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ABKURZUNGSVERZEICHNIS

aCGH - array comparative genomic hybridization

A.d. — Aqua destillata

AIDS - Acquired Immune Deficiency Syndrome

B-ALL — akute lymphatische Leukamie der B-Zell Reeih
B-CLL - chronische lymphatische Leukamie (der BiRzihe)
BRAF - B-Raf proto-oncogene serine/threonine-prokénase
DNA - Deoxyribonucleic acid

DLBCL — diffus grof3zelliges B-Zell Lymphom

EtOH - Ethanol

FFPE — formalin-fixed paraffin-embedded

FISH — Fluoreszenz in-situ Hybridisierung

GCB-Typ — germinal center B-cell like-Typ

HE - Hamatoxylin-Eosin

HIV — humanes Immundefizienz Virus

IP-DLBCL — DLBCL immunprivilegierter Lokalisationen
LDH - Laktatdehydrogenase

MALT-Lymphom - Mucosa-Associated-Lymphoid-Tissuenhyhoma
MAPK - Mitogen-activated protein kinase

mg — Milligramm

min - Minute

ml - Milliliter

NFkappaB nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' ofveatéd B-cells
OS - overall survival

OT - Objekttrager

PCR — Polymerase Kettenreaktion

ptDLBCL — priméar thyreoidales diffuses groRzelligg<ell-Lymphom
RAS - Rat sarcoma Protoonkogen

rpm — rounds per minute

RNA - ribonucleic acid

RT — Raumtemperatur

sek - Sekunde

pl - Mikroliter



1 EINLEITUNG

1.1 Lymphome der Schilddrise

Primare Lymphome der Schilddriise sind seltene Tamand machen im Untersuchungsgut des
Institutes fur Pathologie des Universitatskliniku®shleswig-Holstein, Campus Libeck weniger
als 1 % aller Schilddrisenneoplasien aus. In derdtur wird eine Haufigkeit von weniger als 3%,
bezogen auf extranodale Lymphome bzw. 5%, bezogérb@sartige Schilddriisen-Neoplasien
angegeben [1]. Zumeist sind Personen mittlerenrdltgetroffen, das Durchschnittsalter bei
Diagnosestellung liegt bei etwa 64 Jahren [2]. Dashaltnis betroffener Frauen und Manner
schwankt je nach Publikation, in einigen Studietrdgg die Ratio 2:1, in anderen bis zu 14:1 [3,
4]. Die Mehrzahl weist eine zugrunde liegende lyompidre Thyreoiditis (Hashimoto-
Thyreoiditis) auf [2, 5], die Latenz zur Lymphomstethung betragt im Mittel 20 — 30 Jahre, wobei
das Risiko fur die Entwicklung eines Schilddrisgmiphoms 40 — 80 mal héher als in der
Normalbevdlkerung ist [6, 7]. Lediglich ein klein&eil der Patienten (<7 % der Falle) besitzt
keine nachgewiesene Hashimoto-Assoziation, als iofiglUrsache wird hier eine inadaquate
Erfassung des Gewebes (sog. ,sampling error”) disky2].

98 % der primaren Schilddrisen-Lymphome sind B-Befiprungs [8], in lediglich 2 % finden
sich T-Zell-Lymphome [6, 9, 10]. Innerhalb der Gpepder B-Zell-Lymphome finden sich in
absteigender Haufigkeit diffuse groRzellige B-dglimphome (ptDLBCL, etwa 50 — 70 % [4]),
Marginalzonen-Lymphome (23 - 30 % [11]), follikuddrLymphome und Kkleinzellige
lymphozytische Lymphome (SLL) [8, 11], seltener laddodgkin- oder Burkitt-Lymphome [12].
Klinisch fallen die  Betroffenen durch einen schnelachsenden Tumor, z. T. mit
Obstruktionssymptomatik (Heiserkeit, Dyspnoe, Dysph) auf, daneben auch durch eine
zervikale Lymphadenopathie, seltener eine B-Symptikm4, 12, 13] oder kalte Knoten der

22~ in der

Schilddrise (keine oder verminderte Anreicherungn vadioaktivem Jod
Schilddrisenszintigraphie als hypofunktioneller Bz Meist liegt eine euthyreote
Stoffwechsellage vor, bis zu 10 % der Félle wemsiee Hypothyreose auf [11].

Der Grol3teil der Patienten (bis zu 90 %) befindgh bei Diagnosestellung in einem lokalisierten
Stadium der Erkrankung (sog. ,Early Stage Diseafgkt). Bei extrathyreoidaler Beteiligung sind

gehauft das Knochenmark, der Gastrointestinaltch&tl unge, Leber oder Harnblase befallen.



1.2 Molekulare Merkmale epithelialer Schilddriisenaplasien

In epithelialen Schilddriisenneoplasien (sowohl @i als auch maligne) sind als haufigste
molekulare AberrationeBRAF und RASMutationen beschrieben, zusammengenommen lassen
sich diese in 70 % aller papillaren und follikuldi®childdrisenneoplasien detektieren [15].
Bei BRAFhandelt es sich um ein Onkogen (Serin-/Threonimake), das als sog. ,Downstream"-
Molekdl einen Teil deRAS/MAPK-sowie defRET-Signalweges darstellt [16, 17]. Die haufigste
BRAFRMutation (etwa 90 % der Falle) besteht in einemiMondureaustausch von Valin zu
Glutaminsaure an Position 600 in Exon 15 BEAFRGens (p.V600E-Mutation) [16, 18]. Diese
Mutation ist in etwa 7 - 8 % aller bdsartigen Tusroru finden [19], unter anderem in Melanomen
und Haarzell-Leukdmien, daneben auch in Kolon- uRektum-, Schilddrisen- und
Ovarialkarzinomen [19-23].
Insgesamt wird deBRAFRMutation ein niedriges onkogenes Potential zugesioln, das etwa 50-
mal niedriger als das onkogene Potential MBtASMutationen ist [17].
Bei Schilddriisenneoplasien ist eilBRAFMutation haufiger mit Rezidiven, héheren T-Stadien
extrathyreoidaler Ausbreitung, Lymphknotenmetastasaed papillaren Karzinomen assoziiert,
allerdings nicht mit dem Vorhandensein von Fernstaten [17, 24-26].
Die Familie derRASProteine umfasst verschiedene Proto-Onkogenengéiiigne Tumoren sind
KRAS, NRA%Ind HRASvon Bedeutung), die in unterschiedlichen Signa#idaktionswegen als
Schaltmolekiile fungieren und Einfluss auf Zellwdohss- und —differenzierungsprozesse nehmen
sowie in verschiedenen nachgeschalteten Signal#teské&.B.MAPK-Weg) von Bedeutung sind
[27, 28]. Neben einer direkten Einflussnahme aurf dellzyklus mit Immortalisierung der Zellen
werden onkogenerRASMutationen weitere Effekte zugeschrieben (Verdndgen in der
Mikroumgebung der Tumorzellen, prometastatische methbolische Wirkungen) [29, 3RRAS
Mutationen finden sich nahezu ausschliel3lich in@edons 12, 13KRAS, HRABund 61 NRAS
[28], sind vermehrt in follikularen Schilddrisenkigsomen beschrieben und lassen sich weniger
oft in papillaren Neoplasien nachweisen [15, 25,2. In verschiedenen Studien lasst sich eine
positive Korrelation desRASMutationsstatus mit dem Vorhandensein von Metastas im
Speziellen in knécherne Strukturen — feststelléh 81].
Zudem handelt es sich bBRAF und NRASum Mutationen, die in der Regel nicht gemeinsam
auftreten [17].
Mithilfe von aCGH-Analysen lassen sich in epithielimSchilddriisenneoplasien folgende haufige
chromosomale Aberrationen feststellen: 1p, 1q, 3, 99, 13q, 179 und 229 (Zugewinne in
papillaren Schilddrisenkarzinomen), 9q, 13q, 17pd u@2q (Verluste in papillaren
Schilddrisenkarzinomen) [35, 36]. In anaplastiscBemlddrisenkarzinomen zeigen sich vermehrt
Zugewinne in den Regionen 7p, 8q, 9q, 20p und 30{ [
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1.3 Klinische Aspekte diffuser grol3zelliger B-Z&ymphome

Diffuse grof3zellige B-Zell-Lymphome (DLBCL) stellenit einem Anteil von 25 - 40 % weltweit
die haufigsten B-Zell-Non-Hodgkin-Lymphome dar umhchen zudem knapp 80-90 % aller
hochmalignen Lymphome aus [38, 39]. Das medianerAiei Diagnosestellung liegt in der 7.
Lebensdekade bei etwa 64 Jahren, wobei sich einénale (Pra)-Dominanz des mannlichen
Geschlechts zeigt (Ratio m:w 1,2:1) [40]. ZwisclRarsonen unterschiedlicher ethnischer Gruppen
lassen sich keine signifikanten Unterschiede béatigler Pravalenz bzw. Inzidenz feststellen [41-
46].

Der Grof3teil aller DLBCL entsteht de novo. EindgatiRisikofaktoren, die fur die Entwicklung
pradisponieren, sind bislang nicht bekannt. Digktitverden jedoch neben Umwelteinflissen -
wie der Anwendung bestimmter Pestizide - sowohldBrangsfaktoren und —gewohnheiten als
auch die Exposition gegenuber ionisierender Strah[d7, 48]. Selten findet sich eine zu Grunde
liegende, angeborene oder erworbene Immundefizieiz bei HIV-Infektion als sog. AIDS-
definierende Erkrankung) [49].

Seltener entstehen sekundare DLBCL, bei denen ragist Transformation aus einem simultan
auftretenden oder praexistenten, niedrigmalignemg.(sndolenten) Lymphom vorliegt. Als
zugrunde liegende Entitaten finden sich nebenkidliren Lymphomen [50] eine chronische
lymphatische Leukamie (B-CLL mit sog. Richter-Tremmation), lymphoplasmozytische
Lymphome, MALT-Lymphome und Marginalzonenlymphonseltener ist eine Entstehung aus
einem nodularen lymphozytenpradominanten Hodgkimyblyom oder klassischem Hodgkin-
Lymphom beschrieben [45, 51]. In Einzelfdllen gehen-Zell-Lymphome, meist
angioimmunoblastische T-Zell-Lymphome, voraus [53]. Bei solchen sekundéar entstandenen
DLBCL konnen im Randbereich Anteile des zugrunamdnden Lymphoms nachweisbar sein

[54], gelegentlich findet sich ein Nebeneinandedng- und hochmaligner Anteile [55].

Der groRte Teil diffuser grof3zelliger B-Zell-Lymphne nimmt seinen Ursprung in den

Lymphknoten (primér nodale Manifestation), etwa 3@8tgen einen primar extranodalen Befall
[56]. Gehauft sind sowohl der Gastrointestinaltrald auch der Waldeyer'sche Rachenring (als
sekundares lymphatisches Organ) betroffen, prieltigind primar extranodale Manifestationen
jedoch in jedem Organ mdglich. 71 % aller Patiergatwickeln im Krankheitsverlauf auch bei

primar nodalem Befall extranodale Lasionen als Aweskl einer systemischen Ausbreitung in
fortgeschrittenen Krankheitsstadien [57].

Als Erfassungssystem zur Ausbreitungsdiagnostikgnat Lymphome (sowohl von Hodgkin- als

auch von Non-Hodgkin-Lymphomen) hat sich die sogn-Arbor-Klassifikation bewéhrt, die

anhand des Befallsmusters definierter Lymphknotgoren eine Aussage zum klinischen
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Stadium, der weitergehenden Prognose und nachftdgeBehandlungsstrategien ermoglicht. Es
werden insgesamt vier Stadien registriert, beweveztien die infiltrierten Lymphknotenstationen,
das Vorhandensein bzw. Fehlen von Allgemeinsymptomaed ein extralymphatischer bzw.
extranodaler Befall. Tabelle 1 zeigt eine Ubersaddt Ann-Arbor-Klassifikation.

Eine Spezifizierung der extralymphatischen Orgarnfeatationen bzw. die Beteiligung einzelner
Organe wird Ublicherweise nicht erfasst [58], wasEznschréankungen der Beurteilbarkeit primar
extranodaler oder exklusiv extranodaler Lymphonetfizudem finden sich spezielle Lymphome
(hier sind MALT-Lymphome zu nennen), die nicht nadiesem Schema klassifiziert werden,
sodass auch diese Gruppe zu einer erschwerten eBlearkeit bzw. Inhomogenitat in der
Stadieneinteilung fuhrt [59].

Tabelle 1 Ann-Arbor-Klassifikation zur Stadieneinteilung der Non-Hodgkin-Lymphome (modifiziert
nach [58]):

Stadium Primar nodale oder extranodale Manifestation

Befall einer einzigen LymphknotenregioRXbder Vorliegen eines einzigen oder lokalisierten
extranodalen Herdescl

Befall von zwei oder mehr Lymphknotenregionen anéeiSeite des Zwerchfells ()l oder
Il Vorliegen lokalisierter extranodaler Herde:{Iund Befall einer oder mehrerer

Lymphknotenregionen auf einer Seite des Zwerch{tis)

" Befall von zwei oder mehr Lymphknotenregionen audiée Seiten des Zwerchfells @)loder
Befall von lokalisierten extranodalen Herden und pisknotenbefall (It oder Illyg)

11y Subphrenische Lokalisation, beschrankt auf Mittiakale und/oder portale Lymphknoten

" Subphrenische Lokalisation mit Beteiligung paradertanesenterialer, iliakaler und/oder
2 inguinaler Lymphknoten

v Disseminierter Befall eines oder mehrerer extralyatischer Organe mit oder ohne
Lymphknotenbefall

Zum lymphatischen Gewebe gehéren: Lymphknoten, Tisywaldeyer'scher Rachenring, Appendix vermiformis.
Zusatz:
A: Fehlen von Allgemeinsymptomen.
B: Mit Fieber (> 38°C) u./o. Nachtschweil? u./0. Gdwsverlust (> 10 % in den letzten 6 Monaten).

Der klinische Verlauf diffuser groRzelliger B-Zé&lyfmphome ist aggressiv, ohne Therapie tritt der
Tod der Patienten oft bereits 1-2 Jahre nach Dsegtellung ein. Durch eine gezielte
therapeutische Intervention — mittels Chemotherag@ien dem CHOP- oder R-CHOP-Regime
(eine Kombinationstherapie aus Cyclophosphamid,ddabicin, Vincristin und Prednisolon mit
bzw. ohne Rituximab) - ist die Erkrankung potehtielrabel, die Raten kompletter Remissionen
liegen bei 40 - 63% (CHOP-Therapie) [44, 60, 6Wbhkei 76 % (R-CHOP) [61]. Die 5-Jahres-
Uberlebensrate wird durch Zugabe von Rituximab e@inrmonoklonalen Antikbrper gegen das
CD20-Antigen [62]) um etwa 15 - 20 % verbessert 38 62].
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1.4 Immunhistochemische Merkmale diffuser gro3zgér B-Zell-
Lymphome

Diffuse grof3zellige B-Zell-Lymphome zeigen immurbishemisch im Regelfall eine
durchgehende Expression von CD45 (Tyrosinphospbatdie auf allen Leukozyten exprimiert
wird) sowie von einer Reihe sog. ,Pan-B-Zell-MatkgeD19, CD20, CD22, CD79a, PAX5). In
50-75 % der Falle findet sich eine oberflachlicderozytoplasmatische Immunglobulin-Expression
(IgM > 1gG > IgA [63]). T-Zell-Marker sind auf den Lymphomzellen negativind= CD10-
Expression findet sich in 20 — 40 % der Falle, 09bist eine Expression von bcl2 zu beobachten,
zudem sind etwa 60-90 % der diffusen grol3zelligeAeB-Lymphome bcl6-positiv [64]. Etwa
10% zeigen eine CD5-Expression [57]. CD138 wirdr seniabel exprimiert (studienabhangig bei
39 % bzw. 16 % der Patienten nachweisbar) und itssehlechten Uberlebensraten assoziiert [65,
66]. Die Proliferationsrate (gemessen an MiB-1/K)-6iegt regelhaft bei tber 20 %, bleibt aber

meist unter 90 %.

Mithilfe von Gen-Expressionsanalysen wurden innkrtieer DLBCL zwei Gruppen identifiziert,
die sich hinsichtlich ihres Expressionsprofils timer Prognose unterscheiden [67].

Es folgten immunhistochemische Algorithmen zur édstheidung dieser Gruppen: Die erste
Gruppe zeigt ein Expressionsmuster, das Keimzewst(germinalen) B-Lymphozyten &hnelt
(Expression von CD10, bcl6) und deshalb als GCB-bggeichnet wird [45, 67]. Die zweite
Gruppe ahnelt aktivierten B-Zellen (mit Expressieon Muml) und wird als non-GCB-Typ
bezeichnet [67, 68]. Nach Ergebnissen von Expresaitalysen existiert eine dritte heterogene
Gruppe, deren biologisches Verhalten den non-GCgemyahnelt und deshalb meist diesen
zugeordnet wird [69].

Die beiden gebrauchlichsten immunhistochemischehe®ata sind der Hans- bzw. Choi-
Algorithmus, daneben existieren zahlreiche weigystematiken (beispielsweise die Algorithmen
nach Colomo, Muris, Tally oder Visco-Young). Dieomkordanz mit zuvor erhobenen
Genexpressionsprofilen ist uneinheitlich: Einigebditen zeigen exzellente Ubereinstimmungen,
andere Studien konnten diese nicht belegen [6810,

Beim Hans-Algorithmus finden Antikdrper gegen CDb0I6 und Mum1 Verwendung: Alle Falle

mit CD10-Expression oder Koexpression von bclé Gl0 werden dem GCB-Typ zugeordnet.
Bei Negativitat beider Marker gehort der Fall denfGCB-Gruppe an. Bei CD10-Negativitat und
bcl6-Positivitat entscheidet die Muml1-Expressiorritie Gruppenzugehdrigkeit.

Diagramm 1 bildet den Hans-Algorithmus ab.



GCB Non-GCB

+ 4/
CD10 Mum1

(> 30 %) (> 30 %) \ GCB
Bcl6

(> 30 %) e o Non-GCB

Diagramm 1 Hans-Algorithmus zur Klassifikation diffuser grof3zelliger B-Zell-Lymphome in den
GCB- und non-GCB-Typ (Immunhistochemische Farbungenfiir CD10, bcl6 und Muml), positive

Farbereaktion (+), negative Farbereaktion (-) mit Aagabe der Grenzwerte (in Prozent).

Eine Erweiterung stellt der Visco-Young-Algorithmdar, der zusatzlich die FOXP1-Expression

(bzw. —Negativitat) der Tumorzellen mit einbezigder Cut-Off-Wert fiir eine als positiv zu
wertende Expression liegt bei 60 % positiv reagides Tumorzellen) [72]FOXP1 ist ein
Transkriptionsfaktor, der sowohl in zahlreichen tlepiialen Tumoren als auch in MALT-
Lymphomen und DLBCL dereguliert ist und zu einerglighen Tumorsuppressorregion (in der
chromosomalen Region 3pl14.1) korreliert [73, 74heEExpression von FOXPL1 ist mit DLBCL
des non-GCB-Typs assoziiert [75] und stellt einegativen prognostischen Faktor dar [75, 76].
Diagramm 2 bildet den Visco-Young-Algorithmus ab.

GCB

GCB

CD10 Bcl6

(> 30 %) >30%) > | Non-GCB
\ FOXP1 /
(> 60 %) \
+ Non-GCB

Diagramm 2 Visco-Young-Algorithmus zur Klassifikation diffuser grof3zelliger B-Zell-Lymphome in
den GCB- und non-GCB-Typ (Immunhistochemische Farbangen fir CD10, bcl6 und FOXP1);

positive Farbereaktion (+), negative Farbereaktior(-) mit Angabe der Grenzwerte (in Prozent).



1.5 Molekulare Merkmale diffuser grof3zelliger B-ddlymphome

In etwa 12 — 30 % aller DLBCL sinBCL2-Rearrangements (im Sinne einer t(14;18)-
Translokation) nachweisbar, diese finden sich Iggufbei primér nodalen als primar extranodalen
DLBCL [77] und lassen sich gehauft im GCB-Typ féasiten [78].BCL2fuhrt zu einer Inhibierung
der Apoptose und dem durch Chemotherapeutika aistgal Zelltod [77], was eine
Immortalisierung der Zellen bewirkt.

Etwa 30 - 50 % aller DLBCL-Patienten zeige@L6-Rearrangements, hiervon findet sich nur ein
kleiner Teil in primér extranodalen DLBCL (etwa 7 @ieser Falle) [79]BCL6 (zytogenetische
Lage: 3qg27) kodiert fur einen Transkriptions-Repogs [80], der die Aktivitat des
Tumorsuppressorge$53 (Apoptose-Induktor) hemmt und zu einenmortalisierung der Zellen
fuhrt [77, 78, 81, 82].

Seltener tretertMYGRearrangements auf (Transkriptionsfaktor, dessgkogene Aktivierung
besonders in Burkitt-Lymphomen beschrieben ist)[7A]s ,Single-hit“-Konstellation (d.h. ein
cMYGRearrangement ist das einzige Ereignis) findessike in etwa 6 - 14 % aller DLBCL [83,
84], vermehrt in primar extranodalen Fallen (16 $62/% bei primar nodalen DLBCL) [77].
Daneben zeigen etwa 4 % aller DLBCL ,Double”- odé&riple-hit“-Konstellationen, bei denen
zwei bzw. drei Rearrangements gemeinsam vorlielgieist handelt es sich um eine Kombination
voncMYCundBCL2[83].

Auch ein Teil der diffusen grof3zelligen B-Zell-Lyimpme weist Mutationen iBRAF-undNRAS-
Gen auf: FUBRAF betragt die Mutationsfrequenz etwa 6,0 % (dabal giehauft andere als die
“klassische” p.V600E-Mutation zu finden, beispietsge p.G468R) [85], speziell in ptDLBCL
wurdenBRARMutationen (Exon 15) in 32 % der untersuchtendg-alichgewiesen. Die haufigsten
Mutationen betrafen dabei (in absteigender Haufigke.D594G, p.K601N und p.V60OE. In
derselben Studie zeigte sich fur ptDLBCL eine Motafrequenz deBIRASGens von 8 %, alle
nachgewiesenen Mutationen fanden sich in Exon o€o61l (p.Q61K bzw. p.Q61H) [31].
Insgesamt fanden sidiRASMutationen haufiger in non-GCB-TypeBRAFRMutationen haufiger
im GCB-Typ [31].

Bei 90 % aller DLBCL sind mit zytogenetischen Sardiabnorme Karyotypen nachweisbar [86],
rekurrente chromosomale Translokationen werdereswidere in der Region 14932, entsprechend
dem Schwerkettenlokus beobachtet [39, 87].

Arbeiten, die mittels Array-CGH-Analyse chromosoelhbalancen in DLBCL untersucht haben,

zeigen fur unterschiedliche Studienpopulationegdotie Ergebnisse:



In extranodalen DLBCL sind Zugewinne rekurrent BndRegionen 7q11.23, 7921, 8922, 8qg24,
11g12.2-gq13.1, 12p13.2, 12924, 14911.2, 18921.9@13.3-p12, 22913 und Xq21.33-g26.2 zu
finden, wahrend Verluste sich in den Regionen 1@#3, 5pl5, 6p21, 6ql4.1-6927, 7p21.1,
8p23.1, 9p21.3, 14932.2 und 18922 zeigen [88,1d@}. wurden lGiberwiegend extranodale DLBCL
des Gastrointestinaltraktes sowie der Kopf-Halsi&egntersucht.

Bei DLBCL des zentralen Nervensystems und priméarken DLBCL (sog. leg-type-Lymphomen)
finden sich wiederkehrend Zugewinne in 1932, 0,824, 119, 18q und 22q13, Verluste in den
Regionen 6p21, 14932 und Xq [90].

Nodale DLBCL und DLBCL sog. immunprivilegierter Lalisationen (testikulare und ZNS-
Lymphome) zeigen unter anderem rekurrente Zugewimrten Regionen 1g32.1, 3913, 3924, 7,
12q, 12q24, 13922, 18912, 18922 und Xqg25, wahk&artliste sich in 1p34, 1932, 6p21, 6423,
8p22, 9923, 17p12, 19p13 und 22q finden [91, 92].

Ebenso finden sich Studien, die Aberrationen in OLBder GCB- und non-GCB-Typen
aufzeigen:Bei DLBCL vom GCB-Typ finden sich Zugewinne unterdarem in den Regionen
1922-g32, 3913, 6p21-23, 7p21.1, 7911, 8922-g2618yR1-q24, Verluste rekurrent in 5p15.33,
8024, 13912-922, 18922 und 22g13. Bei non-GCB-Ré&tkeigen sich Zugewinne in 1932, 3q13,
6p21, 7p21.1, 7922-31.1, 8921-926, 12924 und 18§2tluste in den Regionen 5pl5, 8g24,
9p21.3 und 14932 [93, 94].

Tabelle 2 zeigt eine Ubersicht chromosomaler Altieman in nodalen und extranodalen DLBCL

verschiedener Lokalisationen sowie DLBCL des GOl non-GCB-Typs.



Tabelle 2 Gegeniberstellung ausgewahlter, wiederkebnder chromosomaler Aberrationen in nodalen und
extranodalen DLBCL unterschiedlicher Lokalisationen B2, 88, 90, 91] sowie DLBCL des GCB- und non-GCB-
Typs [93, 94]. Farblegende: Die blaue Farbungm steht flir Zugewinne, eine rotem fur Verluste genetischen
Materials, wéhrend gelb  fur Zugewinne und Verluste steht. Eine weil3e Farbungl zeigt nicht rekurrent

veranderte Regionen bzw. Regionen ohne entsprechendngaben in der zitierten Literatur.

Extranodale Priméar kutane und | Nodale DLBCL und DLBCL DLBCL vom
Chromosomale ) o DLBCL vom
) DLBCL [88, zerebrale DLBCL immunprivilegierter non-GCB-
Region o GCB-Typ [93, 94]
89] [90] Lokalisationen [91, 92] Typ [93, 94]
1p34

3913

3024

6p21

6023
|

7
7p21.1
7911.23

8p23.1
8022
8024

I |

11g12.2-gq13.1
12p13.2

12924
14q11.2
14932
17p12
18g12
18021.31
18q22

19p13.3-p12

22913

Xq21.33-926.2
Xq25




1.6 MYDS88

Bei MYD88 handelt es sich um ein Adapterprotein, das einesckaidende Rolle in der
Vermittlung von Signalen spielt, die durch den Tlidé-Rezeptor (TLR) bzw. Interleukinl und
Interleukin18 vermittelt werden [95, 96]. Es harndsich um eine Upstream-Komponente im
NFkappaB-Weg [97], die Uber verschiedene Mechanisme einer Zell-immortalisierung fuhrt
[95, 98]. Eine Inhibierung vorMYDS88 fuhrt zu vermehrter Apoptose und vermindert die
Zellproliferation [96]. Uber zahlreiche proinflamtogische Mechanismen wildYD88eine Rolle

in Tumorentstehung und —unterhaltung zugeschri¢@n

Die haufigsteMYD88Mutation findet sich in Exon 5 und besteht ausesinBasenaustausch
(c.794T>C), der zu einer Anderung der Aminosaureseq fihrt (p.L265P-Mutation) [95].
Mutationen imMYD88Gen sind unter anderem in kutanen DLBCL mit effr@quenz von 61 - 69
% beschrieben [100], zudem finden sie sich gehAUM_BCL immunprivilegierter Lokalisationen
[98]: In 75 % der ZNS-Lymphome bzw. 71 % der Hodgmphome, in gastrointestinalen und
nodalen DLBCL hingegen lediglich in 11 % bzw. 17Weitere Studien zeigen bei der Gesamtheit
diffuser grof3zelliger B-Zell Lymphome eine Mutatsbrdufigkeit von 6,5 %, nahezu ausschlief3lich
finden sich — wie auch in anderen Studien - non-@@Ben [95, 98, 101].

1.7 Fragestellung

Diffuse grof3zellige B-Zell-Lymphome sind weltweitied haufigsten B-Zell-Non-Hodgkin-
Lymphome und stellen eine heterogene Gruppe daBdDLverschiedener Lokalisationen und
Subtypen variieren in Bezug auf die klinische Pnéeton, die Prognose und molekulare
Merkmale wie chromosomale Aberrationen und Traretioken.

Epitheliale Schilddrisenneoplasien weisen chariskissherweise Mutationen inBRAF- und
NRASGen auf, die eine positive Korrelation mit einigdfinischen Parametern und dem
Vorhandensein oder Fehlen von Nodal- und Fernnasestzeigen.

Ziel dieser Arbeit war es, mittels Array-CGH, Flaseenz-in-situ-Hybridisierung (flBCL2, BCL6
undcMYQ und Pyro- sowie Sangersequenzierung ausgew&iesgene \RAS, BRAF, MYD§8
ein genetisches Profil primar extranodaler diffugafdzelliger B-Zell-Lymphome der Schilddrise
(ptDLBCL) zu erstellen und einen Vergleich mit besgublizierten Daten in Bezug auf epitheliale

Schilddrisenneoplasien und DLBCL anderer Lokalisetn zu ermdglichen.
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2 METHODEN

2.1 Patientenproben

Es wurden 21 formalinfixierte, in Paraffin eingelét Gewebeproben (FFPE) von 21 Patienten
mit priméaren DLBCL der Schilddrise (ptDLBCL) furediStudie rekrutiert, die keine primare
Manifestationen in Lymphknoten zeigten (primér artrdale Lymphome).

Alle Gewebeproben stammen aus den Archiven deroRafile des UKSH, Campus Libeck der
Jahre 2001 - 2013.

Alle Proben nebst der zugehorigen klinischen Datarden nach der Rekrutierung fir die Studie
im Sinne der eingereichten Ethikanzeige bei deikitimmission der Universitat zu Liubeck (AZ

13-182A) einer umgehenden Anonymisierung unterzogen

2.2 Morphologische und immunhistochemische Aufarheig

Die morphologische Aufarbeitung der Proben erfolgte Hamatoxylin-Eosin- sowie Giemsa-
gefarbten Paraffinschnitten. Des Weiteren wurdenjdden Fall eine Gomori-Versilberung und
PAS-Reaktion durchgefiihrt.

Fir die immunhistochemischen Untersuchungen wuritelsndes Unitma QuickRay®-Systems
ein Tissue MicroArray (TMA) angefertigt. Von jedBrobe wurde eine 1,5 mm grof3e Stanze des
Tumorgewebes entnommen. Die Auswahl der Tumorzellarerfolgte anhand eines Hamatoxylin-
Eosin-gefarbten Paraffinschnittes; es wurde eirdismtatives Areal mit hdchstmdglichem vitalem
Tumorzellgehalt gewahlt. Mithilfe eines Rotationkmioms erfolgte anschlieBend die
Anfertigung von Schnittpraparaten mit einer Starke 1,5um.

Fur die immunhistochemischen Analysen wurde daso@bgen Diaminobenzidin (DAB)
verwendet. Die notwendigen Inkubations- und Waddtise wurden mit dem TechMate™-
Automaten von DAKO (Glostrup, Danemark) durchgefidie Farbungen mittels des Menarini
Bond Max.Die Antigendemaskierung erfolgte mit Puffern veredener pH-Werte (sog. ,Epitope
Retrieval“-Lésung: Citrat- bzw. EDTA-Puffer mit &m pH-Wert von 6,0 bzw. 9.0). Alle
Farbungen sowie die Anfertigung der Schnittpragavairden von Mitarbeitern/innen des Labors

fur hamatologische Diagnostik des Instituts fuhBhdgie in Lubeck durchgefihrt.
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Die Auswertung der immunhistochemischen Farbungéigée durch vier Untersucher in einem
Konsensusverfahren (A.C. Feller, C. Thorns, N. Gebal. Knief) in Analogie zum Hans- bzw.
Visco-Young-Algorithmus (Diagramm 1, Diagramm 2udeém wurden - in Ubereinstimmung mit
der gangigen WHO-Klassifikation - die folgendentkrien von den o.g. Untersuchern beurteilt:
Diffuses Wachstumsmuster, blastares ZellinfiltrBtZell-Phanotyp, Proliferationsrate (MiB1-

Féarbung) > 40 %.

Es kamen Primarantikbrper der Firmen Dako, NCL MienaEpitomics und Thermo gegen
folgende Epitope zur Anwendung: CD20, CD10, bct26bFOXP1, Mum1 und MiB1 (Tabelle 3).

Tabelle 3 Fir die immunhistochemischen Untersuchurgn verwendete Antikdrper mit Angabe des
Klons, der Verdiinnung und der Art der Vorbehandlung. * Dako, Glostrup, Danemark; > Menarini
Diagnostics, Berlin, Deutschland? Epitomics, Burlingame, USA;* Thermo Fisher Scientific, Schwerte,

Deutschland.

Antikorper Hersteller Klon Verdinnung Vorbehandlung
Epitope Retrieval Solution 2
CD20 Dakb L26 1:800
pH 9,0
) Epitope Retrieval Solution 1
CD10 NCL Menarir 56C6 1:30
pH 6,0
o Epitope Retrieval Solution 2
bcl2 Epitomicé E17 1:100
pH 9,0
Epitope Retrieval Solution 1
bcl6 Dakd PG-B6p 1:10
pH 6,0
Epitope Retrieval Solution 2
FOXP1 Thermd polyklonal 1:200
pH 9,0
) ) Epitope Retrieval Solution 2
MiB1 Dakd MiB 1 1:500
pH 9,0
Epitope Retrieval Solution 2
Mum1 Dakd Mum1-P 1:400
pH 9,0
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2.3 DNA-Isolierung aus Formalin-fixiertem und in Paaffin

eingebettetem Gewebe

Zur Isolierung chromosomaler DNA wurde FFPE-Mateverwendet. Die DNA-Isolierung und -
Quantifizierung erfolgte mithilfe des QiaAmp Minik250 (Verwendung nach Herstellerangaben).
Der DNA-Gehalt der jeweiligen Probe wurde mit Nargg ND-1000 (Thermo Scientific)
ermittelt. Tabelle 4 zeigt die Arbeitsschritte ZANA-Isolierung.

Tabelle 4 Arbeitsschritte zur DNA-Isolierung aus FFPE-Gewebe.

Arbeitsschritt Vorgehen

) Herstellung eines Paraffinr6lichens (mindestens B)um) am Rotationsmikrotom. Das
Vorbereitung der L L . .. N . .
) Paraffinrolichen wird in ein beschriftetes 1,5 npdendorfcup Uberfuhrt. Anfertigung eings
Paraffinrdlichen ] ) )
HE-gefarbten Kontrollschnittes (Rotationsmikrotom).

Zu jeder Probe werden 10QQ Xylol zugegeben, die Probe vortexen und ansBeiie 20
Minuten bei Raumtemperatur belassen. Zentrifugatien 13000 rpm fiir 5 Minuten,.

n

Abnahme des Xyloliberstandes. Bei sehr viel Mateeimimalige Wiederholung de
gesamten Vorganges.

Nach der letzten Xyloliiberstandabnahme bei 13060kprz zentrifugieren und Reste des
Xylols aus Eppendorfcup mittels Pipette entnehnzargabe von 100@l 100% Ethanol,
Entparaffinierung der . ) o . )
B vortexen und bei 13000 rpm 3 Minuten zentrifugier®bnahme des Uberstandes. Bei sghr
Rollchen viel Material einmalige Wiederholung des gesamtengénges.
Nach der letzten Ethanoliberstandabnahme bei 180@0kurz zentrifugieren und Reste
des Ethanols aus Eppendorfcup mittels Pipette bntap. Trocknen der Proben bei 56 PC
fur mindestens 15 Minuten (maximal 1 Stunde in Algigkeit von der Materialmenge).
Zugabe von 18@L ATL Puffer und 30ul Proteinase K. Vortexen und mindestens 2 Tage

bei 56 °C bei 1000 rpm im Thermomixer inkubieren.

Nach der Inkubation: Zugabe von 2@CPuffer AL, kurz vortexen. Inkubation bei 70°C fir
1 Stunde, anschlieBend kurz zentrifugieren und Begeon 200ul Ethanol p. A. absolu
zur Probe. Die Probe mit Prazipitat auf Elutionssdin 2 ml Tube) Uberfiihren. Danach| 1
Minute bei 8000 rpm zentrifugiereias S&ulchen in ein neues 2 ml Tube steckenubQ0

Aufbereitung der Puffer AW1 zugeben, und bei 8000 rpm 1 Minute drgieren. Saulchen danach in din
Proben nach Qiagen | weiteres 2 ml Tube stellen, 50QI Puffer AW2 zugeben und bei maximaler
Geschwindigkeit (13000 rpm) 3 Minuten zentrifugier®as Saulchen in das vorbereitete,
beschriftete 1,5 ml Eppendorfcup stecken. Auf diatiBnssdule10Qud AE Puffer geben
und die Probe 20-25 Minuten bei Raumtemperatur befasl Minute bei 8000 rpr

zentrifugieren, anschlieRend S&ulchen verwerfenEpmendorfcup schliel3en.

=1

Am Computer innerhalb des Nanodrop-Programms ,Noodkgiid Measurement* wabhler).
Messung des DNA-

Gehaltes mit
Nanodrop ND-1000

o

Fur die Kalibrierung wird 2ul AE Puffer eingesetzt. Danachy® der Probe auftragen un

D

mit ,Measure" bestétigen. Reinigung nach jeder MegsuSobald die letzte Prol

gemessen wurde, Nanodrop mit 70% Ethanol sdubermitnA.d. nachreinigen.
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2.4 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

In jeder PCR wurden zwischen 20 und 100ng DNA dsvejligen Probe eingesetzt. Fur die
durchgefuhrte PCR wurde ein Totalvolumen vompl2thgesetzt. Hierbei handelte es sich um den

folgenden, in Tabelle 5 aufgefiihrten Mix (unter Wendung des PyroMark PCR MasterMix Kits):

Tabelle 5 Fir die PCR verwendeter Ansatz unter Verendung des PyroMark PCR MasterMix Kits.

Reagenz Menge
PyroMark MasterMix 2x 12,5ul
RNasefreeWater 7u
CoralLoadConcentrate 10x 2,5u
Forward-Primer 1ul
Reverse-Primer 1pl
20 ng DNA verdinnt 1ul
Total: 25l

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) erfolgte aneBeind apparativ im Thermocycler unter
Verwendung des in Tabelle 6 aufgefihrten PCR-Progres:

Tabelle 6 Verwendetes PCR-Programm unter Angabe derbeitsschritte, der Temperatur, der

Zeitdauer und Anzahl der durchgefiihrten Zyklen.

Arbeitsschritt Temperatur Dauer Anzahl der Zyklen
Denaturierung 94°C 15 min 1
Denaturierung 94°C 30 sek
Primerhybridisierung 57°C 30 sek
44
Elongation und DNA-
72°C 45 sek
Synthese
Elongation und DNA- ]
72°C 4 min 1
Synthese
Abkiihlung 4°C - -

Sowohl die erforderliche PCR fur die anschlieRe8dager- als auch fir die Pyrosequenzierung

wurden mit dem o.g. Programm und unter Einsatjedeeiligen Primer durchgefihrt.
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Das PCR-Produkt wurde gelelektrophoretisch in eidgarosegel (1,5 %) aufgetrennt und mittels
Ethidiumbromid sichtbar gemacht (Laufzeit ca. 3% imei 100 Volt).

2.5 Sangersequenzierung

Die molekularpathologische Untersuchung von ExorldS8BRAFRGens sowie von Exon 2, 3 und
4 des NRASGens auf Sequenzveranderungen erfolgte mittelge8a@quenzierung auf dem
Kapillarsequenzierer CEQ 8800 (Beckmann Coulter) aeir Herstellersoftware CEQ Genome
Lab.

Tabelle 7 zeigt die hierbei verwendeten Primer.

Tabelle 7 Fir die Sangersequenzierung verwendete iRrer des BRAF-Gens (Exon 15) und des NRAS-

Gens (Exon 2, 3 und 4) mit Angabe der Primersequean der Vorwarts- und Rickwartsstrange.

Primer Sequenz
BRAFExon 15 forward 5'- CCTAAACTCTTCATAATGCTTGCTC-3'
BRAFEXxon 15 reverse 5- TCTAGTAACTCAGCAGCATCTC-3
NRASEXxon 2 forward 5'- AGAACCAAATGGAAGGTCACAC-3’
NRASExon 2 reverse 5'- CGACAAGTGAGAGACAGGATC-3'
NRASExon 3 forward 5'- CTCCCTCCCTGCCCCCTTACC -3'
NRASExon 3 reverse 5'- CTTCCCTAGTGTGGTAACCTC -3’
NRASEXxon 4 forward 5'- CATGTTGCCCAGGCTAATCTC -3'
NRASExon 4 reverse 5'- CAACTGATGCAAACTCTTGCAC -3’

Die verwendeten Primer wurden mit der Software Smlsvexe erstellt und in der Datenbank

ensemble.com auf ihre Einsatzfahigkeit tberprift.

Tabelle 8 zeigt die Arbeitsschritte der Sangersegeeung.
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Tabelle 8 Arbeitsschritte zur Sangersequenzierungud dem Kapillarsequenzierer CEQ 8800.

Arbeitsschritt

Vorgehen

Aufreinigung der
PCR-Produkte

Uberfiihnren der PCR-Produkte in eine 96 Well Plagtey Well 3Qu Ampure XPbeads

zugeben. Zehnmalige Resuspension mit der PipetteBatassen bei Raumtemperatur

min). Platte fur 5 min in den Magnetstander stellen danach den Uberstand abnehmen.

Proben mit 100l 70% EtOH, dann mit 150 70% EtOH und erneut mit1p070% EtOH je
30 sek benetzen. EtOH abnehmen und jede ProbepinVB&sser resuspendieren. 5 min

Raumtemperatur belassen, danadchl 8@r gereinigten Probe in eine neue Platte Uibegfiih

bei

Sequenzier-

Reaktion

In einer neuen 96 Well Platte die Sequenzier-Reaktid folgenden Reagenzien ansetzen

1ul Forward- oder Reverse-PrimerpldDTCS, 2,5l H,O und 2,ml aufgereinigtes PCR}

Produkt. Starten des Thermocycler-Programmes (J.ab.8

Je

Aufreinigung der
Sequenzierungs-
Produkte

Nach der Sequenzier-Reaktion im Thermocycler: ZugaimelQu Agencourt clean segbeads

zu jeder Probe sowie Zugabe vonu#B5% EtOH, zehnmalige Resuspension. Fir 5 min

bei

Raumtemperatur und weitere 5 min im Magnetstandéssen. Uberstandabnahme, dann

Waschen mit je 100 85% EtOH, 15QI 85% EtOH und weiteren 15085% EtOH fir je 30

sek. Uberstandabnahme, Resuspension jth S0S. Nach 5 min im Magnetstanderon

eine neue 96 Well Platte tberfiihren und mit eineopfen Ol Giberschichten. Zusétzlich die
Wells in einer Pufferplatte mit 2Q0 Puffer befillen. Analyse der Sequenzierung imé&ger

(CEQ 8800, Beckmann Coulter) starten.

Die Direktsequenzierung fur die jeweiligen Probeaffolgt nach dem in Tabelle 9 gezeigten

Thermocycler Programm im Thermocycler (Biometra Thiermoblock):

Tabelle 9 Verwendetes Thermocycler-Programm im Rahen der Sangersequenzierung unter Angabe

der Temperatur, der Zeitdauer und Anzahl der durchgefiihrten Zyklen.

Temperatur Dauer Anzahl der Zyklen
96°C 20 sek
50°C 20 sek 30
60°C 4 min
4°C - -

2.6 Pyrosequenzierung

Die DNA-Extraktion wurde mit dem QiaAmp Mini Kit Zbdurchgeftihrt (Protokoll siehe Tabelle
4). Die darauf folgende PCR wurde wie in Abschi#t durchgefiihrt. Fir die Untersuchung des

MYD88Gens auf die Mutation p.L265P in Exon 5 erfolgéal eine Pyrosequenzierung auf dem

PyroMark Q24 System von Qiagen.
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Hierfiir wurden die in Tabelle 10 aufgefiihrten Primerwendet.

Tabelle 10 Fur die Pyrosequenzierung verwendete Rrier des MYD88-Gens (Exon 5) mit Angabe der

Sequenzen des Vorwarts- und Riickwartsstranges sowdes Sequenzierungsprimers.

Primer Sequenz
MYD88Exon 5 forward 5'-GAATGTGTGCCAGGGGTACTT-3"
MYD88Exon 5 reverse 5'-biotin-TCAGGATGCTGGGGAACTC-3"
MYD88Exon 5 Sequenzierungsprimer 5-CCCATCAGAAGCGAC-3’

Diese Primer wurden mithilfe der Software PyroMAdsay Design erstellt.
Fiur die Sequenzierung auf dem PyroMark Q24 Systemdewn die in Tabelle 11 dargestellten
Arbeitsschritte durchgefiihrt.

Tabelle 11 Arbeitsschritte zur Pyrosequenzierung audem PyroMark Q24 System (Qiagen).

Arbeitsschritt Vorgehen

Heizplatte auf 80°C vorheizen. Pipettieren vondtByroMark PCR Bindungspuffer, 28 H,0O, 10
ul PCR-Produkt und 21 Sepharose-Beads in eine 96 Well Platte (sog. Inilie@ungsplatte) und
auf dem Schiittler befestigen. 20 min bei 1400 rpen Raumtemperatur schitteln. In einer
Vorbereitung | Pyromarkplatte wird die Sequenzier-Reaktion mit @,%equenzierprimer und 24,8 PyroMark
Annealing-Puffer angesetzt. AnschlieBend wird dias@éhstation nach Angaben des Herstellers
vorbereitet und befillt (mit 0, EtOH, Waschpuffer und Denaturierungs-Solutidfgrtexen der
Nukleotide und Einfiillen in die Kartusche. Sequenaatte in die Waschstation einsetzen.

Immobilisierungsplatte vom Schittler nehmen undnéddks in die Waschstation einsetzen. Sofort
mit der Aufreinigung nach Angaben des Herstellezgitnen: PCR-Produkte 15 sek aus der Well
Platte absaugen und 5 sek in EtOH, dann 5 sek matDeerungs-Solution, anschlieRend 10 sek in
Aufreinigung | Waschpuffer waschen (jeweils mit eingeschaltetenkuden). Ohne Vakuum die Beads in die
Sequenzierplatte ,schitteln. Danach Sequenzitepfér 2 min auf der Heizplatte platzieren, dann
fir 5 min bei Raumtemperatur abkihlen lassen. Amefgbhd den Vakuum-Sauger mig®ispilen.

Einsetzen in den PyroMark und starten des Laufes.

Auswertung mittels Software PyroMark Q24 2.0.6.200 reads pro Probe flr ein gut verwertbares

Auswertung | Ergebnis notwendig. <5 % veranderter DNA bedeubiték Mutation, bei 5-9 % veréanderter DNA

handelt es sich um sog. Grenzfélle, ab 10 % veréerdeNA liegt definitiv eine Mutation vor.

2.7 Array-CGH

Die aCGH-Analyse der Proben zur Karyotypisierung undlpse numerischer und struktureller
Chromosomenanomalien (Deletionen, Duplikationenyelsionen, Translokationen) erfolgte

mittels eines Surescan high-resolution DNA-MicragriScanners (Agilent Technologies Inc.)
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unter Verwendung geschlechtsspezifisch korrelieReferenz-DNA (Agilent Technologies Inc.)
und 180 K Oligo Arrays (Agilent Technologies Incl). Tabelle 12 sind die Arbeitsschritte zur
aCGH dargestellt.

Tabelle 12 Arbeitsschritte bei der Array-CGH-Analyse.

Arbeitsschritt Vorgehen

Drei Heizblocke auf 37°C, 65°C und 95°C vorheizenb@rol min zentrifugieren. Zu 26

der Probe 5ul Random-Primer hinzugeben und vortexen. 10 min 9%iC inkubieren,
danach 5 min auf Eis abkihlen. Proben erneut 1zemtrifugieren. Markieren der Probe mit
Labeling-Mix (fur eine Probe je 1 Mix mit Cyanined®TP und fir die Referenz-DNA [
Probenmarkierung o ] ] ]
Mix mit Cyanine 3-dUTP ansetzen). Dieser bestebtiul Reaktionspuffer, 5 dNTPs, 3
ul Cyanine 5 bzw. Cyanine 3 undulExo(-)Klenow (insgesamt 18l). Gesamtvolumen (5
ul) vortexen und 2 Stunden bei 37°C inkubieren (natitiitteln), weitere 10 min bei 65°C
inkubieren und anschlieRend auf Eis lagern.
Zentrifugieren der Proben fuir 1 min bei 6000 rp80 gl TE (pH-Wert 8,0) zur Probe gebe

und die gesamte Probe auf die Saule tberfihremid®ei 14000 rpm zentrifugieren. 48

o S

ul TE (pH-Wert 8,0) zur Séule geben und 10 min BEAD rpm zentrifugieren. Die S&ulen
umgedreht in neue Eppendorfcups geben und 1 mid@@0 rpm zentrifugieren. Testung
Aufreinigung der der Probe und Uberpriifen der Konzentration mittédsmodrop (Zielparameter: 20-32
markierten DANN Probenmaterial). Verwerfen der S&ulen.

Berechnung des Yield (,Ertrag“), ggf. Angleichung Kontrolle (Zielparameter: Yield
.degree of Labeling" sollen bei Probe und Kontroileetwa gleich sein). AnschlieRend
anhand der berechneten Volumina Zusammenfihrungkemrrolle und Probe mit einem

Zielwert von 39ul.

71 w des Hybridization Master Mix werden in jede Probiberfihrt, gemischt und
anzentrifugiert. Der Master Mix fir eine Probe lebstaus: 5ul Cot-1 DNA (1,0 mg/mL),
Ansetzen des 11 ul aCGH Blocking Agent und 5pl HI-RPM Hybridization Buffer.

Hybridization AnschlieBend werden die Proben 3 min bei 95°C irdmpdaraufhin fur 30 min bei 37°C.
Master Mix Die gesamten 11Ql pro Probe (Master Mix und markierte, gereinigt®lA) werden auf
einen Objekttrdger gegeben, mit der Arrayplatteebktund fur 48 Stunden bei 65°C im
Hybridisierungsofen inkubiert.

Trennen von Objekttrager und Platte in einem separg@efal’ (gefullt mit Pufferlésung 1

N

Waschen d dann bei Raumtemperatur 5 min auf den Magnetriiteders. Uberfiihren in Pufferlésung
aschen der .
. und Inkubation fir 2 min bei 37°C. Uberflihren in Bihml Falconréhrchen mit Acetonitrjl
Objekttrager ) . . . . . .
fur 1 min. Fur 30 sek Uberfiihrung in Stabilitatsilg und Drying Solution. Uberfiihren in

mit Alufolie umwickelte Falconréhrchen.

Nach Selbsttest des Scanners Starten der Agileamt Sontrol Software. Entriegeln urnd
Scannen der Proben | Bestlicken des Scanners mit Objekttragerhalternt &tarScans.

(Agilent Scanner) Folgende Profile werden gewahit: Agilent G3 CGH; éteson: 3um double pass; Tiff: 16
bit; Start Slot 1 — End Slot... (Anzahl der Objekijed).

Auswertung Die Auswertung erfolgt anhand der Software.
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2.8 Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (BCL2, BCL&MYC)

Die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung zur Untersuieg auf Bruchereignisse in den Genloci fur
BCL2, BCL6 und cMYC erfolgte an dem Material der TMAs. Die Auswerturand nach
Dunkeladaptation mithilfe eines FluoreszenzmikrgskdAxioskop von Zeiss) und Filtern der
Firma Vysis statt. Fur jede Probe wurden mindes&hZellkerne ausgezahlt, als Grenzwert flr
ein Bruchereignis wurden 10 % Splitsignale veralagth Verwendung fanden die in Tabelle 13
aufgefuhrten Sonden der Firma Abbott/Vysis (Sondérau in Abbildung 4 — 6 im Anhang).

Tabelle 13 Fiir die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung verwendete Breakapart-Sonden.

Sonde Hersteller/Firma
LSI/BCL2Breakapart Abbott/Vysis
LSI/BCL6Breakapart Abbott/Vysis
LSI/CMYCGBreakapart Abbott/Vysis

Zur Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung wurden faide Arbeitsschritte (Tabelle 14) durchgefihrt.

Tabelle 14 Arbeitsschritte bei der Fluoreszenz-inigi-Hybridisierung.

Arbeitsschritt Vorgehen

Aufbringen des Materials | Auf silanisierte Objekttrager (OT) werden Parafinsitte von 5p - 20 p Starke
auf den Objekttrager aufgebracht. Diese werden Uber Nacht bei 37 °C gatet.

Zweimalige Inkubation der Objekttrager mit Xyloli(fjeweils 10 min). Zweimaliges
Entparaffinierung der Spilen in Xylol (jeweils 10min). Einmaliges Spilen 100 % EtOH, anschlieRend
Objekttrager Spilen in absteigender Alkoholreihe mit jeweil® 28, 85 % und 70 % Ethanol (fi

=

je 2 min). Waschen in destilliertem Wasser fur 5.mi
Kochen der Objekttréger in 1 Liter 1mM EDTA-Puff@rml 0,5 M EDTA pH 8,0 auf
11 A.d.) im Dampfkochtopf. Auf héchster Druckstufemin kochen und anschlieBend

Antigendemaskierung den Topf im Waschbecken unter laufendem, kaltemubgswasser von auf3en
abkihlen, Dampf entweichen lassen. Offnen des Deaked Einfilllen von kalten
Leitungswasser. Objekttrager dann bei Raumtempe2amin in A.d. waschen.

Zugabe von 2 ml 1M HCL in 200 ml A.d. und 1 ml Pepsnkubation bei 37°C (3

min).

Pepsinverdau

Waschen in A.d. fiir 1 min. Fixierung in 1 % Parafatdehyd fiir 2 min. Anschlieend
Fixierung 1 min in A.d. waschen. Waschen der OT in aufsteigerlkoholreihe mit 70 %, 85 %
und 100 % EtOH (fiir jeweils 2 min). Lufttrocknenrdgbjekttréager fir 10 Minuten.

Pipettieren von 2ul Sondenverdiinnung auf das zuvor markierte zu Higierende
Hvbridisi Areal. Auflegen eines runden Deckglases (Durchme$6el3 mm), Fixierung mi

ridisierun
Y g Fixogum. Denaturierung im 80 °C heif3en Wasserba80imin. Hybridisierung fiir 72

Stunden im Hybridisierungsofen bei 37 °C.
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2.9 Materialien

Eine ausfihrliche, tabellarische Aufstellung dertéfimlien, die in der vorliegenden Arbeit im

Rahmen der o0.g. Methoden Verwendung fanden, fisidatim Anhang (Tabelle 22 - 27).

2.10 Statistische Auswertung

Fur die statistische Analyse wurde, abhangig varBéschaffenheit der zu untersuchenden Daten,
ein ungepaarter t-Test (Zweistichproben-t-Test) .bmim Z-Test durchgefiihrt. Als statistisch
signifikant wurde im Folgenden epaWert von < 0,05 gewertet.

Die Durchfiihrung der statistischen Tests erfolgtgets Erstellung eines Excel-Datenblattes und
unter Verwendung der GraphPad Software (QuickCalesware, 2014).
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3 ERGEBNISSE

3.1 Patientencharakteristika

Das Geschlechterverhdltnis der 21 Proben betrug 8y2m). Der Altersmittelwert lag bei 67,3
Jahren (Altersspanne 46 - 89 Jahre), der Mediaiizédahren.

Alle Proben stammten aus der Schilddriise, bei fig#iRan waren in den Archiven zudem ein oder
mehrere Beckenkamm-Stanzzylinder vorhanden (Fallg, ¥ — 9, 13, 15 — 18 und 20) - diese
zeigten keine Lymphom-Infiltrate. In drei Fallemégen sich (Partial-) Infiltrate mitubersandter

zervikaler Lymphknoten sowie eine partiell infiirte Nebenschilddrise (Fall 1, 17 und 18).

Bei 4 Patienten war eine zugrundeliegende lymploeyThyreoiditis bekannt oder konnte im
Untersuchungsgut nachgewiesen werden (Fall 1,18alFall 12, Fall 19). Eine Struma colloides
nodosa lag bei 2 Patienten vor (Fall 6, Fall 7)eilmem Fall bestand ein Marine-Lenhart-Syndrom
(zeitgleiches Auftreten einer Hyperthyreose uneeiutoimmunerkrankung der Schilddriise) mit
Erhdéhung der mikrosomalen Antikdrper im Serum (Rd). Fur die Ubrigen Félle waren keine
solchen Daten verfligbar.

Ein zugrundeliegendes niedrigmalignes (follikuldnegmphom war in 5 Féllen (Fall 2, Fall 4, Fall
10, Fall 17, Fall 20) in der Vorgeschichte bekannt.

Es fand sich ein dokumentierter Todesfall mit Oliguk im Institut fir Pathologie des UKSH,
Campus Lubeck (Fall 17, Obduktion 110 Tage nachgimbaestellung des Lymphoms).
Tumorrestgewebe war nach dreimaliger R-CHOP-Behgdlinicht mehr nachweisbar, die
Patientin befand sich pathologisch in komplettemi@sion (der Lymphomerkrankung).

Bei den Ubrigen Fallen standen keine Daten im Rahaee klinischen Nachbeobachtung (Follow-

Up-Daten) zur Verfligung.

Tabelle 15 bildet einige der 0.g. Charakteristika uhtersuchten Kohorte ab.
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Tabelle 15 Patientencharakteristika der untersuchta Félle mit Angabe des Patientenalters, des

Geschlechtes (m:méannlich bzw. w:weiblich) und ggfzugrundeliegender lymphozytérer Thyreoiditis

bzw. zugrundeliegendem follikularem Lymphom.

Zugrundeliegendes

Fall | Patientenalter | Geschlecht| Zugrundeliegende lymphozytéare Thyreoiditis :
follikuléares Lymphom
1 51 w + -
2 52 w - +
3 89 w - -
4 77 W - +
5 7 w - -
6 64 m - -
7 75 m - -
8 72 w - -
9 72 w - -
10 82 w - +
11 65 w + -
12 60 m + -
13 46 w - -
14 66 w - -
15 54 w - -
16 74 w - -
17 76 w - +
18 52 m - -
19 82 w + -
20 79 w - +
21 48 m - -
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3.2 Immunhistochemische Untersuchungen

Durch Bestimmung der immunhistochemischen Exprasga CD10, bcl6, Muml und FOXP1
erfolgte anhand der Algorithmen nach Hans bzw. &4¢oung und den hiernach jeweils geltenden
Grenzwerten (vgl. Diag. 1 und 2) eine Unterscheidder Proben in GCB- bzw. non-GCB-Typ.

In Tabelle 16 sind die Ergebnisse der immunhistotibehen Analysen dargestellt.

Tabelle 16 Ergebnisse der immunhistochemischen Analen mit Unterteilung in GCB- bzw. non-GCB-
Typ (nach Hans- bzw. Visco-Young-Algorithmus [71, Z]) anhand der Expression von CD10, bcl6,
Muml und FOXP1 (vgl. Diag. 1 und 2) sowie Angabe deProliferationsrate (gemessen an MiB1-
positiven Zellen).

Fall CD10 Bcl6 Mum1l FOXP1 MiB1 (in%) GCB/non-GCB-Typ

1 + + - - 60 GCB

2 + + - - 70 GCB

3 - + + + 60 non-GCB

4 + + - - 80 GCB

5 + - + + 70 GCB

6 - - + + 70 non-GCB

7 - - - - 50 non-GCB

8 - + - - 90 GCB

9 + - - - 60 GCB
10 - + - - 70 GCB
11 + + + + 90 GCB
12 + + - + 90 GCB
13 + + + + 90 GCB
14 - - + + 90 non-GCB
15 + + - + 80 GCB
16 + + + + 90 GCB
17 - - - - 40 non-GCB
18 - - - - 50 non-GCB
19 - + + + 90 non-GCB
20 + + - + 70 GCB
21 + + + + 80 GCB
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Es fanden sich 14 GCB- (66,7 %) und 7 non-GCB-F@&3 %). Zwischen den Klassifikatoren
nach Hans und Visco-Young bestand eine KonkordanzZ190 %.

Insgesamt zeigten 12 Falle (57,1 %) eine CD10-Esgioe, 14 Falle (66,7 %) reagierten positiv
gegenuber bcl6, 9 Falle (42,9 %) zeigten eine Miarfiression und bei 12 Fallen (57,1 %)
bestand eine positive Reaktion gegentiber FOXP1.

Von den 14 untersuchten GCB-Féllen zeigte ledigizhFall (7,1 %) eine ausschliel3liche CD10-
Expression, weitere 2 Falle (14,3 %) waren auss@hdtih positiv fur bcl6, wahrend 4 Falle (28,6
%) eine Expression aller vier untersuchten Marlegten. Von den tbrigen GCB-Fallen waren 3
(21,4 %) positiv fur CD10, bclé und FOXP1, weit@&délle (21,4 %) zeigten eine Expression von
CD210 und bcl6, ein weiterer Fall (7,1 %) reagigrositiv gegeniber CD10, Mum1 und FOXP1.

Abbildung 1 stellt exemplarisch einen als GCB-Tyaskifizierten Fall dar.

, .A;’

'3

‘3 38030 e v

Abbildung 1 Immunhistochemisches Expressionsmusteeines als GCB¥yp klassifizierten Falles
(Fall 21). Links oben: CD10 (+); Rechts oben: Bclg+); Links unten: Muml (+); Rechts unten
FOXP1 (+). Originalvergréf3erung jeweils 200fach.
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Alle 7 Falle der non-GCB-Gruppe reagierten neggtgeniber CD10, 3 Félle (42,9 %) wiesen
keinerlei Expression der untersuchten Marker afigjls zwei weitere Falle (je 28,6 %) zeigten
eine Positivitat gegeniber bcl6, Muml und FOXP1.lgwgeniber Muml und FOXP1.

Abbildung 2 stellt exemplarisch einen als non-GORyKlassifizierten Fall dar.

Abbildung 2 Immunhistochemisches Expressionsmustezines als non-GCBFyp klassifizierten Falles
(Fall 6). Links oben: CD10 (-); Rechts oben: Bcl§-); Links unten: Mum1 (+); Rechts unten: FOXP1
(+). Originalvergréerung jeweils 200fach.

Alle Félle wiesen eine hohe Proliferationsrate é&ggmessen an MiBl-positiven Zellen), der
Mittelwert lag bei 73 %, der Median betrug 70 %ch{®ankungsbreite 40 - 90 %).
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3.3 Pyrosequenzierung fir MYD88

Die Pyrosequenzierung désYD88Gens zum Nachweis der Punktmutation p.L265P (0.2@}

in Exon 5 wurde fur alle Proben durchgefiihrt. Harlerfolgte eine Analyse der Sequenz
TICGATCCCCATCAAGTACAAGGCAATG zum Nachweis eines Basustausches. Der
prozentuale Anteil der Mutation (Detektion von Gjito anstelle von Thymin) in Relation zum
Wildtyp wurde anhand des Verhaltnisses der Peake@ien Positionen berechnet und tabellarisch
hinterlegt.

In keiner der untersuchten Proben liel3 sich M@®88Mutation in 0.g. Sequenz nachweisen.

3.4 BRAF- und NRAS- Mutationshaufigkeit

Die Untersuchung von Exon 15 dBRAFRGens sowie von Exof, 3 und 4desNRASGens auf
Sequenzveranderungen erfolgte fur alle Proben ImittéSequenzierung auf dem
Kapillarsequenzierer CEQ 8800.

In einem der untersuchten Félle fand sich @8RAFRV600E-Mutation (Fall 7) mit Nachweis eines
Basenaustausches (c.1799T>A). Die Mutationsfrequéinz BRAF betrug im vorliegenden
Patientenkollektiv 4,76 % (1/21).

Daneben bestanden in zwei weiteren Fallen Mutatiaméxon 4 de®dNRASGens (Fall 6, Fall 18).
Die Mutationsfrequenz filWRASbetrug somit 9,52 % (2/21).

Bei einer Mutation handelte es sich um eine sdlie $flutation mit einem Basenaustausch von
Cytosin (C) zu Thymin (T) ohne Anderung der Baséoigle (Fall 6, p.H131H-Mutation).

Die zweite Mutation in Exon 4 dddRASGens (Fall 18) bestand in einem Basenaustausch von
Guanin (G) zu Adenin (A) mit einer Anderung der Awwsauresequenz (sog. Missense-Mutation).
An folgender Position: p.C118Y.

Es liel3en sich keinerlei Mutationen in Exon 2 umde8NRASGens nachweisen.
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3.5 aCGH-Ergebnisse

3.5.1 Beobachtungen im Gesamtkollektiv

Mittels aCGH-Analyse lie3en sich in allen 21 ptDLIB@enetische Alterationen nachweisen. Von
der weiteren Analyse ausgeschlossen wurden Polyrismmen, d.h. pathogenetisch nicht
bedeutsame Normvarianten. Als wiederkehrend wuMeréinderungen (sowohl Zugewinne als
auch Verluste genetischen Materials) definiert, @hedrei oder mehr untersuchten Fallen
nachweisbar waren (addiert entsprechend > 10 %Gassmtkollektives). Es fanden sich in der
Gesamtheit 11 als rekurrent verandert gewertetdoGieim folgenden chromosomalen Regionen:
6p21.33-p21.32, 6p22.2, 10926.3, 12p13.31, 1493144H32.33, 19p13.3, 20913.33, 21qgll.2,
22011.22 und Xp22.33. Eine tabellarische Auflistaiigr detektierten Aberrationen findet sich im
Anhang (Tabelle 21).

Die mittlere Anzahl der Aberrationen lag bei 8, 2ignissen pro Fall bei einer Spannweite von 1 —
18. Von insgesamt 183 Alterationen entsprachenZl@gwinnen (68,9 %), 57 Verlusten (31,1 %)
(Darstellung in Diagramm 3). Die Anzahl der Zugemerlag im Mittel bei 6 (Spannweite 1 — 14),
die der Verluste bei 2,7 (Spannweite 0 — 11). Jddemuntersuchten Falle zeigte mindestens einen
Zugewinn, in 5 Fallen (23,8 %) waren keine Verlusialetektieren.

Zugewinne und Verluste im Gesamtkollektiv

/

_——

= Zugewinne

Verluste

Diagramm 3: Ubersicht der Zugewinne und Verluste gnetischen Materials im Gesamtkollektiv

Die Anzahl der Alterationen unterschied sich niam&3geblich zwischen den einzelnen
Subgruppen: In der Gruppe der GCB-Typen fandenisidilittel 8,3 Aberrationen, in der Gruppe
der non-GCB-Typen 9,6€ 0,6066), ferner im Mittel 6,1 Zugewinne in der GGBuppe, in der
non-GCB-Gruppe 5,9 p€0,9091). In der GCB-Gruppe lieRen sich im MitteR 2yerluste
nachweisen, in der non-GCB-Gruppe $#{,2919).
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Tabelle 17 zeigt eine Auflistung der als rekurrerdrandert definierten chromosomalen

Alterationen mit assoziierten, potentiell pathodeod bedeutsamen Genen.

Tabelle 17 Regionen wiederkehrender chromosomaler It&rationen mit assoziierten (potentiell

pathogenetisch relevanten) Genen.

. Anzahl der Félle mit Anzahl der Félle mit "
Aberration _ Assoziierte Gene
Zugewinnen Verlusten

C4A, C4B
6p21.33 - FKBPL
p21.31 1 2 NOTCH4
HLA-DRA
BRD2
6p22.2 6 0 TRIM38
BNIP3
10q26.3 0 5 NKX6-2
UTF1
CD27
NCAPD2
GAPDH
PTMS
12p13.31 3 0 CDCA3
TPI1
PTPNG6
miR-141
CD163
14q31.1 6 0 DIO2
IgH (Schwerkettenlokus)
ADAMG6
TNFSF9
CD70
CDH4
NTSR1
21qg11.2 0 4 -
TOP3B
PRAME
Lambda light chain
BCR
PLCXD1
Xp22.33 2 1 CRLF2
IL3RA

14¢32.33 14 0

19p13.3 1 2

20q13.33 0 5

22911.22 7 0
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3.5.2 DLBCL vom GCB-Typ

14 ptDLBCL vom GCB-Typ zeigten mittels aCGH jewsitsmindestens einem der 0.g. Genloci
Zugewinne. Diese fanden sich in 6 Fallen (42,9 %#6)Ghromosom 6 in 6p22.2 (5 Falle, 35,7 %)
bzw. 6p21.33-p21.32 (1 Fall, 7,1 %). 2 weitere &§1l4,3 %) zeigten Zugewinne auf Chromosom
12 (12p13.31), 14 Falle auf Chromosom 14: 3 Falte4 %) in 14931.1, 11 Falle (78,6 %) in

14932.33. 6 Félle (42,9 %) zeigten Zugewinne aub@losom 22 (22q11.22).

c
% 1(% m6p21.33-21.32
a g =6p22.2
L 6 ®12p13.31
< 4 —  m14q31.1
N 2 i |
2 0 =14¢32.33
. . 22q11.22
Genloci GCB-Typ, Zugewinne

Diagramm 4: Anzahl der Proben mit chromosomalen Zgewinnen unter Angabe der Genloci, GCB-

Gruppe.

Verluste fanden sich in 3 Féllen (21,4 %) auf Choeom 10 (10926.3), in zwei weiteren Fallen
(14, 3 %) auf Chromosom 19 (19p13.3) sowie auf Fében (35,7 %) auf Chromosom (20g13.33)
und in einem weiteren Fall (7,1 %) auf Chromoson{2lig11.2). 6 von 14 Fallen (42,9 %) zeigten

in keinem der 0.g. Genloci Verluste.

#10G26.3

®19p13.3
20q13.33

#21g11.2

Anzahl der Proben
O R N W b O O
L

Genloci GCB-Typ, Verluste

Diagramm 5: Anzahl der Proben mit Verlusten geneschen Materials unter Angabe der Genloci,
GCB-Gruppe.
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3.5.3 DLBCL vom non-GCB-Typ

Es wurden 7 ptDLBCL vom non-GCB-Typ mittels aCGHarsucht. Zugewinne fanden sich in 1
von 7 Fallen auf Chromosom 6 (14,3 %) in der Re@ip®2.2, in einem weiteren Fall (14,3 %) auf
Chromosom 12 (12p13.31). In 6 Fallen (85,7 %) meigtich Zugewinne auf Chromosom 14: In 3
Fallen (42,9 %) in der Region 14931.1, in 3 FaléR,9 %) in der Region 14g32.33. In jeweils
einem Fall (je 14,3 %) fanden sich Zugewinne aufoGtosom 19 (19p13.3) bzw. auf Chromosom
22 (22911.22). Zwei Falle (28,6 %) wiesen zudemexnigne auf dem X-Chromosom (Xp22.33)
auf. Eine Probe (14,3 %) zeigte in keinem dieserl@x einen Zugewinn (Fall 6).

4
T
2, m6p22.2
o ®12p13.31
35 = 14032.33
% m19p13.3
N1+ 22q11.22
< u Xp22.33

O a

Genloci non-GCB-Typ, Zugewinne

Diagramm 6: Anzahl der Proben mit Zugewinnen genéschen Materials unter Angabe der Genloci,
non-GCB-Gruppe.

Verluste fanden sich in 2 Fallen (28,6 %) auf Chveam 6 in der Region 6p21.33-p21.32, in 2
Fallen (28,6 %) auf Chromosom 10 in der Region 6082n 3 Fallen (42,9 %) auf Chromosom 21
(Region 21q11.2) sowie in einem weiteren Fall (1463 auf dem X-Chromosom (Region

Xp22.33). Drei der untersuchten Proben (42,9 %gteaiin keinem der 0.g. Genloci einen Verlust.

4

o) 6p21.33-

©g3 p21.32

52 #10026.3

ca

Z =21g11.2
0

Genloci non-GCB-Typ, Verluste

Diagramm 7: Anzahl der Proben mit Verlusten geneichen Materials unter Angabe der Genloci, non-
GCB-Gruppe.
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3.5.4 Unterschiede bezlglich detektierter chromosoater Aberrationen in

beiden Gruppen

Vergleicht man die GCB- und non-GCB-Gruppe hindichtder detektierten chromosomalen
Aberrationen, so lasst sich feststellen, dass Eiaz8enloci gehauft in einer der beiden Gruppen
zu finden sind. Im Folgenden wurden lediglich Genlbetrachtet, die in beiden Gruppen

Aberrationen zeigten oder in einer der beiden Genpp 3 Falle betrafen. Aus diesen Daten

wurden die folgenden Trends abgeleitet:

In der Gruppe der GCB-Typen fanden sich haufigegettinne auf 22q11.22 (42,9 % vs. 14,3 %,
p=0,095) und 14932.33 (78,6 % vs. 42,918460,051). Bei den Verlusten zeigte sich ein Trend fur

20913.33 (35,7 % vs. 0 %=0,035).

In der Gruppe der non-GCB-Typen fanden sich verim&herrationen (Zugewinne und Verluste)
auf dem X-Chromosom in Xp22.33 (42,9 % vs. 0p#0,004), zudem liel3en sich gehauft Verluste

auf 21g11.2 feststellen (42,9 % vs. 7,1%40,025).

Die geschilderten Unterschiede sind in Tabelleld@estellt.

Tabelle 18 Vergleich der chromosomalen Aberrationerin der GCB- und non-GCB-Gruppe unter

Aufschlisselung von Zugewinnen und Verlusten mit Agabe des jeweiligen p-Wertes.

Anzahl der Féalle Anzahl der Anzahl der Félle
Anzahl der Félle . . . . . .
. . . . mit Zugewinnen in p- Falle mit mit Verlusten in p-
Aberration | mit Zugewinnen in _
der non-GCB- Wert | Verlustenin der | der non-GCB- | Wert
der GCB-Gruppe
Gruppe GCB-Gruppe Gruppe
6p21.33 -
1 0 0.24 0 2 0,014

p21.31

6p22.2 5 1 0,154 0 0 -
10926.3 0 0 3 2 0,34
12p13.31 2 1 0,5 0 0 -
149g31.1 3 3 0,15 0 0 -
14g32.33 11 3 0,051 0 0

19p13.3 0 1 0,07 2 0 0,1%
20913.33 0 0 5 0 0,03p
21g11.2 0 0 1 3 0,025
22q11.22 6 1 0,094 0 0 -
Xp22.33 0 2 0,02 0 1 0,073
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3.6 Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung fur BCL2, BB und cMYC

21 ptDLBCL wurden mittels Zwei-Farben-Fluoreszensitu-Hybridisierung auf ein
Bruchereignis in den Loci fBCL2, BCL6und cMYC (sog. Breakapart-Sonden) analysiert (zum
Aufbau der verwendeten Sonden vgl. Abb. 4 — 6 irhakyg der Arbeit).

Bei 7 Proben lieBen sich Bruchereignisse als so§ingle-Hit“-Ereignisse feststellen
(Ereignisfrequenz von 33,3 %). Kombinationen vorhreeen Bruchereignissen (als ,double-hit“-
oder ,triple-hit“-Konstellationen) lagen nicht vdBei drei Patienten (14,3 %) fand sich ein Bruch
im BCL2Locus, jeweils zwei weitere Patienten (je 9,52 Zgigten einen Bruch iBCL6 bzw.
cMYGLocus. Alle drei Patienten mit einedBCL2-Bruchereignis entsprachen immunhistochemisch
einem GCB-Typ, ebenso entsprachen alle Falle mérecMY GRearrangement einem GCB-Typ.
Jeweils einer der beiden Patienten B@L6-Bruchereignis zeigte einen GCB- bzw. einen non-
GCB-Typ (je 50 %). Die Ergebnisse der FISH-Anatysend in Tabelle 19 dargestellt.

Tabelle 19 Ergebnisse der Fluoreszenz-in-situ-Hyhdisierung mit Angabe eines Bruchereignisses (+)

in den Genloci fur Bel2, Becléund cMYC. Ein negatives Ergebnis wurde als (-) verschlissel

Fall GCB-/non-GCB-Typ nach Hans- bzw. Visco-Young-Algorihmus [71, 72] Bcl2 | Bcl6 | cMYC
1 GCB
2 GCB + - -
3 non-GCB
4 GCB + - -
5 GCB - + -
6 non-GCB - + -
7 non-GCB
8 GCB
9 GCB
10 GCB
11 GCB
12 GCB - - +
13 GCB
14 non-GCB
15 GCB - - +
16 GCB
17 non-GCB
18 non-GCB
19 non-GCB
20 GCB + - -
21 GCB
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4  DISKUSSION

Die vorliegende Arbeit stellt die erste Analyse degetischen Profils von ptDLBCL mittels aCGH
dar. Weiterhin wurde an diesen 21 Fallen, um dermgMi&Eh mit zuvor publizierten Daten zu
ermoglichen, eine Mutationsanalyse @#8AF, NRAS undMYD88Gens durchgefuhrt. Zusatzlich
wurden immunhistochemische Untersuchungen (zurelimyg in GCB- und non-GCB-Typ)

durchgefuhrt, sowie Fluoreszenz-in-situ-Hybridisiggen furBCL2 BCL6undcMYC

ptDLBCL zeigen immunhistochemisch haufig einen Kemnums-Phanotyp.

Mithilfe der Algorithmen nach Hans et al. und Vis€¢oung et al. erfolgte eine Unterteilung in den
GCB- und non-GCB-Typ [71, 72Die Ergebnisse zeigten eine deutliche DominanzGeB-Typs
gegenluber den non-GCB-Fallen (66,7 % vs. 33,3 %) walistandiger Konkordanz zwischen
beiden Klassifikatoren (vgl. Tabelle 16).

Diese Beobachtungen stimmen mit einem Teil bemitdizierter Daten Uberein, wonach primar
extranodale DLBCL - unter anderem der Schilddrisgufiger dem GCB-Typ angehdren [88,
102]. Allerdings lassen sich mittels Literaturrece auch Studien finden, die fir extranodale
DLBCL eine gegensatzliche Korrelation beschreilddier handelt es sich um primére DLBCL des
Knochens, die etwas haufiger den non-GCB-Typ aw@rei[103]. Diese Beziehung lasst sich
ebenso fir testikulare DLBCL, ZNS-DLBCL und DLBCEkmdMamma nachweisen [104, 105].

BRAF- und NRAS-Mutationen sind seltene EreignisgeDLBCL.

Sowohl  epitheliale Neoplasien der Schilddriise b@sendere papillare, follikulare und
anaplastische Schilddriisenkarzinome) als auch andelide Tumoren und hamatologische
Neoplasien weisen Mutationen d@RAF undNRASGene auf [15, 19, 21, 25, 26, 32, 10Bine
aktuellere Untersuchung vofiggarwal et al konnte speziell fur 25 diffus grof3zellige B-Zell-
Lymphome der Schilddriise eine Mutationsfrequenz @@ % BRAP bzw. 8 % NRAS
nachweisen. In der hier vorliegenden Studie vomptZILBCL lieRen sich diese in 4,76 % (1/21)
bzw. 9,52 % (2/21) der Falle detektieren und wiedamit eine geringereBRAR bzw. etwa
gleiche FrequenZNRAS auf [31], wobei es sich bei einem Fall mMiRASMutation um eine stille
Mutation ohne onkogenes Potential handelt. Da dieite detektiertetNRASMutation bislang in

der Literatur nicht beschrieben ist, lasst sicledankogenes Potential nicht einschatzen.

Mit n=25 (Aggarwal et al) und n=21 (aktuelle Stydbestehen beide Kollektive — aufgrund der

0.g. Seltenheit der Erkrankung - aus einer numgen Fallzahl, die eine statistische Verzerrung
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moglich werden lasst. Nichtsdestotrotz lasst dafdlVorhandensein onkogener Mutationen in
den vorliegenden Genen Vermutungen darlber zu,alass pathogenetische Verwandtschaft von
DLBCL der Schilddriise mit anderen Entitaten bestelk@nnte. Interessant ist in diesem
Zusammenhang, dassRASMutationen bei DLBCL gehauft fur non-GCB-Typen Oeseben
sind, wéahrend siclBRARMutationen nahezu ausschlief3lich bei GCB-Typeddin [31]. Dieser
Trend lasst sich im vorliegenden Untersuchungsgehtrin G&nze abbilden: Zwar finden sich
beideNRASMutationen in non-GCB-Typen (Fall 6, Fall 18), albeich dieBRAFMutation wurde

in einem als non-GCB-Typ klassifizierten Fall dete# (Fall 7), in GCB-Fallen waren keine
Veranderungen der untersuchten Gene zu beobachten.

Die geschilderten Beobachtungen werfen weitere dfraguf: So ist zu Uberlegen, ob die
Mutationen im vorliegenden Fall Ausdruck einer gewshen Verwandtschaft mit anderen
Schilddrisenneoplasien sind oder ob es sich uniligeféund sporadisch auftretende Alterationen
zahlreicher Tumorentitaten handelt, ohne dass a&thogenetischer Zusammenhang besteht - d.h.
sind BRAF- und NRASMutationen lediglich Ausdruck eines dysfunktioeell Signalweges
zahlloser unabhangiger Tumoren oder lassen sichRigikschliisse auf die Herkunft der Tumoren
ziehen? Betrachtet man die publizierten Daten d=ztjdo erscheint es wenig wahrscheinlich, dass
die bei DLBCL der Schilddrise nachgewiesenen Maom&in organspezifische Eigenschaften
widerspiegeln: Mit eineBRARMutationsfrequenz von nahezu 100 % bei HaarzallkkBenien
[107, 108] sowieRASMutationen in Tumoren verschiedenster Organsysistreds Ausloser eine
allgemeine  Storung zellularer Signalwege und Déifierungsprozesse wesentlich

wahrscheinlicher als eine Gewebs- oder Organspa#zifi

MYD88 L265P-Mutationen sind kein Charakteristikuon ptDLBCL.

Die Pyrosequenzierung dédYD88Gens erbrachte keinen Nachweis einer p.L265P-dutat

innerhalb der untersuchten Sequenz.

Nach Literaturangaben sind Mutationen WY D88Gen Uberwiegend in DLBCL des non-GCB-
Typs sowie kutanen, testikularen und ZNS-Lymphonmaxthgewiesen und zeigen hier eine
Frequenz von 29 %, 61-69%, 71 % bzw. 75 % [95]108].

Der Umstand, dass das vorliegende Kollektiv kemddlY D88 Mutationen zeigt, ist in diesem

Kontext somit nicht verwunderlich:

Zum einen handelt es sich vorwiegend um GCB-Ty@én7(% der Falle), die nur seltéfiy D88
Mutationen zeigen; soferMYD88Mutationen in diesen Typen vorliegen, sind geh&uftlere

Veranderungen als die ,klassische* p.L265P-Mutatiarfinden [95]. In der vorliegenden Studie
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wurde die Pyrosequenzierung fitYD88 nur in einer Sequenz durchgefihrt, die eine p.BP265
Mutation nachweist. Ob sich ggf. Mutationen in aetdeAbschnitten debYD88Gens finden, ist
somit nicht zu beantworten.

Dennoch steht die Mutationsfrequenz fi¥D88in Einklang mit bereits publizierten Studien: Bei
einer durchschnittlichen Ereignisfrequenz von 2#erhalb der non-GCB-Typen [95] waren im
vorliegenden Untersuchungsgut lediglich 2,03 Ersgm zu erwarten gewesen, sodass bei der
vorliegenden Fallzahl (unter Berlcksichtigung detatistischen Wahrscheinlichkeit) das
geschilderte Ergebnis gut nachvollziehbar ist ugd ¥brliegenden Datenséatzen grundsatzlich nicht
widerspricht.

Zum anderen handelt es sich bei der Schilddriiskt nimm eine der eingangs angesprochenen
immunprivilegierten Lokalisationen (zu denen ned®&ts und Hoden weiterhin die Augen gehdren

[109]), sodass auch hier der erwartete Ereignismiedrig gewesen ist.

Eine Assoziation von ptDLBCL miYD88Mutationen kénnte lediglich dadurch erwartet werden
dass DLBCL der Schilddrise Uuberproportional haufig Rahmen von chronischen
Entziindungsprozessen (Hashimoto-Thyreoiditis) ehest und MYD88  durch
immunmodulatorische und proinflammatorische Prozesse Rolle in der Karzinogenese
zugesprochen wird [99]. Eine solche zugrunde lidgdgmphozytéare Thyreoiditis lief3 sich nur bei
4 Fallen nachweisen bzw. war anamnestisch bekdmwiefern autoimmune Prozesse fiur die
ubrigen Falle eine Rolle gespielt haben, ist nalbhéchliefend zu klaren. Zu erwarten wére nach
Literaturangaben jedoch ein hoher Prozentsatz vomtieflen mit assoziierter
Autoimmunthyreoiditis [2, 5].

AbschlieRend scheint eirMYD88induzierter bzw. -assoziierter proinflammatorisché/eg
offenbar eine eher untergeordnete Rolle in der d@athese von ptDLBCL zu spielen bzw. wird
durch andere Mutationen als die hier analysiett@gbP-Mutation vermittelt. Zur Beantwortung
dieser Frage sind weitergehende UntersuchungenptiohBCL im Allgemeinen und hiermit
vergesellschafteti®l Y D88 Mutationen im Speziellen vonnéten.

Insgesamt implizieren diese Ergebnisse, dass HeLBEL der Schilddrise keineYD88
vermittelte konstante Uberstimulation durch NFkapparzuliegen scheint. Dennoch finden sich
nebenMYD88 weitere — onkogen bedeutsame — Mutationen inralteen Komponenten des
NFkappaB-Weges (beispielswei€ARD11, CD79R die durch dauerhafte Uberstimulation zur
Lymphomagenese beitragen kénnen, jedoch im vorligge Patientenkollektiv nicht analysiert
wurden [97, 110]. Mdglicherweise kénnten diese Komgnten in zukinftigen Studien weitere
Anhalte fur zugrundeliegende pathogenetische Mash®n geben und Ausgangspunkte fur neue

therapeutische und diagnostische Strategien bilden.
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ptDLBCL zeigen mittels aCGH-Analyse einzelne Ultersiungen mit genetischen Profilen von

B-Zell-Lymphomen im Allgemeinen und DLBCL bzw. Btickmphomen im Speziellen.

Betrachtet man die in ptDLBCL nachgewiesenen Aleman und vergleicht diese mit
bereits publizierten Datensatzen in Bezug auf goteedliche Tumorentitaten (nodale und
extranodale DLBCL, Burkitt-Lymphome), so lassenhsianerhalb der am haufigsten
aberrierten Loci einzeln@berschneidungen feststellen:

Insbesondere ist hier die Region 14g32.33 mit demmunglobulin-Schwerkettenlokus (IgH) zu
nennen. Dieser ist nicht nur bei diffusen grofRgeli B-Zell-Lymphomen, sondern auch bei
zahlreichen anderen niedrig- und hochmalignen B{Aghphomen von einem Rearrangement
betroffen und stellt offensichtlich einen friherh8it in der Pathogenese von B-Zell-Lymphomen
dar [111, 112]. Speziell bei DLBCL wird in der Liggur eine Haufigkeit von Alterationen im
Schwerkettenlokus von 25-72 % beschrieben [87, 88flass die Ergebnisse der vorliegenden
Studie (Aberrationen in 14932.33 in 14/21 Fallarisprechend 66,7 %) diese Daten bestatigen.
Ein weiterer Genlokus mit wiederkehrenden Aberradio in ptDLBCL findet sich in der Region
19p13.3 (3/21 Falle, entsprechend 14,3 %) — zputizierte Studien zeigen in einem Teil der
Burkitt-Lymphome, DLBCL und Hodgkin-Lymphome ebelfgaAlterationen mit einer dhnlich
hohen Frequenz von 9 — 14,6 % [113], hier hana@sltsich ausschliel3lich um Deletionen.

Zwei der hier kodierten Gene (TNFSF7 und TNFSF3)0gen zur Familie der Tumornekrose-
Faktoren und werden als mégliche Tumorsuppressa@enutet, sodass entsprechende Deletionen
eine Tumorprogression bzw. —entwicklung begiinstigdnnen [113]. Andere Studien zeigen
ebensolche Alterationen, die sowohl CD70 als aubliFSF9 anfihren. CD70 wird hier ein
onkogenes Potential zugeschrieben, es konnte gezergen, dass somatische Hypermutationen
und eine erhghte Expression einen prognostisch ngtigién Faktor darstellen und mit einem
kiirzeren Uberleben der Patienten assoziiert sibd][JAuch in den untersuchten ptDLBCL fanden
sich in ebendieser Region Alterationen, neben Z2efamit Verlusten auch ein Fall mit
entsprechendem Zugewinn. In Anbetracht der Daterdafeint ein Tumorprogress durch Deletion
plausibel (bezogen auf TNFSF9), wahrend ein enthereder Zugewinn durch eine onkogene
Wirkung von CD70 erklart werden kann. Inwiefernsdauich eine prognostische Bedeutung in der
Gruppe der ptDLBCL nach sich zieht, kann allerdifmangels entsprechender Follow-Up-Daten)
vorerst nicht abschliel3end beantwortet werden.

Die weiteren (in Tabelle 17 aufgefiihrten) Aberraéio zeigten keine solchen Uberschneidungen
mit DLBCL anderer Lokalisationen oder Burkitt-Lynmgnen.
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ptDLBCL zeigen mittels aCGH-Analyse keine Ubersichumgen mit den genetischen Profilen

epithelialer Schilddriisenneoplasien.

Mit den in Schilddrisenkarzinomen nachgewiesenesrvationen (in den Regionen 1p, 1q, 4q, 5q,
7p, 8q, 99, 139, 17q, 20p, 20g und 22q (Zugewihze). 99, 13q, 17p und 22q (Verluste) [35-37])
zeigten sich in der aktuellen Studienpopulatiomé&eUberlappungen (vgl. Tabelle 20). Ebenso
waren die in ptDLBCL detektierten Alterationen rticim epithelialen Schilddrisentumoren
nachweisbar. Inwiefern es sich allerdings (bedidgich die kleine Studienpopulation von 21
Fallen und die Seltenheit der Erkrankung) um inzidike Ereignisse handelt bzw. um
Alterationen, die nicht auf ptDLBCL im Allgemeindibertragen werden kénnen, kann nicht mit

Sicherheit bestimmt werden.

In Tabelle 20 findet sich eine Auflistung und Geijeerstellung héaufiger und wiederkehrend
veranderter Genloci der o0.g. Tumorentitaten sowia ptDLBCL (ausgewahlte Genloci unter

Beriicksichtigung der Haufigkeiten in den untersdlitden Studienkollektiven).
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Tabelle 20 Chromosomale Alterationen verschiedener riitaten [82, 88, 90, 91] im Vergleich mit ptDLBCL P3,
94]. Farblegende: Blaum steht fiir Zugewinne, rotm fir Verluste genetischen Materials, gelt fir Zugewinne und

Verluste, weil fur

nicht rekurrent veranderte Regionen/Regionen ohnéngaben in der o.g. Literatur.

Extra-

Chromosomale| nodale
Region DLBCL
[88, 89]

Kutane,
ZNS-
DLBCL
[90]

Nodale,
IP-
DLBCL
[91, 92]

DLBCL,
GCB-
Typ [93,
94]

DLBCL, non-

GCB-Typ
[93, 94]

1p

Schilddriisenkarzi-
nome (papillar,
anaplastisch) [35-
37]

Burkitt-
Lymphome
[113, 115]

pt-
DLBCL

5p15.33-32

6p21.33 -
p21.31

6p22.2

7P

7911.23

9q

10g26.3
11g12.2-gq13.1
12p13.31

13q

14¢31.1

19p13.3
20p

20q

20913.33

21g11.2

22q

22q11.22

Xp22.33
Xq21.33-026.2
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Besonderheiten einzelner Genloci des untersuchtdiekfivs im Kontext publizierter Daten.

Im Folgenden soll auf Besonderheiten einzelner redster Genloci hingewiesen werden (vgl.
Tabelle 17). Diese wurden nach ihrer biologischemkiion in Hinblick auf die Entstehung

maligner Tumore im Allgemeinen bzw. die Entstehumgligner Lymphome im Speziellen

bewertet. Ein Blick auf die folgenden Gene lohntZmsammenhang mit der aktuellen Studie:
NOTCH4 und BRD2 (6p21.33-p21.31), CDCAS3 (12p13.349 NTSR1 (20913.33).

Sowohl NOTCH4 als auch BRD2 und CDCA3 wird eine IRoin der Tumorprogression
zugeschrieben — speziell BRD2 scheint an einer IBE2gansion beteiligt zu sein, wéahrend
NOTCH4 nachgewiesenermafien ein Onkogen ist [115-HiBe Uberexpression dieser Gene
konnte somit einen Tumorprogress bzw. eine Tumaieklung induzieren bzw. dessen
Expansion begunstigen. Inwieweit diese Effekteen dntersuchten Fallen zum Tragen kommen,
l&sst sich mittels der durchgefiihrten Untersuchongieht abschlieBend bewerten und bedarf
weitergehender Analysen (speziell der Genexpregsieme Assoziation scheint allerdings
moglich.

NTSR1 (in der Region 20913.33, die in 5 Fallen dktuellen Studie Verluste zeigte) ist nach
Literaturangaben in malignen B-Zell-Linien vermindexprimiert [119]. Eine pathogenetische
Verbindung zwischen der Entwicklung eines maligBeBell-Lymphoms und der entsprechenden
chromosomalen Aberration ist hier zu vermuten. ©@h diese Veranderung auch bei anderen B-
Zell-Lymphomen detektieren lasst oder ob es si@r bm ein DLBCL-spezifisches Phanomen

bedarf jedoch weitergehender Untersuchungen.

Demnach scheint ein Teil der in der vorliegendendi®t als aberrant gewerteten Genloci in
verschiedensten Tumorentitaten eine Rolle in dérdggnese bzw. dem Tumorprogress zu spielen
und es ist demnach wahrscheinlich, dass auch ibB diese Gene solche Funktionen ausiben.
Da sich jedoch nicht in allen untersuchten Félletsgrechende Veranderungen nachweisen lassen
und die vorliegende Studie keine weitergehenderefrdanthungen in Bezug auf die biologische
Aktivitat der genannten Gene anstellt, ist nictarkiwelchen Anteil diese an der Lymphomgenese
oder dem Krankheitsprogress haben. Eine Beteiliglarggenannten Gene scheint nichtsdestotrotz

wahrscheinlich, wenngleich weitere Analysen zurcabs3enden Einschatzung vonnéten sind.
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Mittels FISH detektierte Bruchereignisse in denilfit BCL2, BCL6 und cMYC sind seltene
Ereignisse in primar extranodalen DLBCL der Schilgie.

Rearrangements in den Loci f&CL2, BCL6und cMYC lassen sich nach Literaturangaben in
DLBCL in 12-30 %, 30-50 % bzw. 6-14 % der Falle maeisen [77, 81-84]. Aufféllig ist, dass
sich vor allemBCL2 und cMYGRearrangements nahezu ausschlie3lich in Falleekiieten
lassen, die immunhistochemisch einen GCB-Typ awd®rei wahrend non-GCB-Typen gehdauft
BCL6 Translokationen zeigen [78, 98]. Weitere Untersungen haben zudem gezeigt, dass primar
nodale DLBCL haufiger als primar extranodale Fa&lee Translokation voCL2 und BCL6
aufweisen [77, 79]. Gegensatzlich ist das VerhdilbgicMYGRearrangements, die sich deutlich
haufiger bei primar extranodalen Féllen findendadg 7].

Im aktuell untersuchten Patientenkollektiv lieRah ntsprechende Bruchereignisse mittels FISH
in 14,3 % BCL2) bzw. 9,52 % (fUuBCL6undcMYQ der untersuchten Proben detektieren.

Die Frequenz der Bruchereignisse liegt somit — gemcaufBCL6 — deutlich unterhalb der Rate,
die nach Datenlage erwartet werden kdonnte, wahdenéreignisfrequenzen flBCL2 undcMYC
jeweils im unteren Drittel der zuvor publizierterddigkeiten liegen. In Einklang mit bereits
publizierten Daten ist jedoch der Umstand, dassatsbei allen Féllen, die eBICL2 odercMYG
Rearrangement aufweisen, immunhistochemisch um 6&B-handelt [98].

Jeder der drei Falle mit eindBCL2-Rearrangement wies in der Vorgeschichte ein rgedlignes
bzw. follikulares Lymphom auf oder lie3 dieses imtérsuchungsgut histologisch nachweisen,
nach Literaturangaben ist ein solches Rearrangeraaflerst charakteristisch fur follikulare
Lymphome und in diesen in etwa 85 % der Falle nat$lvar [120]. Allerdings fanden sich weitere
zwei Falle, in denen ein zugrunde liegendes fdldikes Lymphom bekannt war, ohne dass sich im
analysierten Material elBCL2-Rearrangement nachweisen liel3.

Eine mdgliche Erklarung hierfur ist (neben der @ate, dass etwa 15 % der follikularen
Lymphome kein entsprechendes Rearrangement aufiyeidass die FISH-Untersuchungen an
kleinen, ausgewahlten Tumorzellarealen (der Tiddiszoarrays) durchgefihrt wurden und so —
bei heterogenem Verteilungsmuster der 0.g. Reagraegts in einzelnen Tumoren - falsch-
negative Ergebnisse im vorliegenden Kollektiv daneh moglich sind, da nicht alle verfligbaren

Tumorzellen in die FISH-Analyse einbezogen wurden.

Falle mit Bruchereignissen zeigen in der aCGH kéiberrationen in entsprechenden Genloci.

Eine weitergehende Analyse der Falle, die in nattEISH ein Bruchereignis in einem der
untersuchten Loci nachweisen lieRen, zeigt, dassedin den entsprechenden Genloci 8924
(cMYQ, 18921 BCL2 und 3g27 BCL6) keine Aberrationen zeigen.
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Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse der vortiegeBtudie, dass ptDLBCL sich anhand des
genetischen Profils von epithelialen Schilddrisemten unterscheiden (mittels aCGH lassen sich
keine Uberschneidungen feststellen) und auch digatibmsfrequenzen fiBRAF und NRAS
zwischen beiden Entitaten grundlegende Haufigkeitsschiede zeigen.

Auch in Bezug auf andere B-Zell-Lymphome (sowolddnig- als auch hochmaligne) zeigen sich
mittels aCGH nur einzelne Ubereinstimmungen, die wie z.B. Rearrangements im
Immunglobulin-Schwerkettenlokus (IgH) - zumeist exinfrihen Schritt in der Pathogenese
darstellen.

Auch die Rate nachgewiesener Bruchereignisse inFli@reszenz-in-situ-Hybridisierung bleibt
wesentlich hinter den — nach anderen Studien zuartewden — Haufigkeiten fur diffuse

grol3zellige B-Zell-Lymphome zurlck.

Dennoch sollte eine abschlieBende Bewertung, incheeh Ausmall es sich bei ptDLBCL

genetisch um eine eigenstandige Entitdt handedradg aufgrund der geringen Fallzahl, bedingt
durch die Seltenheit der untersuchten Erkrankuhg flicht auf die Ergebnisse der vorliegenden
Studie allein gestutzt werden und ggf. in der Zdkarch weitergehende Analysen (z.B. whole
genome sequencing) erganzt werden, um eine gen&@lenakterisierung relevanter Gene oder

potentieller therapeutischer Zielstrukturen zu eghctien.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Diffuse groRzellige B-Zell-Lymphome machen einenof@eil aller B-Zell-Non-Hodgkin-
Lymphome aus und sind in dieser Gruppe die hagfigstochmalignen Lymphome. Primar
extranodale DLBCL der Schilddrise (ptDLBCL) jedodind seltene Tumoren, die im
Untersuchungsgut des Institutes fur Pathologie &®h, Campus Lubeck weniger als 1 % aller
Schilddrisenneoplasien ausmachen und die bislangnneiner einzelnen Studie dezidiert im
Hinblick auf molekulare Charakteristika untersuckturden. Eine Analyse zur Frage
wiederkehrender chromosomaler Aberrationen (sogpy@umber alterations) ist an dieser Entitat
bislang nicht durchgefihrt worden.

In der vorliegenden Arbeit wurden 21 ptDLBCL migtelimmunhistochemischer und
molekulargenetischer Methoden charakterisiert. béiewurden sowohl die Mutationsfrequenz von
BRAF, NRASund MYD88 als auch ein Rearrangement vB@L2, BCL6und cMYC sowie das
Auftreten wiederkehrender chromosomaler Aberratiamatersucht. Zur Anwendung kamen neben
einer Pyro- und Sangersequenzierung die ZweifaRbgoreszenz-in-situ-Hybridisierung und
aCGH-Analyse. Das untersuchte Kollektiv enthielt Brbben des GCB- und 7 Proben des non-
GCB-Typs. In vier Fallen bestand eine zugrundeelnelg lymphozytare Thyreoiditis oder war im
Untersuchungsmaterial histologisch zu sichern,exeifinf Falle wiesen in der Vorgeschichte ein
niedrigmalignes (follikulares) Lymphom auf. Fir digbrigen Falle standen keine solchen
klinischen Parameter zur Verfligung.

Bei allen untersuchten Proben fanden sich mitt€l§td chromosomale Aberrationen, im Mittel
zeigten sich 8,7 Alterationen pro Fall, wobei sisbhr Zugewinne als Verluste fanden. Die Anzahl
detektierbarer Aberrationen unterschied sich zvaacbden GCB- und non-GCB-Gruppen nicht
signifikant. Die haufigsten wiederkehrenden Zugewingenetischen Materials betrafen die
Regionen 6p21.33-p21.31, 6p22.2, 12p13.31, 14938432.33, 19p13.3 und 22911.22, Verluste
waren am haufigsten in den folgenden Regionen rdefi: 6p21.3-p21.31, 10926.3, 19p13.3,
20913.33 und 219g11.2. Aberrationen auf 6p22.2 wgB2.33 sowie 22911.22 zeigten zwischen
Proben des GCB- und non-GCB-Typs geringe Haufigketerschiede, deutlichere Veranderungen
lieBen sich jedoch nur in den Regionen 20913.3321d 1.2 nachweisen.

Einzelne der o.g. Alterationen sind — nach aktuddatenlage (Stand Dezember 2014) —in B-Zell-
Lymphomen im Allgemeinen bzw. DLBCL und Burkitt-Lyghomen im Speziellen zu finden.
Hierbei handelt es sich zum einen um den Immundilotchwerkettenlokus (IgH) auf 14g32.33,
der bei zahlreichen B-Zell-Lymphomen Rearrangemeaigt und offenbar einen friihen Schritt in
der Pathogenese darstellt. Zum anderen handeltlesis die Region 19p13.3, die Alterationen
mit einer Frequenz von 9 — 14,6 % zeigt und flseliedene Tumorsuppressoren und Onkogene

(u.a. TNFSF7, TNFSF9 und CD70) kodiert.
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Mit den in epithelialen Schilddrisentumoren nachgeenen Aberrationen hingegen fanden sich
in der aCGH keine Uberschneidungen.

Die Analyse vonBRAFund NRASzeigte lediglich einzelne Falle mit detektierbaMutationen,
die Mutationsfrequenzen betrugen im untersuchtefiekior 4,8 % (1/21) bzw. 9,5 % (2/21).
Keine der Proben wies eifdY D88&Mutation (p.L265P) auf.

In der Zweifarben-Fluoreszenz-in-situ-Hybridisiegufanden sich Rearrangements dSL2,
BCL6-bzw.cMYCdLocus in drei bzw. jeweils zwei untersuchten Fallentsprechend 14,3 %, 9,5
% und 9,5% aller Falle). Alle Falle mit eineCL2- und cMYCGRearrangement waren
immunhistochemisch dem GCB-Typ zuzuordnen, im FelleesBCL6-Rearrangements lagen je
einmal der GCB- und non-GCB-Typ vor. Alterationenden korrespondierenden Genloci (8924
(cMYQ, 18921 BCL2 und 3927 BCL6) lieRen sich in der aCGH jedoch in keinem dedd-al

detektieren.

In der Zusammenfassung weisen die Ergebnisse digtselie darauf hin, dass ptDLBCL sich
genetisch von epithelialen Schilddriisentumoren reakeiden und auch mit anderen B-Zell-
Lymphomen nur einzelne Uberschneidungen zeigen,zdieeist einen friihen Schritt in der
Pathogenese darstellen. Aufgrund der Seltenheitdemddaraus resultierenden relativ geringen
Fallzahl sollte eine abschlielBende Bewertung, iltheam Ausmal? es sich bei ptDLBCL genetisch
um eine eigenstandige Entitat handelt, jedoch rachitdie Ergebnisse der vorliegenden Studie
allein gestutzt werden. Weiterfiihrende AnalyseB.(zvhole genome sequencing) mit dem Ziel
einer genaueren Charakterisierung relevanter Gé&mmtén einen tiefergehenden Einblick in

pathogenetische Mechanismen gewahren und potertheliapeutische Zielstrukturen aufzeigen.
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Tabelle 21 Ubersicht aller untersuchten ptDLBCL mit Angabe der mittels aCGH detektierten

chromosomalen Aberrationen.

Fallnummer

Chromosomale Regionen mit Zugewinnen genetischen

Chromosomale Regionen
mit Verlusten genetischen

22q11.22

HEIETELE Materials
2p11.2; 2924.3; 3923 - g24,; 3927.3 - 928; 592302262 - p22.1); ) ) .
1 6p22.1; 7p21.1: 11q24.3; 12p13.1 - p12.3: 13q1424:3: 2122 [12; 62%%7'11_ 13317izé ?p1141'21’2
X26.2; Xq28 pes.ly LApLL.c-pLl.
3p21.31; 15015.3-021.1;
2 22q11.22 15026.2
3 6p22.2 - p22.1; 11p13; 12p13.31; 14932.33 10926.3; 22913.31 - g13.33
4 2032.3; 3927.3 - q28; 4g31.1; 6p22.2; 6p22.1; &218q12.1;| 2037.3; 20913.33; 22913.32|-
11qg24.3; 13q14.11 q13.33
14932.33
9p24.1 - p21.1; 16p13.3 - p12.1; 21g21.1 - g22@ K1 - q28
6p21.33 - p21.32; 10925.3 |
7 426.11; 12q24.23 - q24.31;
1p36.22; 1p35.1; 11923.3; 14g31.1; 14g32.33; Y32 16p12.2; 21g11.2
14qg31.1; 14932.33 10g26.3; 20913.33
14932.33; 22q11.22
10 14g23.2; 14932.33; 15g11.1 - g11.2; 19911 10¢26.3
11 6p22.2 - p22.1; 14g32.33 19p13.3 - p13.2
3p21.31 - p21.1; 7911.23; 7922.1; 10g21.3 - q2R1812.2 - q13/2; 2p25.3
12 11923.3; 14q31.1; 14932.33; 16022.1; 17p13.3 -InUIp12 -
p11.2; Yg11.21 - gq12
13 14¢31.1; 14q32.33; 15q15.1; 19q13.41 - q13.42; 2291 Xp22.31
1g25.2 - q31.1; 6p21.33 -
p21.31
) . ] ) 8012.1 - q12.3; 9p21.3;
14 1924.2 - q25.1; 7p22.2 -.p22.1, 70911.22 - q1'1.2;3’,173 -g22.1; 10p15.3 - p15.2; 10p14;
18¢11.1 - q11.2; 21911.2;
21g22.3
15 6p22.2 - p22.1; 13931.3 - q32.1; 14¢32.33; 22q11.22 | 10926.3;20913.33; 21q11.
16 6p22.2; 6p21.33 - p21.32; 6q11.1 - q13; 12p13.3432.33, | 20p13;20q13.33; 22q13.2 -
18g12.1; 18g21.2; 18q21.33; 21g22.12 q13.33
1p36.13 - p34.3; 5914.3 -
17 1p36.33 - p36.13; 19p13.3 - p12; 22q11.22; Xp22.33 021.3; 14932.2 - q32.33;
15014 - g21.1
18 1921.2 - gq21.3; 7p12.1 - p11.2; 14931.1; Xp22.332X3 - p11.21;
Yq11.222 - q11.113; Yg12
5p14.3; 8p23.3 - p23.2;
8g24.3; 9p23; 10g926.2 -
19 ) . (26.3; 12924.33; 13q34;
13q14.2 - q14.3; 14932.33 21q11.2; 22q13.31 - q13.33
Xp22.33; Xq11.1 -qgl1.2
1p36.32 - p36.23; 6q15;
20 6q14.3, 8q11.21 - q12.1; 14932.33; 17q21.2 - q21.3823.2 -|  9p21.3; 16p13.3 - p13.2;
q23.3; 22011.22; Xp11.22 - p11.21; Xq13.1 17q23.2; 17923.3 - q24.1;
19p13.3 - p13.2
7036.3; 8p23.3 - p23.2;
21 3p25.3; 4931.1; 5933.3; 12p13.31; 12p13.1 - p14832.33; 8024.3, 150q11.1 - q11.2;

20q13.33; 22q13.32 - q13.33;

Yp11.31 - p11.2
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Tabelle 22 Reagenzien

Reagenz

Hersteller/Firma

PyroMark Master Kit

PyroMark, Qiagen, Hilden

PyroMark PCR Bindungspuffer

PyroMark, Qiagen, Hilde

PyroMark Annealing Puffer

PyroMark, Qiagen, Hilden

Streptavidin Sepharose High Perf. Geyer
RNasefree Water Qiagen
Coral Load Concentrate 10x Qiagen
Ethanol (100 %, 85 %, 70 %) Merck
Pepsinpulver Sigma P6887
1 M HCI Merck
0,5M EDTA Gibco
Paraformaldehyd Merck
Fixogum Qbiogene
Xylol Th. Geyer
Ampure XPbeads Agencourt

SLS (sample loading solution)

Beckmann & Coulter

Ol Beckmann & Coulter
Puffer Beckmann & Coulter
DTCS Seq Starter Kit Genomelab
Cleanseq Aufreinigungskit, Cleanseq Beads Agencourt
Agarosegel 1,5 % Geyer
Ethidiumbromid Geyer

Qia Amp Mini Kit Qiagen
Proteinase K Qiagen

ATL Puffer Qiagen

AL Puffer Qiagen

AW1 Puffer Qiagen

AW?2 Puffer Qiagen

AE Pulffer Qiagen
Diaminobenzidin DAKO
Referenz-DNA Agilent

180 K Oligo Arrays Agilent
Random-Primer Agilent
Labeling Mix (Cyanine 5-dUTP und 3-dUTP) Agilent
Exo(-)Klenow Agilent

TE Agilent
Hybridization Master Mix Agilent
HI-RPM Hybridization Puffer Agilent
aCGH Blocking Agent Agilent
Drying Solution Agilent
Pufferldsung 1, Pufferlésung 2 Agilent

46




Tabelle 23 Gerate

Gerat Hersteller
Pyromark Q24 Qiagen
Surescan high-resolution Scanner Agilent
Thermocycler T1 Biometra

Tischzentrifugen Beckmann, Heraeus Instruments, Eppendorf
Mikroskop- Axioskop Zeiss
Fluoreszenzmikroskop (Axioskop) Zeiss
Rotationsmikrotom Leica DSC1
Mehrkanalpipetten Eppendorf
Schiittler TecNoMara
QuickRay® Unitma

CEQ 8800 Beckmann & Coulter, Fullerton Genome Ga&xXP
Kuhl-/Gefrierschrank Liebherr
Magnetstander lkamag
Kochplatte Koch

Vortexer IKA Genius 3
Wasserbad Koéttermann, GFL
Hybridisierungsofen Equip
Dampf-/Schnellkochtopf Tefal Clipso 6 |
Picofuge Sarstedt
Feinwaagen Ohaus, Kern
Pipetten (2,51, 10ul, 100yul, 1000yl) Eppendorf
Multipipetten (20ul, 1001wl) Eppendorf
Bench-Werkbank Heraeus
Heraeus Biofuge Heraeus
Eismaschine Scotman
Brutschrank Heraeus
Magnetrihrer lkamag
FluoreszenZfilter Visis

Abziige Captair, Heraeus Instruments
Kapillarspalt-Objekttrager Marienfeld
Bond Max Menarini
Nanodrop ND-1000 Thermo Scientific
TechMate DAKO
Tabelle 24 In silico (Computer-) Ressourcen
Programm URL
PubMed http://www.ncbi.nIm.nih.gov/pubmed/
Ensemble http://www.ensemble.com
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Tabelle 25 Verbrauchsmaterialien

Material

Hersteller/Firma

96 Well Platte

Thermo Scientific

Array Platte

Agilent

Silanisierte Objekttrager

Menzel-Glaser

Pipettenspitzen Sarstedt
Deckgléaschen Leica
Deckgléaschen rund Leica
Kuvetten Leica
Eppendorf Cups Eppendorf
PCR-Cups Sarstedt
Proben- und Pufferplatten Beckmann
Haftetiketten Herma
Miniprep-Réhrchen Sarstedt

Combitips

Omnilab, Eppendorf

Filtertips

Sarstedt, Biozym

OT Metallhalter

Leica Biosystems

Superfrost-Objekttrager

Menzel-Glaser

Tabelle 26 Verbrauchslésungen

L6sung

Hersteller

Bond Epitope Retrieval Solution 1, Citratpuffer, )@

Leica Biosystems

Bond Epitope Retrieval Solution 2, EDTA-Puffer, 0

Leica Biosystems

Staging wash solution (Verdinnung 1:10)

Leica Bsbsyns

Acetonitril

Agilent

Dewax solution

Leica Biosystems

Aqua dest. Merck
Tabelle 27 Software
Software Hersteller

CEQ System Version 9.0

Beckmann & Coulter

PyroMark Assay Design 2.0

PyroMark, Qiagen, Hilden

PyroMark Q24 2.0.6.20

PyroMark, Qiagen, Hilden

Agilent CytoGenomics Edition 2.5.8.11

Agilent Teologies

GraphPad QuickCalcs

GraphPad Software, Freewatd, 20

Microsoft Excel

Microsoft Office, Version 2010

Microsoft Word

Microsoft Office, Version 2010

Nanodrop ND-1000

Thermo Scientific

Seqworks.exe

SeqWorks Freeware
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