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II.  Darstellung der Publikation 

1. Vorwort 

Diese Arbeit dient der zusammenfassenden Darstellung der im Juli 2019 in �Ä�+�D�H�P�D�W�R�O�R�J�L�F�D����

The Journal of the Ferrata Storti Foundation�³ erschienenen Publikation mit dem Titel "Deep 

sequencing of bone marrow microenvironments of patients with del(5q) myelodysplastic 

syndrome reveals imprints of antigenic selection as well as generation of novel T cell clusters 

as response pattern to lenalidomide". Die Schrift orientiert sich am Aufbau der Originalarbeit. 

Ergänzende, detaillierte Informationen über die angewandte Methodik und Ergebnisse 

inklusive der Abbildungen sind der oben aufgeführten Publikation zu entnehmen. 

 

2.  Einleitung  

Die myelodysplastischen Syndrome (MDS) sind klonale Erkrankungen der 

hämatopoetischen Stammzellen, welche klinisch zu einer ineffektiven Hämatopoese führen. 

Sie stellen die größte Gruppe der erworbenen Erkrankungen mit Knochenmarksversagen bei 

Erwachsenen dar (Bejar and Steensma, 2014, Yoshida, 1996, Heaney and Golde, 1999). 

Studien schätzen die Neuerkrankungsrate auf 30.000 bis 40.000 Fälle pro Jahr allein für die 

Vereinigten Staaten von Amerika (Cogle et al., 2011, Goldberg et al., 2010). Die Inzidenz für 

Europa liegt ähnlich hoch und wird vermutlich auf Grund des immer höheren Alters der 

Bevölkerung in den nächsten Jahren noch weiter ansteigen (Malcovati et al., 2013). Die 

Diagnose MDS wird anhand der mikroskopischen Untersuchung von Knochenmarkaspirat 

und einer Knochenmarkbiopsie gestellt. Die Proben werden nach Anzahl der verschiedenen 

Zellreihen, Grad der Dysplasie und Anzahl der Blasten im Knochenmark beurteilt. Zusätzlich 

erlauben zytogenetische Analysen eine genauere Einteilung nach der aktuellen WHO-

Klassifikation (siehe Tabelle 1), sind aber für die Diagnosestellung nicht erforderlich (Arber et 

al., 2016, Garcia-Manero, 2014). Die häufigste zytogenetische Aberration stellt die Deletion 

des langen Armes von Chromosom 5, del(5q), dar (Haase et al., 2007). Diese Untergruppe 

charakterisiert sich häufig durch eine refraktäre Anämie, Thrombozytämie mit atypischen 

Megakaryozyten im Knochenmark und einer vergleichsweise geringen Progressionsrate zu 

einer akuten myeloischen Leukämie (Tefferi and Vardiman, 2009, Hofmann and Koeffler, 

2005, Kuendgen et al., 2013). Das mediane Erkrankungsalter liegt etwa bei 66 Jahren und 

im Gegensatz zu anderen MDS-Formen sind Frauen häufiger betroffen als Männer 

(Giagounidis et al., 2004). Mit einem medianen Überleben von etwa 80 Monaten hat dieser 

Subtyp im Vergleich zu anderen eine gute Prognose (Haase et al., 2007). Auch wenn die 

Pathogenese größtenteils durch die Haploinsuffizienz der auf dem kurzen Arm von 

Chromosom 5 liegenden Gene erklärbar ist, gibt es Hinweise auf Dysregulationen des 
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angeborenen und adaptiven Immunsystems, mit daraus resultierender Beeinträchtigung der 

Bekämpfung von klonalen del(5q) Zellen (Heise et al., 2010, Boultwood et al., 2007, 

Boultwood et al., 2010).  

 

Tabelle 1: WHO-Klassifikation und Kriterien für myelodysplastische Syndrome (Arber et al., 2016) 

  

Lenalidomid wurde erfolgreich Mitte der 90er Jahre als Derivat des Thalidomids mit dem Ziel 

entwickelt, eine Substanz mit stärkeren immunologischen und antikrebs Eigenschaften und 

gleichzeitig weniger typischen unerwünschten Wirkungen wie Somnolenz, Obstipation und 

Neuropathien zu schaffen (Bartlett et al., 2004). Aktuell wird es speziell bei der Therapie von 

MDS mit begleitender Deletion des langen Armes von Chromosom 5 und den multiplen 

Myelomen eingesetzt (Ades and Fenaux, 2011, Holstein and McCarthy, 2017). 

Eingeschlossen in die LE-MON 5 Studie, im Rahmen derer auch das in der Originalarbeit 

untersuchte Patientenkollektiv behandelt wurde, wurden 89 Patienten mit MDS del(5q), 

welche in den letzten 8 Wochen vor Rekrutierung auf eine Transfusion von 

Erythrozytenkonzentraten angewiesen waren. Zusätzliche Einschlusskriterien waren ein 

Blastenanteil im Knochenmark von unter 5% und laut �Ä�,�Q�W�H�U�Q�D�W�L�R�Q�D�O�� �Srognostic scoring 

�V�\�V�W�H�P�³ ���,�3�6�6�����H�L�Q�H���=�X�R�U�G�Q�X�Q�J���]�X�U���5�L�V�L�N�R�N�O�D�V�V�H���Älow�³���R�G�H�U���Äintermediate-1�³�����(�V���Z�X�U�G�H���H�L�Q�H��

orale Behandlung mit 10 mg Lenalidomid für 21 Tage in einem 28 Tage Zyklus durchgeführt. 

60 Patienten erreichten eine Transfusionsunabhängigkeit mit einem medianen Anstieg des 

Hämoglobins um 3.6g/dl (Schuler et al., 2016). Außerdem konnten andere Studien zeigen, 

dass ein Ansprechen auf die Therapie mit einem signifikanten Anstieg des 
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Patientenüberlebens vergesellschaftet war (Giagounidis et al., 2014). Der primäre 

Mechanismus, über den Lenalidomid seine Wirkung gegen die klonalen Zellen mit del(5q) 

entfaltet, ist die Initiierung der Ubiquitinierung und damit Degradation von IKZF1, IKZF3 und 

�&�.���. durch Bindung an Cereblon (CRBN), welches ein Substratrezeptor des CRL4-E3-

Ubiquitin-Ligase-Komplexes ist (Kronke et al., 2015, Kronke et al., 2014). Eine besondere 

Ro�O�O�H���V�S�L�H�O�W���K�L�H�U���G�D�V���&�.���.�����Z�H�O�F�K�H�V���D�X�I���G�H�U���E�H�L���0�'�6���G�H�O�����T�����I�H�K�O�H�Q�G�H�Q���5�H�J�L�R�Q���N�R�G�L�H�U�W���L�V�W�����(�V��

ist ein negativer Regulator von TP53 und durch die vorliegende Haploinsuffizienz ein 

ausgezeichnetes Ziel für Lenalidomid (Kronke et al., 2015). Ein weiterer Effekt von 

Lenalidomid ist die Destabilisierung des CD147-MCT1 Komplexes, was zu einer Aktivierung 

von Immunzellen führt (Eichner et al., 2016). Zusätzlich konnte in vitro  durch eine 

Stimulierung des T-Zell-Rezeptor(TCR)-Komplexes mit  vernetzenden CD3-Antikörpern in 

Anwesenheit von Lenalidomid ein deutlicher Effekt auf den funktionellen Status von T-Zellen 

nachgewiesen werden. Dies führte zu einer vermehrten Ausschüttung von Zytokinen und 

Proliferation. Interessanterweise war ohne gleichzeitige TCR Stimulation kein Effekt 

messbar, was darauf hindeutet, dass Lenalidomid keine eigene mitogene Aktivität in T-Zellen 

besitzt (McDaniel et al., 2012). Die Stimulation von NK-Zellen und der NK-Zell vermittelten 

�Ä�D�Q�W�L�N�|�U�S�H�U�D�E�K�l�Q�J�L�J�H�Q���]�H�O�O�Y�H�U�P�L�W�W�H�O�W�H�Q���=�\�W�R�W�R�[�L�]�L�W�l�W�³�� ���$�'�&�&���� �]�l�K�O�W ebenfalls zu den Effekten 

von Lenalidomid (Davies et al., 2001, Tai et al., 2005). Abgesehen von einer direkten 

aktivierenden Wirkung auf Zellen des Immunsystems beobachteten Kerdivel et al. eine 

veränderte Zusammensetzung des Immunmilieus im Knochenmark von Patienten, die ein 

Ansprechen auf die Therapie mit Lenalidomid gezeigt hatten (Kerdivel et al., 2018). Trotz 

aller Fortschritte sind die genauen immunmodulatorischen Effekte von Lenalidomid bis heute 

nicht völlig verstanden. 

�0�L�W�� �G�H�U�� �(�Q�W�Z�L�F�N�O�X�Q�J�� �G�H�V�� �ÄNext Generation Sequencing�³�� ���1�*�6���� �N�D�P�� �H�V�� �]�X�� �H�L�Q�H�U��

Revolutionierung innerhalb der Genomforschung. Plötzlich war es möglich, das gesamte 

menschliche Genom innerhalb weniger Tage zu sequenzieren und das zu relativ geringen 

Kosten, die in den vergangenen Jahren noch weiter gefallen sind (Behjati and Tarpey, 2013, 

Levy and Myers, 2016). Mit dieser Technik konnten ebenfalls deutliche Fortschritte im 

Bereich der Immunrepertoireforschung erzielt werden. Das Immunrepertoire eines Menschen 

ist definiert als die Summe aller T- und B-Zellen, welche das adaptive Immunsystem 

ausmachen. Jede einzelne T- und B-Zelle besitzt auf der Zelloberfläche einen für diese Zelle 

spezifischen und einmaligen Rezeptor, T-Zell Rezeptor (TCR) und B-Zell Rezeptor (BCR) 

genannt. Beide Rezeptoren sind als Heterodimere aufgebaut. Der BCR besteht aus einer 

leichten und einer schweren Kette, der TCR aus einer alpha und beta Kette (siehe Abbildung 

1). Die Sequenz für die Antigenbindungsstellen von TCR und BCR���� �D�X�F�K�� �Ä�Y�D�U�L�D�E�O�H�� �5�H�J�L�R�Q�³��

genannt, entsteht durch Genumlagerung und ihre Vielfalt determiniert die Diversität und 

Spezifität der möglichen Antigenerkennung. Bei der schweren Kette des BCR, sowie der 
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Abbildung 1: Schematische 
Darstellung des 
membrangebundenen T- und 
löslichen B-Zell Rezeptors. Der 
T-Zell Rezeptor ähnelt einem 
membrangebundenen Fab-
Fragment. Das Fab-Fragment 
von Antikörpermolekülen (lösliche 
BCR) ist ein durch 
Disulfidbrücken verknüpftes 
Heterodimer.  Jede Kette enthält 
eine konstante 
Immunglobulindomäne 
und eine variable Domäne. 
Die nebeneinanderliegenden 
variablen Domänen bilden die 
Antigenbindungsstelle (Murphy 
and Weaver, 2018) 
 
 

beta Kette des TCR, setzt sie sich aus verschiedenen zufälligen Kombinationen von V- 

(variable), D- (diversity) und J-Genfamilien (joining) zusammen und bildet vier weniger 

�Y�D�U�L�D�E�O�H���*�H�U�•�V�W�U�H�J�L�R�Q�H�Q�����Äframework regions 1-4�³�����)�5-1-4) und drei hypervariable Regionen 

���Äcomplementary determining regions 1-3�³�����&�'�5-1-3) (Liu and Wu, 2018, Padlan, 1994, Dal 

Porto et al., 2004). Die Diversität des BCR wird durch 

somatische Hypermutation noch weiter erhöht. Bei diesem 

�3�U�R�]�H�V�V�� �Z�H�U�G�H�Q�� �G�X�U�F�K�� �G�D�V�� �(�Q�]�\�P�� �Ä�D�N�W�L�Y�L�H�U�X�Q�J�V�L�Q�G�X�]�L�H�U�W�H��

Cytidin-�'�H�V�D�P�L�Q�D�V�H�³�� ���$�,�'���� �H�L�Q�]�H�O�Q�H�� �$�P�L�Q�R�V�l�X�U�H�Q�� �L�Q�� �G�H�Q�� �9-

Genen mutiert, wodurch Antikörper mit höherer Affinität für 

bestimmte Antigene entstehen können (Maizels, 2005, 

Papavasiliou and Schatz, 2002).  

Die CDR3 Regionen der schweren Kette (IGH) des BCR und 

der beta Kette (TRB) des TCR spielen auf Grund ihrer höheren 

Variabilität und Spezifität eine dominante Rolle in der 

Antigenerkennung und eignen sich deshalb besonders gut als 

Ziel bei der Immunrepertoireforschung (Xu and Davis, 2000). 

Ziel unserer Arbeit war es, die klonale Immunarchitektur von 

MDS del(5q) und ihre Modulation durch Lenalidomid besser zu 

verstehen. Dafür haben wir Proben aus Knochenmark und 

peripherem Blut von Patienten vor und nach Behandlung mit 

Lenalidomid und gesunden Kontrollgruppen mit IGH und TRB 

�ÄNext Generation Sequencing�³�� �D�Q�D�O�\�V�L�H�U�W���� �8�Q�V�H�U�H��Auswertung 

zeigt, dass Lenalidomid die adaptive Immunantwort von T-    

Zellen im Knochenmark beeinflusst. 

 

 

3. Material und Methoden  

3.1 Patienten-Charakteristika 

Die Knochenmarksproben der Patienten wurden zwischen den Jahren 2013 und 2016 im 

Rahmen der LE-MON 5 und Bioregister Studien gesammelt. Die Kohorte umfasst 15 

Patienten mit del(5q) MDS (Proben wurden vor dem Start der Therapie und nach im Median 

12 Monaten Behandlung mit Lenalidomid gesammelt). Für 8 Patienten der Kohorte waren 

auch an entsprechenden Zeitpunkten gewonnene periphere Blutproben verfügbar. Alle 

del(5q) MDS Patienten wurden im Rahmen der LE-MON 5 Studie behandelt, bei der es sich 
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um eine deutsche, multizentrische, einarmige open-label Phase II Studie (Safety of 

Lenalidomide Monotherapie and Markers for Disease Progression in Patients With IPSS 

Low- or Intermediate-1 Risk Myelodysplatic Syndromes (MDS) Associated With an Isolated 

Deletion 5q Cytogenetic Abnormality) handelt (Schuler et al., 2016). Als Referenz wurden 7 

Knochenmark- und 22 periphere Blutproben von gesunden Spendern passenden Alters 

eingeschlossen. 

3.2 Angaben zu der Studie 

Von allen Patienten und gesunden Spendern wurde eine Einverständniserklärung für die 

Verwendung der Reste ihres diagnostischen Materials zu wissenschaftlichen Zwecken 

eingeholt. Dies wurde von der Ethikkommission der Medizinischen Fakultät, Heinrich Heine 

Universität Düsseldorf, Deutschland, Projektnummer MC-LKP-392,  genehmigt. 

3.3 Isolierung von genomischer DNA aus mononukleären Zellen 

Die genomische DNA wurde aus >106 mononukleären Zellen gewonnen, die entweder aus 

gefrorenem Knochenmark (BMMNC) oder peripherem Blut (PBMNC) stammten. Dafür wurde 

das �ÄGen Elute mammalian genomic DNA miniprep kit�³ (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, 

Deutschland), entsprechend den Anweisungen des Herstellers, verwendet. 

3.4 Multiplex PCR zur Amplifikation der Immunglobulin schwere Kette und des T-Zell 

Rezeptor beta für zielgerichtetes Illumina Next Generation Sequencing  

Die rearrangierten V-, D- und J-Gensegmente aus den Immunglobulin schwere Kette (IGH) 

und T-Zell Rezeptor beta (TRB) Genen wurden mit Hilfe der BIOMED2-FR1 (IGH), -TRB-A 

und -B Primer Pools amplifiziert (van Dongen et al., 2003). Dafür wurden pro Probe etwa 

250ng genomische DNA verwendet. Bei der ersten PCR wurden mit Hilfe der zuvor 

publizierten Primer sowohl die VDJ-rearrangierten  IGH und TRB Gene amplifiziert als auch 

ein Teil der Illumina NGS kompatiblen Adapter integriert (van Dongen et al., 2003, Schliffke 

et al., 2016, Akyuz et al., 2017). In einer zweiten PCR wurden Primer benutzt, um die 

Illumina Adapter zu verlängern und so eine spätere Hybridisierung der amplifizierten 

�)�U�D�J�P�H�Q�W�H�� �D�Q�� �G�H�U�� �,�O�O�X�P�L�Q�D�� �Äflow cell�³�� �]�X�� �H�U�P�|�J�O�L�F�K�H�Q���� �$�X�‰�H�U�G�H�P�� �Z�X�U�G�H�� �H�L�Q�� ���� �1�X�N�O�H�R�W�L�G�H��

umfassender Barcode eingefügt, welcher während der Datenanalyse eine genaue 

Zuordnung der Sequenzen zu Patient, Gewebe und Zeitpunkt ermöglicht. Alle amplifizierten 

Fragmente mit der erwarteten Größe wurden nach der Agarose Gel-Elektrophorese mit Hilfe 

des �ÄNucleoSpin® Gel and PCR Clean-up kit�³ (Macherey-Nagel, Düren, Deutschland) 

gereinigt. Vor dem Start der Sequenzierung erfolgte eine Konzentrationsbestimmung der 

amplifizierten Fragmente mit dem Qubit (QIAGEN, Hilden, Deutschland). Die Qualität der 
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Proben wurde mit dem Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Böblingen, 

Deutschland) überprüft. 

3.5 Illumina Next Generation Sequencing  und Datenanalyse 

Das �ÄNext Generation Sequencing�³ (NGS) wurde mit dem Illumina MiSeq Sequenzierer (600-

cycle single indexed, paired-end run, V3-chemistry) durchgeführt. Für die Analyse und 

Berechnung der VDJ-rearrangierten IGH und TRB Loci wurden die Programme MiXCR und 

ENPICOM´s ImmunoGenomix Plattform verwendet. Die GLIPH (grouping of lymphocyte 

interactions by paratope hotspots) Clusteranalysen und die Berechnung der 

�Ä�(�Q�W�V�W�H�K�X�Q�J�V�Z�D�K�U�V�F�K�H�L�Q�O�L�F�K�N�H�L�W�H�Q�³�� �Z�X�U�G�H�Q�� �J�H�P�l�‰�� �I�U�•�K�H�U�H�U�� �3�X�E�O�L�N�D�W�L�R�Q�H�Q�� �G�Xrchgeführt 

(Glanville et al., 2017, Marcou et al., 2018). 

3.6 Analyse der Diversität der IGH und TRB Repertoires 

Diversität oder Klonalität wird durch verschiedene Indices dargestellt. Wir haben für die 

Analyse der B- und T-Zell Repertoires den Clonality index verwendet. Der Clonality index 

wird nach der Formel �³����- Pielou's evenness� ́ berechnet (Kirsch et al., 2015). Pielou´s 

evenness wiederum bestimmt man mit der Formel J = H'/ln(S), wobei H' der Shannon-

Wiener Diversitätsindex und S die absolute Zahl an Klonen in einer spezifischen Probe sind 

(Pielou, 1966). Der Clonality index reicht von 0 bis 1, wobei 0 absolute Diversität und 1 

absolute Klonalität mit der Anwesenheit von nur einem Klon bedeutet. 

3.7 In silico Analyse der T-Zell Repertoieres mit Hilfe von GLIPH und  
Entstehungswahrscheinlichkeiten Tools 
 
Um zu analysieren, ob die TRB Repertoires von unterschiedlichen MDS del(5q) Patienten 

vor oder nach Lenalidomid Behandlung oder im Vergleich zu den gesunden Spendern 

Gemeinsamkeiten in Bezug auf die CDR3 Regionen zeigen bzw. diese sich in Cluster 

zusammenfassen lassen, haben wir den GLIPH Algorithmus auf die NGS generierten TRB -

Daten der gesunden Spender und MDS del(5q) Patienten angewendet (Glanville et al., 

2017). In einem zweiten Schritt haben wir die Entstehungswahrscheinlichkeiten der GLIPH 

generierten TRB Cluster mit dem IGoR Algorithmus bestimmt (Marcou et al., 2018). Um 

niedrige Wahrscheinlichkeitswerte besser abbilden zu können, haben wir den negativen 

Logarithmus benutzt. Cluster mit einer niedrigen Entstehungswahrscheinlichkeit sind 

höchstwahrscheinlich durch Antigen induzierte Selektion entstanden. Nach unserem Wissen 

existiert jedoch kein Grenzwert, �G�H�U�� �Ä�Q�L�H�G�U�L�J�H�� �(�Q�W�V�W�H�K�X�Q�J�V�Z�D�K�U�V�F�K�H�L�Q�O�L�F�K�N�H�L�W�³�� �G�H�I�L�Q�L�H�U�W���� �8�P��

unsere Daten besser darstellen zu können, entschieden wir uns, die Spanne zwischen den 

geringsten (13,1400259) und den höchsten (36,7368006) beobachteten Werten für die 

Entstehungswahrscheinlichkeit  in drei gleich große Bereiche zu teilen. So haben wir für 

unsere Studie eine niedrige Entstehungswahrscheinlichkeit für die Werte von 28,871210 bis 
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36,73688006, eine mittlere von 21,0056176 bis 28,871209 und eine hohe  von 13,1400259 

bis 21,0056175 definiert.  

 

3.8 Statistische Analysen  

Verteilungsunterschiede wurden mit dem Student t-test untersucht. Alle statistischen 

Analysen wurden mit GraphPad Prism 7.0 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA) 

durchgeführt. 

 

4. Ergebnisse  

4.1 MDS del(5q) Patienten zeigen kein krankheits- oder behandlungsspezifisches 

Muster in Bezug auf die VJ-Genverteilung und CDR3-Längenverteilung  

Im Rahmen dieser Arbeit haben wir das B- und T-Zell Repertoire unserer MDS del(5q) 

Kohorte mit dem von gesunden Spendern passenden Alters verglichen. Untersucht wurden 

hierbei die VJ-Genverteilung, die Längenverteilung der CDR3 Regionen und bei mehreren 

Patientenproben gemeinsam vorkommende Klone. Als Zielsequenz für das NGS haben wir 

für die B-Zellen das IGH und für die T-Zellen das TRB Gen ausgewählt. Die 

Analysezeitpunkte lagen bei allen Patienten vor, sowie 6-42 Monate nach Beginn der 

Therapie mit Lenalidomid. Ziel war es, eventuelle krankheitsspezifische Muster im Repertoire 

der Immunzellen oder Veränderungen dieses Repertoires als Reaktion auf die 

Lenalidomidbehandlung aufzudecken. Es konnten keine spezifischen B- oder T-Zell Klone, 

�E�H�L�� �P�H�K�U�H�U�H�Q�� �3�D�W�L�H�Q�W�H�Q�� �Ä�•�E�H�U�O�D�S�S�H�Q�G�³�� �Q�D�F�K�J�H�Z�L�H�V�H�Q�� �Z�H�U�G�H�Q, was einen Hinweis auf ein 

krankheitsspezifisches Vorhandensein gegeben hätte. Allerdings zeigte sich bei den T-Zellen 

für alle KM und PB Proben desselben Patienten eine deutliche Überlappung, nicht aber bei 

den B-Zellen. Bezogen auf die Verwendung der V und J-Gene bei den MDS del(5q) 

Patienten war kein Unterschied im Vergleich zu den gesunden Spendern feststellbar. 

Zusätzlich fand sich hier kein Anhalt für eine gerichtete Veränderung der Verwendung von V- 

und J-Genen unter Therapie mit Lenalidomid. Im Zuge einer Immunantwort von T- und B-

Zellen auf ein Antigen kann es zu Änderungen in der Länge oder Aminosäuresequenzen der 

CDR3 Region kommen (Fields et al., 1996, Kou et al., 2000). Bei der Untersuchung der 

CDR3 Längenverteilung der Immunrepertoires der MDS Patienten vor und nach Behandlung 

mit Lenalidomid und der gesunden Spender ließ sich sowohl bei den B- als auch den T-

Zellen kein Unterschied feststellen (siehe Abbildung 2 und 3). 
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Abbildung 2: CDR3 Längenverteilung der IGH Repertoires von MDS del(5q) Patienten vor und nach Behandlung mit 
Lenalidomid und gesunden Spendern (healthy donor) in Knochenmark und peripherem Blut. 
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Abbildung 3: CDR3 Längenverteilung der TRB Repertoires von MDS del(5q) Patienten vor und nach Behandlung mit 
Lenalidomid und gesunden Spendern (healthy donor) in Knochenmark und peripherem Blut. 
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4.2 Das B-Zell Repertoire im Knochenmark von MDS del(5q) Patienten erholt sich  nach 

Lenalidomidtherapie 

Bei der Analyse der B-Zell Repertoires vor und nach der Therapie mit Lenalidomid zeigte 

sich, dass das B-Zell Kompartiment im Knochenmark von MDS del(5q) Patienten vor 

Therapie, in Bezug auf die Klonalität, vergleichbar mit dem der gesunden Spender 

passenden Alters war. Allerdings fiel eine signifikant höhere Hypermutationsrate der IGH 

Klone auf. Da der Prozess der Hypermutation nur bei reifen B-Zellen nach Auslösung einer 

Immunantwort stattfindet (Li et al., 2004), spricht dies für einen größeren Anteil an durch 

Antigene aktivierte B-Zellen. Nach Therapie mit Lenalidomid kam es im Knochenmark zu 

einer signifikanten Abnahme der Klonalität im B-Zell Kompartiment noch unter die Werte der 

gesunden Spender. Im peripheren Blut war dies nicht zu beobachten. Zusätzlich sank die 

Rate an hypermutierten B-Zell Klonen in Knochenmark und peripherem Blut signifikant auf 

Werte, die in etwa denen der gesunden Spender passenden Alters entsprachen.  

4.3 Unter Therapie mit Lenalidomid kommt es im Knochenmark von MDS del(5q) 

Patienten zu einer erhöhten Klonalität der T-Zell Repertoires und zur Generierun g 

Antigen induzierter T-Zell Cluster 

Die TRB Klonalität war im Knochenmark der MDS del(5q) Patienten, im Vergleich zu den 

gesunden Spendern deutlich erhöht. Dies galt sowohl für den Zeitpunkt vor als auch nach 

Beginn der Lenalidomidtherapie. Bei den Proben aus peripherem Blut ließ sich hingegen 

kein Unterschied zwischen Patienten und gesunden Spendern feststellen. Diese Tatsache 

spricht für eine Antigen gesteuerte klonale Selektion von T-Zellen, die lokal auf das 

Knochenmark begrenzt ist. Daher wurden die GLIPH Analysen nur mit den aus 

Knochenmarksproben gewonnenen TRB Repertoires durchgeführt. Per Algorithmus wurden 

bei der GLIPH Analyse T-Zellen mit wahrscheinlich gleicher Antigenspezifität zu Clustern 

zusammengefasst. Für die Erstellung der Cluster waren das Vorhandensein von 

konservierten Aminosäure-Motiven und eine hohe Ähnlichkeit der CDR3-Sequenzen 

entscheidend (Glanville et al., 2017). Nur T-Zell Cluster, die ausschließlich bei MDS del(5q) 

Patienten beobachtet und bei mindestens 2 Patienten gefunden wurden, wurden für weitere 

Analysen berücksichtigt. Mit Hilfe des zweiten Algorithmus IGoR konnten zusätzlich die 

Entstehungswahrscheinlichkeiten dieser Cluster berechnet werden (Marcou et al., 2018). Bei 

der Betrachtung der zu beiden Probenzeitpunkten existenten Cluster (n=1242) ließ sich 

feststellen, dass der größte Teil (n=813) nach der Therapie in der Frequenz abnahm. Die 

Cluster mit zunehmender Frequenz unter Therapie wiesen eine hohe 

Entstehungswahrscheinlichkeit auf und waren deshalb sehr wahrscheinlich nicht Teil einer 

spezifischen T-Zell Antwort gegen den vorhandenen MDS del(5q) Klon. Es fanden sich 240 

Cluster, welche nur vor dem Zeitpunkt des Therapiebeginns vorhanden waren. Eine 



25 
 

wesentlich höhere Zahl an neu entstandenen Clustern nach Therapiebeginn (n=534) lässt 

auf eine durch Lenalidomid induzierte Entstehung schließen. Da diese neuen Cluster auch 

eine deutlich niedrigere Entstehungswahrscheinlichkeit aufwiesen als jene, die zu beiden 

Zeitpunkten vorhanden waren und unter der Therapie expandierten, wird die Vermutung 

unterstützt, dass diese neuen Cluster im Zuge einer spezifischen Immun-Antwort gegen den 

MDS del(5q) Klon entstanden sind. Zusammen deuten diese Informationen darauf hin, dass 

die durch Lenalidomid induzierte T-Zell Immunität durch neu entstehende spezifische T-Zell 

Cluster im Knochenmark von MDS del(5q) Patienten vermittelt wird. 

 

5. Diskussion 

Lenalidomid gehört zur Gruppe der immunmodulatorischen Substanzen und wird erfolgreich 

in der Therapie von MDS del(5q) und den multiplen Myelomen eingesetzt. Obwohl es für 

diese Indikation seit dem Jahr 2005 von der American Drug Association eine Zulassung 

besitzt, sind noch immer viele Aspekte seiner immunmodulatorischen Wirkungsweise 

unbekannt. Wir haben das B- und T-Zell Milieu von MDS del(5q) Patienten im Knochenmark 

sowie im peripheren Blut vor und nach Therapie mit Lenalidomid untersucht. Hierfür wurde 

for�W�V�F�K�U�L�W�W�O�L�F�K�V�W�H�� �1�*�6�� ���ÄNext Generation Sequencing�³���� �7�H�F�K�Q�R�O�R�J�L�H����welche die 

Immunrepertoireforschung auf Grund der massiv erhöhten Datenverarbeitungsmenge und 

Sequenzierungstiefe bei gleichzeitig wesentlich geringeren Kosten in den letzten Jahren 

revolutioniert hat, verwendet. Es konnte bereits nachgewiesen werden, dass Lenalidomid 

neben seiner über Cereblon vermittelten direkten Wirkung auf den del(5q) Klon (Kronke et 

al., 2014, Kronke et al., 2015) auch Einfluss auf den funktionellen Status von Zellen des 

Immunsystems besitzt (McDaniel et al., 2012, Kotla et al., 2009, Reske et al., 2010). Unsere 

Ergebnisse zeigen, dass Lenalidomid darüber hinaus einen Effekt auf die Komposition des 

B- und T-Zell Kompartimentes im Knochenmark, aber auch im peripheren Blut von MDS 

del(5q) Patienten besitzt.  

Obwohl unsere durchschnittliche Sequenzierungstiefe die größtmögliche Zahl an 

verschiedenen B-Zellen in der hier eingesetzten Probenmenge überstieg, ließ sich kaum 

eine Überlappung der B-Zell Repertoires der einzelnen MDS del(5q) Patienten vor und nach 

Therapie mit Lenalidomid feststellen. Zusammen mit der unter Therapie gesunkenen 

Hypermutationsrate, was für einen größeren Anteil an noch nicht Antigen exponierten B-

Zellen spricht, deutet dies darauf hin, dass es sich bei den vielen kleinen Klonen, welche 

nach Therapiebeginn zu finden waren, um neu generierte Klone handelt. Diese Beobachtung 

deckt sich mit den Ergebnissen früherer Studien, welche einen proliferativen Effekt von 
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Lenalidomid auf gesunde Vorläufer-B-Zellen beschrieben haben (Acebes-Huerta et al., 2014, 

Kerdivel et al., 2018, Verhelle et al., 2007).  

Im Vergleich zu den gesunden Spendern war die T-Zell Klonalität im Knochenmark der MDS 

del(5q) Patienten deutlich höher als im peripheren Blut. Dies ist höchstwahrscheinlich 

bedingt durch eine T-Zell vermittelte Immunreaktion gegen den im Knochenmark 

vorliegenden del(5q) Stammzellklon. Erwähnenswert ist auch die wesentlich höhere 

Überlappung von gleichen T-Zell Klonen in Knochenmark und peripherem Blut der einzelnen 

MDS del(5q) Patienten zu beiden Messzeitpunkten, welche bei den B-Zellen nicht zu 

beobachten war. Wir konnten mit Hilfe der GLIPH Analyse feststellen, dass der größte Teil 

der vor Therapiebeginn existenten MDS spezifischen T-Zell Klone zahlenmäßig zurückging 

oder verschwand. Von besonderem Interesse ist die Gruppe der unter Therapie neu 

aufgetretenen T-Zell Cluster mit einer niedrigen bis mittleren Entstehungswahrscheinlichkeit, 

von denen einige bei 2 oder 3 Patienten gleichzeitig zu finden waren. Diese Tatsache spricht 

stark für eine gerichtete, Antigen vermittelte Reaktion neu generierter T-Zell Cluster gegen 

den MDS del(5q) Klon unter Lenalidomidtherapie. Die von uns festgestellten Veränderungen 

im Immunrepertoire der MDS del(5q) Patienten sind ein Hinweis, dass Lenalidomid nicht nur 

den funktionellen Status von T-Zellen beeinflusst, sondern, speziell im Knochenmark, zu 

Änderungen im lokalen T-Zell Kompartiment mit Generierung neuer MDS spezifischer 

Cluster führt. Da wir unsere Studie mit einem vergleichsweise kleinen Patientenkollektiv 

durchgeführt haben, wäre es sinnvoll, in diesem Bereich weitere Studien mit größeren 

Patientenzahlen folgen zu lassen. 

Interessant wäre, ob sich die Wirkung auf die Komposition des T-Zell Kompartiments auch 

bei MDS Patienten ohne del(5q) und anderen Krankheitsentitäten nachweisen lässt, in 

denen Lenalidomid in der Therapie eingesetzt wird. Bei in vitro Versuchen konnte 

Lenalidomid eine Steigerung der Antigen spezifischen T-Zell Antwort gegen ein Peptid des 

MART-1 Tumor Antigens (Melan-Aaa26-35*A27L), welches mit dem auf malignen und nicht-

malignen Plasmazellen vorkommenden HM1.24aa22-30 Myelom-Antigen kreuzreagiert, 

nachgewiesen werden. (Neuber et al., 2011, Ozaki et al., 1997, Ozaki et al., 1998, Harada et 

al., 2013). Krämer et al. versuchten diese verstärkte Myelom spezifische T-Zell Antwort mit 

einer Kohorte von 34 Patienten auch in vivo nachzuweisen. Bei den 13 Patienten, die mit 

Lenalidomid behandelt wurden, zeigte sich eine deutlich gesteigerte Frequenz von 

HM1.24aa22-30 spezifischen T-Zell Antworten im Vergleich zur Kontrollgruppe (n=21), 

welche nicht mit Lenalidomid behandelt wurde (Kramer et al., 2016). Auch in der Behandlung 

der  chronisch lymphatische Leukämie (CLL) findet Lenalidomid seine Anwendung. Aue et al. 

konnten bei mit Lenalidomid behandelten CLL Patienten eine gesteigerte Infiltration von T-

Zellen in Lymphknoten nachweisen. Zusätzlich zeigte sich in der Tiefensequenzierung der 



27 
 

Lymphknotenbiopsien eine verringerte Diversität des TRB und T-Zell Rezeptor alpha 

Repertoires, was die Autoren als Ergebnis der Expansion von ausgesuchten Klonen 

ansahen (Aue et al., 2018). Sollte sich die Existenz von spezifischen Cluster/Klone als 

Reaktion auf Lenalidomid in zukünftigen Studien bestätigen und auch außerhalb des MDS 

del(5q) Settings nachweisbar sein, könnte dies in der Behandlung dieser Patienten neue 

Optionen eröffnen. Möglicherweise könnten sie als prädiktiver Marker für das Ansprechen 

auf die Therapie oder eine Resistenzentwicklung dienen. Darüber hinaus bekommen 

Immuntherapien wie die Checkpoint Inhibitoren oder auch Chimärer Antigen Rezeptor-T-

Zellen (CAR-T-Zellen) einen immer größeren Stellenwert in der Behandlung von 

hämatologischen Erkrankungen. Für die Medikamentengruppe der hypomethylierenden 

Substanzen (HMA), welche regelhaft bei der Behandlung von MDS eingesetzt werden, 

konnte zuletzt eine steigernder Effekt auf die Expression von PD-1 und PDL-1 in MDS 

Knochenmarkszellen festgestellt werden (Yang et al., 2014, Boddu et al., 2018). Die 

Behandlung mit Checkpoint Inhibitoren, parallel oder nach Versagen der HMA Therapie, ist 

Gegenstand aktueller Forschung, konnte aber erste ermutigende Ergebnisse liefern (Boddu 

et al., 2018, Hidalgo-Lopez et al., 2017, Daver et al., 2019). Die Mechanismen der 

Resistenzentwicklung unter Lenalidomidtherapie sind noch unverstanden und das Konzept 

der Checkpoint Inhibition nach Versagen der Lenalidomidtherapie ist noch nicht in klinischen 

Studien untersucht worden. Interessant ist die Tatsache, dass Krämer et al. bei 6 von 12 

Patienten mit multiplem Myelom, die unter Lenalidomidtherapie einen Rückfall erlitten hatten, 

in vitro durch Stimulation mit Lenalidomid nach wie vor eine verstärkte T-Zell Immunreaktion 

auslösen konnten (Kramer et al., 2016). Dies könnte dafür sprechen, dass die 

Resistenzentwicklung nicht auf einem Wirksamkeitsverlust an den T-Zellen beruht. In einer 

zweiten Studie, in welcher die Kombination von Lenalidomid und Prednisolon bei niedrig 

Risiko MDS non del(5q) untersucht wurde, hatte ein Großteil der Patienten ohne ein 

Ansprechen auf die Therapie (14/20) im Vorfeld eine Behandlung mit HMA bekommen 

(Komrokji et al., 2019). Ob eine Therapie mit Checkpoint Inhibitoren parallel oder erst nach 

Versagen einer Lenalidomidtherapie sinnvoll sein kann, muss in zukünftigen Studien geklärt 

werden. Eine genaue Identifizierung der durch die neuen Lenalidomid induzierten T-Zell 

Cluster erkannten Antigene, könnte zudem neue immuntherapeutische Ansätze möglich 

machen. Monoklonale und bispezifische Antikörper sowie vereinzelt auch CAR-T-Zellen 

werden gegenwärtig schon in der Therapie der multiplen Myelome gegen maligne entartete 

Plasmazellen eingesetzt (Franssen et al., 2019, Mikkilineni and Kochenderfer, 2017). Sollte 

es sich bei den identifizierten Epitopen, auf durch Lenalidomid induzierten T-Zell Clustern, 

um hochspezifische Strukturen nur auf den malignen Zellen handeln, wäre in Zukunft auch 

eine Entwicklung dieser Therapien für MDS Patienten mit und ohne del(5q) denkbar.  
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6. Zusammenfass ung  

Es sind noch immer nicht alle Aspekte der Wirkungsweise von immunmodulatorischen 

Substanzen, allen voran Lenalidomid, bei der Behandlung von Erkrankungen des 

blutbildenden Systems verstanden. Ein Einfluss auf den funktionellen Status von 

Immunzellen wird in der Literatur seit längerem beschrieben. Ziel dieser Studie war es, die 

möglichen Effekte von Lenalidomid auf die Komposition des Immunrepertoires, folglich der T- 

und B-Zellen von Patienten mit myelodysplastischem Syndrom (MDS) mit einer Deletion des 

langen Armes von Chromosom 5 del(5q) im Knochenmark und peripheren Blut zu 

untersuchen. Hierfür wurden 15 Knochenmarkproben und 8 Proben peripheres Blut von 

MDS del(5q) Patienten vor und nach der Therapie und Proben von gesunden Spendern 

�S�D�V�V�H�Q�G�H�Q�� �$�O�W�H�U�V�� �P�L�W�W�H�O�V�� �P�R�G�H�U�Q�V�W�H�U�� �ÄNext Generation Sequencing�³��(NGS) Technologie 

untersucht. Die Beobachtungen im B-Zell Kompartiment lassen auf einen proliferativen Effekt 

auf unreife noch nicht Antigen exponierte B-Zellen schließen. Dies wurde für Lenalidomid 

schon früher beschrieben. Mit Hilfe von Algorithmen konnten aus den Datensätzen der 

Proben T-Zellen mit höchstwahrscheinlich gleicher Antigenerkennung zu sogenannten 

Clustern zusammengefasst werden. Es ließ sich beobachten, dass eine große Zahl der zu 

beiden Probenzeitpunkten existenten Cluster eine hohe Entstehungswahrscheinlichkeit 

aufwies. Im Gegensatz dazu standen unter Therapie neu entstandene Cluster mit einer 

niedrigen bis mittleren Entstehungswahrscheinlichkeit, von denen einige bei mehreren 

Patienten zu finden waren. Dies spricht stark für eine Antigen gerichtete Generierung von 

neuen T-Zell Clustern gegen den MDS del(5q) Klon unter Lenalidomidtherapie. Unsere 

Ergebnisse sprechen dafür, dass Lenalidomid neben seinen bekannten Effekten auf den 

funktionellen Status von Immunzellen ebenfalls die Komposition des Immunrepertoires von 

Patienten mit MDS del(5q) beeinflusst. 

 

6. Summary 

The effects of immune modulatory drugs such as Lenalidomide for the treatment of diseases 

of the haemapoietic system is currently a topic of research. However, medical literature  

describes an influence of Lenalidomide on the functional status of immune cells. The main 

focus of this study was to investigate the various effects of the drug on B and T-cells found in 

bone marrow und peripheral blood of patients with myelodysplastic syndromes (MDS) with a 

partial deletion of the long arm of chromosome 5 (del(5q)). Blood and bonemarrow was taken 

from 8 and 15 Patients with MDS del(5q) respectively, before and after treatment with 

Lenalidomide as well as donated blood and bonemarrow from healthy individuals of a similar 

age. All samples were examined with state of the art next generation sequencing technology. 
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Our observations validate a proliferatve effect on young, non-antigen experienced B-cells in 

accordance with previously publications. An algorithm was then used to identify T-cells with a 

presumed identical antigen recognition which �Z�H�U�H�� �D�V�V�L�J�Q�H�G�� �W�R�� �V�S�H�F�L�I�L�F�� �µ�F�O�X�V�W�H�U�V�µ���� �,�W�� �Z�D�V��

observed that the T-cell clusters that were found before and after the treatment with 

Lenalidomide had a high generation probability. A small number of new T-cell clusters 

emerged after the treatment with the drug. These clusters had a low to medium generation 

probability which indicates new T cell cluster generation in response to Lenalidomide. Our 

results show that Lenalidomide not only has an effect on the functional status of immune 

cells but influences the immune cell composition of patients with MDS del(5q).   
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III. Abkürzungsverzeichnis 

ADCC  Antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity 
AID  Activation-induced cytidine deaminase 
AML  Akute Myeloische Leukämie 
BCR  B-cell receptor 
BMMNC Bone marrow mononuclear cells 
CAR-T-Zellen Chimeric antigen receptor t-cells 
CD  Cluster of differentiation 
CDR  Complementary determining region 
CRL4-E3 Cullin-Ring ubiquitin ligase 4-E3 
CRBN  Cereblon 
�&�.���.  Casein kinase 1 A 1 
Del(5q) Deletion des langen Armes von Chromosom 5 
DNA  Desoxyribonucleic acid 
Fab  Fragment antigen binding 
GLIPH  Grouping of lymphocyte interactions by paratope hotspots 
HD  Healthy Donor 
HMA  Hypomethylating agents 
IGH  Immunglobulin heavy chain 
IKZF1  Ikaros transcription factor 1 
IKZF3  Ikaros transcription factor 3 
IPSS  International prognostic scoring system 
KM  Knochenmark 
LE-MON-5 Multizentrische, einarmige, offene Phase II Studie zur Erfassung der 
                       Sicherheit und Feststellung von Progressions-Markern einer Monotherapie mit 
                 Lenalidomid (Revlimid®)bei Patienten mit MDS (IPSS low oder intermediate- 
       1) und einer isolierten Deletion 5q(Del(5q)) (MDS-LE-MON-5) 
MART1 Melanoma Antigen Recognized by T-cells 1 
MCT1  Monocarboxylate transporters 1  
MDS  Myelodysplastisches Syndrom 
NGS  Next Generation Sequencing 
NK-Zellen Natürliche Killerzellen 
PB  Peripheres Blut 
PBMNC Peripheral blood mononuclear cells 
PCR  Polymerase chain reaction 
PDL-1  Programmed cell death ligand 1 
TCR  T-cell receptor 
TP53  Tumor suppressor protein-53 
TRB  T-cell receptor beta 
V,D,J-Gene Variable, diversitiy, joining-gene 
WHO  World Health Organisation 
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VII. Erklärung des Eigenanteils  

Eigenanteil: 

- Literaturrecherche und Auswertung 

- Beteiligung an der Etablierung der PCR Schemata für BCR und TCR. 

- Isolation der genomischen DNA aus Proben der gesunden Spender. 

- Durchführung der PCR´s und Agarose Gel-Elektrophoresen sowie Qualitäts- und 

Quantitätsanalysen aller Amplikons aus Patientenproben und den Proben der 

gesunden Spender. 

- Herstellung der Proben-Pools für das Next Generation Sequencing,  

- Beteiligung an der Vorbereitung und Durchführung von Next Generation Sequencing. 

- Auswertung aller durch Next Generation Sequencing erhobenen Datensätze.  

- Statistische Analysen der ausgewerteten Sequenzierungsergebnisse 

- Erstellen der Abbildungen der Originalpublikation 

- Mitarbeit am Manuskript 

- Präsentation in laborinternen Seminaren. 

Anteil der Co-Autoren: 

- Etablierung der multiplex PCR für TRB Analyse, Etablierung der PCR Schemata für 

BCR und TCR, Beteiligung an der Vorbereitung und Durchführung von Next 

Generation Sequencing, Etablierung der Auswertungsvorlagen für BCR- und TCR-

Datensätze und Hilfe bei der Auswertung sowie statistische Analysen der 

Datensätze, Erstellen der Tabellen und Abbildungen der Originalpublikation sowie 

Mitarbeit am Manuskript: Nuray Akyüz. 

- Erstellung eines TCR-Analyse Tools zur Durchführung und Veranschaulichung der 

GLIPH- und Entstehungswahrscheinlichkeit-Analysen: Pim Fuchs und Nicola 

Bonzanni. 

- Vorbereitung einiger Proben der gesunden Spender, Beteiligung an der Vorbereitung 

und Durchführung von Next Genration Sequencing, Hilfe bei der Auswertung sowie 

statistische Analysen der Datensätze: Donjete Simnica. 

- Bereitstellung der Proben aus Knochenmark und peripherem Blut von Patienten mit 

MDS del(5q) vor und nach Behandlung mit Lenalidomid: Ulrich Germing, Johann 

Christoph Jann, Florian Nolte und Wolf-Karsten Hofmann. 

- Erstellen des Manuskripts: Mascha Binder 
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