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1. Einleitung und Zielsetzung  

 

Gemäß der Klonselektionstheorie „The Clonal Selection Theory of Acquired Immunity“ 

von Burnet et al. [1] liegt das Antikörper- bzw. Antigenrezeptorrepertoire der B-

Lymphozyten in seiner Spezifität präformiert, d.h. unabhängig von einem 

Antigenkontakt vor. Man schätzt die Anzahl der verschiedenen Spezifitäten der 

Immunglobuline im menschlichen Organismus auf 107 bis 1014 [2, 3].  

 

Diese enorme Variabilität kommt nach Erkenntnissen von Tonegawa et al. [3] durch ein 

komplexes System von Genumlagerungen in den Abschnitten für die schweren 

(Chromosom 14) und leichten (Chromosom 22 und 2) Ketten des 

Immunglobulinmoleküls während der B-Zell-Ontogenese zustande (sog. somatische 

Rekombination). Hierbei wird zunächst eines der 27 D-Gensegmente mit einem von 6 

JH-Gensegmenten des Schwerketten-Locus rekombiniert. Dieses inkomplette 

Rearrangement wird anschließend durch Anlagerung an eines von 123 VH-Segmenten 

vervollständigt (combinatorial diversity). In ähnlicher Weise erfolgt ein V-J-

Rearrangement für die Leichtketten κ und λ. Weiter erhöht wird die Diversität durch die 

zufallsgemäße Kombination einer schweren mit einer leichten Kette. Darüber hinaus 

gehen im Rahmen des Umlagerungsprozesses Nukleotide verloren (Exonuklease) oder 

es werden durch die Terminale-desoxynukleotidyl-Transferase (TdT) weitere 

Nukleotide (sog. N- u. P-Abschnitte) eingebaut (junctional site diversity). Das 

Endprodukt dieser somatischen Rekombination  ist ein B-Lymphozyt mit 

Antigenrezeptoren einer einzigen Spezifität. Im Falle eines Antigenkontakts kann durch 

somatische Hypermutation oder receptor editing die Variabilität noch weiter gesteigert 

werden [4]. 

 

Der periphere B-Lymphozytenpool setzt sich aus den beiden großen Populationen 

naiver B-Lymphozyten und B-Gedächtniszellen zusammen. Naive B-Zellen 

(CD19+/IgD+/CD27-), also solche die noch keinen Antigenkontakt hatten, präsentieren 

an ihrer Zelloberfläche IgD (IgD+) mit nicht mutierten VH-Genen  (Keimbahn-

Konfiguration). Diese Gruppe von B-Lymphozyten wird während des gesamten Lebens 

produziert und repräsentiert die Mehrzahl der B-Lymphozyten im Blut. Gedächtnis-B-



 2 

Zellen (CD19+/IgD-/CD27+) besitzen dagegen definitionsgemäß mutierte VH-Abschnitte 

für den Immunglobulin-Rezeptor (somatische Hypermutation). Darüber hinaus liegt das 

affinitätsgereifte VHDJH-Rearrangement in dieser Population i.d.R. an einen anderen Ig-

Isotyp gekoppelt (isotype-switching) vor. Gedächtnis-B-Zellen werden in den 

Keimzentren lymphatischer Gewebe generiert und akkumulieren mit zunehmendem 

Alter im peripheren Blut. 

 

In Abbildung 1.1 ist die Organisation des Immunglobulin-Schwerketten-Locus (IgH-

Locus) schematisch dargestellt. Die VH-Region lässt sich in eine leader region, vier 

framework regions (FRI-IV) und drei complementary determing regions (CDR I-III) 

untergliedern und besitzt eine Länge von ca. 957 kb [5]. Die Antigenspezifität des 

Immunglobulinmoleküls wird dabei im wesentlichen durch die complementary 

determing regions der schweren und leichten Kette determiniert.  

 

 

 

 
VH VH ... D D D ... JH JH ... Cµ ... 

     123 VH-Gene               ≈ 27 D-Gene                   6 JH-Gene 

 

 

 

 

 
VH N D N JH 

  
 

      

L FR I CDR I FR II CDR II FR III CDR III FR IV 
 
 

Abb. 1.1   IgH-Locus auf Chromosom 14 vor und nach Genumlagerung (modifiziert  

     nach Küppers et al. [6]) 
 

 

Nicht-rearrangierter Ig-Locus für die schwere Kette 

Rearrangierter Ig-Locus für die schwere Kette 
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Tabelle 1.1 gibt einen Überblick über die Anzahl bisher identifizierter V-, D- und J-

Gensegmente. Die Ergebnisse stammen aus Klonierungs- und Sequenzierungsanalysen 

der DNA eines einzelnen Menschen, wobei 44 Pseudogene für die schwere Kette 

ausgeklammert sind [7].  

 

 

Segment Leichte Kette κ Leichte Kette λ Schwere Kette 

V-Segment 40 29                 51 (123a)) 

D-Segment 0 0                 27 

J-Segment 5 4                  6 
 

Tab. 1.1  Anzahl von Gensegmenten für die variablen Regionen der schweren und  

               leichten Kette (a) Matsuda et al. [5] (beinhaltet 79 Pseudogene)) 

 

Die menschlichen VH-Gensegmente lassen sich aufgrund von Sequenzhomologien in 

sieben VH-Familien einteilen. Diese wiederum können zu drei Gruppen 

zusammengefasst werden [5].  

 

 

Klassifikation VH1 VH2 VH3 VH4 VH5 VH6 VH7 Summe 

Funktionell 9 3 19 6 1 1 0 39 

Transkribiert 0 0 0 1 0 0 0 1 

Open reading frame 0 0 3 0 0 0 1 4 

Pseudogene 5 1 43 25 1 0 4 79 

Total 14 4 65 32 2 1 5 123 
 

Tab. 1.2  Zusammensetzung der VH-Familien (modifiziert nach Matsuda et al. [5]) 

 

 

Wie verschiedene Untersuchungen belegen, erfolgt die Nutzung von VH-Gensegmenten 

während des VHDJH-Rearrangements nicht vollständig zufällig [8-12]. So konnten 

Brezinschek et al. zeigen, dass in humanen peripheren B-Lymphozyten bestimmte VH-

Familien signifikant überrepräsentiert sind [11]. Die Häufigkeit der VH-Familien 
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korrelierte dabei mit der Anzahl der zur jeweiligen Familie gehörigen Genabschnitte. 

Familie VH3, die bezüglich der Zugehörigkeit von Gensegmenten größte aller VH-

Familien, war dementsprechend die am häufigsten nachgewiesene VH-Familie, gefolgt 

von VH4 und VH1. Rearrangements aus der Familie VH7 scheinen dagegen nicht 

transkribiert zu werden [5]. Darüber hinaus zeigte sich, dass innerhalb einer VH-Familie 

wiederum bestimmte VH-Gensegmente vorrangig exprimiert werden (z.B. V3-23, 4-59 

oder 4-39) [10-13]. So geht man derzeit davon aus, dass nur etwa 25 % des genetisch 

verfügbaren VH-Repertoires tatsächlich am Aufbau des peripheren B-Zell-Repertoires 

beteiligt sind [14]. Welche intrinsischen und extrinsischen Mechanismen hierfür im 

Einzelnen verantwortlich sind, ist derzeit noch nicht vollständig geklärt. Man vermutet, 

dass negative und positive Selektion im Rahmen der B-Zell-Entwicklung eine 

wesentliche Rolle spielen [15]. Zudem dürfte sich das B-Zell-Repertoire in 

Abhängigkeit vom untersuchten Gewebe und B-Zell-Subtyp unterscheiden [16].  

 

 

Tabelle 1.3 zeigt die Häufigkeitsverteilung der VH-Familien in peripheren CD19+ B-

Lymphozyten (PBL) wie sie von Brezinschek et al. [11, 15] erhoben wurde. Gallo et al. 

untersuchten anhand eines Mausmodells (XenoMouseTM) die Transkriptionsprodukte 

des humanen Ig-Locus [17]. Hierfür wurden Mäusen ca. 2 Megabasen des humanen 

Immunglobulin Schwer- und κ-Leichtketten-Locus übertragen und die 

Transkriptionsprodukte aus Milz und Lymphknoten analysiert. Gleichzeitig wurde die 

endogene Antikörperproduktion inaktiviert. Auf diese Weise war es erstmals möglich, 

die VH-Verteilung in einem nicht-immunisierten humanen Antikörper-Repertoire zu 

studieren.  
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VH-

Familie 

Produktives 

Rearrangement a) b) 

  Nicht-Produktives 

Rearrangement a) b) 

  Xeno-

MausTM  c) 

 PBL CD5+/IgM+ CD5-/IgM+ PBL CD5+/IgM+ CD5-/IgM+  

VH1 12,7% 18,8% 13,1% 0% 20,7% 4,0% 2% 

VH2 4,2% 2,1% 1,9% 0% 3,4% 8,0% 0% 

VH3 56,3% 56,3% 53,9% 61,5% 44,8% 36,0% 62% 

VH4 19,7% 18,1% 24,8% 38,5% 20,7% 44,0% 25% 

VH5 5,6% 1,4% 2,9% 0% 6,9% 4,0% 11% 

VH6 1,4% 1,4% 2,4% 0% 3,4% 4,0% 0% 

VH7 0% 2,1% 1,0% 0% 0% 0% 0% 
 

Tab. 1.3  Häufigkeitsverteilung der VH-Familien in peripheren B-Lymphozyten (PBL)  

                und in XenoMouseTM-Stämmen 
       a) Brezinschek et al. [11] b) Brezinschek et al. [15] c) Gallo et al. [17] 

 

 

Es stellt sich die Frage, inwieweit das VH-Repertoire altersabhängigen Veränderungen 

unterworfen ist. Erste Untersuchungen hierzu (vgl. Tab. 1.4) zeigen eine Zunahme der 

relativen Häufigkeit der Familie VH4 im höheren Alter (> 65 Jahre), während bei 

jüngeren Probanden überwiegend die Familie VH3 gefunden wurde [18].  
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   A 
n=35 

B 
n=43 

C 
n=36 

D 
n=39 

E 
n=32 

F 
n=38 

„Old“ a) 
n=185 

„Young“b) 
n=119 

VH1 24% 31% 28% 38% 32% 31% 30% 29% 

VH2 0% 11% 3% 0% 0% 8% 3% 8% 

VH3 28% 23% 19% 24% 43% 35% 27% 35% 

VH4 40% 21% 42% 38% 21% 18% 32% 19% 

VH5 3% 7% 3% 0% 4% 0% 3% 3% 

VH6 5% 5% 5% 0% 0% 8% 3% 5% 

VH7 0% 2% 0% 0% 0% 0% 1% 23% 
 

Tab. 1.4  Altersabhängige VH-Familienverteilung mittels cDNA-Analyse (Probanden  

                A-E sind über 65, Proband F ist 25 Jahre alt; n = Anzahl untersuchter Klone)  

               a) Mittelwerte Prob. A-E   

               b) Proband F und drei weitere Probanden (Huang et al. [19]) 

 

 

Die Beobachtung, dass bestimmte Autoantikörper regelmäßig von einer begrenzten 

Anzahl bestimmter VH-Gensegmente kodiert werden, legt zudem die Vermutung nahe, 

dass das VH-Repertoire in der Ätiologie von Autoimmunerkrankungen eine wesentliche 

Rolle spielt. Dörner et al. konnten zeigen, dass sich die relativen Häufigkeiten der 

Familien VH3 und VH4 im produktiven Rearrangement peripherer B-Zellen von 

Patienten mit Systemischem Lupus erythematodes (SLE) von dem in gesunden 

Probanden unterscheiden (Tab. 1.5) [20, 21]. So wurden bei einem Patienten mit SLE 

klonale Proliferate von B-Lymphozyten mit V3-11 und V4-61 nachgewiesen [21]. Im 

Gegensatz dazu konnte eine vergleichbare Expansion von spezifischen B-Zell-Klonen 

bei gesunden Probanden nicht gefunden werden [11, 15]. Darüber hinaus gibt es weitere 

Hinweise auf krankheitsassoziierte Veränderungen im VH-Repertoire bei autoimmuner 

Thrombozytopenia purpura [22], Multipler Sklerose [23] oder in synovialen  

B-Lymphozyten von Patienten mit Rheumatoider Arthritis [24, 25]. 
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  Nicht-produktiv. 

Rearrangement  

Gesund 

Nicht-produktiv. 

Rearrangement  

SLE 

Produktiv. 

Rearrangement  

Gesund 

Produktiv. 

Rearrangement 

SLE 

VH1 13% 0% 15,4% 2,4% 

VH2 5,6% 16,7% 2% 7,3% 

VH3 40,7% 66,7% 54,9% 82,9% 

VH4 31,5% 16,6% 22% 7,3% 

VH5 5,6% 0% 2,3% 0% 

VH6 3,7% 0% 2,0% 0% 
 

Tab. 1.5  VH-Repertoire eines SLE-Patienten (n= 276 Zellen) im Vergleich zu zwei  

                gesunden Probanden (n=736 Zellen) [20, 21]. 

 

 

Die bislang durchgeführten Sequenzierungsstudien zeigen eine charakteristische 

Häufigkeitsverteilung der VH-Familien in humanen peripheren B-Lymphozyten 

gesunder Individuen. Darüber hinaus gibt es Hinweise auf altersabhängige und 

krankheitsspezifische Veränderungen im Verteilungsmuster. Eine nähere Kenntnis des 

VH-Repertoires würde wertvolle Beiträge zum Verständnis der B-Zell-Immunität, der 

Selektion von B-Lymphozyten sowie der Ätiologie von Autoimmunerkrankungen 

liefern. Die Analyse größerer Kollektive gesunder Probanden und Patienten scheiterte 

bislang am aufwendigen Untersuchungsansatz wie z.B. Single-Cell-PCR, Klonierung 

und Sequenzierung. Ziel dieser Arbeit war vor diesem Hintergrund die Etablierung 

eines Verfahrens, mit dessen Hilfe die Analyse des VH-Repertoires unter qualitativen 

und semiquantitativen Gesichtspunkten bei größeren Fallzahlen ermöglicht wird. Als 

Grundlage diente das Prinzip der Fluoreszenz-Multiplex-Polymerase-Kettenreaktion 

(kurz: Fluoreszenz-Multiplex-PCR oder FMPCR).  

Im folgenden werden zunächst die einzelnen Etablierungsschritte sowie die Ergebnisse 

bei Prüfung verschiedener Testgütekriterien dargestellt. Im Anschluss sind die Daten für 

das VH-Repertoire von zehn gesunden Probanden, neun Patienten mit CLL sowie die 

Häufigkeitsverteilung der VH-Familien bei einer Patientin mit systemischem Lupus 

erythematodes (SLE) gezeigt. 
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2. Material und Methoden 

 

2.1 Untersuchungsmaterial 

  

Im Rahmen der Etablierung diente eine an B-Zellen aufgereinigte DNA (95% B-

Lymphozyten) aus Tonsillengewebe als polyklonale Template. Die B-Zellanreicherung 

erfolgte anhand des Oberflächenmarkers CD19 (vgl. 2.3). Darüber hinaus stand 

genomische DNA von zwei Patienten mit chronisch-lymphatischer Leukämie vom B-

Zell-Typ aus früheren Arbeiten als monoklonale Kontrolle für die Familien VH3 und 

VH4 zur Verfügung. Plasmid-DNA für die Familien VH1 bis VH6 diente u.a. als 

Template für quantitative Untersuchungen. Ihre jeweilige Familienzugehörigkeit wurde 

mittels Sequenzierung bestätigt. 

 

Im Anschluss an die Etablierungsphase wurde das VH-Repertoire von zehn Probanden 

der kardiologischen Ambulanz der Medizinischen Poliklinik der Universität Würzburg 

bezüglich der qualitativen und semiquantitativen Verteilung der VH-Familien mittels 

FMPCR untersucht. Erkrankungen des Immunsystems, akute oder chronische 

Entzündungen sowie eine Behandlung mit immunmodulierenden oder –suppressiven 

Substanzen waren Ausschlusskriterien (Tab. 2.1).  

 

 

Alter  (Jahre) 24 25 30 32 50 50 55 68 71 76 

Geschlecht m w w w m m w m w w 

 

Tab. 2.1  Zusammensetzung des Normalkollektivs (n=10) 

                (m: männlich, w: weiblich) 

 

 

Der Nachweis zur Detektierbarkeit monoklonaler B-Zell-Populationen wurde anhand 

genomischer DNA von neun Patienten mit chronisch-lymphatischer Leukämie vom B-

Zell-Typ geführt. Darüber hinaus wurde die VH-Familienverteilung einer Patientin mit 

Systemischen Lupus erythematodes (SLE) untersucht. 
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Als Untersuchungsmaterial diente genomische DNA aus peripheren B-Lymphozyten 

(CD19+). Hierfür wurden den Probanden bzw. Patienten jeweils 20 ml Venenblut 

(EDTA-Monovetten) abgenommen und innerhalb weniger Stunden verarbeitet.  

Alle Patienten und Probanden wurden über die durchgeführten Untersuchungen 

aufgeklärt und ihr Einverständnis dokumentiert.   

 

 

 

2.2 Isolierung von PBMCs mittels Ficoll-Gradient 

 

Mononukleäre Zellen wurden aus 20 ml Venenblut mittels eines Ficoll-PaqueTM PLUS 

Gradienten (Pharmacia Biotech AB, Uppsala, Schweden) isoliert. Hierfür wurden 10 ml 

EDTA-Blut mit 10 ml NaCl-Lösung 0,9% verdünnt und über 20 ml Ficoll-Paque  

PLUS geschichtet. Es folgte eine Zentrifugation für 25 Minuten bei 2290 rpm und 

Raumtemperatur (ohne Bremse). Erythrozyten und polymorphkernige Leukozyten 

besitzen eine vergleichsweise hohe Dichte und werden folglich durch das Ficoll-Paque 

hindurch zentrifugiert, während mononukleäre Zellen wie Lymphozyten und einige 

Monozyten (sog. peripheral blood mononuclear cells, PBMCs) eine schmale Bande im 

Überstand bilden. Nach Abpipettieren des Überstands wurde anschließend die Schicht 

der PBMCs mit Hilfe einer Pipette vorsichtig abgenommen und in das Kulturmedium 

RPMI 1640 (GIBCO BRL, Gaithersburg, Schottland) mit 1% FCS (hitzeinaktiviertes, 

fetales Kälberserum) übertragen. Es folgte ein zweiter Zentrifugationsschritt bei 1500 

rpm für 10 Minuten. Der Überstand wurde abgegossen und das am Boden des 

Reagenzglases befindliche Pallet in 4 ml PBS (GIBCO BRL, Gaithersburg, Schottland) 

suspendiert. Ein Teil der Zellen wurde für die FACS-Analyse nach Färbung mit 

Trypanblau (1:10) in der Neubauer-Kammer gezählt. Die Ausbeute betrug im Mittel 

3x107 PBMCs bei 20 ml EDTA-Venenblut.  
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2.3 Anreicherung von B-Lymphozyten  

 

Im Rahmen der Etablierung wurde die Abhängigkeit der Messergebnisse vom B-Zell-

Gehalt der eingesetzten Template untersucht. Zu diesem Zweck wurden einem 

Probanden aus dem Normalkollektiv 40 ml Blut abgenommen und eine B-

Zellaufreinigung anhand des Oberflächenmarkers CD19 durchgeführt.  

 

Für die Aufreinigung wurden Dynabeads M-450 CD19 TM
 Pan B (Dynal  A. S., Oslo, 

Norwegen) verwendet. Nach Einstellen der Zellzahl auf 1x107/ml in 2 ml PBS-Lösung 

wurde die fünffache Menge CD19-DynabeadsTM zugegeben und bei 4°C für 30 Minuten 

inkubiert. Jeweils 2 ml dieses Gemisches wurden mit PBS+1%FCS auf 8 ml aufgefüllt 

und in einer speziellen Vorrichtung mit Hilfe eines Magneten insgesamt viermal 

gewaschen. Bei diesen Waschvorgängen wurden die mit Antikörpern rosettierten B-

Lymphozyten durch den Magneten an der Wand des Reagenzglases festgehalten und die 

freien Zellen dekantiert. Letztere repräsentierten die sogenannte negativ-selektierte 

Zellpopulation, da ihnen das von den Antikörpern erkannte Antigen fehlt und folglich 

nicht durch den Magneten gehalten werden konnten. Die Lösung wurde jeweils 

vorsichtig abpipettiert. Anschließend wurde der Magnet entfernt und die mit den Beads 

markierten B-Lymphozyten erneut in 8 ml PBS+1%FCS suspendiert.  

 

Vor dem FACScanTM wurden die angereicherten B-Lymphozyten mittels eines 

polyvalenten Antikörpers (DetachaBeadTM, Dynal  A. S., Oslo, Norwegen) von den 

DynabeadsTM abgelöst. Mit Hilfe dieses Verfahrens konnte der B-Zellanteil von 

ursprünglich 8% auf 83% (vgl. 2.4) gesteigert werden. Die Zellzahl reduzierte sich auf 

rund 20% des Ausgangswertes. 
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2.4 FACScanTM 

 

In Abbildung 2.1 ist die durchflusszytometrische Fluoreszenzanalyse (FACScanTM, 

Becton Dickinson, San Jose, CA) der PBMCs vor (I) und nach (II) B-Zellanreicherung 

dargestellt. Hierbei wurden ein mit FITC gekoppelter, monoklonaler anti-CD19 (B-

Lymphozyten, Ordinate) sowie ein mit PE gekoppelter Antikörper gegen CD3 (T-

Lymphozyten, Abszisse) eingesetzt (Becton Dickinson, San Jose, CA; Beckman-

Coulter, CA).  

 

Für die Analyse des Normalkollektivs und der Patienten wurde keine Anreicherung von 

B-Lymphozyten durchgeführt. Zur besseren Vergleichbarkeit der Ergebnisse wurden 

aber bei der Analyse des Normalkollektivs immer gleiche Mengen Template eingesetzt. 

Zu diesem Zweck wurde bei allen Probanden im Anschluss an den Ficoll-Gradienten 

der B-Zellanteil mittels Durchflusszytometrie (FACScanTM) bestimmt. Dieser variierte 

für das Normalkollektiv zwischen 3 und 16% und betrug durchschnittlich 8-10%. Bei 

den neun Patienten mit lymphatischer Leukämie lag der durchschnittliche B-Zellanteil 

bei 78% (52-96%). 
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Abb. 2.1  Ergebnis der Fluoreszenzanalyse vor (I) und nach (II) Anreicherung von B- 

    Lymphozyten anhand des Oberflächenmarkers CD19  

 

 

 

2.5 DNA-Extraktion 

 

Die Isolierung der DNA erfolgte mit Hilfe des QIAamp  DNA Mini Kit (Qiagen, 

Hilden, Deutschland). Die extrahierte DNA wurde im Anschluss spektralphotometrisch 

vermessen. Bei zu geringen Konzentrationen (< 100 ng/µl) wurde eine Fällung 

durchgeführt. Hierfür wurde 1 Volumeneinheit (VE) Eluat mit 1/10 VE 3 M Na-Acetat-

Lösung (pH 4,8) und 2,5 VE 100% Ethanol bei – 20°C für 20 Minuten inkubiert und 

anschließend bei 6.000 rpm und 4°C für 20 Minuten zentrifugiert. Nach einem 

Waschvorgang mit 500 µl 100% Ethanol (Zentrifugation bei 4°C und 6.000 rpm für 4 

Minuten) und Trocknen bei Raumtemperatur wurde das am Boden befindliche Pallet in 

eine Pufferlösung (3 mM Tris, 0,2 mM EDTA) aufgenommen. Die Zielkonzentration 

betrug 200-300 ng/µl. Anhand der Daten aus der FACS-Analyse wurde anschließend 

7 % 0.5 %  82 % 1 % 
10 % 80 %  7 % 8 % 

 A

CD19 

CD3 

(I) (II) 
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der effektive Anteil an B-Zelltemplate bestimmt. Die DNA wurde bis zur weiteren 

Verarbeitung bei –20°C aufbewahrt. 

 

 

 

2.6 VH-Fluoreszenz-Multiplex-PCR (FMPCR) 

 

2.6.1 Primercharakteristik 

 

In der FMPCR wurden familienspezifische Consensus-Primer für die FRI der sechs 

häufigsten VH-Familien (VH1-VH6) mit zwei Consensus-Primern für den JH-Abschnitt 

(JH1-5, JH6) kombiniert (Abb. 2.2). Die Sequenz der Oligonukleotide wurde einer 

Publikation von Küppers et al. [6] entnommen.  

Die Länge der Amplifikate schwankte entsprechend der klonalen Variabilität der 

Rearrangments zwischen 280 und 340 bp [6, 26]. Im Falle polyklonaler Template war 

die Produktlänge in diesem Bereich normalverteilt (Gauß-Kurve). Es wurden sowohl 

produktive als auch nicht-produktive Rearrangements amplifiziert. Ein nicht 

umgelagerter VH-Locus dagegen hätte aufgrund der zu großen Distanz zwischen der 

5´und 3´-Bindungsstelle der Primer nicht amplifiziert werden können. 
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VH N D N JH 

  
 

      

L FR I CDR I FR II CDR II FR III CDR III FR IV 
 

          VH1 :  5´- CCT CAG TGA AGT (CT)TC CTG CAA GGC - 3´ 

          VH2 :  5´- GTC CTG CGC TGG TGA AAS CCA CAC A - 3´ 

          VH3 :  5´- GGG GTC CCT GAG ACT CTC CTG TGC AG - 3´ 

          VH4 :  5´- GAC CCT GTC CCT CAC CTG CRC TGT C - 3´ 

          VH5 :  5´- AAA AAG CCC GGG GAG TCT CTG ARG A - 3´ 

          VH6 :  5´- ACC TGT GCC ATC TCC GGG GAC AGT G - 3´ 

               ... 

                            JH 1-5 : 5´ - GGT GAC CAG GGT BCC YTG GCC CCA G - 3´ 

                    JH 6 :    5´- GGT GAC CGT GGT CCC TTG CCC CCA G - 3´ 

 

                                                   Produkt: 280 – 340 bp 
 

Abb. 2.2  IgH-Locus mit zugehörigen 5´- und 3´-Primern der FMPCR 

 

 

Bei der Auswahl der Primer wurde auf vergleichbare Länge und GC-Anteile der 

Oligonukleotide geachtet, um auf diese Weise ähnliche Annealing-Bedingungen für alle 

VH-Familien sicherzustellen (Tab. 2.2). Vorab wurden die Primer auf palindromische 

oder untereinander komplementäre Sequenzen geprüft.  

Die familienspezifischen FRI-Primer waren jeweils mit einem von vier fluoreszierenden 

Farbstoffen (FAM, HEX, NED oder ROX) am 5´-Ende markiert (MWG Biotech, 

München, Deutschland; Applied Biosystems, Weiterstadt, Deutschland). So wurde z.B. 

der Consensus-Primer für die Familie VH1 mit dem Label FAM markiert, dessen 

Emissionsspektrum bei 607 nm liegt (Tab. 2.2). Da mit der verwendeten Software  

(s. 2.7.2) nur vier Farbstoffe gleichzeitig analysiert werden konnten, mussten die sechs 

VH-Primer auf zwei Mastermixe mit je vier VH-Familien-Primern (Mastermix I: VH1-

VH4 und Mastermix II: VH3-VH6) und den beiden JH-Primern aufgeteilt werden.  

Rearrangierter Ig-Locus für die schwere Kette 
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Die bezüglich der Anzahl zugehöriger Gensegmente größten Familien VH3 und VH4 

wurden in beiden Primerkombinationen mitgeführt. Sie dienten als interne 

Mengenstandards für die anschließende Quantifizierung. Dadurch konnte die 

Amplifikationseffizienz in beiden Mastermixen direkt verglichen werden. Anhand der 

familienspezifischen Fluoreszenzmarkierung und der Produktgröße konnten die PCR-

Produkte eindeutig den jeweiligen VH-Familien zugeordnet werden. 

 

 

 Label Farbe Ausdruck Tm GC-Anteil Länge Mastermix 

VH1 5´FAM blau blau 65°C 56% 24-mer  

VH2 5´HEX grün grün 66°C 58% 24-mer       

VH3 5´NED gelb schwarz 69°C 65% 25-mer  

VH4 5´ROX rot rot 70°C 66% 25-mer       

VH5 5´FAM blau blau 65°C 54% 25-mer  

VH6 5´HEX grün grün 69°C 65% 25-mer  

        

JH1-5 - - - 73°C 72% 25-mer  

JH6 - - - 73°C 72% 25-mer  

 

Tab. 2.2  Primercharakteristik und verwendete Fluoreszenzfarbstoffe 

               (Tm:  Schmelztemperatur) 

 

 

 

2.6.2  Zusammensetzung des Mastermix 

 

Vorab wurden die optimalen Reaktionsbedingungen unter Verwendung eines VH-

Primers (Single-Locus-PCR) für jede Familie bestimmt. Im Anschluss daran wurden 

unter Berücksichtigung dieser Ergebnisse die Bedingungen für die verschiedenen 

Primerkombinationen ermittelt und mit dem Enzym-MgCl2-Puffer-System (AmpliTaq 

Gold , Applied Biosystems, Weiterstadt, Deutschland) abgestimmt. In Abbildung 2.3 

MI 

MII 
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ist stellvertretend der Einfluss der MgCl2-Konzentration auf die Enzymaktivität bzw. 

Produktmenge gezeigt.  

 

 

 

 

 

 
 

 

Abb. 2.3  Abhängigkeit des Produktaufkommens von der MgCl2-Konzentration  

                (*Nach Angaben des Herstellers ist für das verwendete Enzym-Puffer-System  

                  eine Mindestkonzentration des MgCl2 von 3,5 mM erforderlich; Tonsille,  

                  250 ng DNA, 95% B-Zellanteil; Mastermix I (VH1-VH4); 2% Agarose-Gel) 

   

 

Mit zunehmender MgCl2-Konzentration nahm das Produktaufkommen deutlich ab. 

Zudem verringerte sich die Breite des Produktbereichs, was für eine präferentielle 

Amplifikation einzelner Rearrangements spricht. 

 

In ähnlicher Weise wurden für die übrigen Komponenten der Mastermixe die optimalen 

Konzentrationen getestet. Hierfür wurde jeweils nur ein Parameter systematisch variiert 

und die restlichen konstant gehalten. Die ermittelte Endkonzentration betrug für die 

 
 
 
 
369 bp 
 

246 bp 
 
123 bp 

                                                                        [MgCl2] 
 

             3,5 mM*   5,5 mM    7,5 mM   9,5 mM   11,5 mM 

Produkt 
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Primer 1µM je Reaktion. Größere Mengen führten zu einer Zunahme unspezifischer 

Produkte (Daten nicht gezeigt). Für 20 µl PCR-Volumen wurden 4 µl einer 5 mM 

Nukleotid-Stocklösung mit gleichen Anteilen dATP, dGTP, dTTP und dCTP (Fa. Roth, 

Karlsruhe, Deutschland) eingesetzt. In Tabelle 2.3 ist die Zusammensetzung der beiden 

Mastermixe aufgeführt. Die Reihenfolge der Auflistung entspricht der des Pipettierens. 

 

 

 Mastermix I Mastermix II 

Nukleotide  

(1,25 mM je dNTP) 

4 µl 

(0,25 mM) 

4 µl 

(0,25 mM) 

GeneAmp  10x PCR Buffer II* 

(100 mM Tris-HCl, pH 8.3, 500 mM KCl) 

2 µl 2 µl 

 

MgCl2 * 

(25 mM Stocklösung) 

2,8 µl 

(3,5 mM) 

2,8 µl 

(3,5 mM) 

3´-Primer: 

JH 1-5 (20 pmol/µl) 

JH 6    (20 pmol/µl) 

 

1 µl 

1 µl 

 

1 µl 

1 µl 

5´-Primer: 

(Stocklösung jeweils 20 pmol/µl) 

VH1: 1 µl 

VH2: 1 µl 

VH3: 1 µl 

VH4: 1 µl 

VH3: 1 µl 

VH4: 1 µl 

VH5: 1 µl 

VH6: 1 µl 

AmpliTaq Gold  (5 U/µl) * 0,25 µl 0,25 µl 

DNA  variabel variabel 

H2O (Aqua bidestillata) ad 20 µl ad 20 µl 

PCR-Volumen insgesamt: 20 µl 20 µl 

 

Tab. 2.3  Mastermix I und II (*Applied Biosystems, Weiterstadt, Deutschland) 

 

 

Die DNA-Polymerase AmpliTaq Gold  (Applied Biosystems, Weiterstadt, 

Deutschland) wurde aufgrund einer besonderen Formulierung erst durch Inkubation bei 
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95°C im PCR-Thermocycler aktiviert (hot start). Diese Eigenschaft erlaubte das 

Pipettieren der Reagenzien einschließlich des Enzyms bei Raumtemperatur.  

Um jegliche Kontamination auszuschließen, wurden DNA-Extraktion, Pipettieren der 

Mastermixe und Auftrennung der PCR-Produkte jeweils in verschiedenen Räumen 

durchgeführt. Die Mastermixe wurden zudem unter staubfreien Bedingungen mit 

Filterspitzen pipettiert, nachdem die verwendeten Pipettenspitzen und PCR-Tubes mit 

kurzwelligem UV-Licht für 15 Minuten bestrahlt wurden. Die verwendeten Lösungen 

wurden für die Zeit des Pipettierens auf Eis gehalten. 

 

Wie verschiedene Untersuchungen zur Sensitivität der Methode (vgl. 3.1.2) zeigten, war 

für eine realitätsgetreue Abbildung des VH-Repertoires mittels FMPCR eine bestimmte 

Mindestmenge an Template erforderlich. Die „kritische Menge“ wurde zu 100 - 200 ng 

B-Zell-DNA (entsprechend ca. 17.000 bis 35.000 Kopien der Zielsequenz) für ein PCR-

Volumen von 20 µl bestimmt. Bei einem durchschnittlichen B-Zellanteil von 8-10% in 

der Zellsuspension nach Ficoll-Gradient entsprach dies rund 1µg genomischer DNA aus 

PBMCs.  

 

 

 

2.6.3 Thermocycler-Protokoll 

 

Zur Ermittlung der optimalen Annealing-Temperatur wurde der Bereich von 57°C bis 

69°C systematisch untersucht. Durch schrittweise Erhöhung um jeweils 2 °C konnte 

nicht nur die Menge an Produkt gesteigert, sondern gleichzeitig die Spezifität der 

Primer deutlich erhöht werden. Im Gegensatz zu Küppers et al. [6] wurde statt 65°C 

unter Multiplex-Bedingungen eine Annealing-Temperatur von 69°C gewählt.  

Um ausreichende Mengen Produkt zu erzielen wurden 44 PCR-Zyklen durchgeführt. 

Bei Verwendung von Plasmid-DNA mussten die Reaktionsbedingungen etwas 

modifiziert werden. Die zugehörigen Einstellungen sind bei den jeweiligen Versuchen 

aufgeführt. Für die FMPCR wurde der Thermocycler Primus 96plus (MWG-Biotech, 

München, Deutschland) verwendet. In Tabelle 2.4 ist das Programm wiedergegeben. 
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 Temperatur Zeit Anzahl der Zyklen 

Denaturierung  95 °C 13 Min. 1 x 

     Denaturierung  95 °C 1 Min.  

     Annealing 69 °C 1 Min. 44 x 

     Extensions-Phase  72 °C 1:30 Min.  

Extensions-Phase  

Asservierung 

72 °C 

4 °C 

10 Min. 

∝  

1 x 

--- 

 

Tab. 2.4  Thermocycler-Programm 

 

 

 

2.7 Darstellung der Produkte und Auswertung 

 

2.7.1 Agarose-Gel  

 

Im Rahmen der Grobeinstellung wurden wegen der einfachen Durchführbarkeit 

Agarose-Gele (2%) zur Auftrennung der Amplifikate verwendet. 1,6 g Agarose-Pulver 

(Fa. Roth, Karlsruhe, Deutschland) und 80 ml 0,5xTBE-Puffer (50mM Tris, 50 mM 

Borat, 1mM Na2EDTA) wurden vermischt und in einem Ofen kurz aufgekocht. 

Anschließend wurden 4 µl 0,01% Ethidiumbromid als Interkalationsfarbstoff 

hinzugegeben und die Gele mit Hilfe geeigneter Vorrichtungen gegossen. Für die 

Elektrophorese wurden Gelkammern (Pharmacia Biotech AB, Uppsala, Schweden) mit 

0,5xTBE-Puffer gefüllt und die PCR-Produkte für 20 Minuten bei 120 V aufgetrennt. 

Als Größenstandard diente eine 123 bp-Leiter (GIBCOBRL, Gaithersburg, Schottland). 

Mittels UV-Licht (340 nm) wurden die aufgetrennten Fragmente dargestellt und die 

Ergebnisse mit Videoprinter dokumentiert. 
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2.7.2 Formamid-Polyacrylamid-Gel 

 

Für die Fragmentanalyse mit dem ABI 377TM Sequencer (Applied Biosystems, 

Weiterstadt, Deutschland) wurde ein denaturierendes 4,5% Polyacrylamid-Formamid-

Gel verwendet. Hierfür wurden 1 g Amberlite  Mischbettionentauscher (Fa. Roth, 

Karlsruhe, Deutschland) und 13,44 g Harnstoff (Fa. Roth, Karlsruhe, Deutschland) mit 

5,5 ml Rotiphorese  NF-Autoseq 29:1 (Fa. Roth, Karlsruhe, Deutschland), 12,8 ml 

Formamid (Fa. Roth, Karlsruhe, Deutschland) und 4 ml Aqua destillata mittels 

Magnetrührer vermischt. Nach Lösen der Komponenten und Abfiltration des 

Ionentauschers wurden 8 ml 5xTBE, 30 µl TEMED (N´-N´-N´-N´- 

Tetramethylethylendiamin, AppliChem , Darmstadt, Deutschland) und 450 µl 10% 

APS (Ammoniumperoxadisulfat, Fa. Roth, Karlsruhe) zugegeben und die Lösung 

mittels einer entsprechenden Vorrichtung zwischen zwei Glasplatten (0,2 mm Spacer) 

eingebracht. In regelmäßigen Abständen mussten die Glasplatten mit einem Detergens 

(SurfasilTM, Pierce, Rockford, USA) beschichtet werden. Es folgte ein 

Polymerisationsvorgang von mindestens 45 Minuten bei Raumtemperatur. 

Anschließend wurde die gereinigte Gelplatte samt Apparatur in den Sequencer 

eingebaut und ein Kamm (Shark-ToothTM, 64 wells, Applied Biosystems, Weiterstadt, 

Deutschland) in eine vorgeformte Geltasche zwischen den Platten eingelegt. Die 

Elektrophorese-Kammern wurden mit 1xTBE-Puffer gefüllt. 

 

Für das Beladen von 64 Gelspuren wurden 90 µl Formamid mit 35 µl Loading Buffer  

(Applied Biosystems, Warrington, UK) und 10 µl GeneScanTM-350RoxTM Size 

Standard (Applied Biosystems, Warrington, UK) vorbereitet. 3 µl PCR-Amplifikat  

wurden zu 2µl Ladelösung pipettiert und anschließend für 7 Minuten bei 95 °C 

Kerntemperatur im Heizblock denaturiert. Für die Zeit des Auftragens wurden die 

Proben auf Eis gehalten. 

 

Die Produkte wurden daraufhin im AbiPrism 377TM DNA Sequencer (Applied 

Biosystems, Warrington, UK) bei 3 kV, 50 Watt und 52 °C Geltemperatur für 4 h 

aufgetrennt und die Fragmente mittels Laser (40 mW) analysiert.  
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Produktlänge und –quantität wurden anschließend mit Hilfe der GeneScanTM-Software 

(Version 2.0.1, Applied Biosystems) bestimmt. Die Elektropherogramme zeigen die 

Produktintensität als Funktion der Fragmentlänge (s. 2.7.3). 

 

 

 

2.7.3 Beispielhafte Befunde 

 

Im diesem Abschnitt sind zur Veranschaulichung der Methode einige beispielhafte 

Befunde wiedergegeben.  

 

In Abbildung 2.4 ist eine Gelspur dargestellt, die nur mit dem Größenstandard Rox-

350TM (Applied Biosystems. Weiterstadt, Deutschland) und dem Puffer beladen wurde. 

Auf der Abszisse ist die Produktlänge in Basenpaaren (bp) und auf der Ordinate die 

gemessene Produktintensität in relativen Fluoreszenzeinheiten (RFE) aufgeführt. 

Die einzelnen Peaks entsprechen in aufsteigender Fragmentgröße:  

100 bp - 139 bp –150 bp – 160 bp – 200 bp – 250 bp – 300 bp – 340 bp – 350 bp. 

 

 
 

 
 

Abb. 2.4  GeneScanTM-350RoxTM Size Standard (Applied Biosystems, Warrington,  

                UK) (4,5% Formamid-Polyacrylamid-Gel) 
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In Abbildung 2.5 ist exemplarisch das PCR-Ergebnis bei Verwendung klonaler VH-

Plasmid-DNA unter Multiplex-Bedingungen gezeigt. Die Produkte stellten sich 

erwartungsgemäß im Agarose-Gel als scharf abgegrenzte Banden dar. Diese 

entsprechen den singulären, spitzen Peaks im GeneScanTM. Obwohl in jedem 

Reaktionsgemisch mehrere VH-Familien-Primer vorhanden waren, wurde jeweils nur 

das spezifische Primer-Template-Paar amplifiziert.  

Für diesen Versuch wurde die Zykluszahl auf 20 reduziert. Ebenso wurden die initiale 

Denaturierungsphase sowie die terminale Extensionsphase auf jeweils 5 Minuten 

herabgesetzt.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Abb. 2.5  0,5 pg Plasmid-DNA unter Multiplex-Bedingungen im Agarose-Gel 2%  

                (123 bp Leiter) und 4,5% Polyacrylamid-Formamid-Gel  

Plasmid VH2 

Plasmid VH1 

Plasmid VH3 

Plasmid VH4 

Plasmid VH1 

Plasmid VH2 

Plasmid VH6 

Plasmid VH5 

Plasmid VH4 

Plasmid VH3 
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Anhand von Sequenzierungsanalysen wurde die Zugehörigkeit der Plasmide zu den 

einzelnen VH-Familien verifiziert. Eine Kreuzreaktion der Primer konnte somit 

ausgeschlossen werden. Folglich blieb auch unter Multiplex-Bedingungen die Spezifität 

der Primer gewahrt. 

 

Im Gegensatz dazu würde man bei Verwendung polyklonaler B-Zell-DNA, z.B. aus 

dem Blut gesunder Individuen, entsprechend der Variabilität der Rearrangements für 

jede VH-Familie mehrere Produkte unterschiedlicher Länge und Intensität erwarten. In 

Abbildung 2.6 sind die Produktgemische für den Mastermix I und II bei Verwendung 

polyklonaler Template aufgetrennt.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Abb. 2.6  Darstellung der Produktgemische bei Verwendung von 800 ng genomischer  

                DNA für einen Probanden aus dem Normalkollektiv (16% B-Lymphozyten) 

                Anmerkung: Bei den roten Peaks bei 300, 340 und 350 bp handelt es sich  

                um den internen Größenstandard (ROX). 

369 bp 
 
246 bp 

 
123 bp 

VH3 

VH1 
VH2 

VH3 

VH5 

VH4 

VH6 

Mastermix II 

Mastermix I 

VH4 
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Im Agarose-Gel stellte sich ein derartiges Gemisch von Produkten unterschiedlicher 

Länge als „Schmier“ dar. Eine Zuordnung der Produkte zu den einzelnen VH-Familien 

war hierbei nicht möglich. Anhand der Produktgröße und den familienspezifischen 

Markierungen konnten die Fragmente im GeneScanTM jedoch eindeutig den VH-

Familien zugeordnet werden. Mittels Sequenzierungsanalyse wurde das Vorliegen 

polyklonaler Produkte verifiziert. So waren im Mastermix I nur Produkte der Familien 

VH1, 2, 3 und 4 sowie im Mastermix II nur Produkte für VH3 bis einschließlich VH6 

nachweisbar. 

 

Auch bei Verwendung polyklonaler Template blieb offensichtlich die Spezifität unter 

Multiplex-Bedingungen erhalten. Polyklonale Template zeigte im spezifischen 

Produktbereich eine der Normalverteilung nach Gauß entsprechende, glockenförmige 

Anordnung der Peaks.  

 

 

 

2.7.4 Bestimmung der Fluoreszenzintensitäten   

 

Sinnvollerweise wurden VH-Familien, die aufgrund ihrer geringen Frequenz im 

Repertoire (Tab. 1.3) nur ein schwaches Produktaufkommen erwarten ließen, mit 

Farbstoffen hoher Empfindlichkeit (gemäß Hersteller-Angaben) markiert. Um die 

relativen Häufigkeiten der VH-Familien im Produktgemisch semiquantitativ zu 

ermitteln, wurden mittels GeneScanTM-Software die Flächen unter den Peaks 

(Peakflächen, PF) einer Familie bestimmt und die Summen für die einzelnen Familien 

zueinander ins Verhältnis gesetzt.  

 

Hierbei mussten die unterschiedlichen Intensitäten der Farbstoffe bezüglich ihrer 

Fluoreszenzintensität berücksichtigt werden. Zu diesem Zweck wurden definierte 

Mengen VH-Plasmid-DNA (je 5 pg) für die Familien VH1 (FAM), VH2 (HEX), VH3 

(NED) und VH4 (ROX) getrennt in der Multiplex-PCR (20 Zyklen) amplifiziert, die 

Peakflächen bestimmt und das Verhältnis bezogen auf HEX ermittelt. Dieser Versuch 

wurde zweimal wiederholt. Die so erhaltenen Mittelwerte für äquimolare 
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Plasmidmengen dienten als Umrechnungsfaktoren für die Quantifizierung in den 

folgenden Analysen (Tab. 2.5). 

 

 

Markierung Mittelwert Standardabweichung Hersteller-Angaben* 

FAM 3,2 ± 1,11 8 

HEX 1 - 4 

NED 2,4 ± 0,72 4 

ROX 1,1 ± 0,31 1 

 

Tab. 2.5  Relative Fluoreszenzintensitäten der Primer-Farbstoff-Paare bezogen auf HEX  

               (*Applied Biosystems, Warrington, UK) 

 

 

 

2.7.5 Erläuterungen zur Auswertung 

  

Für die Bestimmung der Peakflächen war die Qualität der Produktauftrennung im 

Sequencer von entscheidender Bedeutung. So mussten die einzelnen Peaks gut 

gegeneinander abgrenzbar sein und dabei 30 bis 50 relative Fluoreszenzeinheiten (RFE) 

übersteigen. Bei geringeren Produktintensitäten war eine Differenzierung zwischen 

spezifischen Peaks und der Grundlinie (Hintergrund) nur schwer möglich. Ebenso 

führten Probleme beim Denaturieren zu Adduktbildungen unter den Amplifikaten, die 

eine Bestimmung des spezifischen Produktbereichs unmöglich machten (Abb. 2.7). 
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Abb. 2.7  DNA-Addukte aufgrund eines Denaturierungsfehlers (Tonsille, 250 ng DNA,  

                95% B-Lymphozyten, Mastermix II) 

 

 

Beim Überladen einer Gelspur mit Produkt wurden Peaks an ihrer Spitze abgeschnitten 

und es kam zur Ausbildung eines Peak-Plateaus. Darüber hinaus entstanden durch 

Reflexbildungen im Gel artifizielle Signale, sogenannte „pull-up-Peaks“, die direkt 

unter einem Peak mit maximaler Intensität lagen und zu diesem annähernd symmetrisch 

waren (Abb. 2.8). Auch in diesen Fällen musste die Auftrennung mit weniger Produkt 

wiederholt werden. 

 

 
 

 
 

Abb. 2.8  Peak-Plateau und Pull-up-Peaks in einer mit Produkt überladenen Gelspur  

                (Plasmid-Mix aus VH1, VH2 und VH4; je 5 pg Template) 

 

 

DNA-Addukte 

Pull-up-Peak 

Peak-Plateau 
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Um die Familien VH5 und VH6 im Mastermix II auf die Familien VH1 bis VH4  

(Mastermix I) beziehen zu können, wurde aus den in beiden Mastermixen mitgeführten 

internen Standards VH3 und VH4 ein Korrekturfaktor ermittelt. Hierfür wurde die 

Summe der Peakflächen für die Familie VH3 im Mastermix I zum entsprechenden Wert 

für VH3 im Mastermix II ins Verhältnis gesetzt. Analog wurde der Quotient für VH4 

bestimmt. Der Mittelwert aus beiden Quotienten diente als Umrechnungsfaktor. Auf 

diese Weise konnten die Produkthäufigkeiten von VH5 und VH6 (MII) mit  VH1 bis 

einschließlich VH4 (MI) in Relation gesetzt werden.  

Theoretisch hätten die beiden Verhältnisse für VH3 und VH4 identisch sein müssen. Es 

zeigte sich aber, dass die Verhältnisse z.T. deutlich differierten. Für die Auswertung des 

Normalkollektivs wurden Analysen mit einer Abweichung größer 30% verworfen und 

die FMPCR wiederholt.  

 

 

 

2.7.6 Klonieren und Sequenzieren von PCR-Produkten 

 

Um die Ergebnisse der FMPCR zu überprüfen, wurden an mehreren Stellen der 

Etablierung Produkte subkloniert und anschließend sequenziert. Hierfür wurden 

Amplifikate mittels MinElute Gel Extraction kit® (Quiagen, Hilden, Deutschland) 

gereinigt und nach einer Inkubation von 30 Minuten bei 72°C mit Pfu DNA- 

Polymerase (Stratagene, Amsterdam, Niederlande) entsprechend der Herstelleranleitung 

in den Vektor (Zero Blunt-PCR cloning kit, Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) 

eingebracht. Die Sequenzierung der Klone erfolgte in einem ABI PRISM 310TM (ABI, 

Weiterstadt, Deutschland). Die Gensegmentzugehörigkeit der Sequenzen wurde mittels 

Vbase server (http://www.mrc-cpe.cam.ac.uk/imt-doc/restricted/ok.html) festgestellt.  
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2.7.7 Single-Cell-PCR 

 

Nach Isolierung mononukleärer Zellen mittels Ficoll-Hypaque (Amersham Pharmacia 

Biotech, Piscataway, USA) wurden einzelne CD19+ Zellen in eine 96-well PCR-Platte 

(Robins Scientific, Sunnyvale, CA) mittels FACStarPlus und einer automatischen 

Zelldepositionierung (Becton Dickinson, San Jose, USA) sortiert. Jedes der 96 Fächer 

enthielt 5 μl einer 200 mM KOH und 50 mM DTT Lösung. Im Anschluss an eine 

unspezifische Vervielfältigung genomischer DNA wurden in einem zweiten Schritt 

gezielt VHDJH-Rearrangements unter Verwendung geeigneter Primer [11, 27] 

amplifiziert. (Die Arbeiten zur Single-Cell-PCR wurden in den Labors der Charité 

Berlin unter Leitung von Priv.-Doz. Dr. T. Dörner durchgeführt.)
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3.  Ergebnisse 

 

Im ersten Abschnitt dieses Kapitels sind die Ergebnisse der Prüfung von Spezifität und 

Sensitivität der FMPCR sowie Reproduzierbarkeit, Reliabilität und Validität der Daten 

wiedergegeben. Im Zweiten Teil finden sich Anwendungsbeispiele der FMPCR bei 

gesunden Individuen, Patienten mit chronisch-lymphatischer Leukämie und einer 

Patientin mit systemischem Lupus erythematodes (SLE).  

 

 

 

3.1 Prüfung von Testgütekriterien 

 

3.1.1 Spezifität  

 
Die Spezifität der Methode wurde durch den Einsatz von familienspezifischer Plasmid-

DNA gezeigt. Wie bereits in Abschnitt 2.7.3 dargestellt, wurde nur das spezifische 

Primer-Template-Paar amplifiziert, obwohl im Reaktionsgemisch jeweils drei weitere 

VH-Primer gleichzeitig vorhanden waren. Es kam folglich zu keiner unspezifischen 

Amplifikation im Sinne einer Kreuzreaktion. Die mittels FMPCR bestimmten 

Familienzugehörigkeiten wurden anschließend durch Sequenzierungsanalysen 

verifiziert.  

Darüber hinaus wurden die Produkte bei Verwendung genomischer DNA für einen Fall 

aus dem Normalkollektiv (Abb. 2.6) subkloniert und sequenziert. Auch hier konnte das 

Vorliegen einer polyklonalen Verteilung durch den Nachweis verschiedener VH-

Gensegmente für alle sechs VH-Familien bestätigt werden (Daten nicht gezeigt): so 

waren im Mastermix I nur Produkte der Familien VH1 bis VH4 und im Mastermix II 

entsprechend nur die Familien VH3 bis VH6 nachweisbar. Beide Befunde kennzeichnen 

die hohe Spezifität der verwendeten Primer bzw. der FMPCR. 

  

Für die Spezifität der FMPCR war nicht zuletzt die relativ hohe Annealing-Temperatur 

(AT) von 69 °C entscheidend. So waren bei niedrigeren Temperaturen deutlich mehr 

unspezifische Produkte nachweisbar (Abb. 3.1). 
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Abb. 3.1  FMPCR mit Plasmid-DNA der Familien VH1, VH2, VH3 und VH4  

  (Mastermix I) bei 57°C und 69°C Annealing-Temperatur (123 bp  

  Größenstandard im Agarose-Gel) 

 

 

Analog konnte später bei den Patienten mit B-Zell-Leukämie (vgl. 3.2) nur eine VH-

Familie bzw. B-Zell-Population nachgewiesen werden. Handelte es sich um ein VH1-

Rearrangement, war im Mastermix I (VH1-VH4) ein scharf abgrenzbarer, singulärer 

Peak für VH1 (FAM), nicht jedoch im Mastermix II (VH3-VH4) zu sehen. Dagegen 

konnten VH3- und VH4-Rearrangements erwartungsgemäß in beiden 

Primerkombinationen nachgewiesen werden. 

 

 

 

3.1.2 Sensitivität 

 

Um eine aberrante Amplifikation aufgrund zu geringer Mengen Template (s. 2.6.2) 

auszuschließen, wurde die für eine realitätsgetreue Abbildung des VH-Repertoires 

mittels FMPCR erforderliche Mindestmenge an DNA in einer Verdünnungsreihe 

ermittelt.  

AT= 57 °C AT= 69 °C 

VH1 

VH2 

VH3 

VH4 
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Zu diesem Zweck wurden abnehmende Mengen an Template (von 400 ng bis 25 ng B-

Zell-DNA) in der FMPCR vorgegeben und die Produktverteilung sowohl qualitativ als 

auch semiquantitativ untersucht. Zu geringe Mengen Template führten zu einer 

präferentiellen Amplifikation einzelner VH-Rearrangements und damit zu einer falsch-

positiven Restriktion des Repertoires (Abb. 3.2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Abb. 3.2  Verschiebung zu einem oligoklonalen Spektrum in Abhängigkeit  

                von der eingesetzten Menge B-Zell-DNA (Tonsille, 95% B-Lymphozyten) 

 

 

Hierbei zeigte sich, dass eine „kritische Menge“ B-Zell-DNA keinesfalls unterschritten 

werden durfte. Im Extremfall konnten auf diese Weise für ein gesichert polyklonales 

Material oligo- bis monoklonale Verteilungsmuster generiert werden  

 

100 ng 

 50 ng 

 25 ng 

200 ng 

100 ng 
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 25 ng 
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(VH1 – VH4) 

Mastermix II 
(VH3 – VH6) 

200 ng 
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(sog. Pseudoklonalität). Entsprechend kam es auch zu Verfälschungen in der 

Häufigkeitsverteilung der VH-Familien. In mehreren unabhängig voneinander 

durchgeführten Versuchen konnte dieses Phänomen einer falsch-positiven Restriktion 

des VH-Repertoires bei Verwendung einer zu geringen Anzahl VH-Kopien bestätigt 

werden. Oberhalb dieser Grenze blieben für 300 und 400 ng Template sowohl die 

qualitative Verteilung als auch die relativen Häufigkeiten konstant. 

Der „kritische“ Bereich an Template wurde bei 100 bis 200 ng B-Zell-DNA festgelegt. 

Dies entspricht bei einem DNA-Gehalt von ca. 6x10-12 g pro Zelle ca. 17.000 bis 35.000 

VH-Kopien. Bei einem B-Zellanteil von durchschnittlich 10% unter den PBMCs (nach 

Ficoll-Gradient) waren für die FMPCR folglich 800-1200 ng genomische DNA aus 

PBMCs erforderlich. Neben der Quantität war in diesem Zusammenhang auch die 

Qualität der eingesetzten DNA von entscheidender Bedeutung für das PCR-Ergebnis. 

Hohe Anteile degenerierter DNA führten in ähnlicher Weise zu Unregelmäßigkeiten in 

der VH-Familienverteilung. Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass 100 ng reine B-

Zell-DNA (s. 2.3) vergleichbare Ergebnisse wie 1000 ng nicht aufgereinigte Template 

mit 10% B-Zellanteil lieferten, so dass von einer allgemein durchzuführenden B-

Zellaufreinigung abgesehen werden konnte. 

 

 

 

3.1.3 Reproduzierbarkeit  

 

Gleiche Mengen polyklonaler Template aus peripheren B-Lymphozyten eines gesunden 

Probanden wurden in sechs Analysen (I-VI) an verschiedenen Tagen mittels FMPCR 

untersucht. Im Anschluss wurden unter Berücksichtigung der unterschiedlichen 

Fluoreszenzintensitäten (s. 2.7.4) anhand der Fläche unter den Peaks semiquantitativ der 

Mittelwert (xav), die Standardabweichung (σ) und der Coefficient of Variation (CV) für 

die VH-Familienhäufigkeiten bestimmt. Letzterer ist der Quotient aus der 

Standardabweichung σ und dem Mittelwert xav. Der CV entspricht der 

Schwankungsbreite der Werte um den Mittelwert bei wiederholter Messung der 

gleichen Probe und stellt somit ein Maß für die methodisch bedingte 
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Schwankungsbreite der Ergebnisse dar. In Tabelle 3.1 und Abbildung 3.3 ist die 

Häufigkeitsverteilung der VH-Familien in den sechs Analysen wiedergegeben. 

 

 

in % I II III IV V VI xav σ CV CV in % 

VH1 2 3 4 3 4 2 3 0,89 0,30 30 

VH2 7 8 9 7 4 6 7 1,72 0,25 25 

VH3 33 30 33 32 35 29 32 2,19 0,07 7 

VH4 38 38 37 43 38 39 39 2,14 0,06 6 

VH5 9 10 7 6 7 9 8 1,55 0,19 19 

VH6 11 11 10 9 12 15 11 2,06 0,18 18 

 

Tab. 3.1   Reproduzierbarkeit der relativen Häufigkeiten der VH-Familien bei  

                Wiederholung der FMPCR zu sechs verschiedenen Zeitpunkten (I-VI)  

                (1 µg DNA aus PBMCs, 17% B-Lymphozyten) 
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Abb. 3.3  Balkendiagramm mit Mittelwerten und Standardabweichungen zu Tabelle 3.1. 
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Die Familien VH3 und VH4 waren in den durchgeführten Analysen mit durchschnittlich 

32 und 38% am häufigsten nachweisbar, gefolgt von VH6, VH5, VH2 und VH1. Die 

ermittelten Werte stimmten zumindest bezüglich der Häufigkeitstrends mit bereits 

publizierten Daten für das VH-Repertoire (vgl. Kapitel 1 und 4) überein. 

Die methodisch bedingte Schwankungsbreite war für VH3 und VH4 relativ gesehen am 

geringsten. Die Standardabweichung σ und damit auch der Coefficient of Variation 

zeigten für die kleinen Familien eine deutlich größere Schwankungsbreite.  

Der CV lag durchschnittlich zwischen 6% für die Familie VH4 und 30% für die Familie 

VH1. Zweifellos ist letzterer Wert durch den verhältnismäßig geringen Anteil von VH1- 

Rearrangements im peripheren Blut verglichen mit VH4 bedingt. Mit einem 

durchschnittlichen CV von 6 und 7% war für die beiden größten VH-Familien die beste 

Reproduzierbarkeit zu verzeichnen. Insgesamt sprechen diese Ergebnisse für eine gute 

Reproduzierbarkeit der Daten. 

 

 

 

3.1.4 Reliabilität 

 

Um die Quantifizierbarkeit der Häufigkeitsverteilung etwas exakter zu fassen, wurden 

definierte, d.h. bekannte Mengen Plasmid-DNA in der FMPCR vorgegeben. Eine 

konstante Menge eines Plasmidgemisches wurde dabei in seiner Zusammensetzung 

systematisch variiert. Der Anteil von VH3-Plasmid im Gemisch wurde in 5% Schritten 

von 0 auf 100% erhöht und der jeweils auf 100% fehlende Rest mit den Familien VH1, 

VH2 und VH4 im Verhältnis 1:1:1 aufgefüllt.  Für jeden der 20 Messpunkte wurde eine 

FMPCR durchgeführt und der relative Anteil der Produkte am Gemisch semiquantitativ 

bestimmt. Im Anschluss wurden der Korrelationskoeffizient nach Pearson (r) zwischen 

der Peakfläche und dem tatsächlichen Template-Anteil sowie die Steigungen der 

Regressionsgeraden ermittelt. Abbildung 3.4 illustriert den Versuchsaufbau. 
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Abb. 3.4  Versuchsaufbau (Exemplarisch sind zwei der 20 Messpunkte wiedergegeben.) 

 

 

Insgesamt wurden 0,25 pg Plasmid-DNA eingesetzt. Dies entspricht ca. 3.5x104 VH-

Kopien (Größe des Plasmids mit Insert ca. 3800 bp). Zusätzlich wurde jeweils mit  

200 ng genomischer DNA aus T-Lymphozyten aufgefüllt, um auf diese Weise 

möglichst ähnliche Bedingungen wie bei den Analysen für genomische B-Zell-DNA zu 

simulieren. Die PCR-Zykluszahl musste auf 35 Zyklen, die Denaturierungsphase I und 

Extensionsphase II auf 5 Minuten reduziert werden. Alle anderen Parameter blieben 

unverändert. 

 

Veränderungen in der Zusammensetzung des Template-Mix wurden zuverlässig durch 

die FMPCR abgebildet (Abb. 3.5). Während die Produktmenge (gemessen an der 

Peakfläche PF) für VH3 stetig zunahm, verringerten sich die Anteile für VH1, VH2 und 

VH4 im Produktgemisch.  
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Der Korrelationskoeffizient r nach Pearson gibt an, wie gut die zugehörige 

Regressionsgerade die einzelnen Datenpunkte wiedergibt (-1 ≤ r ≤ 1). Die für die PF 

ermittelten Werte korrelierten gut mit dem tatsächlichen Template-Anteil (Mittelwert 

r = 0,92). 

 

 

 

 

Abb. 3.5   Analyse des Plasmid-Mix mittels FMPCR  

   

 

Darüber hinaus wurden die Steigungen (m) der Regressionsgeraden (nicht 

eingezeichnet) ermittelt. Für VH1, VH2 und VH4 erwartet man nach Normierung auf 100 

parallele Regressionsgeraden, also identische Werte für die Steigungen, da diese 

Familien jeweils im gleichen Verhältnis reduziert wurden. Wie in Tabelle 3.2 gezeigt, 

waren die Regressionsgeraden für VH1, VH2 und VH4 nahezu parallel. 
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 VH1 VH2 VH4 VH3 

m  - 1,01 -1,13 -1,05 0,64 

 

Tab. 3.2 Steigungen m der Regressionsgeraden 

 

 

Auf der Basis dieser Daten konnten erneut die relativen Fluoreszenzintensitäten der 

Label für die Familien VH1, VH2 und VH4 bestimmt werden. Hierzu wurden die Flächen 

unter den Peaks für diese Familien bei jedem der 20 Plasmidgemische ins Verhältnis 

gesetzt und anschließend der Mittelwert errechnet. Bezogen auf den Farbstoff HEX 

ergab sich für die Label FAM (VH1) : HEX (VH2) : ROX (VH4) ein Verhältnis von 

2,8:1:1. Dieses Ergebnis deckt sich mit den in Abschnitt 2.7.4 ermittelten Werten.  

 

 

 

3.1.5 Validität  

 

Das VH-Repertoire zweier Individuen (Proband A u. B) wurde neben der FMPCR 

zusätzlich mittels Single-Cell-PCR [11, 28] untersucht. Die Single-Cell PCR mit 

anschließender Sequenzierung der Produkte gilt als derzeitiger Goldstandard bei der 

quantitativen Analyse des VH-Repertoires.  

In der FMPCR wurden 900 bzw. 1200 ng DNA aus PBMCs eingesetzt und die Analyse 

jeweils dreimal wiederholt. Die Produkte der FMPCR zeigten erwartungsgemäß in jeder 

Familie eine Normalverteilung der Rearrangementlängen. In Tabelle 3.3 und Abbildung 

3.6 sind die Ergebnisse gegenübergestellt. 
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in % FMPCR Single-Cell PCR   FMPCR Single-Cell PCR 

VH1 18 ± 6 14  13 ± 6 3,7 

VH2 0 ± 0 4  0 ± 0 3,7 

VH3 44 ± 6 43  44 ± 2 50 

VH4 37 ± 5 35  38 ± 7 42 

VH5 1 ± 2,5 2  5 ± 5,8 0 

VH6 0 ± 0 2  0 ± 0 0 

 

Tab. 3.3   VH-Familienverteilung mittels FMPCR und Single-Cell PCR   
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  Abb. 3.6   Balkendiagramm zu Tab. 3.3 
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FMPCR und Single-Cell PCR lieferten nahezu identische Werte für die relativen VH-

Familienhäufigkeiten. Für VH3 und VH4 lag der relative Fehler für die beiden 

Probanden bei 2 bzw. 12% und 6 bzw. 10%. Für die kleineren VH-Familien waren z.T. 

deutlich größere Abweichungen zu verzeichnen. Dennoch ergaben beide Verfahren 

identische Rangfolgen der Häufigkeiten für VH3, VH4 und VH1. Sehr kleine Familien 

wie VH2 und VH6 waren sowohl in der FMPCR als auch in der Single-Cell-PCR - wenn 

überhaupt - nur mit sehr geringer Frequenz im Amplifikat vertreten. 

 

Auch bei diesem Experiment wiederholten sich die Unterschiede bezüglich der 

Reproduzierbarkeit relativer Häufigkeiten für einzelne VH-Familien (vgl. 3.1.3). Der 

Coefficient of Variation betrug durchschnittlich 8% für VH3 und 18% für VH4. Ähnlich 

zu den Vorversuchen waren wiederum größere Schwankungsbreiten für VH1, VH2, VH5 

und VH6 zu verzeichnen.  

 

 

 

3.2 Anwendung bei Patienten mit chronisch-lymphatischer Leukämie (CLL) 

 

Genomische DNA von neun Patienten mit chronisch-lymphatischer B-Zell-Leukämie 

wurde als Template in der FMPCR eingesetzt. Analog zu den Ergebnissen in Abschnitt 

2.7.3 für klonale VH-Plasmid-DNA zeigten sich auch hier jeweils scharf abgrenzbare, 

singuläre Peaks (Abb. 3.7). Die Peakhöhe lag mit durchschnittlich 6000 RFE deutlich 

über der für polyklonale Template (Maximum: 1000 RFE). Um Pseudoklonalitäten (vgl. 

3.1.2) sicher auszuschließen, wurden 350 ng B-Zell-DNA eingesetzt. 

Abhängig vom Anteil monoklonaler (mc) Zellen erwartet man neben einem 

monoklonalen Peak zusätzlich einen unterschiedlich starken polyklonalen (pc) 

Hintergrund.  

 

Neben dem Nachweis der Monoklonalität des Repertoires konnten aufgrund der 

familienspezifischen Markierungen die Amplifikate unmittelbar und eindeutig einer der 

VH-Familien zugeordnet werden (Abb. 3.7): Patient A zeigte sowohl im Mastermix I 

(VH1-VH4) als auch bei Verwendung des Primergemisches VH3-VH6 (Mastermix II) 
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einen singulären Peak bei 295 bp mit dem Label NED (VH3). Bei Patient B war der 

blaue Peak (VH1) nur im Mastermix I nachweisbar, da der zugehörige Primer im 

Mastermix II nicht vorkommt. Patient C wiederum zeigte in beiden Mastermixen einen 

monoklonalen Peak für VH4. In keinem der drei Fälle waren polyklonale B-Zell-

Populationen als Hintergrund darstellbar. Tabelle 3.4 gibt einen Überblick über die 

ermittelten VH-Familien bei den untersuchten CLL-Patienten. 

 

 

 
 

Abb. 3.7  Ausgewählte GeneScanTM-Analysen für monoklonale (mc) Template bei  

                Patienten mit chronisch-lymphatischer Leukämie vom B-Zelltyp 
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Patient 

Geschlecht 

B-Zellanteil 
(PBMCs) 

A 

m 

79% 

B 

m 

69% 

C 

w 

58% 

D 

m 

66% 

E 

w 

82% 

F 

m 

53% 

G 
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83% 

H 

m 

88% 

I 

m 

25% 

mc-Peak VH3 VH1 VH4 VH3 VH3 VH3 VH3 VH1 ? 

pc-Hintergrund - - - - - - - - + 
 

Tab. 3.4  VH-Familienzugehörigkeit der monoklonalen Populationen (m=männlich;  

                w=weiblich; +: nachgewiesen; -: nicht nachgewiesen) 

 

 

Probleme bereitete Patient I. Obwohl bei diesem Patienten eine CLL vom B-Zell-Typ 

gesichert war, zeigte sich in der FR1-Multiplex-PCR (Abb. 3.8 A) auch nach 

mehrfacher Wiederholung der FMPCR ein polyklonales Verteilungsmuster. Die 

Produktintensität war verglichen mit den Vorversuchen allerdings auffallend gering. 

Daraufhin wurde eine weitere PCR mit einem 5´-Consensus-Primer für die FR3-Region 

und einem fluoreszenzmarkierten (HEX) JH-Primer durchgeführt [26]. Eine Zuordnung 

zu einzelnen VH-Familien war hierbei nicht mehr möglich. Es konnte jedoch in drei 

verschiedenen Verdünnungen neben einem polyklonalen Hintergrund ein scharf 

abgrenzbarer Peak entsprechend einer Monoklonalität nachgewiesen werden  

(Abb. 3.8 B). 

 

Ursächlich für den fehlenden Nachweis des B-Lymphozyten-Klons in der FR1-

Multiplex-PCR könnte z.B. eine Mutation im Bereich der Bindungsstelle für den 

zugehörigen FR1-Primer sein. Folglich konnte nur der verbleibende polyklonale Rest 

von B-Zellen amplifiziert werden.  
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Abb. 3.8   GeneScanTM-Analyse eines Patienten mit B-CLL für die FR1- (A)  

                 und FR3-Region (B) 

 

 

In diesem Zusammenhang stellte sich die Frage, ab welchem Anteil monoklonale Zellen 

innerhalb polyklonaler Populationen erkannt werden können. Zu diesem Zweck wurde 

ein Gemisch aus polyklonaler und monoklonaler DNA in unterschiedlichen 

Zusammensetzungen als Template für den Mastermix I (VH1-VH4) eingesetzt (Abb. 

3.9).  

 

Als polyklonale Template diente die bereits bekannte 95%ige Lymphozyten-DNA aus 

Tonsillengewebe. Diese wurde mit unterschiedlichen Mengen monoklonaler Template 

für VH3 eines Patienten mit CLL (Pat. E) vermischt. Der monoklonale Anteil wurde von 

10 auf  80% gesteigert. Die Gesamtmenge an DNA betrug 350 ng. 
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Abb. 3.9  Gemisch aus polyklonaler und monoklonaler (mc-VH3) Template in variabler  

                Zusammensetzung  

 

 

Die Fläche bzw. Höhe des monoklonalen Peaks nahm proportional zur Menge 

eingesetzter mc-Template ab. Die Schwelle für den qualitativen Nachweis der 

monoklonalen Population lag zwischen 10 - 20%. Bei großen Anteilen monoklonaler 

Template nahm die Produktintensität des polyklonalen Hintergrunds relativ gesehen ab. 

  

 

 

3.3 VH-Repertoire gesunder Probanden  

 

Um die Praxistauglichkeit der FMPCR zu zeigen, wurden B-Lymphozyten aus dem 

peripheren Blut von 10 gesunden Individuen (vgl. 2.1) bezüglich ihres VH-Repertoires 

qualitativ und semiquantitativ untersucht. In Abhängigkeit vom B-Zell-Gehalt wurden 

zwischen 800 und 1200 ng genomische DNA eingesetzt. Für jedes Individuum wurden 
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die Analysen dreimal durchgeführt und anschließend die Mittelwerte bestimmt (Tab. 

3.5). 

 

 
 

% 
Alter: 
 

Geschlecht: 

24 

m 

25 

w 

30 

w 

32 

w 

50 

m 

50 

m 

55 

w 

68 

m 

71 

w 

76 

w 

VH1 7 3 2 1 1 0 2 11 2 1 

VH2 2 4 4 5 3 4 2 2 3 3 

VH3 35 41 59 44 49 41 42 44 42 49 

VH4 38 37 30 36 37 43 41 31 38 39 

VH5 18 5 2 4 3 4 7 0 10 3 

VH6 0 10 3 10 7 8 6 12 5 5 
 

Tab. 3.5   Prozentuale VH-Familienhäufigkeiten für das Normalkollektiv (n=10) 

                 (Lebensalter in Jahren; m: männlich, w: weiblich) 

 

 

In allen Fällen zeigte sich eine Gauß´sche Normalverteilung entsprechend einer 

polyklonalen Zusammensetzung des peripheren Lymphozytenpools. Die Familie VH3 

war im Mittel mit 45% und einer Standardabweichung von 6% im Kollektiv am 

häufigsten nachweisbar. An zweiter Stelle folgte die Familie VH4 mit 37±4%. Deutlich 

seltener waren VH6 (7±4%), VH5 (6±5%), VH1 (3±3%) und VH2 (3±1%). VH3 und VH4 

waren entsprechend der Größe dieser Genfamilien erneut am häufigsten an 

Rearrangements beteiligt, während die Frequenz der übrigen Familien relativ stark 

variierte. Diese Ergebnisse stimmen bezüglich der Häufigkeitstrends mit bereits 

publizierten Daten für das humane VH-Repertoire in peripheren B-Lymphozyten 

überein. Ohne Berücksichtigung von Alter und Geschlecht wurden die Mittelwerte und 

Standardabweichungen σ für die VH-Familien bestimmt (Abb. 3.10).  
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Abb. 3.10  Box Whisker-Diagramm zu Tab. 3.5 (σ: Standardabweichung)                    

 

 

 

3.4 VH-Repertoire bei systemischem Lupus erythematodes (SLE)  

 

Bisher wurde der Schwerpunkt auf die Quantifizierbarkeit der VH-Familienhäufigkeiten 

gelegt. Aufgrund der charakteristischen Verteilungsmuster für klonale und polyklonale 

Template (s. 2.7.3) bieten die Ergebnisse der Fragmentanalyse jedoch weitergehende 

Interpretationsmöglichkeiten.  

Erste Ergebnisse bei Patienten mit Autoimmunerkrankungen zeigten keine signifikanten 

Abweichungen in den relativen Häufigkeiten der Familien gegenüber gesunden 

Probanden. 

Bei einer Patientin mit systemischem Lupus erythematodes (SLE) fanden sich bei 

relativ unauffälliger prozentualer Verteilung der VH-Familien (Tab. 3.6) markante 

Abweichungen im qualitativen Verteilungsmuster (Abb. 3.11).  

  

: ± 1 σ 
 
 
: ± 2 σ 

Normalkollektiv 
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 in % SLE   Normalkollektiv 

VH1 3  3 ± 3,4 

VH2 1  3 ± 1,0 

VH3 56  45 ± 6,5 

VH4 30  37 ± 4,0 

VH5 10  6 ± 5,2 

VH6 0  7 ± 3,6 

 

Tab. 3.6  Prozentuale Häufigkeitsverteilung der VH-Familien bei einer Patientin mit  

               SLE und im Normalkollektiv (Tab. 3.5) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 3.11  VH-Repertoire einer Patientin mit SLE (1000 ng, 16% B-Lymphozyten)  

                  und eines Repräsentanten des Normalkollektivs (1200 ng genomische  

                  DNA, 12% B-Lymphozyten) 

 

 

Während die polyklonale Template des gesunden Probanden erwartungsgemäß eine 

glockenförmige Anordnung der Peaks zeigt, fallen bei der SLE-Patientin die starke 

SLE Patientin Gesunder Proband 

VH4 

Mastermix I 
(VH1 – VH4) 

Mastermix II 
(VH3 – VH6) 

VH6 

VH2 

VH1 

VH3 

VH3 

VH4 

VH5 



 47

Restriktion in der Familie VH5 (blauer Peak bei 318 bp im Mastermix II) sowie die in 

beiden Primergemischen unabhängig voneinander reproduzierbare Asymmetrie in der 

Familie VH3 (290-304 bp) auf. Beide Befunde konnten in mehrfachen Wiederholungen 

reproduziert werden. In der im Anschluss durchgeführten Sequenzierungsanalyse der 

Familie VH5 war ebenfalls eine Restriktion innerhalb der Gensegmentnutzung 

nachweisbar. Ein entsprechender Nachweis für die Asymmetrie in der Familie VH3 

konnte allerdings nicht erbracht werden.  

Diese Beobachtung unterstreicht die Bedeutung des qualitativen Verteilungsmusters 

neben der semiquantitativen Betrachtungsweise für die Beurteilung des  

VH-Repertoires mittels FMPCR. Es bleibt zu prüfen, inwieweit es sich hier um ein 

zeitlich stabiles oder sogar krankheitsspezifisches Muster handelt. 
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4. Diskussion 

 

4.1 Verfahren zur Analyse des VH-Repertoires 

 

Die derzeit gängigen Methoden zur Analyse des VH-Repertoires in humanen B-

Lymphozyten basieren auf der Untersuchung von mRNA/cDNA [29] oder genomischer 

DNA mittels Klonierung und Sequenzierung. Jedes Vorgehen birgt dabei die Gefahr 

eines methodisch bedingten Artefakts. So kann z.B. die Analyse der cDNA zu einer 

Übergewichtung einzelner Gensegmente bzw. Familien führen, wenn im Rahmen einer 

Immunantwort aktivierte B-Lymphozyten oder Plasmazellen eine vergleichsweise hohe 

Menge mRNA besitzen [30, 31]. Andererseits können Primer bestimmte 

Rearrangements bevorzugt amplifizieren, wodurch ebenfalls Verzerrungen in den 

Produktrelationen entstünden [29]. Nicht zuletzt deshalb war eine exakte Analyse des 

VH-Repertoires bislang nur begrenzt möglich. Erst seit kurzer Zeit stehen mit der 

Single-Cell PCR und Single-Cell-RT PCR hochsensitive Verfahren zur Verfügung, bei 

denen derartige Fehlerquellen weitgehend vermieden werden [11, 32]. Die 

Untersuchung größerer Kollektive wird allerdings durch den vergleichsweise hohen 

Kosten- und Zeitaufwand limitiert. 

Der in dieser Arbeit vorgestellte Ansatz der Fluoreszenz-Multiplex-PCR (FMPCR) 

bietet in dieser Hinsicht einige Vorteile und ist ein mittlerweile in vielen Bereichen der 

molekularen Diagnostik weit verbreitetes Verfahren. So wird dieses routinemäßig bei 

der Identifikation von Deletionen und Mutationen, zur Diagnostik von Klonalitäten und 

bei der Analyse von γ- und δ-Rearrangements des T-Lymphozyten-Rezeptors eingesetzt 

[33-38]. Dennoch ist der Ansatz einer Multiplex-PCR nicht ganz unumstritten. 

Unterschiede in der Effizienz der Genamplifikation z.B. können mit jeder Zyklusrunde 

die Abweichungen im Produktvorkommen, welches selbst wiederum als Vorlage für 

weitere Amplifikationen dient, verstärken. Auf diese Weise würde für bestimmte 

Gensegmente vorzeitig eine Sättigungsphase erreicht, wobei andere Gensegmente, die 

sich weiterhin in der exponentiellen Phase befinden, relativ zu den übrigen 

überrepräsentiert wären. Naumov et al. beispielsweise fordern deshalb 

Titrationsansätze, um auf diese Weise die Gefahr einer vorzeitigen Sättigung zu 

verhindern [39]. Andere Autoren wiederum bevorzugen bei quantitativen 
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Fragestellungen kompetetive PCR-Verfahren [40]. Nicht zuletzt deshalb war es 

notwendig, anhand geeigneter Versuche die Wertigkeit der FMPCR bezüglich 

Reliabilität und Validität der Daten kritisch zu prüfen. 

 

 

 

4.2 Etablierung der VH-Fluoreszenz-Multiplex-PCR (FMPCR) 

 

Die VH-Fluoreszenz-Multiplex-PCR erfasst die sechs häufigsten VH-Familien, denen 

über 99% aller VH-Gensegmente zuzuordnen sind [5]. Nicht berücksichtigt wurde die 

Familie VH7, deren Rearrangements nach derzeitigem Kenntnisstand nicht transkribiert 

werden [5]. In der FMPCR werden sowohl produktive als auch nicht-produktive 

Genumlagerungen amplifiziert. Primer für die Familien VH3 und VH4 wurden in beiden 

Mastermixen mitgeführt und dienten als interne Größenstandards. Dadurch konnten die 

Amplifikationseffizienzen für beide Primerkombinationen direkt verglichen werden und 

alle sechs VH-Familien zueinander in Relation gesetzt werden. Dieses Vorgehen erlaubt 

mit nur zwei PCR-Läufen je Proband/Patient neben einer Beurteilung der qualitativen 

Zusammensetzung des VH-Repertoires auch eine semiquantitative Abschätzung der 

relativen Häufigkeiten der VH-Familien. 

 

Wie bereits aus anderen Studien bekannt ist, hängt das Ergebnis einer Multiplex-PCR 

entscheidend von den verwendeten Primern, der Konzentration des Puffers, dem 

Verhältnis von MgCl2 zu dNTPs, der Primer-Konzentration sowie den Bedingungen im 

Thermocycler ab [41]. Nicht zuletzt entscheidet die DNA-Polymerase über die 

Produktintensität und Spezifität der Amplifikate. Alle diese Variablen mussten für die 

vorliegende Fragestellung in aufwendigen Versuchsreihen eingestellt und optimiert 

werden. Hierzu wurden im ersten Schritt die Reaktionsparameter unter Verwendung nur 

eines Primerpaares (Single-Locus-PCR) für jede VH-Familie ermittelt (Daten nicht 

gezeigt), indem jeweils einer der genannten Parameter systematisch variiert wurde. 

Hierbei zeigte sich, dass aufgrund der ermittelten Reaktionsbedingungen für die 

einzelnen Familien, die Primer prinzipiell gut in einer Multiplex-PCR zu kombinieren 

sein sollten. Im Gegensatz zu den Primern von Küppers et al. konnte dies für die 
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Oligonukleotide bei Segal et al. nicht gezeigt werden [6, 26]. Bei letzteren differierte 

z.B. das Optimum für die Annealingtemperaturen zwischen 62°C und 82°C, so dass 

diese praktisch nicht in einer Multiplex-PCR zu kombinieren waren. Die Unterschiede 

in den Annealing-Bedingungen und damit in der Amplifikationseffizienz bei einer 

bestimmten Temperatur wären zu groß gewesen. Die in dieser Arbeit verwendeten 

Primer dagegen besaßen einen GC-Anteil von 56 bis 72% und waren länger als 20 

Nukleotide. Auf diese Weise konnte eine relativ hohe Annealing-Temperatur von 69°C 

gleichermaßen für alle VH-Familien gewählt werden, was wiederum der Spezifität 

zugute kam. Nach geringfügigen Modifikationen wie z.B. Erhöhung der 

Primerkonzentrationen, Templatemenge und Zykluszahl waren unter Multiplex-

Bedingungen alle sechs Familien in ausreichender Intensität nachweisbar. Um die 

semiquantitative Auswertung nicht unnötig zu komplizieren, wurde ein äquimolares 

Primergemisch (Endkonzentration von je 1µM) beibehalten. 

 

Die Einstellungen für den Thermocycler wurden aus den Single-Locus-PCRs 

übernommen. Lediglich die Zykluszahl wurde von ursprünglich 35 auf 44 erhöht. 

Henegariu et al. empfehlen zur Steigerung des Produktaufkommens zusätzlich die 

Annealing-Temperatur in der Multiplex-PCR um 4 bis 6°C gegenüber dem ermittelten 

Durchschnittswert aus den Single-Locus-PCRs zu erniedrigen [41]. Dies konnte 

allerdings die Produktmenge nur geringfügig steigern, so dass für die FMPCR zu 

Gunsten der höheren Spezifität eine AT von 69°C beibehalten wurde. 

 

Für jedes Primer-Label-Paar wurde unter Verwendung definierter Mengen klonaler 

Plasmid-DNA die Fluoreszenzintensität ermittelt. Die erhaltenen Mittelwerte dienten als 

Umrechnungsfaktoren für die semiquantitative Auswertung. Wie in 2.7.4 gezeigt, 

wichen die ermittelten Werte für die Fluoreszenzintensitäten z.T. deutlich von den 

Angaben des Herstellers ab. Dies erklärt sich dadurch, dass nicht allein die 

Fluoreszenzmarkierung, sondern das gesamte Primer-Label-Paar mit seinen 

spezifischen Amplifikationseigenschaften betrachtet wurde. Darüber hinaus könnten 

abweichende Filtereinstellungen im Sequencer mit zu den Unterschieden beigetragen 

haben. Die bei Prüfung der Reliabilität mittels Plasmid-Mix in Abschnitt 3.1.4 

ermittelten Verhältniskonstanten für FAM, HEX und ROX stimmten mit den bereits 
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vorher ermittelten Werten überein, so dass von deren Richtigkeit ausgegangen werden 

kann.  

 

Um Adduktbildungen unter den PCR-Produkten zu verhindern, wurde für die 

Auftrennung der Amplifikate mittels Elektrophorese ein denaturierendes Formamid-

Polyacrylamid-Gel (4,5%) verwendet. Dadurch wurde eine hohe Auflösung bezüglich 

der Produktgröße (laut Hersteller ca. 3 bp) und folglich eine exakte Identifikation des 

spezifischen Produktbereichs sichergestellt. Mittels GeneScanTM-Software wurden 

anschließend die Flächen unter den Peaks bestimmt und unter Berücksichtigung der 

Konstanten für die Fluoreszenzintensitäten zueinander in Relation gesetzt.   

Bei der semiquantitativen Auswertung musste sichergestellt sein, dass es sich nicht um 

eine mit Amplifikat überladene Gelspur mit artifiziellen pull-up-Peaks handelte. 

Störungen beim Denaturieren des Produkt-Puffer-Gemisches machten eine Auswertung 

ebenso unmöglich, da auch hier eine Abgrenzung des Produktbereichs nicht mehr 

möglich war. Deshalb musste jeder GeneScanTM-Lauf bezüglich der Qualität der 

Produktauftrennung kritisch beurteilt und ggf. wiederholt werden. Die Quantifizierung 

der Familien VH2 und VH6 (jeweils Label HEX) war in einigen Fällen aufgrund zu 

geringer Produktintensitäten (< 150 RFE) nicht möglich, obwohl qualitativ durchaus 

Produkt nachweisbar war. In solchen Fällen wurde die relative Häufigkeit der Familie 

mit 0% angegeben.   

 

Die quantitative bzw. semiquantitative PCR-Analyse ist verglichen mit dem rein 

qualitativen Ansatz weitaus störanfälliger, zumal während des gesamten 

Amplifikationsprozesses für jede Familie eine zur Zykluszahl proportionale 

Vervielfältigung sichergestellt sein muss. Nur unter dieser Voraussetzung war es 

möglich, vom Produktaufkommen auf die ursprünglichen Größenrelationen in der 

Template zu schließen. Von entscheidender Bedeutung waren in diesem 

Zusammenhang die Hybridisierungskinetik der verwendeten Primer, identische 

Reaktionsbedingungen in den PCR-Caps sowie eine nicht zu hohe Anzahl an PCR-

Zyklen. 
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4.3 Spezifität der FMPCR 

 

In verschiedenen Experimenten konnte die hohe Spezifität der FMPCR gezeigt werden. 

Sowohl bei Verwendung von VH-Plasmid-DNA, als auch beim Einsatz monoklonaler, 

genomischer DNA von Patienten mit chronisch-lymphatischer Leukämie wurde jeweils 

nur das spezifische Primer-Template-Paar amplifiziert. Die Familienzugehörigkeit 

wurde durch Sequenzierung bestätigt.  

Analog wurden die Produkte bei Verwendung polyklonaler DNA aus peripheren B-

Lymphozyten subkloniert und sequenziert. Dabei waren im Mastermix I nur Produkte 

der Familien VH1 bis VH4 und für den Mastermix II entsprechend nur die Familien VH3 

bis VH6 nachweisbar. Gemäß der polyklonalen Zusammensetzung waren 

unterschiedliche Gensegmente für die einzelnen Familien nachweisbar. Für die hohe 

Spezifität war nicht zuletzt die Annealing-Temperatur von 69°C verantwortlich. 

Kreuzreaktionen der Primer konnten auf diese Weise ausgeschlossen werden. Der 

Nachweis der Spezifität war Voraussetzung für alle weiteren Überlegungen. 

 

 

 

4.4 Sensitivität der Methode 

 

Eine der wichtigsten Beobachtungen im Rahmen der Etablierung war die Abhängigkeit 

des VH-Verteilungsmusters von der Menge eingesetzter Template. Bei Unterschreiten 

einer bestimmten Menge B-Zell-DNA (ca. 100 ng) zeigte sich eine falsch-positive 

Restriktion des VH-Repertoires verbunden mit einer Verschiebung zu einem oligo- bis 

monoklonalen Spektrum. Von dieser Pseudoklonalität waren v.a. die kleineren Familien 

wie VH5 und VH6 betroffen. Bei entsprechend starker Verdünnung der Template war 

eine vergleichbare Restriktion auch für die Familien VH3 und VH4 zu beobachten. Eine 

hohe Rate pseudoklonaler Peaks entspräche dabei einer niedrigen Spezifität bzw. einem 

hohen Fehler erster Art bei der Detektion eines oligo- oder monoklonalen Repertoires. 

Dies wiederum hätte einen geringen prädiktiven Wert der FMPCR zur Konsequenz.    

Eine mögliche Erklärung für das Phänomen der Pseudoklonalität liefert folgende 

Überlegung: 25 ng B-Zell-DNA entsprechen ca. 4.000 VH-Kopien.  
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Unter Berücksichtigung der relativen Häufigkeiten der VH-Familien und der großen 

Variabilität der Rearrangements würde dies bedeuten, dass bei derart niedrigen Mengen 

Template das gesamte VH-Repertoire nicht vertreten sein kann. Zwangsläufig könnten 

nur vereinzelte Rearrangements amplifiziert werden, die dann als Vorlage für weitere 

Amplifikationen dienen und am Ende überrepräsentiert wären.  

Zur Vermeidung dieses Fehlers waren deshalb vergleichsweise hohe Mengen Template 

von durchschnittlich 1000 ng genomischer DNA aus PBMCs erforderlich. Im Vergleich 

dazu waren für die Single-Locus-PCR bereits 150 ng ausreichend. Aufgrund des hohen 

Bedarfs an Template dürfte die Analyse von geringen Mengen Material (z.B. Biopsat 

aus Synovia) mittels FMPCR nicht möglich sein. Bei allen Analysen wurde mittels 

Durchflusszytometrie vorab der B-Zell-Gehalt unter den PBMCs ermittelt und bei der 

Bestimmung der effektiven Templatemenge berücksichtigt. Auf diese Weise konnte das 

Auftreten pseudoklonaler Peaks weitgehend verhindert werden. Eine B-Zell-

Aufreinigung mittels CD19-Antikörpern, wie in Abschnitt 2.3 dargestellt, war für die 

Analyse des Normalkollektives bzw. der Patienten nicht erforderlich. Entsprechend 

größere Mengen nicht aufgereinigter DNA lieferten vergleichbare Ergebnisse. Ein 

derart zeit- und kostenaufwendiger Schritt hätte ohne Zweifel die Anwendung der 

FMPCR als einfach durchzuführendes Screeningverfahren deutlich eingeschränkt. 

Natürlich war neben der Quantität auch die Qualität der verwendeten Template für das 

Ergebnis von Bedeutung. Erste Untersuchungen an Paraffin-fixiertem Material lieferten 

keine verwertbaren Ergebnisse.  

Aufgrund dieser Überlegungen musste jedes PCR-Ergebnis kritisch bewertet und die 

Qualität bzw. Auswertbarkeit der Daten überprüft werden. Eine Verteilung nach Gauß 

(Normalverteilung) für mehrere VH-Familien (insbesondere für kleine Familien) wurde 

als Hinweis für ausreichende Mengen Template entsprechender Qualität gewertet. Jedes 

Ergebnis mit einer Oligoklonalität oder einer starken Restriktion des Repertoires wurde 

mit größeren Mengen Template wiederholt, um Artefakte sicher ausschließen zu 

können. Im Zweifelsfall mussten entsprechende Befunde mittels Sequenzierungsanalyse 

verifiziert werden. Diese konnten auf die interessierende Familie beschränkt werden. 
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4.5 Reproduzierbarkeit der Daten 

  

Zur Überprüfung der Reproduzierbarkeit der Daten wurden gleiche Mengen Template 

eines gesunden Probanden in sechs PCR-Läufen zu verschiedenen Zeitpunkten mittels 

FMPCR untersucht. Alle Analysen ergaben ein polyklonales Verteilungsmuster. 

Statistische Parameter wie die Standardabweichung und der Coefficient of Variation 

zeigten eine deutlich größere methodisch bedingte Schwankungsbreite für die kleinen 

VH-Familien (CV: 18–30%) verglichen mit VH3 und VH4 (CV: 7 und 6%). Letzteres 

spricht für eine vergleichsweise hohe Präzision des Verfahrens insbesondere für große 

Familien. Die Familien VH3 und VH4 beinhalten 25 der insgesamt 39 funktionellen 

Gensegmente [5] und sind durchschnittlich an 70 bis 90% aller Rearrangements 

beteiligt [11, 15, 17, 19-21]. Dies unterstreicht die Bedeutung einer hohen 

Reproduzierbarkeit der Daten gerade für diese beiden Familien. Unabhängig vom 

Zeitpunkt der Analyse war die Rangfolge der relativen Häufigkeiten identisch. In allen 

sechs Analysen waren VH4-Gensegmente gefolgt von VH3 am häufigsten an 

Rearrangements beteiligt. Selbst für die kleinen Familien fand sich ein einheitlicher 

Trend mit VH6>VH5>VH2>VH1. Diese Beobachtung zeigt, dass eine Aussage bezüglich 

der Rangfolge der VH-Familienhäufigkeiten mittels FMPCR zuverlässig möglich ist.  

 

 

 

4.6 Reliabilität 

 

Die Reliabilität einer Methode gibt die Genauigkeit an, mit der der tatsächliche Wert 

einer Variablen ermittelt werden kann. Im allgemeinen fungiert hierbei eine bestimmte 

Methode als „Goldstandard“. Für die FMPCR wurden anstelle eines Goldstandards 

bekannte Mengen Plasmid-DNA in einem Plasmid-Mix aus vier VH-Familien 

systematisch in 5% Schritten variiert und anschließend die gemessenen Werte gegen die 

tatsächlich enthaltenen Mengen an Plasmid-DNA aufgetragen. Auf der Basis dieser 

Ergebnisse wurden die Regressionsgeraden samt Steigungen und der 

Korrelationskoeffizient r nach Pearson (-1 ≤ r ≤ 1) berechnet. Letzterer gibt Auskunft 

darüber, wie stark die gemessenen Werte von der Regressionsgerade abweichen.  
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In Abhängigkeit vom methodischen Ansatz und dem Analysat gelten 

Korrelationskoeffizienten größer 0,9 als akzeptabel und zeigen, dass die neue Methode 

zufriedenstellend mit dem bisherigen Goldstandard übereinstimmt. Für 

molekularbiologische Untersuchungen gelten im allgemeinen Koeffizienten größer 0,8 

als akzeptabel. 

Bei diesem Versuch wurden 3,5x104 VH-Kopien (0,25 pg Plasmid-DNA) eingesetzt. 

Um möglichst exakt die Bedingungen der Analyse genomischer DNA zu simulieren, 

wurden zusätzlich 200 ng DNA aus T-Lymphozyten zugegeben. T-Lymphozyten haben 

während ihrer Ontogenese keine Genumlagerungen im Ig-Schwerkettenlocus 

durchgeführt, so dass die Gensegmente der FR1-Region und des JH-Abschnitts für eine 

Amplifikation zu weit auseinanderliegen.  

Veränderung in der Zusammensetzung des Template-Mix wurden zuverlässig durch die 

FMPCR abgebildet. Die ermittelten Werte für die Peakflächen korrelierten gut mit dem 

tatsächlichen Template-Anteil (r VH1= - 0,96; r VH4=  -0,96; r VH2= - 0,93; r VH3=  0,85; 

Mittelwert  r  = 0,92).  

Der Anteil von VH3 am Produktgemisch war für die ersten 8 Messpunkte verglichen mit 

den übrigen überrepräsentiert und zeigte in diesem Bereich einen nicht-linearen Verlauf. 

Hierbei handelt es sich um ein Artefakt, das bereits aus anderen Studien zur Klonalität 

in Lymphom-Patienten bekannt ist. Gegen die Ausbildung einer Plateauphase spricht 

der weitere Anstieg von VH3 im Produktgemisch in der zweiten Hälfte des Diagramms. 

Für VH1, VH2 und VH4 ergaben sich nahezu identische Steigungen der 

Regressionsgeraden (Parallelität). Dies entspricht dem erwarteten Ergebnis, da diese 

Familien jeweils zu gleichen Anteilen zwischen den Messpunkten reduziert wurden. 

Anhand dieser Ergebnisse konnten die Konstanten der Fluoreszenzintensitäten für die 

Label FAM (VH1), HEX (VH2) und ROX (VH4) überprüft werden. Die 

Verhältniskonstanten im Plasmidgemisch betrugen hierbei 2,8:1:1 verglichen mit 

3,2:1:1,1 in Abschnitt 2.7.4.    
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4.7 Validität der Ergebnisse 

 

Um die Validität der erhobenen Daten zu prüfen, wurde bei zwei Individuen die VH-

Familienverteilung neben der FMPCR (je drei unabhängige Läufe) zusätzlich mittels 

Single-Cell PCR und anschließender Sequenzierung der Produkte bestimmt. Wie bereits 

eingangs erwähnt, gilt die Single-Cell PCR als derzeitiger Goldstandard für derartige 

Fragestellungen. Eine breite Anwendung wird jedoch durch den hohen Kosten- und 

Zeitaufwand limitiert.  

In Abhängigkeit von der betrachteten Familie bzw. Fluoreszenzmarkierung zeigten sich 

mehr oder weniger deutliche Abweichungen zwischen den beiden Verfahren. Produkte 

der Familien VH2 und VH6 waren in der FMPCR zwar qualitativ bei beiden Individuen 

nachweisbar, konnten aber aufgrund zu geringer Produktintensitäten nicht quantifiziert 

werden. Sehr gute Übereinstimmungen zeigten sich für die Familien VH3 und VH4. Für 

diese lag der relative Fehler bezogen auf die Prozentangaben der Single-Cell PCR bei 

2% und 6% für Proband A sowie 12% und 10% bei Proband B. Gleichermaßen hohe 

Übereinstimmung zeigten beide Verfahren bezüglich der Rangfolge der relativen  

VH-Familienhäufigkeiten. In beiden Fällen waren für Proband A und Proband B 

Genumlagerungen aus den Familien VH3 und VH4 am häufigsten zu beobachten. Es 

folgten die Familien VH1,VH5, VH2 und VH6. Wiederum zeigten sich Unterschiede in 

der Reproduzierbarkeit der Ergebnisse für die verschiedenen VH-Familien in der 

FMPCR. Der Coefficient of Variation betrug durchschnittlich 8% für VH3 und 18% für 

VH4. Ähnlich zu den Vorversuchen waren größere methodisch bedingte 

Schwankungsbreiten für VH1, VH2, VH5 und VH6 zu verzeichnen. Es verwundert daher 

nicht, dass für diese Familien auch die größten Abweichungen zu den Ergebnissen der 

Single-Cell PCR vorhanden waren. Bei beiden Verfahren fand sich erwartungsgemäß 

eine polyklonale Zusammensetzung des Repertoires. Die Gegenüberstellung der 

Ergebnisse aus beiden Verfahren zeigt, dass mit der FMPCR valide Aussagen zu den 

VH-Familienhäufigkeiten zu treffen sind und die Ergebnisse trotz vollkommen 

unterschiedlicher methodischer Ansätze vergleichbar sind. Die FMPCR stellt folglich 

ein zuverlässiges Instrument zur semiquantitativen Abschätzung der VH-

Familienhäufigkeiten dar. 
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4.8 VH-Repertoire bei Patienten mit lymphatischer Leukämie (B-Zell-Typ) 

 

Weiterhin wurden Patienten mit gesicherter chronisch-lymphatischer Leukämie vom B-

Zell-Typ untersucht. Die Auswertung der Fragmentanalyse ermöglichte neben der 

Diagnose des Vorliegens einer monoklonalen B-Lymphozytenpopulation zugleich die 

Identifizierung der zugehörigen VH-Familie. Abhängig vom Anteil monoklonaler Zellen 

am peripheren B-Zell-Repertoire erwartet man einen polyklonalen Hintergrund im 

Amplifikat. Es war jedoch in nur einem der untersuchten Fälle eine polyklonale 

Restpopulation nachweisbar (Patient I). Die klonalen B-Zellen gehörten bei fünf von 

acht Patienten (62,5%) der Familie VH3, in zwei Fällen (25%) VH1 und in einem Fall 

der Familie VH4 (12,5%) an. Vergleichbare Werte ermittelten auch Küppers et al. bei 

der Analyse von 15 Individuen mit B-CLL [6, 42]. Mit rund 53% war auch hier die 

Familie VH3 am häufigsten nachzuweisen, gefolgt von VH1, VH5 und VH4.  

Darüber hinaus wurde die Grenze der Detektierbarkeit monoklonaler Populationen zu 

einem Anteil von 10% - 20%  am Gemisch bestimmt. Die Diagnose stützte sich dabei 

weniger auf die prozentuale Überrepräsentation der entsprechenden Familie als 

vielmehr auf die qualitativen Unregelmäßigkeiten in der Anordnung der Produktpeaks. 

Dies unterstreicht die Bedeutung der „Visualisierung“ der VH-Rearrangements in der 

GeneScanTM-Analyse neben der rein semiquantitativen Betrachtungsweise. Für eine 

Patientin mit Sjögren-Syndrom konnte auf diese Weise der Verdacht auf das Vorliegen 

einer monoklonalen B-Zell-Population mittels FMPCR geäußert werden. Dieser wurde 

bei unauffälligem Differentialblutbild anhand der Histologie eines Lymphknotens 

bestätigt. 

Bei einem Patienten mit CLL zeigte sich trotz gesicherter Diagnose wiederholt ein 

polyklonales Verteilungsmuster in der FMPCR. Die Produktintensität war allerdings 

insgesamt deutlich geringer als bei Verwendung genomischer, polyklonaler DNA. Erst 

durch zusätzliche PCR-basierter Diagnostik mit einem 5´-Primer für die FR3-Region 

und einem fluoreszenzmarkiertem (HEX) JH-Primer konnte der Nachweis einer 

monoklonalen B-Zell-Population geführt werden. Die Erklärung für den fehlenden 

Nachweis der Monoklonalität in der FR1-Multiplex-PCR könnte z.B. in einer Mutation 

im Bereich der zugehörigen Primerbindungsstelle liegen. Hierbei wäre die Kenntnis 

über die Häufigkeit derartiger Mutationen und ihre bevorzugte Lokalisation für 
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zukünftige Klonalitätsanalysen interessant, zumal Lymphozyten bei der B-CLL 

überwiegend nicht-mutierte VH-Gene exprimieren [42-44]. Darüber hinaus könnte ein 

unvollständiges DJH-Rearrangement vorliegen. Auch eine Translokation im IgH-Locus 

könnte dazu führen, dass eine Amplifikation in der PCR nicht mehr möglich wäre. 

Gleichermaßen wurden auch Fälle beschrieben, bei denen die Bindungsstelle des FRIII-

Primers (nahe dem 3´ Ende des VH-Gens) regelmäßig von Deletionen während des 

Rekombinationsprozesses betroffen war [45], was ebenfalls die alleinige 

Klonalitätsdiagnostik mit FRIII-Primern einschränken würde. Aufgrund dieser Befunde 

wäre für einen definitiven Ausschluss des Vorliegens monoklonaler Populationen 

routinemäßig eine zweistufige PCR-Diagnostik mit jeweils unterschiedlichen 

Primerbindungsstellen (z.B. FRI und FRIII) zu fordern. 

 

 

 

4.9 VH-Repertoire gesunder Individuen 

 

Zum Nachweis der Praxistauglichkeit der FMPCR wurde das VH-Repertoire eines 

Kollektivs von zehn gesunden Individuen unter qualitativen und semiquantitativen 

Gesichtspunkten untersucht. Bei allen Individuen des Normalkollektivs waren die 

Rearrangementlängen normalverteilt. Die relativen Häufigkeiten der VH-Familien 

zeigten ohne Rücksicht auf Alter und Geschlecht eine klare Dominanz der Familie VH3 

innerhalb des Repertoires mit durchschnittlich 44,6% (35-59%), gefolgt von VH4 mit 

37% (30-43%). Bei den übrigen VH-Familien, war das Bild weniger einheitlich. Mit 6% 

(0-12%) war die Familie VH6 an dritter Stelle im untersuchten Kollektiv vertreten, 

gefolgt von VH5 mit 5% (0-18%), VH2 mit 3% (2-5%) und VH1 mit 3% (0-11%).  

Setzt man diese Prozentangaben mit der Anzahl der zu den einzelnen VH-Familien 

gehörigen funktionellen Gensegmenten in Bezug, so waren die Familien VH4 (37% 

vs.15,4%),VH6 (6,7% vs. 2,5%) und VH5 (5,6% vs. 2,5%) verglichen mit der statistisch 

zu erwartenden Frequenz überrepräsentiert. Die relative Häufigkeit für VH3-

Rearrangements entsprach mit 44,6% noch am ehesten der Familiengröße (44,6% vs. 

48,9%). Dagegen waren die Familien VH1 (2,9% vs. 23%) und VH2 (3,2% vs. 7,5%) 

verhältnismäßig unterrepräsentiert. Diese Beobachtungen zeigen ebenfalls eine nicht 
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vollständig zufällige Auswahl der Gensegmente im Rahmen der somatischen 

Rekombination. Aus anderen Untersuchungen kennt man vergleichbare Befunde. 

Bezüglich VH3 und VH4 konnten z.B. Brezinschek et al. eine ähnlich Dominanz sowohl 

im produktiven (VH3: 56,3% und VH4: 19,7%) als auch im nicht-produktiven (VH3: 

61,5% und VH4: 38,5%) Rearrangement peripherer B-Lymphozyten zeigen [11]. Die 

Frequenz der Familie VH4 war dabei in produktiven Genumlagerungen deutlich 

niedriger als in nicht-produktiven. Weiterhin waren in nicht-produktiven 

Rearrangements die Familien VH1, VH2, VH5 und VH6 nicht nachweisbar. In der 

Gruppe der produktiven Rearrangements war dagegen VH1 mit durchschnittlich 12,7% 

an dritter Stelle zu beobachten, gefolgt von VH5 (5,6%), VH2 (4,2%) und VH6 (1,4%). 

Produkte der Familie VH7 konnten weder in produktiven noch in nicht-produktiven 

Rearrangements nachgewiesen werden. Ordnet man die sechs VH-Familien 

entsprechend ihrer relativen Häufigkeiten im Repertoire, so ergibt sich für die FMPCR 

die Reihenfolge VH3 > VH4 > VH6 > VH5 > VH2 > VH1 gegenüber VH3 > VH4 > VH1 > 

VH5 > VH2 > VH6 für das produktive Rearrangement peripherer B-Lymphozyten bei 

Brezinschek et al. [11]. Die Standardabweichung für die relativen Häufigkeiten der VH-

Familien im Kollektiv war für VH3 (σ= 6,48) verglichen mit VH5 (σ= 5,15), VH4 (σ= 

4,00), VH6 (σ= 3,60), VH1 (σ= 3,40) und VH2 (σ= 1,03) am größten. Leider gibt es in 

der Literatur nur begrenzt statistisch abgesicherte Daten zur interindividuellen 

Variabilität der VH-Familiennutzung oder zur Konstanz der Verteilung in Abhängigkeit 

von der Zeit. Relativ stabile Verteilungsmuster konnten Suzuki et al. bei zweimaliger 

Analyse des VH-Repertoires für ein Individuum im Abstand von acht Monaten zeigen 

[12].  

Detailliertere Betrachtungen einzelner Subtypen von B-Lymphozyten wie IgM+/CD5+ 

und IgM+/CD5- B-Lymphozyten zeigten bezüglich der VH-Familienverteilung ähnliche 

Häufigkeitstrends [15]. In beiden Gruppen war die Familie VH3 über eine rein 

zufallsgemäße Nutzung hinaus in produktiven, nicht jedoch in nicht-produktiven 

Genumlagerungen vertreten. Ferner war eine kleine Gruppe spezifischer VH3-

Gensegmente (u.a. VH3-23/DP-47) auffällig häufig an Rearrangements beteiligt. 

Signifikante Unterschiede zwischen CD5+- und CD5--B-Lymphozyten zeigten sich 

zudem in der Frequenz von VH1 bei nicht-produktiven Rearrangements. So waren in der 

CD5--B-Zellpopulation VH1-Gensegmente im Vergleich zur Anzahl funktioneller 
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Gensegmente und der CD5+-Gruppe deutlich unterrepräsentiert. VH4-Gensegmente 

dagegen waren in der Gruppe der IgM+/CD5-- B-Lymphozyten bei nicht-produktiven 

Rearrangements deutlich häufiger als in der produktiven Gruppe (44% versus 24,8%) zu 

beobachten. Letzteres könnte auf eine verstärkte negative Selektion von VH4-

Rearrangements in der B-Zell-Ontogenese zurückzuführen sein [15]. In diesem 

Zusammenhang konnten Pascual et al. zeigen, dass viele Autoantikörper von 

Gensegmenten der Familie VH4 (u.a. VH4-21) kodiert werden, was wiederum die 

Notwendigkeit einer verstärkten negativen Selektion dieser VH-Familie bei gesunden 

Individuen erklären könnte [46].  

Betrachtet man unterschiedliche Stufen der B-Zellentwicklung, so konnten Rao et al. 

ein Übergewicht der Gensegmente VH4-34, VH4-39, VH4-59, VH3-23 und VH3-30 auf 

der Stufe der Pro-B-Zellen zeigen [14]. Dies legt die Vermutung nahe, dass die 

beobachtete Überrepräsentation einzelner VH-Gensegmente bereits in frühen Stadien 

des VHDJH-Rearrangements (Prä- und Pro-B-Zell-Stadium) entstehen dürfte. Eine 

mögliche Schlüsselrolle könnte hierbei den recombination signal sequences (RSS) 

zukommen [14].  

Auf der Ebene der Transkription produktiver Rearrangements konnten Gallo et al. in 

den untersuchten Transkriptionsprodukten der XenoMausTM-Stämme in ähnlicher 

Weise eine Dominanz der Familie VH3 mit einer relativen Häufigkeit von 62% vor VH4 

mit 25% zeigen [17]. VH5 belegte mit 11% den dritten Rang, gefolgt von VH1 mit 2%. 

VH2 und VH6 waren nicht nachweisbar. Aufgrund dieser und anderer Untersuchungen 

geht man derzeit davon aus, dass nur 10 bis 12 Gensegmente aus den Familien VH3 und 

VH4 (u.a. VH 3-23, 4-59, 4-39, 3-07, 3-30) an ca. 70-80% der Rearrangements des 

peripheren IgH-Repertoires beteiligt sind und nur etwa 25% des funktionellen 

genetischen VH-Repertoires überhaupt zur B-Zell-Rezeptorvariabilität beitragen [11, 14, 

15]. 

Eine altersspezifische Verteilung mit einer Dominanz der Familie VH3 bei jüngeren und  

VH4 bei älteren Probanden, wie sie von Stollar et al. [10] beschrieben wurde, konnte bei 

den in dieser Arbeit untersuchten Probanden nicht gezeigt werden. Unabhängig vom 

Geschlecht und Lebensalter des Individuums waren Gensegmente der Familie VH3 am 

häufigsten an Genumlagerungen beteiligt. Es gibt allerdings durchaus Hinweise auf eine 

altersabhängige VH-Familienverteilung z.B. in Mäusen [47]. Die Beobachtung einer 
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reduzierten Antikörperreaktion auf Antigene [48, 49] bei gleichzeitiger Zunahme von 

Serumautoantikörpern [50] im Alter würde durchaus Veränderungen in der Regulation 

der T- und/oder B-Zell-Immunität wahrscheinlich machen.  

 

 

 

4.10 VH-Repertoire bei Autoimmunerkrankungen 

 

Erste Untersuchungen an Patienten mit Autoimmunerkrankungen wie systemischem 

Lupus erythematodes mittels FMPCR zeigten z.T. deutliche Veränderungen gegenüber 

der Verteilung im Normalkollektiv. So fand sich bei einer Patientin mit SLE (vgl. 3.4) 

eine starke Restriktion in der Familie VH5 sowie eine Asymmetrie in der Familie VH3. 

Dieser Befund konnte in drei unabhängigen Untersuchungen reproduziert werden. Die 

relative Häufigkeit der Familie VH5 war mit 10% gegenüber dem Normalkollektiv mit 

durchschnittlich 5,6% (0-18%) nicht signifikant erhöht. Diese Beobachtung 

unterstreicht erneut die Bedeutung des qualitativen Aspekts der Peakverteilung. Mittels 

Sequenzierung wurden die Ergebnisse der FMPCR validiert. Die bis dato vorliegenden 

Befunde sprechen für das Vorliegen klonaler VH-Gensegmente bei dieser Patientin. Die 

Analyse von drei weiteren Patienten mit SLE zeigte jedoch keine vergleichbaren 

Auffälligkeiten. Die Bedeutung der Befunde bleibt zum jetzigen Zeitpunkt vollkommen 

offen. Eingehende Untersuchungen werden Auskunft über die beteiligten Gensegmente 

und die Stabilität dieses Phänomens über die Zeit geben. Aufgrund der Multiplex-Daten 

ist es möglich, diese Analysen auf die Familien VH3 und VH5 zu fokussieren.  

 

Die Beobachtung, dass einige wenige VH-Gensegmente gehäuft mit Autoantikörpern 

assoziiert sind, legt die Vermutung nahe, dass der Überrepräsentation  einzelner 

Gensegmente bzw. einem Versagen in der negativen Selektion solcher Rearrangements 

eine entscheidende Rolle bei der Entstehung von Autoimmunerkrankungen zukommt. 

Ferner könnten Alterationen des RAG1/2-Systems, der Terminale-desoxynukleotidyl-

Transferase (TdT) oder der Exonuklease-Aktivität die Bildung autoreaktiver Antikörper 

fördern. Nicht zuletzt könnten Störungen bei der somatischen Hypermutation oder dem 

receptor editing zur Autoimmunität führen [28, 51, 52]. B-Lymphozyten spielen 
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darüber hinaus auch für die Antigenpräsentation von Autoantigenen und damit der 

Formung des T-Zellrepertoires ein Rolle. In allen Fällen hätte es einen Verlust der 

Selbsttoleranz zur Konsequenz.  

 

Die Analyse des nicht-produktiven VH-Repertoires zweier Patienten mit SLE und dreier 

Patienten mit Sjögren-Syndrom zeigte gegenüber gesunden Probanden keine 

signifikanten Veränderungen im Verteilungsmuster [20, 21, 53]. Dies wiederum würde 

bedeuten, dass sich der Prozess der VHDJH-Rekombination primär bei 

Autoimmunpatienten nicht wesentlich von dem Gesunder unterscheidet. Im Gegensatz 

dazu gibt es aber durchaus Beispiele für die Assoziation bestimmter VH-Gensegmente 

wie z.B. VH4-34 in Kälteagglutininen mit Autoimmunerkrankungen [54]. In anderen 

Untersuchungen konnten weitere VH-Gensegmente identifiziert werden, die sowohl in 

Autoantikörpern als auch im Repertoire gesunder Individuen gehäuft vorkommen. 

Hierzu zählen VH3-23, VH1-69, VH4-39 und VH3-07 [11, 15, 55, 56]. Inwieweit es 

überhaupt ein für Autoimmunerkrankungen typisches VH-Repertoire gibt, wird in der 

Literatur derzeit kontrovers diskutiert [25, 28]. Unbestritten sind jedoch Unterschiede 

hinsichtlich einer gesteigerten B-Zellaktivierung bei Autoimmunerkrankungen wie SLE 

oder Sjögren-Syndrom gegenüber Gesunden [21, 28].    
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4.11 FMPCR als Screeningverfahren 

 

Eine abschließende Beurteilung der Bedeutung des genetischen VH-Repertoires in 

humanen B-Lymphozyten und seiner möglichen Rolle bei der Initiation oder 

Perpetuation von Autoimmunerkrankungen ist zum jetzigen Zeitpunkt nicht möglich. 

Die Bedeutung der B-Lymphozyten geht dabei sicherlich weit über die Produktion 

eventuell krankheitsspezifischer Autoantikörper hinaus. So konnte in ersten 

Therapiestudien eine messbare Reduktion der Krankheitsaktivität im Rahmen einer 

Depletion CD20+-B-Lymphozyten mit Hilfe eines geeigneten Antikörpers bei Patienten 

mit Rheumatoider Arthritis gezeigt werden.  

Es stellt sich die Frage, inwieweit Veränderungen des genetischen VH-Repertoires wie 

bei der in 3.4 vorgestellten Patientin als krankheitsspezifisch bezeichnet werden können 

oder ob diese mit der Krankheitsaktivität korrelieren. Dies würde Rückschlüsse auf die 

Bedeutung der B-Lymphozyten allgemein und insbesondere des VH-Repertoires bei 

Autoimmunerkrankungen zulassen.  

Die Analyse größerer Patientenkollektive war bislang durch die relativ aufwendigen 

Verfahren wie Klonierung und Sequenzierung limitiert. Das Screening mittels FMPCR 

als Filtertest bietet entscheidende Vorteile aufgrund der einfachen Durchführbarkeit und 

der enormen Kosten- und Zeitersparnis verglichen mit bisherigen Methoden. Die 

FMPCR erlaubt neben der semiquantitativen Bestimmung der Häufigkeitsverteilung der 

VH-Familien zugleich eine Aussage über die klonale Zusammensetzung der peripheren 

Lymphozyten. Im Falle eines klonalen Peaks wäre zudem eine unmittelbare Zuordnung 

zu einer der Familien möglich. Auf diese Weise identifizierte Fälle könnten im 

Anschluss detaillierten und i.d.R. zeitaufwendigen Analysen zugeführt werden, wobei 

diese auf die entsprechende Familie fokussiert werden könnten.  
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5. Zusammenfassung 

  

Mit der VH-Fluoreszenz-Multiplex-PCR steht ein neuartiges Screeningverfahren zur 

semiquantitativen und qualitativen Analyse der VH-Familienverteilung der schweren 

Kette des Immunglobulinmoleküls in humanen B-Lymphozyten zur Verfügung. In zwei 

Multiplex-PCRs werden IgH Produkte der sechs häufigsten VH-Familien mit 

familienspezifischen und fluoreszenzmarkierten Primern (FAM, HEX, NED und ROX) 

amplifiziert. Die Auftrennung der Produkte erfolgt durch Elektrophorese in einem ABI 

Prism 377 Sequencer.  

In verschiedenen Experimenten konnte die hohe Spezifität und Sensitivität der 

Methode, sowie die gute Reproduzierbarkeit, Reliabilität und Validität der Daten 

gezeigt werden. Die Analyse des VH-Repertoires gesunder Individuen (n=10) zeigte 

eine vergleichbare und zugleich charakteristische Häufigkeitsverteilung der VH-

Familien unter den Probanden, wie sie auch schon in anderen Studien beschrieben 

wurde. Die gewonnen Daten wurden ferner durch Sequenzierung von Produkten im 

Anschluss an eine Single-Cell PCR validiert. Mittels FMPCR konnte darüber hinaus die 

Existenz monoklonaler B-Lymphozyten bei Patienten mit CLL nachgewiesen werden. 

Erste Befunde bei Patienten mit Autoimmunerkrankungen zeigten in Einzelfällen ein 

stark restringiertes B-Zellrepertoire. 

Die familienspezifische Markierung der Primer mit Fluoreszenzfarbstoffen erlaubt 

folglich neben der Abschätzung der Häufigkeitsverteilung der VH-Familien auch eine 

Aussage über die klonale Zusammensetzung des peripheren B-Lymphozytenpools 

sowie im Falle eines klonalen Peaks die unmittelbare Zuordnung zu einer der sechs  

VH-Familien.  

Die FMPCR stellt ein schnell und einfach durchzuführendes, aber zugleich reliables 

Screeningverfahren zur Analyse des humanen VH-Repertoires bei Erkrankungen mit 

einer dominierenden Rolle von B-Lymphozyten dar. Dadurch wird es erstmals möglich 

sein, größere Kollektive von Patienten mit Autoimmunerkrankungen bezüglich eines 

krankheitsspezifischen Repertoires zu untersuchen. 
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