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1. Einleitung

1.1 Tumorentstehung

Tumoren entstehen im Wesentlichen als Folge einer Fehlregulation des Zellwachstums.
Diese fiihrt zu einer Unabhéngigkeit der betroffenen Zellen von externen Einfliissen und
resultiert in autonomer Zellproliferation. Als ursédchlich werden derzeit sechs Arten von
Storungen diskutiert, die eine maligne Transformation von Zellen zur Folge haben
konnen: Unabhédngigkeit von wachstumsférdernden Signalen, Unempfindlichkeit
gegeniiber  wachstumshemmenden  Signalen, = Apoptoseresistenz,  unbegrenzte
Replikationsfahigkeit, Tumorneoangiogenese sowie die Fahigkeit zu Invasion und
Metastasierung [1].

Die wesentliche Grundlage fiir klonale Dysregulationen der Zellproliferation stellen
Veridnderungen am Genom einer Zelle dar, die nach derzeitigem Verstindnis in einem
Mehrstufenprozess durch genetische Instabilitiit entstehen. Bei derartigen Alterationen
handelt es sich sowohl um numerische chromosomale Aberrationen, die entweder durch
Zugewinn oder durch Verlust von genetischem Material gekennzeichnet sind, als auch
um strukturelle Verdnderungen, wie beispielsweise Inversionen oder Translokationen.
Zusitzlich kann die Integritit des Genoms jedoch auch durch Mutationen oder
Genamplifikationen gestort werden.

Folgen derartiger Alterationen konnen ein Funktionsverlust wachstumshemmender
Gene (sog. Tumorsuppressorgene) oder eine Aktivierung wachstumsférdernder Gene
(sog. Onkogene) sein. Auch kénnen Gene in ihrer Funktion gestort werden, die die
DNA-Reparatur oder den Zelltod beeinflussen. Resultat dieser Verdnderungen ist
autonomes, neoplastisches Wachstum.

Die Analyse des genetischen Materials von Tumorzellen ermoglicht daher Einblicke in
Genomabschnitte, die bei der Entstehung von Tumoren eine wesentliche Rolle spielen.
Gegenstand der vorliegenden Arbeit war die Detektion chromosomaler Imbalanzen von

Mantelzell-Lymphomen.



1.2 Stadien der B-Zellreifung

Lymphatische Tumoren der B-Zellreihe, wie beispielsweise die in dieser Arbeit
untersuchten Mantelzell-Lymphome, sind durch eine klonale Proliferation von B-Zellen
unterschiedlicher Differenzierungsstadien gekennzeichnet [2]. Erstes Stadium der
normalen B-Zellreifung ist dabei die Differenzierung von sog. Vorldufer-B-Zellen
(Lymphoblasten) zu naiven B-Zellen (Lymphozyten). Diese beginnen, in die Blutbahn
einzutreten und sich in den lymphatischen Geweben des Korpers, wie beispielsweise
den Lymphknoten, anzusiedeln [3; 4]. Nach Kontakt der Zellen mit zirkulierendem
Antigen (Aktivierung) erfolgt deren blastire Transformation, Proliferation und Reifung
zu Plasmazellen [5]. Innerhalb eines Lymphknotens konnen dabei im Wesentlichen
zwel Wege der Zelldifferenzierung unterschieden werden. Entweder verbleibt die B-
Zelle in der Parakortex und reift dort im Rahmen der sog. primdren Immunantwort
direkt zur Plasmazelle, oder aber sie wandert ins Zentrum eines priméren
Lymphfollikels. Dort formt sie mit ortsstindigen Makrophagen und dendritischen
Zellen das sog. Keimzentrum, in welchem die fiir die Erkennung und Beseitigung des
Antigens essentielle genetische Rekombination und somatische Hypermutation
stattfinden [6; 7]. Die Zellen eines solchen Keimzentrums werden dabei als
Zentroblasten bezeichnet. Im Rahmen der sog. sekunddren Immunantwort reifen diese
dann als Zentrozyten ebenfalls weiter zu Plasmazellen. Wihrend der follikuldren
Reaktion wird das Keimzentrum fortwidhrend kappenartig von einer Zone
rezirkulierender, noch nicht durch dendritische Zellen aktivierter B-Lymphozyten

umgeben (sog. Mantelzone). Zellen dieser Zone sind die Mantelzellen.



1.3 Mantelzell-Lymphome - Definition

Mantelzell-Lymphome (,,mantle cell lymphoma“; MCL) gehoren zu den lymphatischen
Tumoren vom Typ der Non-Hodgkin Lymphome. Als reife B-Zellneoplasien zerstoren
sie dabei die umgebende Lymphknotenarchitektur oder das extranodale Gewebe. Die
Hauptpridilektionsstellen auflerhalb der Lymphknoten (ca. 30 % der Fille) sind
diesbeziiglich der Gastrointestinaltrakt sowie der Waldeyerschen Rachenring [2].
Unabhingig davon zeigt sich in den meisten Fillen ein diffuses, selten auch ein
nodulidres Wachstumsmuster. Ein echtes follikuldres Wachstum ldsst sich hingegen
kaum beobachten [2].

Die Tumoren sind durch eine Proliferation kleiner bis mittelgroBer, monomorpher,
lymphoider Zellen der B-Zellreihe gekennzeichnet. Als vermutete Ausgangszellen
klonaler Dysregulation werden nach derzeitigem Kenntnisstand periphere B-Zellen mit
Ursprung aus der inneren Mantelzone des Keimzentrums angesehen [2]. Die
Tumorzellen erinnern histologisch hauptsichlich an Zentrozyten. Andere neoplastisch
transformierte Zellen, dhnlich Zentroblasten, Immunoblasten oder Paraimmunoblasten,
fehlen. Auch Pseudofollikel finden sich nicht. Bei unregelmifBiger Kerngrofle finden
sich meist ein blasses Zytoplasma, miBig verteiltes Chromatin sowie unauffillige
Nukleoli. [2]. Histiozyten und nicht neoplastische Plasmazellen konnen begleitend im
Tumorstroma vorkommen. Im Falle eingestreuter Histiozyten kann sich dabei ein
Sternenhimmel-dhnliches Bild (,,Starry-sky*) zeigen [2]. Im Gegensatz zu anderen
lymphatischen Tumorentitidten findet sich somit ein relativ homogenes morphologisches

Bild.



1.4 Mantelzell-Lymphome - Klassifikation

Maligne Lymphome werden auch heutzutage vorwiegend nach histologisch-
morphologischen Gesichtspunkten klassifiziert. Die Einordnung der MCL innerhalb der
gebrduchlichen Lymphomklassifikationen soll daher im Folgenden kurz dargestellt
werden.

Die von Karl Lennert im Jahr 1974 eingefithrte und 1988 aktualisierte Kiel-
Klassifikation, welche hauptsidchlich auf zytologischen Kriterien beruht, ist auf dem
Weg zu einer einheitlichen und reproduzierbaren Klassifikation lymphatischer Tumoren
sicherlich als einer der Meilensteine anzusehen [8; 9; 10]. Im Kern wurde zwischen
niedrig- und hochmalignen Lymphomen unterschieden, die entweder im Falle niedriger
Malignitét weitgehend aus ,,Zyten®, im Falle hoher Malignitit aus ,,Blasten* bestanden
[8; 9; 10]. Die heutige Bezeichnung MCL fand sich in dieser Klassifikation noch nicht.
Tumoren dieser Kategorie wurden von Lennert unter den ,,Lymphomen von niedrigem
Malignitétsgrad des B-Zelltyps* eingeordnet und mit dem Begriff ,,centrocytic (mantle
cell) lymphoma* beschrieben. Histologisch handelte es sich um Tumoren mit
vorwiegend Zentrozyten-dhnlichen Bestandteilen sowie eingestreuten Plasmazellen [8;
9; 10].

Im Gegensatz dazu stand die ,,Working Formulation of Non-Hodgkin’s Lymphomas for
Clinical Usage®, welche auf Ergebnissen ehemaliger Behandlungsprotokolle aus den
70er Jahren begriindet war [11]. Sie beruhte dabei im Wesentlichen auf Parametern wie
klinischem Verlauf, Prognose und therapeutischer Beeinflussbarkeit [11]. So wurden in
Abhingigkeit vom zu erwartenden Krankheitsverlauf ,,maligne Lymphome niedrigen,
mittleren und hohen Malignititsgrades” unterschieden. Nach heutigem Verstidndnis
lassen sich diesbeziiglich wohl am zutreffendsten die Begriffe einiger ,,maligner
Lymphome von niedrigem und mittlerem Malignititsgrad®, mit ihren Varianten
,»diffuse, small cleaved cell type*, ,rarely follicular, small cleaved* und ,,diffuse, mixed
small and large cell or large cell type®, der Gruppe der MCL zuordnen [11].

Ein Zusammenschluss amerikanischer und europdischer Hidmatopathologen, die sog.
International Lymphoma Study Group (ILSG), veroffentlichte im Jahr 1994 die REAL-

Klassifikation. Dabei wurden neben einigen neuen Tumorentititen auch erstmals
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immunhistochemische und genetische Kriterien beriicksichtigt [12]. Grundsitzlich
wurde zudem versucht, der Definition von Tumoren nach ihrer Differenzierung (z.B. B-
Zellen vs. T-Zellen) und ihrem Entstehungsort Rechnung zu tragen. So sollte jedem
Tumor eine urspriingliche zellulidre Differenzierungsform (sog. normale Ausgangszelle)
gegeniibergestellt werden. Postulierte normale Ausgangszellen fiir das MCL waren
periphere B-Zellen der inneren follikuldren Mantelzone [12]. Histologisch wurde neben
der zentrozytischen auBlerdem eine blastoide Variante, dhnlich dem ,.diffuse, mixed
small and large cell or large cell type* der Working Formulation, unterschieden [12].

Die bis heute allgemeingiiltige Klassifikation der Lymphome und lymphoproliferativen
Erkrankungen durch die WHO wurde schlieBlich im Jahr 2001 veroffentlicht. In ihr
wurden fachiibergreifend neben zytologisch-morphologischen Kriterien auch klinische
Daten sowie neueste Erkenntnisse der Immunphénotypisierung, der Molekularbiologie
und der Zytogenetik beriicksichtigt [2; 13]. Ebenso findet die Zuschreibung von
Ursprungszellen (,,cells of origin®“) zur jeweiligen Lymphomentitit in dieser
Klassifikation besondere Beriicksichtigung. Zusitzlich erfolgt innerhalb der B- und T-
Zellneoplasien die weitere Differenzierung in Neoplasien aus sog. Vorlduferzellen
(,,precursor cells*) und solchen aus reifen Zellen (,,mature cells*). Tumoren vom Typ
der MCL gehoren dabei, wie bereits erwédhnt, in die letztgenannte Gruppe. Postulierte
Ursprungszellen sind, dhnlich der REAL-Klassifikation, auch hier periphere B-Zellen
der inneren Mantelzone [2; 13]. Neben den klassischen MCL werden zwei blastoide
Varianten (klassisch und pleomorph) sowie einige weitere Unterformen unterschieden,
welche histologisch oft dem kleinzelligen lymphozytiren Lymphom oder dem
Marginalzonen-Lymphom &hneln. Nach derzeitigem Kenntnisstand stellen diese jedoch

lediglich seltene Formen des MCL dar [2; 13].



1.5 Mantelzell-Lymphome - Klinik

MCL gelten beziiglich ihres klinischen Verhaltens als aggressive Non-Hodgkin
Lymphome der B-Zellreihe, wobei sich epidemiologisch ca. 5-10 % der Tumoren dieser
Gruppe zuordnen lassen [2; 14]. Das durchschnittliche Erkrankungsalter liegt bei
ungefihr 60-70 Jahren, teils finden sich jedoch auch Verldufe bei Patienten mittleren
Alters. Ménner scheinen insgesamt etwas hiufiger betroffen zu sein als Frauen [2; 14].
Die Tumoren sind dabei sowohl in der klinischen Présentation als auch in dem zu
erwartenden Verlauf durch ihre Heterogenitit gekennzeichnet.

MCL entstehen in der Regel primiar de novo mit bevorzugter Lokalisation in den
Lymphknoten. Auch das Knochenmark und die Milz sind wichtige Pradilektionsstellen.
Extranodal sind, wie bereits erwidhnt, vor allem der Gastrointestinaltrakt (v.a. im
Rahmen der multiplen lymphomatdsen gastrointestinalen Polyposis) sowie der
Waldeyersche Rachenring betroffen [2; 14]. Klinisch finden sich meist eine ausgeprégte
Lymphadenopathie, Hepatosplenomegalie und Knochenmarkinfiltration. In 25 % zeigt
sich auBerdem eine himatogene Aussaat mit Leukozytose, die bei einigen Patienten das
Bild einer lymphozytischen Leukdmie imitieren kann [2; 14]. Die Stadieneinteilung der
Erkrankung erfolgt derzeit noch immer nach dem Ann Arbor-Klassifikationsschema
(Stadium I und II: lokalisiertes Wachstum; Stadium III und IV: fortgeschrittenes,
disseminiertes Wachstum), welches urspriinglich fiir das Staging des Morbus Hodgkin
entwickelt wurde [15; 16]. Die meisten Patienten weisen dabei zum Zeitpunkt der
Diagnose bereits ein Stadium IIT oder IV der Erkrankung auf.

Die therapeutische Beeinflussbarkeit der MCL ist insgesamt als schlecht einzuschitzen.
So sprechen zwar einige Patienten auf eine initiale Polychemotherapie an, gelangen
jedoch in der Mehrzahl der Fille nicht in eine dauerhafte Remission oder erliegen der
Erkrankung im weiteren Verlauf [17]. Fir die Wahl der Therapie sowie die
Abschitzung der Prognose kann dabei u.a. der Leistungszustand des Patienten einen
Anhaltspunkt bieten. Dieser kann grob prozentual mittels des sog. Karnoswsky-Index
(100-10 %: symptomlos bis morbibund) oder aber iiber die ECOG-Skala (0-4: normal
bis stindig bettlagerig) beurteilt werden [18; 19]. Je nach Klinik kommen dabei

Anthracyclin- oder Nicht-Anthracyclin-basierte Therapieregimes sowie Radio- oder
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Stammzelltherapien zur Anwendung [17]. Dabei zeigt sich fiir Tumoren vom Typ der
MCL eine mittlere Uberlebenswahrscheinlichkeit von 3-5 Jahren. In einer Vielzahl der
Fille erliegen die Patienten der Erkrankung jedoch innerhalb weniger Monate. Auf der
anderen Seite wurden bereits indolente Verliufe mit einer Uberlebenszeit von bis zu 10
Jahren beschrieben [17].

Die Einschitzung des individuellen Risikos bzw. der Prognose gemidll dem
internationalen prognostischen Index (IPI-Score), basierend auf verschiedenen
klinischen Parametern (Alter, Lactatdehydrogenase-Spiegel, (Mobilitits-)Status des
Patienten, Tumorstaging, extranodaler Lymphombefall), kann hierbei fiir aggressive
Lymphome einen Anhalt liefern [20; 21]. Im klinischen Alltag zeigen jedoch Patienten
der vermeintlich selben Erkrankung bei gleichem IPI-Score dennoch oftmals
unterschiedliche Krankheitsverldufe [20; 21]. Auch scheinen andere Parameter einen
Einfluss auf die Progression der Erkrankung zu nehmen. Insbesondere fiir eine
histologisch nachgewiesene hohe proliferative Aktivitit oder das Vorliegen einer
blastoiden Variante sowie fiir eine himatogene Beteiligung wurde diesbeziiglich eine
Verschlechterung der Prognose beschrieben [22; 23].

Die hier beschriebene Heterogenitit im klinischen Verlauf der MCL sowie das variable
Ansprechen auf eingeleitete Therapiemalnahmen machen deutlich, dass eine
prognostische Abschidtzung im individuellen Fall {iberaus schwierig ist. Neben der
histologisch-morphologischen Differenzierung sind daher v.a. die
immunophénotypische und die molekulargenetische Charakterisierung eventueller

Subtypen Gegenstand derzeitiger Studien.

1.6 Immunphénotypisierung der Mantelzell-Lymphome

MCL zeigen sich immunphénotypisch als Gruppe mit Expression verschiedenster
Oberflichenmarker (,,cluster of differentiation; CD). So konnen in der Regel die
Antigene CD19, CD20 und CD79a als Marker der B-Zell-Linie nachgewiesen werden
[2; 24]. Sowohl CD20 als auch CD79a werden dabei wihrend der zellulidren
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Differenzierungsschritte (Prd-B-Zelle bis Plasmazelle) iiber einen langen Zeitraum
exprimiert [25; 26]. Zusétzlich zeigt die tiberwiegende Mehrzahl der MCL jedoch auch
eine Expression B-Zell-unabhingiger Oberflichenmarker wie CDS und CD43. Dabei ist
insbesondere der Nachweis von CD5 als typisch fiir die MCL anzusehen [27; 28; 29;
30]. Weiterhin finden sich neben den erwihnten Oberflichenmarkern in groler Anzahl
diverse Surface-Immunglobuline (Ig) vom Typ IgM und/oder IgD [27; 28].

Interessanterweise exprimieren nahezu alle Tumoren die Proteine Bcl-2, ein
antiapoptotisches Protein, und Cyclin D1, ein Regulator-Protein des Zellzyklus [31; 32;
33; 34]. Cyclin D1 ist hierbei von besonderem Interesse, da dessen vermehrte
Expression das Resultat der fiir MCL charakteristischen Translokation
t(11;14)(q13;932) ist [35; 36], auf die im nachfolgenden Kapitel niher eingegangen
wird. Keimzentrum-assoziierte Antigene bzw. Marker germinaler B-Zellen wie CD10,

CD23 oder Bcl-6 lassen sich bei MCL in der Regel nicht nachweisen [37; 38].

1.7 Zytogenetik und Genexpressionsanalysen der Mantelzell-Lymphome

Wie bereits erwidhnt sind MCL genetisch in der Mehrzahl der Fille durch die
chromosomale Translokation t(11;14)(q13;932) charakterisiert, welche sich bei nahezu
allen Tumoren nachweisen ldsst und zur diagnostischen Abgrenzung der MCL
gegeniiber anderen lymphatischen Tumoren, wie beispielsweise der chronischen
lymphatischen Leukdmie (CLL), herangezogen wird [35; 36]. Durch die Translokation
gelangt das Gen Bcl-1 auf Chromosom 11 (Region 11q13), welches fiir Cyclin D1, ein
Regulatorprotein des Zellzyklus, kodiert, unter Kontrolle der kodierenden Region fiir
die Immunglobulin-Schwerketten auf Chromosom 14 (Region 14q32). Folge ist eine
konsekutive Uberexpression von Cyclin D1 mit Dysregulation der Zellzykluskontrolle
[35; 36]. Obwohl diese Translokation auch heute noch als charakteristisch fiir die MCL
gilt und deren Nachweis ein wichtiges differentialdiagnostisches Hilfsmittel ist, zeigen

nicht alle Tumoren eine Uberexpression von Cyclin D1 (sog. Cyclin DI-negative



MCL). Es bestand somit in der Vergangenheit oftmals Unklarheit iiber die genaue
Zuordnung dieser Tumoren innerhalb der Gruppe lymphatischer Erkrankungen [39].
Andererseits zeigt das Vorhandensein derartiger Tumoren, dass neben einer
Uberexpression von Cyclin D1 auch andere genetische Verinderungen eine Rolle fiir
die Tumorgenese der MCL zu spielen scheinen, welche beispielsweise in Storungen der
DNA-Reparatur- oder der Apoptosemechanismen resultieren [40]. Mogliche
Alterationen sowie deren Zielgene wurden in einigen Studien bereits nachgewiesen. So
zeigten sich u.a. verdnderte Expressionsmuster fiir die Gene p16 (INK4alpha), BMI-1,
ATM, CDK4 und p53 [41; 42; 43; 44, 45].

Kiirzlich  durchgefiihrte =~ Genexpressionsanalysen  lieferten  beziiglich  der
molekulargenetischen Charakterisierung bzw. Zuordnung der Cyclin D1-negativen
Tumoren Klarheit. So konnten in den Studien von Rosenwald et al. sowie Fu et al.
Tumoren dieser Gruppe erstmals {iiber ihr sog. genetisches Expressionsprofil
zweifelsfrei den MCL  zugeordnet werden [46; 47]. Grundlage der
Genexpressionsanalyse ist die cDNA-microarray-Technologie, die iiber die Analyse
exprimierter Gene maligner Tumoren die genetische Charakterisierung der Zellen
erlaubt. Als Genexpressionssignatur gilt dabei eine Gruppe von Genen, welche
charakteristischerweise entweder von einem bestimmten Zelltyp (z.B. einer B-Zelle)
oder aber wihrend einer biologischen zellularen Reaktion (z.B. der zelluldren
Proliferation) vermehrt exprimiert wird [48; 49; 50]. Speziell Rosenwald et al. konnten
diesbeziiglich in ihrer Studie erstmals eine fiir alle MCL charakteristische
Genexpressionssignatur nachweisen, mit der es moglich war, auch die Cyclin D1-
negativen Tumoren eindeutig den MCL zuzuordnen [46]. Auch konnten sie zeigen, dass
v.a. Gene der Proliferationssignatur (wie beispielsweise Ki-67) einen hohen
prognostischen Vorhersagewert fiir den Krankheitsverlauf der MCL liefern. FEine
erhohte Expression dieser Gene wies dabei auf einen prognostisch ungiinstigen Verlauf
der Erkrankung hin [46]. Fu et al. konnten bei Cyclin D1-negativen Tumoren eine im
Vergleich zu Cyclin D1-positiven MCL vermehrte, moglicherweise kompensatorische
Expression der Zellzyklusproteine Cyclin D2 und D3 nachweisen [47]. Somit scheinen
in dieser Gruppe andere genetische Dysregulationen eine wichtige Rolle zu spielen.

Interessanterweise unterschieden sich in beiden Studien die klinischen Verldufe Cyclin
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D1-negativer Tumoren nicht von denen klassischer MCL, weshalb sie von beiden
Autoren iibereinstimmend lediglich als bona fide MCL angesehen wurden [46; 47].

Die Ergebnisse der Zytogenetik sowie der Genexpressionsanalysen lassen somit
vermuten, dass Cyclin D1 nicht als alleiniger Schliissel in der Pathogenese der MCL
angesehen werden kann. Eine Translokation t(11;14)(q13;q32) mit entsprechender
Cyclin D1-Uberexpression findet sich zwar bei der Mehrzahl der Tumoren, muss jedoch
nicht zwingend vorliegen. Die weitere genetische Charakterisierung sowie insbesondere

die Detektion chromosomaler Imbalanzen sind daher von besonderem Interesse.

1.8 Mantelzell-Lymphome - CGH-Arbeiten

Der Nachweis rekurrenter genetischer Aberrationen bei Tumoren der Gruppe der MCL
war seit Einfiihrung der CGH bereits mehrfach Gegenstand wissenschaftlicher Studien.
Erste genetische Analysen von Monni et al. zeigten hierbei Zugewinne auf den
Chromosomen 3q, 8q und 15q sowie Verluste auf den Chromosomen 1p, 6q, 9p, 11q
und 13q [51]. Insbesondere die Zugewinne auf Chromosom 3q (minimale
Uberlappungsregion 3q26-q27) sowie die Verluste auf Chromosom 11q (minimale
Uberlappungsregion 11q22) fanden sich bei einer Vielzahl der Fille. So lieBen sich
erstere bei iiber der Hilfte, letztere bei rund einem Drittel der Fille detektieren.
Insgesamt war die Mehrzahl der nachgewiesenen Aberrationen bei MCL mit blastoiden
Anteilen zu finden [51].

Bea et al. untersuchten im Jahr 1999 ebenfalls Tumoren vom Typ der MCL. Hierbei
fanden sich innerhalb des Kollektivs chromosomale Aberrationen als Zugewinne auf
den Chromosomen 3q, 7p, 8q, 9q, 12q und 18q. Verluste wurden auf den Chromosomen
1p, 6q, 9p, 10p, 11q, 13 und 17p nachgewiesen. Auch zeigten sich Amplifikationen der
Regionen 3q27-q29, 18923 sowie Xq28 [52]. Analog zur Studie von Monni et al. fand
sich der Haupteil der genetischen Alerrationen dabei bei blastoiden Varianten der MCL,

insbesondere die Zugewinne auf den Chromosomen 3q, 7p und 12q sowie die Verluste
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auf Chromosom 17p. Dariiber hinaus waren Zugewinne auf den Chromosomen 3q und
12q auch mit einer kiirzeren Uberlebenszeit der Patienten assoziiert [52].

Ein Jahr darauf analysierten Bentz et al. 39 Fille t(11;14)-positiver MCL, wobei sich in
37 Fillen chromosomale Verdnderungen nachweisen lieBen. Die hiufigsten Zugewinne
fanden sich auf den Chromosomen 3q, 8q und 18q, die hdufigsten Verluste auf den
Chromosomen 9p, 11q und 13q. Auch DNA-Amplifikationen wurden in 26 % der Fille
detektiert [53]. Dabei zeigte sich, dass MCL einige gemeinsame, wenn auch insgesamt
komplexere Aberrationsmuster mit Tumoren vom Typ der chronischen lymphatischen
Leukdmie vom B-Zelltyp (B-CLL) aufweisen, wie beispielsweise die Verluste auf den
Chromosomen 11q und 13q. Dies konnte auf mogliche Gemeinsamkeiten in der
Pathogenese dieser Lymphomentititen hindeuten [53].

Eine Studie von Martinez-Climent et al. aus dem Jahr 2001 zeigte, dass MCL mit einer
leukdmischen Zellaussaat gegeniiber der rein noduldren Krankheitsmanifestation
vermehrt chromosomale Verluste auf Chromosom 8p (minimale Uberlappungsregion
8p21-p23) zeigten [54]. Da Amplifikationen des Onkogens MYC an einen derartigen
Verlust gekoppelt zu sein schienen, vermuteten die Autoren den Verlust eines bislang
unbekannten = Tumorsuppressorgens in dieser Region mit konkommitanter
Uberexpression von MYC als mogliche Ursache einer leukimischen Manifestation der
Erkrankung. Rekurrente Aberrationen fanden sich bei beiden MCL-Gruppen (nodulér
und leuk@misch) vorwiegend als Zugewinne auf den Chromosomen 3q und 8q sowie
Verluste auf den Chromosomen 6q, 11q, 13q und 17p [54].

Allen et al. wiesen innerhalb eines Kollektivs von 30 Tumoren ebenfalls eine Reihe
genetischer Alterationen nach. Die haufigsten Zugewinne waren auf den Chromosomen
3q, 6p, 7q, 12p, 12q und 17q, die hiufigsten Verluste auf den Chromosomen 1p, 5p, 6q,
8p, 11q und 13q zu finden. Amplifikationen wurden auf Chromosom 3 (minimale
Uberlappungsregion 3q28-q29) detektiert [55]. Erstmals zeigten sich in dieser Studie
auch Verluste der Region 6q25-q26. Insgesamt waren das Vorhandensein mehrerer
gleichzeitiger Aberrationen (sog. komplexer Karyotyp) sowie Zugewinne auf
Chromosom Xq wund Verluste auf Chromosom 17p mit einem schlechten

Krankheitsverlauf assoziiert [55].
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Mittels Matrix-CGH, einer Weiterentwicklung der konventionellen CGH, konnten
Kohlhammer et al. innerhalb eines Kollektivs von 53 Tumoren ebenfalls eine Reihe
genetischer Aberrationen fiir die Gruppe der MCL nachweisen [56]. So fanden sie mit
Hilfe dieser weiterentwickelten Methode eine um 50 % hohere Anzahl an genetischen
Alterationen im Vergleich zur konventionellen CGH. Insbesondere Zugewinne auf den
Chromosomen 11q und 13q (minimale Uberlappungsregion 13q34) wurden in dieser
Studie erstmals als rekurrent beschrieben [56].

Auch Tagawa et al. wiesen im Jahr 2005 mittels Matrix-CGH chromosomale
Aberrationen bei MCL nach. Es fanden sich Zugewinne auf den Chromosomen 3q, 6p,
7p, 8q, 10p und 17q sowie Verluste auf den Chromosomen 1p, 1q, 2p, 2q, 5q, 6q, 7p,
8p, 9p, 9q, 10p, 11q, 13q, 17p, 19p und 22q. Erstmalig wurden hier auch Verluste in
den Regionen 1p36, 1q42-q43, 2pll, 2ql3, 17pl13 und 19pl13 detektiert [S57].
Interessanterweise zeigten sich in den Regionen 2pl1 (Ig kappa), 2q13 (BIM) und
9p21-p24 (INK4 alpha/ARF) zudem rekurrente homozygote Verluste. Hierbei wurde
v.a. dem Tumorsuppressorgen BIM eine mogliche Rolle in der Tumorgenese der MCL
zugeschrieben [57].

Des Weiteren konnten Schraders et al., neben den bereits erwéahnten Zugewinnen auf
den Chromosomen 3q und 8q sowie den Verlusten auf den Chromosomen 1p, 6q, 11q
und 13q, Zugewinne auf Chromosom 4p sowie Verluste auf den Chromosomen 20p,
20q und 22q mittels Matrix-CGH nachweisen [58].

Die hier beschriebenen Arbeiten zeigen, dass sich innerhalb der Gruppe der MCL
charakteristische rekurrente genetische Aberrationen mittels CGH nachweisen lassen.
Neue Aspekte der Genexpressionsanalysen veranschaulichen, dass sowohl Cyclin D1-
positive als auch Cyclin D1-negative Tumoren eindeutig den MCL zuordnen sind. Es
scheinen somit auch andere, sekunddre chromosomale Veridnderungen fiir die
Pathogenese dieser Tumoren von Bedeutung zu sein. Es liegen jedoch bislang keine
Arbeiten vor, die sich gezielt mit genetischen Veridnderungen der beiden Subgruppen
Cyclin D1-positiver und Cyclin D1-negativer MCL sowie deren Vergleich beschiftigt
haben. Insbesondere Cyclin D1-negative Tumoren sind dabei nur in duferst geringen

Fallzahlen analysiert worden. Die Untersuchung eines groflen Kollektivs von MCL
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mittels CGH unter Beriicksichtigung der jeweiligen Cyclin D1-Expression ist daher

Gegenstand der vorliegenden Arbeit.

1.9 Grundprinzipien der CGH

Die komparative genomische Hybridisierung (,,comparative genomic hybridization*;
CGH) wurde erstmals 1992 von Kallioniemi beschrieben [59]. Es handelt sich hierbei
um eine molekulargenetische Methode, mit der Zugewinne und Verluste von
genetischem Material, entsprechend numerischen chromosomalen Aberrationen eines
Tumors, durch Vergleich der Tumor-DNA mit DNA aus nicht neoplastischem Gewebe
ermittelt werden konnen. Nach unterschiedlicher Markierung der Normal- und Tumor-
DNA und Kohybridisierung auf normale humane Metaphasen konnen anhand der
jeweiligen Signalverhiltnisse Gewinne und Verluste von genetischem Material
nachgewiesen werden. Nach Untersuchung mehrerer Fille ergibt sich ein
Aberrationsmuster der Tumorentitit [60]. Chromosomenabschnitte, die Verluste von
genetischem Material aufweisen, konnen hierbei Hinweise auf die Lokalisation eines in
der Pathogenese des jeweiligen Tumors bedeutenden Tumorsuppressorgens geben.
Amplifikationen sowie chromosomale Regionen, die einen Zugewinn von genetischem
Material aufweisen, konnen Onkogene beinhalten, die in der Tumorgenese von
Bedeutung sind.

Die CGH hat sich als rasche und umfassende genetische Screening-Methode erwiesen,
die sowohl an Frisch- als auch an Paraffinmaterial angewendet werden kann.
Balancierte chromosomale Veridnderungen, wie Inversionen oder auch Translokationen,
sind mit der Methode der CGH nicht darstellbar. Limitiert ist die Methode weiterhin
durch die Auflésung, die je nach Autor mit 2 bis 10 Mb bei Amplifikationen sowie
grofer als 10 Mb bei Deletionen angegeben wird. Ausnahme hierbei sind sog. High-
level-Amplifikationen, die je nach Amplifikationsgrad auch schon im Bereich von

weniger als 1 Mb darstellbar sind [61; 62; 63].
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1.10 Fragestellungen

Die Zielsetzung der vorliegenden Dissertation bestand in der Charakterisierung
chromosomaler Aberrationen von Mantelzell-Lymphomen (MCL) durch komparative
genomische Hybridisierung. Zum einen sollte nachgewiesen werden, ob Tumoren vom
Typ der MCL, wie andere Neoplasien, rekurrente Zugewinne und Verluste an
genetischem Material aufweisen, die Riickschliisse auf die Pathogenese der Tumoren
ermOglichen, zum anderen sollte iiberpriift werden, ob den beiden Subgruppen (Cyclin
D1-positive Tumoren vs. Cyclin D1-negative Tumoren) charakteristische und diese

moglicherweise definierende chromosomale Verianderungen zugrunde liegen.
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2. Material und Methoden

2.1 Herkunft des untersuchten Materials

Im Rahmen der Dissertation wurde Gewebe von 77 Patienten untersucht. Analysiert
wurde die aus Frischmaterial nach dem Standardextraktionsverfahren extrahierte und
aufgereinigte Tumor-DNA. Es handelte sich dabei um DNA, die zeitgleich mit mRNA
des identischen Gewebematerials isoliert wurde. Die Tumoren wurden in einer von uns
unabhingigen Untersuchung der Proben mittels cDNA-microarray- sowie PCR-
Technologie bereits ihrem jeweiligen Subtyp (Cyclin D1- positiv vs. Cyclin D1-negativ)
zugeordnet [46]. Alle untersuchten Tumoren wurden im Vorfeld der Subtypisierung
gemill der allgemein giiltigen WHO-Klassifikation histologisch eingeordnet. Somit
lagen uns sowohl der jeweilige Subtyp, die jeweilige histologische Diagnose als auch
die klinischen Daten vor.

71 Fille eines Cyclin D1-positiven MCL sowie 6 Fille eines Cyclin D1-negativen MCL
wurden mittels CGH untersucht. Histologisch handelte es sich im Gesamtkollektiv um
64 Fille eines klassischen MCL und 13 Fille einer blastoiden Variante. Alle blastoiden
Tumoren fanden sich hierbei in der Gruppe der Cyclin D1-positiven MCL. Insgesamt
handelte sich bei allen untersuchten Féllen um unbehandelte Primirtumoren. Das
Durchschnittsalter der Patienten belief sich in der Gruppe der Cyclin DI1-positiven
Tumoren auf 63 Jahre (38-92 Jahre), in der Gruppe der Cyclin D1-negativen Tumoren
auf 61 Jahre (54-77 Jahre). Minner stellten einen deutlich hoéheren Anteil am
Untersuchungsgut als Frauen (58 & vs. 19 Q).
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2.2 Bestimmung der Menge an Tumor-DNA

Die Menge Tumor-DNA in der zugesandten Probe wurde semiquantitativ mittels
elektrophoretischer Auftrennung im Ethidiumbromid geféarbten 0,8 % Agarosegel durch
Vergleich der Tumor-DNA mit einer Probe bekannten DNA-Gehaltes bestimmt.

2.3 RNAse-Verdau

Zur Reduktion des Anteils an RNA in den zu untersuchenden Fillen wurde ein RNAse-
Verdau durchgefiihrt. Hierbei erfolgte nach elektrophoretischer Feststellung des RNA-
Gehaltes der Proben im Ethidiumbromid gefiarbten 0,8 % Agarosegel die Zugabe von
RNAse mit Inkubation der Proben iiber 2-3 Stunden bei 37 °C im Heizblock. Die
zugegebene Menge an RNAse sowie die Inkubationszeit wurden jeweils abhingig vom
festgestellten RNA-Gehalt gewihlt. Nach erneuter elektrophoretischer Kontrolle des
Restgehaltes an RNA im Ethidiumbromid gefidrbten 0,8 % Agarosegel erfolgte ggf. die
Fortsetzung des Verdaus oder jedoch das Wegfrieren der Proben bei -20 °C bis zum

Beginn der Nick-Translation.

2.4 Nick-Translation

Um die extrahierte Tumor- und Normal-DNA zu markieren, erfolgte eine sog. Nick-
Translation nach dem CGH Protokoll des Lymphoma/ Leukemia Molecular Profiling
Project (LLMPP). Hierbei wurde der Nick-Translation-Kit der Firma Vysis (Vysis, Inc.,
Downers Grove, IL) verwendet.

Die Tumor-DNA wurde mit dUTP SpectrumGreen, die Normal-DNA, gewonnen aus
Plazentafrischgewebe, mit SpectrumRed markiert. Fiir einen Nick-Ansatz von 50 ul

(ausreichend fiir eine Hybridisierung) waren 5 ul Tumor- sowie 5 ul Normal-DNA, 15,5
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ul Aqua dest., 10 ul 0,1 mM dNTP mix (Ansatz fiir 600 ul dNTP mix-Stocklosung: je
200 pl 0,3 mM dATP, dCTP, dGTP), 5 ul 0,1 mM dTTP (Ansatz fiir 600 pul dTTP-
Stocklosung: 200 ul 0,3 mM zu 400 ul Aqua dest.), je 2,5 pul 0,2 mM dUTP
SpectrumGreen (Ansatz fiir 50 pl SpectrumGreen-Stocklosung: 5 pul 1 mM dUTP
SpectrumGreen zu 45 ul Aqua dest.) und SpectrumRed (Ansatz fiir 50 pul SpectrumRed-
Stocklosung: 5 ul 1 mM dUTP SpectrumRed zu 45 pl Aqua dest.), 5 ul 10x Nick-
Translationspuffer sowie 7 ul Nick-Translationsenzym (DNAse und DNA Polymerase)
notwendig. Die Nick-Translation wurde tiber 30 min im Kiihlwasserbad bei 16 °C
durchgefiihrt. Hierbei wurde die Menge des verwendeten Nick-Translationsenzyms so
gewihlt, dass am Ende der Nick-Translation DNA-Fragmente einer Linge zwischen
500 und 1000 Basenpaaren vorlagen. Die Fragmentlinge wurde durch Elektrophorese
auf einem Ethidiumbromid gefédrbten 0,8 % Agarosegel kontrolliert. Betrug die Linge
der Nick-Produkte mehr als 1000 Basenpaare, erfolgte ein von der Fragmentlinge des
Nick-Produkts abhingiger Nachverdau. Der Abbruch der Nick-Translation erfolgte
durch Erhitzen des Reagenz iiber 10 min bei 70 °C auf dem Heizblock sowie
anschlieendes Abkiihlen iiber 5 min bei 0 °C im Eisbehilter. Bei Bedarf erfolgte an
dieser Stelle die Unterbrechung des CGH-Protokolls durch Wegfrieren des Nick-
Produkts bei -20 °C bis zur Fortfithrung der Hybridisierung.

2.5 Komparative genomische Hybridisierung (CGH)

Pro Hybridisierungsansatz wurden 45 ul mit SpectrumGreen markierte Tumor-DNA
sowie 45 ul mit SpectrumRed markierte Normal-DNA bendtigt. Ferner wurden pro
Hybridisierungsansatz 10 ul Cot-1 DNA (Roche Diagnostics Mannheim) eingesetzt, um
ubiquitdr vorkommende hochrepetitive DNA-Sequenzen abzudecken. Tumor-DNA,
Normal-DNA und Cot-1 DNA wurden gemischt und durch Zugabe von 3 M
Natriumacetat pH 5,2 und 250 pl eisgekiihltem 100 % Ethanol iiber 30 min bei -70 °C
prazipitiert. Nach Zentrifugation iiber 15 Minuten bei 12000 U/ min und 4 °C wurde der
Alkohol abpipettiert und das DNA-Pellet iiber 15 min bei 37 °C auf dem Heizblock
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getrocknet. Anschliefend erfolgte die Resuspension der DNA in 7 ul deionisiertem
Formamid iiber 30 min sowie in 7 ul Master Mix iiber weitere 30 min auf dem Riittler.
Die Hybridisierungsansidtze wurden dann fiir 8 min bei 73 °C auf dem Heizblock
denaturiert.

Parallel zur Probenvorbereitung wurden die bei -20 °C aufbewahrten Objekttriger mit
normalen humanen Metaphasen als Hybridisierungsmatrix (Vysis, Downers Growe, IL,
USA) iiber 2 Stunden schrittweise auf 60 °C erwidrmt und dann iiber 4 min bei 74 °C
denaturiert. Die Denaturierungslosung bestand hierbei aus 49 ml deionisiertem
Formamid, 7 ml 20x SSC sowie 7 ml Aqua dest. (pH 7,0). AnschlieBend wurden die
Objekttrager in einer aufsteigenden Alkoholreihe (70 %, 90 % und 100 % Ethanol)
entwdssert und luftgetrocknet. Nach Beschriftung der Objekttriger konnten jeweils zwei
Proben auf die zuvor mit einem Diamantstift markierten Hybridisierungsfelder
aufgetragen werden. Nach Abdeckung mit Deckgldsern und Fixogum wurden die
Objekttriager tiber 3 Tage bei 37 °C in einer feuchten Kammer inkubiert.

Im Anschluss an die Inkubation wurden die Objekttriger nach Entfernung des
Fixogums und der Deckgliser iiber je 2 min bei 70 °C im Wasserbad in Waschlosung A
(20 ml 20x SSC, 950 ml Aqua dest., 3ml NP-40, pH 7,0) und Waschlosung B (100 ml
20x SSC, 850 ml Aqua dest., 1 ml NP-40, pH 7,0) gewaschen. Zur Firbung der
Chromosomenbédnderung wurden den Waschlosungen zusitzlich vor Beginn des
Waschvorganges je 50 pul 4,6-Diamidin-2-Phenylindol (DAPI) zugegeben.
AbschlieBend wurden die Objekttriger mit Antifadelosung (Vectashields, Vector

Laboratories) eingedeckelt.

2.6 Bildaufnahme und Bildauswertung

Die digitale Bildauswertung wurde mit dem Programm ISIS (MetaSystems,
Altlussheim) iiber ein angeschlossenes Fluoreszenzmikroskop (Axiophot, Zeiss Aalen)
durchgefiihrt. Kriterien bei der Beurteilung der Qualitit der Hybridisierung waren ein

minimaler unspezifisch gefarbter Hintergrund, eine minimale Granularitit der
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Chromosomen, helle und moglichst homogene Hybridisierungssignale {iiber die
gesamten Chromosomen sowie eine adiaquate DAPI-Farbung zur Identifikation der
Chromosomen [61; 63; 64; 65; 66]. Um DNA-Zugewinne und -Verluste zu bestimmen,
wurden, entsprechend dem internationalen Standard, Schwellenwerte des
Fluoreszenzverhiltnisses festgelegt (obere Schwelle 1,25; untere Schwelle 0,75). High-
level-Amplifikationen wurden als solche gewertet, wenn der Wert mehr als 1,5 betrug
oder umschriebene chromosomale Banden ein sehr starkes Fluoreszenzsignal
aufwiesen. Die Chromosomen 19, 20, 21, 22 und Y wurden nicht mit in die
Untersuchung einbezogen, da diese zahlreiche repetetive Sequenzen und somit sehr
kleine codierende Regionen aufweisen, welche fiir die CGH-Analyse als problematisch
angesehen werden [67]. Pro Fall wurden zwischen 15 und 30 Metaphasen eingelesen.
Die Gesamtheit der in dieser Arbeit mittels CGH detektierten Daten ist im Internet unter

www.ncbi.nlm.nih.gov/sky einzusehen.

2.7 Statistische Analysen

Aufgrund der hohen Fallzahl untersuchter Tumoren in dieser Arbeit wurde eine sehr
groBe Anzahl individueller chromosomaler Aberrationen detektiert. Es bestand daher
die Gefahr, dass einige dieser Abnormititen rein zufillig in der einen Gruppe
signifikant héufiger erscheinen als in einer anderen. Um diese falsch positiven
Ergebnisse auszuschlieen, verwendeten wir einen schrittweisen Vertauschungstest [68;
69], welcher nominale p-Werte erzeugt, die zur Kldrung und Validierung aufgestellter
Hypothesen dienen. Dieser Test zieht die Korrelation der unterschiedlichen
chromosomalen Aberrationen mit in Betracht. Signifikante Unterschiede in der
Haufigkeit ihres Auftretens wurden mittels eines Chi-Square-Tests aufgedeckt. Ein p-

Wert < 0,05 galt als statistisch signifikant.

19



3. Ergebnisse

3.1 Genetische Alterationen des Gesamtkollektivs der Mantelzell-Lymphome

77 im Vorfeld durch Genexpressionsanalysen und quantitative PCR subtypisierte MCL
wurden von uns mittels CGH untersucht. Es handelte sich dabei um 71 Cyclin DI1-
positive (92 %) sowie 6 Cyclin D1-negative MCL (8 %). Chromosomale Alterationen
fanden sich in 70 der untersuchten Fille (91 %). Es handelte sich dabei um 64 Fille
eines Cyclin D1-positiven sowie 6 Fille eines Cyclin D1-negativen MCL. 7 Fille der
Cyclin D1-positiven Tumoren zeigten weder chromosomale Zugewinne noch Verluste.

Chromosomale Amplifikationen lieBen sich im Gesamtkollektiv nicht nachweisen.

3.2 Genetische Alterationen Cyclin D1-positiver Mantelzell-Lymphome

Insgesamt wurden 71 Cyclin D1-positive MCL mittels CGH untersucht. Histologisch
handelte es sich um 58 MCL vom klassischen Typ sowie 13 MCL mit blastoiden
Anteilen. 64 der untersuchten 71 Fille (90 %) wiesen chromosomale Zugewinne oder

Verluste auf. Bei 7 Fillen lieBen sich keine genetischen Verdnderungen nachweisen.

Zugewinne fanden sich auf Chromosom 3 (in 23 von 71 Fillen, 32 %; minimale
Uberlappungsregion 3q21-qter), Chromosom 8 (in 8 von 71 Fillen, 11 %; minimale
Uberlappungsregion 8q21-qter), Chromosom 15 (in 8 von 71 Fillen, 11 %; minimale
Uberlappungsregion 15q21-qter) sowie Chromosom 18 (in 8 von 71 Fillen, 11 %;
minimale Uberlappungsregion 8q11-g23).

Verluste fanden sich auf Chromosom 1 (in 37 von 71 Fillen, 52 %; minimale

Uberlappungsregion 1p21-p31), Chromosom 6 (in 13 von 71 Fillen, 18 %; minimale

Uberlappungsregion 6q15-q21; in 16 von 71 Fillen, 22 %; minimale

Uberlappungsregion 6q22-qter), Chromosom 8 (in 9 von 71 Fillen, 13 %; minimale
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Uberlappungsregion 8p21-pter), Chromosom 9 (in 13 von 71 Fillen, 18 %; minimale
Uberlappungsregion  9p21-pter; in 15 von 71 Fillen, 21 %; minimale
Uberlappungsregion 9q21-qter), Chromosom 13 (in 12 von 71 Fillen, 17 %; minimale
Uberlappungsregion 13q11-q13; in 29 von 71 Fillen, 41 %; minimale
Uberlappungsregion 13q14-q34) sowie Chromosom 17 (in 9 von 71 Fillen, 13 %;
minimale Uberlappungsregion 17p13-pter).

21



Die folgende Abbildung 1 zeigt die detektierten chromosomalen Imbalanzen der
untersuchten Cyclin D1-positiven MCL als Chromosomenideogramm. Eine detaillierte
Auflistung der Fille im Einzelnen sowie der bei ihnen nachgewiesenen Zugewinne und

Verluste findet sich im Anhang (s. Tabelle I).

Abbildung 1: Chromosomale Imbalanzen Cyclin D1-positiver MCL (n = 71)
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Abbildung 1:

Griine Linien auf der rechten Seite: Zugewinne von chromosomalem Material

Rote Linien auf der linken Seite: Verluste von chromosomalem Material
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3.3 Genetische Alterationen Cyclin D1-negativer Mantelzell-Lymphome

Insgesamt wurden 6 Cyclin D1-negative MCL mittels CGH untersucht. Histologisch
handelte es bei allen Féllen um ein MCL vom klassischen Typ. Alle untersuchten Fille

(100 %) wiesen chromosomale Zugewinne oder Verluste auf.

Zugewinne fanden sich auf Chromosom 3 (in 3 von 6 Fillen, 50 %; minimale
Uberlappungsregion 3q21-qter), Chromosom 8 (in 2 von 6 Fillen, 33 %; minimale
Uberlappungsregion 8q21-qter) sowie Chromosom 15 (in 2 von 6 Fillen, 33 %;
minimale Uberlappungsregion 15g21-qter).

Verluste fanden sich auf Chromosom 1 (in 2 von 6 Fillen, 33 %; minimale
Uberlappungsregion 1p21-p31), Chromosom 8 (in 2 von 6 Fillen, 33 %; minimale
Uberlappungsregion 8p21-pter), Chromosom 9 (in 2 von 6 Fillen, 33 %; minimale
Uberlappungsregion 9p21-pter; in 1 von 6 Fillen, 17 %; minimale Uberlappungsregion
9g21-qter) sowie Chromosom 13 (in 2 von 6 Fillen, 33 %; minimale
Uberlappungsregion 13q11-q13; in 4 von 6 Fillen, 67 %; minimale Uberlappungsregion
13q14-q34).
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Die folgende Abbildung 2 zeigt die detektierten chromosomalen Imbalanzen der
untersuchten Cyclin D1-negativen MCL als Chromosomenideogramm. Eine detaillierte
Auflistung der Fille im Einzelnen sowie der bei ihnen nachgewiesenen Zugewinne und

Verluste findet sich im Anhang (s. Tabelle II).

Abbildung 2: Chromosomale Imbalanzen Cyclin D1-negativer MCL (n = 6)

(I TED

O ITNN NTMTED
il B Wil

-~
o
(<o)
—

—.O
—
—
N

. B B E

16 17 18

T LT
CTHEED

w
——
N
—
(62}

Abbildung 2:

Griine Linien auf der rechten Seite: Zugewinne von chromosomalem Material

Rote Linien auf der linken Seite: Verluste von chromosomalem Material
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3.4 Cyclin D1-positive und Cyclin D1-negative Mantelzell-Lymphome im Vergleich

Vergleicht man die Gruppen der Cyclin D1-positiven und Cyclin D1-negativen MCL
beziiglich der bei ihnen detektierten chromosomalen Aberrationen, so zeigt sich, dass
beide Gruppen Veridnderungen auf den Chromosomen 3q, 11q und 13q in besonderer
Haufung aufweisen. Dabei zeigten sich Zugewinne in der Region 3q21-qter in 32 % der
Cyclin D1-positiven bzw. 50 % der Cyclin D1-negativen Tumoren. Ein Verlust der
Region 11q21-q23 lieB sich in 28 % der Cyclin D1-positiven bzw. 50 % der Cyclin D1-
negativen, ein Verlust der Region 13q13-q34 in 41 % der Cyclin D1-positiven bzw. 67
% der Cyclin D1-negativen Tumoren nachweisen. Innerhalb der Gruppe der Cyclin D1-
positiven MCL fand sich auflerdem ein Verlust auf Chromosom 1p (Region 1p21-p31)
in 52 % der Fille. Aberrationen in dieser Region wurden bei Cyclin DI-negativen
Tumoren, wie auch Zugewinne der Regionen 8q21-qter und 15g21-qter sowie Verluste
der Regionen 8p21-pter, 9p21-pter und 13q11-q13 bei jeweils einem Drittel der Fille
gefunden. Zugewinne auf Chromosom 8 (Region 8ql1-q23) sowie Verluste auf
Chromosom 6 (Regionen 6p15-q21 und 6q22-qter) und Chromosom 17 (Region 17p13-
pter) zeigten sich ausschlieBlich innerhalb der Gruppe der Cyclin D1-positiven MCL.

Obwohl die Anzahl der in dieser Arbeit untersuchten Cyclin D1-negativen Tumoren
gering ist, legen die Ergebnisse die Vermutung nahe, dass beide Varianten in weiten
Teilen ein &dhnliches, wenn nicht gar dasselbe Profil genetischer Aberrationen
aufweisen. Insbesondere die in beiden Gruppen gehduft detektierten Alterationen auf
den Chromosomen 3q, 11q und 13q scheinen dabei diese These zu stiitzen. Interessant
scheint auBBerdem, dass sich bei blastoiden Formen der MCL, welche lediglich in der
Gruppe Cyclin D1-positiver Tumoren vorhanden waren, eine besondere Haufung von

Verlusten auf Chromosom 9p (Region 9p21-pter) fand.
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Eine zusammenfassende Gegeniiberstellung der detektierten Aberrationen von Tumoren

der Gruppen Cyclin DI1-positiver und Cyclin DI-negativer MCL findet sich in der

nachfolgenden Tabelle:
Cyclin D1-positiv Cyclin D1-negativ
(n="7I) (n=6)
ROI n n

+ 3q21-qter 23 32 % 3 50 %
+ 8q21-qter 8 11 % 2 33 %
+ 15¢21-qter 8 11 % 2 33 %
+18q11-q23 8 11 % - -

- 1p21-p31 37 52 % 2 33 %

- 6p15-q21 13 18 % - -

- 6q22-qter 16 22 % - -

- 8p21-pter 9 13 % 2 33 %
- 9p21-pter 13 18 % 2 33 %
- 9q21-qter 15 21 % 1 17 %
- 119q21-q23 20 28 % 3 50 %
-13q11-q13 12 17 % 2 33 %
- 13q14-q34 29 41 % 4 67 %
- 17p13-pter 9 13 % - -

Tabelle: Abkiirzungen: n = Fallzahl, ROI = Region (region of interest), + = Zugewinn, - = Verlust
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4. Diskussion

4.1 Cyclin D1-positive und Cyclin D1-negative Mantelzell-Lymphome zeigen ein

nahezu identisches Profil charakteristischer chromosomaler Aberrationen

Seit Einfithrung der Lymphomklassifikationen im Jahr 1981 durch Karl Lennert hat die
morphologische Ahnlichkeit der MCL zu anderen lymphatischen Neoplasien, wie
beispielsweise der chronischen lymphatischen Leukdmie vom B-Zelltyp (B-CLL),
immer wieder zu Schwierigkeiten in der rein histologischen Diagnostik dieser
Tumorentitédt gefiihrt [2]. Daher spielen mittlerweile neben rein morphologischen auch
klinische, immunhistochemische und molekulargenetische Parameter eine wichtige
Rolle. MCL sind dabei insbesondere durch die Translokation t(11;14)(q13;q32)
gekennzeichnet, welche in der Mehrzahl der Fille zu einer Uberexpression des
Zellzyklusproteins Cyclin D1 fiihrt [35; 36]. Auf der anderen Seite zeigten
durchgefiihrte zytogenetische Untersuchungen sowie Genexpressionsanalysen in der
Vergangenheit fiir eine kleine Gruppe von MCL auch ein Fehlen einer derartigen
Uberexpression (sog. Cyclin D1-negative Tumoren). Diese lieBen sich nur iiber ihr
charakteristisches Genexpressionsprofil eindeutig den MCL zuordnen [46; 47].
Interessanterweise fand sich bei diesen Tumoren eine Uberexpression der Proteine
Cyclin D2 und D3, was moglicherweise auf alternative Pathomechanismen in der
Entstehung der MCL hindeuten konnte [47]. Die Analyse sekundidrer chromosomaler
Aberrationen, insbesondere bei Cyclin D1-negativen MCL, sollte diesbeziiglich weitere
Erkenntnisse bringen. Auch sollte untersucht werden, ob Cyclin D1-positive und Cyclin
Dl-negative Tumoren gemeinsame genetische Alterationen aufweisen, die die
Zugehorigkeit dieser beiden Gruppen zu ein und derselben Lymphomentitit
verdeutlichen.

Wie bereits erwédhnt hat sich eine Vielzahl von Arbeiten bereits mit der Analyse
rekurrenter chromosomaler Aberrationen bei MCL beschiftigt [51; 52; 53; 54; 55; 56;
57; 58]. Hierbei erwiesen sich insbesondere Zugewinne auf den Chromosomen 3q, 6p,
7p, 8q, 10p, 12q und 18q sowie Verluste auf den Chromsomen 1p, 6q, 8p, 9p, 9q, 11q
und 13q als charakteristisch. Eine gesonderte Untersuchung Cyclin DI-negativer
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Tumoren fand sich bislang jedoch in keiner dieser Studien. Wir konnten zeigen, dass
Cyclin Dl-negative MCL dieselben genetischen Alterationen wie Tumoren mit
Uberexpression von Cyclin D1 aufweisen. Ahnlich diesen waren die hiufigsten
detektierten chromosomalen Aberrationen bei Cyclin D1-negativen MCL Zugewinne
der chromosomalen Regionen 3q21-qter (50 % der Fille), 8q21-qter (33 % der Fille)
und 15q21-qter (33 % der Fille) sowie Verluste der minimalen Uberlappungsregionen
1p21-g31 (33 % der Fille), 8p21-pter (33 % der Fille), 9p21-pter (33 % der Fille),
9g21-qter (17 % der Fille), 11q21-q23 (50 % der Fille), 13q11-q13 (33 % der Fille)
und 13ql14-q34 (67 % der Fille). AusschlieBlich bei Cyclin D1-positiven Tumoren
konnten dariiber hinaus Zugewinne der chromosomalen Region 18ql1-q23 sowie
Verluste der Regionen 6q15-q21, 6q22-qter und 17p13-pter detektiert werden. Ob sich
diese Aberrationen und damit pathogenetische Unterschiede nur innerhalb dieser
Gruppe von MCL finden, oder aber ob ein Fehlen derartiger genetischer Alterationen
bei Cyclin D1-negativen Tumoren durch das relativ kleine Kollektiv begriindet ist, ldsst
sich zum gegenwirtigen Zeitpunkt nicht eindeutig kldren. Unabhéngig davon scheint in
unserer Analyse jedoch weiterhin interessant, dass sich bei blastoiden Formen der MCL
eine Hiaufung von Deletionen der chromosomalen Region 9p21-pter fand. Ein derart
gehdufter Verlust konnte dabei moglicherweise auf fiir diese aggressive Variante
pathogenetisch bedeutsame Zielgene hinweisen.

Viele der malignen Lymphome sind genetisch durch eine primédre chromosomale
Translokation, wie die t(11;14) in MCL [36], die t(14;18) in follikuldren Lymphomen
[70] oder die t(8;14) in Burkitt-Lymphomen [71], gekennzeichnet. Zusétzlich finden
sich bei einer Vielzahl von lymphatischen Tumoren rekurrente sekundédre Aberrationen,
die fiir die jeweilige Entitét charakteristisch sind. So zeigen beispielsweise MCL und B-
CLL beide Verluste auf den Chromosomen 11q und 13q [72; 73]. Eine Trisomie 12, wie
sie sich bei der B-CLL gehduft findet, ldsst sich hingegen bei den MCL nicht
detektieren. Auf der anderen Seite finden sich bei diesen vermehrt Zugewinne auf
Chromosom 3q und Verluste auf Chromosom 1p [72; 73]. Als weiteres Beispiel sei die
bei Marginalzonen-Lymphomen oftmals nachweisbare Trisomie 3 genannt. Zwar sind
Zugewinne auf Chromosom 3q sowohl bei Cyclin D1-positiven als auch Cyclin D1-

negativen MCL sehr hdufig, eine isolierte Trisomie findet sich jedoch nicht [74; 75].
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Zusitzlich zeigen sich bei MCL hingegen Verluste auf den Chromosomen 1p, 11q und
13q, welche fiir Marginalzonen-Lymphome uncharakteristisch sind [74; 75]. Zugewinne
auf Chromosom 3q wurden in Kombination mit Zugewinnen auf Chromosom 12 oder
Chromosom 18 bei gastrointestinalen Lymphomen [76] bzw. bei diffusen groBzelligen
B-Zell Lymphomen vom aktivierten B-Zelltyp [77] ebenfalls gehduft detektiert. Dieses
Aberrationsmuster erwies sich in unsere Analyse jedoch nicht als typisch fiir die MCL.
Auch follikuldire Lymphome zeigen eine andere Kombination genetischer
Veridnderungen, wie insbesondere Zugewinne auf den Chromosomen 7, 12, 18 und X
[78]. Somit weisen viele der lymphatischen Neoplasien Aberrationsmuster auf, die nur
fiir sie charakteristisch sind und sie als eigenstindige Entitdt gegeniiber anderen
Lymphomen abgrenzen.

Die nahezu identischen Profile sekundérer chromosomaler Aberrationen bei Cyclin D1-
positiven und Cyclin D1-negativen MCL stiitzen daher die Auffassung, dass es sich bei
beiden um Tumoren der gleichen biologischen Entitit handelt und beide #hnliche

molekularpathogenetische Mechanismen aufweisen.

4.2 Chromosomale Imbalanzen und mogliche Zielgene bei Cyclin D1-positiven und

Cyclin D1-negativen Mantelzell-Lymphomen

Wie bereits erwihnt zeigten Cyclin D1-positive und Cyclin DI-negative MCL in
unserer Analyse eine Reihe rekurrenter genetischer Aberrationen. So lieBen sich
Zugewinne der minimalen Uberlappungsregionen 3q21-qter, 8q21-qter und 15g21-gter
sowie Verluste der minimalen Uberlappungsregionen 1p21-p31, 8p21-pter, 9p21-pter,
9g21-qter, 11g21-q23, 13ql1-ql13, 13ql14-q34 und 17pl3-pter bei beiden Gruppen
nachweisen. Hierbei waren es v.a. die Verluste auf den Chromosomen 1p (52 % vs. 33
%), 11q (28 % vs. 50 %) und 13q (41 % vs. 67 %), die sich in besonderer Hiufigkeit
fanden. Verschiedene Untersuchungen an malignen Tumoren, wie beispielsweise

diffusen groBzelligen B-Zell Lymphomen [77], Mamma-Karzinomen [79] oder
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Tumoren der Prostata [80], haben dabei gezeigt, dass oftmals eine Beziehung zwischen
numerischer chromosomaler Aberration und fehlerhafter Genexpression besteht.

Die chromosomale Translokation t(11;14)(q13;932), welche sich bei der Mehrzahl der
MCL detektieren ldsst, fiihrt, wie bereits erwihnt, zu einer Uberexpression von Cyclin
D1, einem Kontrollprotein des Zellzyklus (sog. Cyclin D1-positive Tumoren) [35; 36].
Cyclin D1 bildet dabei mit CDK4, einer Cyclin-abhédngigen Kinase, einen Komplex, der
zur Phosphorylierung und somit Inaktivierung des Retinoblastom-Proteins (Rb) fiihrt
[81]. Resultat dieser Inaktivierung ist eine vermehrte Freisetzung des
Transkriptionsfaktors E2F mit unkontrollierter —Transkription regulatorischer
Gensequenzen, Ubertritt der Zelle von der Gl- in die S-Phase des Zellzyklus und
folglich abnormer Proliferation [82]. Die Cyclin D1/ CDK4-Kinaseaktivitit ist dabei
u.a. direkt abhéngig von pl5 und pl6, zwei Kinase-Inhibitoren [83]. In seiner
komplexen Gesamtheit wird diese Kaskade daher als sog. Cyclin DI1/p16-pRb-
Signaltransduktionsweg bezeichnet. Sowohl eine Uberexpression von Cyclin D1 oder
CDK4 als auch Verluste von Rb oder pl6 (INK4alpha) sind somit fiir ein
unkontrolliertes Wachstum von zentraler Bedeutung [41].

Lokus des p16 (INK4alpha) ist die chromosomale Region 9p21, deren Verlust bei 21 %
der Cyclin D1-positiven sowie 17 % der Cyclin D1-negativen MCL detektiert wurde.
Fiir einen Verlust von p16 (INK4alpha) wurden in der Vergangenheit bereits mehrfach
Assoziationen zu aggressiven bzw. blastoiden Varianten der MCL [84; 85] sowie zu
einem schlechten klinischen Verlauf nachgewiesen [46; 52; 56]. Auch in unserer
Analyse fanden sich Verluste von 9p21-pter gehduft bei blastoiden Formen der MCL.
Lokus des Rb ist hingegen die chromosomale Region 13ql4. Verluste zeigten sich
diesbeziiglich in unserem Kollektiv sogar in bis zu 41 % bzw. 67 % der Fille. Die
Studienergebnisse beziiglich einer fehlerhaften Expression von Rb sowie deren
pathogenetischer Bedeutung sind dabei insgesamt jedoch widerspriichlich. So sehen sie
einige Autoren als mogliches Ergebnis chromosomaler Aberration, andere eher als
Folge von Storungen des Cyclin D1/p16-pRb-Regelkreises [52; 86; 87]. Es scheint
jedoch iibereinstimmend kein Zweifel daran zu bestehen, dass neben Rb auch andere
Gene, insbesondere distal der Region 13ql4, die Tumorentwicklung beeinflussen.

Beispielhaft seien hier die Gene DBM, ein ebenfalls auf dem langen Arm von
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Chromosom 13 gelegenes Tumorsuppressorgen [88], sowie ING1, ein Regulatorgen der
Zellproliferation (Wachstumsinhibitor), genannt [58]. Dabei konnte v.a. fiir eine
Inaktivierung des ING1 (Lokus 13q34) gezeigt werden, dass es als potenter Stimulus fiir
neoplastisches Wachstum wirken kann [89].

Dariiber hinaus scheint das Protein p53, welches via Hemmung von p21 (WAFI),
Inhibitor einer Cyclin-abhingigen Kinase, zu einem Arrest des Zellzyklus fiihrt und
somit DNA-Reparaturmechanismen ermoglicht, von besonderer Bedeutung zu sein [90;
91]. So konnten Verluste von p53 und p21(WAF1) u.a. in einer Persistenz genetischer
Schiden und damit autonomem Zellwachstum resultieren. Wihrend Verluste von p53
(Lokus 17p13) eine zentrale Rolle in der Genese einer Vielzahl von lymphatischen
Tumoren zu spielen scheinen [92; 93; 94; 95], lieBen sich genetische Alterationen von
p21(WAF1) (Lokus 6p21) bislang nur in wenigen Studien nachweisen [96]. Im Falle
eines vorhandenen Expressionsverlustes wurden jedoch sowohl fiir p21 (WAFI) als
auch fiir p53 Assoziationen zu aggressiven Formen der MCL mit schlechtem klinischen
Verlauf nachgewiesen [45; 91; 96]. Wie bereits erwihnt fanden sich chromosomale
Verluste der Region 17p13 schon hiufig bei Tumoren vom Typ der MCL. In unserer
Analyse zeigten ausschlieBlich Cyclin D1-positive Tumoren (13 % der Fille) eine
derartige Aberration. Verluste der fiir p21 (WAF1) kodierenden Region auf dem kurzen
Arm von Chromosom 6 fanden sich in unserer Studie hingegen nicht.

Ein Verlust der Region 11q21-g23 wurde bei 28 % der Cyclin D1-positiven sowie 50 %
der Cyclin DI-negativen MCL nachgewiesen. Diese Detektion ist von besonderem
Interesse, da ein weiteres Gen, das sog. ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated Gene), ein
fiir ein Regulatorprotein des p53 kodierendes Gen [97; 98], in dieser Region lokalisiert
ist. So konnte bei einem ATM-Verlust beispielsweise die pS3-abhingige Induktion der
Apoptose gestort und autonomes Wachstum die Folge sein. Tatsédchlich konnte
diesbeziiglich bei Ataxie-Patienten mit einem ATM-Gendefekt bereits ein vermehrtes
Auftreten lymphatischer Tumoren der B- und T-Zellreihe beobachtet werden [99; 100].
Bei MCL konnte in der Vergangenheit ebenfalls ein derartiger Defekt nachgewiesen
werden [101]. Auch wurde neben den Verlusten der Region 11q21-23 die vermehrte

Assoziation eines ATM-Verlustes mit anderen chromosomalen Aberrationen, wie
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beispielsweise Zugewinnen auf Chromosom 3q, fiir MCL gezeigt [98]. Eine Korrelation
zum klinischen Verlauf der Erkrankung fand sich bislang jedoch nicht [97; 98].

Fir die bereits oben erwihnte Cyclin-abhingige Kinase CDK 4, fiir MDM 2, ein
Stabilisatorprotein des p53, sowie fiir BMI-1, einen Inhibitor des INK4alpha/ARF-
Lokus, lieBen sich in fritheren Studien bereits Amplifikationen bei Tumoren vom Typ
der MCL nachweisen [42; 44]. Chromosomale Aberrationen der zughorigen Regionen
auf Chromosom 12 bzw. Chromosom 10 lieBen sich in unserer Arbeit jedoch nicht
detektieren. Auch ein vermehrter Verlust der chromosomalen Region 2q13, Lokus des
Tumorsuppressorgens BIM, einem Mitglied der Bcl-2-Familie, zeigte sich im
Gegensatz zu fritheren Studien [57] nicht. Moglicherweise ist somit die Dysregulation
von Genen nicht allein durch strukturelle, d.h. chromosomale Veridnderungen erklirbar.
Bcl-6 (LAZ3), ein fiir einen Transkriptionsfaktor kodierendes und vorwiegend wihrend
der Keimzentrumsreaktion exprimiertes Gen auf Chromosom 3 (Lokus 3q27), ist
ebenfalls bereits bei einer Vielzahl lymphatischer Tumoren als mogliches Schliisselgen
in der Pathogenese beschrieben worden [102; 103]. So konnte eine fehlerhafte
Expression von Bcl-6 beispielsweise eine unkontrollierte Aktivierung nachgeschalteter
Gensequenzen mit neoplastischem Wachstum zur Folge haben [102; 103]. Zwar fanden
sich in unserer Studie gehduft Zugewinne dieser chromosomalen Region (32 % der
Cyclin D1-positiven MCL, 50 % der Cyclin D1-negativen MCL), jedoch konnte erst
kiirzlich gezeigt werden, das Bcl-6 bei Tumoren vom Typ der MCL nicht vermehrt
exprimiert wird. Es scheint daher nach derzeitigem Kenntnisstand fiir diese nur von
untergeordneter pathogenetischer Bedeutung zu sein [52]. Die weitere Analyse dieser
gehduft detektierten Region beziiglich evtl. iiberexprimierter Zielgene ist daher, wie
auch eine Untersuchung der Region 1p21-p31, fiir die ebenfalls noch kein eindeutiger
Hinweis auf mogliche bedeutsame Zielstrukturen vorliegt und deren Verlust sich bei bis
zu 52 % der Cyclin DI1-positiven sowie 33 % der Cyclin D1-negativen MCL fand,

zukiinftig von besonderem Interesse.
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5. Zusammenfassung

Mantelzell-Lymphome (MCL) gehoren mit einem Anteil von ca. 5-10 % der B-
Zellneoplasien zu den aggressiven lymphatischen Tumoren und sind, neben der
histologisch-morphologischen und klinischen Préisentation, in der {iberwiegenden
Anzahl der Fille durch die Expression der Oberflichenmarker CDS und Cyclin D1
sowie durch ein Fehlen Keimzentrums-assoziierter Antigene, wie insbesondere CD23,
gekennzeichnet. Zudem lédsst sich meist eine chromosomale Translokation t(11;14)
nachweisen. Ziel der vorliegenden Arbeit war die genetische Charakterisierung dieser
Gruppe von Tumoren sowie die Detektion vorhandener chromosomaler Imbalanzen.

In unserer Analyse wurden dabei 77 MCL mittels komparativer genomischer
Hybridisierung (CGH) untersucht. Die Tumoren waren im Vorfeld der Arbeit mittels
cDNA-microarray-basierter Genexpressionsanalyse sowie zytogenetischen Methoden in
sog. Cyclin Dl1-positive MCL (71 Fille) sowie Cyclin D1-negative MCL (6 Fille)
eingeteilt worden. Weiterhin enthielt das untersuchte Kollektiv einige histologisch als
blastoide Varianten des MCL Kklassifizierte Tumoren (13 Fille).

Innerhalb der Gruppe der Cyclin D1-positiven MCL lieen sich bei 90 % der Tumoren
genetische Aberrationen nachweisen. Insbesondere Zugewinne auf Chromosom 3
(minimale Uberlappungsregion 3q21-qter) wurden in 32 % der Fille, Verluste auf
Chromosomen 11 (minimale Uberlappungsregion 11q21-q23) in 28 % der Fille und
Verluste auf Chromosom 13 (minimale Uberlappungsregion 13q14-q34) in 41 % der
Fille detektiert. AufBerdem fand sich ein Verlust auf Chromosom 1 (minimale
Uberlappungsregion 1p21-p31) in bis zu 52 % der Fille.

Demgegeniiber zeigten Cyclin D1-negative MCL in 100 % der untersuchten Fille
genetische Veridnderungen. Auch hier lieBen sich die Zugewinne der bereits oben
erwihnten Region auf Chromosom 3 sowie die Verluste der Regionen auf Chromosom
11 und Chromosom 13 analog den Cyclin DI-positiven Tumoren in besonderer
Haufung nachweisen (50 % vs. 50 % vs. 67 %). Aberrationen der minimalen
Uberlappungsregionen 1p21-31 wurden in 33 % der Fille detektiert.

Sowohl Cyclin D1-positive als auch Cyclin D1-negative MCL wiesen dariiber hinaus,

wenngleich in geringerer Héufigkeit, eine Reihe zusétzlicher gemeinsamer

33



chromosomaler Verinderungen auf, wie beispielsweise Zugewinne der minimalen
Uberlappungsregionen 8q21-gter und 15q21-qter (jeweils 11 % vs. 33 %) oder Verluste
der minimalen Uberlappungsregionen 8p21-pter (13 % vs. 33 %), 9p21-pter (18 % vs.
33 %) und 13q11-q13 (17 % vs. 33 %). Zugewinne der minimalen Uberlappungsregion
8q11-q23 sowie Verluste der minimalen Uberlappungsregionen 6p15-q21, 6q22-qter
und 17pl3-pter fanden sich ausschlieBlich innerhalb der Gruppe der Cyclin DI1-
positiven MCL. Blastoide Varianten der MCL zeigten gegeniiber der klassischen Form
zudem gehiuft Verluste der minimalen Uberlappungsregion 9p21-pter.

Die durchgefiihrten Untersuchungen machen somit deutlich, dass sowohl Cyclin D1-
positive als auch Cyclin Dl-negative MCL eine Vielzahl identischer rekurrenter
chromosomaler Aberrationen aufweisen. Dies festigt die Auffassung, dass es sich bei
den zwei MCL-Subgruppen um Tumoren der gleichen Entitdt handelt und beide,
unabhingig von einer eventuellen Cyclin DI-Uberexpression, eine Reihe

pathogenetischer Gemeinsamkeiten aufweisen.
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7. Abkiirzungen

ampl
Aqua dest.
CD

CGH

DAPI
dATP
dCTP
del
dGTP
DNA
DNAse
dNTP mix
dTTP
dUTP
Ig

Mb
MCL
min
mM
mmol
NP-40
REAL
RNA
RNAse
SSC

WHO

Amplifikation (amplification)
Destilliertes Wasser

Differenzierungsmarker (cluster of differentiation)

Komparative Genomische Hybridisierung (comparative

genomic hybridization)
4,6-Diamidin-2-Phenylindol
Desoxyadenosintriphosphat
Desoxycytosintriphosphat

Deletion (deletion)
Desoxyguanosintriphosphat
Desoxyribonukleinsdure (desoxyribonucleoid acid)
Desoxyribonuclease
Desoxynucleotidtriphosphat-Mix
Desoxythymidintriphosphat
Desoxyuridintriphosphat

Immunglobulin

Megabasen

Mantelzell-Lymphom (mantle cell lymphoma)
Minute

Millimolar

Millimol

Tergitol (Type NP-40)

Revised European American Lymphoma Classification

Ribonukleinsiure (ribonucleoid acid)
Ribonuclease
Natriumzitrat (sodiumchloride sodium citrate)

Umdrehungen

Weltgesundheitsorganisation (World Health Organization)
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Tabelle I: Zugewinne und Verluste innerhalb der Gruppe Cyclin D1-positiver

Mantelzell-Lymphome (n = 71)

Fall Zugewinne Verluste
781 2q31-g32, 18921 9p22-pter, 13q14-g21, 13933-qter, 16g21-
qgter
829 9p24-pter, 15923-924, 17p13-pter 1p22-p31, 8p21-pter, 13921-933
868 - 1p21-p22
881 Xq 1p21-p31, 6g22-qgter, 9p22-pter, 11922,
13qg14-qter, 14g22-qgter
885 1pter-p32 10pter-p13, 11921-923, 13q
916 3g22-qter, 7p, 11913-qter, 18 1p13-p21, 5931, 9p21-pter, 9934
918 7, X 1p21, 9921-922, 13914, 13q32-qter, 17p13-
pter
920 3922-925, 3926, 3g27-qter -
921 2023-933 1p13-p31, 9, 13q14-g21
922 159 1p21-p31, 7922-932
924 - -
928 2p23-p24 1p22-p32
930 2p14-p16, 2p22 11922-923, 13q, 14922-31, 17p12-pter
933 3926-qter, 6p23-pter, 18 3p24-pter, 10p13-pter, 13q14-qgter, 16923-
qter
936 - -
937 - -
938 - 1p21-p31, 11922-gq23
939 8921, 17p 13921-g22
940 7p22-pter, 15922-gter 1p21-p31, 6q16-g21, 6g23-gter, 11923,
13g22-gter
941 9934-qter 1p21-p31
942 10g26-gter, 11923-qgter, 18921-gq22 8p21-pter, 9p21-pter, 9922-q32, 18923-qter
943 3925-qgter, 8g21-qter 1p21-p31, 6g15-gter, 8p21-pter, 11921-g22,
17p13-pter
952 - 1p21-p22, 1cen-q31, 6g22-qter, 11921-923,
13q
953 - -
954 3g22-gter 6921-qgter, 8p21-pter, 11922-g23, 13g21-
g31, X
956 2p 1p22-p31, 9p21-pter
957 - 1p22-p31, 6g22-gter
958 3g22-qgter, 8q13-qter 6921-qgter, 13q13-g21, 15926-qgter
959 15g21-qgter 1p13-p22, 17p13-pter
962 - -
963 3q13-qgter, 8g21-qter, 17923-qgter 1p21-p31, 8p, 9p23-pter, 10g25-qter, 11g922-
g23, 17p12-pter
964 - 1p22-p31, 139
965 - 1p21-p22, 6921-924, 9921-922
966 3g25-qgter -
968 6p24-pter 1p21-p31, 6g24-qgter, 11g14-923
970 159 -
972 16p 1p22-p31, 4p14-p15, 8p21-pter, 9, 12q15-

gter, 13q
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Fall Zugewinne Verluste

974 2p15-p16, 3q, 18 1p22-p31, 2p22-pter, 3p14-pter, 6q15-qgter

975 - 1p21-p31, 11921-g22, 13921-g22

977 15921-qter, 17924-qgter 1p21-p22, 9p21-pter

979 16p 6qg16-qgter

980 - 1p21

981 - 6qg16-qgter, 9922-932, 13q

982 13922-g31 17p12-pter, 13q34-qter

983 - 1p22-p31, 10p14-pter, 11922-923

987 7p, 7cen-g21, 189 6915-g21, 8p

988 3g21-qgter -

989 3g22-qgter, 18g21-qter 9q, 13933-gter, X

1012 - 1p21-p22, 139, 14924-931

1028 - 1p31, 6g16-qgter, 9p21-pter, 11922-g23, 139

1029 - 7931-g32, 9, 13q13-q14, 17p12-pter

1072 8qg21-qgter 1p21-p22, 11923

1091 3g21-qgter 6916-g21, 6g25-qgter, 79q31-932, 11922-923

1092 3g21-qgter -

1111 3q 1p22-p31, 3p14-pter, 17p13-pter

1114 3923-g27, 3928-qter, 7, 8q 1p21-p31, 8p21-pter

1115 - 1p21-p22, 9922-gter

1117 3q 1p21-p22, Xg23-gter

1118 3925-qgter, 7p14-pter 11921-g22, 17p13-pter

1121 3g27-qter 13q14-qgter

1126 - 1p22-p31, 11p14

1133 8923-qgter, 14922-g24 1p21-p22, 4931, 11922-g23, X

1166 3926-qgter, 6p24-pter 1p21-p22, 3p13, 6q13-qgter, 9p21-pter, 9921-

g22

1169 - -

1171 - -

1172 3g21-qter 13921-931

1176 | 1925-g31, 10p12-p13, 8q, 15922-g24, | 1p21-p31, 1q14-qter, 2p23-pter, 8p22-pter,

17923-qgter 9p22-pter, 10921-g22, 13933-qter, 17p13-

pter, 18912, 18g23-qter

1178 - -

1179 15922-g24, 16p, 189 6921-qgter, 11923-gter, 139

1180 3921-926 11p14, 11914-g22, 13921-931

1194 3q 11922-g23, 13g21-qgter
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Tabelle II: Zugewinne und Verluste innerhalb der Gruppe Cyclin D1-negativer

Mantelzell-Lymphome (n = 6)

Fall Zugewinne Verluste

950 3qg13-qgter, 89 8p23-pter, 9, 13q

991 3924-qter 11922-923

1265 8921-g22, 8g24-qter, 13q33-qter, 1p21-p31, 8p21-pter, 9p21-pter, 13921-q32

15922-923

2559 - 1p21-p22, 1924-g31, 3p13, 3p21-pter,
11921-923

18330 3q13-qgter, 15922-925, 17g22-gter 4913-g22, 11914-923, 13q31-qter, 14q12-

ql3
18592 9cen-pter, 9cen-qgter 13cen-qgter
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Abbildung I: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme eines Cyclin D1-positiven

Mantelzell-Lymphoms

+3q925-qter » a
e -’.\4 -17p13-pter

-.,% "4

_11q21-q22'\ \

( < -11g21-q22

-17p13-pter *+7p14-pter v
+7pl14-pter +3925-qter

Abbildung I
Die Abbildung zeigt den Fall SLN 1118 eines Cyclin D1-positiven MCL. Man erkennt

die beschriebenen chromosomalen Aberrationen (Pfeile) an der verstirkten Griinfarbung
bei Zugewinn bzw. durch verstirkte Rotfirbung bei Verlust. Die in diesem Fall
erkennbaren Zugewinne auf den Chromosomen 3 (minimale Uberlappungsregion 3q25-
qter) und 7 (minimale Uberlappungsregion 7pl4-pter) sowie die Verluste auf den
Chromosomen 11 (minimale Uberlappungsregion 11q21-q22) und 17 (minimale
Uberlappungsregion 17p13-pter) sind dabei fiir Tumoren vom Typ der MCL besonders

charakteristisch.
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Abbildung II: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme eines Cyclin D1-negativen

Mantelzell-Lymphoms
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Abbildung II:
Die Abbildung zeigt den Fall SLN 991 eines Cyclin D1-negativen MCL. Man erkennt

die beschriebenen chromosomalen Aberrationen (Pfeile) an der verstirkten Griinfarbung
bei Zugewinn bzw. durch verstirkte Rotfirbung bei Verlust. Die in diesem Fall
erkennbaren Zugewinne auf Chromosom 3 (minimale Uberlappungsregion 3q24-qter)
sowie die Verluste auf Chromosom 11 (minimale Uberlappungsregion 11q22-q23) sind

dabei fiir Tumoren vom Typ der MCL besonders charakteristisch.
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