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1. Abstrakt

1.1. Einleitung

Die chronische lymphatische Leukamie ist ein niedrigmalignes, leukdmisches Non-
Hodgkin-Lymphom der B-Zellreihe, das mit einer Inzidenz von 2-6 pro 100.000
Einwohner die haufigste Leukamie der westlichen Hemisphare darstellt.

Die B-CLL kann in zwei Gruppen mit unterschiedlicher zellularer Herkunft unterteilt
werden: eine Gruppe, die von naiven Pra-Keimzentrums-B-Zellen ausgeht und mit
einem aggressiveren klinischen Verlauf assoziiert ist, und eine Gruppe, die von
Post-Keimzentrums-Gedachtnis- oder Effektor-B-Zellen ausgeht und einen milderen
klinischen Verlauf zu erwarten hat. Ein Teil der B-CLL-Falle weist eine
plasmazellulare Differenzierung auf.

Das Ziel dieser Arbeit ist die immunhistologische und molekularpathologische
Charakterisierung der plasmazellular differenzierten B-CLL und ihre Korrelation mit
dem klinischen Verlauf.

1.2. Methodik

Immunhistochemische (CD5, CD20, CD23, CD43, MUM1/IRF4, VS38c, CD138,
Blimp-1, XBP1, Kappa/lambda, ZAP70, IgD, IgM, 1gG) und molekularpathologische
(IgH-PCR mit anschlieBender Kapillarelektrophorese und Sequenzierung)
Charakterisierung von 63 Fallen, anschlieBende Ermittlung von Uberlebensdaten

und statistische Auswertung.

1.3. Ergebnisse

In dieser Arbeit wiesen 28% der B-CLL/B-SLL Falle (18/63) Zeichen einer

plasmazellularen  Differenzierung  auf. Durch  immunhistologische  und



fluoreszenzoptische Mehrfachmarkierungen konnte gezeigt werden, dass die
plasmazellular differenzierte Zellpopulation der Tumorzellpopulation zugehorig ist.
Ausserdem konnten wir zeigen, dass die plasmazellulare Differenzierung der
neoplastischen B-Zellen mit einer Expression von Plasmazellmarkern (MUM1,
VS38c, Blimp-1, XBP1) Kkorreliert. Eine Expression von mehr als zwei
Plasmazellmarkern konnte in 67% der Falle (12/18) nachgewiesen werden, die
zuvor morphologisch als plasmazellular differenziert identifiziert worden waren.
Uberraschenderweise sind 69% der B-CLL/B-SLL-Falle mit plasmazellulérer
Differenzierung keine Trager somatischer Mutationen, stammen von unmutierten
naiven Pra-Keimzentrums-B-Zellen ab und sind somit nicht den klassischen Weg der
B-Zell-Differenzierung gegangen.

Wir konnten zeigen, dass der Nachweis einer plasmazellularen Differenzierung bei
B-CLL/B-SLL mit einer signifikant kirzeren Uberlebenszeit (p= 0,012) im Vergleich
zu den Fallen, bei denen keine plasmazellulare Differenzierung nachgewiesen
werden konnte, assoziiert ist und somit maodglicherweise ein aggressiveres

therapeutisches Vorgehen erfordert.

1.4. Schlussfolgerung

Wir konnten zeigen, dass plasmazellular differenzierte B-Zellen der chronischen
lymphatischen Leukamie keine Trager somatischer Mutationen sind, und Falle der
B-CLL mit plasmazellularer Differenzierung mit aggressiveren klinischen Verlaufen
assoziiert sind.

Diese Ergebnisse sind bemerkenswert, da man eher erwarten wurde, dass
plasmazellular differenzierte B-Zellen als Post-Keimzentrumszellen und  (pra)-
terminal differenzierte Form der B-Zelle Trager somatischer Mutationen sind und
somit einen weniger aggressiven klinischen Verlauf nahe legen.

Der Nachweis einer plasmazellularen Differenzierung der B-CLL ist somit von
prognostischer Relevanz und sollte als zusatzlicher Parameter fur eine maoglichst
individuelle Therapieplanung in Betracht gezogen werden.



2. Abstract

2.1. Introduction

Chronic lymphocytic leukaemia is a low grade leukaemic Non-Hodgkin Lymphoma of
B-cell origin. With an incident rate of 2-6 cases per 100.000 person per year it is the
most common leukaemia in the Western Hemisphere.

CLL can be devided into two groups with different cellular origin. One group
originates from naive pre-germinal center B cells and is associated with more
aggressive clinical courses, while the second group descends from post-germinal
center B cells and shows more indolent clinical courses.

Some cases of CLL show plasmacellular differentiation.

Aim of this thesis was to perform immunohistochemical and molecular analysis of
CLL with plasmacellular differentiation in correlation with clinical outcome.

2.2. Methods

Immunohistochemical (CD5, CD20, CD23, CD43, MUM1/IRF4, VS38c, CD138,
Blimp-1, XBP1, Kappa/lambda, ZAP70, IgD, IgM, IgG) and molecular (IgH-PCR,
GeneScan and sequencing) analysis of 63 cases. Survival analysis and statistical

evaluation.

2.3. Results

28% of all CLL/SLL cases (18/63) showed signs of plasmacellular differentiation.
Through immunohistochemical and immunofluorescence multimarkers we could
show that these plasmacells belong to the tumor cell population. Furthermore we
could show that plasmacellular differentiation of neoplastic B cells correlates with the
expression of plasma cell markers (MUM1, VS38c, Blimp-1, XBP1). An expression

of more than two plasma cell markers could be detected in 67% of all cases (12/18)



morphologically identified as plasmacellularly differentiated. Surprisingly we could
not detect somatic mutations in 69% of all CLL/SLL cases with plasmacellular
differentiation. Therefore these cells originate from unmutated naive pre-germinal
center B cells and did not take the usual pathway of B cell differentiation.

The detection of plasmacellular differentiation was associated with a significantly
shorter survival time (p= 0,012) compared to cases without plasmacellular
differentiation and therefore possibly requires a more aggressive therapeutical
approach.

2.4. Conclusion

We could demonstrate that plasmacellularly differentiated B cells in cases of CLL do
not show somatic mutations and that CLL cases with plasmacellular differentiation
are associated with more aggressive clinical courses. These results are remarkable
since one would expect that plasmacellularly differentiated B cells as post-germinal
center cells and pre-terminally differentiated B cells show somatic mutations and are
associated with a more indolent clinical course. The detection of plasmacellular
differentiation in cases of CLL is prognostically important and may be taken into
account as an additional parameter for an individual therapy planning.
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3. Einleitung

3.1. Die chronische lymphatische Leukamie vom B-Zelltyp

Die chronische lymphatische Leukamie (CLL) ist laut WHO-Klassifikation ein
niedrigmalignes, leukamisches Non-Hodgkin-Lymphom der B-Zellreihe (Swerdlow,
Campo et al. 2008). Mit einer Inzidenz von 2-6 pro 100.000 Einwohner ist sie die
haufigste Leukamie der westlichen Hemisphare (Faguet 1994; Montserrat and
Rozman 1995; Rozman and Montserrat 1995; Swerdlow, Campo et al. 2008).
Obwohl die CLL als Leukadmie des hoheren Lebensalters gilt, ist die Anzahl junger
CLL-Patienten gestiegen (Finch and Linet 1992). Ungefahr 30% aller Patienten sind
bei Erstdiagnose junger als 55 Jahre (Montserrat, Gomis et al. 1991; de Lima,
O'Brien et al. 1998; Mauro, Foa et al. 1999). Haufigere routinemafige
Blutbilduntersuchungen bei jingeren Menschen sind moglicherweise die Erklarung
fur die fruheren Diagnosestellungen (Hallek, Bergmann et al. 2002). Das mediane
Erkrankungsalter betragt 65 Jahre (Hallek, Schmitt et al. 2001; Hallek, Schmitt et al.
2001). Manner erkranken haufiger als Frauen (1,5-2:1) (Swerdlow, Campo et al.
2008).

Bei der Erkrankung kommt es zu einer monoklonalen Expansion monomorpher,
kleinzelliger B-Lymphozyten im peripheren Blut, im Knochenmark und im
lymphatischen Gewebe. Falle ohne leukamische Beteiligung mit ansonsten CLL-
typischer Morphologie und Immunphanotyp werden als lymphozytisches
Lymphom/,small lymphocytic lymphoma (SLL)“ bezeichnet (Swerdlow, Campo et al.
2008). Im Verlauf der Krankheit kommt es neben Organvergrof3erungen von Leber
und Milz zur Insuffizienz der normalen Hamatopoese und anschlieRend zu Anamie,
Neutropenie und Thrombozytopenie. Es gibt kein verlassliches Leitsymptom der
CLL. Wahrend die fruhen Stadien meist asymptomatisch verlaufen, sind vergroRerte
Lymphknoten im Verlauf das haufigste Symptom (Hallek, Schmitt et al. 2001; Hallek,
Bergmann et al. 2002; Swerdlow, Campo et al. 2008).
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Per definitonem sind zur Sicherung der Diagnose die Beteiligung des Knochenmarks
und des peripheren Blutes sowie eine permanent erhohte absolute Lymphozytenzahl
von > 10x10%I gefordert. Auch mit einer Lymphozytenzahl von < 10x10% kann die
Diagnose B-CLL gestellt werden, vorausgesetzt die Morphologie und der
Immunphanotyp sind charakteristisch fur die B-CLL (Swerdlow, Campo et al. 2008).
Die B-CLL ist bezlglich Prognose und klinischem Verlauf eine sehr heterogene
Erkrankung. Langsam verlaufende Formen der CLL mit nahezu normaler
Lebenserwartung bis hin zu rasch progredienten Verlaufsformen mit schlechter
Prognose konnen beobachtet werden (Rozman and Montserrat 1995). Die
Uberlebenszeit erstreckt sich von wenigen Monaten bis hin zu 20 Jahren.

Um das Ausmal} der Erkrankung jedes individuellen Patienten besser einschatzen
zu konnen, wurden verschiedene Klassifikationssysteme entwickelt. Zwei
Einteilungen haben sich im Laufe der Zeit durchgesetzt: die Binet- und die Rai-
Klassifikation (Rai, Sawitsky et al. 1975; Binet, Auquier et al. 1981; Chiorazzi, Rai et
al. 2005). Beide stutzen sich auf das durch Palpation erfasste Ausmal} der
Lymphadenopathie, Splenomegalie und Hepatomegalie und die mittels Blutbild
bestimmte Anamie und Thrombozytopenie. Sie wurden in den letzten Jahren durch
zusatzliche Parameter erganzt (Lymphozytenverdopplungszeit, verschiedene
zytogenetische Aberrationen, Serumparameter und Knochenmarkshistologie), um
die individuelle Prognose bezlglich Therapienotwendigkeit und Progression der
Erkrankung besser einschatzen zu kdnnen (Rai, Sawitsky et al. 1975; Binet, Auquier
et al. 1981; Apelgren, Hasselblom et al. 2006).

Wahrend die CLL fruher als Erkrankung homogenen Ursprungs betrachtet wurde,
die von immuninkompetenten B-Lymphozyten ausgeht (Rozman and Montserrat
1995), ist man sich heute ihrer Heterogenitat sicher. Sequenzanalysen haben
ergeben, dass die CLL in zwei Gruppen mit unterschiedlicher zellularer Herkunft
unterteilt werden kann: eine, die von unmutierten naiven Pra-Keimzentrums-B-Zellen
ausgeht und eine, die von mutierten Post-Keimzentrums-Gedachtnis- oder Effektor-
B-Zellen ausgeht. Beide Gruppen unterscheiden sich bezuglich Krankheitsverlauf,
Prognose und Therapiebedarf (Chiorazzi, Rai et al. 2005).

Die Klassifikation der Non-Hodgkin-Lymphome wurde bis in die 90er Jahre im

europaischen Raum nach der von Lennert et al. entwickelten Kiel-Klassifikation
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(Lennert, Stein et al. 1975; Lennert 1990; Lennert 1992; Lennert 1995) und im
amerikanischen Raum nach der Working Formulation (WorkingFormulation 1982)
durchgefuhrt. Die Klassifikationssysteme wurden 1994 in der REAL-Klassifikation
(Revised European-American Classification of Lymphoid Neoplasms) und 2001 in
der WHO-Klassifikation vereinheitlicht, da erhebliche Schwierigkeiten im Vergleich
wissenschaftlicher  Studien aufgrund der zum  Teil unterschiedlichen
Krankheitsdefinitionen aufgetreten waren (Harris, Jaffe et al. 1994; 1997; Coupland,
Dallenbach et al. 2000). Weltweit richtet sich die Einteilung der Non-Hodgkin
Lymphome nun nach der aktuellen Auflage der WHO-Klassifikation aus dem Jahr
2008 (Swerdlow, Campo et al. 2008).

3.2. Morphologie

Das charakteristische histologische Bild der Lymphknoteninfiltration bei CLL/SLL ist
gekennzeichnet von einer aufgehobenen Lymphknotenarchitektur mit Verlust der
Keimzentren und Akkumulation kleiner lymphatischer Zellen mit verklumptem
Chromatin, meist rundem Kern und gelegentlich kleinen Nucleoli. Die mitotische
Aktivitat dieser Zellen ist normalerweise sehr niedrig. In 90% der Falle zeigt die CLL
im vollstandig befallenen Lymphknoten ein pseudofollikulares Wachstumsmuster. In
10% der Falle ist das Wachstumsmuster diffus. Die Pseudofollikel oder auch
Proliferationszentren entstehen durch die Ansammlung grol3erer, hellerer Zellen,
den so genannten Prolymphozyten und Paraimmunoblasten. Die Prolymphozyten
sind Zellen mittlerer GroRe mit lockerem Chromatin und kleinen Nucleoli.
Paraimmunoblasten sind mittelgrof3e bis grof3e Zellen mit runden bis ovalen Nuclei,
vesikularem Chromatin, prominenten Nucleoli und basophilem Zytoplasma (Bonato,
Pittaluga et al. 1998; Coupland, Dallenbach et al. 2000; Swerdlow, Campo et al.
2008).

In der Milz werden die weilde und die rote Pulpa infiltriert. Pseudofollikel kdnnen
beobachtet werden, sind jedoch weniger auffallig als in den Lymphknoten.

In peripheren Blut- und Knochenmarksausstrichen sind die typischen B-CLL-Zellen
kleine Lymphozyten mit dichtem Chromatin und schmalem leicht basophilem
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Zytoplasmasaum. Nucleoli sind meist nicht erkennbar. Diese Zellen ahneln reifen B-
Lymphozyten und sind nur unwesentlich gro3er. Normalerweise betragt der Anteil
von Prolymphozyten im Blutausstrich weniger als 2%. HOhere Prozentsatze
korrelieren mit einem aggressiveren Krankheitsverlauf (Swerdlow, Campo et al.
2008).

Die Beteiligung des Knochenmarks kann nodular, interstitiell, diffus oder eine
Kombination der drei Formen sein. Wahrend das nodulére und das interstitielle
Wachstumsmuster eher im Anfangsstadium der CLL zu beobachten sind, weist die
diffuse Infiltration auf ein fortgeschrittenes Krankheitsstadium hin (Swerdlow, Campo
et al. 2008).

3.3. Immunphanotyp

Aufgrund ihres charakteristischen Antigenprofils lasst sich die B-CLL gut von
anderen leukamischen Erkrankungen abgrenzen. Die Tumorzellen der B-CLL
exprimieren nur schwach das Oberflachenmembranimmunglobulin IgM oder IgM/IgD
je nach Differenzierungszustand. Eine schwache Positivitat fur CD20, CD22 und
CD11c in Verbindung mit der Expression der B-Zell-assoziierten Membranantigene
CD23 und CD19 sowie CD5, CD43 und CD79a ist fur die B-CLL typisch (Dunphy,
Wheaton et al. 1997; Coupland, Dallenbach et al. 2000; Chiorazzi, Rai et al. 2005).
Neben den B-CLL typischen Oberflachenmarkern wurden in dieser Studie auch
Marker naher betrachtet, die auf eine plasmazellulare Differenzierung hinweisen:
CD138 (Syndecan), Mum1/IRF4 (Multiple Myeloma-1/Interferon Regulatory Factor-
4), VS38C, Blimp-1 (B lymphocyte induced maturation protein-1), XBP-1 (X box
binding protein-1) (Sanderson, Lalor et al. 1989; Turley, Jones et al. 1994; Jego,
Robillard et al. 1999; Falini, Fizzotti et al. 2000; Tsuboi, lida et al. 2000; Calame, Lin
et al. 2003; Lin, Tunyaplin et al. 2003). Die verschiedenen Plasmazell-Marker
konnen in unterschiedlichen Stadien der plasmazellularen Differenzierung
nachgewiesen werden (Abb. 1).

Das CD138-Molekul ist ein transmembranares Proteoglykan, das sich auf
Epithelzellen und im hamatopoetischen System auf Plasmazellen befindet. Es wird
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phasenspezifisch im Rahmen der B-Zell-Differenzierung exprimiert. Wahrend CD138
in besonders fruhen Stadien der B-Zell-Entwicklung nachgewiesen werden kann,
wird es im Laufe der weiteren Differenzierung nicht mehr exprimiert, um dann im
Plasmazell-Stadium wieder reexprimiert zu werden (Sanderson, Lalor et al. 1989).
Mum1/IRF4 ist ein Transkriptionsfaktor, der in den spaten Stadien der B-Zell-
Differenzierung von Bedeutung ist (Falini, Fizzotti et al. 2000). Blimp-1 und XBP-1
sind wichtige Bestandteile des Regulationsmechanismus der
Plasmazelldifferenzierung, da sie die Transkriptionsfaktoren Bcl-6 und Pax5
unterdracken und somit zum Zellzyklusarrest und folglich zur Irreversibilitat der
plasmazellularen Differenzierung fuhren. Zusatzlich induzieren sie die Synthese und

Sekretion von Immunglobulinen (Calame, Lin et al. 2003).

MUM1/
Blimp-1 XBP-1 |oE4 lgx/A CD138

plasmazellulare Differenzierung

Abb. 1: Phasenspezifitit der Plasmazell-Marker

Die Expression der verschiedenen Plasmazell-Marker kann in unterschiedlichen Stadien der
plasmazellularen Differenzierung nachgewiesen werden. Das Schema ist modifiziert nach Calame et
al.(Calame, Lin et al. 2003).

AuBerdem wurde der immunhistologische Nachweis einer Expression einer
Immunglobulinleichtkette als ein Kriterium fur eine plasmazellularen Differenzierung
verwendet. Ein Fall galt demnach als plasmazellular differenziert, wenn mindestens
10% der Tumorzellen eindeutig eine monotypische Expression einer

Immunglobulinleichtkette (kappa oder lambda) zeigten.
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3.3.1. ZAP 70

Das zeta-assoziierte Protein 70 (ZAP 70) qilt als Surrogatmarker des IgVy
Mutationsstatus der B-CLL (Rosenwald, Alizadeh et al. 2001; Wiestner, Rosenwald
et al. 2003). Es ist ein intrazellulares Protein aus der Familie der Syk-ZAP-70
Tyrosinkinasen, das der Signaltransduktion von T-Lymphozyten und natarlichen
Killerzellen dient, normalerweise aber kaum in B-Zellen nachgewiesen werden kann.
Patienten mit chronisch lymphatischer Leukamie konnen allerdings ZAP70 positive
B-Zellen aufweisen (Chen, Widhopf et al. 2002; Chen, Apgar et al. 2005; Schroers,
Griesinger et al. 2005). Studien zeigen eine Korrelation zwischen der Expression
von ZAPT70 und der Mutation der variablen Region des
Immunglobulinschwerkettengens (Crespo, Bosch et al. 2003; Orchard, Ibbotson et
al. 2004; Rassenti, Huynh et al. 2004).

Da das Vorhandensein somatischer Mutationen von klinischer und prognostischer
Relevanz ist, wird ZAP70 als prognostischer Marker verwendet. Selbst wenn die
Technik zur IgVy Sequenzanalyse zur Verfugung steht, sprechen der hohe Kosten-
und Zeitaufwand gegen eine routinemafige Einfuhrung dieser Methode. Aus diesem
Grund ist ZAP70 als Surrogatmarker des Mutationsstatus von groldem
wissenschaftlichem Interesse, um risikoadaptierte Behandlungsplane zu entwickeln
(Crespo, Bosch et al. 2003; Durig, Nuckel et al. 2003; Schroers, Griesinger et al.
2005). Obwohl keine hundertprozentige Ubereinstimmung der Expression von
ZAP70 mit dem Mutationsstatus nachgewiesen werden konnte, scheint die
Expression des Proteins ein Indikator eines aggressiveren klinischen Verlaufs zu
sein. Patienten mit ZAP70-negativer CLL haben leichtere Krankheitsverlaufe und
langere Uberlebensraten (Wiestner, Rosenwald et al. 2003).

3.4. Molekularpathologie

B-Lymphozyten entstehen aus hamatopoetischen Stammzellen im Knochenmark,
schwemmen in das periphere Blut aus und akkumulieren in Lymphknoten.

Von der Progenitor-B-Zelle (Pro-B-Zelle) ausgehend, findet im Knochenmark die

Umlagerung der Immunglobulin-Gene statt. Zuerst erfolgt die Umlagerung der
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Immunglobulinschwerkette (VyDnJn Gen), anschliellend die Umlagerung der leichten
Kette (Vi JL Gen)(Tonegawa 1983). So wird aus der Pro-B-Zelle Uber die Pra-B-Zelle
die unreife B-Zelle. Sie ist IgM-positiv und verlasst das Knochenmark, um auf dem
Blutweg ins periphere Iymphatische Gewebe 2zu wandern. In Form von
Primarfollikeln und spater Follikelmanteln besiedelt sie dann die Rindenregion der
Lymphknoten wahrend sie parallel zusatzlich IgD exprimiert. Diese IgM- und IgD-
positive Zelle, die bisher noch keinen Antigenkontakt hatte, wird nun als reife naive
B-Zelle bezeichnet.

Trifft eine reife naive B-Zelle auf ein Antigen, das von ihrem Immunglobulinrezeptor
gebunden werden kann, proliferiert und differenziert sie einerseits in kurzlebige
Plasmazellen, die IgM-Antikorper sezernieren und andererseits wandern die
aktivierten B-Zellen in das Keimzentrum eines Lymphfollikels, wo sie als
Zentroblasten in eine Phase mitotischer Teilungen eintreten.

Dieser Vorgang fuhrt zur somatischen Mutation der VyDpJu- und Vi J.- Gene, die die
Bindungsstelle des Immunglobulinrezeptors codieren (Kelsoe 1994; Coupland,
Hummel et al. 2000; Chiorazzi, Rai et al. 2005). Diese Mutationen fuhren zu einer
Affinitatssteigerung der Ig-Rezeptoren gegenuber dem immunisierenden Antigen mit
nachfolgender positiver Selektion (Antigenselektion) und weiterer Differenzierung.
Anschlielend verlassen diese Zellen das Keimzentrum als Gedachtnis-B-Zellen
oder als Plasmazellen (Abb. 2).

Zellen, deren Immunglobulinrezeptoren nach der somatischen Mutation fehlerhaft
sind, reduzierte Antigenbindungsfahigeiten zeigen oder Autoantigene binden werden

im Rahmen der Antigenselektion mittels Apoptose beseitigt.

3.4.1. Monoklonalitat

Lymphozytenvermehrungen, die aus derselben Progenitorzelle hervorgegangen
sind, werden als Klon bezeichnet. Sie tragen den selben Ig-Rezeptor und erkennen
dasselbe Antigen. Bei der B-CLL handelt es sich um eine maligne Erkrankung,
deren Tumorzellen von einem einizgen transformierten B-Lymphozyten abstammen
und deshalb dieselbe Vy-N-Dy-N'-dy-Sequenz und V| -N-J -Sequenz enthalten. Der
molekularpathologische Nachweis der Monoklonalitat wird als Indikator der malignen

Entartung eingesetzt (Chiorazzi, Rai et al. 2005).
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3.4.2. Mutationsstatus

Da somatische Mutationen im Keimzentrum ablaufen, kann deren Nachweis
Aufschluss Uber die Differenzierungsstufe von neoplastischen B-Zellen geben. B-
CLL-Falle konnen in zwei Gruppen mit unterschiedlichem Mutationsstatus und somit
unterschiedlicher zellularer Herkunft eingeteilt werden: eine Gruppe, die
entsprechend des Fehlens von Ig-Mutationen von Pra-Keimzentrums-B-Zellen
abstammt und keine somatischen Mutationen aufweist und eine Gruppe mit
somatischen Mutationen, die von Post-Keimzentrums-B-Zellen abstammt (Chiorazzi
and Ferrarini 2003; Stevenson and Caligaris-Cappio 2004). Beide Gruppen
unterscheiden sich bezuglich Prognose, Krankheitsverlauf und Therapiebedarf (Fais,
Ghiotto et al. 1998; Damle, Wasil et al. 1999; Hamblin, Davis et al. 1999). Wahrend
Patienten, deren Tumorzellen von unmutierten Pra-Keimzentrums-B-Zellen
abstammen, einen aggressiveren Verlauf der Erkrankung zu erwarten haben, ist die
Uberlebenswahrscheinlichkeit von Patienten, deren Tumorzellen von mutierten Post-
Keimzentrums-B-Zellen abstammen groRer (Shanafelt, Geyer et al. 2004; Zenz,
Mertens et al. 2008). Da die Einteilung der B-CLL in ihre Untergruppen von
klinischer und prognostischer Relevanz ist, erhofft man sich auf diesem Wege die
Optimierung risikoadaptierter Behandlungsplane.

Durch den Vergleich der DNA-Sequenzen von B-Zellen mit den korrespondierenden
Sequenzen der Keimbahn, konnen Mutationen festgestellt werden. Bei einer
Abweichung von zwei Prozent oder mehr gilt die Sequenz definitionsgemal als
mutiert. Die 2-Prozent-Grenze wurde gewahlt, um mogliche polymorphe Varianten
auszuschliefen (Schroeder and Dighiero 1994; Chiorazzi, Rai et al. 2005; Ghia,
Stamatopoulos et al. 2007).
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Abb. 2: Schematische Darstellung der B-Zell-Differenzierung mit neoplastischer Entartung

Im Knochenmark findet die Umlagerung der Immunglobulin-Gene statt (horizontale Linien). Zuerst
wird die schwere Kette umgelagert, dann die leichte Kette. In den verschiedenen Entwicklungsstadien
findet sich unterschiedliche Expression der Immunglobulinschwerketten IgM bzw. IgD (symbolisiert
durch ein ,M“ bzw. ,D* an der Zellmembran). Nach Antigenkontakt (symbolisiert durch einen griinen
Pfeil ,AG*) der naiven peripheren B-Zelle erfolgen im Keimzentrum des Lymphfollikels somatische
Mutationen der variablen Regionen der Immunglobuline (vertikale Linien). Die roten Pfeile markieren
die zwei Subgruppen der B-CLL: jene, deren Tumorzellen von unmutierten Pra-Keimzentrums-B-
Zellen abstammen (1) und jene, deren Tumorzellen von mutierten Post-Keimzentrums-B-Zellen
abstammen (2).
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3.5. Plasmazellulare Differenzierung

Ein Teil der B-CLL-Falle weist eine plasmazellulare Differenzierung auf und es lasst
sich eine Tumorzellpopulation mit exzentrisch gelegenen Kernen und breitem
basophilem Zytoplasma erkennen (sog. lymphoplasmozytoides Lymphom nach Kiel-
Klassifikation). Diese Falle ahneln morphologisch dem lymphoplasmozytischen
Lymphom der Kiel-Klassifikation (Immunozytom / Morbus Waldenstrom) bzw. dem
Marginalzonenlymphom mit plasmazellularer Differenzierung, welche jedoch
typischerweise CD5- und CD23-negativ sind (Lennert 1990; Coupland, Dallenbach
et al. 2000). In der WHO-Klassifikation und in der REAL-Klassifikation werden
Lymphome mit plasmazellularer Differenzierung und gleichzeitig B-CLL-typischer
Morphologie und Immunphanotyp als Variante der B-CLL eingeordnet (Swerdlow,
Campo et al. 2008).

Bisher wurde noch nicht untersucht, ob die Tumorzellen der plasmazellular
differenzierten CLL-Falle Trager somatischer Mutationen sind und somit dem
Schema der normalen B-Zell-Differenzierung entsprechen oder womoglich keine
somatischen Mutationen aufweisen und folglich nicht den Weg durch das
Keimzentrum gegangen sind. Aullerdem stellt sich die Frage, ob die klinischen
Verlaufe von Patienten mit plasmazellular differenzierter CLL den milderen Verlaufen
von Fallen mit somatischen Mutationen ahneln, oder eher den agressiveren

Verlaufen von Fallen ohne Mutationen entsprechen.

3.6. Prognostische Faktoren

Obwohl die B-CLL klinisch indolent verlauft, wird sie als nicht heilbar betrachtet. Die
mediane Uberlebenszeit betragt 7 Jahre (Swerdlow, Campo et al. 2008).

Um den heterogenen Krankheitsverlauf der CLL besser einschatzen zu kodnnen,
haben Rai et al. und Binet et al. Klassifikationssysteme entwickelt, die B-CLL
Patienten in prognostische Subgruppen einteilen (Rai, Sawitsky et al. 1975; Binet,
Auquier et al. 1981). Die Klassifikationssysteme erlauben lediglich eine orientierende
Abschatzung von Prognose und Krankheitsverlauf. Um die individuelle Prognose
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und Therapienotwendigkeit besser einschatzen zu kdnnen, wurden sie in den letzten

Jahren durch zusatzliche prognostische Faktoren erganzt.

3.6.1. Knochenmarksinfiltration

Das Infiltrationsmuster des Knochenmarks korreliert weitgehend mit dem
Krankheitsstadium.  Bezuglich der prognostischen Relevanz kann die
Knochenmarksinfiltration der B-CLL in zwei Gruppen unterteilt werden: die diffuse
und die nicht-diffuse Infiltration (Lipshutz, Mir et al. 1980; Rozman, Hernandez-Nieto
et al. 1981; Montserrat and Rozman 1987; Mauro, De Rossi et al. 1994; Rozman
and Montserrat 1995). Patienten mit diffuser Knochenmarksinfiltration befinden sich
meist in einem fortgeschritteneren Krankheitsstadium als Patienten mit nicht-diffuser
Knochenmarksinfiltration (Han, Barcos et al. 1984). Ausserdem haben Patienten, die
in frGhen klinischen Stadien ein diffuses Infiltrationsmuster aufweisen, einen
aggressiveren Krankheitsverlauf zu erwarten.

Hierbei fasst der Begriff ,nicht-diffuse Infiltration“ die Infiltrationsmuster nodular,

interstitiell und Mischformen (nodular und interstitiell) zusammen.

3.6.2. Lymphozytenverdopplungszeit

Die Lymphozytenverdopplungszeit beschreibt die Zeitdauer, in der sich die absolute
Zahl der Lymphozyten im Blut verdoppelt. Patienten mit kirzeren
Lymphozytenverdopplungszeiten haben schlechtere Uberlebenschancen als
Patienten mit langeren Lymphozytenverdopplungszeiten (Montserrat, Sanchez-
Bisono et al. 1986; Molica and Alberti 1987; Molica, Reverter et al. 1990; Montserrat,
Gomis et al. 1991).

3.6.3. Mutationsstatus

Derzeit wird der Mutationsstatus der variablen Region der Immunglobulin-
Schwerkette als einer der aussagekraftigsten prognostischen Faktoren der B-CLL
betrachtet. Die B-CLL kann bezlglich ihres Mutationsstatus in zwei prognostische
Gruppen unterteilt werde. Eine Gruppe, die von unmutierten Pra-Keimzentrums-B-
Zellen abstammt und aggressivere klinische Verlaufe aufweist und eine Gruppe, die

von mutierten Post-Keimzentrums-B-Zellen abstammt, milder verlauft und bessere
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Uberlebenschancen hat (Damle, Wasil et al. 1999; Hamblin, Davis et al. 1999;
Shanafelt, Geyer et al. 2004; Schroers, Griesinger et al. 2005; Huttmann, Klein-
Hitpass et al. 2006).

Der Vergleich der DNA-Sequenzen von B-Zellen mit den korrespondierenden
Sequenzen der Keimbahn kann Mutationen feststellen und ist somit von
prognostischer Relevanz (Chiorazzi, Rai et al. 2005).

3.6.4. Chromosomale Aberrationen

Chromosomale Aberrationen sind ebenfalls von prognostischem Wert. Wahrend die
Trisomie 12 mit einer atypischen Morphologie und aggressiven klinischen Verlaufen
korreliert, ist die Deletion 13q14 mit milderen Verlaufen assoziiert. Falle mit 11922-
23-Deletionen und Falle mit TP53-Abnormalitaten haben haufig eine ausgepragte
Lymphadenopathie und eine kirzere Lebenserwartung. Wahrend friher in ungefahr
40-50% der B-CLL Falle chromosomale Aberrationen nachgewiesen werden
konnten, haben neue molekularbiologische Methoden wie die FISH (Floureszenz-in-
situ-Hybridisierung) den Nachweis verbessert, so dass in uber 80% der B-CLL-Falle
Aberrationen nachgewiesen werden konnen (Dohner, Stilgenbauer et al. 2000;
Migliazza, Bosch et al. 2001; Calin, Dumitru et al. 2002; Stilgenbauer, Bullinger et al.
2002; Zenz, Mertens et al. 2008).

3.6.5. Transformation

Die Transformation der B-CLL in ein aggressives Lymphom im Sinne eines Richter-
Syndroms ereignet sich selten (ca. 3,5% aller Falle). Molekulargenetische Analysen
haben ergeben, dass ungefahr 50% dieser sogenannten high grade Lymphome die
Transformation des ursprunglichen neoplastischen Klons reprasentieren, die
anderen 50% aber unabhangige Neoplasien sind (Robertson, Pugh et al. 1993;
Chiorazzi, Rai et al. 2005; Swerdlow, Campo et al. 2008).
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3.7.

Fragestellung

Das Ziel dieser Arbeit ist die immunhistologische und molekularpathologische

Charakterisierung der plasmazellular differenzierten B-CLL und ihre Korrelation mit

dem klinischen Verlauf.

Hierbei ergeben sich folgende Fragen:

1.

Geht die plasmazellulare Differenzierung der CLL mit einer
immunhistologischen  Expression von  Plasmazellmarkern  (CD138,
Mum1/IRF4, VS38C, Blimp-1, XBP1) einher?

Stammt die CLL mit plasmazellularer Differenzierung — wie die anderen B-Zell
Non-Hodgkin-Lymphome mit plasmazellularer Differenzierung (Lympho-
plasmozytisches Lymphom/Marginalzonenlymphom mit plasmazellularer
Differenzierung) von  Post-Keimzentrums-B-Zellen mit  somatischen

Mutationen ab?

Entspricht der klinische Verlauf der Patienten mit plasmazellular
differenzierter CLL den milderen Verlaufen von Fallen mit somatischen
Mutationen oder eher den agressiveren Verlaufen von Fallen ohne

Mutationen?
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Abb. 3: Schematische Darstellung der Fragestellung

Entsprechen die neoplastischen B-Zellen mit plasmazellularer Differenzierung mutierten
Postkeimzentrums-B-Zellen und sind somit den bekannten Weg der B-Zell-Differenzierung gegangen
oder entsprechen sie unmutierten Prakeimzentrums-B-Zellen?
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4. Material und Methode

4.1. Studiendesign

In unserer Studie wurden zwei Patientenkollektive aus insgesamt 63 Patienten (21
weibliche, 42 mannliche, Altersmittelwert 67 Jahre) mit chronischer lymphatischer
Leukamie/lymphozytischem Lymphom vom B-Zelltyp (B-CLL/B-SLL) aufgenommen.
Das erste Patientenkollektiv besteht aus konsekutiven Fallen von
Lymphknotenbiopsien mit CLL/SLL aus dem Archiv des Konsultations- und
Referenzzentrums fur Lymphknoten- und Hamatopathologie der Charité und umfasst
50 Patienten. Zur Validierung der Ergebnisse wurde ein zweites Patientenkollektiv
von 13 Patienten herangezogen, deren CLL/SLL eine plasmazellulare
Differenzierung aufwies.

Die CLL/SLL-Biopsien der Patienten wurden morphologisch, immunhistologisch und
molekularpathologisch charakterisiert. Zusatzlich wurden die Uberlebensdaten (iber
einen Verlaufszeitraum von 10 Jahren erhoben und mit den morphologischen,
immunhistologischen und molekularpathologischen Befunden korreliert.

Hierbei wurde besonderes Augenmerk auf die Bedeutung der plasmazellularen

Differenzierung gerichtet.

4.2. Patientengut

Die erste Studiengruppe setzt sich aus unselektierten konsekutiven Fallen aus dem
Archiv des Institutes fur Pathologie am Campus Benjamin Franklin, Konsultations-
und Referenzzentrum fur Lymphknotendiagnostik (Leiter: Prof. Dr. Dr. h.c. Harald
Stein) mit gesicherter B-CLL/B-SLL zusammen. Sie umfasst 50 Patienten. Das
zweite Patientenkollektiv wurde zur Validierung der Ergebnisse und zur Erhdhung
der Zahl an B-CLL/B-SLL Fallen mit plasmazellularer Differenzierung zusatzlich in
die Studie aufgenommen. Die zweite Studiengruppe umfasst 13 Patienten, die alle
an einer B-CLL/B-SLL mit plasmazellularer Differenzierung (lymphoplasmozytoides
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Lymphom nach Kiel-Klassifikation) erkrankt waren. Das Untersuchungsmaterial
stammt aus den Jahren 1996-2001.

421. Altersverteilung

Das Studienkollektiv hatte einen Altersmedian von 67 Jahren zum Zeitpunkt der
Charakterisierung im Konsultations- und Referenzzentrum far
Lymphknotendiagnostik mit einer Bandbreite von minimal 27 Jahren und maximal 99
Jahren.

4.2.2. Geschlechtsverteilung

In der Studiengruppe befanden sich 21 Frauen und 42 Manner.

4.3. Morphologie

Morphologisch beurteilt wurden das Wachstumsmuster, die Beschaffenheit der
Kerne sowie das Vorhandensein von Paraimmunoblasten und residuellen
Keimzentren. Das Wachstumsmuster wurde als pseudofollikular oder als diffus
eingestuft, die Kernmorphologie als rund oder irregular beschrieben, das
Vorhandensein von Paraimmunoblasten semiquantitativ mit +, ++ oder +++ und
jenes von residuellen Keimzentren mit 0, + oder ++ bewertet. Ausserdem wurden
die Falle auf das Vorhandensein einer plasmazellularen Differenzierung
morphologisch beurteilt.

Wenn uber zehn Prozent der Tumorzellen die morphologischen Zeichen einer
plasmazellularen Differenzierung (exzentrische Kerne, basophiles Zytoplasma,
Dutcher/Russel-Korperchen) und eine monotypische Expression der Immunglobulin-
Leichtketten aufwiesen, wurde dieser Fall als plasmazellular differenziert eingestuft
(Coupland, Dallenbach et al. 2000; Swerdlow, Campo et al. 2008).
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4.4. Immunphanotyp

Zur immunhistochemischen Charakterisierung wurden drei Nachweismethoden
verwendet: die Alkalische Phosphatase-Anti-Alkalische Phosphatase-Methode
(APAAP-Methode), die Avidin-Biotin-Komplex-Methode (ABC-Methode) und die
Labeled Streptavidin-Biotin-Methode (LSAB-Methode).

Die APAAP-Methode gehort zu den indirekten Komplexmethoden. Ein
Bruckenantikorper reagiert einerseits mit dem gegen das zu untersuchende Antigen
gerichteten Primarantikorper und andererseits mit dem APAAP-Komplex. Im
APAAP-Komplex sind monoklonale Maus-IgG-Antikorper gegen alkalische
Phosphatase spezifisch mit dem Enzym alkalische Phosphatase konjugiert. Es
handelt sich hierbei um einen Enzym-anti-Enzym-Komplex. Mit Hilfe einer
chromogenen Substratlosung fur das Enzym alkalische Phosphatase kann die
Reaktion sichtbar gemacht werden (Abb. 4). Im Gegensatz zur ABC-Methode kann
die APAAP-Methode wiederholt und so eine Verstarkung des Farbsignals erzeugt
werden. Ausserdem zeichnet sich die Methode durch eine hohere Verdunnbarkeit
des Primarantikorpers im Gegensatz zu direkten Nachweismethoden aus (Noll
2000).

Die Avidin-Biotin-Komplex-(ABC) Methode basiert auf der starken Affinitat von Biotin
gegenuber Avidin bzw. Streptavidin. Das Glykoprotein Avidin besitzt vier
Bindungsstellen fur das wasserlosliche Vitamin Biotin (Guesdon, Ternynck et al.
1979). Die Substitution von Avidin durch das aus dem Bakterium Streptomyces
avidinii isolierte Streptavidin verlangert die Haltbarkeit der Streptavidin-Enzym-
Komplexe und reduziert den unspezifischen Hintergrund (Elias, Margiotta et al.
1989). Der immunhistologische Nachweis mit dieser Methode ist sehr sensitiv, daher
konnen Primar- und Sekundarantikdrper in hoheren Verdunnungen eingesetzt
werden als z.B. bei der Peroxidase-Anti-Peroxidase-Methode (Hsu, Raine et al.
1981; Hsu, Raine et al. 1981). Ein biotinylierter BriuckenantikOrper reagiert sowohl
mit dem Primarantikorper, der gegen das zu untersuchende Antigen gerichtetet ist,
als auch mit dem ABC-Komplex. Der Komplex entsteht dadurch, dass an drei von
vier Bindungsstellen des Avidin ein Molekll Biotin bindet, das wiederum an ein
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Enzym gekoppelt ist (Abb. 5). Hierbei kann es sich sowohl um alkalische
Phosphatase als auch um Peroxidase handeln. Meistens wird mit einer Suspension
aus Bruckenantikorpern verschiedener Tierspezies gearbeitet, die als Multi-Link-
Antikorper bezeichnet werden (Noll 2000).

Die LSAB-Methode basiert ebenfalls auf der oben erlauterten Affinitat von Avidin zu
Biotin (Guesdon, Ternynck et al. 1979). Es wird der gleiche biotinylierte
Bruckenantikorper verwendet und in einem dritten Schritt ein direkt mit einem Enzym
(in der Vorliegenden Arbeit Peroxidase) gebundenes (labeled) Avidin aufgetragen.
Alle vier Bindungsstellen des Avidins sind fur das am Bruckenantikorper
vorhandene Biotin frei. Als Vorteil gegenuber der ABC-Methode entstehen hierbei
kleinere Reaktionskomplexe, die weniger zu raumlichen Behinderungen fuhren und
somit deutlichere positive Signale erzeugen (Giorno 1984). Zur Freilegung der

Epitope wurde ein ,heat-induced-epitope-retrieval“ angewendet.

Schematische Darstellung der APAAP-Methode
(Alkalische Phosphatase-Anti-Alkalische Phosphatase)
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Abb. 4: Schematische Darstellung der APAAP-Methode
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Schematische Darstellung der ABC-Methode (Avidin-Biotin-Komplex)
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Abb. 5: Schematische Darstellung der ABC-Methode
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441. Verwendete Materialien und Ansatz von Losungen

Primarantikorper

Tabelle 1 In der Studie verwendete Primérantikorper

Antigen Antikérper Verdliinnung Hersteller
(Klon)

CD20 L26 1:50 Dako

CD5 4C7 1:25 Novocastra

CD23 1B12 1:20 Novocastra

CD43 DFT1 1:50 Dako

Ig kappa-Leichtkette Kaninchen, polyklonal 1:100000 Dako

Ig lambda-Leichtkette =~ HP6054 1:16000 Dako

IgD Kaninchen, polyklonal 1:2000 Dako

IgM Kaninchen, polyklonal 1:2000 Dako

IgG Kaninchen, polyklonal 1:30000 Dako

VS38C VS38c 1:50-1:100 Novocastra

Syndecan (CD138) B-B4 1:10 Serotec

MUM1/IRF4 MUM1p 1:20 Dako

ZAP 70 2F3.2 1:1000 upstate cell signaling

Blimp-1 k.A. 1:4 zur Verfigung gest.
von MA Piris

XBP1 k.A. 1:20 zur Verfigung gest.
von MA Piris

TBS (Tris Buffered Saline)

34,25 g Tris-HCI
4,5 g Tris-Base
43,9 g NaCl

5 ml Tween wurden in 1000 | Aqua dest. gelost und auf 5 Liter aufgefullt.

(pH 7!4_7’6)

Entwicklungspuffer
Wurde von der Firma Dako hergestellt (S169984)
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Zitratpuffer
10,5 g Zitronensaure

60 ml 2N NaOH wurden in 1000 | Aqua dest. gelost und auf 5 Liter aufgefulit.
(pH 6,0)

Verdinnungsreagenz
Antibody Diluent S202230, Firma Dako

44.2. Ablauf der Phosphatase-Anti-Alkalische Phosphatase-Methode

* Anfertigung von 2-3 ym dicken Schnitten

* Entparaffinieren mit Xylol mindestens 10 Min.

* absteigende Alkoholreihe jeweils 2 Minuten, kurzzeitige Immersion in Aqua dest.,
Verbleib in TBS

* Hitze-Demaskierung (,Heat induced epitope retrieval“) im Schnellkochtopf in
Citratpuffer, je nach Antikorper 2-5 Minuten

* Kuhlung unter flieRendem Wasser, Verbleib in TBS

* H0O2 10 Minuten

* Inkubation mit dem Primarantikorper 30 Minuten

* Inkubation mit Sekundarantikorper (rabbit anti-mouse) 30 Minuten

* Inkubation mit APAAP Immunkomplex 30 Minuten

* Inkubation mit Sekundarantikorper (rabbit anti-mouse) 10 Minuten

* Inkubation mit APAAP Immunkomplex 10 Minuten

* Inkubation mit Entwickler-Losung

* Gegenfarbung: Aqua dest., Hamalaun, Leitungswasser

* Negativkontrolle: Weglassen des Primarantikorpers
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2.4.3 Ablauf der Avidin-Biotin-Komplex-Methode

* Anfertigung von 2-3 ym dicken Schnitten

* Entparaffinieren mit Xylol mindestens 10 Minuten

* absteigende Alkoholreihe jeweils 2 Minuten, kurzzeitige Immersion in Aqua dest.,
Verbleib in TBS

* Hitze-Demaskierung (,Heat induced epitope retrieval)* im Schnellkochtopf in
Citratpuffer, je nach Antikorper 2-5 Minuten

* Kuhlung unter flieRendem Wasser, Verbleib in TBS

* Inkubation mit dem Primarantikorper 30 Minuten

* Inkubation mit biotinyliertem Sekundarantikorper (anti-mouse+anti-rabbit) 30
Minuten

* Inkubation mit Streptavidin-Alkalische Phosphatase 30 Minuten

* Inkubation mit Entwickler-Losung

* Gegenfarbung: Aqua dest., Hamalaun, Leitungswasser

* Negativkontrolle: Weglassen des Primarantikorpers

2.4.4 Ablauf der Labeled Streptavidin-Biotin-Methode

* Anfertigung von 2-3 ym dicken Schnitten

* Entparaffinieren mit Xylol mindestens 10 Minuten

* absteigende Alkoholreihe jeweils 2 Minuten, kurzzeitige Immersion in Aqua dest.,
Verbleib in TBS

* Hitze-Demaskierung (,Heat induced epitope retrieval)* im Schnellkochtopf in
Citratpuffer, je nach Antikorper 2-5 Minuten

* Kuhlung unter flieRendem Wasser, Verbleib in TBS

* Inkubation mit Peroxidase Block 5 Minuten

* |nkubation mit dem Primarantikorper 10 Minuten

* Inkubation mit biotinyliertem Sekundarantikorper 10 Minuten

* Inkubation mit Streptavidin-Peroxidase 10 Minuten

* Farbung mit DAB (Diaminobenzidin) 5-10 Minuten

32



* Gegenfarbung: Aqua dest., Hamatoxilyn, Leitungswasser 2-5 Minuten

* Negativkontrolle: Weglassen des Primarantikorpers

2.4.5 Auswertung der Immunhistochemischen Farbungen

Bei der Auswertung der immunhistochemischen Farbungen wurde die Zahl der
Tumorzellen mit Expression der verschiedenen verwendeten Antikorper in die
Kategorien 0, <50%, >50% (CD5, CD23, CD43, MUM1, VS38c, CD138) und die
Farbeintensitat semiquantitativ in schwach, stark, schwach/stark (CD20) sowie
negativ, schwach (+) , mittel (++) und stark (+++) (Blimp-1, XBP1) eingeteilt.
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4.5. Molekularpathologie

451. Monoklonalitat

Die IgH-PCR mit anschliefender Kapillarelektrophorese (GeneScan) wurde
eingesetzt, um Aussagen uber die Klonalitat der untersuchten B-Zellen treffen zu
konnen.

Vorbereitend fur die IgH-PCR wurden 20 pm dicke Schnitte des in Paraffin
eingebetteten Gewebes angefertigt und die DNA mit dem QIAmp DNA Mini Kit
(Qiagen, Hilden, Deutschland) nach Empfehlungen des Herstellers aufgereinigt. Zur
Amplifikation der umgelagerten IgH-Gene wurden drei 5’-Vy Primersets, die mit den
VH Framework-Regionen korrespondieren (BioMed-2 FR1, FR2 und FR3) separat
mit einem 3’-JH-Konsensus-Primer (JH22) eingesetzt. Die PCR-Bedingungen waren
35 Zyklen Denaturierung (95°C, 25 sec.), Primer-Annealing (60°C, 40 sec.) und
Extension (72°C, 45 sec.).

Zum GeneScanning der PCR-Produkte mussen die Primer der PCR mit einem
Fluorchrom markiert sein, um die Amplifikationsprodukte sichtbar zu machen. Die
Fluorchrom-markierten, einzelstrangigen PCR-Produkte werden hierbei in einem
kapillaren Elektrophoresesystem (Applied Biosystems, Model 310A) nach ihrer
Grolle getrennt und anschlieBend automatisiert mit einem Laser detektiert.
Entspricht das Ergebnis einer Gausschen Verteilung mit vielen Peaks
unterschiedlicher PCR-Produkte, sind die Amplifikationsprodukte polyklonal. Ein
einziger Peak hingegen, der nur aus einem PCR-Produkt besteht, spricht fur eine
monoklonale Zellproliferation (van Dongen, Langerak et al. 2003).
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4.5.2. Verwendete Materialien und Ansatz von Losungen

Ausgangslosungen fur IgH-PCR

10x Puffer (ABI-Puffer Il oder ABI-Gold-Puffer, Applied Biosytems, Foster City, USA)
MgClz [25 mmolar]

dNTP [100 mmolar]

Primer FR1 [100 pmol/ul] - bereits gemischt

Primer FR2 [100 pmol/ul] - bereits gemischt

Primer FR3 [100 pmol/ul] - bereits gemischt

Primer JH22 0 [100 pmol/pl]

Taqg-Polymerase 5 Units/ yl (AmpliTaq Gold, Applied Biosytems, Foster City, USA)
H»0

Verschiedene DNA-L6sungen [100ng/pl]
50ul Ansatze

1x Puffer

MgCl, [1,5mmolar]
dNTP 800 [umolar]
FR1 — Primer 70 pmol
FR2 — Primer 70 pmol
FR3 — Primer 70 pmol
Primer JH22: 30 pmol
1 Unit Tag-Polimerase

DNA 100 ng

Primerkombinationen

1. FR1-JH22
2. FR2-JH22
3. FR3-JH22
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4.5.3.

Ablauf der IgH-PCR

Thermocycling

1.10 min 95°C Aktivierung der Tag-Polymerase
2.35 Zyklen:

* Denaturierung: 95°C, 25 sec.
* Primer-Annealing: 60°C, 40 sec.

* Extension: 72°C, 45 sec.

3.10 min 72°C finale Extension

4.5.4.
1.

4.5.5.

Ablauf des GeneScanning
Vorbereitung des PCR-Produktes: 1 yl PCR-Produkt mit 9,5 ul (Hi-Di)
Formamid und 0,5 ul ROX-400 GroRRenstandard bei 95°C zwei Minuten
denaturiert und anschlie3end eine Stunde bei 4°C abgekunhlt
45 Minuten Elektrophorese (Polymer: 3100 POP4-Polymer, Puffer: 1x3100
EDTA-Puffer)
Messung der Probe bei einer Fluoreszenz-Signalintensitat von bis zu 10 000

Fluoreszenz-Einheiten

Sequenzierung

Die Sequenzierung der klonalen PCR-Produkte erfolgte mit Hilfe des ABI PRISM
BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Applied Biosystems).

10-50 ng PCR-Produkt mit 50 ng/pl Reamplifikationsprimer und 8pul Big Dye
Terminator Mix mit aqua dest. auf 20l auffullen

PCR in einem TC 9600 Cycler (Applied Biosystems) bei 95°C 2min, 25x
(96°C 15 sec, 45°C 15 sec, 60°C 4 min, ramp 45 sec)

Abtrennung der PCR-Produkte durch Aufreinigung uber Sephadex G50
Superfine Saulen (Amershan Biosience)

Trocknen der DNA, anschliefiend Aufnahme in Formamidmix
Resuspension im Dunkeln unter Schatteln

Denaturierung 95°C 2 min

Auftragen von 2ul der Probe auf ein 4,5%iges denaturierendes Sequenzgel
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* Analyse in einem ABI PRISM 377 DNA Sequenzer (Applied Biosystems)

4.5.6. Mutationsstatus

Um den Mutationsstatus der Patienten bestimmen zu konnen, wurden die DNA-
Sequenzen der klonalen PCR-Produkte zunachst durch den Vergleich der Sequenz
eines DNA-Fragments der komplementaren Strange ermittelt (Sequence Navigator
Vers. 1.0, Applied Biosystems) und anschliessend mit den korrespondierenden
Sequenzen der Keimbahn in der IMGT Datenbank verglichen (Robinson, Halliwell et
al.). Bei einer Abweichung von zwei Prozent oder mehr wurde die Sequenz als
mutiert gewertet (Schroeder and Dighiero 1994; Chiorazzi, Rai et al. 2005).
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4.6. Erhebung und Erfassung klinischer Daten

Um die Daten der Studienteilnehmer zu erfassen und zu dokumentieren, wurde ein
Erhebungsbogen entworfen, der an die Einsender der Proben verschickt wurde (s.
Appendix). Der Erhebungsbogen erfasst den Namen, das Geburtsdatum des
Patienten, das Binet-Stadium, das Rai-Stadium, die Lokalisation vergroRerter
Lymphknoten, den Verlauf, die Therapie, den Therapieerfolg, die Laborwerte zum
Zeitpunkt der Diagnosestellung, knochenmarkshistologische bzw.
knochenmarkszytologische Daten und die Immunphanotypisierung des peripheren
Blutes und des Knochenmarks.

4.6.1. Stadieneinteilung
Zur Stadieneinteilung wurden die Binet-Klassifikation und die Rai-Klassifikation

herangezogen (Rai, Sawitsky et al. 1975; Binet, Auquier et al. 1981).

4.6.2. Verlauf

Der Abschnitt ,Verlauf® halt fest, ob der Patient noch am Leben oder bereits
verstorben ist und ob bei der klinischen Untersuchung OrganvergroRerungen von
Leber und Milz oder B-Symptome (Fieber, Nachtschweiss, Gewichtsverlust)
festgestellt wurden. Unter dem Begriff ,Sonstiges® konnten hier auRerdem Angaben
Uber das Vorliegen anderer maligner oder benigner Grund- und Begleiterkrankungen
und gegebenenfalls ihrer Therapie gemacht werden.

4.6.3. Therapieerfolg

Der Abschnitt ,Therapieerfolg® erfasst vollstandige Remissionen, Teilremissionen,
Rezidive, das Nichtansprechen auf eine Therapie, Transformationen (Richter-
Syndrom), progressionsfreies Uberleben und Progressionen im klinischen Verlauf
der Patienten.

4.6.4. Laborwerte

Die Laborwerte Leukozyten (10°/ul), Lymphozyten (%),
Lymphozytenverdopplungszeit, Hamoglobin (g/dl), Thrombozyten (103/ul), S-LDH
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U/l, Serum-Immunglobuline (IgA, IgM, IgG), Serum-32-Mikroglobulin (mg/l), Serum-
Thymidinkinase (U/l) und Serum-Albumin zum Zeitpunkt der Diagnose der B-CLL

wurden erhoben.

4.6.5. Knochenmarks-Histologie/ -Zytologie

Die Knochenmarksinfiltration wurde als diffus oder nicht-diffus erfasst, wobei der
Begriff ,nicht-diffus® fur die Formen nodular, interstitiell oder fur Mischformen steht.
Des Weiteren konnte der Infiltrationsgrad in Prozent angegeben werden.

4.6.6. Immunphanotypsisierung

Bei der Immunphanotypisierung wurden die mononukledaren Zellen in Prozent
angegeben, die fur die folgenden  Marker positiv = waren: die
Oberflachenmembranimmunglobuline IgM und IgD, die Leichtketten kappa und
lambda, die Oberflachenmarker CD20, CD5, CD23, CD43, CD21, ZAP70 sowie die
plasmazellularen Marker CD138 und MUM.1.

4.7. Statistische Auswertung

Alle statistischen Analysen wurden mit Hilfe des Statistical Package of Social
Science (SPSS) in der Version 18 erstellt. Das Gesamtuberleben der Patienten
wurde vom Zeitpunkt der Erstdiagnose bis zum Tod oder bis zu dem Zeitpunkt
berechnet, ab dem es nicht mehr moglich war, klinische Daten zu dem jeweiligen
Patienten zu ermitteln. Uberlebenskurven wurden nach der Kaplan-Meier-Methode
erstellt und mit dem log-rank Test verglichen. Das Signifikanzniveau wurde fur alle
Tests auf p= 0,05 gesetzt.

Es wurden die Gruppen CLL mutiert vs. CLL unmutiert sowie CLL normal vs. CLL
plasmazellular differenziert beziiglich des Uberlebens miteinander verglichen.
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5. Ergebnisse

5.1. Altersverteilung

Das Alter der 63 untersuchten Patienten lag zum Zeitpunkt der Charakterisierung im
Konsultations- und Referenzzentrum fir Lymphknotendiagnostik der Charité
zwischen 27 und 99 Jahren, mit einem Median von 67 Jahren. Das Alter von 46
Patienten (73%) betrug zu diesem Zeitpunkt mehr als 60 Jahre, 17 Patienten (27%)

waren alter oder gleich 60 Jahre alt.

25—

20

15

Anzahl der Patienten

10—

21-30 31-40 41-50 51-60 61-70 71-80 81-100

Alter in Jahren

Abb. 7: Altersverteilung der Patienten zum Zeitpunkt der Charakterisierung
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5.2. Morphologie

Das typische morphologische Bild einer B-CLL zeigt ein pseudofollikulares
Wachstumsmuster in der Ubersicht (Abb. 8a). In der VergroRerung lasst sich eine
monomorphe Population von kleinen, atypischen lymphatischen Zellen mit runden
bis ovalen Kernen, maRig dichtem Kernchromatin und unauffalligen Nukleolen
erkennen (Abb. 8b). Beigemischt sind wenige groRere Prolymphozyten und

Paraimmunoblasten.

Abb. 8a: Lymphknoten mit B-CLL/B-SLL und Abb. 8b: Stirkere VergréBerung einer B-

pseudofollikularem Wachstumsmuster CLL/B-SLL

(Giemsa, Vergroferung x40) aus kleinen lymphozyten-artigen Tumorzellen mit
Beimischung von gréeren Prolymphozyten und
Paraimmunoblasten (Giemsa, x100)

Als B-CLL/B-SLL mit plasmazellularer Differenzierung wurden alle Falle eingestuft,
bei denen Uber zehn Prozent der Tumorzellen morphologische Zeichen einer
plasmazellularen Differenzierung und eine monotypische Expression der
Immunglobulin-Leichtketten aufwiesen. Zu den typischen morphologischen Zeichen
einer plasmazellularen Differenzierung zahlen: exzentrisch gelegene Kerne,

basophiles Zytoplasma und Dutcher/Russel-Korperchen (Abb. 9a und b).
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Abb. 9a: CLL/SLL mit plasmazelluldrer Abb. 9b: CLL/SLL mit plasmazellularer
Differenzierung Differenzierung

und einer Tumorzellpopulation mit basophilem und zahlreichen Russel-Kérperchen (PAS-
Zytoplasma (Giemsa, x100) Reaktion, x200)

Morphologisch  zeigten 56 von 63 CLL-Fallen ein pseudofollikulares
Wachstumsmuster, wohingegen sich in 7 von 63 Fallen ein diffuses
Wachstumsmuster fand (zusammengefasst in Tab. 2). Die Morphologie der Kerne
war in 34 von 63 Fallen rund, in 29 von 63 irregular. In 21 von 63 Fallen konnten
wenig, in 29 von 63 Fallen maRig viele und in 13 von 63 Fallen viele
Paraimmunoblasten nachgewiesen werden. Residuelle Keimzentren fanden sich in
47 von 63 Fallen nicht, in 9 von 63 Fallen wenige und in 7 von 63 Fallen maRig viele.
Die Zeichen der plasmazellularen Differenzierung konnten in ber zehn Prozent der
Tumorzellen bei 20 von 63 Fallen nachgewiesen werden, davon in 7 von 50 Fallen
(14 %) des 1. Patientenkollektives.
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Tabelle 2 Morphologische Charakterisierung der CLL-Fille

Morphologisches Merkmal

Wachstumsmuster pseudofollikular

56/63 (89%)

diffus
7/63 (11%)

Kerne rund
34/63 (54%)

irregular
29/63 (46%)

Paraimmunoblasten (+)
21/63 (33%)

+

29/63 (46%)

++

13/63 (21%)

residuelle Keimzentren 0
47/63 (75%)

+

9/63 (14%)

++

7163 (11%)

plasmazellulare Differenzierung  plasmaz. Diff.

20/63 (32%)

5.3. Immunphanotyp

keine plasmaz. Diff.
43/63 (68%)

5.3.1. Expression von B-CLL typischen Markern

Tabelle 3 zeigt die Auswertung der immunhistochemischen Farbungen der B-Zell-
assoziierten Membranantigene CD5, CD23, CD43 und CD20. Nahezu alle Falle
zeigten einen B-CLL/B-SLL-typischen Immunphanotyp mit Expression von CD35,

CD23 und CD43 sowie eine unterschiedlich kraftige Expression des Pan-B-

Zellmarkers CD20 (Abb. 10).
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Tabelle 3 Oberflaichenmarker B-CLL

CD5

]

3/63 (5%)

<50%

13/63 (20%)

>50%

47163 (75%)

CD23

21/63 (33%)

42/63 (67%)

CD43

2/63 (3%)

7163 (11%)

54/63 (86%)

CD20

weak

15/63 (24%)
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strong

9/63 (14%)

weak/strong

39/63 (62%)



Abb. 10: Typischer Inmunphéanotyp der B-CLL/B-SLL
mit kraftiger Expression von CD5, CD23 und CD43 sowie unterschiedlich kraftiger Expression von
CD20 (APAAP-Methode, x100)

5.3.2. Expression der Inmunglobulin-Leichtketten kappa und lambda
Nach der morphologischen Einteilung der B-CLL/B-SLL-Falle in die Gruppen ,mit
plasmazellulare Differenzierung® (20/63) und ,konventionelle Morphologie/keine
plasmazellulare Differenzierung® (43/63) wurden die Falle nach dem Kriterium der
monotypischen Expression einer Immunglobulin-Leichtkette (kappa/lambda) erneut
in die zwei Gruppen geteilt. Hierbei zeigten 29 von 63 Fallen eine monotypische
Leichtkettenexpression. Alle Falle, die sowohl die morphologischen Kriterien erfillten
als auch eine monotypische Leichtkettenexpression zeigten, wurden letztendlich als
plasmazellular differenziert gewertet (18/63).
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Tabelle 4 Plasmazelluldre Differenzierung

Kriterien der plasmazelluladren Differenzierung

monotypische Leichtkettenexpression 29/63 (46%)
kappa 16/63 (25%)
lambda 13/63 (21%)
morphologischer Nachweis der plasmaz. Diff. 20/63 (32%)

monotyp. Leichtkettenexpr. und morph. Nachweis 18/63 (28%)
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Abb. 11: B-CLL/B-SLL mit monotypische Leichtkettenexpression
lambda (links) und Negativitat fir kappa (rechts) mit einer reaktiven Plasmazelle als positive
intrinsische Kontrolle (APPAP-Methode, x200).

5.3.3. Expression von Markern plasmazellularer Differenzierung
Nachdem die Falle morphologisch und anhand der immunhistochemischen Farbung
der Immunglobulin-Leichtketten in die zwei Gruppen ,plasmazellular differenziert"
und ,keine plasmazellulare Differenzierung” eingeteilt wurden, wurden die
Ergebnisse zusatzlich mit der Expression von funf Plasmazellmarkern korreliert:
IRF4/MUM1, VS38c, Blimp-1, XBP1 und CD138.
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Tabelle 5 Expression von Markern plasmazellularer Differenzierung

B-CLL konventionell B-CLL plasmazellular
MUM1 (>50%) 12/45 (27%) 8/18 (44%)
VS38c (>50%) 20/45 (44%) 11/18 (61%)
Blimp-1 (++/+++) 4/45 (9%) 8/18 (44%)
XBP1 (++/+++) 8/45 (18%) 7/18 (39%)
CD138 (>10%) 4/45 (9%) 3/18 (17%)
>2 Plasmazellmarker  6/45 (13%) 12/18 (67%)

Tabelle 5 =zeigt die Auswertung der immunhistochemischen Farbungen der
plasmazell-assoziierten Membranantigene Mum1, VS38c, Blimp, XBP1 und CD138.
Eine Expression von mehr als zwei Plasmazellmarkern konnte in 67% der Falle
nachgewiesen werden, die zuvor morphologisch als plasmazellular differenziert
identifiziert worden waren. Lediglich 13% der Faélle, bei denen morphologisch keine
plasmazellulare Differenzierung nachgewiesen werden konnte, zeigten eine

Expression von mehr als zwei Plasmazellmarkern.

Abb. 12: Immunhistologische Expression der fiinf untersuchten Plasmazell-Marker
(MUM1, VS38c, Blimp-1, XBP1 und CD138) in einer B-CLL mit plasmazellularer Differenzierung
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3.3.4. Mehrfachmarkierungen zur Charakterisierung der plasmazellular
differenzierten Zellpopulation

Die B-CLL/B-SLL-Falle mit plasmazellularer Differenzierung wurden zusatzlich noch
mit Hilfe von Mehrfachmarkierungen zur naheren Charakterisierung der
plasmazellular  differenzierten  Zellpopulation  untersucht. Dabei  wurde
immunhistologisch eine Doppelmarkierung CD23 und IRF4/MUM1 durchgefihrt
(Abb. 13).

Abb. 13: Inmunhistologische Doppelmarkierung
IRF4/MUM?1 (braun, nuklear)/CD23 (rot, membrands) zum Nachweis einer Ko-Expression von CD23
der IRF4/MUM1 positiven plasmazellulér differenzierten Zellpopulation (APPAP/ABC-Methode, x100).

Weiterhin wurden immunfluoreszenzoptische Mehrfachmarkierungen angefertigt
unter Verwendung von Primarantikdrpern gegen die Immunglobulinleichtketten
kappa bzw. lambda und CD23 sowie fluoreszenz-markierter Sekundarantikdrper
(Abb. 14).
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Abb. 14: Inmunfluoreszenzoptische Mehrfachmarkierung einer B-CLL/B-SLL

mit Expression von CD23

(rot, Alexa A555), monotypischer Expression der Immunglobulinleichtkette lambda (griin, Alexa A488)
und DAPI-Kernfarbung (blau). Die Uberlagerung zeigt eine Ko-Expressionvon lambda/CD23 (gelb)
(obere Reihe x200; untere Reihe, Ausschnitt x600)

Mit Hilfe der Mehrfachmarkierungen konnte somit gezeigt werden, dass die
plasmazellular differenzierte Zellpopulation eine Ko-Expression von CD23 aufweist

und somit erwartungsgemal der Tumorzellpopulation zugehorig ist.
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5.3.4. Expression von ZAP70

Die immunhistologische Expression von ZAP70 ist als Surrogatmarker fir den
Mutationsstatus der B-CLL/B-SLL beschrieben. Eine fehlende Expression von
ZAP70 der Tumorzellen spricht fir eine Abstammung von mutierten (memory) B-
Zellen mit besserer Prognose, wohingegen eine Expression von ZAP70 fir eine
Abstammung von unmutierten (naiven) B-Zellen spricht (Abb. 15).

Abb. 15: Inmunhistochemische Expressionsanalyse von ZAP 70

mit Negativitdt der Tumorzellen in einer B-CLL mit mutiertem IgH-Status (links) bei positiver
intrinsischer Kontrolle anhand der reaktiven T-Zellen sowie Positivitdt der Tumorzellen bei
unmutiertem IgH-Status (rechts) (ABC-Methode, x100).
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B ZAP7 0-
W ZAP7 0+

mutiert unmutiert

Abb. 16: Expression von ZAP70 in Korrelation mit dem Mutationsstatus

Auf Abbildung 16 ist die Expression von ZAP70 in Korrelation mit dem
Mutationsstatus (siehe 3.4 Molekularpathologie) dargestellt. Von 23 Fallen, bei
denen somatische Mutationen nachgewiesen werden konnten, fiel der
immunhistochemische Nachweis von ZAP70 in 18 Fallen (78%) negativ und in 4
Fallen (17%) positiv aus, ein Fall konnte nicht ausgewertet werden. Die Gruppe, bei
der keine somatischen Keimbahnmutationen nachgewiesen werden konnte, zeigte in
29 von 36 Fallen (81%) eine Expression von ZAP 70 und in 5 von 36 (14%) Fallen
keine; zwei Falle konnten nicht ausgewertet werden. Es konnte also in 47 von 56
Fallen (84%) eine Ubereinstimmung der Expression von ZAP70 mit dem
Mutationsstatus nachgewiesen werden.

51



Abb. 17: Ubereinstimmung ZAP70 Expression mit dem IgH-Mutationsstatus
In 47 von 56 Fallen (84%) konnte eine Ubereinstimmung der Expression von ZAP70 mit dem
Mutationsstatus nachgewiesen werden (siehe 3.4 Molekularpathologie)
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5.3.5. Expression von IgM und IgD

Die Expression von IgM und IgD der neoplastischen B-Zellen kann einen Hinweis
auf die Entwicklungsstufe der B-Zelle bzw. einen bereits erfolgten Antigenkontakt
geben (s. Abb. 2). Daher wurde ermittelt, welche Falle eine Ko-Expression von IgM
und IgD und welche Falle nur eine Expression von IgM aufweisen bei Negativitat fur
IgD. Beide Gruppen wurden mit dem Vorhandensein von somatischen Mutationen
sowie einer plasmazellularen Differenzierung in Korrelation gebracht.

Wahrend die Falle ohne somatische Mutation und ohne plasmazellulare
Differenzierung hauptsachlich IgM und IgD exprimieren (87,5%), sind die Falle ohne
Mutationen aber mit plasmazellularer Differenzierung tendenziell nur IgM-positiv
(64%). Die Falle mit somatischen Mutationen zeigten unabhangig von der
plasmazellularen Differenzierung uberwiegend eine Expression von IgM bei
Negativitat fur IgD (69% IgH unmutiert konventionell, 75% IgH unmutiert

plasmazellular).

Tabelle 6 Expression von IgM und IgD in Korrelation mit dem Mutationsstatus und dem
Vorhandensein einer plasmazelluldren Differenzierung

IgH unmutiert, IgH unmutiert, IgH mutiert, IgH mutiert,

konventionell plasmazellular konventionell plasmazellular
IgM+/IgD+ 21/24 ( 87,5%) 4/11 (36%) 4/13 (31%) 1/4 (25%)
IgM+/IgD- 3/24 (12,5%) 7/11 (64%) 9/13 (69%) 3/4 (75%)

s

A L

Abb. 18: Inmunhistochemischer Nachweis einer Expression der Imnmunglobulinschwerkette
IgM in einer unmutierten B-CLL/B-SLL mit plasmazellulédrer Differenzierung
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5.4. Molekularpathologie

Zur Bestimmung des Mutationsstatus wurden die DNA-Sequenzen der PCR-
Produkte mit den korrespondierenden Keimbahnsequenzen verglichen. Abbildung
19 zeigt beispielhaft einen solchen Vergleich. Die Abweichungen von den
Keimbahnsequenzen stellen Mutationen dar. Der hier abgebildete Fall (H203-00)
wurde als mutiert gewertet, da in mehr als 2% der Sequenz eine Abweichung von

der Keimbahnsequenz gezeigt werden konnte.

o FR1-IMGT ---—-—————-————-
L33851 IGHV3-74*01 gaggtgcagctggtggagtccggggga. . .ggcttagttcagectggggggtcecctgaga
H203=00 e e e e e e e ettt e et e et e et e e
————————————————— > CDR1-IMGT <—-——-
L33851 IGHV3-74*01 ctctcctgtgcagectetggattcaccttcagtagetactgg. .oooae vt atgcac
H203=00 e e e e e e e e ettt et ettt e et e e
——————————————— FR2-IMGT ——-———=-————————————> CDR
L33851 IGHV3-74*01 tgggtccgceccaagctccagggaaggggctggtgtgggtetcacgtattaatagtgatggg
H203-00  mmm———————= g m T gg----c-—-—
2-IMGT et ettt
L33851 IGHV3-74*01 agtagcaca...... agctacgcggactccgtgaag. . .ggccgattcaccatctccaga
H203-00 -cc--t--—......-- L T g--————-—--
————————— FR3-IMGT —————————mm oo oo oo
L33851 IGHV3-74*01 gacaacgccaagaacacgctgtatctgcaaatgaacagtctgagagccgaggacacggcet
H203-00 mmmmm———————————— - t—mm - gg-———————————-- a--————----

——————————— > CDR3-IMGT
L33851 IGHV3-74*01 gtgtattactgtgcaagaga
H203-00 -—a--———-t---c--—-—--- cgtctgagggtcgactacggtgactattgggactacttctat

L33851 IGHV3-74*01
H203-00 tacggtatggacgtctggggccaaggnaccctggtcaca IGHJ6*02

Abb. 19: Mutationsstatus von Fall H203-00

Vergleich der DNA-Sequenz des PCR-Produktes von Fall H203-00 (untere Reihe) mit der
korrespondierenden Keimbahn-Sequenz (obere Reihe) zur Bestimmung des Mutationsstatus: Die
Abweichung von der Keimbahnsequenz stellen Mutationen dar
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B unmutiert
B mutiert

Abb. 20: Verteilung Mutationsstatus
39% der Falle wurden in die Gruppe ,mutiert”, 61% in die Gruppe ,unmutiert* eingeteilt

Aufgrund der molekularpathologischen Untersuchungen konnten in 39% der Falle
somatische Mutationen nachgewiesen werden, 61% der Falle wurden in die Gruppe
,unmutiert* eingeordnet. Bei einer Abweichung der DNA-Sequenzen von den
korrespondierenden Keimbahnsequenzen von zwei Prozent oder mehr wurde der
Fall als mutiert gewertet (Chiorazzi, Rai et al. 2005). In 4/63 Fallen war eine direkte
Sequenzierung nicht moglich, da eine bi-allelische Umlagerung vorlag und beide
Amplifikate aufgrund einer ahnlichen AmplifikatgroRe nicht getrennt sequenziert

werden konnten.
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B-CLL n=59

I
I I

keine plasmazellulare plasmazellulare
Differenzierung Differenzierung
n=43 (73%) n=16 (27%)
| [
I | [ I
unmutiert mutiert unmutiert mutiert

n=25 (58%) n=18 (42%) n=11(69%) | n=5 (31%)

Abb. 21: Plasmazelluldre Differenzierung in Korrelation mit dem Mutationsstatus

Die Falle, die keine plasmazellulare Differenzierung aufwiesen, wurden in 58% (25
von 43) als unmutiert und in 42% (18 von 43) als mutiert charakterisiert. In der
Gruppe der plasmazellular differenzierten Falle — in der aufgrund der B-Zell-
Entwicklung eine Abstammung von mutierten (memory) B-Zellen zu erwarten ware —
zeigte ein Grolteil der Falle jedoch einen unmutierten IgH-Status: 69% (11 von 16)
zeigten keine somatischen Mutationen, 31% (5 von 16) der Falle zeigten somatische
Mutationen.

5.5. Uberlebenswahrscheinlichkeit

Der Beobachtungszeitraum erstreckte sich vom Zeitpunkt der Erstdiagnose bis zum
Tod bzw. bis zu dem Zeitpunkt, ab dem es nicht mehr moglich war, Daten zu dem
jeweiligen Patienten zu ermitteln. Er betrug mindestens 1 Monat und maximal 216
Monate, mit einem Median von 79 Monaten. 6 Patienten, die im
Beobachtungszeitraum an einem Zweitmalignom verstorben sind, wurden bei der
Berechnung der Uberlebenswahrscheinlichkeiten nicht berlicksichtigt. Bei den
ubrigen Patienten, die im Beobachtungszeitraum verstorben sind, konnte aufgrund
der klinischen Angaben von einer B-CLL-bedingten Todesursache ausgegangen
werden. In 11 von 63 Fallen (17%) war es trotz erheblicher Muhen aufgrund des
langen Zeitintervalls von z.T. Uber 10 Jahren vom Datum der Lymphknotenbiopsie
zum Zeitpunkt der Datenerhebung nicht mdglich, die entsprechenden
Uberlebensdaten zu ermitteln.
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Wahrend 18 von 46 Patienten (39%) bis zum Ende der Datenerhebung noch am
Leben waren, waren 28 von 46 (61%) Patienten bereits verstorben. Die mittlere
Uberlebenszeit der Patienten, die bei Abschluss der Datenerhebung bereits
verstorben waren, betrug 58 Monate vom Zeitpunkt der Erstdiagnose bis zum

Zeitpunkt des Todes.

Der Vergleich der Uberlebenswahrscheinlichkeiten in  Abhangigkeit vom
Mutationsstatus zeigte, dass Patienten, deren Tumorzellen somatische Mutationen
aufweisen, eine signifikant langere Uberlebenszeit aufweisen als Patienten, deren

Tumorzellen keine somatischen Mutationen aufweisen (Abb. 22, p=0,003).

0,849

0,671

Kum. Uberleben

0,471 —

0,27

p = 0,003

0,04

T T T
100 150 200 250

o
o

Monate seit Erstdiagnose

CLL mutiert
CLL unmutiert

Abb. 22: Kaplan-Meier-Kurve der Patienten mit B-CLL (n=46) in Abhangigkeit vom
Mutationsstatus
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Wird die Uberlebenswahrscheinlichkeit in Abhéngigkeit vom Vorhandensein einer
plasmazellularen Differenzierung dargestellt (Abb. 23), so zeigt sich eine signifikant

kiirzere Uberlebenszeit fiir die Falle mit plasmazellularer Differenzierung (p= 0,012).

1,09

0,4+

Kum. Uberleben

0,24

p=0,012

0,04

T T T T T
50 100 150 200 250

=

Monate seit Erstdiagnose

CLL (plasmazellular)
CLL (konventionell)

Abb. 23: Kaplan-Meier-Kurve der Patienten mit B-CLL (n=46) in Abhéangigkeit vom
Vorhandensein einer plasmazelluldren Differenzierung
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6. Diskussion

6.1. Morphologie und Immunhistochemie

Alle CLL-Falle, in denen Uber zehn Prozent der Tumorzellen die morphologischen
Zeichen einer plasmazellularen Differenzierung (exzentrische Kerne, basophiles
Zytoplasma, Dutcher/Russel-Korperchen) und eine monotypische Expression der
Immunglobulin-Leichtketten aufwiesen, wurden in dieser Studie als plasmazellular
differenziert gewertet (18/63) (Coupland, Dallenbach et al. 2000; Swerdlow, Campo
et al. 2008). Dabei konnte eine gute Korrelation der Morphologie von Fallen der B-
CLL mit plasmazellularer Differenzierung mit der Expression von Plasmazellmarkern
nachgewiesen werden: 67% der Falle, die morphologisch als plasmazellular
differenziert identifiziert wurden, zeigten eine Expression von mehr als zwei
Plasmazellmarkern. Dies bestatigt die Ergebnisse von anderen Arbeitsgruppen, die
sich mit dem Nachweis von Plasmazellmarkern in B-NHL beschaftigt haben.
Wahrend die Bedeutung von VS38c, CD138 und IRF4/MUM1 als Plasmazellmarker
bereits in verschiedenen Studien gezeigt werden konnte (Sanderson, Lalor et al.
1989; Jego, Robillard et al. 1999; Falini, Fizzotti et al. 2000; Tsuboi, lida et al. 2000),
sind Blimp-1 und XBP1, die uns freundlicherweise von Prof. Dr. M. A. Piris (Madrid,
Spanien) zur Verfugung gestellt wurden, noch wenig als Plasmazellmarker an B-
NHL untersucht. Arbeitsgruppen wie die von Garcia et al. konnten allerdings bereits
das Potential von Blimp-1 als Plasmazell-Marker zeigen (Cattoretti, Angelin-Duclos
et al. 2005; Garcia, Roncador et al. 2006). Blimp-1 und XBP-1 sind wichtige
Bestandteile des Regulationsmechanismus der Plasmazelldifferenzierung (Calame,
Lin et al. 2003; Lin, Tunyaplin et al. 2003) und somit als Plasmazellmarker
interessant. In unserer Studie zeigten 44% der plasmazellular differenzierten Falle
eine mallige bis starke Expression von Blimp1 bzw. 39% von XBP1, wohingegen die
Falle ohne plasmazellulare Differenzierung nur in 9% bzw. 18% eine entsprechende
Expression aufwiesen.

Die verschiedenen Plasmazell-Marker konnen in unterschiedlichen Stadien der
plasmazellularen Differenzierung nachgewiesen werden (Abb. 1). Das in unserer

Arbeit dargestellte Muster der Plasmazellmarkerexpression mit einer schwachen
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Expression von CD138 spricht fur ein eher frihes Stadium der plasmazellularen
Differenzierung der neoplastischen B-Zellen der CLL. Dies passt gut zu der
Tatsache, dass es sich bei der B-CLL um ein B-NHL mit plasmazellularer
Differenzierung handelt und nicht um eine Neoplasie mit Ausgang von terminal
differenzierten Plasmazellen wie beim Multiplen Myelom/Plasmozytom.

Die in Abbildung 13 und 14 dargestellten Mehrfachmarkierungen (MUM1/CD23 bzw.
IgL/CD23) belegen, dass die plasmazellular differenzierten B-Zellen zur
Tumorzellpopulation gehéren und es sich dabei nicht um reaktive ,Bystander®-

Plasmazellen handelt.

Die Transformation der B-CLL in ein aggressives Lymphom im Sinne eines Richter-
Syndroms ereignet sich selten (ca. 3,5% aller Falle). In unserer Arbeit ist der Anteil
an Fallen mit einer Transformation in ein Richter-Syndrom hoher (6,3%), was sich
erklaren lasst durch die Tatsache, dass es sich bei den von uns untersuchten Fallen

Uberwiegend um Konsilfalle handelt.
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6.2. Mutationsstatus und ZAP70

Verschiedene Studien haben eine Korrelation zwischen der Expression des zeta-
assoziierten Protein 70 (ZAP70) und der Mutation der variablen Region der
Schwerkette des Immunglobulins nachgewiesen und somit die Bedeutung von
ZAP70 als prognostischem Marker aufgezeigt (Rosenwald, Alizadeh et al. 2001;
Crespo, Bosch et al. 2003; Wiestner, Rosenwald et al. 2003; Orchard, Ibbotson et al.
2004; Rassenti, Huynh et al. 2004).

Unsere Ergebnisse bestatigen die bereits publizierten Daten an einer grol3en Zahl
von B-CLL/B-SLL-Fallen mit Lymphknotenmanifestation: es konnte in 47 von 56
Fallen (84%) eine Ubereinstimmung der Expression von ZAP70 mit dem
Mutationsstatus nachgewiesen werden. Der Nachweis von ZAP70 ist demnach mit
dem Fehlen somatischer Mutationen und einer ungunstigen Prognose assoziiert,
wohingegen eine ZAP70-Negativitat fur das Vorliegen von somatischen Mutationen
und eine gunstige Prognose spricht.

Auch wenn die Technik zur IgVy-Sequenzanalyse zur Verfugung steht, sprechen der
hohe Kosten- und Zeitaufwand gegen eine routinemallige Einfuhrung dieser
Methode. Aus diesem Grund ist ZAP70 als Surrogatmarker des Mutationsstatus von
grolRem Interesse fur die Routinediagnostik und weitere Therapieplanung (Crespo,
Bosch et al. 2003; Durig, Nuckel et al. 2003; Schroers, Griesinger et al. 2005).

6.3. Mutationsstatus und plasmazellulare Differenzierung

In einem Teil der B-CLL-Manifestationen lasst sich eine plasmazellulare
Differenzierung nachweisen, entsprechend dem sog. lymphoplasmozytoiden
Lymphom nach der alten Kiel-Klassifikation. In der neuen WHO-KIassifikation und in
der REAL-Klassifikation werden Lymphome mit plasmazellularer Differenzierung und
gleichzeitig B-CLL-typischer Morphologie und Immunphanotyp als Variante der B-
CLL eingeordnet (Swerdlow, Campo et al. 2008).

Andere kleinzellige B-NHL mit plasmazellularer Differenzierung (z.B.
Marginalzonenlymphome oder Immunozytome/lymphoplasmozytische Lymphome)

stammen von mutierten Post-Keimzentrums (memory) B-Zellen ab. Bisher wurde
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noch nicht untersucht, ob auch die plasmazellular differenzierten B-CLL Falle
somatische Mutationen aufweisen und somit dem Schema der regularen B-Zell-
Differenzierung entsprechen oder womdglich keine somatischen Mutationen
aufweisen und folglich nicht den Entwicklungsschritt durch das Keimzentrum
genommen haben. Eigentlich ware zu erwarten, dass plasmazellular differenzierte
B-Zellen als Post-Keimzentrumszellen und (pra)-terminal differenzierte Form der B-
Zelle Trager somatischer Mutationen sind.

Unsere Studie zeigt Uberraschenderweise, dass 69% (11 von 16) der Falle, bei
denen eine plasmazellulare Differenzierung nachgewiesen werden konnte, entgegen
der Erwartung keine Trager somatischer Mutationen sind und somit nicht den
klassischen Weg der B-Zell-Differenzierung gegangen sind.

Knochenmark Peripherie

kurzlebige ﬂ
Plasmazelle .

Lymph-

T follikel

I extra- 1 .
follikuldrer
B-Blast
‘ 2 Plasmazelle

I AG
< a—wtvc *
unreife periphere
B-Zelle B-Zelle Gedachtnis-

Keimzentrum B-Zelle

. neoplastische neoplastische

B-Zelle B-Zelle

neoplastische B-Zelle unmutiert mutiert

plasmazellulér
differenziert

Abb. 24 Schematische Darstellung der zellularen Herkunft der Falle mit plasmazelluléarer
Differenzierung

Ein Grofteil der B-CLL/B-SLL Falle mit plasmazellularer Differenzierung ist offenbar nicht den
klassischen Weg der B-Zell-Differenzierung gegangen und weist keine somatischen Mutationen auf
(roter Kreis)
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Das groRe Repertoire an spezifischen Antikorpern ist auf die somatische
Rekombination der V- (variable) D- (diversity) und J- (joining) Immunglobulin-Gene
zurlckzufihren. Die im Keimzentrum stattfindende somatische Mutation der
variablen Region der Immunglobulin-Gene ist nach der somatischen Rekombination
als zweite Runde der VergroRerung der Antikorperspezifitat und -diversitat zu
verstehen (Murray, Darzentas et al. 2008). Ein Teil der von uns untersuchten Falle
weist so genannte stereotype VDJ-Umlagerungen (4/7 Vuy 1-69) auf, die
moglicherweise als Folge einer Antigenselektion bzw. -stimulation in der
Pathogenese der B-CLL zu interpretieren sind (Messmer, Albesiano et al. 2004;
Murray, Darzentas et al. 2008; Buhler, Zenz et al. 2010). Es wird zum Teil sogar von
einer Selektion durch so genannte ,Superantigene® (z.B. bakterielle Antigene)
gesprochen, da es sich hierbei um Antigene handelt, die an alle B-Lymphozyten mit
bestimmten IGV-Genen (variable Region der Immunglobulin-Gene) binden kdnnen
und sie folglich zur Expansion bringen. AuRerdem wird diskutiert, ob die
Antigenstimulation auch nach der Transformation in eine maligne Erkrankung weiter
eine Rolle spielt (Forconi, Potter et al.; Ghia, Granziero et al. 2002; Stamatopoulos,
Belessi et al. 2007). Verschiedene Arbeitsgruppen nehmen an, dass anhand jener
stereotypen VDJ-Umlagerungen die B-CLL in molekularbiologische, klinische und
prognostische Untergruppen eingeteilt werden kann (Ghiotto, Fais et al. 2004;
Stamatopoulos, Belessi et al. 2007; Murray, Darzentas et al. 2008).

Interessante Zusammenhange konnten aullerdem beim immunhistochemischen
Nachweis der Immunglobuline IgM und IgD festgestellt werden. Wahrend die Falle
ohne somatische Mutation und ohne plasmazellulare Differenzierung hauptsachlich
IgM und IgD exprimieren (87,5%), sind die Falle ohne Mutationen aber mit
plasmazellularer Differenzierung tendenziell nur IgM-positiv (64%). Diese
Ergebnisse legen nahe, dass jene IgM+IgD+ bzw. IgM+IgD- Falle womaoglich von
Prakeimzentrums-B-Lymphozyten in  unterschiedlichen  Entwicklungsstadien
abstammen (Abbildung 25). Die IgM+IgD+ unmutierten Falle ohne plasmazellulare
Differenzierung stammen moglicherweise von der reifen naiven B-Zelle ab, die
gerade das Knochenmark verlassen hat und auf dem Blutweg ins periphere

lymphatische Gewebe gewandert ist, aber noch keinen Antigenkontakt in der
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Peripherie hatte. Demgegenuber stammen die IgM+IgD- unmutierten Falle mit
plasmazellularer Differenzierung moglicherweise von einem Pra-Keimzentrums-B-
Lymphozyten ab, der bereits unspezifisch stimuliert wurde, das Keimzentrum
umgangen hat und so genannte ,natural antibodies” als Teil eines angeborenen
Antikorper-Repertoires produziert und somit Teil der unspezifischen Immunantwort
ist (Forconi, Potter et al.; Capolunghi, Cascioli et al. 2008).
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Abb. 25: Schematische Darstellung der Abstammung der unmutierten Falle mit und ohne
plasmazelluléare Differenzierung

Die unmutierten Falle ohne plasmazellulare Differenzierung (1) und die unmutierten plasmazellular
differenzierten Falle (2) stammen womdglich von unterschiedlichen Pra-Keimzentrumszellen ab.
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6.4. Prognostische Relevanz

Die B-CLL ist bezlglich Prognose und klinischem Verlauf eine sehr heterogene
Erkrankung. Langsam verlaufende Formen mit nahezu normaler Lebenserwartung
bis hin zu rasch progredienten Verlaufsformen mit schlechter Prognose konnen
beobachtet werden (Rozman and Montserrat 1995). Um das Ausmald der
Erkrankung jedes individuellen Patienten besser einschatzen zu konnen, wurden
diverse Systeme entwickelt. Zwei Klassifikationssysteme haben sich im Laufe der
Zeit durchgesetzt: die Binet- und die Rai- Klassifikationen (Rai, Sawitsky et al. 1975;
Binet, Auquier et al. 1981; Chiorazzi, Rai et al. 2005). Sie wurden in den letzten
Jahren durch zusatzliche Parameter erganzt, um die individuelle Prognose bezuglich
Therapienotwendigkeit und Progression der Erkrankung besser einschatzen zu
konnen und eine moglichst individuelle Therapieplanung zu ermdglichen.

Der Mutationsstatus der variablen Region der Immunglobulin-Schwerkette wird
derzeit als einer der aussagekraftigsten prognostischen Faktoren der B-CLL
betrachtet. Unsere Studie bestatigt, dass Patienten mit somatischen Mutationen der
neoplastischen B-Zellen eine signifikant langere Uberlebenszeit aufweisen (p=
0,003) als Patienten, deren Tumorzellen keine somatischen Mutationen zeigen und
von naiven Pra-Keimzentrums-Lymphozyten abstammen. Diese Aussage bestatigt
die Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen zu diesem Thema (Damle, Wasil et al. 1999;
Hamblin, Orchard et al. 2002; Shanafelt, Geyer et al. 2004; Chiorazzi, Rai et al.
2005; Schroers, Griesinger et al. 2005; Huttmann, Klein-Hitpass et al. 2006).

Die prognostische Relevanz des Nachweises einer plasmazellularen Differenzierung
bei Fallen der B-CLL wurde bislang nicht untersucht. Unsere Studie zeigt eine
signifikant kirzere Uberlebenszeit fir die Falle mit plasmazelluldrer Differenzierung
(p=0,012) im Vergleich zu den Fallen, bei denen keine plasmazellulare
Differenzierung nachgewiesen werden konnte (Abb. 23). Diese Erkenntnis ist
bemerkenswert, da man eher erwarten wurde, dass Falle der B-CLL, bei denen eine
plasmazellulare Differenzierung nachgewiesen werden konnte, mit milderen

klinischen Verlaufen assoziiert sind, da Plasmazellen als weit differenzierte Form
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des B-Lymphozyten das Vorhandensein von somatischen Mutationen und somit

einen weniger aggressiven klinischen Verlauf nahe legen.

Diese plasmazellular differenzierten B-Zellen scheinen allerdings nicht den
herkdbmmlichen Weg der B-Zell-Differenzierung gegangen zu sein, tragen keine
somatischen Mutationen und sind mit aggressiveren klinischen Verlaufen assoziiert.
Unsere Ergebnisse stellen in erster Linie Tendenzen dar und mussen in zukunftigen
Studien anhand von groRReren Fallzahlen bestatig werden.

Trotzdem scheint der Nachweis einer plasmazellularen Differenzierung bei Fallen
der B-CLL von prognostischer und womadglich auch therapeutischer Relevanz zu
sein und sollte als zusatzlicher Parameter in Betracht gezogen werden, um die
individuelle Prognose bezuglich Therapienotwendigkeit und Progression der
Erkrankung besser einschatzen zu konnen und eine moglichst individuelle

Therapieplanung zu ermoglichen.
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7. Appendix

Erhebungsbogen fir klinische Daten zu Patienten mit B-CLL

Name: Vorname: Geb.-Dat.:
Binet-Stadium: A B C
Rai-Stadium: 0 | Il Il IV

Lokalisation vergroBerter Lymphknoten:

Verlauf: lebt verstorben (Datum: ), Todesursache:
Hepatomegalie ja nein
Splenomegalie ja nein
B-Symptome

Sonstiges

Therapie:

Therapieerfolg:

Komplette Remission
Teilremission

Rezidiv

Kein Ansprechen auf die Therapie
Transformation (Richter-Syndrom)
Progressionsfreies Uberleben
Progression der Erkrankung

Laborwerte z.Zt. der Diagnosestellung:

Leukozyten:

Lymphozyten:
Lymphozytenverdopplungszeit:
Hb:

Thrombozyten:
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LDH:
Serum-Immunglobuline:
(IgA,IgM,lgG)
Serum-32-Mikroglobulin:
Serum-Thymidinkinase:
Serum-Albumin:

Knochenmarks-Histologie/-Zytologie:
KM-Infiltration: nicht-diffus

diffus
Infiltrationsgrad in %:

Immunphanotypisierung peripheres Blut/KM (z.B. CD38-Expression):

68



8.  Abkilrzungen

CLL Chronische lymphatische Leukamie
SLL ,small lymphocytic lymphoma“
REAL-Klassifikation ,Revised European-American

Classification of Lymphoid Neoplasms®

WHO ~World Health Organisation®

Blimp-1 ,B lymphocyte induced maturation protein-1”
XBP-1 ,X box binding protein-1”

IgVH variable Region der

Immunglobulinschwerkette

ZAPT0 zeta-assoziiertes Protein 70
Pro-B-Zelle Progenitor-B-Zelle
VHDHJH Immunglobulinschwerkette
V= ,variable“
D= ,diversity“
J=,joining"
Vi Immunglobulinleichtkette
DNA Desoxyribonucleinsaure
FISH .Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung”
APAAP-Methode Alkalische Phosphatase-Anti-Alkalische
Phosphatase-Methode
ABC-Methode Avidin-Biotin-Komplex-Methode
TBS »11is Buffered Saline®
PCR ,Polymerase Chain Reaction®
B-NHL B-Zell Non-Hodgkin-Lymphom
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