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1. Zusammenfassung

Die Genumlagerungen (Rearrangements) der Immunglobulin (IG) Schwer- und Leichtketten im Knochenmark (KM) ist ein physiologischer
Prozess in der Entwicklung des B-Lymphozyts. Eine klonale Expansion von B-Zellen mit identischem Rearrangement kann als Hinweis auf eine
lymphatische Malignitat dienen [1]. Im Clinical Genomics Lab (CGL) werden bereits die Klonalitatsanalysen der 1G-Schwerketten (IGH) und IG-
Kappa Leichtketten (IGK) durchgefihrt. Da nicht konklusive Resultate auftreten kdnnen, wurde in dieser Diplomarbeit die IG Lambda-
Leichtketten (IGL)-Analyse mittels IdentiClone® IGL Gene Clonality Assay verifiziert. Getestet wurde mittels Polymerase Kettenreaktion (PCR)
amplifizierte Desoxyribonukleinsaure (DNA) aus in Formalin fixiertem in Paraffin eingebettetem (FFPE) Lymphgewebe oder Knochenmark. Die
Interpretation der Ergebnisse erfolgte im Zusammenhang mit den bestehenden IGH- und IGK-Resultaten. Die Ergebnisse zeigten, dass die
zusatzliche Klonalitatsanalyse die Anzahl der nicht konklusiven Resultate reduzieren kann.

2. Einleitung

Von B-Lymphozyten produzierte Immunglobuline bestehen aus
schweren und leichten Ketten, wobei die Leichtketten in Kappa- und
Lambda-Typen unterteilt werden. Die Genumlagerung im
Knochenmark ermoglicht die spezifische Antigenbindung: Zunachst
werden die schweren, dann die leichten Ketten umgelagert, indem
variable (V)-, diversitas (D)- und verknipfende (J)-Elemente
zusammengefugt und dazwischenliegende Sequenzen deletiert
werden [1]. Abbildung 1 zeigt dies am Beispiel von IGH und IGK.
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Abb. 1: Schematische Darstellung der IG Schwer- und Leichtketten Rearrangements (Maritan, 2024)

FUr den Klonalitatsnachweis genugt die IGH-Analyse. Durch
somatische Hypermutation (SHM) im Rahmen des 1G-Klassenwechsels
kann sie unzuverlassig werden, sodass eine Leichtkettenanalyse
erforderlich ist [1]. IGH- und IGK-Analysen erfordern langere DNA-
Fragmente (mind. 300 Basenpaare) und mehrere MasterMixe, was die
Interpretation erschwert. IGL-Klonalitaten sind dagegen in klirzeren
Fragmenten nachweisbar und bendtigen nur einen MasterMix [2].

3. Ziele und Fragestellungen

In der Diplomarbeit wurden mehrere Ziele und Fragestellungen
formuliert. In diesem Poster wird auf die Kernfrage eingegangen.

Ziel 1: Verifizierung des IdentiClone® IGL Gene Clonality Assay

als zusatzliche Klonalitatsanalyse zu IGH und IGK.

Fragestellung: Ist bei IGH- und IGK-Resultaten, bei denen in der
Befundung keine Aussage moglich war, durch die

zusatzliche Klonalitatsanalyse IGL eine Aussage moglich?
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4. Material, Methodik, Vorgehen

FUr die Beantwortung der Fragestellung diente ein Probenkollektiv
mit 15 DNA-Proben aus FFPE-Lymphgewebe oder FFPE-Knochenmark,
bei denen die IGH- und IGK-Analyse bereits durchgefuhrt wurde.
Weitere 5 Proben stammten aus einem IGH-/IGK-Ringversuch. Zehn
der Proben lieferten in der IGH- oder IGK-Analyse keine Aussage.

Der MasterMix wurde jeweils gemass einem Protokoll pipettiert und
stets im selben Thermocycler amplifiziert. Die Detektion erfolgte
mittels Kapillarelektrophorese am ABI3500.

5. Ergebnisse, Resultate

Tabelle 1 zeigt Proben mit unklarer IGH/IGK-Klonalitat und deren
Ergebnisse der IGL-Analyse. Polyklonale Resultate wurden mit dem

O-Symbol und monoklonale Resultate mit dem ®-Symbol dargestellt.
Nicht interpretierbare Ergebnisse wurden mit n/v gekennzeichnet.
Bei 50 % der Proben ermoglichte IGL eine Klonalitatsaussage. Diese
Ergebnisse wurden in der Kommentarspalte mittels griner
Markierung hervorgehoben.

Tabelle 1: Ermittlung der Aussagekraft im Befund bei unklarer GH/IGK-Klonalitat (Trachsel, 2025)

Befundaussage| Befundaussage
DNA- = E Resultat
Probe Fragmentlnge (bp) IGH IGK GL Kommentar
8 8¢1OPI - Mix 1, 2, 3) (Mix A, B)
1+2: @ A: @ Detektion in kiirzeren DNA-Fragmenten fuhrt zu
Fall 1 200
3: 0 B:n/v © eindeutigem Befund
Fall 3 500 1: n/v A:n/v o D.etektit?n in kiirzeren DNA-Fragmenten fuhrt zu
2+3: O B:n/v eindeutigem Befund
1+2: n/v A: @ _ _
Fall 6 300 P 3 @ ® |IGL konsistent mit IGH und IGK
Fall 7 200 1+2: n/v A:@® o SHM-Verdacht, starke DNA-Fragmentierung,
(schwaches Signal) 3: 0 B: ® Immunhistochemie: Lambda-Klonalitatsnachweis
1+2: n/v A:n/v Verdacht auf SHM und starke DNA-Fragmentierung.
Fall 9 200 ® . .
3:n/v B: ® IGL erzeugt eindeutiges Resultat
Eall 10 200 1+2: n/v A:n/v o starke DNA-Fragmentierung, Klonalitat nicht
(schwaches Signal) 3.0 B: n/v ausgeschlossen
1-3: @ vor I
Fall 11 300 polyklonalem B ° O Klonalitat nicht ausgeschlossen
Hintergrund '
1+3: O A:n/v Schwaches Signal im IGL-Assay, Klonalitat nicht
Fall 12 300 / O 5 y
2: @ B: ® ausgeschlossen
Eall 13 500 1+2: n/v A:n/v o D.etektic.m in kiirzeren DNA-Fragmenten fuhrt zu
3:@ B:n/v eindeutigem Befund
+3. @ A:n/v : :
Fall 15 300 143 / [ Verdacht auf SHM, IGL erzeugt eindeutiges Resultat
2:n/v B: n/v

6. Diskussion

Der Hauptvorteil des IGL-Assays liegt in der Detektion von
Amplifikaten im niedrigen Fragmentlangenbereich ohne von einer
SHM beeinflusst zu werden. Der diagnostische Mehrwert fur den
Befund wurde bestatigt. Limitationen bestehen bei polyklonalem
Hintergrund und schwachen Sighalen durch DNA-Fragmentierung.
Besonders auffallig war Fall 7, da trotz monoklonalem IGK-Resultat ein
monoklonales IGL-Resultat ausblieb. Die reduzierte Sensitivitat beruht
vermutlich auf zu wenigen ausreichend langen Fragmenten.
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