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1. Einleitung

1.1 Tumorentstehung

Die Entstehung von Tumoren ist das Resultat eidenadken Dysregulation des
Zellwachstums, die zu einer Unabhangigkeit der difemen Zellen von &ul3eren
Einflissen fuhrt und eine autonome Zellproliferatiour Folge hat. Es werden sechs
Arten von Stérungen der Regulation des Zellwachstdiskutiert, die als entscheidend
fur die Entstehung maligner Tumoren angesehen wetkdeempfindlichkeit gegentber
wachstumshemmenden Signalen, Unabhangigkeit varrext, wachstumsfordernden
Signalen, unbegrenzte Replikationsfahigkeit, Apeptesistenz, Fahigkeit zu Invasion
und Metastasierung sowie Tumorneoangiogenese [1].
Verdnderungen am Genom einer Zelle stellen die mtiksdee Grundlage fir klonale
Dysregulationen der Zellproliferation dar, die natgrzeitigem Verstandnis in einem
Mehrstufenprozess durch genetische Instabilitat stenén. Bei derartigen
Veranderungen handelt es sich zum einen um nurherisiromosomale Aberrationen,
die sowohl durch Zugewinn als auch durch Verlush vgenetischem Material
gekennzeichnet sind, zum anderen um strukturelleanderungen, die durch
Chromosomenbriche im Genom der Tumorzellen auftied@anen. Des Weiteren kann
die Integritait des Genoms auf genetischer EbenechduMutationen oder
Genamplifikationen gestort werden.
Die hierdurch bedingten Veranderungen des zellnl@enoms kdnnen zum einen zu
einer unkontrollierten Aktivierung von wachstumsfémden Genen (sog. Onkogenen),
zum anderen zu einem Funktionsverlust von wachsgtamsenden Genen (sog.
Tumorsuppressorgenen) fuhren. Ferner kbnnen Gemeleth Zelltod (Apoptose) oder
die DNA-Reparatur regulieren, in ihrer Funktion tgeswerden. Die mogliche Folge ist
autonomes, neoplastisches Wachstum.
Die Untersuchung des genetischen Materials von Toellen ermdglicht somit
Einblicke in Genomabschnitte, die bei der Entstghwon Tumoren, wie den
Lymphomen, von entscheidender Bedeutung sind. Intriden der vorliegenden Arbeit
standen genetische Veranderungen bei diffusen gliajien B-Zell Lymphomen.
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1.2 Stadien der B-Zellreifung

Diffuse grof3zellige B-Zell Lymphome (jifuse large Bcell lymphoma“; DLBCL)
gehdren zur Gruppe der reifen B-Zellneoplasienegrelintergruppe der Non-Hodgkin
Lymphome. Diese sind durch klonale ProliferationnvB-Zellen unterschiedlicher
Differenzierungsstadien gekennzeichnet [2]. Dienme B-Zellentwicklung beginnt
dabei mit der Reifung sog. Vorlaufer-B-Zellen (Lyngblasten) zu naiven B-Zellen
(Lymphozyten), die in der Blutbahn zirkulieren usidh in lymphatischen Geweben,
wie beispielsweise den Lymphknoten, ansiedeln kian3e 4]. Dort durchlaufen sie
nach Antigenkontakt (Aktivierung) eine Reihe blasta Transformationstadien,
proliferieren und reifen zu AntikOrper-produzierend Plasmazellen und B-
Gedéachtniszellen [5]. Die aktivierte B-Zelle kanterbei prinzipiell zwei Wege der
Zelldifferenzierung durchlaufen. Entweder sie veitd in der Parakortex des
Lymphknotens und reift dort im Rahmen einer primarénmunantwort zur
Plasmazelle, oder aber sie wandert ins Zentrumsep@maren Lymphfollikels.
Gemeinsam mit dort ortsstandigen dendritischereBalind Makrophagen bildet sie das
sog. Keimzentrum (sekundarer Lymphfollikel), in ele@m somatische Hypermutation
und Rekombination stattfinden [6; 7]. Die hochpestativen Zellen eines solchen
Keimzentrums werden als Zentroblasten bezeichreth® im Rahmen der sekundéren
Immunantwort als Zentrozyten ebenfalls weiter zu tilkirper-sezernierenden

Plasmazellen reifen.



1.3 Diffuse grof3zellige B-Zell Lymphome - Definitia

DBLCL zerstoren als reife B-Zellneoplasien die Lymkpotenarchitektur bzw. das
extranodale Gewebe in einem diffusen Wachstumsm[&teBis zu 40 % der DLBCL
manifestieren sich priméar aufRerhalb des Lymphkrsptemeist im Bereich des
Gastrointestinaltraktes [8]. Einige Entitaten, wespielsweise das priméar mediastinale
grof3zellige B-Zell Lymphom (PMBCL), sind Uber invevorzugte initiale, extranodale
Lokalisation, in diesem Fall das Mediastinum, defin[9; 10]. Somit spielen in der
Definition der DLBCL sowohl histologisch- als auchklinisch-morphologische
Gesichtspunkte eine wesentliche Rolle.

DLBCL sind durch eine diffuse Proliferation grol3drastéarer, neoplastischer,
lymphoider Zellen der B-Zellreihe gekennzeichnels Arermutete Ausgangszellen
klonaler Dysregulation werden nach derzeitigem Keisstand periphere B-Zellen mit
Ursprung im Keimzentrum oder einer dem Keimzentrunachgeschalteten
Differenzierungsstufe angesehen [2]. So setzen dieh Tumoren histologisch in
wechselndem Verhaltnis hauptsachlich aus Zentrtédslasnd Immunoblasten sowie
einigen weiteren Zellen unterschiedlicher Haufigk@i.a. anaplastische Zellen, T-
Zellen, Histiozyten, Zellen mit plasmazytoider Rifenzierung) zusammen. Bei den
neoplastischen Zellen handelt es sich meist um gedfte Zellen, deren KerngroRRe
oftmals die Grol3e eines Makrophagen oder die zwsjigrphozyten tberschreitet. Es
findet sich in Abh&ngigkeit vom vorherrschenden Itgpl ein wechselnder Anteil
amphiphilen oder basophilen Zytoplasmas [2]. Aufgkudieser morphologischen
Variabilitdt ist daher der Einsatz immunhistocheshex und molekulargenetischer
Methoden zur besseren Differenzierung oftmals umaicr. Je nach vorherrschendem
Zelltyp werden verschiedene histologisch-morphaoge Varianten unterschieden, auf
die jedoch an anderer Stelle naher eingegangenewesdll. Die transformierten
lymphoiden Zellen unterliegen dabei einer meistadeausgepragten zytologischen
Varianz, dass die diagnostische Reproduzierbagkieéblich erschwert ist [2; 8].
PMBCL sind als Subtyp der DLBCL ebenfalls durch eeidiffuse Proliferation
neoplastischer B-Zellen, welche sich jedoch verichuthicht von peripheren B-Zellen,

sondern von B-Zellen des Thymus ableiten, gekeshmet [11; 12]. Die rein
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histologische Abgrenzung gestaltet sich auch insedieGruppe haufig schwierig.
Charakteristisch fur diese Tumorentitat ist einédmals ausgepragte fibrotische
Umgebungsreaktion [2]. Es besteht daher in vielgiteR zytologisch Ahnlichkeit mit
Lymphomen anderer DLBCL-Subtypen bzw. deren mompdisthen Varianten. Die
Identifikation thymischer Uberreste im Tumorgewebkann hierbei durch
immunhistochemische Untersuchungen erleichtert @rerd

In einigen Fallen kdnnen im Tumorgewebe der PMB@thaRiesenzellen, ahnlich den
Sternberg-Riesenzellen des Hodgkin-Lymphoms, gefmngerden, weshalb auch im
Hinblick auf die meist ausgepragte Sklerosierunge eange Verwandtschaft dieses B-
Zell Lymphoms zum nodular sklerosierenden, klag&ac Hodgkin-Lymphom
diskutiert wird [13; 14; 15]. Auch werden in dertéiatur Falle beschrieben, welche
histologisch sowohl Anteile eines PMBCL als auclclse eines klassischen Hodgkin-
Lymphoms (sog. ,Grauzonen-Lymphome*) enthalten [iL;

Die hier beschriebene morphologische Varianz mrags resultierender hoher Inter-
und Intra-Observer-Diskrepanz in der Diagnostikltstedaher bereits zu Beginn der
Entwicklung der Klassifikationsschemata maligner nNdodgkin Lymphome ein
grof3es Problem fur den Untersucher dar und besishheute. Die morphologische
Vielfalt der DLBCL einerseits, die ausgepragte ¥ad im Wachstumsverhalten
andererseits sowie das Bestreben, die histologisem@bilitat mit dem heterogenen
klinischen Verhalten dieser Tumoren zu korrelierdirte somit zu vielfaltigen
Klassifikationsversuchen, von denen die wichtigstert-olgenden besprochen werden.



1.4 Diffuse grof3zellige B-Zell Lymphome im Wandel dr Lymphomklassifikationen

Auch heutzutage erfolgt die Klassifikation maligneymphome vorwiegend nach
histologisch-morphologischen Gesichtspunkten. Duliehbeschriebene Variabilitat ist
es daher nicht verwunderlich, dass insbesonder&idmdnung der DLBCL innerhalb
dieser Lymphomklassifikationen einem standigen Véaodterlag.

Meilensteine auf dem Weg zu einer einheitlichen weroduzierbaren Klassifikation
der DLBCL waren die von Lennert im Jahr 1974 eiidgele und 1988 aktualisierte,
vorwiegend in den europédischen Landern verwendetel-Kdassifikation, die
hauptsachlich auf zytologischen Kriterien beruhfie8;[ 19; 20]. Im Kern wurde
zwischen niedrig- und hochmalignen Lymphomen unteeslen, die entweder im Falle
niedriger Malignitat weitgehend aus ,Zyten®, im Eahoher Malignitat aus ,Blasten”
bestanden. Die heutige Bezeichnung DLBCL fand s&icklieser Klassifikation noch
nicht. Tumoren dieser Kategorie wurden von Lennamter dem weiten Begriff
-hochmaligne Lymphome vom B-Zelltyp* eingeordneteHbei unterschied er u.a. das
.Zentroblastische Lymphom*, das ,immunoblastischanphom vom B-Zelltyp“, das
.grof3zellig-anaplastische Lymphom vom B-Zelltyp {kt)" sowie einige weitere
Subtypen und morphologische Varianten. Unter demriBeseltene und mehrdeutige
Typen von B-Zell Lymphomen* fand sich in der Kielassifikation auch erstmals der
Terminus ,grof3zelliges, sklerosierendes B-Zell Lyrom des Mediastinums® (heute:
PMBCL). Allen diesen von ihm definierten Tumoreétén war dabei gemein, dass sie
sich aus verschiedenen Zelltypen (in der Regelrdblasten und Immunoblasten bzw.
deren Vorlauferzellen) zusammensetzen. Im Fallegiefizelligen, sklerosierenden B-
Zell Lymphoms des Mediastinums* wurde aul3erdenPdenéarlokalisation des Tumors
sowie der Umgebungsreaktion Rechnung getrager2[1]9;

In den USA und anderen Landern stand hingegen diggehend auf klinischem
Verlauf, Prognose und therapeutischer Beeinflugsiiar beruhende ,Working
Formulation of Non-Hodgkin’s Lymphomas for Clinicklsage” im Vordergrund,
welche auf Ergebnissen ehemaliger Behandlungsptdokaus den 70er Jahren
begriindet war [21]. In dieser Klassifikation untdtied man in Abhéangigkeit vom zu

erwartenden klinischen Verlauf ,maligne Lymphomedrigen, mittleren und hohen
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Malignitatsgades”. Nach heutigem Verstandnis lasselm wohl am zutreffendsten die
Begriffe einiger ,maligner Lymphome von mittlerem abgnitatsgrad®, mit ihren

Varianten ,gemischt klein- und grof3zellig diffusgrof3zellig diffus mit gespaltenen
(,cleaved”) Zellkernen* und ,grof3zellig diffus miticht gespaltenen (,non-cleaved®)
Zellkernen®, sowie ein ,malignes Lymphom von hohévalignitatsgrad®, mit der

Variante ,grof3zellig, immunoblastisch mit plasmaigem oder klarzelligem Anteil”,

der Gruppe der DLBCL zuordnen. Fir die in der Kd#ssifikation definierten

Entitaten ,grof3zellig-anaplastisches Lymphom* umplof3zelliges, sklerosierendes B-
Zell Lymphom des Mediastinums® existierten jedocleinke &aquivalenten bzw.
vergleichbaren Begriffe [21]. Bereits zu diesemtgi@nkt zeigte sich daher deutlich,
dass die Verwendung unterschiedlicher, rein moxuisth begrindeter
Klassifikationsschemata in verschiedenen Landeheldiche Schwierigkeiten in der
diagnostischen Reproduzierbarkeit mit sich bringt.

Die International Lymphoma Study Group (ILSG), @asammenschluss vorwiegend
amerikanischer und europaischer Hamatopathologaidffentlichte aus diesem Grund
im Jahr 1994 die sog. REAL-Klassifikation, die nelbsnigen neuen Tumorentitaten
auch erstmals immunhistochemische und genetischierién mit berticksichtigte [8].

Grundsatzlich wurde hierbei versucht, den allgemakzeptierten Grundsatz der
Definition von Tumoren nach ihrer DifferenzierungR. B-Zellen vs. T-Zellen) und

ihrem Entstehungsort zu berlcksichtigen und damdein Tumor eine normale
Differenzierungsform  lymphatischer Zellen (sog. mate  Ausgangszelle)
gegenuberzustellen. So fanden sich in dieser Kikatson erstmals die Begriffe

.diffuses grol3zelliges B-Zell Lymphom (DLBCL)" undprimares mediastinales
(thymisches) grof3zelliges B-Zell Lymphom (PMBCL)fsaSammelbegriffe fur die

heterogene Gruppe grof3zelliger Lymphome, welchenviegend aus Zentro- und
Immunoblasten bestehen. Postulierte normale Ausgatign waren im Falle der
DLBCL proliferierende periphere B-Zellen sowie inalle der PMBCL thymische

(medullare) B-Zellen. Innerhalb der Gruppe der DIB@urden dabei wiederum
mehrere histologisch-morphologische Varianten, apaler Kiel-Klassifikation (z.B.

zentroblastisch monomorph), unterschieden [8]. RiAL-Klassifikation stellte somit

zwar einen konzeptionellen Fortschritt in der Kiglsstion maligner Non-Hodgkin
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Lymphome dar, wurde jedoch in vielerlei Hinsichtr mls eine Weiterentwicklung der
bestehenden Kiel-Klassifikation aufgefasst.

Erst im Jahr 2001 wurde die aktualisierte und leisté allgemeingultige Klassifikation
der Lymphome und lymphoproliferativen Erkrankungiemch die WHO verdéffentlicht,
die neben zytologisch-morphologischen Kriterientaldinisch relevante Daten sowie
neueste Erkenntnisse der Immunphéanotypisierung, Mielekularbiologie und der
Zytogenetik bertcksichtigt [2]. Auch findet die Zhseibung gewisser Ursprungszellen
(,cells of origin“) zu den aus ihnen entstehendepmphomentitdten in dieser
Klassifikation besondere Berlcksichtigung. So egfdleispielsweise innerhalb der B-
und T-Zellneoplasien die weitere Differenzierung iNeoplasien aus sog.
Vorlauferzellen (,precursor cells*) und solchen aeden Zellen (,mature cells®). Nach
derzeitigem Kenntnisstand gehéren sowohl die DLBI4 auch die PMBCL neben
einigen weiteren Lymphomentitaten, wie beispiels@alem follikularen Lymphom, in
diese letztgenannte Gruppe. Postulierte Ursprutigazesind, ahnlich der REAL-
Klassifikation, im Falle der DLBCL periphere B-Zefi (mit Ursprung aus dem
Keimzentrum oder einer dem Keimzentrum nachgesatiealt Differenzierungsstufe)
sowie im Falle der PMBCL thymische B-Zellen. Inraih der DLBCL werden
insgesamt sechs, teils nur immunhistochemisch rdiffeaerbare, morphologische
Varianten (zentroblastisch (monomorph, polymorpljtiobuliert), immunoblastisch,
T-Zell-reich, anaplastisch, plasmablastisch, B-imohlastisch mit Expression der
ALK-1) sowie einige Grenzfalle (z.B. Burkitt-like)nterschieden. Die PMBCL werden
als eine von mehreren Klinisch definierten Variarden DLBCL zugerechnet [2].

Die zwei wesentlichen Probleme in der Charaktetisig maligner Lymphome sind
jedoch auch nach dieser letzten Klassifikation heindeutig geldst. So gelten zum
einen noch immer viele DLBCL als ,histologisch ridtiassifizierbar®, zum anderen
besteht weiterhin das Problem der diagnostischeprd@ezierbarkeit. Denn trotz
Einsatz immunhistochemischer und molekulargenetisdfiethoden stitzt sich auch
heutzutage ein Grol3teil der Diagnostik auf die skiioje histologisch-morphologische
Beurteilung des Verhéltnisses von insbesondere rdaasten zu Immunoblasten
innerhalb des Tumors. Es steht somit auRer Fraags der Begriff DLBCL nur als

Sammelbegriff fir eine Fulle unterschiedlicher Tuemtitaten stehen kann.
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1.5 Diffuse grof3zellige B-Zell Lymphome — WHO-Klas§ikation

Basierend auf der aktualisierten WHO-Klassifikatiowerden derzeit sechs
histomorphologische Varianten der DLBCL sowie einfgrenzfalle unterschieden [22].

Das DLBCL vomzentroblastischen Typ als haufigste Form der DLBCL besteht in
seinem Hauptanteil aus Zentroblasten. Je nach miwalem Verhaltnis der
Zentroblasten zu anderen vorhandenen Zellen (iosidese Immunoblasten) im
Tumorgewebe werden verschiedene Formen unterschiedds zentroblastisch
monomorph werden Tumoren mit einem Anteil von Ul8&r % Zentroblasten
bezeichnet. Steigt der Anteil an Immunoblasten UlfeR6, handelt es sich um einen
zentroblastisch polymorphen Subtyp. Herrschen Igege Zellen mit deutlich
lobulierter (lAppchenartiger) Kernstruktur vor, ispt man vom sog. zentroblastisch
multilobulierten Typ.

Das DLBCL vomimmunoblastischen Typ besteht zu tUber 90 % aus Immunoblasten.
Auch Immunoblasten mit plasmazytoider Differenzrgyuoder Lymphozyten kdnnen
vorkommen. Der Anteil an Zentroblasten muss sich gefinitionem jedoch auf
weniger als 10 % belaufen.

DasT-Z€ll- bzaw. Histiozyten-reiche DLBCL zeichnet sich durch seinen Gberwiegenden
Anteil an nicht neoplastischen T-Zellen bzw. Higliten aus (60-90 %). Eingestreut
finden sich grof3zellige B-Lymphozyten unterschiguter Morphologie, wie z.B.
Zentroblasten, Immunoblasten oder anaplastiscHerZel

Das DLBCL vom anaplastischen Typ ist charakterisiert durch sehr grol3e,
entdifferenzierte Zellen mit pleomorphen, teils &sren Kernformen. Riesenzellen
kbnnen vorkommen. Das Wachstumsmuster gleicht anfyr der kohéasiven
Zellverbande oftmals dem eines Karzinoms.

Einige seltene Varianten, wie das DLBCL voBrimmunoblastischen Typ mit
Expression der ALK-1 und dasplasmablastische DLBCL, sind morphologisch nur
durch immunhistochemische Zusatzuntersuchungemtaracheiden [22].

DLBCL beinhalten somit verschiedene morphologistfaianten (immunoblastisch,

zentroblastisch, etc.), deren diagnostische Repretharkeit jedoch noch immer als
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gering einzuschatzen ist [8]. Insbesondere deriskie Nutzen einer derartigen
histologischen Subtypisierung ist umstritten, aualenn beispielsweise einige
Immunoblasten-reiche Tumoren in verschiedenen &tueline schlechtere Prognose zu
haben scheinen als andere [23; 24; 25; 26]. Dienebenen Schwierigkeiten deckten
daher schon frih die Notwendigkeit auf, neben d&ologisch-morphologischen auch

der klinischen Heterogenitat besondere Beachtursgkenken.

1.6 Diffuse grof3zellige B-Zell Lymphome verhaltenish klinisch heterogen

Die Gruppe der DLBCL ist die weltweit haufigste Lyhomentitat bei Erwachsenen.
Epidemiologisch lassen sich ihr ca. 30-40 % derignah Non-Hodgkin Lymphome in
den westlichen Industrienationen zurechnen. In Ektungslandern ist ihr Anteil sogar
noch hoéher einzuschatzen [2]. Das mittlere Erkragkalter liegt bei ungefahr 60-70
Jahren. Es werden jedoch auch Verlaufe bei weiggien Patienten beobachtet [27;
28]. So liegt der Altersdurchschnitt in der Gruglge PMBCL bei ca. 30-40 Jahren [10;
29]. Manner scheinen bei insgesamt ansteigendeteinz etwas haufiger betroffen zu
sein als Frauen [27]. Auch hier bilden die PMBClie drorwiegend bei Frauen
auftreten, eine Ausnahme [10]. Die verschiedenemEn der DLBCL sind sowohl in
threr klinischen Préasentation als auch in ihremladr durch eine auf3erordentliche
Heterogenitat gekennzeichnet.

DLBCL kénnen sowohl primar de novo als auch sekundés einer bereits
vorhandenen lymphatischen Neoplasie, wie z.B. ddiikdlaren Lymphom (FL) [30]
oder der chronischen lymphatischen Leukadmie vomeByp [31], entstehen. Auch
wurden bei Patienten mit klassischen Hodgkin-Lymmpbao Zweitmalignome vom Typ
der PMBCL in der Vergangenheit beschrieben [32; B8 Tumoren kénnen sich dabei
sowohl primér innerhalb des Lymphknotens (noda)aaich an jeder anderen Stelle des
Organismus (extranodal) manifestieren. Bei den PMBfgigt sich das primére
Tumorwachstum anfangs ausschlief3lich auf das Miedlies begrenzt. Jedoch kénnen

die Zellen von dort auch andere thorakale Struktuirgiltrieren bzw. in andere
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extrathorakale Gewebe, wie z.B. die Nieren oder d&tS [34], disseminieren.
Allgemein zeigt sich bei Patienten mit Tumoren vogp der DLBCL zu Beginn der
Erkrankung ein rasches lokalisiertes Wachstum dendrzellmasse, die sich meist erst
im fortgeschrittenen Verlauf symptomatisch mani@st Zum Zeitpunkt der Diagnose
besteht daher bei vielen Patienten bereits eiredissertes Geschehen [2].

Im Hinblick auf die therapeutische Beeinflussbarkassen sich ebenfalls deutliche
Unterschiede innerhalb der Gruppe der DLBCL feBéste So sprechen zwar die
meisten Patienten auf eine initiale Polychemotheram, gelangen jedoch in der
Mehrzahl der Félle nicht in eine dauerhafte Rerarssider erliegen der Erkrankung im
weiteren Verlauf [35]. Dabei zeigen sich fur Tumoreom Typ der DLBCL grol3e
Unterschiede beziiglich der 5-Jahres-Uberlebenswaladirdichkeit, welche im Mittel
46 % betragt. 30-40 % der Tumoren konnen mit eiAathracyclin-basierten
Chemotherapie geheilt werden [36]. Fur Tumoren @asppe der PMBCL liegt die
dauerhafte Remissionsrate nach Chemotherapie méb &bgar noch deutlich héher
[15]. Die Wahl der Therapie basiert neben Alter Wamhstitution des Patienten im
Wesentlichen auf der Stadieneinteilung der Erkragkoach Ann Arbor (Stadium | und
II: lokalisiertes Wachstum; Stadium Il und IV: fgeschrittenes, disseminiertes
Wachstum), welche urspringlich fir das StagingMesous Hodgkin entwickelt wurde
[37; 38]. Die prognostische Aussagekraft diesetdtung ist jedoch bei Non-Hodgkin
Lymphomen, wie den DLBCL, im Vergleich zum Morbusodgkin als gering
einzuschatzen [39]. Des Weiteren stellt auch déstuegszustand des Patienten einen
Anhaltspunkt flr das therapeutische Vorgehen dasdd kann grob prozentual mittels
des sog. Karnoswsky-Index (100-10 %: symptomlosrimsbibund), oder aber tber die
ECOG-Skala (0-4: normal bis standig bettlagerigurteslt und fur die Wahl der
Therapie sowie die Abschatzung der Prognose heragga werden [40; 41].
Therapeutisch gilt dabei noch immer die Behandloagh dem sog. CHOP-Schema
(Cyclophosphamid, Doxorubicin, Vincristin und Presim), derzeit in Kombination mit
einem monoklonalen Antikbrper gegen das B-Zell-assde Antigen CD20 (z.B.
Rituximab), als der Goldstandard [36; 42].

Die beschriebenen unterschiedlichen klinischen atéd der DLBCL sowie ihr

variables Ansprechen auf eine bestimmte Therapiehara deutlich, dass eine
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prognostische Abschatzung des Krankheitsverlaufs individuellen Fall Uberaus
schwierig ist. Die Einschéatzung des individuelleisikbs gemaR dem internationalen
prognostischen Index (IPI-Score), basierend au$cleedenen klinischen Parametern
(Alter, Lactatdehydrogenase-Spiegel, (Mobilitatsaj8s des Patienten, Tumorstaging,
extranodaler Lymphombefall), liefert hierbei fledsruppe der DLBCL lediglich einen
begrenzten Anhalt. Denn trotz Etablierung des Indexklinischen Alltag zeigen
Patienten der vermeintlich selben Erkrankung beicgem IPI-Score oftmals vollig
unterschiedliche Krankheitsverlaufe [43; 44].

Dies fuhrte bereits in der Vergangenheit zu derakme, dass die klinische Variabilitat
im Krankheitsverlauf der DLBCL evtl. auf bislang hekannten, molekularen
Unterschieden beruht. Neben der histologisch-mdggmechen Differenzierung, die
auch heute noch immer eine wesentliche Saule ibdegnostik der DLBCL darstellt,
sind daher v.a. die immunophanotypische und die ekubdrgenetische

Charakterisierung eventueller Subtypen Gegenstargkeidiger Studien.
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1.7 Immunphénotypisierung der diffusen grof3zelligerB-Zell Lymphome und

Abgrenzung der Subtypen

Immunphanotypisch zeigen sich die DLBCL als GruppeExpression verschiedenster
Oberflachenmarker (Jaster of dfferentiation”; CD). So werden von diesen gewobinli
als Antigene der B-Zell-Linie die Oberflachenmark€D19, CD20 und CD79a
exprimiert [2; 45]. Das Transmembranprotein CD20@dwhierbei vom Stadium der
Vorlaufer-B-Zelle bis hin zur pra-plasmazellularebifferenzierung [46], das
Immuglobulin-assoziierte Antigen CD79a sogar bismmZzRlasmazell-Stadium exprimiert
[47]. So kann in terminal differenzierten DLBCL mimmunoblastischer oder
plasmablastischer Morphologie CD20 bereits negagin, CD79a hingegen noch
nachgewiesen werden. Von Tumoren der Gruppe der@®Mierden CD19, CD20 und
CD79a ebenfalls exprimiert [17]. Zusatzlich lasshsbei diesen jedoch als weiterer
wichtiger Marker CD23 bei einer Vielzahl der Fail@chweisen [48].

In bis zu 10 % der Falle wird CD5 bei DLBCL nachgesen [3; 49]. Unterschiedliche
Studien haben gezeigt, dass CD5 hierbei eher beépen (de novo) als bei sekundéren
(transformierten) Tumoren gefunden wird. CD5-pesitiPrimértumoren scheinen
vornehmlich bei &lteren Patienten, insbesonderaidfraaufzutreten und mit einem
hoheren Risiko gemaf IPI-Score sowie haufigeremaeatialen Befall zu korrelieren.
Die Tumormorphologie entspricht in diesen Fallerufitgh einem zentroblastischen
DLBCL. AulRRerdem exprimieren sie in der Regel ni€@bD10, ein Keimzentrum-
assoziiertes Antigen, sind jedoch fir das Proteih@ ebenfalls ein Marker germinaler
B-Zellen, positiv [50; 51; 52; 53; 54]. Die Uberkatsraten CD5-positiver Falle zeigen
sich insgesamt schlechter als die CD5-negativeroram[50; 53].
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1.8 Genexpressionsanalysen von diffusen grof3zelligB-Zell Lymphomen

Die cDNA-microarray-Technologie erlaubt Uber die alyse exprimierter Gene
maligner Tumoren (sog. Genexpressionsprofil) dier@kterisierung maligner Zellen
[55; 56; 57]. Basierend auf der Annahme, dass giehnGruppe der DLBCL aufgrund
ihrer klinischen und immunophanotypischen Heterdgenn verschiedene Subtypen
unterscheiden lasst, entwickelten Alizadeh et alere speziell fir diese malignen
Lymphome konstruierten cDNA-microarray, welcher galfluss Uber eventuelle
gemeinsame Genexpressionsprofile dieser Subgrugoene die ihnen zugrunde
liegenden Pathomechanismen bringen sollte [58].

Als Genexpressionssignatur galt dabei eine Gruppen vGenen, welche
charakteristischerweise entweder von einem besemmaielltyp (z.B. einer B-Zelle)
oder aber wahrend einer biologischen zellularen kikea (z.B. der zellularen
Proliferation) vermehrt exprimiert wird. Mithilfeirees sog. ,Lymphochips” wurden
Genexpressionsignaturen bestimmter Gene, welchgmphoiden Zellen exprimiert
werden, und solche, welche in immunologischen dderinogenen Prozessen eine
Rolle spielen, untersucht [59fur die Gruppe der DLBCL konnte gezeigt werderssda
sich die von den Tumoren exprimierten Gene, venglcmit Proben normaler, nicht
tumoroser Zelllinien unterschiedlicher Differenziegsstadien (z.B. germinale B-Zelle,
aktivierte B-Zelle), gewissen Genexpressionssigeatunormaler Zellen zuordnen
lassen. Diese wurden entweder nach dem Zelltypyetchem die Gene vorrangig
exprimiert werden (z.B. T-Zellsignatur), oder alp@ch dem biologischen Prozess, in
welchem sich die exprimierten Gene gehdauft finderB.( Proliferationssignatur),
benannt [59]. Fur die DLBCL fanden sich vorwiegghdne der Proliferations- (z.B.
Ki-67), der Lymphknoten- (z.B. FGF-7, einem Wachsstaktor fur Fibroblasten) und
der Keimzentrumssignatur (z.B. CD10, BCL-6). Gemre @-Zellsignatur (z.B. CD3)
fanden sich hingegen nur bei einigen der untergacfAtumoren. Interessanterweise
lieRen sich die Signaturen innerhalb des Gesanelkinls der untersuchten DLBCL in
unterschiedlicher Haufigkeit nachweisen und hiesbudie Tumoren in zwei grol3e
Subgruppen gemeinsamer Genexpressionsprofile lauaftesolche, welche vorrangig

Gene von B-Zellen der Keimzentrumsreaktion (GCB-[QILB, und solche, die Gene
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(in vitro) aktivierter B-Zellen (ABC-DLBCL) expringren [59]. Bei Korrelation des
klinischen Verlaufs mit den mittels Genexpressioadgse definierten DLBCL-

Subgruppen zeigte sich, dass nach 5 Jahren 76 % ateanten mit GCB-DLBCL,

hingegen nur noch 16 % der mit ABC-DLBCL am Lebearan (s. Abbildung 1).

Dieser bemerkenswerte Unterschied im klinischenawéregte daher die Vermutung
nahe, dass es sich bei den beiden entdeckten ®ubtigy DLBCL um unterschiedliche
Erkrankungen handelt [59].

Abbildung 1: Genexpressionsanalysen und klinischeVerlauf von Tumoren der
Gruppen GCB- und ABC-DLBCL (aus: ALIZADEH et al., 2 000)
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Abbildung 1:

Linke Bildhélfte: Genexpressionsmuster der GCB- WBIC-DLBCL; Spalten: Tumorfalle; Reihen:
untersuchte Gene; rote Bereiche: vermehrte Exmmesson Genen; grine Bereiche: verminderte
Expression von Genen; Rechte Bildhélfte: Uberlekengn der Patienten mit GCB- und ABC-DLBCL

im Vergleich; x-Achse: Jahre nach Diagnose; y-Achiiserlebenswahrscheinlichkeit
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In einer weiteren Studie aus dem Jahr 2000, baslesaif Untersuchungen an 14
Tumoren der beiden Subgruppen GCB- und ABC-DLBQEjgten Lossos et al., dass
sich neben Genen der bereits erwéhnten Signatwan Mutationen in den Genen der
Immunglobulin-Schwerketten, deren Rekombination istyfperweise in  den
Keimzentren der sekundaren lymphatischen Organtirsti@t und sich bei vielen der
lymphatischen Tumoren nachweisen lasst [60; 6iraibestimmten DLBCL-Subtyp
zuordnen lassen [61]. So fanden sich in dieser iArkematische Mutationen
ausschliel3lich bei Tumoren der Gruppe der GCB-DLB@hs die Vorstellung, es
handele sich bei beiden Subtypen um  Tumoren utiedcher
Differenzierungsstadien, weiter untermauerte [61].

Rosenwald griff in seiner Studie aus dem Jahr 28bB&nfalls die von Alizadeh
beschriebenen Ergebnisse und damit die Annahmgeles innerhalb der Gruppe der
DLBCL unterschiedliche Subtypen, auf [62]. Ziel darbeit war es, mithilfe der
Genexpressionsanalyse prognostische Markergene izdenf welche sich als
unabhangig vom, im klinischen Alltag gebrauchlichbriernationalen Prognostischen
Index (IPI) erweisen. Dieser erlaubt es namlichwkiten nicht, Patienten mit DLBCL
einem eindeutigen Therapieregime zuzuordnen [6&rkddi wurden zunéchst die von
Alizadeh beschriebenen Subgruppen der DLBCL mittsaexpressionsanalyse anhand
100 festgelegter Markergene erneut analysiert uadldmoren drei grof3en Gruppen
unterschiedlicher Expressionsmuster zugeordnetlemersten fanden sich solche mit
hoher Expression von Genen, welche charakterisfisciB-Zellen des Keimzentrums
waren (GCB-DLBCL), in der zweiten solche, welchewiegend Gene von aktivierten
B-Zellen exprimierten (ABC-DLBCL). Der dritten Grpp (Type 3-DLBCL) wurden
Tumoren zugeordnet, die weder eindeutig der einenhnder anderen Gruppe
zugeordnet werden konnten bzw. deren Expressiofispicht stark genug war [62].

Die Subgruppen unterschieden sich signifikant ireizankogenetischen Merkmalen:
der von follikularen Lymphomen bekannten Translakatt(14;18), welche zu einer
Uberexpression des antiapoptotischen Proteins Bih&t, sowie einer Amplifikation
des c-REL-Lokus auf Chromosom 2. Diese beiden Matknfanden sich fur die
DLBCL ausschlie3lich in der Gruppe der GCB-DLBCLasweben der Beobachtung,
dass die Subtypen der DLBCL unterschiedliche ktimés Verlaufe aufwiesen, die
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Ansicht festigte, es handele sich bei den beschnied Subgruppen um eigenstandige
Krankheitsentitaten, welche auf unterschiedlichenkogenetischen Mechanismen
beruhen [59; 64].

Klinisch war ein signifikant hoherer Anteil der Raitten mit ABC-DLBCL élter als 60
Jahre und hatte einen ECOG-Status > 1, korreljed&ch nicht mit den Risikogruppen
des IPI. Analog zu Alizadeh war der klinische Veflder Patienten mit ABC-DLBCL
sowie den von Rosenwald zusatzlich definierten T34 BCL signifikant schlechter
als der von Patienten mit GCB-DLBCL. Da trotz desdhriebenen Unterschiedes im
klinischen Verlauf einige Patienten mit ABC-DLBClemhoch auf eine multimodale
Chemotherapie ansprachen, auf der anderen Seitthesohit GCB-DLBCL ein
Restrisiko von 36 % hatten, innerhalb der folgen@dahre nach Behandlung zu
versterben, versuchte die Arbeitsgruppe individueéMlarkergene zu finden, deren
Expression besser mit dem klinischen Verlauf kaerelbzw. deren Nachweis eine
zuverlassige prognostische Abschatzung erlaubt [62]

Hierzu wurden die Tumorgene, &hnlich der Studie wlizadeh, hierarchisch
geclustert, um sie erneut den bereits beschriebeGemexpressionssignaturen
zuzuordnen [59]. Es fanden sich 16 Gene (u.a. B Ldée signifikant mit dem
klinischen Verlauf korrelierten und sich vier Gepeassionssignaturen (Proliferations-,
Lymphknoten-, Keimzentrums-, MHC-Klasse IlI-Signatauordnen lieRen, sowie ein
von diesen Signaturen unabhéngiges Gen BMP6 [6BhaAd eines Score- bzw.
Ranking-Systems, basierend auf den Expressionsdatebeschriebenen Gene, liel3en
sich die Patienten vier Quartilen zuordnen, diehier Prognose unterschiedliche 5-
Jahrestberlebensraten aufwiesen. Ein hoher Summienwetete hierbei auf einen
prognostisch ungunstigen Verlauf hin [62]. Der ®cpeigte diesbeztiglich die héchsten
Werte fur die Gruppe der ABC-DLBCL, die niedrigstéir diejenige der GCB-
DLBCL, was mit dem beobachteten klinischen VerlaufEinklang stand. Fur die
Gruppe der Type 3-DLBCL lagen die Werte im mittlei®ereich. Somit lie3 sich das
Patientengut jeder einzelnen DLBCL-Subgruppe eingewissen Risikopotential
zuordnen. Der genexpressionsbasierte Score erwshsdabei als unabhangig vom

bislang gebrauchlichen IP1 [62].

16



Es zeigte sich, dass Gene der Proliferationssigrthtusicherste Vorhersage eines zu
erwartenden schlechten klinischen Verlaufs erlaplveass sich mit den Ergebnissen
friherer Studien deckte [65; 66]. Gene der MHC-B#asIl- und der
Lymphknotensignatur, welche normalerweise mit deysplogischen Immunantwort
assoziiert sind, wiesen hingegen auf einen progubsglinstigen Verlauf hin. Dabei
scheinen die Gene der MHC-Klasse II-Signatur velioluteine Rolle bei der
Antigenprasentation [67], diejenigen der Lymphkmgignatur eine bei extrazellularen
Abwehrreaktionen, beispielsweise als Mediatorerrofischer Reaktionen [68], zu
spielen.

Neben der Feststellung, dass der klinische Verauschen den drei Subgruppen der
DLBCL differierte, wurde weiterhin untersucht, ob ied Gene des
genexpressionsbasierten prognostischen Scoregarsahiedlichem Ausmald innerhalb
der Subtypen exprimiert werden. Hierbei zeigte ,stdss innerhalb der GCB-DLBCL
hauptséachlich Gene der Keimzentrumssignatur, in degr ABC-DLBCL solche der
Proliferationssignatur sowie das Gen BMP6 expritnieerden. Innerhalb der ABC-
DLBCL lief3en sich hingegen kaum Expressionen dengplyknotensignatur detektieren.
Gene der MHC-Klasse II-Signatur fanden sich beairatirei von Rosenwald definierten
Subtypen. Die Keimzentrumssignatur erscheint hiebdesonders erwdhnenswert, da
GCB-DLBCL, bei denen diese Signatur gehauft nachlagi ist, eine deutlich
herabgesetzte Aktivitat des NF-kappa B-Signhalwegdwa/eisen, welcher der Apoptose
von Zellen und somit dem chemotherapeutisch indigrieZelltod entgegenwirkt [69;
70]. Tumoren dieser Gruppe scheinen daher einervegionellen Therapie
zuganglicher als beispielsweise Tumoren der Grugge ABC-DLBCL, bei denen
dieser Signalweg konstitutiv aktiviert ist [69]. Filiese erwies sich aktuell, im
Gegensatz zu GCB-DLBCL, ein gezielter therapeuéisdfingriff in die NF-kappa B-
Kaskade als ausgesprochen toxisch [71].

Im Jahr 2004 konnten sechs Gene identifiziert werdkeren Expression auf den zu
erwartenden klinischen Verlauf schlie3en und dadiet Prognose abschatzen lassen
[72]. Die besten Korrelationen fanden sich fur @Gene LMO2 und BCL-6 (Marker der
Keimzentrumssignatur), FN1 (Marker der Lymphknoignatur) sowie CCNDZ2,
SCYAS3 und BCL-2 (Marker der Signatur aktivierterZgtlen). Die drei erstgenannten
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Gene waren hierbei mit einem guten, die anderegelg@n mit einem schlechten
klinischen Verlauf assoziiert. Dabei deckte sickbesondere die vermehrte Expression
von BCL-6, welche sich bereits mehrfach bei Tumodes Keimzentrums, wie den
GCB-DLBCL, nachweisen liel3 [73; 74], mit dem dieBemoren kennzeichnenden
besseren klinischen Verlauf. Der aus den oben ggearGenen abgeleitete Score zur
prognostischen Einschatzung erwies sich ebenfalks,in der Arbeit von Rosenwald
[62], als unabhangig vom IPI1 [72].

Interessanterweise ergaben Genexpressionsanalgseprichdr mediastinalen diffusen
grof3zelligen B-Zell Lymphome (PMBCL), dass sichsdieauf molekulargenetischer
Ebene von den anderen DLBCL (GCB- und ABC-DLBCL)}arscheiden [15]. So
konnten neben den zwei Genen MAL und FIG1, die Géne der intrazellularen
Signaltransduktion bereits in friheren Studien Emuing fanden [75; 76], weitere 35
Gene identifiziert werden, die gehauft von PMBClpemiert werden. Diese wurden in
einer sog. PMBCL-Signatur, &hnlich den bereits ém&n Genexpressionssignaturen
der DLBCL, zusammengefasst, was es erstmals erombgli neben Tumoren der
Subgruppen GCB- und ABC-DLBCL auch solche vom Typ BMBCL diagnostisch
durch ihre charakteristische Expression von Genemrigene Entitdt zu unterscheiden
[15].

Bei Auswertung der Gene der PMBCL-Signatur fiel, al&#ss zwei dieser Gene, CD30
und TARC, bereits in friheren Arbeiten bei andehgmphatischen Tumoren, den
Hodgkin-Lymphomen, nachgewiesen wurden [77; 78]ctN®ergleich weiterer Gene
dieser Signatur mit den Studienergebnissen an rZ&lkssischer Hodgkin-Lymphome
[79] zeigte sich, dass beide Tumorentitdten eire2dhl von Genen in gleicher Weise
exprimieren. So liel3 sich in beiden Gruppen u.ae @rhdhte Expression der bereits
beschriebenen Gene MAL und FIG1 nachweisen [15préssanterweise fand sich
weiterhin eine vermehrte Expression von Genen, heelals Mitglieder der TNF-
Familie, analog den Untersuchungen an Tumoren vgm der ABC-DLBCL, zur
Aktivierung des NF-kappa B-Signalweges und damit =ainer erhohten
Apoptoseresistenz der Zellen beitragen [15]. Algspiele hierfur seien die Gene
TARC, STAT1 und TRAF1 aufgefuhrt [80; 81]. Von beserem Interesse scheinen
auch die auf dem kurzen Arm von Chromosom 9 lolatsn Gene JAK2, PDL1,
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PDL2 und SCMARCAZ2 zu sein [15]. PDL1 und PDL2 kadie hierbei fur Proteine,
welche Einfluss auf die T-Zell-vermittelte Immunantt gegentber entarteten Zellen
sowie auf die interzellulare Zytokin-vermittelte Wanunikation haben [82; 83; 84; 85].
Veradnderungen innerhalb dieses immunologischen vidgkes konnten daher ein
Wachstum der malignen B-Zellen innerhalb des Thybaws. der mediastinalen Region
mit Ausbleiben einer T-Zellantwort zur Folge habBie genaue pathogenetische Rolle
von JAK2, einer fur die Zytokin-vermittelte Sigrmalbsduktion bedeutsamen Tyrosin-
Kinase [86], sowie von SMARCAZ2, einem Regulatorgerxs Chromatins, ist hingegen
noch nicht eindeutig geklart. Andere Gene der PMEBIgnatur (wie z.B. jene fir die
bei PMBCL und DLBCL haufig exprimierten Oberflachmearker CD19 und CD20)
lieBen sich in der Vergangenheit nicht bei klassgsc Hodgkin-Lymphomen
detektieren. PMBCL und Hodgkin-Lymphome scheinelnedawar einige, jedoch nicht
alle Gene in gleicher Weise zu exprimieren und gesaene onkogenetische
Pathomechanismen zu teilen [15].

Einige weitere interessante Ansatze bezlglich ag@rdssion von Genen innerhalb der
Gruppe der PMBCL sowie einer moglichen molekulasgschen Verwandtschaft zu
klassischen Hodgkin-Lymphomen finden sich in derbeien von Savage und
Palanisamy et al. [14; 87]. In diesen wurde u.aegg, dass von einem Grol3teil der
PMBCL verstarkt das Keimzentrum-assoziierte ProBgh6 exprimiert wird, was eine
zellulare Verwandtschaft dieser Entitdt mit Zellatie das Keimzentrum in ihrer
Differenzierung bereits durchlaufen haben, vermudsst [87]. AulRerdem konnte eine
vermehrte Expression von Komponenten der intralZen Zytokinkaskade, wie dem
Rezeptor fur Interleukin 13, einem Protein der @elliferation, sowie den bereits
erwéhnten Genen der TNF-Familie JAK2, STAT1 und FRAnachgewiesen werden
[14]. Eine vermehrte Expression von FIG1 fand slabei analog den Ergebnissen von
Rosenwald et al. [15]. Somit deuten auch die Exgioesdaten dieser Arbeiten auf
Gemeinsamkeiten in der Pathogenese der beiden ®atitéten hin [14].
Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass sihtiebenen Genexpressionsanalysen
von Tumoren, insbesondere die Studien von Alizadeld Rosenwald, einen
wesentlichen Beitrag in der molekulargenetischear@kterisierung und Definition von
DLBCL-Subtypen geleistet haben [15; 59; 62]. Dien denterschiedlichen DLBCL-
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Subtypen zugrunde liegenden chromosomalen Imbatanzeeziell der GCB- und
ABC-DLBCL, sind jedoch bislang weitgehend unbekankine genaue Analyse
derartiger Imbalanzen ist daher von besonderemelsge.

1.9 Diffuse grof3zellige B-Zell Lymphome - CGH-Arbdien

Der Nachweis rekurrenter genetischer Aberrationen Tumoren der Gruppe der
DLBCL war seit Einfuhrung der CGH immer wieder Gegi@and verschiedener
Studien. Erste genetische Analysen von DLBCL zeidteerbei Amplifikationen der

chromosomalen Region 2p13-pl15 [88], dem Lokus desofonkogens REL [89]. Es

sei jedoch angemerkt, dass es sich bei dieser tAldaiglich um die Untersuchung
einer geringen Fallzahl von DLBCL extranodaler Uaation handelte. Hingegen
wurde in einer Studie von Monni et al. aus dem JE®6 erstmals ein grolieres
Kollektiv von 32 Tumoren mittels CGH untersucht [9@lIs rekurrente genetische
Veranderungen fanden sich Zugewinne auf den Chromes X, 1q, 7, 3, 6p, 11, 12
und 18 sowie Verluste auf den Chromosomen 6q, Xyrip8p. Amplifikationen lie3en

sich in den Regionen 6p23-pter, 10pl2-pl4, 17pldq21-qter und Xg22-qter

nachweisen [90]. Ebenfalls Monni et al. untersuchtbe Jahr 1997 weitere 26 Tumoren
der Gruppe der DLBCL [91]. Hierbei wurden bei ruethem Drittel der Falle

Amplifikationen auf Chromosom 18qg nachgewiesen, demkus von BCL-2. Das

Protein Bcl-2 konnte in der Vergangenheit beregtishis zu 30 % der DLBCL vermehrt
exprimiert nachgewiesen werden [92; 93]. Auch aFigiumoren mit einem Zugewinn
auf Chromosom 18q eine vermehrte Expression ddsiRsdBcl-2 [91].

Ein Jahr spéater analysierten Rao et al. 20 weilemaoren vom Typ der DLBCL. Es

fanden sich bei 6 Fallen Amplifikationen der chr@omalen Regionen 1g21-g23,
2p12-pl6, 8924, 9934, 12q12-q14, 13932, 16pl2, 1-8@2 und 22912 [94]. Innerhalb
des Tumorkollektivs wurde weiterhin eine vermehiepression der Gene BCL-2
(Lokus 18qg21), REL (Lokus 2p14-p16) und MYC (Lolg24) nachgewiesen [94].
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Stokke et al. veroffentlichten im Jahr 2001 einélRkation Gber die CGH-Analyse von
94 Non-Hodgkin Lymphomen, darunter 17 Tumoren deupBe der DLBCL. Es
fanden sich zahlreiche genetische Aberrationen,Augewinne auf den Chromosomen
3q, 6p, 7p, 8q, 12q, 179 und 18q sowie Verlustedauf Chromosomen 1p, 6q, 8p, 9p,
11q, 13q und 17p [95]. Interessanterweise zeigEnissbesondere die Zugewinne auf
Chromosom 6p innerhalb des Gesamtkollektivs sikgifi haufiger. Nach Korrelation
der detektierten Aberrationen mit dem klinischenrl&& erwiesen sich dabei die
Tumoren mit einem Zugewinn auf Chromosom 6p alshemit ungtinstiger Prognose
[95].

Ebenfalls eine Reihe genetischer Aberrationen lemBerglund et al. in ihrer Analyse
von 54 Tumoren der Gruppe der DLBCL im Jahr 2002hmeisen. So fanden sich
gehauft Zugewinne der Regionen Xq25-26, 13922, 1-2de, 2924-25, 7 und 18ql2-
21 sowie Verluste der Regionen 8p22-pter, 1p34-Gig23-qter, 17pl2-pter, 22q und
9p23-pter [96]. Es zeigte sich bei Korrelation dieslterationen mit dem klinischen
Stadium der Tumorerkrankungen, dass sich Verluste @hromosom 22q signifikant
haufiger bei fortgeschrittenen Stadien der ErkragkuZugewinne auf Chromosom
18921 hingegen vorwiegend bei Tumorrezidiven nacsevelassen [96].

Mittels Matrix-CGH, einer microarray-basierten \é&rte der konventionellen CGH,
konnten Wessendorf et al. weitere, bisher nichtoffentlichte, chromosomale
Veranderungen nachweisen. Es handelte sich hiedoei Amplifikationen der
chromosomalen Regionen 2pl13, 9pl13-p21 und 12g24chweinnerhalb eines
Kollektivs von 13 DLBCL detektiert wurden [97].

Wie bereits eingangs erwahnt, exprimieren einigendien vom Typ der DLBCL CD10
als Keimzentrum-assoziierten Oberflachenmarker.nghat al. untersuchten im Jahr
2004 19 Falle dieser CD10-positiven Tumoren aufegeche Aberrationen [98]. Die
haufigsten Zugewinne fanden sich hierbei auf dero@bsomen 1q, 7, 12, 18 und X.
Verluste lie3en sich hingegen auf den Chromosonpertd, 16 und 17 nachweisen.
Amplifikationen wurden in den Regionen 12g14-22 wfu5-qter detektiert [98]. Der
Vergleich dieser chromosomalen Aberrationen mitlsah, die sich in friheren Studien
bei Tumoren der Gruppe der DLBCL sowie bei follédn Lymphomen und

transformierten DLBCL fanden, lieRen die Autorerrmeten, dass es sich bei den

21



CD10-positiven DLBCL mdglicherweise um eine eigéfrgitat handelt. Insbesondere
die Zugewinne auf Chromosom 1, die Verluste auf @eromosomen 16 und 17 sowie
das Fehlen von Verlusten auf den Chromosomen 3qg8mavurden dabei diesem
vermeintlichen Subtyp zugeordnet [98]. Mit Tumor@mes anderen speziellen
immunhistochemischen Phéanotyps, den sog. CD5-pesitibzw. CD5-negativen
DLBCL, beschaftigten sich Tagawa et al. ebenfalls Jahr 2004 [99]. Im
Gesamtkollektiv der 70 Tumoren fanden sich Zugewidar chromosomalen Regionen
1921-9g31, 1932, 3p25-q29, 5p13, 6p21-p25, 7p22-§824, 11923-g24, 12913-9g21,
16p13, 18 und X. Genetische Verluste zeigten siolgegen in den Regionen 1p36,
3pl4, 6q14-g25, 6927, 9p21 und 17p11-p13 [99].\BxQleich der CD5-positiven und
CD5-negativen Tumoren erwiesen sich die Zugewiroredp14-p15 und 19913 sowie
die Verluste von 1943-g44 und 8p23 dabei als cherizkisch fur die CD5-
exprimierenden DLBCL [99]. In der Arbeit von Katzmwger et al. zeigten sich
hingegen Zugewinne auf den Chromosomen 16p undal8typisch fir CD5-positive
Tumoren [54]. Insgesamt war die Expression diedssril@chenmarkers im Gegensatz
zu CD5-negativen Fallen, wie bereits erwahnt, nmemn schlechten klinischen Verlauf
assoziiert [53]. Sowohl die charakteristischen ¢jesoken Veranderungen als auch das
klinische Verhalten lieRen daher die Vermutung dass es sich bei CD5-positiven
Tumoren ebenfalls um eine eigene Entitat innerdalktDLBCL handelt.

Karnan et al. griffen in ihrer Studie diesen Gedan&uf und analysierten mittels CGH
70 Tumoren vom Typ CD5-positiver sowie CD5-negativeLBCL [100]. Im
Gesamtkollektiv fanden sich Zugewinne auf den Clusomen 3q, 9p, 12q, 13g und
18q sowie Verluste auf 1p, 6qg, 17p und 19p. Fur drnem der Gruppe CD5-positiver
DLBCL konnten charakteristische Zugewinne der closomalen Regionen 11921-q24
und 16p, fur solche vom Typ der CD5-negativen TiwenoYerluste auf Chromosom
16p detektiert werden [100]. Aufgrund der selekbei CD5-positiven DLBCL
gefundenen genetischen Alterationen wurde daher dem Autoren ebenfalls die
Theorie vertreten, es handele sich bei diesen Temam einen eigenen Subtyp [100].
Neben Tumoren der Gruppe der DLBCL sind auch PMBELlder Vergangenheit

Gegenstand vereinzelter CGH-Arbeiten gewesen. [sbeligen Ergebnisse dieser
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Arbeiten bzw. die in ihnen mittels CGH detektiertenromosomalen Aberrationen
sollen daher im Folgenden kurz dargestellt werden.

Erste Ergebnisse beziiglich der genetischen Chaisikteng dieser Tumoren finden
sich hierbei in den Arbeiten von Joos et al. aua dahr 1996 [101] sowie von Bentz et
al. aus dem Jahr 2001 [102], welche teils idenéschromosomale Verdnderungen
nachweisen konnten. So fanden sich v.a. ZugewimiecCaromosom 9p signifikant
haufiger und erwiesen sich damit als charaktecistiiir die PMBCL [101; 102].
Weitere chromosomale Verédnderungen lieRen sich Algewinne auf den
Chromosomen 2, 12 und X nachweisen. Fir die letzigeten zeigte sich jedoch keine
erhohte Signifikanz gegentber den bei DLBCL deégién Aberrationen [101; 102].
Ebenfalls bei beiden Gruppen wurden auf3erdem Aikg@ilibnen der chromosomalen
Regionen 2p13-p15 bzw. 2p13-pl6 detektiert [L02].10

Zwei weitere Studien bestatigten diese Beobachtudgech die Analyse von Tumoren
der Gruppe der PMBCL bzw. den Vergleich dieser Trananit solchen vom Typ der
DLBCL [87; 103]. So fanden sich in der Arbeit vocafpa et al. bei einem relativ
kleinen Tumorkollektiv v.a. Zugewinne auf den Chosomen 9p und X [103]. Bei
Vergleich der PMBCL mit Tumoren vom Typ der DLBCltdktierten Palanisamy et
al. Zugewinne auf den Chromosomen 10, 21 und 22iesoverluste auf den
Chromosomen 11, 13 und 18 ausschlie3lich in demp@ruder PMBCL. Bei den
DLBCL zeigten sich auf der anderen Seite Zugewemneden Chromosomen 8, 11, 15
und 16 sowie Verluste auf den Chromosomen 5, 10,165 17 und 20 [87]. Bei
Vergleich der Chromosomen, welche in beiden Koiekt Aberrationen aufwiesen,
stellten sich fur die Gruppe der PMBCL Zugewinnédan Chromosomen 9, 19 und X
sowie Verluste auf Chromosom 4, fur die der DLBOhgegen Zugewinne auf den
Chromosomen 3 und 7q als signifikant haufiger he{8d]. Amplifikationen wurden in
beiden Gruppen gehauft in der Region 2p13-p15 sawgeringerer Anzahl bei 6p21,
12913 und 18qg21 detektiert [87].

Die hier beschriebenen Arbeiten zeigen, dass sinbrhalb der Gruppe der DLBCL
charakteristische und rekurrente Aberrationen iBit€@GH nachweisen lassen. Neue
Aspekte der Genexpressionsanalysen von Alizadeh @ akenwald in der
Subtypisierung der DLBCL [59; 62] blieben jedoch gtesen Studien bisher
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unberticksichtigt. So liegen bislang keine Arbeiteor, die sich gezielt mit
chromosomalen Veranderungen der beiden DLBCL-SentypCB- und ABC-DLBCL
beschaftig haben. Ebenso sind genetische Abereationnerhalb der Gruppe der
PMBCL nur in auf3erst geringen Fallzahlen analysientden. Die Untersuchung eines
grof3en Kollektivs dieser drei Subgruppen mittelsHCGnter Berucksichtigung der

genexpressionsbasierten Subtypisierung ist dahger@aeand der vorliegenden Arbeit.

1.10 Grundprinzipien der CGH

Die komparative genomische Hybridisierung apeparative_gnomic _lybridization®;
CGH) wurde erstmals 1992 von Kallioniemi beschrieff#4]. Es handelt sich hierbei
um eine molekulargenetische Methode, mit der Zugewi und Verluste von
genetischem Material, entsprechend numerischenmdsomalen Aberrationen eines
Tumors, durch Vergleich der Tumor-DNA mit DNA ausht neoplastischem Gewebe
ermittelt werden kdénnen. Nach unterschiedlicher kidaung der Normal- und Tumor-
DNA und Kohybridisierung auf normale humane Metagma konnen anhand der
jeweiligen Signalverhéltnisse Gewinne und Verlusten genetischem Material
nachgewiesen werden. Nach Untersuchung mehrerete Féigibt sich ein
Aberrationsmuster der Tumorentitat [105]. Chromospabschnitte, die Verluste von
genetischem Material aufweisen, kénnen hierbei ldises auf die Lokalisation eines in
der Pathogenese des jeweiligen Tumors bedeutendemor§uppressorgens geben.
Amplifikationen sowie chromosomale Regionen, di@eai Zugewinn von genetischem
Material aufweisen, kdnnen Onkogene beinhalten, idieder Tumorgenese von
Bedeutung sind.

Die CGH hat sich als rasche und umfassende gehetiScreening-Methode erwiesen,
die sowohl an Frisch- als auch an Paraffinmateaabewendet werden kann.
Balancierte chromosomale Veranderungen, wie liwees oder auch Translokationen,
sind mit der Methode der CGH nicht darstellbar. itient ist die Methode weiterhin

durch die Auflésung, die je nach Autor mit 2 bis Wb bei Amplifikationen sowie

24



gréRer als 10 Mb bei Deletionen angegeben wird.nAbme hierbei sind sog. High-
level-Amplifikationen, die je nach Amplifikationsgd auch schon im Bereich von
weniger als 1 Mb darstellbar sind [106; 107; 108].

1.11 Fragestellungen

Die Zielsetzung der vorliegenden Dissertation bebtan der Charakterisierung
chromosomaler Aberrationen der verschiedenen, Isit@enexpressionsanalysen
definierten Subgruppen der DLBCL durch komparatgenomische Hybridisierung.

Zum einen sollte nachgewiesen werden, ob Tumorem Tgp der DLBCL, wie andere

Neoplasien, rekurrente Zugewinne und Verluste aretgchem Material aufweisen, die
Ruckschlisse auf die Pathogenese der Tumoren eomégl zum anderen sollte
Uberprift werden, ob den verschiedenen, mittelsefgamessionsanalysen definierten
Subtypen charakteristische und moglicherweise diatitden definierende

chromosomale Veranderungen zugrunde liegen. Gegehster CGH-Untersuchung
waren hierbei diffuse grofRzellige B-Zell Lymphomenv Keimzentrumstyp (GCB-

DLBCL), vom aktivierten B-Zelltyp (ACB-DLBCL) sowig@rimar mediastinale B-Zell

Lymphome (PMBCL).
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2. Material und Methoden

2.1 Herkunft des untersuchten Materials

Im Rahmen der Dissertation wurde in Kollaboratiort der Arbeitsgruppe von Prof.
Dr. Elias Campo (Hospital Clinic, Barcelona) Gewelms 184 Patienten untersucht.
Zugesandt wurde die bereits aus Frischmaterial daoh Standardextraktionsverfahren
extrahierte und aufgereinigte Tumor-DNA. Es harelgich dabei um DNA, die
zeitgleich mit mRNA des identischen Gewebematerisddiert wurde. Die Tumoren
waren in einer von uns unabhéngigen Untersuchurrg Rteben mittels cDNA-
microarray-Technologie bereits ihrem jeweiligen yp(GCB-DLBCL, ABC-DLBCL,
PMBCL) zugeordnet worden [62]. Alle untersuchtermiuen wurden im Vorfeld der
Subtypisierung gemald der allgemein gultigen WHOsKifkation histologisch
klassifiziert. Somit lagen uns sowohl der jeweili§abtyp, die jeweilige histologische
Diagnose als auch die klinischen Daten vor. Dasehtdtder zu analysierenden Proben
wurde uns von 7 beteiligten Instituten zugesandhe EAuflistung der beteiligten
Einrichtungen sowie die von ihnen zugesandte HallzGnden sich in der

nachfolgenden Tabelle (s. Tabelle 1).

Tabelle 1: Herkunft des untersuchten Materials

Institute und beteiligte Einrichtungen Anzahl derzugesandten Falle
Southwest Oncology Group, Tuscon, USA 32 Falle

British Columbia Cancer Center, Vancouver, Kanada 40 Falle

University of Nebraska, Omaha, USA 33 Félle

Radium Hospital, Oslo, Norwegen 27 Falle

Institut fir Pathologie, Universitat Wirzburg, Dechiland 23 Falle

Hospital Clinic, Barcelona, Spanien 14 Falle

National Cancer Institute, Washington, USA Hild-
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87 Falle eines GCB-DLBCL, 78 Falle eines ABC-DLB@GhQd 19 Falle eines PMBCL
wurden mittels CGH untersucht.

Histologisch handelte es sich im Gesamtkollektiv 861 Falle eines DLBCL vom
zentroblastisch monomorphen, 36 Falle eines DLBCbmyv zentroblastisch
polymorphen, 16 Falle eines DLBCL vom immunoblagten und 8 Félle eines
DLBCL vom plasmablastischen Typ. Des Weiteren wardd-alle als T-Zell-reich und
8 Falle als Burkitt-&hnlich eingestuft. 1 Fall zeiglie morphologischen Charakteristika
eines DLCBL vom anaplastischen Typ. 25 Gewebeprdtmemte im Vorfeld keine
histologische Diagnose zugeordnet werden (niclaskfiaierbar).

Bei allen Fallen handelt es sich um primare (deohdwmoren. Das Durchschnittsalter
der Patienten belief sich auf 59 Jahre (14-88 JaMénner stellten einen leicht
hoheren Anteil am Untersuchungsgut als Frauer?(98. 8492).

2.2 Bestimmung der Menge an Tumor-DNA

Die Menge Tumor-DNA in der zugesandten Probe wusdeniquantitativ mittels
elektrophoretischer Auftrennung im Ethidiumbromeféarbten 0,8 % Agarosegel durch
Vergleich der Tumor-DNA mit einer Probe bekanntéd>Gehaltes bestimmt.

2.3 RNAse-Verdau

Zur Reduktion des Anteils an RNA in den zu untenguinclen Fallen wurde ein RNAse-
Verdau durchgefiihrt. Hierbei erfolgte nach elektrangtischer Feststellung des RNA-
Gehaltes der Proben im Ethidiumbromid gefarbten%,&garosegel die Zugabe von
RNAse mit Inkubation der Proben Uber 2-3 Stunden37e°C im Heizblock. Die

zugegebene Menge an RNAse sowie die Inkubationgzeden jeweils abhangig vom

festgestellten RNA-Gehalt gewahlt. Nach erneutektebphoretischer Kontrolle des
27



Restgehaltes an RNA im Ethidiumbromid gefarbten%,8garosegel erfolgte ggf. die
Fortsetzung des Verdaus oder jedoch das WegfrigeerProben bei -20 °C bis zum

Beginn der Nick-Translation.

2.4 Nick-Translation

Um die extrahierte Tumor- und Normal-DNA zu markier erfolgte eine sog. Nick-
Translation nach dem CGH Protokoll des Lymphomaikieenia Molecular Profiling
Project (LLMPP). Hierbei wurde der Nick-Translati&it der Firma Vysis (Vysis, Inc.,
Downers Grove, IL) verwendet.

Die Tumor-DNA wurde mit dUTP SpectrumGreen, die tdal-DNA, gewonnen aus
Plazentafrischgewebe, mit SpectrumRed markiert. ditien Nick-Ansatz von 50 pl
(ausreichend flur eine Hybridisierung) waren 5 pmbue- sowie 5 pl Normal-DNA, 15,5
pl Aqua dest., 10 pl 0,1 mM dNTP mix (Ansatz fui00 dNTP mix-Stockldsung: je
200 pl 0,3 mM dATP, dCTP, dGTP), 5 ul 0,1 mM dTTAhgatz fur 600 pl dTTP-
Stocklésung: 200 pl 0,3 mM zu 400 pl Aqua dest), 2,5 pl 0,2 mM dUTP
SpectrumGreen (Ansatz fur 50 pl SpectrumGreen-8isokg: 5 pul 1 mM dUTP
SpectrumGreen zu 45 ul Aqua dest.) und Spectrun(Reshtz fur 50 pl SpectrumRed-
Stocklosung: 5 pl 1 mM dUTP SpectrumRed zu 45 plagest.), 5 pl 10x Nick-
Translationspuffer sowie 7 ul Nick-TranslationsemzfDNAse und DNA Polymerase)
notwendig. Die Nick-Translation wurde tdber 30 mm Kihlwasserbad bei 16 °C
durchgeflihrt. Hierbei wurde die Menge des verwesrddlick-Translationsenzyms so
gewéhlt, dass am Ende der Nick-Translation DNA-Rragte einer Lange zwischen
500 und 1000 Basenpaaren vorlagen. Die Fragmemetlangde durch Elektrophorese
auf einem Ethidiumbromid gefarbten 0,8 % Agarosdmeitrolliert. Betrug die Lange
der Nick-Produkte mehr als 1000 Basenpaare, eegfa@gt von der Fragmentlange des
Nick-Produkts abhangiger Nachverdau. Der Abbruch Mik-Translation erfolgte
durch Erhitzen des Reagenz Uber 10 min bei 70 °Cdam Heizblock sowie
anschlieBendes Abkuhlen tGber 5 min bei 0 °C im @higlier. Bei Bedarf erfolgte an
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dieser Stelle die Unterbrechung des CGH-Protokdlisch Wegfrieren des Nick-
Produkts bei -20 °C bis zur Fortfihrung der Hylsieliung.

2.5 Komparative genomische Hybridisierung (CGH)

Pro Hybridisierungsansatz wurden 45 pl mit Spec@ueen markierte Tumor-DNA
sowie 45 pl mit SpectrumRed markierte Normal-DNAndegt. Ferner wurden pro
Hybridisierungsansatz 10 ul Cot-1 DNA (Roche Diaggis Mannheim) eingesetzt, um
ubiquitar vorkommende hochrepetitive DNA-Sequenadszudecken. Tumor-DNA,

Normal-DNA und Cot-1 DNA wurden gemischt und dur&@ugabe von 3 M

Natriumacetat pH 5,2 und 250 ul eisgekihltem 108t#@nol tber 30 min bei -70 °C
prazipitiert. Nach Zentrifugation tiber 15 Minutesi 82000 U/ min und 4 °C wurde der
Alkohol abpipettiert und das DNA-Pellet Gber 15 ntiei 37 °C auf dem Heizblock
getrocknet. AnschlieRend erfolgte die ResuspendemDNA in 7 pl deionisiertem

Formamid Uber 30 min sowie in 7 pul Master Mix Ubaitere 30 min auf dem Ruttler.
Die Hybridisierungsansatze wurden dann fur 8 min & °C auf dem Heizblock
denaturiert.

Parallel zur Probenvorbereitung wurden die bei “@Caufbewahrten Objekttrager mit
normalen humanen Metaphasen als Hybridisierungsti{&tysis, Downers Growe, IL,

USA) lber 2 Stunden schrittweise auf 60 °C erwaind dann tber 4 min bei 74 °C
denaturiert. Die Denaturierungslosung bestand bieduus 49 ml deionisiertem
Formamid, 7 ml 20x SSC sowie 7 ml Aqua dest. (p6).7Anschlielend wurden die
Objekttrager in einer aufsteigenden Alkoholreih@ @, 90 % und 100 % Ethanol)
entwassert und luftgetrocknet. Nach BeschriftungQigekttrager konnten jeweils zwei
Proben auf die zuvor mit einem Diamantstift mareer Hybridisierungsfelder
aufgetragen werden. Nach Abdeckung mit Deckgléaserd Fixogum wurden die
Objekttrager Uber 3 Tage bei 37 °C in einer feuttiitammer inkubiert.

Im Anschluss an die Inkubation wurden die Objekgdra nach Entfernung des

Fixogums und der Deckglaser Uber je 2 min bei 7thi®@Vasserbad in Waschlésung A
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(20 ml 20x SSC, 950 ml Aqua dest., 3ml NP-40, p8) tnd Waschlésung B (100 ml
20x SSC, 850 ml Aqua dest., 1 ml NP-40, pH 7,0) agmhien. Zur Farbung der
Chromosomenbanderung wurden den Waschlosungen zlzels&vor Beginn des
Waschvorganges je 50 pul 4,6-Diamidin-2-PhenylindgDAPI) zugegeben.
AbschlieRend wurden die Objekttrdger mit Antifadeldg (Vectashields, Vector

Laboratories) eingedeckelt.

2.6 Bildaufnahme und Bildauswertung

Die digitale Bildauswertung wurde mit dem Programi8IS (MetaSystems,
Altlussheim) Uber ein angeschlossenes Fluoreszdémashkiop (Axiophot, Zeiss Aalen)
durchgefuhrt. Kriterien bei der Beurteilung der ¥é&a der Hybridisierung waren ein
minimaler unspezifisch gefarbter Hintergrund, eim@nimale Granularitat der
Chromosomen, helle und mdglichst homogene Hybadisigssignale Uber die
gesamten Chromosomen sowie eine adaquate DAPI4kgirbur Identifikation der
Chromosomen [106; 108; 109; 110; 111]. Um DNA-Zugee und -Verluste zu
bestimmen, wurden, entsprechend dem internationatandard, Schwellenwerte des
Fluoreszenzverhaltnisses festgelegt (obere Schwgke untere Schwelle 0,75). High-
level-Amplifikationen wurden als solche gewertegnm der Wert mehr als 1,5 betrug
oder umschriebene chromosomale Banden ein sehkestaFluoreszenzsignal
aufwiesen. Die Chromosomen 19, 20, 21, 22 und Y dewrnicht mit in die
Untersuchung einbezogen, da diese zahlreiche te@et8equenzen und somit sehr
kleine codierende Regionen aufweisen, welche féirGisH-Analyse als problematisch
angesehen werden [112]. Pro Fall wurden zwischeantb30 Metaphasen eingelesen.
Die Gesamtheit der in dieser Arbeit mittels CGHeftéerten Daten ist im Internet unter

www.ncbi.nlm.nih.gov/skyeinzusehen.
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2.7 Statistische Analysen

Aufgrund der hohen Fallzahl untersuchter Tumorenligser Arbeit wurde eine sehr
grof3e Anzahl individueller chromosomaler Aberragiordetektiert. Es bestand daher
die Gefahr, dass einige dieser Abnormitaten reifélizg in der einen Gruppe
signifikant haufiger erscheinen als in einer ander&dm diese falsch positiven
Ergebnisse auszuschliel3en, verwendeten wir einéntta@isen Vertauschungstest
[113; 114], welcher nominale p-Werte erzeugt, dig Klarung und Validierung
aufgestellter Hypothesen dienen. Dieser Test dighKorrelation der unterschiedlichen
chromosomalen Aberrationen mit in Betracht. Sidmifite Unterschiede in der
Haufigkeit ihres Auftretens wurden mittels Chi-Sopsdest aufgedeckt. Ein p-Wert <
0,05 galt als statistisch signifikant.
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3. Ergebnisse

3.1 Genetische Alterationen des Gesamtkollektivs deiffusen grol3zelligen B-Zell

Lymphome

184 im Vorfeld durch Genexpressionsanalysen susigmé DLBCL wurden von uns
mittels CGH untersucht. Es handelte sich hierbeBinGCB-DLBCL (47 %), 78 ABC-

DLBCL (42 %) und 19 PMBCL (11 %). Chromosomale Adtisonen fanden sich in der
Mehrzahl der untersuchten Félle (142 Falle, 77 Bh).Mittel unterschied sich die
numerische Anzahl chromosomaler Aberrationen s$istls dabei nicht zwischen den
einzelnen Subgruppen (GCB-DLBCL 3,1 +/- 3,7; ABCHELZL 4,5 +/- 4,5; PMBCL

3,3 +/- 2,7). Unter den 142 aberranten Féllen wurdéer Mehrzahl mehr als eine
Imbalanz festgestellt (117 vs. 25 Falle, 82 %). Restkollektiv konnten weder
chromosomale Zugewinne noch Verluste nachgewieserdem (42 Falle, 23 %).
Nachfolgend sind diejenigen rekurrenten Zugewinné Merluste aufgefuhrt, die sich
mit einer Haufigkeit von mindestens 10 % im jewgsh Kollektiv nachweisen lieRen.
Detektierte chromosomale Amplifikationen wurden him@ngig von ihrer Haufigkeit

bertcksichtigt.

3.2 Diffuse grol3zellige B-Zell Lymphome vom Keimzemnumstyp (GCB-DLBCL)

Insgesamt wurden 87 GCB-DLBCL mittels CGH untersuéthistologisch handelte es
sich um 61 DLBCL vom zentroblastischen (51 Fallaetzblastisch monomorph, 10
Féalle zentroblastisch polymorph), 5 DLBCL vom immoblastischen sowie 3 DLBCL
vom plasmablastischen Typ. 3 Féalle wurden als Bu#inlich und 1 Fall als T-Zell-
reich eingestuft. 14 Falle waren histologisch niklaissifizierbar. 63 der untersuchten
87 Falle (80 %) wiesen chromosomale Zugewinne a&bmtuste auf. Bei 24 Fallen

lieRen sich keine genetischen Veranderungen nasbwei
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Zugewinne fanden sich auf Chromosom 12 (in 19 v@nFallen, 22 %; minimale

Uberlappungsregionen 12p (14 Falle, 16 %), 12cén{d8 Falle, 20 %) und 12¢23-
gter (13 Falle, 15 %)), Chromosom 2 (in 17 von 8dlldh, 20 %; minimale

Uberlappungsregion 2p14-p16 (14 Falle, 16 %)), @msom 7 (in 16 von 87 Fallen, 18
%; minimale Uberlappungsregionen 7p (13 Falle, 16uitd 7q (13 Falle, 15 %)),

Chromosom X (in 14 von 87 Féllen, 16 %), Chromo$b(n 11 von 87 Féllen, 13 %;
minimale Uberlappungsregion 6p (11 Falle, 13 %))yaosom 1 (in 10 von 87 Fallen,
11 %), Chromosom 8 (in 10 von 87 Fallen, 11 %; male Uberlappungsregion 8¢24-
gter (8 Falle, 10 %)), Chromosom 11 (in 10 von &lldn, 11 %), Chromosom 13 (in 10
von 87 Fallen, 11 %; minimale Uberlappungsregioq (10 Falle, 11 %)), Chromosom
10 (in 9 von 87 Fallen, 10 %) sowie Chromosom X8 9ivon 87 Féallen, 10 %;

minimale Uberlappungsregion 18q21 (9 Falle, 10 %)).

Amplifikationen lieBen sich im Untersuchungsgut & von 87 Féllen (22 %)
nachweisen. Sie fanden sich auf Chromosom 2 (2484-p Falle), Chromosom X
(Xpll, 2 Falle; Xp22-pter und Xg22-923, je 1 FalDhromosom 1 (1931, 1 Fall),
Chromosom 3 (3q18-qgter, 2 Falle), Chromosom 8 (8@4alle), Chromosom 10
(10921 und 10g25-qter, je 1 Fall), Chromosom 1717 2 Falle), Chromosom 11
(11923, 1 Fall), Chromosom 12 (12912 und 12914, feall), Chromosom 15 (15cen-
gl14, 1 Fall) sowie Chromosom 18 (18921, 1 Fall).

Verluste fanden sich auf Chromosom 6 (in 27 von R&flen, 31 %; minimale
Uberlappungsregionen 6g12 (10 Falle, 11 %), 6q53lle, 17 %), 614 (18 Falle, 21
%), 6015 (19 Falle, 22 %), 6916 (20 Falle, 23 %R B (19 Falle, 22 %), 6g22 (16 Falle
18 %), 6g23 (16 Falle, 18 %), 6024 (16 Falle, 18 6625 (15 Falle, 17 %), 6026 (15
Falle, 17 %) und 627 (15 Falle, 17 %)) sowie Chweom 13 (in 9 von 87 Féllen, 10
%).

33



Die folgende Abbildung 2 zeigt die detektierten a@hosomalen Imbalanzen der
untersuchten GCB-DLBCL als Chromosomenideogramme Eietaillierte Auflistung
der Falle im Einzelnen sowie der bei ihnen nachgsenen Zugewinne und Verluste

findet sich im Anhang (s. Tabelle I).

Abbildung 2: Chromosomale Imbalanzen bei diffusen Rzelligen B-Zell
Lymphomen vom Keimzentrumstyp (GCB-DLBCL; n = 87)
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Abbildung 2:
Linien rechts der Chromosomenideogramme: Zugewirtmechromosomalem Material; Linien links der

Chromosomenideogramme: Verluste von chromosomalateial; dicke Linien: mehrfache Zugewinne/

Genamplifikationen
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3.3 Diffuse grof3zellige B-Zell Lymphome vom aktivigen B-Zelltyp (ABC-
DLBCL)

Insgesamt wurden 78 ABC-DLBCL mittels CGH unterdudfistologisch handelte es
sich um 48 DLBCL vom zentroblastischen (24 Fallaetzblastisch monomorph, 24
Falle zentroblastisch polymorph), 10 DLBCL vom immoblastischen, 5 DLBCL vom
plasmablastischen und 1 DLBCL vom anaplastischgn byFalle wurden als Burkitt-
ahnlich und 1 Fall als T-Zell-reich eingestuft. &llE waren histologisch nicht
klassifizierbar. 63 der untersuchten 78 Falle (81lwiesen chromosomale Zugewinne
oder Verluste auf. Bei 15 Fallen lieRen sich keigenetischen Veranderungen

nachweisen.

Zugewinne fanden sich auf Chromosom 3 (in 31 vonFa8en, 40 %; minimale

Uberlappungsregionen 3p (24 Falle, 31 %), 3cen{@26Falle, 31 %), 3g27-qter (26
Falle, 33 %) sowie als Trisomie 3 (10 Falle, 13 ,%9hromosom 18 (in 26 von 78
Fallen, 33 %; minimale Uberlappungsregion 18g21Kake, 33 %)), Chromosom 6 (in
15 von 78 Fallen, 19 %; minimale Uberlappungsreg@m (13 Falle, 17 %)),

Chromosom 2 (in 12 von 78 Fallen, 15 %; minimalestldppungsregion 2p14-16 (12
Falle, 15 %)), Chromosom X (in 12 von 78 Fallen,%a) Chromosom 1 (in 11 von 78
Fallen, 14 %; minimale Uberlappungsregion 1g31 48ef- 12 %)), Chromosom 7 (in
10 von 78 Féllen, 13 %; minimale Uberlappungsregioiiq (10 Falle, 13 %) und 7p (8
Falle, 10 %)), Chromosom 8 (in 10 von 78 Fallen%d;3minimale Uberlappungsregion
8g24-qter (8 Falle, 10 %)), Chromosom 9 (in 9 v8nFallen, 12 %), Chromosom 5 (in
8 von 78 Fallen, 10 %), Chromosom 11 (in 8 von 78leR, 10 %; minimale

Uberlappungsregion 11g23-qgter (8 Falle, 10 %)) so@hromosom 12 (in 8 von 78
Fallen, 10 %).

Amplifikationen lieen sich im Untersuchungsgut H& von 78 Féllen (24 %)
nachweisen. Sie fanden sich auf Chromosom 18 (18¢E&lle), Chromosom 6 (6pl12-
p21, 1 Fall; 6p21, 1 Fall; 6p24-pter, 1 Fall; 6gl4all), Chromosom 10 (10911, 1 Fall;
10911-g21, 1 Fall; 10g23-g24, 1 Fall), Chromoson{X%22, 2 Falle; Xqg27-qter, 1
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Fall), Chromosom 3 (3g28-qgter, 2 Falle), Chromosb(8p15-16, 2 Falle), Chromosom
14 (14922, 2 Falle), Chromosom 15 (15021-922 urgR4525, je 1 Fall), Chromosom
17 (17911-g12 und 17g23-qter, je 1 Fall), Chromodo(iq31, 1 Fall), Chromosom 4
4913-g21, 1 Fall), Chromosom 8 (8p23-pter, 1 F&hromosom 9 (9p24-pter, 1 Fall)
sowie Chromosom 11 (11923, 1 Fall).

Verluste fanden sich auf Chromosom 6 (in 35 von F&len, 45 %; minimale
Uberlappungsregionen 6q12 (11 Falle, 14 %), 6q63lle, 21 %), 614 (18 Falle, 23
%), 6915 (22 Falle, 28 %), 6916 (26 Falle, 33 %925 (31 Falle, 40 %), 6922 (30
Falle, 38 %), 6023 (28 Falle, 36 %), 60924 (26 Fd@R %), 6925 (23 Falle, 29 %), 626
(23 Félle, 29 %) und 6927 (22 Félle, 28 %)), Chream 17 (in 14 von 78 Fallen, 18
%; minimale Uberlappungsregion 17p13-pter (14 F4l8%)), Chromosom 8 (in 8 von
78 Fallen, 10 %; minimale Uberlappungsregion 8p#3-1§10 Falle, 10 %)) sowie
Chromosom 9 (in 8 von 78 Fallen, 10 %).
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Die folgende Abbildung 3 zeigt die detektierten ahosomalen Imbalanzen der

untersuchten ABC-DLBCL als Chromosomenideogramnmme Eietaillierte Auflistung

der Falle im Einzelnen sowie der bei ihnen nachgsenen Zugewinne und Verluste

findet sich im Anhang (s. Tabelle II).

Abbildung 3:
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3.4 Primar mediastinale diffuse grof3zellige B-ZelLymphome (PMBCL)

Insgesamt wurden 19 PMBCL mittels CGH untersuchstdibgisch handelte es sich
um 15 DLBCL vom zentroblastischen (13 Félle zernastisch monomorph, 2 Félle
zentroblastisch polymorph) sowie 1 DLBCL vom immblastischen Typ. 3 Falle
waren histologisch nicht klassifizierbar. 16 detewmsuchten 19 Félle (84 %) wiesen
chromosomale Zugewinne oder Verluste auf. Bei B2Rdlel3en sich keine genetischen

Veranderungen nachweisen.

Zugewinne fanden sich auf Chromosom 2 (in 10 vonF&flen, 53 %; minimale

Uberlappungsregionen 2pl14-p16 (9 Falle, 47 %) ug@4ajter (3 Falle, 16 %)),

Chromosom 9 (in 8 von 19 Fallen, 42 %; minimale dHmungsregionen 9q (6 Falle,
32 %) und 9p (7 Falle, 37 %)), Chromosom 3 (in 3 U® Fallen, 16 %; minimale
Uberlappungsregion 3g27-gter (3 Falle, 16 %)), @Glosom 18 (in 3 von 19 Fallen, 16
%; minimale Uberlappungsregion 18q21 (3 Falle, 1%, @hromosom X (in 3 von 19
Fallen, 16 %), Chromosom 4 (in 2 von 19 Fallen,24)1 Chromosom 8 (in 2 von 19
Fallen, 11 %) sowie Chromosom 11 und 15 (in jew2i®n 19 Fallen, 11 %).

Amplifikationen lie3en sich bei 5 von 19 Fallen @§ nachweisen. Sie fanden sich auf
Chromosom 9 (9p24-pter, 2 Félle), Chromosom 2 (Quiiel 1 Fall), Chromosom 3
(3928-gter, 1 Fall), Chromosom 14 (14922, 1 Fdllpromosom 15 (15922, 1 Fall)
sowie Chromosom 17 (17p11, 1 Fall).

Verluste fanden sich auf Chromosom 8 (in 3 von 1&leR, 16 %; minimale
Uberlappungsregion 8p23-pter (3 Falle, 16 %)), Glosom 2 (in 2 von 19 Fallen, 11
%), Chromosom 4 (in 2 von 19 Fallen, 11 %; minimdkerlappungsregion 4g32-qgter
(2 Falle, 11 %)), Chromosom 6 (in 2 von 19 Fallehl %; minimale
Uberlappungsregion 6q24 (2 Falle, 11 %)) sowie @fmsom 14 (in 2 von 19 Fallen, 11
%).
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Die folgende Abbildung 4 zeigt die detektierten awhosomalen Imbalanzen der
untersuchten PMBCL als Chromosomenideogramm. Egtailtlerte Auflistung der
Falle im Einzelnen sowie der bei ihnen nachgewiesetugewinne und Verluste findet

sich im Anhang (s. Tabelle III).

Abbildung 4: Chromosomale Imbalanzen bei primar medbstinalen diffusen
grof3zelligen B-Zell Lymphomen (PMBCL; n = 19)
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Abbildung 4:
Linien rechts der Chromosomenideogramme: Zugewirtmechromosomalem Material; Linien links der

Chromosomenideogramme: Verluste von chromosomalateril; dicke Linien: mehrfache Zugewinne/

Genamplifikationen.
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3.5 GCB-DLBCL, ABC-DLBCL und PMBCL unterscheiden sich genetisch

signifikant

Vergleicht man die Gruppen der GCB- und ABC-DLBCezlglich der bei ihnen
detektierten chromosomalen Aberrationen, so z&bt gass einige dieser Aberrationen
bei einem der beiden Subtypen signifikant haufegdtreten als andere. Fir die Gruppe
der GCB-DLBCL lie3 sich ein Zugewinn auf Chromosod2 (minimale
Uberlappungsregionen 12p (16 % vs 5 %, p = 0,0R4#)12cen-14q (21 % vs 5 %, p =
0,0033)) sowie ein Verlust auf Chromosom 13 (minaridberlappungsregion 13cen-
921 (9 % vs 1 %, p = 0,0254)) signifikant haufigeichweisen als in der Gruppe der
ABC-DLBCL. Auf der anderen Seite fanden sich in d&muppe der ABC-DLBCL
signifikant haufiger Zugewinne auf Chromosom 3 (miale Uberlappungsregionen 3p
(31 % vs 1 %, p < 0,0001), 3cen-g26 (31 % vs 2 %,0p0001) und 3g27-qter (33 % vs
4 %, p < 0,0001)), Chromosom 14 (minimale Uberlaygsuegion 14922 (6 % vs 0 %, p
0,0165)) und Chromosom 18 (minimale Uberlappusgjen 18q21 (35 % vs 10 %, p
0,0002)) sowie Verluste auf Chromosom 6 (minimidigerlappungsregionen 6921
(40 % vs 22 %, p = 0,0125), 6022 (38 % vs 18 %,00941), 6023 (36 % vs 18 %, p =
0,0111) und 6924 (33 % vs 18 %, p = 0,0278)) gelgender Gruppe der GCB-DLBCL
(s. Tabelle 2). Beide Subgruppen der DLBCL (GCBd #BC-DLBCL) zeigen somit
fur sie charakteristische chromosomale Aberrationed unterscheiden sich daher

eindeutig auf genetischer Ebene.
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Tabelle 2: Vergleich von Tumoren der Gruppen GCB-DIBCL und ABC-DLBCL.:

minimale Uberlappungsregionen signifikanter Zugewnne/ Verluste

GCB ABC Chi Square
(n=187) (n=78)

ROI n n
+3p 1 1% 24 31% | P<0,0001
+ 3cen-q26 2 2% 24 31% | P<0,0001
+ 3q927-qter 4 5% 26 33% | P <0,0001
- 6021 19 22% 31 40% | P =0,0125
- 6022 16 18 % 30 38% | P=0,0041
- 6023 16 18 % 28 36% | P=0,0111
- 6024 16 18 % 26 33% | P=0,0278
+12p 14 16 % 4 5% P =0,0241
+ 12cen-ql4 18 21 % 4 5% P =0,0033
- 13cen-g21 8 9 % 1 1% P =0,0254
+ 140922 0 0% 5 6 % P =0,0165
+18q21 9 10 % 27 35% | P =0,0002

Tabelle 2: Abkirzungen: n = Fallzahl, ROl = Regioegion d interest), + = Zugewinn, - = Verlust

Vergleicht man weiterhin die untersuchten Féalle @anppe der PMBCL mit denen der
GCB- und ABC-DLBCL, so ergeben sich auch hier digante Unterschiede in der
Haufigkeit des Auftretens chromosomaler Aberratiorfeo zeigte sich bei Korrelation
der Gruppen der PMBCL und GCB-DLBCL, dass Zugewirmmg Chromosom 2
(minimale Uberlappungsregion 2p14-p16 (47 % vs 1§% 0,0027)), Chromosom 3
(minimale Uberlappungsregion 3q27-qter (21 % vs,5% 0,0139)) und Chromosom
9 (minimale Uberlappungsregionen 9p (37 % vs 0 %,(00001) und 9q (32 % vs 2
%, p < 0,00001)) sowie Verluste auf Chromosom &imale Uberlappungsregion 8p
(16 % vs 3 %, p = 0,035)) in der Gruppe der PMB@jnisikant haufiger nachzuweisen
waren als in der Vergleichsgruppe. Auf der and@&etite zeigte sich in der Gruppe der
GCB-DLBCL ein Verlust in den minimalen Uberlappurggionen 6q13-6922 auf
Chromosom 6 (6g13: 17 % vs 0 %, p = 0,051; 6q14%21s 0 %, p < 0,05; 6q15: 22 %
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vs 0 %, p < 0,05; 6g16: 23 % vs 0 %, p < 0,05; 6¢21% vs 0 %, p < 0,05; 6922: 18
% vs 0 %, p < 0,05) signifikant haufiger. Ein déger chromosomaler Verlust fand
sich im Kollektiv der PMBCL bei keinem einzigen Fa. Tabelle 3).

Tabelle 3: Vergleich von Tumoren der Gruppen PMBCL und GCB-DLBCL:
minimale Uberlappungsregionen signifikanter Zugewime/ Verluste

PMBCL GCB Chi-Square
(n=19) (n=87)
ROI n n
+2p14-p16 9 47 % 14 16 % | P =0,0027
+ 3q927-qter 4 21 % 4 5% | P=0,0139
- 6013 0 0% 15 17% | P=0,051
- 6914 0 0% 18 21% | P<0,05
- 6015 0 0% 19 22% | P<0,05
- 6916 0 0% 20 23% | P<0,05
- 6021 0 0% 19 22% | P<0,05
- 6022 0 0% 16 18% | P<0,05
-8p 3 16 % 3 3% | P=0,035
+9p 7 37 % 0 0% P < 0,00001
+9q 6 32 % 2 2% | P <0,00001

Tabelle 3: Abkurzungen: n = Fallzahl, ROl = Regioegion_d interest), + = Zugewinn, - = Verlust

Auch in der Gruppe der ABC-DLBCL wurde ein Verlugt der minimalen

Uberlappungsregion 6q13-q27 auf Chromosom 6 (6813% vs 0 %, p < 0,05; 6q14:
23 % vs 0 %, p < 0,05; 6g15: 28 % vs 0 %, p < O@pL6: 33 % vs 0 %, p < 0,05;
6021: 40 % vs 0 %, p < 0,05; 6922: 38 % vs 0 %, @GS; 6923: 36 % vs 5 %, p <
0,05; 6g24: 33 % vs 11 %, p < 0,05; 6925: 29 % 96, % < 0,05; 6926: 29 % vs 5 %, p
< 0,05; 6027: 28 % vs 5 %, p < 0,05) signifikantufiger nachgewiesen. Aul3erdem
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zeigte sich, dass in der Gruppe der PMBCL nebeeneidugewinn in der minimalen
Uberlappungsregion 2p14-p16 (47 % vs 15 %, p = BPGuch ein Zugewinn in
Region 2q34-qgter (16 % vs 1 %, p = 0,043) gegeniear ABC-DLBCL signifikant
haufiger zu finden war. In der Gruppe der ABC-DLBQEkigte sich hingegen ein
Zugewinn auf Chromosom 3 (minimale Uberlappungsmedp (31 % vs 1 %, p =
0,0227)) sowie ein Verlust auf Chromosom 17 (mir@radberlappungsregion 17p (18
% vs 0 %, p = 0,0459)) signifikant haufiger (s. Ekd 4).

Tabelle 4: Vergleich von Tumoren der Gruppen PMBCL und ABC-DLBCL:
minimale Uberlappungsregionen signifikanter Zugewime/ Verluste

PMBCL ABC Chi-Square
(n=19) (n=78)
ROI n n

+2p14-p16 9 47 % 12 15% | P =0,0024
+ 2qg34-qter 3 16 % 1 1% | P=0,0043
+3p 1 5% 24 31% | P=0,0227

- 6913 0 0% 16 21% | P<0,05

- 6014 0 0% 18 23% | P<0,05

- 6915 0 0% 22 28% | P <0,05

- 6016 0 0% 26 33% | P<0,05

- 6021 0 0% 31 40% | P<0,05

- 6022 0 0% 30 38% | P<0,05

- 6023 1 5% 28 36% | P<0,05

- 6024 2 11 % 26 33% | P<0,05

- 6025 1 5% 23 29% | P<0,05

- 6026 1 5% 23 29% | P<0,05

- 6027 1 5% 22 28% | P<0,05
+9p 7 37 % 6 8% P < 0,0008
+9q 6 3R2% 5 6% | P<0,0019
-17p 0 0% 14 18 % | P =0,0459

Tabelle 4: Abkirzungen: n = Fallzahl, ROl = Regioegion d interest), + = Zugewinn, - = Verlust
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Zusammenfassend lasst sich daher feststellen, dasls alle drei mittels
Genexpressionsanalyse definierten DLBCL-Subtype@€B®LBCL, ABC-DLBCL,

PMBCL) genetisch signifikant unterscheiden. Im [Einen lassen sich folgende
chromosomale Aberrationen zuordnen, die fur dieejege Subgruppe charakteristisch

sind:

= GCB-DLBCL: Zugewinne: 12p, 12cen-q14
= ABC-DLBCL: Zugewinne: 3p, 3cen-q26, 3q27-qgter, 18g¥Zerluste: 6g21-q24
= PMBCL: Zugewinne: 2p14-p16, 9p; Fehlen der Verlu6tgl 3-q22
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4. Diskussion

4.1 Mittels Genexpression definierte Subtypen voniffusen grof3zelligen B-Zell

Lymphomen unterscheiden sich genetisch signifikant

Seit Einfihrung der Lymphomklassifikationen im JaB81 durch Karl Lennert hat die
aul3erordentliche Heterogenitat der Gruppe der DLB@hmer wieder zu
Schwierigkeiten in der diagnostischen Reproduzigditgefihrt. Der Begriff DLBCL
stellt auch heutzutage noch immer einen Sammelbediir eine Fille an
unterschiedlichen Tumorentitaten dar. Daher sfielitVersuch, in der Diagnostik neben
rein morphologischen auch klinische, immunhistocisehe und molekulargenetische
Parameter zu berlcksichtigen, einen wichtigen 8chm Verstandnis dieser grol3en
Gruppe lymphatischer Tumoren dar.
Durch das Erstellen genetischer Expressionspraflente kirzlich gezeigt werden,
dass die heterogene Gruppe der DLBCL aus wenigstnes verschiedenen
Tumorentitaten besteht (diffuse grof3zellige B-4sfimphome vom Keimzentrumstyp
(GCB-DLBCL), diffuse grof3zellige B-Zell Lymphome wo aktivierten B-Zelltyp
(ABC-DLBCL), primar mediastinale diffuse grol3ze#i@®-Zell Lymphome (PMBCL)),
die sich in threm zellularen Ursprung, ihrem klohen Verlauf und ihren onkogenen
Mechanismen voneinander unterscheiden [14; 15689115]. So scheinen Tumoren
vom Typ der GCB-DLBCL ihren Ursprung von B-ZelleesdKeimzentrums, die der
ABC-DLBCL den ihren von aktivierten postgerminalBrZellen und die der PMBCL
den ihren von thymischen B-Zellen zu nehmen [14; 3% 62; 115]. Die klinischen
Verlaufe und damit die Heilungsraten innerhalb elieSubgruppen unterscheiden sich
dabei signifikant (5-Jahrestiberlebensraten: ABC-DLB30 %, GCB-DLBCL 59 %,
PMBCL 64 %) [14; 15; 59; 62]. AuBerdem werden deai dsruppen verschiedene
onkogene Mechanismen in ihrer Pathogenese zugebehti So sind Amplifikationen
von REL und Translokationen des Onkogens BCL-2dférGruppe der GCB-DLBCL
charakteristisch und finden sich in keiner der aaddeiden Subgruppen [62; 64]. Auf
der anderen Seite zeigt sich in den Gruppen der-BBBCL und PMBCL haufig eine
Aktivierung des NF-kappa B-Signaltransduktionsweldds 69; 71].
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Im Gegensatz zu friiheren Studien an Tumoren deppgrder DLBCL, bei denen keine
vorherige genexpressionsbasierte Subtypisierungevammen wurde, bestand das Ziel
dieser Arbeit darin, genetische Verdnderungen rdeimt Gesamtkollektiv der DLBCL,
sondern den einzelnen Subtypen (GCB-DLBCL, ABC-DILB@MBCL) zuzuordnen.
Es liel3en sich dabei mehrere chromosomale Abenetian unterschiedlicher Haufung
bei den drei Subgruppen nachweisen.

So fand sich beispielsweise fur die Gruppe der AB@BCL ein Zugewinn des kurzen
Arms von Chromosom 3 (minimale Uberlappungsregiqy) B 31 % der Félle,
hingegen in den Gruppen der GCB-DLBCL und PMBCL peinur einem Fall.
Zugewinne auf dem langen Arm von Chromosom 3 (maténUberlappungsregionen
3cen-g26 und 3g27-qter) zeigten sich ebenfallsifdignt gehauft in der Gruppe der
ABC-DLBCL. Verluste auf Chromosom 6 (minimale Ulzgapungsregionen 6g21-g22)
konnten bei 38 % der ABC- sowie 18 % der GCB-DLB(&doch bei keinem Fall der
PMBCL nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse vdranbchen, dass sich die
mittels Genexpressionsanalyse definierten Subtypen ihren chromosomalen
Verdnderungen unterscheiden und offenbar untediathe pathogenetische
Mechanismen aufweisen.

Andererseits zeigt die Tatsache, dass sich einigentosomale Aberrationen zwar
gehauft in der einen, jedoch auch in geringer Ahraten beiden anderen Subgruppen
fanden, dass neben unterschiedlichen auch moghels gewisse gemeinsame
onkogenetische Signalwege von den Tumoren besahriterden. So liel3 sich ein
Zugewinn auf Chromosom 18 (minimale Uberlappungsred8q21) zwar signifikant
gehauft bei 35 % der ABC-DLBCL nachweisen, fanchgedoch auch bei 10 % der
GCB-DLBCL und 16 % der PMBCL. Ebenso zeigten sioh fiir die GCB-DLBCL
charakteristischen Zugewinne auf Chromosom 12 (maté Uberlappungsregion
12cen-ql15), welche bei 21 % dieser Tumoren det¢kiiarden, auch in den anderen

beiden Subgruppen (je 5 % der Falle).
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4.2 Chromosomale Imbalanzen bei diffusen grof3zelkgn B-Zell Lymphomen vom
Keimzentrumstyp (GCB-DLBCL)

GCB-DLBCL zeigten in unserer Analyse fir sie chaeaktische genetische
Aberrationen. So lieBen sich Zugewinne auf Chromosdl2 (minimale
Uberlappungsregionen 12p und 12cen-ql4) signifikadufiger und damit als
charakteristisch fur diesen Subtyp nachweisen. sobachtung deckt sich mit den
Ergebnissen friherer Arbeiten, welche Zugewinneatiehromosomalen Region, wenn
auch lediglich innerhalb eines durch Genexpresaiwalysen nicht ndher subtypisierten
Kollektivs an DLBCL, mittels CGH nachweisen konn{&; 90; 94; 95; 96; 97; 98; 99;
100]. Auch wurden Zugewinne auf Chromosom 12 berb&i anderen histologisch
differenzierten Formen der Lymphome, wie den Kkleliig-lymphozytaren Formen
[95], den follikularen Lymphomen [116], den prim&utanen [117] sowie den
gastrointestinalen Lymphomen [118; 119], nachgesviesinteressant scheint die
Tatsache, dass Hough et al. in ihrer Studie zekgamten, dass sich Zugewinne auf
Chromosom 12 (minimale Uberlappungsregion 12q12-qtidi aus follikularen
Lymphomen transformierten DLBCL haufiger finden &si de novo entstandenen
DLBCL. Dies konnte auf eine mdgliche Bedeutung deteiligten Gene in der
Transformation maligner Lymphome bzw. den Bezug de€B-DLBCL zur
Keimzentrumsreaktion hindeuten [120].

Auf Chromosom 12 (minimale Uberlappungsregion 12@48scheinen u.a. die Gene
GLI (ein Gliom-assoziierter pathogenetischer FaktoBAS (ein bei Sarkomen
amplifiziertes Transmembranprotein), CDK4 (ein 4dykhbhéngiger Kinase-Inhibitor)
und MDM2 eine besondere Rolle zu spielen, da sichplikationen dieser Gene
bereits in friheren Studien bei anderen Tumorer kbaispielsweise Gliomen und
Sarkomen, nachweisen lieRen [121; 122; 123; 124.denaue Funktion einiger der
hier genannten Gene ist bislang unbekannt. Es rdcjeioch insbesondere MDM2,
welches eine zentrale Rolle in der Stabilisatiors deumorsuppressorgens P53
einnimmt, von besonderer Bedeutung sein. So wusdeeeeits in der Vergangenheit bei
hochgradigen Non-Hodgkin Lymphomen Uberexprimiesichgewiesen [125]. Eine

maogliche Folge dessen kdnnte beispielsweise einéhte Resistenz dieser Tumoren
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gegenuber Chemotherapeutika sein. Auch scheintaedimehrte Expression haufig mit
fortgeschrittenen Stadien der Erkrankung assoziegein [94].

Daneben konnte ein weiteres Gen fir die Pathogedes&sCB-DLBCL eine Rolle
spielen, das sog. BI1. BI1 dient als Inhibitor d¢m@ptoseproteins Bax und wirkt somit
antiapoptotisch. In der Vergangenheit konnte aredetler Mamma gezeigt werden,
dass eine vermehrte Expression von Bll dem Baxziedien Zelltod entgegenwirkt,
indem es mit dem Onkoprotein Bcl-2 im Sinne einemmbrtalisierung der Zelle
interagiert [126].

Zu erwahnen ist weiterhin der gegentuber der GruggreABC-DLBCL, nicht jedoch
gegenuber der der PMBCL, signifikant gehaufte \Varlder chromosomalen Region
13cen-g21 (in 8 von 63 Féllen, 13 %), dessen BaBda4 fir das Tumorsuppressorgen
RB kodiert [127]. Rb liel3 sich als eines der h&tkg Tumor-assoziierten Proteine in
veranderter bzw. fehlender Form bereits mehrfach rbalignen Tumoren, wie
Osteosarkomen [128] und Bronchialkarzinomen [12930]1 sowie einigen
lymphatischen Neoplasien [131; 132; 133], nachweiséir der Gruppe der DLBCL
wurden chromosomale Verluste der Region 13cen-g2hng jedoch lediglich in
vereinzelten Studien beschrieben [95]. Dennoch témmne verminderte Expression
des Gens eine wesentliche Rolle in der Tumorgedes&CB-DLBCL spielen, da ein
niedriger Anteil an exprimiertem Rb mit einer kinee Uberlebenszeit assoziiert zu

sein scheint [127].
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4.3 Chromosomale Imbalanzen bei diffusen grof3zelkgn B-Zell Lymphomen vom
aktivierten B-Zelltyp (ABC-DLBCL)

ABC-DLBCL zeigten ebenfalls fur sie charakterisheachromosomale Zugewinne und
Verluste. So fanden sich Zugewinne auf Chromosom (&inimale
Uberlappungsregionen 3p, 3cen-g26 und 3927-gted) @hromosom 18 (minimale
Uberlappungsregion 18g21) signifikant haufiger b den anderen Subtypen der
DLBCL. Ebenso erwiesen sich Verluste auf Chromosoh (minimale
Uberlappungsregion 6g21-g24) als charakteristigclliese Untergruppe.

In friheren Arbeiten fanden sich Zugewinne sowalil@romosom 3 [87; 90; 95; 96;
98; 99; 100] als auch auf Chromosom 18 [87; 90; B1; 95; 96; 98; 99; 100; 134]
bereits bei einer Vielzahl von DLBCL. Ebenso liel3gich die charakteristischen
Verluste auf Chromosom 6 bereits in der Verganggémhehrfach nachweisen [90; 95;
98; 99; 100]. Es liegt daher nahe, dass Zugewinriedan Chromosomen 3 und 18
sowie Verluste auf Chromosom 6 bzw. Veranderungem ih dieser Region
befindlichen Gene einen mdglichen Einfluss aufrd@ekulare Pathogenese der ABC-
DLBCL haben.

Ein Gen, das in der chromosomalen Region 18g21tgkatisiert ist und ebenfalls in
friheren Arbeiten als eines der Schlisselgene delekmlaren Pathogenese
verschiedener Neoplasien Erwahnung fand, ist daapmptotisch wirkende Onkogen
BCL-2. Es wurde urspringlich, wie bereits eingargsahnt, im Zusammenhang mit
einer, fur follikulare Lymphome charakteristischend bei DLBCL in bis zu 30 %
vorkommenden [92; 135; 136], chromosomalen Traradlok t(14;18)(g32;921)
entdeckt [137]. Es zeigte sich jedoch, dass eimmekrte Expression von BCL-2 nicht
an eine derartige Translokation gekoppelt sein maeadern auch Ergebnis einer
isolierten Amplifikation der chromosomalen Regiarf &hromosom 18 sein kann [90;
138]. Monni et al. wiesen in ihrer Studie bereitseederartige Assoziation nach [91].
Auch wurde ein isoliert erhdhter ExpressionslevebnvBCL-2 bei anderen
lymphatischen Tumoren, wie beispielsweise Hodgkymphomen und testikularen
Lymphomen, nachgewiesen [139; 140].
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Berglund et al. fanden derartige Zugewinne der mmsomalen Region 1821 in ihrer
Arbeit signifikant haufiger bei Tumorrezidiven [96in Gegensatz dazu wurden in der
Studie von Wilson et al. erhdhte Spiegel des Pmsté&icl-2 als ein frihes Geschehen
der Tumorprogression angesehen [141]. Unabhangipndascheint jedoch eine
vermehrte Expression von Bcl-2 durchweg mit einahlechten klinischen Verlauf
assoziiert zu sein [136; 142; 143]. Es sei jedactdi@ser Stelle darauf hingewiesen,
dass Bcl-2 nicht bei allen Tumoren der Gruppe deBOL alleiniger Angriffspunkt
von Aberrationen der Region 18921 zu sein schaias durch Genexpressionsstudien
an lymphatischen Tumoren des ZNS sowie an Tumorem Vyp der PMBCL
nachgewiesen werden konnte [87; 144]. Denn trotekdiertem Zugewinn fand sich bei
diesen keine vermehrte Expression des Gens BClsZXcBeinen daher auch bislang
unbekannte kodierende Regionen auf Chromosom 18. lmesen Gene in der
Tumorgenese der DLBCL eine Rolle zu spielen.

Verluste auf Chromosom 6 (minimale Uberlappungsmediq21-q24) wurden in der
Literatur, wie die Zugewinne auf den Chromosomenn8 18, ebenfalls bei einer
Vielzahl von Tumoren beschrieben. So fanden sidetidmen dieser Region bereits bei
Speicheldrisentumoren, malignen Melanomen und hizettkarzinomen [145; 146;
147]. Auch konnten derartige chromosomale Verlus& einigen lymphatischen
Tumoren, wie der akuten lymphoblastischen und Hesréschen B-Zellleukamie [148;
149] sowie bei gastrointestinalen [119; 150], prinktanen [117] und orbitalen
Lymphomen [151], nachgewiesen werden. Ein Genjrddgesem Zusammenhang eine
Rolle spielen kdnnte, ist das Gen HDAC2, welchesefile die Transkription und den
Zellzyklus kontrollierende Histon-Deacetylase katlie Eine verminderte bzw.
fehlerhafte Expression des zugehérigen Proteinsntednsomit u.a. in einem
unkontrollierten Zellwachstum resultieren [152].

Eine ebenfalls in der Literatur haufig beschriebeimeomosomale Aberration, ein
Verlust der Region 17p13 [95; 96; 98; 99; 100; 134)kus des Tumorsuppressorgens
P53, fand sich in unserer Arbeit zwar gehauft dnvibn 78 Fallen, 18 %), war jedoch
nach Korrelation der Ergebnisse nicht als chargadtisch fur die Entitat der ABC-
DLBCL anzusehen. So fand sich lediglich im Verdherit Tumoren der Gruppe der
PMBCL, nicht jedoch mit solchen der GCB-DLBCL, eisignifikante Haufung dieser
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Alteration. Aufgrund der Tatsache, dass ein Verist P53 eine zentrale Rolle in der
Genese einer Vielzahl von Tumoren zu spielen sthigt®; 153; 154; 155] und dieser
in bis zu 20 % der DLBCL uber ein defektes Proteichgewiesen werden kann, sei
jedoch auf die H&aufung dieser Deletion in der Suppge der ABC-DLBCL
hingewiesen. Veranderungen des Gens P53 schienkithieren Studien mit erhéhter
Therapieresistenz und einem unginstigen Kranklezltayf assoziiert zu sein [141;
156; 157; 158].

Interessanterweise erwies sich in der Studie voseRwald et al. die vermehrte
Expression von BMP6, einem fir ein Wachstumsfakimeziiertes Zytokin
kodierendes Gen auf dem kurzen Arm von Chromosoris6charakteristisch fur die
Gruppe der ABC-DLBCL [62]. Ebenso war die vermeHetgression von Genen der
Proliferationssignatur, wie beispielsweise c-MYQG @nromosom 8 (Lokus 8g24) und
Ki-67 auf Chromosom 10 (Lokus 10q25-qgter), fur dieSubgruppe als typisch
beschrieben worden [59; 62]. Eine signifikante wait charakteristische Haufung
von Zugewinnen dieser Regionen liel3 sich jedochniserer Arbeit nicht nachweisen.
Somit scheint die Dysregulation von Genen nicheialldurch strukturelle, d.h.

chromosomale Veranderungen bedingt bzw. erklanbaemn.
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4.4 Chromosomale Imbalanzen bei primar mediastinale diffusen grof3zelligen B-
Zell Lymphomen (PMBCL)

Ebenso wie GCB- und ABC-DLBCL zeigten PMBCL in urese Arbeit fir sie
charakteristische Zugewinne und Verluste. So farglen chromosomale Zugewinne
sowohl auf Chromosom 2 (minimale Uberlappungsregdmi4-p16) als auch auf
Chromosom 9 (minimale Uberlappungsregion 9p). DiBeebachtungen decken sich
mit den Ergebnissen friherer Studien, in denened@wyomosomalen Aberrationen
bereits detektiert wurden [87; 101; 102; 103]. Zmézh wurden jedoch in der
Vergangenheit auch Zugewinne auf Chromosom 6 [168fomosom 12 [101] und
Chromosom X [17; 87; 101; 102; 103] als charaktesch fiir diesen Subtyp
beschrieben.

Ein Gen, das innerhalb der genannten Regionenzeintale Rolle zu spielen scheint,
ist das fur einen Transkriptionsfaktor kodierendeLRwelches auf dem kurzen Arm
von Chromosom 2 in der Region 2p16 lokalisier{1€t1; 102]. REL fuhrt hierbei zur
Aktivierung des sog. NF-kappa B-Signalweges, weldilie Expression von Genen
reguliert, die fur die B-Zelldifferenzierung von @=utung sind. Zu diesen zahlen
beispielsweise solche fur die Leichtketten von Imglabulinen, den MHC-Klasse I-
Komplex oder das beta 2-Mikroglobulin [160]. Die rimehrte bzw. fehlerhafte
Expression dieser Gene konnte fur die Gruppe ddB®@Mbereits in friheren Arbeiten
gezeigt werden [101; 161]. Im Einklang hiermit gehauch die Ergebnisse der
Genexpressionsanalysen, in denen REL bei derarfigenoren ebenfalls vermehrt
exprimiert nachgewiesen werden konnte [14].

Ein weiteres Gen, welches sich in der chromosomRlegion 2p befindet, ist BCL-
11A, ein Onkogen, welches mdglicherweise als Repreder Transkription, ahnlich
dem Gen BCL-6, von Bedeutung ist. BCL-11A und BClinéragieren dabei direkt
miteinander und kontrollieren dieselbe Untergrupmom Genen in reifen B-Zellen,
wobei der genaue molekularpathogenetische Mechasidoslang jedoch unklar ist
[162; 163].

Die detektierten Zugewinne bzw. Amplifikationen dtiiromosom 9p erwiesen sich in

unserer Studie ebenfalls als eindeutig signifikdint die Gruppe der PMBCL.
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Interessanterweise sind Zugewinne auf diesem Chsomoausschlie3lich fir eine
weitere lymphatische Tumorentitdt, das klassischeodgHin-Lymphom, als
charakteristisch beschrieben worden [86]. Diesesddhte wirde neben den bereits
eingangs erwahnten Ergebnissen der Genexpressadysam den Hinweis auf eine
eventuelle molekulargenetische Verwandtschaft diebeiden Entitaten weiter
untermauern [14; 15].

Gene, die innerhalb dieser Region liegen und sammé Rolle in der molekularen
Pathogenese spielen kdnnten, sind u.a. JAK2 undBNR1Region 9p23-p24 [102].
JAK2 ist eine fur die intrazellulare Zytokin-abhdge Signaltransduktion
mitverantwortliche Tyrosin-Kinase, welche eine V@l von Transkriptionsfaktoren
der sog. STAT-Familie aktiviert und somit direktémfluss auf das Wachstum und die
Differenzierung der Zelle hat [164]. In einer frilae Studie konnte diesbezlglich
gezeigt werden, dass sich bei Hodgkin-Lymphomen f{ikK2 tatsachlich
Amplifikationen nachweisen lassen [86]. NF1B hingegst ein Gen, das fur Proteine
der Nuklear-Faktor-1-Familie, einer anderen Grupgsn Transkriptionsfaktoren,
kodiert und sich in der Vergangenheit bei pleomemAdenomen der Speicheldriisen
[165] und Virus-induzierten Lymphomen [166] Ubergrpert nachweisen liel3.

Weitere Gene, die eine Rolle in der OnkogenesePiBCL spielen kénnten, sind
diejenigen fur PDL1 und PDL2, Mitglieder der B7-FHae) welche fur Regulatoren der
T-Zell-vermittelten Immunantwort kodieren [82; 834; 167], sowie SMARCAZ2, das,
wie bereits erwahnt, vermutlich als Regulatorges @aromatins dient [15]. Alle drei
Gene sind ebenfalls auf Chromosom 9 lokalisiert.

AulRerdem wurde in der Literatur eine vermehrte Egpion von CDKN2-alpha, einem
Gen, das sowohl fiur einen Zyklin-abhangigen Kinkebitor als auch fir ein
Stabilisatorprotein des Gens P53 kodiert, bescénebBeide spielen in der
Zellzykluskontrolle eine wichtige Rolle und kénnteomit im Falle einer Aberration
Ursache maligner Zelltransformationen sein. Derusokir CDKN2-alpha befindet sich
auf dem kurzen Arm von Chromosom 9 [168].

Im Gegensatz zu den Ergebnissen friherer Arbeitfteh sich in unserer Analyse
keine rekurrenten Zugewinne auf Chromosom 6 [1584 &hromosom 12 [101]

nachweisen.
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5. Zusammenfassung

Diffuse grol3zellige B-Zell Lymphome (DLBCL) gehoOremu den haufigsten
lymphatischen Tumoren. Die histologische Klasstfia dieser groRen Gruppe von
Tumoren ist noch immer durch die mangelnde Repriedoarkeit in der Diagnostik
gepragt. AuRerdem verhalten sich DLBCL klinischgasprochen heterogen.

In der vorliegenden Arbeit wurden 184 DLBCL mittedktemparativer genomischer
Hybridisierung (CGH) untersucht. Die DLBCL waren iNorfeld mittels cDNA-
microarray-basierter Genexpressionsanalyse in sol@m Keimzentrumstyp (GCB-
DLBCL, 87 Félle) sowie solche vom aktivierten B-lBgh (ABC-DLBCL, 78 Falle)
eingeteilt worden. Weiterhin enthielt das untersecKollektiv primar mediastinale
DLBCL (PMBCL, 19 Félle). Die CGH sollte hierbei Aadhluss Uber rekurrente
chromosomale Aberrationen geben.

Innerhalb der Gruppe der GCB-DLBCL fanden sich &®i% der Tumoren genetische
Aberrationen. Zugewinne auf Chromosom 12 (minim@leerlappungsregionen 12p
und 12cen-gl14) wurden in 22 % der Falle detektiad erwiesen sich damit fur diese
Gruppe als signifikant. Tumoren vom Typ der ABC-DLB zeigten in 81 % der Falle
genetische Veranderungen. Fur diesen Subtyp cleaustigsch waren hierbei Zugewinne
auf Chromosom 3 (minimale Uberlappungsregionen38gn-q26 und 3q27-qter), die
sich in 40 % der Falle fanden, sowie Zugewinne @hfomosom 18 (minimale
Uberlappungsregion 18g21), welche in 33 % der Réllehgewiesen werden konnten.
Ebenfalls fir diesen Subtyp typisch waren Verluatd Chromosom 6 (minimale
Uberlappungsregion 6q21-q24), die in 45 % der Fddieektiert wurden. In der Gruppe
der PMBCL zeigten sich in 84 % der Falle genetisBberrationen. Fir diese Gruppe
erwiesen sich hierbei insbesondere Zugewinne aufor@isom 2 (minimale
Uberlappungsregion 2p14-p16), die sich in 53 %Fdile fanden, sowie Zugewinne auf
Chromosom 9 (minimale Uberlappungsregion 9p), weldh 42 % der Falle
nachzuweisen waren, als charakteristisch. Bei éariglder PMBCL mit den beiden
anderen Subtypen erwies sich weiterhin ein Fehtam Werlusten auf Chromosom 6

(minimale Uberlappungsregion 6q13-g22) als typisch.
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Somit zeigen die durchgefihrten Untersuchungen, s dasch die mittels
Genexpressionsanalysen definierten Subtypen derdDlBezlglich ihrer rekurrenten
genetischen Aberrationen signifikant unterscheid2iese sind flr jede der einzelnen
Subgruppen charakteristisch. Die Ergebnisse stutdadrer die Annahme, dass die
unterschiedlichen, mittels Genexpression definrert®LBCL-Subtypen jeweils

eigenstandige Tumorentitaten darstellen.
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7. Abklrzungen

ampl Amplifikation (amplification)

ABC-DLBCL DLBCL vom aktivierten B-Zelltyp (actived B-cell like
diffuse large B-cell lymphoma)

Aqua dest. Destilliertes Wasser

bcl Proto-Onkogen (B-cell lymphoma protein)

CD Differenzierungsmarker (cluster of differenioaf)

CGH Komparative Genomische Hybridisierung (compaga
genomic hybridization)

c-rel Promoterprotein (cell-related protein)

DAPI 4,6-Diamidin-2-Phenylindol

dATP Desoxyadenosintriphosphat

dCTP Desoxycytosintriphosphat

del Deletion (deletion)

dGTP Desoxyguanosintriphosphat

DLBCL Diffuses grof3zelliges B-Zell Lymphom (diffeslarge B-
cell lymphoma)

DNA Desoxyribonukleinsaure (desoxyribonucleoiddci

DNAse Desoxyribonuclease

dNTP mix Desoxynucleotidtriphosphat-Mix

dTTP Desoxythymidintriphosphat

dUuTP Desoxyuridintriphosphat

GCB-DLBCL DLBCL vom Keimzentrumstyp (germinal ceat like
diffuse large B-cell lymphoma)

Ig Immunglobulin

LLMPP Lymphoma/ Leukemia Molecular Profiling Prcije

Mb Megabasen

min Minute

mM Millimolar
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mmol
NF-kappa B
NP-40
PMBCL

REAL
RNA
RNAse
SSC

U
WHO

Millimol

Transkriptionsfaktor (nuclear factapga B)

Tergitol (Type NP-40)

primar mediastinales DLBCL (primary mediasti diffuse
large B-cell lymphoma)

Revised European American Lymphoma Clasaiiion
Ribonukleinséure (ribonucleoid acid)

Ribonuclease

Natriumzitrat (sodiumchloride sodium citrate)
Umdrehungen

Weltgesundheitsorganisation (World Health &igation)
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8. Anhang

Tabelle |

Tabelle 1l

Tabelle Il

Abbildung |

Abbildung I

Abbildung 1l

Analysierte Falle der GCB-DLBCL mit Zugewinnen/Alsten

Analysierte Falle der ABC-DLBCL mit Zugewinnen/ Mesten

Analysierte Falle der PMBCL mit Zugewinnen/ Vetkrs

Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme eines GCB-DLBCL

Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme eines ABC-DLBCL

Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme eines PMBCL
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Tabelle |:

grof3zelligen B-Zell

Zugewinne und Verluste innerhalb der Grype der diffusen

Lymphome vom Keimzentrumstyp (&B-

DLBCL)
Fall | Geschlecht | Alter | Histologie | Zugewinne | Amplifikationen Verluste
L002 m 32 Vi - - 6013-g24
L0033 w 70 I - 2pl14-pl6, 2p22, 2p25-pter,
18921, Xg22-g23 2cen-g23,
6g23-qter,
10922-923,
15g21-qgter,
16921-qgter,
17pl13-pter,
18p
LO06 m a7 Il 1921-g42, 1212, 12q14, 1p22, 4p,
4q31-qter, 15cen-gq14 4cen-q28,
5, 10p, 13933-qter,
13931, Xq 18qg22-qter,
Xp21-pter
L009 m 85 I 11ql4-qgter, - -
18q
L013 m 32 Il - - -
L014 w 76 I 2g31-qter, 8g24 9p21-pter,
12 18923-qter,
Xp21-pter
LO16 m 77 I 12, X - 6013-q16,
6023-924
LO19 m 33 VI 79, 12cen- - -
g22, 13931
L024 w 50 I 7 - 6qg14-qter,
15921-qter,
17p13-pter
LO27 m 34 VII 2g22-qter, - 17p13-pter
10p, X
L035 m 59 I - - -
L041 m 45 Vi - - -
L045 m 75 I - - -
L051 w 69 Il X - -
L054 m 78 VII 3g27-qter Xp22-pter 17p13-pter
LO57 w 48 VII 7, 12cen- 2pl4-pl6 2p21-pter,
pl2, 12p13- 6016-g21,
pter, 12cen- 13cen-g22,
q15, 13q33- 17pl2-pter
gter, 18
L059 m 72 I - - 6cen-g22
LO63 w 73 I 2,12 - -
LO65 w 83 VII - - -
LO72 w 59 I 11pl13-pter - 6g22-qter,
15q
LO74 w 59 I 12 - -
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Fall | Geschlecht | Alter | Histologie | Zugewinne | Amplifikationen Verluste
L088 m 86 I 6p, 60927- - 6013-921,
gter, 7, 60924,
9913-g33, 18p11.3-pter,
10, 11921- 18qg22-qgter
gter, 12p,
12cen-q24.2
L092 w 81 I - - 6013-g22
L095 m 72 I - - 6g23-qter
L097 w 38 I - - -
L098 m 63 I 18q - 18p
L100 w 75 1 2p16-pter, - 7p, 14931-
5, 7921- gter
gter, 9921-
gter, 11923-
gter, 13, X
L103 m 58 I 13g12-g21 - -
L104 m 71 I Xp21-pter - 4q33-qgter
L105 w 88 I 12 - 60915-g22
L108 m 52 \% - - -
L109 m 43 I 2p, 12cen- - 8cen-q13,
g13, 18cen- 13g21-g31
g22, X
L110 m 75 ViI Xcen-pll4g 17p11 -
L114 m 66 I 6p24-pter, - 6cen-g21
18q
L115 m 43 I lcen-g41, - 5pl14-pter
3g21-qter,
7p, 8923-
gter, 11923-
gter, 12
1118 w 72 \% - - -
L119 m 24 I 57,15 - -
L127 m 46 i 5g15-qter, - -
7p, 12
L130 w 55 I - - -
L132 w 73 I 2p14-p21, - 6921-qter, X
6p, 15
L137 m 86 I 3p 2p14-pl6 4
L142 m 38 VI 19 - 6g25-qter
L145 m 56 Il - - -
L146 w 29 I 1q, 2pl4- - 6qg13-qter,
pl6, 8 13q, Xp22.1-
ter
L158 m 69 Il 12, X - 6cen-g21
L163 m 61 I 2cen-pl6, - 4q, 6g25-qter
7p, 10p
L173 w 43 I - 17p11.1-p11.2 -
L177 w 50 I 6p, 7, 8, 10, 2p13-pl6 6g25-qter
12cen-ql15
L181 m 64 VII 11 - -
L183 w 70 I - - -
L197 w 34 VIl 7, 8923- 2pl4-pl6 4q13-qter,
gter, 12924- 6014-924,
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Fall | Geschlecht | Alter | Histologie | Zugewinne | Amplifikationen Verluste
gter 10923-g24,
12921-923,
13q14-g22,
13g34-qgter
L199 w 60 I 2cen-p21, - 1p21-pter,
2g24-qter, 2p22-pter,
7cen-g31, 2cen-g22,
18g21-qgter 6914-916, 13q
L202 w 55 Il - 1923-925, 8q24- -
gter
L205 m 68 Il 6p23-pter - -
L211 m 65 I - 1931-q32 -
L219 w 59 I - - -
L222 m 72 Il - - -
L223 m 75 I 6p, 8g22- 2pl4-p21 6q, 8p21-pter
gter
L228 w 66 I - - -
L229 w 55 Il - 10921, 11923 X
L234 w 52 I - - -
L241 w 79 I - - -
L245 w 58 V - - -
L247 m 59 Il - - -
L248 m 42 I 12 - 6cen-g23
L252 w 33 Il - - -
L262 w 71 I 12 - 10g23-qter,
13g21-g22
L263 m 33 VI - Xp1l1l.2-p11.4 -
L266 m 47 I 2p15-p22, 3g28-gter 3p21-pter,
2g31-qter, 8p21-pter,
3025-927, 17pl13-pter
5p, 7,
8g21.2-qter,
10p, 11p,
12, 13cen-
g31, 16,
17q, 17cen-
pll, 18p,
18cen-q22
L267 m 52 I - - 9p22-pter,
13q
L279 w 41 VI 169 - 2014.2-924,
4p, 4cen-
g31.1, 6q,
9p21-pter,
17pl2-pter
L294 m 76 VII - 2pl4-pl6 1p35-pter,
159
L312 m 49 I - - -
L321 m 54 I - - -
L324 m 67 I 1q, 13g32- - 15q
gter
L325 w 59 I 7,8 - 13q14-g22
L394 m 61 I 1q, 4p, 5, Xp11.1-p11.3 69
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Fall | Geschlecht | Alter | Histologie | Zugewinne | Amplifikationen Verluste
6p, 7p,
7cen-g22,
11
L398 m 63 Wl 16 - -
L399 m 54 Vi 5,7, 10p, - 6q, 10925-
10cen-q22 gter
L407 w 53 [\ - - -
L409 m 49 VI 1lcen-g42, | 3928-qgter, 10925- | 3p36-pter, 4,
5923, 6p, qter 8p21-pter,
8cen-q23, 10923, 16921
12p, 12cen-
ql5, 13q14-
gter, 18q,
Xq22-qgter
L419 w 77 I 6p, 11, X - -
L421 w 65 I 13g21-g31 - -
L428 m 69 I 1943-qter, - 6q
6p, 13931-
gter
L430 w 70 Il - - -
L432 w 52 I 6p22-pter - 6Q
L433 w 79 I - - -
Tabelle I:1 = zentroblastisch monomorph (cb mono); Il = zeblastisch polymorph (cb poly); Ill =

immunoblastisch; IV = plasmablastisch; V = T-Zallah; VI

m = mannlich; w = weiblich
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Tabelle 1I: Zugewinne und Verluste innerhalb der Gruppe der diffusen
grof3zelligen B-Zell Lymphome vom aktivierten B-Zeltyp (ABC-
DLBCL)
Fall | Geschlecht | Alter | Histologie | Zugewinne | Amplifikationen Verluste
LO05 w 71 I 1q, 7q, - 60921-q24, 8p22-
8qg24-qter, pter, 10g25-qter
11g22-qgter,
12923-qter
LOO08 m 45 I 3p, 3cen- | 6g14, 14922-923, 1p31-p34.3,
g26, 3927- 18921.3-g22 2021-924, 4921-
gter, 11913- g26, 6g21-qter,
gter, 13q 14qg32-qter,
15cen-g21, 17p
LO12 m 64 v 2pl14-2p21, | 11pll.2, 11923 2q14.2-qter,
3cen-pl3, 6p22-pter, 8p,
3cen-ql2, 16q
3g27-qter,
4928-qter,
8q, 11, 15q,
18¢g21.1-
gter, Xg21-
gter
L022 w 67 1] 1q, 3q, 5p, 6p21, 10g11.2- 3p, 60q13-g23,
5q, 7,8, g21, Xp22.1 17p
10q, 17q,
18q
L032 w 68 Vi 12g24-qter, - -
18
L0O40 w 72 1 3cen-pl2, 18q912-q22 6916-921
34, 99
L043 m 55 1 3925-qter, 2p15-pl6, 9pl2- 1p, 2p21-pter,
5p, 10p, pl3, 10g11.2, 2cen-pl4, 2q,
10923-qter, | 15921-922, Xq27- | 3q12-q24, 4q13-
11913-qter, qter g26, 6gq13-qter,
12q, 14q, X 7p21-pter,
10921-g22,
12p13-pter,
15g25-qgter
LO44 m 79 VI 7, 11p15- 6pl2-p21.1 6q, 9p22-pter,
pter, 11923- 13g33-qgter
gter, 12p13-
pter, 12q22-
gter, 15923-
gter, X
LO50 m 34 Il 69 - 9p21-pter
LO58 w 83 VI 1g21-g25, 1931 -
1932, 3cen-
pl4, 3cen-
gq27, 18
L062 m 66 VIl - 8p23-pter, 18921- -
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LO64 w 62 I 3, 11q14- - -
g21, 18
LO66 w 75 Il - - -
LO68 m 49 Il - - -
LO69 m 68 1] 2g36-qter, - 6q
6p, 10cen-
pll.2,
10cen-g22,
11
LO76 w 56 I 1q, 2p15- - 6916-g22, 9g21-
pter, 16 g22, 17p13-pter
LO78 m 38 Il 1q, 2p16- - -
pter, 5p, 6p,
7p, 7cen-
22, 13q922-
gter, 16
L0O80 m 41 I 169 - 6p22-pter,
6q14-923
LO81 m 62 Il - 2pl14-pl6 -
LO86 m 46 1] 3pl4-p21, | 6p24-pter, Xp21l- | 1g32-g41, 6q13-
3q, 5p, 17q, p22.1 gter, 10p13-
X pter, 17p13-
pter, 18q
L089 w 75 Vi - - -
L093 m 68 I 3q, 18 - 7931
L107 w 18 Il - - -
L116 m 35 Il 6p, 7, X - 6q, 17p13-pter
L117 m 65 I 1, 2p, 3, 7p, - 8p21-pter,
7cen-ql1.2, 9g21-qter,
8g21-qter, 17pl2-pter
15, Xp,
Xq23-q27
L120 w 63 v 3g22-qter, - 8pl2-pter
6p22-pter,
17923-qter
L124 m 67 I - - p
L125 w 69 Il - - -
L134 m 73 I 3, 18p, 4913-g21, 18g21- -
18cen-q12.3 qter
L139 w 77 \% 6p - 69
L141 w 80 V - - -
L144 m 53 1] 3cen-pl4, 18g21-qgter 6016-922, 7p21-
3q pter
L147 m 14 I 3p, 9, X - 17pl2-pter
L151 m 45 VIl 3p21-p24 - 2022, 2932,
9g21-922
L152 m 50 1] 2p13-pter, 14922-923, 6021-926,
3,11, 15924-g25 1l4cen-g21,
13933-qter 14q24-qter,
17pl2-pter
L154 w 61 VI - - -
L157 ? ? I - - -
L161 m 56 Il 3cen-pl2, - 4931-933
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3q, 8921-

gq24.2, 18q

L165 m 79 1] - - 6ql4-qter,

13qg14-qgter

L166 w 59 I 4923-q27, - -
5021-923,

9p21-pter
L180 w 25 v - - 6q13-qter,
8p22-pter,
10g25-qgter

L182 w 58 I 2p13-p1l6, 3g27-gter 4, 5q31-qter,

3q, 10p, 6916-922, 9,
12qg24-qter, 14q, 15q,
18q 17pl13-pter

L185 w 74 Il - - -

L189 m 74 v 8g23-qgter - -

L190 m 40 1] 10pl2-pter, - 4q13-g21,

Xpll-p21 14qg31-gter

L191 m 74 VI 1925-g41, 3g28-gter 5p14-pter,
3p22-pter, 6qg13-qter
3025-927,
9g31-g33,

13q, 16,
18cen-g21

L194 w 66 Vi 12, 18q - 11p12-pl4,

17pl2-pter,
18pl1.2-pter

L195 m 62 Vi 4, 6p22- - 1925-g31, 6g21-

pter, 8q, gter, 8p21-pter,
9p22-pter, 17pl2-pter, 18q
15
L198 w 64 I 1cen-g31, - -
6p, 12p,
12cen-q21

L200 w 72 I - - -

L203 m 46 I 13922-qg31, - 6g21-qter
15q923-qter

L207 w 76 Il 6p21-pter, - 8p22-pter, X
7, 8q21-923

L208 w 72 I 3p, 18 - -

L212 m 82 I 2p, 3cen- 18921-q22 2¢921-931, 4p15-
pl2, 3q, 9p, pter, 6q15-g21
10p, 10cen-

g24

L216 m 77 Il 1cen-p22 - 69

L221 m 72 Il - - 69

L224 m 39 Il 3 - -

L227 w 80 I - - -

L230 w 66 Il 3 - -

L231 w 80 I - - 69, X

L272 m 57 I 3, 13cen- - 6g15-921, 18p

gl4, 18q

L275 w 75 \il 1g32-gter, 5 - -

L277 m 54 Il - - -
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L281 m 50 Il 3cen-p21, - 6q22-qter,
3p25-pter, 17pl13-pter
6p23-pter,

Xp

L303 w 45 1 3927-qter, - -
4pl6-pter,
5g35-qter,
8p21-pter,
8g24-qter,
9q, 14922-

g24, 18qg21-
gter

L313 m 72 Il 3, 4931.1- - 6p22-pter,

gter,18 6g23-qter

L316 m 70 VI 1cen-g31, 3, - 6cen-g24,18p
7,12, 18q

L318 w 80 I 7p, 7cen- | 17ql1l-ql2, 18921 6q22-qter,

g21 7931-qgter,
9p21-pter

L396 w 65 1 2p14-p23, - 2p24-pter, 6cen-

4921, 9q33- pl2, 6q, 7931,

qter, 16, 8p, 8cen-g22,

17q, 18921- 9p21-pter, 10p,
gter, Xp 10cen-g21,
17pl13-pter

L400 w 56 VI - - 6g15-qter

L401 m 76 I 2p16-pter, 17923-qter 6qg15-qter
3g24-926,
18g21-gter

L404 w 62 Il 3 - 1p34.2-pter,

1g32-qter,
14924-qter, X

L408 m 41 Il - - -

L413 w 62 Vi - - -

L415 m 60 I - - -

L427 w 77 Il 6p, 18 - 69

L429 m 67 1] 5cen-pl4, - -

5cen-g23, X

L431 m 73 I 2pl16-pter, | 3p23, 9p24-pter, 6cen-g24, 17
3q, 3cen- 10923-g24
p23, 3p24-
pter, 7932-
gter, 9cen-
p23, 14q,

16p13.2-
pter, 18, X
Tabelle II: I = zentroblastisch monomorph (cb mono); Il = zeblastisch polymorph (cb poly); Il =

immunoblastisch; IV = plasmablastisch; V = T-Zallah; VI

VIII = anaplastisch; m = mannlich; w = weiblich=2unbekannt
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Tabelle IlI:

Zugewinne und Verluste innerhalb der Gruppe der primar

mediastinalen diffusen grof3zelligen B-Zell Lymphom&PMBCL)

Fall | Geschlecht | Alter | Histologie | Zugewinne | Amplifikationen Verluste

L025 m 75 I - - -

LO77 ? ? I Xp 2p14-pl6 8p23-pter

L091 w 31 1] 2p - 8p21-pter, 15026-

gter, X

L123 w 75 I 2g23-qter, - 14q932-qter

3, 9p, 9cen-
g21, 12p,
12cen-q22

L129 w 29 VII 9cen-q13, 9p24-pter -
9cen-p23

L169 m 31 I 2p13-pter, - -
9q, Xcen-
p21, Xcen-

g26

L172 w 45 I - - 6g24-qter

L179 m 54 I 2 - -

L213 m 53 I - - -

L249 m 46 VII 1924-qg31, - 1p, 2p24-pter,
2p13-p1l6, 6023-924
4q24-qter,
6p22-pter

L255 w 20 I 2pl4-pl6, - -

8,9, 11g23-
gter

L298 w 45 1] 3924-927, | 3g28-qter, 14922- | 4, 14931-qter, 18p
8g22-qter, g24, 17pl1
18qgl12-gter

L311 m 37 i 5p15-pter,
15q924-qter, - -

18q
L315 m 73 I 2cen-pl6, 7 - 2p24-pter
L322 w 26 I 2p, 9p, 9q, 15922 8p21-pter, 13g21-
X gter

L397 w 30 I - - -

L406 w 32 I 2p, 2933- - 4q31-qgter
gter, 3928-
gter, 4924-

27, 9, 11,
18

L423 w 29 Vi 9 - -

L435 m 34 I 9cen-p23 9p24-pter -

Tabelle Ill: | = zentroblastisch monomorph (cb mono); Il = zeblastisch polymorph (cb poly); Il =

immunoblastisch; IV = plasmablastisch; V = T-Zallgh; VI = Burkitt-ahnlich; VII = unklassifizierbar

m = mannlich; w = weiblich; ? = unbekannt
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Abbildung I: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme aies diffusen grol3zelligen B-

Zell Lymphoms vom Keimzentrumstyp (GCB-DLBCL)
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Abbildung I:

Die Abbildung zeigt den Fall L 266 S 444 eines GODBBCL. Man erkennt die beschriebenen
chromosomalen Aberrationen (Pfeile) an der vergarliGrinfarbung bei Zugewinn (+3g25-927, +5p,
+8g21-qter, +10p, +12, +13cen-q31, +18p, +18cern-g@&ie verstarkter Rotfarbung bei Verlust (-3p21-
pter, -8p2l-pter). Hierbei sind Zugewinne auf Chosom 12, insbesondere den minimalen

Uberlappungsregionen 12p und 12cen-ql4, fir Lymghoram Typ der GCB-DLBCL besonders
typisch.
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Abbildung II: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme énes diffusen grof3zelligen

B-Zell Lymphoms vom aktivierten B-Zelltyp (ABC-DLBC L)

i-’?: ‘\
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# <-5q31-qgter

Abbildung II:

Die Abbildung zeigt den Fall L 182 S 541 eines ABCBCL. Man erkennt die beschriebenen
chromosomalen Aberrationen (Pfeile) an der verg#riGranfarbung bei Zugewinn (+3q, +18q) sowie
verstarkter Rotfarbung bei Verlust (-4, -5931-qt€éq16-g22, -14q, +15q). Hierbei sind Zugewinne auf
Chromsomen 3 und Chromosom 18, insbesondere dematém Uberlappungsregionen 3p, 3cen-g26,
3g27-qter und 18q21, sowie Verluste auf Chromosgmiimale Uberlappungsregion 6g21-924, fiir
Lymphome vom Typ der ABC-DLBCL besonders typisch.
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Abbildung llI: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmeeines primar mediastinalen

diffusen grof3zelligen B-Zell Lymphoms (PMBCL)

+9cen-p23/ampl 9p24-pter » S

Abbildung III:

Die Abbildung zeigt den Fall L 129 S 570 eines PMB®lan erkennt die beschriebenen chromosomalen
Aberrationen (Pfeile) an der verstarkten Grinfairei Zugewinn bzw. Amplifikation (+9cen-p23,
ampl 9p24-pter). Durch verstérkte Rotfarbung erkame Verluste sind nicht vorhanden. Hierbei sind
Zugewinne auf Chromsomen 9, insbesondere der mieimaberlappungsregion 9p, sowie das Fehlen
von Verlusten auf Chromosom 6, minimale Uberlappuegion 6913-g22, fiir Lymphome vom Typ der
PMBCL besonders typisch.
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