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1. Einleitung und Problemstellung

1.1 Das lymphatische Gewebe

1.1.1 Funktionen

Das lymphatische Gewebe des Menschen schiitzt den Organismus vor schidlichen Einfliissen
von aullerhalb wie innerhalb. Das Immunsystem kann korpereigene Strukturen (sog.
Antigene) von fremden unterscheiden und diese gezielt eliminieren. Die dabei ablaufenden
Reaktionen werden als Immunreaktionen bezeichnet. Die Zellen, die zur spezifischen
Immunantwort befdhigt sind, sind in erster Linie Lymphozyten sowie deren Aktivierungs-
und Differenzierungsformen. Sie haben ihren Sitz in den Organen des lymphatischen Systems
oder sie zirkulieren frei im Blut. Diese Organe lassen sich in nodale (Lymphknoten) und
primér extranodale (Milz, Tonsillen) einteilen. Sekundir kann sich lymphatisches Gewebe
z.B. bei chronischen Entziindungen der Magenschleimhaut oder der Speicheldriisen

extranodal entwickeln.

1.1.2 Die Lymphozyten

Die Lymphozyten lassen sich nach Herkunft und Funktion in zwei groBe Gruppen unterteilen,
in die B- und in die T-Lymphozyten. Wihrend sich der gr6Bte Teil der B-Lymphozyten
innerhalb der lymphatischen Organe befindet, zirkuliert die Hauptmasse der T-Lymphozyten
frei im peripheren Blut. Als gemeinsames Merkmal weisen beide Gruppen von Lymphozyten
an ihrer Oberfldche Rezeptoren auf, mit deren Hilfe sie Antigene erkennen konnen. Die nach
dem Antigenkontakt folgende Immunantwort unterscheidet sich jedoch grundsétzlich.

Die B-Lymphozyten wandeln sich iiber das Stadium der Immunoblasten in Plasmazellen um,
welche spezifische Antikorper produzieren, oder sie stehen als Geddchtniszellen fiir eine
erneute Immunreaktion mit dem gleichen Antigen zur Verfiigung. Diese Form der
Immunantwort heiflt humorale Immunreaktion.

Die T-Lymphozyten erkennen ebenfalls Antigene mit den auf ihrer Oberfldche liegenden
Rezeptoren, jedoch benétigen die hierzu die Hilfe der sogenannten Antigen-présentierenden
Zellen, welche die Antigene aufarbeiten und an ihrer Oberfliche préisentieren. Die T-

Lymphozyten sind Trager der zelluldren Immunreaktion, weil sie Antigene durch Bindung an



ihre Zelloberflache unschédlich machen (zytotoxische Zellen). Die Helfer- und Suppressor-
Zellen, die ebenfalls der T-Zell-Linie angehdren, sind unverzichtbar fiir eine reibungslose
Interaktion der beiden Lymphozytenklassen. SchlieBlich kénnen auch T-Zellen, analog den B-

Zellen, als Gedéchtniszellen fiir eine erneute Immunreaktion zur Verfligung stehen.

1.1.3 Allgemeiner Aufbau lymphatischer Organe

Lymphatische Organe weisen in ithrem Aufbau grundsétzliche Gemeinsamkeiten auf. Dabei
sind die Areale von T-und B-Zellpopulationen jeweils klar definiert. Fiir die Differenzierung
naiver B-Zellen aus dem Knochenmark sind die Lymphfollikel eine entscheidende
Grundstruktur, welche je nach Abwehrlage in allen lymphatischen Geweben auftritt. Je nach
Aktivierungsform unterscheidet man Primérfollikel und Sekundérfollikel. Letztere
imponieren als eine organisch und nach funktionellen Gesichtspunkten aufgebaute Struktur,
die sich in verschiedene Zonen einteilen ldsst. So treten naive B-Zellen aus dem
Knochenmark zunichst in die Mantelzone eines Lymphfollikels ein. Im Keimzentrum kommt
es schlieBlich zu einem  durch follikuldre dendritische Reticulumzellen vermittelten
Antigenkontakt der jetzt sogenannten Centroblasten. Diese differenzieren sich durch
verschiedene Schritte der Proliferation, somatische Mutationen und Antigenselektion zu
Centrocyten, welche sich in der sog. ,,hellen Zone* finden. Nach diesen stark vereinfacht und
kurz dargestellten Stadien der Reifung gelangen die B-Zellen schlieBlich in die Pulpa, wo sie

als Plasmazellen, bzw. Geddchtniszellen vorliegen.

1.1.4 Die Milz und ihre Besonderheiten

Die Milz ist, anders als z. B. die Lymphknoten, direkt in den Blutkreislauf eingeschaltet und
ibt hier eine Filterfunktion aus, indem sie mafgeblich am Abbau von roten und weilen
Blutzellen beteiligt ist. Des weiteren besitzt sie im Gegensatz zu den Lymphknoten keine
afferenten Lymphgefifle. Gemeinsam mit den tibrigen lymphatischen Geweben ist die Milz
als das groBte lymphatische Organ dazu befidhigt, an den ablaufenden Immunreaktionen
teilzunehmen, aktivierte Lymphozyten zu produzieren und diese ins Blut abzugeben. Das
Milzparenchym ldsst sich in rote und weille Pulpa unterteilen, wobei sich in der roten Pulpa

vor allem Blutzellen und Zellen, die der bakteriellen (Thymus-unabhéngigen) Abwehr dienen,



wie Makrophagen, B-Zellen sowie T-Zellen vom gamma / delta Typ, finden. Die weille Pulpa
hingegen stellt das eigentliche lymphatische Gewebe der Milz dar. Sie setzt sich zusammen
aus Lymphfollikeln und den periarteriellen Lymphscheiden (PALS). Letztere sind die T-Zell-
Region der Milz und bestehen zum groBten Teil aus T-Helferzellen und einigen
Supressorzellen. In den Lymphfollikeln wiederum tiiberwiegen die B-Zellen in den
verschiedenen Stadien ihrer Ausreifung. Als Besonderheit der Milz schlief3t sich an die im
Lymphknoten randbildende Mantelzone eine Marginalzone an, welche die Grenze zur roten
Pulpa darstellt. Die Marginalzone ist eine Eigenheit der Lymphfollikel in der Milz von
Siugetieren und Menschen' . Sie setzt sich vorwiegend zusammen aus mittelgroBen B-
Lymphozyten mit einer méiBigen Menge hellem Zytoplasma®, welche Merkmale von
Gedichtniszellen aufweisen® . Auch wenn sich derartige Zellen in den Peyer-Plaques des
Gastrointestinaltrakts®, sowie in anderer Anordnung in Sekund:rfollikeln der Lymphknoten® °
7 finden, so herrschen fiir die Lymphozyten der splenischen Marginalzone aufgrund der
strukturellen und funktionellen Besonderheiten der Milz Bedingungen, die mit der Situation
in nodalen und extranodalen Lymphfollikeln nicht vergleichbar sind. So spielt die
Marginalzone eine grofle Rolle in der immunologischen Aktivitit der Milz. Durch ihren
Reichtum an Kapillaren kommen die Zellen des Immunsystems hier permanent mit
angespiilten Antigenen in Kontakt und bringen die Immunreaktion in Gang, wihrend
aulerhalb der Milz gelegenes lymphatisches Gewebe keinen direkten Kontakt zum
Blutkreislauf hat. Aktivierte B-Zellen gelangen aus der Marginalzone, wie bereits erwéhnt,
zur weiteren Differenzierung in das Keimzentrum und kénnen wie alle immunkompetenten

Zellen von der Milz direkt ins Blut abgegeben werden.

1.2 Maligne Erkrankungen des lymphatischen Systems

1.2.1 Einteilung und Klassifikation

Die neoplastischen Erkrankungen des lymphatischen Systems werden als maligne Lymphome
bezeichnet, welche sich in zwei groB3e Gruppen einteilen lassen.

Die Gruppe der Hodgkin-Lymphome ist durch das Auftreten charakteristischer Hodgkin- und
Sternberg-Reed-Riesenzellen gekennzeichnet. Die zweite und klinisch bedeutendere Gruppe
bilden die Non-Hodgkin-Lymphome, welche sich in zahlreiche Untergruppen unterteilen

lassen.



Diesbeziiglich stellte der Vergleich verschiedener Studien ein grof3es Problem dar, da bis vor
wenigen Jahren eine groBe Anzahl verschiedener Klassifikationen zur Einteilung dieser
Untergruppen in Gebrauch war.

Die bis vor kurzem in Deutschland am hiufigsten gebrauchte Einteilung ist die Kiel-
Klassifikation®. Als Grundlage der Klassifikation diente die Vermutung, dass jeder Neoplasie
ein bestimmtes Reifestadium der Lymphopoese zugrunde liegt. AuBerdem wurden die
verschiedenen Neoplasmen je nach Wachstumstendenz hochmalignen und niedrigmalignen
Untergruppen zugeordnet. Die Erkenntnis, dass auch der Ort der Primirlokalisation
entscheidend fiir die Lymphomgenese ist, sowie die Einsicht in die Notwendigkeit eines
internationalen Konsens fiihrte zu einem neuen Versuch der Klassifikation von malignen
Lymphomen, nidmlich der REAL-Klassifikation’. Unter anderem unter dem Aspekt der
internationalen Vereinheitlichung der Nomenklatur lieB man hier zytogenetische,
immunhistochemische und klinische Erkenntnisse in die Einteilung mit einflieBen. Die
REAL-Klassifikation diente als Grundlage der jetzt generell akzeptierten WHO-
Klassifikation” und hat sich seit ihrer Einfilhrung bemerkenswert gut bewdhrt und

durchgesetzt.

1.2.2 Maligne Lymphome der Milz

Da die Milz, wie bereits erwéhnt, ein Hauptorgan des lymphatischen Systems darstellt, ist sie
bei malignen Lymphomen im Rahmen einer hdmatogenen Streuung hidufig sekundir
infiltriert'® '". Besonders erwihnenswert sind diesbeziiglich die chronisch-lymphatische
Leukémie (CLL), die Prolymphozyten-Leukdmie (PLL) sowie die Haarzell-Leukdmie (HCL).
Obwohl Berichte iiber primér splenische Lymphome bis ins Jahr 1945 zuriickreichen'?, spielt
die Milz als Entstehungsort maligner Erkrankungen nur selten eine Rolle'? ' 12 16 17 18 192021
Die groBte Schwierigkeit bei der Beurteilung primér splenischer Lymphome war das Fehlen
einer allgemein akzeptierten und verwendeten Definition, so dass Vergleiche verschiedener
bereits bestehender Studien zusétzlich erschwert wurden.

So galt bei einigen Autoren der alleinige Befall der Milz durch ein malignes Lymphom ohne

weitere Manifestation bei sechsmonatiger Rezidivfreiheit nach Splenektomie als Korrelat

. - . 14
eines primér splenischen Lymphoms ™.



An anderer Stelle wurden die Kriterien weiter gefasst und neben einer Infiltration der Milz
inklusive der hildren Lymphknoten auch ein Befall der Leber und derer hildrer Lymphknoten
als Symptome eines malignen Lymphoms mit Entstehungsort in der Milz angesehen'?.

Andere Autoren bezeichneten alle malignen Lymphome, bei welchen die Splenomegalie im
Vordergrund steht, als primir splenische Lymphome'”.

Ein weiterer Vorschlag ging dahin, alle malignen Lymphome mit Splenomegalie, ohne
Adenopathie, aber mit Zytopenie einer, zweier oder aller drei Blutzell-Linien als primér
splenische Lymphome zu bezeichnen'”.

Eine letzte Gruppe schlieBlich lehnte die Bezeichnung ,,primér splenisches Lymphom™ ganz
ab und schlug eine Klassifikation als ,,maligne Lymphome mit dominierender Splenomegalie®
vor'®,

Aufgrund der bereits beschriebenen Besonderheiten des splenischen lymphatischen Gewebes
mit dem engen direkten Kontakt zum Blutkreislauf und dem Fehlen afferenter Lymphgefil3e
liegt jedoch die Vermutung nahe, dass sich unter diesen Voraussetzungen primér splenische
Lymphome bilden kénnen, und dass sich diese von Lymphomen mit anderem Entstehungsort
unterscheiden. Dariiber hinaus scheinen primér splenische Lymphome, insbesondere das

Immunocytom, frithzeitig zu einer Knochenmarkbeteiligung zu fiihren'”

und lange Zeit
klinisch asymptomatisch zu verlaufen. Bei Diagnosestellung liegt daher hiufig bereits eine
generalisierte Erkrankung vor, was die Identifikation der Milz als Entstehungsort des
Lymphoms erschwert.

Die Erstbeschreibung eines malignen Lymphoms mit splenischem Ursprung erfolgte 1987 als
splenisches Lymphom mit zirkulierenden villssen Lymphozyten (SLVL)*. AnschlieBend
beschrieben Schmid et al. 1992 das splenische Marginalzonenlymphom?®. Isaacson postulierte
1994, dass es sich bei beiden Lymphomen um ein und dieselbe Entitit handelt > **. Dies
fihrte zur FEinfiihrung des Begriffs ,,Splenisches Marginalzonen-B-Zell-Lymphom
(MZBCL)*. Diese Tumoren werden als splenisches MZBCL mit oder ohne villose
Lymphozyten in der WHO-Klassifikation gemeinsam mit dem nodalen MZBCL mit oder
ohne monocytoide Zellen (dem fritheren monocytoiden B-Zell-Lymphom) und dem
Lymphom des Mukosa-assoziierten lymphatischen Gewebe, dem MALT-Lymphom gefiihrt*
25 2627 28 29 30 31 32 yergchiedene Studien weisen auf den Memory-Zell Charakter des
splenischen MZBCL hin’.

Das wichtigste histologische Kriterium des splenischen MZBCL, das v.a. bei &lteren
Erwachsenen auftritt, und meist zu einer massiven Splenomegalie fiihrt, ist die konzentrische

Proliferation um ein residuales oder schlieBlich zerstértes Follikelzentrum?® *3. Dabei findet



sich oft eine bizonale Differenzierung mit kleinen Zellen im Zentrum und groferen Zellen,
die solchen der Marginalzone #hneln, in der Peripherie. In der Diagnostik gilt es stets, das
splenische MZBCL gegen andere B-Zell-Lymphome abzugrenzen, welche ihrerseits haufig
die Milz befallen und Ahnlichkeiten in der Morphologie aufweisen konnen. Dazu zihlen vor
allem die CLL, das lymphoplasmozytoide Immunozytom, das Mantelzell-Lymphom (MCL)
und das follikuldre Lymphom (FL).

1.2.3 Immunphénotypische und cytogenetische Eigenschaften splenischer Lymphome

Die Zellen des splenischen MZBCL weisen die Oberflichenmerkmale von reifen B-Zellen
auf, d.h. sie reagieren grundsdtzlich positiv mit Antikdrpern gegen CD20, CD21, CD22,
CD24 und ALP, meist positiv mit Antikérpern gegen Oberflachen-IgM, und auch hiufig
positiv mit Antikérpern gegen Oberflichen-IgD. Gelegentlich werden CD5, CD23 und
DBAA44 exprimiert. CD10 ist immer negativ 923 28 30 34 35 36 37

Die CLL, die — wie bereits dargestellt — ebenfalls zu einer ausgepriagten Splenomegalie fithren
kann, exprimiert typischerweise CD5 und CD23, reagiert jedoch meist negativ mit
Antikorpern gegen CD22 und DBA44° 3% 36,

Die Zellen des MCL, welches hiufig differentialdiagnostische Probleme bereitet, tragen die
Antigene CD5, CD43, KiB3 und ALP. Nachweisen lassen sich ebenfalls Oberflachen-IgM
und /-IgD, sowie Cyclin D1° 2334,

Das follikuldre Lymphom wiederum exprimiert CD10 und bel-2, nur manchmal 14sst sich in

diffusen Arealen auch CD23 nachweisen’®.

Neben charakteristischen immunhistochemischen Profilen weisen zahlreiche maligne
Lymphome cytogenetische Besonderheiten auf, die z.T. streng mit spezifischen Entitdten
korrelieren. Héufig fithren genetische Verdnderungen im Bereich von sog. Protookogenen,
bzw. Tumorsuppressorgenen, welche eine wichtige Kontrollfunktion hinsichtlich des
Wachstums und der Differenzierung einer Zelle ausiiben, zu einem Funktionsverlust und einer
daraus resultierenden ungehemmten Zellproliferation. So zeigt sich eine starke Assoziation
zwischen der chromosomalen Translokation t(8;14) (q24:;q32), welche zu einem
Rearrangement des c-myc Onkogens fiihrt, und dem Burkitt-Lymphom?® *.

Das BCL2 Rearrangement findet sich nach der Translokation t(14;18) ( q32;921) und ist

hochspezifisch fiir das follikulire Lymphom™ * *2,



Bei Lymphomen vom MALT-Typ ist gehduft die chromosomale Translokation
t(11;18)(q21;921) nachzuweisen™.

Die Erstbeschreibung einer weiteren cytogenetischen Besonderheit erfolgte 1984 im Rahmen
der  Untersuchung von leukdmischen B-Zell-Lymphomen, die zunichst als B-CLL
diagnostiziert wurden und eine Translokation t(11;14) aufwiesen®. Die Bruchpunktregion auf
dem Chromosom 11ql3 wurde als BCLI bezeichnet, ein Akronym fiir ,,B-Zell-
Lymphom/Leukdmie 1. Im Rahmen des Bemithens um ein einheitliches
Klassifikationssystem konnte spiter jedoch eine Assoziation der t(11;14)(q13:q32) zum

Mantelzell-Lymphom (centrocytisches Lymphom nach Kiel) verifiziert werden®® ** *°.

Lymphom-Entitiit Translokation
Burkitt-Lymphom t(8;14)(q24:q32)
Follikuldres Lymphom t(14;18)(q32;921)
MALT-Lymphom t(11;18)(q21;921)
Mantelzell-Lymphom t(11;14)(q13 :q32)

Tab. 1 : rekurrente chromosomale Translokationen bei malignen Lymphomen

Héaufiger Translokationspartner der oben genannten Translokationen ist das Chromosom 14
und hier der Locus q32, wo die Schwerkettenregion der Immunglobulin-Gene kodiert wird.
Wiéhrend der frithen B-Lymphozyten Reifung findet hier das Rearrangement der
Immunglobulin-Gene mit Hilfe der Rekombinase Enzyme statt. Fiir diese Enzyme wird auch
eine Rolle fiir das Zustandekommen der genannten Translokationen diskutiert' *°. Durch die
Juxtaposition der genannten Onkogene in den Schwerkettenlokus der Immunglobuline kommt
es zu deren Uberexpression durch den Einfluss der hier lokalisierten Enhancer-Sequenzen.
Die Bruchpunkte in der BCLI Region auf Chromosom 11q13 sind tiber 120kb gestreut und
treten gehduft in verschiedenen Clustern auf. Die meisten Bruchpunkte sind im Bereich der
MTC (major translocation cluster)-Region®® *” lokalisiert.

Das Onkogen, welches durch das BCLI Rearrangement dereguliert wird, wurde zunéchst als
~PRADI®“ identifiziert. Es wurde zuvor isoliert aus benignen Adenomen der
Nebenschilddriise sowie aus manchen Formen des Mamma-Carcinoms und ist maximal 120
Kilobasen von der BCLI Region entfernt gelegen® ** °°. PRADI, heute als Cyclin D1-Gen
bezeichnet, codiert fiir ein Protein aus der Gruppe der Cycline, welches eine wichtige Rolle in

der Regulierung des Zell-Zyklus, speziell fiir den Ubergang der G in die S1- Phase spielt.




Cyclin D1 findet sich in einigen epithelialen und mesenchymalen Geweben, jedoch nicht in
reifen B-Lymphozyten’'. In normalen Lymphozyten findet diese Zell-Zyklus Regulation
durch Cyclin D2 und D3 statt’>. Deren Expression wird in Zellen maligner Lymphome,

. - . . . .. .53
welche eine Uberexpression von Cyclin D1 aufweisen, supprimiert™.

cdk4/
cyclin D1

pRB(P)

E2F

Abb.1: Beeinflussung des Ubergangs aus der G1 in die S-Phase des Zellzyklus, in normalen
Lymphozyten durch Cyclin D2 und Cyclin D3, in Zellen mit t(11;14) durch {iberexprimiertes
Cyclin D1, welches zur Suppression von Cyclin D2 und Cyclin D3 fiihrt.>

Das BCLI Rearrangement, welches sich durch das Southern Blot Verfahren oder mittels der
Polymerasekettenreaktion (PCR) nachweisen ldsst, zeigt eine starke Assoziation mit dem

centrocytischen Lymphom™ *°

und kann in ca. 50% der Félle dieser Erkrankung
nachgewiesen werden'® *® °7. Wesentlich seltener tritt ein BCLI Rearrangement in anderen
lymphoproliferativen Erkrankungen, wie der CLL>® ¥, der HCL oder dem Multiplen Myelom
auf, bei welchen der Nachweis nur in Einzelfillen gelingt. Widerspriichliche Angaben
existieren bezliglich des BCLI Rearrangements bei Marginalzonen-B-Zell-Lymphomen.
Wihrend sich viele Autoren einig sind, dass ein BCL/ Rearrangement nicht zu den

8



cytogenetischen Eigenschaften des Marginalzonen-Lymphoms z#hlt” 2*, berichten einige
tiber den Nachweis einer Translokation t(11;14) (q13:;q32) in bis zu 15% der Fille von
QL V60 6! 62

1.2.4 Problemstellung

Nachdem von verschiedenen Arbeitsgruppen iiber das Auftreten der Translokation t(11;14)
oder BCLI Rearrangement in splenischen Lymphomen berichtet wurde, -einheitliche
Klassifikationen aber noch fehlten und zunéchst die vergleichende Analyse erschwert schien,
sollte in der vorgelegten Dissertation im Rahmen einer Reklassifikation splenischer
Lymphome die echte Inzidenz des BCL-I Rearrangements festgestellt werden. Nach einer
histologischen Neueinteilung sollten die Ergebnisse mit denen der Immunhistologie und der
Cytogenetik korreliert werden. Die Daten sollten ferner im Hinblick auf die Bedeutung des
BCLI Rearrangements in anderen Lymphomen, speziell dem Mantelzell-Lymphom diskutiert

werden.



2. Material und Methoden

2.1 Herkunft des Materials

Untersucht wurden insgesamt 83 maligne Lymphome. Das Material zur Untersuchung durch
Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) und Immunhistochemie stand zum grofiten Teil in Form
von formalinfixierten, in Paraffin eingebetteten Gewebeblocken zur Verfiigung. Lediglich in
10 Fillen konnte auf tiefgekiihltes Nativmaterial zurlickgegriffen werden. Alle Proben
stammen aus der Gewebebank des Referenzzentrums fiir Lymphknotenpathologie des

Pathologischen Instituts der Universitit Wiirzburg.

2.2 Die DNA-Extraktion

Fiir die Durchfiihrung einer PCR wird als Ausgangssubstanz genomische DNA bendétigt. Um
diese zu erhalten, ist es notwendig, die sie umgebenden Zellbestandteile zu entfernen. Dies
geschieht in mehreren Schritten, die sich je nach Art der Konservierung des Gewebes

unterscheiden.

2.2.1 DNA-Extraktion aus formalinfixiertem, in Paraffin eingebettetem Gewebe

Je nach GroBe der eingebetteten Gewebestiicke wurden zunéchst 5 — 15 Schnitte von je 6um
Dicke von den Paraffinblocken abgehobelt. Um das Gewebe aus dem Paraffin herauszulGsen,
wurde das abgehobelte Material mit je 1 ml Xylol versetzt und 30 min. bei Raumtemperatur
im Riittler durchmischt. AnschlieBend wurden die Proben 10 min. zentrifugiert und die
Uberstinde vorsichtig mit einer Pasteur-Pipette von den Pellets abgenommen. Diese
Auswaschung des Paraffins mit Xylol wurde jeweils insgesamt dreimal durchgefiihrt. Im
Anschluss wurden die Pellets mit je 1 ml Ethanol tibergossen und weitere 30 min. bei
Raumtemperatur suspendiert. Nach 5 miniitiger Zentrifugation wurden die Uberstinde
dekantiert, bevor die Waschung mit Ethanol weitere zweimal wiederholt wurde.

AnschlieBend wurden die Pellets ca. 20 bis 25 min. in der Speed vac. getrocknet.

Um die DNA aus dem trockenen nun paraffinfreien Gewebe herauszulosen, wurden die

Proben, je nach GroBe der Pellets, mit 50 bis 150 pl Digestionspuffer versetzt. Jeder Probe
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wurde nun Proteinase K (2mg/ml) zugesetzt, wobei pro 100 pl Puffer Syl Proteinase K
verwendet wurden. Die Proben wurden griindlich gevortext und iiber Nacht bei 55°C
inkubiert. Zuletzt wurde die Proteinase K wéhrend 8 bis 10 min. bei 95°C denaturiert und die

Proben bis zum weiteren Gebrauch bei —20°C gelagert.

2.2.2 DNA-Extraktion aus Frischmaterial

Das vorliegende Material lag als Nativmaterial vor, welches lediglich durch die Lagerung bei
—80°C fixiert war. Der Schritt des Auswaschens des Fixationsmaterials konnte daher
entfallen. Um die DNA aus dem Gewebe zu extrahieren, wurden zunichst im Kryostat von
den tiefgefrorenen Gewebestiicken je nach GréBe 5 bis 7 Scheiben von je 10 pm Dicke
abgehobelt. Nach dem Auftauen wurde jeder Probe 50 bis 150 pl Digestionspuffer zugesetzt
und Proteinase K (2mg/ml) hinzugefiigt, pro 100 pl Puffer je 5Sul Proteinase K. Nach dem
Vortexen der Proben erfolgte die Inkubation {iber Nacht bei 55°C. Abschliefend wurde die
Proteinase K wihrend 8 bis 10 min. bei 95°C denaturiert und die Proben bei —20°C gelagert.

2.3 Die Polymerase-Ketten-Reaktion

2.3.1 Das Prinzip der Polymerase-Ketten-Reaktion

Die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) ist eine Methode zum Nachweis auch kleiner
Mengen spezifischer DNA- Abschnitte, wobei man sich das Prinzip der semikonservativen
DNA-Replikation zunutze macht.

Voraussetzung fiir die Durchfiihrung einer PCR ist die Kenntnis der Sequenz zweier
Anfangsstiicke, sogenannter Oligonucleotid-Primer, zwischen welchen der nachzuweisende
DNA-Abschnitt liegt. Diese sind gegenldufig an den komplementiren DNA-Strdngen
gebunden.

Zunichst werden diese komplementdiren DNA-Stringe bei 94°C aufgespalten ( sog.
,Denaturation). AnschlieBend lagern sich die im UberschuB zugegebenen Oligonucleotid-
Primer bei einer Temperatur von 60°C an die als Matrize dienenden DNA-Strénge an ( sog.

»Annealing®). Die anschlieBende Elongation der neu zu bildenden DNA erfolgt mit Hilfe
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einer DNA-Polymerase bei geeigneter Temperatur (hier:71°C) unter Anwesenheit einer
geniigenden Anzahl von Nucleotiden.

Diese Schritte der Denaturierung, des Annealings und der Elongation der DNA-Stringe
werden je nach Syntheseprodukt 20 bis 50mal wiederholt, so daB nach Ende der Zyklen der
gewlinschte DNA-Abschnitt um ein vielfaches amplifiziert vorliegt und zur weiteren Analyse
beispielsweise mittels Elektrophorese zur Verfiigung steht.

Durch Verwendung der thermostabilen DNA-Polymerase des Bakteriums Thermophilus
aquaticus, das bevorzugt in heilen Quellen vorkommt, ist eine Automatisierung der PCR
moglich, da diese sog. ,,Tag-Polymerase® auch die Denaturierungs-Temperatur von 94°C

unbeschadet tibersteht, und daher nicht nach jedem Zyklus neu zugegeben werden mub.

2.3.2  PCR zum Nachweis eines BCLI Rearrangements

Um ein BCLI Rearrangement durch PCR nachzuweisen, bedient man sich einer Variante des
oben beschriebenen Verfahrens. Bei dieser sog. ,,semi-nested® PCR werden zwei komplette
Durchléufe mit insgesamt drei Primern durchgefiihrt®.

Zunichst werden 3 pl einer DNA-Probe in einem Eppendorf-Cup mit 45 ul Ol iiberschichtet
und 4 min. bei 94°C denaturiert, wobei das Ol als Schutz vor dem Verdampfen der Probe
dient. Um die eigentliche PCR in Gang zu bringen und um einen reibungslosen Ablauf der
einzelnen Schritte zu gewihrleisten, ist die Anwesenheit einiger Stoffe notwendig, die aus
Griinden der Vereinfachung zu einem sog. ,,Master-Mix“ zusammengefalit und anschlieSend

als Mischung zu den DNA-Proben gegeben werden.

Dieser Master-Mix 1 setzt sich wie folgt zusammen:

28,32 ul destilliertes Wasser
5 ul PCR-Puffer

4,5 ul MgCl (25mM)

8 ul Chase

0,5 ul Primer 1

0,5 ul Primer 2

0,18 pl Tag-Polymerase
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Von diesem Master-Mix werden je 47 pl zu jeder DNA-Probe unter das Ol gegeben.

Die DNA wird nun nochmals fiir 1 min. bei 94°C denaturiert, bevor die Proben fiir 1 min. bei
60°C zum Annealing der Primer inkubiert werden. Die Elongation der neu zu bildenden
DNA-Striange findet anschlieBend wéhrend 1,5 min. bei 72°C statt.

Um eine ausreichende Menge des gewiinschten DNA-Segments zu erhalten, wird dieser
Zyklus 25mal wiederholt.

Nach diesen 25 Zyklen schlieBt sich nochmals eine 10miniitige Phase von 72°C an, in
welcher die Elongation aller begonnenen DNA-Duplikate abgeschlossen wird.

Das wihrend dieser PCR entstandene ,,Reaktionsprodukt™ dient nun als DNA-Probe fiir den
zweiten Durchgang der ,,semi-nested PCR.

Hierzu werden 3 pl der DNA-Probe aus dem ersten Teil der PCR in einem neuen Eppendorf-
Cup mit 45 ul Ol iiberschichtet und anschlieBend wihrend 4 min. bei 94°C denaturiert.
Ebenso wie beim ersten Durchgang wird nun ein Master-Mix zugegeben, welcher sich nur

durch den Austausch von Primer 2 gegen Primer 3 unterscheidet.

Master-Mix 2 :

28,32 ul destilliertes Wasser
5  ul PCR-Puffer
4,5 ul MgCI (25mM)
8  ul Chase
0,5 ul Primer 1
0,5 ul Primer 3
0,18 ul Tag-Polymerase

Nach Zugabe des Master-Mix zur DNA-Probe unter das Ol werden die 25 Zyklen des ersten
Teils der PCR wiederholt. AbschlieBend erfolgt wiederum eine 10miniitige Phase der
Elongation bei 72°C.

Die wihrend der beiden Teilschritte dieser PCR amplifizierten DNA-Abschnitte stehen nun

zur weiteren Analyse zur Verfligung.
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2.3.3 PCR zum Nachweis des B-Globin Gens

Bei dieser PCR handelt es sich um eine einfache PCR zum Nachweis eines stets vorhandenen
sog. ,,Housekeepergens®, des B-Globin Gens, die nur zu Kontrollzwecken durchgefiihrt wird.
Der Nachweis des B-Globin Gens beweist im Falle des fehlenden BCL/ Rearrangements das
Vorhandensein von amplifizierbarer DNA in der untersuchten Probe. Je nach
Fixierungsbedingungen ist von einer unterschiedlich starken Degradierung der DNA im
Gewebe auszugehen.

Nachdem 3 pl einer DNA-Probe in einem Eppendorf-Cup mit 45 pl Ol iiberschichtet und bei

94°C wihrend 4 min. denaturiert worden sind, erfolgt die Zugabe des Master-Mix.

Der Master-Mix setzt sich wie folgt zusammen:

28,8 ul destilliertes Wasser
5 ul PCR Puffer

ul MgCl (25mM)

ul Chase

ul Primer up

ul Primer down

S = = 0 B

,2 ul Tag-Polymerase

Nachdem der Master-Mix zu den DNA-Proben unter das Ol gegeben worden ist, erfolgt eine
nochmalige Denaturierung fiir 1 min. bei 94°C. Es schliefit sich das Annealing der Primer
wihrend 1 min. bei 55°C an, worauf die Phase der Elongation der neu zu bildenden DNA-
Strange fiir 4 min. bei 72 °C folgt.

Nach Ablauf von 45 Zyklen werden die Proben abschlielend fiir weitere 10 min. bei 72°C
inkubiert, um die Elongation der neuen DNA-Abschnitte zu beenden.

Die Proben kénnen nun auf das Vorhandensein des B-Globin-Gens untersucht werden.
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2.4 Die Gel-Elektrophorese

2.4.1 Das Prinzip der Gel-Elektrophorese

Die Elektrophorese erlaubt eine genauere Charakterisierung der in der PCR gewonnenen
Produkte anhand ihrer GroBe bzw. ihres Gewichts. Man nutzt bei diesem Verfahren die
Ladungseigenschaften der DNA, aufgrund welcher sich DNA im elektrischen Feld in
Richtung der Anode bewegt. Je kleiner und damit leichter ein DNA-Fragment ist, um so
schneller und weiter findet diese Wanderung statt. Dies hat eine Auftrennung der
verschiedenen DNA-Bestandteile einer Probe nach ihrem Gewicht und damit nach ihrer
GroBe zur Folge. Um dies sichtbar zu machen, wird dem Gel, auf welchem diese Wanderung
stattfindet, Ethidium-Bromid beigefiigt, an welches sich die DNA Fragmente binden. Gleich
grofle Fragmente sind dann unter UV-Licht als leuchtende Streifen, sog. Banden sichtbar. Um
die GroBe der Fragmente einer Bande zu bestimmen, setzt man neben den zu untersuchenden
Proben eine Mischung von Basenpaaren verschiedener, jeweils definierter GréB8e ein. Der
Vergleich der erhaltenen Banden der untersuchten Proben mit denen der Baasenpaar-
Mischung lasst eine Identifikation der Gene bzw. DNA-Fragmente tiber die Bestimmung ihrer

GroBe / ihres Gewichts zu.

2.42 Das Agarose-Gel

Je nach GroBle der zu erwartenden DNA-Fragmente werden verschieden konzentrierte Gele
benétigt. Bei den im Rahmen der vorgelegten Arbeit durchgefiihrten Formen der PCR sind
2%ige Agarose-Gele ausreichend.

Um dieses herzustellen werden 100 ml 2 TBE-Puffer mit 2 mg Agarose fiir ca. 2 min in der
Mikrowelle aufgekocht. Nach Zugabe von 5 ul Ethidium-Bromid werden je ca. 16 ml der
noch fliissigen Agarose-Mischung auf Glasscheiben von 7 mal 10 ecm Grofie aufgebracht.
Durch Eintauchen eines Kunststoftkammes in das noch fliissige Gel etwa 1 cm vom langen
Rand der Glasplatte entfernt entstethen Kammern im Gel, sog. Slots, in welche die DNA-
Proben einpippetiert werden konnen. Nach Abkiihlen der Agarose-Mischung ist das Gel fest

und der Kamm kann entfernt werden.
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2.4.3 Durchfiithrung der Elektrophorese

Das Gel wird in eine Elektrophoresekammer gelegt und mit 2 TBE-Puffer bedeckt. Zu
beachten ist, dass die nach oben offenen Slots in Richtung der Kathode gelegen sind. Von den
in der PCR gewonnenen DNA-Proben werden je 5,5 pl mit Blaupuffer vermischt und mit
Hilfe einer Pipette in jeweils ein eigenes Slot eingebracht. In ein weiteres Slot werden 2 ul
des Basenpaar-Puffers gegeben, nachdem auch dieser mit Blaupuffer vermischt worden ist.
Der Blaupuffer ermdoglicht es, die Wanderung der DNA wihrend der Elektrophorese auch
ohne UV-Licht zu beobachten.

Die Elektrophorese wird durch Aufbau einer elektrischen Spannung von 125 mV in Gang
gesetzt. Nach 35 bis 40 min., wenn die Proben etwa 2/3 des Gels durchwandert haben, wird
der elektrische Strom unterbrochen und das Gel aus der Kammer genommen. Unter UV-Licht
lassen sich im Falle einer Amplifikation eines Gens bzw. eines DNA-Fragments die
entsprechenden Banden erkennen und deren GréBe kann durch Vergleich mit den Banden des

Basenpaar-Puffers abgeschitzt werden.

2.5 Gerite

DNA Thermal Cycler 480 Perkin Elmer
Mikrotom Reichert-Jung
Thermoblock Liebisch
Mikroliter-Zentrifuge Hettich
Elektrophorese Gelkammersystem GNA-100 Pharmacia

Gelkammer Eigene Werkstatt
SpeedVac SAVANT
Reagenzglasschiittler Vortex Genie Bender&Hobein AG
Transilluminator UVT 20M/W Herolab

UV-bestrahlbarer Arbeitsplatz

Eigene Werkstatt

Brutschrank Heraeus
Waage Sartorius
Mikrowellenherd Bauknecht
Stromversorgungsgeridt GPS 200/400 Pharmacia
Schiittler IKA-Vibrax
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Warmwasserbehilter

Autoklav

Gefrierschneider Frigocut 2800 N
Magnetriihrer

Hartenstein Laborbedarf
Hartenstein Laborbedarf
Reichert-Jung

Hartenstein

Die verwendeten Pipetten, Pipettenspitzen, Erlenmeyerkolben, Reagenzgliaser und Safelock-

Caps lieferten die Firmen BRAND und Eppendorf. Die Sterifilter-Tips mit ,,Non-Self-

Sealing-Filter” wurden von BIOzym bezogen.

2.6 Puffer und Losungen

10xTBE

Digestionspuffer

Blaustoff

216g Tris

110g Borsédure

80ml 0,5M EDTA pH 8
Auf 2000ml Aqua bidest

50mM KCl

10mM Tris-HCI pH 8.3
2,5nM MgCl2
0,1mg/ml Gelatine
0,45% Nonidet P40
0,45%Tween 20

4,0g Sucrose 40%
0,03g Bromphenolblau
2,0ml 250mM EDTA
In 6,0ml Aqua bidest
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Chase 12,5ul dATP,100mM pH 7.5
12,5u1 dGTP,100mM pH 7.5
12,501 dTTP, 100mM pH 7,5
12,5u1 dCTP, 100mM pH 7.5
Auf 950ul Aqua bidest

2.7 Reagenzien und Chemikalien

Agarose Sigma
Bromphenolblau

EDTA 25 mM pH 8

96% Ethanol

Ethidiumbromid 10mg/ml

96% Xylol

Tris/HCI 10mM

Tag-Polymerase mit Puffersystem Amersham
Aqua ad injectabilia

Mineralol M5904

Die verwendeten Chemikalien lieferten die Firmen Sigma, B. Braun Melsungen, ROTH und

GIBCO BRL.

2.7.1 Enzyme

Proteinase K 10mg/ml

Tag-DNA-Polymerase 5U/ul

Die Enzyme wurden von der Firma Biolaps bezogen.

2.7.2 DNA-Léangenmarker

123 bp DNA-Leiter 1 pg/ul
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2.7.2  Oligonucleotide

3-Globin Primer
Primer up (40pmol/ul)
Primer down (40 pmol/ul)

BCL]I Primer

Primer 1 (JH consensus) (40pmol/ul)
Primer 2 (40pmol/ul)

Primer 3 (40pmol/ul)

TIB Molbiol
5’AAG TGT TGT TCC ACT GCC AAA 3’
5'GAA GAG CCA AGG ACA GGT AC 3

TIB Molbiol
5'AAC TGC AGA GGA GAC GGT GAC 37

5" CTA CTG AAG GAC TTG TGG GTT GCT 3’

5’ATA TTC GGT TAG ACT GTG ATT AGC 3’
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3. Ergebnisse

Untersucht wurden insgesamt 83 maligne Lymphome, darunter 29 MZBCL, 18 MCL ,13
CLL, 6 Haarzell-Leukdmien, 13 diffuse grofizellige B-Zell-Lymphome und 4 follikuldre
Lymphome.

3.1 Marginalzonen-B-Zell-Lymphom (MZBCL)

Von den 29 Marginalzonen-B-Zell-Lymphomen wurden 23 mittels PCR auf ein BCLI
Rearrangement untersucht, welches in keinem der 23 Fille nachgewiesen werden konnte. In
allen Fillen konnte aber das B-Globin Gen amplifiziert werden. In den iibrigen 6 Proben
konnte mittels B-Globin PCR keine amplifizierbare DNA nachgewiesen werden. Der
Nachweis von CDS5 gelang nur in 6 der 28 darauthin untersuchten Félle, wobei in allen 6
positiven Fillen eine BCLI PCR durchgefiihrt worden war. Jedoch konnte in einem CDS5
positiven Fall zytogenetisch der Nachweis einer t(11;14) erbracht werden. CD10 konnte in
keiner der 27 untersuchten Proben nachgewiesen werden. Eine CD23-Expression lag in 7 der
29 untersuchten Fille vor. In 4 Féllen lag eine Koexpression von CD5 und CD23 vor. IgD
konnte von 25 untersuchten Fillen in 18 dargestellt und in 7 nicht nachgewiesen werden.
Cyclin D1 wurde von keinem der 26 zu dessen Anfirbung bearbeiteten Fille exprimiert,

worunter sich alle 6 CD5-positiven Proben befanden.

Antigen positiv negativ nicht analysiert
CD5 6 (20,7%) 22 (75,9%) 1
CD10 0 27 (93,1%) 2
CD23 7 (24,1%) 22 (75,9%) 0
IgD 18 (62%) 7 (24,1%) 4
Cyclin D1 0 26 (89,7%) 3

Tab. 2: Immunhistochemische Ergebnisse bei MZBCL
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3.2 Mantelzell-Lymphom (MCL)

Bei allen 18 Mantelzell-Lymphomen, darunter 11 nodale und 7 splenische Lymphome, wurde
eine BCLI PCR durchgefiihrt, wobei ein BCLI Rearrangement in 10 Féllen (55,5%)
festgestellt werden konnte und in 8 Fillen negativ ausfiel. Von den nodalen Fillen des MCL
konnte ein BCLI Rearrangement in 8 der 11 Fille (72,7%), in den splenischen in 2 von 7
(28,6%) Fillen nachgewiesen werden. Der Nachweis von CD5 konnte in allen 18 Fillen
positiv gefiihrt werden. CD10 konnte in keinem der 18 untersuchten Félle dargestellt werden.
Alle 18 Mantelzell-Lymphome wurden auf CD23 untersucht, welches jedoch nicht
nachgewiesen werden konnte. 16 Proben wurden auf eine Cyclin D1 Expression untersucht,
welche in 15 Fillen ein positives Ergebnis erbrachte, darunter auch 9 Proben mit dem

Nachweis eines BCLI Rearrangements.

123bp

Abbildung 2: Darstellung des Amplifikationsproduktes der BCL/ PCR mittels
Gel-Elektrophorese
1: 123bp-Leiter, 2 und 4: MCL ohne BCL! Rearrangement, 3 und 5: MCL mit
BCLI Rearrangement, 6: Positivkontrolle, 7: Negativkontrolle
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Antigen positiv negativ nicht analysiert
CD5 18 (100%) 0 0
CD10 0 18 (100%) 0
CD23 0 18 (100%) 0
Cyclin D1 15 (83,3%) 1 (5%) 2

Tab. 3: Immunhistochemische Ergebnisse bei MCL

3.3 CLL

In allen 13 Proben der CLL wurde eine BCLI PCR durchgefiihrt, ein BCLI Rearrangement

fand sich in keiner der DNA-Proben, aus welchen sich in allen Fillen das B-Globin Gen

amplifizieren lie3.

Eine CDS5 Expression konnte in 11 der 13 untersuchten Fille dargestellt werden. Dagegen

konnte CD10 in keinem der 11 bearbeiteten Fille nachgewiesen werden. Der Nachweis von

CD23 konnte in 11 der 13 Fille positiv gefiihrt werden, in 2 gelang er nicht. Cyclin D1 konnte

in keiner der 9 analysierten Proben angefdarbt werden, darunter 7 CD5-positive und 2 CDS5-

negative Proben.

Antigen positiv negativ nicht analysiert
CD5 11 (84,6%) 2 (15,4%) 0
CD10 0 11 (84.,6%) 2
CD23 11 (84,6%) 2 (15,4%) 0
Cyclin D1 0 9 (69,2%) 4

Tab. 4: Immunhistochemische Ergebnisse bei CLL

3.4 Haarzell-Leukémie (HCL)

Mit 5 der 6 Fille einer HCL wurde eine BCLI PCR durchgefiihrt. Obwohl sich auch hier in

allen Féllen das B-Globin Gen fand, konnte ein BCLI Rearrangement nicht nachgewiesen

werden. In der 6. Probe konnte mittels PCR zum Nachweis des B-Globin Gens keine
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amplifizierbare DNA gefunden werden. CD5 wurde in 5 Féllen untersucht, konnte aber in
keinem nachgewiesen werden. CD10 konnte in den 4 untersuchten Proben nicht dargestellt
werden. Ebenso gelang die Darstellung von CD23 in den 4 untersuchten Fillen nicht. Auch

die Expression von Cyclin DI konnte in den 5 aufgearbeiteten Fillen nicht nachgewiesen

werden.

Antigen positiv negativ nicht analysiert
CDs 0 5 (83,3%) 1

CDI10 0 4 (66,7%) 2

CD23 0 4 (66,7%) 2

Cyclin D1 0 5 (83,3%) 1

Tab.5: Immunhistochemische Ergebnisse bei HCL

3.5 Diffuses groBzelliges B-Zell-Lymphom (DLBL)

10 der 13 Proben der groBzelligen B-Zell-Lymphome wurden mittels PCR auf ein BCLI
Rearrangement gepriift, welches sich jedoch in keinem der 10 Fille nachweisen lief3. In den 3
nicht untersuchten Fillen war mittels B-Globin-PCR keine amplifizierbare DNA nachweisbar.
CD5 konnte lediglich ein einem der 13 untersuchten Félle nachgewiesen werden. Das CD10
Antigen konnte ebenfalls nur in einer der 13 Proben festgestellt werden. Auch CD23 konnte
in allen 13 diesbeziiglich bearbeiteten Proben nicht dargestellt werden. Von 11 untersuchten
Proben fand sich eine IgD-Expression lediglich in einem Fall. Die Expression von Cyclin D1

konnte in keinem der 13 bearbeiteten Fille nachgewiesen werden.
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Antigen positiv negativ nicht analysiert
CD5 1 (7,7%) 12 (92,3%) 0
CD10 1 (7,7%) 12 (92,3%) 0
CD23 0 13 (100%) 0
IgD 1 (7,7%) 10 (76,9%) 2
Cyclin D1 0 13 (100%) 0

Tab. 6 : Immunhistochemische Ergebnisse bei diffusem groBzelligem B-Zell-Lymphom

3.6 Follikuldres Lymphom (FL)

Von den 4 Fillen des FL wurden 2 mit Hilfe der PCR auf ein BCLI Rearrangement

untersucht, welches sich in keinem Fall nachweisen lie3. In den {ibrigen 2 Proben war keine

amplifizierbare DNA nachweisbar. Eine Expression von CD5 und CD23, auf welche jeweils 3

Proben untersucht wurden konnte nicht dargestellt werden. CD10 hingegen war in 2 der 3

diesbeziiglich bearbeiteten Fallen positiv. Hinsichtlich der Expression von IgD und CyclinD1

wurde nur ein Fall untersucht, bei welchem sich beide Merkmale nicht darstellen lieB3en.

Antigen positiv negativ nicht analysiert
CDs 0 3 (75%) 1
CDI10 2 (50%) 1 1
CD23 0 3 (75%) 1
IgD 0 1 3
Cyclin D1 0 1 3

Tab. 7: Immunhistochemische Ergebnisse bei FL.
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4. Diskussion

Das Ziel der vorliegenden Dissertation ist die molekulargenetische und
immunhistochemische Charakterisierung des splenischen Marginalzonen-Lymphoms,
insbesondere unter dem Aspekt des in der Literatur gelegentlich beschriebenen Nachweises
des BCLI Rearrangements. Zu diesem Zweck wurden zunichst alle in Frage kommenden
archivierten Gewebeproben des Lymphknoten-Referenz-Zentrums des Pathologischen
Instituts der Universitit Wiirzburg erneut histologisch untersucht und analog der
REAL/WHO-Klassifikation” ** den einzelnen Entititen neu zugeteilt. Bereits durchgefiihrte
Diagnostik wurde tiberpriift und deren Ergebnisse erfasst. Noch ausstehende Untersuchungen

wurden bei ausreichend vorhandenem Material im Rahmen dieser Arbeit ergénzt.
4.1 Marginalzonen-B-Zell-Lymphom (MZBCL)

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation konnte nach oben genannter Reklassifikation auf 29
Fille eines splenischen MZBCL zuriickgegriffen werden. Dabei konnte in keinem der 26
darauf untersuchten Félle ein BCLI Rearrangement nachgewiesen werden. Eine CDS5-
Positivitét fand sich in 6 von 28, eine CD23-Positivitét in 7 von 29 Féllen. CD10 und Cyclin
D1 wurde von keinem untersuchten Fall exprimiert. IgD wiederum lie3 sich in 18 der 25
darauthin bearbeiteten Félle darstellen. Eine Koexpression von CD5 und CD23 lag in 4 Fillen
vor. Vergleicht man diese Ergebnisse mit bereits durchgefiihrten Studien, sieht man sich mit
z.T. widerspriichlichen Daten konfrontiert. Wihrend einige Studien das Ergebnis der
vorliegenden Arbeit beziiglich des bcl-1 Rearrangements bestdtigen und es nicht als Merkmal
des MZBCL ansehen® **, wird an anderer Stelle ein BCL/ Rearrangement, bzw. eine
Translokation t(11;14)(q13:q32) bei MZBCL in bis zu 15% der Fille beschrieben® ®' 2.
Mittels der hier angewandten, etablierten PCR zum Nachweis eines BCLI Rearrangements
fand sich kein Hinweis auf eine Translokation t(11;14), auch eine Cyclin D1 Expression als
immunhistochemisches Korrelat dieser genetischen Besonderheit lief sich nicht nachweisen.
Dies gelang auch nicht bei den 6 CDS5 positiven Fillen, bei welchen schon aufgrund des
immunhistochemischen Profils ein Mantelzell-Lymphom ausgeschlossen werden sollte®®. Es
stellt sich daher die Frage, ob alle der hier sowie der in den genannten Studien untersuchten

Lymphome tatsdchlich dem MZBCL zuzuordnen sind. Moglicherweise sind CD5 positive
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Fille von MZBCL mit dem Nachweis einer t(11;14) dem MCL zuzuordnen. Dabei wire
durchaus von einem jeweils primér splenischem Ursprung des Lymphoms auszugehen. Zu
berticksichtigen ist hierbei sicherlich auch, dass es sich bei den MZBCL nicht um eine
homogene Gruppe handelt, sondern dass sich hierunter auch Lymphome finden, die bereits
morphologisch anderen Entititen, so z.B. der CLL &hneln. Solche Tumoren zeigen oft
kleinere Infiltratzellen mit rundlichem Kern und einer deutlichen Beteiligung der roten Pulpa.
Ahnlichkeiten ergeben sich z.T. auch beziiglich der immunhistochemischen Eigenschaften.
Zwar ist die gelegentliche Expression von CD5 und CD23 bei MZBCL bekannt®®, in erster
Linie ist diese Koexpression aber als Eigenschaft der CLL anzusehen. In 4 Fillen der im
Rahmen dieser Dissertation untersuchten MZBCL konnte eine Koexpression von CD5 und
CD23 gefunden werden. Das Infiltratmuster im Hiluslymphknoten entsprach in diesen Féllen

jedoch nicht einer CLL sondern einem MZBCL.

4.2 Mantelzell-Lymphom (MCL)

In allen 18 zur Verfiigung stehenden Proben eines MCL wurde eine BCLI PCR durchgefiihrt,
welche ein Rearrangement in 10 Fillen (55,5%) nachweisen lieB3. Dies unterstreicht die starke
Assoziation dieser genetischen Anomalie mit dem MCL*® %, Cyclin D1 konnte in 15 von 16
Proben dargestellt werden. Auffallend ist auch die Expression von Cyclin D1 in 6 Féllen, in
welchen ein BCLI Rearrangement nicht nachgewiesen werden konnte. In solchen auch
publizierten Fillen®’ liegt offensichtlich eine Translokation t(11;14) (q13:q32) vor, ohne dass
das BCLI Rearrangement mit Hilfe der hier verwendeten PCR nachzuweisen ist. Ursdchlich
hierfir sind vermutlich Bruchpunkte auBlerhalb der mittels PCR erfassbaren
Bruchpunktregionen. In einem Teil der Félle, bei denen die Splenomegalie und die
Knochenmarksbeteiligung als Primirsymptomatik des Lymphoms vorlagen, muss durchaus
eine primédre Tumorgenese in der Milz diskutiert werden. Die t(11;14) als wichtige genetische
Voraussetzung fiir eine pathologische Proliferation wird im Rahmen einer pathologische
Rekombination in der frithen B-Zell-Reifung so zeitig erworben, dass sie rein hypothetisch
auch beim Eintritt entsprechender Zellen in die Marginalzone wirksam werden konnte.

Dies erscheint insbesondere unter dem Aspekt denkbar, dass Fille von MCL beschrieben
wurden, welche klinisch mit massiver Splenomegalie und Leukocytose, jedoch ohne
periphere Lymphadenopathie imponierten®. Zu beriicksichtigen ist hierbei sicherlich auch,

dass bei MCL mit Cyclin D1 Expression mit einer schlechten Prognose und einer raschen
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Tumorprogression zu rechnen ist®, was im weiteren Krankheitsverlauf eine Identifikation des
Entstehungsortes der Erkrankung erheblich erschwert. Es ist aber zu diskutieren, dass sich
Tumore der gleichen Entitdt mit verschiedenen Entstehungsorten aufgrund der
unterschiedlichen vorherrschenden Rahmenbedingungen anders entwickeln und somit

moglicherweise unterschiedliche biologische Merkmale aufweisen.

4.3 Chronische lymphatische Leukédmie (CLL)

Die chronische lymphatische Leukédmie zeigt nahezu in allen Féllen eine Beteiligung der
Milz. Das Bild entspricht einem hdmatogenen Befallsmuster iiber die weile Pulpa und
entlang der Pinselarterien sowie dann meist starker Ausbreitung in die rote Pulpa. In allen 13
der im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Fille einer CLL wurde eine BCLI PCR mit
negativem Ergebnis durchgefiihrt. Diese Beobachtung deckt sich mit der Erfahrung, dass in
der CLL neben numerischen Aberrationen, insbesondere einer Trisomie 12, strukturelle

Alterationen im Bereich 13q14 eine Rolle spielen®® ¢’

, was auf einen vollstidndig differenten
Entstehungsmodus hinweist. Eine Expression von CDS5 fand sich in 11 von 13 Fillen, CD23
wurde von 11 der 13 untersuchten Fille exprimiert. Eine Koexpression von CD5 und CD23
konnte in 10 Fillen dargestellt werden. CD10 war in allen 11 diesbeziiglich untersuchten
Proben negativ. Der Nachweis einer Koexpression von CD5 und CD23 ist ein wichtiges

Kriterium zur Diagnosestellung einer CLL zu sein® .

4.4 Haarzell-Leukdmie (HCL)

Die Haarzellenleukdmie (HCL) ist nach der Morphologie eine der roten Milzpulpa
zuzuordnende Neoplasie. Der starken Assoziation zu den sinusoidalen Strukturen entspricht
auch die stets vorhandene Knochenmarksbeteiligung.

In 5 der 6 hier untersuchten Fille konnte eine BCLI PCR durchgefiihrt werden, welche
durchweg negativ ausfiel. Eine Cyclin D1 Expression konnte immunhistochemisch nicht
dargestellt werden. Auf RNA-Ebene ist die Uberexpression von Cyclin D1 fiir die HCL
nachgewiesen ®. Der fehlende Nachweis eines BCL-I Rearrangements passt zu der
Uberlegung, dass die — auf Proteinebene kaum erkennbare — Uberexpression von Cyclin D1 in

der HCL auf einen differenten Pathomechanismus zuriickzufiihren ist.
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4.5 Diffuses grofzelliges B-Zell Lymphom (DLBL)

In 10 der 13 vorliegenden Fille eines diffusen groBzelligen B-Zell Lymphoms (DLBL)
konnte eine PCR zum Nachweis eines BCL/ Rearrangements durchgefiihrt werden, welche
jedoch stets negativ ausfiel. Ausgedehnte Nekrosenbildung und regressive Verdnderungen bei
dieser heterogenen Gruppe von hochmalignen Lymphomen erschwerten die biologische
Charakterisierung. Cyclin D1 konnte in keinem der 13 Fille nachgewiesen werden. Ein Fall
war CD10 positiv als Hinweis auf eine Keimzentrumsdifferenzierung . Ein weiterer CD5
positiver Fall passt in eine kiirzlich beschriebene Gruppe CDS5 positiver groBzelliger B-Zell-
Lymphome, bei denen auch in einer groBeren Serie das Auftreten von t(11;14)(q13/q32)
ausgeschlossen werden konnte’’. Der Nachweis einer Expression von IgD gelang in einem
von 11 diesbeziiglich analysierten Fillen. Eine Translokation t(11;14) mit konsekutiver
Cyclin D1 Expression scheint fiir die Genese der diffusen groBzelligen Lymphome, welche
hiufig primér in der Milz entstehen, keine wesentliche Rolle zu spielen. Vielmehr ist von
einer heterogenen Tumorgruppe auszugehen, die von unterschiedlichen B-Zell-
Differenzierungsstadien abgeleitet werden kann’'. Je nach Infiltrationsmuster konnen aber
Riickschliisse auf eine Genese in oder auBerhalb der Milz gezogen werden. Singulére, grof3e
Tumorknoten implizieren offenbar einen primar milzeigenen Tumor, wihrend multiple, kleine
an den Lymphfollikeln der weillen Pulpa orientierte Infiltrate auf eine hdmatogene Streuung

eines primér aullerhalb der Milz entstandenen Tumor hindeuten.

4.6 Follikuldres Lymphom

Unter den im Rahmen dieser Dissertation untersuchten Lymphomen befanden sich 4 Fille
eines follikuldren Lymphoms. Ein BCLI Rearrangement konnte in den beiden Féllen, in
welchen eine PCR durchgefiihrt werden konnte, nicht dargestellt werden. CDS5S und CD23
wurde in von keiner der jeweils 3 darauthin untersuchten Proben exprimiert, wohingegen die
Expression von CD10 in 2 der 3 diesbeziiglich bearbeiteten Fille gezeigt werden konnte.
Cyclin Dlund IgD wurden von den Zellen des jeweils einzigen untersuchten Fall nicht
exprimiert. Gerade das follikuldire Lymphom ist ein ebenfalls durch eine
hochcharakteristische Translokation gekennzeichneter Tumor. Die t(14;18)(q32;921) und das
damit verbundene Rearrangement des BCL2 Gens fiihrt zu einer deregulierten Expression des

BCL2-Proteins*® 4! 42
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5. Zusammenfassung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden insgesamt 83 maligne Lymphome mit Hilfe
molekulargenetischer und immunhistochemischer Methoden untersucht.

Im Vordergrund standen hierbei 29 Félle eines splenischen MZBCL. Friihere Berichte in der
Literatur iiber ein BCLI Rearrangement, bzw. einer Cyclin D1 Expression konnten hierbei
nicht bestitigt werden. Auch in Féllen mit einer Positivitdt fiir CDS5, bei welchen aufgrund des
Immunphénotyps ein MCL auszuschlieBen war, wurde ein negatives Ergebnis erzielt, wobei
eine CD5 Expression insgesamt in MZBCL mit 6/28 Féllen (21,4%) sehr selten vorlag.

In den 18 Fillen eines MCL hingegen konnte ein BCL/ Rearrangement in 55,5% dargestellt
werden. Auch die Cyclin DI Expression fand sich in mehr als der Hilfte der untersuchten
Fdlle. Wenngleich die primédre Lokalisation nicht in allen splenischen MCL zu sichern war,
spricht das Ergebnis doch fiir einen gleichartigen Entstehungsmechanismus des Tumors in der
Milz und im Lymphknoten.

Ein besonderes Problem stellt der Nachweis der t(11;14) in MZBCL auf zytogenetischer
Ebene dar. Das fehlende Rearrangement spricht fiir einen differenten Bruchpunkt. Nicht
ausgeschlossen werden kann hier eine Translokation in der spdteren B-Zell-Differenzierung,
wie sie beim Plasmozytom beobachtet wurde’*. Da der Tumor CD5 positiv war, muss hier
aber auch die Moglichkeit eines seiner Natur nach primér splenischen MCL diskutiert
werden.

Erwartungsgemif konnte in keinem Fall einer CLL das BCLI Rearrangement nachgewiesen
werden. Es handelt sich um eine zytogenetisch und immunhistochemisch differente, bereits
morphologisch abgrenzbare Entitdt, die gleichwohl offenbar auch primidr in der Milz
entstehen kann.

Auch in den kontrollméBig parallel untersuchten weiteren B-Zell-Lymphom-Entititen wie der
HCL, dem follikuldirem Lymphom sowie den diffusen grofizelligen B-Zell-Lymphomen
konnte ebenfalls kein Hinweis auf eine t(11;14) gefunden werden. Hier ergibt sich allerdings
neben einem vor allem in der HCL typischen Antikdrperprofil jeweils ein klares
morphologisches Bild.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass der molekulargenetische Nachweis einer
Translokation t(11;14)(q13;932) durch ein BCLI Rearrangement ein wichtiger Hinweis auf
das Vorliegen eines MCL darstellt. Dabei liegt das grofite Problem in der weiten
Bruchpunktstreuung, die eine vollstidndige Erfassung der Translokationen bei der nur kurzen

DNA-Liange im PCR-Produkt erschwert. Alternativ ist hier eine Analyse mittels Fluoreszenz-
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in-situ-Hybridisierung (FISH) zu erwégen. Diese erfordert zwar Frischmaterial oder
leukdamische Zellen des peripheren Blutes, ist aber aufgrund der weitiiberspannenden Sonden
sensibler als die PCR-Methode™. Die aus der t(11;14) resultierende Expression von Cyclin
DI spielt eine wichtige Rolle bei der Tumorentstehung und Progression. In der Milz liegen
offenbar vergleichbare Mechanismen der Tumorentstehung vor wie im Lymphknoten. Die nur
zytogenetisch nachgewiesene t(11;14) in zwei Féllen CD5 positiver Félle mit Morphologie

eines SMZL bedarf zum néheren Verstédndnis einer Bruchpunktanalyse.
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7. Abkiirzungen

ATP Adenosintriphosphat

BCL1/2 B-cell lymphoma 1/2

CLL chronisch lymphatische Leukémie

CTP Cytidintriphosphat

DLBL diffuses groBzelliges B-Zell Lymphom
dNTP Desoxyribonucleosidtriphosphate

EDTA Ethylendiamintetraacetat

FL follikuldres Lymphom

GTP Guanosintriphosphat

HCL Haarzell-Leukdmie

MCL Mantelzell-Lymphom

MTL mjor translocation cluster

PCR Polymerase-Kettenreaktion

PRADI parathyreoid adenoma

SLVL splenisches Lymphom mit villésen Lymphozyten
TAE Trisacetat EDTA

Taq Thermus aquaticus

TBE Trisbotate EDAT

Tris 2-Amino-2-hydroxymethyl 1,3-propandiol
TTP Thymidintriphosphat
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