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1. Einleitung

1.1 Einfiihrung

Die chronische lymphatische Leukamie (CLL) wird nach der Weltgesundheits-
organisations-Klassifikation hamatologischer Neoplasien [WHO, 2008] als leukamisch
verlaufende reife B-Zell-Neoplasie definiert, welche durch eine klonale Proliferation und
Akkumulation von B-Lymphozyten im peripheren Blut, Knochenmark sowie weiteren
lymphatischen Organen wie Milz oder Lymphknoten charakterisiert ist. Es handelt sich
dabei um die haufigste Leukamieform im Erwachsenenalter mit einer durchschnittlichen
Inzidenz von 2-6/100.000 pro Jahr ansteigend auf 12.8/100.000 pro Jahr in der
Altersgruppe der =65-Jahrigen [Swerdlow et al., 2008]. Das mediane Alter bei
Erstdiagnose liegt bei 65 bis 70 Jahren [Hallek et al., 2008]. Manner sind doppelt so haufig
betroffen wie Frauen. Nach der Definition der Weltgesundheitsorganisation (WHO) wird als
unterer Grenzwert flr die Diagnosestellung der Nachweis von mindestens 5,0 x 109/ CLL-
Zellen im peripheren Blut verlangt; allerdings kann bei entsprechenden Symptomen auch
bei einer geringeren Zahl klonaler B-Zellen die Diagnose gestellt werden [Swerdlow et al.,
2008].

Die Atiologie der CLL ist unbekannt. Da jedoch fiir die Kinder von Patienten mit einer CLL
ein signifikant erhohtes Risiko besteht, ebenfalls im spateren Leben an einer CLL zu
erkranken, scheinen genetische Faktoren eine Rolle zu spielen. Auch finden sich im
familiaren Umfeld von Patienten mit einer CLL vermehrt Patienten mit einer monoklonalen
B-Zell-Lymphozytose (MBL), definiert als Nachweis von weniger als 5,0 x 10%/L CLL-Zellen
im peripheren Blut. Viele Patienten mit einer CLL sind zum Zeitpunkt der Diagnosestellung
asymptomatisch und fallen nur durch eine Leuko- bzw. Lymphozytose im Rahmen einer
Routineuntersuchung auf. Vermutlich im Rahmen intensivierter arztlicher Kontrollen sowie
einer verbesserten Aufmerksamkeit fur Blutbildauffalligkeiten steigt der Anteil unter den
CLL-Patienten an, bei welchen die CLL im Rahmen einer Routineuntersuchung festgestellt
wird: im Jahre 1991 wurde dies fur etwa 30%, im Jahre 1994 fur etwa 60% und im Jahre

2004 sogar fur 75-80% der Patienten berichtet [Hallek et al, 2009].

Die Symptome bei einer CLL resultieren beispielsweise aus einer Anamie (entweder
bedingt durch die Verdrangung der Erythropoese im Knochenmark oder durch eine
Autoimmunhamolyse, eventuell in Zusammenhang mit einer Autoimmun-
thrombozytopenie). In ca. 25% kommt es zur Diagnosestellung aufgrund der vermehrten

Infektanfalligkeit; etwa 20% der Patienten berichten von einer B-Symptomatik (Fieber,
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Nachtschweil, Gewichtsverlust). Selten wird die Diagnose einer CLL aufgrund von
Hautinfiltrationen oder Blutungen gestellt [Rai et al., 1990]. Weitere Symptome sind eine
Lymphadenopathie, eine Splenomegalie, eventuell auch eine Hepatomegalie. Durch ein
Antikdrpermangelsyndrom bzw. eine Knochenmarksinsuffizienz kénnen auch schwere und
mitunter lebensbedrohliche Infektionen auftreten. Neben bakteriellen Infekten sind
opportunistische Infektionen durch Herpesviren, Cytomegalievirus, Mykobakterien,
Listerien oder Pneumocystis jirovecii zu nennen [Gribben, 2010]. Gelegentlich werden
Hautsymptome wie Pruritus, chronische Urtikaria und chronische Erythrodermie
beobachtet. Im weiteren Verlauf kann die CLL jedes Organ infiltrieren.

Klinisch sind die Verlaufe der CLL sehr heterogen [Hallek et al., 2009]. Das mediane

Uberleben variiert zwischen 2 und 20 Jahren.

Die Therapieansatze sind je nach Stadium sehr unterschiedlich. In der Regel gilt, dass
asymptomatische Patienten im Stadium Rai 0 bzw. Binet A (Tab. 3 und 4) regelmalf3ig im
Verlauf untersucht werden sollten; eine Therapie wird meist erst bei Krankheitsprogression
notwendig. CLL-Patienten im Stadium Rai | — IV bzw. Binet B/C haben hingegen zumeist
einen Vorteil von einer rechtzeitig durchgefiihrten Behandlung [Hallek et al., 2008]. Die
Prognosen im Stadium Binet A bzw. Rai 0 sind gunstig. Viele dieser Patienten bendtigen
neben der Uberwachung keine Therapie. Die (berwiegende Anzahl der Patienten in
intermediaren oder Hochrisiko-Stadien sprechen zunachst auf die Therapie an, bevor es
zu einer Krankheitsprogression oder zu einer Transformation in ein hochmalignes
Lymphom (Richter-Syndrom) kommt [Hoffbrand et al., 2003].

1.2 Diagnosestelllung

Die Diagnose einer CLL wird anhand der Immunphanotypisierung durch den Nachweis
von 25.000 monoklonalen B-Lymphozyten/ul mit CLL-typischem Immunphanotyp im
peripheren Blut gestellt. Im Blutausstrich findet man charakteristischerweise kleine
reifzellige Lymphozyten mit einem schmalen Zytoplasmarand und einem kondensiertem
Zellkern. Gelegentlich finden sich zwischen diesen reifzelligen Lymphozyten sogenannte
Prolymphozyten. Bei einem Anteil von 255% wird von einer Prolymphozytenleukamie (B-
PLL) gesprochen. Ferner lassen sich Gumprecht'sche Kernschatten (fragile, im Ausstrich
zerquetschte Lymphozyten) nachweisen, was zwar typisch, nicht aber spezifisch fur die
CLL sind [Hallek et al., 2008]. In der histologischen Knochenmarksuntersuchung fallt
ebenfalls eine deutliche Vermehrung reifer Lymphozyten auf. Ein nodularer

Knochenmarksbefall wies in friheren Analysen auf eine bessere Prognose als ein diffuser
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Knochenmarksbefall hin. Dieser Parameter ist jedoch angesichts neuerer
Prognoseparameter in den Hintergrund getreten [Geisler et al., 1997].

Zur Diagnose einer CLL werden durchflusszytometrisch die Oberflachenantigene der B-
Lymphozyten untersucht. Typisch fur die CLL ist das gleichzeitige Vorkommen des T-Zell-
Antigens CD5 sowie der B-Zell-Oberflachenantigene CD19, CD20 und CD23. CD79b und
CD22 werden schwach exprimiert [Hallek M. et al.; 2008 c]. Es besteht eine schwache
Expression von Oberflachen-Immunglobulin mit einer klonalen Leichkettenrestriktion. Die
fur die CLL typische Expression von CD23 erlaubt die Differenzierung vom
Mantelzelllymphom, welches aul3erdem Oberflachen-Immunglobulin stark exprimiert. Bei
der PLL ist die Expression von CD5 nur schwach oder gar nicht vorhanden und der
Phanotyp weniger spezifisch als bei typischer CLL [Matutes et al., 1994]. Der sogenannte
.Matutes-Score” erlaubt es, mit grol3er Wahrscheinlichkeit die Diagnose einer CLL zu
stellen. Dieser auf der Immunphanotypisierung basierende Score verdeutlicht, dass kein
einzelner Marker ausreicht, um eine CLL zu diagnostizieren [Kern et al., 2005], sondern

dass mehrere durchflusszytometrische Marker in Kombination betrachtet werden mussen.

Tab. 1: Matutes-Score flr die B-CLL [Moreau et al., 1997; Ginaldi L. et al., 1998]

Charakteristika der B-CLL Expression
CD5 +
CD23 +
FMC7 -
sigM (+)
sCD22 oder CD79b (+)

+ = starke Expression; (+) = schwache Expression; - = keine Expression;
s = Expression auf der Zelloberflache (,surface)

Ferner gilt es, Falle einer CLL von einer monoklonalen B-Zell-Lymphozytose (MBL)
abzugrenzen. Die MBL ist definiert als das Vorhandensein von weniger als 5,0 x 109
monoklonalen B-Zellen/L im peripheren Blut, wobei der Immunphanotyp identisch zur CLL
ist. Ferner durfen bei einer MBL keine Lymphom-assoziierten Symptome vorhanden sein

[Marti et al., 2005 a]. Nach einer aktuellen Studie von Vardi et al. kann die MBL in eine
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.low-count MBL" (<0,5 x 10° monoklonale B-Zellen/L im peripheren Blut) sowie eine ,high-
count MBL* (0,5 x 10°% monoklonale B-Zellen/L im peripheren Blut) unterteilt werden.
Weiters konnte in dieser Studie nachgewiesen werden, dass der absoluten
Leukozytenzahl bei Patienten mit einer MBL ein prognostischer Wert zukommt. Im
Rahmen der o.g. Studie war es in 34 Folgemonaten bei der ,low-count MBL" zu keiner
Transformation in eine CLL gekommen, im Gegensatz dazu lag das Risiko einer
Transformation einer ,high-count MBL® in eine CLL bei 1-4%/Jahr [Vardi et al., 2013].
Zusammengefasst kommt es in 1-2% der Falle zur Transformation einer MBL in eine CLL
[Hallek et al., 2008]. Verschiedene Studien zeigten, dass Patienten mit einer
monoklonalen B-Zellvermehrung entsprechend den Kriterien einer MBL Uber lange
Zeitraume stabile Verlaufe zeigten, ohne dass es zu klinischen Symptomen kam
[Cartwright, 1997; Marti et al., 1997; Sarasua et al., 1997; Vogt et al., 1997]. Allerdings ist
die Detektion einer MBL bzw. die Sensitivitat fir die Entdeckung der monoklonalen B-
Zellen auch von den jeweils verwendeten Assays abhangig. Die Pravalenz einer MBL
betragt insgesamt fur das Erwachsenenalter 0,5 - 1 %, ab dem 60. Lebensjahr betragt die
Inzidenz sogar Uber 5 % [Marti et al., 2005 b].

1.3 Prognosemarker
Aufgrund der heterogenen klinischen Verlaufe bei Patienten mit CLL kommt der

Bestimmung von prognostisch relevanten Parametern eine grof3e Rolle zu.

1.3.1 Serummarker

Zum einen haben sich Serummarker wie Beta-2-Mikroglobulin und Thymidinkinase
etabliert. Die erhohte Thymidinkinase korreliert mit einem fortgeschrittenen
Krankheitsstadium sowie mit kirzerem Gesamtiberleben und kirzerem
progressionsfreien Intervall [Hallek et al., 1999]. Weiters konnte nachgewiesen werden,
dass erhohte CD23 Level mit einem schnelleren Krankheitsfortschritt korrelieren [Hallek et
al., 1999]. Auch erhdhte Beta-2-Mikroglobulin-Konzentrationen Kkorrelieren mit einem

erhohten Progressionsrisiko.

1.3.2 Zytogenetische Veranderungen

Bei einem GrofRteil der Patienten mit CLL sind anhand der Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierung (einer molekular-zytogenetischen Methode) zytogenetische Veranderungen
detektierbar, welchen eine hohe prognostische Relevanz zukommt. Diese

Untersuchungen werden meist an Interphasekernen durchgefuhrt und bedlrfen im
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Gegensatz zur Chromosomenbanderungsanalyse keiner vitalen und proliferierenden
Zellen [Doéhner et al., 2000]. Die haufigste zytogenetische Aberration bei der CLL ist eine
Deletion am langen Arm des Chromosoms 13 [del(13q14)], gefolgt von einer Trisomie 12,
11g-Deletion [del(11922-23)], 6qg-Deletion [del(6g21)], und 17g-Deletion [ del(17p13)].
Allerdings ist die Detektion der entsprechenden zytogenetischen Veranderungen auf die
FISH-Sonden begrenzt, welche unmittelbar eingesetzt werden. Somit ist das Spektrum der
identifizierbaren Veranderungen begrenzt. Die Chromosomenbanderungsanalyse
ermdglicht hingegen die Abbildung des gesamten Chromosomensatzes und liefert

zusatzliche prognostische Information [Haferlach et al., 2010].

In einer Arbeit von Dohner et al. wiesen Patienten mit einer 17p-Deletion, welche
weitgehend mit einer Deletion des Tumorsuppressorgens TP53 korreliert, eine unglnstige
Prognose mit einem medianen Uberleben von nur 32 Monaten auf. Patienten mit einer
11g-Deletion hatten ein medianes Uberleben von 79 Monaten. Hingegen war die Prognose
von Patienten mit einer Trisomie 12 oder einem normalem Karyotyp mit einem medianen
Uberleben von 114 und 111 Monaten deutlich besser. Die beste Prognose wiesen
Patienten mit einer isolierten 13g-Deletion mit einer medianen Uberlebenszeit von 133
Monaten auf [Dohner et al., 2000].

1.3.3 IGHV-Status

In der Ausreifung lymphatischer Zellen treten Rearrangements in den Genen auf, welche
die schweren Ketten der Immunglobuline (/IGHV) bilden. Hierbei kdnnen Mutationen in der
variablen Region der Immunglobuline auftreten. In Abhangigkeit des /IGHV Mutationsstatus
konnen CLL-Patienten in zwei Gruppen eingeteilt werden. Zum einen in Patienten mit
einem unmutiertem IGHV-Status entsprechend einem Prakeimzentrumslymphom sowie
Patienten mit einem mutiertem IGHV-Status, die mehr als 98% Homologie zur
Keimbahnsequenz aufwiesen, entsprechend einem Postkeimzentrumslymphom [Déhner
et al., 2000]. Patienten mit unmutiertem /GHV-Status haben ein kurzeres
progressionsfreies Uberleben und Gesamtiiberleben als Patienten mit einem mutierten
IGHV-Status. Die in der Immunphanotypisierung gemessene erhdhte Expression der
Tyrosinkinase ZAP-70 oder des Antigens CD38 auf den CLL-Zellen korreliert mit einem
unmutierten /IGHV-Status. Als zusatzliches Beispiel flr Assoziationen zwischen den
verschiedenen Parametern sei das gleichzeitige Auftreten von 11qg- sowie 17p-Deletionen,
welche mit einer ungunstigen Prognose korrelieren, in Kombination mit einem unmutierten

IGHV-Status genannt, welcher ebenfalls prognostisch ungunstig ist [Stilgenbauer et al.,
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2000]. Der IGHV-Mutationsstatus wird anhand der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) und

der Sequenzierung bestimmit.

1.3.4 Immunphanotypisierung

Orchard et al. zeigten, dass sich bei 75% der Patienten mit ZAP-70-Uberexpression eine
Korrelation mit einem unmutierten /IGHV-Status fand [Orchard et al., 2004]. In einer Studie
von Crespo et al. konnte bei 88% der Patienten ohne Uberexpression von ZAP-70 eine
Korrelation mit einem mutierten /GHV-Status nachgewiesen werden [Crespo et al., 2003].
Weiterhin zeigten beide Studien [Orchard et al., 2004; Crespo et al., 2003], dass eine
Uberexpression von ZAP-70 mit einer verminderten ,time to treatment‘ bzw. mit einem
geringeren behandlungsfreien Zeitintervall sowie einem kiirzeren Uberleben korrelierte. In
einer Studie von Ibrahim et al. korreliert die Expression von CD38 mit einen unmutierten
IGHV-Status und wird als prognostischer Indikator aufgrund seiner unkomplizierten
Nachweisbarkeit im peripheren Blut flr Patienten mit einer CLL empfohlen [Ibrahim et al.,
2001]. Nicht geklart ist jedoch, ob der unmutierte IGHV-Status selbst oder dessen
Korrelation mit anderen Parametern (wie CD38 oder ZAP-70 Expression) fur die
ungunstige Prognose verantwortlich ist [Hallek et al., 2008]. Sorour et al. berichteten, dass
sowohl Patienten mit positivem ZAP-70-Status als auch jene mit einem positiven CD38-
Status eine héhere Anzahl an Lymphozyten im peripheren Blut aufwiesen als ZAP-70- und
CD38-negative Patienten. Ferner befanden sich 66,6% der ZAP-70 und CD38 positiven
unbehandelten Patienten in den fortgeschrittenen Stadien 1lI-V nach Rai im Gegensatz zu
einem Anteil von nur 26,3% bei den ZAP-70 und CD38-negativen Patienten [Sorour et al.,
2007]. Somit sind sowohl ZAP-70 als auch CD38 in der Immunphanotypisierung wichtige
prognostische Marker fur Patienten mit CLL.

1.4 Stadieneinteilung

Die Einteilung der Patienten mit einer CLL in klinische Stadien erfolgt nach der Binet- oder
der Rai-Klassifikation. Wesentliche Parameter in diesen Klassifikationssystemen sind
neben peripheren Blutwerten (Hamoglobinkonzentration und Thrombozytenzahl) die

Anzahl der vergréRerten Lymphknotenregionen, ferner eine Hepato- und Splenomegalie.
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Die beiden Klassifikationssysteme sind in Tab. 2 und Tab. 3 aufgefuhrt.

Tab. 2: Risikostratifizierung nach Binet [Rai et al.; 1990]

Stadium | Merkmale

A <3 vergroRerte Lymphknotenregionen,
Hb =10,0 g/dl, Thrombozyten =100.000/pl

B =3 vergrollerte Lymphknotenregionen,
Hb =10,0 g/dl, Thrombozyten =2100.000/pl

C Hb <10,0 g/dl und/oder
Thrombozytopenie <100.000/pl

Tab. 3: Rai-Klassifikation [Binet et al.; 1981]

Stadium | Merkmale

0 reine Lymphozytose

I + Lymphknotenvergréf3erung

[l + Hepato- und Splenomegalie

1] + Anamie mit Hb <11 g/dI

v + Thrombozytopenie <100.000/ul

1.5 Prinzipien der Therapie

Die Kriterien zur Durchfihrung der Therapie bei Patienten mit CLL hangen vom
Krankheitsverlauf und vom aktuellen Krankheitsstadium ab. In der Regel wird ein Patient
im Frihstadium (z.B. Binet A) nur beobachtet und erst bei einer Krankheitsprogression
behandelt. Eine Therapie mit Alkylantien im Frihstadium schien in zahlreichen Studien
nicht zu einer Verlangerung des Uberlebens zu fiihren. CLL-Patienten mit
symptomatischer oder progressiver Krankheit profitieren hingegen von einer Behandlung.

Nach den Leitlinien einer Internationalen Arbeitsgruppe (,14. International Workshop on
Chronic Lymphocytic Leukemia®) gelten die in der Tabelle 4 aufgefuhrten Parameter als

Indikationen fir den Therapie-Beginn bei Patienten mit CLL. Beispielhaft sind hier das
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Auftreten von Anamie oder Thrombozytopenie, eine symptomatische Splenomegalie,
massive Lymphknotenschwellungen, eine zunehmende Lymphozytose sowie B-

Symptomatik zu nennen.

Tab. 4: Indikationen zur Therapie bei Patienten mit einer CLL [Lozanski et al., 2004] nach

dem ,International Workshop on Chronic Lymphocytic Leukemia“ (IWCLL) 1997

1. Knochenmarkversagen mit Entwicklung oder Verschlechterung einer Anamie oder
Thrombozytopenie

2. Erhebliche, zunehmende oder symptomatische Splenomegalie (mindestens 6 cm
unter dem linken Rippenbogen)

3. Massive Lymphadenopathie (Mindestdurchmesser 10 cm), zunehmende oder
symptomatische Lymphadenopathie

4. Zunehmende Lymphozytose mit einem Anstieg von mehr als 50% innerhalb von 2
Monaten oder eine Lymphozytenverdoppelungszeit (LDT = lymphocyte doubling
time) von weniger als 6 Monaten

5. Autoimmunhamolytische Anamie und/oder Autoimmun-Thrombozytopenie mit
schlechtem Ansprechen auf Kortikosteroide oder eine andere Standardtherapie

6. Krankheitsbedingte Symptome
a.) Gewichtsverlust >10% des Korpergewichts innerhalb der letzten 6 Monate
b.) Signifikante Leistungsminderung
c.) Fieber >38.0°C fur 2 Wochen oder mehr ohne Infekt
d.) Nachtschweil} >1 Monat

Die Frage und Wahl der Therapie hangt auch vom Alter des Patienten sowie seiner
Komorbiditat ab. Schwierig ist die Festlegung des richtiges Zeitpunkts des
Therapiebeginns. Selbst in den hoheren Stadien nach Rai und Binet kann mitunter eine
abwartende Haltung von Vorteil sein. Die Therapieoptionen sind mannigfaltig. Neben der
klassischen Chemotherapie stehen immuntherapeutische Ansatze, fir ganz seltene Falle
auch eine allogene Stammzelltransplantation zur Verfigung [Molica et al., 1999; Mauro et
al, 1999].

Als zytostatische Substanz wird oftmals Chlorambucil aus der Gruppe der Alkylantien
eingesetzt. Problematisch kann die Myelotoxizitat sein [Sawitsky et al., 1977].
Chlorambucil kann auch mit Prednisolon kombiniert werden (,Knospe Schema®) [Sawitsky
et al., 1977] und stellte Uber lange Jahre den Therapiestandard dar. Weitere eingesetzte

Alkylantien sind Cyclophosphamid sowie Bendamustin [Anger et al., 1975]. Bendamustin
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wird heute in Kombination mit Rituximab als first-line Therapie bei CLL-Patienten ohne
TP53 Deletion sowie bei CLL-Patienten, bei welchen eine Therapie mit Fludarabin /
Rituximab aufgrund der hohen Toxizitat nicht in Frage kommt, eingesetzt [Johnson et al.,
2014].

Eine andere Wirkstoffgruppe sind Purinanaloga. Hier ist bei der Therapie der CLL vor
allem Fludarabin zu nennen. Es wurden hohe Ansprechraten bis zu knapp 80% berichtet.
[Keating et al., 1998]. Der Vergleich verschiedener Kombinationstherapien (siehe Tab. 5)
mit Fludarabin als Monotherapie hat ergeben, dass hohere Remissionsraten und eine
langere progressionsfreie Zeit unter Kombinationstherapien zu erreichen waren, jedoch

kein signifikanter Uberlebensvorteil erzielt wurde [Keating et al., 1998].

Tab.5: Ubersicht (iber verschiedene Kombinationstherapien mit Fludarabin [Rummel et al.,
2002; Keating et al., 2005; Rondell et al., 1997; Tobak et al., 2000]

Kombinationstherapien mit Fludarabin

Fludarabin/Glukokortikoide Fludarabin/Cyclophosphamid/Mitoxantron
Fludarabin/Epirubicin Fludarabin/Cyclophosphamid
Fludarabin/Alemtuzumab Fludarabin/Rituximab

Hervorzuheben aufgrund hoher Ansprechraten sind ferner Kombinationstherapien mit
monoklonalen Antikérpern wie Alemtuzumab und Rituximab [Byrd et al., 2003]. Aufgrund
schwerer opportunistischer Infektionserkrankungen seitens Alemtuzumab wird dieser Anti-
CD52 Antikérper nur im Rahmen einer second line Therapie angewandt. Rituximab wird
aufgrund des deutlich besseren Nebenwirkungsprofils in Kombination mit Fludarabin und /
oder Chlorambucil als Standard in der first line Therapie verwendet [Hallek, 2013 b].
Rituximab selbst ist ein anti-CD20-Antikorper, der an das Zielantigen CD20 der B-
Lymphozyten bindet. Als Nebenwirkung von Rituximab kann ein allergischer
Symptomkomplex mit Fieber, Schittelfrost, Hauterscheinungen, Ubelkeit, Engegefiihl im
Hals, Dyspnoe und Blutdruckabfall auftreten. Durch die spezifische Antikorper-Antigen-
Bindung kommt es im weiteren Verlauf zur Apoptose der B-Lymphozyten. In einer Studie
aus dem Jahr 2003 sprachen 51% der CLL-Patienten innerhalb der ersten 6 Wochen auf
die Monotherapie mit Rituximab an. Bei keinem der Patienten kam es zur
Krankheitsprogression wahrend der Therapie. 54% der Patienten waren auch nach 20
Monaten progressionsfrei [Hainsworth et al., 2003]. In einer im Jahr 2008 am MD

14



Anderson Cancer Center angelegten Studie mit 300 CLL-Patienten wurde im Rahmen
einer Kombinationstherapie mit Rituximab / Fludarabin / Cyclophosphamid (FCR) eine
Gesamtansprechrate von 95% erreicht. Dabei kam es bei 72% der Patienten zu einer
kompletten Remission, in 10% zu einer noduléren partiellen Remission sowie in 13% zu
einer partiellen Remission. Die mediane Krankheitsprogression lag bei 80 Monaten bei

einer 6-Jahres Uberlebensrate von 77% [Keating et al., 2005].

Alemtuzumab ist ein an das CD52-Antigen bindender humanisierter Antikdrper. Dieses
CD52-Antigen wird auf 295% aller Lymphozyten, ferner auch auf Monozyten und
(allerdings in niedrigerer Dichte) auf Granulozyten-Subpopulationen exprimiert. Durch eine
korpereigene komplementabhangige und/oder Antikorper-vermittelte Zytotoxizitat kommt
es zur Lyse der Zielzelle. Allerdings traten unter Alemtuzumab haufiger Lymphozytopenie-
bedingte, meist viral induzierte, opportunistische Erkrankungen auf [Lozanski et al., 2004].
Alemtuzumab flhrte bei 33% der bereits durch Fludarabin vorbehandelten und sich in
fortgeschrittener Krankheitsphase (RAI 11l/1V) befindenden Patienten zu einer partiellen

Remission mit einer mittleren Uberlebenszeit von 32 Monaten [Keating et al., 2002].

Um das Ansprechen auf die Therapie festzustellen, kdnnen unterschiedliche
Untersuchungen (Blutbild, evil. Analyse des Knochenmarks) sowie bildgebende Verfahren
(Sonographie, CT, in Einzelfallen MRT) durchgefuhrt werden [Cheson et al., 1996].
Patienten mit kompletter Remission werden in zwei Untergruppen unterteilt, MRD-positive
sowie MRD-negative Patienten (minimale Resterkrankung). Bei MRD-positiven Patienten
konnen trotz kompletter Remission im peripheren Blut oder im Knochenmark CLL-Zellen in
sehr niedriger Konzentration nachgewiesen werden. Dieser Nachweis korreliert mit einer
signifikant kirzeren Zeit sowie einer erniedrigten Uberlebenswahrscheinlichkeit. Zum
Nachweis einer MRD werden CLL-Zellen entweder durch allelspezifische Polymerase-
kettenreaktion (PCR) oder Immunophanotypisierung nachgewiesen [Rawstron et al., 2001;
Pfitzner et al., 2003; Bottcher et al., 2004].

1.6 Diagnostik bei der CLL

Aufgrund der klinischen und phanotypischen Heterogenitat der CLL ist die Diagnostik sehr
breit anzulegen. Zum einen ist eine zytomorphologische Untersuchung des peripheren
Bluts durchzufihren; bei speziellen Fragestellungen sollte auch das Knochenmark
untersucht werden. Daruber hinaus kommt der Immunphanotypisierung eine besondere
Rolle zu: zum einen kann sie die spezifische Lymphomentitdt anhand der

Markerkonstellation klassifizieren, zum anderen eine Abschatzung der Prognose erlauben
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(Expression von CD38 und ZAP-70). Aussagekraftige Daten zur Prognose liefern auch
FISH, die klassische Zytogenetik und der /GHV-Mutationsstatus. Dabei ist die
prognostische Bedeutung der zytogenetischen Veranderungen in der FISH-Analyse
bereits sehr grundlich evaluiert. Auch besteht Einigkeit hinsichtlich des prognostisch
gunstigen Einflusses eines mutierten /IGHV-Status. Jedoch bedurfen die verschiedenen
IGHV-Rearrangements bzgl. ihres Einflusses auf die Prognose noch der weiteren

Aufklarung.

1.7 Zielsetzung der Arbeit

Innerhalb der mutierten /IGHV-Gene kdnnen zahlreiche Subtypen nachgewiesen werden,
die ihrerseits eine prognostische Bedeutung haben konnten. Mit dieser Fragestellung
wurden in dieser Arbeit 348 CLL-Patienten mit verschiedenen IGHV-Mutationssubtypen
untersucht. Ferner wurde der Frage nachgegangen, inwiefern die verschiedenen IGHV-
Mutationssubtypen mit den zytogenetischen Veranderungen nach den Ergebnissen der
Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) korrelieren und ob einer entsprechenden

Korrelation ein prognostischer und somit fir die Therapie relevanter Einfluss zukommt.
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2. Material und Methoden

Es handelt sich bei dieser Arbeit um eine retrospektive statistische Analyse bzw.
Auswertung bereits vorliegender Befunde. Die Laboranalysen selbst waren nicht Teil der
vorliegenden Arbeit. Samtliche Daten wurden vom Munchen Leukamie Labor (MLL) zur

Durchfuhrung dieser Arbeit freundlicherweise zur Verfugung gestelit.

2.1 Patientenproben

In die vorliegende Untersuchung wurden Blut und Knochenmarkproben von 348
erwachsenen Patienten mit der Diagnose einer CLL eingeschlossen. Es wurden 226
Manner und 122 Frauen untersucht (medianes Alter 66,0 Jahre; Bereich 31,2 — 88,8
Jahre). Die Blut- und/oder Knochenmarkproben (19 Knochenmarkproben; 233 Blutproben,;
96 Knochenmark- sowie Blutproben) wurden aus verschiedenen hamatologischen Zentren
und Praxen im Zeitraum August 2005 bis Januar 2010 zur Diagnostik an das MLL
Mdnchner Leukamielabor eingesandt. Alle Patienten hatten zum Zeitpunkt der
Untersuchung entweder eine Erstmanifestation der CLL oder waren therapienaiv bei
vordiagnostizierter CLL. Die Diagnose einer CLL wurde auf der Basis der WHO-Kriterien
gestellt [Swerdlow et al., 2008]. Alle Patienten wurden vorab aufgeklart und gaben eine
schriftliche Einwilligung zu den genetischen Analysen sowie zur wissenschaftlichen
Auswertung der Laboranalysen.

Die Untersuchung der Blut- und Knochenmarkproben erfolgte anhand von Zytogenetik,

der Durchflusszytometrie, Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) und Molekulargenetik.

2.2 Zytogenetik

In der Zytogenetik wird die Anzahl und Struktur der Chromosomen lichtmikroskopisch
bestimmt. Somit kénnen numerische oder strukturelle Anomalien der Chromosomen
nachgewiesen werden. Die klassische Nachweismethode ist die Chromosomen-

Banderungsanalyse.

2.2.1 Technik der Chromosomenanalyse

Zunachst werden die hamatopoetischen Zellen in ein Kulturmedium eingebracht. Nicht
proliferierende Lymphozyten werden durch Phytohamagglutinin bei 37°C zur Mitose
angeregt. Im Speziellen bei CLL-Patienten hat sich die Anwendung von CC-DSP30 (CPG-
Oligonukleotid) bewahrt, dieses induziert sowohl die Proliferation normaler sowie
leukamischer B-Lymphozyten [Kotkowska et al., 2010]. In Studien von Dicker et al. und
Put et al. hat sich mit der Anwendung von CC-DSP 30 in Uber 95% bzw. 84% der Falle
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eine positive Proliferationsrate gezeigt [Dicker et al., 2006; Put et al., 2008]. Nach einer
Kulturdauer von etwa 70 Stunden wird der Mitosehemmer Colchicin (ein Spindelgift)
hinzugegeben, welches die Tubulinorganisation zerstoért und dadurch die Chromosomen in
der Metaphase arretiert. Im Anschluss werden die Zellen abzentrifugiert und in hypotone
Salzldsung gegeben. Durch das Eindringen von Wasser durch die semipermeable
Zellmembran schwellen Zellen und Chromatin an. AnschlieBend wird eine Fixierung mit
einem Eisessig-Methanol-Gemisch durchgefiuhrt und die Zellen werden auf einen
Objekttrager aufgetropft. Dabei platzen die Zellen und es kommt zur Ausbreitung der
fixierten Chromosomen auf dem Objekttrager. Es folgt die Farbung zur Darstellung der
typischen Banden, die jedes Chromosom eindeutig charakterisieren. Die haufigsten
angewendeten Banderungstechniken sind die G- (Giemsa), die Q- (Quinarcin) und die R-
(reverse) Bandentechnik. Die Struktur und Reihung der Banden ist fur jedes Chromosom
spezifisch und erlaubt die Identifizierung der einzelnen Chromosomen. Die Chromosomen
werden dann bei ca. 1000-facher VergroRerung durch hoch empfindliche CCD (Charge-
coupled device) Kameras fotografiert. Dann werden die einzelnen Chromosomen mit
digitaler Unterstutzung sortiert und als Karyogramm angeordnet (Abb. 1). Es lassen sich
nun zytogenetische Alterationen identifizieren, welche numerischer oder struktureller
Genese sein konnen [Verma R.S. et al. 1995].
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Abb. 1: Nachweis einer Trisomie 12 bei einem Patienten mit einer CLL in der

Chromosomenbanderungsanalyse.

2.3 Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH)

Die ,in situ“-Hybridisierung wurde Ende der 1960-er Jahre von den US-amerikanischen
Biologen Mary Lou Pardue und Joe Gall entwickelt. Sie verwendeten radioaktiv markierte
Sonden, welche mit Hilfe eines Rontgenfilms ausgewertet wurden [Jeffrey et al., 2003].
Samtliche Hybridisierungsmethoden machen sich das Prinzip der komplementaren
Basenpaarung zunutze. Bei der Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) wird mit
Fluoreszenz-markierten DNA-Sonden nach zytogenetischen Anomalien gesucht. Die
Darstellung der fluoreszierenden DNA-Abschnitte kann auf Interphase-Zellkernen oder
Metaphase-Chromosomen erfolgen [ISCN 1995 & 2005]. Weitere Methoden der
molekularen Zytogenetik sind die 24-Farben-FISH-Analyse und die komparative
genomische Hybridisierung (CGH), auf welche hier aber nicht ndher eingegangen werden

soll.
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2.3.1 Interphase FISH

Aufgrund der gro3en Anzahl unterschiedlicher chromosomaler Veranderungen kann das
FISH-Screening an Interphasekernen nur einen Teil der moglichen Anomalien nachweisen
und somit die klassische Chromosomenanalyse nicht ersetzen. |hr Vorteil ist jedoch die
hohere Sensitivitat - es sind problemlos bis zu 100 oder 200 Interphase-Kerne auswertbar,
wodurch sich in Abhangigkeit von der eingesetzten Sonde eine Sensitivitat zwischen 1%
und 5% ergibt. Weitere Vorzuge sind die Durchfuhrbarkeit an avitalen Zellen sowie die
Aufklarung von zytogenetischen Veranderungen, welche sich mit der alleinigen

Chromosomenanalyse nicht vollstandig erschlielen [Haferlach et al., 2009 c].

2.3.2 Andere FISH-Techniken in der Hamatologie

Bei der Metaphase-FISH-Technik verwendet man sogenannte ,Chromosome Painting“-
Sonden, welche in der Metaphase die gesamte chromosomale DNA markieren. Diese
Technik ermdglicht es, die Ergebnisse einer konventionellen Chromosomenanalyse in
schwierigen Fallen zu bestatigen [Haferlach et al., 2009 c]. Die 24-Farben-FISH-Methodik
ermoglicht die Identifikation aller Chromosomenpaare in einer einzelnen Hybridisierung.

Mit dieser Technik werden komplizierte strukturelle Anomalien dargestellt.

2.3.3 Funktionsweise der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

Die in situ Hybridisierung beruht auf der Paarung von komplementaren Basen, welche auf
zwei Nukleinsaure-Einzelstrangen lokalisiert sind. Einer der beiden Strange entstammt
dabei einer zuvor hergestellten und markierten Sonde, der andere liegt im Probenmaterial
des Patienten vor und soll nachgewiesen werden. Die ersten Arbeitsschritte sind somit die
Vorbereitung des Praparats sowie die Vorbereitung der Sonde. Die Sonde besteht meist
aus DNA und wird mit Fluoreszenzfarbstoffen markiert (z.B. Fluorescein). Da DNA im
Probenmaterial als Doppelstrang vorliegt, mussen beide Strange erst voneinander
getrennt bzw. denaturiert werden. Eine Denaturierung erreicht man entweder durch
Anderung des pH-Werts oder durch Hitze. Im Fall der Hitzedenaturierung wird der
Schmelzpunkt meist durch Zugabe von Formamid abgesenkt, welches durch seine starke
Polaritat die Wasserstoffbrickenbindungen zwischen den DNA-Einzelstrangen
abschwacht. Somit wird die Struktur der Chromosomen weniger stark zerstort als durch
die reine Anwendung von Hitze. AnschlieRend kommt es zur Hybridisierung der
Nukleinsauren des Praparats mit den komplementaren Nukleinsauren der FISH-Sonde.
Nicht oder unspezifisch gebundene Sondenmolekiile werden herausgewaschen. Die an
das Probenmaterial hybridisierte Sonde kann jedoch Uber den an sie gebundenen
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Fluoreszenz-Farbstoff nachgewiesen werden. In einer Analyse kdnnen verschiedene
Fluoreszenzfarbstoffe eingesetzt werden, so dass verschiedene Chromosomenabschnitte
oder Genloci gleichzeitig mit unterschiedlichen Sonden untersucht werden kdonnen [Jeffrey
et al., 2003].

EE E
H B

Abb. 2: Nachweis einer Trisomie 12 bei einem Patienten mit CLL mittels der FISH-

Analyse.

2.3.4 Die hier im Speziellen angewandte Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

FISH wurde bei allen Fallen an Interphasekernen aus einem Knochenmarksausstrich oder
peripherem Blut durchgefuhrt. Das FISH-Panel beinhaltete Sonden zum Nachweis einer
Trisomie 12 (,CEP#12“), Deletionen der Chromosomenabschnitte 11g22.3 (,ATM®), 13q14
(,139%), 17p13 (,TP53%) (Abbott, Wiesbaden, Deutschland). Dartuber hinaus wurde bei
allen Patienten Interphase-FISH mit Sonden flr die Translokation t(11;14)/IGH-CCND1
durchgefuhrt, um ein Mantelzelllymphom auszuschliel3en.

2.4 IGHV-Mutationsstatus

Diese molekulargenetische Methode dient dem Nachweis des Anteils somatischer
Hypermutationen in der variablen Region der Immunglobulin-Schwerkettengene. Wahrend

der B-Zell-Entwicklung werden die VH, DH, und JH-Regionen der Immunglobulin-
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Schwerkettengene auf Ebene der genomischen DNA zu einem einzelnen VDJ-
Rearrangement zusammengefligt. An der Blut- oder Knochenmarkprobe wird eine
sogenannte Ficoll-Gradienten-Trennung durchgefuhrt und die dabei gewonnene
mononukleare Zellfraktion fur die weiteren Analysen genutzt. Aus der Zellfraktion kann
genomische DNA oder RNA (fur die Synthese von cDNA bzw. komplementarer DNA)

isoliert werden.

2.4.1 Technik der IGHV-Analyse

In dieser Arbeit wurde fur die /IGHV-Analyse [Dicker et al., 2006] stets auf cDNA-Ebene
gearbeitet, um nur funktionell relevante Rearrangements zu erfassen. Dazu wurden
mononukleare Zellen aus dem peripheren Blut oder dem Knochenmark isoliert, in 300 pL
RLT Puffer (Qiagen, Hilden, Deutschland) asserviert und bei -80 °C bis zur weiteren
Bearbeitung aufbewahrt. Die mRNA wurde mit MagnaPure LC mRNA Kit | (Roche
Diagnostics, Mannheim, Deutschland) extrahiert. Die Synthese der cDNA aus mRNA
wurde mittels 300 U Superscript Il (Gibco BRL/Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) und

random Hexamer Primern durchgefuhrt (Pharmacia, Freiburg, Deutschland).

Anschlieend wurden die Klon-spezifischen IGHV-Gene amoplifiziert. Die verschiedenen
PCR-Assays verwendeten entweder Consensus-Primer, alternativ ein Panel
verschiedener IGHV Gen-spezifischer Primer, welche in einer Multiplex-Reaktion
zusammengefasst sind. Hier wurden 6 unterschiedliche zusammenhangende framework
region (FR1) VH forward Primer (VH1-6) und 1 zusammenhangender joining region JH
reverse Primer verwendet. Die durch die Klonierung neu entstandenen und angeordneten
Immunglobuline wurden durch 2 Multiplex PCRs nachgewiesen. Zur Auftrennung und
Auswertung der PCR-Produkte wurde eine Fragmentanalyse anhand der Genescan-
Methodik durchgefuhrt. Es wurde ein 3100-Avant Genetic Analyser (Applied Biosystems,

Weiterstand, Deutschland) verwendet.

LieR sich ein monoklonales Rearrangement in der Klonalitdts-Analyse nachweisen,
erfolgte eine weitere Amplifikation anhand der PCR und eine direkte Sanger-

Sequenzierung der im Genescan ermittelten klonalen Fragmente. Die Sequenzen wurden

mit einer online verfigbaren Datenbank (http://www.imgt.org/textes/IMGTScientificChart)
abgeglichen. Dadurch ergaben sich das individuelle klonale Rearrangement des IGHV-
Gens und die Anzahl der eventuell darin vorliegenden Hypermutationen. Der IGHV Status
wird als mutiert betrachtet, wenn mehr als 2% somatische Hypermutationen im Vergleich

zur am besten passenden Gensequenz nachgewiesen werden kdnnen.
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2.5 Immunphanotypisierung

Die Immunophanotypisierung analysiert mittels der multiparametrischen Durchfluss-
zytometrie die Expression verschiedener Antigene auf den Oberflachen oder (nach
Permeabilisierung der Zellmembran) im Zytoplasma von Zellen. Es werden monoklonale
Antikorper mit Fluoreszenzfarbstoffen konjugiert. Diese binden an die jeweiligen
Oberflachen- oder intrazellularen Antigene. Aus der Expression der verschiedenen
Antigene lassen sich Ruckschlusse auf die Zugehorigkeit zu einer bestimmten Zellreihe,
den Differenzierungsgrad der Zellen, oder einen bestimmten Zelltyp ziehen. Die Antigene

werden nach der CD-Nomenklatur bezeichnet [Lothar, 2008].

2.6 Funktionsweise eines Durchflusszytometers

Durchflusszytometer sind apparative Plattformen, die mit sehr hoher Flexibilitat die
quantitative Vermessung und Charakterisierung intakter Zellen erlauben. Der
hydrodynamische Transport von Zellen und deren optische Vermessung nach spezifischen
Farbungen stellen hierbei die Grundlagen dar. Die Grundprinzipien sind wie folgt: Eine
Suspension von Zellen wird in einem Hullstrom verdinnt und anschlielend in einer
Sequenz von Einzelzellen rechtwinklig an einer bestimmten Lichtquelle vorbeigeflihrt. Am
Melpunkt, dem gemeinsamen Fokus des Probenstroms und eines Lasers als
monochromatischer Lichtquelle, werden die physikalischen und molekularen
Eigenschaften der Zellen analysiert. Informationen hierfur liefert die Streuung des
Anregungslichts und die Anregung von Fluoreszenzfarbstoffen. Anhand des Grades der
Ablenkung des Laserlichts kann die Grof3e und die Granularitat der Zelle beschrieben
werden. Das forward scatter (,FSC*) kann als GroRenmald von Zellen betrachtet werden,
das sideward scatter (,SSC®) ist zum groRen Teil abhangig von der Lichtstreuung
intrazellularer Bestandteile. Die Helligkeit der Fluoreszenzsignale ist von der Menge
gebundener Antikorper, dem nukledaren DNA-Gehalt, oder den biochemischen
Eigenschaften der Zelle abhangig. Die spektral unterschiedlichen Lichtsignale werden
dann Uber einen Photomultiplier aufgenommen und in elektronische Signale umgewandelt.
Um spezifische Zellen herauszufiltern, wird wahrend der Datenaufnahme ein
Triggerparameter/Schwellenwert definiert. Als Triggerparameter kénnen die Zellen sowohl
uber die GroRe als auch Uber einen DNA-Farbstoff oder Antikdrper identifiziert werden
[Rothe, 2007].

Es gilt zu bedenken, dass die Fluoreszenz-Farbstoff-markierten Antikérper nicht nur

spezifisch mittels Epitop an das jeweilige Antigen auf oder in der Zelle binden, gegen
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welches sie spezifisch gerichtet sind, sondern dass sie auch nicht-spezifisch an die Zellen

mittels FC-Rezeptor binden kénnen.

FL3 (ECD) _

FL2 (FE) .
FL1 (FITC) =,
uflgekihliter Argonionen-Laser “Side Scatter”-

Deatektor ~

h,, 1 Granularitat L

Linsen zur Strahlenbundelung |
Hoch sensitive lﬁ “Forward Scatter"-

Quartz Kiivette Detektor ~ Grolle

FL4 (PC5)

Abb. 3: Schema eines Durchflusszytometers fur die multiparametrische Durchfluss-
zytometrie (Epics XL-MCL, Beckman Coulter).

2.6.1 Durchflusszytometrische Analysen in dieser Arbeit

Hundert Mikroliter Blut oder Knochenmark wurden zuerst mit 10 yl Antikdrpergemisch bei
20°C Zimmertemperatur im Dunkeln inkubiert. Die Proben wurden dann mit Lysepuffer
aufgefullt, erneut inkubiert, und anschlieBend zentrifugiert. Nach Absaugen des
Uberstands erfolgte eine Resuspension des Pellets mit PBS-Lésung. Damit war die
Vorbereitung der Proben vor der Messung am Durchflusszytometer abgeschlossen. Fur
die Darstellung der Oberflachenleichtketten (kappa/lambda) sowie zytoplasmatischer
Antigene erfolgten Modifikationen an diesem Protokoll, auf welche hier aber nicht genauer
eingegangen werden soll. Nach einer Funffach-Farbung erfolgte die durchfluss-
zytometrische Analyse auf einem FC500-Durchflusszytometer (Beckman Coulter, Miami,
Florida). Fur die Berechnung und Analyse wurde CXP Software (Beckman Coulter, Miami,
Florida) verwendet. Es wurde jeweils eine Isotopen-Kontrolle durchgefuhrt. Das
verwendete Antikdrper-Panel ist in Tabelle 1 dargestellt. Fir den Befund einer CLL ist
beispielsweise die Koexpression der Antigene CD5 und CD19 charakteristisch (Abb. 4).
Das Antigen CD23 ist ebenfalls deutlich positiv, wodurch die Abgrenzung der CLL vom

(ebenfalls CD5-positiven) Mantelzelllymphom erleichtert wird.

24



*l
Kappasire

CLL

* *
e !
o
! = L4 1 o v | o
PR - 3 — 3 % T % F T %
AT S ) R ) MO LI ) BacaURE
8
> -—
: ) o 3 *
3 & 3 3
=
: &
g
* *
: 3 * 3 3 3 : % 3= 2 : 2 3 3

BN R LR Betzos EHTL AU ES e

25

conecy



Abb. 4: Charakteristische durchflusszytometrische Befunde bei CLL und
Mantelzelllymphom. Abbildung oben: Ein Fall von CLL mit Negativitat fir CD79b und
FMC7, Positivitat fur CD23 und schwacher Fluoreszenzintensitat der restringierten
Leichtketten. Abbildung unten: Ein Fall von Mantelzelllymphom mit Expression von CD79b

und FMC7, Negativitat von CD23 und starkerer Fluoreszenzintensitat der Leichtketten.

2.7 Statistik
In die statistische Auswertung wurden IGHV-Subtyp-Gruppen ab einer Grofle von
mindestens funf Fallen einbezogen. IGHV-Subtypen, welche bei weniger Patienten

vorkamen, wurden nur deskriptiv dargestellt.

Korrelationen kategorialer Variablen wurden nach der ,chi square” Methode berechnet.
Unterschiede bzgl. kontinuierlicher Parameter wurden nach dem ,Student’s T-test*
analysiert. Fur die Analyse der Prognose wurden das Kriterium ,Time to treatment® (TTT)
untersucht, das der Zeitspanne zwischen der Diagnosestellung und dem Beginn der
ersten Chemotherapie entspricht. Die TTT wurde nach der Kaplan Meier Methode
berechnet. Fir die statistische Analyse wurde die Software SPSS Version 19.0.0 (SPSS
by IBM, IBM Corporation, Armonk, NY, USA) verwendet.

2.8 Grundlagen dieser Arbeit

In der vorliegenden Arbeit wurden die Ergebnisse der /IGHV-Analysen mit den
Ergebnissen der FISH-Analytik und der Prognose korreliert. Es handelte sich um eine
retrospektive statistische Analyse bzw. Auswertung bereits vorliegender Befunde. Die
Laboranalysen selbst waren nicht Teil der vorliegenden Arbeit.
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3. Ergebnisse

Insgesamt wurden 348 CLL Patienten, bei welchen ein mutierter IGHV-Status vorlag,
untersucht. Zunachst wurde die Haufigkeit der verschiedenen beobachteten IGHV-
Subtypen untersucht, anschlielend die Frequenz bestimmter zytogenetischer
Veranderungen anhand der FISH-Analytik. Im nachsten Schritt wurden innerhalb der
IGHV-Subtypen die Haufigkeiten der zytogenetischen Veranderungen analysiert. Die
mediane Nachbeobachtungszeit lag bei 19,3 Monaten, die mediane time to treatment
(TTT) lag bei 70,3 Monaten.

3.1 IGHV-Subtypen

Bei 348 Patienten konnten insgesamt 95 verschiedene IGHV-Subtypen nachgewiesen
werden, 15/348 der Patienten konnten keiner Subgruppe zugeordnet werden. Die
verbleibenden 333 Patienten sind in Tabelle 6.0 aufgefihrt. Am haufigsten waren die
IGHV-Subtypen VH1-69, VH4-34 und VH3-23 mit 42 (12,6% der untersuchten Patienten),
34 (8,0% der untersuchten Patienten) und 29 (7,2% der untersuchten Patienten)
betroffenen Patienten. Es war somit eine ,Clusterbildung® fur verschiedene IGHV-
Subtypen zu verzeichnen, in der sich 85,0 % aller Patienten verteilt auf 19 IGHV-Subtypen
wiederfanden, wahrend 15,0 % der Patienten weniger haufigen IGHV-Subtypen

zugeordnet waren.

Tab. 6.0: Anzahl der Patienten mit bestimmten IGHV-Subtypen sowie Frequenz in der

Gesamtkohorte
IGHV-Subtyp Anzahl der IGHV-Subtyp Anzahl der
Patienten/ Patienten/
IGHV-Subtyp (%) IGHV-Subtyp (%)
VH1-18 7 (2,1%) VH3-64 1(0,3%)
VH1-2 14 (4,2%) VH3-66 2 (0,6%)
VH1-3 7 (2,1%) VH3-7 21 (6,3%)
VH1-46 6 (1,8%) VH3-70 1(0,3%)
VH1-58 4 (1,2%) VH3-72 5(1,5%)
VH1-69 42 (12,6%) VH3-74 11 (3,3%)
VH1-8 2 (0,6%) VH3-9 3 (0,9%)
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IGHV-Subtyp Anzahl der IGHV-Subtyp Anzahl der
Patienten/ Patienten/
IGHV-Subtyp (%) IGHV-Subtyp (%)
VH2-26 2 (0,6%) VH3-30 1(0,3%)
VH2-5 8 (2,4%) VH3-31 1(0,3%)
VH3-7 1 (0,3%) VH4-34 32 (9,6%)
VH3-11 7(2,1%) VH4-39 14 (4,2%)
VH3-13 2 (0,6%) VH4-4 11 (3,3%)
VH3-15 3 (0,9%) VH4-59 6 (1,8%)
VH3-21 24 (7,2%) VH4-61 4 (1,2%)
VH3-23 29 (8,7%) VH4-b 2 (0,6%)
VH3-30 17 (5,1%) VH5-51 2 (0,6%)
VH3-33 12 (3,6%) VH5-a 4 (1,2%)
VH3-43 2 (0,6%) VHG6-1 4 (1,2%)
VH3-48 10 (3,0%) VH7-4 1 (0,3%)
VH3-49 4 (1,2%) Gesamtzahl 333 (100%)
(Prozent
von 333 Patienten)
VH3-53 4 (1,2%)

3.1.1 Haufige IGHV-Subtypen

Die statistischen Analysen bzgl. Korrelation mit zytogenetischen Veranderungen und der
TTT wurden auf die 19 IGHV-Subtypen beschrankten, die bei mindestens funf Patienten
nachwiesen wurden. Tabelle 6.1 zeigt diese /IGHV-Subtypen, die bei insgesamt 283/333

Patienten identifiziert wurden.
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Tab. 6.1: Darstellung aller 19 IGHV-Subtypen, welche bei mindestens fiunf Patienten
nachgewiesen wurden. Die Tabelle gibt die Anzahl der betroffenen Patienten sowie die

Frequenz in der Gesamtkohorte an.

IGHV-Subtyp Anzahl der IGHV-Subtyp Anzahl der
Patienten/ Patienten/
IGHV-Subtyp (%) IGHV-Subtyp (%)
VH1-18 7 (2,1%) VH3-48 10 (3,0%)
VH1-2 14 (4,2%) VH3-7 21 (6,3%)
VH1-3 7 (2,1%) VH3-72 5 (1,5%)
VH1-46 6 (1,8%) VH3-74 11 (3,3%)
VH1-69 42 (12,6%) VH4-34 32 (9,6%)
VH2-5 8 (2,4%) VH4-39 14 (4,2%)
VH3-11 7 (2,1%) VH4-4 11 (3,3%)
VH3-21 24 (7,2%) VH4-59 6 (1,8%)
VH3-23 29 (8,7%)
Anzahl (% der
VH3-30 17 (5,1%) % 283/333 (85,0%)
Gesamtkohorte)
VH3-33 12 (3,6%)

3.1.2 Altersverteilung in der Gesamtkohorte

Bei der Untersuchung der Altersverteilung ergab sich in der Gesamtkohorte ein Mittelwert
von 65,3 Jahren. Fur keine der IGHV-Subgruppen bestand eine signifikanter Unterschied
im mittleren Alter im Vergleich zur Gesamtkohorte. Fur alle /IGHV-Subgruppen lag die
Maximalabweichung vom Kohortenmittelwert bei unter 10 Jahren, bei IGHV-

Subtypgruppen mit einer Patientenanzahl = 5 lag sie bei unter 5 Jahren.
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Tab. 6.2: Zuordnung des Altersmittelwertes zu den einzelnen IGHV-Subtypen sowie im

Vergleich zur Gesamtkohorte.

IGHV-Subtyp Mittelwert Alter in IGHV-Subtyp Mittelwert Alter in
(Patientenanzahl) Jahren (Patientenanzahl) Jahren
VH1-18 (7) 64,4 VH3-64 (1) 78,0
VH1-2 (14) 64,0 VH3-66 (2) 57,0
VH1-3 (7) 60,1 VH3-7 (21) 63,2
VH1-46 (6) 65,3 VH3-70 (1) 63,0
VH1-58 (4) 71,2 VH3-72 (5) 71,0
VH1-69 (42) 60,7 VH3-74 (11) 62,2
VH1-8 (2) 69,0 VH3-9 (3) 67,7
VH2-26 (2) 68,0 VH3-30 (1) 55,0
VH2-5 (8) 60,2 VH3-31 (1) 74,0
VH3-7 (1) 73,0 VH4-34 (32) 63,4
VH3-11 (7) 57,0 VH4-39 (14) 65,6
VH3-13 (2) 58,0 VH4-4 (11) 67,4
VH3-15 (3) 64,6 VH4-59 (6) 63,5
VH3-21 (24) 65,4 VH4-61 (4) 59,0
VH3-23 (29) 66,8 VH4-b (2) 76,0
VH3-30 (17) 65,9 VH5-51 (2) 65,5
VH3-33 (12) 67,3 VH5-a (4) 75,2
VH3-43 (2) 65,0 VH6-1 (4) 57,0
VH3-48 (10) 62,8 VH7-4 (1) 76,0
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IGHV-Subtyp Mittelwert Alter in IGHV-Subtyp Mittelwert Alter in
(Patientenanzahl) Jahren (Patientenanzahl) Jahren
VH3-49 (4) 70,2 IGHV-Subtyp 65,38 Jahre

(Patientenanzahl) (Mittelwert
Gesamtkohorte)
VH3-53 (4) 67,0

3.1.3 Geschlechtsverteilung bei einzelnen IGHV-Subtypen
Die Patienten waren in der Gesamtkohorte zu 212 (63,7%) mannlichen Geschlechts und

zu 121 (36,3%) weiblichen Geschlechts. Es ergab sich somit eine Ratio Manner/Frauen
von 1,9.

Es wurde untersucht, ob sich hinsichtlich der einzelnen /GHV-Subtypen Abweichungen
von dieser Verteilung der Geschlechter ergaben. Tabelle 6.2 zeigt die
Geschlechtsverteilung innerhalb der haufigeren IGHV-Subtypen (mit jeweils mindestens 5
Patienten). Fur keinen der IGHV-Subtypen wurde eine signifikante Abweichung der
Geschlechterratio im Vergleich zur Gesamtkohorte beobachtet.

Tab. 6.3: Geschlechtsverteilung innerhalb der haufigen IGHV-Subtypen

IGHV-Subtyp Anzahl der | Anzahl der Anzahl der Ratio Manner/
Patienten/ méannlichen weiblichen Frauen
IGHVSubtyp | Patienten Patienten
(%)
VH1-18 7 (12,1%) 6 1 6,0
VH1-2 14 (4,2%) 9 5 1,8
VH1-3 7 (2,1%) 6 1 6,0
VH1-46 6 (2,9%) 4 2 3,0
VH1-58 4 (1,2%) 1 3 0,3
VH1-69 42 (12,6%) 28 13 2,0
VH 1-8 2 (0,6%) 0 2 0,0
VH2-26 2 (0,6%) 1 1 1,0
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IGHV-Subtyp Anzahl der | Anzahl der Anzahl der Ratio Manner/
Patienten/ mannlichen weiblichen Frauen
|GH\?°SA,l;btyp Patienten Patienten
VH2-5 8 (2,4%) 6 2 3,0
VH3-11 7 (2,1%) 5 2 2,5
VH 3-13 2 (0,5%) 1 1 1,0
VH3-15 3 (0,9%) 1 2 0,5
VH3-21 24 (7,2%) 17 7 2.4
VH3-23 29 (8,7%) 18 11 1,6
VH3-30 13 (3,9%) 8 5 1,6
VH3-30-3 4 (1,2%) 4 0 4,0
VH3-33 12 (3,6%) 9 3 3,0
VH3-43 2 (0,6%) 1 1 1,0
VH3-48 10 (3,0%) 7 3 2,3
VH3-49 4 (1,2%) 2 2 1,0
VH3-53 4 (1,2%) 2 2 1,0
VH3-64 1 (0,3%) 0 1 0,0
VH3-66 2 (0,6%) 1 1 1,0
VH3-7 21 (6,3%) 12 9 1,2
VH3-70 1 (0,3%) 1 0 1,0
VH3-72 5 (1,5%) 3 2 1,5
VH3-74 11 (3,3%) 6 5 1,5
VH3-9 3 (0,9%) 2 1 2,0
VH4-30-4 1 (0,3%) 0 1 0,0
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IGHV-Subtyp Anzahl der | Anzahl der Anzahl der Ratio Manner/
Patienten/ mannlichen weiblichen Frauen
IGH\?al;btyp Patienten Patienten
VH4-31 1 (0,3%) 1 0 1,0
VH4-34 33 (9,9% 22 11 3,0
VH4-39 13 (3,9%) 8 5 1,6
VH4-4 11 (3,3%) 5 6 0,8
VH4-59 6 (2,9%)5 5 1 5,0
VH4-61 4 (1,2%) 3 1 3,0
VH4-b 2 (0,6%) 2 0 2,0
VH5-51 2 (0,6%) 1 1 1,0
VH5-a 4 (1,2%) 1 3 0,3
VH6-1 4 (1,2%) 2 2 1,0
VH7-4-1 1 (0,3%) 0 1 0,0

3.1.4 Zytogenetische Veranderungen in der Gesamtkohorte

Zunachst wurden alle 333 Patienten mit zugeordneter IGHV-Subgruppe in Bezug auf die

zytogenetischen Veranderungen anhand der Interphase-FISH-Diagnostik charakterisiert.
Am haufigsten war eine Deletion 13914, welche bei 210 (63,2%) der 333 Patienten

nachgewiesen wurde. Bei 162 (48,6%) Patienten wurde sie als einzige Veranderung (,13q
sole®) festgestellt. 38 (11,4%) der 333 Patienten wiesen eine 11922.3 Deletion auf. Bei 40
(12,0%) Patienten wurde eine Trisomie 12 nachgewiesen. Bei 21 (6,3%) Patienten wurde

eine Deletion 17p13 nachgewiesen. Eine Translokation t(11;14)(q13;932) wurde bei 2
(0,9%) Patienten festgestellt (siehe Tab. 6.4).
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Tab. 6.4: Zytogenetische Veranderungen in der Gesamtkohorte

Zytogenetische Veranderungen Anzahl der Patienten/
Gesamtkohorte (%)
Deletion 13q14 210/333 (63,2%)
Deletion 13914 ,sole” 162/333 (48,6%)
Trisomie 12 40/333 (12,0%)
Deletion 11922.3 38/333 (11,4%)
Deletion 17p13 21/333 (6,3%)
t(11;14)(q13;932) 2/333 (0,9%)

3.2 Verteilung der IGHV-Subtypen in den verschiedenen zytogenetischen

Subgruppen

3.2.1 IGHV-Subtypen bei Patienten mit 13g-Deletion

Bei 210 (63,0%) der 333 Patienten wurde eine Deletion 13914 nachgewiesen. Im
Vergleich zu Patienten ohne 13qg-Deletion wurden Unterschiede in der Frequenz
bestimmter /GHV-Subtypen beobachtet: Es zeigte sich eine niedrigere Frequenz des
IGHV-Subtyps VH 4-39 (5/210 (2,4%) vs. 8/123 (6,5%) Patienten, P=0,079).

3.2.2 IGHV Subtypen bei Patienten mit 13g-Deletion als einzige Aberration

Bei 162 (48,6%) der 333 Patienten wurde als einzige Aberration eine Deletion 13q (,13q
sole“) nachgewiesen. Im Vergleich zu Patienten ohne 13g-Deletion als alleinige Aberration
wurden Unterschiede in der Frequenz bestimmter /IGHV-Subtypen beobachtet: Es zeigte
sich eine signifikant niedrigere Frequenz fur den IGHV-Subtyp VH4-4 (9/162 (5,6%) vs.
2/171 (1,2%) Patienten, P=0,031).

3.2.3 IGHV Subtypen bei Patienten mit Trisomie 12

Bei 40 der 333 Patienten (12,0%) war eine Trisomie 12 nachweisbar. Im Vergleich zu

Patienten ohne Trisomie 12 wurden Unterschiede in der Frequenz bestimmter IGHV-

Subtypen beobachtet: Es ergab sich eine Tendenz fur eine niedrigere Frequenz des IGHV-

Subtyps VH4-31 (1/40 (2,5%) vs. 1/293 (0,0%) Patienten, P=0,120) sowie fir eine

niedrigere Frequenz des IGHV-Subtyps VH3-7 (8/40 (20%) vs. 13/293 (4,4%) Patienten,
34



P=0,001). Des Weiteren zeigte sich eine hdohere Frequenz fur den /GHV-Subtyp VH5-a
(2/40 (5,0%) vs. 2/293 (0,7%) Patienten, P=0,072).

3.2.4 IGHV-Subtypen bei Patienten mit 11g-Deletion

38 (11,4%) der 333 Patienten wiesen eine 11g-Deletion (ATM) auf. Im Vergleich zu
Patienten ohne 11g-Deletion wurden Unterschiede in der Frequenz bestimmter IGHV-
Subtypen beobachtet: Es ergab sich eine Tendenz fur eine niedrigere Frequenz des IGHV-
Subtyps VH1-46 (2/38 (5,26%) vs. 4/295 (1,36%) Patienten, P=0,142) sowie fur eine
niedrigere Frequenz des IGHV-Subtyps VH4-34 (1/38 (2,6%) vs. 33/295 (11,2%)
Patienten, P=0,150). Des Weiteren zeigte sich eine signifikant niedrigere Frequenz flr den
IGHV-Subtyp VH3-43 (2/38 (5,3%) vs. 0/295 (0,0%) Patienten, P=0,013).

3.2.5 IGHV Subtypen bei Patienten mit 17p-Deletion

Bei 21 (6,3%) der 333 Patienten liel3 sich eine Deletion von 17p13 (TP53) nachweisen. Im
Vergleich zu Patienten ohne 17q-Deletion wurden Unterschiede in der Frequenz
bestimmter /GHV-Subtypen beobachtet: Es zeigte sich eine niedrigere Frequenz des
IGHV-Subtyps VH1-18 (2/21 (0,95%) vs. 5/312 (1,6%) Patienten, P=0,066) sowie fur eine
niedrigere Frequenz des IGHV-Subtyps VH 3-70 (1/21 (4,8%) vs. 0/312 (0,0%) Patienten,
P=0,063). Des Weiteren zeigte sich eine niedrigere Frequenz des IGHV-Subtyps VH4-31
(1/21(4,8%) vs. 0/312 (0,0%) Patienten, P=0,063).

3.2.6 IGHV-Subtypen bei Patienten mit IGH-CCND1-Rearrangement

Bei 2 (0,6%) der 333 Patienten wurde eine Translokation t(11;14)(q13;932)/IGH-CCND1
nachgewiesen. Im Vergleich zu Patienten ohne Translokation t(11;14) wurden
Unterschiede in der Frequenz bestimmter IGHV-Subtypen beobachtet: Es zeigte sich eine
hohere Frequenz des IGHV-Subtyps VH1-2 (1/2 (50,0%) vs. 13/331 (3,9%) Patienten,
P=0,082). Des Weiteren zeigte sich eine signifikant hdhere Frequenz flr den IGHV-Subtyp
VH 4-59 (1/2 (50,0%) vs. 5/331 (1,5%) Patienten). Eine statistische Testung auf
Signifikanz wurde aufgrund der kleinen Fallzahl in der Gruppe mit t(11;14)(q13;932) nicht
vorgenommen.

3.3 Klinische Bedeutung der unterschiedlichen IGHV-Subtypen
Im Folgenden wurde untersucht, ob die verschiedenen IGHV-Subtypen einen Einfluss auf
das Zeitintervall bis zum Therapiebeginn haben. Auch hier wurden nur die haufigeren

IGHV-Subtypen (mindestens 5 Patienten vorhanden) in die Analyse einbezogen. Daten
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zur TTT lagen far 318 der 333 Patienten vor. Die Angaben zur medianen TTT fur die

einzelnen IGHV-Subgruppen sind der Tabelle 6.5 zu entnehmen.

Tab. 6.5: Mediane ,time to treatment® (TTT) bei verschiedenen IGHV-Subtypen.

. Mediane TTT . e

IGHV Subtyp Ja (1) / Nein (0) | Anzahl (Monate) Signifikanz
1 10 nicht erreicht

VH1-2 P=0,150
0 308 70,3
1 6 58,9

VH1-18 P=0,596
0 312 89,9
1 7 nicht erreicht

VH1-3 P=0,840
0 311 70,3
1 5 9,5

VH1-46 P=0,881
0 313 70,3
1 39 54.4

VH1-69 P=0,795
0 279 89,9
1 8 nicht erreicht

VH2-5 P=0,506
0 310 70,3
1 7 7,8

VH3-11 P=0,017
0 311 70,3
1 24 70,3

VH3-21 P=0,248
0 294 89,9
1 27 nicht erreicht

VH3-23 P=0,130
0 291 58,9

36



Mediane TTT

IGHV Subtyp Ja (1) / Nein (0) | Anzahl (Monate) Signifikanz
1 13 nicht erreicht

VH3-30 P=0,512
0 305 70,3
1 12 nicht erreicht

VH3-33 P=0,822
0 306 70,3
1 10 nicht erreicht

VH3-48 P=0,733
0 308 70,3
1 21 nicht erreicht

VH3-7 P=0,328
0 297 70,3
1 5 nicht erreicht

VH3-72 P=0,691
0 313 70,3
1 11 nicht erreicht

VH3-74 P=0,817
0 307 70,3
1 33 nicht erreicht

VH4-34 P=0,178
0 285 70,3
1 13 28,8

VH4-39 P=0,441
0 305 70,3
1 11 25,9

VH4-4 P=0,703
0 307 70,3
1 5 nicht erreicht

VH4-59 P=0,948
0 313 70,3
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Bei folgenden IGHV-Subtypen zeigten sich Unterschiede bezlglich der TTT, welche
allerdings fur die meisten Subgruppen aufgrund der kleinen GruppengréRen keine
Signifikanz erreichten:

3.3.1. VH1-2
Bei der IGHV-Subgruppe VH1-2 (n=10) wurde die mediane TTT nicht erreicht und war
somit langer als bei den restlichen Patienten (n=308) mit 70,3 Monaten (P=0,150).

3.3.2. VH1-18

Bei Patienten mit der IGHV-Subgruppe VH1-18 (n=6) gab es keinen signifikanten
Unterschied im Vergleich zu der restlichen Kohorte (n=312) in Bezug auf eine kurzere TTT
(Median 58,9 vs. 89,6 Monate; P=0,596).

3.3.3. VH1-3

Bei Patienten mit der IGHV-Subgruppe VH1-3 (n=7) wurde die mediane TTT nicht erreicht,
weiteres gab es keinen signifikanten Unterschied im Vergleich zu der restlichen Kohorte
(n=311) in Bezug auf eine kirzere TTT (P=0,881).

3.3.4. VH1-46

Bei Patienten mit der IGHV-Subgruppe VH1-46 (n=5) gab es keinen signifikanten
Unterschied im Vergleich zu der restlichen Kohorte (n=313) in Bezug auf eine kurzere TTT
(Median 9,5 vs. 70,3 Monate; P=0,881).

3.3.5. VH1-69

Bei Patienten mit der IGHV-Subgruppe VH1-69 (n=39) gab es keinen signifikanten
Unterschied im Vergleich zu der restlichen Kohorte (n=279) in Bezug auf eine kirzere TTT
(Median 54,4 vs. 89,9 Monate, P=0,795).

3.3.6. VH3-1

Bei der /IGHV Subgruppe VH3-11 (n=7) wurde eine im Vergleich zu den restlichen
Patienten (n=311) signifikant kirzere TTT beobachtet (Median 7,8 vs. 70,3 Monate,
P=0,017).
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3.3.7. VH3-21

Bei Patienten mit der /GHV-Subgruppe VH3-21 (n=24) gab es keinen signifikanten
Unterschied im Vergleich zu der restlichen Kohorte (n=294) in Bezug auf eine kuarzere TTT
(Median 70,3 vs. 89,9 Monate; P=0,248).

3.3.8. VH3-23
Bei der IGHV Subgruppe VH3-23 (n=27) wurde die mediane TTT nicht erreicht und war
somit langer als bei den restlichen Patienten (n=291) mit 70,3 Monaten (P=0,130).

3.3.9. VH3-30
Bei Patienten mit der IGHV-Subgruppe VH3-30 (n=13) wurde die mediane TTT nicht
erreicht. Bei den restlichen Patienten (n=305) lag sie bei 70,3 Monaten (P=0,512).

3.3.10. VH3-33
Bei Patienten mit der IGHV-Subgruppe VH3-33 (n=12) wurde die mediane TTT nicht
erreicht. Bei den restlichen Patienten (n=306) lag sie bei 70,3 Monaten (P=0,812).

3.3.11. VH3-48
Bei Patienten mit der IGHV-Subgruppe IGHV3-48 (n=10) wurde die mediane TTT nicht
erreicht. Bei den restlichen Patienten (n=308) lag sie bei 70,3 Monaten (P=0,328).

3.3.12. VH3-7
Bei Patienten der IGHV-Subgruppe VH3-7 (n=21) wurde die mediane TTT nicht erreicht.
Bei den restlichen Patienten (n=297) lag sie bei 70,3 Monaten (P=0,328).

3.3.13. VH3-72

Bei Patienten der IGHV-Subgruppe VH3-7 (n=5) wurde die mediane TTT nicht erreicht.
Bei den restlichen Patienten (n=313) lag sie bei 70,3 Monaten (P=0,691).

3.3.14. VH3-74

Bei Patienten der IGHV-Subgruppe VH3-74 (n=11) wurde die mediane TTT nicht erreicht.
Bei den restlichen Patienten (n=311) lag diese bei 70,3 Monaten (P=0,817).
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3.3.15. VH4-34
Bei Patienten der IGHV-Subgruppe VH4-34 (n=33) wurde die mediane TTT nicht erreicht.
Bei den restlichen Patienten (n=285) lag sie bei 70,3 Monaten (P=0,178).

3.3.16. VH4-39
Bei Patienten mit der IGHV-Subgruppe VH4-39 (n=13) gab es keinen signifikanten

Unterschied im Vergleich zu der restlichen Kohorte (n=305) in Bezug auf eine kurzere TTT
(Median 28,8 vs. 70,3 Monate, P=0,441).

3.3.17. VH4-4
Bei Patienten mit der /GHV-Subgruppe VH4-4 (n=11) gab es keinen signifikanten

Unterschied im Vergleich zu der restlichen Kohorte (n=307) in Bezug auf eine kurzere TTT
(Median 25,9 vs. 70,3 Monaten, P=0,703).

3.3.18. VH4-59
Bei der IGHV-Subgruppe VH4-59 (n=5) wurde die mediane TTT nicht erreicht. Bei den
restlichen Patienten (n=313) lag sie bei 70,3 Monaten (P=0,703).

3.4 IGHV-Gruppen mit besonders kurze TTT

Fir folgende IGHV Subtypen ermittelten wir eine besonders kurze mediane TTT:
- VH1-46 mit einer medianen TTT von 9,5 Monaten

- VH3-11 mit einer medianen TTT 7,8 Monaten

- VH1-39 mit einer medianen TTT 18,6 Monaten

3.5 IGHV-Gruppen mit besonders langer TTT

Fir folgende IGHV Subtypen ermittelten wir eine besonders lange mediane TTT:
- VH1-2 mit einer medianen TTT von 70,3 Monaten

- VH3-21 mit einer medianen TTT von 70,3 Monaten

- VH1-69 mit einer medianen TTT von 54,4 Monaten

- VH1-18 mit einer medianen TTT von 58,9 Monaten
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3.6 Ausgepragter Unterschied einer TTT einer IGHV-Subgruppe im Vergleich mit

allen uibrigen Patienten der Gesamtkohorte

3.6.1 VH1-46

Die IGHV-Subgruppe VH1-46 (n=5) zeigte mit einer medianen TTT von 9,5 Monaten
keinen signifikanten Unterschied zu einer kirzeren TTT im Vergleich zu der restlichen
Gesamtkohorte (n=313) mit 70,3 Monaten (P=0,881).

3.6.2 VH4-39

Die IGHV-Subgruppe VH4-39 (n=13) zeigte mit einer medianen TTT von 28,8 Monaten
keinen signifikanten Unterschied zu einer kurzeren TTT im Vergleich zu der restlichen
Gesamtkohorte (n=305) mit 70,3 Monaten (P=0,441).

3.6.3 VH4-4

Die IGHV-Subgruppe VH4-4 (n=11) zeigte mit einer medianen TTT von 25,9 keinen
signifikanten Unterschied zu einer kurzeren TTT im Vergleich zu der restlichen
Gesamtkohorte (n=307) mit 70,3 Monaten (P=0,703).

3.6.4 VH31

Die IGHV-Subgruppe VH3-1 (n=7) zeigte mit einer medianen TTT von 7,8 Monaten eine
signifikant kirzere TTT im Vergleich zu der restlichen Gesamtkohorte (n=311) mit 70,3
Monaten (P=0,017).

3.7 EinfluB von IGHV-Subgruppen auf die TTT bei Patienten mit mutiertem IGHV-
Status

Um zu uberprufen, ob wie fur den IGHV-Subtyp VH3-23 auch fur weitere IGHV-Subtypen
trotz mutiertem /IGHV-Status eine Assoziation mit einem kirzeren TTT besteht und diese
nicht nur durch kleine Fallzahlen verborgen ist, wurden die o.g. /IGHV-Subtypen mit
besonders kurzer TTT zusammengefal3t und mit den anderen Fallen verglichen. Ferner
wurden 136 Falle mit unmutiertem /GHV-Status in den Vergleich mit einbezogen. Es
resultierten die Untergruppen unmutiert, mutiert ungunstig (alle Falle aus 3.4 ), IGHV-

Subtyp VH3-21 sowie mutiert guinstig (alle weiteren mutierten Falle).
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Abb. 5: TTT von IGHV unmutiert (grau), mutiert glnstig (rot), mutiert unglinstig ohne
VH3-21 (blau) sowie von VH3-21 (grun) allein.

Diese Auswertung zeigt, dass wie vorbekannt Patienten mit VH3-21 eine der unmutierten
Kohorte vergleichbare TTT aufweisen. Diese Aussage ist mit P=0,039 im Vergleich zu
allen anderen Fallen signifikant. Die Auswertung der mutierten Kohorte versus der
Untergruppe ,mutiert unglnstig ohne /GHV-Subtyp VH3-21“ zeigt ebenfalls einen
Unterschied mit kurzerer TTT fur letztere Gruppe (TTT bei 3 Jahren: 84% vs. 71%,
P=0,362).
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4. Diskussion

Die CLL ist eine sehr heterogene Krankheit, die Uberlebensspanne liegt zwischen
wenigen Monaten und mehreren Dekaden. Da es sich um die haufigste Leukamieform im
Erwachsenenalter handelt und die Inzidenz vor allem bei alteren Patienten recht hoch ist,
sind intensive Bemuhungen unternommen worden, diese Heterogenitat besser zu
verstehen [Swerdlow H. et al., 2008]. Die bekanntesten Prognosenmarker sind unter
anderen Serummarker (Beta-2-Mikroglobulin, Thymidinkinase) [Hallek et al., 1999], dann
aber auch zytogenetische Veranderungen wie etwa eine Trisomie 12 oder eine 13g-
Deletion [Dohner H. et al.; 2000] oder molekulare Parameter wie der IGHV-
Mutatsionsstatus [Rozman et al., 1995; Montserrat et al., 1995]. In der Ausreifung
lymphatischer Zellen treten Rearrangements in den Genen auf, welche die schweren
Ketten der Immunglobuline (IGHV) bilden. Hierbei kénnen Mutationen in der variablen
Region der Immunglobuline auftreten. In Abhangigkeit des IGHV-Mutationsstatus kénnen
CLL-Patienten in zwei Gruppen eingeteilt werden. Hier werden Patienten mit einem
unmutiertem IGHV-Status sowie Patienten mit einem mutiertem IGHV-Status
unterschieden. Dabei weisen Patienten mit einem unmutiertem IGHV-Status eine kirzere
TTT (Uberlebenszeit) und ein kiirzeres Gesamtiiberleben auf als Patienten mit einem
mutiertem IGHV-Status [Hallek et al., 2008]. Seit Jahren schon ist nun der IGHV-Status mit
dem Tumorprotein p53 (TP53) der wichtigste prognostische Marker einer chronischen
lymphatischen Leukamie [Jeromin et al., 2014]. Bereits Studien von Ritgen et al. sowie
Stilgenbauer et al. aus den Jahren 2003 und 2002 beschreiben, dass eine hohe IGHV-
Mutationsrate mit einer besseren Prognose vergesellschaftet ist [Ritgen et al., 2003;
Stilgenbauer et al., 2002]. Ausnahme ist hier jedoch der IGHV-Subtyp 3-21, der
unabhangig von seinem Mutationsstatus mit einer kurzen TTT sowie einem kurzen
Gesamtiiberleben assoziiert ist [Tobin G. et al.; 2003]. Ahnliche Ergebnisse bezlglich des
Subtyps 3-21 wurden in einer britischen [Lin K. et al.; 2003] sowie in einer belgischen
[Philippe J. et al.; 2003] Studie erzielt. Ghia et al. fuhrten 2005 eine Studie an 553
Patienten aus dem Mittelmeerraum durch. Hier zeigte sich in nur 16 Fallen (2.9%) eine
Expression des IGHV 3-21 Subtyps. Basierend auf einer HCDR3-Cluster Analyse wurde
der IGHV-Subtyp 3-21 in zwei Untergruppen aufgeteilt werden. Die erste der beiden
Gruppen ahnelte stark einem in einer skandinavischen Studie nachgewiesenen IGHV 3-21
Subtyp (Dieser IGHV-Subtyp VH3-21 (n=12) zeigte im Vergleich zu den restlichen
Patienten (n=37) eine signifikant kirzere TTT (Median 63 vs. 147 Monate)) [Tobin et al.,
2002] mit ahnlicher HCDR3 Aminosaurensequenz sowie ahnliche leichte Ketten der
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Immunglobuline (IGLV)), exprimierte CD38 und wurde durch eine rasche
Krankheitsprogression bestimmt. Die zweite Untergruppe fiel mit heterogenen HCDR3 Re-
Arrangements, unterschiedlichen IGLV, einem ausgeglichenen Mutationstatus (5 unmutiert
vs. 4 mutiert) sowie einer ausgeglichenen CD38 Expression auf. In dieser Gruppe
wurden unterschiedliche klinische Verlaufe (nur vier der Patienten dieser Untergruppe
hatten im Rahmen dieser Studie eine Krankheitsprogression) beobachtet [Ghia P. et al.;
2005]. Das stark ausgepragte Nord-Sudgefalle bezuglich des IGHV-Subtyp 3-21 Iasst sich
wohl am ehesten durch die regional unterschiedlich starke Expression der zweiten
Untergruppe im Repertoire der peripheren B-Zellen erklaren. Bomben et al. untersuchten
2010 den IGHV-Status einer Kohorte von 1426 CLL-Patienten. Hier fiel als zweithaufigster
der IGHV-Subtyp 3-23 numerisch nur bedingt auf (n=134), weitaus interessanter war der
hohe Mutationsstatus (n=109) sowie der unabhangig von den zytogenentischen
Veranderungen extrem schlechte klinische Verlauf [Bomben R. et al, 2010]. Im Rahmen
dieser Studie wurde festgestellt, dass es aufgrund des vermehrten Auftretens der Micro-
RNA’s miR-15A und miR-16-1 zu einer Downregulierung des Tumorsuppressorgens
PDCD4 [Wang Q. et al.; 2008] und RASSF5 [Moshnikova A. et al.; 2006] [Price LS. et al.;
2004] sowie des Pro-apoptotischen Faktors TIA1 [Forch P. et al.; 2001] kommt. In direkten
Bezug wird hier das schlechteste klinische outcome aller CLL-Patienten in dieser Studie
gestellt. Weiteres konnte hier ein deutlich erniedrigtes Vorkommen der Tyrosinkinase
ZAP-70 bei den Patienten mit mutiertem /IGHV 3-23 Status nachgewiesen
werden. Zusammengefasst fallt hier eine Heterogenitat innerhalb der mutierten /GHV-
Subtypen auf.

Die vorliegende Arbeit ging nun der Frage nach, inwieweit innerhalb der bereits
prognostisch gunstigen Subgruppe der CLL-Patienten mit einem mutierten /IGHV-Status
eine noch detailliertere Prognoseabschatzung madglich sein konnte. Dazu wurde die ,time
to treatment (TTT) von 348 CLL-Patienten mit verschiedenen Subtypen klonaler IGHV-
Rearrangements verglichen. Die IGHV-Subtypen wurden mit den zytogenetischen
Veranderungen korreliert, wobei in die statistische Auswertung nur IGHV-Subtyp-Gruppen
ab einer GrolRe von mindestens 5 Fallen einbezogen wurden. Am haufigsten waren die
folgenden IGHV-Subtypen: VH1-69 (n=42; 12,6%), VH4-34 (n=32; 9,6%), VH3-23 (n=29;
8,7%), VH3-21 (n=24; 7,2%), VH3-30 (n=17; 5,1%), VH1-2 (n=14; 4,2%), VH4-39 (n=14;
4,2%), VH3-33 (n=12; 3,6%), VH4-4 (n=11; 3,3%), VH3-74 (n=11; 3,3%), VH3-48 (n=10;
3,0%), VH2-5 (n=8; 2,4%) VH3-11 (n=7, 2,1%), VH1-3 (n=7; 2,1%), VH1-18 (n=7; 2,1%),
VH1-46 (n=6; 1,8%), VH4-59 (n=6; 1,8%) sowie VH3-72 (n=5; 1,5% aller untersuchten
Patienten). Weiteres wurden Patienten mit mutiertem /GHV-Status auch hinsichtlich der
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zytogenetischen Veranderungen nach den Ergebnissen der FISH-Analyse untersucht, ob
einer entsprechenden Korrelation ein prognostischer und somit flr die Therapie relevanter
Einfluss zukommt. Hier ergab sich, dass die 13q14 Deletion (als solitare oder kombinierte
Aberration) die haufigste Veranderung war. Dies ist auch in Ubereinstimmung mit der
Literatur zu sehen (Dohner et al.; 2000). Weitere rekurrente Veranderungen waren eine
11q22.3-Deletion (ATM), Trisomie 12, Translokation t(11;14)(g13;q32)/IGH-CCND1 sowie
17p13-Deletion. Die haufigsten IGHV-Subtypen wurden mit den zytogenetischen
Veranderungen korreliert. Eine signifikante Assoziation konnte zwischen VH3-7 und einer
Trisomie 12 (P=0,001), zwischen VH4-4 und einer 13g-Deletion als einzige Deletion
(p=0,031) sowie zwischen VH3-43 und einer 11g-Deletion (P=0,013) in der FISH-Analyse
nachgewiesen werden. Ferner zeigten sich (allerdings nicht-signifikante) Korrelationen
zwischen VH4-39 und einer 13g-Deletion (P=0,079), zwischen VH4-31 (P=0,120) sowie
VH5-a (P=0,072) und einer Trisomie 12, zwischen VH1-46 (P=0,142) sowie VH 4-34
(P=0,150) und einer 11p-Deletion, zwischen VH1-18 (P=0,066), VH3-70 (P=0,063) sowie
VH 4-31 (P=0,063)und einer 17p-Deletion als auch zwischen VH1-2 und einem IGH-
CCND1-Rearrangement (P=0,082). Im Anschluss wurde der prognostischen Aussagekraft
der verschiedenen IGHV-Subtypen nachgegangen. Hier zeigte sich, dass der IGHV-
Subtyp VH3-11 mit einer signifikant kirzeren TTT assoziiert (Median 7,8 vs. 70,3 Monate;
P=0,017) und somit unglnstig war. Ferner zeigte sich nicht signifikant eine kiirzere TTT flr
die IGHV-Subtypen VH1-46 (P=0,881), VH4-39 (P=0,441) und VH4-4 (P=0,703). Des
Weiteren wurden unter Punkt 3.7 anhand lhrer TTT die Untergruppen unmutiert, mutiert
gunstig, mutiert ungunstig ohne IGHV-Subtyp VH3-21 sowie der alleinigen IGHV-Subtyp
VH3-21 gebildet. Diese Daten wurden untersucht um zum einen nachzuweisen, dass wie
vorbekannt Patienten mit VH3-21 eine der unmutierten Kohorte vergleichbare TTT
aufweisen. Von Interesse war auf’erdem die TTT der Untergruppe ,mutiert ungltinstig ohne
IGHV-Subtyp VH3-21 vs. der TTT der mutierten Kohorte. Aufgrund der geringen
Patientenzahl in unserer Studie haben wir basierend auf eine ahnliche TTT Subgruppen
zusammengefasst. Das Ziel war es, grofRere prognostisch homogene Gruppen zu formen
und somit die Aussagekraft zu erhéhen. Auch hier wurden in die statistische Auswertung
nur /GHV-Subtyp-Gruppen ab einer Gré3e von mindestens 5 Fallen einbezogen. Es
konnte signifikant (P=0,039) nachgewiesen werden, dass Patienten trotz eines mutierten
VH3-21-Status eine TTT entsprechend der unmutierten Kohorte aufweisen. Die weiteren
Vergleiche ergaben immer eine bessere TTT fur die Kohorte ohne den Subtyp VH3-21,

jedoch ohne Signifikanz. Basierend auf der bereits erfolgten Zusammenfassung von
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Subgruppen zur Verstarkung der Aussagekraft ist aufgrund der fehlenden Signifikanz

diesem Ergebnis kein Wert beizumessen und besitzt somit keinen Prognosewert.

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersuchte Patientenkohorte mit mutierten IGHV-
Status zeigt signifikant (P=0,039), dass Patienten mit VH3-21 trotz mutierten /IGHV-Status
eine TTT vergleichbar einer unmutierten Kohorte aufweisen. In einer Studie von Baliakis et
al. wurden insgesamt 3490 CLL-Patienten mit mutiertem und unmutiertem /GHV-Status
untersucht. Auch hier wurde festgestellt, dass CLL-Patienten mit unmutiertem /IGHV-Status
bezuglich lhrer TTT einen ahnlichen klinischen Verlauf hatten wie Patienten, unabhangig
Ihres IGHV-Status, mit bekannt unvorteilhaften genomischen Mutationen (NOTCH1,
SF3B1, TP53). Weiteres wurde festgestellt, dass CLL-Patienten mit mutiertem IGHV-
Status mit isolierter 13g-Deletion (,73q sole“) oder ohne genomische Mutationen im
Vergleich zur CLL mit unmutiertem /GHV-Status mit einem &hnlichen genomischen
Hintergrund signifikant Uberlegen war. [Baliakas et al., 2015 b]. Diese Ergebnisse
stimmen mit unseren Ergebnissen Uberein. Auch wir konnten unter Punkt 3.7 nachweisen,
dass Patienten mit VH3-21 eine der unmutierten Kohorte vergleichbare TTT aufweisen.
Bezlglich der TTT zeigte sich bei der IGHV-Subgruppe VH3-21 (n=24) eine im Vergleich
zu den restlichen Patienten (n=294) kirzere TTT (Median 70,3 vs. 89,9 Monate; P=0,248).
Jeromin et al. haben im Rahmen lhrer Studie eine Kohorte von 1160 Patienten neben dem
CLL-Tumormarkern p53 (TP53 Mutation und del 17p13) und dem IGHV-Mutationsstatus
neue vielversprechende Prognosemarker (SF3B1, NOTCH1, FBXW?7, MYD88 und XPO1)
untersucht. Mutationen in SF3B71 und NOTCH1 korrelieren mit einer kirzeren TTT sowie
einem kurzeren Gesamtlberleben. Eine klare Aussage der prognostischen Wertbarkeit
von FBXW7, MYD88 und XPO1 aufgrund der meist niedrigen Mutationsrate von unter
10% konnte bis dato nicht getroffen werden. Im Rahmen dieser Studie wurde festgestellt,
dass neben dem klassischen Cll-Prognosemarker p53 (Deletion von 17p13) und dem
IGHV-Mutationsstatus auch SF3B71 einen signifikanten Prognosenwert besitzt und
empfiehlt SF3B1 als Standard CLL-Prognosemarker zu verwenden [Jeromin et al., 2014].
Stilgenauer et al. bestatigen hier die Aussage von Jeromin et al. und werten SF3B17 neben
den klassischen CLL-Tumormarkern p53 (Deletion von 17p13) und dem IGHV-
Mutationsstatus als einen unabhangigen Prognosemarker [Stilgenauer et al., 2014].
Obwohl im Rahmen unserer Studie aufgrund der kleinen Fallzahl in Bezug auf den
Prognosemarker p53 nur eine Aussage betreffend der Haufigkeit (n=21/333 Patienten,
6,3%) gemacht werden kann, zeigt sich eine im Vergleich mit anderen Studien (bei

Jeromin et al. 7,1%) eine ahnliche Haufigkeit. Des Weiteren zeigt sich trotz unterschiedlich
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angelegter Kohorten (mutiert vs. mutiert / unmutiert) eine relativ ahnliche
Haufigkeitsverteilung von p53 mit unserer Studie (6,3% vs. 4,1% [Jeromin et al., 2014] vs.
10,4% [Baliakas et al., 2015 b]). Zusatzlich fallt neben dem p53-Haufigkeitsvergleich mit
Jeromin et al. eine weitere z.T. ahnliche Haufigkeitsverteilung der zytogenetischen
Subgruppen 11g-Deletion (del11g 11,4% vs. del11q Jeromin et al. 11,5%), Trisomie 12
(Trisomie 12 12,0% vs. Trisomie Jeromin et al. 14,8%) sowie 13qg-Deletion (del 13q 63,2%
vs. del13qg Jeromin et al. 60,1%) auf.

Ein weiterer neuer Prognosemarker ist BIRC3. BIRC3 (baculoviral IAP repeat-containing
3) ist auf dem Chromosom 11q22.2 lokalisiert, liegt 6 Basenpaare (Mb) neben dem ATM-
Gen (11922) und ist ein Apoptose-Inhibitor. Deletionen auf dem Chromosom 11q22-23
korrelieren ebenso wie SF3B71 sowie NOTCH 1 mit einer kurzeren TTT und einem
kUrzeren Gesamtuberleben. Alhourani et al. haben BIRC3-Alterationen bei 117 CLL-
Patienten sowie 45 B-ALL-Patienten untersucht [Alhourani et al., 2016]. Das Ziel dieser
Studie war der Nachweis einer BIRC3-Deletion als geeigneter CLL-Prognosemarker sowie
die Untersuchung der Hypothese, dass BIRC3-Deletionen immer mit ATM-Deletionen
kombiniert sind. BIRC3-Gene-Variationen konnten bei insgesamt 23/117 (19,6%) CLL-
Patienten nachgewiesen werden, ATM-Deletionen bei 20/117 (17,0%) der CLL-Patienten.
Insgesamt konnten parallel nur 3 BIRC3-Deletionen in Kombination mit ATM-Deletionen
nachgewiesen werden. Zusammengefasst kann trotz der raumlichen Nahe des BIRCS3-
Gens zum ATM-Gen nur selten von einer kombinierten BIRC3-ATM-Deletion ausgegangen
werden, des weiteren scheidet BIRC3 wohl wegen der eher niedrigen Frequenz als ,First-
line“-Prognosemarker aus [Alhourani et al., 2016]. Eine Studie von Rossi et al. bestatigt
Alhourani et al.. Hier wurden BIRC3-Deletionen bei der Erstdiagnose einer CLL nur bei 4%
der Patienten nachgewiesen, jedoch bei 24% der Patienten mit einer Fludarabin-
refraktaren CLL [Rossi et al., 2012]. Diesbezuglich ist BRIC3 auf jeden Fall ein Marker, der
zur weiteren Therapieplanung nachgewiesen werden sollte. Moderne Studien
beschaftigen sich mit der Stereotypie im B-Zell-Rezeptor, dass bedeutet dass Patienten
mit ahnlichen IGHV-Mustern nahezu identische Immunoglobuline im B-Zell-Rezeptor
aufweisen. Bestimmte Immunglobulin-Gene sind bevorzugt bei unmutierten IGHV-
Subtypen nachzuweisen (z.B. IGHV 1-69), wahrend wiederum andere vermehrt bei
mutierten /IGHV-Subtypen (z.B. IGHV 4-34) auftreten. Patienten mit einer Stereotypie
tragen Sequenzen mit mutiertem und unmutiertem Repertoire. Stamatopoulis et al. haben
in einer Studie mit 916 CLL-Patienten nachgewiesen, dass 21,9% der Kohorte stereotype

B-Rezeptoren hatten [Stamatopoulis et al., 2015]. Baliakas et al. weisen mit |hrer Studie
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nach, dass Patienten mit einem stereotypen IGHV-3-21-Rearrangement unabhangig ihres
Mutationsstatus eine erheblich niedrigere TTT aufweisen [Baliakas et al., 2015 a].
Patienten mit einer Stereotypie des mutierten IGHV-3-21 Subtyps hatten eine TTT von 22
Monaten, Patienten mit einer Stereotypie des unmutierten IGHV-3-21 Subtyps hatten eine
TTT von 24 Monaten. Im Vergleich dazu hatten Patienten mit einem mutierten IGHV 3-21-
Subtyp eine TTT von 60 Monaten [Baliakas et al., 2015 a]. Sichtet man diese Daten, so
kommt der Stereotypie eine deutliche Aussagekraft zu und sollte neben dem IGHV-

Mutationstatus als Prognosemarker diskutiert werden.

Da es sich hier um europaische Studien handelt, ist von einem grofitenteils europaischen
Patientengut auszugehen. Moglicherweise konnen hier im Rahmen groRerer Studien
signitfikante Ergebnisse bezlglich einer regionalen Haufigkeitsverteilung erwartet werden.
Aufgrund des klinischen Nachweises der prognostischen Aussagekraft betreffend des
IGHV-Mutationstatus hatte die vorliegende Arbeit das Ziel, innerhalb der prognostisch
gunstigen Kohorte mit mutiertem /GHV-Status in Korrelation mit zytogenetischen
Veranderungen [IGHV-Subtypgruppen mit einem abweichenden Prognosewert
nachzuweisen. Jedoch konnten auch hier aufgrund der relativ kleinen Fallzahl keine
signifikanten Ergebnisse nachgewiesen werden. Hinsichtlich der Haufigkeitsverteilung der
IGHV-Subtypen stellt sich daher ein direkter Vergleich dieser Ergebnisse mit der Literatur
als schwierig dar, da in den vorliegenden Arbeiten aus der Literatur in der Regel
unselektierte Kohorten von CLL-Patienten hinsichtlich der Expression bestimmter IGHV-
Subtypen analysiert wurden [Galligan et al., 2008; Marasca et al., 2007; Bomben et al.,
2010; Wang et al., 2008; Moshnikova et al., 2006; Price et al., 2004; Forch et al., 2001;
Tobin et al., 2003; Lin et al., 2003; Philippe et al., 2003; Stilgenauer et al., 2014; Baliakas
et al., 2015 a/b; Jeromin et al., 2014-; Alhourani et al., 2015; Stamatopoulis et al., 2015].
Nachweislich zeigen sich jedoch in der vorliegenden Arbeit prognostische Trends
innerhalb der mutierten IGHV-Subgruppen, die im Rahmen zahlenmaRig groler

angelegten Studie zu beweisen waren.

Zusammenfassend ergeben sich durch die Bestimmung der IGHV-Subtypen bei Patienten
mit mutiertem Immunglobulingenstatus keine signifikanten Einflisse auf den klinischen
Verlauf. Dies mag jedoch kiinftig zur detaillierteren Risikostratifizierung innerhalb dieser an
und fur sich gunstigen Prognosegruppe Bedeutung finden. CLL-Studiengruppen sollten
knftig nicht nur der Unterscheidung zwischen Patienten mit mutiertem und unmutiertem
IGHV-Status Beachtung schenken, sondern sich auf die Bedeutung der einzelnen IGHV-

Subtypen bei Patienten mit positivem Mutationsstatus konzentrieren. Der vor zwei Jahren
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auf dem Markt erschienene humanisierte monoklonale Antikérper Obinutuzumab, der vor
allem bei therapieresistenten Formen einer CLL sowie eines Non-Hodgkin-Lymphoms
eingesetzt wird, hat auch bei Patienten mit einem unmutiertem IGHV Status erfreuliche
Resultate erzielt. Ein weiteres seit September 2014 zugelassenes Medikament ist
Idelalisib, ein Hemmstoff der Phosphatidylinositol-3-Kinase p110, welches in Kombination
mit Rituximab oral verabreicht wird. Es flihrt zu einer Verlangerung der
Gesamtuberlebenszeit (Hazard Ratio 0,14) bei Patienten mit del17p oder Mutation TP53
sowie zu einer Verlangerung der progressionsfreien Uberlebenszeit bei Patienten mit
Progress innerhalb von 24 Monaten nach der letzten Vortherapie und mit Komorbiditat
(Hazard Ratio 0,22) und bei Patienten mit del17p oder Mutation TP53 (Hazard Ratio 0,16)
[Furman et al., 2014].

Um solche Erfolge zu rechtfertigen und weiter zu tragen, ist es wichtig, weiter spezifische
Therapiekonzepte zu entwickeln und diese wie einen Handschuh an die Bedurfnisse der
CLL Erkrankung des einzelnen Patienten anzupassen. Gerade deswegen sollten neben
den groRen CLL-Prognosemarkern der einzelne IGHV-Subtyp nicht aus den Augen
gelassen werden, um dem Patienten eine moglichst starke Personalisierung der CLL-
Therapie mit dem daraus hoffentlich flr den Patienten besten Outcome anbieten zu

konnen.
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5. Zusammenfassung

Bei Patienten mit chronischer lymphatischer Leukamie (CLL) gilt ein mutierter
Immunglobulingen-Status (/GHV-Status) als prognostisch gunstig. Unklar ist, ob den
verschiedenen IGHV-Mutations-Subtypen, welche auf molekularer Basis unterschieden

werden kdnnen, ein prognostischer Einfluss zukommt.

Diese Arbeit untersuchte zunachst die Frequenzen verschiedener IGHV-
Mutationssubtypen bei 348 CLL-Patienten mit mutiertem /GHV-Status. Daruber hinaus
untersuchte sie den prognostischen Einfluss der haufigsten IGHV-Mutations-Subtypen.
Ferner wurde der Frage nachgegangen, inwiefern die verschiedenen IGHV-
Mutationssubtypen mit den zytogenetischen Veranderungen nach den Ergebnissen der
Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) korrelieren. Hierbei zeigten sich, wobei in die
statistische Auswertung nur /GHV-Subtyp-Gruppen ab einer GrélRe von mindestens 5
Fallen einbezogen wurden, am haufigsten die folgenden IGHV-Subtypen in unserer
Kohorte: VH1-69 (n=42; 12,6%), VH4-34 (n=32; 9,6%), VH3-23 (n=29; 8,7%), VH3-21
(n=24; 7,2%), VH3-30 (n=17; 5,1%), VH1-2 (n=14; 4,2%), VH4-39 (n=14; 4,2%), VH3-33
(n=12; 3,6%), VH4-4 (n=11; 3,3%), VH3-74 (n=11; 3,3%), VH3-48 (n=10; 3,0%), VH2-5
(n=8; 2,4%) VH3-11 (n=7, 2,1%), VH1-3 (n=7; 2,1%), VH1-18 (n=7; 2,1%), VH1-46 (n=6;
1,8%), VH4-59 (n=6; 1,8%) sowie VH3-72 (n=5; 1,5% aller untersuchten Patienten).
Bezuglich der zytogenetischen Veranderungen bei Patienten mit mutiertem IGHV-Status
ergab sich, dass die solitare oder kombinierte 13q14 Deletion die haufigste Veranderung
war. Des weiteren wurden die haufigsten IGHV-Subtypen mit den zytogenetischen
Veranderungen korreliert. Dabei wurden o.g. IGHV-Subtypen, welche bei 5 oder mehr
Patienten festgestellt wurden, einbezogen. Eine signifikante Assoziation konnte zwischen
VH4-4 und einer 13g-Deletion als einziger Deletion (P=0,031), zwischen VH3-7 und einer
Trisomie 12 (P=0,001) sowie zwischen VH3-43 und einer 11g-Deletion (P=0,013) in der
FISH-Analyse nachgewiesen werden. Des weiteren konnte ein Trend zwischen VH4-39
und einer 13g-Deletetion (P=0,079), VH4-31 und einer Trisomie 12 (P=0,120), VH5-a und
einer Trisomie 12 (P=0,072), VH 4-34 und einer 11p-Deletion (P=0,150), VH1-46 und einer
11p-Deletion (P=0,142), VH1-18 und einer 17p-Deletion (P=0,066), VH 3-70 und einer
17p-Deletion (P=0,063), VH4-31 und einer 17p-Deletion (P=0,063) sowie VH1-2 und
einem IGH-CCND1-Rearrangement (P=0,082) aufgezeigt werden. Bezlglich der
prognostischen Aussagekraft der verschiedenen IGHV-Subtypen zeigte sich, dass der
IGHV-Subtyp VH3-11 mit einer signifikant kiurzeren TTT assoziiert (Median 7,8 vs. 70,3
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Monate; P=0,017) und somit ungunstig war. Ferner zeigten sich nicht signifikant eine
kirzere TTT fur die IGHV-Subtypen VH1-46 (P=0,881), VH4-39 (P=0,441) und VH4-4
(P=0,703).

Die haufig fehlende Signifikanz ist mit Sicherheit auf die relativ kleine Patientenanzahl im
Rahmen dieser Studie zuriuckzufihren. Im Umkehrschluss bedeutet dies, dass mit einer
deutlich groReren Patientengruppe sich die prognostische Signifikanz deutlich verbessern

konnte.

Diese Promotionsarbeit beinhaltet die Auswertung der klinischen Daten sowie die
Durchfuhrung und Interpretation der statistischen Daten anhand der bereits vorliegenden

Ergebnisse der genetischen Untersuchungen.
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