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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Lymphome

Lymphome sind maligne Neoplasien des lymphatis@ysiems, die ihren Ursprung von den
Zellen der lymphatischen Organe nehmen und in sbheiallen Stadien der Lymphopoese
entstehen kénnen. Durch unterschiedliche morphetbg und genetische Varianten erweisen
sich Lymphome als eine sehr heterogene Gruppe waartkungen $tein et al., 2008 1n der
WHO-KIlassifikation aus dem Jahr 2008 werdeymphome unter Beriicksichtigung der
Morphologie, des Immunphéanotyps und ihrer genegéisctEigenschaften infolgende
Untergruppen eingeteilt: Precursor B- bzw. T-Zegthiphome/LeukdmienReifzellige B-
Zell-Lymphome, Reife/Periphere  T-Zell-Lymphome undeoplastische NK-Zell-
Erkrankungen, Hodgkin-Lymphome, Histiozytische udéndritische Neoplasien sowie
Posttransplantations-lymphoproliferative Erkrankemg (PTLD) [Campo et al., 2011,
Swerdlow et al., 20Q8 Der Schwerpunkt dieser Arbeit liegt auf den eaifaggressiven B-
Zell-Lymphomen. Der Anteil dieser an der Gesamtladier Krebsneuerkrankungen des
Jahres 2006 in Deutschland lag fur die weiblichedesrung bei 3,2%, fur die mannliche
Bevolkerung bei 2,8% Husmann et al.,, 2010; www.rkiJde Obwohl das mediane
Erkrankungsalter der Lymphome jenseits der 6. Lethekade liegt, erkranken auch Kinder
an diesen Tumoren. Dabei handelt es sich grolenit@ sehr aggressive Lymphomsubtypen
[Bertz et al., 2010; Husmann et al., 2010; Mortoale 2009.

1.11 Aggressive B-Zell-Lymphome

In dieser Arbeit stehen vor allem drei Formen aggker reifzelliger B-Zell-Lymphome im
Vordergrund: Da®Diffuse grofRzellige B-Zell-Lymphom (DLBCIldasFollikulare Lymphom
Grad llla/b (FL) und dasPrimar mediastinale B-Zell-Lymphom (PMBCL)

Mit einem Anteil von 30-40% an der Gesamtheit allgmphome stellt das DLBCL die
haufigste Lymphomentitat im Erwachsenenalter daridE eine sowohl biologisch als auch
klinisch sehr heterogene Gruppe der reifen aggresdB-Zell-LymphomenAlizadeh et al.,
2000; Hummel et al., 2006; The Non-Hodgkin’s LynmmdcClassification Project, 1997
Morphologisch unterscheidet man den centrobldstisc den immunoblastischen und den
anaplastischen Typ. Eine weitere Klassifikatioreotiert sich an der Genexpression, die je
nach Entwicklungsstadium der (ehemals nicht-patfisttnen) Ursprungszelle des
Lymphoms variiert. Auf dieser Grundlage ergeberh siee folgenden drei Subtypen: Das
germinal center B-cell-likéGCB) DLBCL, dasactivated B-cell-lik§ ABC) DLBCL und das
primary mediastinal (PM) B-Zell-Lymphom. Diese unterscheiden sich unterderem
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Einleitung

hinsichtlich ihrer Lokalisation, Altersverteilunghd PrognoseAlizadeh et al., 2000; Klapper
et al., 2008; Oschlies et al., 2006; Rosenwaldlgt2903. Die Einschatzung der Prognose
und die individuelle Therapieauswahl orientierenchsiam sog. IPI-Score, dem
.internationalen prognostischen Index". Dieser lksichtigt das Patientenalter, das
Tumorstadium, den Extranodalstatus, den Wert d&tatdehydrogenase im Serum und den
Allgemeinzustand des Patienten und bildet auf dié&¥eise vier unterschiedliche
Risikogruppen The International Non-Hodgkin's Lymphoma Prognos$tactors Project,
1993; Ziepert et al., 20J0Aktuelle Therapieansatze bestehen aus einer Gthemapie nach
dem sog. CHOP-Schema (Cyclophosphamid, Doxorubi\gimgristin und Prednisolon) und
dem Einsatz des Anti-CD20-Antikorpers Rituximab CRIOP-Schema) bei CD20-positiven
Lymphomen Coiffier et al., 2005;Habermann et al., 2006; Persky et al., 2D0Brotz
deutlich verbesserter 5-Jahres-Uberlebensrate dAmliendung des R-CHOP-Schemas,
kommt es jedoch noch immer bei etwa 25% der Patierriu einem Therapieversagen
[Coiffier et al., 2010; Feugier et al., 20P5

Das Follikulare Lymphom (FL) ist charakterisiert rdo eine Proliferation von sich
normalerweise im Follikelzentrum befindlichen unattdreifenden B-Zellenquppers et al.,
1999. Je nach Anteil der Zentroblasten und Zentrozytenden bei dieser Entitat die Grade
I-1lla/b unterschieden, wobei ein hoherer Anteil Zantroblasten mit einer schlechteren
Prognose vergesellschaftet sein sG&mnpo et al., 2011; Harris et al., 199£&ine typische
genetische Veranderung, die etwa 80% aller Foliten Lymphome aufweisen, ist die
Translokation t(14;18). Diese fuhrt zu einer vernieh Expression des Antiapoptosefaktors
BCL2 und verhilft den Zellen auf diese Weise zu elmgdertem WachstunCleary et al.,
1986; Huang et al., 2002; Willis et al., 2000; Yauet al., 198p Der klinische Verlauf eines
Follikularen Lymphoms kann individuell variieren duindie Prognose reicht von einer
normalen Lebenserwartung bis zu einer raschen &ssign mit schlechtem Outcome
[Schwaenen et al., 20P9Als zuverlassigster Prognosefaktor wird der s&¢lPI, der
»internationale prognostische Index fur Follikuldrgmphome®, herangezogen. Bei diesem
werden, &ahnlich dem IPI-Score, Basisparameter desierRen bewertet und drei
Risikogruppen gebildetSolal-Céligny et al., 2004 Je nach individuellem Risikoprofil
werden unterschiedliche Therapieprinzipien angewaHterzu zahlen unter anderem das
bereits erwdhnte R-CHOP-Schema, das Alkylanz Bendam aber auch das sog. ,Watch-
and-Wait“-Prinzip {Ghielmini, 2010;Rummel, 201j0

Das Primar mediastinale B-Zell-Lymphom (PMBCL) HKtetine weitere eigenstandige

Tumorentitat unter den reifen aggressiven B-Zeliphomen darHarris et al., 1994 Die
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lokal invasive Ausbreitung im vorderen Mediastinukann zu einer Kompression
intrathorakaler Strukturen fihren, sodass die Mafirzder Patienten klinisch mit
Brustschmerz, Dyspnoe, einem oberen Vena-cava-8yndvder Pleuraergiissen auffallt
[Levitt et al., 1982; Lichtenstein et al., 1980n Gegensatz zu den meisten anderen reifen
aggressiven B-Zell-Lymphomen hat das Primar medast B-Zell-Lymphom seinen
Altersgipfel bei Erstdiagnose bereits in der dntteebensdekade. Dabei sind vermehrt junge
Frauen betroffenHarris et al., 1994; Jacobson et al., 198Bie heute erfolgversprechendste
Therapie fur Patienten mit einem PMBCL stellt alnér die Chemotherapie nach dem R-
CHOP-Schema daiSghneider et al., 2011 Teilweise wird diese mit einer anschliel3enden
konsolidierenden Strahlentherapie des Mediastirkon®biniert Jacobson et al., 1988; Levitt
et al., 1982 Eine grof3e Tumormasse zum Zeitpunkt der Ersidiag gilt als negativer
prognostischer Faktod@cobson et al., 1988

Samtliche hier genannten Therapieansatze bezielwn auf die Behandlung reifer
aggressiver B-Zell-Lymphome im Erwachsenenalter. krd&fikte  Kinder werden
deutschlandweit nach einheitlichen Therapieprotekol der Berlin-Frankfurt-Miinster
(BFM)-Studie behandelt. Dabei kommen unter andergl@thotrexat, Dexamethason,
Oxazaphorin, Etoposid und Doxorubicin zur Anwendwwgitere kindliche Therapieansatze
sehen die intrathekale Medikamentenapplikation oelee Stammzelltransplantation vor
[Reiter et al., 1999

1.2 Genetische Aberrationen in der Lyphomentstehung

Die Mehrzahl der heute bekannten B-Zell-Malignomeistv wiederkehrende und zum Teil
krankheitsspezifische chromosomale Aberrationen , adfie eine Rolle in der
Tumorentwicklung spielen. Diese kdnnen sowohl dimreeéChromosomenregionen als auch
ganze Chromosomen betreffdfiippers et al., 1999; Willis et al., 200@u den sogenannten
strukturellen Chromosomenstorungen gehoéren nebeleti@een (Verlust eines durch
Bruchpunkte aus dem Chromosom herausgetrennten e®¢g)m und Duplikationen
(Verdopplung eines normalerweise einfach vorliegen@€hromosomensegments) auch die
hier im Vordergrund stehenden chromosomalen Tr&askmen Moore et al., 1963; Willis et
al., 200qQ.

1.2.1 Chromosomale Translokationen
Das Erbgut menschlicher Zellen besteht, mit Ausmahder Keimzellen, aus 46

Chromosomen Tjio et al, 1956 bzw. 22 Autosomenpaaren plus zwei
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Geschlechtschromosomen. Bei einer TranslokatiordeveDNA-Fragmente zwischen den
Chromosomen eines Chromosomensatzes ausgetayildg pt al., 200Q. Findet dieser
Austausch zwischen zwei nicht homologen Chromosostatt, so spricht man von einer
reziproken Translokation. Als balanciert wird eifieanslokation bezeichnet, wenn durch
diese weder ein Zugewinn noch ein Verlust genetischlaterials entstehtSghaaf et al.,
2008. In Tumoren gehen einige Gene Translokationendmwérsen Translokationspartnern
ein. Ein Beispiel hierfir ist das Immunglobulinsa@rkettengen auf Chromosom Mi[lis et
al., 200Q.

1.2.2 Bedeutung des Immunglobulinschwerketten GH)-Genorts fur die
Lymphomentstehung
1.2.2.1 Immunglobuline als Teil des menschlien Immunsystems

Antikdrper, auch Immunglobuline genannt, sind eireddéutender Bestandteil des
menschlichen adaptiven Immunsystems und werden Bdtymphozyten, insbesondere
Plasmazellen, produziert und sezerniedglman et al., 1969; Schiitt et al., 2D1urch die
spezifische Bindung eines Antikdrpers an sein Aartigvird eine Immunreaktion gegen dieses
eingeleitet Maizels et al., 1982 Als Antigene kénnen Proteine, Kohlenhydrate, il
Nukleinsduren oder auch Kunststoffe wirken. Die ikdrper binden jedoch immer nur an
einen kleinen Bereich des entsprechenden Antigans,das Epitop bzw. die antigene
Determinante $chutt et al., 2010 Dabei spielt auch der besondere Aufbau der
Immunglobuline eine Rolle. Den Grundbaustein bileiee Y-férmige Struktur, die aus zwei
sog. schweren Ketten (H) besteht, an die wiederber Disulfidbricken jeweils eine sog.
leichte Kette (L) gekoppelt ist (sielddb. 1) [Edelman et al., 19§9Jede dieser leichten und
schweren Ketten besteht neben einer variablen Re@ip zusatzlich aus einer bzw. drei
(schwere Kette) konstanten Regionen (Edidiman et al., 1969Die Arme der Y-Struktur
bilden den sogenannten Fab-Teil, bestehend audleigrnen Ketten, dem variablen und
einem konstanten Teil der beiden Schwerketten. Uiesen konnen die Antikorper
spezifisch ihre Antigene binden. Der Stamm des k&piers, auch Fc-Teil genannt, der nur
aus konstanten Regionen der Schwerketten bestathgire Effektorfunktion und 16st nach
Bindung des Antigens an den Fab-Teil Uber versemedviechanismen die Immunreaktion
aus Edelman et al., 1969Je nach Fc-Teil werden beim Menschen funf Anfledisotypen
unterschieden: IgM, 1gG, IgA, IgE und IgD. Diesgeanscheiden sich in ihrer Struktur, inrem

Vorkommen im Gesamtorganismus des Menschen undem lmimunreaktion, die sie
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auslosen. Bei den Leichtketten wird zwischen einemund einemA-Typ unterschieden
[Maizels et al., 1999; Schitt et al., 2010

Abb. 1: Struktur eines Antikorpers.

*Disulfidbriicken ]

Fab-Teil

<HD

Fe-Teil

tHD

(C constant; H heavy; L light; V variable; modifiziert nach:
Schiitt et al., 2010)

In dieser Arbeit soll der Fokus auf dem Genortdi@ Immunglobulinschwerkette, kutaH-
Locus, liegen. Dieser befindet sich auf dem langem des Chromosoms 14 in der Bande
932 [McBride et al., 198R Der variable Teil der Immunglobulinschwerkettesteht aus
einem V (variable)-, einem D (diversity)- und eineIn(joining)-Element, die mit der C
(constant)-Region der Schwerkette verbunden dutelZels et al., 1999 Betrachtet man den
IGH-Locus in der Keimbahnkonfiguration, so stellt sehe Art Baukastenprinzip dar (siehe
Abb. 2. Neben etwa 50 MElementen liegen 27 HElemente, auf die wiederum 6i-J
Elemente und 9 C-Elemente folgeKiUppers et al., 2001 Aus diesem Repertoire wird
wahrend des sog. VDJ-Rearrangements die variablgioReder spateren Schwerkette
gebildet. Dies geschieht, indem zuféllig jeweilses der Elemente ausgewahlt und mit den
anderen zu einem VDJ-Segment gekoppelt wird, wéhrdie restlichen Elemente als
Exzisionszirkel herausgeschnitten werd&ellert et al., 1992; Kippers et al., 2J0Dieses
VDJ-Segment wird dann nach der Transkription miteen der C-Elemente kombiniert
[Kippers et al., 2001
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Abb. 2: Entstehungsmechanismus der Antikorpervielfalt mittels VDJ-Rearrangements.
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Nach erstmaliger Bindung des spezifischen Antigems Stimulation der B-Zelle durch eine
T-Helferzelle wird mittels kleiner Punktmutationem antigenbindenden Teil die Affinitat
des Antikérpers zum Antigen verandert. Nur die Blede deren Antikdrper durch diese sog.
somatische Hypermutation eine erhdhte Antigenaffinierhalten haben, werden im
Keimzentrum der sekundaren lymphatischen Organgiypasslektioniert. Sie tiberleben und
produzieren den entsprechenden Antikorp@igpers et al., 2001; Maizels et al., 199Die
somatische Hypermutation und das beschriebene \HadrBhgement stellen nur zwei
Ursachen fur die Antikérpervielfalt im menschlichkdrper dar. Ein weiterer Mechanismus
ist die sog. ,class switch recombination®. Dabemkot es, durch Entfernung von Segmenten
aus dem Fc-Teil der Schwerkette, zu einem WecheselAahtikdrperisotypsKuppers et al.,
2001; Maizels et al., 1999Eine Gemeinsamkeit der drei genannten Mechamisistedie
Initierung von Doppelstrangbriichen im ImmunglobsthwerkettengenorKippers et al.,
1999.

1.2.2.2 IGH-Translokationen in B-Zell-Lymphomen

Reziproke, balancierte chromosomale Translokatiomen Beteiligung des beschriebenen
Immunglobulinschwerkettengenorts sind ein Charadtikum vieler reifer B-Zell-Lymphome
[KUppers et al., 2001; Lenz et al., 200Teilweise sindIGH-Translokationen mit einem
bestimmten Partner typisch fur spezifische Lympltaumbtypen (sieh@ab. 1) [KUppers et
al., 2001.
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Tab. 1: Typische Translokationen in B-Zell-Lymphomaen.

Lymphom-Entitéat

Chromosomale Aberrationen

Involvierte Gene

Burkitt-Lymphom t(8;14)(924,932) MYC/IGH
t(2;8)(p12;924) IGK/MYC
1(8;22)(q24;q11) MYC/IGL

Diffuses grol3zelliges B-Zell t(3927) BCL6

Lymphom t(14g32) IGH

t(14;18)(g32;921) IGH/BCL2

t(8;14)(q24,932) und Varianten

MYC/IGH (IGL/IGK)

Follikulares Lymphom

t(14;18)(g32;921) und Varianten

IGH/BCL2 (IGL/IGK)

t(3;14)(q27;932) BCL6/IGH
MALT Lymphom t(11,;18)(q21;921) API2/MALT1

t(14,;18)(q32;921) IGH/MALT1

t(1;14)(p22;932) BCL10/IGH
Mantelzell-Lymphom t(11;14)(q13;932) CCND1/IGH

(Modifiziert nach: Chaganti et al, 2000; Ventura at, 2006; MALT mucosa associated lymphatic
tissue; in dieser Tabelle wurden nur B-Zell-Lymphdpericksichtigt, bei denen die Fluoreszenz-in-
situ-Hybridisierung an Gewebeschnitten regelmafligcdgefuhrt wird (der Methodik dieser Arbgit

entsprechend))

Wahrend einige Translokationen (fast) nur in eiegzigen Tumorentitdt vorkommen und
somit als diagnostischer Marker eingesetzt werdénn&n, gibt es wiederum andere
Translokationen, die gleichzeitig in mehreren Lympten zu finden sind/illis et al., 200
Beispielsweise ist die Translokation t(14;18)(g24;qmit BCL2 als Translokationspartner
desIGH-Gens in etwa 80% aller adulten Follikularen Lympigonachweisbar, jedoch findet
man diese Translokation auch in etwa 20% der Henfalls untersuchten DLBCLs. Die
Translokation t(8;14)(g24;932MY Cals Translokationspartner d€sH-Gens) wiederum tritt
nicht nur in etwa 10% aller DLBCLs oder einer ihxé&arianten auf, sondern stellt quasi ein
Beispiel fur Lymphom-typische Translokationen d&ie lasst sich in allen Burkitt-
Lymphomen nachweiserDplla-Favera et al., 1982; Willis et al., 20DOWahrend diese
Translokationen bei einigen Lymphomentitaten eirsaieinbar groRen Anteil an der
Lymphominitiation haben, treten sie in anderen Limpen erst im Verlauf der Erkrankung
auf und fuhren, beispielsweise durch zusatzlichévidcung eines Apoptoseinhibitors, zur
Progression der Erkrankungd¢ Jong et al., 1988; Willis et al., 2000Durch die
Positionierung der entsprechenden Gene neben demurigiobulinschwerkettengen kommt
es in den meisten Fallen zum Verlust normaler Kaimrechanismen und infolge dessen zu
dysregulierter Transkription und Uberexpression @enen Cleary et al., 1986; Meyer et
al., 1983. In B-Zellen mit aktiver somatischer Hypermutatisind aul3erdem Mutationen im

translozierten Gen mdglich, welche anschlielend n@woplastischen Phanotyp beitragen
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[Willis et al., 200]. In Follikularen Lymphomen mit einer Translokati®(14;18) wird die
Transformation in ein hohergradiges Lymphom belspieise mit Mutationen im
translozierterBCL2-Gen assoziiertl)e Jong et al., 1988; Matolscy et al., 19Willis et al.,
2009. Die Beobachtung, dass Lymphom-typische Tranglokan, beispielsweise
t(14;18)(q32;921), in geringer Zahl auch in gesumaeenschlichen Zellen vorkommen, lasst
vermuten, dass neben déG-Translokationen noch weitere Verdnderungen im Geno
notwendig sind, damit es endgiltig zur Entwicklugiges Lymphoms kommiSummers et
al., 200]. Dieser sog. ,Second Hit* kdnnte beispielsweise der zusatzlichen Aktivierung
eines dominanten Onkogens oder aber der Inaktivieyon Tumorsuppressorgenen bestehen
[Willis et al., 200 Betrachtet man die Translokationspartner d@sl-Locus, die in
Lymphomen nachzuweisen sind, so fallt auf, dassedigufig an einem der folgenden vier
Mechanismen der Zellregulierung beteiligt sind: Afmse, Zell-Zyklus-Regulierung, NB-
Aktivierung und Signaltransduktion Uber Zellobectigénrezeptoren [Willis et al, 2000].
Dadurch hat einéG-Translokation nicht nur direkte Auswirkungen aid dranskription des
jeweiligen Translokationspartners, sondern indirakich auf viele Signalwege, die von

diesem ausgehen bzw. von diesem reguliert und &itiatt werden.

1.2.3 Nachweis chromosomaler Translokationamittels Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierung (FISH)
Um die beschriebenen Lymphom-typischen genetiscAbarrationen wie Briche oder
Translokationen einzelner Genorte nachzuweisenn ki® sogenannte Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierung (FISH) angewendet werden. Mit deSiHlkdnnen sowohl sich in der Mitose
befindliche Metaphasezellen als auch nicht-mitbisdnterphasekerne analysiert werden
[Cremer et al., 1986
In der FISH-Technik wird sich die natirliche Eigenhaft der doppelstréngigen DNA zu
Nutze gemacht, sich im einzelstrdngigen Zustand koihplementaren DNA-Molekilen
zusammen zu lagernSg¢haaf et al.,, 20Q8 Nach einer Denaturierungsphase, die zur
Auftrennung des DNA-Doppelstrangs fuhrt, wird dezll@n eine mittels Fluoreszenzfarbstoff
markierte Sonde hinzugefugt. Diese ist exakt komplatar zu einem bestimmten Bereich des
Genoms, beispielsweise zu einem einzelnen GererlamschlieRenden Hybridisierungsphase
bindet sie den entsprechenden DNA-Bereich, sodas$h dieser unter dem
Fluoreszenzmikroskop spater in Form farbiger Sigymkarstellt (>all et al., 1969; Ventura et

al.,, 20049. Fur Untersuchungen auf Bruchpunkte in einem itmesten Genort werden
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beispielsweise Gen- bzw. Locus-spezifische Sondeh dem Prinzip der Break-apart-Sonde
verwendet (sieh®aterial und Methoden 2.1.1) [Cremer et al., 1986; Ventura et al., 2006

1.3 Das Netzwerk ,Molekulare Mechanismehei malignen Lymphomen*

Die fur diese Arbeit durchgefihrten Untersuchungemen eingegliedert in das Teilprojekt
C4 ldentifizierung chromosomaler Aberrationen itynhphomen* des deutschlandweiten
Verbundprojekts ,Molekulare Mechanismen bei maligneymphomen* (MMML) der
Deutschen Krebshilfe. Ziel des MMML-Projekts ist, egenauere Erkenntnisse Uber die
Lymphomentstehung auf molekularer Ebene zu erhaiBnSchwerpunkt ist die Suche nach
bisher unbekannten Lymphom-typischen chromosomaleerrationen, in deren Rahmen
auch versucht wird, neue Translokationspartner ldasnunglobulinschwerkettengens auf
Chromosom 14 zu identifizieremfvw.lymphome.de

Zu Beginn des MMML-Projekts untersuchtelummel et al. (2006220 reife aggressive B-
Zell-Lymphome mittels Immunhistochemie (CD20, CD8er-Mac3, CD10, Ki-67),
Genexpressionsanalysen (ABC, GCB, PM), Fluoresmesztu-Hybridisierung (Sonden fir
die Detektion vonMYGC, IGH- und BCL6-Bruchpunkten sowidGH/MYC, IGH/BCL2,
MYC/IGK- und MYC/IGL-Fusionen) und Array-CGH. Resultat dieser Studier wame
genauere molekulare Definition des Burkitt-LymphorreaBL vs. non-mBL) und die
Abgrenzung weiterer Untergruppen innerhalb derereifaggressiven B-Zell-Lymphome
(MYG-simple, MYC-complex undMYGC-negative Lymphome). Diese Untergruppen wurden
durch die weitere Analyse klinischer Daten (Alt€gmorstadium, 5-Jahres-Uberlebensrate)
naher charakterisiert, sodass beispielsweise euchBim MYGGen in Nicht-Burkitt-
Lymphomen mit einer schlechten Prognose assoziertlen konnteKlapper et al. (2008)
fuhrten die genannten Untersuchungen erganzend5akingllichen (Patientenalter< 18
Jahre) reifen aggressiven B-Zell-Lymphomen durciel War es, eventuelle Unterschiede
zwischen reifen aggressiven B-Zell-Lymphomen in ddulten und in der p&diatrischen
Studienpopulation aufzudecken und so moglicherwbedannte biologische Unterschiede,
beispielweise die Geschlechterverteilung, erklémerkdnnenBentink et al. (2008pefassten
sich erneut mit den bereits véfummel et aluntersuchten Fallen, analysierten diese jedoch
mit Blick auf sog. pathway activation patterns (RAPAuf der Basis verschiedener
Konstellationen von Signalwegaktivierungen konntenerhalb der reifen aggressiven B-
Zell-Lymphome neben dem Burkitt-Lymphom noch viegitere Gruppen unterteilt werden
(PAP-1 bis PAP-4). Diese zeigten neben untersdbleset biologischen Eigenschaften auch

Unterschiede in ihren genetischen Aberrationen derdjeweiligen Prognose. Mittels FISH,
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Array-CGH und Transkriptionsanalysen untersuciderlamm et al. (2008 116 Diffusen
grol3zelligen B-Zell-Lymphomen speziell die Folgennes MALTI1-Zugewinns auf
Chromosom 18q21 fur die Genexpression und die ddiven Parameter. Dabei konnte der
MALT1-Zugewinn mit einer erhdhten Expression anderer @afomosom 18q liegender
Gene, mit dem Vorliegen des ABC-Lymphomtyps, miteeivermehrterBCL2-Expression
und fraglich auch mit einer negativen Prognose etgsprechenden Lymphome assoziiert
werden. In der Arbeit voBchwaenen et al. (2008yurde ein besonderes Augenmerk auf die
Gruppe der Follikularen Lymphome gelegt. Mittelsrab~CGH wurden 128 Falle auf
genetische Aberrationen untersucht und mit den ijg®a klinischen Daten und RNA-
Expressionsleveln korreliert. Das Ziel hierbei water anderem, Grundlagen fur eventuelle
neue prognostische Marker bei Follikularen Lymphonze schaffen. Als epigenetischen
Ansatz analysierteMartin-Subero et al. (2008)asierend auf Microarray-Untersuchungen,
das DNA-Methylierungsmuster in 83 reifen aggressiBeZell-Lymphomen der bisherigen
Studienpopulation. Dieses wurde anschlieRend inat®el zu den morphologischen,
genetischen und transkriptionellen Eigenschaften etgsprechenden Lymphome gesetzt.
Dabei wurden 56 Gene identifiziert, die in allertarauchten Lymphomen, unabhangig von
phanotypischen oder genetischen Eigenschaftempwtemethyliert vorlagen. Zusatzlich stiel3
man auf 22 Gene, bei denen dies nur in bestimmyemphomsubtypen der Fall war und die
somit ein Potenzial als diagnostische Marker hab&ale der vonMartin-Subero et al.
identifizierten Gene spielen auch in embryonaleran®hzellen eine Rolle, wo sie
normalerweise durch sog. PcG-Proteine unterdriektien.Salaverria et al. (2011yelang
die Identifizierung eines neuen Translokationspagndes|G-Gens in reifen B-Zell-
Lymphomen. In 20 von 427 mittels FISH analysietggmphomen konnte eine Fusion des
Immunglobulingens mit dem OnkogdiRF4 nachgewiesen werden. Das Vorhandensein
dieserlG/IRF4-Fusion, die grof3tenteils in DLBCLs vom GCB-Typ taaf, konnte mit einem
jungen Patientenalter und einem guten Outcome @gtozerden. Auf der Grundlage dieses
Ergebnisses stellteBalaverria et al. (2011die Hypothese auf, dass die prognostischen
Unterschiede zwischen den verschiedenen Altersgruppuf die Vielfaltigkeit der
Tumorbiologie in Lymphomen zurtickzufiihren sei.

Die aufgefuhrten Studien im Rahmen des MMML-Pragektaben bereits die enorme
Heterogenitat der Lymphome gezeigt und dienen alsn@age fur diese Arbeit. Klinisch
erhobene Daten (Geschlecht, Alter, Diagnose) dedvNMollektivs sowie die Ergebnisse
von FISH- und Genexpressionsanalysen sollen hieterumlem Aspekt derlGH-

Translokationen aufgearbeitet und miteinander kerteverden.
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1.4 Fragestellung

Da sich gezeigt hat, daBSH-Translokationen in reifen aggressiven B-Zell-Lyrapten sehr

haufig sind [enz et al.,, 2007 kann davon ausgegangen werden, dass in dieser

Lymphomentitdt neben den bereits bekannten Traastwispartnern de¥GH-Gens (z.B.

BCL2 MYC oderBCL6) weitere bisher unbekannte Partner existierenséigrbeit widmet

sich nun der Frage, ob durch die Kombination vo8H-lund Genexpressionsanalysen neue

Translokationspartner identifiziert werden konnewl ob eine Assoziation dieser Partnergene

mit spezifischen klinischen Verlaufen oder Tumoralkeeristika moglich ist. Hierfir sollten

folgende Fragen beantwortet werden:

» Befinden sich im Kollektiv der MMML-Studie Lymphomedie einenIGH-Bruch
aufweisen und bei denen der Translokationsparte®iGH-Genorts noch unbekannt ist?

* Wie sind diese Falle in den unterschiedlichen Gestler-, Alters- und Diagnosegruppen
sowie unter den verschiedenen GenexpressionstypB&,(GCB) vertreten? Gibt es
Praferenzen fur bestimmte Gruppen?

 Weisen die Lymphome mitGH-Bruch und unbekanntem Translokationspartner eine
vermehrte Expression einzelner Kandidatengenedaaifals Onkogene bei Lymphomen
beschrieben sind?

* Konnen in diesen vermehrt exprimierten Genen in leinoffenen Fallen Bruchpunkte

oder sogar eine Translokation mit Beteiligung &d-Gens nachgewiesen werden?
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2 Material und Methoden

2.1 Material

211 Patientenkollektiv und Tumormaterial

Samtliche Gewebeproben, die im Rahmen dieser Datger mittels FISH untersucht
wurden, entstammen dem Deutsche Krebshilfe Projdkblekulare Mechanismen bei
malignen Lymphomen* (MMML). Einschlusskriterium flresagte MMML-Studie war die
Diagnose eines reifen aggressiven B-Zell-Lymphaies mittels Begutachtung durch sieben
unabhangige Hamatopathologen gesichert wurde. E#engaaulRerdem folgende
Ausschlusskriterien:

* Revision der Diagnose eines reifen aggressiven IBL¥exphoms

* Vorliegen einer HIV-Infektion

» Gewebeentnahme zum Zeitpunkt eines Rezidivs

Zu Beginn dieser Arbeit umfasste das Kollektiv déMML-Studie 962 Proben. Diese
wurden im Rahmen des C4-Teilprojekts bereits dubMharbeiter des Instituts fir
Humangenetik untersucht. Fur das sogenannte ,Hallgkkiv* der vorliegenden Dissertation
wurden 143 Falle ausgewahlt und mittels FISH amatysdie folgende Kriterien erfillten:
. Ausschluss der Lymphom-typischen Translokationent{d;14) oder t(14;18)
. Fehlende Untersuchung d@H-Bruchpunkte
. Vorliegen einer der folgenden Diagnosen:

o Diffuses groR3zelliges B-Zell-Lymphom (DLBCL)

o Follikulares Lymphom (FL) Grad Illa/b

o0 Hochmalignes B-Zell-Lymphom

o Primar mediastinales B-Zell-Lymphom (PMBCL)

Zusatzlich wurden als ,,Nebenkollektiv‘ 21 weiteralle der MMML-Kohorte untersucht, die
nicht den oben genannten Diagnosegruppen zugeowkreen konnten. Diese wurden mit

den gleichen Methoden analysiert wie das Hauptkilelieser Arbeit.
Fur die Untersuchungen im Rahmen der MMML-Studégtliein positives Votum der Ethik-

Kommission der Medizinischen Fakultat der Christfdbhrechts-Universitat zu Kiel vor
(D403/05, siehénhang A3
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2.1.2 Chemikalien, Enzyme, Reagenzien

Aqua ad iniectabilia Braun (BRAUN Melsungen AG, Blahgen, Deutschland)

DAPI (Invitrogen, Darmstadt, Deutschland)

dest. HO (BRAUN Melsungen AG, Melsungen, Deutschland)

Ethanol (Th. Geyer, Berlin, Deutschland)

Hybridisierungspuffer (LSI Vysis LSI/WCP Hybridizah Buffer, Abbott GmbH & Company
KG, Wiesbaden, Deutschland)

Igepal CA-630 (Th. Geyer, Berlin, Deutschland)

5N NaOH (Th. Geyer, Berlin, Deutschland)

Paraformaldehyd (Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutscttjan

Protease (Abbott GmbH & Company KG, Wiesbaden, S8duand)

Proteasepuffer (Abbott GmbH & Company KG, Wiesbad@utschland)

Rotihistol (Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, Dedliland)

20 x SSC Buffer Ultra Pure (Invitrogen, Darmstdaitutschland)

VECTASHIELD® Mounting Medium H-1000 (Vector Laboaaies, Peterborough, United
Kingdom)

2.1.3 Losungen und Puffer

0,01 M Citratpuffer fur Paraffin-FISH (pH 6,0)
2,1 g Citronensaure (hydriert) bzw.

2,3 g Citronensaure (dehydriert) wurden in
800 ml dest. kO geldst, um

5,4 ml 5N NaOH erganzt und mit

dest. HO auf 1000 ml aufgefullt.

DAPI-Gebrauchslosung
500 pl DAPI-Stammldsung wurden in 500 ml 2 x S&Q@eaben.

DAPI-Stammlésung
0,2 mg DAPI/mI dest. O wurden ineinander gelost.

70% iges Ethanol
700 ml Ethanol abs. und

300 ml dest. O wurden miteinander vermischt.
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80% iges Ethanol
800 ml Ethanol abs. und

200 ml dest. BO wurden miteinander vermischt.

1% iges Paraformaldehyd
10 g Paraformaldehyd und
1000 ml dest. kD

wurden bis zur vollstandigen Losung auf der Heizplarwarmt.

Proteasel6sung
1 Rohrchen Protease (500 mg) und
1 Flasche Proteasepuffer (500ml) wurden ineinagdgist.

2 x SSC
20 x SSC wurde im Verhaltnis von 1:10 mit destORerdinnt.

Waschpuffer 1

20 ml 20 x SSC und

3 ml Igepal wurden mit

dest. HO auf 1000 ml aufgefulit.

Waschpuffer 2

100 ml 20 x SSC und

1000 pl Igepal wurden mit
dest. HO auf 1000 ml aufgefulit.

2.1.4 Sonden fur die Fluoreszenz-in-sitdybridisierung (FISH)

Detektion einesl GH-Bruchpunkts:

IGH:14932:Vysis® LSI® IGH Dual Color, Break ApareBrrangement Probe (Abbott/Vysis,
Wiesbaden, Deutschland)

Detektion einerl GH/CCND1-Fusion:
Vysis® LSI® IGH/CCND1 XT Dual Color, Dual Fusion dmslocation Probe (Abbott/Vysis,
Wiesbaden, Deutschland)
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Detektion einerl GH/MALT-Fusion:
Vysis®LSI® IGH/MALT t(14;18)(g32;921) Dual Color, al Fusion Translocation Probe
(Abbott/Vysis, Wiesbaden, Deutschland)

Tab. 2: FISH-Sonden, die im Institut fir Humangeneik der Christian-Albrechts-Universitat
Kiel am Universitatsklinikum Schleswig-Holstein hegestellt wurden.
Mutation |Lokalisation Klonbibliothek/-name Referenz
MUC1-Bp.| 1q21 RP1-35A12 SG, RP1-28009 SO Weggoe?f al.
B(é"ElL?A/ »o13.16 | BCLLIASO): RP11-158i21, RP11-440P5(=AC 0099 70)!3?&%
. P REL(SG): RP11-373L24, RP11-49805
Fusion et al., 2002
Siebert
CDK®6-Bp. 7921 RP5-1099C19 SO, CTB-10414 SG etal.,
unpubliziert
NFKB2 | 1000495 RP11- 156M10 SG, RP1442B12 SO, Se'fgle”
Bp. 9 RP11-412G16 SO
unpubliziert
CCND2 Gesk et al.,
Bp. 12p13 RP11-388F6 SG, RP11-578L13 SO 2006
ZFP36L%: Nagel et al.|
Bp. 14924 RP11-179B8 SO, RP11-65A20 SG 5009
BCLESG):RP11-528E8, RP11-690C3 -
IGH/BCLG|  14q32, CL&SG) _sSanchez
. IGH(SO):dist. RP11-683L4, CTD-2011A5, RP11-141i7zquierdo
-Fusion 3q27 _ |
prox. RP11-150i16, RP11-817G24, RP11-937M13 et al., 2001
CCNEZX Nagel et al.|
Bp. 19912 RP11-345J21 SG, RP11-17N20 SO 5009
Martin-
BCL3-Bp. 19g13.2 RP11-21J15 SG, CTD-129P6 SO Subero
et al., 2006
(Bp. Bruchpunkt; FISH Fluoreszenz-in-situ-Hybridising; SG Spectrum green; SO Spectrum
orange)
2.1.5 Sonstige Ge- und Verbrauchsmateriah

Codierplattchen, weild (Sarstedt, Nimbrecht, Delasch)

Deckglaser, 24 x 60 mm (Menzel-Glaser, Braunschw2éyitschland)
Deckglaser, D 10 mm, Starke 1, rund (Th. GeyerliBeDeutschland)
Diamantschreibstift (Carl Roth GmbH & Co KG, Katlee, Deutschland)
Fixogum (Marabu GmbH & Co KG, Bietigheim-Bissing&reutschland)
FluoreszenZzfilter (Firma AHF Analysentechnik AG,bliigen, Deutschland)
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Glaskuvetten (Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe uBehland)

Metallboxen (Edelstahlschalen mit Knopfdeckel, Ers8cientific, Schwerte, Deutschland)
Mikro-Schraubréhren 1,5 ml, PP (Sarstedt, Nimbrdahttschland)

Immersionsdl nach DIN 1ISO-8036-1 (Th. Geyer, Bereutschland)

Objekttrager (Paul Marienfeld GmbH & Co KG, Laudasfgshofen, Deutschland)
Pipettenspitzen 10 ul ohne Filter Typ D (SarstBidinbrecht, Deutschland)
Prapariernadel (Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsrubeutschland)

Schnellkochtopf (Clipso, Firma Tefal, Offenbach uiehland)

2.1.6 Gerate und Software
Tab. 3: Typbezeichnung und Herstellerangabe der verendeten Geréte und Software.
Gerat Typbezeichnung Hersteller
Brutschrank Function Line Heraeus, HanaytBchland
FISH-Waschautomat VP2000 Processor Abott/Vysis, e Grove, IL, USA
Fluoreszenzmikroskop Axioskop 50 Zeiss, Oberkochentschland
Fluoreszenzmikroskop Axioskop 2 Zeiss, Oberkocbenytschland
Fluoreszenzmikroskop Axio Imager Al Zeiss, Oberlargibeutschland

Fotosoftwa_re fur ISIS 3.0 FISH Imaging SystemmMetaSystems, Altusheim, Deutschland
Fluoreszenzmikroskope

Gefrierschrank -

Liebherr, Ochsenhausen, Deutsdhlan

Objektiv PLAN-APOCHROMAT .
(Fluoreszenzmikroskop) ~ 63x/1,40 Oil 440760 03 Zeiss, Oberkochen, Deutschland
Objektiv PLAN-APOCHROMAT .
(Fluoreszenzmikroskoplp3x/1,40 Oil 440760 (1100-829) 2SS, Oberkochen, Deutschland
Objektiv PLAN-APOCHROMAT .
(Fluoreszenzmikroskop) 63x/1,40 Oil Dic 40760 02 |  2©!SS, Oberkochen, Deutschland
Software fir VP2000 - Abott/Vysis, Downers Groile, USA
Wasserbad i Kottermann GmbH & Co KG,
Uetze/Hanigsen, Deutschland

, eppendorf "Reference”, 0,5-
Pipette 10l autoclavable Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

(FISH Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung; IL Illifg)
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2.2 Methoden

Die im Rahmen dieser Arbeit angewendeten Methodenden nach den aktuellen

Standardarbeitsanweisungen des Instituts fur Hueraetk in Kiel durchgefihrt.

2.2.1 Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

2211 Aufbereitung und Lagerung der Gewebephen

Um die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung durchiémr zu konnen, wurden aus den
gewonnenen Gewebebiopsien bzw. Tumorresektaterewrils ortsansassigen Institut far
Pathologie Kryoschnitte von etwa 5 um Dicke and&feund auf Eis an das Institut fr
Humangenetik nach Kiel geliefert. Bis zur Weitearbeitung mittels FISH wurden die

Kryoschnitte bei -80 °C gelagert.

2.2.1.2 Kontrollen

Vor dem ersten Gebrauch wurden die regelmalig detgech eingesetzten DNA-Sonden
durch Mitarbeiter des Instituts fir Humangenetikm&tandardprotokoll kontrolliert und die
Nachweisgrenzen fur die typischen Signalkonsteltetn festgelegt. Dies erfolgte an funf
Kontrollen mit normalem Karyotyp und finf patholsghen Kontrollen mit bekanntem
aberranten Karyotyp durch Auszahlung von jeweilsxdastens 100 Zellen (festgelegte

Nachweisgrenzen siefl@b. 4,Beispiel eines Validierungsprotokolls siehehang AL

Tab. 4: Nachweisgrenzen der in dieser Arbeit verweadeten FISH-Sonden.
Nachzuweisende Mutation | Lokalisation Nachweisgrenze d_er
verwendeten Sonde (in %)
MUC1-Bruchpunkt 1921 5*
BCL11ABruchpunkt 2p13-16 5*
CDK®6-Bruchpunkt 7921 5
NFKB2-Bruchpunkt 10924 5*
CCND2Bruchpunkt 12p13 5
ZFP36LEBruchpunkt 14924 3
IGH-Bruchpunkt 14932 5
IGH/BCL6-Fusion 1432, 3927 5*
IGH/CCNDZXFusion 14932, 11913 5
IGH/MALT-Fusion 14932, 18921 5
CCNEZXBruchpunkt 19912 5*
BCL3-Bruchpunkt 19913.2 5
(* Die Nachweisgrenzen dieser Sonden wurden aufgitan&eltenheit der
Bruchpunkte nicht final bestimmt, jedoch auf 5%gelegt; FISH Fluoreszenz
in-situ-Hybridisierung)
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2.2.1.3 Verdau des Probenmaterials

Der Verdau der zu hybridisierenden Praparate wurdd/P2000 Processodurchgefihrt.
Dieser vorbereitende Arbeitsschritt diente dazujrestden Fluoreszenzhintergrund zu
vermeiden und den Transfer der DNA-Sonden zu deiZetkern befindlichen DNA zu
ermdoglichen. Als Verdauungsenzym wurde eine Prete@swendet. Diese entfernte unter
anderem Bestandteile des Zytoplasmas und optimgartelie Sondenpermeabilitat in den
Zellkern. Zur Vorbereitung auf den Proteaseverdawrden die Objekttrager mit den
jeweiligen Kryoschnitten zundchst bei Raumtemperatwfgetaut und luftgetrocknet.
Anschlielend wurde der Abschnitt, auf dem sich dasnormaterial befand, auf der
Ruckseite des Objekttragers mit einem Diamantsitiéi gekennzeichnet und die Praparate
in den Stander degP2000 Processogestellt. Fir den anschlieRenden Verdau wurde das

ProgrammFISH Routine Proteasausgewahlt, welches aus folgenden Zwischenschritten

bestand:

5 Min. Protease 37 °C
1 Min. HO RT

2 Min. 1% Paraformaldehyd RT
1 Min. HO RT

2 Min.  70% Ethanol RT
2 Min.  80% Ethanol RT
2 Min.  Ethanol abs. RT
5 Min. Trocknen RT

2214 Denaturierung und Hybridisierung mit demSondenmix

Nach abgeschlossenem Proteaseverdau wurden diar&emit der je nach Fragestellung
ausgewahlten DNA-Sonde hybridisiert (Bsp.: Fragehndem Vorhandensein einéSH-
Bruchpunkts—> Verwendung der SondiésH:14g32:Vysis® LSI® IGH Dual Color, Break
Apart Rearrangement Prohe Fur diesen Arbeitsschritt wurde in einem Mikro-
Schraubréhrchen zunachst der benétigte ,Mastermads folgenden Bestandteilen
angemischt:

1 pl der Sonde aus dem entsprechenden Sonden-Kit

2 pl dest. HO

7 ul LSI-Hybridisierungspuffer

-18 -



Material und Methoden

AnschlieRend wurde mit der Pipette eine Menge wrd, b pl Mastermix auf die anfangs
mittels Diamantschreibstift markierten Hybridisiegsfelder gegeben, der
Hybridisierungsbereich mit einem runden Deckglaecalegedeckt und dieses wiederum mit
FixogumKleber an den Randern luftdicht verschlossen. &ievorbereiteten Objekttrager
wurden anschlieliend gemeinsam mit einem feuchteh irueinen Metallkasten gelegt und
fur sieben Minuten in ein Wasserbad von 80 °C £2)&geben. Dieser Vorgang diente dazu,
die DNA-Doppelstrange in den Zellkernen aufzubrechen Folgezeitraum von 18-48
Stunden wurde der Metallkasten mit den Praparasem dbei 37 °C in einem Brutschrank
gelagert, sodass die DNA-Sonden an die jeweils kem@ntdren DNA-Sequenzen im
Zellkern binden konnten.

2.2.1.5 Waschschritte, Farbung, Eindecken

Um die Praparate von nicht gebundener sowie unfsgpezigebundener Sonden-DNA zu
befreien, wurden diese im Anschluss an die Hybedismigsphase mehreren Waschschritten
unterzogen. Hierfir wurden da&ixogum und das Deckglaschen mit Hilfe einer
Prapariernadel entfernt und die Objekttrager zunhufc vor Austrocknung bis zur
Weiterverarbeitung in 2xSSC-Puffer gestellt. Fin d&aschvorgang und die anschlie3ende
Farbung mit DAPI wurde das ProgranWwaschen Routinegm VP2000 Processorerwendet:

2 Min. Waschpuffer 1 72 °C
1 Min. Waschpuffer 2 RT

1 Min. 2xXSSC RT

5 Min. DAPI RT
Mind. 1 Min. 2xSSC RT

Die zweite Zeit im 2xSSC konnte beliebig variiererdlen, da dieser Arbeitsschritt nur zum
Schutz vor Austrocknung bis zur Weiterverarbeitaiignte. Zum Eindecken der Praparate
wurde je ein TropferVectashield Mounting Mediurauf ein Deckglas gegeben und der
Objekttrager mit dem Hybridisierungsfeld nach unteigend in das Medium gelegt. Nach
der Entfernung von tberschissigem Medium und Las#ah durch leichten Druck wurden die
Objekttrager bis zur Auswertung am Fluoreszenzrsikop bei Raumtemperatur in

Dunkelheit gelagert.

In einem Fall wurde ein Paraffinschnitt analysiddie Vorbereitung und Hybridisierung

erfolgte durch Mitarbeiter des Instituts fir Humangtik nach Standardprotokollen.
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2.2.2 Auswertung am Fluoreszenzmikroskop

22.2.1 Mikroskopeinstellungen

Die Auswertung der mittels FISH hybridisierten Ksgbnitte wurde an
Fluoreszenzmikroskopen unter der Verwendung desekitz PLAN-APOCHROMAT
63x/1,40 Oildurchgefuhrt. Als Filter wurden geeignete Fluorezfiéier verwendet, je nach
Fluoreszenzfarbstoff flBpectrum OrangederSpectrum Greeand fur DAPI.

2.2.2.2 Auswertekriterien und Dokumentation

Fur diese Arbeit wurden Uber 150 Praparate mik&dd analysiert. Dabei wurde jeweils das
gesamte Préparat beurteilt. Ausgewertet und in Siegtistik aufgenommen wurden nur
Praparate, bei denen die Signale einzeln zu ideetén und den Zellkernen zuzuordnen
waren. Bei zu geringer Leuchtstarke der Signalizestlem Fluoreszenzhintergrund oder zu
starker Verschmutzung eines Praparates wurde delsglds vom Objekttrager entfernt und
die FISH erneut durchgefuhrt oder es wurde, fadihanden, ein neuer Kryoschnitt desselben
Tumors verwendet. Da es bei Kryoschnitten haufig/berlagerungen bzw. einer sehr hohen
Gewebedichte kommt, wurde in dieser Arbeit keinstdgelegte Anzahl an Zellkernen
ausgewertet (beispielsweise 3x100 Zellen), sondk® Signalvorkommen im gesamten
Praparat bewertet. Die Auswertung wurde unabhamyigch erfahrene Mitarbeiter des
Instituts fir Humangenetik durchgefihrt und die gdigen Ergebnisse miteinander
abgeglichen. Kam es zu unterschiedlichen Ergebmisserde das entsprechende Praparat
erneut ausgewertet und bei weiterhin bestehendgebiisdifferenzen eine dritte Person fir
eine weitere unabhangige Auswertung hinzugezogenERyebnisdokumentation beinhaltete
fur jedes Préparat das Hybridisierungsdatum, diend&e der hybridisierenden und der
auswertenden Person, das Auswertedatum, die laboren Nummer des Patienten, die
Materialart, den Namen der hybridisierten Sondem 8ondenhersteller sowie die einzelnen
Ergebnisse der auswertenden Personen. Des Weitereien von jedem Praparat mindestens
zwei reprasentative Fotos erstellt. Hierfir wur@emeiche mit einer ausreichenden Menge an
klar ~ voneinander  abgrenzbaren  Zellen, deutlichen gn&en und  wenig
Fluoreszenzhintergrund oder Schmutz fotografied zur Dokumentation digital gespeichert.

Dabei wurde das Programi®IS 3.0 FISH Imaging Systararwendet.
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2223 Mdgliche Signalkonstellationen bei déflISH-Analyse desl GH-Genorts

2.2.2.3.1 Break-apart-Sonden

Bei dieser Sondenform binden eine rot und eine gnérkierte Sonde so an ein Chromosom,
dass die Bruchpunktregion eines bestimmten Gepairigerahmt* wird (Bsp. sieh&bb. 3.

Abb. 3: Prinzip der Break-apart-Sonden am Beispiel einer FISH-Sonde zum Nachweis von Bruchpunkten
im /GH-Gen auf Chromosom 14 (LSI IGH Dual Color, Break Apart).

Immunglobulinschwerkettengen auf Chromosomenabschnitt 14q32

E -
|
% g
= R
g o)
8 - - E/
g £ E g
= E E = .
Zentromerregion z g g 2 Telomerregion
S @ R =
< = A e
3 5
| .|
rot markierte Sonde fiir das griin markierte Sonde fiir das
3’-Ende des IGH-Genorts variable Segment des IGH-Gens

(modifiziert nach: Abbott Laboratories, Abbott Park, Illinois, USA, 2010; FISH Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierung; IGH Immunglobulinschwerkette; LSI Locus spezifische Identifikationssonde; USA United
States of America)

Mit einer sog. Break-apart-Sonde wurden in diesdyeA die GendGH, ZFP36L1 BCL3
BCL11A/REL.CDK6, CCND2 CCNEJ1 MUC1 und NFKB2 auf Bruchpunkte untersucht. Im
Folgenden werden mogliche Signalkonstellationen Beispiel einer Break-apart-Sonde
erlautert, die denGH-Genort auf Chromosom 14 darstellt (modifiziert maentura et al,
20009:

Abb. 4: Zwei gelbe Fusionssignale — Normale Signalkonstellation
ohne Bruchim /GH-Genort.
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Abb. 5: Ein gelbes Fusionssignal mit je einem roten und griinen
Einzelsignal — Bruch im IGH-Gen auf einem der beiden
homologen Chromosomen 14.

Abb. 6: Je zwei rote und griine Einzelsignale — Bruch im /GH-
Gen auf beiden Chromosomen 14.

Abb. 7: Ein gelbes Fusionssignal mit einem roten Einzelsignal —
Bruch im IGH-Gen mit Verlust des Derivatchromosoms
(beispielsweise des Derivatchromosoms 8 bei einer Translokation
t(8;14)) oder klonales VDJ-Rearrangement zu einem centromeren
V-Segment.

Abb. 8: Ein gelbes Fusionssignal mit einem roten und zwei griinen
Einzelsignalen — Bruch im I/GH-Gen mit Zugewinn des
Derivatchromosoms (beispielweise des Derivatchromosoms 8 bei
einer Translokation t(8;14)).
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Abb. 9: Drei gelbe Fusionssignale — (partielle) Trisomie des
Chromosoms 14 bzw. der Region 14q32 ohne Bruch im /GH-Gen.

Abb. 10: Ein separat gelegenes gelbes Fusionssignal und mehrere
dicht nebeneinander gelagerte Fusionssignale — Amplifikation
des IGH-Gens auf einem der beiden Chromosomen 14 ohne /GH-
Bruch. Die Amplifikation betrifft den gesamten Bereich des Gens,
den die Break-apart-Sonde abbildet.

Abb. 11: Beispiele fiir das Fehlen von
Signalen — Neben Bruchereignissen
im IGH-Gen kommen diese
Signalkonstellationen meistens
durch Schnittartefakte zustande.

Sowohl bei den oben dargestellten als auch beifagenden Abbildungen handelt es sich
um mogliche Signalkonstellationen. Diese konnemzean betrachtet, wiederum in

unterschiedlichsten Varianten und Kombinationenraten.

2.2.2.3.2 Dual-fusion-Sonden

Auch bei dieser Sondenform werden eine rot und g@iiie markierte Sonde verwendet. Diese
binden jedoch jeweils an einen Genort auf unteestlithen Chromosomen. Mittels Dual-
fusion-Sonden wurden in dieser Arbeit Fusionen @enelGH/CCNDJ, IGH/MALT und
IGH/BCL6 untersucht.
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Im Folgenden werden mdgliche Signalkonstellatioaehand einer Dual-fusion-Sonde zum
Nachweis vonGH(grin)MALT(rot)-Fusionen (t(14;18)) erlautert (modifiziertamaVentura
et al, 2000:

Abb. 12: Je zwei rote und griine Einzelsignale — Normale
Signalkonstellation ohne /IGH/MALT-Fusion.

Abb. 13: Zwei gelbe Fusionssignale und je ein rotes und griines
Einzelsignal — Einfache reziproke Translokation t(14;18) mit
daraus resultierender /GH/MALT-Fusion.

Abb. 14: Ein gelbes Fusionssignal mit je einem roten und griinen
Einzelsignal — Einfache reziproke Translokation t(14;18) mit
IGH/MALT-Fusion und Verlust eines Derivatchromosoms (in
diesem Beispiel eines der Derivatchromosomen 14 oder 18). Die
gleiche Signalkonstellation kann jedoch auch durch ein
Schnittartefakt entstehen.

Abb. 15: Drei gelbe Fusionssignale und je ein rotes und griines
Einzelsignal — Einfache reziproke Translokation t(14;18) mit
IGH/MALT-Fusion und Zugewinn eines Derivatchromosoms (in
diesem Fall Derivatchromosom 14 oder 18).
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Abb. 16: Je drei rote und griine Einzelsignale — Trisomie der
Chromosomen 14 und 18 oder Vorliegen eines triploiden
Chromosomensatzes ohne Translokation t(14;18).

Abb. 17: Fehlende Signale sind auch
bei der Verwendung von Dual-fusion-
Sonden meistens auf Schnittartefakte
zuriickzufiihren.

2224 Ergebnisinterpretation und -analyse

Grundlage fur die Ergebnisauswertung war, dassderiverwendeten Gewebeproben nach
den Einschlusskriterien der MMML-Studie in der Regja Tumorzellgehalt von 70% vorlag.
Somit waren eventuell vorhandene klonale Transiokah nicht nur in vereinzelten Zellen
sondern in einem Grof3teil des hybridisierten Arealdinden. Es wurde jeweils das gesamte
hybridisierte Areal unter dem Fluoreszenz-Mikroskapsgewertet. Dabei wurde nach
Abschnitten gesucht, in denen helle, einzelne $gmza erkennen waren und man bei
moglichst wenig Hintergrundintensitéat einzelne Ketddar voneinander abgrenzen konnte.
Diese Areale wurden fur die Auswertung herangezogéschnitte, in denen die Kerne nicht
eindeutig voneinander abgegrenzt werden konnteroded sich die Kerne aufgrund sehr
hoher Zelldichte stark tUberlappten, wurden bei Aleswertung nicht bertcksichtigt [nach
Ventura et al., 2006

2.2.3 Bioinformatische Analyse

Ausgangspunkt fir den hier zusatzlich gewahlteninBbbomatischen Ansatz war die
Annahme, dass Gene starker exprimiert werden, veamn ranslokationspartner déSH-
Gens auf Chromosom 14 sin@lg¢ary et al., 1986; Meyer et al., 198®a man die Falle, die

in der ersten FISH-Analyse einé@H-Bruch aufgewiesen hatten, aufgrund der Kosten, des

-25-



Material und Methoden

zeitlichen Aufwands und der Materialmenge nicht awdgamtliche bekannte
Translokationspartner de§&sH-Gens durchuntersuchen konnte, wurde der Weg Ulger d
Genexpressionsanalyse gewahlt. Weil alle hier antdriten Gewebeproben aus dem MMML-
Projekt der Deutschen Krebshilfe stammten, lagerdesu 164 untersuchten Fallen bereits
Genexpressionsanalysen vetummel et al., 2006 Durch Mitarbeiter der bioinformatischen
Arbeitsgruppe des MMML-Projekts (C. Kohler, Prof. Bpang; Institut fur funktionelle
Genomik, Regensburg) wurden die Ergebnisse derXpeessionsanalysen jetzt in Bezug zu
denen der FISH-Analysen gesetzt. Dabei wurden for b2kannte Onkogene (genaue
Auflistung der Uberpruften Gene sieAmhang A2 die 1% bzw. 5% Falle des MMML-
Projekts herausgefiltert, die fir das entspreche@da die hochste Expression aufwiesen.
Dies geschah jeweils mit einer Uber den p-Wertrdeteerten Nachweisgrenze (p-Wett
0,01 = stringente Selektion und p-WerD,05 = weniger stringente Selektion). Bekam eine
Tumorprobe fur die Expression eines Onkogens em@vert< 0,01 bzw.< 0,05 zugeteilt,
bedeutete es, dass 99% bzw. 95% der Falle in derMMohorte eine geringere
Expressionsrate fur das jeweilige Onkogen aufwiesdsndiese Probe. AnschlieRend wurde
Uberprift, ob sich unter diesen Fallen mit vermehGenexpression auch Tumorproben
befanden, bei denen in der hier durchgefiihrten FASHlyse einlGH-Bruch nachgewiesen
worden war. Wenn das der Fall war, wurde die eetdpnde Gewebeprobe weiterfiihrend
auf mogliche Bruchpunkte oder Fusionen untersudiine Probe mit sehr hohem
Expressionslevel de€CND2Gens wurde beispielsweise erganzend mit einer f38ktle
fur CCND2Bruchpunkte untersucht. Hierfir kamen jeweils neKeyoschnitte der

entsprechenden Tumore zum Einsatz.
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3 Ergebnisse

Die Kernfrage dieser Arbeit war, ob sich in reifgggressiven B-Zell-Lymphomen zusatzlich
zu den bereits bekannten Translokationen des Imlobalgnschwerkettengens, wie
beispielsweise der t(8;14) oder der t(14;18), weitéGH-Translokationen mit bisher
unbekannten Translokationspartnern identifizie@ssén. Grundlage dieses Ansatzes waren
die Ergebnisse vonLenz et al. (2007), wonach IGH-Translokationen in dieser
Lymphomentitat haufig sind.

Unter der Annahme, dass Gene, die aufgrund einanslokation neben delGH-Genort
positioniert sind, vermehrt exprimiert werden, wardier eine Methodenkombination aus

FISH- und Genexpressionsanalyse angewabigfy et al., 1986; Meyer et al., 1983

3.1 Beschreibung der untersuchten Kohorte

Nach Anwendung der unt&.1.1 genannten Ein- und Ausschlusskriterien wurden den
962 Gewebeproben der MMML-Studie insgesamt 160ds Hauptkollektiv dieser Arbeit
herangezogen. Bei allen Fallen waren in vorausgggeen Untersuchungen bereits typische
Translokationen wie die t(8;14) und die t(14;18)sgeschlossen worden, die Analyse
bezuglich eineGH-Bruchs stand jedoch noch aus. Es lag aul3erdeniigesige der vier hier
untersuchten Lymphomentitaten (DLBCL, FL Grad blaPrimar mediastinales DLBCL,
hochmalignes B-Zell-Lymphom) vor. Da von 17 Tumaotpen keine Kryoschnitte mehr
existierten, bestand das endgultige Hauptkollektis insgesamt 143 Fallen.

Fur 141 bzw. 140 dieser untersuchten GewebepraugsmlIAngaben Gber das Geschlecht und
das Alter der Patienten vor, der jeweilige Genesgimnstyp war in 120 Fallen bestimmt
worden (sieh€Tab. 3: Im sogenannten ,Hauptkollektiv®, bestehend ad8 Eéllen, stellte
sich ein ausgeglichenes GeschlechterverhaltnisDes.Durchschnittsalter lag bei 58 Jahren.
Die am haufigsten gestellte Diagnose war die ddkigsEin grofRzelligen B-Zell-Lymphoms
(102 Falle), gefolgt von einem Follikularen Lymphdsnad Illa/b, welches bei 15 Patienten
vorlag. 80 Tumorproben wiesen den sogenannten GiBeSsionstyp auf.

Aus den 962 Proben des MMML-Kollektivs wurden za8éh 21 Falle ausgewahlt und
analysiert, deren Diagnosen keiner der 4 genartaiteschlussdiagnosen entsprachen. Dieses
.Nebenkollektiv* diente als Vergleichsgruppe undtzée sich bezlglich Patientenalter,
Geschlechterverteilung, Diagnosen und Genexprestsioen wie folgt zusammen: Mit einem
Alter von 42 bis 86 Jahren bei Erstdiagnose betiagyDurchschnittsalter 63 Jahre. Uber die
Halfte (57%) der Falle im Nebenkollektiv wiesen €iallikulares Lymphom Grad 1 oder 2
auf. Weitere Diagnosen waren B-Zell-Lymphom ohnbené Angaben (2), klassischer M.
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Hodgkin (1), Mantelzell-Lymphom (1), Marginalzon&dZell-Lymphom (2) und
Plasmozytom (3). In 10 von 19 Proben mit vorhandebaten lag eine Genexpression vom
GCB-Typ vor.

3.2 Bruch des Immunglobulinschwerkette Genorts

Auf der Suche nach neuen Translokationspartnernl@eisGens in reifen aggressiven B-
Zell-Lymphomen wurden zunéchst alle 143 eingescelosn Félle sowie die 21
Gewebeproben des Nebenkollektivs mittels FISH-Asalyuf Bruchpunkte imiGH-Gen
untersuchtAbb. 18zeigt beispielhaft zwei Signalkonstellationen, efrel im Rahmen dieser

Arbeit bei der Verwendung von Break-apart-Sondesbbehtet wurden.

Abb. 18: Anwendung der /JGH-BAP-Sonde an einer Kontrollprobe mit normalem Genotyp (a)
und an den Zellen eines Mediastinalen B-Zell-Lymphoms mit Bruch im /GH-Gen (b).

(a Die IGH-Genorte beider Chromosomen 14 sind intakt, sodass pro Zellkern zwei gelbe Fusionssignale sichtbar
werden (Fall L1183/08, MPI-566) b Bei Vorliegen eines IGH-Bruchs auf einem der beiden homologen
Chromosomen 14 entstehen neben einem gelben Fusionssignal pro Zellkern je ein rotes und griines Einzelsignal
(Split) (Fall L232/09, MPI-696); L Labor-Nummer; MPI Max-Planck-Institut; BAP Break-apart)

3.2.1 Vorkommen im Hauptkollektiv

In 42 der 143 untersuchten reifen aggressiven B{Aghphome konnte mittels FISH ein
Bruch im Genort der Immunglobulinschwerkette autd@mosom 14 nachgewiesen werden.
Dies entsprach einem Anteil von 29% am gesamtenptiallektiv. Tab. 5 stellt das
Vorkommen der einzelnen Geschlechter-, Alters-,  gbhisme- und
Genexpressionsuntergruppen innerhalb des HaupitkioBedar und vergleicht diesbeziglich
die Falle mit und ohnEsH-Bruch.
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Tab. 5: Verteilung von Geschlecht, Alter, Diagnosennd Genexpressionstypen in der
Patientengruppe mitl GH-Bruch im Vergleich zum gesamten Hauptkollektiv undzur
Patientengruppe ohnd GH-Bruch.

Hauptkollektiv

Falle ohne lGH-Bruch

Falle mit IGH-Bruch

Anzahl
Anzahl | Anteil* | Anzahl Anteil * (Anteil an Anteil *
Untergruppe

Gesamtanzahl 143 100% 101 100% 42 100%
Geschlecht
Weiblich 72 50% 50 49% 22 (31%) 52%
Ménnlich 69 48% 50 49% 19 (28%) 45%
Keine Angaben 2 2% 1 2% 1 (50%) 3%
Gesamt 143 100% 101 100% 42 100%
Alter
< 14 Jahre 3 2% 3 3% 0 (0%) 0%
15 - 18 Jahre 1 1% 1 1% 0 (0%) 0%
> 18 Jahre 136 95% 95 94% 41 (30%) 98%
Keine Angaben 3 2% 2 2% 1 (33%) 2%
Gesamt 143 100% 101 100% 42 100%
Diagnose
B-Zell-Lymphom, 13 9% 12 12% 1 (8%) 2%
hochmaligne
Diffuses grofizellige| 4, 71% 69 68% 33 (32%) 79%
B-Zell-Lymphom
Follikulares
Lymphom 15 11% 9 9% 6 (40%) 14%
Grad llla/b
Primér mediastinale|
groRzelliges 13 9% 11 11% 2 (15%) 5%
B-Zell- Lymphom
Gesamt 143 100% 101 100% 42 100%
Genexpressionstyp
ABC 40 27% 33 33% 7 (18%) 17%
GCB 80 54% 54 53% 26 (33%) 62%
Keine Angaben 23 16% 14 14% 9 (39% 21%
Gesamt 143 100% 101 100% 42 100%

(* Die Darstellung der Prozentsatze ohne Dezim#ilstekann in Einzelfallen zu Rundungsfehlerr
fuhren; ABC activated B-cell-like; GCB germinal temB-celllike)
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3.2.2 Vorkommen im Nebenkollektiv

Zusétzlich zu den 143 Fallen des Hauptkollektivadea 21 weitere Tumorproben mittels
FISH analysiert (siehe Abschnitl.]). Finf Féalle dieses Nebenkollektivs zeigten eil@H-
Bruch auf Chromosom 14, was einem Anteil von 24%mach Tab. §.

Tab. 6: Geschlecht, Alter und Diagnosen der Falle inl GH-
Bruch im Nebenkollektiv.

Ntlz/lrrF])r!r;er Geschlecht Alter Diagnose

MPI-715 w 73 Plasmozytom o.n.A.
MPI-631 m 47 | Follikulares Lymphom Grad 1
MPI1-681 w 84 Plasmozytom o.n.A.
MPI1-422 m 52 Mantelzell-Lymphom
MPI-519 w 79 | Follikulares Lymphom Grad|1

(ABC activated B-cell-like; GCB germinal center &ldike;
m mannlich; MPI Max-Planck-Institut; 0.n.A. ohnehe&e
Angaben; w weiblich)

3.3 Bioinformatische Analyse zur Detektiornon | GH-Partnern

Aufgrund der Annahme, dass eine Fusion mit d&H-Gen auf Chromosom 14 zu einer
vermehrten Expression des jeweiligen Gens fuGiledry et al., 1986; Meyer et al., 1983
wurden in dieser Arbeit FISH- und Genexpressionyaeramiteinander kombiniert. Alle 47
IGH-Bruch-positiven Falle (42 aus dem Hauptkollektlugpfinf aus dem Nebenkollektiv)
wurden bezuglich einzelner Onkogene (genaue Listeeg\nhang A2 mit den Ergebnissen
der Genexpressionsanalysen abgeglichen. Diese vimmeits im Vorfeld fur die MMML-
Studie durchgefuhrt worden. Mittels bioinformatiscibatenanalyse wurde jetzt Gberprift, ob
Falle mit nachgewiesenemiGH-Bruch eines der ausgewdahlten Onkogene vermehrt
exprimieren. Dabei wurden fur 27 moégliche Onkoggeneeils die 1% bzw. 5% aller MMML-
Falle mit der starksten Genexpression bestimmt.ddege Weise wurden Falle mit besonders
hohen Expressionsraten herausgefiltert und die fg&rupdglichedGH-Translokationspartner

in Form der vermehrt exprimierten Onkogene weitegegrenzt.

3.3.1 Analyse mit einem p-Werk 0,01 und < 0,05

Zwolf (29%) der 42GH-Bruch-positiven Félle aus dem Hauptkollektiv zéhlzu dem 1%
aller MMML-Falle mit der hochsten Expressionsraie éines der 27 Uberpriften Onkogene
(sieheTab. 7.
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Tab. 7: Anzahl der Falle mitl GH-Bruch aus dem Hauptkollektiv, die fir
einzelne Onkogene die hichsten Expressionsraten augsen (bezogen auf
das Gesamtkollektiv der MMML-Studie).

Analysiertes Onkogen

p-Wert < 0,01 (Anzahl)

p-Wert< 0,05 (Anzahl)

CCND2

6

FCGR2B

CCND1

MUC1

NFKB2

ZFP36L1

BCL2

BCL11A

DDX6

MALT1

BCL3

BCL6

CCNE1

CDK®6

IGLV4-60

PAXS5

YSK4

BCL7A

CCND3

LOC100293713

olo|o|r|o|lo|o|r|o|r|r|o|lo|o|r|r|kr|~o|k

RPIFRPIFRPINININININDINDNNWWWwWwojlo|jor|ol|o

Gesamt

12

(o))
iy

(MMML Molekulare Mechanismen bei malignen Lymphomen

B-Zell-Lymphome vom centroblastischen Typ.
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Sieben dieser Félle wurden daraufhin weiterfuhremntdels FISH analysiert. Dabei wurde
nach chromosomalen Aberrationen mit Beteiligung j@egils vermehrt exprimierten Gens
gesucht. Mit entsprechenden FISH-Sonden wurde I&H/CCND2X und IGH/MALT-
Fusionen sowie auf Bruchpunkte in den GenortenGGND2 ZFP36L1 CCNE1lundMUC1

getestet. In sechs der sieben weiter untersuclite lkandelte es sich um Diffuse grof3zellige

Zu den 5% aller MMML-Félle mit der hdochsten Expressrate fur einzelne oder mehrere
Onkogene zahlten insgesamt 30 (einschliel3lich den@enannten 12) Falle ni@H-Bruch
des untersuchten Hauptkollektivs (siefab. 7). Dies entsprach einem Anteil von 74% an
allen 42 1GH-Bruch-positiven Tumorproben. Von diesen 30 FaNemrden zwolf mittels
FISH-Analyse erganzend auf einzelne Fusionen odactpunkte getestet (zusatzlich zu den
oben genannten sieben Féllen). Dabei wurde dunstEdesatz von Dual-fusion-Sonden nach
IGH/BCL65 IGH/MALT- und IGH/CCND1+usionen und mit Hilfe von Break-apart-Sonden
nach Bruchpunkten in den Gen®tUC1, BCL3, BCL11A, NEB2 und CCND2gesucht. In
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acht dieser zwolf Falle lag die Diagnose einesu3ih grof3zelligen B-Zell-Lymphoms vom
centroblastischen Typ vor. Die Gesamtsumme vonn6llab. 7 ergibt sich daraus, dass in
einigen Tumorproben eine erhohte Expressionsrate dleichzeitig mehrere Gene
nachgewiesen wurde.

Fur keinen der funfGH-Bruch-positiven Falle aus dem Nebenkollektiv (sigéhab. § konnte
eine stark erhéhte Expressionsrate bezlglich eleesiberpriften Onkogene nachgewiesen

werden.

3.4 Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung mit egdnzenden Sonden zur Detektion
der |GH-Translokationspartner

Falle mit nachgewiesenenGH-Bruch wurden zuséatzlich mittels Dual-fusion-Sondsurf

maogliche Genfusionen untersucht. Dabei zeigten gsiater anderem die irAbb. 19

dargestellten Signalkonstellationen.

Abb. 19: Anwendung einer Dual-fusion-Sonde
zum Nachweis von IGH/MALT-Fusionen an einer
Kontrollprobe mit einem normalen Genotyp (a),
an den Zellen eines DLBCL mit einer reziproken
Translokationt(14;18) (b) und an Zellen mit einem
polyploiden Chromosomensatz (c).

(a Beide IGH- und MALT-Genorte befinden sich auf den jeweils homologen Chromosomen 14 bzw. 18, sodass
vier normale Einzelsignale (zwei rote (MALT) und zwei griine (IGH)) sichtbar werden (Fall 2395/05, MPI-40).
b Bei Vorliegen einer einfachen reziproken Translokation t(14,18) zeigen sich das jeweils intakte IGH- und
MALT-Gen als griines bzw. rotes Einzelsignal. Durch einen Bruch mit anschlieffendem
Austausch von genetischem Material zwischen dem jeweils zweiten IGH- und MALT-Genort entstehen
zusdtzlich zwei gelbe Fusionssignale (Fall L1630/05, MPI-294). ¢ In Zellen mit einem polyploiden
Chromosomensatz ohne Vorhandensein einer Translokation t(14;18) zeigt sich je nach Anzahl der
Chromosomen 14 und 18 eine unterschiedliche Menge an FEinzelsignalen (Fall L2394/05, MPI-439);
L Labor-Nummer; MPI Max-Planck-Institut)
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3.4.1 Féalle aus der Gruppe mit einem p-Wert 0,01
Tab. 8: Ergebnisse der Genexpressionsanalyse undrdduoreszenz-in-situ-Hybridisierung an
den Fallen mit einem p-Wert< 0,01.
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung
IGH/ IGH/
P | puermelte | conpi. | OD2 | ZFEBLL | yal. | OSNEL | MUCH
Fusion Fusion
294 CCND1 pos
440 CCND1 pos
418 CCND2 neg
655 CCNE1 neg
548 MALT neg
550 MUC1 neg
179 ZFP36L1 neg
(Bp. Bruchpunkt; neg negativ; MPI Max-Planck-InstjtNr. Nummerpos positiv)

Insgesamt zwei der sieben getesteten Félle zeigiten|GH/CCNDZLFusion. Bei diesen

handelte es sich um DLBCLs vom centroblastischgm Tryden restlichen fiunf Tumorproben
konnten mittels der hier verwendeten Sonden keirendlokation bzw. kein Bruch des

entsprechenden Kandidaten-Partnergens nachgewiesden (siehdab. §.

3.4.2

Falle aus der Gruppe mit einem p-Wert 0,05

Tab. 9: Ergebnisse der Genexpressionsanalyse undrdduoreszenz-in-situ-Hybridisierung an
den Fallen mit einem p-Wert< 0,05.

Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

Vermehrte IGH/ IGH/ IGH/
MNF;I Expression C%Vpl?Z CCN_Dl- MEJ;:l BCIéglA BCL_6- NFE{?;B 2 MAITT- Bg:ss
von Fusion Fusion Fusion
566 BCL3 neg
439 BCL6 neg
440 | BCL11A neg
696 | BCL11A neg
678 | CCND1 neg
277 | CCND2 neg
347 | CCND2 neg
566 | CCND2 neg
664 MALT pos
548 MUC1 neg
312 NFKB2 neg
379 NFKB2 neg

(Bp. Bruchpunkt; MPI Max-Planck-Institut; neg negaiNr. Nummer; pos positiv)
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Bei einem der zwolf getesteten Falle aus diesemp@uzeigte sich in den erganzenden
Untersuchungen einksH/MALT-Fusion. Dabei handelte es sich ebenfalls um effugss

grof3zelliges B-Zell-Lymphom vom centroblastischeyp.TIn den Ubrigen Tumorproben
konnten mit Hilfe der ausgewahlten FISH-Sonden &éinanslokation bzw. kein Bruch der

entsprechenden Gene nachgewiesen werden (Bahe).
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4 Diskussion

Ziel dieser Arbeit war es, neue Translokationsparithes Immunglobulinschwerkettengens
auf Chromosom 14 in reifen aggressiven B-Zell-Lymplen zu identifizieren. Dazu wurden
zunachst mittels Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierutg3 Félle, in denen die haufigsten
Translokationen (beispielsweise die t(8;14) undt@id;18)) bereits ausgeschlossen worden
waren, auf das Vorhandensein ein€s1-Bruchs getestet. Alle untersuchten Tumorproben
entstammten dabei dem Kollektiv des MMML-Projeker deutschen Krebshilfe, welches
die molekularen Mechanismen in malignen Lymphomeorecht. Um Falle mit einem
nachgewiesenen IGH-Bruch im  Anschluss gezielt auf bisher unbekannte
Translokationspartner untersuchen zu konnen, wudesitzlich die Ergebnisse der im
Vorfeld bereits durchgeflihrten Genexpressionsaealyerangezogen. Grundlage fur dieses
Vorgehen war die Annahme, dass die PositionierungseGens neben déGH-Genort zu
einer Uberexpression dieses Gens fultlefry et al., 1986; Meyer et al., 1983
Gewebeproben mit stark erhohter Expressionsrate efiizelne oder mehrere der 27
Uberpriften  Onkogene  wurden  anschlieend  gezielt f a&usionen  des
Immunglobulinschwerkettengens mit dem entsprecher@ekogen bzw. auf Briche dieses
Onkogens getestet. Mit dieser Herangehensweiset&anrzwei Fallen einédGH/CCND1-
Fusion nachgewiesen werden. Eine weitere Tumorpvabs einelGH/MALT-Fusion auf.
Die hier angewandte Methodik eignet sich somit dawus fur die Suche nach
Translokationspartnern eines Gens. Die Tatsaclss, das hier untersuchte Studienkollektiv
bereits vorselektiert war (die haufigsten Translmken waren bereits ausgeschlossen
worden) und dennoch 29% der untersuchten Gewebepremen IGH-Bruch aufwiesen,
untermauert auf3erdem die Existenz weiterer bishbekannter Translokationspartner des

IGH-Gens in reifen aggressiven B-Zell-Lymphomen.

4.1 Methodische Aspekte

41.1 Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung an Krpschnitten

Ein groRRer Vorteil der durchgefuhrten FISH-Analywsgt in der Anwendbarkeit sowohl an
jahrelang gelagerten Gewebeschnitten als auch ischém Tumormaterial(hang et al.,
2009. Zusatzlich machen die Durchfihrbarkeit an Inbagezellen (somit sind nicht
zwingend Metaphasezellen erforderlich) und die Mibdleit der direkten mikroskopischen
Auswertung die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung #Methode der Wahl flir die Detektion

chromosomaler Translokationen. Im Rahmen des MMMabdkts wurden samtliche
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Gewebebiopsien bzw. Tumorresektate in Form von &ghaitten gelagert. Dabei kdnnen
unter dem Mikroskop ausgewertete Zellen direkt dagnsprechenden Areal im Tumor bzw.
im Gewebe zugeordnet werderBeJaud-Rotureau et al., 20DP2 Die teils starke

Zelliberlappung in den Gewebeschnitten erschwettedgatzlich die Auswertung unter dem
Fluoreszenzmikroskop. Um dennoch aussagekréaftiggetinisse zu erhalten, wurden alle
Schnitte komplett analysiert (keine Begrenzung H)d ausgewertete Zellen pro Préparat)
und das Augenmerk besonders auf Tumorareale gdlegienen die Signale eindeutig
einzelnen Zellen zugeordnet werden konnten. Bdieshbter Qualitdt in Form eines starken
Fluoreszenzhintergrundes oder einer extrem schwa&hgnalstarke wurden die Praparate
stets ein zweites Mal hybridisiert. Bei anhaltenchlechter Qualitdt kam ein neuer
Kryoschnitt des entsprechenden Tumors zum Eingaif.diese Weise konnten alle 143

vorgesehenen Félle aussagekraftig ausgewertet merde

41.11 Anwendung zur Detektion von Bruchpunkten

Bereits 1995 zeigten Taniwaki et al. dass die FISH-Analyse an Interphasekernen mit
zweifarbigen Break-apart (BAP)-Sonden eine gute setthelle Methode zur Detektion von
Bruchpunkten imIGH-Genort 1432 darstellt (45% - 74% Splitsignale Tiamorzellen
gegenuber 4% - 5% in normalen Kontrollzellen). Bmich im entsprechenden Gen wird bei
Anwendung dieser Sondenform relativ eindeutig imnf@inzelner griner und roter Signale
sichtbar (Cut-off-Wert 1% - 5% bei einem Signalabst von 2 - 3 Signaldurchmessern)
[Cremer et al., 1986; van Rijk et al., 2008; Ventetaal., 2006 Zeppa et alkonnten2012
erneut die hohere Sensitivitdt der Fluoreszenztinksybridisierung gegenuber PCR-
Methoden bei der Detektion vd@H-Bruchpunkten zeigen. Ein weiterer Vorteil entstleét
der kombinierten Anwendung von Break-apart- und [Busion-Sonden: Nachdem mittels
einer BAP-Sonde zunachst der Bruch eines Gens aatbgen wird, kann man anschliel3end
mithilfe einer Dual-fusion-Sonden gezielter nachansliokationen suchen, an denen das
.gebrochene” Gen beteiligt istvdn Rijk et al., 2008 Auf diese Weise kdnnen
Translokationen detektiert werden, ohne dass voginBean beide Translokationspartner
bekannt sein missen. Die Fluoreszenz-in-situ-Higeading mit BAP-Sonden stellt somit
eine grundlegende Methode fir die Suche nach unipéda Translokationspartnern d€H-
Gens daryan Rijk et al., 2008

Der bedeutendste Nachteil der FISH mit Break-afartden beispielsweise gegeniber der
Polymerasekettenreaktion (PCR) ist die Tatsachess deeine Angaben zur genauen

Lokalisation des Bruchpunkts innerhalb des Gemgetaacht werden kbnneBdrrans et al.,
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2003. Diese Fragestellung stand jedoch im Rahmen ddregenden Arbeit auch nicht im

Vordergrund.

41.1.2 Anwendung zur ldentifizierung von Transbkationspartnern

Fur die Identifizierung neuer TranslokationspartdesIGH-Gens wurden in dieser Arbeit
neben den oben diskutierten BAP-Sonden (siélel.) auch sogenannte Dual-fusion-
Sonden eingesetzt.

Bereits1998 zeigtenSiebert et al.dass die Translokation t(11;14) in Mantelzelllywopen
durch die Anwendung der FISH-Analyse mit Dual-fusi®onden an Interphasekernen
wesentlich zuverlassiger detektiert wird als mitedsen molekulargenetischen Verfahren.
Dies begrindet sich unter anderem in der Tatsatdss das Ergebnis der FISH-Analyse im
Vergleich zur Chromosomen-, Southern Blot- oder PAPRlyse weniger abhangig von der
genauen Bruchpunktlokalisation innerhalb d@&s$1-Genorts ist iebert et al., 1998 Auch
Belaud-Rotureau et alwiesen2002 fur die FISH mit Dual-fusion-Sonden eine deutlich
hohere Sensitivitdt nach als man sie bei PCR-T&ehrfindet (Sensitivitat 97% versus 37%
fur die Translokation t(11;14) in Mantelzelllymphen). Dass die FISH-Technik auch in der
Anwendung an archivierten Geweben hochsensitivk@tintenBarrans et al. 200&nhand
einer IGH/BCL2-Sonde (Nachweisgrenze 5%) zeigen. Zusatzlich leagt grundsatzlicher
Vorteil bei den Dual-fusion-Sonden darin, dassdjileawei Prinzipien der FISH-Analyse, das
sogenannte Signal-Splitting und die Entstehungsekhesionssignals, miteinander kombiniert
werden. Dies fuhrt im Vergleich mit der PCR-Analyae einer Reduktion falsch-negativer

Ergebnisse (0% versus 40% falsch-negative ErgedniBarrans et al., 2008

4.2 Patientenkollektiv

Das ,Hauptkollektiv* dieser Arbeit bildeten 143 Faleifer aggressiver B-Zell-Lymphome.
Bei diesen handelte es sich um eine bereits vixtsate Gruppe, die aus den zur Verfigung
stehenden 962 Fallen der MMML-Kohorte zusammengesteurde (Ein- und
Ausschlusskriterien sieh#aterial und Methoden 2.1)1 In frGheren Studien zUGH-
Translokationspartnern in  Lymphomen wurden ahnliclr@llzahlen herangezogen.
Beispielsweise untersuchtdfartin-Subero et al. (2006232 klassische Hodgkin-Lymphome
um das Vorhandensein volGH-Aberrationen in dieser Lymphomentitat genauer zu
analysieren und konnten mit deMHC2TAGen einen madglichen Translokationspartner
identifizieren.Szymanowska et al. (2008)eiteten mit 94 klassischen Hodgkin-Lymphomen

und Tamura et al. (2001wahlten eine Fallzahl von 173 B-Zell-Lymphomen .al&s
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Kollektiv von Lenz et al. (2007)zur Untersuchung der sogenannten ,class switch
recombination® von Immunglobulinen in Lymphomen @asdgte 92 Patienten mit einem
DLBCL und 17 Falle von MALT Lymphomen. Somit kanasdhier untersuchte Kollektiv aus
143 bereits vorselektierten Fallen durchaus alsetaigend angesehen werden. Ein moglicher
Kritikpunkt in Bezug auf die untersuchte Fallzalst idie Tatsache, dass sich die hier
analysierten Falle auf vier Diagnosegruppen aefteilund nicht einer einzelnen

Lymphomentitat zugeordnet werden kdnnen.

4.3 Immunglobulinschwerketten-Genort

43.1 Bruchpunkte in reifen aggressiven B-Zellymphomen

In 29% der 143 getesteten Falle konnte mittels Fldlyse ein Bruch im
Immunglobulinschwerketten-Genort auf Chromosom adhgewiesen werden. Méchte man
dieses Ergebnis mit denen anderer Studien vergejcko ist die Tatsache, dass in dieser
Arbeit Falle mit haufigen Translokationen [t(8;14h)d t(14;18)] bereits im Vorfeld aus dem
Kollektiv herausselektiert wurden, von grol3er Bedeg. Bernicot et al. (2005)wiesen
beispielsweise in 46% der von ihnen analysierteBOLs (n=26) Veranderungen d&SH-
Gens nach. Der Anteil der Translokation t(14;18)dem Gesamtheit der nachgewiesenen
IGH-Mutationen betrug jedoch 42%. In einer Arbeit V@arvez et al. (2009yvurde diese
Translokation sogar in 38,9% der untersuchten Béfu grof3zelligen B-Zell-Lymphome
(n=90) nachgewiesen. Der im Vergleich ,niedrige”téih der IGH-Briche an den hier
untersuchten Fallen (29% im Hauptkollektiv, 32%der Gruppe der DLBCLS), lasst sich
somit durch die Vorselektion der untersuchten Kahtegrinden. Beriicksichtigt man diese
speziellen Studienbedingungen, unterstitzen dibgegesenenGH-Briche vielmehr die
Hypothese, dass das Immunglobulinschwerkettengen reiien aggressiven B-Zell-

Lymphomen mit mehr Translokationspartnern intendgiks bisher bekannt.

4.3.2 Translokationspartner in reifen aggressen B-Zell-Lymphomen und deren
Bedeutung

Um den Kreis potenzieller Translokationspartnert@reeingrenzen zu kénnen, wurden im

Rahmen dieser Arbeit erstmals FISH- und Genexmesanalyse miteinander kombiniert.

Dabei wurden 27 sogenannte Protoonkogene herangezZd@belle siehédnhang A2 und

fur alle Falle mit nachgewiesenei®H-Bruch das Expressionsniveau dieser maoglichen

Onkogene analysiert. 30 der #3H-Bruch-positiven Félle des Hauptkollektivs gehorzn

den 5% aller MMML-Falle mit der hochsten Expressiate fir einzelne oder mehrere dieser
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Gene. Einige der Falle wurden daraufhin auf Trdwdionen deslIGH-Gens mit dem
entsprechenden Onkogen untersucht. Durch die mgeveandte Methodik konnte in zwel
Fallen eine IGH/CCNDZXFusion, in einem weiteren Fall einéGH/MALT-Fusion
nachgewiesen werden, sodass die Kombination aud-RIBd Genexpressionsanalyse als
sinnvoller Ansatz fur die weitere Suche n#Gii-Translokationspartnern anzusehen ist.

Da eine Translokation t(11;14) mit der daraus teseinden CCNDZI1-Uberexpression in
nahezu allen Mantelzelllymphomen und nur selteeimgen aggressiven Formen der CLL
oder des Multiplen Myeloms nachgewiesen werden K&@ampo et al., 1999; Raffeld et al.,
1991, ist davon auszugehen, dass es sich bei den Eweprproben mit nachgewiesener

IGH/CCNDZFusion eventuell um transformierte Mantelzelllyrapte handelt.

4.3.3 Mogliche diagnostische und prognostisciBedeutung von Translokationen in
reifen aggressiven B-Zell-Lymphomen
Bereits in vorausgegangenen Studien konnte delussgenetischer Tumoreigenschaften auf
den Verlauf und die Prognose einer Lymphomerkragkuschgewiesen werdeAlizadeh et
al. (2000)zeigten, dass Diffuse grof3zellige B-Zell-LymphonmrvGCB-Genexpressionstyp
mit einer deutlich besseren Prognose vergesellsthsind als diejenigen vom ABC-Typ.
Jedoch wurde auch deutlich, dass die enorme Heteitégyder DLBCLSs nicht alleine auf den
unterschiedlichen Genexpressionstypen beruhen ksoaass weiterhin nach sogenannten
Schlusselgenen gesucht wird, die den KrankheiguennitbestimmenRosenwald et al.
zeigten2002 dass sich die typische Translokation t(14;18¢, whit einer erhohte®CL2-
Expression assoziiert ist, ausschlie3lich in DLBG&osn GBC-Typ nachweisen lasst. Auch
die Tatsache, dass Zielgene des antiapoptotisch&BNn Diffusen grof3zelligen B-Zell-
Lymphomen vom ABC-Typ vermehrt und in jenen vom GO vermindert exprimiert
werden Pavis et al., 200]l unterstitzt die Annahme, dass einzelne GeneVidglauf einer
Lymphomerkrankung spezifisch beeinflussen kénnancb eine Translokation mit dem hier
untersuchten Immunglobulinschwerkettengen als Baiiinnten diese Gene Uberexprimiert
sein [Cleary et al., 1986; Meyer et al., 198Diese Arbeit liefert somit eine Basis fir die
weitere Suche nach Faktoren, die die Risikosteadifung reifer aggressiver B-Zell-

Lymphome beeinflussen.

4.4 Fazit und Ausblick
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass damunglobulinschwerkettengen auf

Chromosom 14 neben den bereits bekannten und kauflganslokationen t(8;14) und
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t(14;18) auch Translokationen mit bisher unbekamrRartnergenen eingeht. Ein knappes
Drittel der hier untersuchten 143 Félle des Haoltektivs (bei denen die genannten haufigen
Translokationen im Vorfeld bereits ausgeschlossenrden waren) wurde mittels
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung positiv auf ein&H-Bruch getestet. Im Rahmen dieser
Arbeit konnten noch keine neuen Translokationsgarigkentifiziert werden, was auf die hier
gewahlte Strategie zuriickzufuhren ist. Dennochratitezen die hier prasentierten Ergebnisse
das Vorhandensein dieser unbekannten Translokatomer und liefern so eine Grundlage
fur zukinftige Studien. Die Kombination aus FISHrduGenexpressionsanalyse stellte sich
als sinnvolle Methode fir die Suche nd@H-Translokationspartnern heraus. Im Rahmen
von Genomprojekten, wie sie beispielsweise durck gaternational Cancer Genome
Consortium®* (ICGC) koordiniert werden, und durchtaddéiertere Untersuchungen an
weiteren Féllen (méglicherweise durch die Kombimatmit PCR-Analysen) wird man in
nachster Zeit neud@GH-Translokationspartner in reifen aggressiven B-EZghhphomen
entschlisseln. Lassen sich diese dann zusatzlithbestimmten Krankheitsverlaufen in
Verbindung bringen, kann sowohl die Diagnose- unwgRosestellung als auch die
Therapieplanung im individuellen Patientenfall sichweiter verbessert werden. Dem
individuellen Risikoprofil ihres Tumors entsprecdekdnnten Patienten dann bereits friiher

einer fur sie adaquaten Therapie zugefihrt werden.
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5 Zusammenfassung

Krankheitsspezifische chromosomale Aberrationerelepi eine wichtige Rolle in der
Entwicklung von B-Zell-Lymphomen und gewinnen admhsichtlich neuer Therapieansatze
zunehmend an Bedeutung. Die Kernfrage dieser Avbait ob in reifen aggressiven B-Zell-
Lymphomen neben den bereits bekannten Translokatioreitere Translokationspartner des
IGH-Gens auf Chromosom 14 existieren und identifiziestrden konnen. Fir diese
Fragestellung wurden FISH- und Genexpressionsamatyeinander kombiniert.

Das ,Hauptkollektiv* bestand aus 143 Patienten mgifien aggressiven B-Zell-Lymphomen,
die zur sogenannten MMML-Kohorte gehoren, einedigtuler Deutschen Krebshilfe. Diese
untersucht molekulare Mechanismen in malignen Lyompén und bildete die Grundlage der
vorliegenden Arbeit. Hierfur wurden Falle der MMMitudie, bei denen die haufigsten in
Lymphomen bekannten Translokationen (1(8;14) ufbd;i(8)) bereits ausgeschlossen worden
waren, zunachst mittels FISH-Analyse #3H-Briche getestet. 42 der 143 analysierten Féalle
wiesen einen Bruch im Genort der Immunglobulinsathette auf. Fir diese Tumorproben
wurden anschlieBend die RNA-Expressionsraten voaugdgewahlten Onkogenen uberpruft.
Die hierfir notwendigen Genexpressionsanalysen rwaegeits im Rahmen der MMML-
Studie durchgefuhrt worden. 30 von 42 Tumorprobé&n@H-Bruch gehorten zu den 5% des
MMML-Kollektivs mit der hochsten Expressionsrater figinzelne oder mehrere der
Uberpriften Onkogene. 19 dieser Félle mit erhdli@enexpressionsraten wurden daraufhin
mittels FISH-Analyse auflGH-Translokationen mit Beteiligung des entsprechenden
Onkogens untersucht. Dabei konnten zwei Diffusel3getlige B-Zell-Lymphome mit
IGH/CCNDZXFusion (hdchstwahrscheinlich handelte es sich idatmmit um transformierte
Mantelzelllymphome) sowie ein Diffuses grof3zelligBsZell-Lymphom mit IGH/MALT-
Fusion nachgewiesen werden.

Insgesamt 21 zusatzliche Falle der MMML-KohortetetleLymphomdiagnosen von denen
des ,Hauptkollektivs® abwichen, bildeten das sogeme ,Nebenkollektiv‘. An diesem
wurden ebenfalls die geschilderten Untersuchungstzldurchgefiihrt. Dabei wurden funf
IGH-Briche nachgewiesen, jedoch wies keiner diesée Edle stark erh6hte Expressionsrate
fur eines der untersuchten Onkogene auf.

Auch wenn im Rahmen dieser Arbeit noch keine nd@#hTranslokationspartner in reifen
aggressiven B-Zell-Lymphomen identifiziert werdesnkten, hat sich dennoch gezeigt, dass
die gewahlte Kombination aus FISH- und Genexpressinalyse eine geeignete Methode fir

die Suche sowohl nach bekannten als auch nach anb&n Translokationen darstellt.
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Insbesondere die Tatsache, dass wahrend der Zusetetheng des Studienkollektivs die
Falle mit haufigen Translokationen bereits herafisge worden waren und trotzdem in 29%
der untersuchten Lymphome di@H-Bruch nachgewiesen werden konnte, untermauert die
Existenz weiterelGH-Translokationspartner in reifen aggressiven B-Zgthphomen. Im
Rahmen von Genomprojekten werden diese in zeitnahdwunft entschliisselt werden

koénnen.
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7 Anhang

Anhang Al: Validierungsprotokoll der verwendeten FISH-Sonde zum Nachweis von
Bruchen im |GH-Gen auf Chromosom 14.

UK  Institut fiir Nummer: FISH 3115
Humangenetik Validierungsprotokoll Version: 01
SH Cam ug Kiel FISH-Sonde Seite: 11
P IGH BAP Sonde Datum: 11.12.09

Achtung: Ausgedruckte Dokumente unterliegen NICHT dem Anderungsservice!

Sonden-Name: Vysis LS| IGH Dual Color, Break Apart Rearrangement Probe Vysis
(http://international.abbottmolecular.com)

Region: 14932

Durchfiihrung: entsprechend SAA FISH

Validierung an: Interphasen: x Metaphasen: x
g
= 2 :
5.9 S| = £ 92 | o
3y - 183 &¢ ge #s |5
352 |E /g5 =% 4 I 23| £
£Z 3 [ EX| £ o x [T [
535 |3 |35¥%/55 23 v |u .| 25| 3
2L s | zZ|exg N~ | & S|lE(E[z2|a
K250509 pB | NK | 46,XX 100 | 100 - - - - - normal
K260509 pB | NK | 46,XX 100 | 100 - - - - - normal
K310509 pB | NK [ 46,XY 100 | 100 - - - - - normal
K280509 pB [ NK | 46,XX 100 | 100 - - - - - normal
K290509 pB | NK | 46,XY 100 | 100 - - - - - normal
Errechnete 0 0 0 0 0
NWG in %
L1230/09 KM | ALL | +14 100 | 55 - 45 | - - - Zugewinn im IGH-Genort
Ausstrich
L738/09A | KM | CLL | t(3;14)(g21;932) 100 | 45 51 - - 4 - Bruchereignis im IGH-Genort
L532/09A | pB | CLL | t(5;14)(p15;932) 100 | 9 91 - - - - Bruchereignis im IGH-Genort
L300/09A KM | CLL | del(14)(921q32) 100 | 34 - - | 66| - - 14g-Deletion
L1725/08A | KM | CLL | t(14;18)(q32:921) | 100 | 55 45 - - - - Bruchereignis im IGH-Genort

*Zur Vermeidung falsch positiver Ergebnisse wurde die NWG auf 5% festgesetzt.

Freigabe am 11.12.09
durch Dr.Gesk ...

Abkirzungen und Definitionen: SDM = Standarddurchmesser; NWG = Nachweisgrenze; F = Fusion; S = Split; r =
rot; g = grlin; b = blau; Split = Signalabstand gréRer als /gleich 3 SDM; Fusion = Signalabstand 0-2 SDM; KM =
Knochenmark; pB = peripheres Blut (Lymphozyten); Abkiirzungen der klinischen Diagnosen entsprechend WHO;
Kontrollen = Probanden mit regelrechtem Chromosomensatz ohne Hinweis auf hamatologische Erkrankungen.

Die korrekte chromosomale Lokalisation aller Sonden wurde an jeweils mindestens zwei Metaphasen aller
Kontrollen geprift, dokumentiert und nur bei korrekter Lokalisation verwendet.

Dokumentation: Im Raum bd15 sind die Fotos uber den Fallnamen auf den Computern an den
Fluoreszenzmikroskopen in der ISIS-Software (Metasystems) im Ordner TU dokumentiert.

(FISH Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung; IGH Immunglobulinschwerkette)
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Anhang A2: Mdgliche Onkogene, deren Expression ineh Fallen mit IGH-Bruch

analysiert wurde.

Gen Sondenbez'eichnungen auf dem
Affymetrix U133A Array
(Fortsetzung Anhang A2)
BCL2 203685_at IGL 209138 x_at
203684 _s_at 216846_at
207004 _at 216851 at
207005_s at 216852 x_at
BCL3 204907_s_at 216853 x_at
204908 s_at 216708 _x_at
BCL6 203140_at 216984 x_at
215990 s _at 216566_at
BCL7A 203795 s at 217235 x_at
203796_s_at LOC100293713
BCL8 MALT1 208309_s_at
BCL10 205263 _at 210017_at
BCL11A 210347_s_at 210018 x_at
219497 s _at MUC1 207847 _s_at
219498 s at 213693 s at
CCND1 (BCL1) 214019 at 211695 x_at
208711 s at MYC 202431 s at
208712_at NFKB2 (LYT10) 209636 _at
CCND2 200951 s _at 207535 _s_at
200952 s at 211524 at
200953 s _at PAFAH1A2
CCND3 201700_at PAX5 206802_at
CCNE1 213523 at RCK
CDK6 207143 at SPIB 205861 _at
214160_at YSK4
DDX6 ZFP36L1 211962 _s_at
FCGR2B 210889 s _at 211965 at
211396 _at 213277_at
FOXP1 215221 at 213284 at
IGL 215777_at
216301_at
211655 at
215121 x_ at
215379 x_at
215214 at
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Anhang A3: Stellungnahme der zustandigen Ethik-Komrssion.

MEDIZINISCHE FAKULTAT
DER CHRISTIAN-ALBRECHTS-UNIVERSITAT ZU KIEL

ETHIK-KOMMISSION

A.D. 1665

Universitéts-Kinderklinik - Schwanenweg 20 - 24105 Kiel
Schwanenweg 20

D-24105 Kiel

Telefon 0431/597-1809
Herrn Telefax 0431/597-1831
PD Dr. R. Siebert S

P atum:
Institut fur Humangenetik
Schwanenweg 24
24105 Kiel
09.02.2005
- AZ.: D 403/05

Studienplan: Verbundprojekt “Molekulare Mechanismen bei malignen

Lymphomen”

Studienprotokoll, Patienteninformation und  Einverstandniserklarung
vom 19. 11.2005
Leiter der Studie: Prof. L. Triimper, Gottingen

Antragsteller: PD. Dr. R. Siebert, Institut fir Humangenetik, Universitits-
klinikum Schleswig-Holstein, Campus Kiel

Datum des

Antrages: 05.02.2005

Lieber Herr Siebert,

nach den Verfahrensgrundsatzen des Arbeitskreises Medizinischer Ethik-
Kommissionen in der Bundesrepublik Deutschland erkennt die Ethik-Kommission der
Medizinischen Fakultat der Christian-Albrechts-Universitat zu Kiel nach Durchsicht der
Unterlagen durch mich als Vorsitzenden das Votum der Ethik-Kommission der Georg-
August-Universitat Goéttingen vom 27.01.2005 an. Sie haben damit lhre berufs-
ethischen und berufsrechtlichen Pflichten erfillt.

Wir bitten Sie, unsere Kommission (ber wesentliche Anderungen des Protokolls
(Amendments) zu unterrichten und das Ende der Studie mitzuteilen, einschlieRlich
eines kurzen abschlieBenden Berichts mit einem Hinweis, ob im Laufe der Studie
ethische oder juristische Probleme aufgetreten sind

Ich wiinsche Ihnen fur die Bearbeitung der Studie viel Erfolg.

Mit freundlichen kollegialen GruRen

Lolowd

Prof. Dr. med. Jurgen Schaub
Vorsitzender der Ethik-Kommission
der Medizinischen Fakultat der CAU zu Kiel
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