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1. EINLEITUNG

1.1. Molekularbiologische Untersuchung von Hodgkin- und Non-
Hodgkin-Lymphomen

Bei den malignen Lymphomen des Menschen werden einerseits der Morbus
Hodgkin (MH) und anderseits die Non-Hodgkin-Lymphome (NHL)
unterschieden. Wéhrend die NHL aus relativ homogenen Populationen
klonaler Tumorzellen bestehen, ist der MH durch einkernige Hodgkin- und
mehrkernige Reed/Sternberg- (HRS-) Zellen charakterisiert, die von
lymphoiden und histiozytiren Zellen umgeben werden. Die lymphoiden und
histiozytdren Zellen im MH gelten als reaktiv und polyklonal, wéhrend die
HRS-Zellen, die weniger als 1% des befallenen lymphatischen Gewebes
ausmachen, als Tumorzellen gelten. Nach der Rye-Klassifikation (Rye,
1965) werden nach rein morphologischen Kriterien vier Typen des MH
unterschieden:

1. Lymphozytenreiche Form (LP, lymphocyte predominant)

2. Noduléar-sklerosierende Form (NS, nodular sclerosis)

3. Gemischtzellige Form (MC, mixed cellularity)

4. Lymphozytenarme Form (LD, lymphocyte depleted).

Im Gegensatz zum MH ist die Unterteilung der NHL wesentlich komplexer.
Ein insbesondere in Europa weit verbreitetes Klassifikationsprinzip (Kiel-
Klassifikation) geht davon aus, daB jeder lymphatische Tumor -eine
Ausgangszelle besitzt, die ihr Gegenstick im reaktiven lymphatischen
Gewebe hat. So gibt es Lymphome, die sich von besonderen
Keimzentrumszellen herleiten und nach der Ursprungszelle benannt sind.
Ein weiteres Prinzip liegt in der Unterscheidung zwischen hoch- und
niedrigmaligne.

In jingster Zeit wurde eine neue Klassifikation, die sogenannte REAL-
Klassifikation (revised european american lymphoma classification) ins
Leben gerufen. Diese ubernimmt weitgehend die Inhalte der Kiel-
Klassifikation und ergénzt sie in einzelnen Details.



Obgleich morphologische Prinzipien zur Einteilung der malignen
Lymphome wegweisend sind, werden heutzutage immunhistochemische
Reaktionen nahezu routinemaBig ergdnzend durchgefiihrt. Sie eroffnen die
Moglichkeit, mit geeigneten monoklonalen Antikorpern zwischen B- und T-
Zellen zu differenzieren und auch B-Zell-Immunglobuline (Ig) darzustellen.
Letztere dienen zum Nachweis bestimmter Leicht- oder Schwerketten, die
fiir Klonalitét eines Prozesses sprechen.

Weiterhin  werden vermehrt molekularbiologische Methoden zur
Klassifikation und Klonalititsbestimmung von Lymphomen herangezogen.
So wurde zunichst die "Southern Blot Hybridisierung" (SBH) eingesetzt
(Wu et al. 1990, Chen et al. 1991, Cossmann et al. 1991). Die
Nachweisgrenze dieser Methodik liegt bei ca. 5% Tumorzellen im
infiltrierten Gewebe. Seit einigen Jahren bietet sich die Polymerase-
Kettenreaktion = (PCR,  polymerase chain  reaction) in  der
Lymphomdiagnostik zum Nachweis von Ig- oder T-Zell-Rezeptor-
Genumlagerungen an. Im Gegensatz zur SBH ist die PCR auch fir
Untersuchungen an Formalin-fixierten, in Paraffin eingebetteten Zellen
geeignet. Sie hat sich insbesondere zum Nachweis von klonalen Tumorzell-
Proliferaten bewidhrt (Algara et al. 1993, Deane et al. 1991, Diss et al.
1993, Inghirami et al. 1993, Kiippers et al. 1993a, McCarthy et al. 1990,
Pan et al. 1994, Ramsamy et al. 1992, Reed et al. 1993, Segal et al. 1994,
Wan et al. 1990, Yamada et al. 1989). Die Nachweisgrenze der PCR fiir
klonale Proliferate ist vergleichbar der der SBH (Knowles 1993).

Ein entscheidender Nachteil der Anwendung der PCR zum Nachweis von
Genumlagerungen in Zellpopulationen liegt darin, da man die gefundenen
Amplifikate keinen eindeutigen Zellformen zurechnen kann. Erst die
Einfiihrung von Einzelzellanalysen mit dem Nachweis einzelner
umgelagerter Gene eroffnete die Moglichkeit, definierten Zellen
Genamplifikate  zuzuordnen  (Kiippers et al. 1993b).  Mittels
Mikromanipulation wurden einzelne Zellen aus immunhistochemisch
gefarbten Priparaten isoliert. Diese Zellen wurden dann der Einzelzell-PCR
zugefiihrt und Ig-Genumlagerungen nachgewiesen (Kiippers et al. 1993b).
Durch anschliefende Sequenzanalyse war es moglich, die Basensequenz der
Ig-Genumlagerungen der einzelnen Zellen zu ermitteln. Mit Hilfe dieser
Technik gelang die ndhere Analyse der Keimzentrumszellreaktion im
normalen Immunsystem und der Nachweis von somatischen Hypermutation
in  bestimmten  Keimzentrumszellen, sowie  die  Beurteilung



verwandtschaftlicher Beziehungen der Keimzentrumszellen untereinander
(Kiippers et al. 1993b). Diese Untersuchungen bilden die Basis zum
Verstindnis des komplexen Systems maligner Keimzentrumszell-
Lymphome.

Die Einzelzell-PCR bot sich ebenfalls zur Untersuchung des MH an. Hierzu
wurden HRS-Zellen aus Gefrierschnitten mit Hilfe der Mikromanipulation
isoliert und auf Ig-Genumlagerungen untersucht. Es war so moglich, HRS-
Zellen als B-Zellen und klonale Proliferate zu identifizieren (Kiippers et al.
1994, Kanzler et al. 1996a, b). Durch den Nachweis von somatischen
Mutationen wurde der RiickschluB auf die Keimzentrumsnatur der HRS-
Zellen gezogen.

Die Methodik der Einzelzell-PCR hat eine Vielzahl weiterer
Anwendungsbereiche. So ist das Thema der vorliegenden Arbeit die
Untersuchung von HRS-Zellen, die in seltenen Féllen von NHL auftreten.
In niedrigmalignen NHL wie der chronischen lymphatischen Leukimie
(CLL) auftretende HRS-Zellen stellen eine Schliisselkonstellation bei dem
Verstindnis des Verhéltnisses zwischen MH und NHL dar. Bislang gibt es
nur immunhistochemische Untersuchungen derartiger Félle (Colby et al.
1981, Hansmann et al. 1989, Jaffe et al. 1994, Momose et al. 1992, Shin et
al. 1993, Tsang et al. 1993, Williams et al. 1991). Es bietet sich daher an,
die Einzelzell-PCR einzusetzen, um durch Sequenzvergleich umgelagerter
Ig-Gene mogliche verwandtschaftliche Beziehungen zwischen den HRS-
Zellen und den Zellen des NHL zu analysieren.



1.2. Immunglobulin-Genumlagerungen

Das Immunsystem vollbringt die erstaunliche Leistung, Antikérper gegen
fast alle vom Korper als fremd erkannten Antigene produzieren zu kdnnen.
Eine genetisch festgelegte Kodierung dieser Antikorpervielfalt ist aufgrund
der begrenzten Genzahl nicht mdglich. Dreyer und Bennett (1965) stellten
eine Hypothese auf, nach der die verschiedenen Regionen der Antikorper
auf unterschiedlichen Genabschnitten liegen und beliebig miteinander
verkniipft werden konnen. 1976 gelang Hozumi und Tonegawa der
experimentelle Beweis des Vorkommens von somatischen Rekombinationen
der Ig-Genabschnitte im Rahmen der B-Zell-Entwicklung.

Ein Antikorper besteht aus zwei schweren Ketten (H-Ketten, engl.: heavy
= schwer) und zwei leichten Ketten (L-Kette, engl.: light = leicht). Es gibt
zwel unterschiedliche Formen von Leichtketten, welche sich funktionell
nicht unterscheiden (Kappa = x und Lambda = A). Eine Leichtkette
besteht aus einem V-Segment (V, engl.: variable), einem J-Segment (J,
engl.: junction = Verbindung) und einem C-Segment (C, engl.: constant),
welche in der Keimbahnkonfiguration viele tausend Basenpaare (bp)
voneinander getrennt sind und erst im Rahmen der B-Zell-Entwicklung
miteinander verkniipft werden. Die Gensegmente fiir die Kappa-Leichtkette
liegen auf Chromosom 2, es existieren 51 potentiell funktionelle V,-Gene
(Schéble und Zachau, 1993) und fiinf J,.-Gene (Hieter et al. 1982). Von den
auf Chromosom 22 liegenden Lambda-Gensegmenten sind mindestens 24
funktionelle V;-Gene bekannt (Williams und Winter 1993) sowie vier
funktionelle J, -Gene (Vasicek und Leder 1990, Dariavach et al. 1987).

Die Antikorper werden nach der Struktur der konstanten Region ihrer
Schwerketten in Klassen unterteilt, ndmlich IgG, IgA, IgM, IgD und IgE,
welche jeweils unterschiedliche Funktionen haben. So ist IgA der
vorherrschende AntikOrper auf Schleimhduten, IgM ist der AntikOrper der
primiren Immunantwort.

Die Schwerketten enthalten neben V-, J- und C-Segment noch zusitzlich ein
D-Segment (D, engl.: diversity = Vielfalt) (Tonegawa 1983). Die
Gensegmente liegen auf Chromosom 14, es gibt etwa 50 funktionelle Vg-
Gene (Matsuda et al. 1993, Cook et al. 1994), etwa 30 Dy-Gene (Ichihara
et al. 1988) sowie sechs Jy-Gene (Ravetch et al. 1981). Bei der Ig-
Genumlagerung der schweren Kette (siche Abb.1) wird zuerst ein D- mit
einem J-Segment verkniipft, an diese erfolgt anschlieBend die Anlagerung



eines V-Segmentes (Waldmann 1987). Die Antikorperdiversitit wird durch
Hinzufiigen (N-Nukleotide) oder Entfernen von Nukleotiden in den
Verkniipfungsstellen der Gensegmente erhoht (Tonegawa 1883). Nach
erfolgreicher Schwerkettenumlagerung wird eine V-J-Genumlagerung der
Kappa-Leichtkette durchgefiihrt (Korsmeyer et al. 1981, Reth et al. 1985,
Kubagawa et al. 1989). Ist die k-Genumlagerung nicht funktionell, wird
eine Genumlagerung auf dem korrespondierenden Allel versucht. Wenn
keine funktionelle k-Genumlagerung erreicht werden kann, erfolgt eine
Genumlagerung im A-Lokus (Korsmeyer et al. 1981).

Die Antigenbindung erfolgt in der variablen Region des AntikOrpers. Diese
kann in vier konservierte Geriistregionen (FR, engl.: framework regions)
und in drei gering konservierte, hypervariable oder Komplementaritats-
bestimmende Regionen (CDR, engl.: complementarity determining region)
unterteilt werden (sieche Abb.1). Aufgrund ihrer Einzigartigkeit kann die
Sequenz der CDR3 als "molekularer Marker" fiir einen B-Zell-Klon
betrachtet werden. Daher kann die PCR-Analyse der Ig-Genumlagerungen
einer B-Zell-Population (z.B. eines potentiell malignen Lymphoms)
AufschluB iiber die Klonalitidt geben.

Die Vy-, Jg-, Vi, J-, Vo- und J;-Genabschnitte werden in Familien
eingeteilt, wobei die Basensequenz der Mitglieder einer Familie eine
Homologie von mindestens 75% aufweisen muB}. Es existieren sieben Vy-,
sechs Jg-, sechs V-, fiinf J .-, zwoOlf V; - und fiinf J, -Genfamilien.

Durch den Mechanismus der somatischen Hypermutation, welcher in den
Keimzentren in den Lymphknoten ablduft, werden Punktmutationen (selten
Insertionen und Deletionen) in umgelagerte V(D)J-Segmente mit einer
geschitzten Mutationsrate von 10-3 Mutationen pro Basenpaar und
Zellteilung eingefiihrt (McKean et al. 1984, Kocks und Rajewsky 1989).
Die Spontanmutationsrate von Genen liegt dagegen bei 10-8 - 10-9. Die
Vielzahl der Antikorper wird so zusidtzlich zu der durch die
Genumlagerungen entstehende Diversitit auf schitzungsweise 1014
Moglichkeiten erhoht (Sanz 1991).
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Abbildung 1: Genumlagerung der variablen Region der Ig-Schwerketten

a) in der Keimbahnkonfiguration liegen die Gensegmente weit voneinander entfernt

b) zuerst erfolgt die Verkniipfung eines D- mit einem J-Segment

¢) an das DJ-Segment wird ein V-Segment angelagert

d) die variable Region der Ig-Schwerkettengene wird in vier Gertistregionen (FR1-4) und
drei hypervariable Regionen (CDR1-3) eingeteilt

e) bei Verwendung von FR3 Vp-Primern hat das PCR-Produkt eine Lange von 80-120
bp

f) bei Verwendung von FR2 Vg-Primern liegt die Lange des PCR-Produktes bei ca. 200
bp

g) werden FR1 Vyg-Primer eingesetzt, so hat das PCR-Produkt eine Lénge von 300-360

bp.



1.3. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die PCR-Technik, fiir deren Entwicklung K.B. Mullis 1993 mit dem
Nobelpreis fiir Chemie ausgezeichnet wurde (Erlich et al. 1988, Mullis und
Falcoona 1987, Saiki et al. 1988), eroffnete der Molekularbiologie neue
Wege. Es war nun moglich, schnell, zuverldssig und relativ kostengiinstig
gezielte Vervielfaltigungen von Desoxyribonukleinsdure-Segmenten (DNS-
Segmenten) vorzunehmen. Die neue Technik wird wu.a. zur
Préanataldiagnostik von Erbkrankeiten eingesetzt (Coutelle et al. 1989,
Handyside et al. 1989, Wong et al. 1987)), in der Gerichtsmedizin (Higuchi
et al. 1988, Li et al. 1988), zur Untersuchung von Onkogenen (Bos et al.
1987, Farr et al. 1988), in der Mikrobiologie zum Nachweis von
bakterieller oder viraler DNS (Kwok et al. 1987, Ou et al. 1988, Brisson-
Noel et al. 1989) sowie bei der Uberwachung von Krebstherapien (Roth et
al. 1989).
Der Mechanismus der DNS-Replikation, der bei der Zellteilung vorkommt,
wird mit der PCR in vitro nachgeahmt. Die PCR lauft in drei sich
wiederholenden Schritten ab (sieche Abb.2):

1. Denaturierung

2. Primer-Bindung (engl. = Annealing)

3. DNS-Synthese.
Bei der Denaturierung, welche in der Regel bei 95°C erfolgt, werden die
DNS-Doppelstrange in als Matrizen dienende Einzelstringe aufgetrennt. In
der nun folgenden Annealing-Phase lagern sich kurze Oligonukleotide
(Primer, engl.: prime = vorbereiten) an die komplementire Stelle des
Ausgangsstranges an. Das zu amplifizierende DNS-Stiick muB also von
kurzen Segmenten mit bekannter Basensequenz zum Primer-Annealing
flankiert sein. Die Temperatur dieses Schrittes ist von der Nukleotid-
Zusammensetzung der Primer abhingig und muB experimentell fiir jeden
Primer ermittelt werden. Das kurze Stiick doppelstrangige DNS ist notig,
damit das Enzym DNS-Polymerase 1im nichsten Schritt den
komplementdren Strang an der DNS-Matritze entlang mit dem Primer als
Ausgangspunkt synthetisieren kann. Die Synthese erfolgt stets in 5'-3'-
Richtung. Der entstandene DNS-Doppelstrang wird in der folgenden
Denaturierungsphase wieder getrennt und die doppelte Anzahl Matritzen
steht bereit. Die Vervielfiltigung erfolgt theoretisch annidhernd
exponentiell.



Wird eine sehr kleine DNS-Menge in einer PCR analysiert, so ist es nicht
moglich, die fiir eine Gelelektrophorese notwendige Menge an PCR-
Produkten in einer einfachen PCR-Analyse zu erhalten. Bei einer Erhohung
der Zyklenzahl uber 55 féllt die PCR-Produktmenge deutlich ab. Dieses
liegt an verschiedenen Faktoren, so u.a. am Verbrauch der Primer und
dNTPs, am Aktivititsverlust der DNS-Polymerase und der Degradation der
DNS sowie an der Entstehung von Primer-Dimeren. Um diese Hindernisse
zu umgehen, wird eine zweiphasige PCR durchgefiihrt. Die in den ersten
Vermehrungszyklen erhaltenen PCR-Produkte werden zur weiteren
Vermehrung in der zweiten Runde der Amplifizierung -eingesetzt.
Zusatzlich wird eine verschachtelte (engl. nested) PCR durchgefiihrt, die
die Wahrscheinlichkeit, ungewollte Sequenzen zu vermehren, deutlich
reduziert. Die in der zweiten Runde der Amplifizierung eingesetzten Primer
liegen bei einer nested-PCR-Analyse innerhalb des ersten Primerpaares.
Die erhaltenen PCR-Produkte sind damit kiirzer als die der ersten Runde.
Wird in der zweiten Runde der Amplifizierung nur ein Primer des
Primerpaares gegen einen innerhalb des ersten liegenden Primer
ausgetauscht, so bezeichnet man dieses als semi-nested-PCR (halb-
verschachtelte PCR) (Kiippers et al. 1993b).

Das Klenow-Fragment der DNS-Polymerase aus dem Bakterium
Escherichia coli, welches in den Originalprotokollen verwendet wurde
(Saiki et al. 1985, Mullis et al. 1986, Mullis und Faloona 1987), hat sein
Temperaturoptimum bei 37°C und ist nicht hitzebestindig. Aus diesem
Grunde muBite es nach jedem Denaturierungsschritt neu in den
Reaktionsansatz gegeben werden. Dieses Problem konnte durch die
Einfilhrung des Enzymes Taq DNS-Polymerase, welches aus dem
thermophilen Bakterium Thermus aquaticus gewonnen wurde (Chien et al.
1976), gelost werden (Saiki et al. 1988). Diese DNS-Polymerase hat ihr
Temperaturoptimum bei 72°C, was die Stringenz der Reaktion deutlich
erhoht, zusatzlich ist das Enzym hitzestabil bei 95°C.

Fiir die Spezifitit der Reaktion sind neben der Annealing-Temperatur auch
die MgCl,- und dNTP-Konzentration, die Zeit der drei Grundschritte sowie
die Zyklenzahl ausschlaggebend. Diese Parameter miissen fiir jeder PCR-
Anwendung individuell ermittelt werden (Innis et al. 1990).
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der PCR



1.4. PCR-Amplifikation der Ig-Genumlagerungen

Bei den Ig-Genumlagerungen, die im Rahmen der B-Zell-Entwicklung
durchgefiihrt werden, kommt es zu einer Verkniipfung von Gensegmenten,
die in der Keimbahnkonfiguration viele tausend Basen voneinander getrennt
sind (sieche Abb.1). Diesen Mechanismus macht man sich bei PCR-
Analysen von Ig-Gensegmenten zunutze. Fiir diese PCR-Analysen werden
Primer ausgewdhlt, die komplementir zu Genabschnitten der relativ hoch
konservierten FR der Ig-Gene sind. Die von den Primern eingeschlossene
Region ist bei nicht umgelagerten Ig-Genen mehrere Kilobasenpaare lang,
so daB eine effiziente Amplifizierung nicht moglich ist. Erst bei erfolgter
Ig-Genumlagerung entsteht ein Gensegment mit einer Linge von ca. 350
bp, das amplifiziert werden kann (siche 1.2. Abbildung 1).

Viele Autoren wéhlen fiir die Amplifizierung der umgelagerten Ig-
Schwerketten-Gensegmente einen Konsensus-Primer der Vg FR3 mit
korrespondierenden Primern der FR4 (Jyg) aus. Die von diesen Primern
eingeschlossene CDR3-Region ist hoch variabel und stellt somit einen guten
Marker fiir einen B-Zell-Klon dar (Yamada et al. 1989, Wan et al. 1990,
Ramasamy et al. 1992, Reed et al. 1993, Diss et al. 1993, Delabie et al.
1994, Pan et al. 1994). In der Gelelektrophorese-Analyse der PCR-
Produkte  stellt sich ein B-Zell-Klon, da alle Zellen die gleiche
Genumlagerung tragen, in einer scharfen Bande dar. Die PCR-Produkte
eines reaktiven Prozesses sind dagegen verschieden lang und zeigen in der
Gelelektrophorese ein unterschiedliches Laufverhalten.

Kiippers et al. (1993a, 1993b, 1995) verwendeten familienspezifische
Primer, welche in der FR1 liegen, zusammen mit den korrespondierenden
FR4- (J-) Primern in nach Vg-, V.- bzw. V,-Familien getrennten
Reaktionsansitzen. Durch anschlieBende Sequenzanalyse der PCR-Produkte
konnen klonale Verwandtschaften der untersuchten Population festgestellt
werden. AuBerdem erlaubt eine Analyse der somatischen Mutationen der
umgelagerten V-Gene Riickschliisse tiber die Ursprungszelle des
gefundenen Klons.

10



1.5. Ziele der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, anhand eines untersuchten Falles
mogliche verwandtschaftliche Beziehungen zwischen dem Morbus Hodgkin
und Non-Hodgkin-Lymphomen aufzuzeigen. Analysiert wurde ein Fall
eines niedrigmalignen NHL der B-Zellreihe (CLL, chronische lymphatische
Leukdmie) mit Hodgkin-Zellen. Zum FEinsatz kam die Technik der
Einzelzell-PCR mit Nachweis von Ig-Genumlagerungen sowohl in den
Hodgkin-Zellen als auch in den Lymphozyten des NHL. Durch
anschlieBende Sequenzanalyse sollten die Ig-Genumlagerungen analysiert
und die erhaltenen Basensequenzen hinsichtlich einer Verwandtschaft
verglichen werden.

Fille von NHL, in denen Hodgkin-Zellen oder klassische HRS-Zellen
auftreten, sind duBerst selten. Nur ein Teil dieser Félle liegt in frischem
Zustand vor, so daBl auch groBe Konsiliarzentren fiir Lymphomdiagnostik
lediglich einen derartigen Fall innerhalb von zehn Untersuchungsjahren
aufweisen konnen. Geringgradig héufiger sind derartige Lymphomfélle in
Formalin-fixiertem und in Paraffin eingebettetem Zustand. Aus diesem
Grund war es ein weiteres Ziel dieser Arbeit, die Einzelzell-PCR zum
Nachweis von Ig-Genen nicht nur an Frischgewebe durchzufiihren, sondern
auf Formalin-fixiertes, in Paraffin eingebettetes Gewebe zu tibertragen. Ein
wesentliches Problem dieses Vorhabens liegt jedoch darin, daB die
Formalinfixierung eine Degradation der DNS verursacht, die eine
Amplifikation von Genabschnitten erschwert oder sogar unmoglich macht.
Aus diesem Grund sollten Primer zum Nachweis von Vpy-Familien so
ausgewdhlt werden, daB sie auch relativ kleine Amplifikate zuginglich
machten.
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1. Untersuchungsmaterial zur Etablierung der FR2 und FR3
Vy-Primer

2.1.1. Isolierung mononukleirer Zellen aus peripherem Blut

Mononukledre Zellen aus peripherem Blut von fiinf Féllen chronischer,
lymphatischer Leukdmie (CLL) wurden mittels FICOLL Dichtegradienten-
Zentrifugation angereichert. Von diesen Zellen wurde hochmolekulare DN'S
isoliert (siche 2.1.2.2. und 2.1.2.3.). Kiippers et al. (1993a und 1995a)
verwendeten diese CLL bereits zur Etablierung der FR1 Vyg-, FR1 V-,
und FR1 V;- Primer mit korrespondierenden Jyg-, J,.- und J;-Primern.
Aufgrund der fritheren Untersuchungen waren die Sequenzen der
umgelagerten Ig-Genabschnitte der CLL und ihre Zuordnung zu den Vy-
Familien bekannt. Sie eigneten sich daher zur Austestung der
Familienspezifitit der zu etablierenden FR2 und FR3 Vg-Primer.

2.1.2. Von Zytospins mittels Mikromanipulation isolierte Einzelzellen

Von zwei der CLL (1. CLL: Ig-Genumlagerungen der Vyg-Familien 3 und
5, 2. CLL: Ig-Genumlagerungen der Vg-Familien 2 und 3) wurden
Zytospin-Priparate angefertigt. Dazu wurden 5x104 Zellen mittels einer
Zytozentrifuge bei 900 UpM fiir finf Minuten auf Objekttrager
aufgebracht. Mittels Mikromanipulation (Kiippers et al. 1993b und 1994)
wurden Einzelzellen von den Zytospin-Priparaten isoliert. Die
Mikromanipulation erfolgte mit Hilfe eines Inversmikroskopes (Olympus,
Hamburg) bei 600-facher VergroBerung. Unter Verwendung eines
hydraulischen Mikromanipulators (Narishige, Japan) wurden -einzelne
Zellen mit einer Kapilare mobilisiert und aufgesaugt. Die Lagerung der
Einzelzellen erfolgte in mit 20 ul 1x PCR-Puffer (20 mM Tris-HCI pH 8,4,
50 mM KCl1, GIBCO BRL, Uberlingen, Deutschland) sowie mit 1ng/ul 5S
rRNS gefiillten PCR-ReagiergefaBen bei -80°C.
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2.1.3. Untersuchungsmaterial

Elf Non-Hodgkin-Lymphom- (NHL-) Fille aus dem Archiv des Institutes
fiir Pathologie der Universitit Koln wurden ausgewéhlt. Bei dem Material
handelte es sich um Formalin-fixierte, in Paraffin eingebettete
Lymphknotenpriparate. Die Fille waren in einer vorherigen Ganzschnitt-
PCR-Analyse (siehe 2.3.2.2.) mit FR1 Vg- und V,-Primern analysiert und
die PCR-Produkte sequenziert worden. Die Sequenzen der Ig-Genabschnitte
der Lymphome und die Zuordnung zu den Vyg-Familien waren somit
bekannt. Bei der Auswahl der Fille konnten daher Lymphome mit Ig-
Genumlagerungen der Vg-Familien 1, 2, 3, 4 und 5 berticksichtigt werden.
Es waren somit bis auf die sehr seltene Vy6-Familie alle Vg-Familien
reprasentiert.

Die untersuchten NHL-Fille sind in Tabelle 1 zusammengefaBt.

Tabelle 1: Zusammenstellung der untersuchten NHL-Fille

Fall Vy-Familie Diagnose

G3 V2/Vy4 T-Zell-reiches B-Zell-Lymphom, NHL

G8 V2 hochmalignes B-Zell-NHL, centroblastisch
G31 Vg5 mediastinales, sklerosierendes B-Zell-Lymphom
G48 Vy4/Vy5 hochmalignes NHL

G59 V2/Vy4 niedrigmalignes B-Zell-NHL, centrocytisch
G61 Vgl niedrigmalignes B-Zell-NHL, centrocytisch
G72 Vi3 hochmalignes B-Zell-NHL, Hodgkin-Sarkom
G75 V4 hochmalignes B-Zell-NHL, centroblastisch
G76 Vi3 hochmalignes B-Zell-NHL, centroblastisch
G717 Vi3 hochmalignes B-Zell-NHL, centroblastisch
G90 Vgl malignes B-Zell-NHL, centrocytisch

2.1.4. Isolierung von DNS aus Lymphknotenpriparaten

2.1.4.1. Entparaffinierung

Mit einem Schlittenmikrotom (Model HN 40, Leica, Nussloch,
Deutschland) wurden von jedem Lymphknoten-Priparat 10 pum dicke
Schnitte angefertigt und in ein steriles Eppendorf-Hiitchen tberfiihrt. In
Abhéangigkeit von der Menge des Tumorgewebes in dem Priparat wurden
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ein oder mehrere Schnitte angefertigt, die Tumorzellmenge war somit bei
den einzelnen Proben etwa gleich groB. Um eine Kontamination der
Schnitte durch vorher bearbeitetes Material zu vermeiden, wurde nach dem
Schneiden jeder Probe das Mikrotom-Einmalmessers gewechselt und der
Messerhalters sowie die Prapariernadel mit Xylol gereinigt.

Die Entparaffinierung des Gewebes erfolgte durch die Zugabe von 1 ml
Xylol und einstiindiges Schiitteln (Schiittelapparat, Eppendorf, Hamburg).
AnschlieBend wurde die Suspension fiir 5 Minuten bei 14000 Upm
zentrifugiert (Zentrifuge 5402, Eppendorf, Deutschland). Nach Verwerfen
von 800 ul Uberstand wurde mit 800 ul Xylol erneut extrahiert. Dieser
organischen Extraktion folgte nach erneutem Verwerfen von 800 ul
Uberstand ein dreimaliges Waschen mit 100%igem Ethanol, wobei jeweils
fiir 15 Minuten geschiittelt wurde. Nach dem letzten Waschschritt wurde so
viel Ethanol wie moglich abpipettiert und der restliche Alkohol in einer
Vakuumzentrifuge (Vacuum concentrator BA-VC 300H, Bachofer,
Reutlingen, Deutschland) verdampft.

2.1.4.2. Proteinase K-Verdau

Die entparaffinierte Probe wurde in 98 ul 1x PCR-Puffer resuspendiert, 2
pl Proteinase K (20 mg/ml) (Bohringer, Deutschland) wurden hinzugefiigt
und die Probe tiber Nacht im Wasserbad bei 56°C inkubiert. Das Enzym
konnte anschlieBend durch zehnminttiges Erhitzen auf 95°C inaktiviert
werden.

2.1.4.3. DNS-Extraktion mit Phenol/Chloroform

Mit Hilfe der Phenol/Chloroform-Extraktion erfolgte nach dem Proteinase
K-Verdau die Trennung der DNS von Proteinen (Maniatis et al. 1989).

100 ul Phenol/Chloroform (Vol.1:1) wurden zu der Probe gegeben, kurz
geschiittelt und fiir 3 Minuten bei 14000 Upm zentrifugiert. Es folgte die
Uberfiihrung der oberen, wissrigen Phase in ein neues, steriles Eppendorf-
Hiitchen und eine Wiederholung der Extraktion. Um Phenolriickstdnde zu
entfernen, wurde anschlieBend mit 100 ul Chloroform/Isoamylalkohol
(24:1) extrahiert. Eine Fillung der DNS mit 1/10 Volumen 3 M
Natriumacetat pH 5,6 und 2,5 Volumen 100%igem Ethanol wurde bei -
20°C fur 30 Minuten durchgefiihrt und anschliefend 20 Minuten bei 14000
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Upm zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen. Die iiberschiissigen
Salze konnten durch Waschen mit 1000 pl 70%igem Ethanol,
dreimintitigem Zentrifugieren bei 14000 Upm und erneutem Verwerfen des
Uberstandes  entfernt werden. Das DNS-Pellet wurde in der
Vakuumzentrifuge getrocknet und in 50 wul sterilem Wasser (Aqua ad
injektabila Ph. Eur., Delta-Pharma, Pfullingen, Deutschland) resuspendiert.

2.1.4.4. Bestimmung der Qualitit und Quantitit der aufgereinigten
DNS

Zur Abschidtzung der Liange der extrahierten DNS-Segmente erfolgte die
Auftrennung eines 8 ul DNS-Aliquots in einer Gelelektrophorese. Als
BezugsgroBe diente ein Molekulargewichtsstandard (1 Kilobasenmarker,
GIBCO BRL, Eggenstein, Deutschland). Das mit Ethidiumbromid gefarbte
1%ige Agarosegel (Agarose Type 1: Low EEO, Sigma, Deisenhofen,
Deutschland) wurde unter UV-Licht (300 nm, LKB 2011 Marco Vue
Transilluminator, LKB-Produkter AB, Schweden) mit einer Polaroid-
Kamera (Direct screen instant camera DS 34, Genetic Research
Instrumentation Ltd, Dimnow, Essex, GB) zur Dokumentation fotografiert.
Photometrisch konnte bei 260 nm Wellenldnge die Konzentration der DNS
und bei 280 nm die Verunreinigung der Probe mit Proteinen bestimmt
werden (U-2000 Spectrophotometer, Hitachi Ltd, Tokyo, Japan). Der
Quotient der beiden Messungen ist ein MaB fiir die Reinheit der Probe.

Als Kontrolle der Amplifizierbarkeit der extrahierten DNS erfolgte eine
PCR-Analyse jeder Probe mit 250 ng und 500 ng DNS mit Primern fiir das
B-Aktin-Gen (Nakajima-Iilima et al. 1985). Primersequenz und PCR-
Bedingungen siehe 2.3.1.5. und 2.3.2.5..

2.1.5. Immunfirbungen

Bei der Mikromanipulation von Einzelzellen ist zur sicheren Identifikation
der Zelle eine Immunfarbung unerldsslich. Die im Rahmen dieser Arbeit
bei Immunfiarbungen verwendeten Antikorper sind in Tabelle 2 aufgefiihrt.
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Tabelle 2: Im Rahmen dieser Arbeit verwendete Antikorper

Antigen Antikorper Hersteller
CD3 *QKT3 Dako, Hamburg, Deutschland
*CD3 (polyklonal) Dako, Hamburg, Deutschland
CD20 L26 Dako, Hamburg, Deutschland
CD30 BerH2 Dako, Hamburg, Deutschland

Die Bezeichnung des Antigens bezieht sich auf die CD-Nomenklatur, einem
internationalem System fiir die Benennung von Differenzierungsantigenen auf der
Zelloberfliche von Leukozyten und Zellen, deren Zellmembran-Antigene mit denen von
Immunzellen identisch sind. (CD, engl. cluster of differentiation). * Der monoklonale
OKT3-Antikorper wurde bei Frischgewebe eingesetzt, CD3 (polyklonal) bei Formalin-
fixiertem Gewebe.

Um den EinfluB der Immunfirbung auf die Linge der DNS-Stringe zu
priifen, wurden von zwei Formalin-fixierten, in Paraffin eingebetteten NHL
(G48 und G61, siehe 2.1.3.) jeweils ein 10 um dicker Gewebe-Schnitt
angefertigt und die DNS extrahiert (siche 2.1.4.). Weiterhin wurden je
NHL-Fall finf jeweils 2um dicke histologische Schnitte mit einem anti-
CD20-Antikorper (.26, Dako, Hamburg, Deutschland) nach Angabe des
Herstellers immungefirbt und zur Zellkernfirbung mit H&malaun
gegengefarbt. Es wurden fiinf Schnitte verwendet um bei der folgenden
DNS-Extraktion eine ausreichend grofe DNS-Menge zu erhalten. Die
DNS-Extraktion erfolgte wie in 2.1.4. beschrieben nach dem Abkratzen der
Schnitt-Priparate mit sterilen Skalpellen von den Objekttrigern und der
Uberfiilhrung des Gewebes von jeweils fiinf Priparaten in ein steriles
Eppendorf-Reagiergefd. Nach der Gelelektrophorese wurde von dem
1%igen, mit Ethidiumbromid gefirbten Agarosegel ein Polaroid-Foto
angefertigt (siche Abb.6). Zusitzlich erfolgte eine photometrische
Bestimmung der DNS-Menge.

Eine gleichartige Analyse wurde mit Préparaten von zwei Formalin-
fixierten, in Paraffin eingebetteten Tonsillen durchgefiihrt. Von jeder
Tonsille wurde ein 10 pm dicker Gewebeschnitt angefertigt, wie in 2.1.4.
beschrieben entparaffiniert und die DNS extrahiert. Weiterhin wurden von
jedem Fall 15 Schnittpraparate angefertigt. Je Fall wurden fiinf der
Priaparate durch eine Inkubation fiir 15 Minuten bei 80°C im
Wirmeschrank entparaffiniert. Weitere fiinf Préparate jeden Falles wurden
im Warmeschrank entparaffiniert und mit einem anti-CD20-Antikorper
gefarbt. Die restlichen fiinf Préparate jeden Falles wurden durch ein 24
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stiindiges Xylol-Bad entparaffiniert und ebenfalls mit einem anti-CD20-
Antikorper gefarbt. Die DNS-Extraktion der Schnittpriparate und die
Analyse der DNS erfolgte wie oben beschrieben. Zum Vergleich wurde
DNS aus Frischgewebe eines MH immungefiarbt sowie nicht-immungefarbt
extrahiert und analysiert.

2.1.6. B-Zell-Positivkontrollen

Zur Positivkontrolle der Einzelzell-PCR wurden mit einem Fluoreszenz-
aktivierten Zell-Sortierer (FACS, fluorescence-activated cell sorter)
sortierte, einzelne B-Zellen verwendet. Bei der Etablierung der FR2 V-
und FR3 Vg-Primer wurden FACS-sortierte B-Zellen verwendet, die IgM
auf der Zelloberfliche exprimierten (FACS-sortierte [gM + B-Zellen; Klein
et al. 1994). Zur Kontrolle der Einzelzell-PCR-Analysen wurden einzelne
B-Zellen verwendet, die IgD expremierten (FACS-sortierte IgD + B-Zellen;
Kanzler et al. 1996).

Mononukledre Zellen des peripheren Blutes wurden mittels FICOLL-
Dichtegradienten-Zentrifugation aufgereinigt. B-Zellen wurden durch
magnetische Zell-Sortierung mit dem MACS-System and anti-CD19
Magnetkorpern (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland)
aufgereinigt. Die CD19t Fraktion wurde anschlieBend mit einer
Kombination von anti-CD20-Phycoerythrin (anti-CD20-PE) (Becton
Dickinson & Co., Mountain View, CA U.S.A.) und anti-IgD-
Fluoresceinisothiocyanat ~ (anti-IgD-FITC)  (Southern  Biotechnology
Associates, Birmingham, AL U.S.A.) oder anti-IgM-FITC (Becton
Dickinson & Co.) oder anti-Ig lambda-PE (Becton Dickinson & Co.) und
anti Ig kappa-FITC (Becton Dickinson & Co.) Antikorpern gefarbt.
Einzelne IgM* oder Ig lambdat+ oder IgD+CD20+ Zellen wurden durch
Fluoreszenz-aktivierte Zell-Sortierung mit einem FACS 440 (Becton
Dickinson & Co.) isoliert. Tote Zellen wurden durch eine Farbung mit
Propidiumiodid ausgeschlossen. Die Finzelzellen wurden in 0,5 ml
ReagiergefaBen mit 20 pl 1x PCR-Puffer mit 1 ng/pl 5S rRNS sortiert und
bei -80°C gelagert.
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2.1.7. Isolierung einzelner Zellen von Formalin-fixierten, in Paraffin
eingebetteten Morbus Hodgkin-Fillen

Einzelne HRS-Zellen konnten mittels Mikromanipulation (siehe 2.1.2.) aus
2-3 pm dicken, immunhistochemisch gefarbten Schnittpréparaten isoliert
werden. Dazu wurden zwei Fille von MH, deren HRS-Zellen in vorherigen
Untersuchungen auf Ig-Genumlagerungen analysiert worden waren
(Kiippers et al. 1994), aus dem Archiv des Institutes fiir Pathologie der
Universitit Koln ausgewdhlt. Die Immunfiarbung erfolgte bei dem
lymphozytenreichen Subtyp (LP) mit monoklonalen anti-CD20-Antikdrper
und bei dem gemischtzelligen Subtyp (MC) mit anti-CD30-Antikorper nach
Anweisung des Herstellers (siehe Tab.2). Von einem weiteren Fall eines
MH (Subtyp lymphozytenreich) wurden HRS-Zellen aus einem mit anti-
CD20-Antikorper gefarbten sowie aus einem nur mit Himalaun gefarbten
Schnitt isoliert. Als Negativkontrollen der PCR des letzten Falles dienten
isolierte T-Zellen. Angrenzende Schnitte wurden mit anti-CD3-AntikOrper
gefirbt (siche 2.1.5. Tabelle 2) und die CD3 + T-Zellen wurden isoliert.

2.1.8. Isolierung von Zellgruppen und Einzelzellen von einem
Formalin-fixierten, in Paraffin eingebetteten B-NHL

Von dem NHL G62 (siche 2.1.3. Tabelle 1) wurden histologische
Schnittpraparate angefertigt. Ein Teil der Praparate wurde mit anti-CD20-
Antikorper gefarbt und mit Hamalaun gegengefirbt, ein anderer Teil wurde
nur mit Himalaun gefarbt. Mittels Mikromanipulation erfolgte die
Isolierung von Zellgruppen zu 200, 100, 50, 10 und 5 Zellen, sowie von
Einzelzellen. Die Isolierung von T-Zellen erfolgte wie in 2.1.7.
beschrieben.

Nach Mikromanipulation konnte die DNS aus den Schnitten isoliert und zur
Abschitzung ihrer Qualitit mittels Gelelektrophorese analysiert werden
(siche 2.1.4.2.-2.1.4.4.)
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2.2. Einzelzelluntersuchung eines NHL mit Hodgkinzellen

2.2.1. Untersuchungsmaterial

Untersucht wurde ein Fall eines NHL (B-Zell chronische, lymphatische
Leukdmie (B-CLL)) mit Hodgkin-Zellen aus dem Archiv des Institutes fiir
Pathologie der Universitit Koln. Es lag Lymphknotengewebe sowohl in
frischer, bei -80°C gelagerter, als auch in Formalin-fixierter, in Paraffin
eingebetteter Form vor.

Bei der diagnostisch-immmunhistochemischen Untersuchung reagierten die
kleinen lymphoiden Zellen des B-Zell Lymphoms (NHL-B-Zellen) positiv
fiir den B-Zell-Marker CD20, wiahrend die groBen Hodgkin-Zellen positiv
fir CD15 und CD30 reagierten. Weder mit einem anti-kappa-Leichtketten-
Antikérper noch mit einem anti-lambda-Leichtketten-Antikdrper war eine
monoklonale Ig-Expression der Ig-Leichtketten der NHL-B-Zellen oder der
Hodgkin-Zellen eindeutig nachzuweisen.

Mittels Mikromanipulation (sieche 2.1.2.) wurden aus den immungefirbten
Schnittpréparaten des frischen Gewebes in zwei Experimenten Einzelzellen
isoliert. Die Isolierung der NHL-B-Zellen erfolgte im ersten Experiment
von Schnittprdparaten, die mit einem anti-CD3-Antikorper (siche Tab.2)
gefarbt waren. Es wurden CD3- Zellen isoliert. Im zweiten Experiment
wurden die NHL-B-Zellen von Schnittpriparaten isoliert, die mit einem
anti-CD20-AntikOrper gefiarbt waren. Die Hodgkin-Zellen wurden in beiden
Experimenten als immunhistochemisch CD30+ Zellen identifiziert.
Einzelne CD3+ T-Zellen wurden aus anti-CD3-gefarbten, angrenzenden
Schnittpraparaten isoliert. Zur Identifikation der Zellkerne wurden alle
Priparate zusitzlich mit Himalaun gefirbt. Die Lagerung der Einzelzellen
erfolgte bei -80°C.

Die Ig-Genumlagerungen der isolierten Zellen wurden mit dem FRI-
Primer-Set (siehe 2.3.1.1. und 2.3.1.4.) mit der in 2.3.2.1. und 2.3.2.2.
beschriebenen PCR-Analyse amplifiziert. Als Positivkontrolle der PCR
dienten 25 pg CLL-DNS (sieche 2.1.1.), diese DNS-Menge entspricht fiinf
Kerniquivalenten, sowie einzelne FACS-sortierte IgD+-B-Zellen (siehe
2.1.6.). Als Negativkontrollen dienten die oben beschriebenen
mikromanipulierten T-Zellen sowie zahlreiche Reaktionsansidtze ohne
Zugabe von DNS oder Zellen (Wasserkontrollen). Die erhaltenen PCR-
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Produkte wurden gelelektrophoretisch analysiert (siehe 2.3.3.), aufgereinigt
(siche 2.4.1.) und sequenziert (siche 2.4.2.-2.4.4.).

Von frischem, bei -80°C gelagertem Gewebe des untersuchten Lymphoms
wurde DNS wie in 2.1.4.1.-2.1.4.4. beschrieben extrahiert und analysiert.

2.3. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

2.3.1. Verwendete Primer

FR1-Primer

Die Amplifizierung von Vpg- und V,-Gensegmenten erfolgte unter
Verwendung der von Kiippers et al. (1993a,b und 1994) etablierten
familienspezifischen FR1 V-Primern und korrespondierenden J-Primern.
Die Oligonukleotide (Eurogentec, Seraing, Belgien) hatten folgende
Sequenzen:

FR1 Vyl : 5'CCTCAGTGAAGGT(C/T)TCCTGCAAGGC 3'

FR1 Vg2 : 5'GTCCTGCGCTGGTGAAACCCACACA 3'

FR1 Vg3 : 5'GGGGTCCCTGAGACTCTCCTGTGCAG 3'

FR1 Vg4 : 5'GACCCTGTCCCTCACCTGC(A/G)CTGTC 3!

FR1 Vg5 : 5'AAAAAGCCCGGGGAGTCTCTGA(A/G)GA 3'

FR1 Vg6 : 5'ACCTGTGCCATCTCCGGGGACAGT 3'

FR1 V1 : 5'GACATCC(A/G)G(T/A)TGACCCAGTCTCC(A/T)TC 3'
FR1 V.2 : 5'CAG(T/A)CTCCACTCTCCCTG(C/T)CCGTCA 3'

FR1 V,3 : S'TTGTG(A/T)TGAC(A/G)CAGTCTCCAG(G/C)CACC 3'
FR1 V, 4 : 5'AGACTCCCTGGCTGTGTCTCTGGGC 3'

FR1 V.5 : 5'CAGTCTCCAGCATTCATGTCAGCGA 3'

FR1V,6

: S'TTTCAGTCTGTGACTCCAAAGGAGAA 3'
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Bei der Synthese der Primer werden an den mit ( ) gekennzeichneten
Stellen beide Basen zugegeben, so daB ein "wobble" (engl.: schwanken,
wackeln) entsttht und der Primer damit familienspezifische
Sequenzunterschiede  erfaft. Bei einigen Zellen wurden V-
Genumlagerungen analysiert (Kiippers et al. 1995a und modifizierte Primer
nach Kiippers et al., nicht vertffentlichte Daten).

FR2 Vg-Primer

Entsprechend zu den FR1 Vg-Primern wurden fiir die menschlichen Ig-
Gene familienspezifische FR2 Vp-Primer ausgewédhlt. Die Auswahl der
Primer erfolgte so, daB moglichst alle Mitglieder der entsprechenden V-
Familie erfaBt, idealerweise aber keine andere Vy-Familie erkannt wird.
Mit den ausgewidhlten FR2 Vy-Primern wurden alle Mitglieder der Vg-
Familien 2, 4, 5 und 6, ca. 95% der Mitglieder der Vy1-Familie sowie ca.
90% der Mitglieder der Vy3-Familie erfat. Zusitzlich wurde mit Hilfe der
Genbank nach komplementiren Genbereichen in anderen Abschnitten des
menschlichen Genoms gesucht, um eine unspezifische Bindung der Primer
zu vermeiden.

Die Sequenzen der Oligonukleotide lauten:

FR2 Vyl : 5'GACAAGGGCTTGAGTGGATGGGA 3'
FR2 V2 : 5'GAAGGCCCTGGAGTGGCTTGC 3'

FR2 V3 : 5'CAGGGAAGGGGCTGGAGTGGGT 3'
FR2 Vy4 : 5'GAAGGG(A/G)CTGGAGTGGATTGGG 3'
FR2 Vy5 : 5'CGCCAGATGCCCGGGAAAGGC 3'

FR2 V6 : 5'GGATCAGGCAGTCCCCATCGAG 3'

Kreuzreaktivititen des FR2 Vyg4-Primers mit der Vy5-Familie sowie des
FR2 Vyl-Primers mit der Vg6-Familie sind moglich.

FR3 Vg-Primer
Der erste FR3 Vy-Consensus-Primer wurde von Yamada et al. (1989) zur
Amplifizierung der CDR3 entwickelt und vielfach in spéteren

Untersuchungen in z.T. leicht modifizierter Form verwendet (Wan et al.
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1990, Ramasamy et al. 1992, Reed et al. 1993, Diss et al.1993, Delabie et
al. 1994, Pan et al. 1994).

Da die FR3 bei allen Vg-Familien sehr dhnliche Basensequenzen aufweist,
war die Verwendung von familienspezifischen Primern nicht immer
moglich. Daher wurde fiir die Amplifizierung der Mitglieder der Vyl-,
VH3-, Vg4- und Vy6-Familie ein gemeinsamer Primer ausgewahlt:

FR3 Vu1,3,4,6  : 5'G(A/C)GGACACGGC(C/T)GTGTATTACTGT 3'
FR3 V2 : 5'ATGGACCCTGTGGACACAGCTAC 3'
FR3 Vg5 : 5'CAGCCTGAAGGCCTCGGACACC 3'

Die Oligonukleotide wurden als A-Primer (FR3 Vyl,3,4,6), B-Primer
(FR3 Vg2) und C-Primer (FR3 Vy5) bezeichnet. Eine Kreuzreaktivitit
kann zwischen dem A-Primer und Genen der Vyg5-Familie bestehen.

Jg- (FR4-) Primer

Bei Durchfiihrung der Einzelzell-PCR als semi-nested-PCR mit zwei
Runden (siehe 1.3.) sind neben den J-Primern fiir die erste Runde der
Amplifizierung in der zweiten Runde weiter 5'-gelegene J-Primer notig.
Die Primer der ersten Runde der PCR wurden als 3'J-Primer, die fiir die
zweite Runde als 5'J-Primer bezeichnet. Bis auf modifizierte Jyg-Primer
wurden die von Kiippers et al. 1993a,b etablierten Primer verwendet.

5'Jgl,4,5  : 5'"GACGGTGACCAGGGT(G/T)CCCTGGCC 3'

5'TH2 : S'GACAGTGACCAGGGTGCCACGGCC 3!
5'Jg3 : S'GACGGTGACCATTGTCCCTTGGCC 3!
5'Jg6 : 5'GACGGTGACCGTGGTCCCTT(G/T)GCC 3!

3'Jl,2,4,5 : 5'ACCTGAGGAGACGGTGACCAGGGT 3'

3'Jg3 : S'TACCTGAAGAGACGGTGACCATTGT 3'

3'Jg6 : S'ACCTGAGGAGACGGTGACCGTGGT 3!

5'J1.,2 : S'TTGAT(C/T)TCCA(G/C)CTTGGTCCC(C/T)TGGC 3'
5'J3 : S'TTGATATCCACTTTGGTCCCAGGGC 3'

22



5'J4 : S'TTGACTTCCACCTTGGTCCCTCCGC 3!
5'J5 : S'TTAATCTCCAGTCGTGTCCCTTGGC 3'

3'Jc1,2,4  : 5"ACTCACGTTTGAT(T/C)TCCA(G/C)CTTGGTCC 3'
3'J3 : S'GTACTTACGTTTGATATCCACTTTGGTCC 3'
3'J5 : S'GCTTACGTTTAATCTCCAGTCGTGTCC 3'

B-Aktin-Primer

Bei der ersten Runde der PCR wurden zur Amplifikation des [B-Aktin-
Genabschnittes in einer semi-nested PCR der B-Aktin Ex4a-Primer mit dem
korrespondierenden (-Aktin Ex5-Primer eingesetzt, in der zweiten Runde
der B-Aktin Ex4b-Primer mit korrespondierendem [-Aktin Ex5-Primer. Die
Sequenzen der Oligonukleotide lauten:

B-Aktin Ex4a: 5'CTACGTCGCCCTGGACTTCGAGCAA 3'
B-Aktin Ex4b: 5'AAGAGATGGCCACGGCTGCTTCCAG 3'

B-Aktin Ex5 : 5'GAAGGTAGTTTCGTGGATGCCACAG 3'

2.3.2. DNS-Amplifizierung

Die Durchfiihrung der PCR erfolgte mit Hilfe des DNS Thermal Cycler
480 (Perkin Elmer Cetus, Uberlingen, Deutschland) und eines Trio-
Thermoblockes (Biometra, Gottingen, Deutschland).

Um die Amplifikation unspezifischer PCR-Produkte einzuschréanken, wurde
eine HeiBstart-PCR durchgefiihrt. Hierzu wurden 1,25 Einheiten des
Enzyms Taq DNS-Polymerase (GIBCO BRL, Eggenstein, Deutschland)
nach der ersten 95°C-Denaturierungsphase in der folgenden, verlangerten
Anlagerungsphase in den PCR-Ansatz pipettiert. Durch Uberschichten jedes
Reaktionsansatzes mit zwei Tropfen Mineraldl (Paraffin dinnflissig,
Merck, Darmstadt, Deutschland) konnte ein Verdampfen der Probe
wahrend der Erhitzungsvorgédnge vermieden werden.
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Die stets beim Ansetzen der PCR getragenen Einmalhandschuhe wurden
wiederholt gewechselt, um eine Kontamination der PCR-Ansitze zu
vermeiden. Fiir die in einem speziellen Raum angesetzten ersten Runden
der Einzelzell-PCR, sowie generell beim Pipettieren von DNS, wurden zur
Vermeidung von Kontaminationen der Reaktionsansidtze immer gestopfte
Pipettenspitzen verwendet (Kiippers 1997).

Um Kontaminationen der Reaktionsansidtze mit DNS oder PCR-Produkten
sowie Fehler bei der Durchfiihrung der PCR aufzuzeigen, wurden bei allen
PCR-Ansitzen Positiv- und Negativkontrollen durchgefiihrt. Die
Negativkontrollen bestanden aus dem gleichen Reaktionsansatz wie die
restlichen Proben des Ansatzes mit Ausnahme von DNS. CLL-DNS mit
bekannten Ig-Genumlagerungen (sieche 2.1.1.) oder FACS-sortierte B-
Zellen (siehe 2.1.6.) dienten als Positivkontrollen.

2.3.2.1. Erste Runde-PCR mit FR1 Primern

Um Ig-Genumlagerungen in einzelnen Zellen nachzuweisen, wurde eine
zweiphasige PCR durchgefiihrt (Kiippers et al. 1993b, 1997). In der ersten
Runde wurde ein Primergemisch aus allen familienspezifischen Vg- und V.
-Primern sowie den 3'Jy- und den 3'J-Primern (bzw. zur Amplifizierung
von Lambda-Leichtkettengenumlagerungen ein Gemisch der V;- und der
3'J,-Primer) eingesetzt. Die DNS der Einzelzellen wurde durch Inkubation
in 20 pl 1xPCR-Puffer mit 0,25 mg/ml Proteinase K fiir 60 Minuten bei
50°C freigesetzt. Es folgte eine Inaktivierung der Proteinase K durch einen
Erhitzungschritt von 95°C fiir zehn Minuten. Im gleichen Reagiergefal
wurde in einem Volumen von 50 ul die erste Runde der Amplifizierung
durchgefiihrt. Der Reaktionsansatz enthielt 50 mM KCI1, 10 mM Tris-HCl
pH 8,4, 2,5 mM MgCl,, 100 uM je dATP, dGTP, dCTP, dTTP (Ultrapure
dNTP Set, Pharmacia, Freiburg, Deutschland) sowie 2,8 nM je Vy-, V-,
3'Jg- und 3'J,-Primer (bzw. je V;- und 3'J, -Primer). Die Zugabe von 1,25
Einheiten Taq DNS-Polymerase erfolgte nach der HeiBstart-Methode nach
dem ersten Denaturierungsschritt.

Der erste Zyklus des PCR-Programms bestand aus 95°C fiir 2 Minuten,
65°C fiir 5 Minuten zur Zugabe der Taq DNS-Polymerase und 72°C fiir 60
Sekunden. Es folgten 34 Zyklen von 95°C fiir 60 Minuten, 59°C (bzw.
61°C fir die Amplifizierung von V) fiir 30 Sekunden und 72°C fiir 60
Sekunden. AnschlieBend folgte eine fiinfminiitige Inkubation bei 72°C.
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Alle Pipettierschritte wurden mit gestopften Pipettenspitzen durchgefiihrt
und die Einmalhandschuhe wurden haufig gewechselt.

2.3.2.2. Zweite Runde- sowie Ganzschnitt-PCR mit FR1 Primern

In der zweiten Runde der FEinzelzell-PCR wurden 1,5 pl aus dem
Reaktionsansatz der ersten Runde zur weiteren Amplifizierung eingesetzt
(Kiippers et el. 1993b, 1997). Die Amplifizierung der Vy-, V.- und V;-
Genfamilien erfolgte in der zweiten Runde in getrennten 50 pl-
Reaktionsansitzen, es wurde jeweils ein familienspezifischer V-Primer mit
einer Kombination von 5'J-Primern eingesetzt. Ein Reaktionsansatz bestand
aus 50 mM KCl, 10 mM Tris/HCI pH 8,4, 1,5 mM MgCl, (V,: 2,5 mM
MgClp), je 100 uM dATP, dCTP, dGTP, dTTP , 0,125 uM Vg- bzw. V-
bzw. V;-Primer und 5'Jg- bzw. 5'J.- bzw. 5'J;-Mischung. Der erste
Zyklus bestand aus einer Denaturierungsphase fiir fiinf Minuten bei 95°C,
einer Pause bei 68°C zur Zugabe der Taq DNS-Polymerase sowie einer
Synthesephase von 60 Sekunden. Es folgten 45 Zyklen, bestehend aus 95°C
fiir 1 Minute, 61°C (Vgl, VH2, Vg5, V6, V., V) bzw. 65°C (Vg3,
Vg4) fir 30 Sekunden und 72°C fiir 60 Sekunden. Das Programm endete
mit einer Inkubation von 5 Minuten bei 72°C (Kiippers et al. 1993b)

Wird in der PCR-Analyse DNS eingesetzt, die aus Gewebeschnitten isoliert
wurde (sieche 2.1.4.), so bezeichnet man dieses als "Ganzschnitt-PCR-
Analyse". Die in der PCR eingesetzte DNS-Menge lag bei der Ganzschnitt-
PCR-Analyse fiir Frischgewebe bei 50 ng pro PCR-Ansatz und fir
Paraffingewebe bei 500 ng pro PCR-Ansatz.

Die Ganzschnitt-PCR wurde nach dem gleichen Schema wie die zweite
Runde der FEinzelzell-PCR in nach Vg- und V,- bzw. V;-Familien
getrennten Reaktionsansdtzen durchgefiihrt (Kippers et al. 1993a und
1995a). Bei der Amplifizierung von DNS aus Frischgewebe wurden 35
PCR-Zyklen und bei DNS aus Paraffingewebe 45 PCR-Zyklen
durchgefiihrt.
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2.3.2.3. PCR mit FR2 Vg-Primern

Die Etablierung der FR2 Vpg-Primer erfolgte an den in 2.1.1.
beschriebenen Fillen von CLL. Es wurden 50 ng DNS pro PCR-Ansatz
eingesetzt, die Zyklenzahl betrug 34. Durch Anderung der Annealing-
Temperatur (im Bereich von 59-67°C) sowie der MgClp-Konzentration im
Ansatz (1,5 mM, 2,0 mM oder 2,5 mM) konnten die optimalen
Bedingungen ermittelt werden. Sie lagen bei einer Annealingtemperatur von
63°C und einer MgCl,-Konzentration von 2,0 mM.

Durch Senkung der Annealing-Temperatur auf 61°C, Erhohung der
Zyklenzahl auf 44 und den Einsatz von 500 ng DNS konnten die
Bedingungen an die Amplifizierung von aus Paraffingewebe extrahierter
DNS (siehe 2.1.2.) angepaBt werden.

Die Etablierung der Einzelzell-PCR erfolgte mit 25 pg CLL-DNS (siche
2.1.1.) pro PCR-Ansatz sowie mit FACS-sortierten IgM T-B-Zellen (sieche
2.1.6.). Das eingesetzte Primergemisch bestand aus 3,125 nM je FR2 Vg-
und 3'Jg-Primern. Die PCR wurde wie die erste Runde mit FR1 Vg-
Primern in einem Volumen von 50 pl mit den gleichen Konzentrationen an
KCl, Tris-HCI und dNTP durchgefiihrt. Durch Austestung im Bereich von
59-63°C Annealing-Temperatur sowie 1,5-2,5 mM MgCl, konnten die
optimale Bedingungen fiir die 1.Runde der PCR ermittelt werden. Die
optimale Annealing-Temperatur betrug 61°C, die MgCl,-Konzentration
betrug 2,5 mM, die 1. Runde der PCR umfafte 34 Zyklen (siche Tab.3).
Bei der zweiten Runde der Amplifizierung wurden 1,5 ul aus dem Ansatz
der ersten Runde eingesetzt. Die PCR wurde in nach Vpg-Familien
getrennten Reaktionsansidtzen mit der 5'Jy-Primermischung durchgefiihrt.
Die Annealing-Temperatur lag bei 63°C, es wurden 2,5 mM MgCl,
eingesetzt. Die PCR umfaBte 44 Zyklen (siche Tabelle 3).

2.3.2.4. PCR mit FR3 Vg-Primern

Die Etablierung der FR3 Vy-Primer erfolgte entsprechend zu der der FR2
Vg-Primer. Fir die Etablierung der Einzelzell-PCR wurden zusétzlich von
Zytospin-Priparaten isolierte Einzelzellen verwendet (sieche 2.1.2.).

Als optimal erwies sich fiir die erste Runde der Einzelzell-Amplifizierung
eine Annealing-Temperatur von 61°C und eine MgClh-Konzentration von
2,5 mM. Das Primergemisch bestand aus den A-, B-, C- und den 3'Iy-
Primern (siehe 2.3.1.3. und 2.3.1.4.) mit einer Primerendkonzentration von
6,25 nM je Primer im Reaktionsansatz.
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Die Annealing-Temperatur der zweiten Runde der PCR betrug 63°C bei
2,0 mM MgClp. A-, B- und C-Primer wurden in der zweiten Runde in
getrennten Reaktionsansédtzen mit der 5'Jy-Primer-Mischung eingesetzt.

Die PCR-Bedingungen fiir die Amplifikation von Ig-Genumlagerungen mit
FR3 Vy-Primern sind in Tabelle 4 zusammengefalt.

Tabelle 3: PCR-Protokol fiir FR2 Vyg-Primer

1.Runde der Amplifizierung: 2,5 mM MgCl,

1. Zyklus:  95°C 2 Minuten 34 Zyklen: 95°C 60 Sekunden
65°C 5 Minuten 61°C 30 Sekunden
72°C 60 Sekunden 72°C 60 Sekunden

Ende: 72°C 5 Minuten

2. Runde der Amplifizierung: 2,0 mM MgCl,

1. Zyklus:  95°C 2 Minuten 44 Zyklen: 95°C 60 Sekunden
68°C 5 Minuten 63°C 60 Sekunden
72°C 60 Sekunden 72°C 60 Sekunden

Ende: 72°C 5 Minuten

Tabelle 4: PCR-Protokol fiir FR3 Vy-Primer

1. Runde der Amplifizierung: 2,5 mM MgCl,

1. Zyklus 95°C 2 Minuten 34 Zyklen  95°C 60 Sekunden
65°C 5 Minuten 61°C 30 Sekunden
72°C 60 Sekunden 72°C 60 Sekunden

Ende: 72°C 5 Minuten

2. Runde der Amplifizierung: 2,0 mM MgCl,

1. Zyklus 95°C 5 Minuten 44 Zyklen  95°C 60 Sekunden
68°C 5 Minuten 63°C 30 Sekunden
72°C 60 Sekunden 72°C 60 Sekunden

Ende: 72°C 5 Minuten
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2.3.2.5. PCR mit B-Aktin-Primern

Fir die Amplifizierung von B-Aktin galten die gleichen PCR-Bedingungen
wie fir die FR1 Vyg-Primer.

2.3.3. Analyse der PCR-Produkte

Die Analyse der PCR-Produkte erfolgte mittels Gelelektrophorese. Dazu
wurden 8 ul-Aliquots der PCR-Produkte zusammen mit 2 ul Ladepuffer
(0,25% Bromphenol blau, 0,25% Xylene Cyanol, 30% Glycerol in Wasser)
in die Ladeschlitze von zweiprozentigen, mit Ethidiumbromid (GIBCO
BRL) gefirbten Agarosegelen (Agarose Typ 1: Low EEO, Sigma)
pipettiert. Bei FR3 Vy-PCR-Produkten wurden 2,5-prozentige Agarosegele
verwendet. Die Herstellung der Gele und die Beschickung der Gelkammern
erfolgte mit 1XTAE Puffer (0,04 M Tris-Base, 5,71% Eisessig, 1 mM
EDTA pH 8,0). Als Standard zur Abschitzung der Linge der PCR-
Produkte diente 1 ul eines 100 Basenmarkers (100 bp ladder, GIBCO
BRL), welcher zusammen mit 2 ul Ladepuffer aufgetragen wurde.

Nach Beschicken der Gele wurde eine Spannung von 6 V/cm fiir etwa eine
Stunde angelegt. Unter UV-Licht (300 nm) angefertigte Polaroidfotos der
Agarosegele dienten der Dokumentation.

Die Linge der erwarteten PCR-Produkte betrug bei Verwendung der FR1-
Primer 300-350 bp, bei FR2-Primern ca. 200-250 bp und bei FR3-Primern
ca. 80-130 bp.

2.4. Sequenzierung

2.4.1. Aufreinigung der PCR-Produkte

Um eine ausreichend grofe Menge PCR-Produkt zur Verfiigung zu haben,
wurden jeweils zwei 50 ul-PCR-Ansitze angesetzt. Beide Ansidtze wurden
nach der Amplifikation unter Vermeidung der Uberfiihrung von Ol
zusammengegeben und das restliche Ol durch zweimaliges Waschen mit
180 ul Diethylether entfernt. Nach Verwerfen des Ether-Uberstandes
konnte der restliche Ether unter einem Abzug verdampft werden. Die
Féllung der Proben erfolgte durch Zugabe von 2,5 Volumen 100%igem
Ethanol und 1/10 Volumen 3 M Natriumacetat pH 5,6 nach kurzem
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Schiitteln tiber Nacht bei -20°C. Anschliefend wurde 20 Minuten bei 4°C
und 14000 Upm zentrifugiert, der Uberstand verworfen und die Probe mit
500 wl 70%igem Ethanol gewaschen. Nach erneutem Verwerfen des
Uberstandes konnte das Pellet in der Vakuumzentrifuge getrocknet werden.
Die Resuspension der Probe erfolgte in 20 pl sterilem Wasser.

Zur Aufreinigung des PCR-Produktes wurde die Probe zusammen mit 3 ul
Ladepuffer in ein mit groBen Ladeschlitzen versehenes, mit
Ethidiumbromid gefarbtes 2,5 %iges Agarosegel (NuSieve GTG Agarose,
Low melting, FMC Bio Products, Rockland, USA) pipettiert. Als Standard
diente ein 100 Basenmarker. Nach einer Laufzeit von ca. 90 Minuten bei 6
V/cm konnten die Banden mit einem sterilen Skalpell unter UV-Licht (312
nm) aus dem Gel ausgeschnitten und in ein steriles Eppendorf-Reagiergefal
uberfithrt werden. Das Skalpell wurde nach jeder Probe gewechselt.
Anschliefend wurde nach Protokoll des Herstellers eine QIAEX 2 Agarose
Gel Extraktion (QIAEX 2, QIAGEN AG, Hilden, Deutschland)
durchgefiihrt und so die PCR-Produkte gereinigt.

Nach Analyse eines 2 ul-Aliquots der aufgereinigten DNS in einer
Gelelektrophorese in einem 2%igen, mit Ethidiumbromid geféarbten
Agarosegel mit 1 ul DNS Mass Ladder (GIBCO, BRL) als Standard konnte
unter UV-Licht ein Polaroidfoto angefertigt werden. Die DNS-
Konzentration der Proben wurde anhand des quantifizierten Standards
geschatzt.

2.4.2. Sequenzreaktion

Die Sequenzierung erfolgte nach einem modifizierten Prinzip nach Sanger
(Sanger et al. 1977). Mit dem "Taq DyeDeoxy Terminator Cycle
Sequenzing Kit" (ABI, Applied Biosystems Inc., Weiterstadt, Deutschland)
wurde nach Hersteller-Protokoll sequenziert. Bei der Sequenzreaktion
wurde nur ein Primer verwendet. Als Matritze dienten die aufgereinigten
PCR-Produkte. Wurde bei der DNS-Synthese ein Farbstoff-gekoppeltes
didesoxy-NTP eingebaut, so fithrte dieses zum Abbruch der DNS-
Synthese. Es entstanden so DNS-Stringe unterschiedlichster Liange,
abhingig vom Zeitpunkt des Einbaues eines Farbstoff-gekoppelten
didesoxy-NTPs. Da zur Sequenzierung nur ein Primer verwendet wurde,
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waren DNS-Stiicke gleicher Lange immer durch das gleiche Nukleotid, das
zum Abbruch der Synthese fiihrte, gekennzeichnet. Bei der Auftrennung
der  neusynthetisierten  Einzelstringe in  einer  Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (PAGE) konnte anhand der Farbstoff-markierten Basen
die Basensequenz abgelesen werden.

Eine weitere Aufbereitung der Proben war vor der PAGE-Analyse zum
Entfernen tberschiissiger didesoxy-NTP und desoxy-NTP nétig. Dazu
wurde 80 ul bidest. HrO zugegeben, gemischt und die Probe unter
Vermeidung der Uberfiihrung von Ol in ein steriles Eppendorf-Hiitchen
uberfithrt. Es  folgte eine  Phenol/Chloroform-Extraktion, eine
Ethanolprézipitation und Waschen mit 70 %igem Ethanol (siche 2.1.4.3.),
das Pellet konnte in der Vakuumzentrifuge getrocknet und bei -20°C
gelagert werden.

Die Sequenzierung der PCR-Produkte erfolgten sowohl von der V- als auch
von der J-Seite, um Fehler der Tag-Polymerase bei der Sequenzreaktion zu
vermeiden.

2.4.3. DNS-Sequenzierung

Die automatische Analyse der Sequenzansitze erfolgte mit dem
Sequenziersystem Modell 373A (Applied Biosystems) im Institut fiir
Genetik der Universitit Koln.

2.4.4. Sequenzanalyse

Mit Hilfe eines Sequenzanalyse-Programms (HIBIO DNASIS, Hitachi
America Ltd., Brisbane, CA, USA) wurden die DNS-Sequenzen analysiert
und mit den bekannten Keimbahngenen aus der Genbank (CD018-1 HIBIO,
Gene/Protein  Sequenz Database 1, GenBank R79,0, Hitachi Software
Engineering America Ltd, San Bruno, CA, USA) verglichen.
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3. ERGEBNISSE

3.1. Untersuchung von mikromanipulierten Einzelzellen aus einem
NHL mit Hodgkin-Zellen auf Ig-Genumlagerungen

Von einem Fall einer CLL mit Hodgkin-Zellen (siehe 2.2.1.) erfolgte die
Untersuchung der NHL B-Zellen und der Hodgkin-Zellen auf Ig-
Genumlagerungen. In zwel Experimenten wurden mittels
Mikromanipulation aus frischem Lymphknotengewebe des Falles CD3—
NHL B-Zellen (erstes Experiment) bzw. mit anti-CD20-Antikorper gefirbte
NHL B-Zellen (zweites Experiment) sowie aus weiteren Schnittpriaparaten
mit anti-CD30-Antikorper gefarbte Hodgkin-Zellen (in beiden Experimente)
isoliert (sieche Abbildung 3). Als Negativkontrollen wurden aus zusitzlichen
benachbarten Schnittpriparaten mit anti-CD3-Antikorper gefiarbte T-Zellen
isoliert. Die Analyse der Zellen erfolgte in einer semi-nested PCR nach
dem in 2.3.2.ff beschriebenen Protokoll mit FR1 Vg- und V,-Primern. Die
isolierten Zellen wurden kodiert, so dal die Identitit der Zellen wahrend
des Experimentes nicht bekannt war. Als Positivkontrolle der PCR dienten
25 pg DNS der in 2.1.1. beschriebenen Fille von CLL sowie einzelne
FACS-sortierte IgD+ B-Zellen. (siehe 2.1.6.).

Im ersten Experiment wurde aus sechs von zehn Hodgkin-Zellen sowie aus
drei von zehn NHL B-Zellen eine Ig-Genumlagerung der Vpg4-Familie
amplifiziert (siche 3.1. Abbildung 4 und Tabelle 5). Eine Kontroll-T-Zelle
zeigte ebenfalls eine Ig-Genumlagerung der Vyg4-Familie. Von allen vier
der untersuchten FACS-sortierten IgD+ B-Zellen konnten PCR-Produkte
erhalten werden (siche Tabelle 5). Die CLL-Positivkontrollen zeigten die
erwarteten Banden von ca. 300-350 bp Linge in der Gelelektrophorese.
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Abbildung 3: Mikromanipulation einer einzelnen Hodgkin-Zelle

Lymphknotenpriparat der untersuchten CLL mit Hodgkin-Zellen mit einer CD30-
positiven Hodgkin-Zelle in der Mitte des Bildes vor (oberes Bild) und nach (unteres
Bild) Isolierung. Die umliegenden Zellen wurden durch die Mikromanipulation nicht
beriihrt. Gefrierschnitt, anti-CD30-Antikorper Farbung, Himalaun Gegenfarbung, 600-
fache VergroBerung.
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Abbildung 4: Polaroidfoto eines 2%igen Agarosegels.
Gelelektrophoretische ~ Darstellung  des ~ Nachweises  von  Ig-
Genumlagerungen einer Hodgkin-Zelle und einer NHL B-Zelle der
untersuchten CLL mit Hodgkin-Zellen.

Die Gelspuren 1, 12, 13 und 24 zeigen den Lingenstandard (100 bp-Marker) .

Die Spuren 2-6 zeigen Negativkontrollen.

Die Spuren 7-11 zeigen die Amplifikationsprodukte einer FACS-sortierten IgD + B-
Zelle (Positivkontrolle), die Spuren 14-18 zeigen das Amplifizierungsprodukt einer
Hodgkin-Zelle und die Spuren 19-23 das einer NHL B-Zelle mit familienspezifischen
Primern der Vy-Familien 1, 2, 3, 4 und 5/6.

Die Hodgkin-Zelle und die NHL B-Zelle zeigen Genumlagerungen der Vy4-Familie
(Spur 17 und 22), die IgD T B-Zelle der Vi3- und Vy4-Familie (Spur 9 und 10).

Im zweiten Experiment wurde aus finf von zwolf Hodgkin-Zellen und aus
sechs von zwolf NHL B-Zellen erneut eine Vg4-Umlagerung nachgewiesen
(siehe Tabelle 5). Eine NHL B-Zelle wies neben einer Vy4- auch eine
Vg3-Umlagerung auf, welche jedoch nicht reproduziert werden konnte.
Aus keiner der acht Kontroll-T-Zellen wurde eine Ig-Genumlagerung
amplifiziert. Von fiinf der sechs untersuchten FACS-sortierten IgD+ B-
Zellen wurden PCR-Produkte in der erwarteten Lange von 300-350 bp
erhalten (siche Tabelle 5).
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Tabelle 5: Zusammenfassung der Einzelzell-PCR-Analyse der CLL mit
HRS-édhnlichen Zellen

Zelltyp Experiment  positive/ PCR-Produkte Umlagerungen
analysierte  erhalten sequenziert wiederholt einmalig
Zellen
NHL-B-Z. 1 3/10 3 3 3Vy4
2 6/12 7 6 6 Vg4 (1Vgh3)
Hodg.-Z. 1 6/10 6 6 6 V4
2 5/12 5 5 5 Vyé
Kontrollen
FACS-s.IgD*B-Z. 142 9/10 21 17 multiple
T-Zellen 1+2 1/14 1 1 1 V4

Zur Analyse der Hodgkin-Zellen und der NHL B-Zellen wurden zwei unabhédngige
Experimente durchgefiihrt. Die Zellen waren kodiert und T-Zellen (am selben Tag wie
die Hodgkin-Zellen und die NHL B-Zellen von angrenzenden, mit OKT3-Antikorper
gefirbten Schnitten mikromanipuliert) sowie FACS-sortierte IgD+ B-Zellen wurden als
Kontrollen verwendet. Die Anzahl der erhaltenen und sequenzierten PCR-Produkte ist
angegeben. "Wiederholte Umlagerungen" sind klonal verwandte Umlagerungen.
"Einmalige Umlagerungen" sind Umlagerungen, die nur einmal erhalten wurden und die
nicht verwandt zu einer anderen Sequenz waren. Fir die Hodgkin-Zellen und die NHL
B-Zellen wurden in beiden Experimenten dieselben "wiederholten Umlagerungen”
gefunden (siehe Text). "Multiple” bedeutet, daB nicht verwandte Vyg- und V-
Genumlagerungen von verschiedenen V-Genfamilien amplifiziert wurden. Von FACS-
sortierten IgD* B-Zellen wurden Mitglieder von allen Vy- und V,-Genfamilien mit
Ausnahme der V,.5/6-Familie amplifiziert. Keine von 17 sequenzierten Ig-
Genumlagerungen der FACS-sortierten IgD* B-Zellen war klonal verwandt zu einer
wiederholten Umlagerung der Hodgkin-Zellen oder der NHL B-Zellen. Vier PCR-
Produkte wurden nicht sequenziert. Eine aus einer T-Zelle in Experiment 1 amplifizierte
Ig-Genumlagerung hatte die gleiche Sequenz wie die klonale Vy4-Genumlagerung der
NHL B-Zellen (siehe Text).

Da weder die NHL B-Zellen noch die Hodgkin-Zellen eine V-
Genumlagerung aufwiesen, folgte fiir jeweils fiinf Zellen beider Zelltypen
eine Analyse mit V;-Primern. Es war keine Umlagerung fiir V,
nachweisbar.
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Die erhaltenen PCR-Produkte wurden sequenziert (siche 2.4.). Die
Sequenzierung erfolgte mit dem entsprechenden Vy- bzw. V -Primer und
Jyg- bzw. J,-Primer der zweiten Runde der PCR.

Die Sequenzen der Ig-Genumlagerungen aus den NHL B-Zellen waren
identisch, also klonal verwandt. Auch die Sequenzen der Ig-
Genumlagerungen der Hodgkin-Zellen waren klonal. Ein Vergleich der
Sequenzen aus NHL B-Zellen und Hodgkin-Zellen zeigte, daB diese beiden
Zellpopulationen bis auf eine Base identische Ig-Genumlagerungen hatten
(siche Abb.5). Die Sequenz der Ig-Genumlagerung der NHL B-Zellen und
der Hodgkin-Zellen zeigte die hochste Homologie zum Vpg4-21
Keimbahngen (Sanz et al. 1989). Die V4 Gensequenzen der NHL B-
Zellen zeigten 15 Nukleotide Differenz (6,8% Mutation) zum Vy4-21 Gen,
die Ig-Genumlagerungen der Hodgkin-Zellen 14 Unterschiede (6,4%
Mutation).

Abbildung 5 (siehe folgende Seite):

Vergleich der Sequenzen der klonalen Ig-Genumlagerungen der Hodgkin-Zellen und der NHL B-

Zellen miteinander und mit dem am hochsten homologen Keimbahngen Vp4-21. Die gezeigte

Sequenz der Hodgkin-Zellen und der NHL B Zellen stellt die Konsensussequenz der ermittelten

Sequenzen der einzelnen Hodgkin-Zellen bzw. NHL B-Zellen dar. Somatische Mutation der

Hodgkin- bzw. NHL B-Zellen sind als Unterschiede zum Vy4-21 Keimbahngen gekennzeichnet.

Homologien zum D-Gen DIR2 und zum J6-Gen sind angegeben.
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Vyé-21
Hodg.-Z.

NHL B-Z.

Vyé-21
Hodg.-Z.

NHL B-Z.

CDRII
TAT GGT GGG TCC TTC AGT GGT TAC TAC TGG AGC TGG ATC CGC CAG CCC

Y WP o S

Y WP o S

CCA GGG AAG GGG CTG GAG TGG ATT GGG GAA ATC AAT CAT AGT GGA AGC

I o o

. U, | o X

CDR1I

Vyé-21
Hodg.-Z.

NHL B-Z.

Vyé-21
Hodg.-Z.

NHL B-Z.

Vyé-21
Hodg.-Z.

NHL B-Z.

Vyé-21
Hodg.-Z.

NHL B-Z.

ACC AAC ACA AAC CCG TCC CTC AAG AGT CGA GTC ACC ATA TCA GTA GAC
----- g DU S S, (U Q' g
----- g DU S S, (U S g

ACG TCC AAG AAC CAG TTC TCC CTG AAG CTG AGC TCT GTG ACC GCC GCG
SRR, N ¢ e Y NS ——
SRR, PN ¢ e Py Y NS ——

CDR III
GAC ACG GCT GTG TAT TAC TGT GCG AGA
wm e cme 2o wm wee e - - AGT GTT GGG GTG ACT ACC GGT

N

DIR2 JH6

GTG GACTTC TGG

Abbildung 5: Sequenzabbildung
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Die Basensequenz der von einer Kontroll-T-Zelle nachgewiesenen Vy4-
Umlagerung war mit der der NHL B-Zellen identisch. Auf diese, als
zellulire  Kontamination oder als  falsche Identifikation  der
mikromanipulierten Zelle zu wertende Sequenziibereinstimmung wird in der
Disskussion eingegangen.

Keine der 17 sequenzierten Ig-Genumlagerungen (einschlieBlich der vier
Vy4-Genumlagerungen) der FACS-sortierten IgD+ B-Zellen war mit der
klonalen Vyg4-Genumlagerung der NHL B-Zellen und der Hodgkin-Zellen
verwandt. Auch die Wasserkontrollen waren stets negativ, so daf (bis auf
die Ig-Genumlagerung, die aus einer T-Zelle (s.o.) amplifiziert wurde)
keine Kontamination in den Experimenten nachzuweisen war.

Zusitzlich zu der Einzelzell-PCR-Analyse erfolgte eine Ganzschnitt-PCR-
Analyse des Falles. Hierzu wurde aus frischem Lymphknotengewebe DNS
wie unter 2.1.4.ff beschrieben isoliert und wie unter 2.3.2.2. beschrieben
analysiert. Es wurde eine Umlagerung der Vp4-Familie ermittelt. Die
erhaltene Sequenz war identisch zu der Sequenz aus den einzelnen NHL B-
Zellen.

3.2. Etablierung der FR2 V- und FR3 Vp-Primer zur
Amplifikation von Ig-Genumlagerungen einzelner Zellen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Primer fiir die FR2 und FR3 der Vgy-
Gene etabliert. In Korrespondenz zu den Jy-Primern (Kiippers et al. 1993a,
b) konnen mit den FR2-Primern ca. 200 bp lange Fragmente von Ig-
Genumlagerungen nachgewiesen werden, bei Verwendung der FR3-Primer
wiesen die PCR-Produkte eine Linge von ca. 100 bp auf. Hintergrund der
Etablierung der FR2- und FR3-Primer war die Ubertragung der Einzelzell-
PCR-Analyse von Frischgewebe auf Formalin-fixiertes Gewebe. Die
Formalin-Fixierung fiihrt zu einer Fragmentierung der DNS, wodurch eine
Amplifizierung von Genabschnitten erschwert wird. Durch die Etablierung
der FR2- und der FR3-Primer sollte eine Amplifizierung von ca. 100 bzw.
ca. 200 bp kiirzeren Genabschnitten als bei Verwendung der FRI1-Primer
ermoglicht werden.
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Die Etablierung der Primer erfolgte an den von Kiippers et al. (1993a und
1995a) zur Etablierung der FR1 Vg-, V- und V,-Primern verwendeten
Fille von CLL (siehe 2.1.1.). Durch Austestung konnten die optimale
Annealingtemperatur und die optimale MgCly-Konzentration bestimmt
werden (siehe 2.3.2.3. und 2.3.2.4. Tabelle 3 und 4). Es wurden in der
Ganzschnitt-PCR bei aus Frischgewebe extrahierter DNS 50 ng DNS pro
Ansatz eingesetzt, die Zyklenzahl betrug 34. Die Amplifizierung erfolgte
sowohl in Kombination mit dem 5'Jyg- als auch mit dem 3'Jy-Primer-Mix.
Zur Ubertragung der Bedingungen der Ganzschnitt-PCR mit FR2- und
FR3-Primern auf DNS, die aus Formalin-fixiertem, in Paraffin
eingebettetem Gewebe isoliert wurde, wurden die in 2.1.3. beschriebenen
NHL-Fille verwendet. Mit 500 ng DNS als Target konnten die Ig-
Genumlagerungen von neun der zehn NHL-Fille mit den FR3 Vy-Primern
amplifiziert werden. Mit den FR2 Vy-Primern gelang dieses bei finf
Fillen. Die Amplifizierung der auf 50 ng verdiinnten DNS gelang bei zwei
von drei untersuchten Fillen mit den FR3 Vg-Primern.

Bei der Etablierung der zweiphasigen PCR wurden 25 pg DNS der in
2.1.1. beschriebenen Félle von CLL fiir die erste Runde eingesetzt. 25 pg
entsprechen etwa der DNS-Menge aus fiinf Zellen. Die PCR wurde zuerst
mit dem 3'Jg-Primer-Mix in nach FR2 Vpg- bzw. FR3 Vpg-Primern
getrennten Reaktionsansidtzen durchgefiihrt. Die PCR-Bedingungen fiir die
erste Runde konnten durch Variation der Annealingtemperatur und der
MgCl,-Konzentration optimiert werden. Anschliefend wurden die FR2 Vg-
Primer und die FR3 Vg-Primer jeweils mit der 3'Jg-Primer-Mischung als
Mix in der ersten Runde eingesetzt. Als optimale Primerkonzentrationen im
Reaktionsansatz erwiesen sich fir die FR2 Vg/3'Jy-Primer-Mischung
3,125 nM und fir die FR3 Vg/3'Jg-Primer-Mischung 6,25 nM fiir jeden
Primer. Die Vg-Primer wurden in der zweiten Runde der PCR in
getrennten Reaktionsansétzen eingesetzt.

Einzelne, von Zytospin-Priparaten zweier CLL-Fillen isolierte NHL B-
Zellen (siehe 2.1.2.), wurden mit der FR3-Primer-Mischung in der oben
beschriebenen semi-nested PCR analysiert. Die Zellen des ersten CLL-
Falles wiesen Ig-Genumlagerungen der Vpy-Familien 3 und 5, die des
zweiten CLL-Falles der VH-Familien 2 und 3 auf (Kiippers et al. 1993a).
Es wurden elf Einzelzellen des ersten CLL-Falles analysiert, von vier
Zellen wurden PCR-Produkte mit dem A- und dem C-Primer erhalten. Von
den fiunf untersuchten Zellen des zweiten CLL-Falles wurden von zwei
Zellen PCR-Produkte mit dem A- und dem B-Primer erhalten. Die
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Effizienz, d.h. der Anteil der Zellen, aus denen mindestens eine Ig-
Genumlagerung amplifiziert wurde, lag somit bei ca. 37%.

Bei der Analyse 16 FACS-sortierter einzelner u+ B-Zellen (siehe 2.1.6.)
konnten von zwolf Zellen PCR-Produkte mit den FR3 Vy-Primern erhalten
werden, die Effizienz der Amplifizierung betrug somit 75%. Von elf Zellen
wurden mit dem A-Primer und von einer Zelle mit dem A- und dem C-
Primer PCR-Produkte erhalten. Die Ergebnisse der Etablierung der
Einzelzell-PCR-Analyse mit den FR3 Vpg-Primern sind in Tabelle 6
zusammengefaft.

Tabelle 6: Untersuchung der Ig-Genumlagerungen von Einzelzellen mit
dem FR3 Vg-Primer-Mix

Zelltyp positive/analysierte Zellen
Zellen des ersten CLL-Falles 4/11

Zellen des zweiten CLL-Falles 2/5
FACS-sortierte p* B-Zellen 12/16

Es zeigte sich somit, daB die Amplifizierung von Ig-Genumlagerungen
einzelner Zellen unter Verwendung der FR2- bzw. der FR3-Primer moglich
ist.
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3.3. Untersuchung von aus Formalin-fixierten, in Paraffin
eingebetteten Geweben mikromanipulierten einzelnen HRS- und
NHL-Zellen auf Ig-Genumlagerungen

3.3.1. Untersuchung von aus immungefirbten Priparaten von
Formalin-fixierten, in Paraffin eingebetteten Geweben
mikromanipulierten HRS-Zellen auf Ig-Genumlagerungen

Einzelne = HRS-Zellen  wurden  mittels =~ Mikromanipulation  aus
immungefarbten Schnitten Formalin-fixierter Biopsate eines
lymphozytenreichen (LP) und eines gemischtzelligen Subtyps (MC) von
Morbus Hodgkin isoliert (siehe 2.1.7.). Die Basensequenzen der Ig-
Genumlagerungen der HRS-Zellen waren aus der Untersuchung von
Kiippers et al. (1994) bekannt. Bei Amplifizierung mit den FR3 Vpy-
Primern betrug die Linge der zu erwartenden PCR-Produkte bei dem LP
MH 90 bp und bei dem MC MH 106 bp.

Die Durchfiihrung der semi-nested PCR mit FR3 Vy-Primern erfolgte nach
dem in 2.3.2.ff beschriebenen Protokoll. Als Positivkontrolle der PCR
dienten 25 pg CLL-DNS (siche 2.1.1.) sowie einzelne FACS-sortierte
IgD+ B-Zellen (sieche 2.1.6.).

Es wurden von jedem Fall 20 HRS-Zellen untersucht. Aus keiner der
Zellen konnte eine Ig-Genumlagerung amplifiziert werden (siehe Tabelle 7).
Eine Verlangerung des Proteinase K-Verdaus von einer auf drei Stunden bei
jeweils 10 der 20 analysierten Zellen jeden Falles fiihrte zu keiner
Verbesserung der Amplifikation.

Drei der vier CLL-Positivkontrollen zeigten in der Gelelektrophorese
Banden in der erwarteten Hohe. Ebenso waren PCR-Produkte im
erwarteten Lingenbereich (80-130 bp) bei neun von zehn FACS-sortierten
IgD+ B-Zellen nachzuweisen (siehe Tabelle 7). Von acht der Zellen
wurden PCR-Produkte mit dem A-Primer und von einer Zelle mit dem A-
und dem C-Primer erhalten. Aufgrund der hohen Effizienz der
Amplifizierung der IgDt B-Zell-Positivkontrollen konnte von einer
korrekten Durchfiihrung der PCR ausgegangen werden. Die Gelspuren der
Negativkontrollen zeigten keine PCR-Produkte.
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Tabelle 7: PCR-Analyse  mikromanipulierter = HRS-Zellen  von
immungefarbten und Hamalaun gegengefarbten Schnitten Formalin-
fixierten, in Paraffin eingebetteten Gewebes.

Zelltyp Fall positive/analysierte Zellen
HRS-Zellen LP MH 0/20
MC MH 0/20
Kontrollen
FACS-sortierte IgD + B-Zellen 9/10
3.3.2. Untersuchung des Einflusses der Immunfirbung auf die

Amplifizierbarkeit der DNS

Bei der Durchfithrung einer Immunfirbung werden Schnitt-Priparate einer
aufwendigen Behandlung unterzogen. Es sollte daher der EinfluB der
Immunfiarbung auf die durch Formalinfixierung gegeniiber unfixiertem
Gewebe bereits verschlechterte DNS-Giite untersucht werden.

DNS von zwei Formalin-fixierten, in Paraffin eingebetteten NHL-Fillen
mit bekannten Ig-Genumlagerungen wurde extrahiert (siehe 2.1.4.). Dazu
wurde von jedem Fall ein 10 pm Schnitt angefertigt. Zusitzlich wurden
jeweils fiinf histologische Schnitte mit einer Dicke von 2 pm mit anti-
CD20-Antikorper gefarbt, von den Objekttragern abgekratzt und in sterile
Eppendorf-Hiitchen tiberfiihrt. Nach der Extraktion erfolgte die Analyse der
DNS in der Gelelektrophorese. In der Gelelektrophorese waren deutliche
Unterschiede zwischen den DNS-Priparationen der immungefarbten und
nicht immungefiarbten Priparate zu erkennen (siche Abbildung 6). Die aus
den nicht immungefirbten Schnitten isolierte DNS stellte sich in
Fragmenten dar, die gleichméBig vom Gelslot bis auf die Hohe der
kleinsten Léinge des Standard-Basenmarkers auf dem Gel verteilt waren.
Demgegeniiber konnte die nach Immunfiarbung extrahierte DNS in
Fragmenten bis zu einer DNS-Strangldnge von maximal 300 bp auf dem
Gel nachgewiesen werden.
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Abbildung 6: Polaroidfoto eines 1 %igen Agarosegels.
Gelelektrophoretische Darstellung des Einflusses der Immunfarbung auf die
Linge der DNS-Fragmente bei Formalin-fixiertem, in Paraffin
eingebettetem Gewebe

Spur 1 zeigt als Langenstandard eine kilo-bp-Leiter, Spur 2 und 3 zeigen die extrahierte
DNS des NHL G48, Spur 4 und 5 die des NHL G61. Die DNS aus Spur 2 und 4 wurde
aus den Schnittpriparaten nach der Immunfirbung, die DNS aus Spur 3 und 5 aus den
ungefarbten Préparaten isoliert.

Bei der anschlieBend durchgefiihrten Ganzschnitt-PCR mit den FR1, FR2
und FR3 Vy-Primern mit korrespondierenden Jg-Primern war bei einer
eingesetzten DNS-Menge von 250 ng bei der aus den Paraffinschnitten
isolierten DNS eine Amplifikation der Ig-Genumlagerung moglich. Es
zeigten sich nach der Gelelektrophorese auf dem Agarosegel prominente
Banden. Mit der nach Immunfirbung extrahierten DNS war bei
Amplifikation mit den FR1 Vg-Primern nach der Gelelektrophorese auf
dem Agarosegel nur eine sehr schwache Bande zu erkennen. Auch die
Intensitdt der Bande des mit FR2 Vg-Primern amplifizierten Produktes war
bei der DNS aus immungefdrbten Priparaten schwécher, wohingegen die
Bande des mit dem FR3 Vy-Primer amplifizierten Produktes prominent
war. Die schlechtere Amplifikation der lingeren Produkte mit den FRI-
und den FR2-Primern deutet auf eine geringere Qualitit der aus
immungefarbten Préparaten extrahierten DNS im Gegensatz zu der aus
nicht-immungeférbten hin.

Zur weiteren Untersuchung des Einflues der Immunfirbung auf die DNS
erfolgte die Analyse zweier Formalin-fixierter, in Paraffin eingebetteter
Tonsillen (siehe 2.1.4.). Dazu wurden von jeder Tonsille vier verschiedene
Fraktionen erstellt und die DNS wie in 2.1.4.1.-2.1.4.4. beschrieben
extrahiert:

42



1. je Tonsille ein 10 pm Schnitt zur DNS-Extraktion,

2. je Tonsille fiinf 2 um dicke Schnitte, welche wie fiir die Immunfarbung
im Wirmeschrank entparaffiniert, aber nicht gefarbt wurden,

3. je Tonsille fiinf mit anti-CD20-Antikorper gefarbte, 2 um dicke Schnitte,
4. je Tonsille fiinf 2 um dicke Schnitte, welche nach einer
Entparaffinierung fiir 24 Stunden im Xylol-Bad mit anti-CD20-Antikérper
gefarbt wurden.

Wieder konnten nach der Gelelektrophorese deutliche Unterschiede in der
Linge der DNS-Fragmente der einzelnen Fraktionen erkannt werden.
Fraktion 1 und 2 zeigten eine gleichméifBige GroBenverteilung der DNS-
Fragmente. Die DNS-Fragmente stellten sich bei der ersten Fraktion von
der Hohe der kleinsten Linge des Standard-Basenmarkers bis in den Gelslot
hinein dar. Bei Fraktion 2 reichten sie anndhernd so weit bis auf eine Hohe
von etwa 1200 bp Linge. Fraktion 3 und 4 wichen davon stark ab. Die
DNS-Fragmente zeigten eine Linge von maximal 300 bp.

Zum Vergleich wurde die DNS eines unfixiertes Falles eines MH
untersucht. Die Analyse der extrahierten DNS im Gegensatz zu der mit
anti-CD20-Antikorper gefarbten und extrahierten DNS erbrachte in der
Gelelektrophorese keinen deutlichen Unterschied der DNS-Stranglinge. Bei
beiden Fraktionen waren die DNS-Fragmente gleichmiBig tliber die ganze
Gel-Lange zu erkennen. Der oben beschriebene EinfluB der Immunfarbung
auf die Lange der extrahierten DNS-Fragmente konnte bei der aus
unfixiertem Material extrahierten DNS also nicht beobachtet werden.

3.3.3. Untersuchung mikromanipulierter HRS-Zellen aus Hiamalaun-
gefarbten sowie aus immungefirbten und mit Hamalaun
gegengefirbten Priparaten von Formalin-fixiertem, in Paraffin
eingebettetem Gewebe auf Ig-Genumlagerungen

Aus histologischen Schnittpraparaten eines LP MH wurden mittels
Mikromanipulation HRS- und T-Zellen isoliert (siche 2.1.6.). Da ein
EinfluB der Immunfirbung auf die DNS-Giite vermutet wurde, (s.0.),
erfolgte die Isolierung der HRS-Zellen in zwei Fraktionen. Die
Mikromanipulation wurde zum einen an nur mit Hamalaun gefarbten und
zum anderen an mit anti-CD20-Antikérper gefarbten und mit Hamalaun
gegengefarbten Schnitten durchgefiihrt.
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Als Negativkontrollen dienten T-Zellen, die am gleichen Tag aus
benachbarten, mit anti-CD3-Antikorper gefarbten Schnitten isoliert wurden.
Positivkontrollen der PCR waren einzelne FACS-sortierte IgD + B-Zellen.
Die Basensequenz der Ig-Genumlagerung der Vy3-Familie der HRS-Zellen
war aufgrund von vorhergehenden Untersuchungen bekannt. Die Lange des
zu erwartenden PCR-Produktes betrug bei Amplifizierung mit dem FR3
Vg-Primer 102 bp.

Die Durchfiihrung der semi-nested PCR mit FR3 Vg-Primern erfolgte nach
dem in 2.3.2.ff beschriebenen Protokoll. Es wurden 15 aus Hémalaun-
gefarbten und 15 aus mit anti-CD20-Antikorper gefarbten Schnitten isolierte
HRS-Zellen analysiert. Von keiner HRS-Zelle konnte ein PCR-Produkt
erhalten werden, ebenso von keiner der acht analysierten T-Zellen (siche
Tabelle 8). Bei sieben der acht FACS-sortierten IgD+ B-Zellen waren in
der Gelelektrophorese Banden in der erwarteten Hohe (80-130 bp)
nachweisbar. Von sechs Zellen wurden Produkte mit dem A-Primer
erhalten und von einer Zelle mit dem C-Primer.

Tabelle 8: PCR-Analyse  mikromanipulierter =~ HRS-Zellen  von
immungefirbten sowie Hidmalaun-gefarbten Schnitten aus Formalin-
fixiertem, in Paraffin eingebettetem Gewebe

Zelltyp Farbung positive/analysierte

Zellen

HRS-Zellen anti-CD20-AK + Hémalaun 0/15
Hémalaun 0/15

Kontrollen

FACS-sortierte I[gD*+ B-Zellen 7/8

T-Zellen anti-CD3-AK + Himalaun 0/8

Zusammenfassend kann festgestellt werden, daB es bei der Analyse von drei
Formalin-fixierten, in Paraffin eingebetteten Féllen von MH nicht moglich
war, Ig-Genumlagerungen in den mittels Mikromanipulation isolierten
HRS-Zellen zu amplifizieren (3.3.1.-3.3.3.). Mit Ganzschnitt-PCR-
Analysen von Formalin-fixierten, in Paraffin eingebetteten B-NHL sind
jedoch erfolgreich Ig-Genumlagerungen nachgewiesen worden (Kiippers et
al. 1993). Auch bei der Analyse von Zellgruppen bestechend aus
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neoplastischen Follikeln oder einigen hundert Tumorzellen (Pan et al. 1994)
war dieses moglich.

Es stellte sich die Frage nach einer "Auflosegrenze" der Amplifizierbarkeit
von aus Formalin-fixiertem, in Paraffin eingebettetem Material extrahierter
DNS. Da bei MH die maligne HRS-Zell-Tumorpopulation ca. 1% der
Gesamtzellmenge darstellt, wurde ein B-NHL fiir die Analyse von
Tumorzellgruppen verwendet (2.1.7.).

3.3.4. Untersuchung von mikromanipulierten Tumor-Zellgruppen und
einzelnen NHL B-Zellen eines B-NHL auf Ig-Genumlagerungen

Mittels Mikromanipulation wurden aus histologischen Schnittpriparaten
eines B-NHL (G62) Tumorzellgruppen und einzelne Tumorzellen sowie T-
Zellen isoliert (siche 2.1.8.). Die Isolierung der Tumorzellen erfolgte in
zwei Fraktionen zum einen aus mit Himalaun und zum anderen aus mit
anti-CD20-AntikOrper  gefirbten und mit Hamalaun gegengefarbten
Schnitten. Die T-Zellen wurden aus mit anti-CD3-AntikOrper gefarbten
Schnitten isoliert. Sie dienten als Negativkontrollen der PCR.

Die semi-nested PCR wurde mit FR3 Vy-Primern nach dem in 2.3.2.ff
beschriebenen Protokoll durchgefiihrt. Die Basensequenz der Ig-
Genumlagerung der Vyg3-Familie der NHL B-Zellen war bekannt. Die
Lange des erwarteten PCR-Produktes betrug bei Amplifizierung mit den
FR3 Vg-Primern 99 bp. Als Positivkontrolle der PCR dienten einzelne
FACS-sortierte IgD+ B-Zellen (sieche 2.1.6.). Die Ergebnisse der PCR-
Analyse sind in Tabelle 9 zusammengefaBt.

Die Amplifizierung von Zellgruppen mit 50 bis zu 200 Zellen war moglich.
Die PCR-Produkte aus den Tumorzellen stellten sich als scharfe Banden in
erwarteter Hohe auf dem Agarosegel dar. Es war kein Unterschied in der
Effizienz der Amplifizierbarkeit der Ig-Genumlagerung zwischen den aus
Hamalaun-gefarbten und den aus immungefarbten und Hémalaun
gegengefarbten Schnitten isolierten Zellen festzustellen.

Die Effizienz der Amplifizierung lag bei Gruppen von fiinf bzw. drei Zellen
bei ca 70%, sie fiel drastisch bei der Analyse von Einzelzellen auf 10% ab.
Insgesamt wurden 31 Einzelzellen untersucht. Alle drei Zellen, die ein
PCR-Produkt erbrachten, waren aus nur H&amalaun-gefarbt Schnitten
isoliert worden.
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Aus keiner der mikromanipulierten T-Zellen wurde eine Ig-Genumlagerung
amplifiziert, wohingegen bei acht von 15 untersuchten FACS-sortierten
IgD +-B-Zellen Banden von 80-130 bp nachzuweisen waren.

Tabelle 9: Analyse des NHL (G62) mit FR3 Vy-Primer-Mix

Anzahl d. Zellen Farbung positive/analysierte Gesamtzahl
pro Gruppe Zellgruppen bzw. positiver/analysierter
Zellen Zellgruppen bzw.
Zellen
200 anti-CD20-AK + Hamalaun 2/2
Héamalaun 2/2 4/4
100 anti-CD20-AK + Hamalaun 2/2
Héamalaun 2/2 4/4
50 anti-CD20-AK + Himalaun 2/2
Héamalaun 2/2 4/4
20 Héimalaun 1/1 1/1
10 anti-CD20-AK + Himalaun 4/5
Hémalaun 5/7 9/12
5 anti-CD20-AK + Hémalaun 6/10
Hémalaun 5/6 11/16
3 Hémalaun 2/2 2/2
Hémalaun 1/3 1/3
1 anti-CD20-AK + Hémalaun 0/16
Hémalaun 3/15 3/31
Kontrollen
FACS-sort. IgD* B-Zellen 8/15
T-Zellen anti-CD3-AK + Héimalaun 0/10
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Bei einigen Zellgruppen erfolgte eine Analyse mit der FR2 Vg-Primer-
Mischung in einer semi-nested PCR nach dem in 2.3.2ff beschriebenen
Protokoll. Die Effizienz der Amplifizierung lag deutlich unter der mit FR3
Vg-Primern, weshalb auf eine Untersuchung von Einzelzellen verzichtet
wurde (siehe Tabelle 10).

Tabelle 10: Analyse des NHL (G62) mit FR2 VH-Primer-Mix

Anzahl d. Zellen Farbung positive/analysierte Gesamtzahl
pro Gruppe Zellgruppen positiver/analysierter
Zellgruppen

200 anti-CD20-AK + Hémalaun 0/3

Hémalaun 2/3 2/6
150 anti-CD20-AK + Himalaun 1/1 1/1
100 anti-CD20-AK + Hémalaun 0/3

Hémalaun 2/3 2/6
50 anti-CD20-AK + Hémalaun 1/3

Hémalaun 1/3 2/5
Kontrollen
FACS-sort. IgD* B-Zellen 1/3
T-Zellen anti-CD3-AK + Himalaun 0/2
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4. DISKUSSION

4.1. Molekularbiologische Untersuchung eines B-NHL mit Hodgkin-
Zellen

Die groBen, mit einem blasigen Zellkern und prominenten Nucleoli
ausgestatteten Hodgkin-Zellen und die mehrkernigen Reed/Sternberg-Zellen
sind die typischen neoplastischen Zellen des Morbus Hodgkin (MH). Das
Vorhandensein dieser zusammengefaBt auch als Hodgkin-Reed/Sternberg-
(HRS-) Zellen bezeichneten Tumorzellen reicht jedoch fiir die Diagnose eines
MH nicht aus. FEin typisches Zellinfiltrat aus Makrophagen, Histiozyten,
Lymphozyten, eosinophilen Granulozyten, Retikulumzellen und evtl.
Epitheloidzellen gehort ebenfalls zum histologischen Bild dieses malignen
Lymphoms. Dieses Kriterium ist sehr wichtig, da das Vorkommen von HRS-
Zellen auch bei anderen Erkrankungen beschrieben ist, so bei der Epstein-
Barr-Virusinfektion "Infektiose Mononukleose" (Tindle et al. 1972) oder beim
Burkitt-Lymphom (Schnitzer et al. 1970). Strum et al. (1970) fanden HRS-
Zellen in 13 Fillen unterschiedlicher Erkrankungen, so in einem
anaplastischen Karzinom der Brust, einem wenig differenzierten
Adenokarzinom der Lunge, einem malignen Melanom sowie in Fillen von
malignen Lymphomen. Schwierig ist die Einordnung der HRS-Zellen in Fillen
von Non-Hodgkin-Lymphomen (NHL). Ein Kombinationslymphom aus NHL
und MH zeichnet sich durch das Vorhandensein des typischen Zellinfiltrates
um die HRS-Zellen sowie einem abgegrenzten NHL aus (Jaffe et al. 1994). Ist
dieses nicht gegeben und liegen die HRS-Zellen diffus zwischen den NHL-
Zellen verteilt, so werden diese HRS-Zellen von verschiedenen Autoren als
HRS-dhnlichen Zellen (engl.: Reed/Sternberg-like cells) bezeichnet
(Hansmann et al. 1989, Momose et al. 1992, Schnitzer 1970, Shin et al. 1993,
Tindle et al. 1972, Tsang et al. 1993, sieche Tabelle 8). Aufgrund der
uneinheitlichen Nomenklatur werden die beschriebenen Zellen unabhénig von
dem Vorhandensein eines MH-typischen Zellinfiltrates als HRS-Zellen bzw.
als einkernige Hodgkin-Zellen bezeichnet.

Schnitzer (1970) beschreibt einen Fall von chronischer, lymphatischer
Leukdmie (CLL) mit Reed/Sternberg-Zellen. Er interpretiert die HRS-Zellen
als aufgrund der CLL-Chemotherapie verdnderte, histiocytische Zellen. Dick
et al. (1978) beschreiben ein histologisches Lymphknotenbild von Grad-III
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CLL mit von HRS-Zellen nicht zu unterscheidende Zellen. Sie interpretieren
diese Zellen als transformierte CLL-Zellen. Auch Colby et al. (1981)
beschreiben einen derartigen Fall. Mittels Immunfluoreszenz konnte hier eine
Leichtketten-Restriktion (kappa) der NHL B-Zellen und der HRS-Zellen
nachgewiesen werden. Dieser Fall wurde als CLL angesprochen.

Eine Erleichterung bei der Einordnung der HRS-Zellen bietet die
Immunhistochemie. HRS-Zellen zeichnen sich beim gemischtzelligen (MC)
und beim nodulér-sklerosierenden (NS) Subtyp des MH in der Regel durch die
Expression der Oberflaichenmarker CD30 (in ca. 90% der Fille) und CD15 (in
ca. 80% der Fille) aus. HRS-Zellen des lymphozytenreichen (LP) Subtypes
des MH fehlen in ca. 70% der Fille die Oberflachenmarker CD30 und CD15,
sie exprimieren aber im Gegensatz zu den HRS-Zellen der klassischen
Subtypen MC und NS in ca. 80% der Fille CD20 (Knowles 1993).

Die Angaben iber die von HRS-Zellen in NHL exprimierten
Oberflichenmarker weichen in der Literatur sehr voneinander ab. Die HRS-
Zellen in NHL exprimierten laut Norton und Isaacson (1985) kein CD15,
Kornstein et al. (1986) und Sheibani et al. (1986) konnten jedoch die
Expression dieser Antigene nachweisen. Hansmann et al. (1989) beschrieben
vier Félle von CLL mit HRS-Zellen. In drei dieser Fille exprimierten die
HRS-Zellen CD15, in zwei der Fille zusitzlich CD30. Im vierten Fall
exprimierten die HRS-Zellen kein CD15, jedoch CD30. In einem von Shin et
al. (1993) beschriebenen Fall von CLL mit HRS-Zellen exprimierten die HRS-
Zellen CD20, nicht jedoch CD15 und CD30.

Diese Ubersicht macht deutlich, daB die immunhistochemischen
Untersuchungen die Diagnosestellung bei der Unterscheidung zwischen MH,
NHL mit HRS-Zellen oder Kombinationslymphom unterstiitzen konnen,
jedoch immer im Kontext von Histologie und Klinik gesehen werden miissen.

Tsang et al. (1993) teilten zur besseren Ubersicht die Fille von CLL mit HRS-
Zellen in drei Gruppen ein: Gruppe A beinhaltet danach Félle von CLL mit
gleichzeitigem MH, d.h. das typische Zellinfiltrat um die HRS-Zellen ist
vorhanden. In Gruppe B werden Fille von CLL mit HRS-Zellen, um die das
MH-typische Zellinfiltrat fehlt, zusammengefafit. Die HRS-Zellen verhalten
sich immunphénotypisch wie die der klassischen Subtypen MC und NS des
MH, d.h. sie exprimieren CD30 und meist CD15. Gruppe C unterscheidet
sich nur durch die Oberflichenmarker von Gruppe B, die HRS-Zellen
exprimieren B-Zellmarker (u.a. CD20) und kein CD15. Von den 13 von
Mimose et al. (1992) beschriebenen Fille von CLL mit HRS-Zellen lassen
sich sechs in Gruppe B und fiinf in Gruppe C einordnen, zwei weitere Fille
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lassen sich mit dieser Einteilung nicht erfassen, die HRS-Zellen exprimieren
CD15, CD20 und CD30.

In der Literatur beschriebene Falle von CLL mit HRS-Zellen sind in Tabelle 8
zusammengefaBt.
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Tabelle 8: Literaturiibersicht: CLL mit HRS-Zellen

Anzahl |CLL-Z. |HRS-Z. | CD15 | CD20 | CD30 Sonstiges
d. Fille | einzelner | einzelner
Fille |Fille
1. Strum et al. 1970 2 Keine Immunhisto-
chemie
2. Schnitzer et al. 1 Keine Immunhisto-
1970 chemie
3. Dick et al. 1978 1 Keine Immunhisto-
chemie
4. Colby et al. 1981 1 kappa |kappa Immunfluoreszenz-
(+) (+) Untersuchung
der Ig-Leichtkette
5. Hansmann et al. 4 1. +
1989 2. + +/ -
3. + +
4. - +
6. Williams et al. 2 X + Fall 1 zeigt 1 Jahr
1991 X + + nach CLL-Chemo-
therapie in neuer
Biopsie nur MH
7. Momose et al. 13 13 + In situ
1992 Ix + - - Hybridisierung:
5x + - + EBV-RNS(+) in 12
2xX - + - der Fille
3x - + +
2X + + +
8. Shin et al. 1993 1 1x - + -
9. Tsang et al. 1993 1 X - + -
X — + +
kappa | (kappa)
IgM u.
Ig D
10. Jaffe et al. 1994 8 X +
X + +

51




Ein vielversprechender Ansatz zur Untersuchung von CLL mit HRS-Zellen ist
die Anwendung molekularbiologischer Verfahren. Seit der Etablierung der
Einzelzell-PCR-Analyse mikromanipulierter Zellen (Kiippers et al 1993b) ist
die Amplifizierung der Ig-Genumlagerungen einer einzelnen Zelle moglich
(siche 1.1.). Die Basensequenz der CDR3 der Antikorper ist mit Hilfe dieser
PCR und anschlieBender Sequenzierung der PCR-Produkte zu ermitteln. Die
CDR3 stellt durch ihre Einzigartigkeit einen idealen Klonalitdtsmarker fiir B-
Zell-Tumoren dar (sieche 1.2. und 1.4.). Anhand dieses Verfahrens ist es
moglich, eine klonale Verwandtschaft von Zellen zu untersuchen.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Einzelzell-PCR-Untersuchung bei einem
Fall einer CLL mit Hodgkin-Zellen angewendet, um eine mogliche klonale
Verwandtschaft der phanotypisch und immunhistochemisch unterschiedlichen
NHL-B-Zellen und Hodgkin-Zellen aufzuzeigen.

Das zur molekularbiologischen Untersuchung ausgewihlte Lymphom ist bei
der Begutachtung im Institut fiir Pathologie der Universitit Koln als CLL mit
Hodgkin-Zellen eingestuft worden. Die Hodgkin-Zellen (typische Reed-
Sternberg-Zellen kamen nicht zur Ausbildung) lagen im histologischen Bild
diffus zwischen den kleinen, lymphoiden Zellen des NHL vom Typ einer
chronischen, lymphatischen Leukdmie (CLL) verstreut. Ein fir den MH
typisches Zellinfiltrat in der Umgebung der Hodgkin-Zellen war nicht
vorhanden.

Immunhistochemisch reagierten die Hodgkin-Zellen mit anti-CD30- und anti-
CD15-Antikorpern positiv, wohingegen die kleinen lymphoiden Zellen der
CLL (NHL B-Zellen) positiv fiir den B-Zell-Marker CD20 waren. Nach Tsang
et al. (1993) wire dieser Fall in Gruppe B einzuordnen. Weder fiir die NHL
B-Zellen noch fiir die Hodgkin-Zellen war immunhistochemisch eine
eindeutige klonale Ig-Expression nachweisbar.

Das unterschiedliche Immunfarbeverhalten der Hodgkin-Zellen und der NHL-
B-Zellen scheint auf einen  unterschiedlichen  Ursprung  dieser
Tumorzellpopulationen hinzudeuten. FEine eindeutige Aussage iber eine
eventuelle klonale Verwandtschaft ist jedoch anhand der angewendeten
diagnostischen Maoglichkeiten nicht moglich. Die Untersuchung der Ig-
Genumlagerungen der Tumorzellen mittels einer Einzelzell-PCR-Analyse stellt
demgegeniiber eine sichere Moglichkeit des Klonalitatsnachweises dar.
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Die Basensequenzen der Ig-Genumlagerungen mikromanipulierter Hodgkin-
Zellen und NHL B-Zellen wurden ermittelt (sieche 3.1.). Sowohl Hodgkin-
Zellen als auch NHL B-Zellen wiesen eine VyDplg-Genumlagerung eines
Gens der Vp4-Familie auf (siehe Tabelle 5). Die Sequenzen der Ig-
Genumlagerungen individueller Hodgkin-Zellen waren identisch, ebenso die
Sequenzen der Ig-Genumlagerungen einzelner NHL B-Zellen (siche Abbildung
5). Es handelt sich bei beiden Zellpopulationen damit um einen Zellklon. Die
Sequenzen der Ig-Genumlagerungen der Hodgkin-Zellen und der NHL B-
Zellen waren bis auf einen Basenunterschied miteinander identisch (siehe
Abbildung 5). Die beiden Populationen der Hodgkin-Zellen und der NHL B-
Zellen sind somit klonal verwandte Zellpopulationen.

Zu dem am nichsten homologen Keimbahngen Vy4-21 (Sanz et al. 1989)
wiesen die Hodgkin-Zellen 14 Basen, die NHL B-Zellen 15 Basen Differenz
auf. Die iberwiegende Mehrheit dieser Nukleotidsubstitutionen kann
verldBlicherweise somatischen Mutationen zugeordnet werden, da die meisten
humanen Vy-Gene bekannt sind (Matsuda et al. 1993, Cook et al. 1994).
Weitere Evidenz fiir die weitgehende Bekanntheit der Vp-Keimbahngene
konnte in einer Sequenzanalyse von Vy-Genen, die von nativen IgD+ B-Zellen
(diese Zellen tragen bekannterweise unmutierte, umgelagerte V-Gene)
amplifiziert wurden, gewonnen werden. Unter 55 Vy-Genen die von B-Zellen
von zwei Spendern amplifiziert wurden, waren 48 zu 100% homolog zu
publizierten Keimbahngenen. Sieben Sequenzen hatten zwischen einem und
acht Nukleotidunterschiede (im Durchschnitt vier Unterschiede) zu den am
hochsten homologen Keimbahngenen (H. Kanzler, R. Kiippers, personliche
Mitteilung).

Kiippers et al. 1994 und Kanzler et al. 1996b beschrieben das Auftreten von
klonalen Ig-Genumlagerungen in HRS-Zellen des MH. Sie konnten zeigen,
daB die HRS-Zellen im MH einen dominanten, von B-Zellen abgeleiteten
Tumorklon darstellen. In den klonalen Ig-Genumlagerungen wurde ein hohes
MaB an somatischer Mutation festgestellt. Es wird angenommen, daf3 der
ProzeB der somatischen Hypermutation von der Mikroumgebung des
Keimzentrums abhédngig ist. Aufgrund des Auffindens von mutierten,
umgelagerten V-Genen in den HRS-Zellen kann daher angenommen werden,
daB sich die HRS-Zellen von Keimzentrums-B-Zellen oder deren
Nachkommen ableiten. In einigen Fillen wurden Mutationen gefunden, die die
SchluBfolgerung zulassen, daB die Vorliuferzellen der HRS-Zellen aus einem
Keimzentrum stammen miissen (Kanzler et al. 1996b).
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In dem im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersuchten Fall einer CLL mit
Hodgkin-Zellen stellte sich ebenfalls heraus, daB die Hodgkin-Zellen
identische Ig-Genumlagerungen tragen und somit eine klonale Population mit
Herleitung von der B-Zell-Linie darstellen. Wie in den bereits untersuchten
HRS-Zellen des MH tragen auch die Hodgkin-Zellen der untersuchten CLL
somatisch mutierte, umgelagerte V-Gene (s.0.). Das Auftreten von
somatischen Mutationen in Vy-Genumlagerungen in Zellen der B-CLL ist in
ca. 25% der untersuchten Fille von B-CLL beschrieben worden (zur Ubersicht
siche Schroeder und Dighiero, 1994). Zusammenfassend kann in dem
untersuchten Fall von einer Herleitung der klonal verwandten Populationen
von Hodgkin-Zellen und NHL-B-Zellen von einer Keimzentrums-B-Zelle oder
deren Nachkommen ausgegangen werden.

In dem untersuchten Fall von CLL mit Hodgkin-Zellen konnte weder fiir die
Hodgkin-Zellen noch fiir die NHL-B-Zellen eine V-J-Umlagerung fiir k- oder
fiir A-Leichtkettengene nachgewiesen werden (siehe Tabelle 5). Es ist denkbar,
daB somatische Mutationen im Bereich der Bindungsstellen der Primer fiir die
Einzelzell-PCR eine effiziente Bindung der Primer verhindert haben und so
mogliche vorliegende Leichtketten-Genumlagerungen nicht amplifiziert werden
konnten.

Die NHL B-Zellen des ersten Experiments wurden als CD3- Zellen
mikromanipuliert, die des zweiten Experimentes als CD20+ Zellen. Die
ermittelten Basensequenzen der Ig-Genumlagerungen der NHL B-Zellen beider
Experimente waren identisch, die Identifikation der NHL B-Zellen als CD3-
Zellen war somit sehr gut moglich. Bei einer von 14 untersuchten Kontroll-T-
Zellen wurde bei der PCR-Analyse eine Vp4-Umlagerung nachgewiesen,
deren Basensequenz identisch zu der der NHL B-Zellen war. In T-Zellen sind
bisher nur D-J-Umlagerungen der Schwerketten nachgewiesen worden
(Waldmann, 1987). Eine zellulire Kontamination wihrend der
Mikromanipulation, d.h. eine unbeabsichtigte Isolierung von Zellkern-
Fragmenten benachbarter Zellen oder eine unspezifische Immunfarbung einer
NHL-B-Zelle ist wahrscheinlich die Ursache der Kontamination.

Die Ubereinstimmung der Sequenzen der Vy-Genumlagerungen der Hodgkin-
Zellen und der NHL B-Zellen des untersuchten Falles macht die klonale
Verwandtschaft der beiden Zellpopulationen deutlich. Die Hodgkin-Zellen
dieses Falles haben somit den gleichen Ursprung wie die CLL-Zellen (s.o0.).
Nach Choi et al. (1981) und Rausing (1976) sind in der terminalen Phase der
CLL bei 10-20% der Fille HRS-Zellen zu finden. Uber eine mogliche
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Entstehung eines MH wére nur mit Verlaufsuntersuchungen eine Aussage zu
machen. Williams et al. (1991) beschreiben einen derartigen Fall. Ein Jahr
nach Diagnose einer CLL mit HRS-Zellen und Chemotherapie wurde in einer
erneuten Biopsie MH ohne Anzeichen einer CLL nachgewiesen.

Interessant ist die Frage, ob bei &dhnlichen Fillen ebenfalls eine
Ubereinstimmung der Ig-Genumlagerungen, also eine klonale Verwandtschaft
der NHL B-Zellen und der HRS-Zellen besteht. Aufgrund der Seltenheit von
CLL mit HRS-Zellen ist Frischgewebe selten verfiigbar. Das archivierte
Material liegt stattdessen in Formalin-fixierter, in Paraffin eingebetteter Form
vor. In der vorliegenden Arbeit wurde daher der Versuch unternommen, die
Technik der Einzelzell-PCR von unfixiertem, gefrierkonserviertem Gewebe
auf Formalin-fixiertes, in Paraffin eingebettetes Material zu tibertragen.

4.2. Etablierung der Einzelzell-PCR mikromanipulierter Zellen aus
Formalin-fixiertem, in Paraffin eingebettetem Gewebe

Ganzschnitt-PCR-Analysen von DNS, welche aus Formalin-fixiertem, in
Paraffin  eingebettetem Gewebe isoliert wurde, sind héiufig zur
Klonalititsbestimmung von B-Zell-Neoplasien angewandt worden (Inghirami et
al. 1993, Kiippers et al. 1993a, Pan et al. 1994, Reed et al. 1993, Wan et al.
1990). Pan et al. (1994) fiihrten semi-nested PCR-Analysen mit einem FR3
Vy-Konsensus-Primer durch. Sie isolierten aus Formalin-fixiertem, in Paraffin
eingebettetem Gewebe neoplastische Follikel oder einige hundert Tumorzellen,
welche sie nach Proteinase K-Verdau als Target einsetzten. Bei der PCR-
Analyse von mikromanipulierten FEinzelzellen aus immungefarbten Schnitt-
Préparaten frischen Gewebes liegt die Effizienz der Amplifikation (Anzahl der
Zellen, aus denen mindestens eine Ig-Genumlagerung amplifiziert werden
kann) bei ca. 45% (Kiippers et al. 1993b, 1994, Kanzler et al. 1996b). Im
Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte die Ubertragbarkeit der Einzelzell-
PCR-Analyse auf mikromanipulierte Zellen aus Formalin-fixiertem, in
Paraffin eingebettetem Material tiberpriift werden.
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Durch die Fixierung von Gewebe mit Formalin, einer wassrigen Formaldehyd-
Losung, werden zwischen dem Formaldehyd und den NH-Gruppen der
Amino-Gruppen der Nukleotide, sowie der Peptid-Bindungen und anderer
Gruppen von Proteinen, Briicken ausgebildet (Schiff'sche Basen). Diese fithren
zu einer Vernetzung der Proteine mit der DNS. Es entsteht eine irreversible
Denaturierung (Beyermann 1987, Wu et al. 1990), das DNS-Molekil wird
starrer als im unfixierten Zustand und deshalb anfilliger fiir Strangbriiche
(Mies 1992). Die DNS-Extraktion fiihrt somit auch bei mit groBer Vorsicht
durchgefiihrter Behandlung zu Briichen des DNS-Stranges.

Da das Problem der Fragmentierung der DNS nicht zu umgehen ist, wurden
zur Amplifikation von Ig-Genumlagerungen Primer ausgewdhlt, die
komplementdr zu der FR2 bzw. FR3 der Ig-Schwerketten sind. In
Korrespondenz mit den Jy-Primern entstehen so um ca. 100 bzw. 200 bp
kiirzere PCR-Produkte als bei Verwendung der FR1 Vy-Primer, die fir die
Einzelzell-PCR aus Frischgewebe verwendet werden (siehe 1.2. Abbildung 1).
Die Wahrscheinlichkeit, ein PCR-Produkt zu erhalten, welches bei
Verwendung der FR3 Vpg-Primer nur 80-130 bp, bei Verwendung der FR2
Vy-Primer ca. 200 bp lang ist, ist aufgrund der zu erwartenden Strangbriiche
der DNS hoher als die, ein 300-350 bp langes Produkt wie bei Verwendung
der FR1-Primer zu erhalten.

Die Etablierung der FR2 und FR3 Vy-Primer erfolgte an Féllen von CLL, die
bereits von Kiippers et al. (1993a und 1995) bei der Etablierung der FR1 Vg-,
V- und V,-Primer verwendet worden sind (siehe 2.1.1. und 3.2.). 25 pg DNS
wurden als Target in der ersten Runde der PCR eingesetzt, diese Menge
entspricht etwa der DNS-Menge von fiinf Zellen. Als nichsten Schritt wurden
Einzelzellen verwendet (einzelnen CLL-Zellen von Zytospins sowie einzelne
FACS-sortierte IgM+ B-Zellen, sieche 2.1.2. und 2.1.6.). Die Effizienz der
Amplifizierung war mit 37,5% (fiir die CLL-Zellen) und 75% (fiir die FACS-
sortierten IgM+ B-Zellen) vergleichbar mit der Amplifizierung mit FR1 Vy-
Primern (siehe 3.2. Tabelle 6).

Aus HRS-Zellen, die aus immungefarbten Schnitt-Priparaten von zwei
Formalin-fixierten, in Paraffin eingebetteten Lymphknoten von MH (MC- und
LP-Subtyp) isoliert worden waren, konnten mittels zwei Runden semi-nested
PCR mit FR3 Vy-Primern keine PCR-Produkte erhalten werden (siehe 3.3.1.
Tabelle 7). Aus Frischgewebe der gleichen Fille war bei Verwendung der
FR1 Vy-Primer bei der Einzelzell-PCR eine Effizienz von 25% (LP MH)
bzw. 60% (MC MH) erreicht worden (Kiippers et al. 1994). Neun der zehn
als Positivkontrolle amplifizierten FACS-sortierten IgD+ B-Zellen erbrachten

56



mit FR3 Vy-Primern PCR-Produkte in der erwarteten Linge von 80-130 bp,
so daB Fehler in der Durchfithrung der PCR ausgeschlossen werden konnen.
Es stellte sich die Frage, ob ausschlieBlich die durch Formalin-Fixierung
entstandene DNS-Denaturierung fiir dieses Ergebnis verantwortlich ist, oder
ob andere Faktoren eine Rolle spielten.

Histologische Préaparate werden bei der zur eindeutigen Identifizierung der
mikromanipulierten Zellen notwendigen Immunfirbung einer aufwendigen
Prozedur unterworfen. Es besteht die Moglichkeit, daB hierdurch die DNS-
Giite fiir die Amplifikation verschlechtert werden konnte. Um dieses zu
untersuchen wurde DNS aus mit anti-CD20-Antikorper gefarbten und mit
Héamalaun gegengefarbten sowie aus ungefarbten Préparaten Formalin-
fixierten, in Paraffin eingebetteten Gewebes zweier NHL isoliert und in einer
Gelelektrophorese analysiert. Die Linge der nach Immunfiarbung extrahierten
DNS-Fragmente lag bei maximal 300 bp. Die Fragmente der ungefiarbt-
extrahierten DNS stellten sich gleichméBige tiber die Gellinge verteilt dar
(siehe 3.3.2. Abbildung 6). Es scheint, daB die Immunfirbung in diesen Féllen
zu einer deutlichen Verkiirzung der Linge der DNS-Fragmente gefiihrt hat.
Bei der mit der extrahierten DNS anschliefend durchgefiihrten Ganzschnitt-
PCR mit den FR1, FR2 und FR3 Vy-Primern konnten mit 250 ng DNA als
Target PCR-Produkte sowohl von der nach Immunfarbung extrahierten als
auch von der aus ungefarbten Préaparaten extrahierten DNS erhalten werden.
Die Intensitit der Banden, welche aus der nach Immunfirbung extrahierten
DNS erhalten wurden, zeigte sich auf dem Agarosegel jedoch deutlich
schwécher als die Banden, die aus der von unfixierten Priparaten extrahierten
DNS erhalten wurden. Am ausgepragtesten war dieser Unterschied bei den mit
FR1 Vy-Primern erhaltenen Produkten von 300-350 bp. Die aus
immungefarbten Priparaten extrahierte DNS scheint fiir die Amplifikation von
schlechterer Qualitit zu sein als die aus unfixierten Prédparaten extrahierte
DNS.

Die deutlichen Unterschiede der Giite der extrahierten DNS, definiert durch
die in einer Gelelektrophorese dargestellte Linge der extrahierten DNS-
Fragmente, konnten anhand zweier dhnlich behandelter Formalin-fixierter, in
Paraffin eingebetteter Tonsillen reproduziert werden (siehe 3.3.2.). Im
Gegensatz dazu zeigte die nach Immunfirbung extrahierte DNS eines
unfixierten Falles eines MH auf dem Elektrophoresegel keine Unterschiede in
der Liange der DNS-Fragmente zu der aus ungefarbten Praparaten extrahierten
DNS (siehe 3.3.2.). Es scheint somit durch die erforderliche Immunfarbung
eine Verschlechterung der DNS-Giite bei aus Formalin-fixiertem, in Paraffin
eingebettetem Gewebe isolierter DNS hervorgerufen zu werden.
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Es wire allerdings auch moglich, daB die kurzen DNS-Fragmente durch die
Formalin-Fixierung des Gewebes entstehen. Durch die Denaturierung konnte
es zu einer bei der DNS-Extraktion nicht zu l6senden Verbindung der DNS-
Fragmente kommen. Bei einer gelelektrophoretischen Analyse der DNS wiirde
die Fragmente linger erscheinen, als sie sind. Durch die Immunfirbung
konnten diese Verbindungen der DNS-Fragmente aufgelost werden und die
DNS sich in der Gelelektrophorese in ihrer realen Lénge darstellen. Gegen
diese Moglichkeit spricht die unterschiedliche Intensitit der PCR-Banden des
oben erlauterten Experimentes der PCR-Analyse der extrahierten DNS.

Der Vergleich der Amplifizierbarkeit von HRS-Zellen, welche aus
immungefarbten Priparaten im Gegensatz zu aus nur mit Himalaun gefarbten
Praparaten Formalin-fixierten, in Paraffin eingebetteten Gewebes isoliert
wurden, lag nahe. Es konnte jedoch weder aus den immungefirbten noch aus
den mit Himalaun gefirbten HRS-Zellen eines LP MH ein PCR-Produkt
erhalten werden (siehe 3.3.3. Tabelle 8). Die als Positivkontrolle der PCR
dienenden FACS-sortierten IgD+ B-Zellen erbrachten in sieben von acht
Fillen PCR-Produkte in dem erwarteten Lingenbereich von 80-130 bp, was
auf eine korrekte Durchfilhrung der PCR schlieBen lieB. Demgegeniiber
konnte von HRS-Zellen, die aus unfixiertem Gewebe des gleichen Falles
isoliert wurden, bei PCR-Analysen mit den FR1 Vy-Primern eine Umlagerung
der Vi3-Familie nachgewiesen werden.

Zusammenfassend war in drei Fillen von MH die Amplifizierung von Ig-
Genumlagerungen mikromanipulierter Einzelzellen aus immungefirbten
Schnitt-Praparaten von Formalin-fixierten, in Paraffin eingebetteten Geweben
nicht moglich. Da die Amplifikation groBere Zellmengen erfolgreich
durchgefiihrt wurde (Algara et al. 1992, Deane et al. 1991, Diss et al. 1993,
Inghirami et al. 1993, Kiippers et al. 1993a, McCarthy et al. 1990, Pan et al.
1994, Ramsamy et al. 1992, Reed et al. 1993, Segal et al. 1994, Wan et al.
1990, Yamada et al. 1989), sollte eine "Auflosegrenze" der PCR-Analyse
ermittelt werden. Hierzu wurde ein NHL verwendet, da die Tumorzellmenge
bei MH <1% liegt (siehe 3.3.4.).
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Interessanterweise konnten aus Zellgruppen von 200 bis zu 50 Zellen pro
PCR-Reaktionsansatz bei Verwendung der FR3 Vy-Primern Ig-
Genumlagerungen in allen Fillen amplifiziert werden (siehe 3.3.4. Tabelle 9).
Es zeigte sich kein Unterschied zwischen Zellgruppen aus immungefarbten und
Hamalaun gegengefarbten oder Himalaun-gefarbten Priparaten. Bei drei bis
fiinf Zellen pro PCR-Reaktionsansatz konnte noch eine Effizienz von ca. 70%
erreicht werden. Die Amplifizierung von Ig-Genumlagerungen -einzelner
Zellen war in ca. 10% der Fille moglich (drei von 31 Zellen), wobei
interessanterweise alle positiven Zellen nur mit Himalaun gefarbt waren (siche
3.3.4. Tabelle 9).

Bei Verwendung der FR2 Vy-Primer, welche ein um etwa 100 bp lingeres
PCR-Produkt erbringen als die FR3 Vy-Primer, zeigte sich eine deutlich
schlechtere Effizienz der Amplifizierbarkeit schon bei Zellgruppen von 200-50
Zellen pro Reaktionsansatz (siche 3.3.4. Tabelle 10). Die Effizienz der
Amplifizierung war bei Zellgruppen aus immungefirbten und H&malaun
gegengefarbten Priparaten deutlich schlechter als bei Zellgruppen aus
Hamalaun-gefarbten Priparaten. Somit konnten erneut Hinweise fiir einen
negativen FEinfluB der Immunfirbung auf die Amplifikation der Ig-
Genumlagerungen gefunden werden.

In zwei Experimenten wurde DNS jeweils aus immungefarbten und Himalaun-
gefarbten Praparaten des NHL extrahiert. Es konnte bei der ersten Extraktion
kein Unterschied in der DNS-Stranglange der aus immungefarbten und aus mit
Héamalaun  gefiarbten  Priparaten  extrahierten @ DNS  nach  einer
Gelelektrophorese auf dem Agarosegel beobachtet werden. Bei der zweiten
Extraktion zeigte sich demgegeniiber, daB die aus immungefarbten Praparate
extrahierte DNS deutlich kiirzere Fragmente aufwies. Da die DNS-
Extraktionen von zwei verschiedenen Archiv-Blockchen des NHL-Falles
durchgefiihrt wurden, liegt hier evtl. der Grund fiir das unterschiedliche
Verhalten.

Es zeigt sich somit, daB Einzellzell-PCR-Analysen von Zellen, welche aus
Formalin-fixiertem, in  Paraffin  eingebettetem  Gewebe  mittels
Mikromanipulation isoliert wurden, grundsitzlich moglich sind. Die Effizienz
bleibt jedoch deutlich unter der von Einzelzell-PCR-Analysen von aus
unfixiertem Gewebe isolierten Zellen. Bei drei Fillen von MH war es nicht
moglich, mit FR3 Vy-Primern Ig-Genumlagerungen der HRS-Zellen zu
amplifizieren, obwohl dieses bei HRS-Zellen, die aus unfixiertem Gewebe der
Fille isoliert wurden, mit FR1 Vy-Primern moglich war. Bei einem NHL-Fall
konnten demgegeniiber Ig-Genumlagerungen von aus fixiertem Gewebe
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isolierten NHL B-Zellen mit den FR3 Vy-Primern mit einer Effizienz von
10% amplifiziert werden (siche Tabelle 9). Die schlechte Effizienz der
Amplifizierung im Vergleich zur Amplifizierung von Ig-Genumlagerungen von
Zellen, die aus Frischgewebe isoliert wurden kann mehrere Ursachen haben.
Ein wichtiger Grund ist die Fixierung der Gewebe. RoutinemaBig wird in
Deutschland zur Fixierung von Gewebe fiir histologische Untersuchungen
Formalin verwendet. Greer et al. (1990) untersuchten den EinfluB3
verschiedener Fixative und der Fixationszeit auf die Verwendungsmoglichkeit
der extrahierten DNS in der Ganzschnitt-PCR. In 10%igem, gepuffertem
Formalin sowie in Aceton fixiertes Gewebe wies ihren Untersuchungen
zufolge die beste DNS-Qualitit im Gegensatz zu den mit anderen Fixativen
behandelten Geweben auf. Fir Formalin-fixiertes Gewebe fanden Greer et al.
keinen EinfluB der Fixationszeit, wobei nur drei Fixationszeiten, ndmlich
Zeiten von einer, vier und 24 Stunden untersucht wurden.

Die Fixation der Gewebe erfolgt im Institut fiir Pathologie der Universitit
Koln mit 5%igem (Schwankungsbreite bis zu 10%igem) ungepuffertem
Formalin fiir ca. 12-48 Stunden. Priparate von auswirtigen Arzten oder
Krankenhdusern sollen ebenfalls in 5%igem Formalin eingeschickt werden,
dieses ist jedoch nicht zu uiberpriifen. Die Einsendung erfolgt in der Regel auf
dem Postweg, die Fixationszeit schwankt somit unter Umstinden betrachtlich.
Rogers et al. (1990) fanden bei Formalin-fixiertem Gewebe bei Verwendung
von 10%igem, gepuffertem Formalin einen negativen EinfluB der
Fixationsdauer auf die DNS-Qualitit, definiert durch die Intensitit von PCR-
Signalen auf dem Gel. Eine Fixationszeit von sechs bis zu 48 Stunden zeigte
keine Unterschiede, bei 72 Stunden bis zu einer Woche war eine schwache
Verschlechterung und bei einer Fixationszeit von einer bis zu vier Wochen war
eine deutliche Verschlechterung der PCR-Banden-Intensitit festzustellen.

Der Zeitpunkt der Fixation nach Entnahme der Biopsate ist nicht zu
beeinflussen. Idealerweise sollte die Fixation umgehend erfolgen. Aus
technischen Griinden kann es aber vorkommen, daBl das Gewebe erst nach
einiger Zeit in das Fixativ gegeben wird. Es kann somit in dem Préparat schon
Autolyse aufgetreten sein, welche die DNS-Qualitit negativ beeinflussen kann.
Ein weiterer nicht zu beeinflussender Punkt ist die Einbettung der Formalin-
fixierten Pridparate in Paraffin. Vor einer Durchtrankung mit dem fliissigen,
auf 60°C erhitzten Paraffin ist eine Entwésserung der Priparate in einer
aufsteigenden Alkoholreihe erforderlich. Da Paraffin in Alkohol nicht 16slich
ist, folgt ein Bad in einem alkoholentziehenden, paraffinlésenden Intermedium,
meistens Xylol. Negative FEinflusse auf die DNS-Giite sind durch diese
Behandlung moglich.
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Auch das Alter der archivierten Blocke hat einen Einfluf auf die Linge der
extrahierten DNS (Goelz et al. 1985). Je langer die Archivierungsdauer
betrdgt, desto kiirzer sind héufig die nach DNS-Extraktion in der
Gelelektrophorese nachzuweisenden DNS-Fragmente.

Zu den Parametern, die im Rahmen der Untersuchungen archivierter Priparate
zu beeinflussen sind, gehoren die Behandlung der Paraffin-Blocke, d.h. die
Schnittdicke der Priparate sowie die Farbung und Immunhistochemie der
Paraffinschnitte. Ebenso sind die Mikromanipulation der Zellen, der
Proteinase K-Verdau sowie die Durchfiihrung der Einzelzell-PCR inklusive
Primerauswahl beeinfluB3bar.

Optimalerweise sollte die Schnittdicke der Priparate zur Mikromanipulation
die Dicke ca. einer Lage von Zellen betragen. Die Mikromanipulation der
HRS-Zellen, die einen Durchmesser von ca. 10 um aufweisen, erfolgt somit
bei unfixiertem Gewebe von 6-10 um dicken Schnitt-Priparaten. Werden
Paraffin-Schnitte in der gleichen Dicke angefertigt, so schwimmen sie bei der
notigen Entparaffinierung und Farbung von den Objekttragern ab. Aus diesem
Grund betragt die Schnittdicke hier ca. 3 um. Obwohl das Gewebe durch die
Formalin-Fixierung geschrumpft ist, ist es moglich, daB durch die geringere
Schnittdicke nur sehr wenig Material der HRS-Zelle auf dem Schnitt verbleibt.
Es konnen so Bereiche des Zellkerns, die die Ig-Genumlagerungen enthalten,
fehlen. Dieser Punkt konnte dazu beigetragen haben, daB die Amplifizierung
der HRS-Zellen aus Formalin-fixiertem Gewebe nicht moglich war. Die NHL
B-Zellen sind wesentlich kleiner als die HRS-Zellen, so da die
Wahrscheinlichkeit, den ganzen Zellkern bei der Mikromanipulation
aufzunehmen, deutlich groBer ist. Delabie et al. (1994) umgingen dieses
Problem durch die Anfertigung von Zellsuspensionen aus Formalin-fixiertem,
in Paraffin eingebettetem Gewebe. Sie isolierten daraus  mit einer
Mikropipette die fir EMA (engl.: epithelial membrane antigen) gefarbten
HRS-Zellen (L&H-Zellen des LP-Subtyps). Ihren Angaben nach erreichten sie
bei der Einzelzell-PCR mit einem FR3 Vp-Konsensus-Primer eine Effizienz
von 48%. Von zwei HRS-Zellen wiesen sie jedoch jeweils drei Vg-
Umlagerungen nach, die nicht aus einer einzelnen Zelle stammen konnen. Es
liegt die Vermutung nahe, daB anhaftende B-Zellen sowohl fiir die drei
Schwerkettenumlagerungen aus einem Reaktionsansatz als auch fiir die hohe
Effizienz der Amplifikation verantwortlich sein konnten. Die Technik von
Delabie et al. (1993) scheint zur verldBlichen Isolierung einer einzigen Zelle
nicht geeignet zu sein.
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Einen sehr wichtigen Punkt stellt die zur eindeutigen Identifizierung der Zellen
notige Immunfiarbung dar. Die vorliegenden Ergebnisse deuten auf einen
negativen EinfluB der Immunfirbung, besonders bei Formalin-fixiertem, in
Paraffin eingebettetem Gewebe hin. Definiert wird der EinfluB der
Immunfirbung anhand der Linge der DNS-Fragmente in der
Gelelektrophorese. Eine systematische Arbeit tiber den EinfluB verschiedener
Immunfirbetechniken wire zur Losung dieses Problemes erforderlich. Im
Rahmen der vorliegenden Arbeit war eine ausfiihrlichere Bearbeitung jedoch
nicht moglich.

Auch bei der Isolierung der FEinzelzellen mittels Mikromanipulation aus
Formalin-fixiertem, in Paraffin eingebettetem Gewebe ergeben sich
Schwierigkeiten, die bei der Isolierung aus unfixiertem Gewebe nicht
auftreten. So ist das Loslosen der Einzelzelle aus dem Zellverband wegen der
fixationsbedingten Proteinvernetzung schwieriger. Dadurch erhoht sich die
Gefahr, nicht den ganzen Zellkern aufzunehmen, so daf die gewiinschten
Gensegmente auf dem Schnitt-Praparat verbleiben konnten. Der gegenteilige
Fall, die als "zellulire Kontamination" bezeichnete unerwiinschte Isolierung
der DNS von mehr als einer Zelle, kommt bei der verwendeten Technik selten
vor. Zur Abschitzung der Haufigkeit der zelluliren Kontamination werden in
jeder Mikromanipulations-Sitzung T-Zellen isoliert und ebenfalls auf Ig-
Genumlagerungen hin analysiert (siehe 2.1.8.). Keine der aus Formalin-
fixiertem, in Paraffin eingebettetem Gewebe isolierten T-Zellen erbrachten in
der PCR-Analyse ein PCR-Produkt.

Weiterhin denkbar ist, das der Proteinase K-Verdau aufgrund der
fixationsbedingten Denatutierung unvollstindig erfolgt, die DNS somit nicht
oder nur teilweise zur Amplifikation zur Verfigung steht. Eine entsprechend
groffe Enzymmenge sowie eine lange Verdauungszeit von einer Stunde sollten
hierbei jedoch ausreichen. Die Verlingerung der Verdauungszeit auf drei
Stunden erbrachte keine hohere Effizienz der Amplifizierung (siehe 3.3.1.).
Der neben der Fixierung der Gewebe sicherlich wichtigste Punkt ist die
Auswahl geeigneter Primer. Da die DNS durch die Fixation stark denaturiert
ist, ist die Warscheinlichkeit, ein kurzes PCR-Produkt erhalten zu konnen
deutlich groBer, als bei einem ldngeren Produkt. Diesem Umstand wurde
durch die Verwendung der FR3 Vpy-Primer Rechnung getragen (siche 1.2.
Abbildung 1). Die Amplifizierung von verschieden groBen Zellgruppen
mikromanipulierter NHL B-Zellen aus Formalin-fixierten, in Paraffin
eingebettetem Gewebe mit FR2 Vy-Primern bestétigte durch die deutlich
schlechtere Effizienz im Gegensatz zu der Effizienz bei Verwendung der FR3
Vy-Primer diese Hypothese (siche 3.3.4. Tabelle 9 und 10). Bei Verwendung
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der FR3 Vy-Primer konnte eine zuverldssigere Amplifizierung erreicht
werden.

Ein Vorschlag zur Auswahl der fiir die Einzelzell-PCR-Analyse geeigneten
Formalin-fixierten Priparate besteht in einer Voranalyse von Gruppen zu
jeweils funf zu amplifizierenden Zellen des jeweiligen Falles gemeinsam in
einem PCR-Reaktionsansatz. Sind hierbei keine PCR-Produkte zu erzielen, so
ist dieser Fall warscheinlich zur Einzelzell-PCR-Analyse nicht geeignet. Im
Falle eines positiven Ergebnisses lohnt sich die Durchfiihrung der Einzelzell-
PCR. Ein derart aufwendiges Verfahren ist bei seltenen Fillen wie NHL mit
HRS-Zellen oder von Kombinationslymphomen zur Identifizierung der
Tumorursprungszelle und zur Klonalititsanalyse gerechtfertigt.

Zusammenfassend ist festzustellen, daB die Amplifizierung von Ig-
Genumlagerungen mittels PCR aus FEinzelzellen, welche aus Formalin-
fixierten, in Paraffin eingebetteten Geweben isoliert wurden, grundsitzlich
moglich ist. Weitere Untersuchungen betreffend der Einfliisse verschiedener
Fixierungsmethoden auf die Amplifizierbarkeit der DNS in der Einzelzell-
PCR-Analyse und beziiglich des Einflusses der Immunfarbung auf die Giite der
DNS sind notig, um diese Technik effizienter zu gestalten.
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S. ZUSAMMENFASSUNG

Das Auftreten von HRS-Zellen in Fiéllen von CLL des Menschen ist ein
seltenes Phdnomen. Bisherige Untersuchungen zur Herkunft dieser HRS-
Zellen beschriankten sich auf morphologische Beschreibungen sowie auf
immunhistochemische Analysen. Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte erstmalig
eine molekularbiologische Analyse der Ig-Genumlagerungen eines Falles von
B-CLL mit HRS-Zellen auf Einzelzell-Ebene mit Hilfe der PCR. Die Analyse
dient dem ndheren Verstdndnis des moglichen Zusammenhangs zwischen MH
und NHL.

Die Basensequenzen der Ig-Genumlagerungen der NHL B-Zellen waren
identisch als Hinweis auf deren Klonalitit. Ein ebenfalls identisches Muster
zeigten die HRS-Zellen. Im Vergleich der Basensequenzen zwischen HRS-
Zellen und B-Zellen des NHL ergab sich ein Unterschied von einer Base. Es
kann somit ein verwandtschaftlicher Zusammenhang zwischen beiden
Zellformen angenommen werden.

Da Schlisselfidlle wie der hier in Frischgewebe untersuchte nur sehr selten
vorkommen, sind derartige Analysen nur begrenzt durchfiihrbar. Formalin-
fixierte und in Paraffin eingebettete, vergleichbare Fille sind jedoch in etwas
groBerer Zahl in verschiedenen hamatopathologisch-orientierten Instituten
archiviert. Aus diesem Grund sollte die Technik der Einzelzell-PCR am
Frischgewebe auch auf die Analyse von Formalin-fixierten und in Paraffin
eingebetteten Zellformen erweitert werden. Da die DNS durch Formalin
degradiert wird, war eines der Bestreben, Primer einzusetzen, die in der FR2
und FR3 des V-Gensegments binden und somit kiirzere Produkte ermoglichen
als Primer im Bereich der FR1 der Schwerketten des Ig-Genlocus.

Die Untersuchung konnte zeigen, daB der Nachweis von Genumlagerungen in

Einzelzellen aus Paraffingewebe grundsitzlich moglich ist. Die Effizienz im
Vergleich zu Frischgewebe war jedoch mit 10% niedrig.
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Summary

Analysis of Hodgkin cells in B cell chronic lymphatic leukemia by
single cell PCR and experiments on the establishment of the single
cell PCR on cells isolated from formalin-fixed paraffin-embedded
biopsies

The occurence of HRS cells in cases of human CLL is a rare phenomenon.
Until recently, investigations on the origin of these HRS cells were restricted
on morphological description and immunohistochemical analysis. In this thesis,
the first molecular analysia of Ig gene rearrangements of a case of B-CLL with
HRS cells on the level of individual cells by single cell PCR is presented. The
analysis aimed at a more detailed understanding of the possible relationship
between Hodgkin's disease and NHL.

The sequences of the Ig gene rearrangements of the NHL B cells were
identical, indicating clonality of these cells. An identical pattern was obtained
for the HRS cells. Comparing the sequences from the HRS cells and the B
cells of the NHL, a difference of on base was observed. Thus, the assumption
that the two cell populations are closely related is valid.

Due to the spareseness of important cases as studied in this thesis as a fresh
tissue biopsy, such single cell investigations are limited. A higher number of
comparable cases are conserved as formalin-fixed and paraffin-embedded
samples in different institutes interested in hematology. For that reason, we
wanted to transfer the single cell PCR technique established on fresh tissue to
the analysis of formalin-fixed and paraffin-embedded cells. Since DNA is
degraded by formalin, primers were established that bind to sequences in the
FR2 and FR3 of the V genes in order to generate PCR products shorter than
those obtained with primers binding to sequences in the FR1 of the genes in
the Ig heavy chain locus.

We could show that generally the detection of gene rearrangements in single
cells isolated from paraffin tissue is possible. However, compared to the
efficiency obtained using fresh tissue, the observed efficiency of 10% was
low.
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7. ABKURZUNGEN

B-CLL B-Zell chronische lymphatische Leukédmie

bp Basenpaar

C Konstante (engl.: constant) Region der Immunglobulingene

CDR Hypervariable Region (engl: complementarity determining region)
der AntikOrper

D Diversitits-Gensegment der Immunglobulin-Schwerkette

dATP Desoxyadenosintriphosphat
dCTP Desoxycytosintriphosphat
dGTP Desoxyguanosintriphosphat

DNS Desoxyribonukleinsidure

dNTP Desoxynukleotidtriphosphate

dTTP Desoxytyrosintriphosphat

EDTA Ethylendiamintetraacetat

FR Gertistregion (engl: framework region) der Antikorper V-Region

H Schwerkette (engl: heavy) der Immunglobuline

HRS Hodgkin- und Reed/Sternberg

Ig Immunglobulin

J Verbindungs- (engl: joining) Gensegment der V-Region

L Leichtkette (engl: light) der Immunglobuline

LP Lymphozytenreicher (engl: lymphocyte predominant) Subtyp des
Morbus Hodgkin

M Mol

MC Gemischtzelliger (engl: mixed cellularity) Subtyp des Morbus
Hodgkin

MH Morbus Hodgkin

NHL Non Hodgkin Lymphom

PCR Polymerase Kettenreaktion (engl: polymerase chain reaction)

RNS Ribonukleinsdure

SBH Southern Blot Hybridisierung

TAE Tris-Base/Eisessig/EDTA

Tris Tris-(Hydroxymethyl-)aminomethan

UpM Umdrehungen pro Minute

[OAY Ultraviolett

\Y% V-Gensegment (engl: variable) der Immunglobulingene
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