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Einleitung

1. EINLEITUNG
1.1 Das follikulare Non-Hodgkin-Lymphom
111 Epidemiologie und Klinik

Follikulare Lymphome gehoéren zu den haufigsten Lymphomen in der westlichen
Welt und machen etwa 30% der Non-Hodgkin-Lymphome (NHL) aus. In Deutsch-
land betragt die Inzidenz sieben bis zehn Neuerkrankungen jahrlich pro 100.000
Einwohner und ist in den letzten drei Dekaden stark angestiegen. In den USA
wurde in den vergangenen 20 Jahren eine nahezu dreifache Steigerung der Er-
krankungsrate beobachtet. Die bei Mannern und Frauen gleich haufig festge-
stellten follikularen Lymphome treten im mittleren bis hoheren Lebensalter auf
(medianes Diagnosealter 60 Jahre) und sind durch ein langsames, disseminiertes
Wachstum gekennzeichnet.

Trotz ungeklarter Atiologie weisen epidemiologische Untersuchungen darauf hin,
dass Pestizide, Losungsmittel, Baumwollstaubpartikel, aber auch Staub und Haar-
farbemittel zu den krankheitsbegunstigenden oder sogar kausalen Faktoren
zahlen'.

Das follikulare Lymphom gehért zu den Lymphomen niedriger Malignitat, die in der
amerikanischen Literatur auch als indolent bezeichnet werden. Erst 1999 erfolgte
eine einheitliche Einteilung in Form der international anerkannten neuen WHO
(World Health Organization)-Klassifikation?, die auf der REAL (Revised European
American Lymphoma)-Klassifikation® aufbaut und Unklarheiten beseitigt, die auf-
grund der nicht kompatiblen und somit konkurrierenden Klassifikationsversuche
zuvor aufgetreten waren. Dieser Einteilung liegen morphologische, immuno-
logische, zytogenetische, molekularbiologische und klinische Befunde zugrunde.
Sie teilt die follikularen Lymphome anhand des Prozentsatzes blastarer Zellen im
Tumor in Grad I, Il und Il ein. Die follikularen Lymphome Grad | und Il entspre-
chen dem zentroblastisch-zentrozytischen Lymphom, wahrend das follikulare
Lymphom Grad Il in der Kiel-Klassifikation®® als zentroblastisches Lymphom

bezeichnet wurde.
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Das klinische Bild wird im wesentlichen von drei Symptomenkomplexen bestimmt:
VergréRerung von Lymphknoten, Leber oder Milz, Knochenmarkinfiltration mit Ver-
drangung der normalen Hamatopoese sowie B-Symptome (Fieber Uber 38°C,
Nachtschweill, Gewichtsverlust von mehr als 10% des Koérpergewichts in sechs
Monaten). In den frGhen Stadien werden charakteristischerweise am haufigsten
zervikale, axillare und inguinale Lymphknoten befallen, mediastinaler Lymph-
knotenbefall und leukdmische Ausschwemmung sind dagegen selten. Typisch fur
den klinischen Verlauf der follikularen Lymphome ist eine Progredienz Uber Jahre

bis Jahrzehnte.

1.1.2. Pathogenese und Molekularbiologie

Die follikularen Non-Hodgkin-Lymphome sind eine Neoplasie der Keimzentren, die

von einer einzelnen, klonal expandierenden Zelle des lymphatischen Systems

ausgeht. Die knotenférmigen Ausbreitungen der Tumorzellen folgen einem folli-

kularen Wachstumsmuster und verdrangen die normale Lymphknotenstruktur
(Abb. 1).

Chromosomale Translokationen
mit Beteiligung der Immun-
globulinschwerkettengene  und
des ,B-cell-lymphoma-2“ (bcl-2)-
Proto-Onkogens  sind  wahr-
scheinlich die primaren Ereig-
nisse, die zusammen mit weite-

ren bisher nicht identifizierten

genetischen Veranderungen zur

Abbildung 1: Follikulares Lymphom in einem Entstehung dieser Neoplasie
fihren®. Bei etwa 80% der

Patienten ist eine reziproke

Lymphknoten. HE-Farbung bei Ubersichtsver-
groRerung: Das Lymphom imitiert mit seinem
follikuldren Wachstum reaktive Keimzentren. Translokation  zwischen  den

Chromosomensegmenten 14q32
und 18921 nachweisbar’. Dadurch kommt es zu einer Fusion des auf Chromosom

18 lokalisierten antiapoptotischen Gens bcl-2 mit dem auf Chromosom 14
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lokalisierten Gen (Ju-Segment) fiir die schwere Kette des Immunglobulins (IgH)®
(Abb. 2a)

Chr.14  Chr.18 Chr.14 Chr.18
@ t(14;18)
—p
. bcl-2-Gen .
(18g21)
IgH Translokation |
(14932) — B
bcl-2/IgH-
Fusion
IgH-Gen
Chr.14 V. [ D [J]Ey] e

bcl-2/IgH-Fusionsgen

mcr

> 20 kb e

Abbildung 2: Die Translokation t(14;18). (A) Schematische Darstellung der reziproken
Translokation zwischen Chromosomen 14 und 18. (B) Schematische Darstellung der VDJ-
Region des 1g-Schwerkettengens auf Chromosom 14, des bcl-2-Gens auf Chromosom 18
sowie der bcl-2/IgH-Fusion als Folge der Translokation. Die Lokalisationen der MBR und

der mcr auf Chromosom 18 sind eingezeichnet.
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Es sind zwei verschiedene Bruchpunktregionen innerhalb des bcl-2-Gens auf
Chromosom 18 bekannt. Die erste sogenannte ,Major breakpoint region“ (MBR)
ist ein 150 bp grolRes Segment der 3" untranslatierten Region auf Exon 3 des bcl-2
Gens. Ungefahr 70% der Bruchpunkte auf Chromosom 18 sind in dieser Region
anzutreffen. Der zweite Bruchpunkt ist die sogenannte ,Minor cluster region®
(mcr)®. Da beide Bruchpunktregionen auferhalb der kodierenden Region des bcl-
2-Gens liegen, bleibt das Genprodukt trotz Translokation unverandert. In seltenen
Fallen kdnnen Bruchpunkte auch auferhalb von MBR und mcr nachgewiesen
werden'®. Auf Chromosom 14 liegt der Bruchpunkt am 5° Ende einer der sechs J4
Segmente des humanen IgH Lokus (Abb. 2b).

Diese Umstellung bringt den starken ,Ep-Enhancer” des IgH-Lokus in raumliche
N&he zum bcl-2-Promotor'!. Es wird vermutet, dass dadurch die BCL-2-Protein-
Expression auf Transkriptionsebene hochreguliert wird'>. BCL-2 ist ein zell-
zyklusregulatorisches, Apoptose-hemmendes Protein, welches durch das
Wechselspiel mit seinem Antagonisten BAX (BCL-2-assoziiertes X Protein) das
Absterben und das Uberleben von normalen Lymphozyten im Follikelzentrum
reguliert”™. Translokation-tragende B-Zellen mit BCL-2-Uberexpression haben
somit durch die Hemmung der Apoptose einen Uberlebensvorteil gegentiber nor-
malen Zellen und akkumulieren honartigM. Die Uberexpression ist indes auch mit
einer erhohten Resistenz gegenuber Zytostatika (Anthrazykline) und Kortiko-
steroiden verbunden'®. Noch ist nicht geklart, welche weiteren Faktoren zur Krank-
heitsentstehung beitragen, denn auch bei gesunden Probanden lasst sich in sel-

tenen Fallen eine kleine Population t(14;18)-positiver Zellen nachweisen'®.

1.1.3 Therapie und Prognose

Die Therapie richtet sich nach dem Stadium der Erkrankung. In den lokal be-
grenzten Stadien | und Il nach Ann-Arbor'” ist eine Strahlentherapie in der Lage,
eine lang andauernde Krankheitsfreiheit und potentielle Heilung zu erzielen. Aller-
dings befinden sich etwa 80% der Patienten bei Diagnosestellung schon in den
fortgeschrittenen, disseminierten Stadien Il und IV, in denen die Behandlung in
palliativer Intention mit dem Ziel der Lebensverlangerung und Symptomkontrolle

erfolgt. Bei geringer Progredienz ist in diesen Stadien eine abwartende Haltung
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gerechtfertigt. B-Symptome, hamatopoetische Insuffizienz sowie ein progredientes
Lymphknoten-Wachstum machen jedoch einen Therapiebeginn notwendig.

Die derzeitige Standardtherapie beinhaltet eine initiale zytoreduktive Chemo-
therapie und nach Erreichen einer partiellen oder kompletten Remission eine
langfristige Erhaltungstherapie mit Interferon-alpha. Trotz einer initial hohen An-
sprechrate ist der klinische Verlauf von wiederholten Rezidiven gekennzeichnet.
Viele Patienten werden therapierefraktar oder entwickeln ein grof3zelliges B-Zell-
Lymphom'. Seit Mitte der achtziger Jahre wird auch bei Lymphomen der Einsatz
einer myeloablativen Hochdosis-Chemotherapie mit Transplantation autologer

t'°2" Der oft indolente Verlauf der Er-

hamatopoetischer Stammzellen untersuch
krankung und das hohe mediane Alter der Patienten sprachen bis vor einigen
Jahren gegen eine solche intensive Behandlung. Durch die relative Zunahme des
Anteils jungerer Patienten (<55 Jahre) mit hohem Risiko flr Krankheitsprogress
sowie durch die Verbesserung der supportiven Mallhahmen wurde die Hochdosis-
therapie mit peripherer Stammzelltransplantation jedoch zunehmend bedeutsam.
Der Vorteil der Transplantation autologer Stammzellen aus dem peripheren Blut
gegenuber Stammzellen aus dem Knochenmark liegt nicht nur in der fur den Pa-
tienten risikoarmeren Gewinnungsmethode, sondern auch in der rascheren
hamatopoetischen Rekonstitution und der damit verbundenen geringeren Rate an
Infektkomplikationen. Noch ist unklar, ob damit die Erkrankung geheilt werden
kann, da Rezidive auch nach mehreren Jahren noch von residualen Lymphom-
zellen ausgehen konnen. Dennoch verbesserten Hochdosistherapie und Trans-
plantation signifikant die Prognose von Patienten mit follikularem Lymphom im
fortgeschrittenen Stadium, insbesondere wenn die Transplantation wahrend des
frihen Krankheitsverlaufs stattfand'®?2.

Der Gedanke einer gezielten Aktivierung des Immunsystems zur effektiven Be-
kampfung maligner Erkrankungen wurde erstmals vor 100 Jahren von Coley

t*3. Erst durch die rasch

geaulert und in ersten Versuchen bei Patienten bestatig
zunehmende Kenntnis der molekularen und immunologischen Mechanismen, die
zur Entstehung der Lymphome flihren, wurde die wissenschaftliche Basis fur die
Durchfuhrung immuntherapeutischer Studien geschaffen. Ziel ist die Aktivierung
des Immunsystems, um maligne Zellen zu zerstoren. Tumorassoziierte Antigene
induzieren meistens nur eine schwache Immunabwehr, da sie selten sogenannte

Neoantigene darstellen, sondern zumeist physiologisch vorkommende, auf
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normalen Zellen exprimierte Antigene® sind. Um gegen solche Antigene eine
suffiziente Immunantwort zu induzieren, muss die vorhandene immunologische
Toleranzschwelle, beispielsweise mittels monoklonaler Antikorper, durchbrochen
werden. Monoklonale Antikorper, erstmals 1975 von Kohler und Milstein herge-

t°, sollen im Rahmen einer passiven Immuntherapie im Patienten spezifisch

stell
Tumorzellen auffinden und zerstdren.

Eine neue, auf monoklonalen Antikorpern basierende Behandlungsoption bei Non-
Hodgkin-Lymphomen stellt die Anwendung des Anti-CD20-Antikérpers Rituximab
(MabThera®) dar. MabThera® ist der erste monoklonale Antikdrper, der von der
Federal Drug Administration (FDA) fir die Krebstherapie zugelassen wurde. Der
gentechnisch hergestellte, zu einem Grofdteil "humanisierte" Antikérper, enthalt
nur noch die variable, fur die Antigenerkennung zustandige Region des Mausanti-
korpers (Abb. 3). Die konstanten Kappa-Regionen des Mausantikorpers sind
gegen diejenigen des Menschen ausgetauscht (IgG)?°. Daher treten humane

Anti-Maus-Antikoérper oder humane Anti-Chimera-Antikérper nahezu nie auf.

leichte Kette

Fv

schwere Kette

/

> Fc Humane IgG,-Doméne

bindet an Neutrophile u. Killerzellen

Antigen-bindende
Region
variabler Teil der Maus
mit CD20-Spezifitat

Konstante

Humanregion

Komplementaktivierung —»

Makrophagenbindung —»

Abbildung 3: Struktur des chimaren Mensch/Maus-Antikdrpers Rituximab.
Fv = variables Fragment; Fab = antigenbindendes Fragment; Fc = ,,cristalline” Fragment

Die murinen Anteile sind rot, die des Menschen blau markiert.
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Die gezielte Antikorpertherapie richtet sich selektiv gegen das B-Zell-spezifische
Oberflachenantigen CD20 (,cluster of differentiation®), das auf 95% aller malignen
Non-Hodgkin Lymphome aber auch auf normalen reifen B-Lymphozyten exprimiert
wird?’. Das CD20-Molekiil ist ein membranassoziiertes Phosphoprotein, das als
Kalziumkanal fungiert, intrazellulare Signale initiiert sowie das G4/S-Zellzyklus-
wachstum moduliert?®?°. Es stellt ein ideales Ziel fiir die an die Zelle andockenden
Anti-CD20-Antikorper dar und reagiert auf diese Antikorper-Bindung weder mit
Herabregulierung noch mit Zerfall®®?®. Nach Bindung an der Tumorzelle entfaltet
Rituximab seine Wirkung im wesentlichen Uber drei Mechanismen. Dazu zahlt die
Aktivierung korpereigenener Abwehrsysteme wie komplementvermittelte Lyse
(CDC, ,complement-mediated cytotoxicity*)*®, antikdrperabhangige zelluldre
Zytotoxizitat (ADCC, ,antibody dependent cellular cytotoxicity”, ,natural Killer

cells*)®" sowie Induktion von Apoptose®*®

. In der Folge wird die gesamte B-
Lymphozyten-Population in Blut, Knochenmark und Lymphknoten um etwa 80%
reduziert. Auch die entarteten Zellen werden dadurch zu einem Grofiteil
vernichtet. Die lymphatischen CD34-positiven Vorlauferzellen, aus denen alle
Lymphozyten entstehen (Abb. 4), werden vom Antikérper-Angriff verschont, da sie
nicht das CD20-Oberflachenprotein tragen, so dass innerhalb einiger Wochen

wieder reife gesunde B-Zellen vorliegen.

Knochenmark Lymphknoten Zirkulation

Stammzelle Pra-B-Zelle Zentroblast Zentrozyt Reife B-Zelle

CD19

CD20

Abbildung 4: Entwicklungsstadium-abhé&ngige Antigen-Expression bei B-Zellen.
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Klinische Versuche, in denen Rituximab als alleiniges Mittel benutzt wurde,
zeigten bei guter Vertraglichkeit eine zugige, Antikorper-vermittelte Depletion
CD20-positiver, normaler B-Zellen und Lymphomzellen mit Ansprechraten zwi-
schen 32% und 62% bei Patienten mit rezidiviertem follikularem Lymphom,
Mantelzelllymphom oder diffusem Riesenzelllymphom®*3®. Die hohen Ansprech-
raten bei Chemotherapie-refraktaren Patienten und das glnstige Toxizitatsprofil
forderten die Verwendung von Rituximab als Primartherapie bei Patienten mit
niedrig malignem NHL. Nach der initialen Antikdrper-Monotherapie beobachteten
Hainsworth et al. in einem 41 Patienten umfassenden Kollektiv Remissionsraten
von bis zu 65%, davon 23% in kompletter Remission®. Ahnliche Resultate wurden
im Rahmen eines Hochdosis-Therapieprotokolls erzielt®. In dieser Studie konnten
durch die Gabe des Antilymphom-Antikdrpers vor Chemotherapie mit G-CSF
(,granulocyte colony-stimulating factor®) -unterstitzter Blutstammzellmobilisierung
bei sieben untersuchten Patienten in keinem der Leukaphereseprodukte t(14;18)-
positive Zellen mehr nachgewiesen werden. Dies bedeutet, dass die Antikorper-
therapie einer In-vivo-Tumorzelldepletion entspricht. Experimentelle und klinische
Daten deuten darauf hin, dass Rituximab und die gewahlten Chemotherapeutika
synergistisch wirken und resistente Zellen gegenuber der Chemotherapie sensibili-
siert werden. In der Tat zeigten sich zuvor resistente Lymphomzellen nach der In-
vitro-Behandlung mit dem Anti-CD20-Antikdrper sensitiver gegenuber zytotoxi-
schen Substanzen®’.

Fir Patienten mit follikularem Lymphom in den fortgeschrittenen Stadien Il und IV
betragt die mediane Uberlebenszeit finf bis acht Jahre und es existiert bis heute
kein gesichertes kuratives Therapiekonzept. Prognosefaktoren, die sich ungunstig
sowohl auf das rezidivfreie - als auch auf das Gesamtuberleben auswirken, sind
eine hohe Tumorlast, eine leukamische Ausschwemmung, Hepatosplenomegalie,

eine erhohte Serum-Laktat-Dehydrogenase sowie fortgeschrittenes Alter.
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1.2 Molekulares Monitoring durch PCR

1.2.1 Allgemeines

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) dient der zyklischen In-vitro-Vermehrung
spezifischer Nukleotidsequenzen. Jeder Zyklus besteht aus dem thermischen Auf-
trennen der doppelstrangigen DNA-Vorlagen (Denaturierung), dem Anlagern der
Primer (,Annealing®) und der nachfolgenden DNA-Synthese (,Extension®) durch
eine temperaturstabile DNA-Polymerase, z.B. der Tag-Polymerase (aus dem
thermophilen Bakterium ,Thermophilus aquaticus”). Aufgrund der exponentiellen
Vermehrung der Ausgangs-DNA (,Template®) verfugt diese rasch durchfuhrbare
Methode Uber eine hohe Sensitivitat und erganzt damit die klassischen Blot-
Methoden. Besonders geeignet ist sie zum Nachweis tumorzellspezifischer
Sequenzen wie z.B. Translokationen (t(14;18) beim follikularen Lymphom) und
wird daher bei Neoplasien zunehmend fur Verlaufsuntersuchungen eingesetzt.
Sowohl qualitativ als auch quantitativ gelingt dabei der Nachweis residualer
Tumorzellen, die im Rahmen einer ,minimal residual disease“ (MRD) -Diagnostik

Ruckschlisse auf die Krankheitsaktivitat sowie den Therapieverlauf zulassen.

1.2.2 Qualitative ,nested“ PCR

Zum Nachweis einer minimalen Resterkrankung eignet sich die ,nested” PCR.
Hierbei wird in zwei hintereinander geschalteten PCRs das amplifizierte Produkt
der ersten Reaktion nochmals vervielfaltigt und somit die Sensitivitat der Methode
erhoht. Sie verwendet ein zweites Paar ,innerer Primer®, deren DNA-Zielsequenz
innerhalb des Reaktionsprodukts der ,auf3eren Primer aus der ersten PCR liegt.
Da die inneren Primer nur amplifizieren kdnnen, wenn in der ersten Reaktion ein
spezifisches Produkt entstanden ist, wird die Spezifitat gleichsam gesteigert.

Mit Hilfe der ,nested“ PCR kann beispielsweise bei Patienten mit follikularem Lym-
phom das periphere Blut oder das Knochenmark auf die Translokation t(14;18)
untersucht werden. Die Primerpaare sind dabei so gewahlt, dass sie auf beiden
Seiten der Bruchpunkte an die DNA anlagern. Ein Konsensus-Primer bindet an die

J-Region des Ig-Schwerkettenlokus, wahrend der andere Primer innerhalb des

17



Einleitung

bcl-2-Gens bindet (Abb. 5). In frilheren Untersuchungen waren die ,nested” Primer

in der Lage, eine t(14;18)-positive Lymphomzelle in 10° bis 10° normalen Zellen

nachzuweisen*?*3.

""""I Bcl-2 I | Ju | IgH —

— — aulere Primer (1. PCR)
— — innere Primer (2. PCR)

150 — 350 bp

Abbildung 5: Die ,nested PCR fur die t(14;18)-Translokation.
Lokalisation der daufReren und inneren Primer innerhalb der bcl-2/1gH-

Fusion

1.2.3 Quantitative ,real-time* PCR (RQ-PCR)

Die qualitative PCR gibt nur begrenzt Aufschluss Uber die Menge der Tumorzellen
im peripheren Blut und Knochenmark und wurde daher in den letzten Jahren
durch neue, quantitative Verfahren erganzt, die hinsichtlich der MRD-Diagnostik
die Anzahl residualer Tumorzellen messen. In der ,real-time“ PCR werden ampli-
fizierte DNA-Sequenzen bereits wahrend der PCR mittels an Sonden angelager-
ter, fluoreszierender Farbstoffe sichtbar gemacht. Diese ,online“-Fluoreszenz-
detektion ermoglicht eine zlgige Analyse der gebildeten PCR-Produkte sowie eine
Quantifizierung der amplifizierten DNA-Kopien in einer Blut- und Knochenmark-
probe*.

Derzeit kommen hauptsachlich zwei Systeme zum Einsatz, die TagMan- sowie die
LightCycler®-Technologie. Im Gegensatz zur TagMan-Technologie, die eine mit
zwei Farbstoffen beladene Hydrolysierungssonde verwendet, detektiert der Light-
Cycler® (Roche Diagnostics, Mannheim) die PCR-Produkte mit einem Sonden-

format, das auf zwei sequenzspezifischen Fluoreszenzsonden beruht. Eine der
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Oligonukleotidsonden ist am 3’-Ende mit Fluoreszein markiert (Donor-Fluorophor)

(Abb. 6a). Die andere Sonde ist am 5-Ende mit dem Fluoreszenzfarbstoff Light-

Cycler®-Rot 640 (Akzeptor-Fluorophor) markiert und am 3°-Ende zur Verhinderung

einer Kettenverlangerung phosphoryliert. Die Hybridisierungssonden binden in

jeder Annealing-Phase zwischen den beiden Primern an nachbarschaftliche inter-

ne Sequenzen (1-5 Nukleotide Abstand) des amplifizierten DNA-Fragmentes. Nur

Fluoreszein LC-Rot 640
e

Pl -
Transfer

Exzitation

Abbildung 6: Schematische Darstellung des
FRET-Prinzips mittels Hybridisierungssonden.

nach Hybridisierung an die
DNA-Matrize  kommen  die
beiden Sonden in direkte
Nachbarschaft (typischerweise
10-100 A), die einen Fluores-
zenz Energie Transfer (FRET)
zwischen den beiden Farb-
stoffen ermdglicht.

Wahrend des FRETs transfe-
riert der Spenderfarbstoff Fluo-
reszein, der von der Light-
Cycler® LED-Lichtquelle ange-
regt wird (Abb. 6b), einen Teil
seiner Exzitationsenergie auf
den roten Empfangerfarbstoff
LC-Rot 640. Dieser emittiert in
der Folge langwelligere rote
Fluoreszenz (Abb. 6c¢), die ,on-
line“ in spezifischen Kanalen
des LightCycIers® gemessen
wird und deren Intensitat insge-
samt direkt proportional zu der
Menge an Ziel-DNA ist. Die
Messung des Signals erfolgt

einmal pro Zyklus nach dem Primer Annealing; zu diesem Zeitpunkt sind beide

Sonden an die Zielsequenz gebunden und es erfolgt ein Energietransfer. So lange

keine spezifische DNA vorhanden ist, diffundieren die Hybridisierungssonden frei

in der Lésung und der signalgebende FRET findet nicht statt. Mit steigender
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Anzahl an PCR-Produkten nimmt auch die Menge an hybridisierten Sonden zu, so
dass sich das Signal proportional zur Amplikonmenge verhalt. Durch die Fluores-
zenzdetektion erhoht sich die Sensitivitat dieser Methode im Vergleich zur konven-
tionellen Einschritt-PCR.

Far die Quantifizierung t(14;18)-positiver Zellen im peripheren Blut und Knochen-
mark von Patienten mit follikuldarem Lymphom wurde bisher hauptsachlich die
TagMan-Methode eingesetzt. In verschiedenen Studien®® diente sie zur Uberprii-

«46,47 «40

fung der Wirksamkeit von ,Ex-vivo- und ,In-vivo-Purging“"” vor Blutstammzell-

transplantation, zur Abschatzung der Antwort auf Chemo-*® bzw. Chemoimmun-

therapie**°

, sowie zur Bewertung von peripherem Blut und Knochenmark hin-
sichtlich des MRD-Monitoring bei Lymphompatienten®'.

Fir die LightCycler®Technologie liegen hinsichtlich des Nachweises der Trans-
lokation t(14;18) kaum Daten vor. Daher wurde dieses System in der vorliegenden
Studie zur Detektion t(14;18)-positiver Zellen verwendet, und zwar mit spezifi-
schen, das MBR-Fragment der Translokation vermehrenden Primern. In der RQ-
PCR hybridisieren die spezifischen Fluoreszenzsonden an die entstandenen
MBR-Jy Fusionsprodukte und fUhren Uber die ,online“-Fluoreszenzdetektion zur

Quantifizierung der Translokations-DNA.

1.2.4 Bedeutung des molekularen Monitoring fur die Diagnostik und

Therapie hamatologischer Neoplasien

In keinem anderen Gebiet der Onkologie sind molekulargenetische Untersuchun-
gen von so grol3er praktischer Bedeutung fur die Diagnostik und Beurteilung des
Therapieerfolgs wie in der Hamatologie. So gehéren molekulargenetische Klona-
litatsbestimmung und der Nachweis tumorspezifischer chromosomaler Aberra-
tionen sowie der Uberexpression der betroffenen Onkogene in spezialisierten
Abteilungen bereits zur Standarddiagnostik.

Nicht nur beim follikularen Lymphom, sondern auch bei anderen hamatologischen
Erkrankungen wurde die prognostische Bedeutung einer MRD untersucht. Bisher
wurde die quantitative PCR-Analyse bei verschiedenen Indikationsstellungen
eingesetzt, z.B. bei der B-CLL mit zu den CDRII- und CDRIII-Regionen

(,complementary determining region“) komplementaren allelspezifischen Oligo-
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nukleotid (ASO)-Primern®?, beim kutanen T-Zell-Lymphom {ber die Detektion
klonaler T-Zell-Rezeptor-Gamma (TCRG) Rekombinasen® oder zur Quantifi-
zierung der proviralen HTLV-1 Last bei der adulten T-Zell Leukamie.

Ebenso bei Philadelphia-Chromosom positiver CML, ALL und AML wurde die
quantitative PCR fur den bcr-abl-mRNA-Nachweis eingesetzt. Bei 95% der Patien-
ten mit CML ist das Philadelphia-Chromosom, das aus der Translokation t(9,22)
resultiert, der entscheidende molekulare Marker®. Es fiihrt zur Bildung des tumor-
spezifischen Fusionsgens bcr-abl, das zur Bestimmung residualer Leukamiezellen
in mehreren Studien mittels der ,real-time“ Reverse Transkriptase (RT)-PCR
quantifiziert wurde®®. Das LightCycler® Verfahren ergénzt hier vor allem die
Zytogenetik in der Beurteilung des Krankheitsstadiums®!, des therapeutischen
Erfolgs allogener Stammzelltransplantation®® sowie der Erprobung neuer Medika-
mente wie Imatinib®®®*®*. In der Nachsorge der CML konnte insbesondere die
Interventionstherapie bei molekularem Rezidiv gesteuert sowie die Wirksamkeit
von Spenderlymphozyten durch die LightCycler®-gestiitzen Ergebnisse nach-

gewiesen werden®.

1.2.5 Bedeutung des Nachweises der t(14;18)-Translokation durch PCR

fur die Therapie und Prognose des follikularen Lymphoms

Die Translokation t(14;18) ist als molekulargenetischer Marker des follikularen
Lymphoms besonders zum Nachweis von residualen Lymphomzellen mittels PCR

geeignet*?

. Die Translokations-DNA stellt ein optimales Ziel fir die PCR dar, da
sie in direktem Zusammenhang mit der Onkogenese steht und sich im Laufe der
Erkrankung nicht verandert.

Bei Patienten mit follikularem Non-Hodgkin-Lymphom beobachtet man nur selten
eine Eradikation der MRD mit alleiniger Chemotherapie. Besonders aber nach
Hochdosistherapie konnte in mehreren Studien die prognostische Bedeutung von
residualen t(14;18)-positiven Lymphomzellen gezeigt werden. Voso et al unter-
zogen autologe Stammzelltransplantate einem immunmagnetischen ,lIn-vitro-
Purging“. PCR-Untersuchungen zeigten, dass in hochangereicherten CD34"-
Stammzellen keine t(14;18)-positiven Zellen mehr nachweisbar waren, was auf

eine Eradikation der Lymphomzellen aus dem Transplantat mit diesem Verfahren
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hinweist®. In einer Bostoner Studie wurde eine signifikante Verlangerung des
rezidivfreien Uberlebens fiir diejenigen Patienten festgestellt, die ein PCR-
negatives Knochenmarktransplantat erhielten®®. Weiterhin konnten Gribben et al.
an 134 Patienten mit follikularem Lymphom zeigen, dass der Nachweis persis-
tierender oder wiederaufgetretener t(14;18)-positiver Zellen im Knochenmark nach
Hochdosistherapie mit einem 48-fach hoheren Risiko fiir ein Rezidiv einherging*?.
Von den Patienten ohne nachgewiesene residuale Lymphomzellen in der PCR
hatte keiner ein Rezidiv, wahrend bei allen rezidivierten Patienten ein positives
Ergebnis in der ,nested“-PCR-Untersuchung des Knochenmarks bzw. Bluts der
klinischen Manifestation vorausging. Eine klinisch komplette Remission schlief3t
daher PCR-Positivitat nicht aus. Umgekehrt ist PCR-Negativitat nicht mit komplet-
ter Remission gleichzusetzen, da bei den Lymphomen auch aullerhalb des
peripheren Bluts und Knochenmarks maligne Prozesse ablaufen kdénnen. Ahnlich
den Ergebnissen aus Boston zeigten Untersuchungen der Arbeitsgruppe um
HAAS, dass 20 Monate nach Hochdosistherapie nur diejenigen Patienten ein
Rezidiv entwickelten, bei denen zuvor in der PCR t(14;18)-positive Zellen nach-
gewiesen worden waren®’. In weiteren Studien wurde die Wirkung des Anti-CD20-
Antikérpers als Monotherapie und in Kombination mit Chemotherapie auf
molekulargenetischer Ebene analysiert®®®®. Czuczman et al. erreichten mit einer
Kombination aus CHOP und Rituximab bei 95% von 40 Uberwiegend nicht vorbe-
handelten Patienten ein Ansprechen sowie bei 55% eine komplette Remission®.
Bemerkenswert war, dass bei sieben von acht Patienten mit t(14;18)-Translokation
nach der Therapie PCR-Negativitat erreicht wurde.

Die Daten belegen, dass der Nachweis t(14;18)-positiver Zellen fur die Prognose
bedeutsam und fur die Nachsorgeuntersuchungen sinnvoll ist. Ungeklart ist, inwie-
weit eine quantitative Analyse der residualen Lymphomzellen mit Hilfe der ,real-
time“ PCR weitere klinisch relevante Informationen liefert und ein Kriterium fur
eine interventionelle Therapie darstellt. Bisher wurde dies hauptsachlich im
Rahmen von Transplantationsprogrammen erforscht, so z.B. in der quantitativen
Evaluation von Autografts’® oder der Diagnose einer MRD nach autologer bzw.
allogener Stammzelltransplantation’"”2. Auch bei Patienten mit anderen Krebs-
arten”® sowie gesunden Probanden’ wurden mittels dieser Technik t(14;18)-
positive Zellen nachgewiesen. In der vorliegenden Studie wurde das Knochen-

mark sowie das periphere Blut der Patienten mit t(14;18)-positivem follikularen
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Lymphom im Verlauf und nach der Therapie mit Hilfe der ,nested“ PCR sowie der

Jreal-time“ PCR untersucht.

1.3 Studienziele

Die Fortschritte der molekularzytogenetischen Diagnostik’® werden in Zukunft
Grundlage der pratherapeutischen Diagnostik und der differenzialtherapeutischen
Entscheidungen sein und so die klinische und pathologische Diagnostik komple-
mentieren. Das molekulare Monitoring wahrend oder nach der Therapie und damit
die Evaluierung genauer Responsekriterien erganzt die bislang angewandten
Bildgebenden oder Laborverfahren und wird weitergehende Aussagen uber die
Prognose ermdglichen.

Im Vordergrund dieser Studie stand die Evaluation eines neuen, quantitativen
PCR Verfahrens mittels LightCycler® fiir die t(14;18)-spezifische MRD-Diagnostik
des follikularen Lymphoms. Besondere Aufmerksamkeit galt der Erfassung der
Sensitivitat, der Variabilitdt sowie der Linearitat aber auch der Assoziation mit
klinischen Parametern wie Krankheitsstadium, Tumorlast oder Unterschied
zwischen Knochenmark und peripherem Blut. Daruber hinaus sollten auf
molekularer Ebene die Wirksamkeit verschiedener Therapiemodalitaten bei neu-
diagnostizierten sowie rezidivierten Patienten mit follikularem Non-Hodgkin-
Lymphom bewertet werden.

Das langfristige Ziel ist die Optimierung der Behandlung dieser Patienten, um
hohere Ansprechraten, langere Krankheitsfreiheit, bessere Lebensqualitat und

eines Tages vielleicht die Heilung der Erkrankung zu erreichen.
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2. PATIENTEN UND METHODEN
2.1 Patienten
2.1.1 Einschlusskriterien

In die Untersuchung wurden insgesamt 52, in der Zeit von Juli 1999 bis Dezember
2002 behandelte Patienten, eingeschlossen. Die Patientencharakteristika konnen
Tabelle 1 entnommen werden. Patienten wurden aufgenommen, sofern sie
hinsichtlich der REAL-Klassifikation unter einem CD20-positiven follikularen
Lymphom litten sowie die t(14;18)-Translokation im peripherem Blut oder im
Knochenmark mittels ,nested® PCR nachweisbar war. Die Staging-Einteilung
richtete sich nach den Kriterien der Ann-Arbor-Klassifikation'” und die histolo-
gische Diagnose wurde von einem Referenzpathologen bestatigt. Die Patienten
gaben nach Aufklarung ihr Einverstandnis und die Studie wurde gemaf der Richt-

linien der Ethikkommission der Universitat Disseldorf durchgefuhrt.

2.1.2 Therapie

Die Patienten wurden in zwei Gruppen eingeteilt, je nachdem, ob bei ihnen erst-
malig ein follikulares Lymphom diagnostiziert wurde oder sie bereits mit konventio-
neller Chemotherapie vorbehandelt worden waren und nun ein Rezidiv erlitten. Die
Gruppe der Erstdiagnose-Patienten wurde im Rahmen einer Multicenter-Studie
behandelt und zwei unterschiedlichen Therapieregimen zugefihrt. Der eine Arm
bestand aus sechs Zyklen R/FM (Rituximab plus Fludarabin/Mitoxantron),
wahrend der zweite Arm die Behandlung mit drei Zyklen R/CHOP (R plus
Cyclophosphamid, Doxorubicin, Vincristin, Prednison), zwei Zyklen R/HAM (R plus
Hochdosis Cytosin-Arabinosid und Mitoxantron) und einem Zyklus Hochdosis-
R/BEAM (R plus Carmustin/Etoposid/Cytarabin/Melphalan) mit nachfolgender
peripherer Blutstammzelltransplantation (PBSZT) vorsah (Abb. 7).
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Tabelle 1: Patientencharakteristika

Patienten mit

Parameter Erstdiagnose Rezidiv

Anzahl 40 12
Alter

Median 54 50

Bereich 29-80 38 - 66
Geschlecht (M / W) 18 /22 715
Stadium

Il

1]

\Y 28
Knochenmarkinfiltration 23* 5**
(Histologie)
Splenomegalie 17
,»Bulky disease“ 15

Rezidivstatus

1. Rezidiv
2. Rezidiv
3. Rezidiv 1
Zeitraum zwischen Diagnose und
1. Rezidiv (Monate)
Median 31
Bereich 11 -100

Vorbehandlung mit zytotoxischer
Chemotherapie (Zyklen)

Median 7
Bereich 6—24
Vorbehandlung mit Radiatio 4

* 32 bzw. ** 9 Patienten wurden histologisch auf Knochenmarkbeteiligung untersucht
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STAGING | / RANDOMISATION

1 xFM 1 x CHOP
2 x FM+R 2 x CHOP+R
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2 x HAM+R —l

ABSZS
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CR/PR

'

1 x FM+R

v

BEAM+R
ABSZT

STAGING IV

'

.

(IF-Radiatio)
IFN-a

N

Abbildung 7: Therapieplan fur Patienten mit Erstdiagnose eines follikularen Lymphoms.

ABSZS = autologe Blutstammzellseparation; ABSZT = autologe Blutstammzelltrans-

plantation; IF = ,,involved field”
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Sofern es nach den verschiedenen Therapieschemata zu einer kompletten oder
partiellen Remission kam, war eine Erhaltungstherapie mit Interferon-a vorge-
sehen, die frGhestens vier Wochen nach der Transplantation eingeleitet wurde.

Die Rezidiv-Patienten dagegen erhielten zuerst R/HAM, gefolgt von Hochdosis-
R/BEAM und PBSZT. Der Antikdrper Rituximab (375 mg/m?) wurde jeweils einen
Tag vor Beginn der Chemotherapie verabreicht.

Die FM-Chemotherapie beinhaltete sechs Zyklen Fludarabin (25 mg/mz, Tage 1
bis 3) und Mitoxantron (10 mg/m?, Tag 1), die in vierwdchigem Abstand gegeben
wurden. Die ebenfalls alle vier Wochen durchgeflihrte CHOP-Chemotherapie be-
stand aus drei Zyklen Cyclophosphamid (750 mg/m?, Tag 1), Adriamycin (50
mg/m?, Tag 1), Vincristin (2 mg/m?, Tag 1) und Prednison (100 mg/m?, Tag 1 bis
5). Das dosiserhdhte HAM-Regime bestand aus Hochdosis-Cytarabin (2 g/m? in
12 h, Tag 1 bis 2) und Mitoxantron (10 mg/m%Tag, Tag 2 bis 3). Bei den neu-
diagnostizierten Patienten diente diese Kombination als Konsolidierungstherapie,
wahrend sie bei den rezidivierten Patienten zur Induktion einer Remission einge-
setzt wurde. In beiden Gruppen diente R/HAM in Kombination mit G-CSF (300
Mg/Tag) (Neupogen, Amgen, Thousand Oaks, CA, USA) der Stammzell-
mobilisierung.

Das Pratransplantations-Konditionierungs-Regime BEAM bestand aus Carmustin
(300 mg/m?, Tag -7), Etoposid (300 mg/m?, Tage -7 bis -4), Cytarabin (400 mg/m?,
Tage -7 bis -4) und Melphalan (140 mg/m?, Tag -3). 24 Stunden nach Beendigung
der Hochdosistherapie wurden autologe periphere Blutstammzellen (PBSZ) ohne
Zusatz eines hamatopoetischen Wachstumsfaktors reinfundiert. Ein Patient erhielt
nach nicht-myeloablativer Konditionierungstherapie mit Fludarabin (150 mg) und
totaler Korperbestrahlung (TBI, 2 Gy, ,single shot®) eine allogene PBSZ-Trans-

plantation von seinem HLA-identischen Bruder.
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2.1.3 Remissionskriterien

Eine klinisch komplette Remission (CR) erforderte eine vollstandige Ruckbildung
aller objektiven Krankheitsbefunde zum Zeitpunkt des Restaging mit volliger Ruck-
bildung vorbestehender Lymphknotenschwellungen sowie einer vorbestehenden
Hepatomegalie oder Splenomegalie. Zusatzlich musste eine weiterbestehende
Lymphominfiltration des Knochenmarks durch eine Knochenmarkbiopsie
ausgeschlossen und die Normalisierung des Blutbildes (Granulozyten > 1.500/pl,
Hb > 12 g/dl, Thrombozyten > 100.000/ul) gesichert werden. Die Patienten befan-
den sich in klinisch partieller Remission (PR), sofern sich das Blutbild normalisierte
und eine mehr als 50%-ige Ruckbildung aller messbaren und evaluierbaren
Lymphommanifestationen ohne Auftreten neuer Manifestationen vorlag.

Die Remissionskriterien mussten fur mindestens vier Wochen nach Abschluss
der Therapie erflllt sein. Traten nach einer CR von mindestens einem Monat
B-Symptome, neue oder initiale Tumorlasionen wieder auf, wurde dies als Rezidiv
definiert.
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2.2 Zellen
2.2.1 Arbeitsschritte
- Isolation der
Peripheres mononuklearen
Blut Zellen durch Knochenmark
Dichtegradienten-
' zentrifugation

-~ _ =

Extraktion der zellularen DNA mit der t(14;18)-Translokation

t(14;18) -Translokation

Amplifikation der t(14;18)-Translokation

1.Primerpaar

~ ~ e
Hybridisierungs-
= = - sonden
+ 2.Primerpaar
,hested T ,real-time“
PCR = i — PCR
\ /
spezifische Primer
v v
Signal des
N Referenzgens
[0]
N
Agarosegel- 3 \ im LightCycler®
Elektrophorese S N
L t(14;18)-
Signal
’ " T T T T T 1
Patienten- GroRen-
proben marker PCR-Zyklus

Abbildung 8: Experimentelles Vorgehen von der Probenentnahme bis zur PCR-Analyse.
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2.2.2 Probenentnahme

Primare humane mononukleare Zellen (MNC) wurden aus dem peripheren Blut
(PB) oder dem Knochenmark (KM) gewonnen. Den Patienten wurde Uber eine
Schmetterlingskantle 20 ml peripheres Blut abgenommen und in EDTA enthal-
tende Blutrohrchen gefiillt. Knochenmark wurde in der Regel aus dem hinteren
Beckenkamm entnommen. Die ubliche Menge betrug 10 ml Knochenmark, das mit
Heparin antikoaguliert wurde. Insgesamt wurden den Studienpatienten 159 Blut-

und Knochenmarkproben enthommen.

2.2.3 Dichtegradientenzentrifugation

Die mononuklearen Zellen (MNC) (Lymphozyten und Monozyten) aus dem peri-
pheren Blut und dem Knochenmark wurden durch eine Dichtegradienten-
zentrifugation gewonnen. Diese Methode macht sich die unterschiedliche Dichte
von Granulozyten, Erythrozyten und MNC zu eigen, um sie im Vollblut bzw.
Knochenmark voneinander zu separieren. Um Erythrozyten und Zelldetritus zu

entfernen, wurden zwei Dichtegradientenzentrifugationen hintereinander durchge-

fahrt.
® i

Plasma
Zellsuspension MNC
Lymphoprep

Lymphoprep

' Erythrozyten

Abbildung 9: Dichtegradientenzentrifugation. (A) Uberschichtung der Lymphoprep-
Flussigkeit mit der Zellsuspension. (B) Die Zentrifugation trennt die verschiedenen

Blutbestandteile entsprechend ihrer Dichte in unterschiedliche Phasen auf.
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Die Knochenmarkproben mussten hierzu jeweils mit 10 ml PBS (Biochrom, Berlin)
1:1 auf 20 ml verdinnt werden. In einem 50 ml-Falcon-Réhrchen (Greiner GmbH,
Solingen) wurden 8 ml Lymphoprep (Nycomed Pharma, Oslo, Norwegen) vorsich-
tig mit der Zellsuspension Uberschichtet (Abb 9a). Nach 30 min. Zentrifugation mit
500 g, wahrend der die Erythrozyten und Granulozyten der Schwerkraft entspre-
chend durch die Lymphoprep-Phase nach unten wanderten und pelletierten,
waren vier Phasen entstanden (Abb 9b). Mit einer Pipette wurde der MNC-
Interphasering unter dem Plasma abgezogen, in 10 ml PBS resuspendiert und die
Dichtegradientenzentrifugation wiederholt.

Es bildeten sich zwei Phasen, oben der Puffer und unten das gelblich-weil3e Zell-
pellet. War das Pellet noch rot gefarbt, befanden sich noch Erythrozyten darin, die
mit einem Lysepuffer (1000 ml Puffer enthielten 8,29 g NH4CI, 1,00 g KHCOs3,
0,0372 g Na-EDTA plus Aqua ad inject. ad 1000 ml) zerstért wurden. Nach Vor-
texen wurde das Gemisch 7 min. stehengelassen und anschlieRend mit 500 g
abermals zentrifugiert. Der Uberstand enthielt die im Lysereagenz aufgelGsten
Resterythrozyten und wurde abgeschuttet.

Nach einem anschlieRenden Waschvorgang in ca. 9 ml PBS, 10-minutiger Zentri-
fugation mit 500 g und Abschiitten des Uberstands wurde das MNC-Pellett mit
PBS auf 1 ml verdinnt. Abhangig von der mittels Zellzahler (Coulter Micro Diff Il,
Coulter Electronics, Krefeld) gemessenen Konzentration der MNC in der Suspen-
sion stellten wir ein Aliquot mit 5x10° Zellen her, das kurz zentrifugiert wurde
(1 min., 500 g) und nach Abpipettieren des Uberstands bei -20°C eingefroren

werden konnte.

224 DNA-Extraktion

In dieser Studie verwendeten wir MNC-Proben, da die Translokation nur in
Lymphozyten zu finden ist und die Dichtegradientenzentrifugation Erythrozyten
entfernt, deren Porphyrinverbindungen die PCR beeintrachtigen kénnen. Die Iso-
lierung der DNA aus den MNC erfolgte in der Regel automatisch mit Hilfe eines
Pipettierrobotors (MagNA Pure LC, Roche Diagnostics) und des ,MagNA Pure LC
DNA Isolation Kits 1“ (Roche Diagnostics). Gemass der Herstellerangaben wurden

5x10° MNC in 200 pl PBS suspendiert und in die Probenpatrone gegeben. In
31



Patienten und Methoden

einem automatischen Programm des Gerats wurde jede Probe mit 300 pl Lyse-
bzw. Bindungspuffer gemischt, in 100 ul Proteinase K inkubiert und in 150 pl einer
Suspension aus magnetischen Glaspartikeln Ubertragen. Nach drei Wasch-
vorgangen wurde die DNA in 100 pl Elutionspuffer eluiert und bei -20°C

eingefroren.

Zum Vergleich verschiedener Extraktionsmethoden extrahierten wir DNA auch
manuell mit dem ,QlAamp® DNA Mini Blood Kit* (Qiagen, Hilden). Die DNA-
Extraktionsprozedur umfasste drei Schritte: 1. Adsorption an die Saulenmembran,
2. Beseitigung von Ubriggebliebenen Verunreinigungen mit verschiedenen
Waschpuffern und 3. die Elution der reinen Nukleinsauren. Das Zentrifugieren der
Saulen fand jeweils bei Raumtemperatur mit 13.000 bzw. 5.000 g statt; hohere
Geschwindigkeiten konnten den DNA-Ertrag nicht steigern.

Zu Anfang wurden die aufgetauten Proben in den 1,5 ml Eppendorf-Gefalen
(Eppendorf, KéIn) kurz abzentrifugiert (10 sec., 5.000 g), der Uberstand verworfen,
ca. 200 ul PBS zugegeben und mit dem Pellet vermischt. Nun wurden die Zellen in
33 ul der Protease und 200 ul des AL Lysepuffers aufgenommen und durch 15-
seklndiges ,Vortexen® lysiert. Die Salz- und pH-Werte des Lysats stellten sicher,
dass die Proteinstrukturen ohne Beeintrachtigung der DNA zerstort wurden.
Danach wurden die Proben im Inkubator (Thermostat 5320, Eppendorf) auf 56°C
erwarmt, bis die Zellen nach 10 min. eine maximale Lyse erreichten. Eine langere
Inkubation hatte keinen Effekt auf Menge oder Qualitat der aufgereinigten DNA,
sie bewirkte im Gegenteil sogar eine DNA Degradierung. Nach kurzem
Abzentrifugieren (10 sec., 5.000 g) und Zugabe von 200 ul Ethanol (96 - 100%)
zur Fallung der DNA wurde wiederum 15 Sekunden ,gevortext” und kurz zentri-
fugiert (10 sec., 5.000 g). SchlieB3lich gaben wir 750 ul dieses Ansatzes auf die in
einem 2 ml Sammelréhrchen befindliche QlAamp®-Zentrifugationssaule, auf der
die DNA festhaftete, und zentrifugierten sie 1 Minute bei 13.000 g. Der Durchflufd
wurde verworfen, die Saule in ein neues Sammelrohrchen eingebracht und mit
500 pl des ersten Waschpuffers AW1 (enthielt 57% Ethanol) Gbergossen. Nach 1-
minutiger Zentrifugation bei 13.000 g und Verwerfen des Durchflusses wurde die
Saule erneut in ein Sammelrohrchen gestellt, 500 ul AW2 Puffer (enthielt 70%
Ethanol) zugegeben und 3 min. lang bei 13.000 g zentrifugiert. Die Kombination
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beider Waschpuffer, die im Vorfeld mit 96 - 100%igem Ethanol auf die entspre-
chenden Konzentrationen verdunnt worden waren, gewahrleistete eine hohe
Reinheit der eluierten DNA, wahrend die Waschbedingungen eine komplette
Entfernung der Ubrigen Verunreinigungen ohne Beeintrachtigung der DNA-
Membran-Bindung bewirkten. Um auch den restlichen Puffer zu entfernen, wurde
in einem neuen Sammelréhrchen nochmals 1 min. bei 13.000 g zentrifugiert.
Anschlie®end inkubierten wir die trockene Saule fir 5 min. mit 70 ul des AE
Elutionspuffers in einem Eppendorf Gefal. Nach 1-minutiger Zentrifugation mit
5.000 g wiederholten wir den Schritt mit 50 ul des AE Puffers in einem weiteren
Eppendorf-Gefall. Schlieldlich erhielten wir zwei Eluate aufgereinigter Nuklein-

sauren, die bei -20°C gelagert werden konnten.

2.2.5 Spektralphotometrische DNA-Konzentrationsbestimmung

Bei der Spektralphotometrie wird die Lichtschwachung (Extinktion) gemessen, die
bei konstanter Wellenlange des Lichts von den Eigenschaften der Substanz im
Strahlengang abhangt. Die DNA-Konzentration des Eluats wurde im Spektral-
photometer (Lambda EZ210, PerkinElmer, Rodgau-Jigesheim) bei einer Ab-
sorption von 260 nm (Absorptionsmaximum von Nukleinsauren) analysiert.

Das Spektralphotometer besitzt zwei Messkanale; zur Kalibrierung wurden beide
mit Klvetten besetzt, die autoklaviertes Wasser enthielten. Fur die Konzen-
trationsmessung verdunnten wir die DNA 1:200 mit autoklaviertem Wasser (4 ul
DNA auf 796 ul Wasser) und beflllten damit eine der Klvetten, die vor jeder
Messung mit Ethanol gereinigt und mit autoklaviertem Wasser nachgespult wurde.
Die Optische Dichte (OD) einer Probe bei einer Wellenlange von 260 nm ist
definiert als der Extinktionswert, der sich durch Absorptionsmessung der Probe in
einer 1 cm Kuvette ergibt. Bei doppelstrangiger DNA ergibt sich aus empirischen

Werten fiir eine OD von 1 eine DNA-Konzentration von 50 pg/ml bzw. 0,05 ng/pl’®.
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Die Konzentration ¢ ergab sich dann wie folgt aus der Messung:

c [DNA] = OD260nm (gemessen) x 0,05 ng/ul x Verdinnung

Bsp. fur OD260nm = 0,0250:

¢ [DNA] = 0,0250 x 0,05 ng/ul x 200 = 250 ng/yl

Als Grundlage diente das Lambert-Beer'sche Gesetz.

Lambert-Beer sches Gesetz: E=excxd

Das Lambert-Beer'sche Gesetz beschreibt die Tatsache, dass die Extinktion E
einer Probe linear von der Konzentration ¢ der gelésten Substanz und von der
Schichtdicke d der Kuvette abhangt. Der molekulare Extinktionskoeffizient € stellt
die Extinktion dar, die eine Losung von 1 mol/l bei 1 cm Schichtdicke hatte und ist
fur jede Substanz und Wellenlange charakteristisch. Bei konstanter Schichtdicke d
ist die Extinktion E daher proportional zur Konzentration ¢ der Losung. Da die
Schichtdicke d der Klvetten standardmafig 1 cm ist, ist die Extinktion E gleich der
optischen Dichte.

Um festzustellen, ob Verunreinigungen vorlagen, wurde die OD zusatzlich bei 280
nm Wellenlange (Absorptionsmaximum von Proteinen) gemessen, und der
Quotient aus OD260nm/OD280nm bestimmt. Dieser sollte bei reiner DNA etwa
1,8 betragen. War der Wert kleiner, so lag mdglicherweise eine Verunreinigung

durch Proteine vor. Hohere Werte wiesen auf eine DNA-Denaturierung hin.
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2.3 ,Nested“ PCR

231 Qualitative t(14;18)-spezifische PCR

Primer-Sequenzen:

1. Schritt:

MBR1: 5'- CAG CCT TGA AAC ATT GAT GG - 3'
MBR2: 5'- ACC TGA GGA GAC GGTGACC -3
2. Schritt:

MBR3: 5-TAT GGT GGT TTGACC TTT AG 3'
MBR4: 5'-ACC AGG GTGCCTTGG CCCCA -3

Mit der von Gribben et al*? beschriebenen ,nested“ Primer-PCR wurde geno-
mische DNA spezifisch fir die MBR des bcl-2/IgH-Fusionsgens amplifiziert. Die
PCR wurde mit Hilfe des ,HotStar Tag DNA Polymerase Kit* (Qiagen) durch-
gefuhrt, der bis auf die Primer (Interactiva, Ulm) alle bendtigten Reagenzien lie-
ferte. Gemall dem erwahnten Zwei-Schritt-Verfahren (vgl. Einleitung) wurde die
DNA in zwei nacheinander ablaufenden PCRs a 35 Zyklen vervielfaltigt. Zuerst
wurde 1 pg der DNA jeder Probe mit H,O auf 30 pl aufgefullt und im entsprechend
den Herstellerangaben angefertigten Ansatz mit einem ,Mastercycler personal®
PCR-System (Eppendorf) amplifiziert. Jeder PCR-Zyklus bestand aus einer 1-
minutigen Denaturierung bei 95°C, einer 1-minutigen ,Annealing“-Phase bei 57°C
sowie einer 1-minudtigen ,Extension® bei 72°C. Der letzte Kettenverlangerungs-
schritt war auf 10 min. verlangert, um eine komplette Synthese der amplifizierten
DNA sicherzustellen. Jeweils 5 pl dieser PCR-Produkte wurden im zweiten Schritt
unter gleichen Bedingungen mit dem zweiten Primerpaar reamplifiziert mit der
Modifikation, dass als ,Annealing“-Temperatur 54°C gewahlt wurde.

In einem ,Spiking“-Experiment bestimmten wir die Sensitivitat sowohl der ,nested”
PCR als auch der RQ-PCR mit der t(14;18)-positiven Zell-Linie K422 (DSMZ,

Deutsche Sammlung flr Mikroorganismen und Zellkulturen, Braunschweig).
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Hierzu wurden 5x10° bis 5 K422-Zellen in Zehner-Verdiinnungsstufen mit jeweils
10° t(14;18)-negativen MNC vermischt und die DNA nach der Extraktion mit
beiden PCR-Verfahren untersucht.

2.3.2 Agarosegel-Elektrophorese

Die spezifischen Syntheseprodukte wurden mittels einer 2%igen Agarosegel-
Elektrophorese nachgewiesen. Hierzu wurden 5 g Agarose (Roth, Karlsruhe) zu
einem Endvolumen von 250 ml in 1x TBE Puffer (6x TBE Ansatz: 108 g Tris, 55 g
Borsaure, 9,3 g EDTA auf 2 Liter destilliertes Wasser) durch Erhitzen in einem
Mikrowellengerat geldst, 150 ul Ethidiumbromid (500 upg/ml) zugegeben und bis
zum Verfestigen des Gels stehen gelassen. 15 pl PCR-Produkt wurden mit 3 ul 6x
Auftragspuffer (Blue/Orange Loading Dye 6x) versetzt und 18 pl davon
aufgetragen. Die Elektrophorese wurde mit 135 V etwa 1,5 Stunden lang durch-
gefluhrt.

Das Amplifikat wurde entsprechend seiner Lange elektrophoretisch im Agarosegel
aufgetrennt und konnte aufgrund der Ethidiumbromid-Farbung fluoreszenzoptisch
im UV-Licht nachgewiesen werden. Die Ablichtung der Agarosegel-Banden
erfolgte auf einem UV-Tisch mit der Quantity One Software 4.0.3 (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, U.S.A.). Anhand eines GroRenmarkers (100 bp-Marker)
wurde die GrofRe der entstandenen Banden bestimmt. So konnten in Abhangigkeit
vom Patienten spezifische Banden zwischen 150 und 350 Basenpaaren nach-

gewiesen werden.
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24 Quantitative ,,real-time“ PCR

2.4.1 Aufbau des LightCyclers®

Luftzufuhr zur Erwarmung
‘ bzw. Kiihlung

Heizspirale
20 pl Kapillare

S Probenkarussell

U Fluorimeter-
— Steuerung
|

{ Heizkammer .
Motor zur ;;\\\ |
Probenpositionierung  \/entilator é | =
T A m e

Filter a | . ___=—

N ! !

Lichtquelle Photosensoren Fluorimeter

Abbildung 10: Schematischer Aufbau der LightCyclers®.
modifiziert nach Roche Diagnostics (Bedienungsanleitung)

Als grundsatzliches Merkmal des LightCyclers® erméglicht die Kombination aus
Thermocycler und Fluorimeter, Daten schon wahrend der laufenden PCR in ,real-
time“ anzuzeigen und zu analysieren. Das Probenkarussell (Roche Diagnostics)
als zentrales Element fasst 32 Proben in Glaskapillaren (Roche Diagnostics), die
als Kivetten fir die fluorimetrische Bestimmung der gebildeten PCR-Produkte
dienen. In der thermischen Kammer sorgt ein Ventilator fir die gleichmaRig
schnelle Ausbreitung der von der Heizspirale in die Kammer geblasenen Luft. Die
Energiequelle der optischen Fluoreszenzkomponente besteht aus einer blauen
Diode, deren Licht mittels einer Spezialoptik auf 1 mW bei 470 nm Wellenlange
gefiltert wird, das in der Folge auf die einzelnen Proben in den Glaskapillaren
fokussiert wird. Bei Vorliegen spezifischer PCR-Produkte bewirkt das einfallende
Licht einen FRET zwischen den verwendeten Hybridisierungssonden, wobei Licht-
emissionen bestimmmter Wellenlangen (530 nm, 640 nm (hier verwendet) oder

710 nm) in drei verschiedenen Detektionskanalen analysiert werden kénnen.
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24.2 Quantitative t(14;18)-spezifische PCR
Hybridisierung Far die quantitative t(14;18)-
spezifische PCR wurde der
j \_ ,LightCycler® t(14;18) Quanti-
L E1 [ [E2 | | E3MBR [ Ju | fication Kit (MBR)* (Roche
m :ev_erse Diagnostics) verwendet. Die-
primer primer ser ist darauf ausgelegt,
Patienten-DNA mit der fur die
Abbildung 11: Lokalisation der Amplifizierungs- Translokation t(14;18)-spezifi-
primer und der Hybridisierungssonden. schen MBR nachzuweisen.
E1l-E3=Exon 1-3von Chromosom 18 Als Referenzgen wurde das
JH = 1gH-Segment von Chromosom 14 Gen fur tPA (,tissue plasmi-

nogen activator) im gleichen
PCR-Lauf aber in einer separaten Kapillare amplifiziert. Das tPA-Reaktionsprodukt
diente als Kontrolle fur die PCR-Reaktion und als Referenzgen fur die relative
Quantifizierung.
32 Glaskapillaren wurden zu Beginn in die Metalladapter (Roche Diagnostics) des
auf 4°C vorgekuhlten Kihlblocks platziert. Alle Reagenzien des t(14;18)-Kits wur-
den von —25°C auf Eis aufgetaut und anschlieend in der auf 4°C gekuhlten Zen-
trifuge kurz bei 100 g abzentrifugiert. Zur Zubereitung der Reaktionspuffer verwen-
deten wir zwei lichtundurchlassige 2 ml Eppendorfgefal’e (Eppendorf), je eins fur
den MBR- und den tPA-Puffer. Die Mischung der ,FastStart“-Enzymlésung mit 70
Ml der Reaktionsmischung ergab das ,Hot Start Reaktionsgemisch, fortan als
Enzym ,Master Mix“ bezeichnet.
85 ul des autoklavierten Wassers, 40,8 ul Magnesiumchlorid (25 mmol/l) sowie 34
ul des ,Master Mixes“ wurden jeweils unter Mischen in die beiden Eppendorf-
gefalle gegeben. Nach Zugabe von je 95,2 ul der beiden Detektionslésungen (fur
t(14;18) und das Referenzgen tPA) in die entsprechenden MBR- und tPA-Puffer
wurden die Eppendorf Gefalte ebenfalls in den Kuhlblock gestellt, um sie vor Licht
und Erwarmung zu schitzen. Jeweils 15 ul der beiden Reaktionspuffer und 5 pl
der entsprechenden Probe konnten nun gemal dem Protokoll in die entsprechen-

den Kapillaren pipettiert werden.
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Tabelle 2: Zusammensetzung des Reaktionsansatzes

fiir 1 Kapillare fiir 16 Kapillaren

Puffer |H,0O 5,0 pl 85,0 ul

MgCl, (25 mmol/l) 2,4 4l 40,8 pl

Master Mix 2,0l 34,0 ul

Detektionslosung (MBR o. tPA) 5,6 pl 95,2 pl

Gesamt: Ansatz 15,0 pl 255,0 pl
Probe |Extrahierte DANN 5,0 pl

Reaktionsansatz 20,0 yl

Die ersten vier Proben (Positionen 1 bis 4) enthielten die MBR-Kalibrator DNA, die
aus der t(14;18)-positiven DOHH2 Zell-Linie stammte. Der Kalibrator diente als
Positivkontrolle sowie fir die nachfolgende Quantifizierung. Fur die Negativ-
kontrollen auf den Positionen 29 bis 32 verwendeten wir je 5 ul steriles Wasser,
wahrend die restlichen Kapillaren (Positionen 5 bis 28) die DNA der sechs Patien-
tenproben aufnahmen. Damit sich nun Puffer und Probe vermischten, wurden alle
32 Glaskapillaren in den Metalladaptern zentrifugiert (100 g, ca. 9 sec.) und
schlieflich in das Lightcycler-Karussell (Roche Diagnostics) eingesetzt.

Die PCR wurde mit der ,Hot Start® Methode begonnen, in der die ,FastStart® Taq
DNA Polymerase wahrend einer 8-minutigen Inkubation bei 95°C aktiviert wurde.
Es folgten 45 Amplifikationszyklen mit jeweils 10 sec. Denaturierung bei 95°C, 10
sec. ,Annealing“ bei 54°C und 20 sec. Kettenverlangerung bei 72°C. Am Ende des
Laufs wurden die Proben auf 40°C abgekuhlt. Abbildung 12 zeigt exemplarisch

einen der LightCycler®-Laufe mit mehreren t(14;18)-positiven Proben.

39




Patienten und Methoden

##LightCycler Data Analysis (Administrator) - |ﬁ' 1[
File GQuartification Repart  ‘Windaw  Help

%#Quantification: ZMBR27.02.028; F2/F1; Amplifikation seg 2
Analpsis—————————————— Baseline Adjustment———— —Analysiz Note:

¢~ Mone

& Aiithmetic
" Proportional
" Mormalized il

" Fit Paints

' Second Derivative Maximum

Step 1: Bassline | Step 2 Andlysis |

=

0,22+

N
MER D543 0.2+ tPA-Kalibrator
MER

tPADE4Z  0D00E+00
R 0.000E +00
MER D579 D.00CE+D0 24, 1 tPA-Probe
MER 0.000E +00
FPADE?  0OO0E+00
1PA, 0.000E+00
MBR DE15 0.000E+00
MER

tPADETS  0.000E+00
tPA

=
ro
|

o
1

Fluorescence [F2/F1)

MBR-Kalibrator

o

=}

@
|

0.000E +00
MBR DE4D  0.ODDE+00
MER 0.000E 00
tPADE4D  0.0DDE+D0
tPA 0.000E +00
MBR D679 |
D.ODOE+00 34, :
D.000E+00 22 MBR-Probe
0.000E +00 i

I 0 [
20 25
Cycle Number

Abbildung 12: ,,Real-time* PCR-Analyse der Translokation t(14;18) im LightCycler®.
Dargestellt sind die MBR- und tPA-Fluoreszenzkurven der Kalibratoren sowie einer

positiven Probe aus einem reprasentativen Experiment im Doppelansatz.

2.4.3 Relative Quantifizierung

Die relative Quantifizierung diente dazu, Effizienzschwankungen der PCR sowie
Unterschiede in der Qualitat und Quantitat der einzelnen DNA-Proben zu kompen-
sieren. Mit Hilfe eines Translokation-positiven Kalibrators, der bei jedem PCR-Lauf
amplifiziert wurde, konnten unabhangig von der Effizienz der jeweiligen RQ-PCR
t(14;18)-Werte aus separaten Laufen miteinander verglichen werden. Zur Normali-
sierung probenspezifischer Unterschiede bezlglich Menge und Gute der DNA
wurde das in jeder Zelle vorkommende tPA-Gen parallel zum MBR-Ansatz jeder

Probe amplifiziert.

40



Patienten und Methoden

Bei jedem Zyklus wurde die Fluoreszenz im LightCycler® gemessen. Dieses Sig-
nal war direkt proportional zur Menge an gebildeter DNA und stieg wie auch die
Menge an DNA exponentiell bis zum Erreichen eines Maximums an. Als Mal} fur
die Menge der t(14;18)- bzw. tPA-Kopien diente der,Crossing Point* (CP). Der fur
jede Probe spezifische CP war der Zyklus, in dem die zweite Ableitung der Fluo-
reszenzkurve ihr Maximum beschrieb. Die Relative Quantification Software
(Roche Diagnostics) verglich die ermittelten ,,Crossing Points® der Proben mit de-
nen der Standards und berechnete daraus den relativen MBR/tPA-Quotienten: Die
probenspezifische Menge an t(14;18)-Kopien wurde Uber das Verhaltnis der
t(14;18)-Kopien zu den tPA-Kopien angegeben. Dieser Quotient wiederum wurde
zu dem t(14;18)/tPA-Quotienten des Kalibrators in Verhaltnis gesetzt. Setzte man
den Quotienten des DNA-Kalibrators auf den Wert 1 fest, bedeutete ein Proben-
spezifischer Quotient von z.B. 10 demnach, dass in der Probe bezogen auf tPA
eine zehnmal héhere t(14;18)-DNA Menge vorlag als in der Kalibrator-DNA. Diese
relative Quantifizierung ermoglichte eine gleichbleibende Kalibrierung zwischen

verschiedenen PCR-Laufen.

2.5. Statistische Auswertung

Alle klinischen und im Labor bezogenen Daten wurden unter Verwendung kom-
merziell erhaltlicher Computerprogramme (EXCEL XP und SPSS Version 10.0)
mit gelaufigen statistischen Methoden ausgewertet. Aus den erhaltenen Daten
wurden Mittelwerte, Mediane und Standardabweichungen berechnet. Signifikante
Unterschiede bezuglich der t(14;18)/tPA-Quotienten verschiedener Patienten-
gruppen wurden mit dem U-Test nach Mann und Whitney ausgearbeitet. Als signi-
fikant wurde ein p-Wert von p < 0,05 betrachtet. Der Variationskoeffizient wurde

durch das Verhaltnis von Standardabweichung zu Mittelwert berechnet.
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3. ERGEBNISSE

3.1 Eigenschaften der t(14;18)-spezifischen quantitativen

,real-time“ PCR mit dem LightCycIer®
3.1.1. Sensitivitat der RQ-PCR

Zunachst stellte sich die Frage, welche Sensitivitat die RQ-PCR aufweist und ob
diese vergleichbar mit der ,nested” PCR ist. Unklar war ebenso der Einfluss der
Extraktionsmethode (manuell versus automatisiert mit MagnNA Pure) auf die
Sensititvitat der PCR.

Aus diesem Grund flhrten wir ,Spiking“-Experimente mit K422-Zellen durch, in
denen die t(14;18)-positiven Zellen in Zehner-Verdiinnungsstufen von 5x10° bis 5
mit jeweils 10° t(14;18)-negativen MNC vermischt wurden. Die DNA wurde jeweils
manuell mit dem Qiagen-Kit sowie automatisch mit dem MagnNA Pure LC-
Pipettierrobotor (Roche Diagnostics) extrahiert. AnschlieRend untersuchten wir die
DNA sowohl mit der ,nested“ PCR als auch mit der RQ-PCR im LightCycler® auf
t(14;18)-Positivitat und verglichen die Sensitivitat.

Nach Extraktion mit MagNA Pure konnten in der herkdbmmlichen ,nested” PCR 5
t(14;18)-positive Zellen in 5x10° normalen MNC nachgewiesen werden (Abb. 13).
Dies entspricht einer Sensitivitat von 10°.

Der LightCycler® hingegen detektierte 50 t(14;18)-positive Lymphomzellen in
5x10° normalen Zellen, was einer Sensitivitat von 10 entspricht (Abb. 14). Dies
bedeutet, dass die ,nested* PCR um eine ganze Zehnerpotenz sensitiver ist als
die ,real-time“ PCR.
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Abbildung 13: Agarosegel-Elektrophorese nach ,,nested PCR* der K422-Verdinnungen.
10-fache Verdiinnungen von 5x10° bis 5 der t(14;18)-positiven K422 Zellen in 5x10°
normalen MNC wurden nach MagNA Pure Extraktion in der ,,nested“ PCR in Doppel-
bestimmung amplifiziert. Die t(14;18)-positiven PCR-Produkte bilden auf dem Gel
spezifische Banden zwischen 100 und 200 bp.

M: 100-Basenpaarmarker
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Abbildung 14: ,Real-time* PCR der K422-Verdinnungen im LightCycler®. 10-fache
Verdiinnungen von 5x10° bis 5 der t(14;18)-positiven K422 Zellen in 5x10° normalen
MNC wurden nach MagNA Pure Extraktion im LightCycler® in Doppelbestimmung

amplifiziert. Die PCR-Fluoreszenz-Kurven sind entsprechend der Verdinnung
gekennzeichnet.

Der Vergleich des automatischen MagNA-Pure-Extraktionsverfahrens mit der
manuellen Qiagen-Extraktion zeigte eine annahernd gleiche Sensitivitat (Abb. 15),
so dass aufgrund der einfacheren und schnelleren Durchfuhrbarkeit alle weiteren
Experimente mit dem MagNA Pure LC-Robotor durchgefthrt wurden.

Die Ergebnisse der Sensitivitatsmessungen sowie des Vergleichs der Extraktions-
verfahren sind in Tab. 3 zusamengefasst.
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Abbildung 15: Einfluss verschiedener Extraktionsverfahren auf die PCR-Sensitivitat.
10-fache Verdiinnungen von 5x10° bis 5 der t(14;18)-positiven K422 Zellen in 5x10°
normalen MNC wurden nach DNA-Extraktion mit MagNA Pure oder Qiagen im
LightCycler® gestestet. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen der
in der RQ-PCR gemessenen t(14;18)/tPA-Quotienten aus drei Experimenten.

Tabelle 3: Sensitivitat mit verschiedenen PCR- und Extraktionsmethoden.

LightCycler® ,nested“ PCR
MagNA Pure 10-5 10-6
Qiagen 10-5 10-5
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3.1.2 Linearer Messbereich

Mit dieser Analyse gingen wir der Frage nach, ob die quantitative PCR-Methode
mit dem LightCycler® iber alle DNA-Konzentrationsbereiche hinweg vergleichbare
Resultate liefert, sprich linear ist, oder ob das Verfahren unter- oder oberhalb
bestimmter DNA-Konzentrationen die Menge an t(14;18)-positiven Zellen Uber-
oder unterschatzt.

Der lineare Messbereich wurde mit Hilfe von DNA aus 1x10° K422-Zellen
bestimmt. Die DNA wurde seriell 1:10 in MS-2 Phagen-RNA verdinnt und in der
RQ-PCR amplifiziert. Der Vergleich der geschatzten Werte mit den Messwerten
ergab einen Korrelationskoeffizienten von r = 0,99 (Abb. 16). Der lineare Mess-
bereich der Methode befand sich zwischen den ,Crossing Points“ 23 und 37 und
deckte einen vier Zehnerpotenzen umfassenden Bereich ab, was Verdunnungen
zwischen 10° und 10 der urspriinglichen Probe entsprach. Oberhalb Verdiin-

nungen von 10 wurde die Menge an t(14;18)-positiven Zellen Uberbewertet.
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Abbildung 16: Linearer Bereich der Amplifizierung. DNA aus 1x10° K422-Zellen wurde
1:10 in MS-2 RNA verdunnt und in der RQ-PCR amplifiziert. Die Proben wurden in zwei

verschiedenen Experimenten analysiert. Dargestellt sind die geschatzten Werte und Mittel-
werte.
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3.1.3 Grenze der Quantifizierung

Fir die Bestimmung der Quantifizierungsgrenze mit der RQ-PCR wurde DNA aus
5x10° Zellen aus fiinf MBR-positiven Patienten in vier aufeinanderfolgenden
Schritten 1:3 in MS-2 RNA verdiinnt und im LightCycler® tiberpriift. Bis zu einer
Verdinnung von 1:9 (Abb. 17) konnte ein positives Signal gemessen werden. Bei
einer Verduinnung von 1:3 war der mediane t(14;18)/tPA-Quotient zweimal groRer
und bei einer Verdunnung von 1:9 dreimal grof3er im Vergleich zur unverdunnten
DNA. Dies zeigt, dass die t(14;18)/tPA-Quotienten bei niedrigeren DNA-Ausgangs-

konzentrationen etwas zu hoch ausfallen.
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Abbildung 17: Grenze der Quantifizierung. DNA aus 5x10° t(14;18)-positiven Zellen
wurde mit MS-2 Phagen RNA 1:3 verdunnt und in der RQ-PCR analysiert. Dargestellt sind

die Ergebnisse mit Proben von fiinf MBR-positiven Patienten.
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3.1.4 Intra- und Inter-Test-Variabilitat

Zur Einschatzung der Reproduzierbarkeit der RQ-PCR wurde Uberpruft, ob identi-
sche Proben, die parallel im gleichen Lauf (Intra-Test) oder nacheinander in ver-
schiedenen Laufen (Inter-Test) analysiert wurden, zu unterschiedlich gemessenen
t(14;18)-Mengen flhrten.

Zur Uberpriifung der Intra-Test-Variabilitat wurden je sechs Replikate von zwei
Patientenproben dreimal im selben Versuch quantifiziert. Dabei rangierte der
Variationskoeffizient innerhalb einer Untersuchung zwischen 0,12 und 0,44
(Median 0,16) (Abb. 18a). Die Inter-Test-Variabilitat wurde mit je sechs Replikaten
zweier Patientenproben in drei separaten LightCycIer®—Léufen uberpruft. Der
mediane Variationskoeffizient zwischen unterschiedlichen Untersuchungen lag bei
0,22 (Bereich 0,08 — 0,45) (Abb. 18b).
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Abbildung 18: Intra- und Inter-Test-Variabilitat. Je sechs Replikate zweier Proben wur-
den dreimal im selben Versuch (A) bzw. in drei separaten RQ-PCRs (B) auf t(14;18)-
positive Zellen getestet. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen der
t(14;18)/tPA-Quotienten sowie die jeweiligen Variationskoeffizienten.
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3.2 Klinische Evaluation der RQ-PCR mit dem LightCycler®

3.21 Quantifizierung der t(14;18)-positiven Zellen im Knochenmark und

peripheren Blut von Patienten mit follikularem Lymphom

Zunachst untersuchten wir, ob sich die Menge an t(14;18)-positiven Zellen bei
Patienten mit follikularem Lymphom im Knochenmark (KM) oder peripheren Blut
(PB) unterscheidet. Daher wurde auf der Grundlage von 126 gepaarten Proben,
die 51 Patienten zum jeweils gleichen Zeitpunkt aus KM und PB entnommen wor-
den waren, eine intraindividuelle Quantifizierung der t(14;18)-positiven Zellen
durchgefuhrt. Die beiden Proben wurden vor Beginn der Therapie, also zu Zeit-
punkten mit hoher Tumorlast, sowie wahrend der Therapie zu Zeitpunkten niedri-
ger Tumorlast abgenommen. Aus diesem Grund schwankten die t(14;18)/tPA-
Quotienten der KM-Proben zwischen 0,00 und 0,27, wahrend die Quotienten der
PB-Proben im Bereich von 0,00 bis 0,055 lagen. 68 der gepaarten Proben aus KM
und PB waren in der RQ-PCR in beiden Kompartimenten negativ. Im Hinblick auf
die verbleibenden 58 gepaarten Proben mit mindestens einem positiven RQ-PCR-
Wert im KM oder PB zeigte die intraindividuelle Quantifizierung eine vergleichbare
Menge an Tumorzellen im KM und PB (Median 0,0010 versus 0,00075) (Abb.
19a). Nur in Proben mit t(14;18)/tPA-Quotienten unter 0,0003 wurden relevante
Unterschiede zwischen den beiden Kompartimenten gefunden. Dort resultierte die
Abweichung aus der PCR-Negativitat einer der beiden gepaarten Proben. Der
Vergleich zwischen gepaarten Proben, die beide t(14;18)-positiv waren, ergab ei-

nen Korrelationskoeffizienten von r = 0,89 (Abb. 19b).
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Abbildung 19: Intraindividuelle Evaluierung der Menge t(14;18)-positiver Zellen im
KM und PB. (A) t(14;18)/tPA-Quotienten in 58 gepaarten, zeitgleich entnommenen KM-
und PB-Proben. Mediane sind durch horizontale Balken gekennzeichnet.

(B) Korrelationsanalyse der t(14;18)/tPA-Quotienten in KM und PB.
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3.2.2 Krankheitsstatus und Patientencharakteristika in Bezug auf die
Mengen t(14;18)-positiver Zellen im KM und PB

Eine der zentralen Fragen dieser Arbeit war, inwiefern der Nachweis und die Men-
ge der Translokation-positiven Zellen mit herkdmmlichen klinischen oder histo-
pathologischen Parametern korreliert. Dazu wurde die Krankheitsphase (Erstdiag-
nose, Rezidiv), der Remissionsstatus, das Krankheitsstadium, das Geschlecht, der
Nachweis groRRer Lymphknotenverwachsungen sowie die KM-Morphologie der

Patienten mit der Menge t(14;18)-positiver Zellen in Bezug gesetzt.

3.2.2.1 Zusammenhang mit Krankheitsphase und Remissionsstatus

Die Proben wurden den Patienten sowohl vor der Therapie (Erstdiagnose bzw.
Rezidiv) als auch wahrend oder nach der Therapie in klinisch partieller oder kom-
pletter Remission entnommen. Es konnten signifikant unterschiedliche
t(14;18)/tPA-Quotienten zwischen Patienten in unterschiedlichen Krankheits-
phasen festgestellt werden (Abb. 20). Die héchste Menge an t(14;18)-positiven
Zellen im KM oder PB wurde zum Zeitpunkt eines Rezidivs gemessen. Deutlich
wurde dies durch einen zehnmal hdéheren medianen t(14;18)/tPA-Quotienten als
bei Patienten zum Zeitpunkt der Erstdiagnose. Zusatzlich hatten Patienten mit
Rezidiv eine signifikant hohere Anzahl t(14;18)-positiver Zellen im KM und PB
verglichen mit Patienten in CR (p = 0,002 fur KM; p = 0,001 fur PB) oder PR (p =
0,03 fur PB). Ebenso der Vergleich zwischen Patienten in CR mit Patienten in PR
zeigte, dass Patienten in PR einen hoheren medianen t(14;18)/tPA-Quotienten im
PB hatten (p = 0,02).
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Abbildung 20: Assoziation der t(14;18)/tPA-Quotienten mit der Krankheitsphase.
t(14;18)/tPA-Quotienten von 52 Patienten zum Zeitpunkt der Diagnose, des Rezidivs

sowie partieller (PR) oder kompletter Remission (CR). Horizontale Balken kennzeichnen

die medianen t(14;18)/tPA-Quotienten. Schwarze Rauten entsprechen den in der ,,nested*

PCR positiven Proben, weiRe Rauten den in der ,,nested” PCR negativen Proben.
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3.2.2.2 Zusammenhang mit dem Krankheitsstadium

Bei 33 neu-diagnostizierten Patienten wurde die Menge an t(14,18)-positiven Zel-
len im KM und PB mit dem Krankheitsstadium in Bezug gesetzt. Der mediane
Wert von Patienten im Stadium IV war hoher als der der Patienten in den Stadien
[l und Ill, und zwar in beiden Kompartimenten, KM (0,00015 versus 0, p = 0,276)
und PB (0,00012 versus 0, p = 0,458) (Abb. 21).
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Abbildung 21: Assoziation der t(14;18)/tPA-Quotienten mit dem Krankheitsstadium.
(Kennzeichnungen entspr. Abb. 20)
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3.2.2.3 Zusammenhang mit dem Geschlecht

Ein Uberraschendes Ergebnis stellte der Vergleich der t(14;18)-positiven Zellen
zwischen Mannern und Frauen dar. Zum Zeitpunkt der Diagnose konnten bei
Mannern hohere t(14;18)/tPA-Quotienten gemessen werden als bei Frauen (KM
Median 0,00027 versus 0, p = 0,056) (Abb. 22). Dieses Ergebnis war grenzwertig
signifikant.

3.2.2.4 Zusammenhang mit einer ,bulky disease*

Ferner untersuchten wir an 30 Patienten, ob die Menge an t(14;18)-positiven Zel-
len im KM vom Vorhandensein grof3er Lymphknotenpakete (,bulky disease®)
abhangt. Interessanterweise zeigten Patienten mit ,bulky disease” geringere
Werte an t(14;18)-positiven Zellen (Median 0) als solche ohne (Median 0,00012,

p = 0,434) (Abb. 23).

3.2.25 Zusammenhang mit der KM-Morphologie

Zum Vergleich der RQ-PCR Ergebnisse mit den Daten der KM-Morphologie wurde
die Menge t(14;18)-positiver Zellen von 25 Patienten, bei denen zur gleichen Zeit
eine histopathologische Untersuchung vorlag, analysiert. Entsprechend der histo-
pathologischen Ergebnisse war die Menge Translokation-positiver Zellen in den
KM-Proben mit nachgewiesener KM-Infiltration héher (Median 0,00021) als in
histologisch negativen Proben (Median 0) (Abb. 24). Bemerkenswert war, dass
60% der Patienten mit histologisch diagnostizierter KM-Beteiligung ebenso quanti-
fizierbare Mengen an zirkulierenden bcl-2-positiven Zellen aufwiesen. Hier
konnten t(14;18)/tPA-Quotienten im Bereich zwischen 0,00003 und 0,055 (Median

0,00019) gemessen werden.
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Abbildung 22: Assoziation der t(14;18)/tPA-Quotienten im KM zum Zeitpunkt der
Erstdiagnose mit dem Geschlecht. (Kennzeichnungen entspr. Abb. 20)
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Abbildung 23: Assoziation der t(14;18)/tPA-Quotienten im KM mit der Diagnose einer
»bulky disease”. (Kennzeichnungen entspr. Abb. 20)

55



Ergebnisse

1+

KM R .
g 01 .
© .
2
g 0,01 i
<
9;
© 0,001 .
< 0,00021 .
= 0,0001-
[}
=
©
o 000001~
4 Neg.
Neg. SO0 000 0 OCee 0000
KM Histologie KM Histologie
pos. neg.
1 _
PB
§ o
3 $
.
S’.E 0,01 -
2 $
© 0,001 - .
ng $0.000185
T 0,0001 *
2 $
©
®  0,00001 -
Neg.
Neg. 606600606 006
KM Histologie KM Histologie
pos. neg.

Abbildung 24: Assoziation der t(14;18)/tPA-Quotienten mit der histopathologisch
diagnostizierten KM-Infiltration. (Kennzeichnungen entspr. Abb. 20)
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3.2.3 Serielles molekulares Monitoring durch t(14;18)-RQ-PCR wéhrend der
Therapie von Patienten mit follikularem Lymphom

Nun sollte der Wert der neuen Methode fur die klinische Anwendung zur Messung
des Therapieerfolgs auf molekularer Ebene untersucht werden. Hierfur wurde mit
der RQ-PCR das Ausmaly der Tumorzellzerstérung im KM und PB infolge ver-
schiedener Therapieregime analysiert. Die Patienten wurden in zwei verschiedene

Gruppen, Erstdiagnose oder Rezidiv eines follikularen Lymphoms, eingeteilt.

3.23.1 Therapie der Patienten mit Erstdiagnose

Patienten, bei denen wir erstmalig ein follikulares Lymphom diagnostizierten, wur-
den innerhalb einer Studie behandelt, in der sie randomisiert auf zwei unterschied-
liche Therapiearme zugeteilt wurden (vgl. Abb. 7). Im ersten Arm wurden die Pro-
ben jeweils nach den ersten drei Zyklen R/FM bzw. nach den folgenden drei
Zyklen R/[FM abgenommen, wahrend im zweiten Arm die Abnahme jeweils nach
drei Zyklen R/CHOP, nach den folgenden zwei Zyklen R/HAM und nach
Hochdosis-R/BEAM mit ABSZT stattfand. Daraus ergaben sich 93 Proben von 25
Erstdiagnose-Patienten, die den beiden Therapiearmen entsprechend behandelt
wurden. Be-reits nach drei Zyklen R/CHOP fiel das mediane t(14;18)/tPA-Niveau
im KM und PB um zwei Zehnerpotenzen auf null ab (KM Median 0, Bereich 0 —
0,00044; PB Median 0O, Bereich 0 — 0,00097) (Abb.25a). Allerdings blieben 50%
der Patienten mit negativem Ergebnis in der RQ-PCR positiv in der sensitiveren
,nested“ PCR. Die Fortfihrung der Behandlung mit zweimal R/HAM und R/BEAM
mit ABSZT konnte die t(14;18)-positiven Zellen bei allen Patienten unter der
Nachweisgrenze halten und fuhrte nun auch zu negativen Ergebnissen in der
.nhested“ PCR.

Die Patienten mit R/[FM-Therapie zeigten nach drei Zyklen eine Reduzierung des
medianen ,Levels* t(14;18)-positiver Zellen um den Faktor 3 im KM (0,00012
versus 0,00004) und um den Faktor 2 im PB (0,00011 versus 0,00006). Nach
sechs Zyklen des R/FM-Regimes konnten im KM und PB keine t(14;18)-positiven
Zellen mehr durch RQ-PCR gemessen werden. Die ,nested® PCR war jedoch
noch bei 50% der Patienten positiv (Abb. 25b).
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Nach dem jeweils letzten Zyklus der beiden Therapiearme befanden sich alle

Patienten in klinisch kompletter Remission.
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Abbildung 25: Serielles quantitatives Monitoring der t(14;18)-positiven Zellen im
KM von in zwei Therapiearmen behandelten Patienten mit Erstdiagnose eines
follikularen Lymphoms. (A) Behandlung mit 3xR/CHOP, 2xR/HAM, Hochdosis-
therapie mit R/BEAM und ABSZT. (B) Behandlung mit je 3xR/FM.
(Kennzeichnungen entspr. Abb. 20)
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Abb. 26 verdeutlicht exemplarisch an zwei Patienten den Verlauf der Menge
t(14;18)-positiver Zellen nach der jeweiligen Therapie. Die Verlaufe bestatigen die
vergleichbaren Mengen t(14;18)-positiver Zellen im KM sowie PB und belegen die
starkere Wirkung der CHOP-Chemotherapie in Kombination mit Rituximab. Doch
auch die R/FM-Immun-Chemotherapie fuhrt zu einer, wenngleich schwacheren,

Reduzierung der Translokation-positiven Zellen im KM und PB.
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Abbildung 26: Verlauf der Menge t(14;18)-positiver Zellen im KM und PB
exemplarisch dargestellt an je einem Patienten nach (A) R/CHOP- bzw. (B) R/FM-

Chemo-Immuntherapie
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3.2.3.2 Therapie der Patienten mit Rezidiv

Die RQ-PCR wurde von uns ebenfalls angewandt, um auf molekularer Ebene die
Wirksamkeit der Behandlung von 12 Patienten mit Rezidiv zu bewerten. Die
Patienten erhielten zwei Zyklen R/HAM gefolgt von R/BEAM mit Stammzell-
transplantation. Bereits nach der Gabe der beiden R/ HAM-Chemotherapie-Zyklen
zeigte sich im KM und PB dieser Patienten ein Rluckgang der medianen
t(14;18)/tPA-Quotienten um zwei Zehnerpotenzen (KM median 0,0084 versus
0,00005; PB median 0,00364 versus 0,00001). Erst das Hochdosis-BEAM
bewirkte im KM sowie im PB ein Absinken der residualen Lymphomzellen unter
die Nachweisgrenze. Die Uberpriifung der RQ-PCR-negativen Proben mit der
,nested“ PCR bestatigte in vier von funf Patienten eine molekulare Remission
(Abb. 27). Nach der Hochdosistherapie befanden sich alle Patienten in klinisch

kompletter Remission.
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Abbildung 27a: Serielles quantitatives Monitoring der t(14;18)-positiven Zellen im KM
von Patienten mit Rezidiv eines follikuldren Lymphoms, die mit R/HAM und R/BEAM-
Hochdosistherapie mit Blutstammzelltransplantation behandelt wurden.

(Kennzeichnungen entspr. Abb. 20)
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Abbildung 27b: Serielles quantitatives Monitoring der t(14;18)-positiven Zellen im PB
von Patienten mit Rezidiv eines follikuldren Lymphoms, die mit R/HAM und R/BEAM-
Hochdosistherapie mit Blutstammzelltransplantation behandelt wurden.

(Kennzeichnungen entspr. Abb. 20)
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4. DISKUSSION

FUr die Therapie des follikularen Non-Hodgkin-Lymphoms spielt die Bewertung
einer minimalen Resterkrankung (MRD) eine entscheidende Rolle, da das Vorhan-
densein der Translokation t(14;18) im Knochenmark und peripheren Blut als
wichtiger Prognosefaktor fiir das krankheitsfreie Uberleben gilt**®%”. Es wurden
verschiedene Techniken entwickelt, um die Anzahl t(14;18)-tragender Zellen in
Patienten mit follikularem Lymphom zu messen und damit die Wirksamkeit der
Behandlung oder neuer Therapiemoglichkeiten auf molekularer Ebene zu evalu-
ieren’’ %, Arbeitsintensive und mit hohem Kontaminationsrisiko beladene Proze-
duren wie beispielsweise das ,limiting dilution“-Verfahren oder die kompetetive
PCR wurden durch die quantitative ,real-time“ PCR ersetzt, die eine schnelle
Probenanalyse in einem geschlossenen System ermdglicht*4>-°173.74,

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die RQ-PCR mit Hilfe der
LightCycler®-Technologie genaue und reproduzierbare Messungen der t(14;18)-
positiven Zellen im Knochenmark und im peripheren Blut moglich macht. Wir
konnten mit dieser Methode in einer Gruppe aus 52 Patienten mit follikularem
Lymphom belegen, dass die Menge t(14;18)-positiver Zellen im KM und PB ahn-
lich ist. Zudem konnte der Zusammenhang mit dem Krankheitsstatus und den
klinischen Patientencharakteristika gezeigt werden. Darlber hinaus gestattet diese
quantitative PCR die serielle molekulare Untersuchung der MRD in Patienten, die
eine konventionelle oder dosiserhdhte zytotoxische Chemotherapie in Kombina-
tion mit Rituximab erhalten. So kann die Wirksamkeit verschiedener Therapie-
modalitdten auf molekularer Ebene bewertet werden. Im Rahmen dieser Studie
wurde erstmals die Wirksamkeit des monoklonalen Anti-CD20-Antikérpers Rituxi-
mab in Kombination mit Chemotherapie als Erstlinientherapie bei Patienten mit
follikularem Lymphom auf molekularer Ebene untersucht. Au3erdem ist dies der
erste Bericht Uber eine t(14;18)-spezifische LightCycler®-basierte RQ-PCR, die
aulRerhalb von Transplantationsprogrammen bei Patienten mit follikularem Lym-
phom eingesetzt wurde.

Hinsichtlich der Quantifizierung t(14;18)-positiver Zellen belegen unsere Daten,

dass die Sensitivitat, die Genauigkeit und die Reproduzierbarkeit der Methode
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denen der quantitativen PCR mit der TagMan-Ausrustung gleichen. Die Sensitivi-
tat unserer LightCycler®-basierten RQ-PCR betrug 10°. Die gleiche Sensitivitat
ermittelten auch Luthra et al.** und Summers et al.”” unter Verwendung der
TagMan-Technologie. Mandigers et al.** konnten eine Lymphomzelle in 75.000
normalen Zellen finden, wihrend Olsson et al.*’ (iber eine Sensitivitat von 10™ -
10 berichteten.

Wir quantifizierten Lymphomzellen im KM und PB von Patienten mit neu-diagnosti-
zertem oder rezidiviertem follikularen Lymphom. Unsere Messungen der gepaar-
ten Proben ergaben ahnliche Mengen an t(14;18)-positiven Zellen in beiden
Kompartimenten zu Zeitpunkten hoher und niedriger Tumorlast. Dies lasst auf
einen stetigen Austausch der Tumorzellen zwischen KM und PB schlief3en,
wodurch sich eine gleichmallige Verteilung zwischen den beiden hamato-
poetischen Kompartimenten ergibt. Da in den meisten Fallen das PB in gleicher
Weise wie das KM Riuckschluss auf die Menge der t(14;18)-positiven Zellen zu
verschiedenen Krankheitsstadien erlaubte, scheint es angesichts der Sensitivitat
der RQ-PCR madglich, nur das PB fur die quantitiative molekulare Diagnostik zu
verwerten. Insbesondere die im Vergleich aufwendige Gewinnung der Knochen-
markaspirate bekraftigt diese Uberlegung. Auch Summers et al.*!, die die TagMan
RQ-PCR einsetzten, konnten in 79% der wahrend der Remission abgenommenen
Proben und in 72% der gepaarten Proben aus Phasen ohne Remission Unter-
schiede der t(14;18)-Werte von hdchstens einer Zehnerpotenz feststellen.

Ebenso im Hinblick auf die klinischen Charakteristika der Patienten untersuchten
wir deren KM und PB auf die Menge an t(14;18)-positiven Lymphomzellen. Unsere
RQ-PCR Messungen ergaben, dass die Anwesenheit und Quantitat t(14;18)-posi-
tiver Zellen mit der Lymphomaktivitat signifikant korrelierten. Im Gegensatz zu
Patienten in klinischer Remission konnten wir in Patienten ohne Remission signifi-
kant hohere Mengen an t(14;18)-positiven Zellen nachweisen. Befanden sich die
Patienten innerhalb der Gruppe ohne Remission im Rezidiv, konnten zehnmal
hdéhere Mengen an t(14;18)-positiven Zellen gefunden werden als zum Diagnose-
zeitpunkt. Bei den Patienten in klinischer Remission wiesen diejenigen in partieller
Remission ebenfalls hdhere Werte auf als die in Vollremission. Die Patienten mit
Erstdiagnose eines follikularen Lymphoms hatten je nach Stadium bei Diagnose-
stellung unterschiedliche Mengen t(14;18)-positiver Zellen. Wir beobachteten

héhere Werte bei den Patienten im fortgeschrittenen Stadium IV als bei denen in
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den Stadien Il und Ill. Diese unterschiedlichen Mengen t(14;18)-positiver Zellen
gehen madglicherweise auf eine Herunterregulation von Adhasionsmolekilen
zurlck, die eine Loslosung vom Tumor ermoglichen. In diesem Zusammenhang
beobachteten Terol et al. bei Patienten mit NHL, dass niedrigere Werte des
interzellularen Adhasionsmolekuls ICAM-1 mit einer schlechteren Prognose und
einem generalisierten Krankheitsbild einhergingen®’.

Beachtenswert sind die hoheren Mengen an t(14;18)-positiven Zellen in mann-
lichen Patienten. Frihere Daten zeigten fur das mannliche Geschlecht eine
schlechtere Prognose nach Hochdosistherapie mit peripherer Blutstammzelltrans-
plantation, da im Vergleich zu Frauen eine um 30% hdhere Wahrscheinlichkeit
eines Rezidivs bestand®’. Die zugrunde liegenden Mechanismen sind nicht
bekannt, jedoch lassen die Erkenntnisse die Zugehdrigkeit zum mannlichen
Geschlecht als Risikofaktor erscheinen.

Interessant war, dass die Tumorzell-Quantifizierung die histopathologische Diag-
nose des Knochenmarks bestatigte, da histologisch positive Proben mehr t(14;18)-
positive Zellen enthielten als solche aus morphologisch unauffalligem KM. Zu
diesem Resultat gelangten auch Mandigers et al.*® unter Verwendung der Tag-
Man-Methode.

Bis heute sind die Daten Uber das Auftreten und die Stellung t(14;18)-positiver
Zellen in Patienten mit follikularem Lymphom begrenzt und nur wenige Patienten
wurden innerhalb von Studien behandelt. Aus diesem Grund nehmen wir im
folgenden Stellung zur Bedeutung der RQ-PCR in der Bewertung der Wirksamkeit
verschiedener Immun-Chemotherapien. Mit Hilfe dieser speziellen PCR unter-
suchten wir zu festen ,Staging“-Zeitpunkten die Proben aus KM und PB, um das
»In-vivo-Purging“-Potential unterschiedlicher Chemotherapien einzustufen. Der
Vergleich zweier Therapiearten im Rahmen einer randomisierten Studie ergab
deutliche Differenzen bei der Zerstorung der Tumorzellen. Nach der konventio-
nellen Behandlung der Erstdiagnosepatienten mit drei Zyklen R‘CHOP konnten wir
einen deutlichen Rickgang der t(14;18)-positiven Zellen sowohl im KM als auch
im PB beobachten, da die medianen t(14;18)/tPA-Quotienten um zwei Zehner-
potenzen bis unter die Nachweisgrenze der RQ-PCR sanken. Fir Proben mit
negativem RQ-PCR-Ergebnis wurde eine Tumorzellzahl unter 10 angenommen.
Im Gegensatz dazu verringerte sich der mediane t(14;18)/tPA-Quotient im KM und

PB nach Verabreichung von drei Zyklen R/FM nur um zwei Drittel bzw. die Halfte.
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Ausgehend von einer vergleichbaren Tumorlast in den beiden Patientengruppen
vor Therapiebeginn scheint RICHOP eine groRere ,Purging“-Fahigkeit zu haben
als R/FM.

Nach der Gabe der folgenden Zyklen R/HAM sowie des Hochdosis-R/BEAMs
sanken die t(14;18)-Werte unter die Nachweisgrenze der RQ-PCR. Vier von flnf
dieser Patienten waren ebenso in der ,nested” PCR negativ. Nach sechs Zyklen
R/FM sank auch hier der mediane t(14;18)/tPA-Quotient unter die Nachweis-
grenze, jedoch waren noch 50% der Patienten in der ,nested” PCR positiv. Dies
zeigt die zerstorerische Wirkung, die die sequentielle Hochdosistherapie auf die
Tumorzellen hat. Trotz der geringen Patientenzahl weisen unsere Daten darauf
hin, dass die Hochdosistherapie in Kombination mit Rituximab bei mehr Patienten
zu einer molekularen Remission fuhrt als die konventionelle Chemo-Immun-
therapie mit sechs Zyklen R/FM. Bemerkenswert ist jedoch, dass die FM-Chemo-
therapie mit Zusatz des Antikoérpers zu vergleichbaren Remissionsraten fuhrt wie
eine Hochdosisbehandlung ohne Rituximab. So blieben in einer frUheren Studie
ebenfalls 50% der Patienten nach Hochdosistherapie und ABSZT in der ,nested”
PCR positiv®’. Dies bestatigt In-vitro-Experimente, in denen die Kombination des
Antikérpers mit Chemotherapie synergistische Wirkungen entwickelte*'.

In der Gruppe der Patienten mit Rezidiv wurde nach R/HAM-Therapie im KM und
PB eine Reduzierung der Tumorzellmenge um den Faktor 100 beobachtet. Nach
Hochdosistherapie mit R-BEAM und Stammzelltransplantation konnten in der RQ-
PCR keine t(14;18)-positiven Zellen mehr nachgewiesen werden und die ,nested"
PCR zeigte in 80% der Patienten eine molekulare Remission. Daher besitzt die
Chemo-Immuntherapie sogar in Patienten mit Rezidiv oder refraktarer Erkrankung
eine effektive ,In-vivo-Purging® Fahigkeit. Sie flihrt nicht nur zu klinischen, sondern
auch zu molekularen kompletten Remissionen. Diese Ergebnisse demonstrieren,
dass die Wirksamkeit verschiedener Therapien sowie deren Ansprechen beim
Patienten eng mit der Menge t(14;18)-positiver Zellen zusammenhangen und mit
der RQ-PCR genau bewertet werden koénnen.

Ausdrucklich soll hier auf die in der RQ-PCR negativen Proben eingegangen
werden. Bei Uberprifung der Messwerte in der ,nested“ PCR blieben 50% der
nach R/CHOP und R/FM in der RQ-PCR negativ gemessenen Proben positiv.
Obwonhl die quantitative PCR in Bezug auf die Tumorkinetik der beiden Komparti-

mente aussagekraftiger ist, unterliegt sie der doppelschrittigen ,nested“ PCR, die
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eine t(14;18)-positive Zelle in bis zu 10° normalen Zellen nachweisen kann.
Residuelle chemoresistente Lymphomzellen bilden den Ursprung von Rezidiven
und sollen daher mit dem Ziel einer molekularen Remission eliminert werden. Fur
eine zuverlassige Prufung dieses Therapieziels sollte daher eine Bestatigung der
RQ-PCR-Negativitat in der ,nested® PCR erfolgen. Noch ist die Bedeutung der
unterschiedlichen Resultate dieser beiden Verfahren in der ,Grauzone® zwischen
10 und 10° unklar, da fiir die Diagnose einer klinisch relevanten MRD bis jetzt
keine genauen Grenzwerte festgelegt worden sind. Dies muss in weiteren Studien
analysiert werden. Dennoch gestattet die Quantifizierung residueller Lymphom-
zellen in ,nested PCR-positiven Patienten eine weitaus differenziertere Ab-

schatzung des Behandlungserfolgs sowie der Therapiewirksamkeit.

Schlussfolgerung und Ausblick

Diese Studie erbringt den Nachweis, dass die RQ-PCR mit dem LightCycler® eine
geeignete Methode fur die Quantifizierung t(14;18)-positiver Zellen im KM und PB
von Patienten mit follikularem Lymphom darstellt. Die beschriebenen Ergebnisse
unterstreichen den Nutzen der quantitativen PCR, den Behandlungserfolg
patientenspezifisch festzustellen und zu bewerten. Tatsachlich weist die Menge
t(14;18)-positiver Zellen einen engen Bezug zu klinischen Befunden der Patienten
auf und reflektiert deren Antwort auf Chemo-Immuntherapie.

Somit kann die LightCycler® basierte RQ-PCR alternativ zur TagMan-Technologie
verwendet werden, um die Menge t(14;18)-positiver Zellen in Patienten mit folli-
kularem Lymphom zu untersuchen. Diese Arbeit bildet aulerdem die Grundlage
fur weitergehende Untersuchungen bezlglich der Vorhersagbarkeit von Rezidiven,
der Steuerung interventioneller Therapien sowie der Mdoglichkeit prognostischer
Aussagen. Ergebnisse friherer Studien weisen auf einen Zusammenhang PCR-
positiver Proben mit der Rezidiv- und Uberlebenswahrscheinlichkeit von Patienten

mit follikuldrem Lymphom hin*%°¢7

und mussen gleichsam mit Hilfe groRerer
Patientenzahlen fur die RQ-PCR Uberpruft werden.
Bei Patienten mit follikularem Lymphom koénnte die quantitative molekular-

genetische Untersuchung der t(14;18)-positiven Zellen in Zukunft zum Standard
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gehoren und die bisherige Diagnostik komplementieren. So kdnnten Rezidive
schneller erkannt werden und neue Therapien auf breiter Basis anhand vergleich-

barer Daten evaluiert werden.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Die fur das follikulare Lymphom charakteristische Translokation t(14;18) verlagert
das Onkogen bcl-2 auf Chromosom 18 in den Schwerketten-Immunglobulin-
Genlokus auf Chromosom 14. Daraus resultiert eine bcl-2-Uberexpression mit
Hemmung der Apoptose wahrend der B-Zell-Entwicklung.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die quantitative ,real-time”
PCR (RQ-PCR) mit Hilfe der LightCycler®-Technologie genaue und reproduzier-
bare Messungen der t(14;18)-positiven Zellen im Knochenmark (KM) und im
peripheren Blut (PB) moglich macht. Dabei wurde die t(14;18)-spezifische MBR
(,major breakpoint region“)-DNA amplifiziert und die Menge der Translokation-
positiven Zellen quantifiziert. Die Methode konnte eine Tumorzelle in 10° norma-
len mononuklearen Zellen nachweisen. Wir pruften den Zusammenhang zwischen
molekularbiologisch nachweisbaren t(14;18)-positiven Zellen mit klinischen Para-
metern wie Knochenmarkinfiltration oder Remissionsstatus und der Behandlung
von Patienten mit follikularem Lymphom.

Hierflr wurden 52 Patienten innerhalb von dreieinhalb Jahren zu verschiedenen
Zeitpunkten KM- und PB-Proben entnommen und daraus gewonnene DNA im
LightCycler® auf die Translokation untersucht. Der Vergleich zwischen KM und PB
zeigte ahnliche Werte t(14;18)-positiver Zellen, so dass zukunftig PB-Proben flr
das molekulare Monitoring ausreichen. Die Menge der t(14;18)-positiven Zellen
korrelierte signifikant mit der Krankheitsphase, da wir im Gegensatz zu Patienten
mit Erstdiagnose in Patienten mit Rezidiv zehnmal héhere Mengen an t(14;18)-
positiven Zellen nachweisen konnten. Bei Erstdiagnose-Patienten im Stadium IV
erhielten wir hdhere Werte als bei solchen in den Stadien Il und Ill. Proben aus
histopathologisch infiltriertem Knochenmark enthielten mehr t(14;18)-positive
Zellen als solche aus morphologisch unauffalligem Mark. DarUber hinaus gestat-
tete die quantitative PCR die serielle molekulare Untersuchung einer ,minimal
residual disease“ (MRD) in Patienten, die eine konventionelle oder dosiserhdhte
zytotoxische Chemotherapie in Kombination mit dem monoklonalen Anti-CD20-
Antikorper Rituximab (R) erhielten. Im Rahmen dieser Studie wurde erstmals die

Wirksamkeit des Antikorpers in Kombination mit Chemotherapie als Erstlinien-
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therapie bei Patienten mit follikuldarem Lymphom auf molekularer Ebene unter-
sucht. Im Hinblick auf das ,in vivo-Purging“-Potential verschiedener Chemothera-
peutika erwies sich die Kombination R/CHOP wirkungsvoller als die Kombination
R/FM. Nach Hochdosistherapie mit R/BEAM sanken die t(14;18)-Werte sogar
unter die Nachweisgrenze.

Diese Arbeit zeigt, dass die RQ-PCR mit dem LightCycler® eine zuverldssige und
sensitive Methode zur Quantifizierung t(14;18)-positiver Zellen im KM und PB von
Patienten mit follikularem Lymphom darstellt. Sie erlaubt die Untersuchung des
therapeutischen Ansprechens sowie die Evaluation neuer Therapiekonzepte auf

molekularer Ebene.
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