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1. Einleitung

1.1. Non-Hodgkin-Lymphome

Non-Hodgkin-Lymphome umfassen eine klinisch, biologisch und pathohistologisch
heterogene Gruppe von Erkrankungen, deren gemeinsames Merkmal die
Abstammung von den Zellen des lymphatischen Systems ist. Uber 90% der
Lymphome sind B-Zell-Lymphome und ca. 10% sind T- bzw. NK-Zell-Lymphome.'
Im Laufe der letzten Jahrzehnte wurden immer neue Klassifikationen entwickelt, um
dieser umfangreichen und vielfdltigen Gruppe von Erkrankungen gerecht zu werden.
Auch die Vergleichbarkeit klinischer Studien sollte durch eine einheitliche
Klassifikation verbessert werden. Die 2001 erschienene WHO-Klassifikation
unterscheidet zwischen Lymphomen der B- und T-Zellreihe, sowie zwischen
Lymphomen, die von frithen und spiten, sogenannten ,,peripheren” Vorlduferzellen
der Lymphopoese ausgehen.! Eine Unterteilung in niedrig- und hochmaligne
Lymphome unterbleibt, da sich die WHO-Klassifikation an morphologischen und
immunphénotypischen und nicht an klinisch-prognostischen Kriterien orientiert
(Abb. 1).

Die klinische Stadieneinteilung der Non-Hodgkin-Lymphome folgt ihrer
anatomischen Ausbreitung und unterscheidet dabei vier Stadien, in der auch fiir
Hodgkin-Lymphome geltenden = Ann-Arbor-Klassifikation. Ein  zusétzliches
Kriteritum stellt das Vorhandensein (B) oder das Fehlen (A) von
Allgemeinsymptomen, sogenannten B-Symptomen: Fieber, Gewichtsverlust oder
Nachtschweif3, dar. Patienten mit Non-Hodgkin-Lymphom zeigen in etwa 20% der
Fille eine derartige B-Symptomatik.? Die Mehrheit der Patienten mit NHL befindet
sich zum Zeitpunkt der Diagnose bereits im Stadium III oder IV. Inzidenz (Frequenz)
und Sterberate der Non-Hodgkin-Lymphome sind wéhrend der letzten Dekade des
20. Jahrhunderts kontinuierlich angestiegen. 2001 machten die Non-Hodgkin-
Lymphome 4,4% der Krebserkrankungen aus und verursachten 4,8% aller
Krebstode, worunter 95% zu B-Zell-Lymphomen zihlten.” Damit stehen die
malignen Lymphome an fiinfter Stelle der Inzidenz bosartiger Erkrankungen, nach
Brustkrebs, Prostatakrebs, Lungen- und Kolonkarzinom. Dabei scheinen vorwiegend
post-Keimzentrumslymphome  (follikuldr, groBzellig) von der steigenden

Inzidenzrate betroffen zu sein.*



Vergleich WHO-und Kiel-Klassifikation

WHO-¥lassifikation

iel-Klassifikation

B-Zell-Lymphome

Precursor-tymphome/l enidinien

Precursor B-lymphoblastisches Lymphom
Precursor B-Zell-akute lymphatische Leulémie
Reifzelfige B-Zeli-Lymphome

Chronische lymphatische Leukamiz B-0LL)
B-Zell-profymphozytische teulkdntie (8-PLL)
lymphoplasmozytisches Lymphom
Marginatzonenlymphom der Milz
Haarzellenleukimie

Plasmazelimyelom (Plasmozytom)
Monekionale Gammopathie unbestimmter
Signifilanz (MGUS)

Solitives Plasmozytom des Knochens
Extraossdres Plasmozytom

Primére &myloidose
Schwerkettenkrankheiten

Extranodales Marginalzonen-8-Zell-lymphom des Mukesa-

assoziierten iymphatischen Gewebes (MALT-Lymphom)
Nodales Marginalzonen-B-Zel-Lymphom

B-lymphoblastisches Lymphom
B-ait

B-Lit

B-PLL

tymphoplasmorytisches immunozytom
Splenomegales Immunozytom
Haarzellenleukimie

Hicht enthaften

icht epthaiten

tiicht enthaken
Nur nogales Plasmozytom
Nicht enthaken

Unrter Plasmozytom ader hmphaplasmezytischem Immunozytom

soweit nodalen Urspringes

HMiedrigralignes B-Zell-Lymphom vom MALT-Typ

ZumTeit enthaltenin monozytoldem BZL

Follikulives Lymphom, Grad 1
Foliikutéres Lymphom, Grad 2
Follikulzres Lymphom, Grad 3a
Folfikutares Lymphom, Grad 35

Certroblastischftentrocytisches bymphom
Centroblastisch/centrocytisches Lymphom mit blastenreichen Arealen
Sekunddr/simultan hochmaligpes centroblastisches Lymphom aus cb/ce
Follikulres centroblastisches Lymphom

Mantebeilentymphom Centrocytisches Lymphom

Diffuses groBzelliges 8-Zell-Lymphom

Variantem: —centroblastisches Lymphom CentroblastischesLymphom
—immunoblastisches Lymphony immuncbiastisches Lymphom
—grofzelliges anzpl. Lymphom Grofzell -anaplast, Lymphom vom B-Typ

Intravaskulares groBzeliiges B-Zeli-L. Nicht enthalten

Primires Lymphom der serdsen Kérperhbhien Nicht enthalten

Mediastinales groBzalliges B-Zeli-bymphom {des Thymus} Primar mediastinales grofzelliges sklevesiertes B-Zall-lymphom

Burkitt-Lymphem Burkite-iymphom

Yarianten:

- hochmalignes B-Zell-{ymphom vom Burkiet-Typ

~ Buskite-Lymphom mit plasmozytoider Differenziering

B-Zell-Proliferctionen mit unsicherem malignen Potential Nichtenthalten

tymphomatoide Granulomatose
Polymorphe atypische lymphoproliferation nach Transplantation

Abb. 1 (Auszug, M.Tiemann, L.Triimper 2001)



1.2. Follikulére Lymphome

1.2.1. Allgemein

Bei iiber 30% der neu diagnostizierten Non-Hodgkin-Lymphome handelt es sich um
follikuldre Lymphome.® Follikulire Lymphome zeichnen sich durch eine gemischte
Zellpopulation aus. Dabei handelt es sich um neoplastisch verdnderte Zellen des
Keimzentrums: Zentrozyten und Zentroblasten. Wobei typischerweise die
Zentrozyten dominieren. Zentrozyten stellen kleine Keimzentrumszellen mit einem
kompakten und gekerbten Zellkern dar (cleaved cells), Zentroblasten sind
demgegeniiber groBle, blastire Keimzentrumszellen mit einem rundlichen Kern,

peripher stehenden Nucleoli und basophilem Zytoplasma.®

| Abb.2(www krebshilfe-rostock.de)

Diesem Erscheinungsbild folgt die Kiel-Klassifikation und bezeichnet die
Lymphome als centroblastisch-centrocytisch. Dabei ist das follikuldre Muster als
Nachahmung der meist follikuliren Struktur des Lymphknotens ebenso
charakteristisch. Die WHO-Klassifikation unterteilt die Lymphome nach dem Gehalt
an Zentroblasten pro Gesichtsfeld im ,,high power field (HPF) in 3 Grade:

* unter 5 Zentroblasten im HPF entspricht WHO-Grad 1

» zwischen 6 und 15 entspricht Grad 2,

» ab einer Anzahl grofer gleich 16 entspricht dies Grad 3.
Durch die Unterteilung des Grad 3 in 3a und 3b wird die aus der Kiel-Klassifikation
bekannte Unterscheidung der primir und sekundidr hochmalignen NHL wieder
aufgegriffen. Dabei entspricht WHO-Grad 3a einem sekundér/simultan
hochmalignen centroblastischen Lymphom (nach Kiel-Klassifikation) mit



enthaltenen Zentrozyten. Grad 3b der WHO-Klassifikation erscheint als reiner Rasen
von Zentroblasten und entspricht in der Kiel-Klassifikation einem follikuldren

centroblastischen Lymphom.’

1.2.2. Therapien

Das therapeutische Vorgehen bei den follikuldren Lymphomen richtet sich nach dem
Stadium der Erkrankung zum Zeitpunkt der Diagnose. Nur etwa 15-30% der
Patienten mit follikuldirem Lymphom befinden sich zu diesem Zeitpunkt in einem
Stadium mit begrenzter Ausbreitung, Stadium I oder I1.* Standardtherapie fiir diese
Patienten ist die alleinige Strahlentherapie. Hiermit wird ein ausgezeichnetes
Ansprechen und ein 10-Jahre-erkrankungsfreies Uberleben von 40 bis 55%
erreicht.”'® Vergleichbare Ergebnisse sind auch im begrenzten Stadium III mit
geringer Tumorlast beschrieben. Eine 1996 begonnene prospektive multizentrische
kontrollierte deutsche Studie konnte die Ergebnisse der Strahlentherapieerfolge in
frithen Stadien der follikuldren Lymphome bestitigen."" In Studien, die den Effekt
einer zusitzlichen Chemotherapie zur Strahlentherapie untersuchten, zeigte sich zwar
eine Verbesserung des riickfallfreien Uberlebens, ein besseres Gesamtiiberleben
konnte allerdings nicht nachgewiesen werden.'>"

Zum Zeitpunkt der Diagnose des follikuldiren Lymphoms befindet sich die grofie
Mehrheit der Patienten jedoch in einem fortgeschrittenen Stadium der Erkrankung,
Stadium III bzw. IV. Das follikuldre Lymphom ist zu diesem Zeitpunkt durch ein
gutes chemotherapeutisches Ansprechen gekennzeichnet.' Dabei ist eine hohe
anfangliche Ansprechrate charakteristisch, der klinische Verlauf ist jedoch von
Riickfillen gekennzeichnet.* Die mittlere Dauer des ersten Ansprechens betrigt nur
2,5 Jahre und nachfolgende Riickfdlle sind mit niedrigeren Ansprechraten und immer
kiirzeren  Remissionsraten ~ verbunden.'  Daher scheint bei langsamer
Krankheitsprogredienz und fehlender bis geringer Symptomatik eine ,,watch-and-
wait*-Strategie gerechtfertigt, zumal in zahlreichen Studien kein Uberlebensvorteil
eines raschen Therapiebeginns gegeniiber einer primér abwartenden Haltung gezeigt
werden konnte.” Insgesamt stellt sich die konventionelle Chemotherapie jedoch als
nicht kuratives Verfahren dar.

Eine  weitere = Therapiestrategie =~ basiert —auf dem  Ansatz  einer

Hochdosischemotherapie  (HDT) und autologer  Stammzelltransplantation



(ASCT).'*'"" Die mit einer HDT stets verbundene Knochenmarksaplasie erfordert die
Reinfusion hdmatopoetischer Stammzellen in Form autologen Knochenmarks oder
aus  peripherem  Blut separierter = Stammzellen. Zehn  Jahre nach
Hochdosischemotherapie und autologer Blutstammzelltransplantation erkranken
jedoch etwa 5-10% der Patienten an einem therapieassoziiertem myelodysplastischen

1820 Dije Gabe von

Syndrom oder einer sekundidren akuten Leukédmie.
hamatopoetischen =~ Wachstumsfaktoren und der Einsatz von peripheren
Blutstammzellen an Stelle von Knochenmark fiihrte zu einer signifikant schnelleren
hamatopoetischen Erholung und geringerer behandlungsassoziierter Mortalitit.”! Im
Rahmen von Phase II Studien konnten Langzeitremissionen zwischen 44% und 73%
gezeigt werden.”* Das Dana Farber Cancer Institute zeigte an 83 Patienten ein
erkrankungsfreies Uberleben und ein Gesamtiiberleben zwischen 63% und 89% nach
3 Jahren. Das mittlere follow-up lag bei 4,5 Jahren.* Weitere Studien zeigten ein
mittleres follow-up von 6 bis 6,5 Jahren und ein 10-Jahre-Uberleben von bis zu
86%.7%° Verschiedenen Studien zur Hochdosischemotherapie mit autologer
Blutstammzelltransplantation beim follikuldren Lymphom konnten ein verlangertes
ereignisfreies Uberleben nachweisen. Die Therapie erwies sich jedoch als nicht
kurativ, da bisher publizierte Kurven fiir das krankheitsfreie Uberleben und das
Gesamtiiberleben kein Plateau zeigen.®

Das signifikante Risiko von Riickfillen und die nach autologer
Stammzelltransplantation aufgetretenen myelodysplastischen Syndrome waren
Anlass, iiber die allogene Blutstammzelltransplantation als Therapieoption fiir
Patienten mit therapierefraktirem oder rezidiviertem FL nachzudenken. In der
Behandlung der Leukidmie hatte sich diese Therapieform bereits als kurativ
herausgestellt, wobei in den letzten Jahren gezeigt werden konnte, dass hierbei der
Graft-versus-Leukemia (GvL) Reaktion des allogenen Spenderimmunsystems eine
ganz entscheidende Rolle zukommt.?' Dieser Effekt konnte als Graft-versus-
Lymphom-Reaktion auch bei der Behandlung follikuldrer Lymphome beobachtet
werden.”” Die Moglichkeit, durch allogene Stammzelltransplantation eine Remission
zu erreichen, konnte in verschiedenen Studien nachgewiesen werden. Durch
Reduktion der myeloablativen Hochdosisradiochemotherapie auf eine vorwiegend
immunsuppressive  Therapie, im Rahmen einer sogenannten allogenen
Blutstammzelltransplantation nach reduzierter Konditionierung, konnte bei

erhaltener  Effizienz der Therapie eine deutliche Verringerung der



829 Diese

behandlungsassoziierten Morbiditdt und Mortalitdt erreicht werden.
Behandlungsstrategie erwies sich als kurative Moglichkeit fiir fortgeschrittene,
rezidivierte oder Hoch-Risiko Patienten. Damit steht diese Therapie auch Patienten
in hoherem Alter oder Patienten mit relevanten Begleiterkrankungen als wirksame,
potentiell kurative Behandlungsoption offen.?! Dariiber hinaus stellt die seit wenigen
Jahren verfligbare passive Immuntherapie mit therapeutischen monoklonalen
Antikdrpern eine neue, moglicherweise dhnlich wirksame Behandlungsmdglichkeit

dar, die jedoch gleichzeitig mit einer weitaus geringeren Toxizitit verbunden ist.

1.3. Rituximab

Bereits vor iiber 10 Jahren begannen Versuche, die B-Zell-Neoplasien mit murinen
monoklonalen Antikorpern zu behandeln. Dafiir wurden zunéchst anti-Idiotyp
Antikorper entwickelt.***' Die mit dieser Therapie verbundenen Probleme bestanden
in der Entstehung von humanen anti-Maus Antikorpern (HAMA), der relativen
Unfahigkeit der Maus-Antikérper humane Immuneffektormechanismen zu
induzieren und das Auftreten von idiotypnegativen Riickfillen. Durch die
technischen Moglichkeiten Antikorper genetisch zu verdndern, indem variable
Genregionen tierischer Antikérper mit konstanten Genregionen menschlicher

Antikorper verbunden wurden, entstanden chimere Maus-Mensch-Antikorper.

\Maus-Annkérmr Menschlicher Antikérpar

e, 4 @

%’i

i

chimarer Antikorper humanisierter Antikorper
Herstellung humanisierter und chiméarer Antikérper

Abb. 3 (ISB homepage)

Mit deren Entwicklung verringerte sich die immunogene Aktivitidt und gleichzeitig

verbesserte sich die Rekrutierung humaner Effektorzellen. Der bekannteste und



bisher bestuntersuchte Antikorper ist der chimere Maus/Mensch anti-CD 20
Antikorper Rituximab (IDEC-C2BS8, Hoffmann-La Roche). Dieser Antikdrper
reagiert spezifisch mit dem CD 20 Antigen, welches erst im Laufe der pra-B-Zell
Entwicklung, im Stadium der immaturen B-Zelle exprimiert wird. Das Antigen ist zu
iiber 95% auf der Oberfliche von malignen und normalen B-Zellen vertreten, nicht
jedoch auf Stammzellen oder Plasmazellen.® CD 20 ist ein integrales
Membranprotein, funktionell wahrscheinlich ein Calciumkanal, der intrazelluldre
Signale induziert und das Zellwachstum sowie die Zelldifferenzierung steuert.’**’
Nach Bindung des Antikorpers verschwindet das CD 20 Antigen nicht von der
Oberfliche und wird auch nicht herunterreguliert, was es zu einem idealen

Zielantigen flir eine Antikdrperimmuntherapie auszeichnet.’

Funktionsmechanismen Rituximab sind in der Tabelle kurz dargestellt > in
vitro.

Table I. Proposed Rituximab Mechanisms of Action
Antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity (ADCC)
Complement-dependent cytotoxicity (CDC)
Antibody-dependent phagocytosis

Fc receptor-mediated

Complement receptor-mediated

Phosphatidylserine receptor-mediated
Direct antibody effects of CD20 ligation

Inhibition of proliferation

Induction of apoptosis

Sensitization to chemotherapy
Other

Induction of active immunity

Abb. 4 Tab. Mechanism of
Action (D.G. Maloney)

Im Falle der Antikdrperabhéngigen-Zell-vermittelten-Zytotoxizitdt (ADCC) werden
die Antikdrper-markierten Tumorzellen nach Bindung des humanen Fc-Fragments
des Antikorpers an Fc-Rezeptoren der Effektorzellen von diesen zerstort. Nach
Kontakt mit der Tumorzelle wird durch den Fc-Teil des Antikorpers die
Komplementkaskade aktiviert und ein membranzerstorender Komplex auf der
Zelloberflache gebildet, was den Vorgang der Komplementabhéngigen Zytotoxizitét
(CDC) beschreibt. Dabei kommt es entweder zur Zellyse, gesteigerten Phagozytose,
oder zur Entfernung der Zellen auf Grund der Reprdsentation des Antikorpers/

Komplements auf der Zelloberfliche. Ebenso konnen direkte Effekte durch die



Bindung des Antikorpers an dem CD 20 Oberfldchenantigen ausgeldst werden, wie
beispielsweise Wachstumsinhibition oder Apoptose. Es konnte auBerdem gezeigt
werden, dass Rituximab in der Lage ist, medikamentenresistente Lymphomzellinien
zu sensibilisieren, so dass sie dann durch zytotoxische Medikamente zerstort werden
konnten.**

Beim Einsatz des Antikorpers in vivo muss man davon ausgehen, das die einzelnen
Mechanismen erst in ihrer Gesamtheit fiir den Erfolg des Rituximab verantwortlich
sind.* Um seine volle Wirksamkeit entfalten zu konnen, ist es notwendig, dass
sowohl der therapeutische Antikorper als auch die Komponenten der verschiedenen
Effektormechanismen in ausreichender Konzentration am Wirkort vorliegen. Diese
Vorraussetzung ist fiir das Kompartiment peripheres Blut und fiir gut durchblutete
Organe, wie Leber und Milz, erfiillt. In groBen Lymphknoten und
Lymphknotenkonglomeraten ist jedoch sowohl die Konzentration des
therapeutischen Antikorpers sehr gering,* da dieser auf Grund seiner MolekiilgroRe
nur schlecht in das Lymphknotengewebe diffundiert, als auch die Verfiligbarkeit von
ADCC-Effektorzellen deutlich vermindert. Dies fithrt zu einem sehr stark
verlangsamten Ansprechen von groflen Lymphomen, die hdufig auch noch Monate
nach Abschluss der Antikorpertherapie eine anhaltende Grof3enregredienz zeigen.
Rituximab konnte seine Wirksamkeit als ,,single agent salvage therapy* in mehreren
Studien unter Beweif stellen, wobei Ansprechraten von 30-50% erreicht wurden.**!
In Kombination mit einer Chemotherapie konnten die Ansprechraten auf 90-100%

2

erhoht werden.*? Auf Grund dieser Resultate wurde die Wirksamkeit des

monoklonalen Antikorpers in der first-line Therapie sowohl als Einzelsubstanz **,

als auch in Kombination mit konventioneller Chemotherapie in vielen Studien

gepriift.
Rituximab wurde als Kombinationspartner mit verschiedenen
Chemotherapieprotokollen eingesetzt, am haufigsten mit der

Kombinationschemotherapie CHOP (Cyclophosphamid, Doxorubicin, Vincristin und
Prednisolon). Beide Kombinationspartner besitzen eine hohe Einzelaktivitét, es
treten keine kreuzreaktiven Resistenzmechanismen auf, keine iiberlappende Toxizitét
und in vitro zeigte sich ein Synergismus mit einigen zytotoxischen Medikamenten,

wie beispielsweise Doxorubicin.”> Der Antikérper wurde entweder begleitend zur

42,45 5,46-48

Chemotherapie™™*, oder nach Beendigung dieser gegeben.



1.4. die t(14;18)-Translokation

1.4.1. Allgemein

Das follikulire Lymphom ist in tiber 90% der Félle durch die t(14;18)(q32;q21)
Translokation charakterisiert.*>' Die Translokation wurde erstmals 1979 von
Fukuhara et al. bei Patienten mit ,follicular small cleaved-cell Lymphomen

beschrieben®? und induziert die Uberexpression des bcl-2 Proteins.

1.4.2. Chromosom 14

Im Bereich der Bande q32 des Chromosoms 14 liegt der Immunglobulin-
schwerkettengenlocus. Dieser Genabschnitt liegt in den lymphatischen
Vorlduferzellen in der Keimbahnkonfiguration vor und erst im weiteren Verlauf der
Differenzierung dieser Zellen entsteht durch intrachromosomale Rekombination der
V, D und J- Segmente ein matures Gen, das transkribiert und in ein
Immunglobulinschwerketten (IgH)-Molekiil translatiert wird. Die einzelnen Bereiche
der Keimbahnkonfiguration umfassen 100-200 V-Segmente (variable), ca. 30 D-
Segmente (diversity) und 6 J-Segmente (joining). Die Kombination der
verschiedenen Segmente wird von der VDJ-Rekombinase vermittelt und ist an RSS
(recombination signal sequences) gebunden, die aus je einer konservierten
Heptamer- und Nonamersequenz mit unterschiedlichem Abstand zueinander
bestehen.”® Damit die Kombinationen der einzelnen Segmente nicht wahllos
geschieht, enthalten die Signalsequenzen Abstandhalter (,,spacer) von 12 oder 23bp
Liange. RSS mit 12bp-spacer konnen nur mit RSS mit 23bp-spacer kombiniert
werden und umgekehrt. Die Vy- und Ju- Segmente sind jeweils von RSS mit 23bp-
spacer umgeben, die Dy- Segmente von RSS mit 12bp-spacer. Somit ist eine
Rekombination von Vy- und Jy- Segment ohne zwischenliegendes Dy- Segment
nicht moglich. Mit Hilfe der terminalen Desoxynukleotidyltransferase (TdT) werden
an den Verkniipfungsstellen zufillig Nukleotide (N-Sequenzen) -eingefiigt.’
Zusitzlich erhoht das Auftreten somatischer Mutationen, vor allem in den fiir die

Antikorperspezifitit kodierenden Bereichen, die Vielfalt der Antikorper.



1.4.3. Chromosom 18 und das BCL2-Gen

Aufbau und Struktur

Das BCL-2-Gen besteht aus 3 Exons, von denen das Erste keine kodierenden Anteile
enthilt. Das zweite Exon enthélt neben dem Start-Codon zwei Signalbereiche fiir die
Transkription, sowie zwei eukaryotische Promotorsequenzen und Homologien zu
Enhancersequenzen. Das dritte Exon enthélt schlieBlich innerhalb eines 3

"untranslatierten Bereich die ,,Major Breakpoint Region“ (MBR) (Abb. 5).
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In 50-60% aller follikuldren Lymphome befindet sich der Bruchpunkt des
Chromosoms 18921 innerhalb eines 2.8kb groBen EcoR I-Hind III-
Restriktionsfragmentes, der ,,major breakpoint region“ (MBR).* Die MBR-
Bruchpunkte treten dabei liberwiegend in einem 150bp umfassenden Abschnitt, der
als ,,molecular breakpoint hot spot* bezeichnet wird, auf.>>** Die minor cluster
region (mcr) liegt ca. 20kb 3° der MBR, hier liegen ca. 10% aller Bruchpunkte im
BCL2-Gen und verteilen sich iiber einen Bereich von 500bp.”” Weiterhin existieren
Bruchpunkte auf dem 5°Abschnitt des Gens innerhalb einer ,,variant cluster region*
(ver), die an Translokationen mit Leichtkettenimmunglobulinen beteiligt sind.’®
Zuletzt konnten mit Hilfe einer long-distance-PCR zwei neue cluster zwischen der
MBR und mcr nachgewiesen werden: ein 3'BCL-2-cluster sowie die ,,intermediate

cluster region* (icr).”



Funktion des Gens und Folgen der Translokation

Physiologisch wird das Bcl-2-Gen in frithen Entwicklungsstufen von B-Zellen sehr
stark expremiert und wéhrend der Ontogenese herunterreguliert, bis schlieBlich in
ruhenden Keimzentrumszellen kein bcl-2-Protein mehr nachweisbar ist. Erst die
Aktivierung der Keimzentrumszellen durch erneuten Antigenkontakt fiihrt wieder zu
einer erhohten bcl-2 Expression und verhindert damit das Absterben der Zelle durch
Apoptose.?

Tsujimoto et al. entdeckten 1985 in follikuldren Non-Hodgkin Lymphomen das Bcl-
2-Gen.® Zur Klirung seiner subzelluldren Lokalisation existieren zahlreiche
Arbeiten, in denen das bcl-2 Protein sowohl in der dulleren Mitochondrienmembran,

der Kernmembran und dem endoplasmatischen Retikulum nachgewiesen wurde.®'*
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Molekularer Wirkmechanismus von Bcl-2 (Laurenzi et al. 2000)

Untersuchungen zur Frage, inwieweit sich in lymphatischen und myeloischen
Zelllinien durch Transfektion mit BCL-2 eine autonome Proliferation induzieren
ldsst, zeigten zwar ein lingeres Uberleben nach Entzug des Wachstumsfaktors,
jedoch keine autonome Proliferation ohne Anwesenheit von Wachstumsfaktoren.
Nach Zugabe dieser Wachstumsfaktoren traten die Zellen erneut in den Zellzyklus
ein. %%

Durch die t(14;18)-Translokation gelangt das Bcl-2-Gen unter den Einfluss von
Enhancersequenzen des IgH-Locus. Mit Entstehung des Bcl-2-Ig-Fusionsgens

(Abb.7) kommt es zu einer permanenten Uberexpression des bcl-2-Proteins, wodurch



der Zelltod durch Apoptose, wie er normalerweise bei Fehlen eines passenden
Antigens, oder nach Entzug von Wachstumsfaktoren eintritt, verhindert wird.> Der
Gehalt dieser bcl-2-mRNA ist bei Lymphomzellen mit t(14;18)-Translokation um ein
Vielfaches hoher, als bei Lymphomzellen ohne Translokation.®® McDonnell et al.
untersuchten an transgenen Mausen das onkogene Potential des Bcl-2-Ig-Fusiongens.
Diese Méuse wiesen eine 3-4fache Erhohung ihrer follikuldren B-Lymphozyten auf,
die sich als indolente follikulire Hyperplasie manifestierte. Die sich anreichernden
B-Zellen verharrten jedoch zu 97% in der GO/G1-Phase. Somit fiihrte nicht eine
erhohte Proliferation, sondern das Ausbleiben der Apoptose und damit eine ldngere
Lebensdauer zur Vermehrung der Zellen.”” Im weiteren Verlauf entwickelten iiber
10% der transgenen Méiuse diffus groBzellige Lymphome vom immunoblastischen
Typ, die in der Hélfte der Félle mit c-myc-Rearrangements assoziiert waren.” Diese
Studien demonstrieren, dass die Transformation von einer benignen Hyperplasie zum
malignen Lymphom zusétzlicher, sekundéirer Ereignisse bedarf und eine t(14;18)-
Translokation allein nicht ausreicht, um eine normale B-Zelle in eine maligne

Lymphomzelle zu verwandeln.
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Abb. 7

1.5. MRD — Monitoring bei follikuliiren Lymphomen

Der Grossteil der Patienten mit FL erreicht mit modernen Therapieverfahren eine
komplette Remission, in der sich radiologisch und mit anderen klinisch-
diagnostischen Verfahren keine Lymphomzellen mehr nachweisen lassen. Da jedoch
viele dieser Patienten ein Rezidiv erleiden, muss davon ausgegangen werden, dass
Lymphomzellen trotz einer kompletten klinischen Remission im Korper des
Patienten persistieren und zu einem Rezidiv der Erkrankung fiihren kénnen. Zum
Nachweis dieser minimalen Resterkrankung (,,minimal residual disease“ MRD)

bedarf es Methoden, die erheblich empfindlicher als bislang verwendete klinisch-



diagnostische Tests sind, da die Anzahl residualer Lymphomzellen in klinischer
Remission unter der Nachweisbarkeitsgrenze herkdmmlicher Methoden liegt.”' Die
Sensitivitdt zytologischer oder histologischer Standarduntersuchungen liegt etwa bei
1-5%. Konventionelle 2-Farb-Immunophenotypisierungen durch Flow-Zytometrie
erreichen eine Sensitivitdt von 0,1-1%. 4-Farb-FACS-Untersuchungen haben eine
wesentlich hohere Sensitivitidt von etwa 1/10* - 10°, sind aber wenigen spezialisierten
Zentren vorbehalten.””

Die in-vitro Amplifikation von tumorspezifischer DNA-Sequenzen mit Hilfe der
Polymerase-Ketten-Reaktion ( PCR ) ermdglicht den Nachweis von 1 Tumorzelle in
10*bis 10° normalen Zellen. Diese Methode ist somit zum Nachweis einer minimalen
Resterkrankung bei Patienten, die sich in einer klinischen Remission befinden,
optimal geeignet. Sie stellt ein automatisiertes Verfahren mit hoher Spezifitit und
extremer Sensitivitdt dar.’* Da die Bruchpunkte der t(14;18)-Translokation auf
Chromosom 14 am 5’Ende des J-Segmentes im Immunglobulinschwerkettengen und
im Bcl-2-Gen auf Chromosom 18, in 50-60% innerhalb der Major Breakpoint
Region (MBR) liegen, ist diese Translokation ein idealer Marker fiir das PCR
Monitoring der minimalen Resterkrankung.”® 1987 gelang Lee et al. der erste
erfolgreiche Nachweil3 der t(14;18)-Translokation mit Hilfe der PCR bei Patienten
mit follikuliren Lymphomen.” Die Sensitivitit von ein-Stufen-PCRs lag zwischen
1/10° - 1/10° . Demgegeniiber weisen 2-Stufen PCR Protokolle durch die
Verwendung von nested oder seminested Primerpaaren eine verbesserte Spezifitit
und eine Sensitivitit von bis zu 1/10° auf. Mit der Entwicklung der real-time PCR
wurden alle bisherigen Methoden revolutioniert, da mit ihrer Hilfe eine echte
Quantifizierung moglich wurde. Bei dieser Methode wird die PCR-Amplifkation in
Echtzeit beobachtet, basierend auf der Fluoreszenzemission einer flir das Zielgen
spezifischen Sonde.” Die exakte Quantifizierung wird durch die Koamplifikation
eines Referenz- bzw. Kontrollgens gesichert. Lee et al. entwickelten 1993 diese
Echtzeit-Floureszens-PCR.”™ (siche auch Abschnitt ,,Material und Methoden®,
Kapitel 2.2.5.)



1.5.1. MRD-Studien

Das Dana-Faber Cancer Institute (DFCI) in Boston fithrte MRD-Untersuchungen
nach Hochdosischemotherapie (HDT) und autologer Knochenmarktransplantation
(ABMT) durch.”*® Ebenso wie die Studie des St. Bartholomew s Hospital in London
konnten sie ein verlingertes erkrankungsfreies Uberleben fiir Patienten mit
wiederholt t(14;18)-negativen Knochenmarksproben zeigen.*** Eine anhaltende,
molekulare Remission war in dieser Studie mit extrem niedrigen Riickfallraten
assoziiert. Mehr als 80% der Patienten blieben nach 12 Jahren rezidivfrei.” Damit
gab es erstmals die Moglichkeit, eine molekulare Remission zu erreichen und eine
prognostische Relevanz daraus abzuleiten. Ahnliche Ergebnisse und Aussagen
wurden 2002 durch die GITMO-Studie gemacht.®

In einer Studie bei FL Patienten in anhaltender Remission nach Radiotherapie
konnten iiber 10 Jahre nach Therapie bei keinem der 7 Patienten im Stadium [ bzw.
II t(14;18)-positive Zellen im peripheren Blut nachgewiesen werden.*® Sechs von
acht Patienten in fortgeschrittenem Stadium zum Zeitpunkt der Diagnose hatten nach
10-jéhriger Remission noch nachweisbare t(14;18)-positive Zellen im Blut. Bei zwei
der sechs Patienten konnte man durch Vergleiche mit formalinfixiertem
Biopsiematerial vom Diagnosezeitpunkt nachweisen, dass es sich bei dem Klon im
peripheren Blut tatsdchlich um Zellen mit identischer t(14;18)-Translokation und
damit um einen lymphomassoziierten Klon handelte.* Eine andere Studie versuchte
ebenfalls auf Grund molekularer Ergebnisse, Patienten mit anhaltender Remission
von Patienten mit einem drohenden Rezidiv zu unterscheiden. Sie konnten bei 21/41
Patienten mit FL im Stadium I-III nach durchschnittlich 6,5 Jahren nach
Radiotherapie zirkulierende t(14;18)-positive Zellen nachweisen. Bei fiinf Patienten
hatten sie die Moglichkeit, den Klon im peripheren Blut mit Ergebnissen aus dem
Lymphknoten zu vergleichen und eine Ubereinstimmung nachzuweisen.® In einem
1997 erfolgten follow-up zeigte sich eine Korrelation zwischen dem klinischen
Verlauf und der MRD-Beobachtung: Bei Patienten in anhaltender kompletter
klinischer Remission blieb die Anzahl zirkulierender t(14;18)-positiver Zellen
konstant. Die 2 Patienten, die einen Riickfall erlitten, zeigten einen Anstieg der
t(14;18)-positiven Zellen im Blut um etwa 3 Log-Stufen. Bei einem Patienten konnte
trotz Riickfall kein Ansteigen der t(14;18)-positiven Zellen nachgewiesen werden. Er

erreichte eine zweite komplette Remission nach lokaler Radiotherapie.® Im



Gegensatz zu den Ergebnissen des DFCI und des St. Bartholomews Hospitals,
konnten auch nach 10 Jahren anhaltender Remission noch nachweisbare t(14;18)-
positive Zellen im Blut gefunden werden.

Eine groBe retrospektive Studie fiihrte MRD-Untersuchungen bei Patienten mit
follikuliren Lymphom in fortgeschrittenen Stadien nach Chemotherapie zur
Beurteilung der Signifikanz einer molekularen Remission durch.”' Sie demonstrierten
ein verlingertes riickfallfreies Uberleben bei Patienten, die innerhalb des 1. Jahres in
mindestens einer Blutprobe PCR-negativ wurden. Im Gegensatz dazu waren in zwei
anderen Studien bei Patienten in Langzeitremissionen von 5,8 und 7,3 Jahren
weiterhin positive Lymphomzellen im Blut nachweisbar, die einen klaren klonalen
Zusammenhang zum  initial  diagnostizierten = Lymphom  aufwieBen.**"’
Konventionelle Chemotherapien konnten in fortgeschrittenen Stadien nur in 20-30%
ein Verschwinden der t(14;18)-Translokation erreichen.***’ Gribben und Kollegen
konnten bei keinem der 102 mit Chemotherapie behandelten Patienten im
fortgeschrittenen Stadium ein Verschwinden des Klons feststellen.®® Damit zeigten
diese Versuche, dass konventionelle Chemotherapien kaum in der Lage sind, eine
molekulare Remission zu erreichen. Diese molekularen Ergebnisse stimmten mit den
klinischen Verldufen iiberein, da alle Patienten nach konventioneller Chemotherapie
ein Rezidiv erlitten. Die bisherigen Studienergebnisse erwiesen sich daher als
ziemlich unbefriedigend in Hinblick auf das Erreichen einer molekularen Remission
und deren Signifikanz fiir ein riickfallfreies Uberleben. Zum Zeitpunkt des Beginns
dieser Studie (1999) lagen nur wenige Studien vor, die untersucht hatten, inwieweit
eine Therapie mit Rituximab als Einzelsubstanz oder in der Kombination mit
Chemotherapie, molekulare Remissionen erzielen kann. Erste Ergebnisse aus Studien
in denen Rituximab als Einzelsubstanz gepriift wurde, waren jedoch viel-
versprechend: bei bis zu 62% der Patienten konnte ein Verschwinden der t(14;18)
positiven Zellen aus dem peripheren Blut festgestellt werden, im Knochenmark
waren es bis zu 56%.3%3¢ Ahnliche Ergebnisse konnten bis dahin nur mit aggressiven
Therapiemethoden, wie z.B. der Hochdosischemotherapie erreicht werden.”>*
Unterschiede im molekularen Ansprechen in den einzelnen Kompartimenten konnten
auch andere Studien nachweisen, wobei die Effizienz der Lymphomzell-Clearance
vom peripheren Blut iiber das Knochenmark bis zum Lymphknoten abnahm.*>*

Durch die Kombination des monoklonalen Antikdrpers mit einer konventionellen



Chemotherapie konnten sowohl die klinischen als auch die molekularen
Ansprechraten auf 40-83 % gesteigert werden.>#**

Abschlieend sollte hierbei beachtet werden, dass t(14;18)-positive Zellen auch in
lymphatischen Organen und im peripheren Blut bei iliber 50% von gesunden
Personen nachgewiesen werden kénnen.”””! Um sicher zu gehen, dass es sich bei den
im Blut von Lymphompatienten nachgewiesenen t(14;18)-positiven Zellen wirklich
um lymphomassoziierte Zellen handelt, miissen die DNA Sequenzen der t(14;18)-
positiven Zellen aus dem peripheren Blut mit denen aus Knochenmark oder
Lymphknoten mit histologisch gesichertem Lymphombefall verglichen werden. Bei
jenen follikuldren Lymphomen, die keine PCR-nachweisbare t(14;18) Translokation
besitzen, mussten andere MRD Marker gefunden werden. Die third-
complementarity-determining region ( CDR3 ) erwies sich als eine gute Alternative.
Bei CDR3-Region handelt es sich um die 3. hypervariable Doméne des IgH-Gens.
Somit ist diese Region leicht verfiigbar, jedoch macht sie der groBBe Arbeitsaufwand
(Identifizierung der VH-Familie, Sequenzierung der CDR3-Region, Design der
Allel-spezifischen Oligonucleotide) zum molekularen Lymphomzellmarker der 2.
Wahl.

Durch das MRD-Monitoring mit sehr sensitiven und quantitativen PCR-Methoden
ergibt sich die Frage nach einem ,critical level* der MRD, wie es fiir die kindliche
ALL in mehreren Studien beschrieben wurde.”*** So wurden t(14;18)-positive Zellen
bei FL-Patienten in Komplettremission nach Strahlentherapie {iber eine Periode von
bis zu 10 Jahren nachgewiesen, ohne dass diese t(14;18)-positiven Zellen mit einem

Rezidiv des Lymphoms assoziiert waren.**

1.6. Ziel der Arbeit

Ziel der Arbeit war es, herauszufinden ob Patienten, die mit der Kombination aus
monoklonalem Antikdper Rituximab und Chemotherapie behandelt wurden, eine
molekulare Remission erreichen und ob diese nach Chemoimmuntherapie haufiger
als nach alleiniger Chemotherapie auftritt. Als Material standen uns Blut- und
Knochenmarkproben zur Verfligung, die vor, wihrend und nach der Behandlung im
Rahmen der multizentrischen, prospektiven Studie ,,Randomisierte Phase III Studie
zur Therapie von Patienten mit niedrig malignen Non-Hodgkin-Lymphomen in

fortgeschrittenen Stadien: Chemotherapie vs. Chemotherapie plus IDEC



C2B8/Rituximab*“ (M39023), gewonnen wurden. Neben der Rate der molekularen
Remissionen in den beiden Studienarmen sollte untersucht werden, ob und in
welchem Ausmall ein Unterschied zwischen den beiden Kompartimenten peripheres
Blut und Knochenmark in Hinblick auf die Lymphomzellclearance besteht. Die
Frage mit der grof3ten klinischen Relevanz ist die nach der prognostischen Bedeutung
einer molekularen Remission. Im Rahmen dieser Arbeit sollte iiberpriift werden, ob
das Erreichen einer molekularen Remission mit einem verldngertem
erkrankungsfreien Uberleben oder einem verlingertem Gesamtiiberleben assoziiert
ist. SchlieBlich sollte mit Hilfe der quantitativen Bestimmung der zirkulierenden
Lymphomzellen festgestellt werden, ob sich diese Methode als eine Art
,lumormarker zur Friihdiagnose eines drohenden Rezidivs und zur

Therapiesteuerung eignet.



2. Material und Methoden

2.1. Material

Losungen und Kit's

- Puffer PBS-Dulbecco(1x)
Biochrom KG Berlin, Deutschland

- Isopropanol (Propanolol 2) J.T.Baker, USA

- Ethanol J.T.Baker, USA

- Puregene” DNA Isolation Kit Gentra Systems, Minneapolis, USA
- Tag Man™ PCR Core Reagent Kit

Applied Biosystems,Roche, USA

- GeneAmp" Carry-over Prevention Kit

Applied Biosystems, Roche , USA

- DNA Sequencing Kit BigDye™Terminator Cycle Sequencing v2.0
Ready Reaction
ABI PRISM"PE Biosystems, CA

- Aqua dest. Ampuwa”

Fresenius Kabi, Deutschland

- Ficoll Ficoll-Paque”

Pharmacia Biotech

-Eletrophoresemarker 100bp DNA Ladder

Invitrogen™ life technologies



- Elektrophoresegel

- Primer/Probes

Gerite

- Sequenzierer :

-PCR:

- Zentrifugen :

E-Gel™
Invitrogen Corporation, USA

JH-consensus primer
5-ACCTGAGGAGACGGTGAC-3’

bcl-2 primer

5-TGGGGTTTTGACCTTTAGAGA-3’

bcl-2 probe
5’-CTCTGGGTGGGTCTGTGTTGAAACA-3’

P2-18 BAM2 (zur Sequenzierung)
5-CGATGGATCCTGGTGGTTTGACCTTTAGAGA-3’
P1 JH HIND (zur Sequenzierung)
5'-GTAAGCTTACCTGAGGAGACGGTGAC3’

310 Genetic Analyzer
Abi Prism

7700 Sequence Detector Systems
Abi Prism

PCR System 9700 GeneAmp
Applied Biosystems

Varifuge 3.0 RS
Heraeus Instruments
Megafuge 1.0R
Heraeus Instruments

Eppendorf-Centrifuge 5417R



- Elektrophorese :

- Flow

- SpeedVac Concentrator

- Uberkopfschiittler

- Photometer

Software

- sequenzieren :

- Elektrophorese :

Datenbank

Patienten

[luminator

Gel Doc 2000

Bio Rad

E-Gell PowerBase™

Invitrogen™ life technologies

Herasafe

Heraeus Instruments
Bachofer

,Heidolph*

Bender + Hobein GmbH

Labor-Medizintechnik Freiburg

Ultrospec 111
Pharmacia LKB

310 Data Collection Software
Version 3.0.0

Quantity One

NCBI-sequence data bank

(www.ncbi.nlm.gov/igblast/)



2.2. Methoden

2.2.1. Studiendesign

Die vorliegende Arbeit ist Teil der offenen, zweiarmigen, randomisierten,
multizentrischen Phase I1I-Studie zum Vergleich der Standard-Chemotherapie MCP
(Mitoxantron, Chlorambucil, Prednison) mit dem experimentellen Arm MCP plus
anti-CD20 Antikorper Rituximab, M 39023. Auf Grund der besseren Effektivitit,
hoheren CR-Raten in Studien und guter ambulanter Durchfiihrbarkeit wurde MCP
als Chemotherapeutikum gewéhlt. Vor Beginn der Therapie ist eine Evaluation der
Histologie erfolgt.

Rituximab wurde in einer Dosierung von 375mg/m? als vierstiindige Infusion einmal
pro Zyklus alle 28 Tage gegeben. Appliziert wurden sechs Zyklen MCP
(Mitoxantron 8mg/m?* d 3-5, Chlorambucil 9mg/m? d 3-7, Prednison 25mg/m?* d 3-7)
bzw. MCP plus Rituximab.  AnschlieBend folgten zwei  weitere
Konsolidierungszyklen MCP bzw. MCP plus Rituximab. Uberpriift wurde das
Therapieansprechen nach 2, 6 und 8 Zyklen. Eine Blutentnahme erfolgte vor jedem
Therapiezyklus und bei jeder Nachkontrolle (alle 3 Monate nach Therapieende). Im
Falle einer kompletten oder partiellen Remission wird in beiden Therapiearmen eine
Interpheron alpha-Erhaltungstherapie angeschlossen. Zeigte sich bei Patienten nach 2
Zyklen der jeweiligen Therapie keine Verdnderung oder eine Progression der

Erkrankung, wurde die Therapie abgebrochen (Therapieversager).

Einschlusskriterien
* Therapiebediirftige  Patienten mit fortgeschrittenen zentroblastisch-
zentrozytischem Non-Hodgkin-Lymphom (cbce) im Stadium III oder IV
» therapiebediirftige, fortgeschrittene (Stadium III und IV) CDS5-negative
lymphoplasmozytoide Immunozytome
» zentrozytische Non-Hodgkin-Lymphome bzw. Mantelzelllymphome im
Stadium III oder IV

Kriterien zur Therapiebediirftigkeit

* B-Symptomatik (Fieber > 38°C, Nachtschwei3, Gewichtsverlust > 10% wihrend

eines halben Jahres)



* Héamatopoetische Insuffizienz entsprechend Binet Stadium C (Hdmoglobin < 6,5
mmol/l und/oder Thrombozyten < 100 Gpt/1)

* Rasches Tumorwachstum (Verdopplung des Produktes der grofiten senkrecht
aufeinanderstehenden Durchmesser der messbaren Lymphommanifestation
innerhalb von 6 Monaten)

* Bulky Disease (Lymphome iiber 7,5 cm im Durchmesser, Mediastinaltumor >
1/3 des Thoraxdurchmessers in Hohe TH 5/6)

* Immunhdmatologische = Phidnomene (z.B. hidmolytische Andmie oder

Immunthrombopenie)

Weitere Einschlusskriterien

« obligate histologische Untersuchung von repridsentativem  Material
(Lymphomknoten, Knochenmark, falls Lymphknoten nicht zugénglich sind,
extranodale Lésion) innerhalb von 6 Monaten vor Studienbeginn ->
Referenzpathologie erforderlich

* Alter zwischen 18 und 75

* keine zytostatische oder radiologische Vorbehandlung

* Allgemeinzustand: WHO-Grad =/< 2

» effektive Maflnahme zur Antikonzeption bei Frauen im gebarfahigen Alter

» schriftliche Einwilligung des Patienten nach Aufkldrung

Ausschlusskriterien

Moglichkeit einer kurativen Strahlentherapie bei cbcc NHL im Stadium III

(maximal 5 befallene Regionen, alle Lymphome < 5 cm im Durchmesser)

» Kiriterien die sich aus den Einschlusskriterien ergeben

* sekunddres NHL

e Teilnahme an einer anderen klinischen Priifung mit zytostatischer
Chemotherapie oder Zytokinen

* Vorbehandlung mit einem murinen Antikorper

* Begleiterkrankungen bzw. eingeschrinkte Organfunktionen, die eine

studiengerechte Therapiedurchfithrung ausschlieBen:

Manifeste nicht kompensierte Herzinsuffizienz



Dilatative Kardiomyopathie
KHK mit ST-Strecken Senkung im Ruhe-oder Belastungs-EKG
Herzinfarkt innerhalb der letzten 6 Monate
Chronische Lungenerkrankung mit Hypoxdmie
Schwere, medikamentdse nicht ausreichend einstellbare Hypertonie
Schwerer, nicht einstellbarer Diabetes mellitus
* nicht durch Lymphom bedingte Niereninsuffizienz (Serumkreatinin > 2.0 mg/dl)
* nicht durch Lymphom bedingte Leberschidigung mit Transaminasen-Werten {iber
dem 3-fachen der Norm und/oder Bilirubinwerten > 2.0 mg/dl
* klinische Zeichen einer cerebralen Durchblutungsstorung bzw. cerebralen
Vorschiadigung
* Schwangerschaft
» schwere psychiatrische Erkrankungen
* HIV-Positivitit

* vorausgegangene Organtransplantation

2.2.2. Isolierung der mononucleiren Zellen aus dem peripheren Blut und

Knochenmark

Nach dem Prinzip der Dichte-Gradienten-Zentrifugation erfolgte die Isolierung der
mononukledren Zellen. Das periphere Blutmaterial wurde in eine mit 15ml Ficoll
vorgelegte Leukoseptube (mit Filter) gefiillt und 10 Minuten bei 1000g zentrifugiert.
Das Knochenmark wurde erst durch ein Sieb gereinigt und anschlieBend mit PBS-
Dulbecco-Puffer (PBS) aufgefiillt. Danach wurden 20ml Ficoll-Paque mit diesem
Gemisch vorsichtig iiberschichtet. Wieder erfolgte zur Trennung der Zellen die
Zentrifugation in analoger Weise. Die Interphase mit den mononukledren Zellen
wurde vorsichtig abpipettiert und zweimal mit PBS gewaschen. Am Ende wurden die
Zellen in einem kleinen Volumen PBS resuspendiert und mit Hilfe einer Neubauer-
Zdhlkammer ausgezihlt. SchlieBlich wurden Aliquots von 0,5 — 2 x 107 Zellen bei
—80°C gelagert.



2.2.3. DNA-Priparation

Die DNA-Priparation wurde mit dem “Puregene-Kit” der Firma Gentra nach

Anweisungen des Herstellers durchgefiihrt.

Erythrozyten-Lyse und Lyse der mononuklediren Zellen

Auf Grund der Tatsache, dass es sich nicht um kultivierte Zellen handelt, mussten die
Zellen in 200ul PBS und 750ul Erythrozyten-Lyse-Losung (RBC) gelost werden.
Nach 10miniitiger Inkubation und anschlieBender Zentrifugation wurde der
Uberstand verworfen. Ohne rote Blutbestandteile erfolgte nun die Zellyse der
kernhaltigen Zellen in neuen Probenréhrchen mit 300ul Zellyse-Losung (< 1x10’
Zellen) bzw. 750ul Zellyse-Losung (>1x10"Zellen) bei 37°C im Schiittelwasserbad
fiir mindestens 1h, meist jedoch {iber Nacht.

Die folgenden Angaben beziehen sich auf 300ul Cell Lysis Solution.

Die Zentrifugation erfolgte stets bei 4°C.

RNase Verdau

Zur Entfernung vorhandener RNA wurden, nach kurzem Zentrifugieren, 1,5ul RNase
Loésung zu den lysierten Zellen gegeben und 2 Minuten im Uberkopfschiittler
eingespannt. Danach erfolgte fiir 5 Minuten eine Inkubation bei 37°C.

Protein Fiillung

Nach der Inkubation wurden die Probenrdhrchen in einer mit Eis gefiillten Box auf
Raumtemperatur gekiihlt und nachfolgend fiir 15s zentrifugiert. Anschlieend
wurden 100ul Protein Fillungs-Losung hinein pipettiert und die Losung fiir 20-30
Sekunden mit Hilfe des Vortex auf hochster Stufe vermischt. Danach sofort fiir 5
Minuten im Eisbehilter gekiihlt. Zur Phasentrennung wurde fiir 2 Minuten bei
15.000 — 16.000g zentrifugiert. Die Proteine waren als Pellet am Boden der
Probenrdhrchen sichtbar und die DNA als Uberstand geldst. Dieser Uberstand wurde
in neue Probenrdhrchen gefiillt, das Proteinpellet verworfen. Der Uberstand in den

neuen Probenrohrchen wurde noch einmal fiir 20-30 Sekunden auf hochster Stufe des



Vortex durchmischt, gekiihlt und anschliefend wieder fiir 2 Minuten bei 15.000 —
16.000g zentrifugiert.

DNA Fillung

Zur Ausféllung der DNA wurden Probenrdhrchen mit je 300ul 100% Isopropanol
bereitgestellt. In diese Probenrohrchen wurde der am Ende der Proteinfdllung
entstandene Uberstand hinein pipettiert und fiir 4 Minuten in den Uberkopfschiittler
eingespannt. Nach diesem Schritt wurden unterschiedlich starke DNA-Féden
sichtbar. Zur weiteren Bearbeitung wurde fir 1 Minute bei 15.000-16.000
Umdrehungen zentrifugiert und die DNA als weiles Pellet identifizierbar. Der
Uberstand wurde vorsichtig entfernt und verworfen, die Probenrdhrchen auf
sauberem, saugfahigem Papier getrocknet. Zum Waschen der DNA wurden 300ul
70%iges Ethanol dazugegeben, mehrmals leicht geschiittelt und anschlieend 1
Minute bei 15.000-16.000 zentrifugiert. Vorsichtig wurde dann das Ethanol entfernt,
wobei immer auf das Pellet geachtet wurde. Bei Raumtemperatur trockneten die

gefdllten und gewaschenen Nukleinsduren fiir 10-15 Minuten.

DNA Hydratation

Nach dem Trocknen wurden die Nukleinsduren in mindestens 100ul DNA
Hydratations-Losung geldst. Zur Inaktivierung eventuell vorhandener DNasen wurde
die Losung fiir 1 Stunde bei 65°C im Wasserbad erhitzt. Die weitere Bearbeitung
erfolgte in der Regel nach einer Nacht bei Einlagerung von 4°C. Bei léngerer

Lagerung wurden die Probenrohrchen bei —20°C eingefroren.

2.2.4. Quantifizierung der DNA

Zur Bestimmung der Konzentration der DNA wurden 500ul einer 100-fach bzw. 50-
fach verdiinnten DNA-L6sung gegen 500ul Verdiinnungsmedium (H,O) gemessen.
Im UV-Bereich von 260nm lie8 sich aus der Extinktion einer wéssrigen DNA-
Losung die Nukleinsdurekonzentration bestimmen, da das Absorbtionsmaximum der
DNA bei dieser Wellenlidnge liegt. Eine optische Dichte (OD) mit dem Wert 1

entspricht einer Konzentration von 50pg/ml. Der Reinheitsgrad der Losung wurde



durch Bildung des Quotienten aus dem 260nm-Wertes und des gleichzeitig
bestimmten 280nm-Wertes berechnet. Dieser Quotient sollte mindestens 1,7
betragen, da niedrigere Werte eine Verunreinigung der Losung mit Proteinen
bedeuten, die eine genaue spektrophotometrische Konzentrationsbestimmung

verhindern.

2.2.5. Real-Time PCR

Der entscheidende Vorteil der Real-time PCR ist, dass hierbei Amplifikation und
Nachweis der PCR-Produkte simultan in einem Reaktionsgefall durchgefiihrt werden
und in ,,Echtzeit beobachtet werden koénnen. Der TagMan-PCR Assay basiert auf
der 5’-3’-Exonukleaseaktivitit der TaqMan-Polymerase. Die dabei speziell
eingesetzte fluorogene Sonde, bestehend aus einem Oligonukleotid, kann nicht von
der Polymerase verldngert werden. Sie ist an ithrem 3 ’Ende mit einem Phosphatrest
blockiert und befindet sich unterhalb einer der beiden Primer. Sie enthilt an ihren
beiden Enden Farbstoffe, am 3 'Ende einen Quencher-Farbstoff und am 5 Ende einen
Reporter-Farbstoff. Zwischen den beiden Farbstoffen entsteht durch ihre hohe
rdumliche Nidhe ein Floureszenz-Resonanz-Energietransfer (FRET). Wenn die
intakte Sonde mit den Primern an dem DNA-Strang bindet, wird auf Grund der Nihe
des Quencher-Farbstoffes die Floureszenzemission des Reporter-Farbstoffes durch
den FRET unterdriickt. Im Laufe der PCR trifft nun die Tag-Polymerase auf diese
Sonde, wobei ihre 5°-3'-Exonukleaseaktivitit aktiviert wird und die Sonde bei
Verlangerung der Primer in 5°-3"-Richtung geschnitten wird. Durch diesen Schnitt
wird die rdumliche Ndhe und damit auch der FRET unterbrochen und das
Reportersignal freigesetzt. Entsprechend der Akkumulation der PCR-Produkte steigt
die Floureszenz des Reporters mit jedem Zyklus an. Die Funktionsweise der real-

time PCR ist im nachfolgenden Bild noch einmal dargestellt:
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Abb. 8 (Applied Biosystems ,,TagMan Chemistry”)

Der Verlauf der PCR kann mit Hilfe des ABI PRISM 7700 Sequence Detector
Systems online verfolgt werden. Mit der eingebauten charge-coupled divece camera
werden die Floureszenzemissionsdaten iiber einen Wellenldngebereich von 500-660
nm gesammelt. Die Auswertung und die Steuerung des 7700 SDS erfolgt iiber einen
Computer. Die theoretisch mogliche Anzahl der entstehenden Fragmente ldsst sich

wie folgt berechnen:

Theoretische Amplifikationsrate Ay= 2" — 2(n-1) (n= Anzahl der Zyklen)

Tatsdchlich muss die Formel aber korrigiert werden, da die Reaktionsausbeute der
einzelnen Zyklen nicht 100% entspricht und die reellen Amplifikationsraten

entsprechend niedriger sind:

Tatsichliche Amplifikationsrate A,= (1+X/100)" (X=mittlere Effizienz pro
ZyKlus in %)

Die verschiedenen Arbeitsschritte zur Vorbereitung der PCR und die PCR selbst
wurden in jeweils verschiedenen Rdumen durchgefiihrt, um Kontaminationen mit
bereits amplifizierter DNA zu vermeiden. Dabei wurden Ansdtze ohne DNA
(Mastermix, Primer) in einem separierten Raum pipettiert, in dem nicht mit DNA
gearbeitet wurde. Es wurden separate Pipetten benutzt, die ausschlieBlich fiir diese
Ansitze benutzt wurden und auch nur in diesem ,,DNA —freien Raum aufbewahrt

wurden. Fiir die verwendeten Pipettenspitzen wurde in gleicher Weise verfahren.



Primer, Probe und Nukleotide wurden nur in kleinen Portionen aliquotiert und

gelagert.

Vorbereitung

Die Real-time PCR wurde zur Bestimmung der t14;18-Konzentration benutzt, zur
VH-Familienbestimmung und zur Bestimmung der optimalen
Lymphknotenverdiinnung. Bei der t14;18-PCR wurden 2 verschiedene Master-Mix
Ansitze pipettiert. Diese Ansdtze wurden jeweils in einem groferen Gefdl3
angefertigt und erst anschliefend auf die einzelnen Well’s der PCR-Platte verteilt,
um ein hiufiges Offnen der Cups zu vermeiden. Dabei wurde ein Mastermix fiir die
t14;18-Bestimmung genutzt, der andere Mastermix diente zur Bestimmung der
Gesamt-DNA-Konzentration. Dazu wurden die zuvor verdiinnten DNA-Proben auf
das WildTyp K-ras-Gen getestet. Bei jeder PCR lief eine Positiv- und eine
Negativkontrolle mit. Die Karpas-DNA diente dabei als Positivkontrolle und wurde
in 4 verschiedenen Verdiinnungsstufen (70.000, 17.500, 875, 11 Kopien/20ul) in die
PCR eingesetzt. Die einzelnen Reagenzien fiir den Mastermix wurden aus dem
TagMan™ PCR Core Reagent Kit entnommen. Fiir den t14;18-Mastermix wurde als
,sense-primer” P2-18Q-S und als ,,antisense-primer” P1-JHIGA verwendet. Als
»sense-primer” des Wildtyp K-ras Ansatzes wurde new aWT und als ,,antisense-
primer* new 3.1 benutzt.

Bei der VH-Familientestung wurden der P1-JHIGA Primer aus der t14;18 PCR mit
dem entsprechenden Primer fiir die jeweilige VH-Familie benutzt. Dabei wurde nach
,,FR3“- und nach ,,Leader-Primern* unterschieden: VH,«FR3 und VH,cL. Die Probe
wiederum existierte einmal fiir VH,;4 bzw. fiir VH,s6 Positivkontrollen und
Wildtyp K-ras wurden, wie auch bei der t14;18 PCR, getestet. Primer und Probe’s
wurden auf 20pmol/ul aliquotiert. Der Ansatz fiir den jeweiligen Mastermix setzte

sich wie folgt zusammen:



MgCl, 4 mM 8,00ul

H,O 5,25ul
Puffer(10fach) 5,00ul
Probe 0.2uM 5,00ul
dNTP’s 0,2mM 4,00ul
sense Primer 20pmol/ul 1,00ul
antisense Primer 20pmol/ul 1,00ul
UNG 0,50ul
Taq Polymerase2,5units/100ul 0,25ul

Die hitzestabile Tag-Polymerase ermoglichte die Automatisierung des Verfahrens.

Es wurde aus dem thermophilen Bakterium Thermus aquaticus gewonnen. Die

beschriebenen Angaben ergaben 30ul und entsprachen damit einem Well. Fiir die

gesamte Mikrotiterplatte mussten die Angaben der Patientenanzahl entsprechend

multipliziert werden. Proben-DNA-L6sung, Positivkontrollen und Negativkontrollen

wurden zu je 20ul dazugegeben. Um Kontaminationen mit der Patienten-DNA und

der Kontrollen zu vermeiden, wurde fiir jedes Well eine neue Pipettenspitze benutzt.

Durchfiihrung der PCR

Mit Hilfe des ,,7700 Sequence Detector Systems” der Firma Abi Prism wurde die

Reaktion durchgefiihrt. Der Temperaturverlauf wéihrend der Reaktion umfasste vier

Phasen:

1. Aktivierung der UNG 2 min 50°C

2. Aktivierung der Taq Polymerase 10 min 95°C

3. Offnen des DNA-Stranges 15 sek 95°C } 50 Zyklen
Anlagerung der Primer 1 min 61°C

4. Beenden 00 4°C

Die Kontrolle des Amplifikationsergebnisses erfolgte mit Hilfe

der

Agarosegelelektrophorese. Nach dem Verfahren wurden die PCR-Produkte bei —

20°C gelagert.



2.2.6. Agarosegelelektrophorese

Um die negativ geladenen DNA-Molekiile ihrer Groe nach aufzutrennen, wurden
sie durch ein molekulares Sieb aus verzweigten Zuckerketten (Agarosegel)
geschickt. Ein elektrisches Feld wurde angelegt, um die DNA-Molekiile durch die
Gelmatrix zu ziehen. Dabei wanderten die kleineren DNA-Fragmente schneller
durch das Gel. Die Darstellung der DNA-Fragmente erfolgte mittels des bereits im
Gel enthaltenen Floureszenzfarbstoffes Ethidiumbromid. Dieser Floureszenzfarbstoff
interkalierte in die Helizes der DNA-Doppelstringe, wodurch im Transilluminator
die DNA-Banden sichtbar wurden. Mit vorgefertigten Agarosegelen der Firma
,Invitrogen™ life technologies® wurde die Elektrophorese durchgefiihrt. Um die
GroBe der amplifizierten Fragmente vergleichen zu konnen, lief an beiden Seiten des
2% Agarosegels ein Molekulargewichtsmarker mit. Dabei handelte es sich um einen
100bp DNA- Marker. Gemeinsam mit Bromphenolblau lief das PCR-Produkt durch
das Gel, um den Fortschritt der Elektrophorese abschidtzen zu konnen. In einer E-
Geld PowerBase™ wurde das Gel in ein elektrisches Feld gebracht. Dabei lag eine

Spannung von 40-45 mA an.
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Hatte das Bromphenolblau das letzte Drittel des Agarosegels erreicht, wurde es zur
Beurteilung in den Transilluminator gelegt. Mit Hilfe des Programmes ,,Quantity
one“, wurden die FErgebnisse bearbeitet. Die amplifizierten tl14;18-Fragmente
umfassten 120 - 300bp, ebenso die VHFR3-Fragmente, wohingegen VHLeader-
Fragmente erst ab 500bp als positiv bewertet wurden. Entstanden Doppelbanden,



mussten diese ausgeschnitten (Fragmentisolierung) und gereinigt werden, um

anschliefend reamplifiziert und erneut auf ein Gel aufgetragen zu werden.

2.2.7. Sequenzieren

Grundlage fiir die heutige Sequenzzierungstechnik ist das 1977 von F. Sanger
beschriebene Didesoxynukleotid-Verfahren. Anhand von Didesoxynukleotidtri -
phosphaten (ddNTP’s) wurden Kettenabbriiche verursacht, die es ermdglichten, die
Basenabfolge eines DNA-Fragmentes zu bestimmen. Es handelte sich also um eine
modifizierte DNA-Replikation mit Hilfe einer thermostabilen Taq-Polymerase. Der
entscheidende Faktor waren dabei die Didesoxynukleotidtriphosphate (ddNTP’s), die
von der Polymerase I in statistischer Weise eingebaut wurden. Diese ddNTP’s
verursachten jetzt den Kettenabbruch, da ihnen die 3'OH-Gruppe fiir die
Phosphatesterbindung  fehlte. Es entstanden in einem entsprechenden
Reaktionsansatz nun DNA-Fragmente unterschiedlicher Grofle, die aber alle an
demselben Nukleotid endeten. Wurden diese inhibierenden ddNTP’s in vier
verschiedenen Ansétzen eingesetzt, nebeneinander auf einem Polyacrylamidgel
laufen gelassen und iiber die Elektrophorese aufgetrennt, konnte so die Basensequenz

aus der Aufeinanderfolge der Banden abgelesen werden.

Reamplifikation

Um das Sequenzierergebniss zu optimieren, musste zuerst die Menge der
amplifizierten DNA-Fragmente, die als Matritze in die Sequenzreaktion eingesetzt
werden sollten, erhoht werden. Dazu wurden diese Fragmente als Ausgangsmaterial
erneut in eine PCR eingesetzt und reamplifiziert. Die eingesetzte Menge der DNA
hing von der Stirke der Gelbanden ab. Dabei wurden 1, 5, 10, bzw. 20ul der
amplifizierten DNA eingesetzt. Auf UNG wurde hierbei verzichtet, die verwendeten
dNTP’s enthielten statt Uracil Thymin. Es wurden die Primer P1-JH HIND und P2-
18 BAM2 verwendet. Durchgefiihrt wurde die Reamplifikation im Thermocycler
9700 GeneAmp von der Firma Abi-Prism.



Der Temperaturverlauf gestaltete sich wie folgt:

95°C
95°C
61°C
72°C

4°C

10 min
15 sek

1 min

Reinigen der DNA-Fragmente

Zur Entfernung unerwiinschter Nebenprodukte (iiberschiissige Primer,

25
Zyklen

nicht

eingebaute Nukleotide und Puffersalze) wurden die PCR-Produkte iiber eine

Centricon 100 YM Siule aufgereinigt.
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Vorher wurde eine Agarosegel-Elektrophorese durchgefiihrt, um zu kontrollieren, ob

die Reamplifikation erfolgreich war und eine klare Bande ohne zusétzliche Banden

entstanden war. Die Centricon YM 100 Saulen wurden mit 1600ul Aqua dest befiillt

und das PCR-Produkt dazugegeben. Fiir 10 Minuten bei 3000g wurden die Sédulen in

der Megafuge 1.0R zentrifugiert, anschlieBend umgedreht und fiir 2 Minuten bei

1000g zentrifugiert. Das gereinigte PCR-Produkt befand sich nun in den kleinen

Probenrohrchen.
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Die Sequenzierung wurde mit dem BigDye"Sequenzier-Kit der Firma Applied

Biotechniques durchgefiihrt. Fiir jeden der beiden in der PCR verwendten Primer

wurde eine separate Sequenzierreaktion angesetzt. Die Primer wurden dabei in einer

Konzentration von S5pmol/pl eingesetzt.

Ansatz fiir Primer

8ul Premix
Il Primer

11ul gereinigtes PCR-Produkt

Gleichzeitig wurde auch immer eine Positivkontrolle (PGEM) durchgefiihrt.

Ansatz fiir Kontrolle

- 4pl Premix

9ul Aqua dest

2ul DNA (im Kit enthalten)
Sul Primer (im Kit enthalten)



Temperaturverlauf fiir die Sequenzierreaktion im PCR-System 9700 GeneAmp

95°C 1 min

96°C 11 Sek 25

61°C 90 Sek Zyklen
4°C 00

Aufreinigung des Sequenzieransatzes

Die Aufreinigung wurde mit der CentriSep-Sdule durchgefiihrt. Dazu mussten die
Séulen mindestens 30 Minuten mit 800ul Aqua dest vorquellen. Mit Hilfe des Vortex
wurden eventuelle Luftblasen entfernt, da diese das entstandene Gel zerrissen hétten.
Die Sdulen wurden dann geodffnet, um die Fliissigkeit ablaufen zu lassen. Wenn die
Fliissigkeit vollstindig entfernt war, wurde die Sdule in einer 1,5ml Tube fiir 2
Minuten bei 750g in der Eppendorf Centrifuge 5417R zentrifugiert. Anschlieend
wurden 20ul des Reaktionsansatzes vorsichtig in die Gelmitte pipettiert. Dabei
durfte das Gel selbst nicht beriihrt werden und der Ansatz nicht am Rand
herunterlaufen, um die Aufreinigung nicht negativ zu beeinflussen. Wieder wurden
die Sdulen in einer 1,5ml Tube fiir 2 Minuten bei 750g in der gleichen Position
zentrifugiert, wobei der Reaktionsansatz durch das Gel lief und damit aufgereinigt
wurde. In der 1,5ml Tube befand sich jetzt das aufgereinigte Produkt. Zum Trocknen
wurde das Eluat fiir 15 Minuten in den SpeedVacConcentrator gestellt. AnschlieBend
wurde es in 20pul Formamide Deionized geldst und im 95°C temperierten Heizblock

fiir 5 Minuten denaturiert.

Analyse

Die Analyse erfolgte dann im 310 GeneticAnalyzer der Firma Abi Prism.

Auswertung der Sequenzen

Die Auswertung der Sequenzen erfolgte mit Hilfe des Computerprogramms

»DNASIS®. Die eingelesenen Sequenzen der beiden Primeransidtze wurden zu einer

zusammenhdngenden Sequenz generiert und iiber Homologievergleiche der Anteil



der Primerregionen und der N-Region bestimmt. Um eine eindeutige Aussage
dariiber machen zu konnen, ob die im peripheren Blut bzw. Knochenmark
nachgewiesene Translokation mit dem Lymphom assoziiert ist, wurden (soweit
moglich) die befallenen Lymphknoten préipariert und ebenfalls auf die Translokation

untersucht.

2.2.8. Lymphknoten-Priparation

Die zu untersuchenden Lymphknoten wurden bei den zustindigen Pathologen
angefordert und als Diinnschnitte oder als Paraffinblock zugeschickt. Die
Diinnschnitte wurden von dem Objekttrager mit einem Skalpell entfernt und in
beschriftete Probenréhrchen iiberfiihrt. Handelte es sich um Paraffinblocke, mussten
erst kleine Gewebestiicke herausgelost werden. Dann wurde das Gewebe moglichst
vollstdndig vom Paraffin gelost. Dabei war sicher zu stellen, dass immer ein frisches
Skalpell benutzt wurde. Die paraffinfreien Gewebestiicke iiberfiihrte man dann in gut
beschriftete Probenrdhrchen. Da es in der Regel nicht moglich war, das gesamte

Paraffin zu entfernen, wurde wie folgt unter einem Abzug weiter verfahren:

Paraffin losen

In die beschrifteten Probenr6hrchen wurde 1 ml Xylol gefiillt. Die Probenrdhrchen
wurden anschlieBend bei 65°C fir 10 Minuten ins Wasserbad gestellt.
Zwischendurch wurden sie zwei Mal auf der hochsten Stufe des Vortex vermischt.
Danach wurden die Probenrdhrchen fiir 5 Minuten bei 16.000 Umdrehungen und
16°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und es folgte der Waschvorgang.
Unter dem Abzug kam Iml 100%iges Ethanol in die Probenréhrchen, wurde 20
Sekunden gevortext und anschlieBend sofort wieder 5 Minuten bei 16.000
Umdrehungen und 16°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde wieder verworfen. Nach
3maliger Wiederholung der gesamten Prozedur wurde am Ende zwei Mal mit
Ethanol gewaschen. Danach trockneten die Probenrdhrchen 5-10 Minuten im Speed-
Vak + Heater. Um die trockenen, paraffinfreien Stiicke noch weiter zu zerkleinern,
wurden je 2 Keramikugeln und 100pl PBS-Puffer dazugegeben und die

Probenrohrchen 22 Sekunden lang in den Fast-prep-Automaten gestellt. Zur



Vorbereitung der DNA-Préparation wurden die Probenrdhrchen mit 300ul Zellyse-
Losung und 1,5ul Proteinase K maximal 60 Stunden bei 55°C ins Wasserbad gestellt.

RNase Verdau

Nach kurzem Zentrifugieren wurden 1,5ul RNAse-Solution zur Entfernung
vorhandener RNA zu den lysierten Zellen gegeben und die Probenréhrchen 2
Minuten im Uberkopfschiittler eingespannt. AnschlieBend folgte eine erneute

Inkubation fiir 15 — 60 Minuten.

Protein Fillung, DNA-Fillung, DNA-Hydratation

Diese Methoden wurden analog der bereits beschriebenen DNA-Prédparation

durchgefiihrt.

2.2.9. Lymphknoten-Verdiinnung

DNA aus Formalin-fixiertem und in Paraffin eingebettetem Gewebe enthélt PCR-
Hemmstoffe in unterschiedlicher Konzentration. Daher wurden Verdiinnungsreihen
aufgestellt, um mit Hilfe der Wildtyp K-ras-PCR die optimale Konzentration von
Wasser und DNA zu ermitteln. Zu Beginn stellten wir eine Ausgangslosung mit einer
1:10 Verdiinnung her, die im Anschluss 1:2 weiter verdiinnt wurde. Von jeder
Verdiinnung wurden jeweils 2 x 10ul in die PCR eingesetzt. Die Verdiinnungsstufen
mit dem niedrigsten CT-Wert in der Wildtyp K-ras-PCR wurde fiir weitere

Experimente verwendet.



Der Mastermix :

MgCl, 4 mM 8ul

H,O 15,25ul
Puffer(10fach) Sul
Probe 0.2uM Sul
dNTP’s 0,2mM 4ul

sense Primer 20pmol/ul Tul
antisense Primer 20pmol/ul Tl

UNG 0,5ul

Taq Polymerase 2,5units/100pul 0,25ul

Fir die Lymphknoten-VerdiinnungsPCR wurde im ,, 7700 Sequence Detector

Systems” der Firma Abi Prism bei folgendem Temperaturverlauf durchgefiihrt :

50°C 2 min

95°C 10 min 45
95°C 15 sec Zyklen
61°C 1 min

Waurde in den ersten sechs Verdiinnungsstufen kein optimales Ergebnis erreicht, d.h.

CT-Wert > 30, wurden weitere sechs Verdiinnungsstufen durchgefiihrt.

2.2.10. Real Time PCR

Die Vorbereitung und Durchfiihrung der Real-Time-PCR zur Bestimmung der
t14;18-Positivitit oder der VH-Familienzugehdrigkeit der Lymphknoten erfolgte wie
unter 2.2.5. bereits beschrieben. Die sich anschlieBenden Arbeitsschritte sind dem

Vorgehen ab 2.2.6. analog.

CDR3-Region

Nach Sequenzierung der CDR3-Region des IgH-Genlokus aus diagnostischem

Lymphknotengewebe konnten klonspezifische Oligonucleotide (CSO) designt

werden. Durch Amplifikation von gesunder Kontrollpersonen-DNA kann die



Spezifitit der Oligonukleotide (CSO) iiberpriift werden. Mit Hilfe des Wildtyp k-ras-
Gens als Referenzgen wurde die Sensitivitit iberpriift. Damit entstand ein weiterer
Lymphomzellmarker, der als Alternative eingesetzt wurde, wenn mit Hilfe der PCR

keine t(14;18)-Translokation nachgewiesen werden konnte.



3. Ergebnisse

3.1. Allgemein
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Die 40 Patienten der MRD-Studie stammen aus dem Kollektiv der klinischen Studie,
in der sich insgesamt 201 Patienten mit follikulirem Lymphom befanden (Abb.1).
Von 91 Patienten wurden Blutproben zur Verfiigung gestellt. Die t(14;18)-
Translokation konnte bei 62 Patienten nachgewiesen werden. Den Nachweis von
mindestens 500 t(14;18)-positiven Zellen/10° PBMC vor Therapiebeginn werteten
wir als hinreichenden Nachweis fiir einen klonalen Zusammenhang zwischen
zirkulierenden t(14;18)-positiven Zellen und dem FL, da dieser Wert deutlich iiber

der Anzahl zirkulierender t(14;18)-positiver Zellen bei gesunden Normalpersonen



liegt.>* Von 34 Patienten, die dieses Kriterium erfiillten, lag uns von 23 Patienten
diagnostisches Gewebe mit histologisch gesicherter Lymphominfiltration zur
Untersuchung vor. In allen 23 Fillen wiesen wir ein identisches
Translokationsfragment im peripheren Blut und diagnostischem Gewebe nach.

Bei 28 Patienten lag die Anzahl t(14;18)-positiver Zellen unter dem Grenzwert von
500/10° PBMC. Von 16 dieser Patienten lag uns kein diagnostisches Gewebe vor.
Diese Patienten wurden aus der MRD-Studie ausgeschlossen. Bei vier dieser
Patienten mit weniger als 500 t(14;18)-positiver Zellen /10° PBMC konnten wir
durch den Vergleich des Translokationsfragments aus dem Blut mit dem Fragment
aus Gewebe mit histologisch gesicherter Lymphominfiltration nachweisen, dass es
sich bei den zirkulierenden t(14;18)-positiven Zellen tatsdchlich um Lymphomzellen
handelte. Diese vier Patienten konnten in die Studie aufgenommen werden. Von den
iibrigen acht Patienten konnte bei zwei Patienten durch Sequenzierung der CDR3-
Region des IgH-Genlokus aus diagnostischem Lymphknotengewebe und dem
anschlieBendem Design allelspezifischer Oligonukleotide (ASO) ein alternativer
molekularer Lymphomzell-Marker geschaffen werden.

Wenn in zwei aufeinander folgenden Proben mit einer Sensitivitit von mindestens
750.000 untersuchten Zellen keine zirkulierenden Lymphomzellen nachweisbar

waren, wurde dies als molekulare Remission definiert.



3.2. Patienten

Eine Ubersicht iiber die demographischen Patientencharakteristika gibt die Tabelle 1

wieder.
Tab. 1
MRD — Studie (n= 40)
MCP R-MCP p* Klinische P& Ps
Studie
n 17 23 201
Medianes
Alter in Jahren >4 62 0.11 59 0.38 0.25
Altersbereich 4371 38-71 3178
Geschlecht
. 7 11 89
Mainner (41%) (48%) 0.75 (44%) 1.0 0.83
Frauen 10 12 112
(59%) (52%) (56%)
Stage
5 8 52
III (29%) (35%) 1.0 (26%) 0.78 0.46
v 12 15 149
(71%) (65%) (74%)
Knochenmark 11 15 144
Infiltration 65%) | (65%) 1.0 (72%) 0.58 0.63
Medianes
follow-up, 25.5 35.5 0.12 28.3 0.52 0.12
Monate

* Vergleich R-MCP vs MCP Patienten innerhalb d. MRD Studie

& Vergleich d. MCP Patienten d. MRD-Studie vs alle Patienten d. klinischen Studie

¥ Vergleich d. R-MCP Patienten d. MRD-Studie vs alle Patienten d. klinischen
Studie

Im Vergleich der beiden Therapiearme der MRD-Studie zeigen sich keine

wesentlichen Unterschiede in der Geschlechtsverteilung oder in der Verteilung des



Krankheitsstadiums, wobei sich die Mehrheit der Patienten im Stadium IV befindet.
In beiden Therapiearmen liegt bei 65% der Patienten ein Knochenmarkbefall des FL
vor. Deutlich ist jedoch der Unterschied des mittleren Follow-Up. Im MCP-
Therapiearm lag dieser Wert bei 25,5 Monaten, wohingegen im R-MCP-Therapiearm
ein mittleres Follow-Up von 35,5 Monaten erreicht wurde.

Bei dem Vergleich der Charakteristika der Patienten der MRD-Studie mit den
Patienten der klinischen Studie zeigte sich kein signifikanter Unterschied. Lediglich
der Anteil der Patienten mit Knochenmarkinfiltration lag in der klinischen Studie
etwas hoher. Das mittlere Follow-Up der Gesamtpatientenzahl der klinischen Studie
lag mit 28,3 Monaten {iber dem Wert der MCP-Gruppe aus der MRD-Studie, jedoch
unter dem Wert der R-MCP — Gruppe der MRD-Studie.

3.3. Vergleich klinisches Ansprechen

In Tabelle 2 wird das klinische Ansprechen dargestellt.

Tab. 2

MRD-Studie (n=40) Klinische Studie (n=201)

MCP R-MCP p-Wert" MCP R-MCP p-Wert* p-Wert®
n 17 23 96 105
RR 12 (71) 23 (100) 0.0094 72 (75) 97 (95) 0.77 0.35
(%)
CR 5(29) 17 (75) <0.001 24 (25) 52 (50) 0.77 0.04
(%)
SD/PD | 5 (29) 0 0.0094 24 (25) 8(8) 0.77 0.35
(%)
2 73 % 95 % 0.0502 68 % 91 % 0.68 0.25
Jahres
EFS

* Vergleich R-MCP vs MCP Patienten innerhalb d. MRD Studie
& Vergleich d. MCP Patienten d. MRD-Studie vs alle Patienten d. klinischen Studie
¥ Vergleich d. R-MCP Patienten d. MRD-Studie vs alle Patienten d. klinischen

Studie
Das Gesamtansprechen (partielle (PR) und komplette Remissionen(CR)) lagen in der
R-MCP Gruppe der MRD-Studie bei 100% gegeniiber 71% in der MCP-Gruppe. Die
Rate der kompletten Remissionen lag bei Patienten aus dem R-MCP-Therapiearm

bei 75% und in dem MCP-Therapiearm bei 29%. Ebenso viele Patienten zeigten
kein klinisches Ansprechen auf die alleinige Therapie mit MCP (29%, stabile



Erkrankung (,,stable disease“=SD) und fortschreitende Erkrankung (,,progressive
disease“=PD). Dieses Ereignis konnte in der R-MCP—Gruppe gar nicht beobachtet
werden. Im Vergleich des 2-Jahres-ereignisfreien Uberlebens (,,event-free survival®,
EFS) =zeigte sich im R-MCP-Arm ein besseres Ergebnis. In diesem Therapiearm
waren 95% der Patienten nach 2 Jahren riickfallfrei, gegeniiber 73% nach alleiniger
Therapie mit MCP.

Auch wenn die Remissionsraten der klinischen Studie auf Grund der groBeren
Gesamtanzahl teilweise unter den Ergebnissen der entsprechenden Therapiearme der
MRD-Studie liegen, so wird auch hier ein besserer Verlauf fiir den R-MCP-Arm
deutlich. Von den 105 Patienten im R-MCP-Therapiearm sprachen 97 (92%) auf die
Therapie an, wihrend nach alleiniger Behandlung mit MCP das Ansprechen bei 75%
(72/96) lag, was geringfiigig iiber dem Wert der MRD-Studie liegt. Ein Viertel der
Patienten im MCP-Arm der klinischen Studie erreichten eine komplette Remission.
Wiederum ein Viertel zeigten ein primdres Therapieversagen bzw. die Erkrankung
schritt voran. Im R-MCP-Therapiearm erreichten 50% der Patienten eine komplette
Remission, gegeniiber 74% in der MRD-Studie. Weiterhin wurde bei 8 Patienten des
R-MCP-Therapiearms in der klinischen Studie ein primdres Therapieversagen
nachgewiesen. Ahnlich den Ergebnissen der MRD-Studie, blieb auch in der
klinischen Studie die Mehrzahl der Patienten des R-MCP-Therapiearms iiber den
Beobachtungszeitraum von 2 Jahren riickfallfrei (91%), gegeniiber 68% im MCP-

Therapiearm.

3.4. Vergleich molekulares Ansprechen

Vor Beginn der Therapie betrug die mediane Zahl der zirkulierenden
Lymphomzellen (,,circulating lymphoma cells* CLC) fiir die 17 Patienten im MCP-
Therapiearm 38710/10° PBMC. Bei den 23 Patienten des R-MCP-Therapiearms
waren es im Median 5653/10° PBMC (Tabelle 3), dieser Unterschied war jedoch
nicht statistisch signifikant. Einen Zusammenhang zwischen der initialen Zahl
zirkulierender Lymphomzellen und dem klinischen Ansprechen konnten wir nicht
nachweisen. Weder beim Vergleich der Patienten mit klinischem Ansprechen
untereinander (CR vs. PR), noch beim Vergleich der Patienten mit klinischem
Ansprechen vs. Patienten ohne klinisches Ansprechen (SD, PD) konnte ein statistisch

signifikanter Unterschied in der initialen Lymphomzellzahl festgestellt werden.



Tab. 3 Vergleich molekulares Ansprechen

MRD - Studie (n= 40)
MCP R-MCP p
n 17 23
Mediane Anzahl d.
CLC vor Therapie 38,710 /10° 5,653/ 10° 0.15
Mediane Anzahl d. 528 /10% <0.0001*
CLC nach Therapie 262 /10% PCR neg. <0.0001%
o | o
5 §
Remission (%) 0 (0) 19 (83) 0.0044
Patienten mit > 2 log 6 (40)* 0.0003"
CLC Reduktion (%)* 6 (60)° 22 (100) 0.024%
L(;i CLC Reduktion 0.19" < 0.0001*
s s
Behandlungszyklus, 0.23 113 < 0.0001
s S $
Durchschnitt* 2.21 3.88 0.001
*alle MCP Patienten

$ Patienten in CR oder PR nach MCP Chemotherapie

* bei 2 MCP Patienten und 1 R-MCP Patienten stand keine Blutprobe vor
Therapiebeginn zur Verfiigung. Daher wurden diese 3 Patienten von dieser Analyse
ausgeschlossen.

§ Behandlungszyklen zwischen zwei PCR-negativen Blutproben wurden
ausgeschlossen von d. Analyse.

Nach Beendigung der Therapie waren 83% der Patienten aus dem R-MCP-Arm
PCR-negativ. Im MCP-Arm betrug die mediane Zahl zirkulierender Lymphomzellen
nach Abschluss der Therapie fiir alle Patienten 528/10° PBMC. Fiir Patienten mit
klinischem Ansprechen (CR/PR) im MCP-Therapiearm betrug die mediane Zahl
zirkulierender Lymphomzellen 262/10° PBMC.

Keiner der Patienten, die mit MCP allein behandelt wurden, erreichte in der
Blutprobe nach Abschluss der Therapie ein negatives Ergebnis der PCR zum
Nachweis zirkulierender Lymphomzellen. Drei MCP-Patienten wiesen im weiteren

Verlauf unter einer Interferon-alpha Erhaltungstherapie PCR negative Blutproben



auf. Im R-MCP-Therapiearm erreichten 83% (19/23) der Patienten eine molekulare
Remission.

Ein weiterer Schwerpunkt unserer Studie war die Untersuchung der prognostischen
Bedeutung einer Reduktion zirkulierender Lymphomzellen um mindestens 2 log-
Stufen. Bei 100% der Patienten aus der R-MCP-Gruppe konnte dies beobachtet
werden. Im MCP-Therapiearm waren es 6 Patienten (40%), die alle eine CR oder PR
erreichten. (Einschrankung siehe Tab. 3)

Die Effektivitit der R-MCP-Behandlung zeigte sich weiterhin in der Hohe der
Zellzahlreduktion pro Therapiezyklus. Im R-MCP-Therapiecarm betrug die
durchschnittliche Reduktion zirkulierender Lymphomzellen 1,18 log pro Zyklus, im
MCP-Therapicarm 0,19 log bzw. 0,23 log bei den Patienten, die eine CR/PR
erreichten. Nach Beendigung der Therapie betrug im R-MCP-Arm die Reduktion
zirkulierender Lymphomzellen im Durchschnitt 3,88 log, im MCP-Arm 1,15 log
bzw. 2,21 log. Fiir Patienten mit einer CLC-Reduktion > 2 log wurde das mediane
EFS noch nicht erreicht, gegeniiber einem medianen EFS von 24 Monaten fiir
Patienten mit einer CLC-Reduktion < 2 log (Abb.13).

Demgegeniiber fand sich beim Vergleich zwischen Patienten in molekularer
Remission und Patienten mit PCR-positiven Blutproben nach Therapieende im
Hinblick auf ein EFS kein signifikanter Unterschied, sofern die Patienten den
Schwellenwert einer CLC-Reduktion > 2 log erreicht hatten (p= .97; Abb. 13).
Keiner der anderen klinischen Parameter war mit &dhnlich deutlichen Unterschieden
im EFS assoziiert: weder die Zugehorigkeit zu einem der beiden Therapiearme (R-
MCP vs. MCP, p=.24; Abb. 13a), noch die Art der klinischen Remission (CR vs. PR,
p=29; Abb.13b), noch molekulare Parameter wie beispielsweise die initiale
Lymphomzellzahl (initiale CLC >1% vs. <1%, p=.59; Abb. 13c), oder das Erreichen

einer molekularen Remission (molek. Remission vs. PCR-positiv, p=.15; Abb. 13d).
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3.5. Zusammenhang der CLC-Zahl im Knochenmark und peripherem Blut

Ein weiterer Teil der Arbeit beschéftigte sich mit dem Vergleich der t(14;18)-
positiven Lymphomzellen im peripheren Blut und Knochenmark (Abb.14). Hierzu
wurden 30 vor, wihrend und nach Beendigung der Therapie entnommene
Knochenmark- und Blutprobenpaare untersucht. Die initialen Lymphomzellzahlen
waren im Knochenmark (gefiillte Dreiecke) etwas hoher als im peripheren Blut
(offene Dreiecke). Im Verlauf der Therapie zeigte sich im R-MCP-Arm eine rasche
PCR-Negativitit der PB-Proben. Hingegen blieb 7/9 der zugehorigen
Knochenmarkproben weiterhin PCR-positiv. Nach 8 Zyklen R-MCP und damit
Beendigung der Therapie konnte in beiden Kompartimenten, PB und KM, eine PCR-
Negativitit nachgewiesen werden. Demgegeniiber konnte im MCP-Therapiearm
sowohl wihrend als auch nach Beendigung der Therapie in beiden Kompartimenten
keine PCR-Negativitdt erreicht werden. Der Unterschied im Ausmall der

Lymphomzellinfiltration in beiden Kompartimenten verénderte sich nicht wesentlich.

median BM / PB ratio: 1.4 33.9 9.7 13.6 n.a.
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3.6. Zusammenhang zwischen CLC und klinischem Verlauf

Nachdem sich eine Lymphomzellzahlreduktion von mindestens 2 log als wichtigster
prognostischer Parameter fiir einen Erfolg der Therapie herausgestellt hatte, wurde
dariiber hinaus untersucht, inwieweit der molekulare Verlauf der CLC mit dem
klinischen Verlauf der Erkrankung korreliert. Dafiir wurden 5 Patienten in
andauernder Erkrankung (SD/PD) und 5 Patienten mit einem Riickfall beobachtet
(Abb. 15A-C).

Bei zwei der Patienten mit fortschreitender Erkrankung (progressive disease, PD)
fielen die zirkulierenden Lymphomzellen zu Beginn um weniger als 2 log-Stufen ab
(gefiillte Kreise und Dreiecke Abb. 15B). Bei 3 von 5 Patienten der MCP-Gruppe
ohne klinisches Ansprechen blieben die zirkulierenden Lymphomzellzahlen
gleichbleibend hoch. Bei ihnen wurde eine stabile Erkrankung diagnostiziert (offene
Symbole, Abb. 15B).

Ein Patient in klinischer Remission nach alleiniger MCP-Therapie zeigte auch nach 8
Zyklen MCP keine bedeutende Reduktion der Lymphomzellen und erlitt einen
Riickfall (offene Kreise, Abb. 15A). Zum Zeitpunkt der Diagnose des lokalen
Rezidivs in einem retroperitonealen Lymphknoten enthielten seine Proben der
Nachbeobachtungsphase gleichbleibend hohe Lymphomzellzahlen.

Von zwei Patienten nach Therapie mit MCP allein lagen zum Zeitpunkt des Rezidivs
keine Blutproben vor (offene Dreiecke und Quadrate, Abbildung 15A). Bei einem
Patienten mit fortschreitender Erkrankung (gefiillte Kreise, Abb. 15B) und den 2
Patienten der R-MCP-Gruppe, die einen Riickfall erlitten (offene Kreise + offene
Dreiecke, Abb. 15C), zeigten sich ansteigende Lymphomzellzahlen um mehr als 3
log-Stufen.

Ein Patient der R-MCP-Gruppe erlitt den Erkrankungsriickfall nach fast vierjdhriger
Remission. Ohne klinische Symptome oder andere Hinweise auf einen Riickfall
fanden sich in zwei aufeinanderfolgenden Proben der Nachbeobachtungszeit
ansteigende Lymphomzellen. Im daraufhin veranlassten abdominellen CT stellten
sich multiple vergroferte Lymphknoten mit einem Durchmesser bis zu 2,5cm dar.
Die klinische Diagnose eines Riickfalls wurde vier Monate nach dem Anstieg der
Lymphomzellzahlen gestellt. Patienten in andauernder Remission zeigten nach
Abschluss der Therapie stabile (PCR-negativ oder PCR-positiv), oder aber fallende
Lymphomzellzahlen.



Nahe der Nachweisgrenze unserer PCR bewegten sich die Zellzahlen von drei
Patienten, die sich in Remission nach R-MCP-Therapie befanden (Abb. 15C). Sie
zeigten dabei wechselnd PCR-positive und PCR-negative Ergebnisse in den Proben
der Nachbeobachtungszeit. Bei zwei dieser Patienten zeigten die im weiteren Verlauf
gewonnenen Blutproben anhaltend PCR-negative Ergebnisse und die Patienten
befinden sich weiterhin in Remission. Im Gegensatz dazu stieg im Fall des dritten
Patienten die Zahl zirkulierender Lymphomzellen weiter an und er erlitt einen

Riickfall (offene Dreiecke, Abb. 15C).
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Abb. 15C: R-MCP-Therapie (n=23);

R markiert den Zeitpunkt der klinischen Diagnose eines Riickfalls



4. Diskussion

4.1. Allgemein

Der Krankheitsverlauf bei Patienten mit follikulirem Lymphom ist von immer
wiederkehrenden Rezidiven gekennzeichnet. Ursache dieser Rezidive ist die
Persistenz residualer Lymphomzellen auch wihrend einer klinischen Remission, die
nur mit sehr empfindlichen Methoden wie z.B. PCR nachgewiesen werden konnen
(minimale Resterkrankung MRD). Obwohl einige Studien bei FL Patienten nach
Hochdosisradiochemotherapie und autologer Knochenmarktransplantation einen
Zusammenhang zwischen dem Verschwinden der t(14;18) — positiven Zellen und
einem verlingerten erkrankungsfreien Uberleben zeigen konnten, ist der Stellenwert
von MRD-Untersuchungen im Rahmen der Therapie von Patienten mit FL noch
unklar. In der vorliegenden Studie sollte die Bedeutung des quantitativen Nachweises
zirkulierender Lymphomzellen als prognostischer Marker und als sensitiver
molekularer Marker zur Verlaufsbeurteilung des Lymphoms untersucht werden.
Hierzu wurden Blut- und Knochenmarkproben von Patienten mit fortgeschrittenem
FL untersucht, die im Rahmen einer multizentrischen, randomisierten Phase III
Studie entweder 8 Zyklen einer MCP Chemotherapie allein oder in Kombination mit
dem monoklonalen Antikdrper Rituximab erhielten.

Bereits als Monotherapie konnte Rituximab als monoklonaler Antikdrper molekulare
Ansprechraten bis zu 62% erreichen.’**** In der vorliegenden Arbeit wurden im R-
MCP-Studienarm molekulare Ansprechraten bis zu 83% erreicht. Diese Ergebnisse
liegen damit erwartungsgemél deutlich tiber den Literaturangaben einer alleinigen
Antikorpertherapie. Andere Studien, die Rituximab ebenfalls begleitend zur
Chemotherapie gaben, erzielten #hnliche molekulare Ansprechraten.**%%
Niedriger fielen die Ergebnisse aus, wenn Rituximab erst nach Beendigung der
Chemotherapie nur solchen Patienten gegeben wurde, die nach alleiniger
Chemotherapie keine PCR-Negativitit erreicht hatten.>*® Bis jetzt ist unklar, ob die
hoheren molekularen Ansprechraten nach begleitender Rituximabgabe tatsdchlich ein
Hinweis auf eine bessere Effektivitdt dieser Applikationsform oder aber nur Folge
der hoheren Dosis des Antikorpers (6 — 8 x 375 mg/m?) gegeniiber den Studien mit
nachfolgender Antikorpertherapie (4 x 375mg/m?) sind.



4.2. molekulares Ansprechen der CLC im Knochenmark

Die Knochenmarksinfiltration lag in beiden Therapiearmen bei 65%. Durch
vergleichende Untersuchungen von peripherem Blut und Knochenmark sollte geklart
werden, ob Unterschiede im Hinblick auf ein molekulares Ansprechen in den beiden
Kompartimenten nachweisbar sind.”

Vor Therapie war die Anzahl der Lymphomzellen in Knochenmark und peripheren
Blut nahezu gleich, der Knochenmark/Blut-Quotient lag bei 1,4. Unter Therapie fiel
in beiden Armen der Studie die Zahl der zirkulierenden Lymphomzellen im Blut
deutlich schneller ab, als in den korrespondierenden Knochenmarkproben (Abb. 14).
Sowohl in den Proben wihrend, als auch in den Proben nach Abschluss der Therapie
zeigte sich, dass R-MCP die Lymphomzellen nicht nur effektiver aus dem peripheren
Blut, sondern auch aus dem Knochenmark beseitigt, als eine alleinige Chemotherapie
mit MCP. Wihrend alle Blut- und Knochenmarkproben, die wéhrend und nach der
Behandlung mit MCP untersucht wurden, weiterhin PCR positiv waren, wurden
bereits unter Therapie mit R-MCP 6/9 Blutproben und 2/9 Knochenmarkproben PCR
negativ fiir Lymphomzellen getestet. Alle Blut- und Knochenmarkproben, die nach
Abschluss der Therapie mit R-MCP getestet wurden, waren PCR negativ. Dariiber
hinaus bestétigen unsere Ergebnisse die Arbeiten anderer Gruppen, die ebenfalls
zeigten, dass die Lymphomzellzahl in Blut und Knochenmark eng
korreliert.'*'*Dies ldsst die Schlussfolgerung zu, dass, entgegen der Ergebnisse aus
dlteren Studien'®, bei ausreichender Sensitivitit der PCR, Blutproben hinsichtlich
ihrer prognostischen Aussagekraft als gleichwertig gegeniiber Knochenmarkproben

angesehen werden konnen.

4.3. Korrelation zwischen molekularem Ansprechen, der Qualitiit und der

Dauer des klinischen Ansprechens

In einer Studie von Mandigers et al. zur Korrelation zwischen der Reduktion
zirkulierender Lymphomzellen nach alleiniger Chemotherapie und dem klinischen
Ansprechen, fanden die Autoren eine Reduktion zirkulierender Lymphomzellen auch
bei Patienten ohne klinisches Ansprechen.”

Wir konnten zeigen, dass die Behandlung mit R-MCP zu einer wesentlich

effektiveren Reduktion zirkulierender Lymphomzellen und damit zu einer wesentlich



hoheren Rate von molekularen Remissionen fiihrte, als die Behandlung mit einer
alleinigen MCP-Chemotherapie. Dabei konnten bei 100% der Patienten im R-MCP-
Arm der MRD-Studie eine Lymphomzellzahlreduktion um mindestens 2 log-Stellen
nachgewiesen werden. Aullerdem erwies sich eine Reduktion der zirkulierenden
Lymphomzellen um mindestens 2 log-Stufen als geeigneter molekularer Parameter
zur Unterscheidung zwischen Patienten mit klinischem Ansprechen (CR,PR) und
Patienten mit therapierefraktirem Lymphom (SD,PD). Dabei zeigte die Zahl
zirkulierender Lymphomzellen vor Beginn der Therapie keine Assoziation mit dem
klinischen und molekularen Ansprechen entgegen den Ergebnissen anderer Studien.”
Wihrend in der Studie von Mandiger et al. entweder Einzelwirkstoffe oder nicht-
Antracyclinhaltige Chemotherapieprotokolle Anwendung fanden, wurden in unserer
und anderen  Studien mit  vergleichbaren = Ergebnissen  aggressivere
Behandlungsstrategien eingesetzt.”*"' Der fehlende Zusammenhang zwischen
molekularem Ansprechen und klinischem Verlauf in der Studie von Mandigers et al.
erklart sich deshalb mdglicherweise durch den Einsatz eines weniger aggressiver
Therapieregimes.

Weiterhin erwies sich eine Reduktion der zirkulierenden Lymphomzellen um >2 log-
Stellen als guter prognostischer Parameter fiir ein lidngeres ereignisfreies Uberleben
(EFS). Weder die initiale Anzahl zirkulierender Lymphomzellen (Abb. 13c), noch
das Erreichen einer molekularen Remission (Abb. 13d) zeigten eine vergleichbare
prognostische Relevanz fiir das ereignisfreie Uberleben. Die 2 Jahres-EFS-
Wahrscheinlichkeit der Patienten mit einer Lymphomzellzahlreduktion > 2 log lag
bei 85%, gegeniiber 53% im Falle einer Lymphomzellzahlreduktion < 2 log.
(Abb.13) Besonders eindrucksvoll zeigt sich der Stellenwert einer
Lymphomzellzahlreduktion > 2 log als prognostischer Parameter an jenen 5
Patienten, die zwar eine > 2 log Reduktion aber keine molekulare Remission
erreichten. Trotz weiterhin nachweisbarer residualer CLC befinden sich diese 5

Patienten in einer anhaltenden klinischen Remission (Abb. 15A+C).



4.4. Prognostische Bedeutung der molekularen Remission und des molekularen

Monitoring CLC nach Abschluss der Therapie

Wihrend im R-MCP-Therapiearm 83% der Patienten eine molekulare Remission
erreichten, konnte dieses Ziel im MCP-Therapiecarm bei keinem der Patienten
nachgewiesen werden. Das Erreichen einer molekularen Remission war jedoch nicht
mit einem besseren ereignisfreien Uberleben assoziiert. Zeigten Patienten in den
Proben wihrend der nachfolgenden Beobachtung fallende oder stabile Zahlen an
zirkulierenden Lymphomzellen, blieben sie in klinischer Remission, unabhéngig ob
zuvor eine molekulare Remission erreicht wurde oder sie PCR-positiv waren. So
konnte durch die kontinuierliche Beobachtung des Verlaufs der zirkulierenden
Lymphomzellzahlen zwischen Patienten in andauernder Remission und Patienten mit
einem drohenden Riickfall unterschieden werden. Ein Riickfall &uBlerte sich bei
Patienten nach MCP-Therapie durch CLC-Zahlen iiber 10°/10° PBMC, bei Patienten
nach R-MCP-Therapie in Form einer Zellzahlzunahme um mindestens 2 log-Stellen.
Zur Sicherung, dass es sich bei den nachgewiesenen Zellen tatsdchlich um
Lymphomzellen und nicht um t(14;18)-positive Zellen, &hnlich denen von
Normalpersonen, handelt und damit zum Schutz vor Fehlinterpretationen, wurden bei
den Patienten Zellen aus betroffenem Lymphknotengewebe gewonnen und der

klonale Zusammenhang mittels vergleichender Sequenzanalysen dargestellt.

4.5. Zusammenfassende Beurteilung

Die Ergebnisse der vorliegenden MRD-Studie verdeutlichen, dass durch die
Kombinationsbehandlung mit Rituximab eine sehr viel schnellere und effektivere
Reduktion zirkulierender Lymphomzellen erreicht werden kann.

Es zeigte sich ein sehr guter Zusammenhang zwischen den zirkulierenden t(14;18)-
positiven Zellen als molekularem Marker und den klinischen Parametern der
Krankheitsaktivitidt. Als bedeutendster prognostischer Faktor erwies sich eine
wihrend der Therapie erreichte Reduktion zirkulierender Lymphomzellen um
mindestens 2 log-Stufen. Gleichzeitig konnte durch die regelmédfige Bestimmung der
Anzahl zirkulierender Lymphomzellen wéhrend der Nachsorge nach Abschluss der
Therapie ein drohender Riickfall frithzeitig erkannt werden. Die Ergebnisse dieser

und anderer Studien belegen den Stellenwert eines quantitativen MRD-Monitorings,



das in zukiinftigen Studien folglich dazu eingesetzt werden konnte, um die Abfolge
von Chemotherapie, monoklonalen Antikérpern und anderen therapeutischen

Optionen weiter zu optimieren.



5. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden 40 nicht vorbehandelte Patienten mit histologisch
gesichertem follikuldren Lymphom Stadium III oder IV nach MCP-Chemotherapie
oder MCP-Chemotherapie plus Rituximab auf das Erreichen einer molekularen
Remission, Einfluss des Behandlungsarms auf eine molekulare Remission und deren
moglicher prognostischer Bedeutung untersucht. Als Material standen Blut- und
Knochenmarkproben zur Verfiigung, die vor, wihrend und nach der Behandlung
gewonnen wurden. Dabei wurde DNA aus mononukleédren Zellen mit Hilfe der real-
time PCR auf molekulare Marker wie t(14;18)-Translokation bzw. spezifische
rearrangierte CDR 3-Region getestet.

Der Unterschied der initialen medianen Zahl zirkulierender Lymphomzellen im
peripheren Blut zeigte sich als nicht statistisch signifikant. Einen Zusammenhang
zwischen der initialen Zahl zirkulierender Lymphomzellen und dem klinischen
Ansprechen konnten wir nicht nachweisen. Das klinische Gesamtansprechen
(partielle und komplette Remissionen) lag in der R-MCP Gruppe der MRD-Studie
bei 100% gegeniiber 71% in der MCP-Gruppe. Die Rate der kompletten
Remissionen lag bei Patienten aus dem R-MCP-Therapiearm bei 75% und in dem
MCP-Therapiearm bei 29%. Auch auf molekularer Ebene war die
Chemoimmuntherapie der alleinigen Chemotherapie deutlich tiberlegen. Im R-MCP-
Therapiearm erreichten 83% (19/23) der Patienten eine molekulare Remission, im
MCP-Arm erreichte kein Patient eine molekulare Remission. Bei 100% der Patienten
im R-MCP-Therapiearm konnte eine Lymphomzellzahlreduktion von mindestens 2
log-Stufen nachgewiesen werden, im MCP-Therapiearm waren es 6 Patienten (40%).
Fiir Patienten mit einer CLC-Reduktion > 2 log konnte noch kein medianes EFS
festgelegt werden (noch nicht erreicht), gegeniiber einem EFS von 24 Monaten im
Falle einer CLC-Reduktion < 2 log. Somit zeigte sich eine CLC-Reduktion um
mindestens 2 log-Stufen als wichtigster prognostischer Parameter fiir einen Erfolg
der Therapie.

Wir konnten zeigen, dass die Behandlung mit R-MCP zu einer wesentlich
effektiveren Reduktion zirkulierender Lymphomzellen und damit zu einer wesentlich
hoheren Rate von molekularen Remissionen fiihrte, als die Behandlung mit einer
alleinigen MCP-Chemotherapie. Insgesamt betrachtet ist das wohl bedeutsamste

Ergebnis der Stellenwert einer CLC-Reduktion um mindestens 2 log-Stufen. Somit



konnte in der vorliegenden Arbeit der prognostisch wichtige Stellenwert eines

quantitativen MRD-Monitorings bestétigt werden.
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