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1 Einleitung 

 

1.1 Das Mantelzell-Lymphom 

 

1.1.1 Definition 

Das Mantelzell-Lymphom (MCL) gehört zur Gruppe der niedrigmalignen Non-

Hodgkin Lymphome (NHL). Es handelt sich um eine Neoplasie naiver B-Zellen der 

Mantelzone des follikulären Keimzentrums (1). 

Aufgrund seiner variablen Morphologie wird das MCL erst seit dem Nachweis der 

t(11;14) Translokation als eigenständige Entität anerkannt (2). Dem wurde 

inzwischen in der REAL–Klassifikation und in der auf ihr basierenden WHO–

Klassifikation Rechnung getragen. Das MCL wird hier als eigenständiger Subtyp 

aufgeführt. Es entspricht jedoch weitestgehend dem zentrozytischen Lymphom der 

vorangegangenen Kiel-Klassifikation (3), (4). 

 

1.1.2 Epidemiologie  

Das MCL tritt mit einer Inzidenz von 2/100 000 Einwohnern pro Jahr auf und ist in 

den USA und Westeuropa für circa 3-10 % aller malignen Lymphome verantwortlich. 

Der Altersgipfel liegt bei circa 60 Jahren (4). Männer sind in einem Verhältnis, 

welches je nach Studie bei 2:1 oder größer liegt, signifikant häufiger betroffen als 

Frauen (5). 

 

1.1.3 Ätiologie 

Die Entstehung maligner Neoplasien wird im Allgemeinen durch somatische 

Mutationen verursacht. Durch die Exposition gegenüber verschiedenen Noxen 

kommt es zu Veränderungen an der DNA der Zelle. Dabei kann genetische 

Prädisposition und der Einfluss von Modulatoren (z.B. die Ernährung) eine 

zusätzliche Rolle spielen. Die DNA-Schäden führen über mehrere Stufen zur 

Transformation in eine Tumorzelle (3). 
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Bei den Non–Hodgkin–Lymphomen liegt eine maligne Entartung von Zellen des 

Immunsystems vor. Diese Zellen sind Noxen besonders stark ausgesetzt und 

außerdem besonders anfällig gegenüber deren Einwirkung. Sie proliferieren 

besonders schnell und weisen durch das Rearrangement der Immunglobulin-Gene 

sowie Hypermutationen in den variablen Anteilen der Schwer- und Leichtketten 

präformierte genetische Schwachstellen auf. Dennoch sind die Ursachen, welche zur 

Transformation in eine Tumorzelle führen, bei den NHL weitestgehend ungeklärt (3).  

Folgende Faktoren scheinen eine Rolle bei der Entstehung von malignen 

Lymphomen zu spielen (3): 

 

 Immunsupression und Autoimmunkrankheiten 

 bestimmte virale oder bakterielle Infektionen 

 chemische Noxen 

 genetische Prädisposition. 

 

1.1.4 Pathogenese 

Für das MCL ist die balancierte Translokation t(11;14) (q13;q32) charakteristisch. 

Diese Translokation führt zu einer Umlagerung des BCL-1 Gens vom Chromosom 11 

auf das Chromosom 14. Auf dem Chromosom 14 ist der Genlocus der schweren 

Immunglobulinkette (IgH) lokalisiert. Hierdurch gerät das BCL-1 Gen unter die 

Kontrolle des Ig-Promoters und wird konstitutiv überexprimiert (3), (4). BCL-1, auch 

als Cyclin D 1 oder PRAD-1 bezeichnet, ist ein Zellzyklusregulator am Übergang von 

der G1– zur S–Phase (1). Cyclin D 1 bildet mit den Cyclin-abhängigen Kinasen CDK 

4 und CDK 6 einen Komplex, welcher das Retinoblastom-Protein (RB 1), ein 

Tumorsuppressor-Protein, phosphoryliert und damit inaktiviert. Dies führt zu einer 

erhöhten Zellproliferation (6). 

Die Analyse der Bruchpunktregionen der t(11;14) (q13;q32) Translokation hat 

ergeben, dass die Translokation im Knochenmark während des prä-B-Zellstadiums 

der Entwicklung der B-Zelle entsteht. Sie wird durch die in diesem Stadium 

stattfindende Rekombination der V(D)J Segmente verursacht. Die V(D)J-

Rekombination ist ein genetischer Umlagerungsprozess, welcher für die Variabilität 

von Antikörpern von entscheidender Bedeutung ist (6). 
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Somatische Hypermutationen treten beim MCL in 15-40 % der Fälle auf. Dies zeigt, 

dass sich auch einige Neoplasien aus Zellen entwickeln, die den mutagenen 

Einflüssen im follikulären Keimzentrum ausgesetzt waren (6). 

Für die Entstehung des MCL sind zudem sekundäre Mutationen von Bedeutung. Es 

handelt sich hierbei um Genverluste, die den Genort von Tumorsuppressorgenen 

betreffen (ATM, CDKN2A, Tp 53), oder um die Bildung von Onkogenen (MYC, SYK, 

BCL-2) (5). Die betroffenen Gene sind an der Zellzyklusregulation, an DNA-

Reparaturmechanismen oder an der Regulation der Apoptose beteiligt (6).  

Zudem wurden Mutationen in den Signalwegen, die für die DNA Reparatur zuständig 

sind, wie ATM oder CHEK2 in der Keimbahn von MCL Patienten entdeckt. Diese 

Mutationen spielen wahrscheinlich eine prädisponierende Rolle bei der Entstehung 

des MCL (6). 

 

Abbildung 1.1: Die Pathogenese des MCL (7) 

 

 

 

1.1.5 Histologie und Immunphänotyp 

Morphologisch weist das MCL meist ein Infiltrat kleiner bis mittelgroßer 

lymphozytärer Zellen auf, welche in ein lockeres Netzwerk aus follikulären, 

dendritischen Retikulumzellen eingebettet sind (4). Die Kerne der neoplastischen 

Zellen sind rund bis stark eingebuchtet und weisen ein feines Chromatin sowie 

teilweise prominente Nukleoli auf. Die Anzahl der Mitosefiguren variiert zwischen 

wenig und moderat (8). Außerdem sind hyalinisierte Gefäße und verstreute 

pinkfarbene Histiozyten für das histologische Bild des MCL charakteristisch (9). Es 

können zudem häufig Reste reaktiver Keimzentren in den betroffenen Lymphknoten 
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nachgewiesen werden. Die korrespondierende Reifungsstufe der Tumorzellen ist der 

B-Lymphozyt der inneren Mantelzone (3). 

Das Wachstumsmuster wird als mantelartig, nodulär oder diffus beschrieben. Dieses 

Muster korreliert mit dem Stadium der Erkrankung. In einer frühen Phase befinden 

sich die Tumorzellansammlungen in der Mantelzone der Lymphfollikel. Mit 

fortschreitender Erkrankung kommt es zu einer Infiltration von reaktiven Keimzentren 

und damit zu einem nodulären Wachstumsmuster. Mit weiterem Fortschreiten des 

Tumorwachstums findet letztendlich eine diffuse Infiltration der Organstrukturen statt. 

Neben der bereits beschriebenen typischen Form des MCL gibt es zytologische 

und/oder morphologische Varianten, die zu Problemen bei der Diagnosestellung 

führen können. Diese werden als blastoid, pleomorph, kleinzellig und Marginalzonen-

ähnlich bezeichnet (8).  

 

 Der blastoide Typus weist etwas größere, Lymphoblasten-ähnliche Zellen mit 

feinem Chromatin und einer hohen Mitoserate auf (8) (Ki 67 > 40 %) (4). Der 

blastoide Typ ist klinisch durch einen progredienten Verlauf gekennzeichnet (8). 

 Der pleomorphe Typ besitzt eine sehr variable Zellpopulation. Die Kerne sind oval 

bis irregulär geformt, mit blassem Chromatin und zeitweise prominenten Nukleoli. 

Häufig können Mitosefiguren beobachtet werden. Auch beim pleomorphen Typ 

kann meistens ein schnelles Fortschreiten der Erkrankung beobachtet werden (8). 

 Die kleinzellige Variante des MCL ist charakterisiert durch eine Population aus 

kleinen, runden Lymphozyten mit verklumptem Chromatin. Diese Zellen sind 

leicht mit dem Tumorzellinfiltrat einer chronischen lymphatischen Leukämie (CLL) 

zu verwechseln. Gelegentlich können die neoplastischen Zellen bei diesem Typ 

des MCL auf das Gebiet innerhalb der Mantelzone begrenzt sein, was dann als in 

situ MCL bezeichnet wird. Dieses geht klinisch mit einem langsameren Verlauf 

einher (8). 

 Der Marginalzonen-ähnliche Subtyp zeichnet sich durch eine Ansammlung von 

Zellen mit reichlich blassem Zytoplasma aus. Eine Verwechselung mit dem 

Marginalzonen-B-Zell-Lymphom ist möglich. Diese Variante ist häufig mit 

Splenomegalie, Knochenmarkinfiltration und leukämischen Verlauf sowie einem 

Fehlen von Lymphknotenbefall assoziiert. Der klinische Verlauf ist meistens 

gutartig (8). 
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Im Immunphänotyp exprimiert das MCL die Pan–B-Zellmarker CD 19, CD 20 und CD 

79 a sowie den T-Zellmarker CD 5. Häufig kommt auch eine IgM- und IgD-

Expression vor. Von besonderer Bedeutung für die Diagnosestellung ist die Cyclin-

D1-Überexpression in der Immunhistochemie. Es können jedoch vereinzelt Cyclin-

D1-negative Fälle auftreten (4). 

 

Abbildung 1.2: Histologische Varianten des MCL (7) 

 

 

 

1.1.6 Zytogenetik 

Die für das MCL charakteristische Translokation t(11;14) (q13;q32) kann durch 

mehrere Methoden mit unterschiedlicher Sensitivität nachgewiesen werden. In 70 % 

der Fälle ist der Southern–Blot, in 30–45 % der Fälle die PCR (Polymerase-

Kettenreaktion) und in 95 % der Fälle die FISH Methode (Fluoreszenz-in-situ-

Hybridisierung) erfolgreich (3). 

Der Nachweis von p53–Mutationen, p15/16-Deletionen, p18-Deletionen sowie der 

p21–Expressionsverlust sind mit einem aggressiven Verlauf assoziiert (9). 

 

1.1.7 Diagnostik 

Wenn der Verdacht auf ein Lymphom besteht, ist zur Diagnosestellung die 

histologische Untersuchung einer Lymphknotenbiopsie unerlässlich (10).  
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Zur Sicherung der Diagnose eines MCL muss zudem die immunhistochemische 

Bestimmung von Cyclin D1 und des Proliferationsmarkers Ki 67 erfolgen (11).  

 

1.1.8 Einteilung der Stadien 

Zur Einteilung der Stadien von Non-Hodgkin-Lymphomen dient die Ann-Arbor-

Klassifikation (siehe Tabelle 1.1). 

 

Tabelle 1.1: Ann-Arbor-Klassifikation (3) 

Stadium  Befallsmuster 

I Befall einer einzigen Lymphknotenregion (I/N) oder Vorliegen eines 

einzigen oder lokalisierten extranodalen Herdes (I/E) 

II Befall von zwei oder mehr Lymphknotenregionen auf einer Seite des 

Zwerchfells (II/N) oder Vorliegen lokalisierter extranodaler Herde (II/E) 

und der Befall einer oder mehrerer Lymphknotenregionen auf einer 

Seite des Zwerchfells (II/N/E) 

III Befall von zwei oder mehr Lymphknotenregionen auf beiden Seiten 

des Zwerchfells (III/N) oder Befall von lokalisierten extranodalen 

Herden und Lymphknotenbefall, so dass ein Befall auf beiden Seiten 

des Zwerchfells vorliegt (III/E oder III/N/E) 

III1 Subphrenische Lokalisation, beschränkt auf Milz, zöliakale und/oder 

portale Lymphknoten allein oder gemeinsam 

III 2 Subphrenische Lokalisation mit Beteiligung paraortaler, mesenterialer, 

iliakaler und/oder inguinaler Lymphknoten allein oder gemeinsam  

IV Disseminierter Befall eines oder mehrerer extralymphatischer Organe 

mit oder ohne Befall von Lymphknoten 

Die Stadien I bis IV erhalten den Zusatz „A“ bei Fehlen bzw. „B“ bei Vorliegen von B-

Symptomatik (3). Der Begriff B-Symptomatik bezeichnet eine Trias der folgenden 

Symptome: Massiver Nachtschweiß, Gewichtsverlust von mehr als zehn Prozent des 

Körpergewichts innerhalb von sechs Monaten und unklares Fieber > 38 C°. 
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1.1.9 Prognostische Faktoren 

Die Patienten mit einem MCL überleben im Mittel 3-5 Jahre. Zum heutigen Zeitpunkt 

bestehen außer der allogenen Stammzelltransplantation (SZT) keine kurativen 

Therapieoptionen (3). MCL weisen einen rasch progredienten Verlauf auf und haben 

die schlechteste Prognose aller Lymphom-Subtypen (4). 

Allgemeingültige klinische Faktoren, die mit einem signifikant schlechteren Überleben 

bei MCL Patienten einhergehen, sind ein hohes Alter, ein schlechter 

Allgemeinzustand, ein fortgeschrittenes Erkrankungsstadium (Ann-Arbor-Stadium III-

IV), Splenomegalie und Anämie. Zudem hat die Expression proliferationsassoziierter 

Gene (Ki 67-Index) eine große Bedeutung für die Prognose des MCL. Eine hohe 

Expressionsrate geht mit einem schlechten Verlauf einher (4). Des Weiteren haben 

morphologische und zytogenetische Parameter einen prognostischen 

Voraussagewert. Die blastoide und die pleomorphe Variante sowie die Trisomie 12 

und die p53– und p16-Mutationen sind mit einem schlechteren Überleben assoziiert 

(8). 

Vor kurzem wurde der MIPI Score (MCL International Prognostic Index) etabliert, in 

welchen der körperliche Zustand der Patienten, das Alter, der LDH-Wert und die 

Leukozytenzahl eingehen. Dieser Score scheint ein zuverlässiges Instrument zur 

Prognose-Abschätzung zu sein. Die Patienten können mit Hilfe des Scores in drei 

Gruppen mit komplett unterschiedlicher Prognose eingeteilt werden (11). 

Nach einer Studie des „European MCL Network“ hat jedoch die MRD (Minimal 

residual disease) die höchste Vorhersagekraft für den klinischen Verlauf von 

Patienten nach erfolgter Immunchemotherapie (12). 

 

1.1.10  Klinische Präsentation 

Nur bei etwa 10 % der Patienten wird die Erkrankung  zu einem frühen Zeitpunkt 

diagnostiziert (3). Bei den meisten Patienten besteht ein Ann-Arbor-Stadium III-IV mit 

generalisierter Lymphadenopathie. In ca. 90 % der Fälle tritt zudem ein extranodaler 

Befall auf, besonders häufig betroffen sind das Knochenmark (53-82 %), die Leber 

(25 %) und der Gastrointestinaltrakt (17-24 %) (4). Bei etwa 80 % der Patienten 

können zirkulierende Lymphomzellen im peripheren Blut nachgewiesen werden (10). 

Eine B-Symptomatik kommt in weniger als 50 % der Fälle vor (4). 
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Das MCL unterscheidet sich von anderen indolenten Lymphomen durch seine frühe 

Ausbreitung, seinen aggressiven Verlauf und das frühe Versagen der meisten 

Zytostatika. Die Einbeziehung des MCL in die Gruppe der indolenten Lymphome ist 

daher nicht mehr zeitgemäß (3). 

 

1.1.11 Therapie 

Aufgrund seines schnellen Fortschreitens sollte direkt nach der Diagnose des MCL 

mit seiner Behandlung begonnen werden (3). Ein abwartendes Verhalten ist nur bei 

sehr alten und gebrechlichen Patienten zu rechtfertigen (4). Die in Frage kommenden 

Methoden werden im Folgenden beschrieben. 

 

1.1.11.1  Bestrahlung 

Eine alleinige Bestrahlung ist nur in den seltenen frühen Krankheitsstadien I und II 

mit geringer Tumorlast erfolgversprechend. In den fortgeschrittenen Stadien III und 

IV ist eine Bestrahlung nur zur Reduktion residualer Tumormassen nach 

konventioneller Chemotherapie sinnvoll (4).  

 

1.1.11.2 Chemotherapie 

Verschiedene Chemotherapie-Schemata erzielen Ansprechraten von 70-80 % und in 

circa 20 % der Fälle komplette Remissionen. Das CHOP-Regime (Cyclophospamid, 

Vincristin, Doxyrubicin und Prednisolon) ist als Standardtherapie des MCL 

anzusehen. 

Ein Purinanaloga enthaltendes Schema ist im Rezidiv nach einer CHOP-

Chemotherapie bei Patienten, die nicht für eine Hochdosistherapie geeignet sind, zu 

empfehlen. Bei intensiv vorbehandelten MCL Patienten sind mit dem FCM-Schema 

(Fludarabin, Cyclophosphamid und Mitoxantron) Ansprechraten bis 46 % zu 

erwarten. Außerdem zeigen neuere Studien eine hohe Wirksamkeit von 

Bendamustin-haltigen Kombinationen bei guter Verträglichkeit (4).  

Ein vielversprechender Ansatz ist das DHAP-Regime (Dexamethason, Cisplatin, 

hochdosiertes Cytarabin), welches bei therapierefraktärem MCL Ansprechraten von 

67 % erzielt. 
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Mit der Kombination von CHOP und DHAP wurden in Studien sogar Remissionsraten 

bis zu 80 % erreicht (13). Außerdem zeigte ein noch dosisintensiviertes Regime 

(Hyper-CVAD: Cyclophosphamid, Vincristin, Adriamycin und Dexamethason und 

Hochdosis-Methotrexat/Cytarabin) sehr gute Ergebnisse. Es wurden Ansprechraten 

von 92 % sowie in 68% eine komplette Remission erzielt (4). Diese 

dosisintensivierten Regimes sind jedoch aufgrund ihres Nebenwirkungsprofils 

jüngeren Patienten zur Vorbereitung auf eine autologe oder allogene Transplantation 

vorbehalten (5). 

 

1.1.11.3  Antikörper 

Der Anti-CD20-Antikörper Rituximab zeigt als Monotherapie angewendet nur 

begrenzte Wirkung. Jedoch wurde in verschiedenen Studien die Überlegenheit von 

kombinierten Immunchemotherapien gegenüber einer alleinigen Chemotherapie 

bestätigt (4). Die Kombination von CHOP mit Rituximab führt zu 20-30 % höheren 

Remissionsraten (14). Durch die Gabe einer Rituximab-Erhaltung nach einer 

Therapie nach dem R-FCM-Regime konnte zudem das progressionsfreie Überleben 

in zwei Jahren von 10 % auf 45 % gesteigert werden (4). 

Mit dem Einsatz von radioaktiv mit 131 Iod oder 90 Yttrium markierten Antikörpern 

wurden vielversprechende Erfolge erzielt. Die alleinige Verabreichung führt nur etwa 

bei 30 % der Patienten zu einem Ansprechen. Im Gegensatz dazu sind nach einer 

Radioimmuntherapie-Konsolidierung nach initialer Chemotherapie länger anhaltende 

Remissionen bei etwa der Hälfte der Patienten beobachtet worden (4). 

 

1.1.11.4 Interferon-alpha 

Die Erhaltungstherapie mit Interferon–alpha scheint das progressionsfreie Überleben 

zu verlängern. Die in Studien festgestellten Unterschiede zu Patienten ohne 

Interferon-alpha Therapie sind jedoch aufgrund von geringen Patientenzahlen nicht 

statistisch signifikant (4). 
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1.1.11.5 Autologe und allogene Stammzelltransplantation 

Die Hochdosistherapie mit nachfolgender autologer Stammzelltransplantation ist bei 

jüngeren Patienten (< 65 Jahre) als Standardtherapieverfahren anzusehen. Bei 

älteren, mehrfach vorbehandelten Patienten scheint die Wirkung hingegen schlechter 

zu sein. Auch bei der Mehrzahl der jüngeren Patienten werden jedoch Rezidive 

beobachtet, was vermutlich auf eine Verunreinigung der Stammzellpräparate mit 

zirkulierenden Tumorzellen zurückzuführen ist. Es konnten jedoch erste Erfolge mit in 

vivo Purging der Stammzelltransplantate erzielt werden (4). 

Die allogene Stammzelltransplantation ist bisher der einzige Therapieansatz mit 

potentiell kurativem Potential bei einer fortgeschrittenen Erkrankung. Ihre 

Anwendung ist jedoch durch ihre hohe komplikationsbedingte Mortalität (mehr als 30 

%) nur jungen und gesunden Patienten vorbehalten und findet somit keine breite 

Anwendung beim MCL (5), (15). Die Komplikationen sind durch die Nebenwirkungen 

der Chemotherapeutika, Infektionen sowie die Graft-versus-Host-Disease (GvHD) 

bedingt. Die allogene SZT bietet jedoch drei entscheidende Vorteile vor anderen 

Therapieoptionen (16), (17): 

 

a) Hohe Chemotherapie Dosen möglich 

b) Tumorfreies Transplantat 

c) Graft-versus-Lymphoma (GVL) Effekt. 

Hohe Chemotherapie Dosen sind vor einer SZT möglich, da die Myelosuppression 

als Dosis-limitierender Faktor entfällt. Für die Chemotherapie der NHL gilt eine Dosis-

Wirkungsbeziehung. Je höher die verabreichte Dosis, umso größer ist die Chance, 

eine Kontrolle oder sogar Heilung der Erkrankung zu erreichen (16). Bei der 

allogenen SZT besteht nicht, wie bei der autologen SZT beschrieben, die Gefahr, 

dass im Transplantat verbliebene Tumorzellen ein Rezidiv verursachen (16). Mehrere 

Studien zum Thema allogene Stammzelltherapie haben ergeben, dass Patienten, die 

eine GvHD entwickeln, ein geringeres Rezidiv-Risiko besitzen. Dies ist 

wahrscheinlich auf den GVL Effekt zurückzuführen (16). Als GVL-Effekt wird das 

Vorgehen von Spenderlymphozyten gegen im Empfängerorganismus verbliebene 

residuale Lymphomzellen bezeichnet. 

1990 wurde durch Kolb et al. der erste Versuch unternommen, durch die Gabe von 

Spenderlymphozyten-Infusionen („donor lymphocyte infusion“ (DLI)) einen GVL 
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Effekt zu induzieren (18). Zur Wirksamkeit von DLI bei Rezidiven von Lymphomen 

nach allogener Stammzelltherapie gibt es immer noch wenige Studien (19), (20), (21), 

(22), (23), (24). Nach der aktuellen Datenlage scheint die DLI bei einem Rückfall nach 

einer allogenen Stammzelltransplantation jedoch eine gute Option für Patienten mit 

einem niedrigmalignen Lymphom zu sein. Eine GvHD tritt bei 50-60 % der mittels DLI 

behandelten Patienten auf und kann mit Komplikationen verbunden sein. Die 

Entwicklung einer GvHD geht jedoch mit einem längeren rezidivfreien Überleben 

einher und ist mit einer nur geringen Mortalität assoziiert. Eine weitere Komplikation 

der DLI ist die Aplasie des Knochenmarks, welche bei 20-40 % der Patienten 

vorkommt. Die Aplasie geht mit einer Mortalität von 5 % einher (25). 

 

1.1.11.6 Neue Substanzen  

Bortezomib ist ein Proteasom-Inhibitor. Mit diesem Therapieansatz wurde beim 

rezidivierten/refraktären Mantelzell-Lymphom eine Remissionsrate von circa 40 % 

erzielt, die mittlere Remissionsdauer lag jedoch nur bei sechs bis zwölf Monaten. 

Bortezomib-haltige Kombinationstherapien scheinen eine bessere Wirkung zu haben 

(4). Hinzu kommt, dass Bortezomib eine überraschend niedrige Toxizität aufweist. 

Bortezomib, zusammen mit einer herkömmlichen Chemotherapie, scheint eine für die 

Zukunft sehr attraktive Variante zu sein (10). 

Der Wirkmechanismus des m-TOR-Antagonisten Temsirolimus besteht in einer 

Inhibition der Translation von Cyclin D1 durch eine Interaktion mit dem Target von 

Rapamycin (m-TOR). m-TOR ist eine Kinase, welche die Translation von Proteinen 

reguliert, die für Zelldifferenzierung und Wachstum wichtig sind. Die Therapie mit 

Temsirolimus erzielt in einer ersten klinischen Studie Remissionsraten von 38 % bei 

Patienten mit Rückfall oder therapierefraktärem MCL (26). Probleme bringt jedoch 

die dosislimitierende Thrombozytopenie mit sich. Diese begrenzt die 

Kombinationsmöglichkeiten mit anderen Chemotherapeutika (4).  

Thalidomid ist ein Wirkstoff, der zunächst als Schlaf- und Beruhigungsmittel unter 

dem Handelsnamen Contergan besonders durch die Auslösung von Fehlbildungen 

bekannt wurde und der durch eine Vielzahl von Effekten das Immunsystem 

beeinflusst. Es moduliert die Zytokinsekretion, aktiviert T-, NK- und dendritische 

Zellen und hemmt die Angiogenese sowie NF-kB (26). Mit Thalidomid konnten beim 
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rezidivierten/refraktären MCL gute Ansprechraten erzielt werden. Mit Lenalidomid, 

der Nachfolgesubstanz, wurden Remissionsraten von fast 50 % erzielt (4). 

Flavopiridol ist ein direkter Inhibitor der Kinasen CDK 4 und 6 und führt somit zu einer 

Verminderung von Cyclin D 1. Mit Flavopiridol konnten in Kombination mit Fludarabin 

und Rituximab Remissionen bei 8 von 10 Patienten erreicht werden (10). 
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1.2 Minimale Resterkrankung oder „Minimal Residual Disease“(MRD) 

 

1.2.1 Definition 

Neue Therapieansätze führen häufig zu kompletten Remissionen bei Patienten mit 

malignen hämatopoetischen Systemerkrankungen. Viele dieser Patienten erleiden 

jedoch einen Rückfall, der auf einen Rest von Tumorzellen zurückzuführen ist, 

welcher nach der Behandlung im Organismus verbleibt. Die neoplastischen Zellen 

liegen unter der Nachweisgrenze herkömmlicher diagnostischer Methoden, wie 

radiologischen, histologischen und zytologischen Verfahren. Sie können jedoch mit 

der quantitativen real-time Polymerasekettenreaktion (RT-PCR) erfasst werden (27). 

Bei der Polymerasekettenreaktion (PCR) handelt es sich um eine sehr sensitive 

Methode, mit der eine maligne Zelle in 104 bis 106 normalen Zellen nachgewiesen 

werden kann (28). Wenn bei Patienten mit einer kompletten klinischen Remission mit 

Hilfe der PCR neoplastische Zellen im Blut, Knochenmark, Lymphknoten oder 

anderen Geweben detektiert werden, wird dies als minimale Resterkrankung oder 

„Minimal Residual Disease“ (MRD) bezeichnet (27). Der Begriff molekulare 

Remission (MR) benennt das Fehlen einer MRD. 

 

1.2.2 Bedeutung der MRD beim MCL 

Mittlerweile gehört die MRD-Diagnostik zum Standard bei der Behandlung der der 

akuten lymphatischen Leukämie (ALL). Sie dient der Risikostratifizierung während 

der Therapie (28), (68).  

Bei den NHL ist der Wert der MRD-Diagnostik hingegen noch nicht definitiv zu 

beurteilen und somit Gegenstand der aktuellen Forschung (29), (30). 

Auch beim MCL wurden in der letzten Zeit mehrere Studien durchgeführt, welche 

eine Bestimmung der MRD beinhalten (12), (31), (32), (33), (34). Die MRD-

Bestimmung erfolgt durch eine quantitative PCR für die t(11;14) Translokation oder 

für die tumorklonspezifische CDR3-Region des rearrangierten Immunglobulin-

Schwerkettenlokus (IgH).  

Die vorliegenden Studien weisen auf eine große Bedeutung der MRD-Bestimmung 

für die Prognose und die Verlaufskontrolle beim MCL hin. Eine molekulare Remission 
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(MR) nach einer konventionellen Immunchemotherapie oder einer autologen SZT 

geht nach der aktuellen Datenlage mit einer guten Prognose einher. Der MRD-Status 

nach erfolgter Behandlung scheint sogar eine größere Bedeutung für die Prognose 

von MCL Patienten als die Qualität der klinischen Remission zu haben (12), (32). 

Des Weiteren können drohende Rezidive durch einen ansteigenden MRD Verlauf 

nach erfolgter autologer SZT erkannt werden (32), (35), (36), (37), während durch die 

Gabe von Rituximab die Induktion von neuen Remissionen möglich ist (37), (38), 

(39). Die Relevanz des MRD-Status für MCL Patienten nach allogener SZT ist jedoch 

noch weitestgehend ungeklärt. 
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1.3 Fragestellung der Arbeit 

Ziel dieser Arbeit ist es, die Bedeutung des MRD-Status für MCL Patienten nach 

erfolgter allogener SZT zu untersuchen. Es soll die Relevanz des MRD-Status für die 

Prognose aufgezeigt und überprüft werden, ob der klinische Verlauf des MCL mit 

dem MRD-Verlauf korreliert. Weiterhin soll geklärt werden, ob durch einen MRD-

Anstieg drohende Rezidive vorhergesagt werden können und ob es möglich ist, 

diese durch die Transfusion von DLI und/oder die Gabe von Rituximab zu verhindern. 

(Diese Untersuchungen wurden im Zusammenhang mit zwei klinischen Prüfungen 

durchgeführt, aus denen die Prüfer freundlicherweise Probenmaterial bereitstellten.)  

Die MRD-Bestimmung erfolgte durch eine quantitative PCR für die t(11;14) 

Translokation oder bei t(11;14) negativen Patienten durch eine quantitative PCR für 

die tumorklonspezifische CDR3-Region des rearrangierten IgH-Locus. 

Um die IgH-CDR3-PCRs durchführen zu können, mussten zunächst klonspezifische 

3‘Primer synthetisiert werden. 
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2 Material 

 

2.1 Geräte 

 

PCR-Analysen: 

 ABI PRISM 7500 Sequence Detection System (Applied Biosystems, Weiterstadt) 

 Thermocycler GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems, Weiterstadt) 

 Thermocycler GeneAmp PCR System 9800( Applied Biosystems, Weiterstadt) 

 

DNA- Sequenzierung: 

 ABI PRISM 310 (Applied Biosystems, Weiterstadt) 

 

Isolierung von DNA-Fragmenten: 

 Wave System (Tansgenomic, Omaha, NE, USA) 

 

Elektrophorese-Einheit: 

 Elektrophorese-Kammern (Pharmacia Biotech Europe GmbH, Freiburg) 

 Gleichspannungsgeräte (Pharmacia Biotech Europe GmbH, Freiburg) 

 

Foto-Einheit: 

 Polaroid (Polaroid Corporation, Cambridge, MA, USA) 

 UV-Transluminator (Bachofer Laboratoriumsgeräte, Reutlingen) 

 Gel Doc 2000 Systems (Bio Rad, Hercules, CA, USA) 

 

Zentrifugen: 

 Zentrifuge 5417R (Eppendorf, Hamburg) 

 Biofuge pico Heraeus (Heraeus Instruments, Hanau) 

 Varifuge 3.0 RS (Heraeus Instruments, Hanau) 

 

Spektrometer: 

 UltroSpec 3 (Phamacia Biotech GmbH, Freiburg) 
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Heizblock, Wasserbad, Vortex-Mixer: 

 Elektronischer Heizblock (Gebrüder Liebisch GmbH, Bielefeld) 

 Schüttelwasserbad (Gesellschaft für Labortechnik GmbH, Burgwedel) 

 Vortex-Mixer 

 

Pipetten: 

 Mikropipetten mit variablen Volumina 10 µl, 20 µl, 100 µl, 200 µl, 1000 µl, (Glison 

Medical Electronics, Villiers-le-Bel, France) 

 

Säulen für die DNA Aufreinigung: 

 Centricon YM-100 Säule (Amicon Bioseparations, Raleigh, NC, USA) 

 Dye Ex 2.0 spin columns (Quiagen, Hilden) 

 

2.2  Reagenzien und Chemikalien 

 

Herauslösung des Paraffins aus den Lymphknoten-Dünnschnitten: 

 Xylol (J.T. Baker, Deventer, Holland) 

 Absoluter Alkohol (J.T. Baker, Deventer, Holland) 

 

DNA-Isolierung aus Lymphknoten Dünnschnitten: 

 Puregene genomic DNA purification kit (Gentra Systems, Minneapolis, MN, USA) 

 70 % Ethanol (J.T. Baker, Deventer, Holland) 

 100 % Isopropanol (J.T. Baker, Deventer, Holland) 

 

Amplifikation der isolierten DNA: 

 GenomePlex Whole Genome Amplification (WGA) Kit (Sigma-Aldrich, St. Louis, 

MO, USA) 

 

PCR: 

 TaqMan PCR Core Reagens Kit (Applied Biosystems, Weiterstadt) 

 GeneAmp Fast PCR Master Mix (Applied Biosystems, Weiterstadt) 
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Elektrophorese: 

 50 bp Ladder (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) 

 2 % Agarosefertiggele (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) 

 

DNA-Sequenzierungsreaktion: 

 Big Dye Terminator Sequenzierungskit (Applied Biosystem, Weiterstadt) 

 

2.3 Oligonukleotide 

Die in dieser Arbeit verwendeten Primer und TAMARA-Sonden wurden von der 

Firma Biomers (biomers.net, Ulm) bezogen. Die verwendeten MGB-Soden stammten 

von der Firma Applied Biosystems (Applied Biosystems, Weiterstadt). Alle Primer 

und Sonden wurden vor ihrer Verwendung auf eine Konzentration von 20 pmol/µl 

eingestellt. Alle Oligonukleotid-Lösungen wurden aliquotiert und bei -20°C gelagert.  

Die Auswahl der Klonspezifischen-3‘-Primer erfolgte mittels der Programme DNASIS 

Max 2.6. (Hitachi, Berlin), Primer Express 1.0. (Applied Biosystems, Weiterstadt) und 

Oligo 6 (National Biosciences Inc., Plymouth, MN, USA). Es wurden folgende Primer 

und Sonden verwendet: 

 

VH-Familien-PCR:  

JH-Consensus-Primer: 5‘ - ACC TGA GGA GAC GGT GAC- 3‘ 

VH1-FR3-Primer: 5‘ - CAC AGA AGT TCC AGG GCA G - 3‘ 

VH2-FR3-Primer: 5‘ - CAG GCT CAC CAT CTC CAA - 3‘ 

VH3-FR3-Primer: 5‘ - TTC ACC ATC TCC AGA GAC AA - 3‘ 

VH4-FR3-Primer: 5‘ - CAA CCC GTC CCT CAA GAG TC - 3‘ 

VH5-FR3-Primer: 5‘ - TAC AGC CCG TCC TTC CAA G - 3‘ 

VH6-FR3-Primer: 5‘ - ATT ATG CAG TAT CTG TGA AAA GT - 3‘ 

B2-VH1-FR2-Primer: 5 ‘- CTG GGT GCG ACA GGC CCC TGG ACA A - 3‘ 

B2-VH2-FR2-Primer: 5 ‘- TGG ATC CGT CAG CCC CCA GGR AAG G - 3‘ 

B2-VH3-FR2-Primer: 5‘- GGT CCG CCA GGC TCC AGG GAA - 3‘ 

B2-VH4-FR2-Primer: 5 ‘- TGG ATC CGC CAG CCC CCA GGG AAG G - 3‘ 

B2-VH5-FR2-Primer: 5 ‘- GGG TGC GCC AGA TGC CCG GG AAA GG - 3‘ 

B2-VH6-FR2-Primer: 5‘ - TGG ATC AGG CAGT CCC CAT CGA GAG - 3‘ 
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t(11; 14) PCR:  

JH-Consensus-Primer: 5‘ - ACC TGA GGA GAC GGT GAC- 3‘ 

BCL-1-Primer: 5’ – GAT AAA GGC GAG GAG CAT-3’ 

BCL-1-Probe: 5’ – TAA CCG AAT ATG CAGT GCA GCA ATT-3’ 

 

IgH-CDR3-PCR:  

Es wurde ein Klon-spezifischer-3‘-Primer (Reverse Primer) zusammen mit dem zur 

VH-Familie passenden VH-FR3-Primer (Foward-Primer) und der zur VH-Familie 

passenden Sonde verwendet (siehe Tabelle 2.1. und Sequenzen unter der Tabelle). 

In einem Fall musste auch ein Klon-spezifischer-5‘-Primer synthetisiert werden.  

 

Tabelle 2.1: Für die IgH-CDR3-PCR verwendete Primer und Sonden 

Forward-Primer Reverse-Primer Sonde 

VH4-FR3 3’ CAA AGA ACA TCA TAG CAG CTG G 5‘ VH4 

VH3-FR3 3 ’CAC TCC AAA AAT CCC ACA TT 5‘ VH3 

VH3-FR3 3’ CAA AGG TCT AGG CGT AGC AA 5‘ VH3 

VH3-FR3 3’ GTC CCC TCC GAT GGC 5‘ VH3 

VH3-FR3 3’ CGA GCT GCT ATC CCA ATG 5‘ VH3 

VH3-FR3 3 ’AAC TGT AGA TCC CCG CTC T 5‘ VH3 

Klon-spezifischer-Primer 3’ GAA CCA GAG TAA TGC CTT CCT C5‘ VH3 

 

Sonden: 

VH3-Sonde: 5‘ - FAM - AACAGCCTGAGAGCCGAGGACACG - TAMRA - 3‘ 

VH4-Sonde: 5‘ - FAM - ACCAGTTCTCCCTGAAGCTGAGCTCTGT - TAMRA - 3‘ 

 

Forward-Primer: 

VH3-FR3-Primer: 5‘ - TTC ACC ATC TCC AGA GAC AA - 3‘ 

VH4-FR3-Primer: 5‘ - CAA CCC GTC CCT CAA GAG TC - 3‘ 

Klon-spezifischer-Primer: 5’ TTC ACC GTC TCC AGG GAC AA 3’ 

 

k-ras-Standard (Positivkontrolle): 

k-ras 5' Primer: 5' - CTT GTG GTA GTT GGA GCT - 3' 

k-ras 3' Primer: 5' - ATC AAA GAA TGG TCC TGC - 3' 
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2.4 Herkunft des Probenmaterials 

 

2.4.1 Studiendesign, Ein- und Ausschlusskriterien 

Das im Rahmen dieser Dissertation untersuchte Probenmaterial stammte von 18 

Patienten mit der Diagnose MCL. Diese Patienten waren in die OSHO #060 Studie 

oder die OSHO #074 Studie der „Ostdeutschen Studiengruppe Hämatologie und 

Onkologie“ (OSHO) eingebunden. Es handelte sich hierbei um prospektive 

multizentrische Phase-II-Studien.  

Generelle Einschlusskriterien für beide Studien waren Alter zwischen 18 und 65 

Jahre, histologisch diagnostiziertes MCL, Karnofsky score > 60 %, die Einnahme von 

Kontrazeptiva und ein negativer Schwangerschaftstest für prämenopausale Frauen 

sowie keine relevanten Komorbiditäten. Alle Patienten wurden über die Studie und 

die für die MRD-Untersuchungen notwendigen Blutentnahmen aufgeklärt und 

unterzeichneten vor Einschluss in die Studie eine Einverständniserklärung.  

Ausschlusskriterien waren Herzinsuffizienz NYHA III-IV, Kreatinin-Clearance > 30 ml 

oder Serumkreatin > 2 x über dem Normalwert (NW) (nicht durch das Lymphom 

bedingt), erhöhte Leberwerte, Bilirubin > 3 x NW, GOT und/oder GPT > 4 x NW (nicht 

durch das Lymphom bedingt), eingeschränkte Lungenfunktion mit DLCO und/oder 

FEV1 unter 50 %, positive HIV Serologie, prämenopausale Frauen ohne Einnahme 

von Kontrazeptiva oder beim Stillen sowie aktive sekundäre maligne Erkrankungen.  

 

2.4.2 OSHO #060 Studie- refraktäres/rezidiv MCL 

In die OSHO #60 Studie wurden 15 Patienten mit einem Alter < 65 Jahren 

eingeschlossen, welche nach der Primärtherapie weniger als eine Partialremission 

(PR) erreichten bzw. ein Rezidiv entwickelten. 13 (87 %) waren männlich und zwei 

(13 %) waren weiblich. Bei drei Patienten konnte keine allogene SZT durchgeführt 

werden. Die Erkrankung zeigte in zwei Fällen einen progressiven Verlauf unter 

Reinduktionstherapie, und in einem Fall konnte kein passender Stammzellspender 

gefunden werden. Bei dieser Patientin wurde eine autologe SZT durchgeführt. Die 

verbleibenden 12 Patienten wurden allogen transplantiert. 
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Die Induktionstherapie erfolge mit vier Zyklen DHAP in Kombination mit Rituximab 

(Mabthera®). Nach einer Änderung vom November 2007 waren 2-4 Zyklen aller 

Chemotherapien in Kombination mit Rituximab zulässig. Konditioniert wurde mit 

Rituximab 375 mg/m2, Treosulfan 3x12 mg/m2 und Fludarabin 150 mg/m2. Es waren 

verwandte und nicht verwandte Spender mit maximal einem Antigen-Mismatch 

erlaubt. Nach der Transplantation erfolgten mindestens am Tag +28, +56, +100, 

+140, +180 und +356 eine Kontrolluntersuchung mit Bestimmung der MRD. Weitere 

Untersuchungen wurden nach Ermessen des behandelten Arztes durchgeführt. Bei 

einem molekularen Rezidiv wurden DLI und/oder Rituximab gegeben. 

 

2.4.3 OSHO #074 Studie- de novo MCL 

In die OSHO #074 Studie wurden 24 Patienten mit einem de-novo MCL im Stadium 

III-IV eingeschlossen. Davon waren 18 männlich (75 %) und sechs weiblich (25 %). 

In einem Fall wurde die Diagnose durch den Pathologen revidiert. Ein Patient lehnte 

die allogene SZT ab, und bei einem Teilnehmer entschied sich der behandelnde Arzt 

gegen diese Form der Therapie. Bei 21 Patienten erfolgte schließlich eine allogene 

Transplantation. 

Entsprechend der Randomisierung wurden vier Zyklen R-CHOP oder R-CHOP/R-

DHAP alternierend gegeben. Bei Ansprechen erfolgen zwei weitere Zyklen. Hiernach 

erfolgte die Konditionierung für eine allogene SZT. Konditioniert wurde myeloablativ 

mit Busulfan (16 mg p.o. oder 12,8 mg i.v.) und Cyclophosphamid (120 mg/kg) bei 

Patienten < 55 Jahre oder toxizitätsreduziert mit Treosulfan 3x12 mg2 und Fludarabin 

150 mg/m2 bei Patienten > 55 Jahre. Es waren verwandte und nicht verwandte 

Spender mit maximal einem Antigen-Mismatch erlaubt. Nach der Transplantation 

erfolgten mindestens am Tag +28, +56, +100, +140, +180 und +356 eine 

Kontrolluntersuchung mit Bestimmung der MRD. Weitere Untersuchungen wurden 

nach Ermessen des behandelten Arztes durchgeführt. Bei einem molekularen 

Rezidiv wurden DLI und/oder Rituximab gegeben. 
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2.4.4 Auswahl der Patienten für die MRD-Verlaufsuntersuchungen 

Bei neun Patienten aus der OSHO #060 Studie sowie bei elf Patienten aus der 

OSHO #074 Studie waren genügend Blut-und Knochenmarkproben für eine MRD-

Verlaufsuntersuchung vorhanden. Für drei Patienten aus der OSHO #74 Studie 

wurde bereits vor Beginn dieser Arbeit eine IgH-CDR3-PCR etabliert. Von den 

restlichen Patienten mit ausreichend Probenmaterial wurden von den jeweiligen 

Behandlungszentren Lymphknoten-Paraffinschnitte zur Etablierung eines 

molekularen Markers angefordert. Von jeweils einem Patienten der beiden Studien 

wurde uns kein Gewebe zugesandt. Letztendlich stand von acht Patienten aus der 

OSHO #60 Studie sowie zehn Patienten aus der OSHO #74 Studie das 

Probenmaterial zur Durchführung einer MRD-Verlaufskontrolle zur Verfügung.  

 

2.4.5 Probenmaterial 

Ausgangsmaterial für die Synthese der Klonspezifischen-3‘-Primer waren 

Lymphknoten-Paraffinschnitte. Aus dem Gewebe der Paraffinschnitte wurde DNA 

isoliert. 

Als Material für die MRD-Messungen diente aus Blut-und Knochenmarkproben 

isolierte Lymphozyten-DNA. Die Proben wurden zu verschiedenen Zeitpunkten im 

Krankheitsverlauf dieser Patienten entnommen. Die Probenentnahme und die 

Extraktion der DNA aus den Proben erfolgten bereits vor dem Beginn der Versuche, 

die im Rahmen dieser Dissertation durchgeführt wurden, unter der Leitung von Dr. 

Carsten Hirt. Die Lymphozyten wurden hierzu mit Hilfe des Ficoll-Gradienten 

separiert und die DNA aus diesen Zellen mittels des Cell Lysis Solution Kit (Gentra 

Systems, Minneapolis, MN, USA) isoliert. Das Material wurde bis zur Verwendung 

bei -20C° tiefgefroren.  

 

2.5 Computersoftware 

Die Sequenzanalysen wurde mit Hilfe der Programme Sequencing Analysis 5.1.1 

(Applied Biosystems (Weiterstadt) und DNASIS Max 2.6 (Hitachi, Berlin) sowie der 

Datenbanken „IgBLAST-Blast for Nucleotide Sequences“ (NCBI National Center for 

Biotechnology Information, Bethesda, MD, USA) und „IMGT-V-Quest“ durchgeführt. 
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Die Auswahl der der PCR-Primer erfolgt mittels der Computerprogramms Oligo, 

Primer Analysis Software (Molecular Biology Insights Inc., Cascade, CO, USA). 

Die Elektrophorese-Gele wurden unter der Anwendung von Gel Doc 2000 (Bio-Rad, 

Hercules, CA, USA) eingescannt und mit der Analysesoftware Quantity One (Bio-

Rad, Hercules, CA, USA) bearbeitet.  

Für die graphische Darstellung der Ergebnisse dieser Arbeit wurde das Programm 

GraphPad Prism 4.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA) verwendet. 

Die vorliegende Dissertation entstand mit Hilfe des Textverarbeitungsprogrammes 

Microsoft Office Word 2007 (Microsoft, Redmond, WA, USA).  
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3 Methoden 

 

3.1 DNA-Isolierung aus Lymphknoten-Paraffinschnitten 

Zur DNA-Isolierung wurde das Puregene Genomic DNA Purification Kit (Gentra 

Systems, Minneapolis, MN, USA) verwendet. 

 

Herauslösung des Paraffins 

Die Objektträger, auf welchen sich die Lymphknoten-Paraffinschnitte befanden, 

wurden für 10 min in eine Küvette mit Xylol gestellt. Anschließend wurden die 

Schnitte kurz in absolutem Alkohol geschwenkt. Dieses Prozedere wurde 2 x 

wiederholt. 

 

Zell-Lyse 

Hiernach wurden 150 µl Cell Lysis Solution (Puregene Genomic DNA Purification Kit) 

auf jeden der Objektträger gegeben und das sich lösende Gewebe mit einem 

Skalpell abgekratzt. Das Material wurde mit weiteren 150 µl Cell Lysis Solution vom 

Objektträger in ein 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefäß gespült. In jedes 

Eppendorfgefäß wurde 1,5 µl Proteinase K (Puregene Genomic DNA Purification Kit) 

hinzugegeben. Anschließend wurden die Proben auf einem Vortex-Mixer gut 

durchgemischt. Das so gewonnene Material wurde über Nacht bei 55°C inkubiert. 

 

RNase Behandlung 

Am nächsten Tag wurden die Proben, falls die Lösung nicht klar war, für 3 min bei 

14000 g zentrifugiert. Der Überstand wurde anschließend in ein neues 

Eppendorfgefäß gegeben. Nachfolgend wurde jede Probe mit 4,5 µl RNase A 

Solution (Puregene Genomic DNA Purification Kit) versetzt und danach auf dem 

Vortex-Mixer gemischt. Anschließend erfolgte eine 15 minütige Inkubation im 

Wasserbad bei 37°C. 
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Proteinausfällung 

Nach erfolgter Inkubation wurde in jedes der Eppendorfgefäße 100 µl Protein 

Precipitation Solution (Puregene Genomic DNA Purification Kit) pipettiert. Die Proben 

wurden anschließend 20 sec. auf dem Vortex-Mixer gemischt und dann 3 min bei 

14000 g zentrifugiert. Der Überstand wurde in ein neues Eppendorfgefäß gegeben. 

Die Proben wurden wiederholt zentrifugiert und der Überstand in ein neues Gefäß 

verbracht. Das ausgefallene Protein zeigte sich als weißer Belag am Boden der 

Gefäße. 

 

DNA-Ausfällung 

Anschließend wurden 300 µl kaltes 100% Isopropanol hinzugegeben. Danach 

erfolgte die Zugabe von 1,5 µl Glykogen Solution (Puregene Genomic DNA 

Purification Kit), um die ausfallende DNA sichtbar zu machen. Anschließend wurden 

die Proben auf dem Vortex-Mixer gemischt. Die ausfallende DNA war in der Form 

von weißen Punkten zu sehen. Die Eppendorfgefäße wurden sodann 5 min bei 

14000 g zentrifugiert. Der Überstand wurde nach erfolgter Zentrifugation verworfen. 

Die ausgefällte DNA war bei einigen Proben als gelbliches Pellet am Gefäßboden 

sichtbar. Im nächsten Schritt wurden 300 µl 70 % Ethanol hinzu gegeben, um das 

Pellet zu waschen. Es folgte eine 2 min Zentrifugation der Proben bei 1400 g. Der 

Überstand wurde verworfen und das Pellet ca. 15 min an der Luft getrocknet. 

 

DNA-Hydratation 

Wenn das Pellet getrocknet war wurden 100 µl Aqua dest. hinzugegeben. Die 

Proben mussten anschließend für eine Stunde im Wasserbad bei 65°C erhitzt 

werden, um vorhandene DNasen zu inaktivieren. Die DNA wurde bei -20°C 

aufbewahrt.  

 

Je nach vorhandener Gewebemenge war es bei allen Arbeitsschritten notwendig, 

das Volumen der hinzuzugebenden Lösungen zu variieren. 
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3.2 Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 

 

3.2.1 Das Prinzip der der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist eine im Jahre 1985 von Karry Mullis 

entwickelte Technik bei der jedes beliebige DNA-Stück in vitro sehr schnell 

amplifiziert und mit hoher Spezifität nachgewiesen werden kann (40), (41). 

Das Ausgangsmaterial für die PCR ist doppelsträngige DNA, welche die zu 

vermehrende DNA Sequenz (Template) enthält. Des Weiteren werden zwei kurze 

synthetische DNA-Fragmente (Primer), eine DNA-Polymerase und einzelne 

Desoxyribonukleotide (dNTP) für eine PCR-Reaktion benötigt. Die Primer sind 

synthetisch hergestellte DNA Fragmente, welche komplementär zu der zu 

amplifizierenden DNA-Sequenz sind. Sie werden von der DNA-Polymerase zum Start 

der DNA Synthese benötigt. Eine PCR besteht aus mehreren Zyklen, die in einem 

Thermocycler durchgeführt werden. Die einzelnen Reaktionsschritte laufen bei 

unterschiedlichen Temperaturen ab. Es finden folgende Vorgänge nacheinander 

statt: 

 

 Dissoziation: Die DNA-Doppelstränge werden durch Erhitzen zu Einzelsträngen 

aufgespalten. 

 Annealing: Die Primer binden über Wasserstoffbrückenbindungen an die 

komplementären Sequenzen auf den DNA-Strängen. 

 Elongation: Die DNA-Polymerase verlängert die Primer, indem sie die zum 

Matrizenstrang komplementären Nukleotide an das 3‘-Ende der Primer anfügt.  

 

Hiernach wird die Probe erneut erhitzt und es beginnt ein neuer Zyklus mit 

Dissoziation, Annealing und Elongation. Am Anfang der Reaktion, wenn alle 

Reaktionsedukte im Überschuss vorliegen, verdoppelt sich die Zahl der DNA-

Fragmente. Mit dem Verbrauch der Reagenzien geht die Reaktion in eine 

Plateauphase über und kommt schließlich ganz zum Erliegen (41), (42). 
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3.2.2 Die Real-Time-quantitative PCR (TaqMan-PCR) 

Die Einführung der PCR war ein Meilenstein in der Geschichte der Molekularbiologie. 

Der Nachweis der PCR Produkte war jedoch immer noch mit einem großen zeitlichen 

und materiellen Aufwand sowie einem hohen Kontaminationsrisiko verbunden (43). 

Die Methodik der PCR wurde 1991 von Holland et al. einen großen Schritt voran 

gebracht. Sie entwickelten 1991 ein neues homogenes Testsystem, mit welchem 

man DNA gleichzeitig amplifizieren und nachweisen kann. Dieses Real-Time-

quantitative PCR-System macht sich die 5‘-Exonukleaseaktivität der Taq-DNA-

Polymerase zu nutze. Der PCR-Reaktion wird ein drittes, radioaktiv markiertes 

Oligonukleotid hinzugefügt, dessen 3‘-Ende blockiert wird, damit es nicht als Primer 

fungieren kann. Seine Position wird so gewählt, dass es zwischen den beiden 

Primern bindet. Wenn die Polymerase den neuen DNA-Strang synthetisiert und auf 

das Oligonukleotid stößt, baut sie dieses ab und setzt die radioaktive Markierung frei. 

Es wurden 32P markierte Sonden verwendet und nach der Reaktion mittels 

Dünnschichtchromatographie die Sondenfragmente von den intakten Sonden 

unterschieden (44), (45). 

Erst mit den von Lee et al. 1993 bei Applied Biosystems entwickelten fluorogenen 

Sonden wurde ein aufwändiges Post-PCR Processing überflüssig. Das sogenannte 

TaqMan PCR Assay basiert auf dem 5‘-3‘ Nuclease-Assay. Bei dieser Methode wird 

eine spezielle zwei-fach markierte fluorogene Sonde eingesetzt. Sie ist an ihrem 5‘-

Ende mit einem Reporter-Fluoreszenzfarbstoff (Fluorescein-Derivat, z.B. FAM) und 

am 3‘-Ende mit einem Quencher-Farbstoff (Rhodamin-Derivat, z.B. TAMRA) 

markiert. Zudem ist das 3‘-Ende mit einem Phosphatrest blockiert, damit die Sonde 

der Polymerase nicht als Primer dienen kann. Die Sonde bindet während der PCR 

zusammen mit dem Primer an den Matrizenstrang. Die intakte Sonde wird bei einer 

spezifischen Wellenlänge (488nm) zur Fluoreszenz angeregt. Die Fluoreszenz wird 

jedoch zunächst, bedingt durch einen Fluoreszenz-Energietransfer (FET), durch die 

räumliche Nähe zum Quencher unterbunden. Die Taq-Polymerase trifft bei der 

Synthese des neuen DNA-Strang auf die Sonde und hydrolysiert diese aufgrund ihrer 

5‘-3‘-Exonukleaseaktivität. Die räumliche Nähe- und somit auch der FET zwischen 

Reporter und Quencher- wird unterbrochen, und vom Reporter wird ein 

Fluoreszenzsignal ausgesendet. Die Fluoreszenz des Reporters steigt 

stöchiometrisch mit der Zunahme des PCR-Produkts an.  
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Mit Hilfe des PRISM 7700 wird die Veränderung der Fluoreszenz der verschiedenen 

Farbstoffe im geschlossenen System Zyklus für Zyklus erfasst (43), (46). 

 

Abbildung 3.1: Schematische Darstellung der TaqMan PCR (43) 

 

 

 

1. Sequenzspezifische Anlagerung der Sonde und der PCR-Primer (Abbildung zeigt 

die Anlagerung des Forward Primers) 

2. Primer-Extension und Sondenhydrolyse 

3. PCR-Produkt wird vollständig synthetisiert, die Farbstoffe getrennt 

4. In Abhängigkeit von der Zahl freigesetzter Reportermoleküle wächst das 

Reporter-Signal 

 

3.2.3 Auswahlkriterien für Primer 

Folgende Kriterien wurden der Auswahl der bei den einzelnen Verfahren genannten 

Primern zugrunde gelegt: 

 Der Primer sollte komplementär zur DNA-Vorlage sein.  

 Die Länge der Primer sollte so gewählt werden, dass die errechnete 

Schmelztemperatur (TD) über 55°C liegt, damit auch eine möglichst hohe 

Temperatur für den Annealing-Vorgang gewählt werden kann. 
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Die TD ist die Temperatur, bei der die DNA-Doppelstränge zur Hälfte als 

Einzelstränge vorliegen. Für Oligonukleotide wird die TD annähernd berechnet 

nach: TD = 2(A+T)+4(G+C).Pro 1 % nicht paarender Basen (Mismatch) sinkt die 

TD um 1°C. 

 Es wurden daher Primer mit einer Länge um die 20 Basenpaaren ausgewählt. 

 Die Primer sollten keine Palindrome, repetitiven Basenfolgen, Sequenzabschnitte 

aus Polypurin oder Polypyrimidin sowie Bereiche mit ausgeprägter 

Sekundärstruktur enthalten. 

 Die Primer sollten an ihrem 3‘-Ende weder inter- noch intramolekular 

komplementär sein, um die Ausbildung von Primer-Dimeren zu vermeiden. 

 Die Basen folgen ATG und AGGA sind zu vermeiden. 

 Der Anteil an Purinen soll unter 50 % liegen. 

 Der Forward- und der Reverseprimer sollten in einem Abstand von weniger als 10 

kbp an der DNA-Matrize binden. 

 Die Klon-spezifischen-3‘-Primer sollten sich über die N-Region zwischen D- und 

J- Segment erstrecken. 

 

3.2.4 Auswahlkriterien für Sonden 

Folgende Kriterien wurden bei der Auswahl der geeigneten TaqMan-Sonden 

angewandt: 

 Die Schmelztemperatur (TM) der Sonde sollte mindestens 5-10°C höher liegen 

als die Schmelztemperatur der Primer. 

 Die optimale Sondenlänge beträgt zwischen 20 und 30 Basen. 

 Der Guanin- und Cytosinanteil sollte unter 50 % liegen. 

 In unmittelbarer Nähe zu den Reporter- und Quencher Basen sollte kein Guanin 

liegen. 

 Die Bildung von Haarnadel- und Sekundärstrukturen sowie die Oligomerbildung 

mit mehr als 4 Guaninen hintereinander ist zu vermeiden. 

 Es sollte keine Selbsthybridisierung sowie keine Primerhybridisierung erfolgen. 
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3.2.5 Maßnahmen zur Vermeidung von Kontaminationen bei der PCR 

Bei der PCR besteht die Gefahr von falsch positiven Ergebnissen durch die 

Verschleppung kleiner Mengen amplifizierter DNA aus vorangegangenen PCR-

Ansätzen, was als „carry over“ bezeichnet wird (47). 

Deshalb wurden folgende Vorsichtsmaßnahmen getroffen: 

 Der Ansatz des Mastermix erfolgte in einem separaten Raum, in welchem nicht 

mit DNA gearbeitet wurde. 

 Es wurden vom Hersteller autoklavierte Einmalpipettenspitzen verwendet. 

 Es wurde vom Hersteller autoklavierte Einmalgefäße verwendet. 

 Alle Arbeiten wurden auf einer saugfähigen, mit Plastik beschichteten Unterlage 

ausgeführt, welche vor jedem neuen PCR-Ansatz gewechselt wurde. 

 Es wurden vorzugsweise Gefäße mit Schraubverschluss verwendet, um das 

Verspritzen von Lösungen zu vermeiden. 

 Es wurde für jeden Ansatz eine neue Wasserportion geöffnet. 

 Die Arbeitshandschuhe wurden häufig gewechselt, mindestens vor jedem neuen 

PCR-Ansatz. 

 Primer, Sonden, Magnesium, Puffer und Nukleotide wurden in kleinen Portionen 

aliquotiert. 

 Es wurden bei jeder PCR mehrere Negativkontrollen verwendet. 

 Als Positivkontrolle dienten bei den Real-Time-PCRs K-ras-DNA sowie verdünnte 

DNA von t(11;14)-positiven Zelllinien (JVM-2). 

 Die PCR-Reaktionen wurden durch Anwendung der Uracil-DNA-Glykosylase 

(UNG) dekontaminiert. Hierzu wurden bei den durchgeführten PCRs dUTPs statt 

dTTPs verwendet. Die UNG katalysiert die Hydrolyse uracilhaltiger 

Nukleinsäuren. Durch ihren Einsatz vor jeder PCR-Reaktion war es möglich 

Verunreinigungen durch frühere Amplikons zu entfernen, da diese dUTPs 

enthielten (48). 
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3.2.6 Grundlegendes zur Durchführung der TaqMan-PCR 

Die TaqMan-PCR wurde in einer 96-Well Reaktionsplatte durchgeführt. Es wurden 

40 µl Mastermix und 10 µl Template pro Well pipettiert. Die Platte wurde 

anschließend mit einer Folie verschlossen. Die PCR-Reaktion und Analyse erfolgte 

mit Hilfe des ABI PRISM 7500 Sequence Detection System (Applied Biosystems, 

Weiterstadt). Zur Herstellung des PCR-Ansatzes wurde das TaqMan PCR Core 

Reagens Kit (Applied Biosystems, Weiterstadt) verwendet. 

 

Tabelle 3.1:Ansatz des Mastermix für die TaqMan-PCRs 

Reagenzien Volumen in µl Endkonzentration in 50 µl 

Aqua dest. 15,2  

MgCl2 Lösung 8 4 mM 

Puffer A (10 x) 5 1x 

dATP, dCTP, dGTP, 4 200 µM 

dUTP 5 400 µM 

Uracil–N-Glycosylase 
(UNG) (1 U/µl) 

0,5 0,01U/µl 

AmpliTaq Gold (5 U/µl)  0,25 0,025 U/µl 

Probe (FAM) 5 200 nM 

Sense-Primer 1 400 nM 

Antisense-Primer 1 400 nM 

Template  10  

Mastermix 40  

Gesamtvolumen 50  
 

Tabelle 3.2:Temperatur-Zeit-Protokoll für die TaqMan-PCRs 

Step UNG 
Inkubation 

AmpliTaq 
Gold 
Aktivation 

PCR 

 Hold Hold Cycle (45 Zyklen) 

Dissoziation Annealing/Elongation 

Zeit 2 min. 10 min. 15 sec. 1 min.  

Temperatur 50°C 95°C 95°C 61°C 

Volumen 50 µl 
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3.3 Amplifikation der isolierten DNA 

Da aus Lymphknoten-Paraffinschnitten nur eine geringe Menge DNA gewonnenen 

werden kann, wurde die extrahierte DNA vor ihrem Einsatz in einer PCR mit dem 

GenomePlex Whole Genome Amplification (WGA) Kit (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 

USA) amplifiziert. Durchführung der DNA Amplifikation mit dem WGA Kit: 

 

Fragmentation 

Zu 10 µl Proben-DNA wurde 1 µl Fragmentation Buffer (WGA Kit) hinzugegeben. 

Nachfolgend wurden die Proben für 4 min bei 95°C mit Hilfe des Thermocycler 9800 

(Applied Biosystem, Weiterstadt) erhitzt und anschließend auf Eis gestellt. 

 

Library Preparation 

Zu jeder Probe wurden 2 µl Library Preparation Buffer (WGA Kit) hinzugegeben 

sowie 1 µl Library Stabilization Solution (WGA Kit). Anschließend wurden die Proben 

für 2 min bei 95°C erhitzt und dann erneut auf Eis gestellt. Im Anschluss wurde 1 µl 

Library Preparation Enzyme (WGA Kit) hinzugefügt. Hiernach wurde der 

Versuchsansatz auf den Thermocycler 9800 (Applied Biosystems, Weiterstadt) 

gestellt und wie folgt inkubiert: 

 

Tabelle 3.3: Inkubation der Library Preparation 

Zeit Temperatur 

20 min 16°C  

20 min 24°C  

20 min 37°C  

5 min 75°C  

∞ 4°C 

 

DNA Amplifiktion: 

 

Tabelle 3.4: Ansatz des Mastermix für die DNA Amplifiktion 

Reagenz Volumen 

Amplifikation Master Mix 7,5 µl  

Nuclease Free Water 47,5 µl 

WGA DNA Polymerase 5 µl 
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Die Bestandteile des Mastermix wurden zu den Proben hinzugegeben. Hiernach 

wurde eine PCR am Thermocycler 9700 (Applied Biosystems, Weiterstadt) 

durchgeführt. 

 

Tabelle 3.5: Temperatur-Zeit-Protokoll der DNA Amplifikation 

Step Zeit  Temperatur 

Cycle (14 Zyklen) 

Denaturierung 3 min 95° C 

Dissoziation 15 sec. 94 °C 

Annealing/Elongation 5 min 65 °C 

 

 

3.4 Bestimmung der optimalen Probenverdünnungen 

Bei aus Paraffinschnitten isolierter DNA kann die DNA-Konzentration nicht durch die 

Messung der optischen Dichte am Photometer bestimmt werden, da aus diesem 

Probenmaterial, wie bereits erwähnt, nur geringe Mengen DNA isoliert werden 

können. Zudem enthält die DNA durch Rückstände von Formalin und Paraffin PCR-

Hemmstoffe in unterschiedlichen Konzentrationen. Deshalb wurde, um die optimalen 

Probenverdünnungen für die nachfolgenden Versuche zu ermitteln, zunächst eine 

Verdünnungsreihe aus der nativen, aus den Lymphknoten-Paraffinschnitten, 

isolierten DNA sowie aus der, mit dem WGA Kit (Sigma-Aldrich), amplifizierten DNA 

hergestellt. Die Ausganglösungen wurden 1:10 verdünnt. Fünf weitere 

Verdünnungsstufen wurden jeweils durch eine 1:2 Verdünnung hergestellt.  

Nachfolgend wurde der DNA-Gehalt der Verdünnungsstufen durch eine quantitative 

PCR für das Wildtypallel des K-ras-Gens ermittelt. Das Wildtyp K-ras-Gen dient als 

Referenzgen. Es liefert 2 Kopien pro Zelle. Mit der Verdünnungsstufe, für die der 

niedrigste Cycle Threshold (Ct-Wert) ermittelt wurde, führten wir alle weiteren 

Analysen durch. 

Im Vergleich zur nativen DNA lieferte die mit dem WGA Kit (Sigma-Aldrich) 

vermehrte DNA durchweg die besseren Ct-Werte. Sie wurde daher in allen PCRs, 

die zur DNA Erzeugung für die Sequenzanalyse dienten, verwendet. 

Der Cycle Threshold (Ct-Wert) gibt den Zyklus an, indem die Fluoreszenz erstmalig 

über die Hintergrund-Fluoreszenz steigt und die Fluoreszenzkurve in den 

exponentiellen Bereich übergeht. Je mehr DNA vor der PCR in der Probenlösung 

vorliegt, desto schneller übersteigt die Fluoreszenz den Schwellenwert (49).  
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3.5 Die 11;14 PCR 

 

3.5.1 Grundlagen der 11;14 PCR 

Bei fast allen Patienten mit MCL kann zytogenetisch eine t(11;14) Translokation 

nachgewiesen werden. Das auf dem Chromosom 11 gelegene Cyclin D1 Gen 

fusioniert mit dem 5‘-Ende der Immunglobulin Schwerketten (IgH) Joining Region 

(JH), welche auf dem Chromosom 14 gelegen ist (50). Die Bruchpunktregion im BCL-

1 Gen auf dem Chromosom 11q13 weist eine Länge von 100 kb auf. Sie liegt etwa 

120 kb vom Cyclin D1 Gen entfernt. Es wurden 3 Gruppen von Bruchpunkten 

identifiziert (MTC, mTC1 und mTC2). Etwa 30-50% der Chromosomenbrüche treten 

in der „Major Cluster Region“ (MTC) auf. Bei Patienten mit einem Bruchpunkt in 

dieser Region kann die t(11;14) Translokation als Zielsequenz für eine PCR 

verwendet werden. Dies ist etwa bei einem Drittel aller an einem MCL Erkrankten 

möglich (51).  

 

3.5.2 Durchführung der t(11;14) PCR 

Mit den Lymphknoten-DNA-Verdünnungen wurde eine t(11;14)-PCR durchgeführt. 

Hiermit wurde geprüft, ob bei den zur Versuchsreihe gehörenden Patienten eine t(11; 

14)Translokation vorliegt und somit ein MRD Monitoring über diesen Marker möglich 

ist. Um die Sensitivität der PCR zu überprüfen, wurde das Wildtyp-K-ras–Gen 

mitbestimmt.  

Zeigte sich in der t(11;14) PCR ein positives Ergebnis, wurde mit dem PCR-Produkt 

eine Gelelektrophorese durchgeführt. Kam es zur Darstellung einer Bande, galt das 

PCR-Ergebnis als bestätigt.  
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3.6 Die IgH-CDR3-PCR 

 

3.6.1 Grundlagen der IgH-CDR3-PCR 

Bei Patienten, bei denen es nicht gelingt mittels PCR eine t(11;14) Translokation zu 

detektieren, kann die tumorklonspezifische CDR-3 Region der IgH Gene als 

molekularer Marker für den Nachweis einer MRD genutzt werden (51). 

In den variablen Regionen der Immunglobuline liegen drei Bereiche, in denen die 

Sequenzunterschiede besonders ausgeprägt sind. Diese werden als hypervariable 

Regionen oder auch Complementarity Determining Regions (CDRs) bezeichnet. Sie 

bilden die Kontaktstelle für das Antigen. Diese hypervariablen Bereiche sind in die 

konstanteren Gerüstregionen, die Framework Region (FR) 1-4, eingebettet. Die 

CDR1- und CDR2-Domänen werden durch das V-Gen codiert. Die CDR3-Region 

hingegen hat zusätzlich J- und D-Gensegmente zur Grundlage. Sie weist aufgrund 

ihres Bildungsmechanismus, der VDJ-Rekombination, die größte Variabilität auf. Die 

VDJ-Rekombination ist ein Mechanismus, der entscheidend zur Entstehung der 

Antikörper-Diversität beiträgt (52). 

Zu einem frühen Zeitpunkt in der Entwicklung der B-Zelle werden die in der 

Keimbahnkonfiguration vorliegenden IgH Gene neu rekombiniert. Zuerst wird ein 

beliebiges D (diversity)-Element mit einem beliebigen J (joining)-Element) verknüpft. 

Der entstandene DJ-Komplex wird nachfolgend mit einem zufällig ausgewählten V 

(variable)-Element verbunden. Dieser Prozess wird durch das Enzym VDJ-

Rekombinase katalysiert. Nachfolgend fügt ein anderes Enzym, die Terminale-

Desoxyribonukleotidyl-Transferase (TdT), nach dem Zufallsprinzip ausgewählte 

Desoxyribonukleotide ein, welche als N-Region bezeichnet werden. Zum selben 

Zeitpunkt werden zudem Desoxyribonukleotide von Exonucleasen entfernt. Das 

Ergebnis des Rearrangements der IgH-Gene ist die klonspezifische Complementarity 

Determining Region (CDR3) (53). 

Ist die Rekombination der IgH-Gene abgeschlossen, findet das Rearrangement der 

kappa-Leichtkettengene statt. Da die Leichtketten nur von V- und J-Gensegmenten 

codiert werden, lagern sich auch nur diese um. Im Falle eines erfolglosen Versuches 

werden die lambda-Leichtkettengene neu rekombiniert. Die Antiköpervielfalt wird 

nachfolgend durch somatische Mutationen weiter erhöht (52). 
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Im menschlichen Genom existieren mehr als 250 verschiedene VH-Segmente, mehr 

als 30 DH-Segmente und 6 JH-Segmente. Die Keimbahn VH-Segmente werden 

aufgrund von Sequenzhomologien in 6 Familien eingeordnet (VH1-VH6). Die 

Familiengröße variiert von einem (VH6) bis zu 30 funktionellen Genen (VH3) (53). 

Aufgrund der großen Genvielfalt ist es nicht möglich mit einem Consensus-Primer 

alle VDJ-Rekombination zu amplifizieren. Daher müssen für die Amplifikation der 

CDR3-Region Consensus-Primer für die Joining-Region (J cons.) zusammen mit 

Familien-spezifischen-Primern für die Frameworkregionen FR1, FR2 oder FR3 

angewendet werden. Durch diese Art von PCR ist jedoch kein spezifischer Nachweis 

von Tumorzellen möglich. Sie dient vielmehr dazu, die DNA-Sequenz der CDR3-

Region des Lymphomzellklons für die Synthese von klonspezifischen 3‘-Primern zu 

gewinnen. Diese Primer sollten sich über eine der beiden N-Regionen der CDR-3-

Sequenz erstrecken, da diese Bereiche die höchste Spezifität aufweisen Mit Hilfe der 

klonspezifischen 3‘-Primer kann schließlich durch eine TaqMan-PCR die MRD-

Bestimmung erfolgen (53). 

Unter Verwendung der t(11;14)-PCR sowie der IgH-CDR3-PCR können etwa 80 % 

der MCL-Patienten mit Hilfe der quantitativen Real-time PCR überwacht werden (51).  

 

Abbildung 3.2: Die VDJ-Rekombination im IgH-Locus (54) 
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3.6.2 Durchführung der VH-Familien-PCR 

Um DNA-Fragmente für eine Sequenzanalyse zu erhalten, wurde eine Fast-PCR mit 

Consensus-Primern für die Joining-Region (JH cons.) und VH-Familien-spezifischen 

Consensus Primern für die FR2- oder FR3-Region durchgeführt. Es wurden zwei 

unterschiedliche Gruppen von VH-Familien-Primern (B2 FR2-Primer und FR3-Primer) 

verwendet, um die Ausbeute an sequenzierbaren PCR-Produkten zu erhöhen. 

Zuerst wurden die B2 VH1-, B2 VH3- und B2 VH4-FR2-Primer sowie die FR3-Primer 

für diese VH-Familien eingesetzt, da die VH1-, VH3 -und VH4-Familie die meisten 

Gensequenzen beinhaltet. Lieferte die PCR mit diesen Primern kein positives 

Ergebnis, kamen die B2 VH2-, B2 VH5- und B2 VH6-FR2-Primer sowie die FR3-Primer 

für diese VH-Familien zur Anwendung. 

Die PCR wurde in einer 96 Well Fast-PCR-Platte durchgeführt. Es wurden pro Well 5 

µl Template und 15 µl Fast-Mastermix pipettiert. Die Platte wurde anschließend mit 

einer Folie verschlossen. Um die amplifizierte DNA-Menge zu erhöhen, erfolgte 

immer eine Reamplifikation der PCR-Produkte. Nach der Reamplifikation wurde eine 

Elektrophorese durchgeführt. Stellte sich eine klare, deutliche Bande dar, wurde 

anschließend die Sequenzierung des PCR-Produkts vorgenommen. War die Bande 

jedoch sehr schwach oder stellten sich zusätzliche unspezifische Banden dar, 

erfolgte vor der Sequenzanalyse eine Auftrennung der DNA-Fragmente durch eine 

DHPLC (denaturierende High-Performance Liquid Chromatographie) mit dem Wave 

System (Transgenomic Omaha, NC, USA), das mit einem Fragmentkollektor 

gekoppelt war (siehe Punkt 3.8).  

Die VH-Familien-PCRs wurden mit dem GeneAmp Fast PCR Master Mix (Applied 

Biosystems, Weiterstadt) am Thermocycler 9700 (Applied Biosystems, Weiterstadt) 

durchgeführt. 
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Tabelle 3.6: Ansatz des Master Mix für die VH-Familien-PCRs 

Reagenzien Volumen in µl Endkonzentration in 20 
µl 

Aqua dest. 3  

VH-Primer 1 400 nM 

JH cons. Primer 1 400 nM 

GeneAmp Fast PCR 
Master Mix 

10 1x 

Template 5  

Mastermix 15  

Gesamtvolumen 20  

 

Tabelle 3.7:Temperatur-Zeit-Protokoll der VH-Familien-PCRs 

Stepp Fast Start 
des Enzyms 

PCR PCR (Final 
Step) 

HOLD Cycle (35 Zyklen) HOLD 
72°C 

HOLD 
4°C Dissoziation Annealing/Elongation 

Temperatur 95°C 94°C 62°C 72°C 4°C 

Zeit 10 sec. 0 sec. 30 sec. 60 sec ∞ 

 

 

3.7 Die Agarose-Gelelektrophorese 

 

3.7.1 Grundlagen der Agarose-Gelelektrophorese 

Die Agarose-Gelelektrophorese dient der Auftrennung von DNA-Fragmenten. 

Nukleinsäuren besitzen bei den in allgemeinen angewandten Elektrophorese-

Bedingungen (pH 8,0) eine negative Ladung und wandern nach Anlegen einer 

elektrischen Spannung von der Kathode zur Anode. Die zurückgelegte 

Wanderungsstrecke hängt hierbei weitestgehend von der Moleküllänge ab. Je kleiner 

die Moleküle sind, umso schneller wandern sie durch die Poren des Gels. Um nach 

erfolgter Auftrennung eine Größenbestimmung der Nukleinsäure-Fragmente 

vornehmen zu können, lässt man einen DNA-Längenstandard (Ladder) auf dem 

Elektrophorese-Gel mitlaufen. Die Agarose-Gele sind mit einem fluoreszierenden 

Farbstoff (Ethidiumbromid) versetzt, wodurch sich die DNA-Stränge unter 

Beleuchtung mit UV-Licht als Banden darstellen lassen (55). 
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3.7.2 Durchführung der Agarose-Gelelektrophorese 

Tabelle 3.8: Probenansatz der Gelelektrophorese 

Reagenzien Volumen in µl 

6 x F-Stop-Mix  4 µl 

Aqua dest. 15 µl 

Template (PCR-Produkt)  5 µl 

 

Tabelle 3.9: Ansatz des Proben-Puffers (6xF-Stop-Mix) 

Reagenzien Volumen 

EDTA pH 8 0,05 M 

SDS 1 % (w/v) 

Ficoll 400 14 %(w/v) 

Bromphenolblau 0,4% (w/v) 

 

Tabelle 3.10: Ansatz des 50 bp Ladder 

Reagenz Volumen 

6xF-Stop-Mix 1000 µl 

 
 
Es wurden 2 % Agarosefertiggele (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) in die 

Elektrophoresekammer eingelegt. Nachfolgend wurden 24 µl der mit 6xF-Stop-Mix 

und Aqua dest versetzten Proben in die Taschen des Gels pipettiert. An die erste 

und die letzte Position auf dem Gel wurden immer 24 µl eines 50 bp Ladder 

(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) gegeben. Anschließend wurde eine Spannung von 

90 V angelegt. Die Spannung wurde abgeschaltet, wenn der 

Molekulargewichtsmarker das letzte Drittel des Gels erreicht hatte. Die 

durchschnittliche Laufzeit der DNA-Fragmente betrug etwa eine halbe Stunde. Durch 

das dem Proben-Puffer zugesetzte Bromphenolblau war es möglich, die Lauffront 

während der Gelelektrophorese zu beobachten. 

Nachfolgend wurden die Gele unter Anwendung der Software „ Gel Doc 200“ (Bio 

Rad, Hercules, CA, USA) und des Programms „Quantity one“ (Bio Rad, Hercules, 

CA, USA) ausgewertet. Es erfolgte eine Fotografie der Gele unter UV-Licht. Die 

Fotos wurden ausgedruckt und auf einem Computer gespeichert.  
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3.8 Das WAVE DNA Fragment Analysis System 

 

3.8.1 Grundlagen des WAVE DNA Fragment Analysis System 

Beim WAVE DNA Fragment Analysis System (Transgenomic, Omaha, NC, USA) 

handelt es sich um einen Hochleistungsflüssigkeitschromatographen. Mit diesem 

System ist die Auftrennung von DNA-Fragmenten nach ihrer Größe sowie die Suche 

nach DNA-Polymorphismen möglich. Die DNA-Probe wird, um eine Auftrennung von 

DNA-Fragmenten zu erreichen, in eine Chromatographiesäule injiziert. Die Stationäre 

Phase in der Säule ist elektrisch neutral sowie hydrophob, deshalb kann die negativ 

geladene DNA nicht von alleine an die Säulenmatrix binden. Als Brückensubstanz 

wird das Ionenpaarreagenz Triethylammonium-Acetat (TEAA) verwendet. Das 

Reagenz stellt eine Verbindung zwischen DNA und stationärer Phase her. Diese 

Verbindung wird durch eine steigende Konzentration von Acetonitril in der mobilen 

Phase wieder aufgehoben, welches mit hohem Druck durch die DNA-

Separationseinheit gepumpt wird. Die DNA wird als Folge hiervon aus der Säule 

eluiert und mittels eines UV-Detektionssystems gemessen (56). Das Wave System 

zeigt die Detektion eines DNA-Fragments durch einen Peak an. Aus den 

Retentionszeiten der Peaks kann die Länge der DNA-Fragmente bestimmt werden. 

Da keine Denaturierung der DNA stattfindet, können die separierten DNA-Fragmente 

für weitere Analysen verwendet werden (57). 

 

3.8.2 Anwendung des WAVE DNA Fragment Analysis Systems 

Zeigte sich nach der Gelelektrophorese eine deutliche Bande, erfolgte sofort eine 

Sequenzierungsreaktion. War jedoch nur eine sehr schwache Bande sichtbar oder 

stellten sich mehrere Banden dar, wurde vor der Sequenzierungsreaktion eine 

Auftrennung der DNA-Fragmente der Größe nach mit dem Wave DNA Fragment 

Analysis System (Transgenomic) vorgenommen. 
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3.9 Die Sequenzanalyse 

 

3.9.1 Grundlagen der Sequenzanalyse 

Die heute gängigen Sequenzierungsverfahren beruhen auf einer 1977 von Fredrick 

Sanger entwickelten Methode. Das von Sanger etablierte Verfahren wird auch als 

Kettenabbruch-Synthese bezeichnet und ist eine enzymatische Methode (41). 

In vitro wird der Komplementärstrang zu einem einen der beiden DNA-Stränge, deren 

Nukleotidsequenz bestimmt werden soll, synthetisiert. Die Methode basiert auf der 

kontrollierten Unterbrechung der enzymatischen Replikation durch modifizierte 

Nukleotide. Es handelt sich hierbei um Didesoxynukleosidtriphosphat (ddNTP). Bei 

diesen Nukleotiden fehlt die 3‘-Hydroxygruppe was, zur Folge hat, dass eine 

Verknüpfung mit der Phosphatgruppe des nachfolgenden Nukleotids nicht möglich 

ist. Ihr Einbau in die DNA–Sequenz hat daher eine Beendigung der DNA-Synthese 

zur Folge (41), (58). 

Bei der DNA Sequenzierung wird zunächst die DNA-Doppelhelix durch Erhitzung 

aufgetrennt. In vier gleiche Ansätze, die alle die vier Nukleotide beinhalten, wird je 

eine der vier Basen zum Teil als ddNTP zugegeben. In Folge des Kettenabbruchs 

durch die ddNTPs entstehen DNA-Fragmente unterschiedlicher Länge. Die Primer 

oder die ddNTPs sind radioaktiv markiert. Die DNA-Fragmente werden nach der 

Sequenzierungsreaktion durch Elektrophorese aufgetrennt und das Gel wird auf 

einem fotografischen Film dargestellt. Die Sequenz des neu synthetisierten DNA-

Strangs kann durch den Vergleich der vier Ansätze direkt vom Bandenmuster des 

Gels abgelesen werden, und hieraus kann dann die Sequenz des Matrizenstrangs 

ermittelt werden (41), (58). 

Heutzutage verwendet man vor allem mit Fluoreszenz-Farbstoffen markierte 

ddNTPs. Jedes dieser Nukleotide ist durch eine unterschiedliche Farbe 

gekennzeichnet. Hierdurch wird die Durchführung aller vier Reaktionen in einem 

Ansatz ermöglicht, da die Didesoxy-Enden der Fluoreszenz-markierten DNA durch 

ihre Farbcodes unterschieden werden können. Die entstehenden Kettenabbruch-

Produkte werden mittels Kapillarelektrophorese aufgetrennt und mit Hilfe eines 

Lasers zur Fluoreszenz angeregt. Die ddNTPs am Ende fluoreszieren in 

unterschiedlichen Farben und können von einem Detektor identifiziert werden.  
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Das Chromatogramm gibt direkt die Abfolge der Basen des sequenzierten DNA-

Stranges wieder (41). 

 

Abbildung 3.3: Flussdiagramm der Kettenabbruch-Methode (59) 

 

 

 

3.9.2 Durchführung der Sequenzanalyse  

Die Sequenzierung der mit VH-FR3-Primern oder B2 VH-FR2-Primern sowie JH-

Consensus Primern amplifizierten DNA-Fragmente erfolgte nach der 

Probenaufbereitung mit dem ABI PRISM Sequence Analyser 310 (Applied 

Biosystems, Weiterstadt). 

 

Reinigung der DNA 

Nach der VH-Familien-PCR erfolgte eine Bandendarstellung durch die 

Gelelektrophorese. Wenn sich eine eindeutige Bande zeigte, wurden aus dem PCR-

Produkt in der Centricon YM-100 Säule (Amicon Bioseparations, Raleigh, NC, USA) 

überschüssige Nukleotide entfernt. 

Hierzu wurden 300 µl Aqua dest. mit 40 µl PCR-Produkt (aus Doppelbestimmung) in 

die Säulen gegeben. Im Anschluss wurden die Proben für 10 min bei 3000 g 



Methoden 
 

 

Nora Schweinfurth  S e i t e  | 43 
 

zentrifugiert. Nachfolgend wurde die umgedrehte Säule in ein neues Tube gegeben 

und es erfolgt eine erneute 3 min Zentrifugation bei 3000 g. 

 

Sequenzierungsreaktion 

Die gereinigte DNA wurde in die Sequenzierungsreaktion eingesetzt. Pro 

Reaktionsgefäß wird immer nur ein Primer verwendet (passender VH-FR3, B2-VH-

FR2 oder der JH Consensus-Primer). Zur Sequenzierung wurde das Big Dye 

Terminator Sequenzierungskit (Applied Biosystems, Weiterstadt) verwendet. Die 

Sequenzierungsreaktion erfolgte im Thermocycler 9700 (Applied Biosystems, 

Weiterstadt). 

 

Tabelle 3.11: Herstellung des Sequenzierungsansatzes 

Reagenz Volumen 

Premix 
 

8 µl 

verdünnter Primer (5 pmol/l) 1 µ 

aqua dest 
 

6 µl 

 
 
Tabelle 3.12:Temperatur-Zeit-Protokoll des Sequenzierungsansatzes 

Step Denaturierung Annealing Elongation 

                                        Cycle (25 Cycles) 

Temperatur 96° C 50° C 60° C 

Zeit 10 sec. 5 sec. 4 min. 

 
 
Reinigung des Sequenzierungsprodukts 

Hiernach erfolgte die Entfernung überschüssiger fluoreszenzmarkierter ddNTPs 

mittels Dye Ex 2.0 spin columns (Quiagen, Hilden). Der gesamte Ansatz (20 µl) 

wurde auf eine Säule gegeben. Darauf folgte eine 3 minütige Zentrifugation bei 3000 

g. Zu den Eluaten der Säule wurden 20 µl Formamide Deionized hinzugegeben. 

Nachfolgend wurden die Proben in ein 0,5 ml Sequenzierungsgefäß gegeben und für 

5 Minuten auf 95°C erhitzt und anschließend 10 Minuten bei 4°C gekühlt. 

Anschließend erfolgte die Analyse der Proben im ABI PRISM Sequenzanalyser 310 

(Applied Biosystems, Weiterstadt).  

Zur Vermeidung von Kontaminationen galten die unter Punkt 3.2.5. aufgeführten 

Vorsichtsmaßnahmen. 
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3.9.3 Auswertung der Sequenzanalysen 

Die ermittelten Sequenzen wurden unter Anwendung des Computerprogramms 

Sequenzing Analysis 5.1.1 (Applied Biosystems, Weiterstadt) visualisiert, manuell 

gegengelesen und gegebenenfalls durch das Einfügen oder die Wegnehmen von 

Nukleotiden editiert. 

Aus den komplementären Sequenzen, die aus der Sequenzierung mit JH- und VH-

Primern gewonnen wurden, wurde mit Hilfe des Computerprogramms DNASIS Max 

2.6. (Hitachi, Berlin) eine Consensussequenz gebildet. Diese wurde dann mit den 

Immunglobulin-Keimbahnsequenzen verglichen („Ig-Blast for Nucleotide Sequences“ 

des NCBI (Bethesda, MD, USA) und „IMGT-V-Quest“), um die an der CDR3-Region 

beteiligten VH-,D-,JH-Segmente und N-Nukleotide identifizieren zu können. 

 

3.10 Synthese Klon-spezifischer 3‘-Primer  

Anhand der Sequenz der IgH-CDR3-Region der Tumorzellen konnten mit Hilfe des 

Computer Programms Oligo, Primer Analysis Software (Molecular Biology Insights 

Inc., Cascade, CO, USA) die Basenabfolge der Klon-spezifischen-3‘-Primer festlegt 

werden. Als Hybridisierungsregion für die Primer wurde ein sich über die N-Region 

zwischen D und J Segment erstreckender Teil der DNA-Sequenz ausgewählt, da 

dieser Bereich am spezifischsten für den jeweiligen Tumorzellklon ist. 

 

3.11 Überprüfung der Spezifität der Primer 

Die Spezifität der Primer wurde in einer TaqMan-PCR-Reaktion anhand der aus den 

Lymphknoten-Paraffinschnitten extrahierten DNA der jeweiligen Patienten sowie an 

DNA-Präparationen aus Blutproben von mindestens fünf gesunden Probanden 

überprüft. Waren die Primer spezifisch, kam es zu hoch positiven PCR-Ergebnissen 

bei der Messung der Patientenproben sowie negativen Ergebnissen bei der Analyse 

der fünf gesunden Probandenproben. Nur bei Ct-Werten > 38 bei der Kontroll-PCR 

wurden die Primer als spezifisch angesehen und für MRD-Analysen verwendet. Die 

Kontrolle der Sensitivität der Messung erfolgte durch die Mitbestimmung des k-ras-

Gens.  

  



Methoden 
 

 

Nora Schweinfurth  S e i t e  | 45 
 

3.12 Durchführung von quantitativen PCR-Analysen zur Bestimmung der MRD 

Die Proben wurden in einer Taq-Man-PCR unter Verwendung der im Rahmen dieser 

Arbeit synthetisierten Klon-spezifischen-3‘-Primer sowie der jeweiligen FR3-VH-

Familien-Primer bestimmt oder beim Vorliegen der t(11;14)-Translokation durch eine 

t(11;14)-TaqMan-PCR unter Verwendung eines bcl-1-Primers sowie eines JH-

Consensus-Primers. Für den Nachweis der t(11;14)-Translokation bzw. der 

lymphomzellspezifischen-CDR3-Sequenz wurden fünf PCR-Ansätze mit jeweils 1µg 

DNA getestet. 

Als Referenzgen diente das Wildtypallel des k-ras Gens. Für die k-ras Messung 

wurde die DNA 1:20 weiter verdünnt. Durch eine quantitative PCR für das 

Wildtypallel des k-ras Gens kann die Zellzahl in einer Probe ermittelt werden (2 

Kopien/ Zelle). Die Berechnung der quantitativen PCR-Ergebnisse bei den t(11;14) 

positiven Patienten erfolgte anhand einer Standardkurve, die durch die Verdünnung 

von DNA aus einer t(11;14)-PCR-positiven Zelllinie (JVM-2) gewonnen wurde. Bei 

den spezifischen CDR3 PCR-Assays klonten wir das Lymphom spezifische PCR-

Fragment und generierten individuelle Standardkurven durch Verdünnung des 

Plasmids. Alle Resultate wurden in Lymphomzellen pro 106 Genom Äquivalente 

angegeben. 

 

3.13 Definition molekulare Remission , molekulare Progression und 

molekularer Rückfall 

Eine komplette molekulare Remission (MR) wurde festgelegt als eine komplette 

klinische Remission und das Fehlen von Lymphomzellen in zwei aufeinander 

folgenden MRD Bestimmungen, bei welcher Tumorzellen mit der Sensitivität von 

einer maligne Zelle in 106 normalen Zellen nachgewiesen werden können. Ein 

molekularer Rückfall oder eine molekulare Progression wurden definiert als ein 

Anstieg der Lymphomzellen um das Doppelte, bestätigt durch eine zweite Probe. 

 

3.14 Behandlung eines molekularen- oder klinischen Rückfalls 

Bei einem Rezidiv bis Tag +100 nach der SZT wurde sofort eine Cyclosporin A 

Bestimmung durchgeführt. Anschließend wurde die Immunsuppression 

unterbrochen. Die Patienten erhielten zudem 10-14 Tage später vier Infusionen 
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Rituximab 375 mg/m2 eine pro Woche. Bei einem Rückfall nach dem Tag +100 

wurden Rituximab Infusionen kombiniert mit DLI verabreicht. Die übliche Startdosis 

bei den DLI waren 105 CD3+ pro Kilogramm Körpergewicht. 
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4 Ergebnisse 

 

4.1 Patientencharakteristik 

 

4.1.1 Charakteristik der OSHO #060- und OSHO #074 Studienpatienten 

In der folgenden Tabelle 4.1 sind wichtige Merkmale der OSHO #060- und OSHO 

#074 Studienpatienten dargestellt (wie Alter, Geschlecht, Ann-Arbor Stadium, MIPI, 

Therapie, Krankheitsstatus, GvHD, Rezidiv nach der Stammzelltransplantation (SZT) 

und die Anzahl der nach der SZT verstorbenen Patienten). Es sind nur die Patienten 

aufgeführt, bei denen eine allogene SZT durchgeführt werden konnte. In der Tabelle 

sind die MRD-Patienten und die Patienten, bei denen keine MRD-Untersuchung 

möglich war, getrennt voneinander dargestellt. Dies soll einen Vergleich der MRD-

Patienten mit den „Non-MRD-Patienten“ ermöglichen.  

Ein Patient mit nachweisbarer t(11;14) Translokation verstarb 8 Tage nach der SZT 

an einer Infektion, so dass keine MRD-Messung erfolgen konnte. Dieser Patient ist 

bei den Non-MRD-Patienten aufgeführt. 

Bei insgesamt 33 Patienten konnte eine SZT durchgeführt werden. Bei elf Patienten 

war eine Bestimmung der MRD möglich. Bei den Patienten, bei denen eine MRD-

Diagnostik möglich war, lag der Altersdurchschnitt bei 58 Jahren (Bereich 39-69). In 

dieser Gruppe befanden sich zehn Männer und eine Frau. Der Altersdurchschnitt lag 

bei den Patienten, bei denen keine MRD-Bestimmung durchgeführt werden konnte 

(Non-MRD-Patienten), bei 55 Jahren (Bereich 37-66) und die Mehrheit dieser 

Patienten (n=16, 72 %) war männlich. Alle Patienten befanden sich bei 

Studieneinschluss in einem fortgeschrittenen Krankheitsstadium (Ann-Arbor-Stadium 

III oder IV). In der Gruppe der Non-MRD-Patienten erreichte die Mehrzahl der 

Patienten vor Studieneinschluss eine CR (n=13), sieben Patienten eine PR und für 

zwei Patienten waren keine Daten verfügbar. In der Gruppe der MRD-Patienten 

erreichten zwei eine CR, acht eine PR und ein Patient eine stabile Erkrankung (SD). 

Die Konsolidierungstherapie erfolgte in beiden Gruppen in der Mehrzahl der Fälle 

nicht-myeloablativ mit Treosulfan/Fludarabin (n=26, 79 %). Bei sieben Patienten (21 

%) wurde eine myeloablative Konditionierung mit Busulfan/Endoxan durchgeführt. 
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Bei einem der myeloablativ konditionierten Patienten konnte eine MRD-Bestimmung 

durchgeführt werden. In der Gruppe der Non-MRD-Patienten kam es in neun Fällen 

(41 %) zu einer akuten GvHD nach SZT. In der MRD-Gruppe trat bei sieben 

Patienten (64 %) eine akute GvHD auf. Einer der MRD-Patienten entwickelte eine 

akute GvHD nach einer Donor-Lymphozyteninfusion (DLI). Eine chronische GvHD 

trat bei einem Non-MRD-Patienten und bei vier MRD-Patienten auf. Ein 

Studienteilnehmer aus der Non-MRD-Gruppe sowie zwei aus der MRD-Gruppe 

erlitten nach der SZT ein klinisches Rezidiv. Nach der SZT sind fünf Patienten aus 

der Non-MRD-Gruppe verstorben sowie zwei der MRD-Patienten. Vier der Non-

MRD-Patienten verstarben an einer Infektion und einer an Nieren- und 

Lungentoxizität in Zusammenhang mit einer Pneumonie. Der MRD-Patient, der nach 

DLI-Gabe eine akute GvHD im Stadium 4 entwickelte, verstarb an einer schweren 

Infektion, die im Rahmen der Intensivierung der immunsuppressiven Therapie auftrat. 

Ein weiterer MRD-Patient, welcher sich nach der Transplantation in klinischer- und 

molekularer Remission (MR) befand, verstarb an einer septischen Kardiomyopathie. 

In die OSHO #74 Studie wurden neu diagnostizierte Patienten eingeschlossen. In die 

OSHO #60 Studie hingegen Patienten im Rezidiv. Die Patienten der OSHO #60 

Studie waren mit 6-13 Chemotherapiezyklen vorbehandelt. In der Non-MRD Gruppe 

der OSHO #60 Studie befanden sich drei Patienten im ersten Rezidiv und bei einem 

Patient waren schon mehr als zwei Rezidive aufgetreten. Bei zwei 

Studienteilnehmern war das Krankheitsstadium bei Studieneinschluss unbekannt. 

Bei den MRD-Patienten von OSHO #60 befanden sich fünf Patienten im ersten und 

einer im zweiten Rezidiv. Die Reinduktion vor der allogenen SZT erfolgte mit R-

DHAP (n=5) oder mit R-Bendamustin ± Fludarabin (n=7). In einem Fall wurde das 

Regime von DHAP wegen Nierentoxizität auf Bendamustin umgestellt. In der OSHO 

#74 Studie erfolgte die Induktionstherapie mit R-CHOP (n=13) oder mit R-DHAP 

(n=8). Der MIPI lag in dieser Studie bei den Non-MRD-Patienten zwischen 3-7 

(median n=5) und bei den MRD-Patienten zwischen 2-9 (median n=6). 
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Tabelle 4.1: Patientencharakteristik 

 Salvage SZT 
(OSHO #060) 

Primäre SZT 
(OSHO #074) 

Total 

Parameter Non-MRD-
Patienten 

MRD-
Patienten 

Non-MRD-
Patienten 

MRD-
Patienten 

Non-MRD-
Patienten 

MRD-
Patienten 

N (Bereich) N (Bereich) N (Bereich) N (Bereich) N (Bereich) N (Bereich) 

Patienten 
eingeschlossen 

6 6 16 5 22 11 

Männlich/ 
Weiblich 

6/0 5/1  10/6  5/0  16/6 10/1  

Alter bei SZT 57 (54-64) 61 (55-65) 54 (36-69) 55 (39-69) 55 (37-66) 58(39-69) 

Ann-Arbor 
Stadium bei 
Einschluss 

Stadium III: 1 
Stadium IV: 3 
n.a.: 2 

Stadium III: 2 
Stadium IV: 4 

Stadium III: 1 
Stadium IV: 15 

Stadium III: 0 
Stadium IV: 5 

Stadium III : 2 
Stadium IV: 18 
n.a.: 2 

Stadium III: 2 
Stadium IV: 9 

MIPI n.a. n.a. Low risk: 6 
Intermediate 
risk: 4 
High risk: 4 
n.a.: 2 
Median 
(Bereich): 
5 (3-7) 

Low risk: 1 
Intermediate 
risk: 0 
High risk : 2 
n.a.: 2 
Median 
(Bereich): 
6 (2-9) 

n.a. n.a.. 

Vortherapie 
(Chemotherapie-
zyklen) 

10 (8-13) 8 (6-10) n.a. n.a. n.a.. n.a. 

Krankheitsstatus 
bei Einschluss 

1. Rezidiv: 3  
2. Rezidiv: 0  
>2. Rezidiv: 1 
n.a: 2  

1. Rezidiv: 5 
2. Rezidiv: 1 
 

n.a.. n.a. n.a. n.a. 

(Re)Induktion vor 
SZT 

R-DHAP: 3 
R-Benda: 2  
R-BendaFlu: 0 
R-DHAP/ 
R-Benda: 1  

R-DHAP: 2 
R-Benda: 2 
R-BendaFlu:2 
 

R-CHOP: 10 
R-CHOP/ 
R-DHAP: 6  

R-CHOP: 3 
R-CHOP/ 
R-DHAP: 2 

n.a. n.a. 

Krankheitsstatus 
vor SZT 

CR: 4  
PR: 2  
SD: 0  

CR: 2 
PR: 3 
SD: 1 
 

CR: 9  
PR: 5 
n.a.: 2  

PR: 5 CR: 13 
PR: 7  
SD: 0 
n.a. : 2 

CR: 2 
PR: 8 
SD: 1 
 

Konsolidierungs-
therapie 

TreoFlu: 5 
BuCy: 1  

TreoFlu: 6 TreoFlu: 11  
BuCy: 5 

TreoFlu:4 
BuCy: 1 

TreoFlu: 16 
BuCy: 6  

TreoFlu:10 
BuCy: 1 

akute GvHD SZT:1 
DLI:0 

SZT:3 
DLI:0 

SZT:8 
DLI:0 

SZT:4 
DLI: 1 

SZT:9 
DLI: 0 
  

SZT: 7 
DLI: 1 

chronische GvHD 0 2 1 2 1 4 

klinisches Rezidiv 0 1 1 1 1 2 

 

 

Legende Tabelle: SZT: Stammzelltransplantation, n.a.: not applicable (nicht 

verfügbar), R: Rituximab, Benda: Bendamustin, BendaFlu: Bendamustin + 

Fludarabin, TreoFlu: Treosulfan + Fludarabin, BuCy: Bulsulfan + Cyclophosphamid, 

CR: Komplette Remission, PR: Partielle Remission, SD: Stabile Erkrankung, PD: 

Progressive Erkrankung, DLI : Donor-Lymphozyten-Infusion 
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4.1.2 Vergleich der Überlebenszeiten der MRD- und Non-MRD-Patienten 

In den folgenden Kaplan-Meyer-Plots ist das disease-free survival (DFS) und overall 

survival (OS) der MRD-Patienten und der Non-MRD-Patienten nach der allogenen 

SZT dargestellt (Abb. 4.1 und 4.2). Die Darstellung in Abb. 4.3 und 4.4. soll dem 

Vergleich der MRD-Patienten mit den Non-MRD-Patienten hinsichtlich DFS bzw. OS 

dienen. Es war kein statistisch signifikanter Unterschied im DFS und OS zwischen 

den beiden Gruppen nachweisbar (p > 0,05, Logrank-Test). 

 

Abbildung 4.1: MRD-Patienten DFS und OS 
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Abbildung 4.2: Non-MRD-Patienten DFS und OS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 4.3: Vergleich DFS MRD-Patienten versus Non-MRD-Patienten 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



Ergebnisse 
 

 

Nora Schweinfurth  S e i t e  | 52 
 

Abbildung 4.4: Vergleich OS MRD-Patienten versus Non-MRD-Patienten 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.2 Ergebnisse zur Etablierung eines molekularen Markers 

Bei acht Patienten aus der OSHO #060 Studie und bei 10 Patienten aus der OSHO 

#074 Studie war genügend Probenmaterial für die Durchführung einer MRD-

Verlaufskontrolle vorhanden (siehe Punkt 2.4.4.). 

Bei fünf der acht Patienten aus der OSHO #060 Studie war die PCR für die t(11;14) 

Translokation positiv. Bei den zehn Patienten der OSHO #074 Studie war bei keinem 

die t(11;14) Translokation mit Hilfe der PCR nachweisbar. Somit konnte für 

insgesamt fünf Patienten (28 %) eine MRD-Verlaufskontrolle über die t(11;14 ) PCR 

durchgeführt werden. 

Bei insgesamt 13 Patienten (72 %) war keine t(11;14) Translokation mit Hilfe der 

PCR nachweisbar. Für drei Patienten war bereits vor Beginn dieser Arbeit eine 

spezifische PCR für die CDR3-Region des IgH-Lokus entwickelt worden, während für 

10 Patienten noch eine IgH-CDR3-PCR etabliert werden musste. Bei drei dieser 10 

Patienten kam es bei der VH-Familien-PCR bei keinem der verwendeten Primersets 

zur Darstellung einer klaren Bande, so dass die Ermittlung der VH-Familie bei diesen 

Patienten nicht möglich war. Bei einem Patienten war die PCR für die VH4-Familie 

positiv, die restlichen sechs Patienten zeigten eine Zugehörigkeit zur VH3-Familie. 

Bei sieben Patienten wurde eine Sequenzierung der CDR3-Region durchgeführt. Bei 

zwei Patienten konnte keine lesbare CDR3 Sequenz ermittelt werden.  
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Es wurde versucht für die fünf Patienten, für die eine lesbare CDR3 Sequenz 

gewonnen wurde, einen klonspezifischen 3’Primer zu synthetisieren. Bei einem 

Patienten gelang dies nicht, denn der synthetisierte Primer war unspezifisch. 

Schließlich konnte für 4 Patienten eine IgH-CDR-3-PCR etabliert werden. Für 

insgesamt sieben von 18 Studienteilnehmern (39 %) konnte folglich eine MRD-

Messung über eine IgH-CDR3-PCR erfolgen. Hiervon stammten zwei Patienten aus 

der OSHO #60 Studie sowie fünf Patienten aus der OSHO #74 Studie. 

Letztendlich konnte bei sieben Patienten aus der OSHO 60# Studie und fünf 

Patienten aus der OSHO 74# Studie eine PCR für die MRD-Verlaufskontrolle 

etabliert werden.  

Die folgende Tabelle enthält eine Zusammenfassung der Ergebnisse für die t(11;14) 

PCR und die IgH-CDR3-PCR. 

 

Tabelle 4.2: Ergebnisse für die Etablierung eines molekularen Markers 

 Anzahl Patienten mit Proben 
für MRD-Untersuchungen 

t (11;14) 
positiv 

IgH-CDR3-
PCR etabliert 

Salvage SCT 
(OSHO #060) 

8 5 2 

Primäre SCT 
(OSHO #074) 

10 0 5 

Gesamt 18 (100 %) 5 (28%) 7 (39%) 

 

 

4.3 MRD-Verläufe 

Im Folgenden sind die MRD-Verläufe in Zusammenschau mit dem klinischen Verlauf 

der Patienten beschrieben, bei denen es möglich war MRD-Verlaufskontrollen 

durchzuführen.  

Ein Patient mit einer nachweisbaren t(11;14)-Translokation aus der OSHO #60 

Studie verstarb 8 Tage nach erfolgter Transplantation an einer Infektion in der 

Aplasie, daher konnte bei diesem Patienten keine MRD-Bestimmung durchgeführt 

werden. 

  



Ergebnisse 
 

 

Nora Schweinfurth  S e i t e  | 54 
 

4.3.1 MRD-negative Patienten 

Bei sieben Patienten kam es weder zu einem molekularen- noch zu einem klinischen 

Rezidiv. Bei allen Patienten waren vor der Transplantation hohe Zahlen 

zirkulierender Lymphomzellen nachweisbar (Abb. 4.5). Nach erfolgter 

Transplantation zeigte sich bei der MRD-Bestimmung ein negatives Ergebnis, 

welches im Verlauf auch negativ blieb.  

 

 

Abbildung 4.5: MRD-negative Patienten 
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Rezidiv mit einem deutlichen Anstieg der zirkulierenden Lymphomzellen um mehr als 

2 Log-Stufen (Abb. 4.6). Daraufhin wurde die immunsuppressive Therapie mit 

Cyclosporin A (CsA) reduziert und gleichzeitig eine Therapie des molekularen 

Rezidivs mit Rituximab (3 x 375mg/m²) durchgeführt. Unter Reduktion der 

Immunsuppression entwickelte der Patient eine GvHD Grad I, die zunächst mit 

Steroiden und CsA erfolgreich behandelt wurde. Im weiteren Verlauf trat eine 

chronische GvHD auf. Unter Rituximab-Therapie und parallel auftretender akuter 

GvHD kam es zu einem raschen Abfall der zirkulierenden Lymphomzellen, und der 

Patient erreichte eine molekulare Remission (MR). Während der weiteren 

Nachbeobachtung kam es zu keinem erneuten molekularen- oder klinischen Rezidiv 

(molekulare Nachbeobachtungszeit 36 Monate, klinische 114 Monate). 

 

 

Abbildung 4.6: Patient mit molekularem Rezidiv und Ansprechen auf Rituximab 
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4.3.3 Patient mit klinischem- und molekularem Rezidiv und Ansprechen auf 

Rituximab und DLI  

Bei einem 69-jährigen männlichen Patienten kam es zu einem molekularen- und 

gleichzeitig zu einem klinischen Rückfall, welcher jedoch erfolgreich behandelt 

werden konnte. 

Es handelt sich um einen Patienten mit einer blastischen Variante eines de-novo 

MCL. Der MIPI lag bei Studieneinschluss bei 9 (hohes Risiko). Nach erfolgter 

Transplantation bestand klinisch eine CR und der Patient war MRD-negativ. 5 

Monate später ließen sich jedoch erneut Lymphomzellen im Blut und Knochenmark 

nachweisen (Abb. 4.7). Etwa zur gleichen Zeit wurde ein klinischer Rückfall mit 

generalisierten Lymphomen festgestellt. Der Patient erhielt Rituximab-Infusionen (5 x 

375 mg2) im Abstand von einer Woche und eine DLI. Der Patient entwickelte nach 

der DLI eine GvHD Stadium IV, die erfolgreich mit Steroiden behandelt wurde. Durch 

die Therapie mit Rituximab und DLI konnte 8 Monate nach der Transplantation eine 

zweite komplette klinische- sowie molekulare Remission erreicht werden. Der Patient 

verstarb jedoch an einer schweren Sepsis im Rahmen einer Pneumonie, die 

wahrscheinlich infolge der Immunsuppression zur Therapie der GvHD auftrat.  
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Abbildung 4.7: Patient mit klinischem- und molekularem Rezidiv und Ansprechen 

auf Rituximab und DLI 
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einer Knochenmarkprobe wurde schließlich eine ähnlich hohe Zahl an 

Lymphomzellen nachgewiesen, was zur Einleitung der Therapie des molekularen 

Rezidivs führte. Es wurden 5 x 375 mg/m2 Rituximab sowie eine DLI Gabe appliziert, 

wodurch rasch eine MR erreicht werden konnte. Ein erneutes molekulares Rezidiv 

war 35 Monate nach der Transplantation nachweisbar. Das zum Zeitpunkt des 

zweiten molekularen Rezidivs durchgeführte klinische Staging ergab weiterhin eine 

komplette klinische Remission. Es erfolgte eine Therapie mit 6 DLI Gaben mit 

steigender Dosis CD3-positiver Zellen (max. 5 x 106 CD3-positive Zellen pro kg 

Körpergewicht) sowie 4 x 375 mg/m2 Rituximab im Abstand von einer Woche. 

Wiederum konnte sehr rasch eine erneute MR erreicht werden. Bei Abschluss der 

Studie befand sich der Patient erneut in einem molekularen Rezidiv.  

 

 

Abbildung 4.8: Patient mit molekularem Rezidiv und Ansprechen auf Rituximab und 

DLI 
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4.3.5 Patient mit klinischem- und molekularem Rezidiv und molekularem 

Ansprechen auf Rituximab 

Bei einem 60 jährigen männlichen Patienten kam es 26 Monate nach allogener SZT 

zu einem molekularen- und klinischen Rückfall. 

Nach der allogenen SZT erreichte der Patient klinisch eine CR sowie eine MR (Abb. 

4.9). Nach einer letzten MRD-Kontrolle 13 Monate nach allogener SZT erfolgten bis 

zum Zeitpunkt 26 Monate nach der Transplantation keine weiteren MRD-Kontrollen 

mehr. Der Patient entwickelte zu keinem Zeitpunkt nach allogener SZT eine akute 

oder chronische GvHD. 26 Monate nach der Transplantation fiel der Patient mit einer 

Herpes-Zoster Reaktivierung auf. Eine routinemäßige Röntgenuntersuchung zeigte 

eine neu aufgetretene retrosternale Raumforderung. Zusätzlich war das 

Knochenmark zu 25 % von Lymphomzellen infiltriert. Die gleichzeitig durchgeführte 

MRD-Bestimmung zeigte eine hohe Anzahl zirkulierender Lymphomzellen im Blut 

und Knochenmark. Der Patient erhielt 6 x 375 mg2 Rituximab, wodurch eine erneute 

MR erreicht wurde. Klinisch war jedoch weiterhin eine mediastinale Raumforderung 

nachweisbar. Deren CT-gestützte Punktion bestätigte, dass es sich hierbei um vitales 

MCL handelte. Da die Knochmarkinfiltration zu diesem Zeitpunkt histologisch nicht 

mehr nachweisbar war und keine anderen Lymphom-Manifestationen außer der 

mediastinalen Raumforderung bestanden, wurde eine lokale Strahlentherapie 

durchgeführt. Nach Abschluss der mediastinalen Bestrahlung erreichte der Patient 

eine komplette klinische- und molekulare Remission. 
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Abbildung 4.9: Patient mit klinischem- und molekularem Rezidiv und molekularem 

Ansprechen auf Rituximab 
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Legende Abbildungen: 

Abbildung 4.5: Die verschiedenen geometrischen Formen stehen für den MRD-

Verlauf jeweils eines Patienten. 

Abbildung 4.6.-4.9: Grüne Raute: Rituximab-Infusionen, Stern: DLI, rote Raute: MRD 

Bestimmung aus dem Knochenmark, blaue Raute: MRD-Bestimmung aus dem 

peripheren Blut, durchgängiger roter Strich: Zeitpunkt der allogenen SZT. 
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5 Diskussion 

 

5.1 Allgemeines  

Das MCL gehört zu den indolenten Lymphomen, nimmt aber oft einen sehr 

aggressiven klinischer Verlauf. Die Erkrankung wird in der Regel erst in einem 

fortgeschrittenen Stadium erkannt. Mit der Standardtherapie beträgt die 

Überlebenszeit etwa 3-4 Jahre (60). Mit verbesserten Therapieregimen wie der 

kombinierten Immunchemotherapie oder der Hochdosis-Chemotherapie mit 

darauffolgender autologer SZT konnte kürzlich eine Verdopplung der Überlebenszeit 

erreicht werden (61). Die allogene SZT ist jüngeren Patienten mit rezidiviertem MCL 

vorbehalten und kann durch die sich ergänzende Wirkung der zytotoxischen 

Chemotherapie und des GVL-Effekts bei einem Teil der Patienten zu einer Heilung 

führen (62). Es kommt jedoch sowohl nach einer autologen als auch nach einer 

allogenen SZT bei vielen Patienten zu einem Rezidiv. Der Grund für das 

Wiederauftreten des Lymphoms ist das Vorhandensein einer MRD (Minimal Residual 

Disease). Hierbei handelt es sich um residuale Tumorzellen, welche nur durch eine 

PCR nachgewiesen werden können. Beim MCL wird als molekularer Marker für die 

PCR die t(11;14) Translokation oder die tumorspezifische CDR3-Region des IgH-

Lokus verwendet (63). Bei ca. 80 % der MCL Patienten kann ein MRD-Monitoring 

über die erwähnte IgH-CDR3-PCR erfolgen (12), (32), (35), (36). Die t(11;14) 

Translokation hingegen kann nur bei 25-40 % der Patienten mittels PCR 

nachgewiesen werden (35), (63), (64), (65), (66), (67). Die prognostische Relevanz 

der MRD-Bestimmung für die Identifikation von Patienten mit einem hohen Risiko für 

ein Rezidiv ist im Moment bei allen NHL Gegenstand der aktuellen Forschung (29), 

(30). Für die akute lymphatische Leukämie (ALL) ist die MRD-Diagnostik bereits 

klinische Routine und dient der Risikostratifizierung während der Therapie (28), (68). 

Auch für das MCL konnte in verschiedenen Studien eine Relevanz der MRD-

Bestimmung nach Immunchemotherapie oder autologer SZT für die Prognose des 

Krankheitsverlaufs nachgewiesen werden (12), (32), (33), (34), (35), (36), (37), (69), 

(70). Die Bedeutung des MRD-Monitorings für Patienten nach allogener SZT ist 

bisher jedoch noch weitgehend ungeklärt.  
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Im Rahmen dieser Arbeit konnten erste Hinweise für die Bedeutung der MRD-

Bestimmung nach einer allogenen SZT beim MCL gefunden werden. Eine 

molekulare Remission (MR) nach erfolgreicher SZT ging mit einer guten Prognose 

einher. Des Weiteren konnte eine gute Korrelation des MRD-Status mit dem 

klinischen Verlauf der Erkrankung nachgewiesen werden. Bei molekularen und 

klinischen Rezidiven konnte durch Rituximab und DLI erneute Remission erreicht 

werden. Die gewonnenen Erkenntnisse decken sich weitestgehend mit den 

Ergebnissen für die MRD-Bestimmung nach Immunchemotherapie und autologer 

SZT beim MCL (12), (32), (33), (34), (35), (36), (37), (69), (70). 

 

5.2 Erste prospektive Studien mit MRD-Bestimmung nach allogener SZT 

Die allogene SZT hat in der letzten Zeit als Zweitlinien-Therapie bei jungen MCL 

Patienten im Rezidiv immer mehr an Bedeutung gewonnen. Bisher ist jedoch nur 

eine geringe Menge an Daten von solchen Patienten verfügbar. Es liegen nur einige 

wenige Studien mit geringen Fallzahlen, heterogenem Patientenkollektiv und 

unterschiedlichen Ergebnissen vor (17), (71). Es erfolgte bisher in nur einer Studie 

eine MRD-Bestimmung nach allogener SZT. Hier konnte durch ein MRD-Monitoring 

bei 16 MCL-Patienten das Einhergehen einer MR mit einem verlängerten 

rezidivfreien Überleben beobachtet werden (62). Die Studien OSHO #60 und OSHO 

#74 sind die ersten großen prospektiven Studien zur allogenen SZT beim MCL. 

Leider war die MRD-Bestimmung nur bei einer kleinen Zahl von Patienten möglich. 

Die Ergebnisse dieser Arbeit liefern daher nur erste Hinweise für die klinische 

Relevanz der MRD-Bestimmung. Es sind weitere Studien notwendig, um ihre 

Bedeutung ausreichend aufzuklären.  

In die Studien OSHO #60 und OSHO #74 wurden insgesamt 33 Patienten 

eingeschlossen. Alle Patienten befanden sich in einem fortgeschrittenen Ann-Arbor-

Stadium. Bei 11 davon konnte eine MRD-Messung durchgeführt werden. Diese 

Gruppe von Patienten ist wenig einheitlich hinsichtlich des Alters, des Risikoprofils, 

der vorangegangenen Therapien und des Therapieregimes während der Studie. Sie 

zeigt allerdings hinsichtlich dieser Parameter keine klar erkennbaren Unterschiede 

gegenüber den anderen Patienten aus den beiden Studien. Die Ergebnisse der 

Patienten mit MRD-Messungen können daher mit Einschränkung als repräsentativ 

für alle Studienteilnehmer gesehen werden.  
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Insgesamt handelt es sich jedoch, wie schon erwähnt, um eine heterogene 

Patientengruppe. Für weitere Studien zur MRD-Relevanz wäre ein einheitliches 

Patientenkollektiv wünschenswert. Dies ist beim MCL jedoch aufgrund der geringen 

Anzahl von Patienten, die für eine Transplantation geeignet sind, nur in 

internationalen Studien realisierbar.  

 

5.3 Ergebnisse für die Etablierung eines molekularen Markers 

In dieser Arbeit erfolgte die MRD-Diagnostik, wie beim MCL üblich, über eine 

quantitative PCR für die 11;14-Translokation oder über eine quantitative IgH-CDR3-

PCR.  

Die t(11;14) PCR für die „major cluster region“ (MTC) des BCL1-Locus war bei 28 % 

der Studienteilnehmer, bei denen Probenmaterial für eine MRD-Verlaufskontrolle zur 

Verfügung stand, positiv. Dieses Ergebnis stimmt mit den Ergebnissen anderer 

Publikationen überein, in denen bei 25-40 % der Patienten eine t(11;14)-

Translokation nachgewiesen werden konnte (35), (63), (64), (65), (66), (67). 

Bei 39 % der Patienten wurde die Etablierung eines klonspezifischen Primers für die 

CDR3-Region erreicht. In anderen Studien war bei ca. 80 % der MCL Patienten ein 

MRD-Monitoring über eine IgH-CDR3-PCR möglich (12), (32), (35), (36).  

Die in dieser Arbeit im Vergleich zu den anderen Publikationen niedrigere 

Erfolgsquote bei der Etablierung einer IgH-CDR3-PCR ist u.a. dadurch zu erklären, 

dass nur bei Patienten ohne nachweisbare t(11;14) Translokation eine IgH-CDR3-

PCR veranlasst wurde. Zudem führte die Verwendung von formalinfixierten, 

paraffineingebeteten Lymphknotenschnitten zur DNA-Gewinnung für die Synthese 

der klonspezifischen Primer zu Schwierigkeiten. Häufig waren nur kleine 

Gewebestücke auf den Objektträgern vorhanden, weshalb auch nur geringe Mengen 

DNA isoliert werden konnten. Zusätzlich war die Qualität der isolierten DNA häufig 

schlecht. Eine Verwendung von frisch gefrorenem Gewebe hätte höchst 

wahrscheinlich zu besseren Ergebnissen geführt. Dies ist aufgrund von logistischen 

Problemen im Rahmen von Studien dieser Art allerdings kaum realisierbar, u.a. da 

dieses Material nur schlecht transportiert werden kann. 
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5.4 Prognostischer Nutzen der MRD-Bestimmung nach erfolgter Therapie 

Das Ergebnis der MRD-Bestimmung direkt nach der SZT zeigte bei neun von elf 

Patienten eine MR. Sieben dieser neun Patienten wiesen über den gesamten 

Studienverlauf eine molekulare- und klinische Remission auf. Bei zwei Patienten mit 

negativem MRD-Status nach der SZT kam es jedoch im weiteren Verlauf zu einem 

klinischen- und molekularen Rezidiv. Bei weiteren zwei Patienten war die MRD-

Bestimmung direkt nach der SZT positiv. Bei diesen beiden Patienten wurde eine 

Therapie mit Rituximab bzw. Rituximab und DLI eingeleitet, wodurch ein klinisches 

Rezidiv bislang verhindert wurde.  

Eine MR nach einer allogenen SZT geht nach den Ergebnissen dieser Arbeit mit 

einer guten Prognose einher. Bei einem positiven MRD-Status muss von einem 

drohenden Rezidiv ausgegangen werden. Die prognostische Aussagekraft eines 

negativen MRD-Status scheint jedoch beschränkt zu sein, d.h. auch bei einem nach 

der SZT negativen MRD-Status ist ein Rückfall möglich. Wichtig ist demnach eine 

kontinuierliche Durchführung der MRD-Messungen, um molekulare Rezidive 

rechtzeitig zu erkennen.  

In der bisher einzigen Studie, bei der eine MRD-Messung beim MCL nach einer 

allogenen SZT durchgeführt wurde, geht eine MR ebenfalls mit einer guten Prognose 

einher. Patienten die eine MR nach der SZT erreichten, lebten länger ohne Rezidiv 

(62). 

Eine Studie der europäischen MCL Intergroup beschäftigte sich mit der Bedeutung 

einer MR für die Prognose von MCL Patienten nach kombinierter 

Immunchemotherapie. Diese Studie schreibt dem Erreichen einer MR nach einer 

Rituximab beinhaltenden Induktionstherapie eine große Vorhersagekraft für den 

Behandlungserfolg von MCL Patienten zu. Das Erreichen einer MR ging mit einer 

längeren Remissionsdauer unabhängig vom klinischen Remissionsstatus einher. Bei 

Patienten mit MR blieben 87 % im Vergleich mit 61 % ohne MR über 2 Jahre in 

Remission. Anders als in der europäischen MCL-Intergroup Studie steht in einer 

Arbeit von Howard et al. das Erreichen einer MR nach einer Induktionstherapie mit 

Rituximab und CHOP beim MCL nicht mit einem verlängerten progressionsfreien 

Überleben (PFS) im Zusammenhang (31). 

Auch nach der Durchführung einer autologen SZT steht nach den Ergebnissen der 

der europäischen MCL-Intergroup Studie ein negativer MRD-Status für eine gute 
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Prognose. Es blieben 100 % der Patienten mit negativem MRD-Status verglichen mit 

65 % mit positivem MRD Status über 2 Jahre in Remission (12). Auch andere 

Studien, welche sich mit der Bedeutung des MRD-Status nach allogener SZT 

beschäftigt haben, kommen zu dem Ergebnis, dass ein negativer MRD-Status nach 

erfolgter Transplantation mit einem verlängerten Überleben einhergeht (32), (33), 

(35). 

Auch bei den älteren Patienten, bei denen keine autologe SZT durchgeführt wurde, 

sprach ein negativer MRD-Status im ersten Jahr der Erhaltungstherapie mit 

Rituximab oder Interferon-alpha in der europäischen MCL-Intergroup Studie für ein 

besseres Outcome. 76 % der Patienten in MR gegenüber 36 % der Patienten mit 

MRD waren nach 24 Monaten noch in klinischer Remission (12). 

Zusammenfassend kann man nach der aktuellen Datenlage davon ausgehen, dass 

ein negativer MRD-Status nach Immunchemotherapie und autologer SZT mit einer 

besseren Prognose einhergeht. Dies scheint nach dem Ergebnis dieser Arbeit auch 

für einen negativen MRD-Status nach einer allogenen SZT zu gelten. 

Es sind jedoch unbedingt Studien mit einer höheren Zahl von Patienten notwendig, 

um dies zu bestätigen. Wichtig ist festzuhalten, dass auch bei einem MRD-negativen 

Status nach Transplantation Rezidive möglich sind und deshalb ein MRD-Monitoring 

im Verlauf unbedingt notwendig ist, um diese rechtzeitig zu erfassen. 

 

5.5 Die Rolle der MRD-Bestimmung für die Vorhersage von klinischen 

Rezidiven 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der MRD-Verlauf bei zwei Patienten bestimmt, bei 

denen es zu einem klinischen Rezidiv kam. Bei einem der beiden Patienten trat das 

molekulare Rezidiv nahezu zeitgleich mit dem klinischen Rezidiv auf. Bei dem 

anderen Patienten wurden 14 Monate vor dem klinischen- und molekularen Rezidiv 

keine MRD-Messungen durchgeführt. Daher ist ungewiss, ob dem klinischen Rückfall 

eine Zunahme der per PCR detektierbaren Lymphomzellen vorausging. Zwei 

Patienten mit molekularem Rezidiv wurden mit DLI und/oder Rituximab behandelt, 

bei ihnen trat bis zum Abschluss dieser Studie kein klinisches Rezidiv auf. Es ist 

jedoch anzunehmen, dass es ohne Therapie zu einem weiteren Anstieg der 

zirkulierenden Lymphomzellen und schließlich zu einem klinischen Rezidiv 

gekommen wäre. 
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Im Rahmen dieser Arbeit konnte letztendlich bei keinem Patienten ein Anstieg der 

mittels PCR detektierten Lymphomzellen vor einem klinischen Rezidiv registriert 

werden. Es konnte also nicht geklärt werden, welchen Stellenwert ein molekulares 

Rezidiv für die Vorhersage eines klinischen Rezidivs hat. Es konnte jedoch am 

Beispiel eines Patienten nachgewiesen werden, dass molekulare- und klinische 

Rezidive nach allogener SZT beim MCL nahezu zeitgleich auftreten können.  

In der aktuellen Literatur wird ansteigender MRD-Verlauf nach erfolgter Therapie als 

Anzeichen eines hohen Risikos für einen drohenden Rückfall beschrieben (32), (35), 

(36), (37). In einer Arbeit von Pott et al. wurden MRD-Messungen nach einer 

autologen SZT durchgeführt. Ein Anstieg der Lymphomzellen mit unterschiedlicher 

Kinetik konnte bei mehreren Patienten vor einem klinischen Rezidiv beobachtet 

werden (32). 

 

5.6 Bedeutung der Therapie von Rezidiven mit Rituximab und DLI  

Bei zwei Patienten mit positivem MRD-Nachweis konnte durch die Gabe von 

Rituximab bzw. von Rituximab und DLI eine erneute MR erzielt werden. Bislang kam 

es bei diesen Patienten zu keinem klinischen Rückfall. 

Bei zwei Patienten mit klinischem- und molekularem Relaps konnte durch die 

Therapie mit DLI und Rituximab eine MR erreicht werden. Bei einem dieser beiden 

Patienten konnte jedoch erst nach einer zusätzlichen Bestrahlung auch eine klinische 

Remission verzeichnet werden. 

Die Krankheitsverläufe dieser Patienten sprechen dafür, dass die Therapie 

molekularer Rezidive mit Rituximab und/oder DLI einen klinischen Rückfall 

verhindern kann und dass sogar bei klinischen Rezidiven durch diese Therapie 

Remissionen erreicht werden können. Dies deckt sich mit der Datenlage in der 

aktuellen Literatur zur Therapie molekularer Rezidive bei MCL Patienten nach 

autologer SZT mit Rituximab. Bei solchen Patienten können mittels Infusion von 

Rituximab erneute Remissionen erreicht werden (37), (38), (39). In einer Studie von 

Anderson et al. konnte bei 92 % der Patienten mit molekularem Relaps eine erneute 

MR erreicht werden (38). 

Die vorhandenen Daten zur Therapie von Lymphom-Rezidiven mit DLI sind sehr 

begrenzt. Die vorliegenden Studien zeigen jedoch, dass sich durch den Graft-versus-

Tumor Effekt der DLI vor allem bei niedrig malignen NHL Remissionen induzieren 
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lassen (19), (21), (23), (24), (72), (73). Eine Untersuchung von Russel et al. hat 

gerade beim MCL ein sehr gutes Ansprechen bei Patienten mit Rezidiv nach 

allogener SZT gezeigt. Vier von vier Patienten erreichten eine CR nach DLI 

Applikation (72). 

 

5.7 Korrelation der MRD-Bestimmung mit dem klinischen Verlauf 

Bei allen Patienten zeigte die MRD-Bestimmung nach der SZT ein Ansprechen auf 

die Therapie. Die SZT führte bei 9 von 11 Patienten sofort zu einer MR. Bei zwei 

Patienten waren die MRD-Messungen direkt nach der Transplantation positiv, es 

zeigte sich jedoch auch hier ein Rückgang der nachweisbaren Lymphomzellen. 

Diese Befunde stimmen gut mit dem klinischen Staging-Ergebnis nach der 

Transplantation überein. Bei allen Patienten war der klinische Status eine CR, mit 

Ausnahme einer PR. Die Patientin mit der PR gehört zu den nach der 

Transplantation MRD negativen Patienten, welche im Verlauf negativ blieben. Es 

stellt sich die Frage, ob es sich bei dem Befund um aktives Lymphomgewebe oder 

um Narbengewebe handelt. Um dieses abzuklären, wäre eine PET-CT oder die 

Entnahme einer histologischen Probe hilfreich gewesen. Es ist jedoch keine weitere 

Abklärung des Befundes erfolgt. Da es im Verlauf jedoch zu keinem Progress kam, 

handelte es sich am ehesten um Narbengewebe. Dieser Verlauf ist ein Hinweis 

dafür, dass eine MRD Messung bei klinisch nicht eindeutigen Befunden im Rahmen 

eines Staging eventuell zusätzliche Informationen liefern kann. 

In den meisten vorausgegangenen Studien wird der klinische Remissionsstatus nach 

erfolgter Therapie als einer der besten Parameter für die Prognose angesehen (69), 

(74), (75). Unsere Ergebnisse sind jedoch vergleichbar mit denen der European MCL 

Intergroup Study. MRD-negative Patienten mit CR oder PR zeigten ein längeres 

Ansprechen auf die Therapie als diejenigen mit einer MRD-positiven CR oder PR 

(12).  

Beide Patienten in unserer Studie mit klinischem Rezidiv zeigten zum Zeitpunkt des 

Rezidivs hoch positive MRD-Messungen. Bei keinem der Patienten mit einem 

negativen MRD-Verlauf kam es zu einem klinischen Rückfall.  

Auch hier korreliert das Ergebnis der MRD-Bestimmung gut mit der Klinik. Daher 

sollte bei hoch positiven MRD-Werten immer ein Rezidiv durch ein Staging 
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ausgeschlossen werden. Auch in vorangegangenen Studien zeigte sich bei Patienten 

mit persistierender MRD bald ein Rezidiv (32), (35), (36), (37). 

Durch die Therapie mit DLI und/oder Rituximab konnte bei drei von vier Patienten 

dieser Arbeit eine molekulare und klinische Remission erreicht werden. Bei dem 

vierten Patienten kam es zu einer MR bei klinisch weiterhin bestehenden 

mediastinalen Lymphomen. Hier lässt sich eine Abweichung des klinischen Status 

vom MRD-Status nachweisen, was wahrscheinlich darauf zurückzuführen ist, das 

Rituximab schnell zu einer Entfernung von zirkulierenden Lymphomzellen aus dem 

Blut und Knochenmark führt, jedoch schlecht in große Lymphknoten penetriert. 

Zusammenfassend ist zu sagen, dass der MRD-Verlauf sehr gut mit dem klinischen 

Verlauf korreliert und dessen Erfassung sich daher sehr gut zur Verlaufskontrolle des 

MCL eignet. Bei positiven Ergebnissen sollte das Vorliegen eines klinischen Rezidivs 

geprüft werden.  

Nach einer Therapie mit Rituximab kann es jedoch zu einer Abweichung des 

klinischen Befundes vom MRD-Ergebnis kommen. Es ist möglich, dass bei 

negativem MRD-Status im Blut und Knochenmark weiterhin Lymphome vorhanden 

sind. Hier sollte mittels PET-CT oder mittels der Entnahme einer histologischen 

Probe geklärt werden, ob es sich um vitales Lymphomgewebe handelt.  

 

5.8 Ausblick 

Die Ergebnisse der hier vorgelegten Untersuchung sollten auf Grund der relativ 

geringen Anzahl von Patienten mit MRD-Untersuchungen und der Heterogenität der 

in die Studie eingeschlossenen Patienten mit großer Vorsicht interpretiert werden. 

Um zu repräsentativen Ergebnissen zu gelangen, ist eine Studie mit einer größeren 

Zahl an MCL Patienten notwendig, was wegen der Seltenheit der Erkrankung jedoch 

nur im Rahmen multinationaler Studiengruppen realisierbar ist. Zusätzlich befinden 

sich die meisten Patienten mit MCL in einem höheren Lebensalter und damit häufig 

in einem Gesundheitszustand, der keine allogene SZT mehr zulässt. 

Hinzu kommt, dass mit den heute gängigen PCR–Methoden nicht bei allen Patienten 

ein molekularer Lymphomzellmarker zur MRD-Bestimmung etabliert werden kann. 

Darüber hinaus ist der im Moment übliche MRD-Nachweis mittels IgH-CDR3-PCR 

sehr zeitaufwendig. Die Verbesserung der Methode sollte demnach ein vorrangiges 

Ziel für die Zukunft darstellen. Eine weitere Methode, mit der eine MRD-
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Verlaufskontrolle durchgeführt werden kann, ist die Durchflusszytometrie. Im 

Vergleich zur PCR-Methode ist der Zeitaufwand bei der Anwendung dieser Technik 

geringer. Nachteilig ist ihre im Moment noch geringere Sensitivität gegenüber der  

PCR (76). Eine Weiterentwicklung dieser Methode hinsichtlich der Anzahl der 

nachweisbaren Oberflächenantigene stellt jedoch eine vielversprechende Option für 

die Zukunft dar.  

Eine weitere Alternative scheint ein MRD-Monitorring über die Cyclin D1 Dynamik zu 

sein. In einer Publikation von Brizova et. al. wird diese Art der MRD-Bestimmung als 

sehr einfache und sensitive Methode beschrieben. Die Cyclin D1 mRNA 

Überexpression kann bei nahezu 100 % der MCL Patienten im Knochenmark 

detektiert werden, und die Nachweisbarkeit korreliert gut mit dem Krankheitsverlauf 

(77). 

Die Messung des MRD-Verlaufs wird voraussichtlich als Bestandteil neuer 

Therapiekonzepte beim MCL weiter an Bedeutung zunehmen. Nach autologen und 

allogenen SZT bietet das MRD-Monitoring die Möglichkeit, ein drohendes klinisches 

Rezidiv frühzeitig zu diagnostizieren und mit DLI und/oder Rituximab zu behandeln. 

Für die Zukunft stellt sich jedoch die Frage, ab welcher Tumorzellzahl bzw. welcher 

Dynamik im Anstieg der residualen Tumorzellen von einem drohenden klinischen 

Rezidiv auszugehen ist und somit Therapiemaßnahmen eingeleitet werden müssen. 

Des Weiteren ist bisher nicht hinreichend bekannt, in welchen Zeitintervallen eine 

MRD-Bestimmung erfolgen sollte, um einen Rückfall rechtzeitig zu erfassen. Auch 

hinsichtlich der Therapie von Rezidiven mit Rituximab und DLI ist noch vieles 

ungeklärt. Wenig erforscht ist bisher, wie häufig und in welcher Dosierung Rituximab 

und DLI verabreicht werden sollten. Dies ist ein wichtiges Thema, da vor allem die 

Gabe von DLI auch immer Risiken für den Patienten birgt. Es besteht die Gefahr 

einer GvHD, welche nur mit einer Erhöhung der immunsuppressiven Therapie 

beherrscht werden kann. Dies kann wiederum Infektionen begünstigen, welche bis 

zum Tod führen können.  

Weiterhin stehen Studien zur Vergleichbarkeit der MRD-Bestimmung aus dem 

peripheren Blut und dem Knochenmark aus. Rituximab scheint die Targetzellen im 

peripheren Blut besser zu erreichen als im Lymphomgewebe oder im Knochenmark. 

Eine deutsche Studie, in der 40 Knochenmark- und Blutproben von MCL Patienten 

nach autologer SZT miteinander verglichen wurden, hat keinen Unterschied in der 

Nachweisbarkeit einer MRD aus dem peripheren Blut und dem Knochenmark 
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feststellen können. Das im Rahmen dieser Studie verabreichte Induktionsregime 

beinhaltete jedoch kein Rituximab (32). Nach den Ergebnissen der European 

Intergroup gelang unter einer Therapie mit Rituximab der Nachweis von MRD aus 

dem Knochenmark deutlich häufiger als aus dem peripheren Blut. Etwa ein Jahr 

nach der Anwendung des CD 20-Antikörpers ergab die MRD-Bestimmung aus dem 

Blut und Knochenmark jedoch wieder vergleichbare Ergebnisse (12). In der Zukunft 

sollte demnach bei der Auswahl des Probenmaterials für die MRD-Diagnostik darauf 

geachtet werden, an welchem Zeitpunkt im Therapieregime man sich gerade 

befindet. Vor dem Einsatz und etwa 1 Jahr nach dem Einsatz von Rituximab ist eine 

MRD-Bestimmung aus dem peripheren Blut wohl ausreichend, unter der Therapie 

mit Rituximab scheint jedoch eine zusätzliche MRD-Bestimmung aus dem 

Knochenmark sinnvoll. 
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5.9 Zusammenfassung 

In der vorliegenden Arbeit wurden MRD-Verlaufskontrollen bei Patienten mit 

Mantelzell-Lymphom nach allogener Stammzelltransplantation durchgeführt. Die 

Patienten waren in die Studien OSHO #60 (Patienten mit Rezidiv) oder OSHO #74 

(Patienten mit neu diagnostiziertem Lymphom) eingeschlossen. Als Probenmaterial 

diente peripheres Blut oder Knochenmark, welches zu verschiedenen Zeitpunkten 

nach der Transplantation entnommen wurde. Die MRD-Diagnostik erfolgte mittels 

PCR, wobei die t(11;14) Translokation oder die tumorspezifische CDR3-Region des 

IgH-Lokus als molekulare Marker dienten. Für letztere war die Etablierung eines 

klonspezifischen Primers erforderlich. Eine MRD-Messung war bei 11 von 33 der 

oben genannten Patienten möglich. 

Ziel dieser Arbeit war es, erste Anhaltspunkte für die Relevanz der MRD-Diagnostik 

für Patienten mit Mantelzell-Lymphom nach allogener Stammzelltransplantation zu 

finden. 

Bei neun von 11 Patienten wurde direkt nach der Stammzelltransplantation eine 

molekulare Remission nachgewiesen. Nur bei zwei dieser Patienten trat im Verlauf 

ein molekulares- und klinisches Rezidiv auf. Das Erreichen einer molekularen 

Remission geht demnach mit einer guten Prognose einher. Klinische- und 

molekulare Rezidive können jedoch auch bei einem negativen MRD-Status nach 

erfolgter Transplantation auftreten. Es sollten deshalb regelmäßige MRD-Messungen 

zur Verlaufskontrolle erfolgen. 

Die Rolle einer MRD-Kinetik für die Vorhersage von klinischen Rezidiven konnte im 

Rahmen dieser Arbeit nicht ausreichend geklärt werden. Es ist jedoch nach der 

aktuellen Datenlage bei anderen Non-Hodgkin-Lymphomen anzunehmen, dass 

einem klinischen Rückfall in den meisten Fällen ein Anstieg der residualen 

Tumorzellen vorausgeht. Im Rahmen dieser Untersuchung fiel jedoch auf, dass ein 

molekulares Rezidiv erst nahezu zeitgleich mit einem klinischen Rezidiv auftreten 

kann. Ob dieses eventuell beim Mantelzell-Lymphom gehäuft der Fall ist, muss in 

weiteren Studien geklärt werden. 

Bei fast allen Patienten der vorliegenden Arbeit korrelieren die Ergebnisse der MRD-

Messung gut mit dem klinischen Verlauf. Wahrscheinlich kann eine Therapie mit 

Rituximab jedoch zu einer Differenz des klinischen- und des molekularen Befundes 
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führen, da die Behandlung mit dem Antikörper zu einer Klärung des Blutes und des 

Knochenmarks von Tumorzellen bei weiterhin bestehendem Lymphom führen kann.  

Bei molekularen Rezidiven wie auch bei klinischen Rückfällen können erneute 

Remissionen durch die Behandlung mit Donor-Lymphozyten-Infusionen und/oder 

Rituximab erreicht werden. Es bleibt jedoch abzuwarten, ob auch eine Heilung erzielt 

werden kann. 

Die Ergebnisse dieser Arbeit liefern erste positive Anhaltspunkte für die Bedeutung 

der MRD-Diagnostik nach allogener Stammzelltransplantation beim Mantelzell-

Lymphom. Es sind jedoch unbedingt weitere Studien mit einer höheren Zahl von 

Patienten notwendig, um dieser Fragestellung weiter nachzugehen. 
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7 Abkürzungsverzeichnis 

ALL akuten lymphatischen Leukämie 

CHOP Cyclophospamid, Vincristin, Doxyrubicin 
und Prednisolon 

CLL chronischen lymphatischen Leukämie 

CML chronischen myeloischen Leukämie 

CDRs Complementarity Determining Regions  

J cons. Consensus-Primer für die Joining-Region  

Ct-Wert Cycle Threshold  

CSA Cyclosporin A 

CR complete remission (Komplette 
Remission) 

FCM Fudarabin, Cyclophosphamid und 
Mitoxantron 

Dd NTP Didesoxynukleosidtriphosphat 

DHAP Dexamethason, Cisplatin, hochdosiertes 
Cytarabin 

DHPLC denaturierende High-Performance Liquid 
Chromatographie 

DLI donor lymphocyte infusion (Donor-
Lymphozyten-Infusionen) 

FISH Fluoreszenz-in-situ-Hypridisierung 

FR Framework Region  

GvHD Graft-versus-Host-Disease  

GVL Graft-versus-Lymphoma  

Hyper-CVAD 
 

Cyclophosphamid, Vincristin, Adriamycin 
und Dexamethason 

IgH Immunglobulin-Schwerkettenlokus 

MTC Major Cluster Region 

MCL Mantelzell-Lymphom 

DFS disease-free survival (Medianes 
krankheitsfreies Überleben)  

OS overall survival (Mediane Überlebenzeit)  

MRD minimal residual disease (Minimale 
Resterkrankung)  

MIPI Mantlecell-Lymphoma International 
Prognostic Index 

MR molecular remission (Molekulare 
Remission)  

NHL Non-Hodgkin Lymphom 

NW Normalwert 

OSHO Ostdeutschen Studiengruppe 
Hämatologie und Onkologie 

PR partial remission (Partialremission)  

PCR Polymerase-Kettenreaktion 
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PD progressive disease (Progressive 
Erkrankung) 

RT-PCR quantitative real-time 
Polymerasekettenreaktion  

m-TOR Rapamycin  

RB 1 Retinoblastom-Protein  

SD stable disease (stabile Erkrankung) 

SZT Stammzelltransplantation  

TdT Terminale-Desoxyribonukleotidyl-
Transferase  

TEAA Triethylammonium-Acetat 
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