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1 Einleitung
1.1 Burkitt-Lymphom (BL)

Das Burkitt-Lymphom (BL) zéhlt zur Gruppe der aggressiven B-Zell-Non-Hodgkin-Lymphome
(B-NHL) und wurde im Jahre 1958 erstmalig von Denis Burkitt als klinisches Syndrom
beschrieben: Er beobachtete damals bei afrikanischen Kindern ein Krankheitsbild, das mit
Tumoren im Bereich des Unterkiefers einherging und eine extrem hohe Letalitit aufwies '
Nachdem O’Connors drei Jahre spiter die lymphatische Herkunft der Tumorzellen
nachgewiesen hatte, wurde dieses klinische Syndrom erstmalig als BL bezeichnet >. Wie schon
in friheren Klassifikationen wurde das BL auch in der WHO-Klassifikation lymphatischer
Tumoren aus dem Jahre 2001 als eigene Tumorentitit definiert. Dabei wurden drei
epidemiologische Varianten unterschieden: Die endemische Form, die in etwa 95% der Fille mit
dem Epstein-Barr-Virus (EBV) assoziiert ist, stellt in den Aquatorregionen Afrikas und
Siidamerikas bei Kindern die hiufigste neoplastische Erkrankung dar. Unabhédngig von
geographischen Faktoren hingegen ist die so genannte sporadische Form des BL in weniger als
30% der Fille mit EBV assoziiert. An einer dritten Variante erkranken fast ausschlieBlich
immunsupprimierte Menschen, weshalb auch von der Immundefizienz-assoziierten Form des BL
gesprochen wird. Eine EBV-Assoziation liegt bei dieser Variante in ca. 25-40% der Fille vor °.
Unter Erwachsenen ist das BL insgesamt eine eher seltene Erkrankung und macht weniger als
1%, bei Kindern hingegen etwa 30% der B-NHL aus *.

Im lichtmikroskopischen Bild sind die Burkitt-Lymphomzellen etwa mittelgro und zeigen
typischerweise ein diffuses monomorphes Infiltrationsmuster. Im Zellkern findet man multiple
basophile zentralstindige Nukleoli. Das Zytoplasma ist stark basophil und weist in der Regel
Lipidvakuolen auf. Charakteristisch ist weiterhin eine hohe Proliferationsrate (mit vielen
mitotischen Figuren) und gleichzeitig finden sich zahlreiche apoptotische Zellen. Ein weiteres
morphologisches Charakteristikum fiir das BL ist das so genannte Sternenhimmelbild: Dieses
entsteht durch eine Vielzahl von zwischen den Tumorzellen gelegenen Makrophagen °. Beim
Vorliegen dieser klassischen Morphologie wird haufig auch vom klassischen BL gesprochen.
Demgegeniiber existiert jedoch eine morphologische Variante des BL, bei der die Tumorzellen
beziiglich ZellkerngroBe und Form einen hoheren Pleomorphismus aufweisen (meist als so
genanntes atypisches oder Burkitt-like-Lymphom bezeichnet, kurz: BLL). Das BLL zeigt im
morphologischen Bild hiufig Uberschneidungen mit dem diffusen groBzelligen B-Zell-
Lymphom * > (vgl. auch Kapitel 1.3.).



Immunhistologisch exprimieren BL-Zellen die B-Zell-assoziierten Antigene CD19, CD20, CD22
und CD79a. Oberfldchen-Immunglobuline (in den meisten Fillen IgM, seltener IgG oder IgA)
sind in nahezu allen Fillen vorhanden. Die Expression der fiir Keimzentrums-B-Zellen typischen
Marker CD10 und Bcl-6 weist auf eine Keimzentrumsherkunft der Tumorzellen hin. Die
Wachstumsfraktion der BL-Zellen ist auferordentlich hoch: Nahezu 100% der Tumorzellen
exprimieren das proliferationsspezifische Ki-67-Antigen °.

Nahezu alle BL weisen charakteristischerweise eine reziproke chromosomale Translokation auf,
bei der das C-MYC Onkogen (auch kurz MYC genannt) durch Juxtaposition zu einem der
Immunglobulinloki transloziert wird. Dadurch gerdt das MYC-Gen unter den Einfluss der
Promotoren der jeweiligen Immunglobulingene auf den Chromosomen 14 (Lokus der
Immunglobulin-Schwerkette, englisch immunoglobulin heavy chain, kurz: 1gH), 22 (Lokus der
Immunglobulin-Leichtkette lambda, kurz: Igh) und 2 (Lokus der Immunglobulin-Leichtkette
kappa, kurz: Igk) und wird auf diese Weise konstitutiv iiberexprimiert. In 80% aller BL stellt der
IgH-Lokus den Translokationspartner dar, was zu einer t(8;14)(q24:q34)-Formation fiihrt . In
15% der Fille ist der Translokationspartner der Igx-Lokus auf Chromosom 2pll, in den
restlichen 5% der Fille der Igh-Lokus von Chromosom 22q11 ®. MYC ist ein Helix-Loop-Helix
Leucin-Zipper-Transkriptionsfaktor, der die Transkription einer Reihe von Genen reguliert, die
in Zellzyklusregulation, Apoptose, Zelladhédsion und Zelldifferenzierung involviert sind. Hierbei
ist die prizise Funktion von MYC komplex und letztlich unvollstindig verstanden. Jedoch
konnte in einer Vielzahl von Arbeiten gezeigt werden, dass die Expression von MYC in den
meisten Zelltypen - eingenommen lymphatische Zellen - zu einer Zellzyklusprogression und

Zellproliferation fiihrt *'°

. Adams et al. zeigten dariiber hinaus anhand einer Serie von
Experimenten, dass die Dysregulation von MYC eine wichtige Rolle bei der Lymphomgenese
spielt: Das Einbringen eines MYC-Transgens (durch Kopplung des Gens mit dem p
Immunglobulin-Enhancer E) in das B-Zell-Kompartiment von Mausen fiihrte in den betroffenen
Zellen zu einer hohen Inzidenz von B-Zell und Pra-B-Zell-Lymphomen ',

Das BL zeigt, wie alle anderen aggressiven B-NHL, einen rapiden klinischen Verlauf und fiihrt
unbehandelt  innerhalb von Monaten zum Tode des Betroffenen. Erkrankte
préasentieren sich héufig in fortgeschrittenen Stadien, was auf die hohe Wachstumsfraktion und
Disseminierung der Tumorzellen zuriickzufiihren ist. Im Stagingsystem nach Murphy ' befinden
sich bei Diagnosestellung etwa 30% der Patienten in den Stadien 1 und 2 wéhrend 70% schon
Stadium 3 und 4 erreicht haben. Das klinische Bild sowie die Tumorlokalisation variiert je nach

klinischer Variante: Wiahrend sich das endemische BL initial in 50% der Fille mit einem

(extranodalen) Befall des Kiefers bzw. anderer Gesichtsschiddelknochen manifestiert '°, sind
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beim sporadischen BL abdominelle Lokalisationen - insbesondere im Bereich der Ileo-Zokal-
Klappe - hiufiger zu finden '’. Die Immundefizienz-assoziierten BL manifestieren sich hiufig
nodal. Dariiber hinaus gibt es eine Vielzahl anderer moglicher Manifestationsorte, die prinzipiell
bei allen drei Varianten vorkommen koénnen (Z6kum, Omentum majus, Nieren u.v.a.)'® '°. Bei
allen drei klinischen Varianten besteht die Gefahr einer ZNS-Beteiligung. Ein Befall der Ovarien
bzw. der weiblichen Mammae kommt insbesondere wihrend der Schwangerschaft oder dem
Beginn der Pubertit vor und konnte darauf zuriickzufiihren sein, dass BL Prolaktinrezeptoren
exprimieren . Leukéimische Phasen kénnen in fortgeschrittenen Stadien beobachtet werden: Die
Diagnose einer Burkitt Leukdmie (L3/ALL) mit Knochenmarkbefall und im Blut zirkulierenden
Blasten ist insgesamt jedoch selten und mit einer schlechten Prognose assoziiert »°.

Auf Grund der sehr hohen Wachstumsfraktion und der Aggressivitit des Tumors kommt der
schnellen Einleitung einer zytostatischen Therapie grofe Bedeutung zu: Die Chemotherapie des
BL konnte in den letzten Jahren durch Intensivierung und Einfiihrung neuer Medikamente
deutlich verbessert werden. Insbesondere durch die Anwendung von hochdosiertem Methotrexat
und Cytarabin in der Kombinationschemotherapie konnte in verschiedenen Studien bei der
Mehrzahl der Patienten eine Heilung erreicht werden ** ?'. Die Heilungsraten des sporadischen
BL betrugen bei Kindern bis 90% und bei Erwachsenen bis zu 70%. Falls Rezidive auftreten,
werden sie in der Regel innerhalb des ersten Jahres nach Diagnosestellung beobachtet. Patienten,
die nach zwei Jahren kein Rezidiv entwickelt haben, koénnen als geheilt eingestuft werden 2°.
Erste Ergebnisse einer Studie aus Texas zeigen, dass die zusétzliche Gabe von Rituximab -
einem monoklonalen humanisierten Anti-CD20 Antikorper — zusammen mit einem
Standardchemotherapieregime, die Prognose der erkrankten Patienten signifikant verbessern
konnte*®. Erginzend zur intensiven Polychemotherapie ist die intrathekale Gabe von
Chemotherapeutika zur Prophylaxe und Therapie eines ZNS-Befalls essentiell. Supportive
Therapie ist fiir das Management von akuten Therapie-assoziierten Komplikationen von

entscheidender Bedeutung **.



1.2 Diffuses grof3zelliges B-Zell-Lymphom (englisch: diffuse large B-cell
lymphoma)

Die diffusen groBzelligen B-Zell-Lymphome (englisch: diffuse large B-cell lymphoma; DLBCL)
gehoren wie die BL zu den aggressiven reifen B-NHL. Sie stellen eine klonale Proliferation
grofer neoplastischer B-Lymphozyten dar und sind unter den T- und B-Zell-NHL mit einem
Anteil von 30-40% die hiufigste Entitit *. Diese Gruppe von Tumoren beinhaltet stark
inhomogene morphologische, klinische, biologische, immunphinotypische, zytogenetische und
molekulargenetische Gesichter. Das heterogene Erscheinungsbild der DLBCL wurde in der
WHO-Klassifikation der malignen Lymphome von 2001 beriicksichtigt, indem flinf
verschiedene morphologische Varianten und drei Subtypen definiert wurden **: Die
verschiedenen Varianten und Subtypen (morphologische Varianten: zentroblastisch,
immunoblastisch, anaplastisch, T-Zell/Histiozytenreich, plasmoblastisch; Subtypen: mediastinal
DLBCL, intravaskuldres DLBCL, priméres Ergusslymphom) entsprechen Lymphomen, deren
Unterscheidung héufig nicht geniigend reproduzierbar ist und die keine eigenstdndigen bzw.
tiberlappende klinische und biologische Merkmale aufweisen. Trotz der Heterogenitit gibt es
zwischen den verschiedenen Varianten Gemeinsamkeiten, die sie als DLBCL kennzeichnen: Es
ist allen DLBCL gemeinsam, dass ihre Zellkerne etwa doppelt so grof3 (oder groB3er) sind wie die
Kerne normaler Lymphozyten. Immunphénotypisch exprimieren die Mehrzahl der DLBCL
verschiedene Pan-B-Marker, wie CD19, CD20, CD22, und CD79a, von denen jedoch nicht
immer alle vorhanden sind. Zellmembranstdndige und/oder zytoplasmatische Immunglobuline
(IgM> IgG> IgA) konnen in 75% der Fille nachgewiesen werden. Manche DLBCL exprimieren
CDS5 (10%) oder Keimzentrumsmarker wie CD10 und BCL6 (25-50%). BCL2-Expression findet
man in etwa 30-50% der Félle, wihrend die Expression von Plasmazell-assoziierten Markern wie
Syndecan (CD138) selten ist. Die Wachstumsfraktion, gemessen durch Ki-67-Positivitit ist in
der Regel hoher als 40% und in einigen Fillen sogar héher als 90% **.

Genetisch zeichnen sich die DLBCL dadurch aus, dass sie in der Regel eine Vielzahl von
(genetischen) Aberrationen aufweisen. Eine hidufige Verdnderung stellt die in etwa 20-30% der
Fille vorkommende Translokation des BCL2-Gens vom Chromosom 18 auf das Chromosom 14
dar, die charakteristischerweise im Follikuldren Lymphom auftritt °. Es ist daher nahe liegend,
dass es sich bei einem Teil der DLBCL mit t(14;18) um eine Transformation eines Follikuldren
Lymphoms in ein DLBCL handeln konnte. Bis zu 30% der DLBCL zeigen Aberrationen der
3g27-Region, die in der Regel zu Verdnderungen des BCL6-Protoonkogens fiihrt. In wenigen
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Féllen findet man eine Translokation des MYC-Gens mit den Immunglobulin-Schwer- oder
Leichtketten-Genen * .

Patienten mit einem DLBCL présentieren sich charakteristischerweise mit rapid progressiven
Tumorherden in nodaler oder extranodaler Lokalisation, die hdufig zu einer lokalen
Verdrangungssymptomatik fiihren. Extranodale Erstmanifestationen des Tumors sind im
Gegensatz zu vielen andern Lymphomen héufig und kommen in etwa 40% der Fille vor . Am
hiufigsten betroffen ist der Gastrointestinaltrakt. Lokalisationen wie Haut, ZNS, Knochen,
Hoden, Weichteilgewebe, weiblicher Genitaltrakt, Lunge, Niere, Leber, Waldeyer’scher
Rachenring und Milz kommen aber ebenfalls vor. FEine Primirprisentation mit
Knochenmarkbefall und Ausschwemmung von Tumorzellen ins periphere Blut ist dennoch
selten >*. DLBCL fiihren wie die BL unbehandelt schnell zum Tode, sind mit Polychemotherapie
jedoch potentiell heilbar. Der therapeutische Goldstandard besteht in der Chemotherapie nach
dem CHOP-Schema, die um die Gabe von Rituximab (vgl. Kapitel 1.1) erweitert wird.
Hierdurch kann eine Langzeitremission bei der Mehrzahl der Patienten induziert werden, wobei
sich jedoch bei etwa 30% der Erkrankten der Tumor resistent gegeniiber der Therapie erweist
oder innerhalb kurzer Zeit nach Therapieende ein Rezidiv auftritt . Da die Ansprechraten auf
die Therapie stark unterschiedlich sind, wird in der klinischen Praxis eine Risikostratifizierung
mit dem [International Prognostic Index (IPI-Score) durchgefiihrt. Basierend auf klinischen
Parametern (Alter, Laktatdehydrogenase-Wert, Allgemeinzustand, Stadium nach Ann-Arbor,
Anzahl der extranodalen Manifestationen) ldsst sich hierdurch das Risiko des Patienten
einschitzen **. Patienten mit hoch intermedidrem Risiko (gemiB altersadaptiertem IPI-Score *%)
scheinen insgesamt von einer Hochdosischemotherapie mit anschlieBender autologer
Stammezelltransplantation zu profitieren. In diesem Risikokollektiv konnten 5-Jahres-
Uberlebensraten von bis zu 74% erreicht werden .

Aufgrund der morphologischen und klinischen Heterogenitit dieser Erkrankung wurde vielfach
postuliert, dass unter dem ,,Uberbegriff* DLBCL im Grunde mehrere biologisch und klinisch
eigenstindige Lymphomentititen subsumiert sind **. Durch Genexpressionsanalysen von
DLBCL-Gewebeproben mittels einer DNA-Chiptechnologie (cDNA-Microarrays) konnten in
der Tat zwei bis drei groBBe molekulare Gruppen identifiziert werden, die sich offenbar von
unterschiedlichen Stadien der B-Zellentwicklung ableiten und sich auch prognostisch zu

unterscheiden scheinen (Details siche Kapitel 1.5).
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1.3 Unterschiede und Gemeinsamkeiten des Burkitt-Lymphoms (BL) und
des diffusen grofizelligen B-Zell-Lymphoms (DLBCL)

BL und DLBCL bilden zusammen die Gruppe der aggressiven reifen B-NHL, die unbehandelt
einen rapiden klinischen Verlauf zeigen. Bei geeigneter Therapie lassen sich aber beim BL
moglicherweise bessere Erfolge erzielen als beim DLBCL. Gleichzeitig stellt die pathologisch-
differentialdiagnostische Einordnung eine erhebliche Herausforderung dar: Obwohl in der
WHO-Klassifikation der malignen Lymphome klare Diagnosekriterien fiir das BL und das
DLBCL definiert worden sind, ist die Unterscheidung dieser beiden Entititen nicht in allen
Féllen moglich, da sich beide Lymphome in morphologischen, immunphinotypischen und
genetischen Merkmalen tiberschneiden konnen. Wie in Kapitel 1.1 dargestellt ist die Abgrenzung
anhand der Morphologie kein sicheres Unterscheidungskriterium: Wéhrend die Morphologie des
BL in einigen Féllen charakteristisch ist (so genanntes klassisches BL), stellt das BLL
(morphologische Variante des BL, vgl. Kapitel 1.1) im morphologischen Bild hiufig einen
flieBenden Ubergang zum DLBCL dar.

Die zusitzliche Einbeziehung des Immunphénotyps lésst eine sichere Unterscheidung der beiden
Lymphome nicht immer zu, da die beiden Entititen sich auch in dieser Hinsicht stark dhneln
konnen (vgl. Tabelle-1). Gemél der WHO-Klassifikation sollen BL/BLL gegeniiber DLBCL im
Mittel eine hohere Wachstumsfraktion aufweisen (gemessen mit dem Proliferationsmarker Ki-67
nahezu 100% vs. 40-90%), jedoch sind diese Angaben statistische Werte und konnen in
Einzelfdllen stark differieren. Auch die Expression von BCL2 wird immer wieder als
Unterscheidungskriterium herangezogen, weil klassische BL dieses Molekiil laut WHO-
Klassifikation nicht, DLBCL jedoch in etwa 40% exprimieren sollen. Jedoch ist die Expression
von BCL2 in den letzten Jahren immer haufiger auch in BLL beschrieben worden. Eine Arbeit
suggeriert sogar, dass bis zu 15% der BLL das BCL2-Protein exprimieren *°. Teilweise ist die
Expression von BCL2 — im Widerspruch zur WHO-Klassifikation — sogar in klassischen BL
beschrieben worden. Bislang ist kein immunphéinotypisches Merkmal bekannt, das als
spezifisch fiir eine Unterscheidung der beiden Lymphomentititen gelten kann. Vielmehr konnen
viele in der Routinediagnostik untersuchten Molekiile prinzipiell von beiden Lymphomentititen

exprimiert werden (vgl. Tabelle-1) 30,31

. Obwohl bei der Differentialdiagnose maligner
Lymphome zytogenetische Untersuchungen hilfreich sein konnen, stellen diese ebenfalls kein
spezifisches Unterscheidungskriterium dar: Die MYC-Umlagerung gilt als charakteristisch fiir

das BL, allerdings ist sie auch bei etwa 5-10% der DLBCL nachweisbar % **7*,
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Tabelle-1:  Haufigkeitsverteilung in  der Expression von immunphéinotypischen

Markermolekiilen zwischen BL/BLL und DLBCL

Markermolekiil BL/BLL DLBCL
(in %) (in %)
Ki-67 88-100%* 53-100%*
CDI10 62-100 27-100
BCL6 70-88 75-86
BCL2 4-38 3-53

Angegeben ist die Anzahl positiver Félle in Prozent jeweils als Variationsbreite der
berechneten Mittelwerte aus den Arbeiten von Braziel, Frost und Cogliatti et. al. ** *"
35 *Mittlere Prozentzahl positiver Tumorzellen pro Fall.

Die oben ausgefiihrten Uberschneidungen der diagnostischen Kriterien fiihren dazu, dass die
Unterscheidung zwischen BL/BLL und den DLBCL zu den grofSten Herausforderungen in der
Diagnostik von B-NHL zéhlt. Dies wurde eindrucksvoll durch eine Studie im Rahmen des Non-
Hodgkin Lymphoma Classification Project belegt, in der eine internationale Gruppe auf
Lymphomdiagnostik spezialisierter Hdmatopathologen aggressive B-NHL-Proben mit Burkitt-
dhnlicher Morphologie untersuchte: Die Experten kamen unter Beriicksichtigung
morphologischer, immunphinotypischer und genetischer Merkmale in lediglich 53% der Fille
dieser Kategorie zu einer iibereinstimmenden Diagnosestellung *. Da die beiden Erkrankungen —
wie oben dargestellt — jedoch unterschiedliche Behandlungsstrategien erfordern, konnte die
falsche Diagnose zu inaddquater Behandlung von Patienten mit reifem aggressiven B-NHL

fihren.

1.4 Anwendung der transkriptomweiten Genexpressionsanalyse in der
molekularen Himatopathologie

Mit Hilfe so genannter Microarrays lasst sich der Expressionsstatus zehntausender Gene in

Zellen oder Gewebeverbinden simultan ermitteln. Microarray-Analysen ermdglichen
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inzwischen sogar die Untersuchung des gesamten Transkriptoms (d.h. alle aktiven Gene) einer
Zelle oder eines Zellverbandes in einem Versuchsansatz.

Dabei besteht das technische Prinzip der Microarray-Technologie darin, dass auf der festen
Microarray-Oberfliche Sonden vorhanden sind, welche die Transkripte aller humanen Gene (ca.
33 000) repriasentieren. An diese kann eine fluoreszenzmarkierte Zell-/Gewebe-RNA
hochspezifisch binden (Hybridisierung). AnschlieBend wird die Fluoreszenzintensitét an jeder
Sondenlokalisation des Microarrays detektiert. Die gemessene Fluoreszenzintensitdt ist ein
relatives MaB fiir die Expressionsstirke des entsprechenden Transkriptes.

Die Relevanz von Transkriptomanalysen fiir biologische Prozesse ergibt sich aus folgenden
Uberlegungen: In jeder Zelle wird nur ein Teil der etwa 33 000 humanen Gene aktiv in
messenger-RNA (mRNA) transkribiert. Die Anzahl und die Art dieser mRNA-Transkripte fiir
jedes Gen einer Zelle hidngen von vielen Faktoren ab. Dazu gehoren die Zellart, das
Differenzierungsstadium, die  Aktivitdit intrazelluldrer = Transduktionskaskaden, der
Proliferationsstatus, der Einfluss extrazellularer Stimuli u.v.a. Insgesamt spiegeln sich nahezu
alle Unterschiede von Zelltypen und Zellzustinden in der Genexpression wider *°. AuBerdem
fiihrt der Weg zur Proteinexpression iiber die Transkription von Genen. Somit stellt die
Genexpression eine Hauptdeterminante der biologischen Eigenschaften von gesunden und von
malignen Zellen dar. Diese ldsst sich — wie oben ausgefiihrt - durch Microarray-Messungen
ermitteln.

Eine besondere Bedeutung kommt der Microarray-Technologie in der molekularen
onkologischen Forschung zu: Zur malignen Entartung von Zellen reichen in der Regel
Verdanderungen einzelner Gene nicht aus. Vielmehr fiithren erst mehrere unterschiedliche
genetische Aberrationen zu einer Dysregulation komplexer Transduktionskaskaden und damit
zur Entwicklung eines malignen Tumors °’. Da Microarrays eine simultane Analyse nahezu
aller transkribierten Gene einer Zelle ermdglichen, lassen sich hierdurch neue Einblicke in die
Biologie von Tumoren gewinnen. In verschiedenen Studien konnten mit Hilfe dieser
Analysetechnik Gene identifiziert werden, die in der Pathogenese von Tumoren eine
entscheidende Rolle spielen und mégliche Ziele fiir eine molekulare Therapie darstellen ****,
Des Weiteren liel sich mehrfach zeigen, dass Gengruppen gefunden werden konnten, die mit der

38, 40, 45-47 . . .
. In Zukunft konnte auf diese Weise eine genaue

Krankheitsprognose stark korrelierten
Risikostratifizierung von Tumorpatienten moglich sein. Dariiber hinaus wire es moglich, neue
biologisch relevante Klassifizierungen von Tumoren zu definieren, welche die klinische

Heterogenitét histologisch dhnlicher Tumoren erklaren.
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1.5 Genexpressionsanalysen des diffusen grofizelligen B-Zell-Lymphoms
(DLBCL) und des Burkitt-Lymphoms (BL)

Wie bereits in Kapitel 1.2 beschrieben, stellt die Gruppe der diffusen groBzelligen B-Zell-

Lymphome (DLBCL) eine in Morphologie, Immunphénotyp, Genetik und klinischem Verhalten

heterogene Gruppe dar >*. Diese Beobachtungen gaben vielfach Anlass zu der Frage, inwieweit
diese Gruppe von Lymphomen unter Berilicksichtigung biologischen und klinischen Verhaltens

6

préziser subklassifiziert werden konnte °. Mittels Microarray-basierter transkriptomweiter

Genexpressionsstudien wurden molekulare Subgruppen der DLBCL identifiziert, die sich im

45, 47-53 - .
+ 4753 Diese beiden

biologischen und klinischen Verhalten deutlich voneinander unterscheiden
neu identifizierten molekularen Subgruppen leiten sich offenbar von unterschiedlichen Stadien
der B-Zellentwicklung ab. In der einen Gruppe fanden sich hohe Aktivititen von Genen, die
auch in Keimzentrums-B-Zellen typischerweise aktiv sind (GCB-Gruppe fiir englisch: germinal
center B-cell). Die Genaktivitidten der anderen Gruppe dhnelten den von in-vitro aktivierten B-
Zellen (ABC-Gruppe fiir englisch: activated B-cell). In beiden Gruppen scheinen auflerdem
unterschiedliche onkogene Mechanismen zur Tumorgenese zu fiihren: In der ABC-Gruppe
hingegen fanden die Autoren eine Aktivierung von Genen des NFxB-Transduktionsweges °°.
Zwei in DLBCL hiufige genetischen Aberrationen - die Translokation des BCL2-
Protoonnkogens (t(14;18) sowie die Amplifikation des c-rel-Lokus auf Chromosom 2p - wurden
hingegen lediglich in der GCB-Gruppe nachgewiesen **. Dariiber hinaus scheinen sich die
beiden molekularen Gruppen auch klinisch zu unterscheiden: in der retrospektiven Analyse
zeigten die Patienten in der GCB-Gruppe gegeniiber den Patienten in der ABC-Gruppe ein
signifikant besseres Uberleben nach Chemotherapie (Gesamtiiberleben nach CHOP-Therapie:
GCB: 62% versus ABC: 26%; vgl. auch Kapitel 1.4) **. Einige DLBCL in der zitierten Studie
lieBen sich keiner der beiden Gruppen eindeutig zuordnen, da sie sowohl Merkmale der GCB-
als auch der ABC-Gruppe trugen. Diese Fillen wurden deshalb als Gruppe-3-DLBCL bezeichnet

48

Bisher existieren keine transkriptomweiten Analysen der Genexpression von klassischen BL-

Patientenproben. Lediglich die Untersuchung von Tumorzelllinien (Zellkultur) suggeriert, dass
es einen engen biologischen Verwandtschaftsgrad zwischen BL-Zelllinien und DLBCL-
Zelllinien vom GCB-Typ gibt. ABC-DLBCL-Zelllinien hingegen scheinen sich von den BL-
Zelllinien deutlich zu unterscheiden .

Nebenbefund einer Arbeit von Rosenwald et al., in der von 230 DLBCL- und 10 BLL-

Dieser Untersuchung widerspricht jedoch ein

Gewebeproben Microarray-Analysen durchgefiihrt worden waren **: Die BLL bildeten hier
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weder eine eigene Gruppe, noch lieBen sie sich einer der neuen molekularen DLBCL-
Subgruppen zuordnen. Sie verteilten sich diffus iiber die ABC- und die GCB-Gruppe *.
Insbesondere wegen der geringen Fallzahl und der nicht durchgefiihrten Untersuchung von
klassischen BL in dieser Studie bleibt die Abgrenzung der BL von den DLBCL unklar. Auch die
biologische Beziehung zwischen BL und den neu identifizierten Subtypen des DLBCL bedarf
weiterer Kldrung. Diese Fragen sollten im Rahmen des Verbundprojektes der Deutschen
Krebshilfe (,,Molekulare Mechanismen bei malignen Lymphomen*) — als dessen Teil diese

Arbeit entstanden ist — untersucht werden.

1.6 Fragestellung

1.6.1 Microarray-basierte transkriptomweite Genexpressionsanalysen von Burkitt-
Lymphomen (BL) und diffusen grof3zelligen B-Zell-Lymphomen (DLBCL)

Die zentrale (experimentelle) Aufgabe dieser Arbeit bestand in der Klarung der Frage, ob sich
durch transkriptomweite Microarray-basierte Analysen von BL- und DLBCL-Gewebeproben
differentiell exprimierte Gene identifizieren lassen, mit deren Hilfe die diagnostische

Abgrenzung dieser beiden Lymphomentitdten mdglich ist.

1.6.2 Vergleich der Genexpressionsanalysen dieser Arbeit und der dariiber
hinausgehenden Ergebnisse eines Verbundprojektes der Deutschen Krebshilfe

Daneben sollten die - als Teil eines Verbundprojektes der Deutschen Krebshilfe - in dieser
Arbeit generierten Ergebnisse aus Genexpressionsanalysen an 40 Lymphomproben mit
weiterfilhrenden Analysen des Gesamtverbundprojektes an zusétzlichen 180 Lymphomproben

verglichen werden.

1.6.3 Vergleich der Genexpressionsanalysen dieser Arbeit mit dem vormals
beschriebenen Subgruppenklassifikator des diffusen grofizelligen B-Zell-
Lymphoms

SchlieBlich sollten die im Rahmen dieser Arbeiten generierten Daten mit denen von Wright et al.
publizierten Genexpressionsanalysen zur Definition der molekularen Subgruppen des DLBCL
verglichen werden. Dabei sollte insbesondere der Frage nachgegangen werden, in welcher

Beziehung die vormals identifizierten molekularen Subgruppen des DLBCL zum BL stehen.
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2 Material und Methoden

2.1 Reagenzien

2.1.1 RNA-Isolierung

RNeasy Mini Kit QIAGEN

2.1.2 c¢DNA-Synthese

T7-(dT) 24-Primer Operon, HPLC purified DNA
DEPC-H20 Ambion

5x First-Strand cDNA Reaction Buffer Invitrogen Life Technologies
0,1 M DTT Invitrogen Life Technologies
10 mM dNTP-Mix Invitrogen Life Technologies
Reverse Transcriptase Superscript 11 Invitrogen Life Technologies
5x Second Strand Reaction Buffer Invitrogen Life Technologies
E.Coli-DNA-Ligase Invitrogen Life Technologies
E.Coli-DNA-Polymerase I Invitrogen Life Technologies
E.Coli RNase H Invitrogen Life Technologies

2.1.3 In-vitro-Transkription

Bio Array RNA Transcript Labeling Kit Enzo Life Sciences
GeneChip Sample Cleanup Module Affymetrix
10x TBE BioWhittaker

2.1.4 ¢DNA- und cRNA-Aufreinigung

GeneChip Sample Cleanup Module Affymetrix

2.1.5 Hybridisierung

Kontrolloligonukleotid B2 Affymetrix
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20x GeneChip Eukaryotic Hybridization Control Kit Affymetrix

Hering Sperm DNA Promega Corporation
Acetyliertes bovines Serum-Albumin (50 mg/ml) Invitrogen Life Technologies
2x Hybridisierungspuffer siche 1.1.7

Aqua dest. BioWhittaker

2.1.6 Fdrbereagenzien

2x MES Férbe-Puffer sieche 1.1.7
Acetyliertes bovines Serum-Albumin Invitrogen Life Technologies
Ziegen-IgG Sigma-Aldrich
Biotinylierter anti-Streptavidin-Antikdrper (Ziege) Vector Laboratories
Streptavidin-Phycoerythrin Molecular Probes
Aqua dest. BioWhittaker
2.1.7 Puffer
2x Hybridisierungspuffer: 12x MES Stock

5 M NaCl

0,5M EDTA

10% Tween 20
Stringenter Wasch-Puffer: 12x MES Stock

5 M NaCl

10% Tween 20

dest. H20
Nicht-Stringenter Wasch-Puffer: 20x SSPE

10% Tween 20

dest. H20
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12x MES Stock-Puffer:

2.1.8 Microarrays

Human Genome Chip U133A

2.1.9 Software

Microarray Suite (MAS) Version 5.0
GeneSpring Version 7.0

2.1.10 Affymetrix Gerdtekomponeneten

Steuerungsrechner
Hybridisierungsofen
Fluidics-Station

Argon-Laser-Scanner

2.1.11 Reagenzien fiir Immunhistologie

Tris-Puffer:

Citrat-Puffer:

HuSe:

RPMI-Verdiinnungsmedium:
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MES-freies, saures Monohydrat
MES-Natrium-Salz
Aqua dest.

Affymetrix

Affymetrix

Silicon Genetics

Dell
Affymetrix
Affymetrix
Agilent

50 mM Tris, pH 7,4-7,6
150 mM NacCl (Roth)
(bei Paraffinschnitten zusétzlich:

0,1% Tween 20)

0,1 M Zitronenséure-

Monohydrat (Merck) pH=6,0

100 ml Biseko Humanserum

(Biotest Pharma GmbH)

50 ml 10x RPMI 1640 (Biochrom)



Entwicklerlosung fiir Gefrierschnitte:

50 ml inaktiviertes Rinderserum
(Biochrom oder Invitrogen)

0,5 g Natriumazid (Merck)

400 ml Aqua dest.

pH 7,4-7,6 (Einstellung mit HCI oder
NaOH)

Losung A:

175 ml Entwicklungspuffer
62,5 ml Propandiol.Losung
100 mg Levimasol (Sigma)

Losung B:

125 mg Naphthol-As-Biphosphat
(Sigma)

1,5 ml Dimethylformamid (Merck)

Losung C:
50 mg Natriumnitrit (Merck)
1,25 ml Aqua dest.

0,5 ml Neufuchsin-Losung

Nach Losung des Natriumnitrits wird das Neufuchsin hinzugegeben und eine Minute gemischt.

Zum Ansetzen der Entwicklungslosung wird erst Losung C, dann Losung B zu Losung A

gegeben. Der pH-Wert wird mit HCI auf 8,8 eingestellt. Die Entwicklungslosung wird filtriert

und die Priparate in der Kiivette anschlieBend fiir 20 Minuten auf einem Schiittler in der

Entwicklungslosung inkubiert. Die Entwicklungslosung darf nach dem Filtrieren hochstens 10

min stehen, bevor sie auf die Priparate gegeben wird.

Entwicklungspuffer:
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Propandiol-Losung: 21 g Amino-2-methyl-1,3-propandiol
(Merck)
Ad 1000 ml Aqua dest.

Neufuchsin-Lésung: 5 g Neufuchsin (Merck)
100 ml 2 N HCI (Merck) pH 8,0

Hamalaun-Losung: 50 g Kalilaun
1 g Hamatoxylin
0,2 NaJO3 ( Merck)

In einem Liter Aqua dest. werden Kalilaun, Himatoxylin und NaJO3 geldst und {iber Nacht
verriihrt. Danach werden 50 g Chloralhydrat (Merck) und 1 g Zitronensiure (Merck) dazugeben

und erneut uber Nacht verriihrt.

2.2 Lymphomgewebe

Fiir diese Arbeit habe ich 40 Gewebeproben ausgewaihlt, welche Patienten im Zeitraum von 1984
bis 2003 entnommen worden waren und bei denen die Diagnose eines Burkitt-Lymphoms (BL),
Burkitt-like-Lymphoms (BLL) oder diffusen groBzelligen B-Zell-Lymphoms gestellt worden
war und die eine ausreichende RNA-Qualitét flir eine Microarray-Hybridisierung aufwiesen. Fiir
dieses Projekt lag ein positives Votum der zustindigen FEthikkommission vor. Die

Gewebeauswahl erfolgte entsprechend dem unten dargestellten Algorithmus in drei Schritten.

2.2.1 Auswahl des Lymphomgewebes

In einem ersten Auswahlschritt habe ich von 294 archivierten Proben aggressiver B-NHL

histologische Giemsa- und HE-Farbungen mikroskopiert und unter Anleitung erfahrener
Pathologen das Gewebe beziiglich des Tumorzellreichtums beurteilt. Proben, die nach

histomorphologischen Kriterien einen Tumorzellreichtum von < 70 Prozent aufwiesen, sortierte

ich aus. In einem zweiten Auswahlschritt habe ich das kryokonservierte Gewebe von Fillen, die
im Paraffinschnitt einen Tumorzellgehalt > 70% aufwiesen, untersucht: Zur exakten Evaluation

des Tumorzellanteils habe ich Gefrierschnitte des Gewebes histologisch (Hamatoxylin + Eosin,
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im Folgenden kurz ,,H&E®“ genannt) und immunhistochemisch (Ki-67, BerMac3, CD3 und
CD20) gefdrbt. Zeigte sich im Gefriergewebe ein Tumorzellanteil < 70 Prozent, habe ich die
Proben ebenfalls aussortiert. Von den iibrig gebliebenen Gewebeproben habe ich anschlieBend
die RNA-Qualitit im Agilent Bioanalyzer iberpriift (vgl. Kapitel 2.4.3). Nur Gewebeproben, die
eine ausreichende RNA-Qualitdt und -Menge fiir die Microarray-Analyse aufwiesen, habe ich in
die Studie eingeschlossen.

Der dritte Auswahlschritt umfasste die Re-Evaluierung der urspriinglich erstellten Diagnose in

einer gemeinsamen Sitzung der Direktoren der deutschen Referenzzentren fiir
Lymphknotenpathologie aller in die Studie eingeschlossenen Fille. Fiir die verwendeten
Gewebeproben wurde eine Konsensusdiagnose festgelegt, der alle beteiligten Pathologen
zustimmten (detaillierte Darstellung im Ergebnisteil Kapitel 1.1.2). Die diagnostische
Einordnung erfolgte entsprechend den histomorphologischen und immunphénotypischen
Kriterien der aktuellen WHO-Klassifikation der malignen Lymphome aus dem Jahre 2001. Zur
Evaluation des Immunphinotyps wurde ein Panel von immunhistochemischen Farbungen

durchgefiihrt (Farbepanel siehe Tabelle-2, vgl. auch Kapitel 3.1).

2.3 Immunhistochemische Fiarbungen

2.3.1 Anfertigen von Gewebeschnitten

Zur Herstellung von Gefrierschnitten wurden Gefrierblocke bei —30°C mit Hilfe eines

Kryostaten (Reichert-Jung, 2800 Frigocut E) geschnitten. Die Schnittdicke betrug jeweils 10 um.

Das Erstellen von Paraffinschnitten erfolgte bei Raumtemperatur unter Verwendung eines

Microtoms (Microm GmbH, Heidelberg, Typ 4800). Alle Gewebeschnitte wurden auf
beschichtete Objekttrager (DAKO ChemMate Code No.S2024) aufgebracht.

2.3.2 Vorbehandlung der Gewebeschnitte

Gefrierschnitte stellte ich zur Dehydrierung 10 min in Aceton und trocknete sie anschlieBend

drei Minuten unter einer Abzugshaube. Bis zur weiteren Bearbeitung bewahrte ich die Schnitte
in Kartellboxen bei —80°C auf. Um die Entstehung von Kondensationsniederschldgen auf den
Schnitten beim Einfrieren und Auftauen zu vermeiden, gab ich in Filterpapier gewickeltes

kristallines Calciumchlorid-2-Hydrat (Merck 2382) in die Kartellbox.
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Paraffinschnitte habe ich nach dem Schneiden fiir 12 Stunden bei 68°C getrocknet. Zur

Entparaffinierung behandelte ich die Paraffinschnitte zundchst 10 min mit Xylol und brachte sie
danach in eine absteigenden Alkoholreihe (96% Ethanol, 90% Ethanol, 70% Ethanol, 0%
Ethanol in reinem Tris-Puffer) ein. Fiir die Proteindemaskierung, die erst eine Bindung der
Antikorper an entsprechende Zielepitope ermdglicht, kochte ich die Schnitte in 0,1 M
Citratpuffer (pH = 6,0, Kochdauer siehe Tabelle-2).

Tabelle-2:  Verwendete Antikdrper und Vorbehandlung der Gewebeschnitte

Antigen/Antikorper Herkunft Ausgangs- Verdiinnung  Vorbehandlung
material der Schnitte
CD3 DAKO Paraffinmaterial 1:40 2 Minuten Citrat
CD20/L26 DAKO Paraffinmaterial 1:100 2 Minuten Citrat
Ki-67 DAKO Gefriermaterial 1:100 30 Minuten
Aceton
CD68/PGM1 DAKO Paraffinmaterial 1:10 2 Minuten Citrat
CD10 Novocastra Paraffinmaterial 1:25 2 Minuten Citrat
CALLA DAKO Gefriermaterial 1:25 30 Minuten
Aceton
Bcel-6 DAKO Paraffinmaterial 1:2 5 Minuten Citrat
Bcel-2 DAKO Paraffinmaterial 1:25 2 Minuten Citrat
BerMac3 Eigenprodukt | Gefriermaterial 1:20 10 Minuten
des Instituts Aceton

2.3.3 Alkalische Phosphatase Anti-Alkalische Phosphatase (APAAP)-Methode

Immunbhistologische Farbungen mit der APAAP-Methode ermdglichen den einzelzellbezogenen
Nachweis eines Antigens in Gewebeschnitten. Hierbei wird die spezifische Bindung eines
Antikorpers durch eine Farbreaktion nachgewiesen. Der Nachweis des Zielepitops erfolgt dabei
in drei Schritten: Ein Primédrantikorper bindet spezifisch an ein Zielantigen auf den Zellen im
Gewebe. Danach wird ein Sekundérantikorper (Briickenantikdrper) appliziert, der einerseits an
die Fc-Teile des Primérantikorpers und andererseits auch an den danach applizierten Enzym-
Anti-Enzymkomplex (APAAP-Komplex) bindet. Primérantikorper und APAAP-Komplex

stammen dabei von dergleichen Spezies (Maus), widhrend der Briickenantikdrper von einer
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anderen Spezies (Kaninchen) stammt. Nach Substratzugabe wird ein Farbstoff enzymatisch
umgesetzt, der im Gewebeschnitt zu einem lokalen Farbniederschlag fiihrt.

Zur immunhistochemischen Férbung der Paraffinschnitte Ildste ich Primdr- und

Briickenantikorper in einem speziellen Antikorperverdiinnungsmedium (ChemMate Antibody
Diluent, DAKO) (Verdiinnungsverhiltnis siche Tabelle-2). Den Briickenantikorper (Kaninchen
anti-Maus, DAKO) verdiinnte ich danach zusitzlich in einem Verhéltnis von 1:20 mit einem
RPMI-Humanserum (HuSe)-Gemisch (100 ml HuSe + 900 ml RPMI), den APAAP-Komplex im
Verhiltnis 1:10 mit RPMI. Die Bindung des Primérantikorpers erreichte ich durch 30-miniitige
Inkubation von 200-300 ul der Verdiinnungslosung auf dem Schnitt. Anschlieend spiilte ich die
Schnitte mit Tris-Puffer, um {iiberschiissigen nicht gebundenen Primédrantikérper zu entfernen.
Die Applikation des Briickenantikorpers fithrte ich ebenfalls 30 min mit 200-300 pl der
entsprechenden Losung und nachfolgendem Waschschritt durch. Die Schnitte inkubierte ich
anschlieBend 10 min mit 300 ul des APAAP-Komplexes und spiilte sie griindlich ab.
Briickenantikérper und APAAP-Komplex inkubierte ich nachfolgend mehrmals jeweils 10
Minuten zur Signalverstirkung. Auf diese Weise binden mehrere Briickenantikdrper an einen
Primérantikdrper und vermitteln dadurch eine stirkere Farbreaktion. Die Entwicklerldsung fiir
die Farbreaktion verwendete ich in dem vom Hersteller empfohlenen Ansatz (ChemMate
Detection Kit APAAP Mouse, DAKO). Zur besseren Kontrastdarstellung im mikroskopischen
Bild fiihrte ich eine Gegenfirbung der Kernstrukturen mit H&matoxylin durch. Unter
Anwendung von lauwarmem  Wasser wusch ich den iiberschiissigen Farbstoff ab. Zur
Eindeckung der Gewebeschnitte verwendete ich auf 50-60°C erwirmte Kaisers Glycerin-

Gelatine (Merck).

Da Gefriermaterial im Unterschied zu Paraffingewebe nicht fixiert wird, diirfen fiir die
immunhistochemischen Farbungen keine detergenshaltigen Losungen verwendet werden. Daher
habe ich fiir die Farbungen des Gefriergewebes die Antikorper in RPMI-Verdiinnungsmedium
verdiinnt und auf die aufgetauten Schnitte gemédl den oben beschriebenen Inkubationszeiten
aufgebracht. Fiir die Waschschritte nutzte ich ebenfalls Tween-freien Tris-Puffer. Dariiber

hinaus wurde eine spezielle Entwicklerlosung verwendet (vgl. Kapitel 2.1.11)

2.3.4 EnVision-System

Die Farbungen mit den Primédrantikdrpern gegen die Antigene IgM, IgD und IgG habe ich mit
der von der Firma DAKO patentierten Polymer-Konjugat-Methode EnVision durchgefiihrt.

Diese basiert auf der Kopplung von Sekundérantikorpern und Detektionskomponenten an einen
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Polymertorso: An ein Dextranpolymer sind sowohl ein Sekundérantikorper, als auch eine grof3e
Anzahl an Peroxidaseenzymen gekoppelt. Nach Applikation eines Primédrantikorpers (Maus)
konnen auf diese Weise Sekundérantikorper (Kaninchen, anti-Maus) und Detektionssystem
gleichzeitig aufgetragen werden. Zur Visualisierung der Farbreaktion im Gewebe muss
anschlieend eine entsprechende Substrat-Chromogen-Losung appliziert werden.

Fiir die Farbungen mit dem EnVision-System behandelte ich die Schnitte nach entsprechender
Epitopdemaskierung (vgl. Kapitel 2.3.2 sowie Tabelle-2) mit einer speziellen Losung
(Peroxidase Blocking Solution, DAKO) zur Blockade der endogenen Peroxidase gemif3 den
Anweisungen des Herstellers. Danach inkubierte ich die Schnitte 10 Minuten mit dem
Primdrantikdrper. Die Applikation des Dextranpolymers sowie der Chromogen-Substratlosung
fiihrte ich mit Hilfe des ChemMate DAKQO EnVision Detection Kit, Peroxidase/DAB,
Kaninchen/Maus (K5007) unter Verwendung des TechMate 500 Plus Autostainers der Firma
DAKO gemdl den Anweisungen des Herstellers durch.

2.4 Priparation der Nukleinsiduren fiir die Genexpressionsanalyse

2.4.1 Aufreinigung von Gesamt-RNA aus Tumorgeweben

Aus Gefrierschnitten gewann ich Gesamt-RNA mit Hilfe des RNeasy Mini Kits der Firma
QIAGEN entsprechend den Anweisungen des Herstellers. Pro Patientenfall brachte ich 5-7
Schnitte von jeweils 20 um Dicke aus kryokonserviertem Lymphomgewebe in Lysepuffer ein
und homogenisierte mit Hilfe des QlAshredder-Kits (QIAGEN). Um Kontaminationen mit
RNasen zu vermeiden, trug ich wéhrend der Versuchsdurchfilhrung Handschuhe,
dekontaminierte den Arbeitsplatz und alle verwendeten Gerdte mit RNase Zap (Ambion) und

verwendete ausschliefllich RNase-freie Gefale.

2.4.2 Quantifizierung der aufgereinigten Ribonukleinsduren

Die Quantifizierung der aufgereinigten Gesamt-RNA erreichte ich durch photometrische
Messung anhand der Absorption bei 260 nm. Eine optische Dichte von 1 (ODzgonm ) entspricht
dabei einer RNA-Konzentration von 40 pg/ml bei einer Schichtdicke der Kiivette von 1 cm.

Um die Reinheit der Nukleinsdurepraparationen abzuschitzen maf ich zusétzlich die Absorption
bei 280 nm. Der Quotient OD,50/OD,gp gibt Aufschluss iiber die Verunreinigung mit Proteinen

und sollte groBer als 1,6 sein.
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2.4.3 Qualitdtsanalyse der Gesamt-RNA im Bioanalyzer

Mit Hilfe des Agilent 2100 Bioanalyzer unterzog ich die aufgereinigte RNA einer
Qualitdtsanalyse. Das Prinzip dieser Messung beruht auf einer kapillarelektrophoretischen
Auftrennung von Nukleinséduren, wobei hierfiir erforderliche elektrokinetische Kréfte mit Hilfe
von Pin-Elektroden aufgebaut werden. Qualitativ gute RNA zeigt sich im elektronischen
Elektropherogramm in Form zwei deutlich abgrenzbarer Spitzen (Peaks), welche die ribosomale
18S- und 28S-RNA widerspiegeln. Die Peak-Flichenratio von 28S- zu 18S-Peak sollte fiir
qualitativ hochwertige RNA ungefidhr bei 2 liegen. Degradation der Gesamt-RNA durch
potentiell vorhandene RNasen zeigt sich durch Anwesenheit von kleineren Fragmenten und
vermindertem Fluoreszenzsignal der ribosomalen Peaks. Da die messenger-RNA (mRNA) nur
einen sehr kleinen Teil der Gesamt-RNA einer Zelle ausmacht, wird ihr Signal im Bioanalyzer
durch das Signal der ribosomalen RNA iiberlagert und kann deshalb nicht direkt beurteilt
werden. Die Qualitdt der ribosomalen RNA ist jedoch ein gutes MaB fiir die Qualitdt der mRNA.

2.4.4 Erststrangsynthese der cDNA

Als Ausgangsmaterial fiir die cDNA-Synthese dienten 5-8 pg Gesamt-RNA. Zur
Erststrangsynthese, bei der ein RNA-DNA-Hybrid entsteht, verwendete ich das Superscript Kit
von Invitrogen entsprechend den Anweisungen des Herstellers. Fiir die Primer-Hybridisierung
gab ich 1 pl der  T7-(dT)24-Primers (100 pmol/ul; Sequenz: 5’-
GGCCAGTGAATTGTAATACGACTCACTATAGGGAGGCGG-(dT)24 -3’) zu 11 pl RNA-
Losung, inkubierte fiir 10 min bei 70° C und stellte den Ansatz anschlieBend auf Eis. Nach
Zugabe von 4 ul First Strand Reaction Buffer (Endkonzentration 1x) sowie 2 ul DTT
(Endkonzentration 10 mM) und 1 pl ANTP-Mix (Endkonzentration 500 uM) zu den 11 pl der
mit dem Primer hybridisierten RNA habe ich den Ansatz bei 42° C 2 min auf die gewlinschte
Temperatur gebracht. Die Reverse Transkriptase Superscript 11 pippetierte ich danach hinzu und

inkubierte den Reaktionsansatz bei 42° C fur eine Stunde.
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2.4.5 Zweitstrangsynthese

Bei der Zweitstrangsynthese wird aus dem RNA-DNA-Hybrid unter Abbau der RNA ein
doppelstringiges cDNA-Molekiil synthetisiert. Dabei filigt eine RNase H kleine Strangbriiche in
die RNA ein, in die sich die DNA Polymerase I einlagern und gleichzeitig mit Hilfe ihrer
Polymerase- und Exonucleaseaktivitit den zweiten c¢DNA-Strang unter Abbau des RNA-
Stranges synthetisieren kann. Den Ansatz habe ich wie folgt hergestellt: Zu 91 ul DEPC-Wasser
gab ich nacheinander 30 pl 5x Second Strand Reaction Buffer (Endkonzentration 1x), 3 ul
dNTP-Mix (Endkonzentration 200 uM), 1 ul E.coli DNA-Ligase (10 U/ul), 4 ul E.coli DNA-
Polymerase 1 (10 U/ul) und 1 pl RNase H (2 U/ul). Zu diesen 134 ul pippetierte ich den
gesamten Ansatz aus der Erststrangsynthese hinzu und inkubierte bei 16° C im Wasserbad fiir
zwei Stunden. Um sicher zu gehen, dass der zweite Strang die gesamte 77-Promoter-Sequenz
enthilt, vervollstindigte ich die entsprechende Sequenz am 3’-Ende des zweiten cDNA-Stranges
durch Zugabe einer T4-DNA-Polymerase. Hierzu inkubierte ich den Ansatz erneut fiir 5 Minuten

bei 16° C und stoppte anschlieBend die Reaktion durch Zugabe von 10 ul 0,5 M EDTA.

2.4.6 In-vitro-Transkription

Fiir die in-vitro-Transkription wurde der Bio Array Transcript Labeling Kit der Firma Enzo Life
Sciences verwendet. Hierbei wird die doppelstringige cDNA unter Einbau von Biotin markierten
Nukleotiden und 30-100facher linearer Amplifikation in cRNA umgeschrieben. Der Ansatz setzt
sich wie folgt zusammen: Zu 22 pl aufgereinigter cDNA habe ich nacheinander 4 pl HY
Reaction Buffer (10x), 4 ul Biotin markierte Nukleotide (10x), 4 ul DTT (10x), 4 ul RNase
Inhibitor Mix (10x) und 2 ul T7 RNA-Poymerase hinzugegeben (20x). Den Ansatz inkubierte
ich danach fiir 5 Stunden bei 37° C im Wasserbad, wobei ich das Gemisch alle 30 Minuten fiir

10 Sekunden schiittelte und abzentrifugierte.

2.4.7 Aufreinigung von cDNA und fluoreszenz-markierter cRNA

Die doppelstringige c¢cDNA sowie die cRNA reinigte ich nach den entsprechenden
Syntheseschritten  unter Verwendung des GeneChip  Sample  Cleanup  Moduls
(Affymetrix/QIAGEN) entsprechend den Anweisungen des Herstellers auf. Die Ausbeute

quantifizierte ich geméf des oben genannten photometrischen Verfahrens (vgl. Kapitel 2.4.2). Im
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Anschluss unterzog ich die aufgereinigte cRNA einer Qualitdtsanalyse im Agilent Bioanalyzer

(vgl. Kapitel 2.4.3).

2.4.8 Fragmentierung der cRNA

Bevor die markierte cRNA auf die Microarrays hybridisiert werden kann, muss sie fragmentiert
werden. Hierfiir sind Fragmente mit einer Linge von 35-200 Basenpaaren erforderlich. Diese
Fragmentlange ermdglicht eine bessere Hybridisierung der cRNA auf dem Microarray.

Zur Fragmentierung gab ich zu 32 pl aufgereinigter cRNA (Endkonzentration zwischen 0,5 und
2 pg/ul) 8 ul Fragmentierungspuffer (5x) der Firma QIAGEN. Den Ansatz inkubierte ich 35
Minuten bei 94°C und stellt ihn anschlieBend nach kurzer Zentrifugation auf Eis. Den
Fragmentierungserfolg tiberpriifte ich anschlieBend durch erneute Auftragung der Proben im

Agilent 2100 Bioanalyzer.

2.5 Affymetrix GeneChip Instrument

2.5.1 Hochdichte Oligonukleotid-Microarrays

Mit hochdichten Oligonukleotid-Microarrays lassen sich Genexpressionsanalysen nahezu
transkriptomweit durchfiihren: In einem Versuchsansatz konnen somit die Expressionsstirken
zehntausender Gene eines Gewebes gleichzeitig gemessen werden. Als Gen ist in diesem
Kontext die Sequenz eines fertig gespleiBten mRNA-Transkriptes zu verstehen. Infron- und
Promoter-Sequenzen und andere regulatorische Einheiten der DNA, die nach heutiger Definition
Bestandteile eines Gens sind, werden in diesem funktionellen Ansatz nicht erfasst. Auler gut
annotierten Genen werden auch so genannte ESTs (expressed sequence tags) untersucht. Es
handelt sich hierbei um kurze cDNA-Sequenzen von Transkripten, deren genaue Zuordnung zu
der entsprechenden ,,Mutter-DNA-Sequenz* nicht bekannt ist.

Das Grundprinzip von Oligonukleotid-Microarrays (synonym werden die Begriffe GeneChip
oder Array verwendet) besteht in einer Umkehrung der Nothern-Blot-Technik: Auf einer Chip-
Matrix sind genspezifische kurze Oligonukleotide immobilisiert, die als Sonden fungieren. Eine
auf die Matrix applizierte fluoreszenzmarkierte Proben-RNA kann mit diesen Oligonukleotiden
hybridisieren. Je stirker die Expression eines Gens im Gewebe ist, desto grofler ist die Menge an
markierter Proben-cRNA, die zur Sondenbindung (Oligonukleotide) zur Verfiigung stehen und

um so starker ist — nach Anregung im Laser-Licht — auch das zu detektierende Fluoreszenzsignal.
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Die Expression von Genen lédsst sich auf diese Weise relativ quantifizieren. Voraussetzung fiir
diese relative Quantifizierung ist allerdings die Linearitdt in der Herstellung und Amplifikation
markierter cRNA aus der totalen RNA eines Gewebes. Wihrend die Syntheseschritte zur Erst-
und Zweitstrangsynthese eine 1:1-Umschreibung darstellen, ist die in-vitro-Transkription ein
linearer Amplifikationsschritt .

Die enorm hohe Sondendichte (vgl. Kapitel 2.5.2) der Oligonukleotid-Microarrays wird durch
ein besonderes Herstellungsverfahren erreicht, das die Firma Affymetrix entwickelt hat. Hierbei
wird die Sondensequenz direkt auf dem Microarray synthetisiert. Dies geschieht durch eine
Kombination aus Nukleotidsynthese und Photolithographie. Die Technik der Photolithographie
ist urspriinglich der Halbleiterindustrie entlehnt und erlaubt die schrittweise Synthese von 25-
mer-Oligonukleotiden, Base fiir Base, an definierten Positionen auf dem Affymetrix-Microarray
(GeneChip). Auf der 1,28 x 1,28 cm groBlen GeneChip-Matrix sind auf diese Weise 300 000
unterschiedliche Sondensequenzen immobilisiert, die jeweils in einer Kopienzahl von 1x10° bis
1x10" vorliegen. Da solch kurze Sequenzen alleine selten hochspezifisch fiir ein bestimmtes
Transkript sind, verwendete die Firma Affymetrix pro Transkript 11 unterschiedliche 25-mer-
Oligonukleotide (so genanntes probe set), die aus unterschiedlichen Bereichen der Zielsequenz
abgeleitet sind. Diese sind in ihrer Gesamtheit hochspezifisch fiir das entsprechende
Gen/Transkript. Die Hybridisierungsspezifitit jedes der 11 Oligonukleotide eines Transkriptes
kann jedoch sehr unterschiedlich sein. Deshalb entwickelte Affymetrix ein System, mit dessen
Hilfe die hochspezifischen Oligonukleotide gegeniiber den weniger spezifischen
Oligonukleotiden bei der Ermittlung des Expressionswertes fiir das Gesamttranskript stirker
gewichtet werden konnen: Fiir jedes der 11 Oligonukleotide existiert auf dem Microarray noch
ein ,Partner*-Oligonukleotid. Wéhrend die 11 Oligonukleotide des Paares ginzlich der
abgeleiteten Sequenz entsprechen (Perfect-Match-Oligonukleotide, PM), tragen die 11
,Partner-Oligonukleotide jeweils eine Austauschbase an Position 13 (Mismatch-
Oligonukleotide, MM), die zu einer nicht optimalen Hybridisierung fiihrt. Die Differenz aus der
PM- und der MM-Intensitét stellt ein Signifikanzmal} fiir die Hybridisierungsspezifitit jedes
einzelnen Oligonukleotidpaares dar. Je nach Signifikanz werden die Oligonukleotidpaare in der
Berechnung des Signalwertes fiir das zugehorige Transkript unterschiedlich gewichtet (vgl.

Kapitel 2.6.1).
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2.5.2 Human Genome Array Ul33 A von Affymetrix

Die Genexpressionsanalysen in dieser Studie habe ich ausschlieSlich mit dem Human Genome
Array U133A der Firma Affymetrix durchgefiihrt. Mit diesem Microarray kénnen 22.238
Transkripte detektiert werden. Die Sequenzen, nach denen synthetisiert wurde, entstammen der
UniGene-DataBase (Built 133, 20.04.2001). Diese Sequenzen wurden mit Informationen zweier
weiterer Datenbanken abgeglichen und ergidnzt (,,Washington University EST Trace
Reposistory*“und ,,University of California, Santa Cruz Golden Path Human Genome Data
Base*).

2.5.3 Hybridisierung

Fiir die Hybridisierungslosung gab ich zu 15 png fragmentierter cRNA (Endkonzentration 0,05
ug/ul) schrittweise 5 pl B2-Kontrolloligonukleotide (Endkonzentration: 50 pM), 20x
Eukaryotische ~Hybridisierungs-Kontrollen  (Spike-Kontrollen bioB, bioC, bioD, cre;
Endkonzentration: 1,5 pM, 5 pM, 25 pM, 100 pM), Hering Sperm DNA (Endkonzentration: 0,1
mg/ml), Acetyliertes bovines Serum-Albumin (Endkonzentration: 0,5 mg/ml) und 2x
Hybridisierungspuffer (Endkonzentration: 1x). Den Ansatz fiillte ich danach mit DEPC-Wasser
auf 300 pl auf, mischte ihn, und inkubierte das Gemisch bei 99°C 5 min und danach direkt 5 min
bei 45°C. AnschlieBend zentrifugierte ich den Ansatz 5 min bei maximaler Drehzahl (Heraeus
Biofuge Pico, 1350 x g), um Schwebstoffe und unldsliche Partikel zu sedimentieren. Nach
Aquilibrieren der Microarrays auf Raumtemperatur, fiillte ich sie vor der Hybridisierung mit 200
ul des 1x Hybridisierungspuffers und inkubierte sie 10 min bei 45°C und 60 Umdrehungen pro
Minute im Hybridisierungsofen. Nach Entnahme des 1x Hybridisierungspuffers fiillte ich die
Microarrays mit jeweils 200 pl der Hybridisierungslosung und inkubierte sie 16 Stunden bei

45°C und 60 Umdrehungen pro Minute iiber Nacht.

2.5.4 Waschen und Fdrben

Nach 16-stiindiger Inkubation entnahm ich die Hybridisierungslosung aus den GeneChips und
fiillte sie mit jeweils 250 pl nicht-stringentem Wasch-Puffer A. AnschlieBend lud ich die
Microarrays in die Fluidics-Station (Waschstation) und unterzog sie dem automatischen Wasch-
und Fluoreszenzmarkierungsprotokoll EukGEWS2V4. Durch die dabei alternierende Inkubation
mit einer Streptavidin-Phycoerithrin (SAPE)-Losung [600 ul 2x MES-Firbe-Puffer
(Endkonzentration: 1x), 48 ul acetyliertes BSA (Endkonzentration: 2 mg/ml), 12 ul Streptavidin-
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Phycoerithrin (Endkonzentration: 10 ug/ml)] und einer Antikérperlésung [300 pl 2x MES-Farbe-
Puffer (Endkonzentration: 1x), 24 ul acetyliertes bovines Serum-Albumin (Endkonzentration: 2
mg/ml), 6 ul normaler Ziege-1gG (Endkonzentration: 0,1 mg/ml), 3,6 pul biotinylierter Antikorper
(Endkonzentration: 3 pug/ml), 266 ul Aqua dest.] sowie zwischengeschalteten Waschschritten mit
den Puffern A und B wird eine doppelte Fluoreszenzmarkierung erreicht. Hierbei bindet das
Streptavidin-Phycoerythrin sowohl an die biotinylierten Nukleotide der auf dem Chip
gebundenen cRNA als auch an die applizierten biotinylierten Antikorper. Nach der Markierung
wurden die GeneChips zum Scannen automatisch mit 250 ul Wasch-Puffer A gefiillt.

2.5.5 Scannen der GeneChips

Nach dem Waschen lud ich die Arrays in den konfokalen Argon-Laser-Scanner, der das
Fluoreszenzlabel bei einer Wellenldnge von 488 nm anregt und das emittierte Licht bei einer
Wellenldnge von 570 nm und einer Auflosung von 3 pm misst. Die Scanning-Prozedur wird
automatisch zweimal durchgefiihrt und der mittlere Lichtintensititswert als endgiltiger Wert

gespeichert.

2.6 Daten-Analyse

2.6.1 Analyse des einzelnen Microarrays und Qualitdtskontrolle

Der mit Hilfe des Scanners gemessene Lichtintensitidtswert jedes Oligonukleotides wird durch
die Microarray-Suite-Software 5.0 automatisch in eine 16-bit Bildinformation iibersetzt, in der
die Lichtintensitit in Form einer Farbkodierung dargestellt ist. Das entstehende Gesamtbild stellt
die Rohdaten des jeweiligen Experimentes dar und wird in Form des so genannten CHP-Files

gespeichert.

Die erste Uberpriifung jedes einzelnen Arrays wird mit Hilfe der von Affymetrix selbst
entwickelten Software Microarray-Suite 5.0 (MAS 5.0) weitgehend automatisch durchgefiihrt.
Die fundamentalen Analyseschritte waren im folgenden die Einteilung des Bildes in ein Raster,
die Korrektur des Hintergrundsignals, die Skalierung der mittleren Signalintensitit des
Microarrays auf einen Zielsignalwert zur Verringerung der artifiziellen Variabilitit (Per-Chip-
Normalisierung, siehe Kapitel 2.6.3) und die statistische Berechnung des singuldren Signals fiir

jedes Transkript auf dem Chip.
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Dieses singuldre Signal (so genannter ,,defection-p-value*) ist ein statistischer Wert, der ein
relatives MalB fiir die Expressionsstirke eines Transkriptes darstellt. Es beschreibt die
Wahrscheinlichkeit, mit der ein Transkript von den zugehdrigen Sonden detektiert wird. Fiir
jedes untersuchte Transkript existiert auf dem Array ein Sonden-Set von je 11 passenden
(,perfect match® oder kurz ,,PM*“) und nicht passenden (,mismatch oder kurz ,MM®)
Oligonukleotiden. Die elf PM- und MM-Sonden bilden also 11 Oligonukleotidpaare. Aus den
gewichteten Signalintensititswerten dieser 11 Oligonukleotidpaare errechnet sich in einem
Mehrschritt-Algorithmus das singuldre Signal fiir das entsprechende Transkript: Zundchst wird
durch Informationsvergleich zwischen PM- und MM-Intensitit berechnet, wie prézise jedes
einzelne der 11 Oligonukleotidpaare zwischen spezifischer und unspezifischer Hybridisierung
unterscheiden kann. Dabei gilt: Je groBer der Quotient aus PM- zu MM-Intensitit, desto
spezifischer ist die Hybridisierung des einzelnen Oligonukleotidpaares. Den errechneten Wert,
der das Verhéltnis von PM- zu MM-Intensitit widerspiegelt, bezeichnet man als so genannten
Diskriminationswert. Dieser stellt ein Signifikanzmal3 fiir das entsprechende Oligonukleotidpaar
dar. Anhand der Diskriminationswerte wird jedes der 11 Oligonukleotidpaare fiir die
Berechnung des singuldren Signals fiir das gesamte Transkript unterschiedlich gewichtet. Mit
Hilfe von definierten Schwellenwerten wird anschlieend noch festgelegt, ob das zugehorige
Transkript in dem untersuchten Gewebe als exprimiert (bzw. P fiir englisch: present) oder nicht
exprimiert (bzw. A fiir englisch: absent) eingestuft wird. Signalintensititswerte, die genau
zwischen den Schwellenwerten fiir P und A liegen, werden als marginal bezeichnet (M). Die
Festlegung fiir P, A oder M eines Transkriptes nennt man auch defection-call. Da der Prozentsatz
der als present detektierten Transkripte in Gewebe vom gleichen Typ (hier Lymphomgewebe)

etwa konstant ist, beurteilte ich diesen Parameter als zuséitzliche Plausibilitdtskontrolle.

2.6.2 GeneSpring-Software

Zur statistischen Auswertung und der vergleichenden Analyse der insgesamt 40 Microarrays

verwendete ich die Software GeneSpring Version 7.0 (Agilent).

2.6.3 Normalisierung

In biologischen Experimenten konnen nicht-biologische Faktoren zur unerwiinschten

Variabilitit der Daten fiihren. Selbst identisches Gewebe (so genannte Replikate), das mit
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unterschiedlichen Reagenzien bearbeitet und zu unterschiedlichen Zeitpunkten aufgearbeitet
wurde, kann durch diese nicht-biologischen Effekte Variabilitit aufweisen. Dariliber hinaus
konnen Menge und Qualitdt von RNA ebenso wie Farbereagenzien oder verschiedene andere
Faktoren zu weiteren ungewollt relevanten Aspekten (artifizielle Variabilitit) in der

Vergleichbarkeit von verschiedenen Microarrays werden.

Um die artifizielle Variabilitit zu minimieren und damit die erhobenen Daten untereinander
vergleichbar zu machen, habe ich vor der vergleichenden Auswertung eine mehrstufige
Normalisierung durchgefiihrt: Eine so genannte Per-Chip-Normalisierung dient dazu, die
artifizielle Variabilitdt innerhalb jedes einzelnen Microarrays zu minimieren. Die zusdtzlich
durchgefiihrte Per-Gen-Normalisierung minimiert die artifizielle Variabilitdt zwischen
verschiedenen Microarrays und hilft dadurch unterschiedliche Microarrays vergleichbar zu

machen. Eine Per-Chip-Normalisierung wird automatisch durch die Microarray-Suite-Software

der Firma Affymetrix durchgefiihrt und wird hier als global scaling bezeichnet. Die zu Grunde
liegende Uberlegung ist die Annahme, dass die mittlere Signalintensitiit eines Microarrays in
verschiedenen Experimenten ungefihr gleich ist, wenn gleiche RNA-Mengen fiir die
Hybridisierung eingesetzt werden: Beim global scaling wird fiir das Signal aller Sonden-Sets ein
bereinigter Mittelwert (trimmed mean signal) kalkuliert. Hierbei werden starke Ausreiller in
beide Richtungen aus den Daten herausgerechnet. AnschlieBend wird der bereinigte Mittelwert
auf einen vom Anwender vorher festgelegten Gesamtintensititswert (farget signal) festgelegt.
Der hierfiir festgelegte Skalierungsfaktor ergibt sich aus folgender Formel: target signal =
scaling factor x trimmed mean signal. Um eine gute Vergleichbarkeit der Microarrays
untereinander zu gewdhrleisten sollte der scaling factor allerdings bei den zu vergleichenden
Proben um weniger als den Faktor 3 differieren. Um verschiedene Microarrays miteinander
vergleichen zu konnen, muss ein weiterer Normalisierungsschritt durchgefiihrt werden. Diese

zweite Normalisierung (Per-Gene-Normalisierung) habe ich mit Hilfe der GeneSpring-Software

durchgefiihrt. Die  Per-Gene-Normalisierung  dient dem  Zweck  unterschiedliche
Detektionseffizienzen in verschiedenen Microarray-Messungen zu kontrollieren. Zu diesem
Zweck berechnete die Software den Quotienten aus der Signalintensitit fiir Gen A in Probe x

und der medianen Signalintensitét fiir Gen A aus allen Microarray-Messungen.

2.6.4 Filtern von Genen

Die Microarray-Messungen in der vorliegenden Arbeit generierten Expressionswerte von jeweils

22.283 Genen aus insgesamt 40 Microarrays. Bei gleichzeitiger Betrachtung aller Datenpunkte
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in solch grofen Datensdtzen besteht die Gefahr, dass relevante Unterschiede zwischen den
Datenpunkten im natiirlichen Rauschen (Variabilitit) der Daten verloren gehen. Aus diesem
Grund ist erforderlich, die Menge der Datenpunkte sinnvoll zu reduzieren. Basierend auf der
Uberlegung, dass Gene, die in allen Proben gleich exprimiert sind, keinen Unterschied zwischen
den Proben definieren konnen, habe ich diese Gene aus dem zu untersuchenden Datensatz in
zwei Schritten herausgefiltert: Zundchst schloss ich Gene von der weiteren Datenanalyse aus, die
in allen Proben als ,,nicht exprimiert (absent) eingestuft worden waren (GeneSpring-Funktion:
filtering genes on flags). Im nichsten Schritt habe ich Gene auf Basis des berechneten
normalisierten Expressionsstirke selektiert: Gene, deren Wert in allen Experimenten im
mittleren Expressionsbereich zwischen 0,7 und 1,3 lagen, schloss ich ebenfalls von weiteren

Analysen aus (GeneSpring-Funktion: filtering genes on expression level).

2.6.5 One way analysis of variance (ANOVA)

Nach dem Filtern testete ich die iibrig gebliebenen Gene auf ihre differentielle Gen-Expression
zwischen der Gruppe der BL/BLL und der DLBCL. Dazu habe ich die 40 Lymphomproben
zunéchst in ein Trainings-Set (20 Proben) und ein Test-Set (20 Proben) eingeteilt: Die Kriterien
fiir die Set-Einteilung sind im Ergebnisteil in Kapitel 1.3.1 (Ergebnisteil) dargestellt. Die Suche
nach differentiell exprimierten Genen habe ich zwischen den BL/BLL-Proben und den DLBCL-
Proben des Trainings-Sets vorgenommen.

Fiir die Analyse verwendete ich die ,,one way analysis of variance’ (ANOVA)-Funktion der

GeneSpring-Software. Als spezifischen statistischen Test habe ich den Student’s t-Test fir

unverbundene Stichproben eingesetzt. Getestet wird die Nullhypothese, die besagt, dass die
Mittelwerte der Genexpressionsintensititen zwischen den zwei getesteten Gruppen gleich sind.
Mit Hilfe des Student’s t-Test 1dsst sich iiberpriifen, ob sich die Differenz der beiden Mittelwerte
signifikant von 0 unterscheidet. Grundvoraussetzung ist dabei die Normalverteilung der beiden
untersuchten Grundgesamtheiten (parametrischer Test). Ich wiéhlte eine
Irrtumswahrscheinlichkeit o von 1 Prozent (entspricht p = 0,01). Fiir einen p-Wert von 0,01
ergidbe sich damit jedoch pro 10 000 getesteter Gene ein Anteil von 100 falsch positiv
differentiell exprimierten Genen. Um die Rate dieser falsch positiv identifizierten Gene gering zu
halten, fiihrte ich zusétzlich eine Multiple-Testing-Correction-Prozedur (Benjamini-Hochberg-
False-Discovery-Rate) durch *°. Die Multiple-Testing-Correction-Prozedur -Prozedur adjustiert
den p-Wert entsprechend der Menge der getesteten Gene, wobei p indirekt proportional zur

Anzahl der getesteten Gene korrigiert wird. Auf diese Weise habe ich die
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Irrtumswahrscheinlichkeit a so gewéhlt, dass die Anzahl falsch positiv identifizierter Gene < 1

Prozent betrug.

Da eine statistische t-Testung nicht ohne Angabe einer Standardabweichung moglich ist, jedoch
keine der dazu notwendigen Replikate (so genannte doppelte Gen-Expressionsmessung

derselben Lymphomprobe) vorlagen, verwendete ich das Cross-Gene-Error-Modell der

GeneSpring Software. Auf diese Weise ist eine Abschidtzung der Messprizision durch
Kombination der Variabilitidt von Genexpressionsdaten moglich und dementsprechend lésst sich
auch ein Vertrauensintervalls ohne Vorliegen von Replikaten berechnen. Das grundsétzliche
Prinzip des Cross-Gene-Error-Modells beruht darauf, dass sich die meisten Gen-
Expressionswerte in verschiedenen Experimenten nicht verdndern. Die Abweichung eines Gens
vom normalisierten Wert 1 in verschiedenen Experimenten wird dabei als Mal} fiir die

Variabilitit innerhalb der Daten angenommen und daraus eine Standardabweichung berechnet.

Um von den mittels des Student’s t-Test identifizierten differentiell exprimierten Genen die

hundert signifikantesten zu ermitteln, wéhlte ich den Fisher’s Exact Test. Dieser Test gehort in

die Gruppe der statistischen exact tests und ermittelt die Signifikanz der Assoziation zwischen

zwel Merkmalen in einem 2x2 Kontingenztafelsystem.

2.6.6 Kreuzvalidierung und Klassenprddiktion

Die Stabilitdt in der Unterscheidung zwischen BL/BLL-Proben und DLBCL-Proben anhand des

Expressionsstatus der 100 identifizierten Gene, ermittelte ich mittels einer Leave-One-Out-

Kreuzvalidierung. Bei diesem Verfahren wird jeweils eine Probe aus dem Training-Set separiert

und als Test-Probe verwendet. Anhand der Ahnlichkeit der Expressionsstirke der 100
Pradiktorgene zwischen der separierten und den restlichen Proben wird die
Gruppenzugehorigkeit der Probe vorhergesagt. Diese wird danach erneut dem Trainings-Set

zugeordnet und die restlichen Proben des Kollektivs nach dem gleichen Prinzip vorhergesagt.

Zur Vorhersage der Gruppenzugehorigkeit der Proben des Test-Sets verwendete ich das K-
Nearest-Neighbourhood-Verfahren. Dieser Algorithmus klassifiziert jede Probe des Test-Sets,
indem er die k dhnlichsten Proben des Training-Sets ermittelt. Hierbei wird die Ahnlichkeit

durch Kalkulation der Euklidischen Distanz der normalisierten Genxpressionsintensititen
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ermittelt. Die Anzahl der k d&hnlichsten Proben ist benutzerdefiniert und ich habe sie
entsprechend den Empfehlung der Softwarefirma auf 0,66 x Anzahl der Proben der kleinsten
Klasse des Training-Sets eingestellt (k=7). Da die Gruppenzugehorigkeit der ermittelten k
dhnlichsten Proben bekannt ist (Trainings-Set), kann die Probe gemél der Anzahl ihrer Voten
vorhergesagt werden. Dabei wird flir die Zugehorigkeit zu jeder Klasse ein p-Wert berechnet und
die Gewebeprobe der Gruppe mit dem kleineren p-Wert zugeordnet.

Wenn das Verhiltnis der beiden p-Werte zueinander (so genannte p-Wert-Verhéltnis) jedoch den

Grenzwert von 0,2 iiberschreitet, wird die getestete Probe als nicht vorhersagbar eingestuft.
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3 Ergebnisse

3.1 Charakterisierung der verwendeten Patientenproben

3.1.1 Tumorzellreichtum im Lymphomgewebe

Fiir die Genexpressionsanalysen wurden aus einem Pool von 294 kryokonservierten BL-, BLL-
und DLBCL-Gewebeproben 40 Proben ausgewaihlt (vgl. Kapitel 2.2.1), die - neben einer guten
RNA-Qualitdt - einen Tumorzellgehalt von mindestens 70% aufwiesen. Auf diese Weise sollte
eine mogliche Variabilitit in den gemessenen Genexpressionsprofilen minimiert werden, die
allein durch den unterschiedlichen Gehalt von nicht zum Tumor gehérenden Bystander-Zellen
verursacht werden konnte. Zur Evaluation des Tumorzellgehalts wurden von allen
Lymphomproben Gefrierschnitte angefertigt und mit Antikdrpern gegen die Markermolekiile
CD68 (Darstellung von Makrophagen), CD3 (Darstellung von T-Zellen) und CD20 (Darstellung
von B-Zellen) gefdarbt. Abbildung-1 zeigt exemplarisch die immunhistochemische Darstellung

des Tumorzellanteils einer der verwendeten Gewebeproben.

Abbildung-1: Immunhistochemische Darstellung des Bystander-Zell-Anteils im

Lymphomgewebe

Die immunhistochemische Darstellung von Makrophagen in der BerMac3-Farbung (A) und von T-Zellen in der
CD3-Farbung (B) zeigt einen geringen Anteil von Bystander-Zellen im Lymphomgewebe. Die CD20-positiven
Tumorzellen haben einen Gewebeanteil von mindestens 70%, wie die Darstellung mit Hilfe des L26-Antikorpers
zeigt (C).
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3.1.2 Diagnose anhand morphologischer und immunologischer Kriterien der WHO-
Klassifikation der malignen Lymphome

Um fiir die 40 ausgewdhlten Gewebeproben eine histologische Diagnose nach der aktuellen
WHO-Klassifikation von 2001 zu erstellen, wurde die Gewebemorphologie in Giemsa und
H&E-gefarbten Paraffinschnitten von den sechs Direktoren der deutschen Referenzzentren fiir
Lymphknotenpathologie beurteilt (Prof. Dr. H. Stein, Berlin; Prof. Dr. M.-L. Hansmann,
Frankfurt; Prof. Dr. R. Parwaresch, Kiel; Prof. Dr. A. C. Feller, Liibeck; Prof. Dr. P. Moéller,
Ulm; Prof. Dr. H. K. Miiller-Hermelink, Wiirzburg). Die Pathologen mikroskopierten die
Gewebeproben zunédchst einzeln und stellten eine Diagnose. AnschlieBend wurden die
Gewebeproben gemeinsam mikroskopiert und eine Konsensusdiagnose festgelegt, der alle
Pathologen des Panels zustimmten. Der anschlieBend mittels immunhistochemischer Farbungen
ermittelte Immunphénotyp der Proben (CD20, CD10, BCL6, BCL2, CD5 und Ki-67; siche
Material und Methoden Kapitel 2.1) bestétigte die initiale diagnostische Einordnung in allen
Féllen gemif der aktuellen WHO-Klassifikation. Die lediglich schwache Expression von BCL2
bei 3 von 16 BL/BLL fiihrte nicht zur Korrektur der urspriinglich gestellten histologischen
Diagnose.

Als klassisches Burkitt-Lymphom (kurz: BL) wurden Gewebeproben diagnostiziert, die gemil3
der WHO-Klassifikation der malignen Lymphome aus dem Jahre 2001 * folgende Merkmale
besalen:

e diffuses monotones Infiltrationsmuster mittelgroBer neoplastischer Zellen mit runden
Kernen und verklumptem Chromatin, relativ klarem Parachromatin sowie multiplen
basophilen mittelgrofen zentralstindigen Nukleolen.

e zahlreiche Mitosen und hoher Ki-67 Index (> 90%).

e zahlreiche Apoptosen

e Sternenhimmelbild (vgl. Kapitel 1.1)

e Expression von CD20, BCL6, CD10 in Abwesenheit von CD5 und BCL2 (bei n=2 Fillen
wurde eine schwache BCL2-Expression - entgegen der WHO-Klassifikation - nicht als
Ausschlusskriterium betrachtet, da alle anderen diagnostischen Kriterien eindeutig erfiillt
waren)

Die Diagnose atypisches BL (auch Burkitt-like-Lymphom genannt; kurz: BLL) ebenfalls

gemiB der WHO-Klassifikation der malignen Lymphome aus dem Jahre 2001 ° nach

folgenden Kriterien vergeben:
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e MittegroBe BL-Zellen mit hohem mitotischen Index und zahlreichen Apoptosen, jedoch
groBBerer Pleomorphismus der Tumorzellen beziiglich Zellkerngréfe und -form sowie
einer geringeren Anzahl an Nukleolen.

e Expression von CD20, BCL6 und CD10 sowie ein Ki-67 Index von nahezu 100% bei
gleichzeitiger Abwesenheit der Expression von BCL2 und CD5 (eine schwache BCL2-
(n=1) bzw. CD5-Expression (n=3) wurde - entgegen der WHO-Klassifikation - nicht als
Ausschlusskriterium betrachtet, da alle anderen diagnostischen Kriterien eindeutig erfiillt
waren).

Als diffuses groBzelliges B-Zell-Lymphom wurden gemi3l der WHO-Klassifikation der
malignen Lymphome aus dem Jahre 2001 ** Gewebeproben mit folgenden Charakteristiken
diagnostiziert.

o ZellkerngroBe mehr als zweimal so groB3 wie in normalen Lymphozyten

e Expression von CD20, sowie variable Expression von BCL6, CD10, BCL2 , CD5

e Hohe Proliferationsrate ermittelt mittels Ki-67-Farbung (gewohnlich > 40%, in einigen
Féllen moglicherweise > 90).

Alle histologischen Diagnosen wurden ohne Kenntnis der zytogenetischen Befunde erstellt.

Unter Anwendung der oben genannten WHO-Kriterien wurden insgesamt 10 der 40
Lymphomproben (25%) als klassisches BL, 6 Gewebeproben als atypisches BL (15%), 23
Proben (60%) als DLBCL und eine Probe (2%) als nicht weiter klassifzierbares aggressives B-
NHL  diagnostiziert. Die histologische Diagnose sowie die Ergebnisse der

immunhistochemischen Farbungen sind in Tabelle-3 zusammengefasst.

3.1.3 Genetische Analysen der Lymphomproben

Die Ergebnisse der mittels FISH-Technik durchgefiihrten genetischen Analysen der 40

Gewebeproben (Analysen an paraffinfixiertem Gewebe) wurden freundlicherweise von Herrn
Prof. Dr. R. Siebert aus dem Institut fiir Humangenetik der Universitit Kiel zur Verfiigung
gestellt und waren nicht Gegenstand dieser Arbeit. In Kiel wurden Sonden fiir den IGH, IGK,
IGL und den MY C-Lokus verwendet.

Von den 40 Lymphomen wiesen 19 Lymphome eine Fusion des MYC-Gens mit einem der
Immunglobulinloki auf (im Folgenden IG-MYC genannt, vgl. auch Kapitel 1.1), eine der

Gewebeproben zeigte eine Fusion des MYC-Gens mit einem nicht-Immunglobulinlokus (Non-
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IG-MYC) und 20 Lymphome wiesen keine Translokation des MYC-Gens auf. Der MYC-
Translokationsstatus der Gewebeproben ist in Tabelle-3 den jeweiligen morphologischen und

immunphénotypischen Charakteristika der Gewebeproben gegeniibergestellt.

3.1.4 Diagnostische Einordnung unter Verwendung aller WHO-Diagnosekriterien:
Histologie, Immunologie und Genetik

Insgesamt ergab sich eine Zahl von 10 Lymphomen, die histologisch/immunologisch einem BL
und 6 Lymphome, die histologische einem BLL entsprachen und gleichzeitig eine IG-MYC-

Translokation aufwiesen (diese Gewebeproben werden im Folgenden als MYC-positive BL

(n=10) bzw. MY C-positive BLL (n=6) bezeichnet). Insgesamt 23 Lymphome erfiillten alle oben

dargestellten WHO-Kriterien fiir ein DLBCL. Dabei wiesen 20 dieser 23 Gewebeproben einen
negativen MY C-Translokationsstatus auf (im Folgenden MY C-negative DLBCL genannt). Drei

der 23 DLBCL zeigten einen positiven Nachweis einer IG-MYC-Translokation (im Folgenden
MY C-positive DLBCL genannt).

Eine der 40 untersuchten Proben zeigte das histologische Bild eines nicht genauer
klassifizierbaren aggressiven B-NHL und war in der zytogenetischen Analyse positiv flir eine

IG-MYC-Translokation (im Folgenden MY C-positives nicht klassifizierbares aggressives B-

NHL genannt).
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Abbildung-2: Histologische Diagnose eines Burkitt-Lymphoms (BL)
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Das Burkitt-Lymphom zeigt in der Giemsa-Féarbung (A, VergroBerung) ein typisches Sternenhimmelbild und weist
immunhistochemisch eine deutliche Oberflichenexpression fiir CD20 (B) und CD10 (C), jedoch Negativitat fiir
BCL2 (E) auf (die wenigen positiven Zellen stellen BCL2-positive T-Zellen als interne Positivkontrolle dar). Die
Kerne sind positiv fiir BCL6 (D) und es zeigt sich eine hohe Wachstumsfraktion (95%) in der Ki-67-Farbung (F).
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Tabelle-3:  Histologische Diagnose und Ergebnisse immunhistochemischer Farbungen

Proben-ID/ CD20 CD10 BCL6 BCL2 Ki-67* MYC-
morphol.- Status
Diagnose

MPI-017 BL pos pos pos neg 99 pos
MPI-032 BL pos pos pos pos 99 pos
MPI-033 BL pos pos pos neg 97 pos
MPI-077 BL pos pos pos neg 95 pos
MPI-079 BL pos pos pos neg 90 pos
MPI-080 BL pos pos n.v. pos 90 pos
MPI-084 BL pos pos pos neg 95 pos
MPI-085 BL pos pos pos neg 90 pos
MPI-089 BL pos pos pos neg 99 pos
MPI-114 BL pos pos pos neg 90 pos
MPI-001 BLL pos pos pos neg 97 pos
MPI-002 BLL pos pos pos neg 99 pos
MPI-027 BLL pos pos pos pos 98 pos
MPI-043 BLL pos pos pos neg 99 pos
MPI-044 BLL pos pos pos neg 97 pos
MPI-082 BLL pos pos pos neg 90 pos
MPI-006 DLBCL pos pos n.v. pos 90 neg
MPI-008 DLBCL pos neg pos pos 75 neg
MPI-009 DLBCL pos neg neg pos 75 neg
MPI-010 DLBCL pos neg n.v. neg 80 neg
MPI-013 DLBCL pos neg Vo neg 80 neg
MPI-018 DLBCL pos pos pos neg 99 pos
MPI-034 DLBCL pos pos pos pos 98 pos
MPI-039 DLBCL pos neg pos pos 60 neg
MPI-040 DLBCL pos neg neg pos 55 neg
MPI-063 DLBCL pos neg n.v. neg n.v. neg
MPI-065 DLBCL pos pos pos neg 75 neg
MPI-073 DLBCL pos neg pos pos 70 neg
MPI-074 DLBCL pos neg pos pos 70 pos
MPI-087 ag.B-NHL pos pos pos neg 99 pos
MPI-113 DLBCL pos pos pos pos 90 neg
MPI-118 DLBCL pos neg pos pos 80 neg
MPI-119 DLBCL pos pos pos pos 70 neg
MPI-130 DLBCL pos neg neg pos 80 neg
MPI-132 DLBCL pos neg neg pos 75 neg
MPI-133 DLBCL pos neg neg pos 99 neg
MPI-134 DLBCL pos neg pos neg 85 neg
MPI-135 DLBCL pos neg neg pos 99 neg
MPI-136 DLBCL pos neg neg pos 95 neg
MPI-006 DLBCL pos pos n.v. pos 90 neg

BL= Burkitt-Lymphom; BLL = Burkitt-like-Lymphom; DLBCL = diffuses groB3zelliges B-Zell-Lymphom; ag.B-
NHL = aggressives B-Zell-Non-Hodgkin-Lymphom; pos = Tumorzellen positiv; neg = Tumorzellen negativ; n.v.
=nicht vorhanden (nicht ausreichend Gewebematerial); * Prozentzahlen positiver Tumorzellen
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3.2 Qualitatskontrolle der Probenaufarbeitung und der Microarrays

3.2.1 Analyse der Gesamt-RNA- und cRNA-Qualitdit der Lymphomproben

Aus den verwendeten 40 Gewebeproben konnten jeweils mindestens 5 pug Gesamt-RNA isoliert
werden (vgl. Kapitel 2.2.1). Somit stand fiir die verwendeten 40 Gewebeproben die erforderliche
Menge Gesamt-RNA zur Einsetzung in die IVT zur Verfiigung. Die kapillarelektrophoretische
Auftrennung eines Aliquots der Gesamt-RNA im Agilent Bioanalyzer belegte die hochwertige
RNA-Qualitit in den verwendeten 40 Proben: Alle 40 in die Studie eingeschlossenen
Gewebeproben wiesen die typische Konfiguration der 18S und 23S RNA-Peaks sowie zufrieden
stellende Peak-Flachenratios um den Wert 2 auf, deren Anwesenheit einen geringen
Degradationsgrad der mRNA anzeigen. In Abbildung-3 ist das Bioanalyzer-Profil einer
hochwertigen RNA-Probe exemplarisch einer RNA-Probe mit starker Degradation
gegeniibergestellt, die vormals im Rahmen des 2. Schrittes des Auswahlprozesses von der Studie
ausgeschlossen worden war (vgl. Kapitel 2.2.1). Aus der isolierten Gesamt-RNA wurde in allen

Féllen mindestens 15 pg markierte cRNA (photometrische Messung) als Produkt der IVT

gewonnen, womit die von Affymetrix geforderte cRNA-Menge fiir die Microarray-
Hybridisierung bei allen Proben zur Verfligung stand. Vor der Hybridisierung wurde eine
erneute kapillarelektrophoretische Auftrennung der cRNA im Agilent Bioanalyzer sowohl vor als
auch nach der Fragmentierung durchgefiihrt. Bei allen Messungen belegte das Bandenmuster die

erfolgreiche IVT und Fragmentierung (vgl. Kapitel 2.4.8).

Abbildung-3: Gegentiberstellung von qualitativ guter versus qualitativ schlechter

Total-RNA im Agilent Bioanalyzer (Kapillarelektrophorese)
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Dargestellt ist die Fluoreszenzintensitit in Abhdngigkeit von der Elektrophoresezeit. Profil A zeigt gute RNA-
Qualitdt, mit deutlich erkennbaren 18S- und 23S-RNA-Peaks. Dagegen zeigt sich in Profil B eine deutliche RNA-
Degradation - erkennbar an vielen unterschiedlich gro3en Fragmenten (Gewebeprobe wurde nicht verwendet).
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3.2.2 Qualitdtskontrollen der Microarrays

Zwecks Qualitdtskontrolle und zur Sicherung der Vergleichbarkeit der GeneChip-Experimente,
wurde in allen 40 Experimenten eine Reihe von Kontrollen in den Versuchsablauf integriert:
Eine interne Qualitdtskontrolle der verwendeten Proben-RNA und ihrer Aufarbeitung (IVT)

erfolgte durch die Evaluation von Haushaltsgenen (housekeeping genes), die in allen humanen

Zellarten weitgehend gleichmiBig exprimiert werden. Auf dem verwendeten Affymetrix
GeneChip U133A werden zu diesem Zweck die Gene GAPDH (glyceraldehyd-3-phosphate-
dehydrogenase), ACTB (beta-actin) und ISGF-3 (interferon-stimulated-transcription-factor-3)
verwendet. Die Sondensitze fiir diese Gene sind auf dem Microarray fiir die jeweiligen Bereiche
des 3’-Endes, des 5’~Endes und der Mitte des Transkriptes gestaltet, wobei das Verhiltnis der
3’-Signalintensititen zu den 5’-Signalintensititen Auskunft {iber den Degradationszustand der
Proben-RNA gibt. Bei allen verwendeten Proben ergaben sich vom Hersteller empfohlene 3°/5°—
Ratios < 3, die eine hochwertige Qualitét der urspriinglich in die IVT eingesetzten Gesamt-RNA
anzeigen. Lediglich die in fritheren Arbeiten beschriebene konstant >3 liegende 3°/5’-Ratio fiir
das Haushaltsgen ISGF-3 fand sich auch in dieser Arbeit in allen Proben wieder. Eine Ursache
konnte auch an dieser Stelle nicht ausgemacht werden, wobei der Wert nicht mit dem
Degradationsgrad der RNA (Kapillarelektrophorese) korrelierte. Aus diesem Grund wurde
diesem Befund keine weitere Beachtung geschenkt.

Die Qualitdtssicherung der Arbeitsschritte Hybridisierung, Waschen und Féarben erfolgte durch

Zugabe definierter Mengen von Kontrollgen-RNA (prokaryotische Hybridisierungskontrollmix =

spike controls) zur Hybridisierungslosung (vgl. Kapitel 2.5.3): Alle vier synthetisch hergestellten
Transkripte BioB, BioC, BioDn (bakterielle Gene von Escherichia Coli), sowie das Transkript
CreX (Rekombinase des Bakteriophagen P1) waren in allen 40 Experimenten detektierbar.

Zusitzlich zu den prokaryotischen Hybridisierungskontrollen werden auflerdem so genannte B2-

Oligonukleotide in den Hybridisierungscocktail gegeben (vgl. Kapitel 2.5.3). Auch diese stellen

Positivkontrollen dar, deren entsprechende Sondensets am duBlersten Rand des Arrays
angeordnet sind. Zwischen zwei Perfect-Match-Sondensets (vgl. Kapitel 2.6.1) ist jeweils ein
Mismatch-Sondenset angeordnet, so dass sich am Rande des Arrays ein schachbrettartiges
Fluoreszenzmuster ergibt. Dieses Fluoreszenzmuster fungiert als visuelle Kontrolle des
Microarrays, und konnte in allen untersuchten Féllen nachgewiesen werden. Unter
Berticksichtigung der angefiihrten Kontrollen geniigten alle GeneChip-Experimente den

Qualititskriterien und konnten fiir die weitere Auswertung verwendet werden.
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Die fiir die Vergleichbarkeit der GeneChips vom Hersteller geforderte geringe Differenz des fiir

die verschiedenen Arrays errechneten Scaling-Faktors (vgl. Kapitel 2.6.3) war bei allen Proben

erfiillt (Unterschiede < Faktor 3). Die Anzahl der als positiv detektierten Transkripte (present,

vgl. Kapitel 2.6.1) belief sich in allen verwendeten Proben auf etwa 40%.

3.3 Entwicklung eines 100 Markergene umfassenden Pradiktors und
Vorhersage einer molekularen Diagnose

In dieser Arbeit wurde untersucht, ob sich eine Gruppe von Genen identifizieren lédsst (so
genannte differentiell exprimierte Gene), anhand deren Expressionsstatus sich aggressive B-
NHL differentialdiagnostisch in BL/BLL bzw. DLBCL unterteilen und diagnostisch vorhersagen
lassen. Dazu wurde folgendermallen vorgegangen: Zunichst wurden die 40 Gewebeproben von
aggressiven B-NHL in zwei gleich groBe Gruppen - ein Training-Set und ein Test-Set -
eingeteilt. Fiir das Training-Set wurden Lymphomproben ausgewdhlt, bei denen eine
differentialdiagnostische Einordnung in entweder BL/BLL oder DLBCL mit herkdmmlichen
diagnostischen Mitteln moglich war (Konsensusdiagnose aller sechs
Lymphknotenreferenzpathologen und Erfiillung aller Kriterien der WHO-Klassifikation, siche
Kapitel 3.1.2 und 3.1.4). Innerhalb des Training-Sets wurden Gene identifiziert, die zwischen
den beiden diagnostisch vorgegebenen Lymphomgruppen differentiell exprimiert waren. Anhand
des Expressionsstatus der identifizierten Gene wurde anschliefend eine ,,molekulare Diagnose*

fiir die Lymphomproben des Test-Sets vorhergesagt.

3.3.1 Einteilung der Lymphomproben in ein Training- und Test-Set

Fiir das Training-Set wurden ausschlieBlich Gewebeproben verwendet, bei denen die sechs
Lymphknotenreferenzpathologen eine einheitliche Konsensusdiagnose festgelegt hatten und die
alle diagnostischen Kriterien der WHO-Klassifikation erfiillten (vgl. Kapitel 3.1.2 und 3.1.4):
Von den insgesamt 16 MY C-positiven BL/ MYC-positiven BLL wurden fiir das Training-Set 10
Proben zufillig ausgewihlt. Ebenso wurden von den 20 MYC-negativen DLBCL 10
Gewebeproben zufillig fiir das Training-Set ausgewéhlt (MY C-positive DLBCL wurden nicht
fiir das Training-Set
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Tabelle-4:  Morphologische, immunphanotypische und genetische Eigenschaften der

Lymphomproben des Training-Sets

Proben-ID/ CD20 CD10 BCL6 BCL2 Ki-67* MYC-
Morphologie Transl.
MPI-085 BL pos pos pos neg 90 pos
MPI-077 BL pos pos pos neg 95 pos
MPI-079 BL pos pos pos neg 90 pos
MPI-080 BL pos pos n.v. pos 90 pos
MPI-033 BL pos pos pos neg 97 pos
MPI-044 BLL pos pos pos neg 97 pos
MPI-082 BLL pos pos pos neg 90 pos
MPI-043 BLL pos pos pos neg 99 pos
MPI-001 BLL pos pos pos neg 97 pos
MPI-002 BLL pos pos pos neg 99 pos
MPI-113 DLBCL pos pos pos pos 90 neg
MPI-073 DLBCL pos neg pos pos 70 neg
MPI-118 DLBCL pos neg pos pos 80 neg
MPI-119 DLBCL pos pos pos pos 70 neg
MPI-063 DLBCL pos neg n.v. neg n.v. neg
MPI-040 DLBCL pos neg neg pos 55 neg
MPI-039 DLBCL pos neg pos pos 60 neg
MPI-008 DLBCL pos neg pos pos 75 neg
MPI-009 DLBCL pos neg neg pos 75 neg
MPI-136 DLBCL pos neg neg pos 95 neg

BL= Burkitt-Lymphom; BLL=Burkitt-like-Lymphom; DLBCL=diffuses groBzelliges B-Zell-Lymphom;
pos = Tumorzellen positiv; neg = Tumorzellen negativ; n.v. = nicht vorhanden (nicht ausreichendes
Gewebematerial); * Prozentzahlen positiver Tumorzellen; MY C-Transl. = MY C-Translokation

ausgewdhlt, um der Tatsache gerecht zu werden, dass die MYC-Translokation klassischerweise
ein charakteristisches Merkmal des BL darstellt und nur in einer Minderheit von DLBCL
gefunden wird *°, vgl. Kapitel 1.3).

Die {iibrigen 20 Gewebeproben wurden in das ZTest-Set eingeschlossen: Dies beinhaltete
dementsprechend sechs MYC-positive BL/BLL, zehn MYC-negative DLBCL, drei MYC-
positive DLBCL sowie das MY C-positive nicht weiter klassifizierbare aggressive B-NHL.

3.3.2 Identifikation von 2115 differentiell exprimierten Genen zwischen BL/BLL und
DLBCL innerhalb des Training-Sets

Um Gene zu identifizieren, die innerhalb des Training-Sets zwischen den BL/BLL und DLBCL
aggressiven B-NHL differentiell exprimiert werden, wurde die GeneSpring Software verwendet:

Der erste Analyseschritt umfasste den Ausschluss von Genen, die in keiner der 20
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Gewebeproben exprimiert wurden (n=7180) bzw. in allen Proben einen normalisierten
Expressionswert zwischen 0,7 und 1,3 aufwiesen (n=3545) (vgl. Kapitel 2.6.4). Im zweiten
Analyseschritt wurden die verbliebenen 11558 Gene (urspriinglich 22 283) unter Anwendung
des Student’s t-Test auf differentielle Expression zwischen den beiden diagnostischen Gruppen
getestet (p=0,01). Durch gleichzeitige Anwendung einer Multiple Testing Korrektur (Benjamini
and Hochberg False Discovery Rate) konnte der Anteil an falsch positiv differentiell

exprimierten Genen auch in diesem sehr grolen Datensatz unter 1 Prozent gehalten werden.

Unter Anwendung der oben genannten Kriterien konnten zwischen den beiden
Lymphomgruppen des Training-Sets insgesamt 2115 signifikant differentiell exprimierte Gene
gefunden werden. Um eine iiberschaubare Anzahl von Genen zu erhalten, wurden von diesen die
100 signifikantesten mittels des Fisher’s Exact-Test ermittelt. Alle 100 identifizierten Gene
zeigten einen p-Wert < 0,0076 auf (vgl. Tabelle-5).
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Tabelle-5:  Top-100-Markergene, die zwischen BL- und DLBCL-Gruppe des Training-Sets

differentiell exprimiert waren.

Gen-Name Affymetrix- P-Wert
Annotation
tumor necrosis factor receptor superfamily, member 5 215346_at 0,00004
guanine nucleotide binding protein (G protein), gamma 10 201921 _at 0,00004
major histocompatibility complex, class Il, DQ alpha 1 212671_s_at 0,00005
major histocompatibility complex, class Il, DR beta 3 215193_x_at 0,00005
leukocyte-associated Ig-like receptor 1 210644 _s_at 0,00005
dual specificity phosphatase 3 (vaccinia virus phosphatase VH1-related) 201537_s_at 0,00005
formyl peptide receptor 1 205119_s_at 0,00005
major histocompatibility complex, class I, B 208729 _x_at 0,00005
Src-like-adaptor 203760_s_at 0,00005
chromosome 22 open reading frame 4 33778_at 0,00006
CD83 antigen (activated B lymphocytes, immunoglobulin superfamily) 204440 _at 0,00006
myeloid cell nuclear differentiation antigen 204959 at 0,00007
zd24d07.s1 Soares_fetal_heart NbHH19W 205298_s_at 0,00007
pim-1 oncogene 209193 at 0,00007
erythrocyte membrane protein band 4.1-like 3 211776_s_at 0,00007
leukocyte immunoglobulin-like receptor, subfamily B 211336_x_at 0,00007
formin binding protein 1 212288 _at 0,00007
small nuclear ribonucleoprotein polypeptide E 203316_s_at 0,00007
TNFRSF1A-associated via death domain 1729 _at 0,00007
S100 calcium binding protein A6 (calcyclin) 217728 at 0,00007
tumor necrosis factor, alpha-induced protein 3 202643_s_at 0,00007
caspase 1, apoptosis-related cysteine protease 211366_x_at 0,00008
docking protein 1, 62kDa (downstream of tyrosine kinase 1) 216835_s_at 0,00008
ATPase, H+ transporting, lysosomal 9kDa, VO subunit e 200096 _s_at 0,00008
FN5 protein 219806_s_at 0,00008
major histocompatibility complex, class I, F 221875_x_at 0,00008
major histocompatibility complex, class I, F 221978_at 0,00008
single-stranded DNA binding protein 2 203787_at 0,00008
rabconnectin-3 212820_at 0,00009
SWI/SNF 208793_x_at 0,00009
host cell factor 2 219484 _at 0,00009
tumor necrosis factor receptor superfamily, member 5 205153 s_at 0,00009
chromosome 1 open reading frame 38 210785_s_at 0,00009
transcription factor 3 209153 s at 0,00009
Pleckstrin 203471_s_at 0,00009
Homo sapiens cDNA clone IMAGE:2776565 222281 s _at 0,00010
metallothionein-IF 210524 x_at 0,00010
chromosome 2 open reading frame 17 222129 at 0,00010
SLAM family member 8 219385_at 0,00011
tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 13 209500 x_at 0,00011
biliverdin reductase A 203773 _x_at 0,00011
major histocompatibility complex, class I, A 213932 x_at 0,00011
echinoderm microtubule associated protein like 2 204398 _s_at 0,00011
ceroid-lipofuscinosis, neuronal 2, late infantile 200743_s_at 0,00011
SLAM family member 8 219386_s_at 0,00011
neutrophil cytosolic factor 2 209949 at 0,00011
not named 201042_at 0,00011
hypothetical protein FLJ20477 51146 _at 0,00011
selenophosphate synthetase 1 208939_at 0,00012
nac51f11.x1 NCI_CGAP_Brn23 213373_s_at 0,00012
heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A3 211929_at 0,00012
caspase 1, apoptosis-related cysteine protease 209970 x_at 0,00012
Sjogren syndrome antigen A1 204804 _at 0,00012
leukocyte immunoglobulin-like receptor, subfamily B 210225 x_at 0,00012
CD58 antigen, (lymphocyte function-associated antigen 3) 211744 _s_at 0,00013
centaurin, alpha 1 90265_at 0,00013
KIAA0980 protein 207705_s_at 0,00013
Transcribed sequence with strong similarity to protein ref:NP_065136.1 219737 _s_at 0,00013
gamma-glutamyltransferase 1 208284 _x_at 0,00013
lectin, galactoside-binding, soluble, 3 (galectin 3) 208949 s at 0,00013
WD repeat and SOCS box-containing 2 201760_s_at 0,00013
SWI/SNF 212257 _s_at 0,00013
tumor rejection antigen (gp96) 1 200599 s_at 0,00013
karyopherin (importin) beta 3 211954 s at 0,00013
complement component 1, g subcomponent binding protein 208910_s_at 0,00013
hypothetical protein FLJ23231 218810 at 0,00013
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Gen-Name Affymetrix- P-Wert

Annotation
SH3-domain binding protein 5 (BTK-associated) 201810_s_at 0,00014
KIAA1201 protein 212906_at 0,00014
homeo box C6 206858_s_at 0,00014
caspase 4, apoptosis-related cysteine protease 213596 at 0,00014
TNFAIP3 interacting protein 1 207196_s_at 0,00014
PHD finger protein 15 212660_at 0,00014
ADP-ribosylation factor GTPase activating protein 3 202211_at 0,00014
cytoskeleton related vitamin A responsive protein 200760 _s_at 0,00015
gamma-glutamyltransferase 1 211417_x_at 0,00015
vacuolar protein sorting 33B (yeast) 44111_at 0,00015
tumor necrosis factor receptor superfamily, member 6 204781_s_at 0,00015
ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase 4 204160_s_at 0,00015
myristoylated alanine-rich protein kinase C substrate 201669_s_at 0,00031
surfactant, pulmonary-associated protein B 209810 _at 0,00031
KIAA0274 203656_at 0,00031
sorting nexin 11 53912_at 0,00048
microphthalmia-associated transcription factor 207233_s_at 0,00048
hepatocellularcarcinoma-associated antigen HCA557a 213861_s_at 0,00049
|I-mfa domain-containing protein 217599 _s_at 0,00050
TAP binding protein (tapasin) 208829_at 0,00053
iduronate 2-sulfatase (Hunter syndrome) 202439_s_at 0,00055
IL-13Ralpha 211612_s_at 0,00056
solute carrier family 23 (nucleobase transporters), member 2 209237_s_at 0,00056
galactosidase, beta 1 201576_s_at 0,00061
SP140 nuclear body protein 207777_s_at 0,00062
3-hydroxymethyl-3-methylglutaryl-Coenzyme A lyase 202772_at 0,00062
ras responsive element binding protein 1 203704_s_at 0,00062
PRO2275 mRNA, complete cds 211429 s at 0,00063
paternally expressed 10 212094 _at 0,00122
matrin 3 200626_s_at 0,00126
Epstein-Barr virus induced gene 2 205419 _at 0,00132
methionine sulfoxide reductase B 218773 s_at 0,00141
hypothetical protein LOC283537 214719 at 0,00760

3.3.3 Diagnosevorhersage der Lymphomproben mittels 100 differentiell exprimierten
Genen (Markergenprddiktor)

Mit den als differentiell exprimiert identifizierten 100 Genen hat man einen Satz von
Markergenen an der Hand, mit denen sich BL/BLL von DLBCL unterscheiden lassen sollten.
Um diese Hypothese zu iiberpriifen bzw. die Vorhersage-Prazision der 100 Gene in Bezug auf
die Gruppenzugehorigkeit der Lymphomproben des Training-Sets zu testen, wurde eine Leave-
One-Out-Kreuzvalidierung des Training-Sets durchgefiihrt (vgl. Kapitel 2.6.5): Jeweils eine der
Proben des Datensets wird isoliert betrachtet und - basierend auf ihrer Markergenexpression -
eine Klassenzuordnung zu einer der durch die restlichen Lymphomproben definierten
diagnostischen Gruppe vorgenommen. Dieses Verfahren wird solange wiederholt bis fiir jede
Gewebeproben des Sets eine Klassenpradiktion vorliegt. Verglichen mit der vorgegebenen
WHO-Diagnose ergab die Markergenpridiktion eine Ubereinstimmung in allen 20 Fillen
(100%). Die Beziehung zwischen Genexpression der hundert Markergene und

Gruppenzugehorigkeit der 20 Lymphomproben des Training-Sets ist in Abbildung-4 dargestellt.
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Abbildung-4: Kreuzvalidierung des Training-Sets an 20 Lymphomgewebeproben

Kreuzvalidierung
DLBCL
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Die Abbildung zeigt die Beziehung zwischen Expressionsstatus von 100 Markergenen und Zugehorigkeit zu einer
diagnostischen Gruppe. Rote Areale markieren verstarkte und blaue Areale verminderte Genexpression, wobei jede
Sdule eine Gewebeprobe und jede Reihe ein einzelnes Gen reprasentiert. Die Farbskala rechts im Bild zeigt die

relative Genexpressionsstirke an.
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Nachdem mit Hilfe der Leave-One-Out-Kreuzvalidierung die Vorhersage-Préazision der 100
Markergene gesichert war, wurde anschlieBend die Diagnose der 20 Gewebeproben des Test-Sets
mit Hilfe des K-Nearest-Neighbour-Algorithmus der GeneSpring-Software vorhergesagt. Dieser
Algorithmus berechnet die Ahnlichkeit (auf Basis der Euklidischen Distanz) zwischen der zu
vorhersagenden Probe und den vordefinierten Gruppen des Training-Sets in Bezug auf die
Expressionsstatus der 100 Markergene. Hierbei wird fiir die Zugehdrigkeit der Probe zu einer der
beiden Klassen je ein p-Wert kalkuliert. Nur wenn das Verhiltnis der beiden p-Werte < 0,2
betrug (p-Wert-Ratio<0,2), wurde fiir die Probe die Zugehdrigkeit zu einer der Klassen
vorhergesagt. Proben mit einer p-Wert-Ratio > 0,2 wurden als nicht klassifizierbar eingestuft.

Die Ergebnisse der Markergenklassenpréadiktion sind in Abbildung-5 dargestellt. Es ergab sich
folgende Konstellation: Die 20 Fille des Test-Set zeigten eine sehr hohe Kongruenz zwischen
WHO-Diagnose und Markergenklassenpradiktion. Von den 6 der 20 Gewebeproben, bei denen
alle diagnostischen Kriterien der aktuellen WHO-Klassifikation fiir ein BL erfiillt waren
(Histomorphologie; Immunphidnotyp und MYC-Translokationsstatus = MYC-positive BL)
wurden alle sechs in der Markergenpridiktion als BL vorhergesagt (6/6; 100%). Von den 10
MY C-negativen DLBCL (Histologie/Immunologie: DLBCL; keine MY C-Translokation) bzw.
den drei MYC-positiven DLBCL wurden insgesamt acht (8/13; 62%) als Markergen-DLBCL
vorhergesagt und vier (4/13; 31%) als Markergen-BL (von denen drei eine MY C-Translokation
aufwiesen) eingeordnet. Eine der 13 DLBCL-Proben des Test-Set sowie das MY C-positive nicht
weiter klassifizierbare B-NHL zeigten beziiglich der Markergene FEigenschaften beider
Lymphomentititen und wurden deshalb vom Markergenpradiktor als nicht klassifizierbar

eingestuft.
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Abbildung-5: Differentialdiagnostische Einordnung von 40 aggressiven

Lymphomen mittels Markergenpradiktor

A
Markergenpradiktor
3,0
2,0
1,5
1,2
1,0
B

Einordnung mittels Markergenpradiktor

BL  DLBCL BL DLBCL n.k.
10 0 6 0 0
WHO. BL BL
Diagnose peeL| O 10 (pLBcL| 4 8 1
n.k.
B-NHL 0 0 1
Training-Set Test-Set

B-Zell-

Differentialdiagnostische Einordnung von 40 BL oder DLBCL mittels Markergenpradiktor. In (A) ist der
Expressionsstatus von 100 Pradiktorgenen (Reihen) in 40 B-NHL (Spalten) dargestellt. Verwendet wurden
Genexpressionswerte aus Affymetrix-Microarray-Analysen. Die Farbskala rechts im Bild gibt die relative
Genexpressionsstiarke an. Abbildung (B) zeigt den Vergleich von Diagnose mittels Genpradiktor und WHO-

Diagnose in tabellarischer Darstellung. N.k.= nicht klassifizierbar
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3.4 Der molekulare Burkitt-Lymphom (mBL)-Priadiktor — entwickelt in der
Zusammenarbeit eines Verbundprojektes der Deutschen Krebshilfe

Durch die interdisziplindre Zusammenarbeit der Mitglieder eines Verbundprojektes der
Deutschen Krebshilfe ,,Molekulare Mechanismen bei Malignen Lymphomen® - in dessen
Rahmen auch diese Arbeit entstanden ist — wurden neben den 40 Lymphomproben aus dieser
Arbeit noch von weiteren 180 aggressiven B-NHL transkriptomweite Genexpressionsanalysen
durchgefiihrt.

Hierbei konnte eine molekulare BL-Gensignatur (mBL-Signatur) identifiziert werden, die eine
neue molekulare Definition des BL darstellt und das Spektrum der WHO-KTriterien fiir das BL
erweitert und prizisiert >'. Da die Analysen dieser Arbeit als Teil eines Verbundprojektes zur
Entwicklung der mBL-Signatur beigetragen haben, gleichzeitig aber ein eigenes Projekt
darstellen, wird an dieser Stelle eine Beschreibung des mBL-Pradiktors eingefiihrt und ein
Vergleich mit dem im Rahmen der vorliegenden Arbeit erstellten Markergenpridiktor

dargestellt.

3.4.1 Der im Rahmen eines Verbundprojektes der Deutschen Krebshilfe entwickelte
mBL-Prddiktor und Uberschneidungen mit dem Markergenprddiktor der
vorliegenden Arbeit

Zur Entwicklung der mBL-Signatur wurde von der AG Bioinformatik (Leitung Dr. Rainer
Spang) des Max-Planck Institutes fiir molekulare Genetik ein neuartiger Algorithmus (so
genannter Core-Group-Extension-Algorithmus) entwickelt *’: Basierend auf Ahnlichkeiten in
der Genexpression mit hochselektierten (s.u.) BL-Proben (zusammengefasst als Kerngruppe,
englisch: core group), identifiziert der Algorithmus andere Proben aus einem groferen
Probenkollektiv, die ein &hnliches Genexpressionsverhalten zeigen. Der Algorithmus stellt
anschlieBend eine Gruppe von Genen (Genexpressionssignatur) zusammen, die sich in dieser
erweiterten Kerngruppe dhnlich verhalten.

Als ,,Kerngruppen-BL*“ wurden acht von insgesamt 220 aggressiven B-NHL festgelegt, die
strengste Kriterien flir ein BL gemiBl der WHO-Klassifikation der malignen Lymphome erfiillten
(morphologische Einordnung eines klassischen oder atypischen BL in der Panelreview-
Begutachtung durch die Referenzpathologen, CD20+, BCL6+, CD10+, BCL2-, CD5-, Ki-67 >
95%, 1G-MYC+; Abweichungen vom Immunphénotyp wurden als absolute Ausschlusskriterien

fir die Kerngruppenzugehorigkeit aufgefasst). Die stringenten immunphénotypischen/
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diagnostischen Anforderungen fiir die Kerngruppe sollten garantieren, dass die spéter
identifizierte BL-Gensignatur nicht durch Anwesenheit von DLBCL verfilscht wird.

Der Core-Group-Extension-Algorithmus wurde zunichst an einem zufillig definierten Test-Set
(n=105) eingesetzt und es konnten 64 Gene identifiziert werden, welche die molekulare Burkitt-
Lymphom (mBL)-Signatur darstellten. Jeder Probe wurde ein mBL-Signatur-Index zwischen 0
und 1 zugeordnet, der die Ahnlichkeit zur Kerngruppe angab. Gewebeproben mit einem Index >
0,95 wurden als mBL bezeichnet und Gewebeproben mit einem Index < 0,05 als Non-mBL. Die
verbliebenen Félle (mBL-Index zwischen 0,05 und 0,95) erhielten die Bezeichnung

,.Intermedidr-Falle®.

Von den 64 Genen des mBL-Préadiktors, welche die molekulare Definition des BL darstellen,
waren 59 Gene (92%) auch in der Liste der in dieser Arbeit identifizierten 2115 differentiell
exprimierten Gene zu finden, welche die Grundlage fiir den Markergenpradiktor darstellten. Die
Uberschneidung zwischen dem Markergenpridiktor und dem mBL-Pridiktor betraf hingegen
lediglich fiinf Gene (vgl. Tabelle-6). Die Kongruenz der beiden unterschiedlichen Pridiktoren in
Bezug auf die Vorhersage einer molekularen Diagnose erwies sich als sehr hoch und ist in

Kapitel 3.6 dargstellt.

Tabelle-6:  Genlisteniiberschneidungen zwischen dem Markergen- und mBL-Pridiktor

Schnittmenge zwischen Markergenpridiktor und mBL-Pridiktor
(Gen-Name)

heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A3
tumor necrosis factor receptor superfamily, member 5

single-stranded DNA- binding protein 2

3.5 Der von Wright et. al. entwickelte Pridiktor zur Subgruppeneinteilung
von DLBCL und sein Bezug zum Markergenpridiktor

Im Jahre 2003 entwickelten Wright et al. auf Basis von Microarray-Analysen einen molekularen
Klassifikator, der es ermoglichte die Subgruppen-Zugehorigkeit eines DLBCL in GCB, ABC
oder Gruppe-3 anhand des Expressionsstatus von 16 Genen in 88% der Félle richtig
vorherzusagen (Wright-Klassifikator *). Um zu iiberpriifen ob sich diese beschriebenen

molekularen Subtypen auch an dem hier verwendeten Fallkollektiv von aggressiven B-Zell-
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Lymphomen vorhersagen bzw. identifizieren lassen, wurde der 16 Gene umfassende Wright-
Klassifikator eingesetzt. Obwohl der Wright-Klassifikator mit Hilfe einer anderen Chip-Technik
(Zwei-Farben cDNA-Chips) entwickelt worden war, ist von Wright et. al. eine Version des
Pradiktors publiziert worden, der die entsprechenden Gene des cDNA-Chips den entsprechenden
Genen auf dem Affymetrix U133A GeneChip zugeordnet hat *°. Dadurch ist ein Vergleich der
des Pridiktors mit anderen auf GeneChip U133 A entwickelten Pradiktoren moglich geworden.
Die Schnittmenge zwischen den 16 Genen des Wright-Pradiktors und den in dieser Arbeit initial
identifizierten 2115 differentiell exprimierten Genen betrug 11 Gene. Uberschneidungen
zwischen dem Wright- und dem Markergenpriadiktor umfassten zwei Gene (vgl. Tabelle-7/8).
Ein Vergleich von Gruppen-Vorhersage des Wright- und des molekularen Préidiktors dieser
Arbeit ist in Kapitel 3.6 dargestellt.

Tabelle-7/8: Uberschneidungen zwischen den in dieser Arbeit identifizierten differentiell

exprimierten Genen und dem Wright-Pradiktor

Schnittmenge zwischen 2115 differentiell exprimierten Gene und Wright-Pridiktor

(Gen-Name)
B-cell linker

ectonucleoside triphosphate diphosphohydrolase 1

Schnittmenge zwischen Markergenpridiktor und Wright-Pridiktor
(Gen-Name)

SH3-domain binding protein 5 (BTK-associated
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3.6 Vergleich der drei Microarray-basierten Pradiktoren und Eigenschaften
der diagnostisch vorhergesagten Lymphomproben

3.6.1 Markergenprdidiktion: Eigenschaften der als Burkitt-Lymphom (BL)
vorhergesagten Gewebeproben

Von den insgesamt 40 Gewebeproben (7raining- und Test-Sef) wurden mittels
Markergenpradiktor insgesamt 20 als BL (Markergen-BL) vorhergesagt. Von diesen 20
Markergen-BL stellten 16 (80%) MY C-positive BL/BLL dar (Erfiillung aller WHO-Kriterien fiir
BL oder BLL, vgl. Kapitel 3.1.4). Drei der identifizierten 20 Markergen-BL (15%) entsprachen
MY C-negativen DLBCL und eine Probe einem MY C-positiven DLBCL (vgl. Tabelle-9).

Immunphénotypisch war BCL6 und CDI10 in allen evaluierbaren Markergen-BL. Proben

konsistent exprimiert (100%). BCL2 war in den meisten Féllen negativ (15/20; 75%), auch wenn
in acht Gewebeproben einzelne positive Zellen detektiert werden konnten (5/20; 15%)

(vgl.Tabelle-9).

Der Vergleich der Klassifizierungsergebnisse zwischen Markergen- und mBL-Pridiktor ergab
eine Ubereinstimmung der molekularen Diagnose in 19 von 20 Gewebeproben (95%). Lediglich
eine Gewebeprobe unterschied sich in der molekularen Diagnose der beiden Klassifikatoren:
Hierbei handelte es sich um eine MYC-negative DLBCL-Probe, fiir die keiner der beiden
Klassifikatoren die Diagnose DLBCL vorhersagte: Der mBL-Priadiktor klassifizierte die
Gewebeprobe als intermediate case (weder der mBL- noch der Non-mBL-Gruppe zugehorig)

und der Markergenpradiktor als BL (vgl. Tabelle-9).

Alle bis auf eine der 20 Markergen-BL-Proben (19/20; 95%) wurden mittels des Wright-
Pridiktors als GCB-Typ eingeordnet. Lediglich eine der 20 (5%) Gewebeproben erwies sich
mittels des Wright-Pradiktors als Typ-III. Diese Gewebeprobe entsprach einem MY C-positivem
BL und wurde auch vom mBL-Pridiktor als mBL klassifiziert.

Der Gegeniiberstellung der Diagnosevorhersage mittels der verschiedenen Priadiktoren und der

histologischen Diagnose ist in Abbildung-6 und Tabelle-7 dargestellt.
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3.6.2 Markergenprddiktion: Eigenschaften der als diffuses grofizelliges B-Zell-
Lymphom vorhergesagten Gewebeproben

18 der 40 Gewebeproben wurden mittels Markergenpridiktor als DLBCL (Markergen-DLBCL)
vorhergesagt. 17 von 18 der Markergen-DLBCL (94%) erwiesen sich hierbei als MY C-negative
DLBCL (histomorphologisch/immunphénotypisches Bild eines DLBCL sowie kein Nachweis
einer MYC-Translokation, vgl. Kapitel 3.1.4). Eines der 18 Markergen-DLBCL (6%) entsprach
einem MY C-positivem DLBCL (histomorphologisch/ immunphénotypisches Bild eines DLBCL
und Nachweis einer MY C-Translokation, vgl. Kapitel 3.1.4), wobei es sich in diesem Fall um

eine Non-IG-MY C-Translokation handelte.
Der Vergleich der Klassenpriadiktion zwischen Markergen- und mBL-Préidiktor zeigte eine hohe
Kongruenz in diesem Kollektiv: Alle 18 Markergen-DLBCL-Proben wurden mittels mBL-

Pridiktor iibereinstimmend als Non-mBL vorhergesagt (18/18; 100%).

Die Einordnung der Markergen-DLBCL-Proben mittels Wright-Préadiktor zeigte keine eindeutige

Zuordnung zu einer der vormals beschriebenen Subgruppen des DLBCL (ABC-Signatur: n=10
(56%); GCB-Signatur: n=6 (33%); Typ-IlI-Signatur: n=2 (11%))

3.6.3 Markergenprddiktion: Eigenschaften der als ,,nicht klassifizierbar
vorhergesagten Gewebeproben

Insgesamt zwei der 40 Gewebeproben (5%) wurden mittels des Markergenprédiktors als nicht
klassifizierbar eingeordnet. Die beiden Gewebeproben verhielten sich in der Expression der 100
Gene ambivalent und zeigten Merkmale beider diagnostischer Gruppen (vgl. auch Abbildungen-
5 und -6). Eine der beiden Gewebeproben entsprach einem MY C-positivem DLBCL (IG-MYC-
Translokation). Die zweite Gewebeprobe war interessanterweise auch in der histologischen
Begutachtung durch die Referenzpathologen als nicht ndher klassifizierbares aggressives B-NHL
mit positivem Nachweis einer IG-MYC-Translokation beurteilt worden. Der mBL-Pridiktor
vergab in diesen beiden Féllen das Merkmal mBL, der Wright-Klassifikator das Merkmal Typ-
II.
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Abbildung-6: Vergleich der Diagnosevorhersage der verschiedenen Pradiktoren

Markergenpradiktor
DLBCL

3,0

2,0

1,5

1,2

1,0

0,9

mDLBCL

Differentialdiagnostische Einordnung von 40 BL oder DLBCL mittels Markergenpradiktor. Farblich ist der
Expressionsstatus von 100 Priadiktorgenen (Reihen) in 40 B-NHL (Spalten) dargestellt (Farbskala der relativen
Genexpressionsstirke rechts im Bild). Am Ober- und Unterrand ist die unterschiedliche Klassenpréadiktion mit
verschiedenen Priadiktoren farblich dargestellt. Oberrand: Markergenpréidiktor. Unterrand (von oben nach unten):
mBL-Pradiktor, histologische Diagnose, Wright-Pradiktor.
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Tabelle-9:  Morphologische, immunhistochemische, genetische und molekulare

Charakteristika von aggressiven B-NHL

Charakteristika Gesamt Markergen- Markergen- Markergen-
BL DLBCL nicht-
klassifiziert
Anzahl (%)
Total 40 20 18 2
Morphologie
BL 10 25) 10 (50) 0(0) 0 (0)
BLL 6 (15) 6 (30) 0 (0) 0 (0)
DLBCL 24 (60) 4(20) 18 (100) 1(50)
Reifes aggr. B-NHL/unklassifizierbar 1(2,5) 0 (0) 0(0) 1 (50)
CD10
Pos 22 (55) 18 (90) 2(11,1) 2 (100)
Neg 18 (45) 2 (10) 16 (88.9) 0(0)
BCLo6
Pos 33 (82,5) 20 (100) 13 (65) 2 (100)
Neg 2(5) 0 (0) 2(11,1) 0 (0)
BCL2
Pos 25 (62,5) 8 (40) 16 (88,9) 1 (50)
Neg 15 (37,5) 12 (60) 2(11,1) 1(50)
Ki-67
>90 24 (60) 20 (100) 4(22,2) 2 (100)
<90 16 (40) 0(0) 14 (27.8) 0(0)
CD5
Pos 12 (30) 7(35) 4(22,2) 1 (50)
Neg 28 (70) 13 (65) 14 (27.,8) 1 (50)
MYC-Status
IG-MYC 19 (47.,5) 17 (85) 0(0) 2 (100)
Non-IG-MYC 1(2,5) 0(0) 1(5,6) 0(0)
MYC-Neg 20 (50) 3(15) 17 (94,4) 0(0)
mBL-Signatur
mBL 21 (52,3) 19 (95) 0(0) 2 (100)
Non-mBL 18 (45) 0 (0) 18 (100) 0 (0)
Intermediate 1(2,5) 1(5) 0 (0) 0(0)
ABC/GCB
ABC 10 (25) 0(0) 10 (55.,6) 0 (0)
GCB 25 (62,5) 19 (95) 6(33.,3) 0(0)
Type 1 5(12,5) 1(5) 2(11,1) 2 (100)
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4 Diskussion

Die prizise Unterscheidung zwischen dem Burkitt-Lymphom (BL) und dem diffusen
grof3zelligen B-Zell-Lymphom (DLBCL) ist von grof3er klinischer Bedeutung, da sich die beiden
Lymphomerkrankungen prognostisch unterscheiden und dariiber hinaus unterschiedlich
therapiert werden > 27 *%¢.

Obwohl in der aktuellen WHO-Klassifikation der malignen Lymphome international einheitliche
Diagnosekriterien fiir die beiden Lymphomentititen formuliert wurden °', stellt die
Unterscheidung dieser beiden aggressiven B-NHL nach wie vor ein erhebliches
differentialdiagnostisches Problem dar: Wéhrend sich ein GroBteil der aggressiven B-NHL
anhand der WHO-Diagnosekriterien in BL und DLBCL differenzieren lassen, ist die
Unterscheidung der beiden Entitdten bei einem nicht unerheblichen Teil dieser Lymphome nicht
eindeutig und daher nicht reproduzierbar®. Diesen Sachverhalt belegte unter anderem eine
internationale  Studie des Lymphoma  Classification  Projects recht eindriicklich:
Hématopathologen kamen in nur 53 Prozent der Félle zu einer einheitlichen Diagnose bei der

Unterscheidung von klassischen BL, atypischen BL und DLBCL ®

. Eine prézise und
reproduzierbare Diagnose ist fiir die addquate Behandlung und die Prognose der Erkrankten
jedoch von entscheidender Bedeutung. Dariiber hinaus ist die Reproduzierbarkeit der
hidmatologischen Diagnosestellung fiir die Vergleichbarkeit von internationalen Studien
essentiell und bildet somit die Grundlage fiir die weitere Verbesserung der bisher etablierten
Therapie und Prognose.

Es war das Ziel dieser im Rahmen eines Verbundprojektes der Deutschen Krebshilfe
(,,Molekulare Mechanismen bei Malignen Lymphomen) entstandenen Arbeit, durch
Microarray-basierte Genexpressionsanalysen an Lymphomproben von BL und DLBCL eine

Gruppe von Genen zu identifizieren, die eine reproduzierbare differentialdiagnostische

Abgrenzung der beiden Lymphomentitidten ermoglicht.
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4.1 Unterschiede in der Entwicklung des Markergenpridiktors und anderer

molekularer Pradiktoren

Das in der vorliegenden Arbeit verwendete Probenkollektiv von 40 aggressiven B-NHL
reprasentiert einen Teil des gesamten Kollektivs eines Krebshilfe-Verbundprojektes (220 Fille).
Von diesen 40 Gewebeproben wurden genomweite Genexpressionsanalysen (Affymetrix
GeneChip U133A) erstellt. Ein Training-Set mit histologisch eindeutig diagnostizierbaren
Gewebeproben (BL/BLL n=10; DLBCL n=10), fiihrte zur bioinformatischen Identifizierung
eines 100 Gene umfassenden molekularen Pradiktors zur differentialdiagnostischen
Unterscheidung von BL und DLBCL. Die Vorhersageprizision dieses so genannten

Markergenpradiktors wurde mit Hilfe einer Leave-One-Out-Kreuzvalidierung tiberpriift und

zeigte, dass alle 20 Gewebeproben des Training-Sets richtig diagnostisch vorhergesagt worden
waren.
Dieser so entwickelte Pradiktor wurde mit den am Gesamtkollektiv des Verbundes etablierten

376465 verglichen (diskutiert in den Kapiteln 4.1.1, 4.1.2 und 4.1.3). Unterschiede in

Signaturen
der Entwicklung der beiden Signaturen bestanden - neben der GroBe des Fallkollektives - im
biostatistischen Vorgehen: Die Strategie der vorliegenden Arbeit bestand darin, zwischen
histologisch eindeutigen BL und DLBCL differentiell exprimierte Gene zu identifizieren und
andere aggressive B-NHL anhand dieser Gene der einen oder der anderen Entitdt zuzuordnen.
Die Strategie des Verbundprojektes hingegen basierte auf der Idee, eine Gensignatur zu
identifizieren, die charakteristisch fiir histologisch eindeutige BL ist und zu testen, ob andere
aggressive B-NHL diese charakteristische Gensignatur ebenfalls aufweisen (mBL-Félle) oder
nicht aufweisen (Non-mBL-Fille)’’. Wihrend in der vorliegenden Arbeit die Vorhersage der
molekularen Diagnose mittels eines frither etablierten und validierten Testverfahrens erfolgte

«“06 " yg]. Kapitel 2.6.6), entwickelten Bioinformatiker des Max-

(,,nearest neighbor analysis
Planck-Instituts fiir Molekulare Genetik Berlin ein neues statistisches Verfahren fiir den mBL-
Pradiktor (,,Core-Group-Extension-Algorithmus®). Dieser Algorithmus ermoglichte die
Berechnung eines mBL-Index, der fiir die Einordnung der Proben in mBL- (mBL-Index>95)
bzw. Non-mBL-Fille (mBL-Index<5) sowie Intermediate (mBL-Index: 5-95) diente. Trotz der
vollkommen unterschiedlichen Ansitze in der Entwicklung der molekularen Pradiktoren, zeigte
sich beziiglich der vorhergesagten molekularen Diagnose eine Ubereinstimmung von 92,5% der

hier untersuchten Fille (37 von 40 Proben, vgl. Kapitel 4.2, 4.3 und 4.4).
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Zeitgleich zur Entwicklung der oben beschriebenen Préidiktoren arbeitete eine unabhéngige
Arbeitsgruppe aus den USA um Sandeep Dave ebenfalls an der molekularen Abgrenzung des BL
vom DLBCL®’. Die Arbeiten von Dave et al. konnten exakt zum selben Zeitpunkt wie das oben
genannte Verbundprojekt zu einem Abschluss gebracht werden und resultierten in einer
,Riicken-an-Riicken-Publikation* in derselben Ausgabe des New England Journal of Medicine
°7%7 Die Gruppe um Dave et al. verfolgte zur Entwicklung ihres molekularen Klassifikators (im

Folgenden Dave-Pridiktor genannt) wiederum einen anderen biostatistischen Ansatz: Durch den

paarweisen Vergleich der Genexpressionsmuster von histologisch eindeutigen BL und den
vormals definierten molekularen Subgruppen des DLBCL* (Wright et al.) wurden differentiell
exprimierte Gene zur Unterscheidung definiert. Um der zentralen Rolle der MY C-Deregulation
im BL gerecht zu werden, wurden die oben identifizierten Gene mit so genannten MY C-Target-
Genen (Gene, die durch das MYC-Gen reguliert werden) kombiniert und daraus der endgiiltige
molekulare Klassifikator gebildet (217 Gene).

Im Folgenden sollen die Ergebnisse der Markergenpridiktion im Vergleich mit den Ergebnissen

der anderen beschriebenen molekularen Pradiktionen diskutiert werden.

4.2 Molekular definierte Burkitt Lymphome (Markergen-BL)

Mittels des Markergenpradiktors lieBen sich in dem Gesamtkollektiv von 40 aggressiven B-
NHL-Proben (7raining- und Test-Sef) 20 Gewebeproben mit einem fiir das BL
charakteristischen Genexpressionsmuster identifizieren (Markergen-BL). Dabei wurden alle 16
Lymphome, bei denen die sechs Referenzpathologen die WHO-KTriterien fiir ein BL oder BLL
eindeutig erfiillt sahen (MY C-positive BL, n=10; MY C-positive BLL, n=10), vom molekularen
Pridiktor als Markergen-BL korrekt vorhergesagt. Dieser Befund spiegelt die hohe Sensitivitét
des Markergenpréadiktors bei der Identifizierung von BL wider.

Insgesamt vier von 20 (20%) Markergen-BL wiesen jedoch eine anders lautende pathologische
Diagnose auf. Wihrend eine dieser vier Proben ein MYC-positives DLBCL darstellte
(histologisch/immunologisch: DLBCL, zytogenetisch: IG-MY C-Translokation), entsprachen drei
Proben MYC-negativen DLBCL (histologisch/immunologisch: DLBCL, zytogenetisch: keine
MY C-Translokation). Des Weiteren zeigten insgesamt 5 der 20 Markergen-BL eine Expression
des BCL2-Proteins. Es ldsst sich somit zusammentfassen, dass 5 der identifizierten Markergen-
BL Merkmale aufweisen, die gemal3 der klassischen WHO-Diagnosekriterien nicht vereinbar mit

der Diagnose eines BL gewesen wiren’. Im Zusammenhang mit diesem Befund erscheint es
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aufschlussreich, inwieweit die Klassifizerung des unabhidngigen mBL-Priadiktors mit der
Markergenpradiktion {ibereinstimmt: Hierbei zeigt sich interessanterweise eine 95%ige
Ubereinstimmung (19 von 20 Fillen) zwischen den beiden molekularen Pridiktoren (lediglich
eine der 20 Markergen-BL klassifizierte der mBL-Prédiktor als Intermedidrfall).

Die hohe Kongruenz der beiden molekularen Pradiktoren kann als gegenseitige Validierung
aufgefasst werden. Beide Pridiktoren zeigen somit unabhéingig voneinander, dass es sich bei
mindestens 2 der 3 MYC-negativen DLBCL sowie dem MY C-positiven DLBCL um BL handelt,
die mit herkdmmlichen Diagnoseverfahren bislang nicht diagnostizierbar waren. Betrachtet man
das Gesamtkollektiv aus dem genannten Verbundprojekt (n=220, davon n=44 mit mBL-
Diagnose), so bestitigen sich diese Ergebnisse auch in einem grof8eren Malistab: Insgesamt 11
von 44 (25%) identifizierten molekularen BL-Fillen wiesen eine DLBCL-Morphologie auf, vier
von 44 (9%) zeigten aullerdem einen negativen MY C-Translokationsstatus und neun von 44

Fille (20%) waren BCL2 positiv’’.

Beziiglich der morphologischen und immunphénotypischen Charakteristika von molekular
definierten BL kamen Dave et al. in ihrer vollkommen unabhéngig und zeitgleich entstandenen
Arbeit zu dhnlichen Ergebnissen: Insgesamt 7 der 53 (13%) molekular definierten BL wiesen in
der histomorphologischen Betrachtung das typische Bild eines DLBCL auf. Und ebenfalls 7 von
53 (13%) molekularen BL wiesen dariiber hinaus die Expression von BCL2 auf. Entgegen den
Ergebnissen der vorliegenden Arbeit bzw. des Verbundprojektes identifizierten Dave et al. in
ihrer Arbeit jedoch keine MYC-negativen BL®. Dieser Befund wird bei Betrachtung des
biostatistischen Vorgehens von Dave et al. zur Entwicklung ihres molekularen Priadiktors jedoch
plausibel: Da die Wissenschaftler zuvor MYC-Target-Gene als Teil ihrer molekularen BL-
Signatur selektionierten, wird der MYC-Status konsekutiv zu einem wichtigeren Kriterium fiir

die Gruppenunterteilung.

Neben der oben dargestellten genexpressionsbasierten Definition des Markergen-BL, war in
dieser Arbeit weiterhin der Frage nachgegangen worden, in welcher Bezichung das BL zu den
durch Wright et al. identifizierten molekularen Subtypen des DLBCL (GCB, ABC, Gruppe-III*,
vgl. Kapitel 1.5) steht. Wie in Kapitel 3.6.1 dargestellt erbrachte die Klassifizierung der 20
Markergen-BL durch den Wright-Pridiktor eine eindeutige Préaferenz fiir das GCB-Merkmal (19
von 20; 95%). Dieser Befund, der sich auch in dem gréferen Verbundkollektiv wieder finden
lasst (GCB: 40 von 44; 91%), scheint die schon vormals beschriebene biologische

68-71

Keimzentrums-Herkunft des BL widerzuspiegeln Die gemeinsame Expression von
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Keimzentrums-B-Zell-Genen kdnnte somit auf eine engere biologische Verwandtschaft oder eine
gemeinsame B-Zell-Differenzierungsstufe zwischen BL und GCB-DLBCL hinweisen. Die
Tatsache, dass GCB-DLBCL - ebenso wie BL - gegeniiber anderen DLBCL eine giinstigere

klinische Prognose aufweisen sollen®™ #- °" 7% 73

, unterstiitzt diese Hypothese. Der Wright-
Pradiktor stellt somit ein Instrument dar, das in aggressiven B-NHL Riickschliisse auf die
biologische Herkunft der Zellen geben kann. Die Abgrenzung des BL/BLL vom DLBCL jedoch
kann vom Wright-Pradiktor erwartungsgemél nicht geleistet werden. Gleichzeitig kann somit
die eingangs in dieser Arbeit gestellte Frage nach der biologischen Beziehung der molekularen

Subtypen des DLBCL mit dem BL als beantwortet betrachtet werden (vgl. Kapitel 1.6.3).

Zusammenfassend lésst sich feststellen, dass die WHO-Klassifikation des BL durch den in der
vorliegenden Arbeit entwickelten Markergenpriadiktor auf Lymphome mit DLBCL-
Morphologie, negativem MY C-Status sowie BCL2-Expression erweitert wird. Diese Ergebnisse
wurden durch den Vergleich mit den oben erwdhnten zeitgleich und unabhéngig entstandenen
anderen Arbeiten bestitigt. Des Weiteren ergibt die Einordnung der Markergen-BL mittels des
vormals beschriebenen Wright-Pradiktors eine klare Priferenz fiir die GCB-Gruppe und weil3t
somit auf die schon vormals beschriebene Keimzentrumsherkunft der BL hin. Eine engere

biologische Verwandtschaft zwischen dem GCB-DLBCL und dem BL ist deshalb anzunehmen.

4.3 Molekular definierte diffuse grof3zellige B-Zell-Lymphome (Markergen-
DLBCL)

Insgesamt 18 der 40 untersuchten B-NHL-Proben zeigten in der Markergenanalyse das
charakteristische Genexpressionsmuster eines DLBCL und wurden dementsprechend als
Markergen-DLBCL  klassifiziert. In allen 18 Fillen (18/18; 100%) stimmte die
Markergendiagnose mit der urspriinglichen histologischen Diagnose der Referenzpathologen
tiberein. Unter Beriicksichtigung der zytogenetischen Analysen wiesen dabei 17 von 18 Proben
(94%) keine MYC-Translokation auf (MYC-negative DLBCL), wohingegen lediglich eine
Gewebeprobe (1/18; 6%) eine MY C-positives DLBCL darstellte. In diesem Fall handelte es sich
interessanterweise jedoch nicht um eine — flir das BL typische - IG-MYC-Translokation sondern
um die Translokation des MYC-Gens an einen Non-Immunglobulin-Lokus (Non-IG-MYC).
Keines der in dieser Arbeit identifizierten Markergen-DLBCL wies also eine BL/BLL-
Morphologie bzw. eine IG-MY C-Translokation auf oder umgekehrt betrachtet: Alle B-NHL mit
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BL-Morphologie wurden vom Markergenpradiktor ebenfalls als BL klassifiziert (hingegen
zeigten 20% der Markergen-BL eine DLBCL-Morphologie, vgl. Kapitel 4.2).

Im Vergleich der molekularen Diagnosen von Markergenpridiktor und mBL-Pridiktor’’ wurden
alle 18 Markergen-DLBCL iibereinstimmend als Non-mBL vorhergesagt (Ubereinstimmung:
18/18; 100%). Diese hohe Kongruenz zwischen den unabhdngig voneinander entwickelten
Pradiktoren unterstreicht die hohe Prézision der molekularen Diagnosevorhersagen, die in dem
vorliegenden Kollektiv — wie oben dargestellt — zu 100% mit der histologischen Diagnose
ibereinstimmt. Der in dieser Arbeit beobachtete Trend, dass die BL-Morphologie sehr stark, die
DLBCL hingegen wesentlich schwécher mit der jeweils gleichnamigen molekularen Vorhersage
korreliert, lieB sich auch im Gesamtverbundkollektiv wieder finden (lediglich 3 von 128 (2%)
Non-mBL-Fillen: BL/BLL-Morphologie vs. 11 von 44 (25%) mBL-Fillen: DLBCL-
Morphologie). Die IG-MYC-Translokation wurde im Verbundkollektiv bei Fillen mit Non-
mBL-Signatur allerdings deutlich hdufiger gefunden als in der vorliegenden Arbeit (5 von 128
(4%) Non-mBL-Fillen: IG-MY C-positiv).

Wie in Kapitel 3.6.2 dargestellt brachte der Vergleich der 18 Markergen-DLBCL mit dem
Wright-Pridiktor-Merkmal® erwartungsgemiB keine priferentielle Zuordnung zu einem der
vormals beschriebenen Subgruppen des DLBCL (ABC-Signatur: n=10 (56%); GCB-Signatur:
n=6 (33%); Typ-IlI-Signatur: n=2 (11%) vgl. Kapitel 3.6.2). Dieser Befund zeigt, dass sich

Gewebeproben mit Markergen-DLBCL-Merkmal noch weiter in verschiedene molekulare
Subgruppen unterteilen lassen. Wie retrospektive Untersuchungen im Rahmen des erwihnten
Verbundprojektes zeigen, konnte diese weitere Unterteilung von klinisch-prognostischer
Bedeutung sein: Gewebeproben mit Non-mBL-Signatur und GCB-Signatur wiesen gegeniiber

Non-mBL-Fiillen mit ABC-Signatur eine signifikant lingeres Uberleben nach Chemotherapie

auf48’ 72.

Die Ergebnisse der Arbeit von Dave et al.®” zeigen beziiglich Morphologie und Zytogenetik
ahnliche Ergebnisse wie die Arbeit des erwdhnten Verbundprojektes: So fand sich in dem grof3en
Kollektiv von 242 molekular diagnostizierten DLBCL lediglich eine Gewebeprobe mit der
Morphologie eines BL/BLL und 7% der molekularen DLBCL zeigten eine MY C-Translokation.

Zusammenfassend lésst sich feststellen, dass Lymphome mit dem Markergenprofil eines DLBCL

in der vorliegenden Arbeit - in allen Féllen - auch eine DLBCL-Morphologie aufwiesen.
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Umgekehrt zeigten Gewebeproben mit DLBCL-Morphologie in 17% der Félle eine Markergen-
BL-Signatur. Wie in Kapitel 4.2 dargestellt wiesen hingegen Gewebeproben mit BL-
Morphologie in 100% der Félle auch in der Markergenpriadiktion das BL-Merkmal auf. Diese
Beobachtungen lieen sich im Trend auch in der Arbeit des Verbundprojektes und in der Arbeit
von Dave et al. wieder finden (B-NHL mit DLBCL-Morphologie und molekularem BL-Profil:
vorliegende Arbeit: 4/20 (20%); Verbundprojekt: 11/44 (25%), Dave et al.: 13/53(13%) vs.:
Gewebeproben mit BL-Morphologie und molekularem DLBCL-Profil; Markergenprédiktor:
0/20 (0%); mBL-Pradiktor: 3/128 (2%); Dave-Pradiktor: 1/45 (2%)).

Fiir die Praxis lieBe sich daraus folgende Hypothese ableiten: Eine typische BL-Morphologie
korreliert sehr gut mit der molekularen Einordnung als BL (mindestens 98% der Fille) und die
Diagnose eines BL scheint auch ohne weitere molekulare Einordnung angemessen. Liegt
hingegen die Morphologie eines DLBCL vor, verbirgt sich dahinter in etwa 20% (Median) der
Fille ein molekulares BL und eine molekulare Evaluation des Lymphoms scheint zur addquaten

Diagnosestellung unabdingbar.

Weiter ldsst sich feststellen, dass sich Gewebeproben mit der molekularen Signatur eines
Markergen-DLBCL bzw. eines Non-mBL durch Anwendung des Wright-Pradiktors weiter in
molekulare Subtypen unterteilen lassen. Angesichts der vormals beschriebenen klinischen

Relevanz dieser Einteilung®™® * 72

erscheint die Moglichkeit einer Kombination des
Markergenpradiktors bzw. des mBL-Priadiktors mit dem Wright-Pradiktor in weiterfiihrenden

Analysen priifenswert.

4.4 Molekular nicht-klassifizierbare aggressive B-Zell-Non-Hodgkin
Lymphome (nicht klassifizierbare B-NHL)

Nicht alle 40 Gewebeproben der vorliegenden Arbeit konnten in der Markergenpriadiktion
eindeutig einer der beiden oben genannten diagnostischen Gruppen zugeordnet werden: In dem
Kollektiv von 40 untersuchten aggressiven B-NHL fanden sich zwei Gewebeproben, die
hinsichtlich der Expression der Markergene Eigenschaften beider diagnostischer Gruppen
aufwiesen und demzufolge vom Markergenpradiktor als ,,nicht-klassifizierbar® eingestuft
wurden. Verglichen mit der pathologischen Diagnose entsprach eine der Proben einem MYC-
positivem DLBCL (IG-MYC-Translokation), wohingegen die zweite der beiden Proben auf
Grund der uncharakteristischen Morphologie von den Pathologen schon zuvor als nicht néher

klassifizierbares aggressives B-NHL eingestuft worden war. Auch diese Probe wies in der
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zytogenetischen Analyse eine 1G-MYC-Translokation auf. Es ist bemerkenswert, dass beide
nicht klassifizierbare Proben das zytogenetische Charakteristikum von BL/BLL tragen (IG-
MYC-Translokation), jedoch beziiglich ihrer Morphologie eindeutig nicht in diese Kategorie
fallen. Betrachtet man die Expressionsstirke der 100 Markergene, so fillt auf, dass die beiden
Gewebeproben sowohl die BL-typischen Gene, als auch die DLBCL-typischen Gene
exprimieren (vgl. Abb. 6). Auf Grund dieser Befunde kdnnte man spekulieren, dass es sich bei
den beiden Proben quasi um biologische Hybride handelt, welche — vielleicht urspriinglich als
DLBCL - das genetische Markenzeichen der BL (die IG-MY C-Translokation) akquiriert haben

und somit biologische Eigenschaften beider Lymphomentitéten aufweisen.

Interessanterweise lieen sich die beiden nicht klassifizierbaren Gewebeproben auch in der
Wright-Pradiktion weder der GCB- noch der ABC-Gruppe eindeutig zuordnen und erhielten
dementsprechend das Merkmal ,,Klasse-III-DLBCL* Auch dieser Befund konnte auf die

biologische Ambivalenz dieser beiden Gewebeproben hinweisen.

Der im Rahmen des erwihnten Verbundprojektes entwickelte mBL-Préadiktor klassifizierte die
beiden Gewebeproben als mBL-Félle, was moglicherweise durch die Expression der BL-
spezifischen Gene (s.0.) bzw. der Expression der MYC-Target-Gene dieser beiden Proben zu
erkliren ist. Trotz der enorm hohen Ubereinstimmung zwischen Markergen- und mBL-Pridiktor
beziiglich der Diagnosevorhersage der untersuchten 40 Proben ist grundsitzlich anzumerken,
dass die Verwendung geringerer Fallzahlen naturgemdf mit einer geringeren Signifikanz
einhergeht. Vor diesem Hintergrund scheint es nicht ausgeschlossen, dass die Diskrepanz in der
Diagnosevorhersage dieser zwei Fille auf eine geringere Signifikanz des Markergenprédiktors
gegeniiber dem mBL-Préadiktor zurlickzufiihren ist. Betrachtet man jedoch das Gesamtkollektiv
des Verbundprojektes (n=220), so zeigen auch hier immerhin 48 (22%) Gewebeproben ein
ambivalentes Genexpressionsmuster und wurden dementsprechend als Intermediate-Fille
klassifiziert. In diesem Zusammenhang ist auch die im Rahmen des Verbundprojektes
durchgefiihrte Analyse des Langzeitiiberlebens der zugehorigen Patienten nach Chemotherapie
unter Bertlicksichtigung ihrer Gruppenzugehdrigkeit interessant: Wahrend sich die Non-mBL und
Intermediate-Félle klinisch dhnlich verhalten, so zeigen diese beiden Gruppen kombiniert,
gegeniiber den mBL-Fillen eine signifikant schlechtere Prognose (5-Jahres-Uberleben: mBL:
75% vs. Non-mBL/Intermediate: 39%; p=0,003; vgl. Abbildung-7). Die molekulare Einordnung

der beiden in der Markergenanalyse nicht identifizierbaren Gewebeproben muss auf Grund der
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kontroversen Einordnung der Proben durch die unterschiedlichen Pradiktoren jedoch als nicht

geklart betrachtet werden.

Abbildung-7: Kaplan-Meier-Schitzung des Uberlebens entsprechend der molekularen
Signatur
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Gesamtiiberleben von Patienten mit mBL-Signatur war signifikant hoher als von
Patienten mit Non-mBL/Intermedidr-Lymphomsignatur (p=0,003 mittels log-rank
test). Die Strichmarkierungen kennzeichnen lebende Patienten zum Zeitpunkt der
letzten Nachsorgeuntersuchung (nach Hummel et al.”")

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass sowohl die vorliegende als auch die im Rahmen des
genannten Verbundprojektes entstandene Arbeit eine Gruppe von aggressiven B-NHL
identifizierten, welche biologische Eigenschaften von BL und DLBCL aufwiesen. Wéhrend
retrospektive Uberlebensanalyen der zugehorigen Patienten ein signifikant besseres Uberleben
von Patienten mit mBL-Profil gegeniiber mBL/Intermediate-Profil aufwiesen und somit die hohe
klinische Relevanz der molekularen Klassifikatoren untermauerte, wies die Intermediate-Gruppe
gegeniiber der Non-mBL-Gruppe keinen signifikanten prognostischen Unterschied auf. Ob
Patienten mit einem nicht eindeutig klassifizierbaren Genexpressionsprofil von einer anderen
Chemotherapie profitieren, kann jedoch nur anhand von prospektiven kontrollierten klinischen

Studien iiberpriift werden.

- 68 -



Tabelle-10: Diagnostische Einordnung der 40 Gewebeproben mit verschiedenen

Klassifizierungsalgorithmen

Proben-ID und Markergen-

mBL-Pridiktor Wright-Pridiktor

WHO-Diagnose

Pradiktor

ID-017-BL (MYC+) Markergen-BL mBL GCB
ID-032 BL (MYC+) Markergen-BL mBL GCB
ID -033 BL (MYC+) Markergen-BL mBL GCB
ID -077 BL (MYC+) Markergen-BL mBL GCB
ID -079 BL (MYC+) Markergen-BL mBL Typ-III
ID -080 BL (MYC+) Markergen-BL mBL GCB
ID -084 BL (MYC+) Markergen-BL mBL GCB
ID -085 BL (MYC+) Markergen-BL mBL GCB
ID -089 BL (MYC+) Markergen-BL mBL GCB
ID -114 BL (MYC+) Markergen-BL mBL GCB
ID -001 BLL (MYC+) Markergen-BL mBL GCB
ID -002 BLL (MYC+) Markergen-BL mBL GCB
ID -027 BLL (MYC+) Markergen-BL mBL GCB
ID 1-043 BLL (MYC+) Markergen-BL mBL GCB
ID -044 BLL (MYC+) Markergen-BL mBL GCB
ID -082 BLL (MYC+) Markergen-BL mBL GCB
ID -006 DLBCL (MYC-) Markergen-BL mBL GCB
ID -018 DLBCL (MYC +) Markergen-BL mBL GCB
ID -065 DLBCL (MYC-) Markergen-BL mBL GCB
ID -008 DLBCL (MYC-) Markergen-DLBCL Non-mBL ABC
ID -009 DLBCL (MYC-) Markergen-DLBCL Non-mBL ABC
ID -010 DLBCL (MYC-) Markergen-DLBCL Non-mBL GCB
ID -013 DLBCL (MYC-) Markergen-DLBCL Non-mBL ABC
ID -039 DLBCL (MYC-) Markergen-DLBCL Non-mBL GCB
ID -040 DLBCL (MYC-) Markergen-DLBCL Non-mBL ABC
ID -063 DLBCL (MYC-) Markergen-DLBCL Non-mBL Typ-1II
ID -073 DLBCL (MYC-) Markergen-DLBCL Non-mBL Typ-III
ID -074 DLBCL (MYC +)* Markergen-DLBCL Non-mBL ABC
ID -113 DLBCL (MYC-) Markergen-DLBCL Non-mBL GCB
ID -118 DLBCL (MYC-) Markergen-DLBCL Non-mBL ABC
ID -119 DLBCL (MYC-) Markergen-DLBCL Non-mBL GCB
ID -130 DLBCL (MYC-) Markergen-DLBCL Non-mBL ABC
ID -132 DLBCL (MYC-) Markergen-DLBCL Non-mBL ABC
ID -133 DLBCL (MYC-) Markergen-DLBCL Non-mBL ABC
ID -134 DLBCL (MYC-) Markergen-DLBCL Non-mBL GCB
ID -135 DLBCL (MYC-) Markergen-DLBCL Non-mBL ABC
ID -136 DLBCL (MYC-) Markergen-DLBCL Non-mBL GCB
ID -034 DLBCL (MYC+) Nicht-klassifizierbar mBL Typ-lII
ID -087 B-NHL** Nicht-klassifizierbar mBL Typ-III

BL = Burkitt-Lymphom; DLBCL = diffuses grofzelliges B-Zell-Lymphom; mBL = molekulares mBL; Non-mBL =
Non-molekulares BL; GCB = germinal center B-cell-type; ABC = activated B-cell type
* Non-IG-MY C-Translokation; **nicht weiter klassifizierbares MY C-positives aggressives B-NHL
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5 Zusammenfassung

Hintergrund: Die differentialdiagnostische Abgrenzung des Burkitt-Lymphoms (BL) vom
diffusen groBzelligen B-Zell-Lymphom (DLBCL) ist bislang unscharf definiert. Die derzeit
giiltigen WHO-Diagnosekriterien ermoglichen eine reproduzierbare Diagnosestellung basierend
auf Morphologie, Immunphénotyp und Zytogenetik nur in einem Teil der Fille. Da die beiden
Lymphomentitdten unterschiedlich therapiert werden, ist diagnostische Prizision jedoch von
entscheidender Bedeutung. In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob sich durch
transkriptomweite Genexpressionsanalysen von Lymphomgewebeproben eine verldssliche

Unterscheidung der beiden Entitéten etablieren lésst.

Methoden: Von 294 reifen aggressiven B-Zell-Lymphomgewebeproben wurden 40 Proben mit
einem Tumorzellgehalt > 70% selektioniert und immunhistochemisch charakterisiert. Affymetrix
U133A GeneChips wurden verwendet, um von den ausgewédhlten 40 Lymphomgewebeproben
genomomweite Genexpressionsanalysen zu erstellen.

Ein Training-Set mit Gewebeproben, die mittels WHO-Diagnosekriterien eindeutig in BL und
DLBCL zu unterteilen waren, wurde verwendet, um zwischen den beiden diagnostischen
Gruppen differentiell exprimierte Markergene zu identifizieren. Der Expressionsstatus der besten
100 Markergene wurde anschlieend fiir die Vorhersage einer molekularen Diagnose aller
Gewebeproben verwendet. Die - als Teil eines Verbundprojektes der Deutschen Krebshilfe - in
dieser Arbeit generierten Ergebnisse aus Untersuchungen an 40 Lymphomproben wurden mit
weiterfiilhrenden Analysen dieses Gesamtverbundprojektes an zusitzlichen 180 Lymphomproben

verglichen.

Ergebnisse: Anhand der Markergenexpression wurden 20 Gewebeproben des Kollektivs (n=40)
als BL identifiziert: Darin eingeschlossen waren alle 16 Proben, die entsprechend der WHO-
Kriterien zuvor eindeutig als BL oder BLL diagnostiziert worden waren. Drei der molekular
definierten BL zeigten das morphologische Bild eines DLBCL und ein Fall das Bild eines
unklassifizierbaren aggressiven B-Zell-Lymphoms. Zytogenetisch wiesen 17 der 20 molekular
definierten BL eine IG-MY C-Translokation auf.

18 Gewebeproben klassifizierte der im Rahmen dieser Arbeit entwickelte 100 Gene umfassende
Markergenpradiktor als DLBCL. Alle 18 Fille zeigten histologisch das Bild eines DLBCL,
wobei ein Fall gleichzeitig eine 1G-MYC-Translokation aufwies. Insgesamt zwei der 40

untersuchten Gewebeproben ordnete der Pradiktor als unklassifizierbar ein, da sie ein
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Genexpressionsprofil mit Eigenschaften beider Lymphomentitidten zeigten. Histomorphologisch
entsprach eine der beiden Proben einem unklassifizierbarem aggressiven B-Zell-Lymphom, die
zweite Probe zeigte die Morphologie eines DLBCL. Der zytogenetische MYC-
Translokationsnachweis war bei diesen beiden Fallen positiv.

Die in dieser Arbeit identifizierten molekularen Gruppierungen wurden aulerdem mit den im
Rahmen des oben genannten Verbundprojektes unabhédngig ermittelten molekularen Diagnosen

verglichen. Hierbei ergab sich eine Ubereinstimmung in 37 von 40 Fillen (93%).

Konklusion: Der Markergenpréadiktor reprisentiert eine neue Signatur, um das BL vom DLBCL
auf Basis ihrer Genexpression differentialdiagnostisch reproduzierbar abzugrenzen. Dabei
erweitert der Markergenpridiktor die WHO-Definition des BL auf Gewebeproben mit der
Morphologie eines DLBCL, auf Proben ohne IG-MYC-Translokation sowie auf Proben mit
Expression des BCL2-Proteins. Eine direkte Ubertragbarkeit dieser Befunde in die klinische
Praxis sollte - unter Beriicksichtigung der hochsignifikanten Ergebnisse des Verbundprojektes-

in prospektiven kontrollierten Studien iiberpriift werden.
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6 Abkiirzungsverzeichnis

ABC-DLBCL
ACTB
ALL
ANOVA
APAAP-Methode
BL

BLL
cDNA
cRNA
DEPC
DLBCL
DNA
dNTP
DTT
EBV
EST
FISH
GAPDH
GCB

Ig
IgA,-D,-E,-G,-M
IPI
ISGF-3
IVT
mBL
MES
MM
mRNA
NF«B
NHL
NTP

activated B-cell-like DLBCL, DLBCL vom aktivierten B-Zell-Typ
beta-actin, beta-Aktin

Akute lymphatische Leukdmie

analysis of variance, Varianzanalyse

Alkalische Phosphatase Anti-Alkalische Phosphatase Methode
Burkitt lymphoma, Burkitt-Lymphom

Burkitt-like lymphoma, atypisches Burkitt-Lymphom
complementary DNA, komplementire DNA

complementary RNA, komplementdre RNA
Diethylpyrocarbonat

diffuse large B-cell lymphoma, diffuses grof3zelliges B-Zell-Lymphom
deoxyribonucleic acid, Desoxyribonukleinséure
Desoxy-Nukleotidtriphosphat

Dithiothreitol

Epstein-Barr-Virus

expressed sequence tag

Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung
Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase

germinal center B-cell-type DLBCL, DLBCL vom Keimzentrumstyp
Immunglobulin

Ig mit verschiedenen konstanten Regionen

international prognostic index
interferon-stimulated-transcription-factor-3
in-vitro-Transkription

molecular BL, molekulares BL

2-Morpholinoethansulfonsédure

mismatch

messenger RNA, Boten RNA

nuclear factor kappa B

Non-Hodgkin-Lymphom

Nukleosidtriphosphat
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OD
PM

RNAse
RPMI
SSPE
TBE
WHO
ZNS

optische Dichte

perfect match

ribonucleic acid, Ribonukleinsiure

ribonuclease, Ribonuklease

Roswell Park Memorial Institute (Zellkulturmedium)
Sodium chloride-sodium hydrogen phosphate-EDTA (Puffer)
Tris-Borat-EDTA (Puffer)

World Health Organization, Weltgesundheitsorganisation

Zentralnervensystem
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