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1. Einleitung

1.1  Maligne Lymphome

Maligne Lymphome sind Neoplasien, die sich aus den Zellen des lymphatischen
Systems, also aus Lymphozyten und ihren Vorlaufer- und Stammzellen
entwickeln. Sie entstehen durch klonale Expansion einer einzelnen, ungehindert
proliferierenden Zelle und umfassen eine histopathologisch und klinisch
heterogene Gruppe von Erkrankungen. Im Gegensatz zur hamatogenen
Manifestation bei Leukamien beschreibt der Begriff Lymphom den tumordsen
Primarbefall von Lymphknoten (nodale Lymphome) oder extranodalen
lymphatischen Gewebes wie zum Beispiel der Haut oder des
Gastrointestinaltraktes. Die auf molekularer Ebene liegenden zell- und
lymphomtypischen Unterschiede begriinden das unterschiedliche biologische

Verhalten sowie den klinischen Verlauf von malignen Lymphomen.

Im Jahr 1832 hatte Sir Thomas Hodgkin (Hodgkin 1832) maligne Lymphome
erstmals als eigenstandige Gesamtheit, als ,Entitat”, beschrieben. Eine Entitat ist
eine diagnostizierbare Erkrankung, die aufgrund ihrer morphologischen,
immunphanotypischen und genotypischen Eigenschaften sowie ihrer klinischen
Préasentation charakterisiert ist (Rudiger 2002). Jedoch sind wenige Gebiete der
Pathologie in den vergangenen Jahrzehnten so kontrovers diskutiert worden, wie
die Klassifikation maligner Non-Hodgkin-Lymphome. Der Grund hierfir liegt wohl
in der Komplexitat des Immunsystems und in den vielen unterschiedlichen

Entwicklungsstadien der méglichen Ausgangszellen.

Molekularbiologische Untersuchungsmethoden haben das Wissen Uber die
Pathogenese dieser Tumorentitat in den letzten Jahren maf3geblich erweitert. Es
gelang, prazisere Charakterisierungen und Definitionen der sehr
unterschiedlichen  Formen vorzunehmen. Die daraus resultierenden
wesentlichen Fortschritte in der Diagnostik sind mal3geblich fir die Therapie.

Neben der primaren histopathologischen Diagnostik ermdglicht die
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pratherapeutische Erhebung von prognostischen und pradiktiven Parametern
und deren Gewichtung in sogenannten ,Predictor Scores” mdoglicherweise eine

individuell differenzierte Therapiestrategie.

1.2 Die WHO - Klassifikation

Im Konsens zwischen Pathologen und Klinikern aus aller Welt wurde 2001 die
neue WHO-Klassifikation der Tumoren des hamatolymphatischen Gewebes
vertffentlicht — entstanden aus der Zusammenarbeit der International Lymphoma
Study Group, ILSG. (Harris 1999; Jaffe 2001). Sie ist als pathohistologische
Klassifikation primér deskriptiv und definiert Krankheitsentitdten aufgrund von
morphologischen, genetischen und klinischen Gesichtspunkten. Die Unterteilung
in niedrig- und hochmaligne Lymphome, wie sie aus der Kiel-Klassifikation
bekannt war, wurde nicht Gdbernommen. Die WHO-Klassifikation unterteilt die
hamatologischen Malignome gemalR ihrer Linienzugehdrigkeit: myeloische
Neoplasien, maligne Lymphome (Non-Hodgkin- und Hodgkin-Lymphome),
Mastzellerkrankungen, sowie histiozytische und dendritische Neoplasien. Die
Lymphome werden auflerdem nach dem Grad ihrer Differenzierung
(Vorlauferzell- oder reifzellige Lymphome) und nach B- oder T-Zell-Lymphomen

klassifiziert.

Tabellel: Die WHO — Klassifikation maligner Non-Hodgkin-Lymphome

B-Zell Neoplasien

Vorlaufer B-Zell Neoplasien

Vorlaufer B-lymphoblastische Leukamie / B-lymphoblastisches Lymphom

Reife B-Zell Neoplasien

Chronische lymphatische Leukéamie / kleinzelliges lymphozytisches Lymphom
Prolymphozyten — Leukamie vom B-Typ
Lymphoplasmozytisches Lymphom

Haarzell — Leukamie



Extranodales B-Zell Marginalzonenlymphom, MALT — Typ
Nodales B-Zell Marginalzonenlymphom
Splenisches Marginalzonenlymphom
Mantelzell — Lymphom
Follikulares Lymphom
Diffuses grof3zelliges B-Zell Lymphom
Varianten: Zentroblastisch
Immunoblastisch
Plasmoblastisch
T—Zell- oder Histiozyten- reich
grof3zellig anaplastisch
Subtypen: Mediastinales (thymisches) grof3zelliges Lymphom
Intravaskuléres grof3zelliges Lymphom
Priméres Effusions — Lymphom
Plasmozytom
BURKITT — Lymphom

T-Zell Neoplasien

Vorlaufer T-Zell Neoplasien

Vorlaufer T-lymphoblastische Leukamie / T-lymphoblastisches Lymphom

Reife T-Zell Neoplasien

Prolymphozyten — Leukamie vom T- Typ
Chronische lymphatische Leukamie

Aggressive NK—-Zell Leukamie

Nasale NK / T-Zell Lymphome

Sézary — Syndrom

Mycosis fungoides

Angioimmunoblastisches T-Zell Lymphom
Peripheres T—Zell Lymphom, nicht weiter spezifiziert
Adulte T-Zell Leukamie / Lymphom

Grol3zellig anaplastisches Lymphom

Primér cutanes CD30 — positives T—Zell Lymphom
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Subkutanes Pannikulits-dhnliches T—Zell Lymphom
Intestinales T-Zell Lymphom

Hepatosplenisches Gamma / Delta T-Zell Lymphom

1.3 Epidemiologie

Maligne Lymphome werden jahrlich bei Uber 12 000 Patienten in Deutschland
und 55 000 Patienten in den USA neu diagnostiziert (Groves 2000; Zeeb 2001),
was einer Inzidenz von mehr als zehn Neuerkrankungen pro 100000
Einwohnern entspricht. Sie reprasentieren einen Anteil von etwa drei bis funf
Prozent aller Malignomerkrankungen und stehen an finfter Stelle der neu
aufgetretenen bosartigen Tumoren nach Mamma-, Prostata-, Bronchial- und
Kolonkarzinomen. In Nordamerika und Europa ist ihre Inzidenz in den letzten
Jahren so rasch angestiegen, dass Weisenburger von einer beginnenden
Epidemie spricht (Weisenburger 1994). Die Ursachen fur diesen — auch
unabhangig von der zunehmenden Verschiebung der Alterspyramide und der
HIV-Epidemie — zu beobachtenden Anstieg sind derzeit nicht klar, vor allem
weil bei Hodgkin-Lymphomen offenbar kein derartiger Anstieg zu verzeichnen ist
(Morgan 1997, Cartwright 1999; Baris 2000). Non-Hodgkin-Lymphome gehen in
Europa zu ungefahr 90 Prozent von B-Lymphozyten und zu lediglich zehn

Prozent von T- oder NK- (natural killer) Zellen aus (Jaffe 1999).

1.4 Diffuse groRRzellige B-Zell Lymphome

Die grol3te Gruppe der B-Zell Lymphome stellen mit etwa 30 bis 40 Prozent
diffuse grol3zellige B-Zell Lymphome (,diffuse large B-cell ymphomas* — DLBCL)
dar (The Non-Hodgkin’s-Lymphoma Classification Project 1997). Dieser Anteil ist
in Entwicklungsléandern sogar noch gréf3er. Ungeféahr ein Drittel der diffusen
grol3zelligen B-Zell Lymphome zeigt eine primar extranodale Manifestation,
wobei sie neben dem Magen und der lleozbdkalregion in prinzipiell jeder

Lokalisation auftreten kdnnen (Gatter und Warnke 2001). Neben priméren (,de-



novo*) diffusen grofRzelligen B-Zell Lymphomen kénnen diese Lymphome auch
sekundar infolge einer Transformation aus follikularen Lymphomen,
Marginalzonen-B-Zell Lymphomen oder einer chronischen lymphatischen
Leukdmie entstehen. Eine proliferierende periphere B-Zelle mit Ursprung aus
dem Keimzentrum oder nach der Keimzentrumsreaktion wird als Ausgangszelle

angenommen.

1.5 Klinik und Atiologie

In den meisten Fallen klagen die Patienten Uber eine rasch an GrolRe
zunehmende Raumforderung mit VerdrAngungssymptomatik. Manner sind etwas
haufiger als Frauen betroffen. Das mittlere Erkrankungsalter liegt in der siebten
Lebensdekade, unterliegt jedoch einer breiten Streuung, wobei auch Kinder
betroffen sein kdnnen. Das Lymphom verdrdngt die physiologische
Lymphknotenarchitektur und kann durch Dissemination der Erkrankung
unbehandelt innerhalb von Monaten zum Tode flhren. Mit einer aggressiven
Chemotherapie besteht jedoch eine mogliche kurative Therapieoption. Die
Ursache fur die Entstehung bleibt ungeklart, wobei als ,Risikofaktoren® eine
genetische Pradisposition, chemische Noxen, Infektionen und
Immunsuppression oder andere Immundysfunktionen wie Autoimmun-

erkrankungen eine Rolle spielen.

1.6 Heterogenitat von diffusen gro3zelligen B-Zell Lymphomen

Diffuse grof3zellige B-Zell-Lymphome stellen eine heterogene Gruppe
aggressiver lymphoider Neoplasien dar. In der Kiel-Klassifikation wurden
zentroblastische, immunoblastische und grol3zellig-anaplastische Lymphome
vom B-Typ unterschieden (Lennert 1992). Dieser Unterscheidung wird in der
WHO-KIlassifikation durch die Beschreibung von Varianten und Subtypen des

diffusen grol3zelligen B-Zell Lymphoms Rechnung getragen.



Bei den Varianten handelt es sich um zytomorphologisch oder nach der Art ihrer
zellularen  Zusammensetzung  klassifizierte  Tumortypen  (zentroblastisch,
immunoblastisch, T-Zell/Histiozyten-reich, anaplastisch). Die Subtypen
entsprechen klinisch (nach der Prasentation) und nach der Lokalisation
definierten Unterentitaten (mediastinales DLBCL, intravaskulares DLBCL,
primares Ergusslymphom). Das immunhistochemische Profil der Tumorzellen ist
variabel. Nach heutigen Standards muss die B-zellulare Natur des Tumors durch
einen linienspezifischen Marker wie CD20, CD79a, PAX-5 oder eine
Leichtkettenrestriktion, oder durch ein klonales Rearrangement der
Immunglobulinleicht- oder Schwerkettengene belegt sein. Etwa 30-40% der
Tumoren zeigen eine Reaktivitat fur CD10 und/oder BCL-6 als Hinweis auf eine
Keimzentrumsdifferenzierung. CD5 ist in etwa 10% der Féalle koexprimiert.
Morphologisch von de novo entstandenen oder sekundar transformierten DLBCL
nicht immer zweifelsfrei unterscheidbare aggressive Neoplasien sind zum einen
das Burkitt-Lymphom, zum anderen haufig mit einer Epstein-Barr Virus (EBV)-
Infektion einhergehende Immundefizienz-assoziierte Lymphoproliferationen.
Gemeinsam sind diesen verschiedenen Tumortypen jedoch das Uberwiegend
diffuse Infiltrationsmuster, die  zytologische @ Zusammensetzung aus
transformierten peripheren B-Blasten, ein hoher Proliferationsindex sowie ein
aggressiver klinischer Verlauf. Daraus resultiert die Behandlungsoption mit einer
Chemotherapie (Pileri 2002).

Eine Ubernahme dieser vormals abgegrenzten Entitaten als Subklassifikation
wurde von den Verfassern der R.E.A.L. — Klassifikation, der Vorlauferin der
WHO-KIlassifikation, nicht vorgeschlagen: eine solche Subklassifikation wére
klinisch aufgrund der geringen Reproduzierbarkeit nicht anwendbar, da sowohl
verlassliche pathologische als auch biologische Kriterien zur Unterscheidung
einzelner Entitaten innerhalb der diffusen grof3zelligen B-Zell Lymphome fehlten
(Harris 1994; The Non-Hodgkin's-Lymphoma Classification Project 1997). Einige
Autoren sprechen deshalb auch von einer ,diagnostischen Kategorie®, die im

klinischen Verlauf eine grol3e Variabilitat zeigt.



Prognostische Aussagen wurden in erster Linie durch die Etablierung eines
klinischen Prognose-Index, des ,International Prognostic Index — IPI* (Shipp
1994) maoglich. Versuche, auch auf biologischer Ebene (Histologie, Zytogenetik,
Immunphanotyp) unterschiedliche - ,distinkte” - Subtypen zu definieren, schlugen
lange Zeit fehl. Es gelang nicht, biologische ,Marker* mit einer bestimmten
Entitat in kausale Verbindung zu bringen (Heim und Mitelman 1995). Da bis
heute nur etwa ein Drittel der Patienten durch Chemotherapie geheilt werden
kann (Coiffier 2001), ware es jedoch wichtig, mit eben diesen ,Markern“ solche
Patienten zu identifizieren, die zum Beispiel von einer aggressiveren

Chemotherapie oder experimentellen Therapieansatzen profitieren konnten.

1.7 Entstehung

Die Grundlage fur die klonale Dysregulation der Zellproliferation sind
Veranderungen im Genom der Zelle. Sie werden in einem Mehrstufenprozel3
erworben: primére Aberrationen sind haufig Translokationen, die zu strukturellen
Aberrationen im Genom der Zelle und zu Chromosomenbrtchen fihren und mit
einem spezifischen Tumortyp assoziiert sind. Sekundare Aberrationen der
Chromosomen scheinen hauptsachlich mit der klonalen Evolution und der
Progression des Tumors in Zusammenhang zu stehen. Derartige Veranderungen
umfassen vor allem Aberrationen, die durch unbalancierten Verlust oder
Zugewinn von genetischem Material gekennzeichnet sind. Andererseits kann
das Genom auch auf Genebene durch Mutationen oder Genamplifikationen

verandert werden.

Diese  Mechanismen fihren zur unkontrollierten  Aktivierung  von
wachstumsfordernden Genen (Onkogenen) oder zum Funktionsverlust von
wachstumsinhibierenden Genen (Tumorsuppressorgenen) und von Genen, die
den programmierten Zelltod (Apoptose) regulieren. Die haufigsten
chromosomalen Aberrationen bei diffusen grof3zelligen B-Zell Lymphomen
stellen Translokationen unter Mitbeteiligung der Bande 14932 dar, dem Sitz des

Immunglobulin-Schwerkettengens (IgH). Durch diese Umlagerung geraten
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verschiedene Proto-Onkogene, die auf den an der Translokation beteiligten
Partner-Chromosomen liegen, unter den Einflul3 des IgH- Promotors und werden

so dereguliert und/oder Uberexprimiert.

1.8 Genomische Imbalancen bei DLBCL

Die haufigsten rekurrenten Translokationen (etwa 30 - 40 Prozent) der diffusen
grof3zelligen B-Zell Lymphomen betreffen nach Angaben aus der Literatur die
3g27-Region, haufig durch eine t(3;14)(g27;932) (Offit 1991; Gatter und Warnke
2001), durch die der Transkriptionsfaktor BCL6 auf 3927 tUberexprimiert wird (Ye
1993). In etwas geringerer Anzahl werden Translokationen unter Einbeziehung
von 18921, dem Genlocus von BCL2, beobachtet. Seine Bedeutung liegt in der
Verhinderung des programmierten Zelltodes. An erster Stelle steht hier die
Translokation 1(14;18)(g32;921), die zwar hauptsachlich bei follikularen
Lymphomen, jedoch ebenfalls in bis zu 30 Prozent der grof3zelligen B-Zell
Lymphome angetroffen wird (Offit 1989). Die fiur das Burkitt-Lymphom
charakteristische Translokation t(8;14)(q24;932) (Zech 1976), welche die
Expression von CMYC auf 8924 beeinflusst, ist deutlich seltener. Durch
Uberexpression  wird dieses Onkogen dereguliert, wodurch die
Ausdifferenzierung der Zellen verhindert und die Zellen im Zyklus gehalten
werden (Dalla-Favera 1982).

Derartige primére Aberrationen sind in der Regel mit spezifischen Tumortypen
assoziiert. lhre Bedeutung liegt in der Etablierung des malignen Phanotyps, das
hei3t sie sind wichtig fur die primare Tumorentstehung. Bereits die
unterschiedliche Frequenz dieser primaren Aberrationen in nodalen und
extranodalen  Tumoren unterstreicht die  Bedeutung verschiedener
Transformationswege: die t(14;18) wird ausschlie8lich und die t(3;14) weit
Uberwiegend in nodalen diffusen grof3zelligen B-Zell Lymphomen, die t(8;14)
hingegen deutlich haufiger in extranodalen Tumoren nachgewiesen (Ott 2000).
Auch Uber diese grundsatzlichen - die Primarlokalisation betreffenden - Befunde

hinaus konnten Daten erhoben werden, die auf eine unterschiedliche Frequenz
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dieser Aberrationen in zytomorphologisch definierten Subgruppen hinweisen.
Schlegelberger et al. konnten zeigen, dass die t(14;18) signifikant haufiger in
zentroblastischen Varianten vorkommt als in immunoblastischen Lymphomen
(Schlegelberger 1999). Dies deutet auf eine genetische Unterschiedlichkeit
dieser Tumoren hin, zumindest jedoch auf eine unterschiedliche Bedeutung
chromosomaler Alterationen in zytomorphologisch verschiedenen Varianten von

diffusen grof3zelligen B-Zell Lymphomen.

Die meisten Falle offenbaren jedoch weit komplexere zytogenetische Anomalien.
In dieser Arbeit konnte weiterhin gezeigt werden, dass auch die sekundaren
chromosomalen Aberrationen bei morphologischen Varianten unterschiedlich
waren. Strukturelle Chromosomenaberrationen betrafen am haufigsten den
langen Arm des Chromosoms 6 in Form von Deletionen (Schlegelberger 1992).
Die Regionen 6g15-21 und 6g23-27 stehen im Verdacht, ein oder mehrere
Tumorsuppressorgene zu beherbergen (Zhang 2000). Aufgrund der Haufigkeit
ihres Auftretens in hamatologischen wie anderen Malignomen stellt die 6g-
Deletion ein Beispiel fiur eine bedeutende sekundare Chromosomenalteration
dar.

Uber den Entstehungsort oder die Zytomorphologie hinaus existiert eine weitere
Moglichkeit der Unterteilung von diffusen grof3zelligen B-Zell Lymphomen. Sie ist
seit kurzem Gegenstand der Forschung. Alizadeh et al. untersuchten im Jahr
2000 das Gen-Expressionsmuster von diffusen grof3zelligen B-Zell Lymphomen
anhand von Microarrays und identifizierte zwei Kategorien, deren jeweils
vorherrschender Zelltyp durch unterschiedliche Reifestadien der B-Zell
Entwicklung charakterisiert ist. Der sogenannte ,germinal center” Typ (GCB)
wies ein Genexpressionsmuster ahnlich der B-Zellen im physiologischen
Keimzentrum auf. Beim ,activated B-Cell* Typ (ABC) war ein Expressionsprofil

ahnlich von in vitro aktivierten, peripheren B-Zellen nachweisbar (Alizadeh 2000).



1.9 Ziel der vorliegenden Arbeit

In den letzten Jahren wurde auf der Grundlage von zytogenetischen,
molekularbiologischen und zellbiologischen Erkenntnissen neue Einblicke in die
Pathogenese und Progression maligner Lymphome gewonnen und damit
entscheidende Hinweise zu einem besseren Verstandnis der Biologie von
diffusen grofRzelligen B-Zell Lymphomen und ihrer mdglichen Therapie
geschaffen. Die oben angeflihrten Beispiele sollen ansatzweise zeigen, dass
aufgrund des nicht-zufalligen (,non-random®) Verteilungsmusters von rekurrenten
genomischen Aberrationen (Johansson 1995) die Annahme berechtigt ist, dass
es sich bei der diagnostischen Kategorie der diffusen grol3zelligen B-Zell
Lymphome auch genetisch um eine heterogene Entitat handelt. Es sollte nun
untersucht werden, wie sich die verschiedenen genomischen Imbalancen auf
postulierte Subgruppen verteilen und ob durch ihr Vorkommen Ruckschlisse auf
die Zugehorigkeit eines vorliegenden diffusen grol3zelligen B-Zell Lymphoms zu

einer definierten Untergruppe gezogen werden kdénnen.
Durch die Erstellung eines zytogenetischen Profils diffuser grol3zelliger B-Zell

Non-Hodgkin-Lymphome soll ein Baustein fiir eine reproduzierbare Definition

eigenstandiger Entitaten geliefert werden.
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2. Material und Methoden

2.1  Untersuchungsmaterial

Die untersuchten Falle entstammten dem Routineeingangsmaterial des Institutes
fur Pathologie der Universitat Wirzburg sowie des Referenzzentrums fur
Lymphknotenpathologie Wirzburg aus den Jahren 1991-2004. Es wurden
insgesamt 162 grol3zellige B-Zell Non-Hodgkin-Lymphome untersucht, von
denen 25 als Rezidiv in die Datenbank aufgenommen worden waren.
Voraussetzung fur die Aufnahme eines Falles war neben der Diagnose eines
grosszelligen B-Zell-Lymphoms der zytogenetische Nachweis klonaler

chromosomaler Aberrationen.

Die 137 primaren B-Zell Non-Hodgkin-Lymphome untergliedern sich in 31
extranodale Non-Hodgkin-Lymphome (21 im Gastrointestinaltrakt - vorwiegend
Magen, 5 in der Schilddriise, und jeweils einmal in Hoden, Mamma, Lunge,
Sinus maxillaris und Glandula submandibularis) und 106 primar nodale Tumoren,
darunter 82 diffuse grofRzellige B-Zell Lymphome mit Uberwiegend diffusem
Wachstumsmuster und 24 follikulare Lymphome Grad 3b mit oder ohne
zusatzliche Komponente eines diffusen grof3zelligen B-Zell Lymphoms (FL Grad
3B +/- DLBCL).

Die Klassifikation eines malignen Lymphoms als primér extranodal setzte voraus,
dass die entsprechende extranodale Lokalisation die einzige Infiltrationsstelle
beziehungsweise diejenige Lokalisation mit der hochsten Tumorlast war, ohne
Berlcksichtigung, ob zusatzliche regiondare Lymphknoten befallen waren. Als
,nodale” Lymphome wurden auch Tumoren der Tonsillen (5 Falle) und der Milz
(2 Falle) bewertet. Zwei DLBCL traten im Knochenmark mit leuk&mischer

Ausschwemmung auf.

Nach den Kriterien der Kiel-Klassifikation fanden sich 22 immunoblastische

Lymphome, alle mit diffusem Wachstumsmuster. Neben den 31 extranodalen
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Tumoren (eingeschlossen drei Burkitt-like Tumoren) wurden 84 centroblastische

Lymphome diagnostiziert.

Die histopathologischen Diagnosen wurden anhand von mit Hamatoxylin-Eosin
(HE), Giemsa, PAS wund der Silberfarboung nach Gomori gefarbten
Paraffinschnitten unter Bertcksichtigung immunhistochemischer
Zusatzuntersuchungen (Antigen-Expressionsmuster) gestellt. Die Kriterien der
neuesten Fassung der WHO-Klassifikation kamen dabei zur Anwendung (Harris
1999, Jaffe 2001). Subtypen des DLBCL, wie das primére Effusions-Lymphom,
das mediastinale oder thymische DLBCL, das T-Zell- oder Histiozytenreiche
DLBCL oder das intravaskulare grof3zellige B-Zell-Lymphom wurden nicht

einbezogen.

Uber die =zur Diagnosefindung erforderlichen Marker hinaus wurden
immunhistochemische Farbungen mit Antikbrpern gegen CD10, BCL-6 sowie
MUM 1 durchgefiuihrt. Diese Zusatzfarbungen kamen zur Anwendung, da sich in
der Arbeit von Alizadeh (2000) gezeigt hatte, dass sich DLBCL auf molekularer
Ebene aufgrund ihres ,Genexpressionsprofiles” unterscheiden lassen.

Nach den Kriterien von Hans et al. lie3 sich das vorliegende Untersuchungsgut
in 68 GCB (,Keimzentrums—) DLBCL und 69 non-GCB DLBCL unterteilen;
letztere in ihrem Expressionsmuster den von Alizadeh definierten ABC
(,aktivierte B-Zell-*) DLBCL &hnlich. Folgender Algorithmus zur Unterteilung der
137 Tumoren wurde angewandt: Zeigte sich eine positive CD10-Expression,
wurde der Fall der GCB-Gruppe zugeordnet. War CD10 negativ und BCL-6 in
kleiner als 30% exprimiert, wurden die Falle als non-GCB klassifiziert. Bei einer
BCL-6 Expression grof3er oder gleich 30% kam es auf die MUM1-Expression an:
gro3er oder gleich 30% wurde als non-GCB, kleiner 30% als GCB klassifiziert
(Hans 2004).
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Abbildung 1: Flussdiagramm zur Klassifikation der Lymphome in GCB- oder non-
GC-DLBCL
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2.2  Angewandte Methoden

Die alteste etablierte Methode zur Erfassung numerischer oder struktureller
chromosomaler  Aberrationen  stellt  die  klassische  zytogenetische
Banderungsanalyse dar. Mit den Methoden der Zellkultur werden aus nativ
zugesandten Lymphomgeweben Einzelzellsuspensionen hergestellt. Diese
Zellen werden zum einen zur Metaphasenpréparation nach Standardprotokollen
verwendet, um die diffusen grof3zelligen B-Zell Lymphome zytogenetisch zu
charakterisieren. Zum anderen dienen sie - fixiert in Methanol-Eisessig - als
Ausgangsmaterial zur Durchfihrung der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung
(FISH).

2.3 Zytogenetische Analysen

Das im Institut nativ eingegangene Gewebe wurde nach Entnahme von Material
fur die Diagnostik und die Tumordatenbank mechanisch mittels eines sterilen

Nylonsiebs vereinzelt und die Zellen in einem Kulturmedium aus RPMI 1640
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(Gibco) mit einem Zusatz von zehn Prozent fétalem Kalberserum und Antibiotika
kultiviert. Nach 24 Stunden Kultur folgte die Inkubation mit 50 pl einer
Colchizinlésung (0,1 pg/ml) fur 30 — 50 Minuten, anschlieBend die Préparation
der Metaphasen durch Inkubation der Zellen in einer 0,075 molaren
Kaliumchloridlésung und Fixation in einer — 20 °C kalten Losung aus Methanol
und Eisessig (3:1). Nach mehrmaligem Waschen wurde das Pellet auf
angefeuchtete Objekttrager ausgetropft. Die Banderung wurde nach Lagerung
der Praparate fur etwa eine Woche durch Inkubation mit einer handelsiblichen
Trypsinlosung (400 mg / 100 ml 0,9% NaCl-Loésung) und Gegenfarbung mit
Giemsa erreicht. Die Beschreibung der chromosomalen Veranderungen folgte
den Regeln des Internationalen Systems flir humane zytogenetische
Nomenklatur - ISCN (Shaffer 2005).

Ein Teil der so gewonnenen Zellen wurde in einer Fixationslosung bestehend
aus einem Teil 100% Eisessigsaure und drei Teilen 100% Methanol bei —20°C
aufbewahrt. Diese Zellen eignen sich gut als Material fur spatere Fluoreszenz-
in-situ-Hybridisierungen (Yan 2000); damit ergibt sich die Mdglichkeit einer
retrospektiven Analyse archivierten Untersuchungsgutes (Baurmann 1993; Gray
1994).

2.4 Herstellung und Stimulation der Zellkulturen

Das Nativ-Material wurde zunachst durch ein steriles Nylonsieb der PorengroiRe
100 um gepresst. Die im Gewebe befindlichen Zellen wurden mittels 20 ml
Zellkulturmedium RPMI 1640 (Gibco) in Losung gebracht, anschlielend die
Zellsuspension in ein Zentrifugenrohrchen umgefullt und zehn Minuten bei 1500
U/min zentrifugiert, der Uberstand verworfen und nochmals 20 ml RPMI 1640
zugesetzt. Dieser Waschvorgang wurde insgesamt dreimal wiederholt. Nach
Bestimmung der Zelldichte pro Milliliter mittels einer Zahlkammer wurde erneut
abzentrifugiert oder RPMI 1640 Medium mit fetalem Kalberserum und
Gentamycin hinzugefligt, bis nach Aufteilung der Zellsuspension in zwei oder

drei Kulturflaschen mit je 10 ml Inhalt die Zellzahl 1-2 x 10 ’ pro 10 ml betrug. Die
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Zellkulturen konnten nun bei 37°C und einem CO,-Gehalt von 7,5% im
Brutschrank inkubiert werden.

2.5 Praparation der Metaphasen

Von jedem Fall wurde je eine Kulturflasche zur Direktpraparation (ohne
Inkubation im Brutschrank) verwendet. Von den unstimulierten Zellsuspensionen
wurde ein 24-Stunden-Abbruch und, wenn ausreichend Material vorhanden war,
zusatzlich ein 48-Stunden-Abbruch durchgefiihrt. Die Arretierung sich teilender
Zellen in der Metaphase durch Zerstérung des Spindelapparates wurde durch
Zusatz einer Colchizin-Lésung (Konzentration: 0,1 pl/ml) erreicht. Im Falle eines
Direktabbruches wurden die Losungen mit 60 pl Colchizin versetzt und fur 20
Minuten im Brutschrank belassen. Allen anderen Ansatzen wurde 30 pl Colchizin

zugefigt; die Inkubationszeit betrug hier 30 Minuten.

Anschliel3end wurde die Zelllosung in ein Zentrifugenglaschen umgefullt und fur
10 Minuten bei 1000 U / min zentrifugiert. Der Uberstand wurde abpipettiert und
das Pellet mit erwarmter (37°C), hypotoner 0,75 molarer KCI-Lésung vorsichtig
resuspendiert und anschlieRend 20 Minuten bei 37°C im Wasserbad inkubiert.
Nach erneutem Zentrifugieren unter gleichen Bedingungen und Verwerfen des
Uberstandes erfolgte die Resuspension und Fixation des Pellets mit einer -20°C
kalten Fixationslosung, bestehend aus einem Teil 100% Eisessigsaure und drei
Teilen 100% Methanol. Dabei wurde zuerst 1 ml der Fixierung vorsichtig Uber
das resuspendierte Zellmaterial gegeben, die Losung durchmischt und
anschlieBend das Volumen auf 10 ml mit Methanol-Eisessig-Losung erganzt.
Dieser Arbeitsschritt wurde zweimal wiederholt, wobei bei den Wiederholungen
das Schichten des Fixativs unterbleiben konnte. Nach dem letzten Zentrifugieren
wurde das Zellsediment mit 0,5 ml Fixativ resuspendiert und je drei bis funf
Tropfen der Losung (je nach Zelldichte) auf angefeuchtete Objekttrager
aufgetropft, die zuvor in 70% Alkohol gereinigt und mit destilliertem Wasser
gespult worden waren. Die so erzeugten Praparate reiften nun geschitzt vor

Verunreinigungen und Sonnenlicht fir 10-14 Tage bei Raumtemperatur.
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2.6 Giemsa-Banderungstechnik und Dauerpraparate

Bei der Giemsa-Banderungstechnik wurden die luftgetrockneten Préparate
zwischen 10 und 40 Sekunden — was fur jeden Fall individuell zu ermitteln war —
in Trypsinlésung (400 mg Trypsin geldst in 100 ml 0,9% NaCl-Losung) und
unmittelbar im Anschluf3 zur Unterbrechung der enzymatischen Andauung der
Chromosomen zweimal mit 0,9% NaCl-Lésung gespult. Anschliel3end erfolgte flr
etwa funf Minuten die Farbung der Praparate in Giemsa, bestehend aus 5 ml
gefilterter Stammldsung und 75 ml Sdrensen-Puffer. Nun wurden die gefarbten
Objekttrager zweimal mit Aqua destillata gespult, luftgetrocknet und zuletzt mit

Pertex-Schnelleindeckmittel und Deckglas eingedeckt.

2.7 Anfertigung und Auswertung der Karyogramme

Die Dauerpréaparate wurden nun systematisch mit dem Lichtmikroskop bei etwa
funfundzwanzigfacher Vergrél3erung nach Mitosen abgesucht. Geeignete
Metaphasen wurden mit einem Photomikroskop (Axiophot, Firma Zeiss) unter
Verwendung eines Olimmersions-Objektivs bei hundertfacher VergréRerung
photographiert. Die Klassifikation der Aberrationen wurde mit einem an das
Mikroskop ~ angeschlossenen Computer —  also einer  digitalen
Bildverarbeitungseinheit - durchgefihrt. Sie folgte der internationalen
Nomenklatur fur die Zytogenetik des Menschen (ISCN 2005).

Um reproduzierbare und exakte Ergebnisse zu erstellen, wurden im Durchschnitt
10 bis 20 Metaphasen pro Fall ausgewertet. Klonale Aberrationen lagen dann
vor, wenn zumindest zwei verschiedene Metaphasen des gleichen Falles
identische  strukturelle = Chromosomenveranderungen oder numerische
Zugewinne aufwiesen, oder wenn mindestens drei der ausgewerteten

Metaphasen gleiche numerische Verluste zeigten.
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2.8  Statistische Auswertung

Die bekannteste mathematische Technik stellt der Chi-Quadrat-Test zum Prifen
von Abhangigkeiten bei Zufallsvariablen dar. Die untersuchten Falle stellen
mathematisch gesehen eine Stichprobe dar. Die Nullhypothese lautet: Der
Beobachtungsreihe liegt die angenommene theoretische Verteilung zugrunde.
Die Beurteilung erfolgt anhand der im Chi-Quadrat-Test erhaltenen
Signifikanzniveaus. Diese sogenannten Irrtumswahrscheinlichkeiten bewerten
bei einer Wahrscheinlichkeit (p-Wert) von 0,05 (5%) die angenommene
theoretische Verteilung (Nullhypothese) als signifikant und bei 0,001 (0,1%) als
hochsignifikant. Die Bedingungen fir die Anwendung des Chi-Quadrat-Tests,
namlich die Unabhangigkeit der zu vergleichenden Gruppen (zum Beispiel
,nodal’ versus ,extranodal’ und ,Merkmal vorhanden’ versus ,Merkmal nicht

vorhanden’) und die erwarteten Haufigkeiten werden erfillt (Weber 1964).
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3. Ergebnisse

3.1  Untersuchungsmaterial

Von insgesamt 162 Patienten war in 137 Fallen das Proben-Material bei der
Erstdiagnose gewonnen worden; in 25 Fallen handelte es sich somit um ein
Rezidiv. Voraussetzung fur die Aufnahme eines Falles war neben der Diagnose

der zytogenetische Nachweis klonaler chromosomaler Aberrationen.

Die 137 zum Zeitpunkt der Diagnose untersuchten grof3zelligen B-Zell-
Lymphome untergliedern sich in 31 extranodale Non-Hodgkin-Lymphome (18 mit
Primarmanifestation im Magen, zwei im Dunndarm, eines im Colon, funf in der
Schilddriise und je einmal in Sinus maxillaris, Mamma, Hoden, Lunge und
Glandula submandibularis) und 106 nodale Tumoren, darunter 82 rein diffuse
grof3zellige B-Zell Lymphome und 24 follikulare Lymphome Grad 3B mit (17
Falle) oder ohne (7 Falle) zusatzliche Komponente eines diffusen grof3zelligen
B-Zell Lymphoms (FL Grad 3B +/- DLBCL). Letztere bestehen nur aus
Zentroblasten, denen keine Zentrozyten untergemischt sind. Ihre biologischen
und klinischen Eigenschaften entsprechen offenbar diffusen grof3zelligen B-Zell
Lymphomen (Ott 1999). Sie wurden zur Verifizierung und Prifung dieser
Annahme in die Studie mit einbezogen.
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Abbildung 2: DLBCL vom centroblastischen Typ.

Abbildung 3: DLBCL. Farbung mit CD10. Die Tumorzellen sind s&mtlich positiv.
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Immunhistochemische Farbung mit einem Antikorper

Abbildung 4: DLBCL.

gegen BCL-6. Ein Grol3teil der Zellen zeigt eine nukledre Reaktivitat.
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Immunhistochemische Farbung mit einem Antikorper
Im Vergleich zu den ersten beiden immunhistochemischen

Farbungen zeigt sich eine geringere Reaktivitat der Kerne.

Abbildung 5: DLBCL.
gegen MUML.
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3.2  Aberrationen im Primarmaterial

Es besteht die Méglichkeit, dass beim Rezidiv eines Tumors andere genetische
Aberrationen auftreten, als bei der primaren Manifestation. Deshalb werden
zunachst nur die Aberrationen im Primarmaterial (n=137) betrachtet. Tabelle 1
gibt eine Ubersicht uber die beobachteten chromosomalen Zugewinne und
Verluste sowie Uber deren absolute und relative Haufigkeit. Diagramm 2 und 3
zeigen die wichtigsten Zugewinne und Verluste der Regionen, deren relative

Haufigkeit jeweils mindestens 10% betragt.

Trisomien der Chromosomen 3, 7, 12 und 18 traten in 18%, 15%, 14% und 12%
auf. Weiterhin fallt auf, dass chromosomale Zugewinne insgesamt haufiger als
Verluste sind. 16 Lokalisationen mit Zugewinnen weisen eine relative Haufigkeit
von mehr als 10% auf, wahrend es nur elf Regionen mit relevanten Verlusten
gibt (siehe Tabelle 1).

Die mit Abstand haufigste Aberration ist der Verlust des langen Armes des
Chromosoms 6 mit 44% (60/137) im Primarmaterial. Zugewinne bei 3g und 3p
inklusive der jeweils hinzugerechneten Falle einer Trisomie 3 folgen mit 29%
(40/137) bzw. 28% (39/137). In absteigender Reihe folgen del 17p (25% -
34/137), +12q (23% - 31/137) und +Xp (23% - 32/137), +1q (22% - 30/137), +7q
(21% - 29/137), +7p (20% - 28/137) und +11q (19% - 26/137). Zugewinne in 12p,
18g sowie Verluste von 1p und Xg wurden in jeweils 18% festgestellt. Die
Lokalisationen 1q und Xp weisen Zugewinne und Verluste in relevanter Hohe

auf.
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Abbildung 6: Karyotyp eines DLBCL mit einer Trisomie 3
TABELLE 2: Aberrationen im Primarmaterial (n=137)
Lokalisation | Anzahl Prozent Lokalisation | Anzahl Prozent
del (1) 20 15% del (11q) 8 6%
del (1p) 25 18% +12 19 14%
+1q 30 22% +12q 31 23%
del (2p) 17 12% +12p| 24 18%
+3 24 18% t (14;18) 13 9%
+ 3Q 40 29% + 15q 9 7%
+ 3p 39 28% + 16p 16 12%
t (3;14) 12 9% +17q 22 16%
del (4q) 19 14% +17p 10 7%
+5(q 22 16% del (17p) 34 25%
del (6q) 60 44% +18 16 12%
+6p 18 13% + 180 25 18%
+7 20 15% +18p 19 14%
+7q 29 21% del (18 p) 11 8%
+7p 28 20% del (19q) 10 7%
del (70) 13 9% +21q 17 12%
del (8p) 14 10% del (22q) 11 8%
t (8;14) 10 7% del (Xq) 24 18%
del (9p) 18 13% del (Xp) 20 15%
del (10q) 15 11% + X 32 23%
+ 11q 26 19% del Y 13 9%
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DIAGRAMM la: Die haufigsten chromosomalen Zugewinne
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DIAGRAMM 1b:  Die haufigsten chromosomalen Verluste
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3.3 Verteilung chromosomaler Zugewinne und Verluste in unterschiedlichen

Subgruppen von DLBCL (Primérmaterial)

Das Primarmaterial wurde anhand der Primarlokalisation unterteilt. Der Gruppe
der extranodalen Tumoren wurden zuerst die nodalen Lymphome und dann nur
die nodalen Lymphome mit rein diffusem Wachstumsmuster gegentbergestellt.
AulRerdem wurden innerhalb der Gruppe der nodalen NHL solche Lymphome mit

rein diffusem und partiell follikularem Wachstumsmuster verglichen.

Die Tabellen 3 bis 5 zeigen die Verteilung der chromosomalen Zugewinne und

Verluste in diesen Subgruppen.

Dabei wird deutlich, dass im Vergleich zwischen extranodaler und nodaler
Primarmanifestation die relative Haufigkeit der meisten Aberrationen in der
nodalen Gruppe hoher ist. Ein Zugewinn in den Lokalisationen 15q (8% - 9/106),
sowie Verluste von 199 (9% - 10/106) und Chromosom Y (12% - 13/106) ist
sogar ausschlie3lich - wenn auch in geringer Haufigkeit — in der Gruppe der

nodalen Lymphome nachweisbar.

Kein Unterschied im Vorkommen dieser Aberrationen erreicht in dieser
Unterteilung statistische Signifikanz auf der Basis des Chi-Quadrat Testes.
Hervorgehoben werden sollen jedoch folgende Lokalisationen: del(1p) (23/106
(22%) vs 2/31 (6%)), +5q (20/106 (19%) vs 2/31 (6%)), del(6q) (51/106 (48%) vs
9/31 (29%)), +16p (15/106 (14%) vs 1/31 (3%)), +18q (22/106 (21%) vs 3/31
(10%)), del(19q) (10/106 (9%) vs 0%) und del(Y) (13/106 - 13% vs 0%). Diese
Aberrationen sind zwar nicht signifikant, dennoch deutlich haufiger in der Gruppe
der nodalen Lymphome nachweisbar. Ausnahmen - also eine hohere
prozentuale Inzidenz in der Gruppe der extranodalen Tumoren - weisen del(7q)
(5/31(16%) extranodal vs 8/106(8%) nodal), +17q (7/31(23%) vs 15/106(14%))
und +17p (4/31(13%) vs 6/106(6%)) auf: eine statistische Signifikanz findet sich

nicht. Ein nahezu ausgeglichenes Verhaltnis zeigen del(11q) und +12q.
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Eine diskriminierende statistische Relevanz zeigten lediglich die unterschiedliche
Frequenz der Translokationen: die t(8;14) kommt in finf von 31 extrandodalen
Tumoren als auch in funf von 106 nodalen Lymphomen vor (16% vs 5%;
p<0,05). Bei der t(14;18) ist das Verhdaltnis umgekehrt. Diese Translokation
wurde mit 12% (13/106) ausschlie3lich bei nodalen LBL gefunden.

Betrachtet man von den nodalen Lymphomen nur solche mit diffusem Anteil und
stellt diese wiederum den extranodalen Tumoren gegeniber, ergibt sich keine
wesentliche Veradnderung der relativen Haufigkeiten, oder der Verteilung der
primaren und sekundéren Aberrationen. In der Gegeniberstellung zwischen
nodalen grof3zelligen B-NHL mit rein diffusem oder diffusem und follikularem
Wachstumsmuster und rein follikularem Wachstumsmuster ergeben sich
erwartungsgemald Verdnderungen dieses Verteilungsmusters. Zugewinne auf
dem langen Arm des Chromosoms 1 sind haufiger bei Lymphomen mit einem
zusatzlichen oder ausschlie3lich follikularem Wachstumsanteil: 42% (10/24) vs
20% (16/82); p<0,05. Das gleiche gilt fur die Aberrationen del(6q) - wiederum
die haufigste Aberration (15/24 - 63% vs 36/82 - 44%; p-Wert nicht signifikant).
Ansonsten sind die chromosomalen Aberrationen gleichmaliger verteilt.
Lediglich Verluste von 18p (11% - 9/82) kommen ausschlie3lich bei rein diffus
wachsenden DLBCL vor. Die del(9p) (14/82 - 17% vs 1/24 - 1%) und +11q
(14/82 - 13% vs 4/31 - 13%) sind auch bei rein diffus Lymphomen deutlich
haufiger vertreten, jedoch ohne statistische Signifikanz.
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TABELLE 3: Absolute und relative Haufigkeiten von chromosomalen
Aberrationen im Vergleich zwischen extranodaler und
nodaler Primé&rlokalisation

Tabelle 3 extranodal | Prozent nodal Prozent | P-Wert

Lokalisation | gesamt 31 106

del (1q) 20 4 31 13% 16 | 106 15% n.s.
del (1p) 25 2 31 6% 23 | 106 22% n.s.
+1q 30 4 31 13% 26 | 106 25% n.s.
del (2p) 17 4 31 13% 13 | 106 12% n.s.
+3 24 5 31 16% 19 | 106 18% n.s.
+3q 40 7 31 23% 33 | 106 31% n.s.
+3p 39 8 31 26% 31 | 106 29% n.s.
t (3;14) 12 1 31 3% 11 | 106 10% n.s.
del (4q) 19 3 31 10% 16 | 106 15% n.s.
+5q 22 2 31 6% 20 | 106 19% n.s.
del (6q) 60 9 31 29% 51 | 106 48% n.s.
+6p 18 2 31 6% 16 | 106 15% n.s.
+7 20 3 31 10% 17 | 106 16% n.s.
+79q 29 5 31 16% 24 | 106 23% n.s.
+7p 28 4 31 13% 24 | 106 23% n.s.
del (7q) 13 5 31 16% 8 106 8% n.s.
del (8p) 14 2 31 6% 12 | 106 11% n.s.
t (8;14) 10 5 31 16% 5 | 106 5% 0,05
del (9p) 18 3 31 10% 15 | 106 14% n.s.
del (10q) 15 1 31 3% 14 | 106 13% n.s.
+11q 26 4 31 13% 22 | 106 21% n.s.
del (11q) 8 2 31 6% 6 106 6% n.s.
+12 19 5 31 16% 14 | 106 13% n.s.
+12q 31 6 31 19% 25 | 106 24% n.s.
+12p 24 6 31 19% 18 | 106 17% n.s.
t (14;18) 13 0 31 0% 13 | 106 12% n.d.
+15q 9 0 31 0% 9 106 8% n.d.
+16p 16 1 31 3% 15 | 106 14% n.s.
+17q 22 7 31 23% 15 | 106 14% n.s.
+17p 10 4 31 13% 6 106 6% n.s.
del (17p) 34 6 31 19% 28 | 106 26% n.s.
+18 16 3 31 10% 13 | 106 12% n.s.
+18q 25 3 31 10% 22 | 106 21% n.s.
+18p 19 3 31 10% 16 | 106 15% n.s.
del (18 p) 11 2 31 6% 9 106 8% n.s.
del (19q) 10 0 31 0% 10 | 106 9% n.d.
+21q 17 5 31 16% 12 | 106 11% n.s.
del (22q) 11 2 31 6% 9 106 8% n.s.
del (Xq) 24 5 31 16% 19 | 106 18% n.s.
del (Xp) 20 5 31 16% 15 | 106 14% n.s.
+ X 32 4 31 13% 28 | 106 26% n.s.
del Y 13 0 31 0% 13 | 106 12% n.d.
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TABELLE 4: Absolute und relative Haufigkeiten von chromosomalen
Aberrationen im Vergleich zwischen extranodalen Tumoren
und nodalen Lymphomen mit rein diffusem
Wachstumsmuster

Tabelle 4 diffus Prozent | extranodal Prozent | P-Wert

Lokalisation | gesamt 82 31

del (1q) 15 11 82 13% 4 31 13% n.s.
del (1p) 18 16 82 20% 2 31 6% n.s.
+1q 20 16 82 20% 4 31 13% n.s.
del (2p) 14 10 82 12% 4 31 13% n.s.
+3 22 17 82 21% 5 31 16% n.s.
+ 3q 34 27 82 33% 7 31 23% n.s.
+3p 32 24 82 29% 8 31 26% n.s.
t (3;14) 9 8 82 10% 1 31 3% n.s.
del (4q) 15 12 82 15% 3 31 10% n.s.
+5q 17 15 82 18% 2 31 6% n.s.
del (6q) 45 36 82 44% 9 31 29% n.s.
+6p 13 11 82 13% 2 31 6% n.s.
+7 17 14 82 17% 3 31 10% n.s.
+7q 24 19 82 23% 5 31 16% n.s.
+7p 24 20 82 24% 4 31 13% n.s.
del (7q) 11 6 82 7% 5 31 16% n.s.
del (8p) 12 10 82 12% 2 31 6% n.s.
t (8;14) 9 4 82 5% 5 31 16% 0,05
del (9p) 17 14 82 17% 3 31 10% n.s.
del (10q) 11 10 82 12% 1 31 3% n.s.
+ 11q 18 14 82 17% 4 31 13% n.s.
del (11q) 6 4 82 5% 2 31 6% n.s.
+12 16 11 82 13% 5 31 16% n.s.
+12q 25 19 82 23% 6 31 19% n.s.
+12p 20 14 82 17% 6 31 19% n.s.
t (14;18) 10 10 82 12% | 0 31 0% n.d.
+15q 7 7 82 9% 0 31 0% n.d.
+16p 14 13 82 16% 1 31 3% n.s.
+ 179 17 10 82 12% 7 31 23% n.s.
+17p 9 5 82 6% 4 31 13% n.s.
del (17p) 27 21 82 26% 6 31 19% n.s.
+18 11 8 82 10% 3 31 10% n.s.
+ 18q 18 15 82 18% 3 31 10% n.s.
+18p 13 10 82 12% 3 31 10% n.s.
del (18 p) 11 9 82 11% 2 31 6% n.s.
del (19q) 9 9 82 11% 0 31 0% n.d.
+21q 15 10 82 12% 5 31 16% n.s.
del (22q) 10 8 82 10% 2 31 6% n.s.
del (Xq) 19 14 82 17% 5 31 16% n.s.
del (Xp) 18 13 82 16% 5 31 16% n.s.
+ X 24 20 82 24% 4 31 13% n.s.
del Y 12 12 82 15% 0 31 0% n.d.
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TABELLE 5: Absolute und relative Haufigkeiten von chromosomalen
Aberrationen bei nodalen NHL im Vergleich zwischen
diffusem und follikularem Wachstumsmuster

Tabelle 5 diffus Prozent | follikul&r Prozent | P-Wert
Lokalisation | gesamt 82 24

del (1q) 16 11 82 13% 5 24 21% n.s.
del (1p) 23 16 82 20% 7 24 29% n.s.
+1q 26 16 82 20% 10 24 42% 0,05
del (2p) 13 10 82 12% 3 24 13% n.s.
+3 19 17 82 21% 2 24 8% n.s.
+ 3q 33 27 82 33% 6 24 25% n.s.
+3p 31 24 82 29% 7 24 29% n.s.
t (3:14) 11 8 82 10% 3 24 13% n.s.
del (4q) 16 12 82 15% 4 24 17% n.s.
+ 5¢ 20 15 82 18% 5 24 21% n.s.
del (6q) 51 36 82 44% 15 24 63% n.s.
+6p 16 11 82 13% 5 24 21% n.s.
+7 17 14 82 17% 3 24 13% n.s.
+7q 24 19 82 23% 5 24 21% n.s.
+7p 24 20 82 24% 4 24 17% n.s.
del (7q) 8 6 82 7% 2 24 8% n.s.
del (8p) 12 10 82 12% 2 24 8% n.s.
t (8;14) 5 4 82 5% 1 24 4% n.s.
del (9p) 15 14 82 17% 1 24 4% n.s.
del (10q) 14 10 82 12% 4 24 17% n.s.
+11q 22 14 82 17% 8 24 33% n.s.
del (11q) 6 4 82 5% 2 24 8% n.s.
+12 14 11 82 13% 3 24 13% n.s.
+12q 25 19 82 23% 6 24 25% n.s.
+12p 18 14 82 17% 4 24 17% n.s.
t (14;18) 13 10 82 12% 3 24 13% n.s.
+15q 9 7 82 9% 2 24 8% n.s.
+16p 15 13 82 16% 2 24 8% n.s.
+ 179 15 10 82 12% 5 24 21% n.s.
+17p 6 5 82 6% 1 24 4% n.s.
del (17p) 28 21 82 26% 7 24 29% n.s.
+18 13 8 82 10% 5 24 21% n.s.
+18q 22 15 82 18% 7 24 29% n.s.
+18p 16 10 82 12% 6 24 25% n.s.
del (18 p) 9 9 82 11% 0 24 0% n.s.
del (19q) 10 9 82 11% 1 24 4% n.s.
+21q 12 10 82 12% 2 24 8% n.s.
del (22q) 9 8 82 10% 1 24 4% n.s.
del (Xq) 19 14 82 17% 5 24 21% n.s.
del (Xp) 15 13 82 16% 2 24 8% n.s.
+ X 28 20 82 24% 8 24 33% n.s.
delY 13 12 82 15% 1 24 4% n.s.
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3.4 Chromosomale Aberrationen in Tumoren, die bei Rezidiven untersucht

wurden

In der Gegeniberstellung der primar diagnostizierten Falle mit den Rezidiven
zeigt sich im Rezidivmaterial ein prozentual héherer Anteil an Aberrationen —
sowohl Zugewinne als auch Verluste betreffend (siehe Tabelle und Diagramm 5).
Statistisch signifikant (p < 0,05) sind Verluste in 7q (6/25 - 24% vs 13/137 - 9%),
sowie die Trisomie 12 (8/25 - 32% vs 19/137 - 14%). Zugewinne bei 15q (4/25 -
16% vs 9/137 - 7%), Zugewinne bei 7p (7/25 - 28% vs 28/137 - 20%) und 17p
(4/25 - 16% vs 10/137 - 7%) sind - ohne statistische Signifikanz - ebenfalls
weitaus haufiger bei den Rezidiven nachweisbar; dieser Unterschied wird auch
im Diagramm deutlich. Die im Primérmaterial haufigste Aberration, Verluste auf
dem langen Arm des Chromosoms 6, ist auch bei den Rezidiven am haufigsten.
Sie tritt in beiden Gruppen mit gleicher relativer Haufigkeit auf (44%). Nur die
Aberrationen +3q, +6p, del(9p) und del(17p) sind im Primarmaterial haufiger —
letztere mit 25% (34/137) gegenuber 12% (3/25) bei den Rezidiven. Die
untersuchten Translokationen treten im Primar- als auch im Rezidivmaterial mit

ungefahr gleicher relativer Haufigkeit auf.

TABELLE 6: Absolute und relative Haufigkeiten von chromosomalen
Aberrationen im Primarmaterial im Vergleich zu im Rezidiv
untersuchten grof3zelligen B-Zell-Lymphomen

Tabelle 6 priméar Prozent | rezidiviert Prozent P-Wert
Lokalisation | gesamt 137 25
del (1q) 25 20 137 15% 5 25 20% n.s.
del (1p) 30 25 137 18% 5 25 20% n.s.
+1q 38 30 137 22% 8 25 32% n.s.
del (2p) 20 17 137 12% 3 25 12% n.s.
+3 27 24 137 18% 3 25 12% n.s.
+ 3q 44 39 137 28% 5 25 20% n.s.
+3p 19 16 137 12% 3 25 12% n.s.
t (3;14) 15 12 137 9% 3 25 12% n.s.
del (4q) 23 19 137 14% 4 25 16% n.s.
+ 5q 26 22 137 16% 4 25 16% n.s.
del (6q) 71 60 137 44% 11 25 44% n.s.
+6p 20 18 137 13% 2 25 8% n.s.
+7 22 20 137 15% 2 25 8% n.s.
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+7q 35 29 137 21% 6 25 24% n.s.
+7p 35 28 137 20% 7 25 28% n.s.
del (7q) 19 13 137 9% 6 25 24% 0,05
del (8p) 17 14 137 10% 3 25 12% n.s.
t (8;14) 12 10 137 7% 2 25 8% n.s.
del (9p) 21 18 137 13% 3 25 12% n.s.
del (10q) 16 15 137 11% 1 25 4% n.s.
+11q 30 26 137 19% 4 25 16% n.s.
del (11q) 11 8 137 6% 3 25 12% n.s.
+ 12 27 19 137 14% 8 25 32% 0,05
+12q 39 31 137 23% 8 25 32% n.s.
+12p 32 24 137 18% 8 25 32% n.s.

t (14;18) 15 13 137 9% 2 25 8% n.s.
+15q 13 9 137 7% 4 25 16% n.s.
+ 16p 21 16 137 12% 5 25 20% n.s.
+ 179 27 22 137 16% 5 25 20% n.s.
+17p 14 10 137 7% 4 25 16% n.s.
del (17p) 37 34 137 25% 3 25 12% n.s.
+18 21 16 137 12% 5 25 20% n.s.

+ 18q 31 25 137 18% 6 25 24% n.s.
+18p 24 19 137 14% 5 25 20% n.s.
del (18 p) 13 11 137 8% 2 25 8% n.s.
del (19q) 13 10 137 7% 3 25 12% n.s.
+21q 21 17 137 12% 4 25 16% n.s.
del (22q) 14 11 137 8% 3 25 12% n.s.
del (Xq) 31 24 137 18% 7 25 28% n.s.
del (Xp) 25 20 137 15% 5 25 20% n.s.
+ X 36 32 137 23% 4 25 16% n.s.
del Y 17 13 137 9% 4 25 16% n.s.

Zu den Tabellen gilt anzumerken:

e |st der p-Wert oberhalb von 0,05 (p>0,05) liegt kein signifikanter
Unterschied in der Haufigkeitsverteilung von Aberrationen vor. Es findet
sich daher ,n.s.” fur ,nicht signifikant".

e |st mindestens ein absoluter Wert gleich Null, so ist eine Bestimmung des
Signifikanznivaues auf Basis des Chi-Quadrat-Tests nicht aussagekréaftig.

Es findet sich daher ,n.d.“ fur ,nicht definiert”.
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3.5 Vergleich chromosomalen Aberrationen bei diffusen gro3zelligen B-Zell

Lymphomen vom GCB- und non-GCB-Typ

Fur den Vergleich zwischen den durch ihr Protein-Expressionsmuster nach Hans
et al. (2004) definierten GCB- und non-GCB- grof3zelligen B-Zell Lymphomen
wurden nur chromosomale Zugewinne und Verluste betrachtet, deren relative
Haufigkeit im Primarmaterial mindestens 10% betragen hatte. (Einen Uberblick
Uber diese Lokalisationen geben die Diagramme 1la und 1b.) Die Tabelle 7 zeigt
die Verteilung von GCB und non-GCB in nach Primarmanifestation und/oder
Wachstumsmuster unterteilten DLBCL-Subgruppen. In allen Gruppen sind GCB
und non-GCB nahezu annahernd gleich verteilt. Gewisse Unterschiede bestehen
jedoch bei extranodalen Tumoren, bei denen die non-GCB-Signatur haufiger zu
sein scheint. Bei den rein follikularen LBL weist hingegen die GCB-Signatur eine
hohere relative Haufigkeit auf.

Tabelle 7 GCB non-GCB
extranodal 14/ 31 45% 17/31 55%
nodal 54 /106 51% 52 /106 49%
extranodal 14 /31 45% 17/31 55%
nodal rein diffus 40/ 82 49% 42 /82 51%
nodal rein diffus 40/ 82 49% 42 /82 51%
nodal follikular und diffus| 14 /24 58% Okt 24 42%

Im Folgenden wird die Verteilung der chromosomalen Aberrationen bei GCB-
und non-GCB DLBCL dargestellt. Zunachst wird das gesamte Primarmaterial

betrachtet (Tabelle 8). Anschlielend erfolgt die Betrachtung einzelner

Subgruppen:
1. Gesamtes Material Tabelle 8
2. Extranodale Tumore: Tabelle 9
3. Nodale Lymphome: Tabelle 10
4. Nodale L. mit ausschlieRlich diffusem Wachstum: Tabelle 11
5. Nodale Lymphome mit follikularem Wachstum: Tabelle 12
6. Extranodale und nodal diffuse Lymphome: Tabelle 13
7. Rezidive Tabelle 14
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3.5.1 Vergleich von chromosomalen Aberrationen in DLBCL vom GCB- und

non-GCB-Typ im Primérmaterial

Im Primarmaterial (n=137; Tabelle 8) wurden 68 Falle als GCB- und 69 Falle als
non-GCB- DLBCL klassifiziert. Deutliche Unterschiede zwischen diesen beiden
Gruppen bestanden in der Haufigkeitsverteilung von numerischen Aberrationen
der Chromosomen 3, 7 und 18 sowie bezlglich der Translokationen t(14;18) und
t(8;14). Hochsignifikant war der Unterschied unter anderem bei der Trisomie 3:
sie trat bei GC-DLBCL in 9% (6/68) und bei non-GC-DLBCL in 26% (18/69) auf.
Zugewinne von 3q (Féalle mit einer Trisomie 3 hinzugerechnet) waren zu 16%
(11/68) in der GCB-Gruppe und zu 42% (30/69) in der Gruppe der non-GC-
DLBCL nachweisbar (p-Wert < 0,001).

Die Trisomie 18 wies eine ahnlich Tendenz auf: 4/68 (6%) GCB vs 12/69 (17%)
non-GCB; p<0,05). Ein Zugewinn des langen Arms trat in 12% der GCB (8/68)
und in 25% (17/69) der non-GC-DLBCL auf. Bei +18p lag das Verhaltnis bei 9%
(6/68) zu 19% (13/69). Es fand sich in beiden Féallen ein p-Wert, der knapp unter
0,05 lag. Ein genau gegensatzliches Verteilungsmuster zeigten die Trisomien 7
und 12: Trisomie 7 fand sich bei GC-DLBCL in 24% (16/68) und bei non-GC-
DLBCL in 6% (4/69; p <0,001), Trisomie 12 zeigte ein Verhaltnis von 19% (13/68
GCB) gegenuber 9% (6/69 non-GCB), dieser Unterschied erreicht jedoch nicht
statistische Signifikanz.

Sowohl die Translokation t(8;14) als auch die Translokation t(14;18) waren bei
diffusen grof3zelligen Lymphomen mit dem Genexpressionsprofil der
Keimzentrumsreaktion (GC-DLBCL) Uberreprasentiert. Die t(8;14) konnte hier in
12% (8/68) vs 3% (2/69) der Falle (p<0,05) nachgewiesen werden.
Hochsignifikant war der Unterschied fur die Translokation t(14;18), die in 18%
der GCB (12/68) gegenuber nur 1% bei non-GCB (1/69) vorkam. Die anderen
Imbalancen zeigten ein nahezu ausgeglichenes Verteilungsmuster. So trat
insbesondere die haufigste Aberration, del(6q), bei GCB mit 43% (29/68) und bei
non-GCB mit 45% (31/69) auf.
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3.5.2 Vergleich von chromosomalen Aberrationen in DLBCL vom GCB- und

non-GCB-Typ bei extranodalen Tumoren

Unter den Tumoren mit extranodaler Primarmanifestation (n=31, Tabelle 9)
betrug das Verhaltnis von GC-DLBCL zu non-GC-DLBCL 14 zu 17. Aufgrund der
geringen Fallzahl von n=31 sto3t hier der Chi-Quadrat-Test an seine Grenzen:
der p-Wert verliert an Aussagekraft. Die haufigste Aberration war ebenfalls die
Deletion von 6g mit 29% - wiederum gleich haufig bei GCB und non-GCB. Viele
primare und sekundére Aberrationen zeigen jedoch auch in dieser Teilmenge
des Untersuchungsgutes deutliche Unterschiede in der Haufigkeitsverteilung.
Die Trisomien 7 und 12 kommen in 21% (3/14) bzw. 14% (2/14) der GC-DLBCL
vor. Beide sind in der Gruppe der non-GCB nicht nachweisbar. Funf der 14 GC-
DLBCL weisen eine Translokation t(8;14) auf (36%; p<0,001); die ebenfalls bei
non-GCB nicht auftritt. Wie aus der Betrachtung des gesamten Primarmaterials
Zu erwarten, tritt die Trisomie 3 hingegen haufiger bei non-GC-DLBCL auf: 4/17
(24%) vs 1/14 (7%). Betrachtet man die Lokalisationen 3p und 3q, so wird dieser
Unterschied noch deutlicher. Diese Aberrationen treten in 41% (7/17) (p<0,001)
respektive 35% (6/17) gegeniber jeweils 7% (1/14) in der GCB-Gruppe auf.

Die im Primarmaterial festgestellten unterschiedlichen Verteilungen von
Aberrationen bei Chromosom 18 sowie bezuglich der Translokation t(14;18)

fielen unter den extranodalen Tumoren nicht auf.

3.5.3 Vergleich von chromosomalen Aberrationen in DLBCL vom GCB- und
non-GCB-Typ bei nodalen LBL

Im Gegensatz dazu standen die Ergebnisse bei den nodalen Lymphomen
(n=106, Tabelle 10). Hier glich bis auf zwei nennenswerte Ausnahmen das
Verteilungsmuster der genetischen Imbalancen dem Spektrum der Aberrationen
des gesamten Primarmaterials. So fiel auch bei der Betrachtung dieser
Subgruppe auf, dass Zugewinne des Chromosoms 3 weitaus haufiger bei non-
GC-DLBCL vorkommen. Bei der Trisomie 3 betrug das Verhéltnis 14/52 (27%)
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vs 5/54 (9%) (p<0,05); die Lokalisationen +3p und +3q waren mit 42% zu 19%
beziehungsweise 50% zu 15% (p-Wert jeweils <0,001) noch deutlicher
zugunsten der non-GC-DLBCL verteilt. Falle mit einer Trisomie 18 fanden sich in
19% (10/52) bei non-GCB und in 6% (3/54) bei GC-DLBCL (p<0,05).

Auch die Trisomie 7 (13/54 - 24% vs 4/52 - 8%) und die Trisomie 12 (11/54 -
20% vs 3/526%) verhielten sich wie im gesamten Primarmaterial: sie waren bei
den GC-DLBCL haufiger (p<0,05). Zugewinne des langen Armes von
Chromosom 1 waren ohne statistische Signifikanz ebenfalls in dieser Gruppe
haufiger vertreten (16/54 - 30% vs 10/52 - 19%).

Einen statistisch hochsignifikanten Unterscheid zeigte das Verteilungsmuster der
Translokation t(14;18): sie trat in 22% (12/54) der GC-DLBCL auf und war nur in
einem Fall der non-GC-DLBCL nachzuweisen. Im Gegensatz zur Betrachtung
aller Tumoren war die Verteilung der Translokation t(8;14) bei den nodalen

DLBCL jedoch ausgeglichen.

3.5.4 Vergleich von chromosomalen Aberrationen in DLBCL vom GCB- und

non-GCB-Typ bei nodalen LBL mit rein diffusem Wachstumsmuster

Diese Unterschiede waren bei alleiniger Betrachtung der nodalen Lymphome
(n=82, Tabelle 11) ahnlich. Auffallig war lediglich, dass sich die Verteilung der
haufigsten Aberration etwas zugunsten der non-GCB verschob: die del(6q) war
hier in 50% (21/42) der Falle nachweisbar, wohingegen sie in 38% (15/40) der
GC-DLBCL auftrat. Die Haufigkeitsverteilung &nderte sich auch bei der Trisomie
18, die in dieser Teilmenge des Primarmaterials zwischen LBL mit GCB- und
non-GCB-Signatur anndhernd gleich haufig verteilt war. Auch die Zugewinne fur

das Chromosom 1 waren gleichméalfiger verteilt.
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3.5.5 Vergleich von chromosomalen Aberrationen in DLBCL vom GCB- und

non-GCB-Typ bei nodalen LBL mit partiell follikularem Wachstumsmuster

In Lymphomen mit partiell follikularem Wachstumsmuster (n=24, Tabelle 12)
konnte eine Deletion von 6qg in 63% der Falle nachgewiesen werden; eine
H&aufung dieser Aberration bei GC-DLBCL war jedoch nicht signifikant (10/14 -
71% vs 5/10 - 50%). Die +5q (4/10 - 40% gegenuber 1/14 - 7%) und del(10q)
(4/10 - 40% gegenuber 0%) waren haufiger bei den non-GCB vertreten, ein
Unterschied, der sich wahrscheinlich aufgrund der kleinen Stichprobe von nur 24
follikularen Lymphomen als statistisch nicht signifikant herausstellte. Die
unterschiedliche Verteilung von Zugewinnen zugunsten der non-GCB bei
Chromosom 3 und 18 war tendenziell nachweisbar. Auch die Translokation
t(14;18) war wie in den bisherigen Stichproben in der GCB-Gruppe haufiger.
Zugewinne fur das Chromosom 7 waren jedoch in beiden Gruppen annahernd

gleich haufig vertreten.

3.5.6 Vergleich von chromosomalen Aberrationen in DLBCL vom GCB- und

non-GCB-Typ primar extranodaler Tumoren und rein diffus wachsenden
nodalen DLBCL

Eine leichte Verschiebung der Ergebnisse ergab sich bei der Betrachtung der
Zusammenfassung der extranodalen Tumoren und der nodalen LBL mit diffusem
Wachstumsmuster (n=113, Tabelle 13). Hier wiesen Zugewinne die
Chromosomen 12 und 18 betreffend ein ausgeglicheneres Verteilungsmuster
auf. Ansonsten Dbrachte das Weglassen der LBL mit follikularem

Wachstumsmuster keinen weiteren Informationsgewinn.
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3.5.7 Vergleich von chromosomalen Aberrationen in DLBCL vom GCB- und

non-GCB-Typ bei Rezidiven

Auch die Stichprobe der Rezidive war mit 25 Fallen deutlich kleiner (Tabelle 14).
Im Gegensatz zum Primarmaterial wurden diese Falle haufiger als non-GCB-
diffuse grof3zellige B-Zell Lymphome klassifiziert (16 non-GC- vs 9 GC-DLBCL),
ein Unterschied, der jedoch nicht signifikant war. Folgende ungleiche
Haufigkeiten der chromosomalen Aberrationen fielen auf: del(17p) war mit 33%
(3/9) bei GCB, jedoch nicht in der non-GCB-Gruppe vertreten. Del(Xq) kam mit
44% (4/9) gegeniber 19% (3/16) wie auch +15qg mit 44% (4/9) vs 0% ebenfalls
haufiger in dieser Gruppe vor. +3q war mit 31% (5/16) gegenuber 11% (1/9)
hingegen bei den non-GCB haufiger. Bis auf die Translokation t(14;18) — in 22%
(2/9) bei GC-DLBCL — waren die Translokationen in beiden Untergruppen
anndhernd gleich verteilt. Keines dieser Ergebnissen war statistisch signifikant.
Die Trisomien 3, 7, 12 und 18 zeigten im Rezidivmaterial ebenfalls ein
ausgeglichenes Verteilungsmuster zwischen den Gruppen der GCB- und der
non-GC-DLBCL.
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TABELLE 8: Absolute und relative Haufigkeiten von chromosomalen
Aberrationen im Primarmaterial im Vergleich zwischen GCB-
und non-GCB- LBL

Tabelle 8 non-GCB Prozent GCB Prozent P-Wert
Lokalisation | gesamt 69 68

del (1q) 20 9 69 13% 11 68 16% n.s.
del (1p) 25 11 69 16% 14 68 21% n.s.
+1q 30 12 69 17% 18 68 26% n.s.
del (2p) 17 11 69 16% 6 68 9% n.s.

+3 24 18 69 26% 6 68 9% 0,001

+ 39 41 30 69 43% 11 68 16% 0,001

+3p 40 29 69 42% 11 68 16% 0,001

t (3;14) 12 7 69 10% 5 68 7% n.s.
del (4q) 19 8 69 12% 11 68 16% n.s.
+5q 22 10 69 14% 12 68 18% n.s.
del (6q) 60 31 69 45% 29 68 43% n.s.
+ 6p 18 10 69 14% 8 68 12% n.s.

+7 20 4 69 6% 16 68 24% 0,001
+7q 29 10 69 14% 19 68 28% n.s.
+7p 28 9 69 13% 19 68 28% 0,05
del (7q) 13 10 69 14% 3 68 4% 0,05
del (8p) 14 7 69 10% 7 68 10% n.s.
t (8:14) 10 2 69 3% 8 68 12% 0,05
del (9p) 18 11 69 16% 7 68 10% n.s.
del (10q) 15 8 69 12% 7 68 10% n.s.
+11q 26 14 69 20% 12 68 18% n.s.
del (11q) 8 3 69 4% 5 68 7% n.s.
+12 19 6 69 9% 13 68 19% n.s.
+12q 31 14 69 20% 17 68 25% n.s.
+12p 24 9 69 13% 15 68 22% n.s.

t (14;18) 13 1 69 1% 12 68 18% 0,001
+15q 9 4 69 6% 5 68 7% n.s.
+ 16p 16 9 69 13% 7 68 10% n.s.
+17q 22 12 69 17% 10 68 15% n.s.
+17p 10 7 69 10% 3 68 4% n.s.
del (17p) 34 16 69 23% 18 68 26% n.s.
+18 16 12 69 17% 4 68 6% 0,05
+18q 25 17 69 25% 8 68 12% n.s.
+18p 19 13 69 19% 6 68 9% n.s.
del (18 p) 11 6 69 9% 5 68 7% n.s.
del (19q) 10 6 69 9% 4 68 6% n.s.
+21q 17 6 69 9% 11 68 16% n.s.
del (22q) 11 6 69 9% 5 68 7% n.s.
del (Xq) 24 9 69 13% 15 68 22% n.s.
del (Xp) 20 8 69 12% 12 68 18% n.s.
+ X 32 17 69 25% 15 68 22% n.s.
del Y 13 9 69 13% 4 68 6% n.s.
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TABELLE 9: Absolute und relative Haufigkeiten von chromosomalen
Aberrationen bei extranodalen Tumoren im Vergleich
zwischen GCB- und non-GCB- LBL

Tabelle 9 non-GCB Prozent GCB Prozent P-Wert
Lokalisation | gesamt 17 14
del (1q) 4 3 17 18% 1 14 7% n.s.
del (1p) 2 2 17 12% 0 14 0% n.d.
+1q 4 2 17 12% 2 14 14% n.s.
del (2p) 4 3 17 18% 1 14 7% n.s.
+3 5 4 17 24% 1 14 7% n.s.
+3q 7 6 17 35% 1 14 7% n.s.
+3p 8 7 17 41% | 1 14 7% 0,001

t (3;14) 1 0 17 0% 1 14 7% n.d.
del (4q) 3 0 17 0% 3 14 21% n.d.
+5q 2 1 17 6% 1 14 7% n.s.
del (6q) 9 5 17 29% 4 14 29% n.s.
+ 6p 2 0 17 0% 2 14 14% n.d.
+7 3 0 17 0% 3 14 21% n.d.
+7q 5 2 17 12% 3 14 21% n.s.
+7p 4 1 17 6% 3 14 21% n.s.
del (7q) 2 1 17 6% 1 14 7% n.s.
del (8p) 2 1 17 6% 1 14 7% n.s.
t (8:14) 5 0 17 0% 5 14 36% n.d.
del (9p) 3 2 17 12% 1 14 7% n.s.
del (10q) 1 1 17 6% 0 14 0% n.d.
+11q 4 3 17 18% 1 14 7% n.s.
del (11q) 2 1 17 6% 1 14 7% n.s.
+12 2 0 17 0% 2 14 14% n.d.
+12q 6 4 17 24% 2 14 14% n.s.
+12p 7 5 17 29% 2 14 14% n.s.
t (14;18) 0 0 17 0% 0 14 0% n.d.
+15q 0 0 17 0% 0 14 0% n.d.
+16p 1 1 17 6% 0 14 0% n.d.
+17q 7 3 17 18% 4 14 29% n.s.
+17p 4 2 17 12% 2 14 14% n.s.
del (17p) 6 3 17 18% 3 14 21% n.s.
+18 3 2 17 12% 1 14 7% n.s.
+18q 3 2 17 12% 1 14 7% n.s.
+18p 3 2 17 12% 1 14 7% n.s.
del (18 p) 2 2 17 12% 0 14 0% n.d.
del (19q) 0 0 17 0% 0 14 0% n.d.
+21q 5 2 17 12% 3 14 21% n.s.
del (22q) 2 1 17 6% 1 14 7% n.s.
del (Xq) 5 2 17 12% 3 14 21% n.s.
del (Xp) 5 2 17 12% 3 14 21% n.s.
+ X 4 3 17 18% 1 14 7% n.s.
del Y 0 0 17 0% 0 14 0% n.d.

38



TABELLE 10: Absolute und relative Haufigkeiten von chromosomalen
Aberrationen bei nodalen LBL im Vergleich zwischen GCB-
und non-GCB- LBL

Tabelle 10 non-GCB Prozent GCB Prozent P-Wert
Lokalisation | gesamt 52 54
del (1q) 16 6 52 12% 10 54 19% n.s.
del (1p) 23 9 52 17% 14 54 26% n.s.
+1g 26 10 52 19% 16 54 30% n.s.
del (2p) 13 8 52 15% 5 54 9% n.s.
+3 19 14 52 27% 5 54 9% 0,05
+ 39 34 26 52 50% 8 54 15% 0,001
+3p 32 22 52 42% 10 54 19% 0,001
t (3;14) 11 7 52 13% 4 54 7% n.s.
del (4q) 16 8 52 15% 8 54 15% n.s.
+5q 20 9 52 17% 11 54 20% n.s.
del (6q) 51 26 52 50% 25 54 46% n.s.
+ 6p 16 10 52 19% 6 54 11% n.s.
+7 17 4 52 8% 13 54 24% 0,05
+7q 24 I 52 13% 17 54 31% 0,05
+7p 24 8 52 15% 16 54 30% n.s.
del (7q) 8 6 52 12% 2 54 4% n.s.
del (8p) 12 6 52 12% 6 54 11% n.s.
t (8;14) 5 2 52 4% 3 54 6% n.s.
del (9p) 15 9 52 17% 6 54 11% n.s.
del (10q) 14 7 52 13% 7 54 13% n.s.
+11q 22 11 52 21% 11 54 20% n.s.
del (11q) 6 2 52 4% 4 54 7% n.s.
+12 14 3 52 6% 11 54 20% 0,05
+12q 25 10 52 19% 15 54 28% n.s.
+12p 18 5 52 10% 13 54 24% 0,05
t (14;18) 13 1 52 2% 12 | 54 22% 0,001
+15q 9 4 52 8% 5 54 9% n.s.
+ 16p 15 8 52 15% 7 54 13% n.s.
+17q 15 9 52 17% 6 54 11% n.s.
+17p 6 5 52 10% 1 54 2% n.s.
del (17p) 28 13 52 25% 15 54 28% n.s.
+18 13 10 52 19% 3 54 6% 0,05
+18q 22 15 52 29% I 54 13% 0,05
+18p 16 11 52 21% 5 54 9% n.s.
del (18 p) 9 4 52 8% 5 54 9% n.s.
del (19q) 10 6 52 12% 4 54 7% n.s.
+21q 12 4 52 8% 8 54 15% n.s.
del (22q) 9 5 52 10% 4 54 7% n.s.
del (Xq) 19 7 52 13% 12 54 22% n.s.
del (Xp) 15 6 52 12% 9 54 17% n.s.
+ X 28 14 52 27% 14 54 26% n.s.
del Y 13 9 52 17% 4 54 7% n.s.
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TABELLE 11: Absolute und relative Haufigkeiten von chromosomalen
Aberrationen bei nodalen LBL mit rein diffusem im Vergleich
zwischen GCB- und non-GCB- LBL

Tabellell non-GCB Prozent GCB Prozent P-Wert
Lokalisation | gesamt 42 40

del (1q) 11 5 42 12% 6 40 15% n.s.
del (1p) 16 7 42 17% 9 40 23% n.s.
+1q 16 7 42 17% 9 40 23% n.s.
del (2p) 10 6 42 14% 4 40 10% n.s.
+3 17 12 42 29% 5 40 13% n.s.

+ 39 27 22 42 52% 5 40 13% 0,001
+3p 24 17 42 40% 7 40 18% 0,05

t (3;14) 8 6 42 14% 2 40 5% n.s.
del (4q) 12 7 42 17% 5 40 13% n.s.
+5q 15 5 42 12% 10 40 25% n.s.
del (6q) 36 21 42 50% 15 40 38% n.s.
+6p 11 8 42 19% 3 40 8% n.s.
+7 14 3 42 7% 11 40 28% 0,05
+7q 19 5 42 12% 14 40 35% 0,05
+7p 20 6 42 14% 14 | 40 35% 0,05
del (7q) 6 5 42 12% 1 40 3% n.s.
del (8p) 10 5 42 12% 5 40 13% n.s.
t (8:14) 4 2 42 5% 2 40 5% n.s.
del (9p) 14 9 42 21% 5 40 13% n.s.
del (10q) 10 3 42 7% 7 40 18% n.s.
+11q 14 8 42 19% 6 40 15% n.s.
del (11q) 4 1 42 2% 3 40 8% n.s.
+12 11 3 42 7% 8 40 20% n.s.
+12q 19 9 42 21% 10 40 25% n.s.
+12p 14 5 42 12% 9 40 23% n.s.

t (14;18) 10 1 42 2% 9 40 23% 0,001
+15q 7 3 42 7% 4 40 10% n.s.
+ 16p 13 7 42 17% 6 40 15% n.s.
+17q 10 7 42 17% 3 40 8% n.s.
+17p 5 4 42 10% 1 40 3% n.s.
del (17p) 21 10 42 24% 11 40 28% n.s.
+18 8 6 42 14% 2 40 5% n.s.
+18q 15 11 42 26% 4 40 10% n.s.
+18p 10 7 42 17% 3 40 8% n.s.
del (18 p) 9 4 42 10% 5 40 13% n.s.
del (19q) 9 6 42 14% 3 40 8% n.s.
+21q 10 4 42 10% 6 40 15% n.s.
del (22q) 8 5 42 12% 3 40 8% n.s.
del (Xq) 14 6 42 14% 8 40 20% n.s.
del (Xp) 13 5 42 12% 8 40 20% n.s.
+ X 20 10 42 24% 10 40 25% n.s.
del Y 12 9 42 21% 3 40 8% n.s.
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TABELLE 12: Absolute und relative Haufigkeiten von chromosomalen
Aberrationen bei nodalen LBL im Vergleich zwischen GCB-
und non-GCB- LBL

Tabellel2 non-GCB Prozent GCB Prozent P-Wert
Lokalisation | gesamt 10 14

del (1q) 5 1 10 10% 4 14 29% n.s.
del (1p) 7 2 10 20% 5 14 36% n.s.
+ 19 10 3 10 30% 7 14 50% n.s.
del (2p) 3 2 10 20% 1 14 7% n.s.
+3 2 2 10 20% 0 14 0% n.d.
+3q 7 4 10 40% 3 14 21% n.s.
+3p 8 5 10 50% 3 14 21% n.s.

t (3;14) 3 1 10 10% 2 14 14% n.s.
del (4q) 4 1 10 10% 3 14 21% n.s.
+5q 5 4 10 40% 1 14 7% n.s.
del (6q) 15 5 10 50% 10 14 71% n.s.
+ 6p 5 2 10 20% 3 14 21% n.s.
+7 3 1 10 10% 2 14 14% n.s.
+7q 5 2 10 20% 3 14 21% n.s.
+7p 4 2 10 20% 2 14 14% n.s.
del (7q) 2 1 10 10% 1 14 7% n.s.
del (8p) 2 1 10 10% 1 14 7% n.s.
t (8;14) 1 0 10 0% 1 14 7% n.d.
del (9p) 1 0 10 0% 1 14 7% n.d.
del (10q) 4 4 10 40% 0 14 0% n.d.
+11q 8 3 10 30% 5 14 36% n.s.
del (11q) 2 1 10 10% 1 14 7% n.s.
+12 3 0 10 0% 3 14 21% n.d.
+12q 6 1 10 10% 5 14 36% n.s.
+12p 4 0 10 0% 4 14 29% n.d.

t (14;18) 3 0 10 0% 3 14 21% n.d.
+15q 2 1 10 10% 1 14 7% n.s.
+16p 2 1 10 10% 1 14 7% n.s.
+17q 5 2 10 20% 3 14 21% n.s.
+17p 1 1 10 10% 0 14 0% n.d.
del (17p) 7 3 10 30% 4 14 29% n.s.
+18 5 4 10 40% 1 14 7% n.s.
+18q 7 4 10 40% 3 14 21% n.s.
+18p 6 4 10 40% 2 14 14% n.s.
del (18 p) 0 0 10 0% 0 14 0% n.d.
del (19q) 1 0 10 0% 1 14 7% n.d.
+21q 2 0 10 0% 2 14 14% n.d.
del (22q) 1 0 10 0% 1 14 7% n.d.
del (Xq) 5 1 10 10% 4 14 29% n.s.
del (Xp) 2 1 10 10% 1 14 7% n.s.
+ X 8 4 10 40% 4 14 29% n.s.
del Y 1 0 10 0% 1 14 7% n.d.
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TABELLE 13: Absolute und relative Haufigkeiten von chromosomalen
Aberrationen bei extranodalen Tumoren und LBL mit
diffusem Wachstumsmuster im Vergleich zwischen GCB-
und non-GCB- LBL

Tabelle13 non-GCB Prozent GCB Prozent P-Wert
Lokalisation | gesamt 59 54

del (1q) 15 8 59 14% 7 54 13% n.s.
del (1p) 18 9 59 15% 9 54 17% n.s.
+1q 20 9 59 15% 11 54 20% n.s.
del (2p) 14 9 59 15% 5 54 9% n.s.
+3 22 16 59 27% 6 54 11% 0,05

+ 3q 34 26 59 44% 8 54 15% 0,001

+3p 32 24 59 41% 8 54 15% 0,001

t (3;14) 9 6 59 10% 3 54 6% n.s.
del (4q) 15 7 59 12% 8 54 15% n.s.
+ 5¢ 17 6 59 10% 11 54 20% n.s.
del (6q) 45 26 59 44% 19 54 35% n.s.
+6p 13 8 59 14% 5 54 9% n.s.

+7 17 3 59 5% 14 54 26% 0,001
+7q 24 8 59 14% 16 54 30% 0,05
+7p 24 7 59 12% 17 54 31% 0,05
del (7q) 11 9 59 15% 2 54 4% 0,05
del (8p) 12 6 59 10% 6 54 11% n.s.
t (8;14) 9 2 59 3% 7 54 13% n.s.
del (9p) 17 11 59 19% 6 54 11% n.s.
del (10q) 11 4 59 7% 7 54 13% n.s.
+11q 18 11 59 19% 7 54 13% n.s.
del (11q) 6 2 59 3% 4 54 7% n.s.
+12 16 6 59 10% 10 54 19% n.s.
+12q 25 13 59 22% 12 54 22% n.s.
+12p 20 9 59 15% 11 54 20% n.s.

t (14;18) 10 1 59 2% 9 54 17% 0,001
+15q 7 3 59 5% 4 54 7% n.s.
+ 16p 14 8 59 14% 6 54 11% n.s.
+ 179 17 10 59 17% 7 54 13% n.s.
+17p 9 6 59 10% 3 54 6% n.s.
del (17p) 27 13 59 22% 14 54 26% n.s.
+18 11 8 59 14% 3 54 6% n.s.
+18q 18 13 59 22% 5 54 9% n.s.
+18p 13 9 59 15% 4 54 7% n.s.
del (18 p) 11 6 59 10% 5 54 9% n.s.
del (19q) 9 6 59 10% 3 54 6% n.s.
+21q 15 6 59 10% 9 54 17% n.s.
del (22q) 10 6 59 10% 4 54 7% n.s.
del (Xq) 19 8 59 14% 11 54 20% n.s.
del (Xp) 18 7 59 12% 11 54 20% n.s.
+ X 24 13 59 22% 11 54 20% n.s.
delY 12 9 59 15% 3 54 6% n.s.

42



TABELLE 14: Absolute und relative Haufigkeiten von chromosomalen
Aberrationen bei Rezidiven im Vergleich zwischen GCB- und

non-GCB- LBL
Tabellel14 non-GCB Prozent GCB Prozent P-Wert
Lokalisation | gesamt 16 9
del (1q) 5 2 16 13% 3 9 33% n.s.
del (1p) 5 2 16 13% 3 9 33% n.s.
+ 19 8 5 16 31% 3 9 33% n.s.
del (2p) 3 2 16 13% 1 9 11% n.s.
+3 3 2 16 13% 1 9 11% n.s.
+3q 6 5 16 31% 1 9 11% n.s.
+3p 5 4 16 25% 1 9 11% n.s.
t (3;14) 3 3 16 19% 0 9 0% n.d.
del (4q) 4 3 16 19% 1 9 11% n.s.
+5q 4 3 16 19% 1 9 11% n.s.
del (6q) 11 8 16 50% 3 9 33% n.s.
+ 6p 2 2 16 13% 0 9 0% n.s.
+7 2 1 16 6% 1 9 11% n.s.
+7q 6 5 16 31% 1 9 11% n.s.
+7p 7 5 16 31% 2 9 22% n.s.
del (7q) 6 5 16 31% 1 9 11% n.s.
del (8p) 3 3 16 19% 0 9 0% n.s.
t (8:14) 2 1 16 6% 1 9 11% n.s.
del (9p) 3 1 16 6% 2 9 22% n.s.
del (10q) 1 0 16 0% 1 9 11% n.d.
+11q 4 2 16 13% 2 9 22% n.s.
del (11q) 3 2 16 13% 1 9 11% n.s.
+12 8 5 16 31% 3 9 33% n.s.
+12q 8 5 16 31% 3 9 33% n.s.
+12p 8 5 16 31% 3 9 33% n.s.
t (14;18) 2 0 16 0% 2 9 22% n.d.
+15q 4 0 16 0% 4 9 44% n.d.
+ 16p 5 3 16 19% 2 9 22% n.s.
+17q 5 3 16 19% 2 9 22% n.s.
+17p 4 3 16 19% 1 9 11% n.s.
del (17p) 3 0 16 0% 3 9 33% n.d.
+18 5 3 16 19% 2 9 22% n.s.
+18q 6 4 16 25% 2 9 22% n.s.
+18p 5 3 16 19% 2 9 22% n.s.
del (18 p) 2 1 16 6% 1 9 11% n.s.
del (19q) 3 2 16 13% 1 9 11% n.s.
+21q 4 3 16 19% 1 9 11% n.s.
del (22q) 3 0 16 0% 3 9 33% n.d.
del (Xq) 7 3 16 19% 4 9 44% n.s.
del (Xp) 5 2 16 13% 3 9 33% n.s.
+ X 4 2 16 13% 2 9 22% n.s.
del Y 4 0 16 0% 4 9 44% n.d.
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4. Diskussion

4.1  Einfihrung

Die Bezeichnung ,diffuses grof3zelliges B-Zell Lymphom* (DLBCL) wurde
wahrend der Ausarbeitung der REAL-Klassifikation von der International
Lymphoma Study Group vorgeschlagen. Somit wurden ,Entitdten” aus der Kiel-
Klassifikation, wie das diffuse centroblastische Lymphom vom mono- und
polymorphem sowie multilobuliertem Subtyp, das immunoblastische Lymphom
und das anaplastische B-Zell Lymphom zu einer ,diagnostischen Kategorie*
zusammengefasst. Da die Kenntnisse Uber das biologische Verhalten dieser
Tumoren nicht ausreichend waren, kamen die Autoren Uberein, dass aufgrund
mangelnder Reproduzierbarkeit eine Unterklassifizierung — aul3erhalb

wissenschaftlicher Fragestellung - noch nicht sinnvoll ware.

Chromosomale Aberrationen im Genom von Tumorzellen zeigen eine nicht-
zufallige Verteilung, wie sich bei umfangreichen genetischen Analysen von
malignen Lymphomen zeigte (Johansson 1995). Dies deutet darauf hin, dass es
maoglich  sein  muisste, nach erfolgter Definition eines bestimmten
Aberrationsspektrums spater nach erneuter Identifikation auf das Vorliegen eines
bestimmten Subtyps schlieRen zu kénnen und so eine sinnvolle Unterteilung

dieser heterogenen Entitat zu etablieren.

4.2 Chromosomale Aberrationen in grosszelligen B-Zell-Lymphomen

Bei der Betrachtung des Aberrationsspektrums im  vorliegenden
Untersuchungsgut stellt man fest, dass im Primarmaterial (n=137)
chromosomale Zugewinn haufiger als Verluste sind - ein Ergebnis, das durchweg
im Einklang mit den publizierten Daten anderer Arbeitsgruppen steht
(Schlegelberger 1992). Trisomien der Chromosomen 3 (24/137), 7 (20/137), 12
(19/137) und 18 (16/137) treten in knapp 20% auf. Weiterhin ergeben sich in
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absteigender Haufigkeit folgende Zugewinne, wobei bei Aberrationen, die
Chromosomen mit Trisomien betreffen (Chromosomen 3, 7, 12 und 18), die Falle
mit dem alleinigen Nachweis einer Trisomie zu den jeweiligen Zugewinnen
hinzugerechnet wurden: +3q (einschliel3lich der Trisomie 3: 40/137 - 29%), +3p
(einschliellich der Trisomie 3: 39/137 - 28%), +X (32/137 - 23%), +12q
(einschliel3lich der Trisomie 12: 31/137 - 23%), +1q (30/137 - 22%), +7q
(einschliel3lich der Trisomie 7: 29/137 - 21%), +7p (einschliel3lich der Trisomie 7:
28/137 - 20%), +11qg (26/137 - 19%), +18q (einschliel3lich der Trisomie 18:
25/137 - 18%), +12p (einschliel3lich der Trisomie 12: 24/137 - 18%), +5q (22/137
- 16%) und +17q (22/137 - 16%). Die haufigste strukturelle Aberration sind
jedoch Verluste auf dem langen Arm des Chromosoms 6. Diese treten in 44%
(60/137) auf. Weitere Verluste sind: del(17p) (34/137 - 25%), del(1p) (25/137 -
18%), del(Xq) (24/137 - 18%), del(Xp) (20/137 - 15%), del(1q) (20/137 - 15%),
del(4q) (19/137 - 14%), del(9p) (18/137 - 13%), del(10q) (15(137 - 11%) und
del(2p) (17/137 - 12%).

Wie in der Literatur vorbeschrieben, wurden Verluste im langen Arm des
Chromosoms 6 auch in der vorliegenden Serie als haufige Aberrationen bei Non-
Hodgkin-Lymphomen beschrieben. Monni et al. beschreiben 6qg-Deletionen in
38% der untersuchten diffusen grof3zelligen B-Zell-Lymphome (1996). Eine
prognostische Relevanz dieser Aberration ist nicht gesichert. Offit et al. (1991)
beschreiben, dass 30-60% der ,intermediate und ,high-grade” B-Zell NHL mit
einer Translokation t(14;18) eine Deletion 6q aufweisen. Dies kodnnte ein
maoglicher Hinweis fur eine prognostische Relevanz dieser Aberration sein. Bei
Vitolo et al. (1998) scheint das Auftreten einer 6g-Deletion keinen Einfluss auf
Prognose und klinischen Verlauf von diffusen grof3zelligen B-Zell Lymphomen zu
haben. Zu beachten gilt jedoch, dass bei letzterer Analyse nur Falle nach
Behandlung mit Anthrazyklin-haltiger Chemotherapie untersucht wurden.

Als erste charakteristische Chromosomenaberration eines malignen Lymphoms
wurde die Translokation t(8;14) von Zech et al. 1976 mit Hilfe der klassischen
Zytogenetik beschrieben. Sie findet sich in etwas 80% bei Burkitt-Lymphomen.

Die t(14;18) ist in bis zu 85% der follikularen Lymphome vorhanden (Yunis

45



1987). Schlegelberger et al. konnten 1999 zeigen, dass diese Translokation
haufiger in zentroblastischen als in immunoblastischen Varianten vorkommt. Die
dadurch resultierende Aktivierung des BCL2-Gens verschafft diesen Zellen eine
verlangerte Uberlebenszeit (Hockenberry 1990). Weiterhin wird in dieser Arbeit
beschrieben, dass in immunoblastischen Lymphomen das Vorkommen von
Aberrationen bei 7q und 8qg einen schwerwiegenderen Einfluss auf das
Uberleben hat, als der International Prognostic Index. Dieses Beispiel zeigt
ebenfalls, dass ein nicht-zufalliges Verteilungsmuster von chromosomalen
Aberrationen wahrscheinlich ist. Bereits 1992 berichtete diese Arbeitsgruppe
uber das Auftreten der Trisomien der Chromosome 7, 11 und 12 sowie von
Uberzahligen X-Chromosomen als sekundare Chromosomenaberrationen.
Strukturelle Aberrationen betrafen am haufigsten den kurzen Arm des
Chromosoms 6 in Form von Deletionen, wie sich auch bei den in dieser Studie
untersuchten Fallen zeigte. Es gilt somit die Annahme, dass bestimmte
sekundare Chromosomenaberrationen Bedeutung fur das histologische Bild und
den klinischen Verlauf haben (Yunis 1987).

Obwohl die oben beschriebenen Translokationen auch mit der Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) oder mit Blotting-Verfahren (Southern Blot) nachgewiesen
werden koénnen, hat sich die zytogenetische Chromosomenanalyse gegeniber
diesen moderneren Verfahren als verlasslicher erwiesen (Schlegelberger 1999).
Aufgrund der Teilungsfreudigkeit der Tumorzellen ist eine zytogenetische
Chromosomenanalyse durchaus sinnvoll, da sich ausreichend Zellen in der
Metaphase befinden (Bentz 1999). Die zytogenetische Analyse von Non-
Hodgkin-Lymphome hat folglich die Assoziation von klonalen Aberrationen mit
bestimmten klinischen und biologischen Merkmalen ermdglicht (Cigudosa 1999).

Die comparative genomische Hybridisierung (CGH) ermdglicht eine
Nukleinsdureanalyse, bei der das zu untersuchende Material mit normalem
Referenz-Material um die Hybridisierung auf Metaphasen-Chromosomen von
gesunden Probanden konkurriert. Mit der CGH ist es mdglich, in Verbindung mit
computergestitzten Auswerteeinheiten vergleichsweise hohe Zellzahlen zu

analysieren und somit Ruckschlisse uber die Verteilung der Aberrationen in
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einer untersuchten Zellpopulation zu ziehen. Unterschiede zur klassischen
Zytogenetik bestehen in der Tatsache, dass durch die der zytogenetischen
Analyse vorangehende Zellkultur eine klonale Selektion stattfindet: Klone mit
einem  beispielsweise  durch  bestimmte  Aberrationen  erworbenen
Uberlebensvorteil sind somit mdglicherweise (berreprasentiert. Dies mag die
Abweichungen in der Frequenz der unterschiedlichen Aberrationen zwischen
den Studien, die klassische zytogenetische Untersuchungen durchgefihrt haben
und solchen, in denen die Ergebnisse mittels CGH zustande kamen, erklaren.
Dabei ist insbesondere zu erwdhnen, dass die CGH nur Imbalancen genetischen
Materials und nur solche in mehr als 50% der Zellen erkennt.

4.3 Nodale und extranodale DLBCL

Etwa 30-40% diffuser grof3zelliger B-Zell Lymphome (DLBCL) entstehen primar
extranodal in Organen, in denen lymphatisches Parenchym zum Teil nicht primér
angelegt ist. Am haufigsten treten sie im Gastrointestinaltrakt, und hier weit
Uberwiegend im Magen auf, kommen aber haufiger auch im ZNS, den Hoden,
der Lunge, oder in der Haut vor. Morphologisch zeigen die Tumorzellen das
gesamte Spektrum peripherer B-Blasten und entsprechen daher Centroblasten,
Immunoblasten, oder Plasmoblasten. Von primar nodalen (und haufig
systemischen) DLBCL sind sie morphologisch also kaum abzugrenzen. Neuere
klinische, immunologische und molekulargenetische Daten deuten aber darauf
hin, dass extranodale DLBCL besondere Tumoren sind, die sich insbesondere in
ihren molekularen Charakteristika von nodalen Tumoren (und auch
untereinander) unterscheiden und somit haufig organotypische Eigenschaften
aufweisen. Diese konnen eine besondere organabhangige, Klinische
Prasentation sein, oder eine gegeniber nodalen Tumoren haufig distinkte
genetische Konstitution mit besonderen Aberrationen darstellen, die haufig mit
dem Entstehungsort der Tumoren assoziiert sind (Ott und Rosenwald 2007).

In der vorliegenden Studie wurden die Aberrationen bei nodalen LBL (n=106)

und primar extranodalen Tumoren (n=31) verglichen. Statistisch signifikant war
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das unterschiedliche Auftreten zweier Translokationen in nodalen grof3zelligen
B-Zell Lymphomen (LBL) und primér extranodalen Tumoren. So war die
Translokation t(8;14) signifikant haufiger bei extranodalen Tumoren nachweisbar
(5/31 — 16% vs 5/106 — 5%; p<0,05), wahrend die Translokation t(14;18)
ausschlief3lich bei nodalen LBL auftrat (12% - 13/106). Die Translokation t(3;14)
(einschliel3lich der Falle mit einem nachgewiesenen Bruchpunkt bei 3q27)
betreffend erreichte der Unterschied zwar keine statistische Signifikanz, war
jedoch tendenziell haufiger bei nodalen LBL nachweisbar: Sie trat bei einem von
31 Fallen bei extranodalen Tumoren auf; bei den nodalen LBL fanden sich elf
Féalle von 106 (10%). Die unterschiedliche Frequenz der Translokationen
t(14;18), t(8;14) und t(3;14) in nodalen und extranodalen Tumoren (Ott et al.
1997) unterstreicht einerseits die Bedeutung verschiedener
Transformationswege in Tumoren unterschiedlicher Lokalisation. Andererseits
sind diese primaren Aberrationen fir das Auftreten von weiteren chromosomalen
Imbalancen (Deletionen und Zugewinne) verantwortlich (Johansson et al 1995).
So fanden sich im vorliegenden Untersuchungsgut weitere Unterschiede in der
Haufigkeitsverteilung von sekundaren Aberrationen — allerdings ohne statistische
Signifikanz. Einen Uberblick gibt folgende Tabelle Nr. 15.

Lokalisation| Extran. LBL (n=31) | nodale LBL (n=106)

del (1p) 2 6% 23 22%
+1q 4 13% 26 25%

+ 3Q 7 23% 33 31%

+ 5q 2 6% 20 19%
del (69) 9 29% 51 48%
del (79) 5 16% 8 8%
+11q 4 13% 22 21%
+12q 6 19% 25 24%
+ 15q 0 0% 9 8%
+ 16p 1 3% 15 14%
del (17p) 6 19% 28 26%
+18q 3 10% 22 21%
+ X 4 13% 28 26%
del Y 0 0% 13 12%

Tabelle 15: Unterschiede in der relativen Haufigkeit von sekundéren
Aberrationen bei extranodalen und nodalen LBL. In nahezu allen Regionen
finden sich in der Gruppe der nodalen LBL eine hohere Frequenz.
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In vorangegangenen Studien wird beschrieben, dass sowohl nodale LBL als
auch extranodale diffuse grof3zellige B-Zell Lymphome rekurrente genomische
Aberrationen aufweisen (Offit et al. 1991, Schlegelberger et al. 1992, Monni et al.
1996, Barth et al. 1998, Cigudosa et al. 1999). Generell zeigen primar
extranodale DLBCL im Gastrointestinaltrakt  ahnliche  chromosomale
Aberrationen wie primar nodale DLBCL, mit Ausnahme der t(14;18)/BCL2-
Rearrangement, die in 15-25% nodaler DLBCL, nicht jedoch in extranodalen
DLBCL nachzuweisen ist. Sekundare genetische Alterationen wie eine
Mutation/Inaktivierung von TP53 oder p16 werden sowohl in diesen extranodalen
DLBCL wie auch in nodalen DLBCL in ahnlicher Frequenz angetroffen (Ott und
Rosenwald 2007).

Das Spektrum chromosomaler Imbalancen (Deletionen und Zugewinne) in
nodalen und extranodalen, insbesondere gastralen und intestinalen DLBCL ist
ahnlich, unterscheidet sich aber in der Haufigkeit, in der die unterschiedlichen
Regionen betroffen sind. So lagen in Kklassischen zytogenetischen
Untersuchungen Unterschiede in der Frequenz des Auftretens von Zugewinnen
fur das Chromosom 5, fir Zugewinne in 11qg und fur die Chromosomen 15/15q
und 16/16q vor. Diese Regionen waren in priméar extranodalen Lymphomen
deutlich seltener bzw. gar nicht betroffen (Ott et al. 1997). In CGH-
Untersuchungen konnten Zugewinne in 11/11q, 12g und 1q in gastrointestinalen
DLBCL besonders haufig nachgewiesen werden (Barth et al. 1998). Auch
Verluste fur das Y-Chromosom lagen bei primar nodalen Lymphomen haufiger
vor. Hingegen waren Deletionen im langen Arm des Chromosoms 7
(Uberwiegend in der Region g22-ter) haufiger bei extranodalen Lymphomen
anzutreffen. Die in nodalen DLBCL in etwa 5-10% der Falle nachweisbare
t(8;14)(q24;932) scheint deutlich haufiger in  Tumoren extranodaler
Primarlokalisationen nachweisbar (Ott et al. 1997). Dieser Befund ist
insbesondere in primaren gastrointestinalen DLBCL evident, die ein
Rearrangement des CMYC Onkogens in bis zu 50% der Tumoren nachweisen
lieBen (van Krieken et al. 1990). In der vorliegenden Studie fielen die meisten
dieser beschriebenen Unterschiede (Chromosom +1q, +5q, +11q, +15q, +16q

und del(7q)) ebenfalls auf. Weiterhin fand sich ein zusatzliches Chromosom X,
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das hier bei den nodalen Tumoren haufiger vorkommt. Barth et al. (1998)
beschrieben als haufigste Aberrationen bei extranodalen grof3zelligen B-Zell-
Lymphomen des Gastrointestinaltraktes Zugewinne von Chromosom 11, 12, 1q
und 3q, sowie Verluste in 17p und 6qg. Diese Ergebnisse finden sich auch im
vorliegenden Untersuchungsgut. Jedoch kommen ausnahmslos alle von dieser
Arbeitsgruppe beschriebenen Aberrationen haufiger bei nodalen LBL vor. Die
Deletion 6q stellt nicht nur die haufigste chromosomale Imbalance im gesamten
vorliegenden Untersuchungsgut dar, sondern ist auch in den jeweils
untersuchten Untergruppen am haufigsten vertreten. Bezlglich der Zugewinne
bei Chromosom 12 fand sich ein nahezu gleiches Verteilungsmuster dieser
Aberration in den beiden Untergruppen. Die Deletion 17p ist ebenfalls in beiden

Gruppen annahernd gleich haufig vertreten.

Auffallend ist die Heterogenitdt des Untersuchungsgutes beziglich der
Primarmanifestation in den bisher durchgefiihrten Studien mit zumeist relativ
geringer Fallzahl, die bis heute eine reproduzierbare und weiterfihrende
Beurteilung nicht zugelassen haben. Eine mdgliche Ursache konnte in der
Tatsache liegen, dass extranodale Tumoren aufgrund des klinischen Verlaufes
eher diagnostiziert werden (Lopez-Guillermo et al. 2005). Dadurch wird die
Vermutung, dass mit langer andauerndem Verlauf mehr und mehr Aberrationen
auftreten, beziehungsweise ein Auftreten von zusatzlichen Aberrationen mit der

Progression assoziiert ist, unterstitzt.

Im Zuge der klinischen und biologischen Charakterisierung von DLBCL anhand
der Priméarlokalisation fand sich bei Lopez-Guillermo et al. (2005) bei nodalen
LBL haufiger eine Knochenmarksinfiltration, ein erhdohter Serum-LDH-Spiegel,
erhohte Beta2Mikroglobulin-Werte sowie haufiger eine ,bulky disease“ — also
groRere Tumormassen: all diese Faktoren deuten auf ein fortgeschrittenes
Krankheitsstadium hin. In dieser Arbeit waren weiterhin Zugewinne von 18921
haufiger bei nodalen LBL, ein Ergebnis, das im vorliegenden Untersuchungsgut
reproduzierbar war, allerdings in weit geringerer Haufigkeit und statistisch nicht

signifikant.
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Es ist nicht klar, ob die klinischen und biologischen Unterschiede zwischen
nodalen und extranodalen LBL aufgrund der unterschiedlichen Primarlokalisation
oder aufgrund tatsachlicher biologischer Unterschiede zustande kommen.
Zudem wurden in einigen Studien (Lopez-Guillermo et al. 2005) nur lokale
extranodale DLBCL als ,primar extranodal“ gewertet, obwohl selbstverstandlich
auch diese Entitat disseminiert auftreten kann - vor allem in den
fortgeschrittenen Stadien AnnArbor Il und IV. Dies fuhrt zu einem
unvollstandigen  Bild des zytogenetischen Aberrationsspektrums  der

extranodalen Tumoren in solchen Studien.

4.4  Follikulare Lymphome Grad 3B +/- DLBCL

Bei der Betrachtung der 24 Falle der follikularen Lymphome mit oder ohne
zusatzlicher Komponente eines diffusen grof3zelligen B-Zell-Lymphoms (FL 3B
+/- DLBCL) und Gegenuberstellung mit den nodalen Lymphomen mit rein
diffusem Wachstumsmuster fallt als einzig statistisch signifikanter Unterschied
ein haufigeres Vorkommen von Zugewinnen bei 1q (10/24 — 42% vs 16/82 —
20%; p<0,05) bei den FL 3B +/- DLBCL auf. Nicht signifikant, jedoch ebenfalls
deutlich ist der Unterschied bei der Deletion 6q. Es zeigt sich mit einer Verteilung
von 63% (15/24) gegenuber 44% (36/82) zugunsten der FL 3B +/- DLBCL ein
bemerkenswerter Unterschied. Die gleiche Tendenz weisen ein Zugewinn des
Chromosoms X (8/24 — 33% vs 20/82 — 24%) und Zugewinne bei 11q (8/24 —
33% vs 14/82 — 17%) auf.

Auch Zugewinne bei Chromosom 18 sind haufiger bei FL 3B +/- DLBCL: die
Trisomie 18 zeigt ein Verhaltnis von 21% (5/24) gegentber 10% (8/82), +18q ein
Verhéltnis von 29% (7/24) gegenlber 18% (15/82) und +18p ein Verhaltnis von
25% (6/24) gegenuber 12% (10/82). Bei Chromosom 3 fallt wie bei den
folgenden Aberrationen ein gegensatzliches Verteilungsmuster auf. Hier konnte
die Trisomie 3 mit 21% (17/82) gegenuber 8% (2/24) deutlich haufiger bei den
nodalen DLBCL mit rein diffusem Wachstumsmuster nachgewiesen werden.

Zugewinne von 3q zeigten eine Verteilung von 33% (27/82) gegeniiber 25%

51



(6/24). Bei Chromosom 7 zeigte sich ebenfalls diese Tendenz. Ein
nennenswerter Unterschied in der relativen Haufigkeit bestand nur bei +7p (24%
- 20/82 vs 17% - 4/24). Die Deletion 9p kam bei 17% (14/82) bei nodalen DLBCL
mit rein diffusem Wachstumsmuster und nur bei 4% (1/24) bei den FL 3B +/-
DLBCL vor.

Die Unterteilung des Untersuchungsgutes in der vorliegenden Studie nach
nodalen DLBCL mit rein diffusem Wachstumsmuster und FL 3B +/- DLBCL
begruindet sich in der Beobachtung, dass follikulare Lymphome Grad 3 einen
aggressiveren Verlauf als follikulare Lymphome Grad 1 und 2 zeigen und in
ihrem Klinischen Verhalten sowie dem Ansprechen auf Chemotherapie eher den
DLBCL entsprechen (Hans et al. 2003). FL Grad 3 sollten daher als heterogene
Gruppe angesehen werden. Ott et al. (2002) und Katzenberger et al. (2004)
konnten nachweisen, dass eine Gruppe FL3A mit haufigerem Auftreten (in etwa
70% der Falle) der t(14;18) und eine Gruppe FL3B (gegebenenfalls mit einer
zusatzlichen DLBL-Komponente) mit einem Rearrangement von BCL6

(Translokation t(3;14) oder Varianten in etwa 60% der Falle) assoziiert ist.

Die Untergruppe der FL 3B +/- DLBCL entspricht laut Ott et al. (2002) offenbar
eher diffusen grofRzelligen B-Zell-Lymphomen. Bei der Betrachtung des
vorliegenden Untersuchungsgutes zeigt sich bei den FL 3B +/- DLBCL
tatsachlich bis auf ein signifikant haufigeres Vorkommen von Zugewinnen bei 1q
ein weitgehend &ahnliches Verteilungsspektrum an chromosomalen Aberrationen
wie bei den nodalen Lymphomen mit rein diffusem Wachstumsmuster. In der
Literatur (Schlegelberger et al. 1992) wird die Translokation t(14;18) als eine
follikulare Lymphome nahezu definierende primare Aberration angesehen; sie ist
in jener Untersuchung mit Zugewinnen von 1q assoziiert — ein Ergebnis, das zur
vorliegenden Untersuchung passt. Hier kommt die Translokation t(14;18) in
nodalen Lymphomen mit rein diffusem Wachstumsmuster und follikularen
Lymphomen Grad 3B +/- DLBCL in etwa gleich haufig vor — wie auch die
Translokationen t(3;14) und t(8;14).
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Es kann dadurch gezeigt werden, dass die Gruppe der follikularen Lymphome
Grad 3B mit oder ohne zusatzliche Komponente eines diffusen grol3zelligen B-
Zell-Lymphoms sich durch zytogenetische Charakterisierung kaum von den
nodalen Lymphomen mit diffusem Wachstum abgrenzen lassen. Sie weisen ein
anderes Aberrationsspektrum als die in der Literatur beschriebenen t(14;18)-
positiven Lymphome auf und sind durch das Vorliegen eines ,Rearrangements”
in 3927 gekennzeichnet (Katzenberger et al. 2004). Dies konnte als weiterer
Hinweis der Zugehorigkeit der FL 3B +/- DLBCL zu den DLBCL gewertet

werden.

4.5 Zytogenetische Untersuchungen von rezidivierten DLBCL

Rezidive maligner Lymphome nach Chemotherapie sind Uberwiegend klonal mit
dem de-novo aufgetretenen LBL verwandt. Es werden jedoch einerseits
zusatzliche Aberrationen, andererseits eine hohere relative Haufigkeit von
bestimmten Aberrationen im Rezidivmaterial erwartet. Dies betrifft sowohl das
erneute Auftreten eines diffusen grol3zelligen B-Zell Lymphoms nach einer
Therapie mit anschlieender klinischer Remission, als auch die Resistenz
residualer Tumorzellen gegen die verwendeten Therapeutika. In beiden Fallen
liegen wohl Mechanismen vor, die ahnlich denen bei Tumorentstehung und —
progression sind. Es gilt also zu untersuchen, ob im Rezidivmaterial weitere
Aberrationen auftreten, beziehungsweise ob bestimmte Aberrationen das

Rezidivrisiko anzeigen.
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Diagramm 2: Verhéltnis der relativen Haufigkeiten von chromosomalen Aberrationen im
Primarmaterial (rote Flache) im Vergleich zu Rezidiven (blaue Flache). Es zeigt sich,
dass die relative Haufigkeit der Aberrationen bei Rezidiven in den meisten Regionen
Uberwiegt. Verluste des langen Armes von Chromosom 6 — del(6q) — finden sich jedoch
in beiden Gruppen gleich haufig.

Im vorliegenden Untersuchungsgut zeigten sich in zwei Regionen statistisch
signifikante Unterschiede in der Haufigkeitsverteilung der untersuchten
Aberrationen: die Deletion 7q (6/25 - 24% vs 13/137 - 9%, p<0,05) sowie die
Trisomie 12 (8/25 — 32% vs 19/137 — 14%; p<0,05) traten haufiger bei Rezidiven
auf. Zugewinne des langen Armes von Chromosom 1 waren mit 8/25 (32%)
gegenuber 30/137 (22%) ebenfalls deutlich haufiger — jedoch ohne statistische
Signifikanz — bei rezidivierten DLBCL nachweisbar, wie auch die Deletion 16p
(5/25 — 20% vs 16/137 — 12%), die Trisomie 18 (5/25 — 20% vs 16/137 — 12%)
sowie Verluste des Y-Chromosoms (4/25 — 16% vs 13/137 — 9%). Die Deletionen
Xq (7/25 — 28% vs 24/137 18%) und Xp (5/25 — 20% vs 20/137 — 15%) zeigten
auch eine Haufung zugunsten des Rezidivmaterials, wohingegen ein Zugewinn
von X mit 32/137 (23%) gegenuber 4/25 (16%) haufiger im Primarmaterial
vertreten war. Auch folgende Aberrationen waren haufiger bei de-novo
aufgetretenen DLBCL.: Die Verteilung der Deletion 10q (15/137 — 11% vs 1/25 —
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4%) und der Deletion 17q (34/137 — 25% vs 3/25 — 12%) war jedoch ohne
statistische Signifikanz. Die Trisomie 3 (24/137 — 18% vs 3/25 — 12%) sowie
Zugewinne von 3q (39/137 — 28% vs 5/25 — 20%) waren haufiger im
Primarmaterial nachweisbar, Zugewinne von 3p zeigten im Gegensatz jedoch ein
ausgeglichenes Verteilungsmuster. Die untersuchten Translokationen wiesen bei
den Rezidiven eine nahezu gleiche relative Haufigkeitsverteilung auf. Auffallend
war, dass die Deletion 69 - in der Literatur in einigen Studien (Bea et al. 2004)
ein Indiz fur schlechtere Prognose - sich bei de-novo DLBCL genauso haufig wie
bei Rezidiven fand. Ein Ergebnis, das sicher aufgrund der hohen Frequenz
dieser Aberration (44% in beiden Gruppen) deutliche Aussagekraft besitzt.

Studien, die sich in erster Linie mit dem Aberrationsspektrum von Rezidiven bei
malignen Lymphomen befassen, finden sich kaum. Man koénnte lediglich davon
ausgehen, dass Aberrationen, die einen aggressiveren Verlauf eines DLBCL
vermuten lassen, unter Umstanden auch fur die Rezidivfreudigkeit verantwortlich
sind. So konnten Simonitsch-Klupp et al. (2004) zeigen, dass die TP53-Deletion
(Chromosom 17p) mit einem aggressiveren Verlauf bei DLBCL mit
plasmoblastischen / plasmozytischen Merkmalen assoziiert ist.

Mutationen des Gens TP53 sind sekundére Aberrationen, die laut bisher
durchgefuhrter Studien (Zhang et al. 1999, Barrans et al. 2002) bei den meisten
histologischen Subtypen mit einer schlechteren Prognose einhergehen sollen.
Was diesen Locus betrifft, so zeigt sich bei den untersuchten Fallen ein
uneinheitliches Bild. Zugewinne von 17p sind haufiger bei Rezidiven, Verluste
haufiger im Primarmaterial zu beobachten; in beiden Féallen jedoch ohne
statistische Signifikanz. Da aber der biologisch entscheidende Mechanismus die
TP53-Deletion ist, kann aus dem vorliegenden Material bei Betrachtung der 17p-
Zugewinne bei Rezidiven einerseits und der 17p-Deletion im Primarmaterial
andererseits, kein Rickschluss Uber die biologische Relevanz dieses
Ergebnisses gezogen werden.

Sekundéare Aberrationen, die zwar nicht mit Rezidiven assoziiert werden

konnten, jedoch laut der Autoren eine morphologische Progression von
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follikularen Lymphomen mit sich brachten, waren bei Horsman et al. (2001)
del(1p36), del(6g) und del(10g22-24). Dave et al. (2002) fanden, dass eine
Deletion bei 9p, 6g oder 17p und Zugewinne bei Chromosom 7 (einschlief3lich
der Trisomie) zu einer Transformation von follikularen Lymphomen zu
aggressiveren DLBCL fuhrte. Keine der aufgefihrten Genloci war in der
vorliegenden Studie bei Rezidiven haufiger nachweisbar. Die Deletion 10q sowie
die Deletion 17p fanden sich hier sogar haufiger bei den nicht-rezidivierten
DLBCL.

Die aktuelle Datenlage deutet auf eine mogliche nicht-zuféllige Verteilung von
sekundaren Aberrationen bei Rezidiven hin. Es kann jedoch nicht davon
ausgegangen werden, dass jede einzelne dieser genomischen Imbalancen fir
sich eine Bedeutung fur die Entstehung oder Progression und damit fur die
Prognose hat. Einige, besonders die weniger héaufigeren, entstehen wohl mehr
oder weniger als Nebeneffekt bei verschiedenen Transformationswegen und
weisen deshalb kein einheitliches Verteilungsmuster auf. Somit spielen sie im
Rahmen der Analyse nur eine untergeordnete Rolle. Welche der sekundéaren
Aberrationen jedoch Bedeutung fir Entstehung und Progression haben, bleibt

noch zu klaren.

4.6 \Vergleich der Zytogenetik von GC-DLBCL und non-GC-DLBCL

4.6.1 Zytogenetische Aberrationen in der Klassifikation

Der alleinige Nachweis von Translokationen ist nicht ausreichend, um die
Zuordnung eines Lymphoms in diagnostischen Untergruppen zu rechtfertigen.
Dies liegt zum Einen daran, dass Translokationen auch bei offensichtlich
Gesunden nachgewiesen werden kénnen. In erster Linie aber zeigt sich, dass
Translokationen wie die t(14;18) in unterschiedlichen Entitdten vorkommen, wie
zum Beispiel bei follikularen Lymphomen und DLBCL (Willis et al. 2000). Bei
sekundaren Aberrationen sind ebenfalls in hohem Mafie Gene betroffen, die

nicht ausschlie3lich bei malignen Lymphomen der B-Zell-Reihe, sondern bei
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einer Grol3zahl anderer Neoplasien fur Tumor-Entstehung und —Progression
verantwortlich sind (ISCN 2005). Dies fuhrte zur Suche nach weiteren

diskriminierenden Faktoren zur Unterteilung von DLBCL.

4.6.2 Genexpressionsprofile von DLBCL

Alizadeh et al. beschrieben im Jahre 2000 durch die Erstellung eines Gen-
Expressionsprofils ein molekulares Portrait unterschiedlicher DLBCL-Typen. Zum
Einsatz kam dabei ein neu generierter ,Lymphochip“, ein spezieller Mikroarray
(,complementary DNA-microarray”), zur Quantifizierung der Expression
tausender Gene. Die Unterteilung des Untersuchungsgutes zum Beispiel nach
Proliferation und Differenzierungsgrad fuhrte zur Identifikation zweier DLBCL-
Typen, die offenbar durch unterschiedliche Reifestadien ihrer Ausgangszellen
charakterisiert sind. Mittels dieser DNA-Microarrays gelang es, zu zeigen, dass
verschiedene Genexpressionsmuster — sogenannte ,Signaturen® — in Zellen
unterschiedlicher Reifestadien verschieden stark zur Auspragung kamen. Somit
konnten Schliisse vom Genexpressionsmuster auf den Differenzierungsgrad der
Zelle gezogen werden. Der ,Germinal-center* Typ (GC-B-Zell-Lymphom)
exprimiert Gene, die typischerweise im Expressionsmuster von normalen B-
Zellen im Keimzentrum nachweisbar sind. Der ,Activated-B-Cell* Typ exprimiert
Gene, die bei der Aktivierung peripherer Plasmazellen induziert werden.

Die Messung der mRNA fuhrte zur Zusammenstellung einer ,molekularen
Signatur®. Tumoren mit einer ahnlichen Signatur sollen &hnliche Eigenschaften
und somit &hnliche klinische Verlaufe haben (Harris et al. 2001). Es zeigte sich,
dass Patienten mit Tumoren, die eine charakteristische ,Keimzentrumssignatur*
(Germinal center B-like DLBCL - ,GC-DLBCL’) aufwiesen, eine signifikant
hohere Lebenserwartung hatten. Umgekehrt war bei Patienten mit Tumoren mit
der Signatur von aktivierten Plasmazellen (analog zur Signatur der in-vitro
aktivierten peripheren B-Lymphozyten: Activated B-like DLBCL — ,ABC-DLBCL),
die Lebenserwartung herabgesetzt. So waren in der GC-Gruppe nach 5 Jahren

noch 76% der Patienten am Leben, wo hingegen in der non-GCB-Gruppe nur
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16% der Betroffenen Uberlebten. Rosenwald et al. (2002) grenzten von uber
5000 in der Arbeit von Alizadeh et al. (2000) untersuchten Genen wenige Gene
ab, um eine Risikoabschéatzung auf molekularer Ebene zu entwickeln und erhielt
S0 einen Uberschaubareren Zugang zur dieser gro3en Datenmenge. Als typische
chromosomale Imbalancen bei ABC-DLBCL-Patienten finden sich Zugewinne in
den langen Armen der Chromosomen 3 und 18 (3g und 18q) (Bea et al. 2005).

Immunhistochemische Untersuchungen tragen in der Diagnostik maligner
Lymphome im Allgemeinen zur weiteren Spezifizierung der verschiedenen
Entitaten bei. CD10 (CALLA = common acute lymphoblastic leucaemia antigen)
ist ein Antigen, das von pro-B-Zellen und Keimzentrumszellen exprimiert wird.
Die Tumorzellen des Burkitt-Lymphoms und der follikularen Lymphome Grad 1-
3A sind typischerweise CD10-positiv. Die klinische Relevanz der Expression
dieses Markers ist noch umstritten. CD5 wiederum ist ein Oberflachen-
Glycoprotein, das normalerweise von T-Zellen exprimiert wird. CD5-positive B-
Zellen finden sich um die Keimzentren in lymphatischem Gewebe. In B-Zell-
Neoplasien wird dieses Antigen vor allem bei der CLL und beim
Mantelzelllymphom nachgewiesen, es fand sich jedoch auch in Burkitt-
Lymphomen und DLBCL, wo es mit einem ungtinstigeren klinischen Verlauf und
mit dem Vorkommen spezifischer chromosomaler Aberrationen assoziiert zu sein
scheint (Yamaguchi et al. 1999, Katzenberger et al. 2003). MUM1 oder IRF-4
(Gen-Lokus 6p23-25) ist ebenfalls ein Onkogen, das eine Funktion als ein
Interferon-regulierender Faktor hat. Diese Funktion spielt ebenfalls eine Rolle in

der Regulierung und Differenzierung von B-Zellen.

Charakteristische Gene der Keimzentrumszellen sind unter anderem CD10,
BCL-6, CD38, JAW1 und A-myb (Siebert et al. 2001) wahrend BCL2, CyclinD2
und IRF4 (MUM1) normalerweise wahrend der in-vitro Aktivierung von
peripheren B-Zellen induziert werden. DLBCL entstehen entweder von B-Zellen
aus dem Keimzentrum oder in einem spateren Stadium der Differenzierung. Im
Modell von Hans et al. (2004) wurde wie unter anderem bei Barrans et al. (2002)
und Colomo et al. (2003) ein Algorithmus zur Klassifizierung von DLBCL in die

von Alizadeh definierten  Subgruppen angewendet, der auf der
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immunhistochemischen Expression von CD10, BCL-6 und MUM1 basiert. So
wurde das Untersuchungsgut analog zu diesem Modell (siehe Flussdiagramm
aus ,Material und Methoden®) in GCB und ABC (beziehungsweise non-GCB)
unterteilt und so das zuvor zytogenetisch charakterisierte Material auf die

Haufigkeitsverteilung von chromosomalen Aberrationen untersucht.

4.6.3 Das zytogenetische Profil von DLBCL mit GC-Phanotyp und non-GC-
Phanotyp

Diese Studie zeigt bezuglich Entstehungsort (nodal vs extranodal) und
histologischer Differenzierung in follikulares oder diffuses Wachstumsmuster bis
auf eine statistisch nicht signifikante H&ufung von non-GC-DLBCL bei
extranodalen Tumoren (55% vs 45%) eine relativ ausgeglichene
Haufigkeitsverteilung der beiden Phanotypen in die nach Priméarlokalisation und
Wachstumsmuster unterteilten Subgruppen des Untersuchungsgutes. Lopez-
Guillermo et al. (2005) betrachteten die verschiedenen extranodalen
Primarlokalisationen gesondert: bei gastrointestinalen Lymphomen war im
Gegensatz zu Lymphomen des Waldeyer-Ringes und anderen
Primarlokalisationen die post-Keinzentrums-Signatur deutlich seltener. Colomo
et al. (2003) beschrieben ein genau umgekehrtes Verhalten: in jener Studie fand
sich der GC-Phanotyp haufiger bei extranodalen Tumoren — einhergehend mit

gunstigerer Prognose.

In der vorliegenden Serie zeigte sich beim Vergleich von DLBCL mit GC-
Phanotyp und non-GC-Phanotyp deutliche Unterschiede in der Verteilung von
Aberrationen, die auf eine unterschiedliche Ausgangszelle und eine verschieden
Entstehung hindeuten und somit Hinweise auf das Vorhandensein distinkter
Entitaten sein konnten. Die Translokation t(14;18) kommt nahezu ausschlief3lich
bei GC-DLBCL vor (12/68 — 18% vs 1/69 — 1%; p<0,001). Die Translokation
t(8;14) findet sich hier ebenfalls haufiger (8/68 — 12% vs 2/69 — 3%; p<0,05).
Bezlglich der Haufigkeitsverteilung der Translokation t(3;14) einschlie3lich der

Falle mit nachgewiesenem Rearrangement von 3g27 findet sich kein
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nennenswerter Unterschied in beiden Gruppen. Demnach scheint der GCB-
Phanotyp eng mit der Translokation t(14;18) verknUpft zu sein. Bei den
sekundaren Aberrationen finden sich zahlreiche Regionen, die durch ihre
unterschiedliche Verteilung diskriminierendes Potential erreichen. Die Trisomie 3
(18/69 — 26% vs 6/68 — 9%) sowie Zugewinne bei 3q (30/69 — 43% vs 11/68 —
16%) und 3p (29/69 - 42% vs 11/68 — 16%; jeweils p<0,001) waren
hochsignifikant haufiger bei den durch den hier angewendeten Algorithmus als
non-GCB Klassifizierten grofRzelligen B-Zell-Lymphomen vertreten. Bei
Zugewinnen des Chromosom 18 zeigt sich die gleiche Tendenz: Die Trisomie 18
(12/69 — 17% vs 4/68 — 6%; p<0,05), +18q (17/69 — 25% vs 8/68 — 12%) und 18p
(13/69 — 19% vs 6/68 — 9%) waren haufiger bei non-GC-DLBCL.

Umgekehrt verhielten sich Zugewinne von Chromosom 7: die Trisomie konnte in
16 von 68 Fallen bei GC-DLBCL nachgewiesen werden, trat aber nur in vier von
69 non-GC-DLBCL auf (24% vs 6%; p<0,001). Die Verteilung von 7q und 7p
zeigt bei gleicher Tendenz eine Schwankung um das Signifikanzniveau. Verluste
von 7q sind dagegen haufiger bei non-GC-DLBCL (10/69 — 14% vs 3/68 — 4%;
p<0,05).

Diese sekundare Aberration fiel bereits bei extranodalen DLBCL haufiger auf —
ein moglicher Hinweis, dass diese Region Schllisselgene fir die Tumorgenese
enthalten konnte. Folgende sekundéare Aberrationen sind haufiger, wenn auch
nicht statistisch signifikant bei GC-DLBCL vertreten: Zugewinne bei 1q (18/68 —
26% vs 12/69 — 17%), die Trisomie 12 (13/68 — 19% vs 6/69 — 9%) und bei
diesem Chromosom insbesondere auch Zugewinne bei 12p (15/68 — 22% vs
9/69 — 13%) sowie Verluste von Xq (15/68 — 22% vs 9/69 — 13%). Eine Ubersicht

Uber die relevanten Regionen zeigt folgende Tabelle Nr. 16:
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Lokalisation| GC-DLBCL (n=68) \[non-GCB (n=69)
+1q 18 26% 12 17%
+3 6 9% 18 26%
+ 30 11 16% 30 43%
+ 3p 11 16% 29 42%

t (3;14) 5 7% 7 10%
del (6Q) 29 43% 31 45%
+7 16 24% 4 6%
+7q 19 28% 10 14%
+7p 19 28% 9 13%
del (79) 3 4% 10 14%
t (8;14) 8 12% 2 3%
+12 13 19% 6 9%
+12q 17 25% 14 20%
+12p 15 22% 9 13%
t (14;18) 12 18% 1 1%
+18 4 6% 12 17%
+ 18q 8 12% 17 25%
+ 18p 6 9% 13 19%
del (Xq) 15 22% 9 13%

Tabelle 16: Ubersicht iber die unterschiedliche Verteilung der primaren und
sekundaren Aberrationen bei GC-DLBCL und non-GC-DLBCL.

In einer weiteren Analyse wurde das gesamte Untersuchungsgut aufgeteilt und
die Verteilung der Aberrationen bei GC-DLBCL und non-GC-DLBCL getrennt
nach Subgruppen betrachtet. Innerhalb der Gruppe der nodalen DLBCL (n=106)
erreichen auch die Unterschiede in der Verteilung bei Chromosom 12 (Trisomie
12 und Zugewinne von 12p: haufiger bei GC-DLBCL) und Chromosom 18
(Trisomie 18 und Zugewinne von 18q: h&aufiger bei non-GCB DLBCL) ein
Signifikanzniveau von p<0,05 auf Basis des Chi-Quadrat-Tests. Bei
ausschlief3licher Betrachtung der DLBCL mit rein diffusem Wachstumsmuster
(n=82) wie bei der gemeinsamen Analyse dieser Gruppe mit den extranodalen
Tumoren (zusammen n=113) fallt dieser Unterschied unter das
Signifikanzniveau. Die haufigste Deletion - die del(6q) - zeigt im gesamten
Primarmaterial eine ausgeglichene Verteilung in beiden Phanotypen und weist

nur bei der alleinigen Betrachtung der nodalen DLBCL (insbesondere mit
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diffusem Wachstumsmuster) eine tendenzielle und statistisch nicht signifikante
Haufung bei den non-GC-DLBCL auf.

Bei alleiniger Betrachtung der extranodalen Tumoren sieht man trotz geringerer
Fallzahl (n=31) die Tendenzen in der Verteilung der chromosomalen
Aberrationen, die sich aus der Betrachtung des gesamten Primarmaterials
ergeben haben, bestédtigt. Bei eingeschrankter Anwendbarkeit von
Signifikanztests zeigt sich, dass Zugewinne von Chromosom 3 (Trisomie 3 (4/17
—24% vs 1/14 — 7%; +3q (6/17 — 35% vs 1/14 — 7%; +3p (7/17 — 41% vs 1/14 —
7%; p<0,001) haufiger bei non-GC-DLBCL vorkommen, wahrend die Trisomie 7
bei drei von 14 GC-DLBCL (21% vs 0%) und die Trisomie 12 bei zwei von 14
GC-DLBCL (14% vs 0%) vorkommt. Die Translokation t(8;14) ist mit fiunf von 14
Fallen ebenfalls ausschliellich bei extranodalen GC-DLBCL vertreten. Die
Verteilung von Zugewinnen bei Chromosom 18 sind in diesem Teil des
Untersuchungsgutes jedoch nivelliert: eine unterschiedliche Verteilung ist hier

nicht nachweisbar.

Im Rezidivmaterial ist bei einer geringeren Fallzahl (n=25) der Chi-Quadrat-Test
nur eingeschrankt anwendbar. Dennoch fallen hier zusatzliche Aberrationen auf,
die bei den rezidivierten GC-DLBCL im vergleich zu rezidivierten non-GC-DLBCL
haufiger vertreten sind: del(Y) (4/9 — 44% vs 0/16), del(22q) (3/9 — 33% vs 0/16),
+15q (4/9 — 44% vs 0/16) und del (17p) (3/9 — 33% vs 0/16). Besonders letzteres
Ergebnis steht im Einklang mit dem Verdacht, dass Mutationen oder Deletionen
das Tumorsupressorgen TP53 betreffend eine Rolle bei der Transformation von
t(14;18)-positiven primar hochmalignen grol3zelligen B-Zell-Lymphomen aus
Keimzentrumslymphomen spielen kdnnten (Ott et al. 2000).

Die Analyse der verschiedenen Untergruppen zeigt somit deutliche Unterschiede
in der Frequenz des Auftretens von chromosomalen Aberrationen bei GC-
DLBCL und non-GC-DLBCL. Zur zytogenetischen Charakterisierung von diffusen
grof3zelligen B-Zell-Lymphomen anhand des Proteinexpressionsmusters von
CD10, BCL-6 und MUM1 in GC-DLBCL und non-GC-DLBCL tragen demnach

nur Resultate bei, die sowohl im Primarmaterial als auch im nach Wachstum und
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Primé@rmanifestation aufgeteilten Untersuchungsgut nachweisbar sind. GC-
DLBCL, die durch das Auftreten der Translokation t(14;18) charakterisiert sind,
zeigen eine Assoziation mit einer Trisomie 7. Non-GC-DLBCL weisen haufiger
eine Trisomie 3 als auch Zugewinne bei 3p und 3qg auf. Weitere in der Literatur
vorbeschriebene Aberrationen, wie ein haufigeres Auftreten von Zugewinnen von
Chromosom 18 bei non-GC-DLBCL sowie von Zugewinnen von Chromosom 12
bei GC-DLBCL sind zwar tendenziell nachweisbar, jedoch nicht statistisch
signifikant. Die haufigste Aberration, die Deletion 6q, zeigt in beiden Subgruppen

ein etwa gleiches Verteilungsmuster.

4.7 Vergleich der Ergebnisse mit der aktuellen Literatur

Schlegelberger et al. hatten 1992 eine zytogenetische Analyse von malignen
Non-Hodgkin-Lymphome vorgestellt. Das Vorhandensein der Translokation
t(14;18) war mit charakteristischen sekundaren Chromosomenaberrationen
assoziiert: ein gemischtzelliges Bild ging mit Trisomien 7,12 und der Deletion 6q
einher, wahrend die Trisomien 3, 18 und 21 mit einem grof3zelligen Bild
vergesellschaftet waren. In jener Studie wurde auf eine mdgliche prognostische
Relevanz dieser Ergebnisse hingewiesen. Dieselbe Arbeitsgruppe veroffentlichte
1999 Daten zu centroblastischen und immunoblastischen Lymphomen. Die
Translokation t(8;14) trat in Burkitt-Lymphomen gehauft auf, die Translokation
t(14;18) in centroblastischen Lymphomen und Deletionen in 8g und 14q,
Rearrangement von 4q und Verluste des Chromosoms 10 in immunoblastischen
Lymphomen. Bei centroblastischen Lymphomen zeigten Deletionen in 1g42-qter,
Duplikationen in 19g23-32 und die Trisomie 5 prognostische Relevanz,
wohingegen in immunoblastischen Lymphomen ein Rearrangement in 7g und 8q
einen weitreichenderen Einfluss auf das Uberleben der Patienten hatte als der

JInternational Prognostic Index’.

In der vorliegenden Studie wurden die nach der Kiel-Klassifikation als
centroblastische und immunoblastische Lymphome unterteilte Gruppe durch

einen Algorithmus auf Basis des Genexpressionsprofiles neu charakterisiert,
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jedoch mit dem Unterschied, dass zuvor die prognostische Relevanz der
Genexpression in Hochdurchsatz-Untersuchungen vorheriger Studien (Alizadeh
et al. 2000, Rosenwald et al. 2002) belegt worden war. Bis dato war eine
zytogenetische Unterteilung der als heterogen bezeichneten Entitdt der DLBCL
weder auf Basis des Wachstumsmusters noch durch den Ort der
Primarmanifestation gelungen. Die hier durchgefihrte Unterteilung in GC-DLBCL
und non-GC-DLBCL liefert jedoch Daten, die vermuten lassen, dass es sich bei

diesen Subgruppen um unterschiedliche ,Krankheiten* handelt.

In der Literatur finden sich zu den hier gefunden chromosomalen Aberrationen
vergleichbare  Ergebnisse. Bea et al. (2005) untersuchten das
Aberrationsspektrum von 225 unbehandelten de-novo diffusen grof3zelligen B-
Zell-Lymphomen, die anhand des Genexpressionsprofils in GCB, ABC und zwei
weitere Gruppen (primar mediastinales DLBCL und ,nicht klassifizierbare
DLBCL") unterteilt waren und fanden einen signifikanten Unterschied in der
Haufigkeitsverteilung der chromosomalen Aberrationen. In dieser Studie wurden
mittels comparativer genomischer Hybridisierung (CGH) zuvor in drei
Genexpressionsgruppen unterteilte DLBCL charakterisiert. DLBCL mit dem ABC-
Phanotyp wiesen haufiger eine Trisomie 3 und Zugewinne von 3q auf, die sich
nicht bei GC-DLBCL nachweisen liel3en. Weiterhin fanden sich bei den ABC
DLBCL auch haufiger Zugewinne von 18921 und Verluste von 621, wahrend
bei GC-DLBCL Zugewinne von 1212 haufiger waren. 18g-Zugewinne oder
Aberrationen waren im Untersuchungsmaterial dieser Arbeitsgruppe signifikant
mit einem hoherem International Prognostic Index und klinischen Merkmalen
verknupft, die dem post-Keimzentrums-Phanotyp zugeschrieben werden. In einer
dritten Gruppe, den primaren mediastinalen DLBCL fand sich unter anderem
Zugewinne von 9p. Diese Gruppe wurde in anderen Publikationen den ABC-
oder non-GC-DLBCL zugeordnet. Interessanterweise fand sich in der

vorliegenden Untersuchung haufiger ein Verlust dieser Region.

Tagawa et al. untersuchten 2005, ob sich die vorher in CD5-positive und CD5-
negative/CD10-positive unterteilten DLBCL in Korrelation mit GC-DLBCL und
ABC-DLBCL bringen lassen: Der GC-Phanotyp war hier durch Zugewinne von
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19, 2p, 79 und 12q charakterisiert, wohingegen bei ABC-DLBCL die
Aberrationen +3q, +18q, +19q, del(6g) und del(9p21) héaufiger waren. Die
Autoren kamen weiterhin zu dem Schluss, dass anhand der Expression von CD5
und CD10 eine Unterteilbarkeit des Untersuchungsgutes in ABC-DLBCL und
GC-DLBCL gegeben sei. Diese Tatsache bekraftigt die Anwendbarkeit des oben
dargestellten Algorithmus, wenn auch in abgewandelter Art und Weise. Auffallig
ist wiederum eine leichte Verschiebung im Spektrum der genetischen
Imbalancen, der Deletion 6q wird jedoch auch in dieser Publikation Bedeutung
zugeschrieben. AulRerdem zeigte sich, dass die Deletion 9p21 in DLBCL mit dem

aggressivsten klinischen Verlauf am haufigsten vertreten war.

4.8 Biologische Bedeutung chromosomaler Aberrationen

DLBCL weisen in der Regel komplexe Karyotypalterationen auf (Lossos et al.
2005). Rekurrente chromosomale Translokationen kénnen insbesondere unter
Einbeziehung der Bande 14932 im Bereich des Schwerkettenlocus gefunden
werden. Der haufigste Translokationspartner ist das BCL2-Gen in etwa 10-20%
de novo entstandener DLBCL. Weitere haufige Rearrangements betreffen BCL6
in der Bande 3927 in etwa 20-35% der Tumoren (Katzenberger et al. 2004).
Chromosomale Imbalancen, also rekurrente Zugewinne oder Verluste
genetischen Materials, betreffen beim DLBCL insbesondere die Regionen X, 1q,
3, 7, 11, 12, 18 und 21 (Zugewinne), und 1p, 6q, 8p, 9p, 13q, 17p und Y
(Verluste) (Bea 2005 und vorliegende Arbeit).

In der Arbeit von Alizadeh et al. (2000) stellte sich heraus, dass der Protein-
Expressionslevel von DLBCL nicht in jedem Fall mit zytogenetischen
Aberrationen korreliert. Auch die Arbeitsgruppe von Bea et al. (2005) fanden,
dass chromosomale Aberrationen auch einen ahnlich starken Einfluss auf die
Expression von Genen haben kdnnen, die nicht in der betreffenden Region
kodiert werden — ein biologisches Phanomen, das als Transaktivierung
bezeichnet wird. Somit liegt der Verdacht nahe, dass erhéht gemessene m-RNA-

Werte auch auf anderem Wege als zum Beispiel durch Immunglobulin-
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Translokationen zustande kommen kdnnen und dass nicht der Nachweis einer
Translokation oder sekundarer Aberrationen allein ausreichend ist, um einen Fall
in eine bestimmte Subgruppe einordnen zu kénnen. Dies kdnnte ein moglicher
Grund sein fur die uneinheitlichen Ergebnisse bei den Versuchen, den klinischen
Verlauf postulierter Subgruppen mit chromosomalen Aberrationen in Verbindung

zu bringen.

Eine mogliche prognostische Bedeutung einer Uberreprasentation von Material
auf Chromosom 3 wird bei der Betrachtung des Rearrangements des BCLG6-
Gens deutlich, das in 3927 lokalisiert ist. Lossos et al. (2001) fanden, dass die
Starke der BCL6-Genexpression bei DLBCL mit der Uberlebensrate korreliert
und dass die Hinzunahme des International Prognostic Index keine zuséatzliche
Information zur Risikostratifizierung brachte. Auch die Expression von BCL-2,
lokalisiert in 18921, wird, allerdings kontrovers, in bisherigen Studien (Barrans et
al. 2001; Igbal et al. 2006) von diffusen grof3zelligen B-Zell Lymphomen mit der
Prognose in Verbindung gebracht. In einer multivariaten Analyse konnten
Barrans et al. (2001) zeigen, dass die BCL-2-Expression, ein Rearrangement
von 3927, und der non-GC-Phénotyp mit einer schlechteren Prognose
einhergehen. Bei Igbal et al. (2006) wird deutlich, dass eine erhthte BCL-2-
Expression sowohl aus einer t(14;18), die mit dem GC-Phéanotyp assoziiert ist,
als auch durch Zugewinne von 18921 (bei non-GC-DLBCL haufiger) zustande
kommen kann. Letztere Studie zeigt somit, dass mit der alleinigen Bruchpunkt-
Analyse nur schwer Aussagen uber die Prognose eines DLBCL zu gewinnen

sind.
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5. Zusammenfassung

Diffuse grofRzellige B-Zell Lymphome stellen weltweit die grof3te Gruppe maligner
B-Zell Non-Hodgkin-Lymphome dar und umfassen eine biologisch, genetisch
und klinisch heterogene Gruppe lymphoider Tumoren, die als Hauptmerkmal
grof3e transformierte B-Lymphozyten mit vesikularen Kernen und prominenten
Nukleoli aufweisen. Nur ungeféhr 40% der Patienten zeigen ein Ansprechen auf
eine konventionelle Chemotherapie. Um von einer praziseren Prognose
profitieren zu koénnen, ist eine reproduzierbare Klassifizierung dieser
.inhomogenen Entitat" nicht nur fir die Betroffenen wiinschenswert. Dadurch
konnten Krankheitsverlaufe genauer vorhergesagt und die Therapie optimiert

werden.

Die maligne Transformation ist ein Geschehen, das durch das schrittweise
Auftreten unterschiedlicher Aberrationen gekennzeichnet ist. Wahrend akute
Leukdmien h&ufig mit einer Translokation assoziiert sind, zeigt sich bei B-Zell-
Lymphomen ein weitaus komplexeres Bild an zytogenetischen Aberrationen.
Diese werden einerseits mit der Etablierung des malignen Phanotyps,
andererseits mit der Tumorprogression und der klonalen Evolution eines Tumors
in Verbindung gebracht. Obwohl die meisten Neoplasien rekurrente und Tumor-
spezifische klonale chromosomale Aberrationen aufweisen, ist es noch nicht
gelungen, durch Etablieren genetischer ,Marker® eine zuverldssige Aussage
Uber Verlauf und Ansprechen und damit Uber die Prognose dieser Erkrankung zu
machen. Solche Aussagen sind bis dato nur auf Basis allgemeiner klinischer
Parameter wie dem Allgemeinzustand der Patienten und der Hohe der Lactat-
Dehydrogenase (LDH) im Serum gesichert mdglich, die neben anderen
Parametern im ,International Prognostic Index‘ zusammengefasst sind. Die
Ursache hierfir ist in erster Linie in der bislang nur unzureichend verstandenen,
molekularen Heterogenitat der Tumoren zu suchen, die fir das Ansprechen bzw.
Nichtansprechen auf eine bestimmte Therapie mit verantwortlich ist.
Zytogenetische, molekulargenetische und in den letzten Jahren auch

Hochdurchsatz-Untersuchungen, wie z.B. die Mikroarray-Technologie, haben
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bereits zu einem besseren Verstandnis dieser molekularen Unterschiede gefuhrt.
Die WHO-Klassifikation stellt im Hinblick auf die Definition ,biologischer’

Tumorgruppen einen deutlichen Fortschritt dar.

Diese neueren Untersuchungen zeigen auf der Basis des Genexpressionsprofils
von diffusen grof3zelligen B-Zell-Lymphomen die mdgliche Unterteilbarkeit dieser
diagnostischen Kategorie anhand zweier unterschiedlicher Phénotypen: GC-
DLBCL zeigen eine molekulare Signatur, die vergleichbar mit normalen
Keimzentrumszellen ist. Die andere Gruppe (ABC-DLBCL bzw. non-GC-DLBCL)
entsteht aus Zellen, die die Keimzentrumsreaktion bereits durchlaufen haben.
GC- und ABC-DLBCL-Patienten weisen bei einer Anthracyclin-haltigen
Chemotherapie (z. B. CHOP) in retrospektiven klinischen Studien einen
deutlichen Unterschied in der 5-Jahres-Uberlebensrate auf (etwa 60% fiir GC-
DLBCL und 35% fiir ABC-DLBCL). Somit scheint die Annahme, dass mindestens
zwei Entitaten vorliegen, gerechtfertigt: Eine Beobachtung, die lange durch

zytogenetische Analysen allein nicht bestatigt werden konnte.

In der vorliegenden Studie konnten das zytogenetische Aberrationsspektrum
mittels eines Algorithmus anhand des Genexpressionsprofiles mit zwei
verschiedenen Subgruppen — den GC-DLBCL und den non-GC-DLBCL -
korreliert werden. Es entstand die bisher umfangreichste zytogenetische
Charakterisierung dieser postulierten Phanotypen. Es konnte gezeigt werden,
dass GC-DLBCL, die durch die Translokation t(14;18) charakterisiert sind,
haufiger Zugewinne bei Chromosom 7 aufweisen, wahrend non-GC-DLBCL mit
dem Vorliegen einer Trisomie 3 und Zugewinnen bei 3p und 3q assoziiert sind -
Ergebnisse, die mit der CGH-Analyse von Bea et al. (2005) im Einklang stehen.

Zwei Modelle koénnten eine Erklarung fir die Assoziation genomischer
Instabilititen mit den unterschiedlichen Genexpressionsprofilen sein. Einerseits
kbnnte eine gewisse Region fir die Kodierung eines Schlisselregulatorgenes
verantwortlich sein, welches die Zellbiologie und damit die Genexpression

verandert. Andererseits kénnten die Subgruppen der DLBCL auf verschiedenem
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Wege entstehen und somit unterschiedliche Ereignisse fur die verschiedenen

Aberrationen verantwortlich sein.

Es gilt nun, einerseits diese Mechanismen, die zu einer verdnderten
Genexpression beitragen, aufzudecken und andererseits ein diagnostisches
Vorgehen zu etablieren, bei dem beispielsweise nach dem erfolgten Nachweis

von Index-Aberrationen eine bestimmte molekulare Signatur Gberpruft wird.

Wie fast alle der bereits definierte Lymphomentitaten verhalten sich allerdings
auch die beiden durch den hier angewandten Algorithmus definierten
Phanotypen aus klinischer Sicht heterogen. Es ist daher anzunehmen, dass
molekulare Analysen in absehbarer Zeit vermehrt Einzug in den klinischen Alltag
halten und therapeutische Entscheidungen mit beeinflussen werden. In Zukunft
wird anhand der Expression von Schliisselgenen die Zuordnung eines Falles in
diagnostische Untergruppen erfolgen. AulRerdem koénnte durch Peptidblockade
dieser Schlusselgene eine zusatzliche Therapieoption bestehen - eine

Vermutung, die weitere Studien erforderlich macht.
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6. Anhang

6.1 Chemikalien und Lésungen fur Zellkultur und Zytogenetik

Aqua destillata / bidestillata

Chromosomenmedium RPMI 1640 (Firma Gibco)

Colchizin-Lésung (Firma Sigma)

Essigsaure 100% (Firma Merck)

Ethanol (Firma Merck)

Gentamycin

Giemsa (Firma Merck)

Fetales Kalberserum

Kaliumchlorid (Firma Merck)

Kaliumdihydrogenphosphat KH,HPO,4 (Firma Merck)

Lipopolysaccharid von Escherichia coli (O55:5b) (Firma Sigma),
Konzentration 40 — 100 pg / ml

Methanol (Firma Merck)

Natriumchlorid 0,9% (Firma Merck)

Natriumhydrogencarbonat (Firma Merck)

Natriumhydrogenphosphat (Firma Merck)

Pertex Schnelleindeckmittel (Firma Medite Medizintechnik)

Phytohamagglutinin (Firma Sigma), im Verhaltnis zu destilliertem Wasser 1:67

Pokeweed mitogen = PWM (Firma Gibco), im Verhaltnis zu destilliertem Wasser

1:400

12-0-Tetradecanoyl-Phorbol-13-Acetat = TPA (Firma Sigma)

Trypsin (Firma Seva Feinbiochemica)

6.2  Anséatze fur Medien, Puffer und Losungen fiir die Zellkultur

Colchizin-Ldsung
Stocklésung: 1 mg Colchizin auf 1 ml Aqua bidestillata

Arbeitsverdinnung: 0,1 mg/ml Aqua bidestillata
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Fixier-Losung
1 Teil 200% Essigsaure und 3 Teile 100% Methanol, gekihlt bei —20°C

Hypotone KCI-Losung 0,75 M
5,592 g KCIl ad 1000 ml Aqua bidestillata

Kulturmedium RPMI 1640
RPMI 1640 Trockensubstanz, 900 ml Aqua bidestillata und 2 g/l
Natriumhydrogencarbonat; nach Zugabe von 100 ml inaktiviertem
fetalem Kalberserum erfolgt eine Filtration mit dem Sterilfilter; kurz vor

dem Gebrauch wird noch Gentamicin zugegeben.
Sorensen-Puffer
1,80 g Kaliumhydrogenphosphat und 2,07 g Natriumhydrogen-phosphat

ad 1000 ml Aqua bidestillata

Trypsinlésung
400 mg Trypsin in 80 ml 0,9% Natriumchlorid-Lésung
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