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1.0. Einleitung

Die chronische lymphatische Leukdmie der B-Zell-Reihe stellt das klassische Beispiel eines
Tumors dar, bei dem die Zunahme maligner Zellen in erster Linie aus einem verzdgerten Zelltod
resultiert. Die Proliferationsrate des initialen malignen Zellklons ist in der Regel nur gering und
kann somit fiir die Akkumulation reif erscheinender, jedoch immuninkompetenter Lymphozyten
nicht hauptséchlich verantwortlich gemacht werden.

Aus diesem Grund steht die Fehlregulation der Apoptose im Mittelpunkt der CLL-Forschung
und eine Vielzahl an Mechanismen der Apoptosehemmung konnte dargestellt werden.

So konnten auf molekularer Ebene eine Uberexpression von Proteinen der bcl-2-Familie und
Aberrationen des p5S3-Tumor-Suppressor-Gens gezeigt werden. Ebenso erfolgte die Darstellung
einer Reithe chromosomaler Abnormalititen. Dazu gehoren Deletionen in Bereichen der
Chromosomen 11, 13 und 17, Translokationen in Bereichen des Chromosoms 17 sowie die
Trisomie 12.

Des Weiteren konnte die wichtige Rolle von immunregulatorischen Molekiilen und
Oberflichenadhédsionsmolekiilen in der Regulation der Apoptose der malignen B-Zellen
nachgewiesen werden. Neue Erkenntnisse auf diesem Gebiet ermdglichten vor einigen Jahren
bereits neue immuntherapeutische Strategien mit Immunmodulatoren und monoklonalen
Antikorpern.

Dabei lag der Schwerpunkt immunphéanotypischer Untersuchungen zur Rolle von Zytokinen und
anderen immunregulatorischen Molekiilen bei der CLL bisher iliberwiegend im Nachweis
einzelner Antigenstrukturen auf B-CLL-Zellen und der Priifung der Expression dieser Antigene
auf ihre klinische Signifikanz. Untersuchungen zur Erstellung eines breiteren Profils von
Oberflichenantigenen, die beziiglich der Regulierung der Zellapoptose von Bedeutung sein
konnten, fehlen dagegen weitgehend.

In diesem Zusammenhang ergab sich die Fragestellung nach umfassenderen Expressionsmustern
apoptoserelevanter Oberflichenantigene bei der B-CLL.

Ein tiefer greifendes Verstindnis der Expressionsmuster dieser teils apoptoseinduzierenden, teils
vor Apoptose schiitzenden Oberflichenantigene, konnte neue, zusitzliche Ansitze zur

Behandlung dieser Krankheit liefern.



1.1.  Die chronische lymphatische Leukamie (CLL)

1.1.1. Epidemiologie

Die CLL ist in der sogenannten westlichen Welt mit einem Anteil von etwa 25% an allen
Leukédmien die am hédufigsten diagnostizierte, maligne hdmatologische Erkrankung (Rozman and
Montserrat 1995). In der dstlichen Hemisphére hingegen ist sie mit einem Anteil von unter 5%
an allen Leuk&mien die seltenste Leukdmieform des Erwachsenen (Tamura, Sawada et al. 2001).
In den USA und in Europa handelt es sich in iiber 95% der Félle um eine CLL vom B-Zell-Typ.
Chronische lymphatische Leukdmien vom T-Zell-Typ sind seltene Varianten (Rozman and
Montserrat 1995). Im Gegensatz hierzu ist in Japan die CLL vom T-Zell-Typ vorherrschend
(Tamura, Sawada et al. 2001).

Die Gesamtinzidenz in Deutschland liegt bei etwa 3:100.000/Jahr und die Erkrankungshédufigkeit
nimmt mit steigendem Lebensalter zu (Possinger K 1999). Wihrend die CLL bei den unter
30jéhrigen so gut wie gar nicht diagnostiziert wird, erreicht sie bei den iiber 80jdhrigen eine
Inzidenz von nahezu 40:100.000/Jahr (Knauf W 1999).

Das mediane Alter bei Erstdiagnose liegt bei 65 Jahren. Ménner sind fast doppelt so haufig
betroffen wie Frauen (Possinger K 1999).

1.1.2. Atiologie und pathogenetische Bedeutung genetischer Aberrationen

Die Atiologie der CLL ist noch nicht geklirt. Sie ist die einzige maligne Bluterkrankung, welche
atiologisch nicht mit Chemikalien oder ionisierender Strahlung assoziiert ist (Caligaris-Cappio
and Hamblin 1999). Mehrere Beobachtungen aus epidemiologischen Studien weisen jedoch
darauf hin, dass hereditire und erworbene genetische Faktoren bei ihrer Pathogenese eine

wichtige Rolle spielen (Fegan C 2001):

- Rassenunterschiede: Die niedrige Prdvalenz in Japan und der ganzen Ostlichen
Hemisphére (Tamura, Sawada et al. 2001)
- Altersverteilung: Die stark ansteigende Inzidenzrate mit zunehmendem Lebensalter (Knauf

W 1999)



- Geschlechtsverteilung: Ménner erkranken hdufiger als Frauen (M:F=1.7:1) (Possinger K
1999)
- Dreifach erhohtes Erkrankungsrisiko fir CLL bei Kindern von CLL-Patienten im

Vergleich zur Normalbevolkerung (Possinger K 1999)

Bis vor einigen Jahren war nur wenig iiber die Bedeutung genetischer Aberrationen fiir die
Pathogenese der CLL bekannt. Die Hauptursache hierfiir war die niedrige in-vitro Mitoserate der
CLL-Zellen, die eine Analyse mittels der klassischen Chromosomenbidnderung schwierig
machte.

Andererseits sind fiir die meisten der genetischen Aberrationen der CLL die betroffenen Gene
noch nicht identifiziert, wodurch Untersuchungen mit Hilfe molekulargenetischer Methoden
erschwert werden (Stilgenbauer, Lichter et al. 2000).

Neue Techniken wie die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) oder die Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) haben jedoch sehr zu unserem Wissen iiber die Bedeutung genetischer
Aberrationen beigetragen (Fegan C 2001).

So hat sich vor allem die FISH als hilfreiche Methode erwiesen, sowohl die niedrige Mitoserate
als auch den Mangel an Kandidatengenen zu umgehen. Mittels dieser Technik ist es gelungen, in
82% der CLL-Fille genetische Aberrationen nachzuweisen (Dohner, Stilgenbauer et al. 2000).
Der haufigste Typ genomischer Verdnderungen bei der CLL sind Deletionen, wobei meist die
Bande 13q14 am langen Arm von Chromosom 13, gefolgt von 11¢22-g23 am langen Arm von
Chromosom 11, 17p13 auf Chromosom 17 und 6gq21 am langen Arm von Chromosom 6
betroffen sind. Trisomien finden sich hdufig in den Banden 12q, 8q und 3q. Gene, die an der
Pathogenese der CLL im Sinne einer Inaktivierung von Tumor-Supressor-Genen beteiligt sind,
konnten bislang in der Bande 17p13 mit p53 und in einem Teil der Fille mit 11q22-q23-Deletion
mit ATM (ataxia teleangiectasia mutated) identifiziert werden.

Fiir die iiberwiegende Mehrheit der hdufig betroffenen chromosomalen Regionen steht die
Isolierung von Kandidatengenen jedoch noch aus. Dies gilt insbesondere fiir die am haufigsten
betroffene Region in der Bande 13q14 (Stilgenbauer, Lichter et al. 2000).

Durch die Identifizierung dieses Gens konnten grundlegende Erkenntnisse iiber die molekulare

Pathogenese der CLL geliefert werden.



1.1.3. Pathophysiologie und klinisches Erscheinungsbild

Die CLL ist durch eine Akkumulation reif erscheinender Lymphozyten gekennzeichnet. In 95%
der Fille handelt es sich um monoklonale B-Zellen, die immuninkompetent sind und durch eine
niedrige Proliferationsrate mit einer verlingerten Uberlebenszeit gekennzeichnet sind. Sie
befinden sich zumeist in der GO- oder G1-Phase (Dighiero, Kipps et al. 1996).

Hinsichtlich des Reifungsgrades sind die CLL-Zellen zwischen den Pra-B-Zellen und den reifen
B-Zellen einzuordnen.

Die Akkumulation dieser Zellen in peripherem Blut, Knochenmark und lymphatischen Organen
ist fir die CLL charakteristisch. Sie fiihrt im Laufe der Erkrankung durch Verdringung der
normalen Hématopoese im Knochenmark zu einer Knochenmarkinsuffizienz mit zunehmender
Andmie, Thrombozytopenie und Neutropenie.

Bei Patienten mit fortgeschrittener Erkrankung wird zusétzlich ein Antikérpermangelsyndrom
beobachtet, welches zusammen mit der Neutropenie den Hauptgrund fiir die gesteigerte
Infektanfalligkeit mit oft tddlich verlaufenden Infektionen darstellt (Rummel M 2002).
Heutzutage wird die Diagnose CLL aufgrund der zunehmenden Haufigkeit von
Routineuntersuchungen in iiber 60% der Fille bei Fehlen jeglicher spezifischer
Krankheitssymptome gestellt (Rozman and Montserrat 1995).

Seltener als bei anderen Lymphomerkrankungen klagen die Patienten iiber B-Symptome wie
Fieber, Nachtschweil und Gewichtsverlust. Eher verlduft die subjektive Symptomatik
uncharakteristisch und schleichend. Es iiberwiegen unspezifische Allgemeinsymptome wie
rasche Ermiidbarkeit, korperliche Abgeschlagenheit und Leistungsminderung. Auf néheres
Befragen wird von einem Teil der Patienten eine gehdufte Infektanfilligket oder die
Reaktivierung einer Glirtelrose als Zeichen der Immunschwéche angegeben.

Im Verlauf der Erkrankung konnen sich die Lymphomzellen des malignen Klons im gesamten
Korper ausbreiten. Aus dem disseminierten Organbefall (Gastrointestinaltrakt, Knochenmark,
Haut und weitere Organe) resultiert ein sehr vielschichtiges klinisches Erscheinungsbild. Bei der
korperlichen Untersuchung lassen sich bei 70-80% der Patienten Lymphknotenschwellungen
feststellen, welche prall-elastisch tastbar und gut verschieblich sind. In etwa der gleichen
Haufigkeit liegen Milz- und Lebervergroflerungen vor (de Lima, O'Brien et al. 1998).

Weiter konnen neben metabolischen  Entgleisungen (z.B. Hyperurikimie) auch
Kompressionserscheinungen wie eine Atemwegsobstruktion vorliegen, welche durch

ausgeprigte mediastinale und hildre LymphknotenvergroBerungen hervorgerufen werden. In



seltenen Féllen konnen auch ein Hautbefall mit einem subjektiv unstillbarem Hautjucken oder
eine Infiltration der Meningen auftreten (Rai R 1995).

Neben den beschriebenen Organmanifestationen stehen die klinischen Symptome eines
Immundefektes im Vordergrund und beherrschen Morbiditdt und Mortalitit der CLL-Patienten.
So erleiden 60-80% der Patienten infektiose Komplikationen, die wiederum in iiber der Halfte
der Fiélle zum Tode fithren. Dabei handelt es sich meistens um Infektionen des
Respirationstraktes (Morrison VA 1998).

Eine weitere Komplikation stellen die Autoimmunzytopenien dar. Hierzu zéihlen
autoimmunhdmolytische Andmien, Thrombozytopenien und ,,pure red cell*“-Aplasien.

AulBlerdem besitzen Patienten mit CLL gegeniiber der Normalbevdlkerung ein erhohtes Risiko,

an einem Zweitmalignom zu erkranken.

1.1.4. Diagnostik

Wie bereits erwédhnt, wird bei immer mehr Patienten die Diagnose einer CLL als Zufallsbefund
im Rahmen einer Blutbildkontrolle oder bei einer korperlichen Routineuntersuchung gestellt
(Rozman and Montserrat 1995). Zur Erfassung der typischen, schmerzlosen
LymphknotenvergroBBerungen ist bei der korperlichen Untersuchung die Palpation aller
Lymphknotenstationen obligatorisch. Aulerdem ist eine Bestimmung von Leber- und Milzgrof3e
erforderlich, um eine hdufig vorhandene Hepatosplenomegalie zu erkennen (Armitage JO,
Longo DL 2005).

Nach den Richtlinien des NCI-WG (National Cancer Institute Sponsored Working Group on

CLL) von 1996 miissen zur Diagnosestellung folgende Kriterien erfiillt sein:

- eine anhaltende Lymphozytose im peripheren Blut von >5000/u1
- bei der Immunphénotypisierung neben der Expression der B-Zell-Antigene CD19 und
CD20 die Koexpression von CD5 und CD23

- eine Leichtkettenrestriktion der Oberflichenimmunglobuline

Demnach stellen fiir die Diagnosestellung CLL lediglich ein Blutbild und ein Differentialblutbild
sowie  eine  Immunphinotypisierung  der  peripheren  Blutlymphozyten  mittels

DurchfluBlzytometrie obligatorische Untersuchungen dar (Cheson, Bennett et al. 1996).



Des Weiteren wird die Untersuchung der Lymphozytenmorphologie hinzugezogen. Als Zeichen
besonderer mechanischer Verletzlichkeit leukdmisch-lymphatischer Zellen finden sich haufig
neben den intakten Zellen auch Zelltriimmer, so genannte Gumprechtsche Kernschatten. Diese
kommen jedoch auch bei anderen Non-Hodgkin-Lymphomen vor und sind daher fiir die CLL
nicht spezifisch (Loffler H 1999).

Fakultativ kdnnen noch folgende diagnostische MaBBnahmen durchgefiihrt werden:

- Thorax-Rontgen in 2 Ebenen

- Bestimmung des Serum-beta-2-Mikroglobulins und der Serum-Thymidinkinase, was nach
den Studien der Deutschen CLL-Studiengruppe obligatorisch ist

- Zytogenetische Untersuchung der Tumorzellen

- Histologische Untersuchung eines befallenen Lymphknotens (Possinger K 1999)

1.1.5. Stadieneinteilung und Prognose

Durch Bestimmung des Héamoglobins und der Thrombozytenwerte sowie mithilfe der
korperlichen Untersuchung (Lymphknotenstatus, Milz- und Leberpalpation) lassen sich
verschiedene Krankheitsstadien festlegen, welche sich in der Prognose erheblich unterscheiden
und deshalb unterschiedlich behandelt werden. Dabei haben sich, vor allem wegen der einfachen
Handhabung, die beiden Stadieneinteilungen nach Rai und nach Binet durchgesetzt.

Die Stadieneinteilung nach Rai von 1975 (Tabelle 1) war die erste allgemein anerkannte und
findet heute besonders in den USA Anwendung (Rai, Sawitsky et al. 1975). In Europa hingegen
ist die Einteilung nach Binet aus dem Jahre 1981 (Tabelle 2) die am weitesten verbreitete (Binet,
Augquier et al. 1981).

Die Rai-Klassifikation aus dem Jahre 1975 unterteilt die CLL-Patienten in 5 Gruppen mit
unterschiedlicher Prognose beziehungsweise drei Gruppen nach Modifikation von 1987. Dabei
entspricht die Niedrigrisikogruppe der Gruppe 0 mit einem medianen Uberleben von >10 Jahren.
Zum Zeitpunkt der Diagnose werden 30% der Patienten dieser Gruppe zugeordnet. 60% der
Patienten werden der Intermedidrrisikogruppe zugeordnet, welche mit einem medianen

Uberleben von 7 Jahren die Gruppen I und II zusammenfasst. Die Hochrisikogruppe mit einem



medianen Uberleben von 1.5 Jahren entspricht den Gruppen III und IV mit 10% der
Neuerkrankungen.

Die Binet-Klassifikation unterscheidet 3 verschiedene Prognosegruppen. Sie bezieht sowohl die
Anzahl der betroffenen Lymphknotenregionen als auch die Ausprigung der Andmie und
Thrombozytopenie mit ein. Hiernach befinden sich ca. 60% der Neuerkrankten im Stadium A,
30% im Stadium B und 10% im Stadium C.

In Bezug auf ihre prognostische Relevanz stimmen nach Uberpriifung in mehreren Studien die

beiden Systeme gut liberein (Rummel M 2002).

Tabelle 1: Stadieneinteilung nach Rai von 1975 aus (Possinger K 1999)

Niedriges Risiko >10 Jahre
0 Lymphozytose >15000/mm?

Knochenmarkinfiltration >40%

Intermedidres Risiko

| 7 Jahre
1 Lymphozytose und Lymphadenopathie
Lymphozytose und Hepatomegalie und/oder
Splenomegalie (mit oder ohne Lymphadenopathie)
Hochrisiko
11 1.5 Jahre
Lymphozytose und Andmie (Hb <11.0 g%) (mit
oder ohne Lymphadenopathie und/oder
AV Organomegalie)

Lymphozytose und Thrombozytopenie
(<100000/mm®) (mit oder ohne Anémie,

Lymphadenopathie, Organomegalie)




Tabelle 2: Stadieneinteilung nach Binet von 1981 aus (Possinger K 1999)

A Hb >10.0 g/dl >10 Jahre
Thrombozytenzahl normal

<3 vergroflerte Lymphknotenregionen

B Hb >10.0 g/dl 7 Jahre
Thrombozytenzahl normal

>3 vergroBerte Lymphknotenregionen

C Hb <10.0 g/dl und/oder 2 Jahre
Thrombozytenzahl <100000/mm?
Unabhingig von der Zahl der befallenen Regionen

Zervikale, axillire und inguinale LymphknotenvergroBerungen unilateral oder bilateral

sowie Leber- und Milzvergroflerungen gelten als je eine Region

Der Krankheitsverlauf hingt jedoch nicht nur vom Krankheitsstadium ab. Insbesondere in den
frithen Stadien, in welchen heute Patienten zunehmend diagnostiziert werden, ist die Prognose
relativ inhomogen.

Deshalb wird versucht, mithilfe zusitzlicher Prognosefaktoren indolente Friihformen von
solchen mit rascher Progression zu unterscheiden. Hilfreiche und zuverlédssige Faktoren stellen
dabei die histomorphologische Infiltration des Knochenmarks, die absolute Lymphozytenzahl,
die Lymphozytenverdopplungszeit, die Morphologie der Lymphozyten und zytogenetische
Aberrationen dar (Rummel M 2002), (Possinger K 1999).
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1.1.6. Therapie

In der Regel ist der therapeutische Ansatz palliativ ausgerichtet und orientiert sich damit an
Symptomen. Daher ist die Indikation zu einer therapeutischen Intervention nicht nur vom
Krankheitsstadium abhédngig sondern auch von individuellen Gegebenheiten des jeweiligen
Patienten (Knauf W 1999).

Eine Heilungschance existiert wahrscheinlich nur fiir wenige Patienten, bei denen eine
Stammzell- oder Knochenmarktransplantation durchgefiihrt wird. Diese Therapieverfahren sind
jedoch derzeit als experimentell anzusehen (Possinger K 1999).

Die Grundlage der medikamentdsen Therapie stellen Zytostatika aus den Substanzklassen der
Alkylanzien, Nukleosidanaloga und Anthrazykline dar (Knauf W 1999).

Bis jetzt bestand die Standardtherapie in der Gabe von Chlorambucil allein oder in Kombination
mit Prednison. Unter dieser Therapie erfolgt jedoch keine Verlingerung der Uberlebenszeit
(Byrd, Rai et al. 1998). Ebenso fiihren der Zusatz von Prednison, die Behandlung in frithen
Stadien oder die Anwendung anderer Chemotherapie-Regime wie CHOP (Cyclophosphamid,
Doxorubicin, Vincristin und Prednison) oder COP (Cyclophosphamid, Vincristin und Prednison)
zu keiner verlingerten Uberlebenszeit (Possinger K 1999), (Raphael, Andersen et al. 1991).

In den letzten Jahren haben sich die Purinanaloga angesichts hoher Ansprechraten als wirksam
erwiesen, hierunter insbesondere Fludarabin. Das Gesamtiiberleben konnte jedoch nicht
signifikant verbessert werden (Keating, O'Brien et al. 1998).

Einen ersten moglichen kurativen Ansatz zur Behandlung der CLL stellen Hochdosis-
Chemotherapien mit allogener oder autologer Knochenmark- bzw. Blutstammzelltransplantation
dar. So konnen mit einer allogenen Transplantation hohe Remissionsraten bis hin zu einer
kompletten Remission erzielt werden. Die Therapie-assoziierte Mortalitétsrate ist jedoch hoch.
Unter einer autologen Transplantation ist die Therapie-assoziierte Mortalitdtsrate sehr viel
geringer. Der Nachteil dieser Methode besteht in einer mdglichen Verunreinigung des autologen
Transplantats mit Leuk&dmiezellen. Die Langzeituntersuchungen der Transplantationsstudien
hinsichtlich einer signifikanten Lebensverlangerung bis hin zur Heilung stehen noch aus (Hallek,
Schmitt et al. 2001), (Flinn and Vogelsang 1998).

Neue Moglichkeiten, eine anhaltende Remission zu erreichen, erdffnet der Einsatz monoklonaler
Antikorper gegen CD52 (Alemtuzumab) oder gegen CD20 (Rituximab) in Kombination mit
Zytostatika (Immun-Chemotherapie). Als Monotherapie ist Rituximab bei der CLL zwar weniger

effektiv, bewirkt aber eine Hemmung antiapoptotischer Proteine wie bcl-2. Dadurch kann die

11



zytotoxische Aktivitit von Fludarabin, Cyclophosphamid, Doxorubicin und Cisplatin erhoht
werden.

Die Splenektomie findet als einzige chirurgische MaBBnahme bei der Behandlung der CLL
Anwendung. Indikationen hierfiir stellen neben einer Splenomegalie vor allem eine
autoimmunh@molytische Andmie oder Thrombozytopenie dar, welche mit Steroiden nicht
behandelbar sind.

Gelegentlich kommt bei symptomatischer Splenomegalie und bei sehr grofen
Lymphknotenschwellungen die Strahlentherapie zum Einsatz (Possinger K 1999), (Hallek,
Schmitt et al. 2001).

1.2.0. Apoptoserelevante Molekule und Oberflachenantigene bei der B-CLL

Die Apoptose stellt einen essentiellen Prozess fiir die Homoostase und die Integritit des ganzen
Organismus dar, indem sie insbesondere vor einem exzessiven Zellwachstum und vor
strukturellen und metabolischen Stérungen schiitzt. Vor allem in der Tumorentstehung sind die
katastrophalen Folgen einer Fehlregulation des natiirlichen Zelltodes erkennbar.

Eine ganze Reihe an Mechanismen der Apoptoseregulierung konnte bisher aufgezeigt werden.
Nachfolgend beschéftigt sich diese Arbeit hauptsdchlich mit Antigenen auf der Zelloberflache
von B-Lymphozyten, denen bei der B-CLL wichtige Rollen in der Apoptose und deren
Umgehung zugesprochen werden.

AuBerdem wird mit CD52 auf ein Oberflichenantigen eingegangen, welches als Zielmolekiil
monoklonaler Antikorper einen viel versprechenden Angriffspunkt neuer immuntherapeutischer

Strategien darstellt.
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1.2.1. Interleukin-4 und sein Rezeptor (CD124)

1982 wurde Interleukin-4, ein Protein bestehend aus 129 Aminoséduren, als T-Zell-vermittelter
Wachstumsfaktor identifiziert. Es handelt sich dabei um ein typisches immunregulatorisches
Zytokin, welches vor allem von Th2-Zellen und Mastzellen produziert wird. Friiher noch als B-
Zell-Wachstumsfaktor 1 bezeichnet, sind heute vielfdltige Wirkungen von IL-4 bekannt (Howard
M 1982), (Yokota T 1986).

So steigert IL-4 auf B-Zellen die Expression einer Reihe von Membranproteinen wie MHC
Klasse II Antigene, CD23 Molekiile und des eigenen IL-4 Rezeptors (Noelle R 1984), (Defrance
T 1987), (Ohara J 1988).

Als sogenannter Switch-Faktor ist IL-4 auch in der Synthese von Immunglobulinen mit
einbezogen, wobei es einen Klassensprung von IgM zu IgE und IgG1 bewirkt. Auerdem ist es
ein bedeutender Regulator der Produktion von IgE (Pene J 1988), (Bergstedt LS 1988).

Weiter tragt IL-4 mittels seiner Eigenschaft, als Faktor flir die Differenzierung von T-Helfer-
(Th-)0-Vorlauferzellen zu Th2-Zellen zu fungieren, zur Entwicklung einer humoralen Antwort
bei (Maggi E 1992). Bei immunkompetenten, antigenaktivierten B-Zellen verstirkt IL-4
Proliferation und Differenzierung (Howard M 1982).

Bei der CLL schiitzt IL-4 die B-Zellen vor der Apoptose, ohne dabei einen signifikanten Effekt
auf die Proliferation auszuiiben. Diese Wirkung darf wohl auf eine hohere Expression von IL-4-
Rezeptoren bei CLL-Zellen als auf normalen Zellen zuriickzufiihren sein (Douglas, Capocasale
et al. 1997). Interessanterweise ist dieser protektive Effekt von IL-4 vor Apoptose nur bei zuvor
behandelten CLL-Patienten signifikant festzustellen, wohingegen er bei noch unbehandelten
Patienten kaum zu beobachten ist (Frankfurt, Byrnes et al. 1997). Des Weiteren wurde gezeigt,
dass IL-4 durch Hochregulierung des antiapoptotisch wirkenden Proteins bcl-2 die Zellen vor
dem programmierten Zelltod schiitzt (Aronica MA 2000).

Der Interleukin-4-Rezeptor gehort zur Familie der hdmatopoetischen Rezeptoren. Es handelt sich
dabei um ein aus ca. 800 Aminosduren bestehendes Membranprotein, welches auf einer Reihe
von Zelltypen nachgewiesen werden konnte (Beckmann MP 1992).

Dieser Interleukin-4-Rezeptor-Komplex existiert in drei unterschiedlichen Konformationen
(Abbildung 1). Bei T- und NK-Zellen besteht er aus zwei Ketten, der 140-kDa IL-4Ra-Kette und
der gamma-Kette yc. Bei Kolonkarzinomen, Gehirntumoren und Nierenzelltumoren setzt sich
der Komplex aus einer IL-4Ra-Kette und einer IL-13Ral1-Kette zusammen (Debinski W 1996).

Bei B-Zellen und Monozyten schlie8lich konnen alle dieser drei Ketten in trimerischer Form
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existieren (Kawakami, Kawakami et al. 2001). Bei den B-Lymphozyten von CLL-Patienten ist

die Existenz letzterer Form anzunehmen (Kay NE 2002).

Abbildung 1: Mogliche Konformationen des IL-4-Rezeptors aus (Kay and Pittner 2003)
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Bindet IL-4 an die a-Untereinheit eines IL-4-Rezeptors , so kommt es zu einer Assoziation mit
einer allgemeinen gamma-Kette yc. In der weiteren Signaltransduktionskette kommt es zu einer
Thyrosin-abhingigen Phosphorylierung mehrerer Proteine, insbesondere des Proteins 4PS,
welches seinerseits mit einer Phosphoinositol-3-Kinase assoziiert ist (Achsah K 1994).

Ein zweiter Signaltransduktionsweg liuft tiber die Aktivierung dreier Vertreter der Janus-
Kinasen, Jak-1, -2 und-3. Diese sind mit verschiedenen Komponenten des IL-4-Rezeptor-
Komplexes assoziiert. Uber eine Thyrosin-abhiingige Phosphorylierung bewirken sie die
Aktivierung des Faktors STAT6 (signal transducer and activator of transcription), woriiber es zur
Signalweiterleitung in den Zellkern kommt.

SchlieBlich ist der IL-4-Rezeptor an einer Phospholipase C gekoppelt, welche ihrerseits mit einer
Adenylatzyklase assoziiert ist. Bei Aktivierung durch Bindung eines Liganden kommt es zu

einem Anstieg von cAMP (Nelms K 1999).
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1.2.2. Interferon-gamma und sein Rezeptor (CD119)

Interferon-gamma (IFN-y), welches auch Immun-Interferon genannt wird, wurde erstmals 1965
von Wheelock als antivirale Substanz im Uberstand lektinstimulierter Lymphozyten beschrieben
(Wheelock EF 1965).

Hinsichtlich Struktur und Funktion wird IFN-y von IFN-a und IFN-B abgegrenzt und wird
aufgrund seiner vielfdltigen immunmodulatorischen Wirkungen eher den Lymphokinen als den
antiviralen Proteinen zugeordnet. Mit den iibrigen Vertretern der Interferongruppe ist IFN-y nur
entfernt verwandt.

Es wird ausschlielich von aktivierten T-Lymphozyten und NK-Zellen produziert und sezerniert
(Trinchieri G 1985). Dabei unterliegt die Expression von IFN-y verschiedenen regulativen
Einfliissen und wird unter anderem von IL-2 und IFN-y selbst induziert (Grabstein K 1986).
Wichtige immunmodulatorische Eigenschaften von IFN-y stellen die Aktivierung von
Makrophagen sowie die Modulation unterschiedlicher Zellmembranantigene dar (Trinchieri G
1985). Seine antivirale Wirkung und Resistenz gegeniiber vielen unterschiedlichen Viren
entfaltet IFN-y durch Hemmung des viralen Replikationszyklus an mehreren Stellen (Ulker N
1985). Die antiproliferative Wirkung konnte durch die Reaktion von Zellen unterschiedlichen
Ursprungs auf [FN-y mit einer Wachstumshemmung gezeigt werden (Pfizenmaier K 1985).
Hinsichtlich der CLL konnte in mehreren Studien gezeigt werden, dass IFN-y die B-Zellen von
CLL-Patienten vor der Apoptose schiitzt (Buschle, Campana et al. 1993), (Zaki, Douglas et al.
2000). Dabei korreliert das Ausmal3 der hemmenden Wirkung auf die Apoptose direkt mit der
Schwere der Erkrankung (Rojas, Roman et al. 1996).

Der genaue Pathomechanismus, durch welchen IFN-y die vergroBerte Uberlebensfihigkeit der
leukdmischen B-Zellen bewirkt, ist jedoch noch unbekannt. Als ein mdglicher Pfad wird eine
durch IFN-y vermittelte, verstirkte Expression der NO-Synthetase NOS2 diskutiert (Levesque,
Misukonis et al. 2003). Eine auf diesem Weg erzielte, erhdhte Konzentration von
Stickstoffmonoxid (NO) konnte als Erkldrung der Apoptosehemmung dienen, da NO als ein
wichtiger Regulator des natiirlichen Zelltodes angesehen wird.

Der 1988 klonierte und auf Chromosom 6 kodierte IFN-y-Rezeptor weist eine ausgesprochene
Speziesspezifitit auf (Aguet M 1988). Im Gegensatz zu den anderen Zytokinrezeptoren, welche
gewisse strukturelle Gemeinsamkeiten aufweisen und dadurch in drei groBBe Gruppen eingeteilt
werden konnen, ldsst sich der IFN-y-Rezeptor aufgrund fehlender Ahnlichkeit und

Sequenzhomologie zu anderen klonierten Zytokinrezeptoren keiner dieser Gruppen zuordnen
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(Benton H 1991). AuBlerdem konnte gezeigt werden, dass der IFN-y-Rezeptor fir die
Signaliibermittlung nicht ausreichend ist. Ein nicht ndher definierter essentieller Faktor
(transducer) scheint sich auf Chromosom 21 zu befinden (Langer JA 1988).

Bindet IFN-y an seinen Rezeptor, so kommt es zu einer Phosphorylierung des Rezeptormolekiils.
Des Weiteren verdndern sich die Konzentrationen des intrazelluldren Kalziums und der second

messenger cCAMP und cGMP (Langer JA 1988).

1.2.3. APO-1/Fas und sein Rezeptor (CD95)

Das Antigen CD95 stellt den Fas-Rezeptor dar, welcher auch als APO-1 bezeichnet wird. Es
handelt sich dabei um ein 48 kDalton schweres Glykoprotein, das zur Superfamilie der
TNF/NGF-Rezeptoren gehort.

APO-1 vermittelt Signale des natiirlichen Zelltodes ins Zellinnere. Es ist auf der Oberflédche
vieler Zelllinien der myeloischen und lymphatischen Zellreihe, den normalen B-Zellen
miteingeschlossen, exprimiert.

Im Gegensatz hierzu ist auf der Oberfliche von CLL-Zellen eine verringerte oder ginzlich
fehlende Expression von CD95 feststellbar (Robertson MJ 1995). Demzufolge konnten die CLL-
Zellen mittels einer Down-Regulation des Fas-Antigens eine Resistenz gegeniiber der durch den

Fas-Liganden vermittelten Apoptose erlangen.
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1.2.4. CD52

Das Antigen CD52 ist auf der Oberfldche von mehr als 95% aller Lymphozyten und Monozyten
sowie auf den meisten B- und T-Zell-Lymphomen nachweisbar. Granulozyten-Subpopulationen
exprimieren das Antigen nur in geringen Mengen. Erythrozyten, Thrombozyten und
Stammzellen exprimieren CD52 iiberhaupt nicht.

Auf B-Zell-Neoplasien scheint das Antigen in hoherem Malle nachweisbar zu sein als auf T-
Zell-Neoplasien, was vor allem fiir die CLL und die lymphoblastischen Leukdmien gilt (Hale G
1988).

Die Funktion des CD52 auf Lymphozyten ist noch weitestgehend unbekannt.

Die Tatsache, dass dieses Antigen weder auf Erythrozyten und Thrombozyten noch auf
Stammzellen des Knochenmarks exprimiert wird, ermdglicht den Einsatz von Antikérpern gegen
CD52 ohne eine negative Beeinflussung der normalen Himatopoese (Hale G 1988).

In diesem Zusammenhang findet der monoklonale Antikdrper Campath-1H (Alemtuzumab)
Anwendung. Es handelt sich dabei um einen humanisierten IgG1-Antikorper, der an das Antigen
CD52 bindet.

Basierend auf einer komplementabhdngigen und antikGrpervermittelten Zytotoxizitdt nutzt

Campath-1H korpereigene Effektorfunktionen zur Lyse der Zielzelle (Schriever and Huhn 2003).
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1.3.  Aufgabenstellung

Die CLL ist durch eine Akkumulation maligner B-Zellen in peripherem Blut, Knochenmark und
anderen Organen gekennzeichnet. Die Proliferationsrate des initialen malignen Zellklons ist in
der Regel jedoch nur gering und kann somit fiir die Akkumulation nicht allein verantwortlich
gemacht werden. Deshalb wird angenommen, dass eine Fehlfunktion in der Apoptose der B-
Zellen eine wichtige mitwirkende Ursache fiir die Expansion von CLL-Zellen sein konnte.

Aus diesem Grund fokussiert sich ein grofler Teil der gegenwartigen CLL-Forschung auf die
Induktion und Regulation des natiirlichen Zelltodes der neoplastischen B-Zellen.

Unter verschiedenen Mechanismen der B-CLL-Zellen zur Umgehung der Apoptose spielen
Adhésionsmolekiile auf der Zelloberfliche und immunregulatorische Molekiile eine wichtige
Rolle.

In diesem Zusammenhang ergab sich die Fragestellung nach Expressionsmustern
apoptoserelevanter Molekiile der B-CLL. Wie schon dargelegt, gibt es Hinweise, dass verdnderte
Expressionen der Rezeptoren von Interleukin-4, Interferon-gamma und des Fas-Liganden fiir die
gestorte Apoptose bei der CLL verantwortlich sein konnten. Deshalb fanden die folgenden

Antigene besondere Beriicksichtigung:

- CD124 (Interleukin-4-Rezeptor)
- CD119 (Interferon-gamma-Rezeptor)
- CD95 (Fas-Ligand-Rezeptor)

Zusiétzlich wurde die Expression des Oberflichenantigens CD52 untersucht, welches als
Zielmolekiil fiir den monoklonalen Antikoérper Campath-1H  (Alemtuzumab) einen viel

versprechenden Angriffspunkt neuer immuntherapeutischer Strategien darstellt.
Hierzu wurde peripheres Blut von CLL-Patienten und von gesunden Spendern mit Hilfe
durchfluBzytometrischer Untersuchungen analysiert.

Des Weiteren ergaben sich folgende Fragestellungen:

- Welcher Anteil der Zellen exprimiert die verschiedenen Oberflichenantigene bei CLL-

Patienten und bei gesunden Probanden?
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Unterscheiden sich die Anteile der ermittelten Antigenexpressionen zwischen Patienten
und Probanden?

Kann ein Schwellenwert festgelegt werden, mit Hilfe dessen eine Uberexpression der
relevanten ~ Oberflichenantigene  von einer  normalen  Expression, die
charakteristischerweise bei gesunden Probanden zu finden ist, getrennt werden kann?

Besteht eine Korrelation zwischen der Expression der Oberflichenantigene CD95 und

CD124?
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2.0. Patienten, Methoden und Materialien

Der Einsatz aller in dieser Arbeit verwendeten Materialien erfolgte entsprechend den jeweiligen
Herstellerangaben. Die Untersuchungen am Durchfluzytometer und die anschlieBende
Datenanalyse stiitzten sich auf den Grundziigen des ,,Consensus protocol for the flow cytometric
immunophenotyping of hematopoetic malignancies* (Rothe G 1996) und an den ,,U.S.-Canadian
consensus recommendations on the immunphenotypic analysis of hematologic neoplasia by flow

cytometry: standardization and validation of laboratory procedures* (Stelzer GT 1997).

2.1. Gruppeneinteilung

Uber einen Zeitraum von 7 Monaten wurde peripheres Blut von 27 B-CLL-Patienten der Klinik
fiir Innere Medizin, Abteilung Hé&matologie/Onkologie der Medizinischen Fakultit Charité
Campus Mitte, Universitdtsmedizin Berlin, durchfluBzytometrisch untersucht.

Es wurden Patienten erfasst, bei denen die Diagnose ,,Chronische lymphatische Leukédmie vom
B-Zelltyp* schon bestitigt worden war. Thre Einordnung erfolgte in die Gruppe 1.

Zusétzlich wurde peripheres Blut von 9 gesunden Personen entnommen. Diese gesunden

Blutspender wurden der Kontrollgruppe (Gruppe 2) zugeordnet.

2.2. Methoden

2.2.1. Probengewinnung

Es wurde peripheres, vendses Blut aus den Kubitalvenen mit Hilfe gewdhnlicher Kaniilen in
EDTA-R6hrchen entnommen. Das Blut wurde moglichst unmittelbar, spitestens aber 24
Stunden nach Abnahme entsprechend der dargestellten Methoden bearbeitet, da danach die

Vitalitit der Zellen rasch abnahm.
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2.2.2. Zahlverfahren

Da bei hoheren Zellzahlen keine optimalen Antigen-Antikorper-Bindungen mehr vorliegen, war
die Zellzdhlung von Bedeutung. Dazu wurden 10 pl des Probematerials mit 90 pl Tiirks-Losung
versetzt. Die Zellzéhlung des dann im Verhéltnis 1:9 verdiinnten Probematerials erfolgte mit
Hilfe der Neubauer-Zell-Zihlkammer. Es wurden alle Zellen in den vier Grof3quadranten
ausgezdhlt und die Zellanzahl pro pl berechnet.

Bei stark erhohten Zellkonzentrationen wurde die Probe so lange mit Phosphate-Buffered-Salt-

Solution (PBS) versetzt, bis eine Zellkonzentration von ca. 1000*10? pro ml vorlag.

2.2.3. Markierung von Oberflachenantigenen mit Hilfe monoklonaler

Antikorper

Die Markierung von Antigenstrukturen mittels monoklonaler Antikorper erlaubt die Analyse von
Expressionsmustern der interessierenden Oberflachenmolekiile.

Dabei werden die verschiedenen Antigenstrukturen in Cluster von Differenzierungsantigenen
(Cluster of Differentiation) eingeteilt und bestimmten Nummern zugeordnet, welche auf
internationalen Workshops bestimmt werden. So werden diejenigen Antikorper, die das selbe
Antigen erkennen, unter einer Clusternummer zusammengefasst. Diese Systematik ermoglicht
das Erstellen einer international giiltigen Nomenklatur.

Die Auswahl der Antikdrper muss sorgfiltig erfolgen, um unspezifische Bindungen zu
vermeiden.

In dieser Arbeit fand die Mehrfarben-Immunfluoreszenz mit FITC-, PE- und PC5-konjugierten
Antikdrpern Anwendung. Diese Kombination erfiillte dabei sowohl das Kriterium der deutlich
voneinander abweichenden Emissionsspektren der Fluoreszenzfarbstoffe als auch der
gemeinsamen Anregbarkeit durch die Wellenldnge der Argon-Laserstrahlen.

Das Probematerial wurde mit einem Screening-Panel bestehend aus 13 unterschiedlichen
monoklonalen Antikorpern analysiert (Tabelle 3). Die gleichzeitige Markierung mit mehreren

Oberflidchenantigenen war dabei zur Identifizierung bestimmter Zellen unerlésslich.
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Es wurde vorausgesetzt, dass Antigenstrukturen und Antikérperbindungen sich wéhrend der
Untersuchung nicht dndern.

Entsprechend den Herstellerangaben wurden 10 pl vom jeweiligen Antikorper bzw. 20 pl bei
Kombinationspréparaten in die Proberohrchen einpipettiert. Danach erfolgte das Einpipettieren
von 100 pl des Probematerials. Nach dem Mischvorgang mit Hilfe des ,,Vortex“-Mischers folgte

eine 15miniitige Inkubationszeit bei Raumtemperatur im Dunkeln.

Tabelle 3: Zusammenstellung der verwendeten Antikorper

Antikorper CD- Fluorochrom Hersteller  des
Klassifikation Antikdrpers
IgG1 nicht geclustert | X.40 FITC Becton
Dickinson
IgG1 nicht geclustert | X.40 PE Becton
Dickinson
IgG1 nicht geclustert | X.40 PC5 Bender Med
Systems
Anti-(T3) CD3 UCHTI1 PC5 Immunotech
Anti-(Leu-3a) CD4 13B.8.2/B9.11 FITC Immunotech
Anti-(Leu-2a) CD8 PE Kombinations-
préaparat
Anti-(Leu-1) CDs L17F12 FITC Becton
Dickinson
Anti-(Leu-1) CD5 L17F12 PE Immunotech
Anti-(Leul2) CD19 J4.119 PC5 Immunotech
Anti- CD52 YTH66.9 PE Serotec
(CAMPATH-1)
Anti-(APO-1) CD95 DX2 PE Becton
Dickinson
Anti-(IFN-yR) CD119 BBIE2 FITC Serotec
Anti-(IL-4R) CDI124 S4-56C9 PE Immunotech
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Unter Beriicksichtigung der Beschreibungen der benutzten Antikdrper von den jeweiligen

Herstellern folgt eine kurze Charakterisierung der getesteten Antigenstrukturen:

CD3: CD3 ist Teil eines grofleren Komplexes, zu dem auch der T-Zell-Rezeptor gehort. Es wird
von reifen T-Zellen und Thymozyten exprimiert. Die T-Zell-Aktivierung kann ausgeldst werden,
indem einem T-Zell-Rezeptor durch den Haupthistokompatibilititskomplex (MHC) ein
Fremdantigen présentiert wird. In Kombination mit CD4 und CDS eignet es sich als Marker fiir

die Kompensation.

CD4: Das Antigen CD4 besitzt ein Molekulargewicht von 55 kDalton und stellt ein T-
Zellantigen dar. Es wird von Helferzellen, Monozyten und transformierten B-Lymphozyten

exprimiert. In Kombination mit CD3 und CDS eignet es sich als Marker fiir die Kompensation.

CD5: CDs5 ist ein Pan-T-Zell-Marker, der zusitzlich von aktivierten B-Lymphozyten exprimiert
wird. AuBerdem kann CDS5 auf malignen Zellen von B-CLL-Patienten nachgewiesen werden.

Sein Molekulargewicht betragt 67 kDalton.

CD8: CDS ist ein T-Zell-Antigen, das von zytotoxischen T-Lymphozyten und Suppressorzellen
exprimiert wird. In Kombination mit CD3 und CD4 eignet sich das 32 kDalton schwere Antigen

als Marker fiir die Kompensation.

CD19: CD19 ist ein Pan-B-Zell-Marker mit einem Molekulargewicht von 95 kDalton. Unter
anderem wird es zur Unterscheidung von Lymphomen der B- und T-Zell-Reihe herangezogen.

CD19 besitzt eine wichtige Rolle in der B-Zell-Aktivierung (Doody GM 1996).

CD52: CD52 stellt ein Ziel von Campath-1H-Antikorpern dar, welche die Zielzellen {iiber

verschiedene Mechanismen lysieren. Die genaue Funktion von CD52 ist noch unbekannt.

CD95: Das 48 kDalton schwere Antigen stellt das Rezeptor-Molekiil fiir den Fas-Liganden dar.
CD95 wird der TNF/NGF-Familie zugerechnet.
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CD119: CD119 stellt das Fusionsprotein des extrazelluldren Teils des Interferon-y-Rezeptors

dar.

CD124: Das Antigen CD124 stellt die a-Kette des IL-4-Rezeptors dar (Idzerda RL 1990).
Exprimiert wird es von reifen B- und T-Zellen, Fibroblasten, himatopoetischen Vorlduferzellen

und Endothelzellen. Sein Molekulargewicht betragt 140 kDalton.

2.2.4. Erythrozytolyse

Um eine Behinderung der durchflulzytometrischen Messungen durch die hohe Erythrozytenzahl
in den Proben zu vermeiden, musste vor der jeweiligen Analyse eine Elimination der roten
Blutkorperchen durchgefiihrt werden. Dazu wurde nach Markierung des Probematerials mit den
entsprechenden Antikorpern die Erythrozytenlyse-Methode angewandt.

Zunichst wurde die FACS-Lysing-Solution (Becton Dickinson, San Jose, Calif) im Verhiltnis
1:10 mit destilliertem Wasser verdiinnt. Von dieser Lysis-Gebrauchslosung wurden 2 ml dem
Probematerial hinzugegeben und mit Hilfe des ,,Vortex“-Gerdtes gemischt.

Aufgrund der geringen osmotischen Resistenz der kernlosen roten Blutkorperchen lysieren diese
bei Raumtemperatur im Dunkeln innerhalb einer Zeitspanne von 10 Minuten vor den
kernhaltigen Zellen. Die Entfernung der Lysis-Gebrauchslosung erfolgte danach durch

zweimaliges Waschen mit PBS.

2.2.5.0. Messung mit dem Durchflu3zytometer

Die Messungen mit dem DurchfluBzytometer (FACSort, Fluorescense Activated Cell Sorter,
Becton Dickinson) wurden im FACS-Labor der Klinik fiir Innere Medizin, Abteilung
Héamatologie/Onkologie der Charité Campus Mitte, Universititsmedizin Berlin, durchgefiihrt.
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2.2.5.1. Messprinzip

Mithilfe des DurchfluBzytometers ist eine Zelltypisierung von Einzelzellen in Suspension auf der
Grundlage von Fluoreszenz- und Streulichteigenschaften moglich.

Die Zellen werden mittels einer Kapillare in einen koaxialen Hiillstrom eingestreut, der sich in
der Messkammer so verjiingt, dass die Zellen sequentiell im Kreuzungspunkt von Laserstrahl
und Fliissigkeitsstrom fokussiert werden (hydrodynamische Fokussierung). Sobald eine Zelle
den Analysepunkt, den Schnittpunkt zwischen Fliissigkeits- und Laserstrahl, erreicht, kommt es
zu einer Streuung des Laserstrahls.

Gemessen wird einerseits die Intensitit des Lichtes, welches in Vorwirtsrichtung (Forward
Scatter) entlang des einfallenden Lichtstrahls mit einem kleinen Ablenkungswinkel von 0.5-2°
streut. Diese sogenannte Vorwértslichtstreuung ist in erster Linie ein MaB fiir die ZellgroBe.
Andererseits wird noch die Intensitit des Lichtes, welches in Seitwértsrichtung (Side Scatter) mit
einem Ablenkungswinkel von 90° streut, gemessen. Dieses sogenannte Seitwértsstreulicht ist ein
MaB fiir die Zellgranularitét.

Mittels dieser beiden Komponenten lassen sich die drei Leukozytengruppen Granulozyten,
Lymphozyten und Monozyten voneinander abgrenzen. Dabei kdnnen die Lymphozyten mithilfe
des ,,Gating™ (Abbildung 2), also der Selektion einer spezifischen Zellpopulation, eingegrenzt
werden (Borowitz MJ 1997).

Abbildung 2: Lymphozyten-Gating
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Zusétzlich zur Lichtstreuung wurde parallel die Fluoreszenz von markierten Antikdrpern
gemessen. Besitzt eine Zelle eine Fluoreszenzmarkierung, so kommt es zu einer Absorption von
Lichtenergie in einem fiir den Fluoreszenzfarbstoff charakteristischen Wellenbereich. Dadurch
werden Elektronen in ein hoheres Energieniveau gehoben, fallen dann in das Ausgangsniveau
zurlick und emittieren dabei Licht hoherer Wellenldnge. Dieser Strahlungsiibergang wird als

Fluoreszenz bezeichnet.

2.2.5.2. Messung

Bevor mit dem Durchflufzytometer gemessen werden konnte, musste zundchst die
Gerateempfindlichkeit optimiert und kalibriert werden.

Hierfiir wurden FITC- (Fluoreszeinisothiocyanat), PE- (Phycoerythrin) und PC5- (Konjugation
von Phycoerythrin mit Cyanin 5.1) markierte Beads zusammen mit isotoner Kochsalzlosung in
ein Analyserohrchen gegeben. Dadurch konnte die Justierung der optischen Bank zur
Optimierung der Parameter Vorwdrtsstreulicht, Seitwirtsstreulicht und Fluoreszenzintensitét
erfolgen.

Um ein durch das breite Emissionsspektrum der Fluorochrome bedingte ,,Uberstrahlen® in den
Fluoreszenzbereich anderer Fluorochrome zu vermeiden, wurde eine Kompensation mit Anti-
CD4-FITC, Anti-CD8-PE und Anti-CD3-PC5 durchgefiihrt.

In der Vorwirts-Seitwérts-Streulicht-Darstellung wurde ein Schwellenwert (Diskriminator)
gesetzt, welcher alle Impulse darunter ausschlieBt, damit Verunreinigungen oder nicht
erwiinschte Partikel wie tote Zellen vermieden werden.

Zur Bestimmung der Autofluoreszenz der Zellen und der unspezifischen Bindungen wurde eine
Isotypenkontrolle herangezogen. Die Autofluoreszenz entspricht dabei dem Fluoreszenzlicht,
welches die Zellen mittels zytoplasmatischer Fluorochrome emittieren.

Nach dem Durchfilhren dieser Voreinstellungen am Durchflufzytometer wurden pro
Proberohrchen bei den Patienten 10000 Zellen bzw. 50000 bei den Kontrollpersonen gemessen.
Die Durchflussrate betrug hierbei zwischen 300 und 700 Zellen pro Sekunde.

Speicherung und Auswertung der Messergebnisse erfolgten schlieBlich am Power Macintosh

Computer 7600/132 mit Hilfe der Software ,,Cellquest* von Becton Dickinson.
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2.2.6. Auswertung

Mit Hilfe der Messwerte fiir Vorwértsstreulicht und Seitwértsstreulicht konnte durch das Setzen
von ,,Gates* die Lymphozytenpopulation eingegrenzt werden. So fanden in der weiteren
Auswertung und Bestimmung der Antigenexpression ausschlieBlich die in dieser Analysenregion
eingeschlossenen Lymphozyten Beriicksichtigung.

Des Weiteren konnte durch ein zusitzliches ,,Gating® der das B-Zell-Antigen CDI19
exprimierenden Zellen die B-Zell-Population ermittelt werden.

Die Software ,,Cellquest” von Becton Dickinson wurde zur weitergehenden quantitativen
Auswertung herangezogen. ,,Cellquest” ermoglicht das Erstellen von Quadranten- und
Histogrammstatistiken. Dies erlaubt die optimale Differenzierung einzelner Zellpopulationen
und die Berechnung der entsprechenden prozentualen Verteilung von Subpopulationen.

An folgender Abbildung (Abbildung 3) wird deutlich, dass mit 98.62 % die iiberwiegende
Mehrheit der Zellen am Beispiel einer CD5/CD52-Messung sich im oberen rechten Quadranten
(UR) befindet und somit fiir beide Markierungen positiv ist.

Abbildung 3: Beispiel der Verteilung von Zellpopulationen

< 19.09.2000.004

sauamml i

Quad Events % Gated % Total

A AN LAl

CD52 RPE
102 10" 102 10 10
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2.2.7. Statistik

Die statistische Auswertung der experimentell erhobenen Daten erfolgte mit Hilfe des
Statistikprogramms SPSS 9.0 im Institut fiir Medizinische Biometrie der Medizinischen Fakultit
Charité, Universitdtsmedizin Berlin.

Es wurde der Unterschied zwischen den beiden Gruppen der CLL-Patienten und der

Kontrollpersonen (Tabelle 4) hinsichtlich der Oberfldchenantigenexpressionen untersucht.

Tabelle 4: Einteilung der untersuchten Gruppen

Gruppe 1 Gruppe 2 ‘

Patienten mit chronisch lymphatischer | Kontrollgruppe

Leukémie vom B-Zell-Typ Gesunde Blutspender

Il
Ne)

n=27 n

Legende: n = Anzahl der analysierten Proben

Zur vergleichenden Betrachtung der beiden Untersuchungsgruppen wurde der Mann-Whitney-U-
Test fiir unabhangige Stichproben angewandt. Dieser kann auch bei kleinen Stichproben ohne
Vorhandensein einer Normalverteilung benutzt werden.

Der Test untersucht, ob zwei Stichproben vom Umfang n aus der gleichen Grundgesamtheit
stammen. Hierfiir werden die Messwerte der beiden Stichproben zusammengefasst, der Grofle
nach geordnet und dann Rangzahlen verteilt. AnschlieBend erfolgt mit den Rangzahlen der
Werte, die einer Stichprobe zugehorig sind, die Bestimmung der Rangsumme. Aus dieser wird
eine entsprechende Priifgrofe ermittelt (Guggenmoos-Holzmann I 1995), (KD 1995).

In dieser Arbeit wurde fiir die Annahme, dass zwei Stichproben aus verschiedenen
Grundgesamtheiten stammen, als Signifikanzniveau eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0.05
festgesetzt.

Die graphische Darstellung der Ergebnisse erfolgte mit Hilfe von Box-Plots (Abbildung 4).
Dabei wurde die Box als Rechteck so gezeichnet, dass oberhalb und unterhalb derselben jeweils
25% der Werte liegen und die Box dementsprechend 50% der Werte beinhaltet. Der Median

wurde durch eine waagerechte Linie gekennzeichnet. Eine obere und untere horizontale Linie
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kennzeichnen zusitzlich eine als ,,innere Eingrenzung* bezeichnete Messwertspanne. Auf3erhalb

dieser ,,inneren Eingrenzung* gelegene Messwerte sind als ,,0* gekennzeichnet.

Abbildung 4: Box-Plot-Graphik am Beispiel einer CD19 Messreihe
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Fiir einige Antikorperkombinationen, die im Mann-Whitney-U-Test signifikante Unterschiede
zeigten, wurden Schwellenwerte bestimmt, welche die pathologischen Werte von den Werten bei
gesunden Personen trennen. Die Bestimmung des Schwellenwertes erfolgte sowohl anhand der
ermittelten Ergebnisse als auch mit Hilfe von Receiver-Operating-Kurven (ROC-Kurven).

Fir die Erstellung der ROC-Kurven erfolgte zunédchst die Bestimmung von Spezifitit und
Sensitivitit fiir verschiedene Messwerte bzw. Schwellenwerte, welche im Messwertbereich der
jeweiligen Messreihe lagen. In einem Diagramm wurden dann die zugehorigen Wertepaare

Sensitivitdt und 1-Spezifitit gegeneinander aufgetragen und miteinander verbunden (Abbildung

5).
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Abbildung 5: Receiver-Operating-Kurve am Beispiel der CD95/CD19 Messreihe

ROC-Kurve
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Diagonale Segmente ergeben sich aus Bindungen.

Bei fehlender Uberlappung von Messwerten der Patientengruppe mit Messwerten der
Kontrollgruppe erhélt die ROC-Kurve eine Rechteck-Form. Im Gegensatz hierzu nimmt die
ROC-Kurve bei volliger Ubereinstimmung der Werte die Form einer Winkelhalbierenden an.
Die in dieser Arbeit erstellte ROC-Kurve stellt sich zwischen der rechtwinkligen Form und der
Form einer Winkelhalbierenden dar.

Zusétzlich zur ROC-Kurve wurde zur Bestimmung des Schwellenwertes ein Vergleich der

Wertepaare Sensitivitdit und 1-Spezifitit flir verschiedene Schwellenwerte hinzugezogen

(Abbildung 6).
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Abbildung 6: Die Wertepaare Sensitivitit und 1-Spezifitit fir verschiedene
Schwellenwerte am Beispiel einer CD95/CD19 Messreihe

Pasitiv, wenn

kleiner oder
gleich® Sensitivitat | 1 - Spezifitat
-1.0000 .000 .000
5000 037 000
1.5000 259 A1
2.5000 407 A1
3.5000 583 ik Bl
4.5000 630 222
5.5000 704 222
6.5000 A78 333
7.5000 T78 444
8.5000 852 444
10.0000 869 444
12.0000 868 556
14.5000 926 889
16.5000 963 889
19,5000 963 1.000
23.0000 1.000 1.000

In den sich anschlieBenden Vierfeldertests wurde zur Analyse einer eventuellen Zufélligkeit der

unterschiedlichen Héufigkeiten der Merkmalsauspriagungen der y>-Test angewandt.

2.3.  Arbeitsanleitung und Auflistung der Materialien

Nachfolgend sind in Tabelle 5 die Arbeitsschritte im Sinne einer Arbeitsanleitung
zusammengestellt.
In der Tabelle 6 sind die in den Untersuchungen verwendeten Chemikalien, Reagenzien, Gerite
und Zusatzmaterialien aufgefiihrt. Die verwendeten Antikérper sind in der Tabelle 3
zusammengefasst.
RegelmiBig wurde eine Uberpriifung und Qualititssicherung des DurchfluBzytometers

durchgefiihrt.
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Tabelle 5: Arbeitsanleitung

Probenentnahme  Abnahme von peripherem, vendsem Blut in ein EDTA-R6hrchen

Lagerung Aufbewahrung der Probe bei Raumtemperatur (+22°C bis -2°C) bis zur
Weiterverarbeitung; die maximale Lagerungszeit der Proben sollte 24

Stunden nicht uberschreiten

Zellzahlung 10 pl der Probe mit 90 pl Tiirks-Losung (Essigsdure-Genitiava-Violett-
Losung, Diagnostica Merck) versetzen. Mit der Neubauer-Zell-
Zihlkammer die Zellen in allen 4 Eckquadranten zdhlen und danach die

Zellanzahl pro pl berechnen

Einstellen der Bei stark erhohten Zellkonzentrationen Probe mit PBS versetzen, bis

Zellzahl eine Zellkonzentration von ca. 1000*10* Zellen pro ml vorliegt

Markierung der  <Entsprechend den Herstellerangaben 10 pl vom jeweiligen
Lymphozyten Antikérper bzw. 20 pul bei Kombinationspriparaten in die
Probenréhrchen einpipettieren.
*Einpipettieren von 100 pul der Probe
*Mischen mit Hilfe des ,,Vortex“-Mischers

*Probe 15 min bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubieren

Lyse der *Entsprechend den Herstellerangaben wird die FACS-Lysing-Solution,
Erythrozyten Becton Dickinson, 1:10 mit destilliertem Wasser verdiinnt
*2 ml dieser Lysis-Gebrauchslosung in jedes Probenréhrchen
einpipettieren
*Mischen mit ,,Vortex““~-Mischer

10 min bei Raumtemperatur im Dunkeln lysieren lassen
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Waschen

(zweimal)

Lagerung der
aufbereiteten
Probe

Probenanalyse

Datenauswertung

*Mit der ,,Hettich universal 30F“-Zentrifuge bei 1200 U/min 5 min
zentrifugieren

«Zellfreien Uberstand abkippen

*Resuspension des Zellpellets durch Einpipettieren von 2 ml PBS

«Zellfreien Uberstand abkippen

*Resuspension des Zellpellets durch Einpipettieren von 500 pl PBS
*Zum Schutz vor Verunreinigungen die Probenréhrchen mit
Aluminiumfolie abdecken

*Aufbewahren der Zellsuspension im Kiihlschrank bei einer Temperatur

von ca. 4°C bis zur Messung

*Aufrufen des Cellquest-Programms am Power Macintosh 7600/132
Computer

*Probenréhrchen mit ,,Vortex“~-Mischer mischen

*Setzen des  Schwellenwertes in der  Vorwdrts-/Seitwirts-
Streulichtdarstellung

*Kompensation

*Datenaufnahme von 10000 Zellen bei Patientenproben bzw. 50000

Zellen bei Kontrollproben von Gesunden

*Die ermittelten Messwerte werden mit dem Cellquest-Programm der
Firma Becton Dickinson ausgewertet

*Quadrantenstatistik

*Histogrammstatistik

*Vergleich der ermittelten Zellpopulationen mithilfe des Mann-
Whitney-U-Tests

*Erstellen von Kreuztabellen fiir bestimmte Antigenkombinationen und

statistische Analyse mithilfe des Chi-Quadrat-Tests

Tabelle 5 (Fortsetzung)
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Tabelle 6: Materialien und Gerite

Chemikalien und Reagenzien

Aqua dest B. Braun, Melsungen
Phosphat-Buffered-Salt-Solution Bibco Europe Ltd., Paisley
Turks-Losung (Essigsaure-Geniativa- Diagnostica Merck

Violett-L6sung)

Facs-Lysingsolution Becton Dickinson, San Jose

Gerite

Lichtmikroskop Leitz Leica

Vortex-Mischer Janke und Kunkel, IKA-Labortechnik
Hettich universal 30 F-Zentrifuge Hettich Zentrifugen, Tuttlingen
FACSort Becton Dickinson

Power Macintosh 7600/132 Computer Macintosh

Zusatzlich verwendete Materialien

Software Cellquest Becton Dickinson
Neubauer Zellzahlkammer Assistent, Germany
Pipetten verschiedener Grof3en Eppendorf, Hamburg

Pipettenspitzen: 0.5-10 pl; 10-100 pl; Eppendorf Hamburg
250-500 pl; 500-2000 pl
Messrohrchen Falcon 2052 Becton Dickinson

Messrohrchen klein zum VerschlieRen Becton Dickinson
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3.0. Ergebnisse

Zur Bestimmung der Expression verschiedener Antigene fanden im experimentellen Teil der
Arbeit durchfluBzytometrische Analysen statt.

Dabei wurde peripheres Blut von Patienten mit chronisch lymphatischer Leukdmie der B-Zell-
Reihe und von gesunden Blutspendern untersucht.

Nach Zusammenfassung der erhaltenen Messwerte in die jeweiligen Gruppen erfolgte die
weitergehende Auswertung. Zur Verdeutlichung der resultierenden unterschiedlichen
Immunmarkerbefunde zwischen gesunden Spendern und Patienten wurden graphische
Darstellungen in Form von Box-Plot-Graphiken angewandt.

Fiir ausgewihlte Antigenkombinationen wurden Vierfelder-Tests durchgefiihrt. Die Bestimmung
des jeweils optimalen Schwellenwertes erfolgte auch mit Hilfe von Receiver-Operating-Kurven
(ROC-Kurven).

AuBerdem wurde eine mogliche Korrelation zwischen der Oberflichenexpression zweier

Antigene mittels eines Punktwolken-Diagramms untersucht.

3.1.0. Expressionsmuster der untersuchten Oberflachenantigene

Zur durchfluzytometrischen Analyse der Lymphozyten hinsichtlich der Expression von
Oberfliachenantigenen wurde ein aus 13 monoklonalen Antikdrpern bestehendes Screening-Panel
(Tabelle 3) herangezogen.

Tabelle 7 und Tabelle 8 fassen die ermittelten prozentualen Anteile antigenexprimierender
Lymphozyten von gesunden Spendern und Patienten zusammen.

Fiir jegliche Messwertreihe ist jeweils eine Box-Plot-Darstellung zur graphischen Hervorhebung
der unterschiedlichen Verteilung der Antigenexpressionen angefiihrt. AuBBerdem werden fiir alle
Messwertreihen der Maximalwert, Minimalwert und der Mittelwert angegeben.

Des Weiteren sind fiir jede immunphénotypische Untersuchungsreihe beispielhaft jeweils Dot-
Plots aus der Patientengruppe wie auch aus der Kontrollgruppe dargestellt. Bei einigen
ausgewdhlten Oberflichenmarkern wurde zusdtzlich die sensitivere Darstellung in

Histogrammen angewandt.
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Zum Vergleich der beiden Untersuchungsgruppen hinsichtlich signifikanter Unterschiede wurde
der Mann-Whitney-U-Test hinzugezogen.
Tabelle 7: Anteile antigenexprimierender Lyphozyten bei CLL-Patienten

CD5 95.56  83.24 95.88 97.76 98.7 90.94 96.29
CD19 80.03 633 93.24 94.22 96.41 63.28 93.33
CD5/19 79.38  60.18 92.22 93.46 96.16 63.05 91.46
CD52/19 99.91  99.94 98.88 99.46 97.01 99.92 99.98
CD95/19 (D) 3.05 1.91 1.26 1.83 1.14 6.47 2.67

CD95/19 (H) 41.56 17.1 3.93 26.57 35.49 38.53 34.06
CD119/19 (D) 0.25 1.62 0.7 2.21 1.71 2.04 4.74

CD119/19 (H) 2946  33.87 13.42 24.12 27.17 44.17 15.99
CD124/19 (D) 83.46  65.27 45.16 31.06 64.67 67.19 69.46
CD124/19 (H) 88.66  78.86 50.63 62.28 92.97 86.99 88.05

Tabelle 7 (Fortsetzung)

CD5 95.65 70.11 98.85 90.21 70.58 46.39 73.99
CD19 92.15 19.31 84.37 56.81 66.14 11.84 5.45
CD5/19 90.93 4.71 83.97 56.59 65.21 1.54 1.87
CD52/19 99.78  99.84 99.84 99.58 100 99.48 100
CD95/19 (D) 0.63 3.96 7.84 22.02 0.55 15.93 13.25
CD95/19 (H) 13.94  21.97 38.43 42.88 24.76 41.14 53.85
CD119/19 (D) 1.03 1.31 4.06 2 1.37 2.67 2.5
CD119/19 (H) 2576  56.44 21.69 6.4 37.67 95.77 75.18
CD124/19 (D) 87.56  65.27 60.5 32.07 91.99 40.99 27.35
CD124/19 (H) 94.66  87.39 74.68 43.84 94.3 77.5 66.41
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Tabelle 7 (Fortsetzung)

CD5 97.75 72.42 94.71 94.6 77.22 99.25 99.25
CD19 81.3 32.61 67.68 82.45 75.24 98.33 96.84
CD5/19 81.12  26.27 66.59 82.42 63.82 98.26 96.76
CD52/19 99.82 100 99.92 99.98 99.98 99.78 99.93
CD95/19 (D) 7.68 6.26 3.4 1.71 1.37 8.82 4.83

CD95/19 (H) 43.03 39.7 35.56 14.48 9.11 15.99 26.64
CD119/19 (D) 0.4 1.19 0.3 0.76 0.4 5.34 0.08

CD119/19 (H) 29.29  43.29 16.07 37.02 16.44 14 16.3

CD124/19 (D) 83.61 84.77 3.98 73.1 62.84 82.84 80.56
CD124/19 (H) 91.56  92.18 52 91.82 78.13 86.39 80.55

Tabelle 7 (Fortsetzung)

CD5 92.05 98.61 71.35 96.47 69.59 94.47
CD19 93.7 97.9 14.42 86.81 51.61 82.66
CD5/19 88.21 97.03 9.86 85.83 41.44 81.95
CD52/19 96.59 99.8 100 99.25 99.88 99.98
CD95/19 (D) 2.92 0.89 2.46 52 1.36 3.17
CD95/19 (H) 20.79 7.12 61.36 51.22 21 99.98
CD119/19 (D) 0.58 0.3 16.08 2.12 16.16 1.4
CD119/19 (H) 22.02 7.77 88.97 40.87 41.8 24.99
CD124/19 (D) 93.71 93.43 74.51 94.8 87.54 90.61
CD124/19 (H) 96.24 9381 90.85 97.56 92.69 97.82

Legende: D: Dot-Plot-Auswertung H: Histogramm-Auswertung
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Tabelle 8: Anteile antigenexprimierender Lymphozyten bei Kontrollpersonen

CD5 65.8 76.02 68.53 74.82 56.57
CD19 12.59 9.52 13.4 10.48 8.4
CD5/19 1.31 0.64 1.3 1.02 2.16
CD52/19 99.82 99.88 99.95 99.72 99.43
CD95/19 (D) 6.09 23.44 4.32 11.42 12.54
CD95/19 (H) 17.13 31.61 20.74 24.64 39.87
CD119/19 (D) 0.65 0.96 0.9 0.79 9.55
CD119/19 (H) 32.44 34.09 30.33 33.6 40.44
CD124/19 (D) 2.56 19.52 4.16 9.14 11.66
CD124/19 (H) 28.61 37.19 24.79 43.8 51.92

Tabelle 8 (Fortsetzung)

CD5 63.4 73.27 70.81 72.6
CD19 17.46 11.83 14 15.99
CD5/19 0.39 3.36 1.75 4.27
CD52/19 97.9 100 99.6 99.9
CD95/19 (D) 0.55 6.79 12.86 13.3
CD95/19 (H) 31.09 19.51 29.55 30.4
CD119/19 (D) 0.08 3.31 2.03 2.46
CD119/19 (H) 0.61 22.63 35.64 30.53
CD124/19 (D) 0.51 58.18 14.2 52.48
CD124/19 (H) 28.76 71.07 35.22 72.8

Legende: D: Dot-Plot-Auswertung H: Histogramm-Auswertung
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3.1.1. CD5

Die Markierung der Lymphozyten mit dem T-Zell-Marker CD 5, der auch von aktivierten B-
Lymphozyten und malignen Zellen von B-CLL-Patienten exprimiert wird, ergab einen erhohten
Anteil CDS5 positiver Zellen in der Gruppe der CLL-Patienten.

Der statistische Vergleich mit der Kontrollgruppe ergab mithilfe des Mann-Whitney-Tests einen
signifikanten Unterschied mit einem p-Wert von p=0.001.

Ob dabei ein erhohter Anteil CD5 positiver B-Lymphozyten vorlag, konnte durch eine

zusitzliche Betrachtung der Koexpression mit CD19 beurteilt werden.

Abbildung 7: Dot-Plot aus der Abbildung 8: Dot-Plot aus der
Patientengruppe der CD5 Kontrollgruppe der CD5
Messwertreihe Messwertreihe
<t 05.08.2000.003 b 25.08.2000.003
g O
=F R2 B
o] 3 i
Ecu 8
22 Sty
S 3
=1 — =
DO :‘:“...... 1. v ...-y||5‘2-:''I-'l''rl-lrlr|?l--|—|-ﬁ'|'1|4 OD > f
" 100 = 2 3 4
10 10 10 10 10 100 101 10 10 10
CDSFITC : CDS5 FITC :
Quad Events % Gated % Total Quad Events % Gated % Total
uL 7 0.07 0.07 uL 715 6.24 1.43
UR 9414 98.26 94.14 UR 248 2.16 0.50
LL 65 0.68 0.65 LE 4262 37.19 8.52
LR 95 0.99 0.95 LR 6235 54.41 12.47
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Tabelle 9: Ergebnisse der Messwertverteilung fiir den Marker CD5

CLL-Patienten Kontrollgruppe
| Minimum (%) 146.39 56.57
Maximum (%) 99.25 76.02
Mittelwert (%) 87.48 69.33

Abbildung 9: Anteile CD5 positiver Zellen der im Lymphozytengate gemessenen Zellen
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Ergebnis des Mann-Whitney-Tests: p=0.001

40



3.1.2. CD19

Abbildung 12 zeigt die Anteile CD19 positiver Lymphozytenpopulationen an der Gesamtheit der
Lymphozyten.
das

wesentlich hdufiger in Blutproben von CLL-Patienten nachgewiesen als in den Proben der

Erwartungsgemdl wurden Lymphozyten, welche Pan-B-Zell-Antigen exprimieren,

Kontrollgruppe.

Der Unterschied zur Kontrollgruppe war mit einem p-Wert von p<0.001 hoch signifikant.

Abbildung 10: Dot-Plot aus der Abbildung 11: Dot-Plot aus der
Patientengruppe der CDI19 Kontrollgruppe der CD19
Messwertreihe Messwertreihe
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CDSFITC CD5 FITC
Quad Events % Gated % Total Quad Events % Gated % Total
UL 80 0.87 0.80 UL 710 6.20 1.42
UR 8946  97.03 89.46 UR 253 2.21 0.51
LL 48 0.52 0.48 Lk 4234 36.95 8.47
LR 146 1.58 1.46 LR 6263 54.65 12.53
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Tabelle 10: Ergebnisse der Messwertverteilung fiir den Marker CD 19

CLL-Patienten Kontrollgruppe
Minimum (%) 545 8.4
Maximum (%) 98.33 17.46
Mittelwert (%) 69.48 12.44

Abbildung 12: Anteile CD19 positiver Zellen der im Lymphozytengate gemessenen Zellen
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3.1.3. CD5/CD19

Abbildung 15 zeigt die Anteile der B-Lymphozyten, welche den Marker CD5 koexprimieren.

Im Vergleich zur Kontrollgruppe konnte fiir die Gruppe der CLL-Patienten eine deutliche
Erhéhung CDS positiver B-Zellen nachgewiesen werden, welche mit einem p-Wert von p<0.001
hoch signifikant war.

Die Messwerte in der Kontrollgruppe weisen dabei eine bemerkenswert geringe Streuung auf.

Abbildung 13: Dot-Plot aus der Abbildung 14: Dot-Plot aus der
Patientengruppe der CD5/CD19 Kontrollgruppe der CD5/CD19
Messwertreihe Messwertreihe
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CD5 FITC 10 10 C1:)15(:=I1_(3 10 10
Quad Events % Gated % Total Quad Events % Gated % Total
UL 7 0.07 0.07 UL 710 6.20 1.42
UR 9414 98.26 94.14 UR 253 2.21 0.51
LL 65 0.68 0.65 LL 4234 36.95 8.47
LR 95 0.99 0.95 LR 6263 54.65 12.53
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Tabelle 11: Ergebnisse der Messwertverteilung fiir CD5/CD19 koexprimierende Zellen

CLL-Patienten Kontrollgruppe ‘
Minimum (%) 1.54 0.39
Maximum (%) 98.26 4.27
Mittelwert (%) 66.66 1.82

Abbildung 15: Anteile CD5/CD19 koexprimierender Zellen der im Lymphozytengate
gemessenen Zellen
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Die nachfolgenden Auswertungen erfolgten nach ,,Gating™ auf CDI19 positive Zellen, um

ausschlieflich die Anteile der interessierenden koexprimierenden B-Lymphozyten ermitteln zu

konnen (Abbildung 13).

3.1.4. CD52/CD19

Abbildung 18 informiert {iber die prozentualen Anteile CD52/CD19 koexprimierender Zellen.

Sowohl fiir die CLL-Patienten als auch fiir die gesunden Kontrollpersonen konnte eine fast

durchgéngige Expression von CD52 bestimmt werden. Der Mittelwert lag in beiden Gruppen bei

iiber 99 %.

Der statistische Vergleich der beiden Gruppen ergab keinen signifikanten Unterschied.

Abbildung 16: Dot-Plot aus der
Patientengruppe der CD52/CDI19
Messwertreihe
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Abbildung 17: Dot-Plot aus der
Kontrollgruppe der CD52/CD19
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Tabelle 12: Ergebnisse der Messwertverteilung fiir CD52/CD19 koexprimierende Zellen
CLL-Patienten

Kontrollgruppe ‘

Minimum (%) 96.59 97.9
Maximum (%) 100 100
Mittelwert (%) 99.63 99.67

Abbildung 18: Anteile CD52/CD19 koexprimierender Zellen der im Lymphozytengate

gemessenen Zellen
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Ergebnis des Mann-Whitney-Tests: p=1.000
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3.1.5. CD95/CD19 in der Dot-Plot-Auswertung

Abbildung 21 verdeutlicht, dass der Anteil CD95/CD19 koexprimierender Zellen in der Gruppe
der CLL-Patienten geringer ist als in der Kontrollgruppe.

Mithilfe des Mann-Whitney-Tests konnte im statistischen Vergleich mit der Kontrollgruppe ein
signifikanter Unterschied mit p=0.017 festgestellt werden.

Eine zusitzlich herangezogene ROC-Kurvenanalyse (Abbildung 22) fiihrte zu einem optimalen
Schwellenwert von 6 Prozent, beziiglich welchem der sich anschlieBende Vierfelder-Test einen

ebenfalls signifikanten Unterschied lieferte (Tabelle 14).

Abbildung 19: Dot-Plot aus der Abbildung 20: Dot-Plot aus der
Patientengruppe  der  CD95/CD19 Kontrollgruppe der CD95/CDI19
Messwertreihe Messwertreihe
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Quad Events % Gated % Total Quad Events % Gated % Total
UL 10 0.12 0.10 UL 373 22.83 0.75
UR 93 1.14 0.93 UR 10 0.61 0.02
LL 113 1.38 1.13 LL 1122 68.67 2.24
LR 7961 97.36 79.61 LR 129 7.89 0.26

47



Tabelle 13: Ergebnisse der Messwertverteilung fiir CD95/CD19 koexprimierende Zellen

CLL-Patienten Kontrollgruppe ‘
Minimum (%) 0.55 0.55
Maximum (%) 22.02 23.44
Mittelwert (%) 4.85 9.44

Abbildung 21: Anteile CD95/CD19 koexprimierender Zellen der im Lymphozytengate

gemessenen Zellen
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Ergebnis des Mann-Whitney-Tests: p=0.017
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Abbildung 22: ROC-Kurve fiir CD95/CD19 mit Wertepaaren Sensitivitit und 1-Spezifitit
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0.00 25 =0 75 100 12.0000 880 556
14,5000 826 B89
1 - Spezifitat 16,5000 .963 B89
Diagonale Segmente ergeben sich aus Bindungen. 19.5000 983 1.000
23.0000 1.000 1.000

Tabelle 14: Vierfelder-Tafel fir CD95/CD19 koexprimierende Zellen bei einem optimalen

Schwellenwert von 6 %

Patienten Kontrolle Gesamt
CD95/CD19 <6 % Anzahl 21 3 24
% von Gruppe 77.8 % 333 % 66.7 %
CD95/CD19 >6 % Anzahl 6 6 12
% von Gruppe 222 % 66.7 % 333 %
Gesamt Anzahl 27 9 36
% von Gruppe 100 % 100 % 100 %

Ergebnis des Chi-Quadrat-Tests nach Pearson: ¥*=0.014
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3.1.6. CD95/CD19 in der Histogramm-Auswertung

Die ermittelten Anteile fiir CD95/CD19 koexprimierende Zellen in der Histogramm-Auswertung
zeigt Abbildung 25.

Im Gegensatz zur Dot-Plot-Auswertung dieser Messwertreihe konnte hier kein verringerter
Anteil in der Gruppe der CLL-Patienten festgestellt werden. Der statistische Vergleich ergab

keinen signifikanten Unterschied.

Abbildung 23: Histogramm aus der Patientengruppe der CD95/CD19 Messwertreihe
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Abbildung 24: Histogramm aus der Kontrollgruppe der CD95/CD19 Messwertreihe
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Tabelle 15: Ergebnisse der Messwertverteilung fiir CD95/CD19 koexprimierende Zellen in der

Histogramm-Auswertung

CLL-Patienten Kontrollgruppe ‘
Minimum (%) 3.93 17.13
Maximum (%) 99.98 39.87
Mittelwert (%) 32.59 27.17

Abbildung 25: Anteile CD95/CD19 koexprimierender Zellen der im Lymphozytengate
gemessenen Zellen in der Histogramm-Auswertung
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Ergebnis des Mann-Whitney-Tests: p=0.476
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3.1.7. CD119/CD19 in der Dot-Plot-Auswertung

Abbildung 28 zeigt die Anteile der B-Lymphozyten, die den Interferon-y-Rezeptor (CD119)
exprimieren.
Daraus wird deutlich, dass die prozentualen Anteile der Expression von CDI119 kaum

differieren. Der Mann-Whitney-Test ergab keinen signifikanten Unterschied.

Abbildung 26: Dot-Plot aus der Abbildung 27: Dot-Plot aus der
Patientengruppe der CD119/CD19 Kontrollgruppe der CD119/CD19
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Tabelle 16: Ergebnisse der Messwertverteilung fiir CD119/CD19 koexprimierende Zellen

CLL-Patienten Kontrollgruppe
Minimum (%) 0.08 0.08
Maximum (%) 16.16 9.55
Mittelwert (%) 2.83 2.31

Abbildung 28: Anteile CD119/CD19 koexprimierender Zellen der im Lymphozytengate

gemessenen Zellen
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Ergebnis des Mann-Whitney-Tests: p=0.868
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3.1.8. CD119/CD19 in der Histogramm-Auswertung

Die ermittelten Anteile fiir CD119/CD19 koexprimierende Zellen in der Histogramm-
Auswertung zeigt Abbildung 31.
Parallel zur Betrachtung in der Dot-Plot-Auswertung konnten nur geringe Unterschiede

festgestellt werden, welche nach statistischem Vergleich nicht signifikant waren.

Abbildung 29: Histogramm aus der Patientengruppe der CD119/CD19 Messwertreihe
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Abbildung 30: Histogramm aus der Kontrollgruppe der CD119/CD19 Messwertreihe

50

40

M1 I

Counts

4 ! 102 10° 10

CD119 FITC

Marker Left, Right Events % Gated % Total Mean GeoMean CV  Median Peak Ch
All 1, 9647 2291 100.00 4.58 1.38 128 9411 1158 1
M1 5, 255 14 0.61 0.03 10.71 7.94 120.66 6.38 5

54



Tabelle 17: Ergebnisse der Messwertverteilung fiir CD119/CD19 koexprimierende Zellen in der

Histogramm-Auswertung

CLL-Patienten Kontrollgruppe
[ Minimum (%) 164 0.61
Maximum (%) 95.77 40.44
Mittelwert (%) 33.55 28.92

Abbildung 31: Anteile CD119/CD19 koexprimierender Zellen der im Lymphozytengate
gemessenen Zellen in der Histogramm-Auswertung
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Ergebnis des Mann-Whitney-Tests: p=0.902
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3.1.9. CD124/CD19 in der Dot-Plot-Auswertung

In Abbildung 34 sind die Anteile CD124/CD19 positiver Zellpopulationen graphisch dargestellt.
Daraus wird deutlich, dass der Interleukin-4-Rezeptor zu einem wesentlich hdheren Anteil auf B-
Lymphozyten von CLL-Patienten exprimiert wird als von gesunden Blutspendern. Der p-Wert
war mit p<0.001 hochsignifikant.

Der Mittelwert war mit 67.48% bei den CLL-Patienten mehr als dreifach so hoch wie in der
Kontrollgruppe. In zusétzlich herangezogenen Vierfelder-Tafeln (Tabelle 19 und Tabelle 20)
wurde fiir die beiden gewihlten Schwellenwerte bei 60 und 20 Prozent jeweils ein hoch

signifikanter Unterschied im Chi-Quadrat-Test ermittelt.

Abbildung 32: Dot-Plot aus der Abbildung 33: Dot-Plot aus der
Patientengruppe der CD124/CD19 Kontrollgruppe der CD124/CDI19
Messwertreihe Messwertreihe
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Tabelle 18: Ergebnisse der Messwertverteilung fiir CD124/CD19 koexprimierende Zellen

CLL-Patienten Kontrollgruppe
Minimum (%) 3.98 0.51
Maximum (%) 94.8 58.18
Mittelwert (%) 67.48 19.01

Abbildung 34: Anteile CDI124/CD19 koexprimierender Zellen der im Lymphozytengate

gemessenen Zellen
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Ergebnis des Mann-Whitney-Tests: p=0.000
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Tabelle 19: Vierfelder-Tafel fiir CD124/CD19 koexprimierende Zellen bei einem Schwellenwert

von 60 %
Patienten Kontrolle Gesamt
CD124/CD19 <60% Anzahl 6 9 15
% von Gruppe 222 % 100 % 41.7 %
CD124/CD19 >60 % Anzahl 21 0 21
% von Gruppe 77.8 % 0% 583 %
Gesamt Anzahl 27 9 36
% von Gruppe 100 % 100 % 100 %

Ergebnis des Chi-Quadrat-Tests nach Pearson: ¥*=0.000

Tabelle 20: Vierfelder-Tafel fiir CD124/CD19 koexprimierende Zellen bei einem Schwellenwert

von 20 %
Patienten Kontrolle Gesamt

CD124/CD19 <20% Anzahl 2 7 9

% von Gruppe 7.4 % 77.8 % 25%
CD124/CD19 >20 % Anzahl 25 2 27

% von Gruppe 92.6 % 222 % 75 %
Gesamt Anzahl 27 9 36

% von Gruppe 100 % 100 % 100 %

Ergebnis des Chi-Quadrat-Tests nach Pearson: ¥*=0.000
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3.1.10. CD124/CD19 in der Histogramm-Auswertung

Abbildung 37 zeigt die Anteile CD124 exprimierender B-Lymphozyten in der Histogramm-
Auswertung. Die stark erhohte Expression des Interleukin-4-Rezeptors auf den B-Lymphozyten
der CLL-Patienten ist wie auch in der Dot-Plot-Auswertung sehr gut feststellbar. Der statistische
Vergleich fiihrte mit einem p-Wert von p<0.001 zu einem hoch signifikanten Unterschied. Der
Vierfelder-Test ergab fiir den bei 20 Prozent liegenden Schwellenwert (Tabelle 22) einen

ebenfalls hoch signifikanten Unterschied.

Abbildung 35: Histogramm aus der Patientengruppe der CD124/CD19

Messwertreihe
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Abbildung 36: Histogramm aus der Kontrollgruppe der CD124/CD19
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Tabelle 21: Ergebnisse der Messwertverteilung fiir CD124/CD19 koexprimierende Zellen in der

Histogramm-Auswertung

CLL-Patienten Kontrollgruppe
Minimum (%) 43.84 24.79
Maximum (%) 97.82 72.8
Mittelwert (%) 82.52 43.88

Abbildung 37: Anteile CDI124/CD19 koexprimierender Zellen der im Lymphozytengate

gemessenen Zellen in der Histogramm-Auswertung
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Ergebnis des Mann-Whitney-Tests: p=0.000
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Tabelle 22: Vierfelder-Tafel fir CD124/CD19 koexprimierende Zellen in

Auswertung bei einem Schwellenwert von 60%

der Histogramm-

Patienten Kontrolle Gesamt
CD124/CD19 <60% Anzahl 3 7 10
% von Gruppe 11.1 % 77.8 % 27.8 %
CD124/CD19 >60 % Anzahl 24 2 26
% von Gruppe 88.9 % 222 % 72.2 %
Gesamt Anzahl 27 9 36
% von Gruppe 100 % 100 % 100 %

Ergebnis des Chi-Quadrat-Tests nach Pearson: ¥*=0.000
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3.2.  Korrelationsanalyse der Oberflachenexpressionen von CD95 und CD124

Abschliefend  sollte untersucht werden, ob ein Zusammenhang zwischen den
Oberflachenexpressionen der beiden Antigene CD95 und CD124 existiert.

Anhand des hierfiir erstellten Punktwolken-Diagramms (Abbildung 38) ist zu erkennen, dass
tendenziell in der Patientengruppe eine sinkende Oberfldchenexpression von CD95 mit einer
steigenden von CD124 korreliert. In der Gruppe der Kontrollpersonen hingegen korreliert eine

sinkende Expression von CD95 mit einer sinkenden von CD124.

Abbildung 38: Punktwolken-Diagramm fiir CD95 und CD124
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4.0. Diskussion

4.1. Diskussion der Methode

Im Mittelpunkt der derzeitigen CLL-Forschung steht die Fehlregulation der Apoptose und eine
Reihe an Mechanismen der Umgehung des natiirlichen Zelltodes konnte dargestellt werden.

Da sich immunphéanotypische Untersuchungen bisher hauptsidchlich mit dem Nachweis einzelner
Antigenstrukturen auf leukdmischen B-Zellen und der Priifung der klinischen Signifikanz ihrer
Expression beschéftigten, war es Ziel dieser Arbeit, das apoptoserelevante, zelluldre
Antigenprofil der B-CLL umfassender zu analysieren.

Hierzu untersuchten wir mit Hilfe der DurchfluBzytometrie die Zellen von 27 Patienten mit
einem Panel von 13 monoklonalen Antikdrpern.

Zusitzlich untersuchten wir auch die Zellen 9 gesunder Probanden, um eigene laborspezifische
Referenzwerte zu erstellen.

Dies war aufgrund der Variation durchfluzytometrischer Ergebnisse verschiedener Labore von
Notwendigkeit. Auf diese Problematik wurde bereits von Gratama et al in einer Multicenter-
Studie hingewiesen (Gratama JW 1997).

Die Ursachen fiir die variierenden durchfluBzytometrischen FErgebnisse liegen dabei
hauptsidchlich in einer unterschiedlichen Probenaufbereitung, zu groBBen Anteilen an
Erythrozyten durch suboptimale Selektion der Lymphozyten und in den verschiedenen
Richtlinien zum Setzen der Gates. Auch die Verwendung unterschiedlicher Gerdtetypen ist in
diesem Zusammenhang zu nennen (Rafael A. 1994).

Fiir die durchfluBzytometrische Analyse fluoreszenzmarkierter Zellen war der Vergleich mit
einer geeigneten Negativkontrolle notwendig. Nach Setzen eines Auswertefensters um die
interessierende Leukozytensubpopulation und Darstellung der Fluoreszenzintensititsverteilung
als Dot-Plot wurden die negativen Zellen markiert. Diese umfassen den Bereich an Intensitdten
bis zu der Klasse (Marke), den die Fluoreszenz einer negativen Zelle, bedingt durch
Autofluoreszenz und unspezifische Bindung, noch annehmen kann. Jede Zelle mit einem
hoheren Klassenbereich wird dann als ,positiv bewertet. Dabei korreliert die Lage der
Verteilungskurven im Histogramm beziehungsweise der Punktwolken im Dot-Plot mit der
Expressionsstirke des jeweiligen Antigens.

Die so ermittelten Werte der Antigenexpressionen wurden dann zwischen den beiden Gruppen

der CLL-Patienten und der Kontrollpersonen statistisch miteinander verglichen.
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Zur weitergehenden Analyse der Messwerte wurden anschlieBend fiir bestimmte
Antigenkombinationen Schwellenwerte zur Trennung pathologischer Werte von Werten bei
gesunden Personen ermittelt sowie Vierfelder-Tests durchgefiihrt.

Fiir die Messwertreihe der CD95/CD19 koexprimierenden Zellen wurde zusétzlich eine
Receiver-Operating-Kurve erstellt, welche es erlaubte, durch Ermitteln der jeweiligen
Wertepaare Sensitivitit und Spezifitit den optimalen Schwellenwert zu analysieren.

Bei der Auswahl der geeigneten Antikorper mussten die jeweils unterschiedlichen Eigenschaften
und die verschiedenen Bindungsverhalten beriicksichtigt werden.

In dieser Arbeit wurden zur Untersuchung der Antigenexpressionen monoklonale Antikorper
eingesetzt, da sie eine hohere Spezifitét als polyklonale Antikorper besitzen.

Damit in der Datenerhebung hauptsichlich antikdrpermarkierte Lymphozyten und nicht
Erythrozyten bestimmt werden konnten, war es notig, eine Zellseparation vorzunehmen. Hierfiir
konnte  zwischen  der  Erythrozyten-Lyse-Methode @ und  der  Methode  der
Dichtegradientenzentrifugation gewéhlt werden.

Bei der Dichtegradientenzentrifugation basiert die Zelltrennung auf der unterschiedlichen Dichte
der einzelnen Zellen. Dadurch konnen die unerwiinschten Zellpopulationen aus der Probe
beseitigt werden. Der Nachteil dieser Methode liegt jedoch darin, dass es wihrend der
Probenaufbereitung zum Verlust bedeutsamer Zellpopulationen kommen kann (Renzi P 1987).
AuBerdem sind neoplastische Lymphomzellen nicht immer im Dichtegradienten normaler
Lymphozyten nachweisbar, so dass diese von Interesse seienden Zellen nicht mehr beurteilt
werden konnen.

In Anbetracht der erwdhnten Nachteile dieser Methode wurde in dieser Arbeit die Erythrozyten-
Lyse als Mittel der Zellseparation der Dichtegradientenzentrifugation bevorzugt.

Einen weiteren Vorteil der Erythrozyten-Lyse-Methode stellt nicht zuletzt ein niedrigerer
Arbeits- und Zeitaufwand dar.

AuBer der Entfernung der Erythrozyten mussten des Weiteren sonstige in der Zellsuspension
vorhandene Zellpopulationen wie Granulozyten und Monozyten von den interessierenden
Lymphozyten abgegrenzt werden.

Die Lymphozyten wurden bei der Auswertung der Messergebnisse hierfiir mit Hilfe des
,,Gating®, also der Selektion einer bestimmten Zellpopulation, eingegrenzt (Abbildung 2).

Die Anwendung der erwdhnten Methoden ermdglichte es, ausschlieBlich die interessierenden
Lymphozyten zu untersuchen.

Die Messwertergebnisse wurden dann mit Hilfe von Quadrantenstatistiken als prozentuale

Anteile der gemessenen Zellen angegeben.
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Fiir ausgewihlte Antigenkombinationen wurden zusitzlich in sensitiveren Histogramm-
Auswertungen Histogrammstatistiken erstellt.

Zuletzt muss beriicksichtigt werden, dass die zum Teil sehr individuell durchgefiihrten
Auswertungen einen wesentlichen Nachteil durchfluBzytometrischer Untersuchungen darstellen,
da sie die Vergleichbarkeit von Untersuchungsergebnissen unterschiedlicher Laboratorien

erschweren konnen.
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4.2. Diskussion der Messergebnisse

Zur durchflulzytometrischen Analyse der Expression der interessierenden Oberflichenantigene
bei Patienten mit chronisch lymphatischer Leukdmie der B-Zell-Reihe und bei gesunden
Blutspendern wurden Antikorper gegen das Pan-T-Zell-Antigen CDS5, das Pan-B-Zell-Antigen
CD19, den APO-1/Fas-Rezeptor CD95, den Interferon-y-Rezeptor CD119 sowie den Interleukin-
4-Rezeptor CD124 verwendet.

AuBerdem wurden Antikdrper gegen das Antigen CDS52 hinzugezogen, welches vor allem bei B-
Zell-Lymphomen  auf Lymphozyten und Monozyten, jedoch nicht auf Erythrozyten,

Granulozyten, Thrombozyten und Stammzellen nachweisbar ist.

Zur Erfassung der interessierenden B-Lymphozyten wurde das linienspezifische B-Zellantigen
CD19 analysiert (Abbildung 12).

Der Mittelwert CD19 positiver Zellen der im Lymphozytengate gesunder Kontrollpersonen
gemessenen Zellen betrug 12.44 %.

Im Vergleich zur Kontrollgruppe konnte bei den CLL-Patienten erwartungsgemif3 eine
signifikante Erhohung des Anteils CD19 positiver Lymphozyten nachgewiesen werden. Der
Mittelwert lag in dieser Gruppe bei 69.48 % (Tabelle 10).

Da der Marker CD19 relativ unspezifisch ist und auch bei reaktiven Prozessen und gutartigen
lymphoproliferativen Erkrankungen erhoht sein kann, wurde zur weiteren Charakterisierung der
B-Lymphozyten neben dem B-Zell-Antigen CD19 der Marker CDS5 untersucht.

In der CLL-Diagnostik nimmt das Pan-T-Zell-Antigen CDS5, welches auch von aktivierten B-
Lymphozyten und malignen Zellen von B-CLL-Patienten exprimiert wird, eine wichtige Rolle
ein.

Zunichst erfolgte eine separate Analyse der Expression von CDS.

Die Analyse der Messergebnisse ergab bei den gesunden Kontrollpersonen einen Mittelwert von
69.33 % (Tabelle 9).

Der Vergleich mit der Gruppe der CLL-Patienten mit einem Mittelwert von 87.48 % fiihrte zu
einer signifikant erhohten Expression von CDS5 bei Patienten mit chronisch lymphatischer
Leukémie der B-Zell-Reihe.

Damit jedoch das Pan-T-Zell-Antigen CD5 eindeutig den B-Lymphozyten zugeordnet werden

konnte, musste die Koexpression mit CD19 untersucht werden.
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In der Kontrollgruppe war der Anteil CD5/CD19 koexprimierender Lymphozyten im
Gegensatz zum relativ hohen Anteil CDS positiver Lymphozyten (Mittelwert 69.33 %) mit
einem Mittelwert von 1.82 % sehr gering (Tabelle 11).

Bemerkenswert dabei war die sehr geringe Streuung der Messwerte bei den gesunden
Probanden. Die Messwerte verteilten sich in einem sehr eng begrenzten Bereich zwischen einem
Minimalwert von 0.39 % und einem Maximalwert von 4.27 %.

Im Vergleich hierzu konnte fiir die CLL-Patienten ein signifikant erhohter Anteil CD5/CD19
koexprimierender Zellen mit einem Mittelwert von 66.66 % ermittelt werden.

Dadurch erfolgte fiir die CLL-Patienten der Nachweis eines erhohten Anteils an B-
Lymphozyten, die das Pan-T-Zell-Antigen CD5 koexprimieren.

Dieses Ergebnis steht in Einklang mit der Arbeit von DiGiuseppe et al. (DiGiuseppe and
Borowitz 1998), wonach die Koexpression von CD5 und CD19 fiir die B-CLL charakteristisch
ist und deshalb zur Diagnosesicherung und Unterscheidung von der wesentlich selteneren

chronischen lymphatischen Leukdmie vom T-Zell-Typ hinzugezogen werden kann.

Das Antigen CD52 stellt derzeit einen viel versprechenden Angriffspunkt neuer
immuntherapeutischer Strategien dar. Da die wichtigsten Probleme der konventionellen
Chemotherapie bei malignen Erkrankungen in der mangelnden Spezifitit der zytostatischen
Substanzen und dem Verbleib residueller Tumorzellen nach der Primértherapie liegen, sind die
selektive Behandlung mit weniger generalisierten Nebenwirkungen und die Elimination
residueller Tumorzellen weltweit verfolgte Ziele der derzeitigen Krebsforschung (DeVita 1993).
Das CD52-Antigen, dessen Funktion auf Lymphozyten weitgehend unbekannt ist, befindet sich
auf der Oberfldche der liberwiegenden Mehrheit aller Lymphozyten und Monozyten sowie auf
den meisten B- und T-Zell-Lymphomen. Das Ausmal3 der Oberflichenexpression wird in der
Literatur bei tiber 95 % angegeben.

Die Analyse unserer Messergebnisse ergab sowohl flir die CLL-Patienten mit einem Mittelwert
von 99.63 % als auch fiir die Kontrollgruppe mit einem bei 99.67 % liegendem Mittelwert damit
tibereinstimmende Werte (Tabelle 12).

Die somit auch in unserer Arbeit ermittelte Expression von CD52 auf nahezu allen CLL-Zellen
bietet neue Angriffspunkte fiir die Therapie der CLL.

So konnen monoklonale Antikdrper an dieses Oberflachenantigen der Leukdmiezellen binden
und die malignen Zellen iiber verschiedene Wirkmechanismen wie antikdrpervermittelte

Zytotoxizitit, Apoptose und Komplementaktivierung toten.
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Da Erythrozyten, Thrombozyten und Stammzellen dieses Antigen nicht exprimieren, sollte
folglich ein therapeutischer Einsatz von Antikdrpern gegen CDS52 die normale Hadmatopoese
nicht negativ beeinflussen (Hale G 1988).

Der anti-CD52 Antikorper Campath-1H (Alemtuzumab) wurde vor kurzem in Europa fiir die
Rezidivtherapie zugelassen. Einer Multicenter-Studie (Osterborg, Dyer et al. 1997) zufolge fiihrt
diese vorwiegend im Rezidiv eingesetzte Substanz zu einem Ansprechen in etwa 42 % der Fille
mit einem rezidivfreien Intervall von mehr als 12 Monaten. Nebenwirkungen von Alemtuzumab
sind Myelosuppression und T-Zelldepletion, die zu infektiosen Komplikationen fiihren kdnnen
(Tang SC 1996).

Die Identifizierung weiterer Tumorantigene bei CLL-Patienten konnte zur Entwicklung neuer
monoklonaler Antikorper fithren, so dass moglicherweise fiir die kiinftige Behandlung der CLL
immuntherapeutische Konzepte weiter an Bedeutung gewinnen konnten. So befinden sich bereits

Anti-CD22-Antikorper und Anti-HLA-DR-Antikorper in der klinischen Erprobungsphase.

Anschliefend sollte die Expression des APO-1/Fas-Rezeptors (CD95) auf Lymphozyten
gesunder Probanden sowie auf B-CLL-Zellen analysiert werden.

APO-1 stellt dabei ein 48 kDa schweres Zellmembranprotein dar, welches der TNF/NGF-
Rezeptor-Familie angehort und identisch mit dem vom Yonehara et al. 1989 beschriebenen Fas-
Antigen ist (Itoh N 1991).

Eine der wesentlichen Funktionen dieses Rezeptors besteht in der Ubermittlung von Signalen des
natiirlichen Zelltodes in das Zellinnere. Somit nimmt das APO-1/Fas-Antigen eine wichtige
Rolle in der Apoptoseregulierung ein und Verdnderungen der Expressionsstirke dieses

Rezeptors konnten schwerwiegende Folgen fiir die Homoostase des Organismus bewirken.

In den hier durchgefiihrten Dot-Plot-Auswertungen konnte in der Gruppe der CLL-Patienten eine
signifikant erniedrigte Expression mit einem Mittelwert von 4.85 % festgestellt werden (Tabelle
13). In der Kontrollgruppe betrug der Mittelwert mit 9.44 % fast das Doppelte.

Die Histogrammauswertungen der CD95/CD19 Messwertreihen ergaben jedoch keinen
signifikanten Unterschied in der Expression des APO-1-Antigens (Tabelle 15).

Zur Dbesseren FEinschitzung der Messergebnisse und Ermittlung eines optimalen
Schwellenwertes, mithilfe dessen pathologische Werte von normalen Werten gesunder
Probanden unterschieden werden konnen, wurde zusitzlich eine Receiver-Operating-Kurve

erstellt (Abbildung 22).
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Nach Analyse der Anteile CD95/CD19 koexprimierender Zellen und dem Hinzuziehen eines
Vergleichs der Wertepaare Sensitivitdit und 1-Spezifitit fiir verschiedene Schwellenwerte
(Abbildung 22) wurde ein optimaler Schwellenwert von 6 % festgelegt.

Unter diesem Wert lagen in den Untersuchungen 77.8 % der Messwerte von CLL-Patienten (21
von 27 Patienten) und nur 33.3 % der ermittelten Messwerte gesunder Probanden (3 von 9
Kontrollpersonen) (Tabelle 14). Zu beachten sind dabei eine Sensitivitdt von ca. 75 % und eine
Spezifitit von ebenfalls ca. 75 %.

Der y>-Test fiir den sich anschlieBenden Vier-Felder-Test ergab mit einem Wert von 0.014 einen
signifikanten Unterschied.

Diese Ergebnisse stimmen mit mehreren verdffentlichten Untersuchungsergebnissen iiberein,
wonach auf der Oberfliche von CLL-Zellen eine verringerte oder gar fehlende Expression des
Fas-Rezeptors feststellbar ist (Robertson MJ 1995), (Laytragoon-Lewin, Duhony et al. 1998),
(Panayiotidis, Ganeshaguru et al. 1995), (Wang, Freeman et al. 1997), (Kamihira, Yamada et al.
1997).

Hieraus konnte geschlossen werden, dass die CLL-Zellen mittels einer Down-Regulation von
CDO95 eine Resistenz gegeniiber der durch den Fas-Liganden vermittelten Apoptose erlangen.
Eine Hochregulierung des Fas-Rezeptors, welche durch Interferone bewirkt werden konnte,
wiirde theoretisch die Empfindlichkeit fiir Apoptosesignale erhohen (Panayiotidis, Ganeshaguru
et al. 1995).

CD95 stellt daher einen wichtigen Angriffspunkt neuer Therapiestrategien dar und bedarf

weitergehender Untersuchungen.

Im Gegensatz zur verlidngerten Lebensspanne maligner B-Zellen in vivo wurde in mehreren
Untersuchungen festgestellt, dass die leukédmischen Zellen in vitro durch Apoptose untergehen
(Buschle, Campana et al. 1993), (Levesque, Misukonis et al. 2003),(Rojas, Roman et al. 1996).
Hierfiir wird das Fehlen essentieller Wachstumsfaktoren und insbesondere des Interferon-gamma
verantwortlich gemacht.

Darauf lassen Ergebnisse schlielen, welche zeigen konnten, dass durch Zugabe von IFN-y in die
Kulturmedien eine Hemmung der Apoptose erfolgte (Rojas, Roman et al. 1996).

Dieser Sachverhalt er6ffnet Fragen nach den Mechanismen der Apoptosehemmung durch IFN-y.
Wir wollten untersuchen, ob diese durch eine Hochregulierung der IFN-y-Rezeptoren (CD119)

auf malignen B-Zellen bewirkt sein konnte.
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Die Analyse der Expression von CD119 auf B-Zellen ergab bei den gesunden Kontrollpersonen
einen Mittelwert von 2.31 %. Fiir die CLL-Patienten konnte mit einem Mittelwert von 2.83 % im
Vergleich praktisch keine Erhdhung beobachtet werden (Tabelle 16).

Ahnlich verhielt es sich fiir die Messwerte aus den sensitiveren Histogramm-Auswertungen.
Auch hier konnte in der Gruppe der CLL-Patienten fiir CD119/CD19 koexprimierende Zellen
mit einem Mittelwert von 33.55 % nur eine geringfiigige Erhohung im Vergleich zur
Kontrollgruppe mit einem bei 28.92 % liegenden Mittelwert beobachtet werden (Tabelle 17).
Der Mann-Whitney-U-Test bestétigte sowohl fiir die Ergebnisse der Dot-Plot-Auswertungen als
auch der Histogramm-Auswertungen das Fehlen eines signifikanten Unterschiedes.

Die Ergebnisse unserer Analyse der Expression der IFN-y-Rezeptoren auf B-Lymphozyten
liefern somit keinen Hinweis dafiir, dass die apoptosechemmende Wirkung des IFN-y auf eine
Hochregulierung seines Rezeptors auf malignen B-Zellen zuriickzufiihren sei.

Levesque et al. (Levesque, Misukonis et al. 2003) verdichtigen, basierend auf den Ergebnissen
threr in vitro Untersuchungen zur Apoptose von B-CLL-Zellen, Stickstoffmonoxid (NO) und
dessen Synthetase NOS2 als einen moglichen Mechanismus, durch welchen IFN-y die
verldngerte Lebensspanne der malignen B-Zellen bewirken konnte.

So fanden sie heraus, dass IFN-y in ihrer Kultur mit B-CLL-Zellen die Enzymaktivitdt und
Proteinexpression von NOS?2 steigerte.

Dieser mdgliche Pathomechanismus der vergroBerten Uberlebensfihigkeit der B-CLL-Zellen
bedarf jedoch weitergehender Untersuchungen.

Sollte sich bestitigen, dass eine durch IFN-y vermittelte Expression von NOS2 fiir die Hemmung
der Apoptose verantwortlich ist, so wiirde sich ein neuer, viel versprechender Angriffspunkt fiir

die Therapie der CLL auftun.

Mehrere in vitro Untersuchungen lieferten Ergebnisse, welche darauf schlieBen lassen, dass
neben den Zytokinen Interferon-a und Interferon-y auch Interleukin-4 die Zellapoptose bei CLL-
Patienten inhibiert (Mainou-Fowler and Prentice 1996), (Dancescu, Rubio-Trujillo et al. 1992).
IL-4 stellt dabei ein gut untersuchtes Zytokin dar, welches von T-Zellen produziert wird und
Einfluss auf die Differenzierung und Proliferation normaler B-Zellen besitzt.

Wihrend das aus 129 Aminoséduren bestehende Protein frither noch als B-Zell-Wachstumsfaktor
1 bezeichnet wurde, sind heute vielféltige Wirkungen von IL-4 bekannt.

Beziiglich der B-CLL ist nun bekannt, dass IL-4 die B-Zellen vor Apoptose schiitzt, ohne dabei

einen signifikanten Effekt auf die Proliferation auszuiiben. Als Erklarung des erhohten Schutzes
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vor Apoptose wird eine hohere Expression von IL-4-Rezeptoren auf B-CLL-Zellen als auf
normalen Zellen angenommen (Douglas, Capocasale et al. 1997).

Dabei handelt es sich um ein aus ca. 800 Aminosiuren bestehendes Membranprotein, welches
auf einer Reihe von Zelltypen nachgewiesen werden konnte und der Familie der
hamatopoetischen Rezeptoren zugerechnet wird. Der Interleukin-4-Rezeptor-Komplex existiert
in drei unterschiedlichen Konformationen, bei den B-Lymphozyten von CLL-Patienten wird das
Vorliegen einer trimerischen Form angenommen.

Deshalb untersuchten wir ndher die Oberflachenexpression von CD124 auf B-CLL-Zellen und
auf B-Lymphozyten gesunder Kontrollpersonen und verglichen diese miteinander.

Der Vergleich der beiden Gruppen fiihrte dabei {ibereinstimmend mit der Arbeit von Douglas
(Douglas, Capocasale et al. 1997) zu einer hoch signifikanten Uberexpression des IL-4-
Rezeptors in der Gruppe der CLL-Patienten.

Bemerkenswert dabei war, dass der Mittelwert bei den CLL-Patienten mit 67.48 % mehr als das
Dreifache betrug wie in der Kontrollgruppe mit 19.01 % (Tabelle 18).

Auch in der sensitiveren Histogramm-Auswertung konnte die hoch signifikante Uberexpression
von CD124 festgestellt werden. Dabei betrug der Mittelwert in der Gruppe der CLL-Patienten
mit 82.52 % noch fast das Doppelte des Mittelwerts der Kontrollgruppe mit 43.81 % (Tabelle
21).

Zur weitergehenden Analyse der Messergebnisse wurden zwei Schwellenwerte bei 60 % und 20
% gesetzt.

Beziiglich der Dot-Plot-Auswertungen lagen 92.6 % (25 von 27 Patienten) der Messwerte aus
der Patientengruppe iiber dem Schwellenwert von 20 %. Aus der Kontrollgruppe iiberschritten
lediglich 22.2 % (2 von 9 Personen) diesen Wert (Tabelle 20).

Noch eindrucksvoller waren die Ergebnisse fiir den bei 60 % liegenden Schwellenwert. Hier
lagen 77.8 % (21 von 27 Patienten) der Messwerte von CLL-Patienten iiber diesem Wert und
alle ermittelten Ergebnisse gesunder Probanden darunter (Tabelle 19). Damit betrug die
Spezifitit 100 % bei einer Sensitivitidt von 77.8 %

Auf die Histogramm-Auswertungen bezogen konnten dhnliche Ergebnisse fiir den
Schwellenwert von 60 % ermittelt werden. 88.9 % (24 von 27 Patienten) aller Messwerte der
CLL-Gruppe {ibertrafen diesen Wert. Aus der Kontrollgruppe lagen nur 22.2 % (2 von 9
Personen) dariiber (Tabelle 20).

Fiir den bei 20 % liegenden Schwellenwert konnte jedoch hinsichtlich der Ergebnisse aus den

Histogramm-Auswertungen kein signifikanter Unterschied festgestellt werden.
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Unsere Untersuchungen ergaben somit fiir das APO-1/Fas-Antigen und den Interleukin-4-
Rezeptor signifikante Unterschiede hinsichtlich ihrer Expressionen in den beiden
Untersuchungsgruppen.

Dieses Ergebnis fiihrte zur Frage nach einem moglichen Zusammenhang der verdnderten
Expressionsmuster der beiden Antigene auf leukdmischen B-Zellen. Diesbeziiglich konnte ein
sich gegenseitig verstirkender, apoptosehemmender Effekt einer Hochregulierung von CD124
und einer Minderexpression von CD95 vermutet werden.

Zur Analyse dieser fraglichen Korrelation wurden die Expressionsanteile der beiden
Oberflachenmolekiile in einem Punktwolken-Diagramm gegeneinander aufgetragen.

Anhand dieser Darstellung ist tatsidchlich ein tendenzieller Zusammenhang zwischen den beiden
Antigenstrukturen zu erkennen. Bei den CLL-Patienten nimmt dabei die Expression des
Interleukin-4-Rezeptors mit sinkenden Expressionsanteilen von CD95 zu.

Anders verhélt es sich fiir die Gruppe der gesunden Probanden. Hier korreliert eine sinkende
Expression des APO-1/Fas-Antigens mit einer sinkenden von CD124.

Dabei ist fiir die durchgefiihrte Analyse ein Korrelationskoeffizient von 0.359 zu beachten.
Dieser ermittelte Zusammenhang der beiden Antigenexpressionen sollte in weitergehenden

Studien anhand groBerer Kollektive untersucht werden.

4.3. Schlussfolgerung

Am eindrucksvollsten konnte in unserer Arbeit eine hoch signifikante Uberexpression des IL-4-
Rezeptors auf leukdmischen B-Zellen nachgewiesen werden. Dies unterstiitzt die Hypothese des
erhohten Schutzes von B-CLL-Zellen vor Apoptose mittels einer Hochregulierung der
Expression von IL-4-Rezeptoren und einer dadurch erlangten, erhohten Empfindlichkeit
gegeniiber apoptosechemmenden Signalen von IL-4.

Im Gegensatz hierzu lieferten unsere Untersuchungen keinen Anhalt dafiir, dass ein &hnlicher
Pathomechanismus fiir das gleichfalls vor dem natiirlichen Zelltod schiitzende IFN-y und dessen
Rezeptor fiir die verzogerte Apoptose von B-CLL-Zellen verantwortlich gemacht werden kann.
Hier konnten keine signifikanten Unterschiede der IFN-y-Rezeptor-Expression zwischen CLL-

Patienten und gesunden Probanden festgestellt werden. Nach unseren Ergebnissen muss daher
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ein anderer Pathomechanismus fiir die apoptosechemmende Wirkung des IFN-y verantwortlich
gemacht werden, welcher weiterer Erforschung bedarf.

Beziiglich des APO-1/Fas-Rezeptors konnte gezeigt werden, dass neben einer Hochregulierung
von Rezeptoren fiir apoptosechemmende Signale wie beim IL-4-Rezeptor auch eine
Minderexpression von Rezeptoren fiir apoptoseinduzierende Signale fiir die verldngerte
Uberlebensfihigkeit von B-CLL-Zellen verantwortlich gemacht werden kann. So konnte in
unseren Untersuchungen eine signifikant erniedrigte Expression des APO-1/Fas-Rezeptors in der
Gruppe der CLL-Patienten bestimmt werden. Daraus schlussfolgernd konnte eine
Hochregulierung des Rezeptors, welche durch Interferone bewirkt werden konnte, die
Empfindlichkeit fiir Apoptosesignale erhohen. Daher konnte auch CD95 einen wichtigen
Angriffspunkt neuer Therapiestrategien darstellen und bedarf weitergehender Untersuchungen.
Des Weiteren konnte ein Zusammenhang der Expressionen von CD124 und CD95 gezeigt
werden. Diese Korrelation ldsst auf sich gegenseitig verstirkende, apotoschemmende Effekte
einer Hochregulierung des IL-4-Rezeptors und einer Minderexpression des APO-1/Fas-
Rezeptors schlieBen.

SchlieBlich zeigten unsere Untersuchungen, dass liber 99% der leukdmischen B-Zellen das
Oberfldachenantigen CDS52 exprimieren. Diese fast durchgéngige Expression von CD52 auf B-
CLL-Zellen ermoglicht den Einsatz neuer, selektiver Immuntherapeutika mit weniger
generalisierten Nebenwirkungen und der Elimination residueller Tumorzellen. Die
Identifizierung weiterer Tumorantigene konnte zur Entwicklung neuer monoklonaler Antikorper
filhren, so dass immuntherapeutische Konzepte in der Zukunft weiter an Bedeutung gewinnen

konnten.
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5.0. Zusammenfassung

Die chronische lymphatische Leukdmie wird nach der derzeit favorisierten Hypothese laut
Federico Caligaris-Cappio, Turin/Italien, als akkumulative Storung auf dem Boden einer
Fehlregulation apoptotischer Signale angesehen. Eine Vielzahl verschiedener Mechanismen,
welche zur gestorten Apoptose der B-CLL-Zellen fiihren konnten, wurden bisher vorgeschlagen.

Die vorliegende Arbeit untersuchte die Expression bestimmter Oberflichenmolekiile, welchen
bedeutende Rollen in der Umgehung des natiirlichen Zelltodes zugesprochen werden.

Hierfiir wurde peripheres Blut von 27 CLL-Patienten und 9 gesunden Kontrollpersonen mithilfe
der Mehrfarbenimmunfluoreszenz durchfluBzytometrisch analysiert.

Die Zellseparation der interessierenden Lymphozyten erfolgte mittels der Erythrozyten-Lyse und
der Anwendung des ,,Gating*-Verfahrens.

Zur Analyse der fiir die Arbeit relevanten Antigenexpressionen wurde ein aus 13
unterschiedlichen monoklonalen Antikorpern bestehendes Panel hinzugezogen. Dabei wurden
jedem Proberdhrchen jeweils drei verschiedene Antikorper hinzugegeben.

AnschlieBend erfolgte am DurchfluBzytometer je Prober6hrchen die Datenerhebung von 10000
Zellen bei den CLL-Patienten beziehungsweise 50000 bei den gesunden Probanden. Die mittels
Quadranten- und Histogrammstatistiken ermittelten prozentualen Anteile der jeweiligen
antigenexprimierenden Zellen wurden anschliefend unter Zuhilfenahme statistischer Tests auf
signifikante Unterschiede beziiglich der Gruppen der CLL-Patienten und der Kontrollpersonen
gepriift.

Signifikant erhohte Anteile konnten bei den CLL-Patienten erwartungsgeméil fiir CD5 und
CD19 bestimmt werden. Das Vorliegen eines erhohten Anteils CD5 positiver B-Lymphozyten,
einem wichtigen Merkmal der B-CLL, konnte erst durch die zusétzliche Betrachtung der
Koexpression von CD5 und CD19 bestimmt werden. Auch diese fiihrte zu einer hoch
signifikanten Erh6hung in der Patientengruppe.

Fiir das Oberflachenadhésionsmolekiil CD52 wurde fiir die B-Lymphozyten beider Gruppen eine
konstante Expression von jeweils iiber 99 % ermittelt. Diese fast durchgédngige Expression von
CD52 auf B-Lymphozyten stellt eine wichtige Voraussetzung neuer immuntherapeutischer
Strategien der B-CLL mithilfe monoklonaler Antikorper dar.

Beziiglich des Apo-1/Fas-Antigens (CD95) sollte untersucht werden, ob auf leukdmischen B-

Zellen eine verminderte Expression dieses apoptoseregulierenden Molekiils nachzuweisen ist.
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Dies wiére ein Hinweis auf eine durch Down-Regulation von CD95 erreichte
Minderempfindlichkeit fiir Apoptosesignale.

Tatsdchlich konnte in unseren Dot-Plot-Auswertungen fiir die Gruppe der CLL-Patienten eine
signifikant erniedrigte Expression dieses Markers beobachtet werden. AuBlerdem konnte nach
Erstellung einer Receiver-Operating-Kurve und Ermittlung eines optimalen Schwellenwertes in
einem sich anschlieenden Vierfelder-Test ein signifikantes Ergebnis ermittelt werden.

Die Histogramm-Auswertungen fiir CD95 lieferten jedoch keine signifikanten Unterschiede
zwischen den beiden Untersuchungsgruppen.

Des Weiteren wurden die Expressionen des IFN-y-Rezeptors (CD119) und des IL-4-Rezeptors
(CD124) hinsichtlich einer moglichen Hochregulierung auf malignen B-Zellen untersucht.

Eine Uberexpression dieser Oberflichenmarker konnte auf eine hierdurch erreichte
Uberempfindlichkeit fiir apoptosehemmende Signale ihrer Liganden hinweisen.

Beziiglich des IFN-y-Rezeptors lieferten unsere Ergebnisse keinen Anhalt fiir diese Annahme.
Sowohl in den Dot-Plot-Auswertungen als auch in den Histogramm-Auswertungen konnte kein
signifikanter Unterschied der Expressionen zwischen den beiden Gruppen festgestellt werden.
Anders verhielt es sich fiir den IL-4-Rezeptor. Hier wurde in beiden Auswertungsverfahren fiir
die CLL-Patienten jeweils eine hoch signifikante Uberexpression von CD124 ermittelt. Auch
anschlieBende Vierfelder-Tests lieferten fiir zwei gewédhlte Schwellenwerte signifikante
Unterschiede.

In einer abschlieenden Korrelationsanalyse konnte mit Hilfe eines Punktwolken-Diagramms ein
tendenzieller Zusammenhang zwischen den Expressionen von CD95 und CD124 nachgewiesen
werden. Dabei korrelierte bei den CLL-Patienten eine sinkende Expression des Fas-Antigens mit
einer steigenden des IL-4-Rezeptors.

Zusammenfassend lieferten unsere Untersuchungen Hinweise fiir bestimmte Pathomechanismen
der Apoptosechemmung bei der CLL, welche in zukiinftigen therapeutischen Strategien der

chronisch lymphatischen Leukdmie wichtige Angriffspunkte darstellen konnten.
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