit wegen in Tabelle 5 separat dargestellt. Diese Tabelle

zeigt, dass die Epitop-Mimics nicht an diese Kontrollproben banden (Tabelle 5).

Tabelle 5: Epitop-Mimic-Phagenbindung an nicht-CLL Kontrollen

Kontrollzelltyp Epitop-Mimics fir
Fabl Fab2 Fab3 Fab4 Fab5 Fab6
293 T
HelLa
PBMC1
PBMC2

Als Kontrollen wurden peripheral blood mononuclear cells (PBMC) von zwei gesunden
Probanden und die Zelllinien HeLa und 293 T-Zellen verwendet. Analog zu der Tabelle 4
symbolisiert grin eine schwache bzw. keine Bindung. Die Bindungsassays wurden parallel zu
den in Tabelle 4 gezeigten Bindungsassays durchgefiihrt.

Von den 100 CLL-Patienten unseres Kollektivs konnten 21% CLL Patienten,
anhand ihrer homologen CDR3 Regionen den von Stamatopoulos et al.
(Stamatopoulos et al., 2007), Murray et al. (Murray et al., 2008) und Bomben et
al. (Bomben et al., 2009) vorbeschriebenen Subsets zugeordnet werden
(Tabelle 6). CLL Proben die zum gleichen Subset gehorten, zeigten haufig auch
ein ahnliches Bindungsverhalten und konnten so einer Kategorie zugeordnet
werden. Die Kategorie 1, 9 und 7 beinhalteten nur Patienten mit unmutierten B-
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Zell-Rezeptoren, wahrend vier von den funf Patienten, die zur Kategorie 2

gehdrten, einen mutierten BZR zeigten.

Tabelle 6 : Ubersicht tiber die vertretenen Subsets und deren absoluten und relativen

Haufigkeiten in den Epitopbindungskategorien (Tabelle 4)

Subset* Anzahl (%)
1 3 (14%)
2 5 (24%)
3 1 (5%)
7 2 (10%)
9 2 (10%)
27 1 (5%)
34 1 (5%)
70 1 (5%)
98 1 (5%)

110 1 (5%)
N40 1 (5%)
N19 1 (5%)

* Subset nach (Murray et al., 2008, Stamatopoulos et al., 2007, Bomben et al., 2009)

Aus der Kategorie 2 (n=13) konnten allein acht CLL-Patienten diesen Subsets
zugeordnet werden. Es gehorten vier Patienten zu dem Subset 2, zwei zum
Subset 9 und jeweils ein Patient zum Subset 3 und 7. Alle CLL-Patienten der
Kategorie 2 zeigten ein starkes oder mittleres Bindungsverhalten mit allen
sechs Epitop-Mimics. Die Patienten, die dem Subset 2 angehoérten, wiesen
auch alle das IGVy Gen 3-21 auf.

5.2 Auswertung prognostischer Parameter

5.2.1 Alter

Es wurde das Alter der Patienten zum Zeitpunkt der Erstdiagnose der CLL
erhoben und mit den Epitopbindungskategorien ins Verhaltnis gesetzt. Der
Altersdurchschnitt betrug bei den 100 untersuchten CLL-Patienten 61,7 Jahre,
wobei der jlingste Patient 39 Jahre und der alteste Patient 87 Jahre alt waren.

Mit Ausnahme der Kategorie 9 und 15 waren die Altersmittelwerte bei den
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einzelnen Kategorien relativ. homogen um den Gesamtmittelwert aller

Kategorien verteilt (Abbildung 4).

Alter in Jahre

Abbildung 4: Altersverteilung in den unterschiedlichen Gruppen

Der Unterschied der Kategorie 9 (Altersmittelwert 66,3 Jahre) und Kategorie 15
(Altersmittelwert 63,6 Jahre) zu den anderen Kategorien war statistisch nicht
signifikant.

5.2.2 Chromosomale Aberrationen

Von den 100 CLL-Patienten lag bei 88 ein zytogenetischer Befund vor. Bei
zwolf Patienten war eine Bestimmung des Karyotyps nicht moglich oder konnte
aus anderen Grinden nicht durchgefihrt werden. Zum Zeitpunkt der
Diagnosestellung wiesen 74% der 88 Falle chromosomale Veranderungen auf.
Tabelle 7 listet die vorkommenden Aberrationen auf und zeigt deren Verteilung.
Von den 88 Patienten zeigten 71 Patienten eine chromosomale Aberration, 13
Patienten zeigten zwei und bei zwei Patienten konnten mehr als drei

Aberrationen nachgewiesen werden (Tabelle 7).
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Tabelle 7: Vorkommen von chromosomalen Aberration bei den CLL-Patienten der
untersuchten Kohorte

chromosomale Aberration Anzahl der Patienten (%) *
Deletion 13gq14 58 (65,9)

Deletion 11922 11 (12,5)

Trisomie 12 10 (11,4)

Deletion 17p13 3(3,4)

normaler Karyotyp 22 (25)

*71 von 88 Patienten mit vorliegendem zytogenetischen Befund, zeigten eine chromosomale
Aberration, 13 Patienten hatten zwei Aberrationen und zwei Patienten wiesen mehr als drei
Aberrationen auf.

Unter den 58 Patienten, die eine 13914 Deletion aufwiesen, war es bei 43
Patienten die einzige Aberration. Bei den restlichen 13 Patienten war die 13q
Deletion mit einer 11q Deletion (7 Patienten), Trisomie 12 (4 Patienten) und 17p
Deletion (1 Patient) verbunden. In einem Fall war eine Deletion 11gq mit einer
Trisomie 12 kombiniert. Eine alleinige 11q Deletion trat in einem von elf Fallen
(9,1%), eine Trisomie 12 in vier von zehn Fallen (40%) und eine 17p Deletion in

einem von drei Fallen (33,3%) auf.

In einem weiteren Schritt wurde die Verteilung der chromosomalen Aberration

in den einzelnen Kategorien untersucht (Abbildung ).
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Abbildung 5: Verteilung der chromosomalen Aberrationen in den einzelnen Kategorien

In den Kategorien 1-6, die zwischen vier und 24 Patienten (n= 64) beinhalteten,
war die Deletion 13ql14 die am haufigsten vorkommende chromosomale
Aberration (47%). Insgesamt zeigten 50% des Gesamtkollektivs mit einem
zytogenetischen Befund (n=88) eine Deletion vom 13q14 Typ. Es wiesen 15%
der 88 CLL-Falle mit vorliegendem zytogenetischen Befund, zwei
chromosomale Aberrationen auf. In der Kategorie 1 (n=24) waren zwei
chromosomale Aberrationen mit 20,8% Uberdurchschnittlich  vertreten.
Allerdings war dieses Ergebnis nicht statistisch signifikant (p=0,1923). Die CLL-
Patienten der Kategorie 4 (n=7) zeigten keinen Karyotyp, der flr eine
schlechtere Prognose sprechen wirde. In dieser Kategorie kamen nur

Deletionen des Typs 13914 vor und ein Patient wies gar keine chromosomale
Aberration auf.

5.2.3 IGVy Gen und Mutationsstatus des B-Zell-Rezeptors

Die komplette IGVy Sequenz konnten wir bei 95 von den 100 CLL-Patienten
bestimmen. Bei funf Patienten war die Sequenzauswertung nicht erfolgreich.
Die Bestimmung der IGVy Rearrangements erfolgte mittels Sequenzabgleich im
IMGT Programm (www.imgt.org/) (Lefranc et al., 1999). Jede Sequenz wurde
mit einer Keimbahnlinie durch das BLAST Programm
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) der NCBI (National Cancer for
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Biotechnology Information; National Library of Medicine; National Institutes of
Health, Bethesda, MD 20984, USA) verglichen.

In Abbildung 6 sind die Verteilungen der nachgewiesenen Genfamilien
aufgezeigt. Aus der Ubersicht lassen sich drei dominante Genfamilien

abgrenzen.

mVH1 ®mVH2 mVH3 ®mVH4 mVH5 ®mVH6 ®nichtevaluiert

2%

Abbildung 6: Haufigkeitsverteilung der IGVy Genfamilien

Die fuhrende Genfamilie war mit 54% die VH3 Familie. Die VH1 Familie war mit
21% und die VH4 Familie mit 14% vertreten. Nur in zwei Fallen (2%) konnte

jeweils ein Mitglied der VH2, VH5 und VH6 Genfamilie nachgewiesen werden.

Die Aufgliederung der einzelnen Genfamilien in ihre Subklassen zeigt
Abbildung 7. In der Genfamilie VH3 waren die Gene VH 3-23 (22%), VH3-7
(17%) und VH 3-21 (15%) am h&ufigsten vertreten. In der VH1 Genfamilie war
das VH 1-69 Gen mit 47% dominierend. Das Gen VH 4-34 war mit 29% fuhrend

in der VH4 Familie vertreten.
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Abbildung 7: Haufigkeit der Subklassen in den Genfamilien VH3, VH1 und VH4 in der
Gesamtkohorte der 100 CLL-Patienten

Der jeweilige Anteil der verwendeten Immunglobulingene in den einzelnen
Bindungskategorien (Abbildung 8) zeigt zunachst eine heterogene Verteilung.
Bei genauerer Betrachtung féllt in der Kategorie 2 eine deutliche
Uberreprasentation der VH3 Subklasse VH 3-21 auf. In der Kategorie 2 (n=13)
besalRen 7 Patienten (54%) das Immunglobulingen 3-21. Die CLL-Patienten der
Kategorie 4 (n=7) beinhalteten nur Subklassen der Genfamilie VH3. Die
statistische Auswertung der Kategorien 11-17 ist aufgrund der geringen

Patientenanzahl (ein bis zwei Patienten pro Kategorie) nur bedingt méglich.
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Abbildung 8: Verteilung der VH Familien in den einzelnen Bindungskategorien

Fur die Gesamtpopulation wurde das Mutationsverhaltnis berechnet. Bei dieser
Analyse wurden alle Félle als mutiert betrachtet, die weniger als 98%
Ubereinstimmungen zu der Keimbahnlinie aufwiesen. Als unmutiert wurden die
Féalle bezeichnet, die mehr als 98% Homologien zeigten. Von der
Gesamtpopulation zeigten 60% einen mutierten B-Zell-Rezeptor, wahrend 35%
einen unmutierten Rezeptor aufwiesen. Bei funf Patienten aus der
Gesamtkohorte konnte eine Mutationsanalyse des B-Zell-Rezeptors nicht
erfolgen.

5.3 Vergleich der Kategorie 2 mit der Kontrollgruppe

Das Epitoperkennungsmuster der Kategorie 2 zeigte mit jedem der
untersuchten Epitop-Mimics ein starkes bis mittleres Bindungsverhalten.
DartUber hinaus fiel eine Akkumulation von ,klassischen Subsets® (Murray et al.,
2008, Stamatopoulos et al., 2007, Bomben et al., 2009) in dieser Kategorie auf.
Die Haufung der Subsets und das multireaktive Bindungsverhalten unterschied
die Kategorie 2 von den restlichen Bindungsgruppen. Wir Uberpruften, ob die
Zugehdrigkeit zu einer Kategorie anhand des Epitoperkennungsmusters auch
eine klinische Signifikanz hat. Daflr haben wir den klinischen Verlauf der

Patienten der Kategorie 2 mit der Kontrollgruppe verglichen. Als Kontrollgruppe
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wurden alle klassifizierbaren Falle bis auf die Patienten der Kategorie 2
zusammengefasst. Die Kontrollgruppe umfasst damit 87 Félle und die Kategorie
2 beinhaltete 13 CLL-Falle.

Die einzelnen Kategorien unterschieden sich hinsichtlich des Alters nur
marginal. Die Patienten der Kategorie 2 hatten ein Durchschnittsalter von 58
Jahren und lagen damit um 1,7 Jahre unter dem Durchschnitt. Allerdings waren

funf von 13 Patienten bei Diagnosestellung unter 50 Jahren.

5.3.1 Vergleich der chromosomalen Aberrationen der Kategorie 2 und der
Kontrollgruppe

Wir verglichen die Verteilung der chromosomalen Aberrationen der Kategorie 2

mit der Kontrollgruppe (alle Kategorien aul3er Kategorie 2) (Abbildung 9). Die

Kategorie 2 erscheint hinsichtlich der Verteilung der chromosomalen

Aberrationen homogen. Die Verteilung zwischen den 13914 Deletionen und

dem normalen Karyotyp erschien nahezu ausgeglichen, nur ein Patient wies

eine 17p Deletion auf.

90
80 +—
70 +—
60 +—
50 +—
40 -
30 -+
20 A
10 - | Bl Kategorie 2

Kontrollgruppe

relative Haufigkeiten %

Abbildung 9: Vergleich der chromosomalen Aberrationen der Kategorie 2 mit der
Kontrollgruppe

Die Verteilung der chromosomalen Aberrationen in der Kontrollgruppe

entspricht weitestgehend den der Gesamtpopulation (Tabelle 7).
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5.3.2 Vergleich der Kategorie 2 mit der Kontrollgruppe hinsichtlich des

IGVy Gens und des Mutationsstatus

Wir haben die Verteilung der

IGVy Familien der Kontrollgruppe, der

verwendeten IGVy - Familien in der Kategorie 2 gegenibergestellt. In der

Abbildung 10 sind die Frequenzen der einzelnen VH-Familien dargestellt. In der

Kategorie 2 war die Verteilung der einzelnen verwendeten
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Kontrollgruppe

B Kategorie 2

Abbildung 10: Vergleich der Frequenzen der Immunglobulingenfamilien

Kategorie 2 und der Kontrollgruppe

in der

Genfamilien weitestgehend gleich wie in der Kontrollgruppe. Die Genfamilie
VH3 war am haufigsten vertreten, danach folgten die VH1- und die VH4-

Familien.
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Abbildung 11: Aufteilung der VH3-Familien in der Kontrollgruppe (a) und der Kategorie
2 (b)

Bei der Aufteilung der VH3-Familie in den einzelnen
Immunglobulingensubfamilien (Abbildung 11) fiel auf, dass in der Kategorie 2
das VH 3-21 Gen mit 78% im Vergleich zu der Kontrollgruppe (9%) sehr
dominant war.

Das Verhéltnis von mutierten zu unmutierten BZR in der Kategorie 2 und der
Kontrollgruppe wurde miteinander verglichen. Die Patienten der Kategorie 2
zeigen fast ein ausgeglichenes Verhaltnis von mutierten (52,8%) zu unmutierten
(46,2%) BZR. Das Verhaltnis des Mutationsstatus (mutiert: 64,6% versus
unmutiert: 35,4%) der Kontrollgruppe war vergleichbar mit der der Kategorie 2.
Der Unterschied in dem Mutationsstatus der Kategorie 2 und der
Kontrollgruppe war nicht statistisch signifikant (p=0,4795).

5.3.3 Time to first treatment (TTFT, Zeitraum zwischen Diagnosestellung
und der ersten Therapie der CLL)

Wir Uberpriften, ob die Zugehorigkeit zu einer Kategorie anhand des
Epitoperkennungsmusters mit dem klinischen Verlauf der Erkrankung korreliert.
Dafir untersuchten wir die TTFT (time to first treatment) der CLL-Patienten, die
der Kategorie 2 angehdrten mit der TTFT der Patienten aus der Kontrollgruppe.
Die TTFT war definiert als die Zeitspanne zwischen der Diagnosestellung und
der ersten Therapiegabe. Die TTFT gilt in der CLL als ein Surrogatmarker fur
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die Progressionsgeschwindigkeit der Krankheit. Sie wurde fir die zu
untersuchenden Kollektive in Form einer Kaplan-Meier Kurve dargestellt. Zur
Erstellung der Kaplan-Meier Kurve wurde die behandlungsfreie Zeit der
Kategorie 2 und der Kontrollgruppe erfasst, wobei der Therapiebeginn der CLL

als ,Ereignis“ definiert wurde. Die Kaplan-Meier Kurve in

Abbildung 12 zeigt, dass die Kategorie 2 eine deutlich kirzere
behandlungsfreie Zeit aufweist als die Patienten der Kontrollgruppe. Die
statistische Irrtumswahrscheinlichkeit berechnete sich im Log-Rank Test auf
p=0,011 und lag damit im statistisch signifikanten Bereich. Die mittlere TTFT lag
in Kategorie 2 bei 27 Monaten im Vergleich zu 87 Monaten in der

Kontrollgruppe.

Wahrscheinlichkeit ohne Bahandlung

0.0+

T T T
9] 50 100 150 200 250

TTFT [Monate]

Abbildung 12: Kaplan-Meier Kurve zur Darstellung der time to first treatment (TTFT).
Vergleich der Kategorie 2 (gepunktete Linie) mit der Kontrollgruppe (durchgezogene
Linie). Log-rank test p=0,011

Wir untersuchten, ob die geringere TTFT der Kategorie 2 auch allein durch
bestimmte Marker erklart werden kénnte. Dabei wurden folgende Parameter
erfasst: Verteilung der Subsets, Mutationsstatus und IGVy Genzugehorigkeit.
Die Kategorie 2 beinhaltet Patienten, die anhand ihrer BZR Konfiguration
bestimmten BZR-Subsets (Murray et al., 2008, Stamatopoulos et al., 2007)

zugeordnet werden konnten, die mit einer schlechteren Prognose (geringere
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TTFT) korrelieren. So gehoérten vier Patienten (30,8%) aus der Kategorie 2, den
Subsets 1,2 oder 3 an. Daruber hinaus fanden sich sieben Patienten (53,8%)
die das IGVy Gen 3-21 aufwiesen. Die CLL-Falle mit einem Hochrisikoprofil
zeigten zudem ein multireaktives Epitoperkennungsmuster und hauften sich in
der Kategorie 2 an (Chi-Quadrat Test, p=< 0,001). Als Hochrisikoprofil wurde
ein unmutierter BZR, das Immunglobulingen VH 3-21 und die Deletionen 11923
und 17p13 definiert. Wir untersuchten, ob die kirzere TTFT der Kategorie 2
allein durch die Anhaufung von Patienten mit einem Hochrisikoprofil zu erklaren
ist oder ob die Assoziation dieser Epitopbindungskategorie mit der ungunstigen
Prognose unabhéngig vom Mutationsstatus und bestimmten BZR
Konfigurationen ist. Wir konnten feststellen, dass die kirzere TTFT nicht allein
mit dem Risikoprofil zu erklaren ist, vielmehr ist die Gruppenzugehoérigkeit als
ein unabhangiger Faktor anzusehen. Der behandlungsfreie Zeitraum (TTFT)
der Kategorie 2 war deutlich verkirzt im Vergleich zu der Kontrollgruppe. Der
Einfluss des Mutationsstatus und der BZR-Konfiguration wurde mit Hilfe der
Cox-Regression berechnet, indem die Kalkulation um diese Parameter bereinigt
wurde. Der Effekt der Gruppenzugehdrigkeit blieb signifikant (Cox-Regression,
p=0,034).

Als einen weiteren Parameter, der mdglicherweise Einfluss auf die Progression
der CLL hat, untersuchten wir die Anzahl der erkannten Epitope. In Analysen
der TTFT von Kategorien, die nur vier oder weniger Epitope erkannten, konnten
wir feststellen, dass sie sich zu den Kategorien, die finf bis sechs Epitope

erkannten, unterschieden.

Wir verglichen dazu die Kaplan Meier-Kurven der TTFT von Patienten, die funf
oder sechs Epitope (,multireaktive Gruppe®) erkannten mit Patienten, die

zwischen 1-4 Epitope erkannten.
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Abbildung 13: Kaplan-Meier Kurve zur Darstellung der time to first treatment (TTFT).
Vergleich der multireaktiven Gruppe (gepunktete Linie) mit der Kontrollgruppe
(durchgezogene Linie), (CLL-Zellen, die an flinf oder sechs Epitop-Mimics banden, im
Vergleich zu den Féllen, die an weniger Epitop-Mimics (1-4) banden).

Abbildung 13 zeigt die Kaplan-Meier Kurve der multireaktiven Gruppe
(Kategorien 2,9 und 13) und die der Gruppe, die an einem bis vier Epitope
gebunden haben. Es ist zu sehen, dass CLL-Patienten, die ein multireaktives
Epitopbindungsmuster zeigten, eine deutlich kirzere TTFT aufwiesen. Die
mittlere TTFT in der multireaktiven Gruppe lag bei 24 Monaten, im Vergleich zu
97 Monaten in der Gruppe mit einem weniger multireaktiven

Epitoperkennungsmuster.
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6 Diskussion

6.1 Ubersicht

Die chronische lymphatische Leukamie =z&ahlt zwar zu den h&ufigsten
Leukdmien in der westlichen Welt (Rozman and Montserrat, 1995), doch ist
noch wenig Uber die zugrundeliegende Biologie bekannt. Grol3eres
Verstandnis zur Entstehung der CLL erhofft man sich durch Forschung an dem
B-Zell-Rezeptor der Lymphomzellen. Es gibt starke Hinweise fir eine
Beteiligung von Antigenen in der Entstehung der CLL. Diese Hinweise werden
unterstutzt durch ein eingeschranktes Repertoire der exprimierten
Immunglobulingene und durch eine hohe Anzahl von Homologien in der CDR3
Region. In den letzten Jahren war es maoglich, die restringierten CLL-Idiotypen
anhand der Sequenz ihrer CDR in detalllierte und klar definierte ,Subsets®
einzuteilen (Bomben et al., 2009, Murray et al., 2008, Stamatopoulos et al.,
2007, Lanemo Myhrinder et al., 2008). Danach sind mindestens 26% aller CLL-
Idiotypen in bestimmte Gruppen mit jeweils identischer oder nahezu identischer
CDR3-Region klassifizierbar. Hinsichtlich der Rolle einer potentiellen Interaktion
von B-Zell-Rezeptoren und definierten Antigenen bei der CLL bleiben aber
weiterhin sehr viele Fragen offen. So wurden in den letzten Jahren bei
Bindungsstudien von CLL-B-Zell-Rezeptoren mit definierten Proteinen nur
vereinzelnd bestimmte  Antigene identifiziert. Dabei wurden vor allem
Autoantigene entdeckt, die auch im Rahmen von Autoimmunkrankheiten eine
Rolle spielen (Catera et al., 2008, Chiorazzi et al., 2005, Chu et al., 2008, Herve
et al.,, 2005, Messmer et al., 2004a). In Anbetracht der grof3en mdglichen
Anzahl von Antigenen erscheint diese Methode als nicht auszureichend, um

die Rolle der B-Zell-Rezeptor-Antigeninteraktion bei der CLL zu klaren.

In dem Labor der Arbeitsgruppe Trepel konnte eine Methode, zur Untersuchung
der Interaktion des BZR der CLL-Lymphomzellen mit Epitopen entwickelt
werden. Es wurden Epitop-nachahmende Peptide, so genannte Epitop-Mimics,
erzeugt, in dem randomisierte Phagen-Peptidbanken auf rekombinant
hergestellten B-Zell-Rezeptoren selektiert wurden.
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So konnte durch die in Kapitel 1.4 geschilderten Vorarbeiten gezeigt werden,
dass Zellen von unterschiedlichen CLL-Patienten mit dem gleichen Epitop in
Verbindung treten kdnnen, obwohl sie Unterschiede in der Aminosauresequenz
der Epitop-erkennenden Region des BZR aufwiesen. Es sollte in dieser Arbeit
Uberprift werden, ob sich die CLL-Proben auch in einem gréf3eren
Patientenkollektiv anhand ihres Epitoperkennungsmusters in Kategorien
zuordnen lassen. Dabei sollte die Annahme, dass es moglicherweise nur eine
relativ kleine Gruppe an BZR Epitop-Interaktionsmuster gibt, Gberpruft werden.
Des Weiteren sollte untersucht werden, ob die Zugehdrigkeit einer
Patientenprobe zu einer bestimmten funktionellen Subgruppe mit klinischen,

insbesondere prognostisch relevanten Parametern korreliert werden kann.

6.2 Bildung von Kategorien anhand der B-Zell-Rezeptor-
Epitoperkennungsmuster

Friher wurde angenommen, dass die CLL-B-Zellen von unreifen
immunologisch inkompetenten B-Lymphozyten abstammen. Man ging davon
aus, dass diese inaktiven Zellen nur eine niedrige Teilungsrate und eine kurze
Uberlebenszeit haben und somit eher ,akkumulieren“ als durch rasche
Proliferation vermehren (Dameshek, 1967). Mittlerweile hat sich diese
Vorstellung relativiert. Heute wird davon ausgegangen, dass die leukdmischen
Zellen von reifen, antigenerfahrenen und immunologisch kompetenten B-
Lymphozyten abstammen, die eine gewisse Teilungsrate besitzen und durch
genetische Veranderung Uber Apoptose-verhindernde Mechanismen verfugen,
die zu einem langeren Uberleben beitragen (Chiorazzi and Ferrarini, 2003).
Unter anderem dadurch ist die Hypothese entstanden, dass die Pathogenese
und der Klinische Verlauf der CLL in Zusammenhang mit Antigenreaktionen
stehen (Messmer et al., 2004a, Chiorazzi and Ferrarini, 2003, Stamatopoulos et
al., 2007, Refaeli et al., 2008, Damle et al., 2002). Der gravierendste Hinweis,
der diese Vermutung unterstutzt, entstand durch die Untersuchung der B-Zell-
Rezeptoren bei der CLL. Hierbei wurde festgestellt, dass bei ca. 26% der
Patienten in der antigenbindenden Region des BZR, insbesondere in der CDR3
Region der schweren Immunglobulinkette, Subgruppen (,Subsets®) mit jeweils

hoher Ahnlichkeit oder Ubereinstimmung vorlagen (Stamatopoulos et al., 2007,
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Messmer et al., 2004a, Fais et al., 1998, Murray et al., 2008, Thorselius et al.,
2006, Tobin et al., 2003). Anhand dieser stereotypen BZR konnten Patienten in
150 abgrenzbare Subsets klassifiziert werden (Messmer et al., 2004a, Chiorazzi
and Ferrarini, 2003, Fais et al., 1998, Murray et al., 2008, Bomben et al., 2009).
Das deutet daraufhin, dass die homologen BZR der CLL-Patienten dieselben
oder zumindest ahnliche Epitope erkennen und das diese im Uberleben und
Proliferation der CLL-Zellen eine bedeutsame Funktion besitzen (antigenic-drive
Hypothese). Die klinische Signifikanz einer solchen Einteilung in BZR-Subsets
wurde bislang an zwei bestimmten Subsets gezeigt (Capello et al., 2004,
Thorselius et al., 2006).

In den Vorarbeiten konnte an einer kleineren Studienpopulation gezeigt werden,
dass mit sechs hergestellten Epitop-Mimics CLL-Zellen von verschiedenen
Patienten erkannt werden. Diese Arbeit nahmen wir als Basis fur unsere
Untersuchung. Wir erhohten das Kollektiv auf 100 CLL-Patienten und
untersuchten das Bindungsverhalten mit denselben sechs Epitop-Mimics. Es
war uns moglich zu zeigen, dass auch in einer grof3eren Population alle
Patienten eine Bindung mit den Phagenpeptiden eingehen. Diese 100 CLL-
Patienten konnten anhand ihres Epitoperkennungsmusters in siebzehn
funktionelle Kategorien eingeteilt werden. Diese Ergebnisse sind durchaus
uberraschend, wenn man bedenkt, dass die CLL lange als eine Krankheit galt,
die von einem B-Zellklon mit zufallig erworbenen genetischen Aberrationen
abstammt. Es ware daher nicht zu erwarten gewesen, dass die BZR von CLL-
Patienten solche funktionellen Ahnlichkeiten zeigen. In unseren Experimenten
erkannten die CLL-Zellen mit stereotype B-Zell-Rezeptoren eines Subsets,
basierend auf der Aminosauresequenz der CDR3 Region (Murray et al., 2008,
Stamatopoulos et al., 2007, Bomben et al., 2009, Hadzidimitriou et al., 2009),
Epitop-Mimics nach einem &hnlichen Muster und konnten meist in eine
Kategorie zusammengefasst werden. Das deutet daraufhin, dass homologe
BZR tatsachlich &hnliche oder identische Epitope erkennen. Diese funktionellen
Kategorien beinhalteten aber auch immer CLL-Zellen von Patienten, die keinen
dieser stereotypen BZR exprimierten. Folglich ist das Epitoperkennungsmuster
unabhangig von der CDR3 Region des BZR. Diese Kreuzreaktivitat kann als ein

weiteres Indiz fur die Rolle der ,antigenic-drive“ Hypothese in der Pathogenese
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der CLL verstanden werden. Nach Analyse des Bindungsverhaltens scheint es
moglich, dass die Anzahl der mdglichen Antigene, mit denen die CLL-BZR
interagieren erstaunlich limitiert ist. Unsere Beobachtungen unterstiitzen somit
die wiederholt postulierte Annahme, dass der BZR in der Pathogenese der CLL
eine bedeutsame Rolle spielt (Messmer et al., 2004b, Chiorazzi and Ferrarini,
2003, Damle et al., 2002, Messmer et al., 2004a, Refaeli et al., 2008,
Stevenson and Caligaris-Cappio, 2004, Bomben et al., 2009, Murray et al.,
2008, Stamatopoulos et al., 2007).

Die sechs Epitop-Mimics, die fur diese Studie auf BZR von sieben zuféllig
ausgewahlten CLL-Patienten selektiert worden sind, reprasentieren nattrlich
nicht die Gesamtheit aller CLL-Patienten. Umso erstaunlicher ist es aber, dass
die Zellen aller 100 untersuchten CLL-Patienten mit mindestens einem dieser
Epitop-Mimics eine Bindung eingingen. 90% der CLL-Zellen konnten anhand
des Bindungsverhaltens in eine funktionelle Bindungskategorie zugeordnet
werden. Im Vergleich zu den mit geringerer Patientenzahl durchgefiihrten
Vorarbeiten nahm die Anzahl der Félle, die durch ihr Epitoperkennungsmuster
noch nicht klassifizierbar waren, also keine gemeinsamen Bindungsmuster mit
anderen Féallen hatten, sogar ab. Die einzelnen Kategorien vergréf3erten sich
durch Erh6hung der Studienpopulation und zudem lieRen sich drei neue
Kategorien abgrenzen. Wir konnten aus diesen Beobachtungen schlussfolgern,
dass unabhangig voneinander entstandene chronisch lymphatische Leuk&mien
Idiotypen auf der Oberflache der Lymphomzellen tragen, die dasselbe Peptid
erkennen, auch wenn diese BZR-Idiotypen unterschiedliche
Aminosauresequenzen in den CDR3 Regionen haben. Dadurch ware die
mogliche Anzahl von Antigenen, die eine Rolle in der Pathogenese der CLL
spielen  deutlich geringer als angenommen und wirde unser

Krankheitsverstandnis Uber die CLL stark verandern.

6.3 Korrelation der Epitoperkennungsmuster mit bekannten
prognostischen Parametern

Die Morphologie, der Immunphanotyp und die Genexpression der malignen B-

CLL Zellen sind relativ homogen, dagegen ist der klinische Verlauf sehr variabel
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(Stevenson and Caligaris-Cappio, 2004, Klein and Dalla-Favera, 2005, Ferrarini
and Chiorazzi, 2004). Deshalb wurden in den letzten Jahren zahlreiche Studien
durchgefuhrt, in denen die Parameter zur Erstellung von Prognosen fur CLL-
Patienten untersucht worden sind. Wir untersuchten unsere 100 CLL Patienten
anhand von etablierten prognostischen Parametern, um eine Korrelation der

Kategorien mit diesen Faktoren herauszufinden.

Zu den klassischen prognostischen Parametern zahlt das Alter der Patienten
bei Diagnosestellung (Catovsky et al., 1989, Montserrat et al., 1991, Jaksic et
al., 1991). Die Inzidenz der CLL nimmt ab dem 5. Lebensjahrzehnt stark zu.
Das Durchschnittsalter der Patienten betrug in der hier durchgefuhrten Studie
61,7 Jahre und lag damit im Vergleich zu epidemiologischen Daten der
amerikanischen Surveillance, Epidemiologic and End Results-Datenbank
(SEER http://lwww.seer.cancer.gov/), die ein mittleres Alter bei CLL-Diagnose
von 72 Jahren angeben, um 10,3 Jahre darunter (National Cancer Institute:
SEER Surveillance, 2002-2006). Dieser Unterschied mag zum einen an der
vergleichsweise geringen Fallzahl in unserem Kollektiv liegen und
moglicherweise auch an dem kontinentalen Unterschied. Eventuell hat auch
das besondere Patientenklientel einer Universitatsklinik darauf Einfluss.
Aullerdem wird die CLL vielleicht in Deutschland aufgrund der
unterschiedlichen Gesundheitssysteme friher als in Amerika diagnostiziert. Bei
der Untersuchung der Altersverteilung in den einzelnen funktionellen Kategorien
konnten wir mehrheitlich keine signifikante Assoziation von Alter und Kategorie
feststellen. Allerdings fiel eine Kumulation von unter 50-jahrigen Patienten in
der Kategorie 2 auf. Die Patienten, die bei Diagnosestellung jinger als 50
Jahre waren, wiesen aber auch vermehrt andere negative prognostische

Parameter auf.

Als ein wichtiger prognostischer Faktor gilt der Mutationsstatus der Gene, die
fur die variable Region der Immunglobuline des BZR codieren. Naive B-Zellen
unterlaufen wahrend der ersten Immunreaktionen in den Keimzentren
lymphatischer Organe somatische Hypermutationen, die zu einer Umwandlung
ihres Antigenrepertoires fihrt. Anhand des Auspragungsgrades der Mutationen
der schweren variablen Ig-Kette lasst sich die CLL in zwei groRe Gruppen
unterteilen. Patienten, deren leukamische Zellen einen ,unmutierten“ (d.h.
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weniger als 2,5% veranderte Basen im Vergleich zur Keimbahnsequenz) BZR
exprimieren, haben einen rascher progressiven Verlauf der CLL und zeigen ein
kurzeres Uberleben im Vergleich zu Patienten mit ,mutierten* (d.h. >2,5%
Basenveranderungen im Vergleich zur Keimbahnsequenz)
Immunglobulingenen (Damle et al., 1999, Hamblin et al., 1999, Schroeder and
Dighiero, 1994). Im Rahmen der hier dargestellten Studie haben wir die Zellen
der CLL-Patienten nach ihrem Bindungsverhalten mit den Epitop-Mimics in
funktionelle Kategorien unterteilt. Es ware zu erwarten gewesen, dass unsere
Kategorie 2 aufgrund des schlechteren Kklinischen Verlaufs der einzelnen
Patienten eine Kumulation von unmutierten Ig VH-Genen zeigt. Stattdessen
wies die Kategorie 2 ein fast ausgeglichenes Mutationsprofil auf. Es war uns
also nicht moglich, den schlechten klinischen Verlauf allein durch den

Mutationsstatus zu erklaren.

B-Zell-Rezeptoren die auf CLL-Zellen exprimiert werden, zeigen ein fiur die CLL
typisches Immunglobulingen-Repertoire (Stamatopoulos et al., 2005, Fais et al.,
1998, Ghiotto et al., 2006). Dieses Ig-Repertoire ist fur die CLL ein etablierter
Parameter, um den Kklinischen Verlauf vorhersagen zu konnen. Das
Vorhandensein von somatischen Mutationen (s.0.) ist assoziiert mit bestimmten
IGVy Genen. Die Verwendung der Ig-Gene VH1-69 und VH4-39 korrelieren
haufig mit einem unmutierten BZR (Johnson et al., 1997, Chiorazzi and
Ferrarini, 2003). Hingegen ist die VH-3 Genfamilie oft mit einem mutierten BZR
assoziiert. Eine Ausnahme stellt die VH3-21-Genfamilie dar, die unabh&angig
von dem Mutationszustand des BZR einen rascheren Krankheitsverlauf zeigt
(Tobin et al., 2002, Thorselius et al., 2006). Auch die Verteilung der IGVy
Familien in den funktionellen Subgruppen haben wir untersucht und es fiel eine
deutliche Haufung der VH3-21 Familie in der Kategorie 2 auf. Es ware also
denkbar gewesen, dass der raschere progressive Krankheitsverlauf dieser
Kategorie in der Kumulation der VH3-21 Genfamilie begrindet ist.
Interessanterweise konnten wir aber in der statistischen Auswertung diese
Haufung nicht allein durch die Haufung der VH3-21 Familie erklaren, so dass
das Epitoperkennungsmuster der Kategorie 2 als unabhangiger prognostischer

Marker erhalten bleibt.
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Als vierten prognostischen Faktor untersuchten wir die Verteilung der
chromosomalen Aberrationen. In der CLL sind finf chromosomale Aberration
bekannt, die mit unterschiedlichen Prognosen in Verbindung stehen (D6hner et
al., 2000, Juliusson et al., 1990). Am haufigsten ist die Deletion 13q14 vertreten
(Fitchett et al., 1987). Die Patienten, die diese Deletion tragen, haben die beste
Prognose. Die Trisomie 12 ist die zweithdufigste Aberration und zeigt
wechselnde klinische Verlaufe (Dohner et al., 2000). Die Deletion 11923 und
die 17p13 sind die am seltensten vorkommenden Aberrationen und sind jeweils
mit einer schlechten Prognose assoziiert (D6hner et al., 1995, Dohner et al.,
1997). Insgesamt zeigte unsere Studienpopulation eine Verteilung der
chromosomalen Aberrationen, die auch mit anderen Studien zu vergleichen ist
(Dohner et al., 2000). Die Kategorie 2 weist einen hohen Anteil von 13914
Deletion (46,2%) und Patienten ohne chromosomale Aberrationen (38,5%) auf.
Die Kategorie 2 beinhaltet nur einen Patienten mit einer 17p Deletion, die fur
einen schlechten klinischen Verlauf sprechen wiirde. Die Haufigkeit dieses
prognostischen Markers erklart somit nicht den Krankheitsverlauf der Kategorie
2.

Zusammenfassend ist somit festzustellen, dass der raschere progressive
Krankheitsverlauf der Kategorie 2 mit den bislang bekannten prognostischen

Markern nicht eindeutig zu erklaren ist.

6.4 Prognostische Bedeutung des Epitoperkennungsmusters

Karzlich durchgefuhrte Studien haben gezeigt, dass der variable klinische
Verlauf von CLL-Patienten eng mit bestimmten Eigenschaften des BZR
zusammenhangt. Der klinische Verlauf der CLL ist sehr unterschiedlich, die Zeit
bis zu ersten TherapiemalBnahmen kann Monate aber auch viele Jahre
betragen. Etwa ein Drittel der Patienten bendtigt nie eine Behandlung und hat
ein langes Uberleben, etwa ein Drittel hat lange einen indolenten Verlauf mit
anschlieBendem progressivem Verlauf und etwa ein Drittel zeigt einen
aggressiven Verlauf und bendtigt kurzfristig die ersten Therapiemal3hahmen
(Dighiero, 2003). Die etablierten Klassifikationen nach Rai et al. (Rai et al.,

1975) und Binet et al. (Binet et al., 1981) reichen nicht aus, um vorhersagen zu
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kénnen, welche Patienten, die einen indolenten Verlauf haben, ein progressives

Fortschreiten der Erkrankung bekommen werden (Dighiero et al., 1998).

Nachdem wir anhand des Epitoperkennungsmusters die CLL Patienten in
funktionelle Kategorien klassifizieren konnten, wollten wir die prognostische
Bedeutung der Kategorien ndher untersuchen. Um die klinische Signifikanz der
Zugehdrigkeit zu den funktionellen Kategorien zu bestimmen, evaluierten wir
einen in der CLL etablierten prognostischen Parameter, den Zeitraum zwischen
Diagnosestellung und der ersten TherapiemalRnahme (TTFT). Die Kategorien 2,
9 und 13 unterschieden sich von den anderen funktionellen Kategorien durch
ihr multireaktives Bindungsverhalten. Wir fanden in unseren Untersuchungen
heraus, dass die Zugehdrigkeit der CLL-Patienten zu den Kategorien 2, 9 und
13 mit einem schlechteren klinischen Verlauf im Vergleich zur Kontrollgruppe
korrelierten. Diese Beobachtung wurde dadurch bekraftigt, dass der
progressivere Krankheitsverlauf der Kategorie 2 statistisch unabhangig von
bekannten prognostischen Parametern wie dem Mutationsstatus und
Immunglobulingen-Repertoire war. In dieser Studie war es uns moglich zu
zeigen, dass das Epitoperkennungsmuster einen unabhangigen Faktor fur den
klinischen Verlauf der CLL-Patienten darstellt. Dabei sind die Gesamtgro3e und
die Patientenanzahl unserer multireaktiven Kategorien durchaus vergleichbar
mit bereits durchgefiihrten Untersuchungen an bestimmten der o0.g. stereotypen
»oubsets” hinsichtlich der klinischen Bedeutung (Thorselius et al., 2006, Capello
et al., 2004).

Es ist bekannt, dass die Signalvermittlung des BZR eine wichtige Rolle in
Funktion und Uberleben einer B-Zelle spielt (Lam et al., 1997, Meffre and
Nussenzweig, 2002, Niiro and Clark, 2002). Fur maligne Lymphomzellen wird
die Expression dieses membrangebundenen Immunglobulins inzwischen fir
essentiell gehalten (Kuppers, 2005, Meeker et al.,, 1985). Gerade fur die
Pathogenese der CLL wird vermutet, dass der BZR und damit die
Antigenerkennung durch die Lymphomzelle fir Uberleben und Proliferation
bedeutsam ist und so zum pathogenetischen Geschehen der Erkrankung
wesentlich beitragt (,antigenic-drive® Theorie). Durch unser Verfahren, war es
uns maglich mit den aus randomisierten Phagen-Peptidbanken Liganden zu
isolieren, die spezifisch an die antigenbindende Region eines rekombinanten B-
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Zell-Rezeptor banden, indem sie strukturell das Epitop nachahmten. Dass diese
Einteilung nach dem multireaktiven Epitoperkennungsmuster durch die CLL-B-
Zell-Rezeptoren nicht nur eine Begleiterscheinung ist, sondern auch mit der
Pathogenese der CLL korreliert, konnten wir anhand unserer multireaktiven
Kategorien zeigen, die sich gegeniber dem Gesamtkollektiv durch einen
deutlich aggressiveren Verlauf auszeichnen. In diesem Zusammenhang ist es
interessant, die Signalwege des BZR bei Antigen-bzw. Epitopbindung genauer
zu betrachten. Ein mdglicher Erklarungsansatz verfolgt dabei die Unterschiede
in den Signalwegen des BZR von Lymphomzellen zu normalen B-Zellen. Der
BZR von naiven B-Zellen in der Milz oder in Lymphknoten wird durch
Antigenbindung aktiviert. Der BZR besteht aus zwei kovalent verknipften
schweren Ig-Ketten, zwei kovalent verknupften leichten Ketten, sowie den nicht
kovalent assoziierten Transmembranmolekilen Iga und IgB (CD79a und
CD79b), die fur die Verknupfung des BZR mit intrazellularen Signalmolekilen
sorgen. Durch die Antigenerkennung wird der Antigen-Rezeptorkomplex
aggregiert und die Tyrosinkinasen aktiviert, wodurch die Signalproteine des
BZR phosphoryliert und somit aktiviert werden. Die Aktivierung des BZR kann
die B-Zellproliferation, das Uberleben, die Differenzierung, die Anergie und die
Apoptose triggern (Niiro and Clark, 2002). Wir wissen mittlerweile, dass eine
anhaltende Aktivierung von bestimmten Signalmolekilen wie der Proteinkinase
B (AKT) und der extrazellular Signal-regulierte Kinase (ERK ), das Uberleben
von CLL B-Zell Klone verlangern kann, indem wichtige antiapoptotische
Proteine hochreguliert werden (Petlickovski et al., 2005, Deglesne et al., 2006,
Kitada et al., 1998, Stevenson and Caligaris-Cappio, 2004, Niiro and Clark,
2002). Es ist denkbar, dass CLL-Zellen durch diese Aktivierung der
Signalkaskade eine langere Uberlebenszeit gewinnen (Mockridge et al., 2007,
Lanham et al., 2003, Zupo et al.,, 1996). Diese Signalwege kdnnen durch
bestimmte Eigenschaften des Rezeptors selbst oder durch externe Stimulation
wie multiple Antigen-Interaktionen aktiviert werden (Muzio et al., 2008, Guarini
et al., 2008, Lanham et al., 2003). Es ist denkbar, dass B-Zell-Rezeptoren, die
durch unterschiedliche Antigene stimuliert worden sind, eher zu einer
anhaltenden Aktivierung der Signalwege fuhren und somit die Lymphomzellen

langer Uberleben und folglich auch gegeniber etablierten Chemotherapeutika
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resistenter sein konnen (Kitada et al., 1998). Ubertragen auf unsere Arbeit
wirde dies bedeuten, dass variable Epitopbindungen an den BZR der CLL-
Patienten aus unseren multireaktiven Kategorien (Kategorie 2,9 und 13) den
aggressiveren Krankheitsverlauf verursachen, indem die Signalwege langer
anhaltend aktiviert werden und das Uberleben der Lymphomzelle sichern.
Diese Form der Signalaktivierung wirde auch erklaren, weshalb der
aggressivere Krankheitsverlauf unserer Kategorie 2 unabhéngig von bislang
etablierten prognostischen Markern ist. In einem Review kamen Efremov et al.
zu dem Schluss, dass CLL-Zellen mit einem unmutierten BZR maoglicherweise
T-Zell unabhéngig Antigene erkennen (Efremov et al., 2007). Diese unmutierten
BZR induzieren eine langanhaltende Stimulation der Signalwege, die ein
Uberleben der Lymphomzellen férdern. Hingegen haben CLL B-Zellen vom
mutierten Typ eher eine chronische Antigenstimulation  durch I|6sliche
Autoantigene erfahren, wodurch diese Zellen dann in einen anergen Zustand
geraten (Efremov et al., 2007). Die Konstellation des Mutationsprofils unserer
Kategorien (Kategorie 29 und 13), die ein multireaktives
Epitoperkennungsmuster zeigten, wuirden dieser Schlussfolgerung allerdings
widersprechen, da diese Kategorie aus mutierten wie unmutierten BZR
bestehen. Allerdings zeigen die CLL-Zellen, die einen mutierten BZR
aufweisen, in allen bis auf einem Fall eine gleichzeitige Expression der VH3-21,
bei der die Prognose unabhangig vom Mutationsstatus ungunstig ist (Thorselius
et al., 2006, Tobin et al., 2003, Tobin et al., 2002). Daruber hinaus zeigen sie
ein unterschiedlich starkes Bindungsverhalten, wenn auch immer multireaktiv
(Tabelle 4). Es ware also denkbar, dass sie sich nur im Hinblick auf die Starke
der Signalaktivitat des BZR unterscheiden. Ein weiterer interessanter Aspekt
kommt durch die Arbeitsgruppe von Messmer et al., die bei der Bildung von
Gruppen allein durch ahnliche oder identische IGVy Sequenzen zu bedenken
geben, dass die Antigenspezifitat durch die Antikdrperstruktur nicht nur durch
die Sequenz gegeben ist (Messmer et al., 2009). So ist es moglich, dass
unterschiedliche IGVy Sequenzen fur Antikdrper codieren, die dasselbe Antigen
erkennen  (Messmer et al, 1999). Auf die Ergebnisse der
Epitoperkennungsmuster unserer Studie Ubertragen bedeutet dies, dass die

multireaktiven Gruppen, sich zwar in der Aminosauresequenz der IGVy-Ketten
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und dem Mutationsstatus teilweise unterscheiden, aber mdglicherweise
dieselbe Tertiarstruktur besitzen und somit dasselbe Epitop erkennen kénnen.
Diese Betrachtungsweise konnte auch die heterogene Zusammensetzung
unserer multireaktiven Kategorie, hinsichtlich von etablierten Parametern
(Mutationsstatus, IGVy-Sequenz), erklaren. AbschlieRend ist also festzustellen,
dass unsere Studie die Hypothese starkt, dass der funktionelle Status des BZR
und das Epitoperkennungsmuster den Krankheitsverlauf der CLL bestimmen.
Uber welchen Mechanismus die CLL-Zellen in diesen Zustand gelangen, ob
durch eine bestimmte CDR3 Aminoséuresequenz, durch Mutationen oder durch
spezifische 1GVy-Gene, spielt dann mdglicherweise fir die Progression der

Erkrankung eine untergeordnete Rolle.

6.5 Perspektiven

In dieser Studie war es uns mdglich, zufallig ausgewéhlte CLL-Patienten
anhand des Epitoperkennungsmusters in Kategorien zu klassifizieren. Daruber
hinaus  konnten wir dem multireaktiven Bindungsmuster eine klinische

Signifikanz zuweisen.

Fur die Zukunft ware es von groBem Interesse, weitere Epitop-Mimics von
anderen CLL-Patienten herzustellen und diese dann zunachst auf das
bestehende Kollektiv zu untersuchen. Im weiteren Verlauf kdnnten dann die
erweiterten Epitop-Mimics auch anhand eines vergrofRerten Patientenkollektivs

untersucht werden.

Durch unsere gewonnenen Daten ware eine Einteilung der CLL-Patienten in
funktionelle Kategorien anhand des Bindungsmusters denkbar. Es ware
sinnvoll, wenn in Zukunft die prognostische Einteilung der CLL-Patienten mittels
einer Klassifikation in Kategorien, wie sie hier vorgestellt sind, erweitert wirden
und so der funktionell-biologische Gesichtspunkt in der Klassifikation der CLL
bertcksichtigt werden wuirde. Fir die Kklinische Bewertung einer solchen
funktionellen Klassifikation der klinischen Signifikanz wére es unabdingbar, eine
grof3e Multicenter-Analyse durchzufiihren, um eine sichere Beurteilung der

Bedeutung der Kategorienbildung gewéhrleisten zu kénnen.
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Die heterogene Zusammensetzung hinsichtlich des Mutationsstatus  der
multireaktiven Kategorien (Kategorie 2,9 und 13) ist vielleicht auch mit einer
unterschiedlichen Signalaktivitat des jeweiligen BZR verbunden. Deshalb wére
es von Interesse, in weiteren Studien die Signalwege der B-Zell-Rezeptoren der
CLL-Patienten mit einem multireaktiven Epitoperkennungsmuster zu
untersuchen. Das Epitoperkennungsmuster zeigt auch, dass die BZR trotz
unterschiedlicher Aminosauresequenz in der CDR3 Region dasselbe Peptid
erkennen. Wenn man dies auf die ,antigenic-drive” Hypothese Ubertragt, ware
die potentielle Anzahl von Antigenen, die eine Rolle in der
Krankheitsentstehung spielen deutlich geringer als vermutet. Eine
Antigenidentifikation ware durch diese Einschrankung eventuell leichter mdglich
und konnte die tatsachliche Rolle von Antigenen in der Pathogenese erlautern.
Wirde sich bei der Identifikation der Antigene ein Zusammenhang mit einem
bestimmten Erreger herausstellen, ahnlich wie es bei den MALT (mucosa
associated lymphoid tissue)-Lymphomen des Gastrointestinaltraktes und dem
Bakterium Helicobacter pylori der Fall ist, kbnnte dies einen neuen Ansatz in
der Therapie der CLL ermdglichen.

In der Onkologie besteht ein besonders grol3es Interesse an der zielgerichteten
Behandlung, der so genannten Targeted-Therapie; das gilt auch fur die CLL.
Solch eine zielgerichtete Therapie war zwar vor Entdeckung der funktionellen
Kategorien in der CLL mittels monoklonaler Antikbrper wie Rituximab oder
Alemtuzumab schon durchfihrbar, aber eine absolut tumorspezifische
Targeted-Therapie Uber den individuellen BZR schwer vorstellbar, denn es
hétte fur jeden Patienten eine individuell hergestellte tumorspezifische Therapie
produziert werden mussen. Die hier beschriebene Entdeckung der funktionellen
Kategorienbildung in der CLL kdnnte eine Targeted-Therapie innerhalb einer
Kategorie ermdglichen. Die von uns selektierten Peptide konnten die
Voraussetzung fir eine solche Targeted-Therapie bieten. Nach unseren
Erkenntnissen wére eine BZR-gerichtete Therapie aktuell am besten fir die
Patienten mit einem multireaktiven Bindungsmuster durchfiihrbar und somit fur
immerhin 18% der CLL-Patienten. Nimmt man noch die grof3e Kategorie 1, die
ein monoreaktives Bindungsmuster zeigte hinzu, erweitert sich die Anzahl der

moglichen CLL-Patienten fir solch eine zielgerichtete Therapie auf 42%.
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6 Diskussion

Gleichzeitig wirde diese Therapie vor allem den Patienten zu Gute kommen,
die einen aggressiven Krankheitsverlauf zeigen. Die Zellen aller 100 CLL-
Patienten sind eine Bindung mit dem exprimierten Epitop-Mimic fur den Fab 1
eingegangen. Dies bedeutet, dass mit einer Targeted-Therapie fur dieses
Epitop alle Patienten getroffen werden kénnten, wenn auch mit einer geringen
Affinitat. Die Therapie ware spezifisch auf den BZR gerichtet und die
Lymphomzellen wirden so getbtet bzw. das Wachstum der Lymphomzellen
gehemmt werden. Als zielgerichtete Behandlung ware sie vermutlich auch
nebenwirkungsarmer als die bisherigen Therapiemdglichkeiten fiur CLL
Patienten. Diese Therapieoption wirde neue Wege in der Behandlung von der

CLL ermaglichen.
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7 Zusammenfassung

7  Zusammenfassung

Bei der chronisch lymphatischen Leukamie existieren bei mindestens 26% der
Patienten in der antigenbindenden Region des B-Zell-Rezeptors (BZR),
insbesondere in der CDR3 Region der schweren Kette, starke
Ubereinstimmungen dieser Region innerhalb abgrenzbarer Subsets von
Patienten. Diese Homologien fuhrten zu der Hypothese, dass es eine Gruppe
von Antigenen gibt, die durch die BZR der CLL erkannt werden und so zu deren
Uberleben und Proliferation entscheidend beitragen. Bislang war es aber nicht
moglich, bestimmte Antigene in direkten Zusammenhang mit der Pathogenese
der CLL zu bringen. Es konnte in unserer Arbeitsgruppe ein Verfahren etabliert
werden, mit dem aus randomisierten Phagen-Peptidbanken Liganden isoliert
werden, die spezifisch an die antigenbindende Region eines rekombinanten
BZR der CLL binden, indem sie strukturell das Epitop nachahmen (Epitop-
Mimics).

In dieser Arbeit wollten wir das Verstandnis des B-Zellrezeptors und seine
Funktion in der CLL vertiefen und so die Pathogenese der Krankheit erlautern.
Anhand des Bindungsverhaltens der B-Zell-Rezeptoren auf CLL-Zellen mit den
Epitop-Mimics, konnten Patienten in Kategorien klassifiziert werden. Wir
Uberpriften, ob die gefundenen BZR-Epitoperkennungsmuster auch an einem
groReren Patientenkollektiv verifiziert werden konnen. Dartber hinaus wollten
wir untersuchen, ob die Zugehorigkeit zu bestimmten Kategorien mit
identischem  Epitoperkennungsmuster mit  bekannten  prognostischen

Parametern korreliert.

In der vorliegenden Arbeit stellten wir fest, dass CLL-Zellen unterschiedlicher
Patienten dasselbe Epitop erkennen kdnnen, obwohl sie sich in der Sequenz
der CDR3 Region ihres BZR unterschieden. Es war uns moglich, die CLL-
Zellen von zufallig ausgewéhlten 100 CLL-Patienten hinsichtlich ihres
Interaktionsmusters mit den sechs verschiedenen Epitopen, in siebzehn
Kategorien mit identischem Epitoperkennungsmuster zu kategorisieren. Im

weiteren Verlauf konnten wir fir die Kategorien, die ein multireaktives
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7 Zusammenfassung

Bindungsverhalten zeigten, eine Korrelation des Bindungsmusters mit dem
klinischen Verlauf nachweisen. So zeigten Patienten, die einer Kategorie
angehorten, die funf oder sechs Epitope erkannten, einen deutlich rascheren
Krankheitsverlauf gegenuber der Kontrollgruppe. Die prognostische Bedeutung
dieses Epitoperkennungsmusters war unabhangig von anderen bereits
bekannten prognostischen Parametern wie dem IGVy-Mutationsstatus und der
verwendeten Ig-Genfamilie. Die Epitop-Interaktionsmuster geben auch einen
Hinweis darauf, dass falls Antigene eine Rolle in der Biologie der CLL spielen,
die Anzahl moglicher Antigene deutlich geringer ist, als erwartet.
Schlussfolgernd lasst sich bemerken, dass der funktionelle Status des BZR und
sein Epitoperkennungsmuster in bedeutsamer Weise den Krankheitsverlauf der
CLL bestimmen. Daher sollte das Epitoperkennungsmuster in Zukunft bei der
prognostischen Abschatzung von CLL-Patienten bericksichtigt und in

zukUnftige Modelle zur Krankheitsverlaufsabschatzung einbezogen werden.
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8 Abkurzungsverzeichnis

8 Abklrzungsverzeichnis

AKT
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CDR
CLL
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ERK
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Fc
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MS
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PCR
rpm
RT
SYK
TTFT
UM

Proteinkinase B
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complementarity determining region
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Enzyme-linked Immunosorbent Assay
extrazellular Signal-regulierte Kinase
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