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1 Einleitung

1.1 Einordnung und Charakteristika der gastralen
Marginalzonen B-Zell-Lymphome (MZBCL) vom MALT-Typ

Innerhalb der Gruppe der Non-Hodgkin Lymphome (NHL) unterscheidet man seit der
Einfithrung der REAL-Klassifikation (Revised European-American Classification of
Lymphoid Neoplasms) [1] drei Typen von Marginalzonen-B-Zell-Lymphomen
(MZBCL). Hierzu gehoren das nodale MZBCL, das splenische MZBCL und das extra-
nodale MZBCL vom MALT-Typ (Mukosa-assoziiertes lymphatisches Gewebe). Nach
der neuen WHO-Klassifikation [2] stellen sie jeweils eigene Entitédten dar. Das extrano-
dale MZBCL vom MALT-Typ ist von diesen die hiufigste Form. In einer internationa-
len Evaluation wurde fiir das extranodale MZBCL vom MALT-Typ eine Haufigkeit von
7,6% aus 1378 untersuchten NHL gefunden [3]. Der Malignititsgrad der MZBCL wird
als niedrig-maligne eingestuft.

Extranodale MZBCL vom MALT-Typ kommen bevorzugt im Magen [4], aber auch in
Speicheldriise [5], Schilddriise [6] und in vielen anderen Organen vor [7]. Sie treten
vornehmlich im hoheren Lebensalter mit einer Hiufung in der siebten Lebensdekade
auf. Klinisch handelt es sich bei den extranodalen MZBCL vom MALT-Typ des Ma-
gens im Vergleich zu anderen NHL um eine Erkrankung mit einer relativ guten Progno-
se. Die meisten gastralen MZBCL vom MALT-Typ bleiben sehr lange in einem lokali-
sierten Stadium auf den Magen beschrédnkt. Nur sehr selten und sehr spit neigen sie zur
Disseminierung. Klinisch findet man meist nur unspezifische, dyspeptische Beschwer-
den, eventuell auch B-Symptome und eine Anédmie.

Die Stadieneinteilung der gastralen MZBCL vom MALT-Typ erfolgt nach einer modi-
fizierten Ann-Arbor-Klassifikation nach Musshoff [8] mit den Stadien EI bis EIV, wo-
bei sich die iiberwiegende Anzahl in den Stadien EI und EII befindet.

Neben chirurgischen, radiologischen und chemotherapeutischen Behandlungsmoglich-
keiten wird auch in einer noch frithen Phase, meist nur bis Stadium EIl, iiber eine er-
folgreiche Therapie durch die Eradikation von Helicobacter pylori (H.p.) berichtet
[9,10]. Nach einer Studie von Cogliatti et al. [11] liegt die 5-J ahres-Uberlebensrate bei



91% (95% in Stadium EI bzw. 82% in Stadium EII) und die 10-Jahres-Uberlebensrate
bei 75%.

Makroskopisch findet man beim extranodalen MZBCL vom MALT-Typ im Magen
meist multifokale flache infiltrative und auch z.T. ulzerierende Lisionen, die sich am
hiufigsten im Magen-Antrum befinden. Auch histologisch erkennt man, dass es sich bei
den gastralen MZBCL vom MALT-Typ meist um ein multifokales Geschehen handelt.
Das Phinomen dieser Multifokalitidt wird einerseits durch die Kolonisierung der Muko-
sa mit malignen Zellen des Haupttumors erkldrt, die dann zu den beschriebenen weit
abseits liegenden ,,Mikrolymphomen* fiihrt [12]. Andererseits steht dem durch den
Nachweis von klonalen Populationen, die vom Haupttumor unterschiedlich sind, das
Konzept des primir multifokalen Geschehens mit Ausbildung eines Haupttumors ge-
geniiber [13]. Ausgehend von der Lamina propria mucosae breiten sich die Lymphome
in die Marginalzone von Sekundirfollikeln, in die umgebenden Lymphfollikel (folliku-
lare Kolonisierung) und in die Lamina epithelialis mucosae der Magendriisen aus. Dort
findet man sogenannte lymphoepitheliale Lasionen (LEL), denen eine hohe Relevanz in
der Diagnosestellung zukommt. Zytologisch handelt es sich bei den Tumorzellen um
kleine bis mittelgroe chromatindichte Lymphozyten. Immunhistochemisch findet man
bei den gastralen MZBCL vom MALT-Typ ein bestimmtes Muster mit der Expression
von CD19, CD20, CD22, CD79a und slg (sIgM héufiger als sIgA und sIgG) und Nega-
tivitét fiir CD5, CD10 und CD23 [1]. Dadurch ergibt sich die Moglichkeit, andere nied-
rig-maligne NHL differentialdiagnostisch abzugrenzen. Gastrale MZBCL vom MALT-
Typ zeichnen sich auBerdem durch ein monoklonales Rearrangement in den Leicht- und

Schwerkettengenen der Immunglobuline (IgL. und IgH) aus [14].

1.2 Pathogenese extranodaler MZBCL vom MALT-Typ

Extranodale MZBCL vom MALT-Typ sind hédufig mit chronischen endogenen oder
exogenen Entziindungen assoziiert, wie z.B dem Sjogren-Syndrom [5] oder der Hashi-
moto-Thyreoiditis [6], sowie Infektionen, wie beispielsweise die H.p.-Gastritis [15,16].

Eine Beteiligung des Epstein-Barr-Virus (EBV) scheint im Gegensatz zu manch ande-



ren Lymphomentititen in der Pathogenese der MZBCL vom MALT-Typ nicht zu be-
stehen [17,18].

MZBCL vom MALT-Typ des Magens gehoren zu den am besten untersuchten Tumor-
Progressions-Modellen und erhielten grole Beachtung in den letzten Jahren. Fiir diese
Tumoren existiert ein attraktives Modell, wie sich auf dem Boden einer chronischen
Entziindung eine Neoplasie entwickelt. So besteht eine etwa 70 bis iiber 90%ige
Assoziation mit einer gastralen H.p-Infektion [19,20], die im Magen ein sekundires
mukosa-assoziiertes lymphatisches Gewebe ausbildet. Das Besondere an MALT im
Vergleich zum lymphatischen Gewebe des Lymphknoten ist u.a. seine enge Beziehung
zu epithelialen Strukturen und seine besonders breite Marginalzone mit B-
Gedichtniszellen. In der weiteren Entwicklung zum gastralen MZBCL vom MALT-Typ
findet wahrscheinlich zunichst in einer noch Antigen-abhidngigen immunologisch
vorangetriecbenen Phase eine multifokale poly- oder oligoklonale B-Zell-Expansion
statt. Diese geht bei Fortbestehen des Stimulus in eine Antigen-unabhiingige Phase iiber,
welche durch eine autonome Proliferation gepragt ist. Die pathogenetische Bedeutung
der H.p.-Infektion wird deutlich durch zum Teil vollstindige Remissionen gastraler
MZBCL vom MALT-Typ nach einer Eradikationstherapie in einer meist noch relativ
frithen Phase [9,10].

Wihrend die meisten gastralen MZBCL vom MALT-Typ im weiteren Verlauf niedrig-
maligne bleiben, entwickelt sich in einigen Fillen aus diesen ein hoch-malignes MALT-
Lymphom [21,22,23], das nach der neuen WHO-KIlassifikation [2] als ,,diffuses grof3-
zelliges B-Zell Lymphom* (DLBCL) klassifiziert wird. Die Frage, ob und in welchem
Ausmal die DLBCL als blastire Transformation gastraler MZBCL vom MALT-Typ zu
verstehen sind, ist noch offen [21,22,24,25].

Wie auch bei anderen Neoplasien wird vermutlich die Entwicklung der extranodalen
MZBCL vom MALT-Typ durch genomische Aberrationen begleitet. Jedoch welche
Aberrationen in welchem Ausmal} und zu welchem Zeitpunkt in der Pathogenese von
welcher Bedeutung sind, ist derzeit noch unklar.

Verschiedene genomische Aberrationen wurden bisher beschrieben, wobei die Translo-
kation t(11;18)(q21;q21) als spezifische rekurrente chromosomale Aberration in mehr

als 50% der extranodalen MZBCL vom MALT-Typ nachgewiesen werden kann und



sich in letzter Zeit als die hiufigste Veridnderung etabliert hat [26,27,28,29,30,31]. Dier-
lamm et al. [32] zeigten, dass diese Translokation zur Expression eines Transkriptes
fiihrt, das die hier rearrangierten Gene API2 und MALT]1 fusioniert. An weiteren Trans-
lokationen wurde in lediglich 9% (drei von 34) der untersuchten Fille die Translokation
t(3;14)(q27;932) [33], des weiteren die Translokation t(1;14)(p22;q32) beschrieben
[34,35].

Weiterhin konzentrierten sich die Untersuchungen auf Veridnderungen in Genen, die
hiufig auch in anderen Neoplasien auftreten. Mutationen des Tumorsuppressorgens p53
finden sich nach Du et al. [36] in rund 19%, Allelverluste (Loss of heterozygosity,
LOH) in diesem Bereich jedoch nur in rund 7% der untersuchten Félle. Calvert et al.
[37] fanden in zwei von elf (18%) untersuchten Fédllen LOH im DCC-Genlocus. Gron-
baek et al. [38] beschrieben in drei von fiinf (60%), Seeberger et al. [39] sogar in vier
von fiinf (80%) Fillen Mutationen des Fas/CD95- Rezeptors. An numerischen Aberrati-
onen wird eine Trisomie 3 in 12% bis 85% der Fille beschrieben [40,41,42], weitere
seltener gefundene Trisomien sind die der Chromosomen 12 und 18. Mikrosatellitenin-
stabilitdt (MSI), bzw. das friither auch ,,Replication-Error-positiver Phanotyp* (RER+)
genannte Phidnomen, was typischerweise in hereditidren nicht-polypdsen Kolonkarzino-
men (HNPCC), aber auch in manchen sporadischen Tumoren gefunden wird, wurde in

0% [43] bis 50% [44] der untersuchten MZBCL vom MALT-Typ beschrieben.

1.3 Zielsetzung dieser Arbeit

Viele Studien, v.a. an nodalen NHL, haben gezeigt, dass Zeichen genomischer Instabili-
tit, wie z.B. Translokationen, numerische Aberrationen, Deletionen und Amplifikatio-
nen, in der Tumorpathogenese wesentlich beteiligt sind. Beispiele hierfiir sind die
Translokation t(8;14) mit der Involvierung des C-MYC-Onkogens beim Burkitt-
Lymphom oder die Translokation t(14;18) mit der Beteiligung des BCL-2-Onkogens

beim follikuldren Lymphom.



Beim extranodalen MZBCL vom MALT-Typ sind solche Zuordnungen noch nicht zu
machen. Die Translokation t(11;18)(q21;q21) kann nur in rund der Hilfte der Fille ge-
funden werden, auch sind die Folgen dieser Translokation unklar.

Das Ziel dieser Studie war, die Untersuchungen iiber Verdnderungen in den gastralen
MZBCL vom MALT-Typ nun durch molekulargenetische Verfahren genauer und aus-
fithrlicher weiterzufithren und zu erhellen, welchen konzeptionellen Weg in der Karzi-
nogenese diese Lymphome einschlagen. Ist es der Tumorsuppressorweg, der iiber die
Inaktivierung sogenannter ,,gatekeeper, die auch als Kontrolleure der Zellproliferation
bezeichnet werden, zur Tumorentstehung fiithrt? Oder spielt vielleicht der ,,mutator-
pathway* mit dem Funktionsverlust sogenannter ,,caretaker” und damit Genen, die als
DNA-Mismatch-Repair-Gene der Aufrechterhaltung der genomischen Integritit dienen,
eine wichtige Rolle?

Zur Beantwortung dieser Fragen erfolgte zum einen die Uberpriifung auf klonale alleli-
sche Aberrationen wie Deletionen und Amplifikationen, iiber die es bisher nur wenige
Aussagen gibt. Daneben interessierte uns auch die Rolle der Mikrosatelliteninstabilitit
als wichtiges Zeichen des ,,mutator-pathway* in der Lymphomentstehung.

Bei der Festlegung der genauen Ausrichtung und Zielsetzung der Untersuchung und
damit bei der Auswahl der Mikrosatellitenmarker fanden insbesondere die CGH- und
FISH-Studie iiber die DLBCL des Gastrointestinaltraktes von Barth et al. [45] und die
Studie von Starostik et al. [46] iiber molekulargenetische Verdnderungen bei den gastra-
len DLBCL Beriicksichtigung. Die chromosomalen Lokalisationen, die in den erwihn-
ten Untersuchungen Auffilligkeiten aufwiesen, erhielten eine besondere Aufmerksam-
keit, in der Annahme, dass die gleichen Verdnderungen auch in den gastralen MZBCL
vom MALT-Typ vorkommen konnten, um damit Aussagen zur Pathogenese und zur
eventuellen Progression in die Hochmalignitdt zu machen. War man in vielen Studien
tiber gastrale MZBCL vom MALT-Typ zuvor hauptsidchlich auf zytogenetische Unter-
suchungstechniken angewiesen, so stellte die nun hier angewandte molekulargenetische
Methode der Fragmentanalyse mit Mikrosatellitenmarkern eine Methode dar, mit deren
Hilfe wesentlich sensitiver und spezifischer Aussagen iiber Veridnderungen direkt auf
DNA-Ebene gemacht werden konnten. Mikrosatelliten sind repetitive DNA-Abschnitte
meist aus Di-, aber auch aus Mono-, Tri- oder Tetranukleotiden bestehend mit einer

Gesamtlidnge von wenigen 100 Basenpaaren, die iiber das gesamte menschliche Genom



verteilt sind. Mikrosatelliten sind hoch polymorph und werden stabil an die Nachkom-
men weitergegeben.

Auf der einen Seite konnen Mikrosatelliten als Marker zur Aufdeckung von genomi-
schen Verinderungen wie LOH oder Amplifikationen dienen. Auf der anderen Seite
konnen Mikrosatelliten aber auch zur Untersuchung auf MSI verwendet werden. Bei-
spielsweise zeigen Tumoren von Patienten mit hereditdrem nicht-polypdsem Kolonkar-
zinom (HNPCC) Veridnderungen in Mikrosatelliten in Form von neuen zusitzlichen
Allelen anderer Grof3e, die durch Fehler des DNA-Reperatursystems verursacht werden.
Beschrinkten sich vorangegangene Fragmentanalyse-Studien iiber gastrale MZBCL
vom MALT-Typ meist auf weniger als zehn Mikrosatellitenmarker, so wurde mit 39
Markern die Aussagekraft deutlich gesteigert. In dieser Studie wurden 24 gastrale
MZBCL vom MALT-Typ untersucht. Sie wurden sowohl aus tiefgefrorenem Frischma-
terial als auch aus formalinfixiertem Paraffinmaterial gewonnen und mit Hilfe der Po-
lymerasekettenreaktion (PCR) mit Mikrosatellitenmarkern aus Regionen teils bekannter,
teils vermuteterer Onko-, Tumorsuppressor- oder sonstiger weiterer Genorte untersucht.
Bei iiber der Hilfte des Untersuchungsmaterials konnten die Ergebnisse mit denen aus
zuvor durchgefiihrten konventionell-zytogenetischen und FISH-Studien [47] iiber das
Vorhandensein der Translokation t(11;18)(q21;q21) verglichen werden.

SchlieBlich stellten sich fiir die Pathogenese und Progression der gastralen MZBCL
vom MALT-Typ wichtige Erkenntnisse heraus, die die Haufigkeit von MSI, Verinde-
rungen auf den Chromosomen 3, 6, 11 und 18 und deren Assoziation mit der Transloka-

tion t(11;18)(q21;921) betreffen.



2 Material und Methoden

2.1 Untersuchungsmaterial

Untersucht wurden 24 Tumoren extranodaler MZBCL vom MALT-Typ ausschlieBlich
des Magens aus Material des Zentrums fiir Lymphknotenpathologie des Pathologischen
Instituts der Universitdt Wiirzburg. Bei Fall Nr.13 handelte es sich um ein gastrales
MZBCL vom MALT-Typ, das gleichzeitig Anteile eines DLBCL besal}, bei dem jedoch
nur die niedrig-maligne Komponente untersucht wurde. Von 16 dieser Fille stand tief-
gefrorenes Frischmaterial und von den iibrigen acht formalinfixiertes Paraffinmaterial
zur Verfiigung. In allen Féllen wurde die Diagnose entsprechend den Kriterien der
REAL-Klassifikation (Revised European-American classification of lymphoid ne-
oplasms) [1] und der WHO-KIlassifikation [2] gestellt. Als Referenzgewebe wurde in
den meisten Fillen tumorfreies Lymphknotenmaterial, vereinzelt aber auch tumorfreies
Darm-, Leber-, Milzgewebe oder peripheres Blut des selben Patienten verwendet.

Das Verhiltnis von ménnlichen zu weiblichen Patienten betrug 2:1 (16 ménnliche und
acht weibliche Patienten). Die Altersverteilung bei Diagnosestellung erstreckte sich von
32 bis 75 Jahre mit einem Durchschnittsalter von etwa 54 Jahren. 13 Fille wurden zuvor
im Rahmen einer anderen Untersuchung iiber konventionell-zytogenetische und FISH-
Studien analysiert [47]. Von diesen 13 waren insgesamt sechs Fille positiv und sieben
negativ fiir die Translokation t(11;18)(q21;921).

Eine Ubersicht iiber die verfiigbaren Patientendaten ist in Tabelle 1 zusammengestellt.



Tabelle 1: Patientendaten

5 s | | 4 g
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< = z = =

1 m 56 EI2 pos niedrig-malignes MALT-Lymphom
2 m 57 Ell1 pos niedrig-malignes MALT-Lymphom
3 m 59 EI2 pos niedrig-malignes MALT-Lymphom
4 m 36 Elll pos niedrig-malignes MALT-Lymphom
5 m 38 Ell2 pos niedrig-malignes MALT-Lymphom
6 w 32 El1 pos niedrig-malignes MALT-Lymphom
7 m 43 EI2 neg niedrig-malignes MALT-Lymphom
8 w unbek.| EI1 neg niedrig-malignes MALT-Lymphom
9 m 60 El2 neg niedrig-malignes MALT-Lymphom
10 m 74 El neg niedrig-malignes MALT-Lymphom
11 m 48 El neg niedrig-malignes MALT-Lymphom
12 m 52 El neg niedrig-malignes MALT-Lymphom
13 w 46 Ell1 neg niedrig-malignes MALT-Lymphom
14 m 50 Ell2 n.u. niedrig-malignes MALT-Lymphom
15 m 75 Ell n.u. niedrig-malignes MALT-Lymphom
16 m 41 Ell1 n.u. niedrig-malignes MALT-Lymphom
17 w 65 |unbek.| n.u. niedrig-malignes MALT-Lymphom
18 w 53 |unbek.| n.u. niedrig-malignes MALT-Lymphom
19 m 49 Ell1 n.u. niedrig-malignes MALT-Lymphom
20 m unbek.| EI2 n.u. niedrig-malignes MALT-Lymphom
21 w 54 Ell n.u. niedrig-malignes MALT-Lymphom
22 m 57 |unbek.| n.u. niedrig-malignes MALT-Lymphom
23 w 69 Ell n.u. niedrig-malignes MALT-Lymphom
24 w 67 Ell1 n.u. niedrig-malignes MALT-Lymphom




2.2 Untersuchungsmethoden

In den folgenden Schritten wurde, routinemiBig durchgefiihrten molekularbiologischen
Protokollen entsprechend [48], genomische DNA aus histologischem Material gewon-
nen, iiber die PCR amplifiziert und in einer Elektrophorese aufgetrennt, um sie einer

Analyse zugédnglich zu machen.

2.2.1 Mikrodissektion

Sowohl fiir Tumor- als auch fiir Kontrollgewebe wurden in jedem Fall je nach Grofle
des jeweiligen Gewebestiickes Serien von 10 bis 20 ca. 10 um dicken Schnitten herge-
stellt. Jeweils der erste und letzte dieser Schnitte wurde mit Himatoxylin-Eosin (H&E)
gefdrbt, um das zu extrahierende Gewebe zu kennzeichnen. Die dazwischenliegenden
Schnitte blieben beim Gefriermaterial ungefarbt und nur beim Paraffingewebe wurden
diese mit dem ,,Nuclear Fast Red““-Farbstoff behandelt [49], um die Mikrodissektion zu
erleichtern. Mit Hilfe eines Mikroskops wurde aus den Schnitten, die nicht mit H&E
gefarbt wurden, mit einer Rasierklinge ein Gewebeausschnitt mit hohem Tumoranteil
bzw. mit dem tumorfreien Kontrollgewebe abgekratzt und in ein steriles 1,5 ml Eppen-

dorf-Reaktionsgefif tibertragen.

2.2.2 Gewinnung genomischer DNA

Das Paraffinmaterial musste zunédchst durch die Behandlung mit Xylol entparaffiniert
werden. Hierzu wurde das Reaktionsgefid3 nach Zugabe von 1 ml Xylol und 1 min Vor-
texieren 5 min bei 14000 Umdrehungen/min zentrifugiert und danach der Uberstand
verworfen. Dieser Vorgang wurde einmal wiederholt. Anschlieend erfolgte die Zugabe

von 1 ml 100%igen Ethanols, und wieder wurde 1 min vortexiert, 5 min zentrifugiert



und der Uberstand verworfen. Auch dieser Vorgang wurde einmal wiederholt. Danach
schloss sich noch eine 30-miniitige Inkubation bei 50°C an.
Die DNA-Extraktion aus beiden Materialien (Gefrier- und Paraffinmaterial) erfolgte

unter der Verwendung von Proteinase K und Phenolchlorophorm:

12 Stunden Inkubation bei 50°C in 300 ul Digestionspuffer:

100 mM NaCl,

10 mM TrisCl (pH 8),

25 mM Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA) (pH 8),
0,5% Sodiumdodecylsulfat (SDS),

0,45 mg Proteinase K (20 pl von 20 mg/ml-Verdiinnung).

In den Fillen, in denen wenig DNA-Material zu erwarten war, erfolgte stattdessen die

Inkubation mit dem Digestionspuffer nach Higuchi plus Proteinase K:

50 mM KCl,

10 mM Tris HCI (pH 8,3),

2,5 mM MgCl,,

0,1 mg/ml Gelatine,

0,45% Nonidet P40, 0,45% Tween 20 und

0,225 mg Proteinase K (10 pl von 20 mg/ml-Verdiinnung).

In diesen Fillen musste anschlieBend noch die Proteinase K durch eine Inkubation von

7 min bei 95°C inaktiviert werden.

In allen Fillen erfolgte danach die Extraktion mit 600 upl Phenolchloroform
(Phenol/Chloroform/Isoamyl-Alkohol - 25:24:1). Diesmal wurde nach 1 min
Vortexieren und 5 min Zentrifugieren nur die obere wiéssrige Phase in ein neues Gefif3
iibertragen. Dieser Vorgang wurde noch zweimal wiederholt. Die gleiche Prozedur

wurde danach mit nun 500 ul Chlorophorm noch zweimal wiederholt. Fiir die Fillung
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der DNA wurden schlieBlich entsprechend 10% des erhaltenen Volumens 3M
Natriumazetat dazugegeben, vortexiert, dann 1 ml -20°C-kalter 100%iger Ethanol
dazugegeben, wieder kurz vortexiert und bei -20°C fiir mindestens 2 Stunden (meist
iiber Nacht) inkubiert. Nach diesem Vorgang wurde die Probe 5 min zentrifugiert und
der Uberstand verworfen. Jetzt erfolgte die Zugabe von 1 ml —20°C-kalten 70%igen
Ethanols. Nach kurzem Schwenken des GefidBles und 5-miniitigem Zentrifugieren wurde
dann der Ethanol wieder entfernt. Dieser Vorgang wurde noch einmal wiederholt.
Danach musste die Probe bei offenem Gefill bei 37°C fiir ca. 30 min inkubiert werden,
um eventuell noch vorhandene Etanolreste entweichen zu lassen. AbschlieBend wurde
nach Zugabe von 200 pl sterilem Wasser und Auflosung der DNA spektrometrisch bei
260 nm die DNA-Konzentration bestimmt (Beckmann Instruments, Inc., Fullerton, CA,
USA). Die einzelnen Konzentrationen lagen in Abhédngigkeit von Menge und Qualitit
des Materials meist zwischen 0,5 und 1,5 pg/pl. Somit hatte man bei einer Auflésung in

200 pl Volumen ca. 100-300 pug DNA zur Verfiigung.

2.2.3 Kontrolle der Klonalitat von Tumor- und Kontrollgewebe

Um einerseits den Tumoranteil in der extrahierten DNA des Tumors, andererseits die
Tumorfreiheit in der DNA des Kontrollgewebes zu iiberpriifen, wurde von jeder ge-
wonnenen DNA eine Analyse der CDR-3 Region des Immunglobulingens fiir schwere
Ketten iiber die PCR nach den entsprechenden Protokollen zur Darstellung des Rear-
rangements dieser Region durchgefiihrt [50,51,52]. Erhdlt man in dem Elektrophe-
rogramm eine singuldre, dominante Bande, so wird die Probe als monoklonal bewertet,
sieht man hingegen mehrere Banden kleinerer Grofe entsprechend der Gaufschen
Normalverteilung, so wird die Probe als polyklonal bewertet. Auf diese Weise konnte
die Monoklonalitdt der Tumor-DNA bzw. die Polyklonalitit der DNA des Kontrollge-
webes untersucht und bestétigt werden.

Abbildung 1 zeigt ein Beispiel fiir eine Untersuchung der CDR-3 Region des

Immunglobulingens fiir schwere Ketten iiber die PCR bei Patient Nr.10.
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Abbildung 1: Beispiel fiir die Analyse der CDR-3 Region des Immunglobulingens
fiir schwere Ketten iiber die PCR bei Patient Nr.10
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Tabelle 2: Ubersicht iiber die verwendeten Mikrosatellitenmarker

Annealing- ProEIukt- Fluoreszenz- Primermer_ige
Marker Terr_lperatur Lokus groBe markierung pro Reaktion
(in °C) (in bp) (in pmol)
D1S237* 60 1932.1 172-192 Fam 7.5
D1S2827* 60 1932.1 142-152 Hex 12,5
D2S391* 60 2p16-22 125-155 Fam 2,5
D3S4103* 60 3p14.2 115-? Tamra 20
D3S1300* 60 3p14.2 217-241 Fam 6
D3S1261* 60 3p14.1 185-217 Fam 15
D3S1229* 56 3026.2-27 109-127 Tamra 10
D3S1530* 62 3927-qgter 250-? Fam 4,5
D3S1262 58 3g27-qter 90-120 Hex 25
D3S1580* 58 3927-qter 122-? Fam 15
D3S1314* 58 3927-qter 144-170 Tamra 17,5
D3S1311* 58 3927-qgter 134-152 Hex 5
D5S82* 58 5q21 169-179 Tamra 15
D5S346* 56 5921 96-122 Hex 6
D6S1721* 60 6p23 253-273 Fam 5
D6S447* 58 6g21-22.1 196-212 Fam 2,5
D6S310* 62 6023.3-25 159-183 Fam 4
D6S441* 60 6qg24-25.3 162-186 Hex 12,5
D6S297* 60 6927 210-224 Fam 10
D7S501* 56 7931 163-179 Hex 10
D75486* 60 7qg31.1 114-146 Hex 5
D9S2136* 60 9p21 130-150 Fam 10
D11S1339 58 11921-23.2 120-144 Fam 25
D11S1356* 60 11923-24 193-213 Fam 3,5
D11S1345* 60 11923-24 232-240 Hex 25
D12S89* 60 12p12-13 254-288 Hex 12,5
D12S98 60 12p12-13 97-? Hex 15
D13S153* 60 13q14 212-236 Tamra 20
D17S250* 52 17p12 151-169 Tamra 22,5
TP53CA* 62 17p13.1 103-? Fam 4
P53p 60 17p13.1 121-141 Hex 25
D18S474* 60 18921 119-139 Fam 2,5
D18S1099 62 18921 204-210 Fam 25
D18S484 58 18921 260-266 Hex 25
D18S1156 58 18921 264-270 Fam 25
D18S35* 60 18921 104-124 Hex 25
D18S1127 56 18921 178-204 Fam 25
D18S1144 56 18921 159-181 Hex 25
D18S1129 56 18921 234-258 Ned 25
D15S114 56-62 15g21-22 177-187 Rox 20
D155231 56-62 15pter-15914 | 102-114 Rox 20
FGA 56-62 4928 256-284 Rox 20
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2.2.4 Mikrosatellitenanalyse

2.2.4.1 Auswahl der Mikrosatellitenmarker

Fiir die anschlieBend folgenden Polymerasekettenreaktionen wurden die dazu benotig-
ten Primer der Mikrosatellitenmarker herausgesucht. Eine Ubersicht iiber die verwende-
ten Mikrosatellitenmarker mit Name, Annealing-Temperatur, Lokalisation, Produktgro-
Be, Markierung und Menge fiir die PCR ist in Tabelle 2 zusammengestellt. Die letzten
drei Marker dienten lediglich als Standardmarker zur Unterscheidung zwischen LOH
und Amplifikation. Die mit einem Stern (*) versehenen Marker kennzeichnen die auch
von Starostik et al. [46] verwendeten Marker bei der Untersuchung der gastralen
DLBCL. Die Primersequenzen fiir die Amplifikation der Mikrosatelliten wurden der
,Genome Database® (GDB, http://gdbwww.gdb.org) entnommen. Die PCR-Primer
wurden von MWG-Biotech (Miinchen) synthetisiert. Jeweils einer der beiden Primer
eines Primerpaares wurde dabei am 5°-Ende mit einem der fluoreszierenden Phospho-
ramide FAM, HEX, NED, TAMRA oder ROX fiir die spitere Detektion kovalent ge-
koppelt.

2.2.4.2 Polymerasekettenreaktion

Mit Hilfe der Polymerasekettenreaktion (PCR) wurden unter Verwendung der ausge-
wihlten Primer die Mikrosatelliten aus der extrahierten DNA amplifiziert.

Nach Bestrahlung der PCR-Utensilien mit ultraviolettem Licht wurden jeweils getrennt
fir Kontrollgewebe und Tumorgewebe die PCR durchgefiihrt. In ein PCR-

Reaktionsgefill wurden 20 ul des folgenden Ansatzes gegeben:
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5 ul Patienten-DNA (aus 10 ng/pl Gebrauchslésung)
plus

15 ul ,,Mastermix* bestehend aus:

0,12 ul AmpliTagGold™ Polymerase (5 U/ul),

2,00 pl 10x PCR-buffer IT (100 mM Tris HCI pH 8,3, 500 mM KCl),
3,60 ul MeCls (25 mM),

2,50 ul dNTPs (10 mM),

x W Primer (3 und 5’-Primer, individuelle Menge, siche Tabelle 2)

und zu 15 pl Gesamtvolumen autoklaviertes destilliertes Wasser.

Die PCR-Proben wurden nun einzeln oder entsprechend ihrer jeweiligen Annealing-
Temperaturen als Multiplexreaktionen (= die Verwendung von mehr als einem Primer-
paar im selben PCR-Reaktionsgefdll) auf folgende Weise in einem ,,2400 Thermo-
zykler* (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) amplifiziert:

Hotstart: 13 min bei 95°C,

10 Zyklen: |30 sec bei 95°C (Denaturierung),

30-59 sec bei spezifischer Annealing-Temperatur,

59 sec bei 72°C (Extension),

20 Zyklen: |30 sec bei 91°C (Denaturierung),

30-59 sec bei spezifischer Annealing-Temperatur,

59 sec bei 72°C (Extension),

Ende: 30 min bei 72°C, dann Herunterkiihlung bis auf 4°C.
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2.2.4.3 Polyacrylamidgelelektrophorese

Die PCR-Produkte wurden dann in einem 6%igen Polyacrylamidgel im 377A-DNA-
Sequenzer (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) aufgetrennt. Fiir die Herstel-

lung eines Gels benotigte man folgende Reagenzien:

5,625 ml Acrylamidlésung (40% - 1:29),

18 g Harnstoff,

20 ml Aqua dest. und

10 ml Laufpuffer SXTBE (540 mg Tris, 275 mg Borat, 41,4 mg EDTA plus

zu 10 ml autoklaviertes destilliertes Wasser).

Unmittelbar vor dem GieBen des Gels erfolgte die Zugabe von

250 ul 10% APS (Ammoniumpersulfat) plus
30 ul TEMED (Tetramethylethylendiamin).

Alternativ wurde auch bei Bedarf zur noch besseren Auftrennung ein formamidhaltiges

(32%) 5%iges Polyacrylamidgel mit der folgenden Zusammensetzung verwendet [53] :

5 ml Acrylamidlosung (40% - 1:29),
13,44 ¢ Harnstoff,

8 ml Laufpuffer SXTBE,

12,8 ml Formamid und

zu 40 ml Gesamtvolumen autoklaviertes destilliertes Wasser.
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Unmittelbar vor dem Gieflen des formamidhaltigen Gels erfolgte die Zugabe von

450 ul 10% APS plus
30 ul TEMED.

In jedem Falle erfolgte anschlieend die Vorbereitung der PCR-Proben fiir den Gellauf:
Nach 5-miniitiger Denaturierung bei 95°C und anschlieBender Abkiihlung auf Eis wur-
den die eventuell miteinander kombinierten PCR-Proben jeweils in die Geltaschen ge-

geben. Injiziert wurde 1 pl des Probenmixes bestehend aus:

2,5 ul PCR-Probe
plus
3 ul Laufpufferlosung:
2,3 wl Formamid plus
0,2 ul Standard ,,ROX 500* oder ,,ROX 350 plus
0,5 wl Blue Dextran Puffer.

Der Gellauf dauerte mit dem 377A-DNA-Sequenzer bei 51°C, 3000 Volt, 60 mA und
200 Watt ca. 2,5 Stunden.

2.2.4.4 Analyse der Elektrophorese

Die Rohdaten der Elektrophorese wurden automatisch gesammelt. Die Analyse der auf-
getrennten PCR-Produkte wurde unter Benutzung von ABI GeneScan® und von ABI
Genotyper® (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) den Anleitungen entspre-
chend durchgefiihrt.

Die Sammlung und Analyse der Daten funktioniert auf folgende Weise:
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Die denaturierten negativ-geladenen PCR-Produkte wandern im elektrischen Feld von
der Kathode in Richtung Anode und werden entsprechend ihrer GroBe aufgetrennt. Uber
einen Argonlaser mit Wellenldngen in Bereich A zwischen 488 und 514,5 nm wird das
Gel wihrend des Laufes in der Nihe vor der Anode entlang einer konstanten Linie or-
thogonal zur Laufrichtung der PCR-Produkte permanent gescannt. Je kleiner ein PCR-
Produkt ist, desto schneller wandert es zur Anode und desto frither passiert es die Scan-
linie. Trifft der Laser dabei auf die fluoreszierende Fliche eines PCR-Produkts, so emit-
tiert diese Licht entsprechender Wellenlidnge, welches iiber ein Spiegelsystem weiterge-
leitet wird und iiber einen angeschlossenen Computer registriert werden kann. Die ers-
ten Schritte der Analyse geschehen somit vollautomatisch. Nach manueller Bearbeitung
der Rohdaten mit Spurkorrektur und weiteren Schritten erhélt man die entsprechenden
Elektropherogramme, die anschlieBend ausgewertet werden konnen. Die x-Achse der
Elektropherogramme gibt die Produktgrofe in Basenpaaren (Bp) an, welche durch den
in jeder Spur mitgelaufenen Standard ,,ROX 500 bzw. ,,ROX 350* definiert wurde. Die
y-Achse zeigt die Fluoreszenz-Einheiten in Fluoreszenz-Units (FU) und damit die In-
tensitit des Signals an, die zur Menge des amplifizierten Produkts direkt proportional
ist. In den darauf folgenden Schritten kann nun die Fldche oder auch die Hohe der Peaks
des jeweiligen Allels ermittelt werden, iiber welche nun Tumor- und Kontrollgewebe
semiquantitativ verglichen werden konnen.

Fiir die Untersuchung auf MSI war jeder amplifizierte Marker informativ, d.h. es war
nicht von Bedeutung, ob das individuelle Produkt heterozygot oder homozygot war.
Eine Mikrosatelliteninstabilitit ist definiert als das Auftreten zusitzlicher Allele im Tu-
morgewebe, die sowohl grofer als auch kleiner als das urspriingliche Allel sein konnen.
Man unterscheidet zwei Arten von MSI. Beim Typ 1 findet man multiple neue Allele,
was typisch fiir das HNPCC ist, beim Typ 2 dagegen erscheint lediglich ein neues Allel
pro Marker.

Fiir die Untersuchung auf LOH oder Amplifikation wurden lediglich diejenigen Marker
eines Patienten als informativ betrachtet, die heterozygot waren und keine MSI aufwie-
sen. In diesen Féllen wurden die Verhiltnisse der Flachen sowohl der beiden Tumor- als
auch der beiden Kontrollallele berechnet. Zeigten diese beiden erhaltenen Verhiltnisse
Unterschiede von mehr als 20%, so wurde eine genomische Aberration angenommen.

Die Unterscheidung zwischen LOH und Amplifikation erfolgte in nachfolgenden Ver-
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suchen iiber den Vergleich in PCR-Multiplexreaktionen mit mindestens einem oder bes-
ser zwel Standardmarkern oder anderen Vergleichsmarkern, die selbst keine Verinde-
rungen zwischen Tumor- und Normalgewebe zeigten. Es wurden dazu die Verhéltnisse
der einzelnen Kontrollallele zu den entsprechenden Tumorallelen berechnet. Die erhal-
tenen Werte wurden miteinander verglichen. Das amplifizierte oder deletierte Allel des
interessierenden Markers konnte dadurch erkannt werden, dass sich dessen Quotient aus
Kontrollallel und Tumorallel deutlich von den anderen Quotienten unterschied. Die
VergroBerung eines Tumorallels im Vergleich zu seinem Kontrollallel um mindestens
40% wurde Amplifikation, die Verkleinerung um mindestens 40% wurde LOH genannt.
Wurden Veridnderungen jeder der oben genannten Arten in einem Marker bei einem
Patienten gefunden, so wurden diese mindestens zweimal bestitigt, bevor sie als solche
gewertet wurden.

Abbildung 2 zeigt ein Beispiel eines Elektropherogramms, bei dem die Auswertung auf
LOH oder Amplifikation exemplarisch fiir den Marker D3S1229 bei Patient Nr.15 mit
Hilfe der Standardmarker D15S231 und D15S114 veranschaulicht wurde.
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Abbildung 2: Analyse und Auswertung eines Elektropherogramms exemplarisch
dargestellt fiir den Marker D3S1229 bei Patient Nr.15 mit Hilfe der Standardmar-

ker D15S231 und D15S114.
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3 Ergebnisse

3.1 Gastrale MZBCL vom MALT-Typ zeigen wenig genomische

Aberrationen

Uber die durchgefiihrte Untersuchung von 24 gastralen MZBCL vom MALT-Typ mit
insgesamt 39 Mikrosatellitenmarkern erhielt man 829 Genotypen. In wenigen Fillen,
v.a. bei solchen aus Paraffingewebe, bekam man auch nach wiederholten Versuchen
kein Amplifikat. Von den 829 Genotypen zeigten 40 (4,83%) genomische Aberrationen.
Fiir die Mikrosatelliteninstabilitdtsanalyse waren alle 829 Genotypen informativ. Unter
diesen zeigten nur fiinf (0,6%) MSI. Fiir die Untersuchung auf LOH oder Amplifikatio-
nen waren von den 829 nur 642 Genotypen informativ, da hier die homozygoten Geno-
typen und die mit MSI herausfielen. Unter diesen 642 zeigten 35 (5,45%) LOH oder
Amplifikationen.

Eine Korrelation zwischen dem Auftreten von genomischen Aberrationen und dem
H.p.-Status konnte nicht festgestellt werden (Daten nicht gezeigt). Beim Vergleich zwi-
schen dem Auftreten von genomischen Aberrationen und dem Tumorstadium konnte
festgestellt werden, dass sich die Tumoren, die Verdnderungen wie LOH, Amplifikatio-
nen oder MSI aufwiesen, in iiber der Hilfte der Fille im Stadium EII befanden, wohin-
gegen die Tumoren ohne diese Verdnderungen iiberwiegend in Stadium EI waren (siehe

Abbildung 3).

Abbildung 3
8
M ohne chromosomale
Anzahl 6 Veranderungen
an 4 O mit chromosomalen
Patienten 5 Verédnderungen

0
El Ell Ell

Tumorstadium

Abbildung 3: Beziehung zwischen Tumorstadium und dem Vorhandensein von
Verinderungen wie LOH, Amplifikationen oder MSI.
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Mehr als einen Trend stellt diese Beobachtung allerdings nicht dar, da das Signifikanz-
niveau beim Fisher-Yates-Test bei p = 0,086109 lag. Eine Ubersicht iiber alle Genoty-

pen aus der Untersuchung aller Patienten und Marker zeigt Tabelle 3.

Tabelle 3: Ubersicht iiber alle Genotypen
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Legende: heterozygotes Amplifikat Amplifikation
homozygotes Amplifikat LOH

kein Amplifikat MSI (mit Anzahl zusitzlicher Repeat-Einheiten)
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3.2 Gastrale MZBCL vom MALT-Typ zeigen selten MSI

Mikrosatelliteninstabilitdat (MSI) ist definiert als das Auftreten zusétzlicher Allele eines
Mikrosatellitenmarkers in einem bestimmten Gewebe im Vergleich zum Referenzgewe-
be, was durch eine Vermehrung oder Verminderung der Anzahl der Mikrosatelliten-
Repeats zu Stande kommt. Fiir die Interpretation der MSI wurden in dieser Arbeit die
Kriterien fiir die Bestimmung von MSI in kolorektalen Karzinomen nach Boland et al.
[54] mit der Einteilung in MSI-H, MSI-L und MSS angewandt. Sofern bei der Untersu-
chung wie hier geschehen mehr als fiinf Marker analysiert werden, ist nach diesen Kri-
terien MSI-H (grofe Haufigkeit an MSI) definiert als das Auftreten von MSI in mehr als
30-40% der verwendeten Marker bei einem Patienten. Wenn weniger als 30-40% der
Marker MSI aufweisen, spricht man von MSI-L (geringe Haufigkeit an MSI). Wenn bei
keinem Marker MSI nachweisbar ist, wird dies MSS (Mikrosatellitenstabilitit) genannt.
(Bei der Verwendung von nur fiinf Markern werden fiir die Definition von MSI-H min-
destens zwei Marker gefordert, die MSI zeigen, was somit in manchen Fillen dem frii-
herem RER+ Phénotypen entspricht. Fiir MSI-L muss in diesen Féllen ein Marker und
fiir MSS darf kein Marker MSI zeigen.)

Unter den 829 untersuchten Genotypen fanden sich nur fiinf (0,6%) mit MSI, die auf
vier (16,6%) Patienten verteilt waren. Jeder der betroffenen Marker zeigte nur einmal
MSI. Patient Nr.11 wies in zwei (5,1%) Markern MSI auf, die anderen in jeweils nur
einem (2,6%) Marker. Da fiir die Interpretation MSI-H in dieser Studie mindestens
zwoOlf Marker mit MSI (>30% der 39 Marker) nétig wiren, sind alle vier betroffenen
Patienten der Kategorie MSI-L zuzuordnen. Die restlichen Patienten (83,3%) gehdren in
die Kategorie MSS.

Bei der Untersuchung auf MSI verwendeten frither viele Untersucher den Begriff des
,,RER+ Phédnotypen®, wenn sie bei ihren Studien mit meist fiinf bis sieben Markern MSI
in mindestens zwei Markern bei einem Patienten nachwiesen [55]. Da die Anzahl der
Marker dieser Untersuchung um ein vielfaches hoher liegt, als die in vielen Studien, die
den RER+ Phénotypen verwendeten, sind die RER-Kriterien hier nicht anwendbar. Es
miissten bei einer Markeranzahl von 39 fiir einen RER+ Phénotypen deutlich mehr als

zwel Marker mit MSI gefordert werden. Wiirde man also theoretisch die RER-Kriterien
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anwenden wollen, so konnte man auch keinem der in dieser Studie untersuchten Fille
einen RER+ Phénotypen zuschreiben.

Zur Veranschaulichung ist die Mikrosatelliteninstabilitit bei Patient Nr.13 im Marker
D6S441 in Abbildung 4 gezeigt. Abbildung 5 zeigt die Haufigkeitsverteilung zwischen
MSI-H, MSI-L und MSS unter den untersuchten Fillen.

Abbildung 4: Beispiel einer Mikrosatelliteninstabilitit bei Patient Nr.13 im Marker
D6S441
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Abbildung 5: Hiufigkeitsverteilung zwischen MSI-H, MSI-L. und MSS unter den
untersuchten Fillen.
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3.3 Aberrationen auf 3q, 6q, 11q und 18q sind die haufigsten
detektierten Veranderungen in gastralen MZBCL vom
MALT-Typ

In der Mikrosatellitenanalyse gastraler MZBCL vom MALT-Typ wurden 39 Marker
verwendet, um die ausgesuchten Tumoren auf Deletionen und Amplifikationen im
chromosomalen Material zu untersuchen. Um Deletionen von Amplifikationen zu unter-
scheiden, wurden Multiplex-PCR mit dem zu untersuchenden Mikrosatellitenmarker
sowie einem oder zwei Standardmarkern (sieche Material und Methoden) durchgefiihrt.

Die hdufigsten Verdnderungen, die gefunden werden konnten, sind jene auf den Chro-
mosomenarmen 3q, 6q, 11q und 18q. Eine Ubersicht iiber die involvierten chromosoma-

len Regionen zeigt Abbildung 6:

Abbildung 6
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Abbildung 6: Anzahl an Patienten, die in den angegebenen chromosomalen Regio-
nen LOH oder Amplifikationen aufwiesen.
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Bei insgesamt sechs (25%) Patienten konnten in den Bereichen der Marker D3S1229,
D3S1530, D3S1262, D3S1580, D3S1314 und D3S1311 auf dem langen Arm von
Chromosom 3 Verdnderungen gefunden werden. Fiinf (20,8%) Patienten zeigten eine
Amplifikation der Region 3q26.2-27, einer davon sogar eine ,high-level
Amplifikation®. Dieser Hotspot wurde flankiert von den Markern D3S1229 und
D3S1262 und ist ungefihr 30 cM groB3. In diesem Bereich befindet sich der BCL-6-
Genlocus. Ein Patient (Nr.23) zeigte nur eine Deletion und keine Amplifikation im
Marker D3S1530. Ein anderer Patient (Nr.14) zeigte neben der Amplifikation der
Region 3q26.2-27 zusitzlich Deletionen im Bereich der Marker D3S1314 und
D3S1311, die in Abbildung 6 nicht beriicksichtigt sind.

Das 250-bp Allel des Markers D3S1530 zeigte bei Patient Nr.11 eine 3,5-fache Ampli-
fikation, die auch als ,,high-level Amplifikation* bezeichnet wird und in Abbildung 7 zu

sehen ist.

Abbildung 7: High-level Amplifikation auf Chromosom 3 im Marker D3S1530
bei Patient Nr.11 im Vergleich mit den Standardmarkern D15S114 und FGA.
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Chromosom 11 wies bei sechs (25%) Patienten Veridnderungen auf. Der Marker
D11S1356 im Genlocus 11q23-24 zeigte bei zwei (8,3%) Patienten eine Amplifikation
und bei zwei (8,3%) anderen jeweils eine Deletion, wobei einer dieser Patienten zusitz-
lich noch im telomerisch benachbarten Marker D11S1345 eine Amplifikation aufwies.
Der Marker D11S1339 im Bereich des Locus 11q21-23.2 zeigte in zwei (11,1%) von
nur 18 informativen Fillen eine Deletion.

Auf Chromosom 18q konnten neben der oben schon erwidhnten MSI bei noch insgesamt
drei (12,5%) Patienten Verianderungen gefunden werden. Dabei handelte es sich bei
zwel Patienten (8,3%) um Amplifikationen der Region 18q21. Flankiert wurde diese
Region von den Markern D18S474 und D18S484 und ist ungefihr 2 cM grof3. Bei dem
dritten Patienten handelte es sich bei der Verdnderung im Marker D18S35 um eine De-
letion. In diesem Bereich befindet sich der Locus fiir das DCC-Gen.

Auf Chromosom 6q zeigten sich bei zwei (8,3%) Patienten Deletionen im Bereich der
Bande 6q23.3-25.3, welche iiber die Marker D6S310 und D6S441 ermittelt wurden. Ein
Beispiel hierfiir ist in Abbildung 8 fiir den Patienten Nr.8 dargestellt.

Abbildung 8: Deletion auf Chromosom 6 im Marker D6S310 bei Patient Nr.8 im
Vergleich mit den Standardmarkern D15S231 und D15S114.
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Bei einem dieser beiden Patienten reichte diese Deletion noch weiter bis zum Marker
D6S447. Somit erstreckte sich bei diesem die Deletion iiber die gesamte Region 6q21-
25.3. Der andere Patient (N1.8) war fiir den Marker D6S447 homozygot und damit nicht
informativ.

Bei nur einem (4,2%) der Patienten zeigte sich in der Region 7q31 mit dem Marker
D7S5486 eine Deletion, und ebenfalls nur einer (6,25%) der hier informativen Patienten
wies in der Region 9921 mit dem Marker D9S2136 im Bereich des INK4a/ARF-
Genlocus eine Amplifikation auf.

Alle anderen untersuchten Marker blieben im Gegensatz dazu vollig unauffillig, wie
z.B. die Regionen 1gq32.1 (mit Markern D1S237 und D1S2827) und 2p21-16 (mit Mar-
ker D2S391 im Bereich der hMSH2-Genlocus). Auch der FHIT-Genlocus auf 3p14.2
war mit den Markern D3S4103 und D3S1300 unauffillig. Ebenso wiesen die Region
5921 mit dem APC-Genlocus, die Region 6p23, die Region 12p12-13 mit dem Marker
D12S89 bzw. D12S98 im Bereich des TEL-Genlocus und der Retinoblastom-Genlocus
13q14 mit dem Marker D13S153 keine Verdnderungen auf.

3.4 Translokation t(11;18)(q21;q921)-positive Falle zeigen keine

zusatzlichen genomischen Aberrationen

13 Fille dieser Studie wurden zuvor im Rahmen einer anderen Untersuchung [47] iiber
konventionell-zytogenetische und FISH-Studien analysiert. Von diesen 13 waren insge-
samt sechs Fille positiv und sieben negativ fiir die Translokation t(11;18)(q21;q21).
Unter Beriicksichtigung dieser Information fiel auf, dass alle Patienten mit Translokati-
on t(11;18)(q21;921) keine weiteren Verdnderungen bei der Fragmentanalyse aufwiesen
(siehe Tabelle 3). Im Gegensatz dazu zeigten vier der sieben (57%) Fille, die negativ
fiir die Translokation t(11;18)(q21;q21) waren, Verdnderungen in Form von Amplifika-
tionen, Deletionen oder MSI. Elf der 24 Fille wurden nicht auf die Translokation hin
untersucht. Abbildung 9 zeigt den Vergleich der relativen Hiufigkeiten von Patienten
mit Verdnderungen wie LOH, Amplifikationen oder MSI in Bezug auf das Vorhanden-

sein der Translokation t(11;18)(q21;q21).
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Abbildung 9

57%
. 60%
relative
Haufigkeit 40%
an Patienten mit

zusatzlichen 20% 0%

Aberrationen 0%
t(11;18)-positive MZBCL t(11;18)-negative MZBCL
vom MALT-Typ vom MALT-Typ

Abbildung 9: Vergleich der relativen Hiufigkeiten von Patienten mit Verinderun-
gen wie LOH, Amplifikationen oder MSI in Hinblick auf das Vorhandensein der
Translokation t(11;18)(q21;q21).

Der Unterschied zwischen den beiden Gruppen Translokation t(11;18)(q21;921)—positiv
und —negativ ist statistisch signifikant. Die Translokation t(11;18)(q21;q21)—-negativen
Fille weisen signifikant mehr allelische Aberrationen auf als die Translokation

t(11;18)(q21;g21)—positiven (p = 0,049, einseitiger Fisher-Yates-Test).
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4 Diskussion

4.1 Der ,,mutator-pathway“ spielt in der Pathogenese der
gastralen MZBCL vom MALT-Typ eine untergeordnete
Rolle

Der ,,mutator-pathway* als einer der beiden Hauptwege in der Karzinogenese neben
dem Tumorsuppressorweg [56,57] ist gekennzeichnet durch den Funktionsverlust soge-
nannter ,,caretaker®, die als DNA-Reperaturgene fiir die Aufrechterhaltung der geneti-
schen Integritdt notwendig sind. Es kommt zu allgemeiner genetischer Instabilitit mit
dem Auftreten von MSI und im weiteren Verlauf indirekt zum Funktionsverlust auch
von u.a. Tumorsuppressorgenen. Diese Art der genetischen Instabilitét ist das Kennzei-
chen in der Pathogenese von einigen Tumoren. Ein klassisches Beispiel fiir einen Tu-
mor, der diesen Weg einschlédgt, ist das hereditidre nicht-polypdse Kolonkarzinom
(HNPCC). Aber auch in manchen sporadischen Tumoren wurde MSI beschrieben [58].
MSI  allgemein  beschreibt das  Auftreten  zusitzlicher  Allele  eines
Mikrosatellitenmarkers in einem bestimmten Gewebe im Vergleich zum
Referenzgewebe, was durch eine Vermehrung oder Verminderung der Anzahl der
Mikrosatelliten-Repeats zu Stande kommt. Als Kriterien fiir die Interpretation von MSI
setzten sich in letzter Zeit diejenigen fiir die kolorektalen Karzinome nach Boland et al.
[54] mit der Einteilung in MSI-H, MSI-L und MSS durch, die auch in dieser Studie
verwendet wurden.

Lediglich 0,6% (fiinf von 829) der in dieser Studie untersuchten Genotypen zeigten
Mikrosatelliteninstabilitdten in fiinf unterschiedlichen Mikrosatellitenmarkern, welche
sich auf vier (16,6%) Patienten verteilten. MSI-H wurde in keinem Fall gefunden. Die
Ergebnisse bei allen vier Patienten sind lediglich als MSI-L zu bewerten, die restlichen
Patienten (83,3%) sind der Kategorie MSS zuzuordnen.

Die Untersuchung von MSI in gastralen MZBCL vom MALT-Typ war auch schon Ge-
genstand zuvor durchgefiihrter kleinerer Studien, doch es gab bisher keinen Konsens

iber die Rolle der MSI in der Pathogenese dieser Lymphome. Abbildung 10 zeigt einen
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Vergleich unserer Ergebnisse tiber MSI in MZBCL vom MALT-Typ mit denen aus fiinf

anderen Studien.

Abbildung 10
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Abbildung 10: Vergleich von Ergebnissen iiber das Vorhandensein von MSI-H
(schwarze Balken) bzw. MSI-L (graue Balken) in MZBCL vom MALT-Typ in un-
terschiedlichen Studien (Literaturangaben siehe nachfolgender Text).

In drei der Studien (Peng et al. [44], Chong et al. [59] und Xu et al. [43]) wurden zur
Beurteilung der MSI urspriinglich die Kriterien fiir den RER+ Phénotyp angewandt. Zur
besseren Vergleichbarkeit wurden hier jedoch die Ergebnisse dieser Studien nach den
Kriterien fiir MSI-H, MSI-L und MSS neu definiert. Vereinzelt wurde bedingt durch die
strengen Kriterien aus einem ehemals RER+ Tumor ein MSI-L. Tumor. Bei allen Stu-
dien handelte es sich um gastrale MZBCL vom MALT-Typ, lediglich in der Studie von
Peng et al. findet sich kein Hinweis auf eine genaue gewebliche Zuordnung, so dass
davon ausgegangen werden muss, dass hier auch nicht-gastrale extranodale MZBCL
vom MALT-Typ untersucht wurden. Wie man dieser Graphik entnehmen kann, sind
sich die meisten Autoren dariiber einig, dass MSI-H in extranodalen MZBCL vom
MALT-Typ nicht vorzukommen scheint. Von dieser Aussage weicht lediglich die Stu-
die von Peng et al. [44] ab. Diese beschrieben in zwolf von 24 (50%) Fillen MSI in
mindestens zwei Markern. Sie verwendeten bei ihrer Untersuchung genau fiinf Mikrosa-
tellitenmarker und erfiillten damit die Kriterien fiir MSI-H. Auch untersuchten sie die
Marker D3S1261 und D3S1262, die in unserer Studie keine MSI zeigten. Wie viele

Fille in genau einem Marker MSI zeigten und damit MSI-L waren, ist der Studie nicht
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zu entnehmen. Der Unterschied zu den Ergebnissen von Peng et al. ist gravierend. Le-
diglich die in unserer Untersuchung deutlich hohere Anzahl an untersuchten Markern
konnte diese Differenzen erkliren.

Der Level an MSI-L schwankt in den vorliegenden Studien im Bereich zwischen 10%
und 66%. Bei Chong et al. [59] gab es von nur sechs gastralen MZBCL vom MALT-
Typ vier (66%) Fille, bei denen von 13 Markern einer (7,7%) oder zwei (15,4%) MSI
zeigten. Auch diese Ergebnisse sind mit unseren nur schwer vereinbar. Xu et al. [43]
untersuchten sieben gastrale MZBCL vom MALT-Typ mit nur neun Mikrosatelliten-
markern bei ihrer Studie und fanden keinen RER+ Phinotyp und damit auch kein MSI-
H. Nur ein Tumor (14%) zeigte in einem Marker (11%) MSI. Hoeve et al. [60] wiesen
von allen erwdhnten Autoren den niedrigsten Level an MSI nach. Nur einer von aller-
dings nur zehn (10%) Tumoren zeigte in einem von 18 (6%) Markern MSI.

In einer Studie verglichen Starostik et al. [61] gastrale MZBCL vom MALT-Typ mit
gastralen DLBCL iiber ein identisches Panel von 29 Mikrosatellitenmarkern beziiglich
der MSI. Die statistischen Analysen bestitigten den signifikanten Unterschied in der
MSI-Héaufigkeit zwischen den beiden Lymphomentititen. Die MSI-Haufigkeit nahm
zum einen mit dem Ubergang von der niedrig-malignen zur hoch-malignen Lympho-
merkrankung und zum anderen innerhalb der DLBCL mit dem Alter des Patienten deut-

lich zu. MSI-H wurde auch bei den DLBCL nicht gefunden.

Die MSI spielt in der Pathogenese gastraler MZBCL vom MALT-Typ nur eine unterge-
ordnete Rolle. Weder hier noch in den gastralen DLBCL erreicht sie die Ausmalle, die
fiir das HNPCC oder andere MSI-H-positive Tumoren, die den ,,mutator-pathway* ein-
schlagen, charakteristisch sind und gefordert werden miissen. Die MSI stellt in den
gastralen MZBCL vom MALT-Typ keinen initiierenden Faktor dar, sondern ist eher als

spites Begleitphdnomen zu verstehen.
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4.2 Die Bedeutung der klonalen allelischen Aberrationen auf
3q, 11q, 6q und 18q und ihre Beziehung zur Translokation
1(11;18)(q21;q921)

War mit 0,6% MSI-positiven Genotypen ein eher unbedeutender Anteil gefunden wor-
den, darauf hinweisend, dass der ,,mutator-pathway* keine entscheidende Rolle in der
Pathogenese der gastralen MZBCL vom MALT-Typ zu spielen scheint, so war mit
5,45% Genotypen mit LOH oder Amplifikationen der Anteil zwar absolut gesehen im-
mer noch recht niedrig, doch relativ betrachtet fast um den Faktor zehn und damit doch
wesentlich hoher. Dies weist deutlich darauf hin, dass hier auf molekulargenetischer
Ebene wichtige pathogenetische Ereignisse stattfinden.

Die mit Abstand am héufigsten festgestellte Aberration bei der Untersuchung der
gastralen MZBCL vom MALT-Typ ist die Amplifikation der Region 3q26.2-27. Bei
rund 21% der Patienten lieB sich diese nachweisen. Die hier kleinste gemeinsame
amplifizierte Region wurde von den Markern D3S1229 und D3S1262 begrenzt und ist
ungefihr 30 cM groB. In fritheren Studien wurde in 12% bis 85% der jeweils untersuch-
ten Fille {iber eine Trisomie 3 berichtet [40,41,42], welche aber keineswegs spezifisch
fir MZBCL vom MALT-Typ zu sein scheint [62]. Was nun eine Amplifikation der Re-
gion 39q26.2-27 in Bezug auf die Pathogenese der MZBCL vom MALT-Typ bewirkt, ist
nicht bekannt. Ein nachgewiesenes Onkogen existiert nicht. An moglicherweise betrof-
fenen Genen liegt zum einen in diesem chromosomalen Bereich das BCL-6-Gen. Dieses
Onkogen spielt als Transkriptionsfaktor eine wichtige Rolle bei der Keimzentrumsbil-
dung. Da eine groBe Anzahl nodaler DLBCL aus B-Zellen des Keimzentrums entsteht,
konnte eine gestorte BCL-6-Expression durch eine Verhinderung der weiteren Differen-
zierung zur Lymphomentstehung beitragen [63]. Zum anderen liegt in dieser chromo-
somalen Region das PIK3CA-Gen. Dieses Gen kodiert fiir die p110-alpha-katalytische
Untereinheit der Phosphatidylinositol-3-kinase (PI3-kinase) und spielt als Onkogen
wahrscheinlich eine wichtige Rolle beim Ovarialkarzinom [64]. Bei einer Analyse mit
cDNA-Microarrays [65] wiesen einige nodale DLBCL und alle normalen Keimzent-

rum-B-Zellen eine Uberexpression sowohl von BCL-6 als auch von PIK3CA auf.
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Eine andere hiufige Aberration bei dieser Untersuchung war die Veridnderung auf
Chromosom 11 in der Region 11q23-24. Sie fand sich bei rund 17% der Fille, jedoch
zeigten sich sowohl Amplifikationen als auch Deletionen in ungefihr gleichen Anteilen.
Uber die Marker D11S1356 und D11S1345 war die Region 11q23-24 betroffen, die
wiederum den Bereich des MLL-Genlocus 11923 einschliet und bei den Amplifikatio-
nen involviert sein konnte. MLL ist ein Onkogen, das bei den Akuten Leukdmien eine
Rolle spielt. In der Region 11g22.1-23.1 liegt auBlerdem das ATM-Gen, ein Tumor-
suppressorgen, das wiederum von den Deletionen betroffen sein konnte. Eine Interpreta-
tion dieser Region kann jedoch aufgrund der so unterschiedlichen Ergebnisse mit so-
wohl Amplifikationen als auch LOH nicht gemacht werden.

In einer anderen weiter zentromerisch gelegenen Region auf 11q zeigten zwei Patienten
Verdnderungen im Marker D11S1339. Dieser Marker liegt in der Region 11q21-23.2
und damit teilweise im Bereich des in die Translokation t(11;18)(q21;921) involvierten
Gens API2. Da API2 fiir seine tumorgenetische Wirkung amplifiziert statt deletiert sein
musste, ist die hier beobachtete Deletion wohl nicht auf dieses, sondern auf ein wahr-
scheinlich eng benachbartes nicht bekanntes Gen zu interpretieren.

Die Region 18g21 ist bei den hier vorliegenden Ergebnissen in zwei (8,3%) Fillen
amplifiziert gewesen. Die Amplifikation wurde in einem der Fille flankiert von den
Markern D18S474 und D18S484, ist ca. 2 cM gro und enthilt nicht die Loci der Gene
MALT1 oder BCL-2. Eine Trisomie 18 ist schon in fritheren Studien beschrieben wor-
den [40,41]. Ein hier in Frage kommendes Onkogen ist nicht bekannt. Insbesondere das
BCL-2-Gen, das bei der Translokation t(14;18) des follikuldren Lymphoms beteiligt ist,
fand im Zusammenhang mit Verdnderungen auf Chromosom 18 beim gastralen
MZBCL vom MALT-Typ gro3e Beachtung. Bisher weisen jedoch keine Ergebnisse auf
eine pathogenetische Beteiligung dieses Gens hin. Der Bruchpunkt auf Chromosom 18
bei der Translokation t(11;18)(q21;921) liegt proximal von BCL-2 [66], und gastrale
MZBCL vom MALT-Typ zeigen kein Rearrangement von BCL-2 [67].

Ein Patient wies iiber den Marker D18S35 auf 18q21 eine Deletion auf. Als eventuell
betroffenes Tumorsuppressorgen liegt in diesem Bereich das DCC-Gen, das durch die
Beteiligung in der Pathogenese von Kolonkarzinomen bekannt ist. Uber die Rolle von

DCC in himatologischen Tumoren und in NHL wird berichtet [68,69].
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Weitere zwei (8,3%) Fille zeigten Deletionen in der Region 6q23.3-25.3, die iiber die
Marker D6S310 und D6S441 untersucht wurden. Dies ist ein Bereich, der von Starostik
et al. [46] kiirzlich als Hotspot-Deletion in den gastralen DLBCL identifiziert wurde.
Welches Gen hier in Funktion eines Tumorsuppressorgens verantwortlich ist, ist noch
nicht bekannt. In der Region 6q24-25 befindet sich das ZAC-Gen, ein Tumorsuppres-
sorgen, dessen Verlust in vielen anderen Tumoren gefunden wurde [70,71]. Bei einem
dieser beiden Patienten reichte diese Deletion bis zum Marker D6S447 und iiberspannte
damit die gesamte Region 6q21-25.3. Der andere Patient war hier homozygot und damit
nicht informativ. Deletionen dieser Region sind ein in vielen Neoplasien und v.a. in

NHL héufig beschriebener Befund.

Betrachtet man nur die 13 Fille, iiber die der Translokation t(11;18)(q21;q21)-Status
bekannt ist, so fillt auf, dass die sechs Translokation t(11;18)(q21;q21)—positiven Fille
keine weiteren Verdnderungen zeigen und vier (57%) der sieben Translokation
t(11;18)(q21;g21)—negativen Fille zusitzlich noch Verdnderungen aufweisen. Der Un-
terschied zwischen diesen beiden Gruppen ist statistisch signifikant (p = 0,049 im ein-
seitigen Fisher-Yates-Test).

Die gastralen MZBCL vom MALT-Typ lassen sich folglich in zwei unterschiedliche
Gruppen einteilen:

Die erste Gruppe besteht aus den Translokation t(11;18)(q21;q21)—positiven Féllen.
Diese zeigen auller dieser Translokation einen sehr niedrigen Level an chromosomalen
Veridnderungen. Die zweite Gruppe wird durch die Translokation t(11;18)(q21;q21)—
negativen Fille gebildet, die signifikant mehr allelische Aberrationen aufweisen als die
Translokation t(11;18)(q21;q21)—positiven Félle aus der ersten Gruppe.

Bei den Translokation t(11;18)(q21;q21)-positiven Fillen der ersten Gruppe sind wie
Dierlamm et al. [32] zeigten auf Chromosom 11 das API2-Gen und auf Chromosom 18
das MALT1-Gen involviert. Bei dem auf 11g21 liegenden API2-Gen handelt es sich um
ein Gen aus der Familie der Apoptose-inhibierenden Proteine (IAP), welches {iiber
Hemmung bestimmter Caspasen den programmierten Zelltod verhindern kann. Die
Funktion des MALT1-Gens auf 18q21 ist dagegen noch nicht bekannt. Das API2-
MALTI1-Fusionsprotein konnte nun eine Zunahme der Apoptose-Inhibierung und so

einen Uberlebensvorteil bewirken. Wodurch diese Zunahme genau zu Stande kommt
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und was sie in der Folge bewirkt ist jedoch unklar. Der Befund, dass es bei den Translo-
kation t(11;18)(q21;921)—positiven Fillen zu keinen weiteren Aberrationen kommt, was
normalerweise ein typisches Bild in der Progression niedrig-maligner Tumoren v.a. zu
hoch-malignen Formen darstellt, ldsst die Frage nach der genauen pathogenetischen
Funktion dieser Translokation aufkommen. Die Translokation t(11;18)(q21;q921)-
positiven Fille scheinen auflerdem unter den gastralen MZBCL vom MALT-Typ in
Bezug auf die Progression zu DLBCL in einer Art ,,Sackgasse* zu stecken. Man stellte
die vollkommene Abwesenheit dieser Translokation in den gastralen DLBCL, auch in
denen mit niedrig-maligner Komponente, fest [47]. Sekundire gastrale DLBCL schei-
nen somit ausschlieBlich aus Translokation t(11;18)(q21;q21)—negativen gastralen
MZBCL vom MALT-Typ zu entstehen, die signifikant mehr und damit wahrscheinlich
auch die zur Progression entscheidenden chromosomalen Verdnderungen erwerben.
Interessant ist noch zu erwéhnen, dass dieser Translokation auch eine wichtige klinische
Bedeutung zukommen konnte. Liu et al. [72] haben gezeigt, dass die meisten H.p.-
positiven gastralen MZBCL vom MALT-Typ, die nicht auf eine Eradikationstherapie

mit einer Tumorremission reagierten, Translokation t(11;18)(q21;q21)-positiv waren.

Es wurde bisher dargestellt, dass genomische Aberrationen in der Tat eindeutig Kenn-
zeichen gastraler MZBCL vom MALT-Typ sind und welche Bedeutungen die einzelnen
hier aufgedeckten molekulargenetischen Veridnderungen bei der Entstehung und Ent-
wicklung der gastralen MZBCL vom MALT-Typ haben konnten. Mochte man nun die-
se neuen Erkenntnisse iiber das pathogenetische Geschehen in einen noch groeren Zu-
sammenhang bringen, so stellt sich die spannende Frage, wie diese Verdnderungen im
Vergleich mit der vermutlich hoch-malignen Korrelation der gastralen DLBCL zu deu-
ten sind.

Hierzu war es moglich, die Ergebnisse dieser Arbeit mit denen einer dhnlich angelegten
molekulargenetischen Untersuchung iiber gastrale DLBCL von Starostik et al. [46] zu
vergleichen, da hier z.T. die gleichen Marker verwendet wurden, die auch in Tabelle 2
mit einem Stern (*) gekennzeichnet sind. Es zeigte sich beim Vergleich der Ergebnisse,
dass die Aberrationen drei Gruppen bildeten. In der ersten Gruppe sind Veridnderungen,
die mit ungefidhr gleichen Héufigkeiten in beiden Studien zu finden waren, wie die

Amplifikationen auf 3q26.2-27, 11q23-24 und 18q21. In der zweiten sind Veridnderun-
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gen, die ausschlieBlich in den DLBCL auftraten, wie LOH in den Regionen 5q21, 9p21,
13q14 und 17p13 und LOH oder Amplifikationen auf 2p16-21, 6p23 und 12p12-13. Die
dritte Gruppe besteht aus chromosomalen Verinderungen, die zwar in beiden Studien
gefunden wurden, die aber wesentlich hiufiger in den DLBCL vorkamen. Hierzu gehor-
ten LOH in den Regionen 6q21-22.1, 6q23.3-25 und 7q31.

Diese Ergebnisse sprechen nun dafiir, dass die Deletionen auf 6q und 7q der dritten
Gruppe, die in aufsteigender Haufigkeit sowohl in MZBCL vom MALT-Typ als auch in
den DLBCL zu finden waren, in Bezug auf die Tumorprogression moglicherweise von
grofler Bedeutung sind. Auf dem Weg in die Hochmalignitit scheinen diese Deletionen,
v.a. die auf 6q23.3-25, die als einzige in mehr als einem Fall gefunden wurde, zeitlich
frither aufzutreten als Verluste der Gene p53, INK4a/ARF oder APC auf 17p13.1, 9p21
bzw. 5g21. Insbesondere der Deletion auf 6q23.3-25 konnte damit eine entscheidende
Rolle in der Entwicklung von Translokation t(11;18)(q21;921)-negativen gastralen
MZBCL vom MALT-Typ zu sekunddren DLBCL zukommen.

Die vorliegende Arbeit stellt ein neues Konzept in der Pathogenese der gastralen
MZBCL vom MALT-Typ auf. Danach konnen diese Lymphome in zwei Gruppen je
nach Status der Translokation t(11;18)(q21;921) eingeteilt werden. Das Vorhandensein
dieser Translokation ist nach unseren Ergebnissen assoziiert mit einem niedrigem Level
an chromosomalen Verdnderungen und mit dem Ausbleiben einer Progression zu
gastralen DLBCL. Beim Fehlen dieser Translokation findet man hingegen signifikant
hiufiger chromosomale Verdnderungen in Form von LOH oder Amplifikationen, die
sich auf die Regionen 3q27, 6q23.3-25, 11923-24 und 1821 konzentrieren. Dieser
Gruppe ist vermutlich auch die Progression zu gastralen DLBCL moglich, wobei hier
v.a. die Deletionen auf 6q23.3-25 und 731 richtungsweisende Frithverinderungen zu
sein scheinen.

Abbildung 11 gibt eine zusammenfassende Ubersicht iiber die diskutierten Wege in der

Pathogenese der gastralen MZBCL vom MALT-Typ.
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Abbildung 11: Diskutierte Wege in der Pathogenese der MZBCL vom MALT-Typ.
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5 Zusammenfassung

Das AusmaB und die Bedeutung molekulargenetischer Verdnderungen in der Pathoge-
nese gastraler MZBCL vom MALT-Typ ist derzeit noch unklar. Ein unbekannter Teil
dieser niedrig-malignen Lymphome transformiert zu hoch-malignen gastralen DLBCL,
jedoch besitzen diese DLBCL nicht die Translokation t(11;18)(q21;921), die sich dage-
gen in den gastralen MZBCL vom MALT-Typ als die hédufigste Translokation mit noch
unklarer Konsequenz etablierte. Um die Pathogenese dieser Tumoren genauer zu analy-
sieren, wurden in dieser Studie 24 gastrale MZBCL vom MALT-Typ mit 39 Mikrosa-
tellitenmarkern auf genomische Aberrationen untersucht.

Die gastralen MZBCL vom MALT-Typ konnen nach unseren Ergebnissen in zwei
Gruppen eingeteilt werden, die in ihrer Pathogenese zwei unterschiedliche Wege gehen.
Die erste Gruppe beinhaltet die Translokation t(11;18)(q21;q21)—positiven MZBCL
vom MALT-Typ. Diese erwerben signifikant weniger genomische Aberrationen als die
Translokation t(11;18)(q21;q21)—negativen und transformieren nicht zu DLBCL. Die
zweite Gruppe bilden die Translokation t(11;18)(q21;q21)-negativen MZBCL vom
MALT-Typ. Diese erlangen im Verlauf ihrer Entwicklung signifikant mehr genomische
Aberrationen als die Translokation t(11;18)(q21;q21)—positiven und scheinen ein poten-
zieller Ursprung fiir sekundére hoch-maligne DLBCL zu sein.

Der ,,mutator-pathway‘* mit dem Kennzeichen der MSI spielt nach unseren Erkenntnis-
sen bei den gastralen MZBCL vom MALT-Typ nur eine untergeordnete Rolle, vielmehr
ist die chromosomale Instabilitdt in Form von LOH oder Amplifikationen von Bedeu-
tung. Die mit 20,8% der untersuchten Fille am hdufigsten gefundene Aberration war die
Amplifikation der Region 3q26.2-27, welche den BCL-6- bzw. den PIK3CA-Genlocus
beinhaltet. Auch wurden Amplifikationen des MLL-Genlocus auf 11q23-24 und der
Region 18921 und LOH der Regionen 6q23.3-25.3 und 7q31 gefunden. Beim Vergleich
mit den DLBCL stellte sich auBBerdem heraus, dass Allelverluste auf 6q und 7q friihe

Ereignisse in der Progression zu DLBCL zu sein scheinen.
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6 Anhang

6.1 Abkiirzungen

APS Ammoniumpersulfat

Aqua dest. Einfach destilliertes Wasser

Bp basepairs = Basenpaare

CA Kalifornien

CD Cluster of Differentiation

CDR Complementary Determining Region

CGH Comparative Genomic Hybridization

cM centi-Morgan

DLBCL Diffuse Large B-Cell Lymphoma = Diffuses grof3zelliges
B-Zell Lymphom

DNA Desoxyribonukleinsdure

dNTP Desoxynukleotidtriphosphat

EBV Ebstein-Barr-Virus

EDTA Ethylendiamintetraessigsidure

FISH Fluorescence in Situ-Hybridization

FU Fluorescence-Units = Fluoreszenz-Einheiten

H&E Héamatoxylin-Eosin

HNPCC Hereditéres nicht-polyposes Kolonkarzinom

H.p. Helicobacter pylori

LEL lymphoepitheliale Lésion

LOH Loss of Heterozygosity = Verlust der Heterozygotie

m ménnlich

MALT Mucosa-associated lymphoid tissue = Mukosa-assoziiertes

lymphatisches Gewebe

min Minute
MSI Mikrosatelliteninstabilitét
MSI-H high frequency MSI = grofle Haufigkeit an MSI
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MSI-L
MSS
MZBCL
n.u.

neg
NHL
PCR
pos
RER+
SDS

sec

slg

TBE
TEMED
unbek.

WHO

low frequency MSI = geringe Héufigkeit an MSI
Mikrosatellitenstabilitét
Marginalzonen-B-Zell-Lymphom

nicht untersucht

negativ

Non-Hodgkin Lymphom

Polymerase Chain Reaction = Polymerasekettenreaktion
positiv

Replication-Error positiv

Sodiumdodecylsulfat

Sekunde

surface immunoglobulin = Oberflachenimmunglobulin
Tris, Borat und EDTA

Tetramethylethylendiamin

unbekannt

weiblich

World Health Organization = Weltgesundheitsorganisation
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