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1 Einleitung

1.1 Chronische lymphatische Leukamie (CLL)

1.1.1 Definition

Die 2008 Uberarbeitete WHO-KIlassifikation fur Tumore lymphatischen Gewe-
bes (4. Auflage) definiert die chronische lymphatische Leukamie (CLL) als B-
Zell-Neoplasie mit monoklonalen CD19, CD5 und CD23-positiven Lymphozy-
ten. Dartber hinaus missen die Beteiligung von extramedullaren Geweben
oder mindestens 5x10%L CLL-Zellen im peripheren Blut vorliegen. Die WHO-
Klassifikation betrachtet dabei die CLL und das small lymphocytic lymphoma
als unterschiedliche Manifestationen der gleichen Erkrankung ®**®Y_ Der ,In-
ternational Workshop on Chronic Lymphocytic Leukemia“ verlangt fur die Di-
agnose der CLL ebenfalls mindestens 5x10%L monoklonale B-Zellen im peri-
pheren Blut fir mindestens 3 Monate und definiert das small lymphocytic
lymphoma als Lymphom mit CLL-Ph&anotyp und der Beteiligung von extrame-
dullaren Geweben sowie weniger als 5x10%L monoklonalen B-Zellen im peri-

pheren Blut Y.

1.1.2 Klinische Manifestation

1.1.2.1 Symptome vor Diagnosestellung

Die subjektiv empfunden Symptomatik von CLL-Patienten vor Diagnosestel-
lung ist meist uncharakteristisch. Die ersten Symptome sind in der Regel
Lymphknotenschwellungen sowie Abgeschlagenheit und Leistungsminderung.
Etwa ein Viertel der Patienten hat gehauft fieberhafte Infekte. Sehr haufig be-
richten die Patienten Uber Gewichtsverlust und Schweil3neigung. Einige Pati-
enten berichten von abdominellen Schmerzen, welche meist Folge einer Sple-
nomegalie oder mesenterialer Lymphome sind ®*®. Ein erheblicher Anteil der
CLL-Diagnosen, je nach Studie 31-80%, wird in frihen, asymptomatischen

Stadien bei Routineuntersuchungen gestellt ¢8129:12),
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1.1.2.2 Symptome bei Diagnosestellung

Leitsymptome bei Diagnosestellung sind die Lymphozytose, Lymphknoten-

schwellungen sowie Spleno- und Hepatomegalie.

Etwa 70-80% der Patienten weisen Lymphknotenschwellungen bei der Diag-
nose auf ®%4D \yelche am haufigsten zervikal, axillar und inguinal lokalisiert
sind. Bei der Palpation imponieren die befallenen Lymphknoten in der Regel
hart, nicht druckschmerzhaft und subkutan verschieblich **®. Bei 54-75% der
Patienten liegt bei Diagnosestellung eine Splenomegalie *’” und bei etwa 45-
75% eine Hepatomegalie vor 418 AuBerdem berichtet etwa ein Finftel der

Patienten zum Zeitpunkt der Diagnosestellung tiber eine B-Symptomatik %2,

1.1.2.3 Komplikationen
Gastrointestinaltrakt:

Bei Hepatosplenomegalie kann es durch Kompression des Magens zu einem
,small stomach syndrom®“ mit abdominellem Druckgefuhl und Appetitlosigkeit
kommen Y. In Autopsiepraparaten weisen die Wande des Gastrointestinal-
traktes in allen Fallen mikroskopische und in 9-15% der Félle makroskopisch
sichtbare Infiltrationen vor allem der Mukosa und Submukosa auf. Diese Infilt-
rationen konnen zu Durchféllen, Hamorrhagien und Malabsorption fiihren €2,
Im Bereich des lleums kdnnen polypdse Infiltrationen zur ,Pseu-dopolyposis
lymphatica ilei“ und lleus-Komplikationen fithren ®%. Die Infiltrationen kénnen
auch Ulzerationen und in Verbindung mit der Immundefizienz Perforationen

und Phlegmonen im Gastrointestinaltrakt zur Folge haben 77,
Sekundarneoplasien:

Viele Studien beschreiben eine erhdhte Inzidenz von Sekundarneoplasien bei
CLL-Patienten, darunter Karzinome der Haut ®®®" der Lunge "%, der Nie-
re **3 sowie Sarkome “*) und Neoplasien des Zentralnervensystems ©7.
Ferner sind Transformationen der CLL in Non-Hodgkin-Lymphome (3% der
Falle), in Hodgkin-Lymphome (0,5% der Falle) und in Plasmozytome (0,1% der

Falle) beschrieben worden 9. AuRerdem kommt es in etwa 3% der Félle zu
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einer sogenannten Richter-Transformation mit rapidem Wachstum der malig-
nen Zellen und plétzlicher Verschlechterung des Allgemeinzustandes des Pa-

tienten %),
Autoimmunerkrankungen:

Etwa 5-37% der Patienten entwickeln im Laufe der Erkrankung eine autoim-
munhamolytische Anamie ¢:424688141138) ‘RHag \Weiteren tritt bei 6-36% der Pa-

tienten eine ,pure red cell anaemia“ auf (24 2ert nach 138)

Herz:

In seltenen Féllen sind Infiltrationen des Perikards mit ausgepragten Peri-

kardergiissen beschrieben worden ®?.
Lunge:

Bei ausgepragter hilarer und mediastinaler Lymphknotenschwellung kann es
zu Atelektasen durch Bronchuskompression kommen . Dariiber hinaus tre-
ten Lungeninfarkte und in ca. 17-40% der Falle ®1%9 meist einseitige Pleu-

raergusse auf.
Urogenitaltrakt:

Es finden sich in 60-70% der Félle lymphatische Infiltrationen der Niere ©®.
Diese kénnen zu Kompression der Glomeruli und hypoxischen Tubulusschadi-

gungen fiihren. In 15-20% der Falle kommt es zu einer Hamaturie ©°.

Neurologische Komplikationen:

Infiltrationen und Blutungen kénnen eine Vielzahl von zentralnervésen Symp-
tomen von Kopfschmerzen bis zum Koma hervorrufen ©?. Relativ haufig
kommt es zu zentralen Fazialisparese ®8) und in etwa 20% der Falle treten

Stérungen der akustischen Wahrnehmung auf ©?.
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Infektionen:

Viele Faktoren beeinflussen die Immunantwort bei CLL-Patienten. In erster
Linie durfte die Immundefizienz durch die krankheitsbedingte Hypogammalo-
bulindmie und Granulozytopenie sowie durch die immunsuppressiv wirksame
Therapie mit Zytostatika und Steroiden bedingt sein *®. Infektionen bei CLL-
Patienten treten vor allem im Bereich der Atemwege auf 8%, Komplikationen
durch Infektionen treten in etwa 60-80% der Falle auf »?3131.132180) |y 60.7304

der Félle versterben die Patienten an infektiésen Komplikationen %°:88).

1.1.1 Epidemiologie

1.1.3.1 Alter- und Geschlechtsverteilung

Das mittlere Erkrankungsalter liegt bei etwa 65 Jahren ©*4710128) ynd die Inzi-

denz nimmt mit steigendem Alter deutlich zu ©®. Viele Studien ermittelten eine

(119,26,113,144,10)

erhohte Inzidenz der CLL bei Mannern . Des Weiteren zeigen

Frauen mit CLL ein signifikant besseres Ansprechen auf Therapien 9 und

haben eine langere Uberlebenszeit als Manner *>19),

1.1.3.2 Inzidenz und geographische Verteilung

In der westlichen Welt macht die CLL etwa 30% aller Leukamien aus. Die Inzi-

denzraten liegen zwischen 1,5 und 4,2 pro 100.000 Einwohnern (¢#47:10.63.128)

In Asien hingegen macht die CLL nur etwa 2-3% aller Leukamien aus ©%.

Auch Asiaten, die nach Amerika emigriert sind, haben immer noch eine deut-

lich niedrigere CLL-Inzidenz 39,
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1.1.4 Pathogenese

1.1.4.1 Funktionelle Aspekte der Zell-Akkumulation und Mikroumgebung

Zur Akkumulation der CLL-Zellen kommt es weniger durch erhdhte Proliferati-
on als durch Apoptoseresistenz und verlangertes Uberleben. Dieser Effekt
geht in normalen Zellkulturen sehr schnell verloren. Dort beginnen die CLL-
Zellen innerhalb von Stunden, in Apoptose zu gehen ©”. Daher scheint die In-
vivo-Umgebung ein wesentlicher Faktor zu sein, welcher die Apoptoseresis-
tenz und die Akkumulation von CLL-Zellen im menschlichen Kérper erst er-
maoglicht. Die CLL-Zellen schaffen sich im Knochenmark und befallenen
Lymphknoten ihre eigene Mikroumgebung, die ihre Proliferation und ihr Uber-
leben sichert. Entscheidend dabei sind auch nicht-neoplastische Zellen wie T-
Zellen, Stroma-Zellen ®Y, nurse-like cells* und follikular dendritische Zellen
9 Die ,nurse-like cells* entwickeln sich durch die Interaktion mit CLL-Zellen
aus Cluster of differentiation 14 (CD14) positiven Monozyten und schitzen die
CLL-Zellen vor Apoptose 79
CD49d/CD11a und CD11b/CD18, welche mit CD54 und CD106 auf Stroma-

Zellen interagieren und einen Uberlebensverlangernden Effekt auf die CLL-

CLL-Zellen exprimieren die Integrine

Zellen haben 9. Die Stroma-Zellen produzieren dariiber hinaus die Interleu-
kine IL-6, IL-7, IL-10 sowie den Transforming growth factor  (TGF-B), den
Stem cell factor (SCF) und den Vascular endothelial growth factor (VEGF) und
gehen so eine komplexe Interaktion mit den CLL-Zellen ein ©®”. Die CLL-Zellen
selbst sekretieren unter anderem den proliferationsinduzierenden Liganden
APRIL und den B-cell activating factor (BAFF) und schitzen sich auf diese
Weise selbst in einer autokrinen Schleife vor Apoptose “%). In Lymphknoten
und in geringerem Mal3e im Knochenmark formen die CLL-Zellen sogenannte
pseudofollikulare Proliferationszentren, welche bei keinem anderen Lymphom
auftreten ®°®. In diesen pseudofollikularen Proliferationszentren finden sich
neben nicht-malignen Zellen auch CLL-Zellen mit blastenahnlichem Phanotyp,
welche positiv fiir den Proliferationsmarker Ki67 sind ">, Daher wird vermu-
tet, dass die pseudofollikularen Proliferationszentren das Hauptkompartiment
fur die Proliferation der neoplastischen Zellen bei der CLL sind. Innerhalb und
um die pseudofollikulare Proliferationszentren kommt eine grofRe Zahl CD3-
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positiver T-Zellen vor, von denen die meisten ebenfalls CD40L- und CD4-
positiv sind '®). Diese Zellen stimulieren die CLL-Zellen durch die Interaktion
von CD40 und CD40L und wirken synergistisch mit dem B-Zell-Rezeptor-
Stimulus ©9. AuRerdem werden in pseudofollikulare Proliferationszentren spe-

zifisch groRe Mengen des Apoptose-Caspasen-Inhibitors Survivin exprimiert
(79)

1.1.4.2 Genetische Ursachen

Etwa 80% der CLL-Falle weisen typische genetische Aberrationen auf. Diese
Aberrationen haben Einfluss auf Prognose und Verlauf der Erkrankung (siehe
1.1.5.3.2).

Die 13g14-Deletion tritt mit etwa 55% am haufigsten auf “?). Die pathogeneti-
sche Bedeutung dieser Deletion liegt wahrscheinlich in dem Verlust der Mikro-
ribonukleinsdure-Gene (microRNAS) mir-15a und mir-16-1. Ziele dieser mic-
roRNAs sind vermutlich antiapoptotische Proteine wie T-cell-leukemia 1
(TCL1) und B-cell-lymphoma 2 (BCL2), die durch die Deletion dann vermehrt

(23,22)

exprimiert werden . AuBerdem fanden Mertens et al. Hinweise, dass

durch diese Deletion ein epigenetischer Tumorsupressor-Regulator-

Mechanismus betroffen sein konnte 2.

In etwa 25% der Falle tritt eine 11q22-q23-Deletion bei CLL-Patienten auf 9%,
In dieser Region liegt das Ataxia-telangiectasia-mutated-Gen (ATM). In etwa
einem Drittel der Deletionsfalle sind beide Allele dieses Gens betroffen ©®).
ATM spielt eine zentrale Rollen in der zellularen Reaktion auf DNS-
Doppelstrangbriche. Ein Mangel fuhrt zum Ataxie-Telangiektasie-Syndrom mit
einer Pradisposition fur lymphatische Erkrankungen, genomischer Instabilitat
und hoher Sensitivitat gegentiber ionisierenden Strahlen 2. Kalla et al. konn-
ten weiterhin zeigen, dass der Ubiquitin-abhéangige Apoptoseregulator Cullin 5

in Patienten mit 11g-Deletion nur vermindert exprimiert wird %%

Deletionen des Bereichs 17p13 treten in 4-9% der CLL-Patienten auf
(484978199 Die pathogenetische Bedeutung dieser Deletion liegt in dem Verlust

des TP53-Gens, welches fiir den Tumorsuppressor p53 kodiert. In Gber 80%
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der Patienten mit monoallelischer TP53-Deletion ist das verbleibende Allel mu-
tiert und es kommt zu einem vollstandigen Verlust der p53-Funktion *°¥. Be-
sonders bedeutsam ist, dass die Wirkung von Purinanaloga und anderer Zy-
tostatika durch den Verlust der p53-Funktion deutlich herabgesetzt oder sogar

aufgehoben wird (18,48,118,139,182,193,194)

Da Verwandte ersten Grades von CLL-Patienten ein etwa 7,5-fach erhohtes
Risiko haben, ebenfalls eine CLL zu entwickeln, liegt der Verdacht einer ge-
wissen erblichen Pradisposition nahe (*°%. Di Bernardo et al. fanden in einer
genom-weiten Analyse CLL-Risiko-Loci in den Banden 2913, 2q37.1, 6p25.3,
11924.1, 15923 und 19g13.32. Dabei wies der Locus 6p25.3, welcher das In-
terferon-regulatory-factor-4-Gen umgibt, die starkste Assoziation mit familiarer
Haufung von CLL-Erkrankungen auf “®.

1.1.4.3 Aberrante intrazellulare Signalkaskaden

1.1.4.3.1 B-Zell-Rezeptor-Signalweg

Der B-Zell-Rezeptor besteht aus einem membrangebundenen Immunglobulin
und einem CD79a/CD79b-Heterodimer 8%, Die Aktivierung des B-Zell-
Rezeptors fuhrt seinerseits zur Aktivierung von Tyrosinkinasen der Src-Familie
(BIk, Fyn, und Lyn), erhéhter intrazellularer Kalziumkonzentration und im End-
effekt zur Zellproliferation ®°**"). CLL-Klone von geographisch und familiar
unabh&ngigen Patienten weisen im Vergleich zu gesunden B-Zellen ein sehr
eingeschranktes Repertoire von Immunoglobulin-heavy-chain variable-region-
Genen (IGVH) auf 191 (Jber 20% der unabhangigen CLL-Falle weisen ste-
reotype Rezeptoren auf, wobei die Wahrscheinlichkeit, dass zwei unabhéngige
B-Zellen per Zufall den gleichen B-Zell-Rezeptor exprimieren, extrem gering ist
(134179 In vielen Fallen sind die von CLL-Zellen exprimierten Antikdper autore-
aktiv (z.B. Rheumafaktor, anti-DNS- oder anti-Cardiolipin-Antikérper), haben
molekulare Strukturen zum Ziel, die auf apoptotischen Zellen exprimiert wer-

den, oder sie sind gegen haufige Bakterien gerichtet (7412594,
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Ein weiterer Aspekt, der fir eine bedeutende Rolle von Autoantigenstimulatio-
nen in der Pathogenese der CLL spricht, ist, dass pseudofollikulare Proliferati-
onszentren aul3er bei der CLL nur bei Autoimmunerkrankungen wie der rheu-
matoiden Arthritis oder der multiplen Sklerose auftreten, jedoch bei keinem

anderem Lymphom (176:38:68)

1.1.4.3.2 Wnt-Signalkaskade

Die Wnt-Signalkaskade hat ihre physiologische Bedeutung im Wesentlichen im
Rahmen der Embryogenese, der Differenzierung von hamatopoetischen
Stammzellen sowie der Proliferation in der frihen Stadien der B-Zell-
Entwicklung ¢1%81%9 pje Signalkaskade wird aktiviert durch die Bindung von
Wnt-Proteinen an den Frizzled-Rezeptor und dessen Korezeptor LDL-
receptor-related-protein 5 oder 6. Dies fuhrt zur Aktivierung eines Mitgliedes
der Dishevelled-Proteinfamilie, welches dann den [(-Catenin-Degradations-
komplex hemmt. Letzterer besteht aus der Glycogen-synthase Kinase 33, Axin
und dem Adenomatous polyposis coli (APC) Protein. Wird B-Catenin in diesem
Komplex gebunden, erfahrt es eine Phosphorylierung durch die Glycogen-
synthase-Kinase 3B und wird proteasomal degradiert. Wenn der Degradati-
onskomplex hingegen durch die aktive Wnt-Signalkaskade gehemmt wird, ak-
kumuliert B-Catenin im Zytoplasma und transloziert in den Zellkern. Dort bindet
es und aktiviert Mitglieder der T-cell-factor (TCF) / Lymphoid enhancer-binding
factor 1 (LEF1) Transkriptionsfaktorfamilie. Dies wiederum fuhrt zur Transkrip-
tion der Zielgene, welche Einfluss auf Proliferation und Differenzierung der

entsprechenden Zelle nehmen.

Die aberrante Aktivierung der Wnt-Signalkaskade ist fur viele maligne Neopla-
sien wie z. B. das Bronchial-, das Kolon-, das Ovarial- oder das Mammakarzi-
nom beschrieben worden °1%"72 Bej der CLL ist die Expression von Wnt-
Inhibitoren durch epigenetische Modifikationen reduziert %, wohingegen die
Wnt-Proteine Uberexprimiert werden. Dies fuhrt zu einer hochaktiven Wnt-
Signalkaskade in der CLL “!®. Eine besonders groRe Rolle spielt hierbei der
Transkriptionsfaktor LEF1 (siehe 1.2.2).
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1.1.4.4 Dysbalance von pro- und antiapoptotischen P roteinen

In der CLL sind mehrere antiapoptotische Proteine tUberexprimiert, wahrend
proapoptotische Proteine herunterreguliert bzw. inhibiert werden. Von beson-
derer Bedeutung ist das antiapoptotische Protein BCL2, welches in der CLL
tiberexprimiert wird ®”. BCL2 inhibiert proapoptotische Proteine durch die Bil-
dung inaktiver Heterodimere. Aul3erdem stabilisiert es die
Mitochondrienmembrane und verhindert somit die Freisetzung apoptoseindu-
zierender Faktoren wie Cytochrome C ®”. In einem transgenen Mausmodell
konnte gezeigt werden, dass die Uberexpression von BCL2 im B-Zell-
Kompartiment alleine schon ausreichend ist, um B-Zell-Lymphome hervorzuru-
fen ®. Ein weiteres Protein der BCL2-Familie ist das Myeloid leukemia-cell-
differentiation-protein 1, dessen Expression mit Therapieresistenz bei CLL-
Patienten assoziiert ist “°®). Auch der X-linked inhibitor of apoptosis (XIAP) ist
ein antiapoptotisches Protein, das in der CLL Uberexprimiert wird *°*7. XIAP
gehort zur Familie der Inhibitors-of-apoptosis-Proteins (IAPs), welche durch
direkte Inhibition der Apoptose-Caspasen den programmierten Zelltod verhin-

dern @9,

AulRerdem ist das Protoonkogen TCL1 in einem Grol3teil der CLL-Falle Gber-
exprimiert %) TCL1 ist ein Koaktivator der Akt-Kinase, welche wiederum

proapoptotische Proteine inaktiviert (114943

. Hohe TCL1-Expression ist bei
CLL-Patienten mit einer ungiinstige Prognose assoziiert >®. Dartiber hinaus
fuhrt die Uberexpression von TCL1 im B-Zell-Kompartiment von M&ausen zu
der Entwicklung einer B-Zell-Neoplasie, welche der aggressiven CLL sehr &h-
nelt 1919 Des Weiteren zeigen fast alle CLL-Falle eine deutlich verminderte

Expression des proapototischen Proteins Death-Associated-Protein-Kinase 1
(155)
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1.1.5 Prognose der CLL

1.1.5.1 Allgemeine Prognose

Der Median der Uberlebenszeiten von CLL-Patienten liegt bei etwa 8-9 Jahren
(128.10) pie Prognose der CLL ist dabei ausgesprochen heterogen. Der Median
der Uberlebenszeiten schwankt bei verschiedenen Patientenkollektiven zwi-
schen 2 und 20 Jahren ©.

1.1.5.2 Klassifikationen

Die Klassifikationen nach Binet *® und Rai **3**? haben sich in der klinischen
Anwendung durchgesetzt. Dabei wird im europaischen Raum vorwiegend die
Klassifikation nach Binet verwendet, wahrend in den USA hauptséchlich nach

Rai klassifiziert wird. Beide Klassifikationen teilen die Patienten in drei Risiko-

gruppen.

Tabelle 1: Klassifikation nach Binet @

Stadium Definition Medianes Uberleben

P E——————S—,
Hamoglobinkonzentration > 10,0 g/dl,

Binet A Thrombozytenzahl > 100 G/I, < 3 ver- > 10 Jahre
gro3erte Lymphknotenregionen

Hamoglobinkonzentration > 10,0 g/dl,
Binet B Thrombozytenzahl > 100 G/I, = 3 ver- 5 Jahre
gro3erte Lymphknotenregionen

_ Hamoglobinkonzentration < 10,0 g/dl,
Binet C 2 Jahre
Thrombozytenzahl < 100 G/I

10



1 Einleitung

Tabelle 2: Klassifikation nach Rai

(153,152)

Risiko

niedrig

Stadium

0

Definition

Lymphozytose > 15.000/mm3

Knochenmarkinfiltration > 40%

Mediane Uber-
lebenszeit

> 10 Jahre

intermediar

Lymphozytose > 15.000/mm3

Lymphadenopathie

Lymphozytose > 15.000/mm3

Hepatomegalie und/oder Spleno-
megalie

Lymphadenopathie irrelevant

7Jahre

hoch

Lymphozytose > 15.000/mm3
Hamoglobinkonzentration <11,0 g/dI

Lymphadenopathie irrelevant Hepa-
tosplenomegalie irrelevant

Lymphozytose > 15.000/mm3
Thrombozytenzahl < 100.000 / pl

Lymphadenopathie irrelevant Hepa-
tosplenomegalie irrelevant Hamog-
lobinkonzentration irrelevant

1,5 Jahre

1.1.5.3 Prognostische Marker

1.1.5.3.1 Klinische Symptomatik und h&matologische

Parameter

Die in der korperlichen Untersuchung erfassbare Symptomatik wie z. B. Lym-

phadenopathie sowie Spleno- und Hepatomegalien haben fir sich genommen

kaum unabhéangige prognostische Aussagekraft ©. Auch das Alter der Patien-

ten scheint bei CLL-Patienten kein unabhangiger prognostischer Marker zu

sein 2. Blutbildveranderungen im Sinne einer Anamie, Thrombozytopenie

11
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oder das Ausmald der Lymphozytose zeigen nicht in allen multivariaten Analy-
sen einen unabhangigen prognostischen Wert. Sie sind jedoch aufgrund der
einfachen und kostenglnstigen Bestimmbarkeit nach wie vor von klinischem
Nutzen ©. Die klinische Symptomatik und die Blutbildveranderungen zeigen
ihren gréf3ten prognostischen Wert in ihrer Kombination im Rahmen der Klas-
sifikationen nach Binet und Rai. Insbesondere die Klassifikation nach Binet
hatte in vielen multivariaten Analysen einen unabhangigen prognostischen
Wert (152:139.184.189) " 3aqoch wird in frihen Stadien eine Subgruppe der Patien-
ten mit besonders schlechter Prognose von beiden Klassifikationen nicht als
solche erfasst (*¢°%12%) Daher sind weitere prognostische Marker notwendig,
die insbesondere bereits in frihen Stadien eine bessere Auflésung der Prog-

nose erzielen.

1.1.5.3.2 Genetische Anomalien und laborchemische P arameter

Im Laufe der letzten Jahre konnten sich zwei molekulargenetische Anomalien
als diagnostische Kriterien mit prognostischer Relevanz durchsetzen. So konn-
te gezeigt werden, dass die Deletion 17p13 (Genlocus von p53) sowie p53-
Mutationen mit schlechter Prognose und Therapieresistenz gegeniber Fluda-

d (9,48,48,66,193,118)

rabin assoziiert sin . Des Weiteren ist ein unmutierter IGVH-

Status mit einem aggressiven Krankheitsverlauf und einer schlechten Progno-

se verbunden G859

Daruber hinaus scheint auch die 11g-Deletion mit verstarkter Lymphadenopa-
thie und schlechter Prognose einherzugehen ®%4°"®_ jedoch konnte dies in

n (103140 pie Deletion

manchen multivariaten Analysen nicht bestatigt werde
13914 scheint hingegen bei isoliertem Vorkommen mit einer guten Prognose

assoziiert zu sein ©,

Bei den laborchemischen Parametern ist die Thymidinkinase hervorzuheben,
deren prognostischer Wert in mehreren multivariaten Analysen gezeigt werden
konnte ®3#432) Andere Marker wie B2-Microglobulin oder CD23 werden kont-

rovers diskutiert ©.

12
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1.1.5.3.3 Immunphanotypische Marker

Der Prozentsatz der CD38-exprimierenden Zellen zeigt eine Assoziation mit
schlechter Prognose 3%, CD38 scheint dabei ein unabhangiger prognosti-
scher Marker zu sein. Er hat jedoch den Nachteil, dass seine Expression im
Laufe der Erkrankung variieren kann ®®. Ein weiterer prognostischer immun-
phanotypischer Marker ist die Zeta-chain-associated-protein-Kinase 70
(ZAP70). Dieser Marker zeigt eine hohe Assoziation mit unmutiertem IGVH-
Status und wird daher haufig als Surrogatmarker fir den IGVH-Status verwen-
det *5Y. Eine neue Studie konnte jedoch auch fir ZAP70 eine deutliche Ver-
anderung der Auspragung im Verlauf der Erkrankung bei einem Drittel der Pa-

tienten zeigen %9,

1.1.6 Diagnose der CLL

Die Verdachtsdiagnose der CLL ergibt sich aus Anamnese, korperlicher Un-
tersuchung und Differentialblutbild. Hinweisend auf eine CLL ist, wie bereits im
Abschnitt 1.1.2.2 erwéhnt, das Leitsymptom der Lymphozytose sowie der
Gumprecht’'schen Kernschatten im Blutausstrich. Anamnestisch sollte nach
Leistungsschwache, haufigen Infekten und B-Symptomen gefragt werden. In
der korperlichen Untersuchung finden sich héaufig das Vorliegen von Lymph-
knotenschwellungen, Spleno- und Hepatomegalie sowie eventuell klinische
Zeichen einer Andmie oder Thrombozytopenie. Die Leitlinie der deutschen
Gesellschaft fur Hamatologie und Onkologie empfiehlt aul3erdem die serologi-
sche Untersuchung von LDH, CRP, eine Protein-Elektrophorese sowie eine
Thoraxrontgenaufnahme mit der Fragestellung nach mediastinalen Lymphkno-
tenvergrosserungen, Pleuraergissen und Hinweisen auf eine inaktive Tuber-

kulose ®2),

Zur Diagnosesicherung bedarf es einer zytologischen Untersuchung sowie
einer immunphanotypischen Analyse. Der ,International Workshop on Chronic
Lymphocytic Leukemia® verlangt mindestens 5x10%L CLL-Zellen im periphe-
ren Blut. Dabei missen im Blutausstrich kleine, morphologisch reif wirkende
Lymphozyten mit einem schmalen Zytoplasmasaum und dichten Zellkernen

ohne erkennbare Nucleoli vorhanden sein. Diese konnen durchmischt sein mit

13
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bis zu 55% atypischen Zellen oder Prolymphozyten. Immunphé&notypisch muss
eine Koexpression von CD5, CD19, CD20 und CD23 vorliegen. Charakteris-
tisch ist aulRerdem die schwache Expression von CD20 und CD79b. Des Wei-
teren muss mit Hilfe der Leichtkettenrestriktion (k oder A) die Monoklonalitat

der Zellen bewiesen werden @V,

Wenn weniger als 5x10%L monoklonale B-Zellen im peripheren Blut vorliegen
und aul3erdem keinerlei Symptomatik wie beispielsweise Lymphknotenschwel-
lung, Spleno- und Hepatomegalie, Anamie oder Thrombozytopenie erkennbar
ist, spricht man von einer monoklonalen Lymphozytose unbekannter Signifi-

kanz beziehungsweise einer ,Monoclonal B-lymphocytosis* .

1.1.7 Therapie der CLL

1.1.7.1 Therapieindikation

Im Allgemeinen sollten Patienten in frihen Stadien (Rai O-1I, Binet A und B)
aulRerhalb von klinischen Studien nicht therapiert, sondern vorerst nur tber-
wacht werden. In mehreren Studien sowie deren Metaanalyse konnte gezeigt
werden, dass die Therapie mit Alkylanzien in friihen Stadien zu keinem Uber-
lebensvorteil fuhrt ©9. Somit besteht auRerhalb klinischer Studien nur eine
Therapieindikation fir Patienten in fortgeschrittenen Stadien (Rai llI-IV, Binet
C) oder bei Patienten mit hoch aktiver symptomatischer Erkrankung unabhan-
gig vom Krankheitsstadium €.

1.1.7.2 Therapie in Abhangigkeit von Patienten- und Erkrankungs-

Charakteristiken

Besteht eine Indikation zur Therapie, so ist die Wahl der Therapie abhangig
vom Allgemeinzustand und der Komorbiditat des Patienten sowie des geneti-
schen Risikoprofils des CLL-Klons. Patienten mit einem normalen Kreatinin-
Clearance sowie einem niedrigen Wert in der “cumulative illness rating scale”
®9 sollten einer Kombinationstherapie aus den Zytostatika Fludarabin und
Cyclophosphamid sowie dem monoklonalen Anti-CD20-Antikdrper Rituximab

14
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zugefihrt werden ©°. Komorbide Patienten hingegen sollten eine Chlorambu-
cil- oder eine Fludarabin-Therapie mit reduzierter Dosis als Monotherapie oder
in Kombination mit anderen Therapeutika erhalten. Hochrisikopatienten mit
einer 17p-Deletion / p53-Mutation weisen eine hohe Resistenz gegenuber
Standardtherapien auf und sollten daher mit experimentellen Therapie-
Regimen und wenn maoglich mit einer allogenen Stammzelltransplantation the-

rapiert werden 9.

Bei einem Rezidiv kann die Initialtherapie wiederholt werden, falls die
rezidivfreie Zeit langer als 12 (bzw. 24 Monaten bei modernen Chemoimmuno-
therapien) angedauert hat. Liegt jedoch ein Fruhrezidiv innerhalb von 6 Mona-
ten oder eine 17p-Deletion / p53-Mutation vor, sollte das Therapieregime ge-
andert werden ©%. Die Therapieoptionen erstrecken sich dann auf Flavopiridol
9 oder Lenalidomid @” innerhalb Kklinischer Studien oder auf Alemtuzumab
Mono- ™% bzw. Kombinationstherapie ©” sowie die allogenen Stammzell-

transplantation ©%.

1.1.7.3 Supportive Therapie

Bei IgG-Werten unter 0,5 g/L und haufigen oder sehr schweren bakteriellen
Infektionen kann nach den Leitlinien der Deutschen Gesellschaft fir Hamato-
logie und Onkologie die Gabe von Immunglobulinen erfolgen ®2. AuBerdem
kbnnen manche Patienten mit Andmie von der Behandlung mit Erythropoietin
profitieren 17119 Des Weiteren konnen wahrend einer myelosuppressiven
Therapie Wachstumsfaktoren wie zum Beispiel der Granulocyte-colony
stimulating factor (G-CSF) hilfreich sein (43172,

1.1.7.4 Stammzelltransplantation

Da selbst eine myeloablative Therapie mit anschlielender autologer Ruck-
transplantation der eigenen hamatologischen Stammzellen nicht in der Lage
ist, die CLL zu heilen, gilt die allogene Stammzelltransplantation als einziger
kurativer Therapieansatz bei Patienten mit CLL ®?. Wegen der hohen thera-

piebedingten Mortalitdt und Morbiditat wird sie nur bei Patienten mit ausge-
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sprochen schlechter Prognose aber guter korperlicher Fitness eingesetzt (sie-
he 1.1.7.2).

Der Vorteil der allogenen Transplantation gegentber der autologen beruht da-
bei auf dem immunologischen Angriff des fremden Immunsystems gegen die
Leukédmiezellen. Man spricht vom sogenannten Graft-versus-leukemia-Effekt
(GVL). Dabei gilt, dass ein Rezidiv der Leukamie umso weniger wahrscheinlich
ist, je aggressiver sich das transplantierte Immunsystem gegeniber dem
Wirtsorganismus verhalt (Graft-versus-host disease (GVHD)) ¢3178:60)

Mit Hilfe der allogenen Stammzelltransplantation kann ein progressionsfreies
Langzeitiiberleben in 30-60% der Hoch-Risiko-CLL-Patienten erreicht werden.
Dabei liegt die therapiebedingte Mortalitdt bei modernen Konditionierungsre-

gimen mit reduzierter Intensitat im Bereich 15-25% ©2.

1.1.7.5 Neue therapeutische Verfahren

Da die klassischen, auf Zytostatika basierenden, Therapieregime vergleichs-
weise unspezifisch wirken und somit viele Nebenwirkungen verursachen, wird
bei neueren therapeutischen Verfahren versucht, eine spezifische Wirkung der
Therapie auf die Leukdmiezellen zu erreichen. Ein therapeutischer Ansatz ist
hierbei die Gabe von Antikdrpern gegen CLL-typische Oberflachenantigene
wie zum Beispiel Rituximab (anti-CD20 Antikdrper), der bereits breite Anwen-
dung findet, und Alemtuzumab (anti-CD52 Antikdrper), der bei Fludarabin-
refraktarer CLL eingesetzt wird ®?. Weitere noch in der klinischen Testung
befindliche Antikdrper sind Lumiliximab (anti-CD23 Antikdrper) und Ofatumu-
mab (anti-CD20 Antikorper). Ein weiterer neuer therapeutischer Ansatz ist die
Verwendung von Immunmodulatoren wie Thalidomid und Lenalidomid, welche
die Mikro-Umgebung der CLL verandern “™®. Eine andere Klasse neuer The-
rapeutika sind Tyrosin-Kinase-Inhibitoren wie beispielsweise das semi-
synthetische Flavonoid Flavopiridol, welches unabhéangig vom p53-Signalweg
cyclin-abhangige Kinasen hemmt und zur Herabregulation antiapoptotischer
Proteine fiihrt ’®. AuRerdem werden derzeit Inhibitoren von antiapoptotischen
Proteinen wie Oblimersen, welches die mRNA des BCL2 Proteins inhibiert

(14580) ‘9der der pan-BCL2-Inhibitor Obatoclax 3" getestet.
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1.2 Lymphoid enhancer-binding factor 1

1.2.1 Physiologisches Vorkommen und Funktion von LE F1

Der Lymphoid enhancer-binding factor 1 (LEF1) ist Teil der LEF1/TCF Trans-
kriptionsfaktor-Familie. Diese Transkriptionsfaktoren spielen eine wichtige Rol-
le in der Regulation von Zielgenen der Wnt-Signalkaskade °%. Die Wnt-
Signalkaskade erfullt vielfaltige Funktionen wahrend der Embryogenese und
wird danach weitgehend deaktiviert. LEF1 ist jedoch auch im adulten Orga-
nismus notwendig fiir das Uberleben und die Proliferation in friihen Stadien

der B-Zellentwicklung 9.

1.2.2 LEF1 in der CLL und anderen neoplastischen Er  krankungen

In Microarray-Studien konnte eine Uberexpression von LEF1 in der CLL ge-
zeigt werden %2119 Dabei zeigte die LEF1-Expression eine hohe Variabilitat
zwischen den einzelnen Patienten. Frihere Forschungsergebnisse liefern
Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen der Auspragung der LEF1-
Uberexpression und schlechter Prognose in leukamisch verlaufenden Mali-
gnomen. Wang et al. konnten beispielsweise zeigen, dass die LEF1-
Expression in hochgradig malignen akuten Leuka&mien relativ zu niedrigmalig-
nen chronischen Leukamien signifikant erhoht ist ‘9. Des Weiteren haben
Patienten mit akuter lymphatischer Leukamie und hoher LEF1-Expression
durch epigenetische Transkriptionshemmung von Wnt-Suppressoren eine
schlechtere Prognose als solche mit relativ niedriger LEF1-Expression %%,
Gutierrez et al. fanden aulerdem Hinweise, dass die Zellen der Monoclonal B-
lymphocytosis LEF1 in geringerem Mal3e Uberexprimieren als die Zellen der
manifesten CLL "®). Weitere Studien fanden Hinweise auf Effekte der LEF1-
Expression auf die Malignitat neoplastischer Erkrankungen. Beispielsweise
scheint LEF1 Tumorwachstum und Invasivitat in androgenabhéngigen Prosta-
takarzinomen zu férdern “*¥. Auch in Mamakarzinomen konnten Hinweise auf
einen verstarkenden Effekt von LEF1 auf die Invasivitdt des Tumors gefunden
werden 3%, Des Weiteren gibt es Hinweise, dass die unkontrollierte Expressi-

on von LEF1 ein wichtiger Schritt in der Entwicklung von verschiedenen malig-
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nen Erkrankungen sein kénnte. Beispielsweise kann LEF1 die Repression des
C-Myc-Onkogens durch den TGF-B unterbinden “®®. AuRerdem konnten Rivat
et al. zeigen, dass LEF1 an der Induktion der Matrix-Metalloproteinasen Matri-
lysin beteiligt ist, welche eine Schlusselrolle in der lokalen Invasivitat von Tu-
moren des Verdauungstraktes einnimmt 0. Des Weiteren konnte die neo-
plastische Transformation durch LEF1 sowohl in vitro als auch in vivo gezeigt
werden. Aoki et al. konnten beispielweise den onkogenen Effekt von LEF1 auf
Huhner-Fibroblasten nachweisen ®. AuBerdem fiihrt unkontrollierte LEF1-
Expression in hamatopoetischen Stammzellen zu akuten lymphatischen und

myeloiden Leukamien in Mausen 49,
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1.3 Fibromodulin

1.3.1 Physiologisches Vorkommen und Funktion von Fi bromodulin

Fibromodulin hat ein Molekulargewicht von 59 kDa und ist das am haufigsten
vorkommende leucinreiche Protein. Die Erstbeschreibung erfolgte durch
Hedbom und Heinegérd im Jahre 1989.

Leucin-reiche Region

Sulfatierte Tyrosine .
N |
<+— C-Terminus
<— Keratansulfat-Kette
Abbildung 1: Schematische Darstellung von Fibromodu lin (modifiziert

nach ©Y)

Fibromodulin ist durch seine Wechselwirkungen mit Kollagen vom Typ | und Ii
am Aufbau der Extrazellularmatrix beteiligt. Es kommt am haufigsten im Ge-

lenkknorpel sowie in Ligamenten und der Sclera vor 989,

Daruber hinaus kann Fibromodulin TGF- binden und dessen biologische Ak-
tivitat inhibieren ©®. Des Weiteren wird die Fibromodulin-Expression in Myofib-
roblasten bei Verletzungen stark erhéht (. AuRBerdem scheint Fibromodulin an
der Regulation der Narbenbildung beteilig zu sein “™. Dies lasst vermuten,

dass Fibromodulin eine wichtige Rolle bei der Wundheilung spielt.

Es konnte aul3erdem gezeigt werden, dass Fibromodulin die Komplementkas-
kade aktivieren kann und somit wahrscheinlich auch an Entziindungsprozes-
sen beteiligt ist *"Y. Des Weiteren ist Fibromodulin sowohl in Chondrozyten als

auch in Osteoblasten wahrend der fetalen Knochenentwicklung im Mausmo-
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dell hochreguliert und somit vermutlich an der intramembrantésen und

enchondralen Knochenbildung beteiligt .

1.3.2 Fibromodulin bei der CLL

Fibromodulin ist ein hochgradig tberexprimiertes Gen in der CLL. Klein und
Mitarbeiter konnten als erste mittels Microarray-Analysen eine sehr hohe Fib-
romodulin-Expression in CLL-Zellen nachweisen 9. Jelinek et al. ermittelten
eine im Durchschnitt 2188-fache Uberexpression von Fibromodulin in primaren
CLL-Proben im Vergleich zu gesunden B-Zellen *°?. Giannopoulos und Mitar-
beiter fanden mit Hilfe der konventionellen Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
63% Fibromodulin-mRNA-positive CLL-Félle bei keinem einzigen positiven Fall

in der gesunden Kontrolle Y.

1.3.3 Therapeutische und prognostische Bedeutung vo n Fibromodulin in
der CLL

Mayr et al. gelang es, mittels CD40L-stimulierten CLL-Zellen autologe T-Zellen
zu aktivieren und die Zahl der fiboromodulin-spezifischen T-Zellen um den Fak-
tor 10 zu vergrol3ern. Diese T-Zellen sezernierten Interferon-y bei Kontakt zu
Fibromodulin ®®?. AuRBerdem konnten Choudhury et al. zeigen, dass der siR-
NA knockdown von Fibromodulin selektiv Apoptose in CLL-Zellen induziert Y.
Des Weiteren zeigt Fibromodulin eine hohere Expression in CLL-Zellen mit
p53-Mutationen und erfahrt in diesen Zellen nach DNA-Schéadigung durch ioni-
sierende Strahlung eine weitere Induktion 2. Somit scheint eine erhéhte Fib-
romodulin-Expression bei CLL-Zellen mit einer Resistenz gegen Apoptosein-

duktion durch DNA-Schaden assoziiert zu sein.
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1.4 Zielsetzung und Hypothese dieser Arbeit

Sowohl fur das extrazellulare Matrixprotein Fibromodulin als auch fur den Wnt-
Transkriptionsfaktor LEF1 konnte in Microarray-Analysen gezeigt werden,
dass sie in der CLL erheblich héher exprimiert sind als in gesunden B-Zellen
(102110) "Figr LEF1 konnte eine wichtige Rolle fiir Pathogenese und Aggressivi-
tat vieler neoplastischer Erkrankungen nachgewiesen werden (siehe 1.1.2).
Der Fibromodulin-Promotor enthalt eine mogliche Bindungsstelle fir Wnt-
Transkriptionsfaktoren. Aul3erdem zeigt Fibromodulin eine erhebliche Assozia-
tion mit der p53-Mutation in der CLL, welche wiederum mit schlechter Progno-

se und Therapieresistenz assoziiert ist :82),

Die Hypothese der vorliegenden Arbeit ist, dass LEF1 die Transkription von
Fibromodulin reguliert und beide eine Assoziation mit schlechter Prognose und
fortgeschrittener Erkrankung in der CLL aufweisen. Zur Untersuchung dieser

Hypothese soll

1. mittels effizienz-korrigierter quantitativer real-time-PCR die Uberexpres-
sion von LEF1 und Fibromodulin in der CLL bestétigt werden;

2. der Effekt einer LEF1-Uberexpression auf die Fibromodulin-Expression

einer Wnt-negativen Ziellinie untersucht werden;

3. der Effekt einer LEF1-Hemmung auf die Fibromodulin-Expression pri-
marer CLL-Zellen und einer CLL-ahnlichen Zelllinien untersucht wer-

den;

4. die Assoziation von LEF1 und Fibromodulin in primaren CLL-Zellen un-
tersucht werden und auf3erdem kontrolliert werden, ob auch der Wnt-
Transkriptionsfaktor TCF4 eine Assoziation mit Fibromodulin in der CLL

zeigt;

5. die Assoziation von LEF1 und Fibromodulin mit prognostischen Mar-

kern, der Tumorlast und dem Krankheitsstadium untersucht werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

In den laborexperimentellen Untersuchungen dieser Dissertation kamen die in

den folgenden Unterabschnitten aufgefihrten Materialien, Gerate und Compu-

terprogramme zum Einsatz.

2.1.1 Verbrauchsmaterial

Kryordhrchen
Leucosep®-Zentrifugenrdhrchen
Mikroskopier-Deckglaser
Nitrozellulose-Membran incl. Filterpapier
Objekttrager

Pipettenzubehor

Plastikpipetten (steril)
Polyacrylamidgele

Reaktionsgefalie
RT-PCR Kapillaren
Spritzen
Spritzen-Kanulen
Sterilfilter

Zellkultur Multiwell-Platten

Zellkulturflaschen

Zentrifugenrdéhrchen

22

1,5 ml, Sarstedt

Leucosep®, Greiner

24 x 24 mm, Brand

LC2000, Invitrogen

76 x 26 mm, Engelbrecht
Standardtips 10 ul, Eppendorf;
10-100 pl, 100 - 1000 pl,
Sarstedt; Dualfilter PCRclean,
sterile,10 ul, 200 ul,2000 pl,
Eppendorf

5 ml, 10 ml, 25 ml, Costar
NuPage® 4-12% Bis-Tris, Invit-
rogen

LoBind 0,5 ml, Eppendorf; 1,5
ml, Sarstedt

LightCycler Capillaries 20 pl,
Roche Diagnostics

10 ml, 20 ml, Braun
Microlance 3, 0,9x40 mm, BD
Sterifix , 0,2 um, Braun
6er-Well, 12er-Well, 96er Well,
Nunc

175 cm?, 75 cm?, 25 cm?, Nunc

15 ml, 50 ml, Greiner



2 Material und Methoden

2.1.2 Chemikalien

Agarose

Albumin Fraktion V

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dithiothreitol (DTT)

Eisessig

Ethanol absolut

Ethidiumbromid (EtBr)
Ethylenglykol-bis-(2-aminoethylethyl)-
tetraessigsaure (EGTA)
Ethylendiamintetraacetat Dinatriumsalz
(EDTA)

Ficoll-Hypaque (Lymphoprep)
Formaldehyd

Methanol

Milchpulver

Natriumchlorid

PBS Tabletten

Ponceau S

Protease-Inhibitorkocktail (Complete ®)
Roti-Blok ®

Roti-Nanoquant ®

Salzsaure (HCL)

TRIS-Base

Tween20

2.1.3 Gerate

Agarosegel Kammer
Autoklave

Filmentwickler
Gefrierschrank -80 T

Carl Roth
Carl Roth
Carl Roth
Sigma
Roth
Carl Roth
Serva
Roth

Carl Roth

Axis-Shield
Carl Roth
Carl Roth
Carl Roth
Carl Roth
Gibco
Carl Roth
Roche
Carl Roth
Carl Roth
Carl Roth
Carl Roth
Serva

DNA Sub Cell, Bio Rad
Varioklav Typ 400, Labortech-
nik GmbH

Curix 60, Agfa

Labotect -80 T iIShin®
DF8524
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Geldokumentationseinheit

UV/VIS Transluminator LTF Labortechnik

Kamera Hama

Thermoprinter P91, Mitsubishi

Bildschirm Sony
Haemozytometer Neubauer, Labortechnik
Heizblock TB1 Thermoblock, Biometra
Inkubator B 5060 EK/C02, Hereaus;

Kapillar-Kthler

Laborwaage
Luminometer

MACS® Separator
Mikroskope

Mikrozentrifugen

Labotect Incubator C200,
BeLoTecLab

Light Cycler Cooling block,
Roche

TE 153S, Sortius
MicroLumatPlus LB 96V,
Berthold

Miltenyi Biotec

Diavert, Leitz; Axiolab, Carl
Zeiss

Biofuge fresco, Hereaus (Rotor:
3325B; Hereaus); Biofuge pico,
Hereaus (Rotor: 3328,
Hereaus)

Netzteile Power Pac 200, BioRad; Power
Pac 1000, BioRad

Nucleofector Amaxa

PAGE System X-cell SureLock, Invitrogen

pH-Meter pH Levell, inoLab

Photometer K1 Quant, BioTek Instruments;
Ultrospec 3000, Pharmacia Bio-
tech

Pipetten Research, Eppendorf;
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Multipette stream, Eppendorf;
PreCision, Biozym; PreCision
Multi, Biozym; Proline, Biohit;
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RT-PCR Systeme

Rittelschuttler

Schittelplatte
Sterilbanken

Ultraschallsystem
Wasserbad

Western-Blot System

Zentrifuge

2.1.4 Zellkultur-Materialien

2.1.4.1 Reagenzien fur die Zellkultur

Fotales Kalberserum (FKS)

LightCycler 2.0 Instruments,
Roche Diagnostics; LightCycler
480, Roche Diagnostics;
LightCycler Carousel Centrifuge
2.0, Roche Diagnostics; Centri-
fuge 5430, Eppendorf

Vortex K-550-GE, Bender &
Holbein

Rocky RT-1S, Uniequip

HLB 2448, Hereaus; SterilGard
[l Advance, Baker Company
Sonoplus HD 2070, Bandelin
GFL-1004, Gesellschaft fur La-
bortechnik

Xcell Il blot module, Invitrogen
Laborfuge 400R. Hereaus (Ro-
tor: 8172, Hereaus)

Biochrom

N-2-Hydroxyethylpiperazin-N’-ethansulfonsaure (HEPES) (1 M)  Gibco

Penicillin/ Streptomycin-Losung (10000 pg/ml Streptomycinsulfat

und 10000 U/ml Penicillin G)
RPMI 1640-Medium mit L-Glutamin
G418

Biochrom
Biochrom

Invivogen
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2.1.4.2 Nahrmedien fiur die Zellkultur

Nahrmedium fur primare Zellen

20% (V/IV) FKS

100 U/ml Penicillin

10 pg/ml Streptomycin
10 mM HEPES-Puffer

geldst in RPMI-1640 Zellkulturmedium

Nahrmedium fur Zelllinien

10% (VIV) FKS

100 U/ml Penicillin

10 pg/ml Streptomycin
10 mM HEPES-Puffer

geldst in RPMI-1640 Zellkulturmedium

Nahrmedium fir LEF1 tranfizierte Hela-Zellen

10% (VIV) FKS

100 U/ml Penicillin

10 pg/ml Streptomycin
10 mM HEPES-Puffer
500 p/ml G418

geldst in RPMI-1640 Zellkulturmedium

2.1.4.3 Zelllinien

JVM3-Zellen

Die CLL-ahnliche Zelllinie JVM3 wurde etabliert aus dem Blut eines 73-
jahrigen Mannes mit einer B-Prolymphozyten-Leuk&dmie. Um eine stabile Zell-
linie zu etablieren, wurden die Zellen EBV-transformiert.

Hela-Zellen

Die epitheloide Hela-Zelllinie wurde 1951 aus dem Zervixkarzinom einer 31-
jahrigen Frau etabliert.
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2.1.4. Priméare Zellen

Die primaren CLL-Proben wurden aus den anonymisierten Resten von routi-
nediagnostisch untersuchten Blutproben von CLL-Patienten gewonnen. Die
gesunden B-Zellen wurden aus den anonymisierten Abfallprodukten der Auf-
arbeitung des Blutes gesunder Blutspender gewonnen. Es wurde nur Material
von Patienten und Blutspendern verwendet, die ihr Einverstandnis zur anony-
misierten wissenschaftlichen Verwendung ihres Materials gegeben hatten.

2.1.5 Puffer und Lésungen

2.1.5.1 Puffer und Losungen fur Nukleinsaureanalyse n

Ethidiumbromid-LAsung

Verwendet wurde 1% (m/V) Ethidiumbromid, gel6st in bidestilliertem Wasser
und bei 4T gelagert.

TAE (Tris-Acetat-EDTA)-Puffer 50x

Verwendet wurde 1 M Eisessig und 50 mM EDTA, geldst in bidestilliertem
Wasser und titriert auf einen pH-Wert von 7,6.

Der Ansatz wurde bei Zimmertemperatur gelagert und vor Gebrauch 1:50 mit
bidestilliertem Wasser verdunnt.

DNA-GroRenmarker
Tracklt® 100 und 1000 bp DNA Ladder Invitrogen
gelagert bei 4<C.

2.1.5.2 Puffer und Losungen fir die Proteinanalyse

Phosphatpuffer (PBS)
1 Tablette wurde zu 500 ml geldst in bidestilliertem Wasser

Block | -L&sung
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10% Rotiblok® und 5% Milchpulver geldst in PBS und filtriert. Bei 4T ist die

Ldsung ein bis zwei Wochen verwendbar.

Block Il -L6sunqg

5% Milchpulver gelést in PBS und filtriert. Bei 4T ist die Lésung ein bis zwei
Wochen verwendbar.

Ponceau-S-LOsung
2% (m/V) Ponceau S, 30% (m/V) Trichloressigsaure und 30% (m/V) Sulfosali-
cylsaure geldst in bidestilliertem Wasser. Vor Gebrauch wurde die Losung 3:1

mit bidestilliertem Wasser verdinnt.

Protein-Lysepuffer

10 ml M-PER® mammalian protein extraction reagent (Roche), eine Tablette
Proteinaseinhibitor Complete (Roche) und kurz vor Verwendung 1pl/ml DTT.

Die Losung ist bei 4C bis zu 2 Wochen verwendbar.

Protein-Molekulargewichtsstandard

SeeBlue Plus 2 Prestained Standard (Invitrogen)
gelagert bei 4C

Antikérper

Anti LEF1 (C12A5) monoklonaler Kaninchenantikorper Cell Signaling
Anti Kaninchen 1gG HRP-gekoppelter Ziegeantikdrper Dako Cytomation
Anti B-Actin monoklonaler Mausantikdrper BD Biosciences
Anti Maus 1gG HRP-gekoppelter Ziegeantikdrper Dako Cytomation

2.1.5.3 Vorgefertigte Puffer und Lésungen

Agarosegelelektrophorese-Probenpuffer (6x) Fermentas
ECL Western blotting detection reagents (I+11) Amersham
Erythrozyten-Lyse-Puffer Qiagen
Kollagen-Essigsaure-L6sung

(2 mg/ml in 0,1% Essigsaure) Serva
Lymphoprep® Axis Shield
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M-PER® mammalian protein extraction reagent Roche
NaCl 0,9% Losung (steril) Braun
NuPage® Antioxidant Invitrogen
NuPage® LDS Sample Buffer (4x) Invitrogen
NuPage® MES SDS Running Buffer (20x) Invitrogen
NuPage® Sample Reducing Agent (10x) Invitrogen
NuPage® Transfer Buffer (20x) Invitrogen
PolyFect Transfection Reagent Qiagen
Rosette Sep ®

B-cell enrichment antibody cocktail Stemcell technologies
Trypanblaulésung (0,5%) Biochrom

Alle vorgefertigte Puffer und Losungen wurden bei 4C gelagert.

2.1.6 Komplette Labor-Kits

BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit Applied Biosystems

Cell line nucleofection kit V Amaxa

LightCycler® FastStart DNA MasterPlus

Hybridization Probes Roche Applied Science
MACS® cell separation Kit Miltenyi Biotec

Maxi Kit Qiagen

QlAamp® RNA Blood Mini Kit Qiagen

SuperScript® Il First-Strand Synthesis

System for RT-PCR Invitrogen

2.1.7 Primer

Die Primer und Sonden wurden von TIB MOLBIOL (Berlin) bezogen. Die Pri-
mer wurden in diethyldicarbonat-behandeltem Wasser zu 100 pM und die
Sonden zu 10 uM gel6st und bei -20T gelagert.

RT-PCR Primer
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LEF1 Vorwartsprimer: 5-GCCACGGACGAGATGATCC-3
LEF1 Ruckwartsprimer: 5-TGTCTGGCCACCTCGTGTC-3
LEF1 Sonde:

5-6FAM-TCAAGGACGAGGGCGATCCTCAGAAGGAA-Dabcyl-3’

Fibromodulin Vorwartsprimer:  5-ATGACCCTCATTGGTGGTTCC-3’
Fibromodulin Riuckwartsprimer: 5-GGAGGTGATCTGGTTGTTCTGGA-3’
Fibromodulin Sonde:
5'-6FAM-TACGGCTCTCCATCCCCTCCAGATCCCCGCGACT-TMR-3’

ABL Vorwartsprimer ®:

5 -TGGAGATAACACTCTAAGCATAACTAAAGGT-3’

ABL Riickwartsprimer ©:

5 -GATGATGTTGCTTGGGACCCA-3

ABL Sonde @:

5- 6FAM-CCATTTTTGGTTTGGGCTTCACACCATT-Dabcyl -3

TCF4 Vorwartsprimer: 5-TATGCTCCATCAGCAAGCAC-3’
TCF4 Ruckwartsprimer:  5-AGAGTTGCCCAACATTCCTG-3’
TCF4 Sonde:
5-6FAM-CTTCTTCATGCAAGATGGCCATCACAGCAGT-TMR-3’

C-MYC Vorwartsprimer: 5-GCAGCCGTATTTCTACTGCGAC-3’
C-MYC Ruckwartsprimer: 5 -CTTCCAGATATCCTCGCTGGG-3
C-MYC Sonde:

5-6FAM-ACTTCTACCAGCAGCAGCAGCAGAGCGAGCT-Dabcyl-3’

CCND1 Vorwartsprimer: 5-AGTGCAAGGCCTGAACCTG-3
CCND1 Ruckwartsprimer: 5-GGCAGTCTGGGTCACACTTGA-3’
CCND1 Sonde:
5-6FAM-TTCCTGTCCTACTACCGCCTCACACGCTTC-Dabcyl-3’

Sequenzierungsprimer
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CMV-Profor Primer #6®: 5 ATGGGCGGTAGGCGTG-3
M13for Primer (169 5 -TGTAAAACGACGGCCAG-3

2.1.8 Plasmide und small interfering ribonuclein ac  ids (SIRNASs)

ON-TARGET plus SMARTpool LEF1 siRNA Dharmacon
ON-TARGETDplus siCONTROL Dharmacon

Green fluorescent protein (GFP) Plasmid Amaxa
IOH27038-pDEST26 LEF1 Plasmid Deutsches Ressourcen-

zentrum fur
Genomforschung GmbH

2.1.9 Software

Chromas Lite 2.0 Technelysium Pty. Ltd.
GraphPad Prism 4 GraphPad Software
G*Power 3.1.2 Y

Office 2007 (Word, Excel) Microsoft

Reference Manager 11.0.1 Thomson

SPSS 17.0 SPSS
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2.2 Methoden

2.2.1 Aufbereitung priméarer Zellen

Um die RNA-Expression bestimmter Gene von CLL-Zellen und gesunden B-
Zellen exakt messen zu konnen, muissen diese erst von den anderen Blutbe-

standteilen getrennt und aufgereinigt werden.
Primare CLL-Zellen

Das Blut der CLL-Patienten wurde dazu mit einer Antikdrper-Mischung (Roset-
te Sep ®) in einem Mischungsverhaltnis von 40 ul pro ml Blut 20 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Das weitere Vorgehen richtete sich nach dem Pro-
tokoll des Herstellers. Die Antikorper-Mischung enthélt Antikérper gegen Ober-
flachenmarker aller mononuklearer Zellen im peripheren Blut, die nicht B-
Zellen beziehungsweise CLL-Zellen sind (CD2, CD3, CD16, CD36, CD56,
CD66b, und GlykophorinA). Die Antikorper verbinden diese Zellen mit mehre-
ren Erythrozyten und werden dann unter Einsatz eines Ficoll-Hypaque-
Dichtegradient-Mediums (LymphoPrep®) zusammen mit allen anderen zellula-
ren Blutbestanteilen abzentrifugiert. Die ubrigen mononukleéaren Zellen (B-
Zellen und CLL-Zellen) verbleiben dabei an dem Dichtegradienten und kdnnen

selektiv abpipettiert werden.
Gesunde B-Zellen

Die gesunden B-Zellen wurden entweder mit der gleichen Methode wie die
CLL-Zellen aufgereinigt oder mit Hilfe von gegen CD19 gerichteten Antikoér-
pern selektiert. Fur diese Methode wurde das MACS®-cell-separation-Kit von
Miltenyi Biotec verwendet. Aus den in der Transfusionsmedizin nicht verwend-
baren Blutspende-Abféallen gesunder Blutspender wurden zuerst mit Hilfe des
Ficoll-Hypaque-Dichtegradient-Mediums (LymphoPrep®) die mononuklearen
Zellen von den restlichen Blutbestanteilen getrennt. Die mononukledren Zellen
wurden dann mit magnetisch markierten Anti-CD19-Antikdrpern inkubiert. An-
schlieBend wurde dieser Ansatz in eine MACS®-Saule pipettiert. Die Saule

befand sich dabei in einem Permanentmagneten, so dass die magnetisch
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markierten CD19-positiven B-Zellen in der Saule verblieben, wahrend die rest-
lichen Zellen in mehreren Waschschritten eluiert wurden. Nach Entfernung der
Saule aus dem Permanentmagneten konnten die isolierten B-Zellen ebenfalls

eluiert und in Zellkulturmedium aufgenommen werden.

2.2.2 Zellkultur

Alle Zellen wurden im Inkubator bei 37T in wasserd ampfgesattigter Luft mit
5% CO? kultiviert. Alle offenen Arbeiten an den Zellkulturen wurden unter einer
Sterilbank durchgefinhrt.

Kultivierung von Hela-Zellen:

Die Hela-Zellen wurden als adharente Zelllinie in liegenden Zellkulturflaschen
bis zur vollstdndigen Konfluenz der Zellen kultiviert. Bei vollstandiger Kon-
fluenz wurden die Zellen 3-mal mit Medium ohne FKS gewaschen und an-
schlieBend mit Hilfe einer Trypsin-Losung vom Boden der Kulturflasche gelést.
Die geldsten Zellen wurden dann mit einer Dichte von etwa 10° Zellen/40 cm?

wieder in Kultur genommen.
Kultivierung von JVM3-Zellen:

Die JVM3-Zellen wurden als Suspensionskultur in stehenden Zellkulturfla-
schen kultiviert. Alle 36 bis 48 Stunden wurden die Zellen gezahlt, abzentrifu-
giert und mit einer Dichte von 5 x 10° Zellen/ml in frischem Medium wieder in

Kultur genommen.

2.2.3 Bestimmung der Zellkonzentration in einer Zel  Isuspension

Um die Zellkonzentration zu ermitteln, wurden die Zellen erst 1:1 mit einer
Trypanblau-L6sung verdinnt. Trypanblau farbt selektiv tote Zellen blau an,
wohingegen lebende Zellen nicht angefarbt werden. Somit kann der Prozent-
satz toter Zellen und die genaue Konzentration lebender Zellen in der Kultur
ermittel werden. Die Zahlung der Zellen wurde in angemessener Verdinnung
mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer durchgefihrt und anschliel3end auf das
Volumen der urspringlichen Zellsuspension hochgerechnet.
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2.2.4 Kryokonservierung und Rekultivierung von Zell en

Zur Kryokonservierung wurden die abzentrifugierten Zellen bei einer Konzent-
ration von 10” Zellen/ml in Medium mit 20% FKS und 10% DMSO gelést. Die-
se Zellsuspension wurde dann in Kryorohrchen zu 1 ml aliquotiert und mit Hilfe
eines methanol-geflillten Einfrierbehalters langsam auf -80C abgeklhlt. Nach
mindestens 24 Stunden bei -80<C erfolgte dann die L angzeitlagerung in flissi-

gem Stickstoff.

Um kryokonservierte Zellen wieder in Kultur zu nehmen, wurde das entspre-
chende Aliquot in einem Wasserbad bei 37C schnell aufgetaut und in 10 ml
Zellkulturmedium aufgenommen. Um das im Einfriermedium enthaltene DMSO
restlos zu entfernen, wurden die Zellen anschliel3end abzentrifugiert und in 10

ml frischem Zellkulturmedium wieder in Kultur genommen.

2.2.5 Proteinbiochemische Methoden

2.2.5.1 Proteinisolierung

Um ein Proteinlysat aus einer Zellsuspension anzufertigen, wurden die 2 x 10’
Zellen abzentrifugiert und zweimal mit PBS gewaschen. AnschlielRend wurde
das Zellpellet in 250l kaltem Protein-Lysepuffer resuspendiert und 30 min auf
Eis inkubiert. Danach wurde das Lysat dreimal fur jeweils 10 s bei 50%iger
Leistung mit dem Ultraschallstab behandelt und dann bei 4C und 13.000 Um-
drehungen pro Minute fur 30 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde dann
entweder direkt der weiteren Analyse zugefiihrt oder bei -80C gelagert. Alle
Arbeitsschritte wurden auf Eis durchgefuhrt. Insbesondere zwischen den ein-
zelnen Behandlungen mit dem Ultraschallstab wurde auf ausreichende Kuih-
lung geachtet.

2.2.5.2 Photometrische Protein-Konzentrationsbestim mung

Die Protein-Konzentrationsbestimmung wurde unter Verwendung von Roti®
Nanoquant durchgefiihrt. Roti® Nanoquant arbeitet auf Basis der Protein-
Konzentrationsbestimmung nach Bradford ™. Dabei bildet der Farbstoff
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Commassie Brilliant Blau G 250 in saurem Milieu einen blauen Komplex mit
den kationischen und hydrophoben Seitenketten der Proteine. Die Konzen-
tration dieser blauen Komplexe kann anhand einer Standardkurve photome-
trisch bestimmt werden. Als Proteinstandardkurve wurde eine Verdinnungs-
reihe mit bovinem Serumalbumin verwendet. Vor der photometrischen Mes-
sung wurden die Proteinlysate angemessen verdinnt (meist 1:50 und 1:100)
und zwei Verdunnungsreihen mit bovinem Serumalbumin von 5 bis 125 pg/mi
hergestellt. AnschlieRend wurden je 50 ul der Proteinverdinnung und der
Standardverdiinnungsreihe in eine 96-Well Platte pipettiert und mit jeweils je
200 pl Roti® Nanoquant versetzt. Nach einer funfminttigen Inkubationszeit
wurden die photometrische Messung bei 590 nm und 450 nm durchgefuhrt.
Eine lineare Konzentrationskurve ergibt sich aus dem Quotient der optischen
Dichte bei 590 nm mit der optischen Dichte bei 450 nm. Alle Messungen wur-
den mit mindestens zwei Ansatzen durchgefuhrt und die Messergebnisse an-

schlieRend gemittelt.

2.2.5.3 Gelelektrophorese

Zur Auftrennung der Proteinlysate nach dem Molekulargewicht der einzelnen
Proteine wurde eine diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
durchgefuihrt. Dabei wandern die denaturierten und durch die Behandlung mit
SDS negativ geladenen Proteine im elektrischen Feld in Abhangigkeit von ih-
rem Molekulargewicht durch das Trenngel zur Kathode. Mithilfe eines farbig
markierten Molekulargewichtsstandard kann dann das Molekulargewicht der
einzelnen Proteine bestimmt werden. Es wurde bei der Gelelektrophorese
nach dem NuPage®-Protokoll der Firma Invitrogen vorgegangen. Unter Ver-
wendung von NuPage® 4-12% Bis-Tris Fertiggelen, NuPage® MES SDS
Laufpuffer, NuPage® LDS Probenpuffer, NuPage® Sample Reducing Agent
und NuPage® Antioxidans wurde die Gelelektrophorese in einer Invitrogen
Elektrophoresekammer durchgefihrt.
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2.2.5.4 Western-Blot

Zur weiteren Analyse wurden die elektrophoretisch aufgetrennten Proteine
nach dem Western-Blot-Verfahren auf eine Nitrozellulose-Membran ubertra-
gen. Dabei wurde unter Verwendung einer Western-Blot-Kammer von Invitro-
gen und dem NuPage® Transfer Puffer nach dem NuPage®-Protokoll der
Firma Invitrogen vorgegangen. Um den Erfolg und die Qualitat des Blots beur-
teilen zu kdénnen, wurde anschlie3end eine reversible Farbung mit Ponceau S
durchgefuihrt. Nach Beurteilung des Blots und dem Ausschluss von Luftblasen
auf der Membran wéhrend des Transfers wurde die Membran durch mehrma-

liges Waschen mit PBS-Puffer wieder entfarbt.

2.2.5.5 Immunoblot

Um selektiv und spezifisch Proteine auf der Nitrozellulose-Membran detektie-
ren zu kénnen, wurde ein Immunoblot durchgefiihrt. Zuerst wurde die Mem-
bran eine Stunde bei Raumtemperatur mit Block-I-Losung inkubiert, um un-
spezifische Bindungsstellen zu blockieren. AnschlieRend wurde die Membran
10 Minuten unter standigem Schwenken mit PBS-Puffer gewaschen und 12
Stunden bei 4C mit dem jeweiligen proteinspezifisc hen Antikdrper in entspre-
chender Verdinnung mit Block-I-Lésung inkubiert. Dann wurde die Membran
viermal 10 Minuten lang mit PBS-Puffer gewaschen und anschliel3end mit dem
Sekundar-Antikorper in Block-1I-Losung bei Raumtemperatur fir eine Stunde
inkubiert. Danach wurde die Membran erneut viermal 10 Minuten lang mit
PBS-Puffer gewaschen. AnschlieRend wurde die Membran mit den 1:1 ge-
mischten ECL-Reagenzien 60 Sekunden lang benetzt und zwischen zwei Foli-
en luftblasenfrei in eine Filmkassette eingeklebt. Je nach Signalstarke wurde
der Film bis zu 30 Minuten lang belichtet und dann mithilfe des Foto-
Entwicklers entwickelt. Anhand des Fotos konnten nun die LEF1-Banden ver-
glichen werden. B-Aktin wurde als ,Housekeeping“ -Protein beziehungsweise
Ladekontrolle verwendet.
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2.2.6. Molekulargenetische Methoden

2.2.6.1 Transfektionen

2.2.6.1.1 LEF1-Plasmid Transfektion

Das LEF1-Plasmid wurde mithilfe von Hitzeschock-Transformation kompeten-
ter Bakterienzellen vervielfaltig und unter Verwendung des Qiagen Maxi Kit
aufgereinigt. Die photometrische Testung des aufgereinigten Plasmides ergab
eine hohe Reinheit von doppelstrangiger DNA. Anschlie3end wurde das LEF1-
Insert des Plasmides mit Hilfe des BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing
Kit von Applied Biosystems sequenziert und dessen korrekte Sequenz besta-

tigt.

Fur die Transfektion der Hela-Zellen mit dem LEF1-Plasmid wurde das
PolyFect® Transfection Reagenz von Quiagen verwendet. Das PolyFect® Re-
agenz verpackt die DNA in eine kompakte Hulle, welche dann an die Zellober-
flache bindet und Uber unspezifische Endozytose in die Zelle aufgenommen
wird. Im Endosom wirkt das Reagenz als Puffer und fuhrt so zur pH-

abhangigen Hemmung von endosomalen Nukleasen.

Um das Transfektionsverfahren zu etablieren, wurde zuerst Transfektionen mit
einem green fluorescent protein (GFP) Plasmid von Amaxa durchgefihrt und
anschlielend der Prozentsatz griun fluoreszierender Zellen mikroskopisch be-
stimmt. Das von Quiagen empfohlene Protokoll zur Transfektion von Hela-
Zellen fuhrte nur zu einer Transfektionseffizienz von rund 1% nach 24 und 4%
nach 48 Stunden. Daher wurde das Protokoll schrittweise optimiert, bis unter
Verwendung von 4 x 10° Hela- Zellen in einer 60 mm Kulturschale mit 5 pg
Plasmid in 150 pul RPMI-Medium und 25 pl PolyFect® Transfection Reagenz
eine Transfektionseffizienz von rund 25% nach 48 Stunden erreicht werden
konnte. Um Kulturen mit 100% transfizierten Hela-Zellen zu erhalten, wurden
500 pg/ml G418 zum Zellkulturmedium hinzugegeben. Durch die vom LEF1-
Plasmid ebenfalls kodierte Resistenz sind die erfolgreich transfizierten Zellen
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vor der G418-Wirkung geschutzt, wohingegen die untransfizierten Zellen einer

Kontrollkultur innerhalb von sechs Tagen vollstéandig abgetttet wurden.

2.2.6.1.2 siRNA Transfektion

Small interfering RNAs (siRNA) sind kleine doppelstrangige RNA-Molekiile, die
aus 20-25 Nukleotiden bestehen und die posttranskriptionale Hemmung von
Genen auf RNA-Ebene bewirken konnen ©*%®  Fur die siRNA-
Transfektionsexperimente wurden eine Mischung aus siRNAs, die gegen un-
terschiedliche Teile der LEF1 mRNA gerichtet sind (ON-TARGET plus
SMARTpool LEF1 siRNA), und eine Mischung aus nicht zielgerichteten siR-

NAs (ON-TARGETplus siCONTROL) verwendet.

Die Transfektion der siRNAs in die primaren CLL-Zellen und JVM3-Zellen
wurde mit Hilfe des Amaxa nucleofection systems | durchgefiihrt. Dazu wurden
jeweils 107 Zellen in 100 pl des Cell line solution kit V und siRNA in einer Kon-
zentration von 0,5 pM mit dem Programm U-013 des Amaxa nucleofection

systems | behandelt.

2.2.6.2 RNA-Isolierung und Aufbereitung

Die Isolierung der RNA wurde mit Hilfe des QIAamp® RNA Blood Mini Kit von
Qiagen durchgefihrt. Dabei wurde nach dem Protokoll des Herstellers vorge-
gangen. Die so erhaltene aufgereinigte RNA wurde unter Verwendung des
SuperScript® 1l First-Strand Synthesis System for RT-PCR von Invitrogen
nach den Angaben des Herstellers in copy-DNA (cDNA) umgeschrieben. Die
cDNA wurde anschlieRend bei -20C gelagert.

2.2.6.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) konnen spezifische Nukleotid-
Sequenzen selektiv amplifiziert werden. Bei einer 100%-Effizienz der Reaktion
wird die Zahl der Molekile mit jedem Schritt verdoppelt. Somit steigt die Zahl
der Kopien exponentiell und es kénnen auch sehr kleine Mengen an Nukleo-
tidsequenzen schnell amplifiziert werden. Der Reaktionsansatz durchlauft da-
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bei schrittweise eine bestimmte Sequenz verschiedener Temperaturbereiche.
Bei dem zuerst erfolgenden Denaturierungsschritt wird die doppelstrangige
DNA bei 94-96T in Einzelstrange aufgeschmolzen. An schlieBenden erfolgt
der ,anealing“-Schritt, bei dem zwei kurze Oligonukleotide, die als Primer be-
zeichnet werden, jeweils an das 3"-Ende des codogenen und des komplemen-
taren Stranges der zu amplifizierenden Sequenz binden. Die Temperatur bei
diesem Schritt wird so gewahlt, dass sie knapp unter dem Schmelzpunkt der
Primer liegt. Danach erfolgt in der Elongationsphase die Amplifikation durch
die DNA-Polymerase. Diese beginnt an dem 3"-Ende der Primer und syntheti-
siert zu den DNA-Einzelstrdngen den jeweiligen komplementéren Strang. Dies
geschieht bei der fur die DNA-Polymerase optimalen Temperatur, welche ubli-
cherweise bei etwa 72T liegt. Da jedes neu erzeugt e Nukleotid im néachsten
Schritt selbst auch wieder amplifiziert werden kann, entwickelt sich eine expo-

nentielle Reaktionskinetik %,

2.2.6.3 Real-time-PCR

Um mittels PCR die Menge einer spezifischen Nukleotidsequenz in einer Pro-
be zu quantifizieren, kann eine sogenannte Real-time-PCR durchgefuhrt wer-
den. Dabei wird die entstandene DNA-Menge in Echtzeit (real-time) nach je-
dem PCR-Zyklus gemessen. Die Messung der DNA-Menge kann mit Hilfe ei-
nes Fluoreszenzfarbstoffs wie beispielsweise SYBR-green erfolgen 3%, Der
Nachteil dieser Methode ist, dass der Fluoreszenzfarbstoff alle Nukleotid-
Molekile anfarbt und somit auch unspezifische Amplifikationen und Primerdi-
mere in die Messung mit eingehen. Aus diesem Grund wurden in dieser Arbeit
sogenannte TagMan®-Sonden verwendet. Die TagMan®-Sonde ist ein se-
guenzspezifisches Oligonukleotid, das an dem einen Ende mit einem Fluoro-
phor und an dem anderen Ende mit einem Fluoreszenzléscher, einem soge-
nannten Quencher, versehen ist. Die bei dieser Methode verwendete Tag-
polymerase verfugt Uber eine 5°-3"Exonukleaseaktivitat und hydrolysiert so die
Sonde von ihrem 5°-Ende aus, wahrend sie den komplementaren DNA-Strang
synthetisiert. Die dadurch entstehende raumliche Trennung von Fluorophor
und Quencher verhindert die Fluoreszenzldschung und fihrt somit zu einem

Fluoreszenzsignal nach der Elongationsphase. In den ersten PCR-Zyklen wird
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die Fluoreszenz der freigesetzten Fluorophore noch von der Hintergrundfluo-
reszenz Uberlagert. Der Zyklus, nach dem die Fluoreszenz zum ersten Mal
deutlich Uber der Hintergrundfluoreszenz liegt, wird als Ct (threshold cycle)
bezeichnet ®. Da eine Probe mit einer hohen Anfangskonzentration der Ziel-
sequenz den Ct friher erreicht als eine Probe mit niedriger Anfangskonzentra-
tion, kann von dem Ct einer Probe auf deren Konzentration der Zielsequenz

geschlossen werden.

2.2.6.3.1 Reaktionsbedingungen der verschiedenen Re  al-time-PCRs

Alle Real-time-PCRs wurden mit Hilfe des LightCycler® FastStart DNA Mas-
terPlus Hybridization Probes Kit durchgefuhrt. Dazu wurden 5 pl der zu mes-
senden cDNA-Probe mit jeweils 0,5 pl der auf 100 uM verdinnten Primer und
der auf 10 uM verdinnten Sonde sowie 4 pl des LightCycler® Mastermix, 0,25
pl Uracil-Glycosylase und 9,25 ul Diethyldicarbonat behandeltem Wasser in
eine LightCycler® Kapillare pipettiert. Bei jedem Lauf wurde eine Negativkon-
trolle mit Wasser anstelle von cDNA mitgemessen, um eine Kontamination der

Reagenzien ausschlie3en zu kdnnen.

Jedes PCR-Programm begann mit Denaturierungszyklus mit 40C fur 5 min,
gefolgt von weiteren 5 min bei 95C. Danach folgte das Amplifikations- und
Quantifizierungs-Programm, welches fir jede der verschiedenen PCRs spezi-
fisch optimiert wurde. Das Amplifikations- und Quantifizierungs-Programm
wurde jeweils 45 mal wiederholt. Zuletzt folgte ein Abkuhlungszyklus mit 40C

far 5 min.

Amplifikations- und Quantifizierungs-Programme fiir die verschieden PCRs:

LEF1-PCR: 95<C fur 10 s, 62T fur 15 sund 72€C fiur 15 s.
Fibromodulin-PCR: 95<C fur 10 sund 65C fur 20 s .
ABL-PCR: 95C fur 10 s, 60C fur 15sund 72Cf ur15s

Die CCND1- und C-Myc-PCR wurden mit dem gleichen Programm wie ABL
durchgefihrt.
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2.2.6.3.1 Auswertung der PCR-Daten

Um eine Aussage Uber die Zahl der jeweiligen RNA-Molekile pro Zelle treffen
zu kénnen, mussen die PCR-Daten gegen ein sogenanntes ,Housekeeping®-
Gen normalisiert werden. Ein ,Housekeeping“-Gen ist ein Gen, das in jeder
Zelle gleich stark exprimiert und in seiner Expression nicht durch &ufRere Ein-
flisse moduliert wird. In dieser Arbeit wurde das Abelson protoonkogene
(ABL) als ,Housekeeping“-Gen verwendet. Die Normalisierung gegen ein
.Housekeeping“-Gen funktioniert aber nur dann zuverlassig, wenn die Effizienz
der ,Housekeeping“-Gen PCR identisch mit der des Zielgenes ist. Da dies nur
selten erreicht werden kann, mussen die Werte fiir eine genaue Messung zu-

satzlich auch effizienzkorrigiert werden.

Um die Effizienz der einzelnen PCRs bestimmen zu kdnnen, wurde aus einer
Mischung verschiedener cDNAs eine Verdinnungsreihe angefertigt. Die da-
raus ermittelten Ct-Werte wurden dann gegen den dekadischen Logarithmus
der entsprechenden Konzentrationen aufgetragen und die Steigung der besten
Geraden durch diese Punkte bestimmt. Bei allen Standardkurven war der Kor-
relationskoeffizient nach Pearson gréf3er als 0,99 und die PCR somit nahezu

perfekt linear. Aus der Steigung der Graden lasst sich nach der Formel
Effizienz =10 /9o

die Effizienz der jeweiligen PCR errechnen 47,

Mit den Cts von Zielgen und ,Housekeeping“-Gen, den jeweiligen Effizienzen
der beiden PCRs und der Verwendung eines Kalibrators lassen sich relative
Expressionsraten (RERs) nach der Formel

Ez: Zielgen-PCR

En:  Effizienz ,Housekeeping“-Gen-PCR
Ctz: Ct Zielgen

Cty: Ct ,Housekeeping“-Gen

K: Kalibrator

P: zu messende Probe

berechnen 2. In der vorliegenden Arbeit wurden alle Proben gegen gesunde

B-Zellen oder die jeweilige Kontrolle kalibriert.
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2.2.7 Statistik

Vor allen statistischen Analysen wurden mit Hilfe des F-Tests nach Fischer
sowie des Kolmogorov-Smirnov-Tests die Stichproben auf ihre Vereinbarkeit
mit den Vorrausetzungen des Allgemeinen Linearen Modells tberpruft. Bei
nicht Vereinbarkeit kamen nonparametrische Testverfahren wie der U-Test
nach Mann und Whitney sowie die Korrelationsanalysen nach Kendall (1) und

Spearman (p) zum Einsatz.

Der Mittelwertsvergleich zweier Stichproben wurde mithilfe des U-Tests nach
Mann und Whitney durchgefiihrt. Dabei wurde ab einer Stichprobengréf3e von
30 der p-Wert mittels gaul3scher Approximation berechnet. Alle p-Werte in die-

ser Arbeit korrespondieren zweiseitigen Tests.
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3 Ergebnisse

3.1 Expression von LEF1 und Fibromodulin in der CLL

3.1.1 Untersuchung der Fibromodulin-Expression in C LL-Zellen im Ver-

gleich zu gesunden B-Zellen

Um die Expression von Fibromodulin in CLL-Zellen mit der Expression in ge-
sunden B-Zellen zu vergleichen, wurden mithilfe effizienzkorrigierter quantitati-
ver Real-Time-PCR relative Expressionsraten (RERs) von Fibromodulin in 98
unabhangigen priméren CLL-Proben erhoben. Diese wurden mit den RERs
von sechs mittels CD19-Microbeats isolierten unabhéngigen gesunden B-Zell-
Proben verglichen. Die Expressionsraten wurden dabei relativ zum Mittelwert
der gesunden B-Zellen berechnet. Der Mittelwert der gesunden B-Zellen be-
tragt somit per definitionem Eins. Die Expressionsraten der CLL-Zellen werden
hingegen als Vielfaches der Expression gesunder B-Zellen angegeben.

3.1.1.1 Deskriptive Statistik der Fibromodulin-Expr  ession in CLL-Zellen
und gesunden B-Zellen sowie inferenzstatistischer V. ergleich der Stich-

proben

In der erhobenen Stichprobe war das arithmetische Mittel der Fibromodulin-
Expression in den primaren CLL-Zellen 15,81-mal héher als das der gesunden
B-Zellen (siehe Abbildung 2). Die Messwerte der gesunden B-Zellen verhielten
sich dabei mit einer Standardabweichung von 1,09 sehr homogen. Die CLL-
Zellen hingegen wiesen eine erhebliche Heterogenitat bei einer Standardab-

weichung von 29,71 auf.

Ein Vergleich der (quadrierten) Standardabweichungen mittels Fishers F-Test
ergab signifikant unterschiedliche Varianzen der beiden Stichproben (F(97, 5)
= 740.48, p < 0,001). AuRBerdem erwiesen sich die Residuen der CLL-
Stichprobe im Kolmogorov-Smirnov-Test als nicht normalverteilt (p < 0,05)
Daher wurde zum inferenzstatistischen Vergleich der Mittelwerte beider Stich-
proben ein nonparametrischer U-Test nach Mann und Whitney durchgefihrt.

Der zweiseitige U-Test fiel hochsignifikant aus (U = 46, p < 0,001), so dass die
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hohere Fribomodulin-Expression in den CLL-Zellen als statistisch gesichert

gelten kann.
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Abbildung 2: Mittlere Fibromodulin-Expression und S tandardschéatzfehler
in gesunden B-Zellen und primaren CLL-Zellen (Mann-  Whitney U = 46, p
<0,001).

3.1.2 Untersuchung der LEF1-Expression in CLL-Zelle n im Vergleich zu
gesunden B-Zellen

LEF1 RERs wurden in 120 unabhangigen primaren CLL-Proben erhoben. Die-
se wurden mit den relativen Expressionsraten von vier unter Verwendung von
CD19-Microbeats und weiteren drei mittels Rosettesep®-isolierten unabhangi-
gen gesunden B-Zell-Proben verglichen. Die Expressionsraten wurden wieder

relativ zum Mittelwert der gesunden B-Zellen berechnet.

3.1.2.1 Deskriptive Statistik der LEF1-Expression i n CLL-Zellen und ge-
sunden B-Zellen sowie inferenzstatistischer Verglei ch der Stichproben

In der erhobenen Stichprobe war der Mittelwert der LEF1-Expression in den
CLL-Zellen 39,56-mal hoher als jener der gesunden B-Zellen (siehe Abbildung
3). Die mithilfe der beiden verschieden Methoden aufgereinigten B-Zellen un-

terschieden sich nicht signifikant in ihrer LEF1-Expression. Die Messwerte der
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gesunden B-Zellen verhielten sich wie bei der Fibromodulin-Expression sehr

homogen mit einer Standardabweichung von 1,03. Die CLL-Zellen wiesen mit

einer Standardabweichung von 51,96 eine noch grof3ere Variabilitat der LEF1-

Expression auf als das bei der Fibromodulin-Expression der Fall war.

Im F-Test zeigten sich wieder hoch signifikant unterschiedliche Varianzen der
beiden Stichproben (F(119, 6) = 2549, p < 0,05). AuRerdem war die Verteilung

der Residuen in der CLL-Stichprobe im Kolmogorov-Smirnov-Test wiederum

nicht vereinbar mit der Normalverteilung. Daher wurde zum Vergleich der bei-

den LEF1-Stichprobenmittelwerte ein zweiseitiger U-Test nach Mann und

Whitney durchgeflhrt, der erneut hochsignifikant ausfiel (U = 33, p < 0,001).
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3.2 Korrelation der Wnt-Transkriptionsfaktoren LEF1 und TCF4 mit Fi-

bromodulin in primaren CLL-Zellen

3.2.1 Korrelation von LEF1 und Fibromodulin in prim aren CLL-Zellen

Um einen Zusammenhang zwischen LEF1- und Fibromodulin-Expression in
der CLL zu untersuchen, wurden Korrelationsanalysen der beiden Expressi-
onsraten durchgefihrt. Hierzu wurden die RERs von 96 primaren CLL-Proben
jeweils gegen den Mittelwert der gesunde B-Zellen kalibriert und Korrelations-
analysen unterzogen. Da die Residuen der beiden Stichproben im Kolmogo-
rov-Smirnov-Test nicht mit der Normalverteilung vereinbar waren, wurden
nichtparametrischen Korrelationsanalysen nach Kendall (1) und Spearman (p)
verwendet. Dabei ergab die 1-Korrelationsanalyse nach Kendall einen Korrela-
tionskoeffizienten von 1 = 0,302, welcher bei einem p-Wert von unter 0,001 als
hochsignifikant positiv einzustufen ist. Die p-Korrelationsanalyse nach Spear-
man ergab einen Korrelationskoeffizienten von p = 0,450 und war mit einem p-

Wert von unter 0,001 ebenfalls hochsignifikant positiv.
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Abbildung 4: Beziehung zwischen LEF1-RERs und Fibro modulin-RERs

fur 96 primare CLL-Proben (jeweils gegen gesunde B-
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3.2.2 Assoziation von LEF1 und Fibromodulin im LEF1 Median-Split

Um die Assoziation zwischen der Expression von LEF1 und Fibromodulin et-
was deutlicher zu machen, wurde ein LEF1-Median-Split durchgefuhrt. Die
Patienten wurden dazu in zwei Gruppen aufgeteilt, von denen die eine alle
Patienten enthielt, deren LEF1-RER Uber dem Median lag, und die andere
Gruppe alle Patienten mit LEF1-RERs unterhalb des Medians. Dabei wies die
Gruppe mit der hohen LEF1-Expression eine mittlere Fibromodulin-RER von
34,14 auf. Die Gruppe mit der niedrigen LEF1-Expression zeigte hingegen ei-
nen Mittelwert von nur 4,19. Wegen Verletzung der Verteilungsvoraussetzun-
gen parametrischer Verfahren wurde ein zweiseitiger U-Test nach Mann und
Whitney durchgefiihrt. Es ergab sich ein hochsignifikantes U von 554,00 (p <
0,001).

Fibromodulin RER
N
@

Niedrig LEF1 (n=50) Hoch LEF1 (n=46)

Abbildung 5: Mittlere Fibromodulin-Expression und S tandardschéatzfehler
fur ,Niedrig LEF1“-Patienten (LEF1-RER < Median) un d ,Hoch LEF1*-
Patienten (LEF1-RER > Median) (Mann-Whitney U =554,00, p <0,001).
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3.2.3 Korrelation von LEF1 und TCF4 in primaren CLL  -Zellen

Da haufig beschrieben wurde, dass LEF1/TCF Transkriptionsfaktoren Zielgene
von anderen Mitgliedern der LEF1/TCF Transkriptionsfaktorfamilie sind
(165.98.62) "\wurde auch die Assoziation von LEF1 und TCF4 in primaren CLL-
Zellen untersucht (vgl. Abbildung 6). In der Analyse von 84 priméaren CLL-
Proben ergab sich ein 1-Korrelationskoeffizienten nach Kendall von 0,499 und
einen p-Korrelationskoeffizient nach Spearman von 0,687 fir die RERs von
LEF1 und TCF4. Beide Korrelationskoeffizienten waren mit p-Werten von unter
0,001 hochsignifikant.
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Abbildung 6: Beziehung zwischen LEF1-RERs und TCF4- RERs fur 84

primare CLL-Proben (jeweils gegen gesunde B-Zellen kalibriert).

3.2.4 Korrelation von TCF4 und Fibromodulin in prim  &ren CLL-Zellen

Um zu dberprtfen, ob neben LEF1 auch andere LEF/TCF Transkriptionsfakto-
ren in der CLL mit der Fibromodulin-Expression assoziierten sind, wurde auch
auf eine mogliche Korrelation mit TCF4 getestet. Fur die Korrelationsanalyse

von Fibromodulin und TCF4 wurden die RERs von 94 priméaren CLL-Proben

48



3 Ergebnisse

jeweils gegen gesunde B-Zellen kalibriert und Korrelationsanalysen nach Ken-
dall und Spearman unterzogen. Die 1-Korrelationsanalyse nach Kendall ermit-
telte einen Korrelationskoeffizienten von 1 = 0,102, welcher bei einem p-Wert
von 0,171 nicht signifikant war. Die p-Korrelationsanalyse nach Spearman
ergab einen Korrelationskoeffizient von p = 0,163 und war mit einem p-Wert
von 0,137 ebenfalls nicht signifikant. Es konnte somit kein statistisch signifi-
kanter Zusammenhang zwischen der Expression von Fibromodulin und dem

Transkriptionsfaktor TCF4 in primaren CLL-Zellen nachgewiesen werden.

3.3 Effekt einer LEF1-Uberexpression auf die Fibrom  odulin-Expression

einer Wnt-Signalkaskade-negativen Ziellinie

3.3.1 Transfektion von Hela-Zellen mit einem LEF1-U berexpressions-

plasmid

In diesem Experiment sollte untersucht werden, ob die gezielte Uberexpressi-
on von LEF1 in einer Wnt-Signalweg-negativen Zelllinie einen Einfluss auf die
Fibromodulin-Expression dieser Zelllinie hat. Als Wnt-negative Zelllinie wurden
Hela-Zellen verwendet und mit einem CMV-Promotor-gesteuerten LEF1-
Uberexpressionsplasmid transfiziert.

3.3.2 LEF1-mRNA-Expression transfizierter Hela-Zell en

Nach Transfektion und Aufreinigung konnten mehre Subkulturen mit sehr ho-
her LEF1-mRNA-Expression etabliert werden. Um die Expressionsrate ver-
gleichbar zu machen, wurden die RERSs fur untransfizierte Hela-Zellen, primére
CLL-Zellen und der transfizierten Hela-Subkulturen gegen den Mittelwert der
untransfizierten Hela-Zellen kalibriert. Somit betragt der Mittelwert der untrans-
fizierten Hela-Zellen per definitionem Eins, wohingegen die Expressionsrate
der priméren CLL-Zellen und der transfizierten Hela-Subkulturen als Vielfa-
ches der Expression der untransfizierten Hela-Zellen angegeben werden. Die
120 primaren CLL-Proben wiesen eine im Mittel 5779-mal hohere LEF1-

Expression auf als die untransfizierten Hela-Zellen. Die relative LEF1-
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Expression der verschiedenen transfizierten Hela-Subkulturen lag bei 170434,
36927, 72, 47 und 1806 (siehe Abbildung 7).
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Abbildung 7: LEF1-RERs relativ zu untransfizierten Hela-Zellen fur prima-
re CLL-Zellen und funf LEF1-transfizierte Hela-Subk  ulturen.

LEF1 RER

3.3.3 LEF1-Protein-Expression transfizierter Hela-Z  ellen

Um sicherzugehen, dass die erfolgreich tberexprimierte LEF1-mRNA in den
Hela-Zellen auch zu einem Protein translatiert wird, wurde eine Western-Blot-
Analyse durchgefihrt. Es wurden dazu Proteinlysate von vier Hela-
Subkulturen, zwei untransfizierten Hela-Kulturen und JVM3-Zellen als Positiv-
kontrolle untersucht. Dabei konnte das LEF1-Protein in den transfizierten Hela-
Subkulturen nachgewiesen werden, wohingegen die untransfizierten Subkultu-

ren keine nachweisbare Expression zeigten (siehe Abbildung 8).

Abbildung 8: LEF1 Western-Blot fur vier LEF1-transf izierte Hela-
Subkulturen, zwei untransfizierten Hela-Kulturen un d JVM3-Zellen als
Positivkontrolle
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3.3.4 Expression von Fibromodulin und bekannter LEF  1-Zielgene in

transfizierten Hela-Zellen

Bei nachgewiesener Uberexpression von LEF1 in den transfizierten Hela-
Zellen wurde nun die Expression der Fibromodulin-mRNA untersucht. Es
konnte jedoch kein signifikanter Unterschied in der Fibromodulin-Expression
zwischen den transfizierten und den untransfizierten Hela-Zellen festgestellt
werden (Mann-Whitney U = 2, p = 0,143).

2=

Fibromodulin RER

Hela (n=3) LEF1 Hela (n=5)

Abbildung 9: Fibromodulin-RERs relativ zu untransfi Zierten Hela-Zellen (und
Standardfehler) fur untransfizierte Hela Zellen und funf LEF1-transfizierte Hela-
Subkulturen (Mann-Whitney U =2, p =0,143).

Daruber hinaus zeigte sich auch kein klarer dosisabhangiger Effekt der LEF1-
Expression auf die Fibromodulin-Expression in den transfizierten Hela-Zellen
(siehe Abbildung 10).

¥ 100000

200000 °
150000
50000

LEF1 RE
[
388
LTI T1]
°

L L
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
Fibromodulin RER

Abbildung 10: LEF1-RERs abgetragen gegen Fibromodul in-RERs fur funf

LEF1-transfizierten Hela-Subkulturen.

Um zu prifen, ob das transfizierte LEF1 wirklich als Transkriptionsfaktor in den

Hela-Zellen fungiert, wurde auch die Expression von cyclin-D1 (CCND1) und
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C-Myc ermittelt. CCND1 und C-Myc sind bekannte Zielgene der TCF/LEF1-
Transkriptionsfaktoren %5179 Es konnte jedoch auch fir die Expression von
CCND1 und C-Myc kein wesentlicher Unterschied zwischen den transfizierten
und den untransfizierten Hela-Zellen festgestellt werden (siehe Abbildung 11).

A

CMYC RER

Hela (n=2) LEF1 Hela | LEF1 Hela Il

CCDL1 delta delta Ct

Hela (n=2) LEF1 Hela | LEF1 Hela Il

Abbildung 11: A C-Myc-RERs relativ zu untransfizier  ten Hela-Zellen fur
zwei LEF1-transfizierte Hela-Subkulturen. B CCND1-R ERSs relativ zu un-
transfizierten Hela-Zellen fur LEF1-transfizierte H  ela-Subkulturen.

3.4 Effekt einer LEF1-Hemmung auf die Fiboromodulin-  Expression prima-
rer CLL-Zellen und einer CLL-ahnlichen Zelllinie

Der zweite Ansatz, mit dem die transkriptionelle Regulation von Fibromodulin
durch LEF1 untersucht werden sollte, war die gezielte Hemmung von LEFL1 in
Wnt-Signalweg-positiven Proben. Dazu wurden in primare CLL-Zellen und
Proben der CLL-&hnlichen Zelllinie JVM3 mithilfe des Amaxa Nucleofectors
gegen LEF1 gerichtet siRNA eingebracht. Anschlie3end wurden fir die LEF1-
siRNA-Probe, eine Kontroll-siRNA-Probe, eine Probe, die ohne siRNA dem
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Nucleofector ausgesetzt wurde, und eine unbehandelte Probe LEF1-
Expressionsraten bestimmt. Diese Expressionsraten wurden gegen die Kon-
troll-siRNA-Probe kalibriert. Es zeigte sich, dass die LEF1-mRNA-Werte in
JVM3-Zellen durch die siRNA auf 54% der Kontrolle reduziert werden konnten
(siehe Abbildung 12). In den CLL-Zellen war die LEF1-mRNA im Vergleich zur
Kontrolle auf 62% reduziert (siehe Abbildung 13).

LEF1 RER

L i ;
LEF1SRNA  Kontrol-SiRNA  Unbehandelt  Ohne SiRNA

Abbildung 12: JVM3-Zell-Nucleofector-Experiment: Mi  ttlere LEF1-RERs
(und Standardschéatzfehler) relativ zum Mittelwert d  er Kontroll-siRNA-
Proben, fur LEF1-siRNA-Proben, Kontroll-siRNA-Probe n, unbehandelte
Proben, und Proben, die ohne siRNA dem Nucleofector ausgesetzt wurde

(jeweils n=3).

LEF1 RER

LEFLSRNA  Kontrol-SiRNA  Unbehandelt  Ohne-SiRNA
Abbildung 13: CLL-Zell-Nucleofector-Experiment: Mit  tlere LEF1-RERsS
(und Standardschéatzfehler) relativ zum Mittelwert d  er Kontroll-siRNA-
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Probe fir die LEF1-siRNA-Probe, die Kontroll-siRNA- Probe, eine un-
behandelte Probe und eine Probe, die ohne siRNA dem Nucleofector

ausgesetzt wurde.

Nachdem eine erfolgreiche Reduktion der LEF1-mRNA durch das Einbringen
der LEF1-siRNA gezeigt werden konnte, wurden nun RERSs fir Fibromodulin
und die bekannten Zielgene CCND1 und C-Myc erhoben. Es zeigte sich je-
doch auch hier wieder kein wesentlicher Unterschied der Expression sowohl
von Fibromodulin als auch der bekannten Zielgene (vgl. Abbildungen 14 und
15).

Fibromodulin RER

LEFLSRNA  Kontrol-siRNA Ohne SiRNA Unbehandelt
Abbildung 14: JVMS3-Zell Nucleofector Experiment: Fi bromodulin RERs
(und Standardschatzfehler) relativ zum Mittelwert d  er Kontroll-siRNA-
Proben, jeweils fiur drei LEF1-siRNA-Proben, Kontrol I-siRNA-Proben,
Proben, die ohne siRNA dem Nucleofector ausgesetzt wurden, und un-
behandelte Proben.
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=
%

Fibromodulin RER
s

LEF1 SiRNA Kontroll-SiRNA Unbehandelt Ohne-siRNA
Abbildung 15: CLL-Zell-Nucleofector-Experiment: Fib romodulin-RERS
relativ. zum Mittelwert der Kontroll-siRNA-Probe fur die LEF1-siRNA-
Probe, Kontroll-siRNA-Probe, eine unbehandelte Prob e und eine Probe,

die ohne siRNA dem Nucleofector ausgesetzt wurde.

3.5 Assoziation von Fibromodulin mit prognostischen Markern, der Tu-

morlast und dem Krankheitsstadium

Um die Assoziation von Fibromodulin mit der CLL-Prognose zu untersuchen,
wurden die Fibromodulin-RERs von 88 priméren CLL-Proben auf Korrelatio-
nen mit dem Anteil von ZAP70- und CD38-positiven Zellen sowie dem Pro-
zentsatz von Lymphozyten im Differentialblutbild untersucht. Da sich die Resi-
duen der Fibromodulin-RERs im linearen Regressionsmodell mittels Kolmogo-
rov-Smirnov-Test als nicht normalverteilt erwiesen, wurden erneut die
nonparametrischen Korrelationsanalysen nach Kendall und Spearman ver-
wendet. Aul3erdem wurde die Fibromodulin-Expression von neu diagnostizier-
ten Patienten im Stadium Binet A mit der Expression von behandlungsbedurf-
tigen Patienten verglichen.

55



3 Ergebnisse

3.5.1 Assoziation von Fibromodulin mit dem Anteil Z  AP70-positiver Zel-

len

Fur den Anteil ZAP70-positiver Zellen und die Fiboromodulin RERs ermittelte
die 1-Korrelationsanalyse nach Kendall einen Korrelationskoeffizienten von 1 =
0,073, welcher mit einem p-Wert von 0,332 nicht signifikant war. Die p-
Korrelationsanalyse nach Spearman war mit einem p-Wert von 0,332 bei ei-

nem Korrelationskoeffizienten von p = 0,105 ebenfalls nicht signifikant.

AulRerdem wurden die CLL-Proben in ZAP70-positive und ZAP70-negative
Proben aufgeteilt und in ihrer Fibromodulin-Expression miteinander verglichen.
Rassenti et al. folgend wurde alle Proben mit mehr als 20% ZAP70-positiven
Zellen als ZAP70-positiv deklariert, alle anderen als ZAP70-negativ **. Fiir
die ZAP70-positiven CLL-Proben wurde eine mittlere Fibromodulin-RER von
27,64 errechnet. Die ZAP70-negativen Proben zeigten hingegen einen Mittel-
wert von nur 15,46. Zur Signifikanzprifung wurde ein zweiseitiger U-Test nach
Mann und Whitney durchgefihrt. Bei einem U von 703,00 (p = 0,347) war der
Unterschied der beiden Stichproben nicht signifikant (siehe Abbildung 16). Ei-
ne statistische Poweranalyse zeigte jedoch, dass die Power zur Entdeckung
mittelstarker Effekte (d = 0,5) ®® bei einem Signifikanzniveau von 5% und den
hier gegebenen Stichprobenumfangen lediglich 0,50 betragt ©V. Die Wahr-
scheinlichkeit, mindestens mittelstarke Effekte zu entdecken, betragt in diesem
Falle also lediglich 50%. Ublicherweise fordert man eine statistische Power
von mindestens 80% ©®. Mit anderen Worten: Unter den gegebenen Bedin-
gungen kénnen mittlere und kleine Unterschiede der beiden Stichproben nicht

zuverlassig erfasst werden.
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Abbildung 16: Mittlere Fibromodulin-Expression und Standardschéatzfeh-
ler fur ZAP70-positive- und ZAP70-negative-CLL-Prob  en (Mann-Whitney
U =703, p =0,347).

3.5.2 Assoziation von Fibromodulin mit dem Anteil C D38-positiver Zellen

Fur den Anteil CD38-positiver Zellen und die Fibromodulin RERs ergab sich
ein 1-Korrelationskoeffizienten nach Kendall von 1 = -0,030 welcher mit einem
p-Wert von 0,678 nicht signifikant war. Auch der p-Korrelationskoeffizient nach
Spearman, der mit einem Wert von p = -0,050 errechnet wurde, war mit einem

p-Wert von 0,646 nicht signifikant.

Des Weiteren wurden die CLL-Proben in CD38-positive und -negative Proben
aufgeteilt und in ihrer Fibromodulin-Expression verglichen. Alle Proben mit
mehr als 30% CD38-positiven Zellen wurden Hamblin et al. folgend als CD38-
positiv eingestuft ©®. Die mittlere Fibromodulin-RER fiir die CD38-positiven
CLL-Proben betrug 20,46. Die CD38-negativen Proben zeigten einen Mittel-
wert von 17,51. Ein Mann-Whitney U-Test erbrachte hierfur ein insignifikantes
U von 951,50 (p = 0,907). Die Fibromodulin-Expression war somit in CD38-
positiven CLL-Proben nicht signifikant héher als in CD38-negativen (siehe Ab-
bildung 17).
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Abbildung 17: Mittlere Fibromodulin-Expression und Standardschéatzfeh-
ler fur CD38-positive und CD38-negative CLL-Proben (Mann-Whitney U =
951,50, p = 0,907).

3.5.3 Assoziation von Fibromodulin mit der Tumorlas t

Um den Zusammenhang zwischen der Tumorlast und der Fibromodulin-
Expression in der CLL zu untersuchen, wurde ermittelt, ob der Prozentsatz von
Lymphozyten im Differentialblutbild mit der Fibromodulin-Expression korreliert
ist. Die 1-Korrelationsanalyse nach Kendall ermittelte einen Korrelationskoeffi-
zienten von 1 = 0,107, welcher bei einem p-Wert von 0,141 als nicht signifikant
einzustufen war. Die p-Korrelationsanalyse nach Spearman war mit einem p-
Wert von 0,135 bei einem Korrelationskoeffizienten von p = 0,161 ebenfalls
nicht signifikant. Es konnte somit keine signifikante Korrelation zwischen der
Fibromodulin-Expression und dem Prozentsatz von Lymphozyten im Differen-

tialblutbild festgestellt werden.

3.5.4 Assoziation der Fibromodulin-Expression mit d er Schwere der Er-

krankung und dem Krankheitsstadium

Die Assoziation von Fibromodulin mit der Schwere der Erkrankung und dem
Krankheitsstadium wurde Uberprift, indem die Fibromodulin-Expression von
neu diagnostizierten Patienten im Stadium Binet A mit der Expression von be-

handlungsbediirftigen Patienten verglichen wurde. Als behandlungsbedurftig
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gelten dabei nur Patienten im Stadium C nach Binet oder Patienten mit hoch

aktiver symptomatischer Erkrankung unabhangig vom Krankheitsstadium €.

Vallat et al. konnten zeigen, dass in p53-mutierten CLL-Zellen Fibromodulin
eine Induktion durch DNA-Schadigung erfahrt *®?.Eine Therapie kénnte somit
die Fibromodulin-Expression bei behandlungsbedirftigen Patienten erhdhen
und somit das Ergebnis verfalschen. Daher wurden nur Patienten untersucht,
die noch keine Therapie erhalten hatten. Es wurden die Fibromodulin-RERs
von 38 Patienten im Stadium Binet A mit denen von 48 behandlungsbedurfti-
gen Patienten verglichen. Die behandlungsbeddtirftigen Patienten zeigten eine
mittlere Fibromodulin-RER von 14,94 wohingegen die Patienten im Stadium
Binet A eine RER von 12,21 aufwiesen. Zur Signifikanzprifung wurde wiede-
rum ein zweiseitiger U-Test nach Mann und Whitney durchgefihrt. Der Unter-
schied der beiden Stichproben war bei U = 610,00 (p = 0,995) nicht signifikant.
Die Poweranalyse ergab jedoch, dass die Power zur Entdeckung mittelstarker
Effekte (d = 0,5) ®® bei einem Signifikanzniveau von 5% unter den hier unter-
suchten Stichprobenumfangen nur 0,52 betragt ©®Y. Wiederum kénnen also
mittlere und kleine Unterschiede der beiden Stichproben im vorliegenden Test

nicht zuverlassig erfasst werden.
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Abbildung 18: Mittlere Fibromodulin-Expression und Standardschéatzfeh-
ler fur gesunden B-Zellen, Patienten im Stadium Bin et A und behand-
lungsbedurftigen Patienten (Mann-Whitney U =610, p = 0,995).
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3.6 Assoziation von LEF1 mit prognostischen Markern , der Tumorlast

und dem Krankheitsstadium

Zur Untersuchung des Zusammenhangs zwischen LEF1-Expression und der
CLL-Prognose wurden die LEF1-RERs von 112 primaren CLL-Proben auf Kor-
relationen mit dem Anteil von ZAP70- und CD38-positiven Zellen sowie dem
Prozentsatz von Lymphozyten im Differentialblutbild untersucht. Wegen Ver-
letzung der Verteilungsvoraussetzungen des Allgemeinen Linearen Modells
fanden erneut nonparametrische Korrelationsanalysen nach Kendall und
Spearman Anwendung. Zusatzlich wurde die LEF1-Expression von neu diag-
nostizierten Patienten im Stadium Binet A mit der Expression von behand-

lungsbedurftigen Patienten mittels U-Test verglichen.

3.6.1 Assoziation von LEF1 mit dem Anteil ZAP70-pos itiver Zellen

Bei der Korrelationsanalyse zwischen LEF1-Expression und dem Anteil
ZAPT70-positiver Zellen ermittelte die T-Korrelationsanalyse nach Kendall einen
Korrelationskoeffizienten von 1 = 0,203. Diese positive Korrelation erwies sich
bei einem p-Wert von 0,002 als signifikant. Auch die p-Korrelationsanalyse
nach Spearman ermittelte einen positiven Korrelationskoeffizienten von p =
0,300. Diese Korrelation war mit einem p-Wert von 0,001 ebenfalls als signifi-

kant einzustufen.

Des Weiteren wurden die CLL-Proben in ZAP70-positive und -negative Proben
aufgeteilt und hinsichtlich ihrer LEF1-Expression verglichen. Wieder wurden
alle Proben mit mehr als 20% ZAP70-positiven B-Zellen als ZAP70-positiv de-
klariert *>. Die ZAP70-positiven CLL-Proben zeigten eine mittlere LEF1-RER
von 53,72. Fur die ZAP70-negativen Proben wurde hingegen einen Mittelwert
von nur 37,10 ermittelt. Bei einem Mann-Whitney U = 866,50 und p = 0,004
erwies sich die LEF1-Expression in den ZAP70-positiven Proben als signifikant
hoher (siehe Abbildung 19).
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LEF1 RER

ZAP70- (n=78) ZAP70+ (n=34)

Abbildung 19: Mittlere LEF1-Expression und Standard  schéatzfehler fur ZAP70-
positive und ZAP70-negative CLL-Proben (Mann-Whitne y U = 881,50, p = 0,004).

3.6.2 Assoziation von LEF1 mit dem Anteil CD38-posi  tiver Zellen

Der 1-Korrelationskoeffizienten nach Kendall zwischen dem Anteil CD38-
positiver Zellen und den LEF1-RERs betrug 1 = -0.100. Bei einem p-Wert von
0,119 war diese Korrelation jedoch als nicht signifikant einzustufen. Der p-
Korrelationskoeffizienten nach Spearman betrug p = -0,152 und war mit einem
p-Wert von 0,111 ebenfalls nicht signifikant.

AuRerdem wurden CD38-positive und CD38-negative CLL-Proben in Bezug
auf ihre LEF1-Expression verglichen. Alle Proben mit mehr als 30% CD38-
positiven Zellen wurden als CD38-positiv eingestuft . Die mittlere LEF1-RER
fur die CD38-positiven CLL-Proben betrug 35,41. Die CD38-negativen Proben
zeigten hingegen einen Mittelwert von 51,39. Der U-Test nach Mann und
Whitney ergab U = 1424,50 bei einer Uberschreitungswahrscheinlichkeit von p
= 0,446. Die LEF1-Expression war somit in CD38-positiven CLL-Proben nicht
signifikant unterschiedlich von der Expression in den CD38-negativen Proben
(siehe Abbildung 20).
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Abbildung 20: Mittlere LEF1-Expression und Standard schatzfehler fur
CD38-positive und CD38-negative CLL-Proben (Mann-Wh itney U =
1424,50, p = 0,446).

3.6.3 Assoziation der LEF1-Expression mit der Tumor  last

Ein mdglicher Zusammenhang zwischen der Hohe der LEF1-Expression und
der Tumorlast in der CLL wurde untersucht, in dem der Prozentsatz von Lym-
phozyten im Differentialblutbild mit der LEF1-Expression korreliert wurde. Die
1-Korrelationsanalyse nach Kendall ermittelte einen Korrelationskoeffizienten
von 1 = 0,296, welcher bei einem p-Wert unter 0,001 als hoch signifikant ein-
zustufen war. Die p-Korrelationsanalyse nach Spearman war ebenfalls mit ei-
nem p-Wert unter 0,001 bei einem Korrelationskoeffizienten von p = 0,440
hoch signifikant. Es konnte somit eine starke positive Korrelation zwischen der
LEF1-Expression und dem Prozentsatz von Lymphozyten im Differentialblut-
bild festgestellt werden (siehe Abbildung 21).
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Abbildung 21: Punktdiagramm zur Illustration des Z usammenhangs zwi-
schen dem Prozentsatz von Lymphozyten im Differenti alblutbild und den

LEF1-RERs von 112 primaren CLL-Proben (grun: Lympho  zyten bis ma-
ximal 50%; gelb: mehr als 50% Lymphozyten und LEF1- RER < 70; rot:
alle Patienten mit einer LEF1-RER > 70).

AulRerdem lassen sich anhand des Punktdiagramms in Abbildung 21 drei Un-
tergruppen unterscheiden, welche im Punktdiagramm jeweils grtin, gelb und
rot eingefarbt wurden. Um die Relevanz der Gruppenzugehdarigkeit fir Progno-
se und Krankheitsstadium zu untersuchen, wurden die Patientencharakteristi-

ken der einzelnen Gruppen ermittelt und miteinander verglichen.

Die erste Gruppe mit grinen Punkten im Punktdiagramm rekrutiert sich aus
Patienten mit normalen oder nur leicht erhéhten Lymphozyten bis maximal
50%. Alle Patienten dieser Gruppe haben eine LEF1-RER von unter 50 (siehe
Abbildung 21), 14% sind behandlungsbediirftig und keiner ist ZAP70-positiv.

Die zweite Gruppe mit gelb eingefarbten Punkten besteht aus Patienten mit
mehr als 50% Lymphozyten im Blut und einem LEF1-RER von weniger als 70.
Die Halfte dieser Patient ist behandlungsbedurftig und 25% sind ZAP70-

positiv.

Die dritte Gruppe mit roten Punkten enthalt alle Patienten mit einer LEF1-RER
von Uber 70 (siehe Abbildung 21). Jeder Patient dieser Gruppe hat mindestens
80% Lymphozyten im Differentialblutbild. Insgesamt 90% der Patienten dieser

Gruppe sind behandlungsbedurftig und 55% sind ZAP70-positiv.
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3.6.4 Assoziation von LEF1 mit der Schwere der Erkr ankung und dem

Krankheitsstadium

Zur weiteren Uberpriifung der Assoziation von LEF1 mit der Schwere der Er-
krankung und dem Krankheitsstadium wurde die LEF1-Expression von neu
diagnostizierten Patienten im Stadium Binet A mit der Expression bei behand-
lungsbedurftigen Patienten verglichen. Als behandlungsbedirftig gelten dabei
wieder nur Patienten im Stadium C nach Binet oder Patienten mit hoch aktiver
symptomatischer Erkrankung unabhangig vom Krankheitsstadium ©%. Um ei-
nen mdoglichen Einfluss von Zytostatika auf die LEF1-Expression auszuschlie-
Ben, wurden nur Patienten untersucht, die noch keine Therapie erhalten hat-
ten. Es wurden die LEF1-RERs von 48 Patienten im Stadium Binet A mit de-
nen von 33 behandlungsbediurftigen Patienten verglichen.

Die Patienten im Stadium Binet A hatten eine mittlere LEF1-RER von nur
22,01. Die behandlungsbedurftigen Patienten hingegen zeigten eine mittlere
LEF1-RER von 85,61. Bei einem Mann-Whitney U = 341,50 und einer Uber-
schreitungswahrscheinlichkeit p < 0,001 erwies sich der Unterschied der bei-

den Stichproben als hoch signifikant (siehe Abbildung 22).
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Abbildung 22: Mittlere LEF1-Expression und Standard  schatzfehler fur
gesunden B-Zellen, Patienten im Stadium Binet A und behandlungs-
bedurftigen Patienten (Mann-Whitney U = 341,50, p <.001).
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3.7 ROC-Kurven zur Diskriminierung zwischen behandl  ungsbedurftigen

und nicht behandlungsbediirftigen CLL-Patienten

Zur Veranschaulichung der Trennscharfe zwischen behandlungsbedurftigen
Patienten und Patienten im Stadium Binet A wurden Receiver Operating
Characteristic-Kurven (ROC-Kurven) fur die LEF1- und Fibromodulin-
Expression im Vergleich zu den prognostischen Markern ZAP70 und CD38
erstellt. ROC-Kurven stammen urspringlich aus den Ingenieurwissenschaften
und dienen der Veranschaulichung des Zusammenhangs zwischen ,Treffern®
(richtig positive Urteile) und ,falschen Alarmen*® (falsch positive Urteile) bei zu-
nehmend liberaleren Urteilskriterien. ROC-Kurven lassen sich nutzbringend
auch in der medizinischen Diagnostik anwenden, indem man fur einen hin-
sichtlich der diagnostischen oder prognostischen Brauchbarkeit zu bewerten-
den Parameter die Sensitivitédt gegen das Komplement der Spezifitat (100% —
Spezifitat) fur verschiedene Cut-off-Punkte des Parameters abtragt. Je steiler
die Sensitivitat in diesem ROC-Diagramm ansteigt (d. h. je mehr Flache unter-
halb der ROC-Kurve liegt), desto brauchbarer ist der betreffende Parameter.
Wenn ein Parameter in keinerlei Zusammenhang mit der Behandlungsbedurf-
tigkeit steht, wirde mit steigender Sensitivitat die Spezifitat in gleichem Male
abnehmen. Die entsprechende Kurve wirde somit auf der Indifferenzlinie (sie-
he Abbildung 23) verlaufen. Um die ROC-Kurven flr verschiedene Parameter
vergleichen zu kénnen, wird Ublicherweise die Flache unter jeder ROC-Kurve
berechnet und der Unterschied zur Indifferenzlinie jeweils einem Signifikanz-

test unterzogen.

In der aktuellen Anwendung wurden fir die LEF1- und Fibromodulin-RERs
sowie den Prozentsatz von ZAP70- und CD38-positiven Zellen ROC-Kurven
zur Diskriminierung behandlungsbedurftiger und nicht-behandlungsbe-durftiger
CLL-Patienten erstellt (siehe Abbildung 23). Um Verfalschungen der Werte
durch bereits erhaltene Therapien auszuschlie3en, wurden in diese Untersu-

chung nur unbehandelte Patienten einbezogen.
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Abbildung 23: ROC-Kurven zur Diskriminierung zwisch
bedurftigen Patienten und Patienten im Stadium Bine
Fibromodulin RERs sowie die Prozentsatze von ZAP70-

positiven Zellen.

AuRerdem wurden die Flachen unter den Kurven berechnet und deren Abwei-

chung von der Indifferenzlinie auf Signifikanz gepruft (siehe Tabelle 3).

Tabelle 3: Stichprobengréf3en, Flachen unter den Kur  ven und p-Werte

der ROC-Kurven zur Trennung zwischen behandlungsbed arftigen Patien-

ten und Patienten im Stadium Binet A fiir LEF1- und Fibromodulin RERs

sowie die Prozentsatze von ZAP70- und CD38-positive  n Zellen.
Parameter Binet A Behandlungs- | Flache unter p-Wert
beddrftig der Kurve
'LEFT | n=48 | n=33 | 0784 | p<0001 |
Fibromodulin n=38 n=33 0,5072 p=0,917
% ZAP70 n =48 n =33 0,6313 p = 0,046
% CD38 n=48 n =33 0,5713 p=0,278
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Die o0.g. Tabelle zeigt, dass lediglich die LEF1-RER und der Prozentsatz
ZAPT70-positiver Zellen signifikant zwischen behandlungsbedirften und nicht-
behandlungsbediirften CLL-Patienten trennen, letzterer allerdings weit weniger
eindeutig als die LEF1-RER. Zu beachten ist, dass weder die Fibromodulin-
RER noch der Prozentsatz CD38-positiver Zellen signifikant zwischen beiden

Gruppen trennt.
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4 Diskussion

Die CLL ist die haufigste Leukamie in der westlichen Welt und gilt nach wie vor
als nicht heilbar. Ein weiteres hervorstechendes Merkmal der CLL ist der au-
Rerordentlich heterogene Verlauf der Erkrankung mit einerseits fulminanten
Verlaufen, die innerhalb von Monaten zum Tode des Patienten fuhren, und
andererseits Patienten, die jahrzehntelang fast symptomfrei mit der Erkran-
kung leben ©. Das frilhzeitige Erkennen von Hochrisiko-Patienten ist eine der
wesentlichen Herausforderungen in der Therapie der CLL und mit hohen Kos-
ten verbunden. Auch die Atiologie und die molekulare Pathogenese der CLL

sind gro3tenteils noch weitgehend ungeklart.

In der vorliegenden Arbeit wurden die prognostische Bedeutung und die Regu-
lation des Transkriptionsfaktors LEF1 sowie des extrazellularen Matrixproteins

Fibromodulin in der CLL untersucht.

4.1 Uberexpression von Fibromodulin in der CLL

Die Uberexpression von Fibromodulin in der CLL konnte bereits in mehreren
Studien gezeigt werden. In den Arbeiten von Klein et al. und Jelinek et al. wur-
de die Uberexpression mit Hilfe von Microarray-Analysen nachgewiesen. Klein
et al. ermittelten dabei eine 287-fache Uberexpression % und Jelinek et al.
eine 2188-fache Uberexpression %? relativ zu gesunden B-Zellen. Die Dis-
krepanz dieser Ergebnisse erklart sich vermutlich dadurch, dass sich Microar-
ray-Analysen zwar hervorragend als Suchtest eignen, jedoch leider eine ge-
wisse Messungenauigkeit aufweisen. Giannopoulos et al. konnten mit Hilfe der
konventionellen PCR nur eine qualitative Aussage Uber die Fibromodulin-
Expression machen. Mit dem von ihnen gewahlten PCR-Protokoll konnten sie
in 63% der CLL-Falle Fibromodulin-mRNA nachweisen, jedoch in keiner der
gesunden Kontrollen ‘Y. In der vorliegenden Arbeit wurde die Fibromodulin-
Expression erstmalig mit Hilfe hochspezifischer effizienzkorrigierter TagMan®-
Sonden-Real-time-PCR in der CLL untersucht und die Uberexpression im Ver-

gleich zu gesunden B-Zellen (15,81-fach) konnte bestatigt werden.
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4.2 Uberexpression von LEF1 in der CLL

Klein et al. und Jelinek et al. konnten ebenfalls die Uberexpression von LEF1
mit Hilfe von Microarray-Analysen nachweisen. Klein et al. ermittelten fir LEF1
eine 80-fache ™ und Jelinek et al. eine 832-fache Uberexpression %2 im
Vergleich zu gesunden B-Zellen. Auch fur LEF1 konnte in dieser Arbeit unter
Verwendung hochspezifischer TagMan®-Sonden-Real-time-PCR die Uberex-
pression von LEF1 in der CLL im Vergleich zu gesunden B-Zellen (39,56-fach)
bestatigt werden.

4.3 Korrelation der Wnt-Transkriptionsfaktoren LEF1 und TCF4 mit Fib-

romodulin in primaren CLL-Zellen

4.3.1 Korrelation von LEF1 und Fibromodulin in prim aren CLL-Zellen

Im LEF1-Median-Split zeigte sich eine Uber 8-mal hohere Fibromodulin-
Expression in den Patienten mit hoher LEF1-Expression im Vergleich zu de-
nen mit relativ niedriger LEF1-Expression. Bei einem p-Wert von unter 0,001
kann von einer hochsignifikanten Assoziation zwischen Fibromodulin und

LEF1-Expression in der CLL ausgegangen werden.

Des Weiteren zeigten die Korrelationsanalysen nach Kendall und Spearman
hochsignifikant positive Korrelationskoeffizienten fir LEF1 und Fibromodulin.
Somit kann die Aussage getroffen werden, dass in den untersuchten CLL-
Proben die Fibromodulin-Expression umso hdher ist, je hoher LEF1 exprimiert
wird. Dieser Aspekt weist auf einen mdglichen funktionellen Zusammenhang
zwischen LEF1 und Fibromodulin in der CLL hin. Es kann jedoch hieraus nicht
zwingend geschlossen werden, dass es sich um einen direkten funktionellen
Zusammenhang handelt. So kann beispielsweise nicht ausgeschlossen wer-
den, dass sowohl LEF1 als auch Fibromodulin in gleichem MalRe von einem

dritten Faktor in ihrer Expression moduliert werden.
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4.3.2 Korrelation von LEF1, TCF4 und Fibromodulin i  n primaren CLL-

Zellen

Es wurde beschrieben, dass LEF1/TCF Transkriptionsfaktoren haufig Zielgene
von sich selbst beziehungsweise anderen Mitglieder der LEF1/TCF Transkrip-
tionsfaktorfamilie sind ‘%5992 Es ware also denkbar, dass sowohl LEF1 also
auch Fibromodulin von einem weiteren LEF1/TCF Transkriptionsfaktor in ihrer
Expression moduliert werden. Da fur den Transkriptionsfaktor TCF4 mehrfach
gezeigt werden konnte, dass er fur die Transkription von Wnt-Zielgenen ver-
antwortlich ist *®51%3% wurde untersucht, ob ein Zusammenhang zwischen
TCF4, LEF1 und Fibromodulin-Expression in der CLL besteht. Es zeigte sich
eine stark positive Korrelation zwischen LEF1 und TCF4, jedoch keine signifi-
kante Korrelation zwischen TCF4 und Fibromodulin. Falls einer der beiden
Transkriptionsfaktoren die Transkription von Fibromodulin in den CLL-Zellen
reguliert, kann also davon ausgegangen werden, dass es mit hoher Wahr-
scheinlichkeit LEF1 und nicht TCF4 ist.

4.4 Gezielte Uberexpression von LEF1 in Hela-Zellen

Hela-Zellen exprimieren sowohl LEF1 als auch Fibromodulin nur in sehr gerin-
gem Ausmald im Vergleich zu CLL-Zellen. Um eine mdgliche transkriptionelle
Regulation von Fibromodulin durch LEF1 zu untersuchen, wurde mit Hilfe ei-
nes CMV-Promotor-gesteuerten Plasmides LEF1 in den Hela-Zellen gezielt
Uberexprimiert. AnschlieRend wurde untersucht, ob diese Uberexpression
auch zu einer Steigerung der Fibromodulin-Expression fihrt. Zur Kontrolle
wurden auch die Expressionen der bekannten LEF1-Zielgene CCND1 und C-

Myc untersucht.

Wie in Kapitel 3.3 beschrieben, konnte jedoch trotz erfolgreicher Uberexpres-
sion von LEF1 auf mRNA und Proteinebene keine Anderung der Expression
von Fibromodulin nachgewiesen werden. Da sich auch keine Anderung in der
Expression der bekannten Zielgene zeigte, muss davon ausgegangen werden,
dass das transfizierte LEF1 keine Wirkung als Transkriptionsfaktor in den He-
la-Zellen hatte.
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Eine mdgliche Erklarung dafur kdnnte sein, dass der His-Tag des transfizierten
LEF1 dessen Funktion als Transkriptionsfaktor stort. Mdglicherweise wird auch
das LEF1-Protein in den Hela-Zellen wiederum durch die Ladung des His-
Tags oder auch durch eine abnorme Chaperon-Umgebung in den Hela-Zellen
nicht korrekt gefaltet. Die Funktion von LEF1 in Hela-Zellen kénnte auch durch
Mutationen oder epigenetische Modifikationen verhindert werden. Da -
Catenin notwendig fur die Funktion von LEF1 als Transkriptionsfaktor ist, ware
es auch denkbar, dass keine ausreichenden Mengen 3-Catenin oder nur nicht
funktionales B-Catenin in den Hela-Zellen vorliegt. Eine weitere mégliche Ur-
sache fur die fehlende Funktion als Transkriptionsfaktor kénnte die Expression
von dominant negativem LEF1 in den Hela-Zellen sein. Aul3erdem ware es
denkbar, dass das LEF1-Protein in den Hela-Zellen posttranslationalen Modifi-
kationen unterliegt oder die Hela-Zellen nach der Transfektion ein eigenes
verandertes LEF1 produzieren. Diese Vermutung wird gestitzt durch die Wes-
tern Blot Analyse der transfizierten Hela-Zellen (siehe Abbildung 8). In den
transfizierten Hela-Zellen sind zwei Banden mit unterschiedlichem Molekular-
gewicht zu sehen. Da die untransfizierten Hela-Zellen keinerlei Proteinbanden
aufweisen, ist es unwahrscheinlich, dass es sich um eine unspezifische Bande
handelt. Somit ist zu vermuten, dass zwei verschiedene LEF1-Varianten nach
der Transfektion in den Hela-Zellen vorliegen, wovon eventuell eine die Funk-

tion der anderen behindern konnte.

4.5 Gezielte Hemmung von LEF1 in JVM3- und primaren  CLL-Zellen

Da mit der Transfektion von Hela-Zellen die Regulation von Fibromodulin
durch LEF1 weder gezeigt noch widerlegt werden konnte, wurde ein anderer
experimenteller Ansatz gewahlt. In diesem Experiment sollte in Zellen, die so-
wohl LEF1 als auch Fibromodulin exprimieren, die LEF1-Expression selektiv
gehemmt werden. Falls Fibromodulin von LEF1 reguliert wird, sollte nach se-
lektiver Hemmung von LEF1 auch Fibromodulin konsekutiv herabreguliert
werden. Zur Kontrolle wurden wieder auch die Expressionen der bekannten
LEF1 Zielgene CCND1 und C-Myc untersucht.

Es gelang eine siRNA-mediierte Reduktion der LEF1-mRNA auf 54% in JVM3-

Zellen und auf 62% in primaren CLL-Zellen. Es zeigte sich jedoch weder eine
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signifikante Anderung der Expression von Fibromodulin noch eine Expressi-
onsanderung der bekannten Zielgene. Da die Reduktion der LEF1-mRNA kei-
nen Effekt auf die Expression bekannter Zielgene hatte, kann wiederum keine
fundierte Aussage dariiber getroffen werden, ob auch Fibromodulin zu den

Zielgenen gehort.

Eine mogliche Erklarung fur den fehlenden Effekt der LEF1-Reduktion auf die
Zielgene konnte sein, dass die Transkription durch andere Mitglieder der
LEF/TCF-Transkriptionsfaktorfamilie aufrecht erhalten wird. Des Weiteren wa-
re es denkbar, dass deutlich mehr LEF1 in den Zellen vorhanden ist als fur
eine maximale Transkription nétig ist und somit eine Reduktion auf 54% be-
ziehungsweise 62% nicht ausreichend ist, um einen Effekt sichtbar zu ma-
chen.

4.6 Assoziation von Fibromodulin mit prognostischen Markern, der Tu-

morlast und dem Krankheitsstadium

In den 96 untersuchten priméren CLL-Proben in der vorliegenden Arbeit fand
sich eine sehr heterogene Fibromodulin-Expression in den CLL-Proben, wo-
hingegen die Expression der gesunden B-Zellen relativ konstant war. Die He-
terogenitat der CLL in Bezug auf Aggressivitat und Prognose kénnte sich also
maoglicherweise unter anderem auch in der Fibromodulin-Expression manifes-
tieren. Diese Hypothese wird gesttitzt durch die Assoziation von hoher Fibro-
modulin-Expression mit p53-Mutationen in CLL-Zellen, welche durch Vallat et

al. gezeigt werden konnte 82,

Um die prognostische Relevanz der Fibromodulin-Expression zu untersuchen
wurde zuerst der Zusammenhang zwischen Fibromodulin und bekannten
prognostischen Markern untersucht. Ein haufig verwendeter prognostischer
Marker ist ZAP70. ZAP70 gilt als guter Surrogatmarker fur unmutierten IGVH-
Status ¥, welcher wiederum mit einem aggressiven Krankheitsverlauf und
einer schlechten Prognose verbunden ist ®°®) In der Aufteilung der Patien-
tenproben in ZAP70-positive und ZAP70-negative nach Rassenti et al. %%
zeigte sich eine im Mittel fast doppelt so hohe Fibromodulin-Expression in den

ZAPT70-positiven Proben im Vergleich zu den ZAP70-negativen. Dieser Unter-
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schied erwies sich im U-Test nach Mann und Whitney als nicht signifikant. Die
statistische Poweranalyse zeigte jedoch, dass unter den gegebenen Umstén-
den die Stichprobengréf3e nicht ausreichend war, um mittlere und kleine Un-
terschiede zwischen den beiden Stichproben sicher zu erfassen. Auch in den
Korrelationsanalysen nach Kendall und Spearman konnte keine signifikante
Korrelation zwischen dem Prozentsatz ZAP70-positiver Zellen und der Fibro-

modulin-Expression festgestellt werden.

Ein weiterer prognostischer Marker ist CD38 3%, Wie auch schon im Falle von
ZAP70 konnte sowohl durch Aufteilung in CD38-positive und CD38-negative
Patientenproben nach Hamblin et al. ®® als auch durch nonparametrische Kor-
relationsanalysen kein signifikanter Zusammenhang zwischen CD38 und der
Fibromodulin-Expression festgestellt werden. Zusammenfassend lasst sich
sagen, dass sich ein Zusammenhang zwischen der Fibromodulin-Expression

und prognostischen Markern nicht statistisch untermauern lief3.

Neben den prognostischen Markern wurde auch die Assoziation der Fibromo-
dulin-Expression mit der Hohe des Prozentsatzes von Lymphozyten im Diffe-
rentialblutbild sowie der Schwere der Erkrankung und dem Krankheitsstadium
untersucht. Wie schon bei den immunphanotypischen Markern zeigte der Pro-
zentsatz von Lymphozyten im Differentialblutbild als Surrogatmarker fur die
Tumorlast keine signifikante Korrelation mit der Fibromodulin-Expression. Es
konnte ebenfalls keine signifikant hohere Fibromodulin-Expression bei be-
handlungsbedurftigen Patienten im Vergleich zu Patienten im neu diagnosti-
zierten Stadium A nach Binet nachgewiesen werden (siehe Abbildung 18).
Wegen nicht ausreichender statistischer Power des Tests kdnnen jedoch mitt-
lere und kleine Unterschiede der beiden Gruppen wiederum nicht sicher aus-

geschlossen werden.

In Ubereinstimmung mit dem Vergleich von behandlungsbediirftigen Patienten
mit Patienten im Stadium A nach Binet konnte auch in der ROC-Kurve zur Be-
handlungsbedurftigkeit kein signifikanter Zusammenhang mit der Fibromodu-
lin-Expression festgestellt werden (siehe Kapitel 3.7 ROC-Kurven zur Diskri-
minierung zwischen behandlungsbedurftigen und nicht behandlungsbedurfti-
gen CLL-Patienten ).
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4.7 Assoziation von LEF1 mit prognostischen Markern , der Tumorlast

und dem Krankheitsstadium

Die LEF1-Expression der untersuchten gesunden B-Zellen verhielt sich mit
einer Standardabweichung von 1,03 sehr homogen. Die 120 primaren CLL-
Zellen wiesen hingegen mit einer Standardabweichung von 51,96 eine noch
ausgepragtere Variabilitat der LEF1-Expression auf als das bei der Fibromodu-
lin-Expression der Fall war. Dies wirft erneut die Frage auf, ob die Heterogeni-
tat in der LEF1-Expression mit der Variabilitat der CLL hinsichtlich Aggressivi-
tat und Prognose in Verbindung steht. Diese Vermutung wird gestitzt durch
mehrere Studien, die einen Zusammenhang zwischen der Auspragung der
LEF1-Expression und schlechter Prognose in anderen leukdmisch verlaufen-
den Malignomen nachweisen konnten. Beispielsweise konnten Wang et al.
zeigen, dass die LEF1-Expression in hochmalignen akuten Leuka&mien relativ
zu niedrigmalignen chronischen Leukamien signifikant erhoht ist ‘29, Des Wei-
teren haben Patienten mit akuter lymphatischer Leukdmie und hoher LEF1-
Expression eine schlechtere Prognose als solche mit relativ niedrigerer LEF1-
Expression %Y. Gutierrez et al. fanden auRBerdem Hinweise, dass die Zellen
der Monoclonal B-lymphocytosis LEF1 in geringerem Mal3e Uberexprimieren
als die Zellen der manifesten CLL . AuRerdem konnte in mehreren Studien
ein Zusammenhang zwischen LEF1-Expression und der Aggressivitat sowie
der Invasivitat neoplastischer Erkrankungen gezeigt werden. Beispielsweise
scheint LEF1 Tumorwachstum und Invasivitat in androgenabhéngigen Prosta-
takarzinomen zu férdern “*¥. Auch in Mamakarzinomen kénnten Hinweise auf
einen verstarkenden Effekt von LEF1 auf die Invasivitat des Tumors gezeigt

werden 439,

4.7.1 Assoziation von LEF1 mit ZAP70 und CD38

In der vorliegenden Arbeit konnte eine signifikant positive Korrelation zwischen
der LEF1-Expression und dem Prozentsatz ZAP70-exprimierender Zellen im
peripheren Blut gezeigt werden. Aul3erdem war in der Aufteilung in ZAP70-
positive und ZAP70-negative Patientenproben nach Rassenti et al. ®* die

LEF1-Expression in den ZAP70-positiven Proben signifikant hoher. Dies ist ein

74



4 Diskussion

starker Hinweis auf eine Assoziation zwischen hoher LEF1-Expression und

schlechter Prognose sowie unmutiertem IGVH-Status in der CLL.

Es fand sich hingegen sowohl in der Aufteilung in CD38-positive und CD38-
negative Patientenproben nach Hamblin et al. ®® als auch in den Korrelations-
analysen kein signifikanter Zusammenhang zwischen CD38 und der LEF1-
Expression. Da gezeigt werden konnte, dass CD38 ein IGVH-Mutationsstatus-
unabh&ngiger prognostischer Faktor ist, ware als Erklarung denkbar, dass die
CD38-positive prognostische Subgruppe auch LEF1-unabhangig ist. Des Wei-
teren ware es moglich, dass die bereits nhachgewiesene Variabilitat der CD38-
Expression im Verlauf der Erkrankung die Korrelation zwischen CD38 und
LEF1 reduziert ©®.

4.7.2 Assoziation von LEF1 mit der Tumorlast

Es fand sich eine hochsignifikant positive Korrelation zwischen dem Prozent-
satz von Lymphozyten im Differentialblutbild und der Hohe der LEF1-
Expression. Dies weist auf einen Zusammenhang zwischen LEF1-Expression
und der Tumorlast hin und unterstitzt die Annahme, dass hohe LEF1-
Expression mit schlechter Prognose und fortgeschrittenem Krankheitsstadium

assoziiert ist.

Des Weiteren lassen sich im Punktdiagramm, in dem LEF1-Expression gegen
den Lymphozyten-Prozentsatz im Differentialblutbild abgetragen wird (siehe

Abbildung 21) drei Subgruppen unterscheiden. Besonders interessant ist
hierbei die dritte Gruppe (rote Punkte). Wenn man in Analogie zu ZAP70 und
CD38 jeden Patienten mit einer LEF1-RER von Uber 70 als LEF1-positiv defi-
nieren wirde, dann wéaren in dem in dieser Arbeit untersuchten Patientenkol-
lektiv 90% der LEF1-positiven Patienten behandlungsbediirftig. AuRerdem hét-
te jeder LEF1-positive Patient mindestens 80% Lymphozyten im Differential-
blutbild und Uber die Halfte ware auch ZAP70-positiv. Dies unterstreicht die
mogliche prognostische Bedeutung der LEF1-Expression bei CLL-Patienten.

Allerdings ware selbstverstandlich noch zu prifen, ob sich die prognostische
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Bedeutung der LEF1-Expression auch in einer prospektiven klinischen Studie

mit entsprechend langer Beobachtungsdauer bestatigen lasst.

4.7.3 Assoziation von LEF1 mit dem Krankheitsstadiu m und der Thera-
piebedurftigkeit von CLL-Patienten

Die Bedeutung der LEF1-Expression in Bezug auf Prognose und Krankheits-
stadium wird bei dem Vergleich von neu diagnostizierten Patienten im Stadium
A nach Binet mit behandlungsbedirftigen Patienten deutlich. In der vorliegen-
den Arbeit konnte bei einem p-Wert von unter 0,001 eine etwa viermal héhere
LEF1-Expression bei den behandlungsbedirftigen Patienten nachgewiesen
werden. Auch die Aufteilung in ,LEF1-positive” und ,LEF1-negative” Patienten
(siehe Abbildung 21) deutet daraufhin, dass eine hohe LEF1-Expression ein
starker Pradiktor fur die Behandlungsbedirftigkeit von Patienten mit CLL zu
sein scheint. Dieser Aspekt wird weiterhin deutlich im Vergleich der ROC-
Kurven zur Behandlungsbedirftigkeit (siehe Abbildung 23). Dort konnte ge-
zeigt werden, dass die LEF1-Expression in erheblich starkerem MalRe mit der
Behandlungsbedurftigkeit von CLL-Patienten assoziiert ist als ZAP70. CD38
wies demgegenuber keinen signifikanten Zusammenhang mit der Behand-
lungsbedaurftigkeit auf. Die Messung der LEF1-Expression kdnnte somit mégli-
cherweise als weiterer Parameter zur Feststellung der Behandlungsbedurftig-
keit oder zur Verlaufsbeurteilung von CLL-Erkrankungen im klinischen Bereich

Anwendung finden.

4.8 LEF1 als mdgliches therapeutisches Ziel

Die erhebliche Uberexpression von LEF1 sowie die Assoziation mit schlechter
Prognose und fortgeschrittenem Krankheitsstadium in der CLL machen LEF1
zu einem moglichen therapeutischen Ziel. LEF1 erscheint auch deshalb als
therapeutisches Ziel vielversprechend, weil mehrfach gezeigt werden konnte,
dass die unkontrollierte Expression von LEF1 ein funktionell wichtiger Schritt in
der Entwicklung von malignen Erkrankungen zu sein scheint. So konnte durch
LEF1 verursachte neoplastische Transformation sowohl in vitro als auch in
vivo gezeigt werden ®!®) Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass LEF1
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eine bedeutende funktionelle Rolle bei der Invasivitat und Aggressivitat ver-
schiedener maligner Erkrankungen spielt #1350 Dariiber hinaus konnten
Gandhirajan et al. zeigen, dass die gezielte Hemmung von LEF1 in vitro zu
einer signifikant erhohten Apoptoserate bei CLL-Zellen fihrt. Diese Aspekte
zusammengenommen stitzen die Hypothese, dass LEF1 ein vielversprechen-

des therapeutisches Ziel in der CLL sein kénnte.

Da LEF1 in seiner Funktion als Transkriptionsfaktor abhangig von 3-Catenin
ist, kdnnte durch die Hemmung von (-Catenin auch die Funktion von LEF1
beeintrachtigt werden. Die Hemmung von B-Catenin wurde bereits in mehre-
ren neoplastischen Erkrankungen erfolgreich getestet. So konnte die spezifi-
sche Hemmung von B-Catenin in Kolonkarzinom-Zellen sowohl in vitro als
auch im Mausmodell die Proliferation der neoplastischen Zellen signifikant re-
duzieren (7816318 Aych fiir Oesophaguskarzinom-Zellen konnte eine Hem-
mung der Proliferation sowie eine erhéhte Apoptoserate nach gezielter Hem-
mung von B-Catenin gezeigt werden ®®. Des Weiteren konnte sowohl in einer
Zelllinie der myeloischen Leukamie als auch der akuten T-Zell-Leuk&dmie mit-
hilfe von dominant negativem B-Catenin eine Proliferationshemmung erreicht
werden ®¥. Der Nachweis der Wirksamkeiten einer B-Catenin-Hemmung in

der CLL steht jedoch noch aus.

Zwei mogliche Therapeutika zur direkten und gezielten Hemmung von LEF1
sind die Substanzen PKF115-584 und CGP049090. Diese beiden Substanzen
kénnen die fur die Transkriptionsinduktion notwendige Komplexbildung von
LEF1 und pB-Catenin gezielt verhindern. AufRerdem konnte in In-vitro-
Experimenten gezeigt werden, dass PKF115-584 und CGP049090 effektiv
CLL-Zellen téten, wohingegen gesunde B-Zellen von den Substanzen nicht
signifikant beeintrachtigt werden. Auch in einem Xenograft-Mausmodell mit der
CLL-&hnlichen Zelllinie JVM3 fuhrten die beiden Substanzen bei guter Vertrag-
lichkeit zu signifikant verringertem Tumorwachstum und verlangertem Uberle-

ben ©9),

4.9 Ausblick
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4.9.1 Regulation der Fibromodulin-Expression in der CLL

In der vorliegenden Arbeit konnte eine hoch signifikante, von TCF4 unabhan-
gige Korrelation der Fibromodulin-Expression mit LEF1 gezeigt werden. Dies
ist ein Hinweis darauf, dass Fibromodulin von LEF1 reguliert werden konnte. In
den Transfektionsexperimenten konnte jedoch die transkriptionelle Regulation

von Fibromodulin durch LEF1 weder gezeigt noch widerlegt werden.

Um die Regulation funktionell nachzuweisen, ware es maglicherweise sinnvoll,
das LEF1-Uberexpressionsplasmid in einer anderen Zelllinie zu testen. AulRer-
dem wurde in einer Studie von Sasaki et al. deutlich, dass die alleinige Uber-
expression von LEF1 nur einen geringen Effekt auf die Expression des Ziel-
gens C-Myc hat und ein deutlicher Effekt erst nach der Ko-Transfektion mit
einem B-Catenin-Uberexpressionsplasmid nachweisbar ist *°®. Daher sollte
auch fur die Untersuchung der Fibromodulin-Regulation die Ko-Transfektion

mit einem B-Catenin-Uberexpressionsplasmid erwogen werden.

Ein weiterer vielversprechender Ansatz ware die Klonierung der Fibromodulin-
Promotor-Region in ein Reporter-Plasmid und die anschlieBende Ko-
Transfektion mit einem LEF1-Uberexpressionsplasmid. Sollte das Reporter-
Plasmid nach der Ko-Transfektion mit einem LEF1-Uberexpressionsplasmid
erheblich starker abgelesen werden als bei der alleinigen Transfektion des
Reporter-Plasmides, ware die Regulation von Fibromodulin durch LEF1 als

sehr wahrscheinlich anzusehen.

AuRerdem kann unter Verwendung eines electrophoretic mobility shift assays
(EMSA) untersucht werden, ob LEF1 an bestimmte Bereiche des Fibromodu-
lin-Promotors bindet. Dazu wirde man die Bereiche des Promotors, die fur
eine Bindung in Frage kommen, mittels PCR amplifizieren. AnschlielRend wiir-
den die Amplifikate mit rekombinantem LEF1 und eventuell zusatzlich auch mit
rekombinantem B-Catenin inkubiert. Sollte dann im EMSA das mit dem Ampli-
fikaten inkubierte LEF1 deutlich langsamer laufen als das reine Protein, kann
von einer Bindung zwischen Fibromodulin-Promotor und LEF1 ausgegangen

werden.

78



4 Diskussion

Um dartber hinaus die Bindung von LEF1 an die Fibromodulin-Promotorregion
in vivo zu zeigen, ware es moglich, bei primaren CLL-Zellen eine Chromatin-
Immunoprazipitation mit anschlieender PCR durchzufihren. Sollte man unter
Verwendung einer spezifischen RT-PCR nach der Immunoprazipitation mit
gegen LEF1 gerichteten Antikorpern Teile des Fibromodulin Promotors nach-
weisen kénnen, ware die Funktion von LEF1 als Transkriptionsfaktor fur Fib-

romodulin als wahrscheinlich anzusehen.

4.9.2 LEF1 als therapeutisches Ziel in der CLL

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass LEF1 in vorgeschritte-
nen Krankheitsstadien mit schlechter Prognose im Mittel etwa viermal hoher
exprimiert wird als in neu diagnostizierten Patienten mit guter Prognose. Daher
ist zu vermuten, dass eine gegen LEF1 gerichtete Therapie in vorgeschritte-
nen Krankheitsstadien beziehungsweise bei Patienten mit schlechter Progno-
se mdglicherweise eine besonders ausgepragte Wirkung hat. Eine solche The-
rapie, zum Beispiel mit den Substanzen PKF115-584 und CGP049090, kénnte
also in Studien mit Patienten in fortgeschritten Krankheitsstadien in Kombinati-

on mit etablierten Therapieschemata getestet werden.

Da daruber hinaus mehrfach gezeigt werden konnte, dass deregulierte LEF1-
Expression eine onkogene Wirkung hat ¢**® und den Malignitatsgrad neoplas-
tischer Erkrankungen steigert (1413510 'ist es aquRerdem denkbar, dass durch
gezielte Hemmung von LEF1 bereits in frihen Stadien ein Fortschreiten der
Erkrankung verhindert und ein milderer Verlauf erreicht werden kann. Daher
erscheinen auch klinische Studien mit gegen LEF1 gerichteten Therapeutika
bei neu diagnostizierten Patienten mit dem Ziel einer Verhinderung der Krank-

heitsprogression interessant.

4.9.3 LEF1 als prognostischer Marker

Um Patienten mit schlechter Prognose bereits bei Diagnosestellung identifizie-
ren zu konnen und somit in der Lage zu sein, moglichst frihzeitig eine ent-

sprechende Therapie einzuleiten, bedarf es prognostischer Marker. Diese
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Marker sollten also im Idealfall auch bereits bei Diagnosestellung positiv sein
und nicht erst mit dem Fortschreiten der Erkrankung positiv werden. Fir den
prognostischen Marker CD38 ist bereits seit langerem bekannt, dass dessen
Auspragung im Verlauf der Erkrankung variieren kann ®®. Eine neue Studie
konnte auch fir den prognostischen Marker ZAP70 eine deutliche Verande-
rung der Auspragung bei einem Drittel der Patienten zeigen “®”). Diese Varia-
bilitat der Marker schrankt deren prognostische Aussagekraft ein. Da das di-
rekte Ermitteln des IGVH-Mutationsstatus oder der 17p-Deletion sehr aufwan-
dig ist, besteht Bedarf an zuverldssigen und einfach zu bestimmenden prog-

nostischen Markern.

Bislang ist noch unklar, ob die LEF1-Expression im Laufe der Erkrankung vari-
iert und ob Patienten mit schlechter Prognose sich aufgrund ihrer LEF1-
Expression bereits friihzeitig identifizieren lassen. Zur weiteren Validierung der
in dieser Arbeit festgestellten Assoziation zwischen hoher LEF1-Expression
und schlechter Prognose ist eine klinische Studie mit langer Dauer bei neu
diagnostizierten Patienten notwendig. Mit Hilfe einer solchen Studie lie3e sich
feststellen, ob Patienten, die einen aggressiven Krankheitsverlauf entwickeln,
bereits initial bei der Erstdiagnose eine hohe LEF1-Expression aufweisen.
Wenn dies der Fall wéare, kbnnte die LEF1-Expression zur Vorhersage des
Krankheitsverlaufs herangezogen werden.

Des Weiteren wéare es wunschenswert, die direkte Assoziation zwischen
LEF1-Expression und dem IGVH-Status zu untersuchen. Der unmutierte
IGVH-Status ist eine Eigenschaft friher B-Zell-Stadien vor der somatischen
Hypermutation im Keimzentrum. Da LEF1 physiologischerweise in frihen Sta-

dien der B-Zellentwicklung hochreguliert ist %7

, liegt der Verdacht nahe,
dass IGVH-unmutierte CLL-Klone sich moglicherweise durch eine hdhere
LEF1-Expression im Vergleich zu mutierten Klonen auszeichnen. Zusammen-
genommen mit den Ergebnissen der vorliegen Arbeit ware somit durchaus
denkbar, dass LEF1 ein vergleichbar guter oder moglicherweise sogar besse-

rer Surrogatmarker fur den IGVH-Mutationsstatus ist als ZAP70.
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4.9.4 Fibromodulin als prognostischer Marker

Fur Fibromodulin konnte in der vorliegenden Arbeit keine signifikante Assozia-

tion mit prognostischen Markern oder der Tumorlast nachwiesen werden.

Da p53-Mutationen nur bei einem sehr geringen Prozentsatz der Patienten
vorliegen, kommen diese bei einer Stichprobe von 96 Patienten wahrscheinlich
nicht signifikant zum Tragen. Somit stehen die hier ermittelten Ergebnisse
nicht im Widerspruch zu der von Vallat et al. verdffentlichten Studie ®®?. Es
ware daher sehr interessant, die von Vallat et al. festgestellte Assoziation zwi-
schen der Fibromodulin-Expression und p53-Mutationen sowie Therapieresis-
tenz weiter zu untersuchen. Darlber hinaus ware es interessant, auch das
Screening nach 17p-Deletionen in die Studie mit einzubeziehen. Vallat et al.
ermittelten in ihrer Studie lediglich den p53-Mutationsstatus. Da aber das p53-
Gen auf 17p lokalisiert ist und in Uber 80% der Patienten mit monoallelischem
Verlust von p53 das verbleibende Allel mutiert ist ¥, liegt eine Verbindung
zwischen Fibromodulin-Expression und 17p-Deletionen nahe. Es ware also
wunschenswert zu untersuchen, ob sich die Patienten mit p53-Mutation bezie-
hungsweise 17p-Deletion durch die Hohe ihrer Fibromodulin-Expression zu-

verlassig von den anderen Patienten unterscheiden lassen.

Es wurde aul3erdem beschrieben, dass Fibromodulin in den p53-mutierten
CLL-Klonen durch DNA-Schéadigung induziert wird, wahrend die Expression in
unmutierten Klonen konstant bleibt 82, Auch dieser Aspekt konnte zur Hilfe
genommen werden, um Patienten mit p53-Mutation beziehungsweise 17p-
Deletion zu identifizieren. Man konnte beispielsweise die Expression von Fib-
romodulin vor und nach DNA-Schadigung der CLL-Zellen in vitro messen und
untersuchen, ob sich anhand des Quotienten (Expression nach DNA-
Schadigung / Expression vor DNA-Schadigung) die p53-mutierten bezie-
hungsweise 17p-deletierten Falle zuverldssig von den anderen CLL-Klonen

unterscheiden lassen.

So koénnte durch ein Screening der Fibromodulin-Expression mdglicherweise

die kleine aber klinisch hochrelevante Gruppe von Patienten mit p53-Mutation
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und 17p-Deletion mit geringem finanziellen Aufwand friihzeitig identifiziert und

entsprechend behandelt werden.
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In friheren Studien konnte mit Hilfe von Microarray-Analysen gezeigt werden,
dass der Wnt-Transkriptionsfaktor LEF1 in der CLL erheblich héher exprimiert
ist als in gesunden B-Zellen. Er spielt dartiber hinaus eine wichtige Rolle fur
Pathogenese und Aggressivitat vieler neoplastischer Erkrankungen.

Auch das extrazellulare Matrixprotein Fibromodulin ist in erheblichem Mal3e in
der CLL Uberexprimiert. Au3erdem zeigt Fibromodulin eine Assoziation mit der
p53-Mutation in der CLL, welche wiederum mit schlechter Prognose und The-
rapieresistenz assoziiert ist. Des Weiteren enthalt der Fibromodulin-Promotor
eine mogliche Bindungsstelle fur Wnt-Transkriptionsfaktoren. Dies weist auf
einen moglichen Zusammenhang zwischen der Uberexpression von Fibromo-
dulin und dem Wnt-Transkriptionsfaktor LEF1 hin.

In der vorliegenden Arbeit konnte mittels effizienzkorrigierter quantitativer Re-
al-time-PCR die Uberexpression von LEF1 und Fibromodulin in der CLL besta-
tigt werden. Aul3erdem konnte eine signifikant positive Korrelation zwischen
der LEF1- und der Fibromodulin-Expression in primaren CLL-Zellen nachge-
wiesen werden. Der funktionelle Nachweis der Regulation von Fibromodulin
durch LEF1 konnte in Transfektionsexperimenten jedoch weder gezeigt noch
eindeutig widerlegt werden.

Dartber hinaus konnte eine erhebliche Assoziation von hoher LEF1-
Expression und schlechter Prognose sowie fortgeschrittenem Krankheitsstadi-
um bei CLL-Patienten gezeigt werden. Die Hohe der LEF1-Expression war mit
dem prognostischen Marker ZAP70 und dem Prozentsatz an Lymphozyten im
Differentialblutbild hochsignifikant positiv korreliert. Dabei war die LEF1-
Expression gemald Aufteilung nach Rassenti et al. in ZAP70-positiven Patien-
ten signifikant hoher als in ZAP70-negativen Patienten. Darlber hinaus war
die LEF1-Expression bei behandlungsbediirftigen Patienten bei einem p-Wert
von unter 0,001 im Mittel etwa vier Mal hoher ausgepragt als bei neu diagnos-
tizierten Patienten im Stadium A nach Binet. Anhand von ROC-Kurven konnte
des Weiteren gezeigt werden, dass die LEF1-Expression starker mit der Be-
handlungsbedurftigkeit von Patienten assoziiert ist als die gangigen prognosti-
schen Marker ZAP70 und CD38. Die Messung der LEF1-Expression kdnnte
somit moglicherweise zukiinftig zur Risikoabschatzung und/oder Uberwachung
der Krankheitsaktivitat bei Patienten mit CLL eingesetzt werden.
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