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Abkurzungsverzeichnis

ANP32 = acidic nuclear phosphoprotein 32

APC = Adenomatosis poliposis coli

BCL2 bzw. 6 = B-cell ymphoma 2- bzw. 6-Gen

bcl2 bzw 6 = B-cell ymphoma 2- bzw. 6-Protein

BLIMP1 = B-Lymphozyten-induziertes Maturationsprotein 1

CD = Cluster of differentiation

CLL = Chronische lymphatische Leukamie

C-MYC = C-Myc-Protoonkogen

CXCR4 = C-X-C Chemokine Receptor 4

DFL = Diffus wachsende(s) Follikulare Lymphom(e)

DLBCL = Diffuse large b-cell ymphoma (=Diffuses Grofzelliges B-Zell-Lymphom)
FISH = Fluorescenz-in-situ-Hybridisierung

FL = Follikulare(s) Lymphom(e)

FLIPI = Follicular lymphoma international prognostic index

hpf = high power field

Ilg = Immunglobulin

IgH = Immunglobulin schwere Ketten

IR = immune response

LMO2 = LIM domain only 2

MiB1 = ein Proliferationsmarker

MicroRNA = Micro-Ribonukleinsaure

miR = Micro-Ribonukleinsaure

MRNA = messenger Ribonukleinsaure

MYC = Myelocytomatosis Oncogene

PCR = Polymerase-chain-reaction (= Polymerase-Ketten-Reaktion)
gPCR = quantitative Polymerase-Ketten-Reaktion

RAS = Rat sarcoma

RHOC = Recombinant Human Osteocalcin

ROCK = Rho-Associated Coiled Coil Forming Protein Kinase
WHO = World health organization (Weltgesundheitsorganisation)



1 Einleitung

1.1 Uberblick

»Auf Basis der aktuellen Hochrechnungen der Gesellschaft der epidemiologischen
Krebsregister in Deutschland e.V. fiir das Jahr 2007 erkranken in Deutschland
Jjedes Jahr etwa 246.000 Ménner und 214.000 Frauen neu an einer
Krebserkrankung. An Krebs sterben in Deutschland jedes Jahr etwa 116.000
Ménner und 100.000 Frauen (...). Damit liegt Krebs hinter den Herz-Kreislauf-
Erkrankungen weiter an zweiter Stelle der Todesursachenstatistik in Deutschland.
(...)° (Pritzlukeit et al., Jahresbericht 2011: Krebs in Schleswig-Holstein - Band 9 -
Inzidenz und Mortalitat im Jahr 2008).

Maligne Lymphome machen etwa drei bis vier Prozent aller malignen Neoplasien
aus und sind damit relativ seltene Erkrankungen. Sie werden grob in das Hodgkin-
Lymphom und in die Gruppe der Non-Hodgkin-Lymphome (NHL) unterteilt. Als
NHL wird eine heterogene Gruppe maligner Lymphome zusammengefasst, die
sich zytologisch vom Hodgkin-Lymphom abgrenzen lassen. Sie gehen meist von
den B-, aber auch von den T-Lymphozyten aus. Das haufigste NHL ist das diffuse
groBzellige B-Zell-Lymphom (= diffuse large B-cell lymphoma, DLBCL) gefolgt

vom Follikularen Lymphom (FL).

1.2 Definition

Nach der zurzeit gultigen Definition der Weltgesundheitsorganisation (= World
health organization, WHO) (Harris et al., 2008) ist das FL eine aus B-Lymphozyten
bestehende Neoplasie in den Keimzentren der Lymphknoten. Der Tumor imitiert
das Wachstumsmuster eines Keimzentrumsfollikels und weist deshalb ein
zumindest teilweise follikulares Wachstumsmuster auf. Er zahlt zu den niedrig-
malignen Lymphomen der B-Zell-Reihe. Die WHO-Definition berucksichtigt neben

der Morphologie den Immunphanotyp sowie genetische und klinische Merkmale.
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Abbildung 1: Klassisches Follikuldres Lymphom

1.3 Epidemiologie

Maligne Lymphome machen ungefahr drei bis vier Prozent aller malignen
Neoplasien aus. Die Inzidenz der NHL betragt in der westlichen Welt derzeit zehn
pro 100.000 Einwohner jahrlich, mit zunehmender Tendenz. Das FL macht etwa
20 % der NHL aus und ist damit das zweithaufigste der NHL.
Haupterkrankungsalter ist das sechste Lebensjahrzehnt. Frauen sind etwas
haufiger als Manner betroffen (Mann : Frau = 1 : 1,7) (de Jong 2005, Freedman
2012, Leich et al, 2011a).

In Deutschland wurde im Jahr 2007 bei 6.592 mannlichen und bei 6.221
weiblichen Patienten ein NHL diagnostiziert. Dies entspricht einem Anteil von 2,7
% beziehungsweise 2,9 % an allen Krebserkrankungen. 2.926 Manner und 2.658
Frauen sind im Jahr 2008 an einem NHL gestorben. In Schleswig-Holstein wurde
diese Diagnose im Jahr 2008 bei 240 Mannern und 214 Frauen gestellt, wobei das
DLBCL mit 59,2 % die meisten Falle ausmachte, gefolgt vom FL mit einer
Haufigkeit von 21,8 %. Periphere und kutane T-Zell-Lymphome machten 8,6 % der
Falle aus, sonstige und nicht naher bezeichnete Typen 10,4 % (Pritzlukeit et al.,
2011).



1.4 Klinik und Therapie

FL zeigen sehr variable klinische Verlaufe. Die Mehrzahl der Falle zeichnet sich
durch ein langsames, indolentes Wachstum Uber lange Zeitrdaume aus. Deshalb ist
die Erkrankung bei vielen Patienten zum Zeitpunkt der Diagnose bereits
fortgeschritten (Harris et al., 2008, Freedman 2012, Leich et al., 2011a).

Hauptmanifestationsorte sind neben den Lymphknoten die Milz, das periphere Blut
und das Knochenmark, das in 40 bis 70 % der Falle befallen ist. Der
Gastrointestinaltrakt und verschiedene Weichteilgewebe kénnen im Rahmen einer
fortgeschrittenen Erkrankung ebenfalls betroffen sein. Das FL ftritt in seltenen
Fallen primar in extranodalen Organen auf wie zum Beispiel in der Haut, im
Gastrointestinaltrakt, in den Gonaden sowie in der Brustdruse (Harris et al., 2008).
In ungefahr einem Viertel aller Falle kommt es zu einer Transformation in ein
hochmalignes Lymphom, meistens in ein DLBCL (Freedman, 2012, Leich et al.,
2011a). Das DLBCL stellt eine eigene Krankheitsentitat dar und muss separat
betrachtet werden. Die mittlere Uberlebenszeit betragt beim DLBCL zwei Jahre
(Leich et al., 2011a).

So heterogen wie die Untergruppen der NHL, so vielfaltig sind auch die
Therapieoptionen. Wie bei den meisten anderen Lymphomen auch, hangt das
therapeutische Vorgehen beim FL vom Erkrankungsstadium ab. Bei einem
lokalisierten Stadium (I, II) kommen eine lokale Bestrahlung sowie gegebenenfalls
zusatzlich eine zytostatische Therapie in Frage, in bestimmten Fallen kann auch

abgewartet und beobachtet werden (Freedmann, 2012).

In generalisierten Stadien ist der Therapieansatz palliativ. Die Behandlung wird
dann beim  Auftreten krankheitsassoziierter =~ Symptome begonnen.
Therapieoptionen bestehen in alleiniger Chemotherapie, Immunochemotherapie
und Radiochemotherapie. AnschlielRend erfolgt eine Erhaltungstherapie mit dem
CD20-Antikérper Rituximab. Bei ungenigendem Ansprechen auf die Therapie
sowie bei Rezidiven kann im Rahmen von Studien eine Hochdosischemotherapie
mit anschlielender autologer oder allogener Stammzelltransplantation angezeigt

sein (Freedmann, 2012).



1.5 Pathologie und Pathophysiologie

Laut WHO werden FL nach ihrem Grad und ihrem Wachstumsmuster klassifiziert
(Harris et al., 2008). MaRgeblich ist bei der Graduierung die Anzahl der
Zentroblasten pro Gesichtsfeld bei starker Vergroferung (high power field; hpf).
Bei einem Gesichtsfelddurchmesser von 0,159 mm? geschieht die Graduierung
nach folgendem Schema:

*Grad 1: 0-5 Zentroblasten/hpf

*Grad 2: 6-15 Zentroblasten/hpf

*Grad 3: >15 Zentroblasten/hpf
Beim FL Grad 3 wird zwischen den Graden 3a und 3b differenziert. Sind
Zentrozyten zwischen den Blasten nachzuweisen, liegt ein FL Grad 3a vor. Liegen
dagegen zusammenhangende Flachen von Zentroblasten vor, handelt es sich um
ein FL Grad 3b. Sind zusatzlich Anteile diffusen Wachstumsmusters vorhanden,
wird ein DLBCL diagnostiziert (Harris et al., 2008).

Unterschieden werden ein follikulares und ein diffuses Wachstumsmuster. Weisen
mehr als 75 % der untersuchten Bereiche ein follikulares Muster auf, wird der
Wachstumstyp als rein follikular klassifiziert. Bei einem follikularen Anteil zwischen
25 und 75 % gilt der Wachstumstyp als follikular und diffus. Liegt der Anteil unter
25 %, heil’t der Wachstumstyp fokal follikular. Bei Null Prozent follikularem

Wachstum ist der Typ rein diffus (Harris et al., 2008).
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Abbildung 2: Diffuser Wachstumstyp beim FL



FUr die Diagnostik des Wachstumsmusters dient der Marker fur Follikular-
dendritische Zellen CD23. CD23 fehlt in diffusen Arealen, wahrend er in

neoplastischen Follikeln in der Regel vorhanden ist (Leich et al., 2011a).

Da es sich beim FL um eine B-Zellneoplasie handelt, exprimieren die Tumorzellen
B-Zell-assoziierte Antigene (CD 19, CD 20, CD 22, CD 79a, Pax 5) und sind
BCL2-positiv (Klapper, 2011, Harris et al., 2008). Der Keimzentrumsursprung
zeigt sich durch Positivitat fur Keimzentrumsantigene wie CD10, BCL6, CD38,
LMO2, AID, GCET1, CXCR4, wobei CD10 und BCL6 die diagnostisch nutzlichsten
darstellen. Mehr als 90 % der FL vom Grad 1 oder 2 sind CD10-positiv, wahrend
héhergradige FL, solche mit diffusem Wachstumstyp oder solche ohne t(14;18)
(932;921)-Translokation, haufiger CD10-negativ, aber BCL6-positiv sind (Klapper,
2011).

Die B-Zellen sind von anderen Zellen des Immunsystems umgeben. Dies sind in
erster Linie T-Zellen, die mit T-Zellmarkern wie CD3 identifiziert werden kdnnen
(Klapper, 2011).

Zentraler Ausgangspunkt in der Atiopathogenese des FL ist die t(14;18)(q32;q21)-
Translokation. Hierbei ist das BCL2-Protoonkogen von Chromosom 18 auf das
Chromosom 14 in den Bereich des Immunglobulin-Schwerketten-Gens
transloziert. Das translozierte BCL2-Gen steht unter dem Einfluss der
Promotoraktivitat des Immunglobulin-Schwerketten-Genlocus (IgH), was zu einer
konstitutiven Expression des BCL2-Proteins fuhrt. Dieses Protein ist
antiapoptotisch  wirksam und wird physiologisch in langlebigen B-
Gedachtniszellen, jedoch nicht in den B-Lymphozyten der Keimzentren exprimiert.
Die konstitutive Expression von BCL2 bewirkt eine Reduktion der Apoptose von
Keimzentrums-B-Zellen, welche sich daraufhin anhaufen. Das anfangliche
Tumorwachstum kann somit als eine passive Akkumulation langlebiger, der
Apoptose entgangener B-Lymphozyten angesehen werden (De Jong, 2005). Je
nach verwendeter Methode schwankt die Haufigkeit der detektierten BCL2-
Translokation in FL zwischen 50 und 90 % (Johnson et al., 1995, Lopez-Guillermo
et al., 1999, Montoto et al., 2003, Vaandrager et al., 2000, Gollub et al., 2009).



Die 1(14;18)(g32;921)Translokation scheint nach heutigem Kenntnisstand in der
Mehrzahl der Falle ein initiierendes Ereignis fur ein FL zu sein. Da die
Translokation auch in Lymphozyten im Knochenmark, im Blut, in der Milz und in
den Tonsillen von gesunden Personen ohne klinischen Anhalt fir ein Lymphom
gefunden wurde (Limpens et al., 1991), erscheint sie aber als alleinige Ursache fur
ein FL nicht ausreichend. Auch die Tatsache, dass bei einem Teil der FL keine
BCL2-Translokation nachgewiesen werden kann, deuten auf weitere zur
Pathogenese beitragende genetische Veranderungen hin. Anzahl und Komplexitat
sekundarer genetischer Veranderungen nehmen mit dem histologischen Grad zu.
Im Durchschnitt liegen sechs genetische Veranderungen vor (Hoéglund et al.,
2004). Grob koénnen submikroskopische Deletionen, wie zum Beispiel
Punktmutationen, von grofleren chromosomalen Veranderungen unterschieden
werden. Klapper (2011) beschreibt als haufigste sekundare genetische
Veranderungen -1p36 (18 % der Falle), +2p15 (24 %), -3q (14 %), -6q (25 %), +7p
(19 %), +7q (23 %), +8q (14 %), -9p (16 %), -11q (15 %), +12q (20 %), -13q (11%),
-17p (16 %), +18p (18 %) und + 18q (28 %). In den betroffenen Regionen sind

verschiedene Protoonkogene lokalisiert.

Fir Translokationen des BCL6-Gens auf 3927 werden Haufigkeiten zwischen 14
und 23 % beschrieben (Lee et al., 2008, Katzenberger et al., 2004, Diaz-Alderete
et al.,, 2008, Gollub et al., 2009). Analog zur oben beschriebenen BCL2-
Translokation kann eine Translokation des BCL6-Gens zu einer konstitutiven
Uberexpression des BCL6-Proteins fiihren. Die entscheidende Funktion des
BCLG6-Proteins ist eine Differenzierungsblockade von Keimzentrumszellen zu
reifen Plasmazellen. Dies geschieht indem das BCL6-Protein die Expression des
BLIMP-1 (B-Lymphozyten-induziertes-Maturations-Protein-1)-Gens unterdrickt.
Das BLIMP-1-Protein ist verantwortlich fir die Differenzierung der
Keimzentrumszellen zu reifen  Plasmazellen. Zusatzlich zu dieser
Differenzierungsblockade scheint BCL6 auch die Proliferation von B-Zellen

steigern zu kdnnen (Crotty et al., 2010).

Zum Einfluss charakteristischer genetischer Anomalien auf Verlauf und Prognose
der Erkrankung liegen unterschiedliche, teils widersprichliche Daten vor. Jedoch

besteht ein breiter Konsens daruber, dass die klassische Form des FL in der Regel
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mit einer BCL2-Translokation einhergeht, wahrend diese bei hohergradigen
Formen oft nicht gefunden wird (Leich et al., 2011a, Gollub et al., 2009, Diaz-
Alderete et al., 2008). Verluste in den Chromosomen 1p, 6q, 10q, 17p, eine
Trisomie 21 sowie Zugewinne auf Chromosom 1q scheinen mit einer klinisch
aggressiveren Prasentation einher zu gehen. Zusatzlich scheinen Veranderungen
von MYC, BCL6 sowie eine Inaktivierung des Tumorsuppressors p53
entscheidende Einflisse auf eine Transformation in ein aggressives Lymphom zu
haben (Leich et al., 2011a).

Katzenberger et al. (2008) beschreiben einen t(14;18)-negativen Subtyp des FL
mit einem Uberwiegend diffusen Wachstumsmuster, haufiger Lokalisation in der
Inguinalregion und mit der Formation grof3er lokalisierter Tumore. In fast allen

Fallen lagen Deletionen in 1p36 vor.

Zum Nachweis genetischer Translokationen stehen verschiedene Verfahren zur
Verfugung. Dies sind die klassische Zytogenetik, die Polymerase-Ketten-Reaktion
(PCR), die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) sowie die Southern-Blot-
Methode. In der Pathologie haben sich die FISH und die PCR als gangige
Methoden etabliert, weil sie an Formalin-fixierten Proben durchfihrbar sind. Das
sensitivste Verfahren ist die PCR, die jedoch nur Translokationen detektiert, die
einen bestimmten Bruchpunkt betreffen. Mit der FISH kdénnen auch atypische

Translokationen und Genamplifikationen nachgewiesen werden.

1.6 Prognose

Das FL stellt eine biologisch und klinisch heterogene Krankheitsentitat dar. Typisch
sind langsame, indolente Verlaufe Uber lange Zeitraume (Harris et al., 2008,
Freedman 2011, Leich et al., 2011a). In ungefahr einem Viertel aller Falle kommt
es zur Transformation in ein DLBCL mit mittleren Uberlebenszeiten von ungefahr
zwei Jahren (Freedman 2011, Leich et al., 2011a). Deshalb stellt sich die Frage
nach Parametern, welche eine zuverlassige Abschatzung der Prognose erlauben
und damit klinisch tatigen Arzten eine Hilfestellung bei Entscheidungen Uber Art

und Umfang der Therapie geben.



In der Klinik hat sich der Follicular Lymphoma international prognostic index
(FLIPI) etabliert, der jedoch nur eine grobe Abschatzung der Prognose erlaubt
(Klapper, 2011, Leich et al., 2011a, Freedman, 2011). Beim FLIPI gehen finf
Parameter ein: Alter > 60 Jahre, Stadium Ill oder IV, Befall von mehr als vier
Lymphknotenregionen, = Hamoglobinwert < 12 g/dl sowie erhohte
Serumkonzentration fur Lactatdehydrogenase. Pro Parameter wird ein Punkt
berechnet. Definitionsgemal spricht man bei Vorliegen von keinem oder einem
Punkt von einem Stadium mit niedrigem Risiko, bei Vorliegen von zwei Punkten
von einem Stadium mit mittlerem Risiko und bei drei oder mehr Punkten von
einem Stadium mit hohem Risiko. Die drei verschiedenen Gruppen weisen
unterschiedliche Funf-Jahres-Uberlebensraten auf, die sich seit Einflihrung
neuerer Therapieoptionen gebessert haben (Freedmann, 2011). Vor Einfuhrung
der Therapie mit Rituximab lag die durchschnittliche Uberlebenszeit zwischen acht
und zehn Jahren (Leich et al., 2011a).

Welche histopathologischen Marker als weitere zuverlassige Prognoseparameter
dienen konnten, ist ein unter Experten seit langem kontrovers diskutiertes Thema.
Diverse Arbeitsgruppen haben klinische, morphologische, immunhistochemische
und molekulargenetische Parameter mit Uberlebensraten verglichen und sind zu

unterschiedlichen Ergebnissen gekommen.

Zur Gradeinteilung nach WHO als Prognoseparameter beim FL liegen
widersprichliche Daten vor. Harris et al. (2008) beschreiben einen
Zusammenhang zwischen histologischem Grad und dem Gesamtiberleben.
Sowohl Klapper et al. (2007) als auch Bhagavati et al. (2009) konnten keine
signifikanten Zusammenhange zwischen diesen Parametern feststellen, Klapper
et al. (2007) dafir zwischen dem Nachweis von Sklerose im Tumor und einer
schlechten Gesamtuberlebensrate. Harris et al. (2008) beschreiben zudem einen
Zusammenhang zwischen diffusem Wachstumsmuster und einer schlechteren

Prognose. Klapper et al. (2007) konnten diesbezlglich einen Trend nachweisen.

Das Vorhandensein oder das Fehlen spezifischer genetischer Veranderungen —
zum Beispiel die t(14;18)(q32;921)Translokation - dienen zur

Prognoseabschatzung. Jedoch ist auch hier die Datenlage nicht eindeutig.



Ein weiterer Ansatz sind Genexpressionsanalysen. Dave et al. (2004) konnten fur
zwei unterschiedliche Expressionsmuster — immun response 1 (IR1) und immune

response 2 (IR2) — abweichende Uberlebensraten zuordnen.

Auch das Mikromilieu aus nicht-neoplastischen Zellen des Immunsystems ist
essentiell fur das Wachstum von NHL (Alvaro et al., 2006, Lee et al., 2006,
Carreras et al., 2006, Glas et al., 2007). Alvaro et al. (2006) fanden heraus, dass
ein Vorhandensein von Zellen der spezfischen Immunitat — wie CD4+ und CD8+-
Zellen — eher mit einem prognostisch gunstigen Verlauf einhergeht, wahrend ein
Uberwiegen von Elementen der unspezifischen Immunitat — CD57+ Zellen,
Makrophagen — eher mit Kklinisch aggressiveren Tumoren und schlechterer

Prognose assoziiert ist.

1.7 Micro-RNAs

MicroRNAs sind ungefahr 18 bis 25 Nukleotide kurze Molekule, die die
Genexpression auf posttranskriptioneller Ebene regulieren. Vermutlich existieren
uber 1.000 verschiedene humane MicroRNAs, durch die schatzungsweise zehn
bis 30 % aller humanen Gene reguliert werden (Di Leva und Croce, 2010, Lawrie,
2009). Sie werden in samtlichen Organismen exprimiert und da sie in gleicher
Form in unterschiedlichen Spezies vorkommen, wurden sie offenbar Uber lange

Zeitraume in der Entwicklungsgeschichte konserviert (lorio und Croce 2009).

Die Mehrheit der MicroRNAs sind in Genregionen lokalisiert, die mit Mechanismen
der Tumorentstehung in Verbindung gebracht werden. Sie haben entscheidende
Einflisse auf Funktionen wie Zelldifferenzierung, Zellproliferation, Gewebe- und
Organentwicklung sowie Apoptose (Di Leva und Croce, 2010, Lawrie et al., 2009,
lorio und Croce, 2009). Damit kdnnen sie sowohl als (Proto-)onkogene als auch
als Tumorsuppressorgene fungieren (Di Leva und Croce 2010). Da sie im
peripheren Blut und auch in konservierten Gewebeproben nachgewiesen werden
konnen und zudem fur verschiedene Gewebe und Entwicklungsstadien
hochspezifisch sind, kdnnten sie als Tumormarker und/oder Prognoseparameter
natzlich sein (Chin und Slack, 2008).



Die Geschichte von der Entdeckung der MicroRNAs geht bis in die 1980er Jahre
zurtick. 1981 ergaben sich bei Experimenten mit dem Nematoden Caenorhabditis
elegans erste Hinweise, dass die Transkriptionsprodukte des Gens lin-4 reguliert
werden konnten. Dies konnte 1993 bestatigt werden. In zwei voneinander
unabhangigen Studien wurde herausgefunden, dass lin-4 nicht fur ein Protein,
sondern fur zwei RNA-Transkripte mit Langen von ungefahr 20 beziehungsweise
60 Nukleotiden kodiert, deren Sequenzen komplementar zum 3'UTR-Ende des
Gens lin-14 sind. Daraufhin konnte nachgewiesen werden, dass die Translation
der mRNA von lin-14 durch die RNA-Molekile von lin-4 supprimiert werden kann
(Di Leva und Croce, 2010).

Die immense Bedeutung der MicroRNAs fur die Medizin zeichnete sich erst einige
Jahre spater ab. Im Jahr 2000 wurde let-7 entdeckt, eine 21 Nukleotide lange RNA
mit komplementaren Sequenzen fur die Gene lin-14, lin-28, lin-41, lin-42 und daf-
12. Es konnte ein zu lin-4 analoger Mechanismus nachgewiesen werden. Es
folgten die Entdeckungen zahlreicher weiterer MicroRNAs und ihrer Einflusse auf
verschiedene zellulare Funktionen (Di Leva und Croce, 2010). Es ist zu erwarten,
dass das Wissen um die Bedeutung der MicroRNAs in den nachsten Jahren bis

Jahrzehnten weiter zunimmt (Jima et al., 2010).

Die Bildung der MicroRNA-Molekule geschieht auf folgendem Weg (lorio und
Croce, 2009): nach Transkription der MicroRNA-Gene entstehen zunachst 100 bis
150 Nukleotide lange primare MicroRNA-Vorstufen (pri-microRNA). Durch
Palindromsequenzabschnitte innerhalb eines pri-microRNA-Moleklls bilden sich
Uber kovalente Basenpaarung Schleifenstrukturen aus. Im Zellkern schneidet die
RNA-Endonuklease DROSHA kurze Teile von der pri-microRNA ab. Es entstehen
70 bis 100 Nukleotide lange precursor microRNA (pre-microRNA). Durch das
Transportmolekul Exportin 5 gelangt die pre-microRNA aus dem Nukleus in das
Zytoplasma, wo die RNA-Endonuklease DICER die Schleifenstruktur abtrennt. Es
entstehen ungefahr 22 Nukleotide kurze Molekile. Deren Strange teilen sich in
einen Positiv- und in einen Negativstrang. Die Einzelstrang-microRNA wird in
einen Komplex namens microRNA-beinhaltenden Ribonukleoprotein-Komplex
inkorporiert. Innerhalb dieses Komplexes stellt die MicroRNA die biologisch aktive

Form dar.
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MicroRNAs regulieren die Genexpression auf posttranskriptioneller Ebene. Sie
binden an die 3 -untranslatierte Region der mRNAs von Zielgenen und bewirken
entweder ein direktes Zerschneiden der mRNA oder eine Hemmung der
nachfolgenden Translation (Chin und Slack, 2008, Di Leva und Croce, 2010,
Wang et al., 2011). Da sie mit unvollstandiger Komplementaritat an ihre Ziel-
mMRNA binden, kénnen sie theoretisch verschiedene mRNAs beeinflussen. Somit
kann der Verlust einer funktionsfahigen MicroRNA moglicherweise die Expression

vieler Proteine beeintrachtigen (Chin und Slack, 2008).

Zur Nomenklatur des MicroRNA-Systems ist Folgendes zu erwahnen (Hussein,
2011): an die Kirzung mir — fir die pre-microRNA — beziehungsweise miR — fir
die mature Form — wird eine Zahl gehangt. Auf diese Weise werden die humanen
MicroRNAs durchnummeriert, zum Beispiel miR-21. Der Zusatz ,* bezeichnet
den komplementaren Strang der microRNA, der degradiert wird. Bei Paralogen
handelt es sich um MicroRNAs, die sich lediglich in ein bis zwei Basen
voneinander unterscheiden. In diesen Fallen werden an die Bezeichnung MIR-21
die Zusatze a, b oder ¢ angehangt. Zudem kommt es vor, dass aus zwei
unterschiedlichen pri-microRNAs zwei identische mature MicroRNAs entstehen.
Dann werden sie als miR-1-1 und miR-1-2 bezeichnet. Die beiden
erstbeschriebenen microRNAs let-7 und lin-4 behalten ihre ursprungliche

Bezeichnung.

Die Bedeutung von MicroRNAs bei Krebserkrankungen konnte erstmals von
Croce am Beispiel der chronisch-lymphatischen Leukamie (CLL) nachgewiesen
werden (lorio und Croce, 2009). Croce konnte nachweisen, dass die beiden
MicroRNAs miR-15a und miR-16-1 als Tumorsuppressoren agieren. Mutationen
im miR-15/16-Allel fanden sich bei Patienten mit CLL in 50 bis 70 % der Falle.

Inzwischen gibt es vielfaltige Untersuchungen, die sowohl Unterschiede im
Expressionsmuster von Micro-RNAs zwischen samtlichen Tumorarten und
gesundem Gewebe als auch Unterschiede zwischen Subgruppen von Tumoren
nachgewiesen haben (Chin und Slack, 2008). Somit konnen spezifische

Expressionsmuster vielen spezifischen Tumorentitdten zugeordnet werden.
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Auffallig ist, dass in Tumoren insgesamt mehr MicroRNAs herunter- als
hochreguliert sind (Di Leva und Croce, 2010). Da viele MicroRNAs zellulare
Differenzierungsprozesse regulieren, spekulieren Di Leva und Croce (2010), dass
diese globale Repression von MicroRNAs in Tumoren Ausdruck eines weniger
differenzierten Zellstatus sein konnte. Es konnte auch ein zufalliges Nebenprodukt

von Neoplasien sein.

Ein Beispiel fur eine MicroRNA, die als Tumorsuppressor wirkt, ist let-7. Let-7
inhibiert die Expression von Onkogenen wie RAS, MYC und HMGAZ2 (Di Leva und
Croce, 2010). Eine der ersten MicroRNAs, bei der onkogene Wirkungen
nachgewiesen werden konnte, war das miR-17-92-Cluster, das in sechs
MicroRNAs prozessiert wird. Das miR-17-92-Cluster kodiert fUr ein primares
Transkript, aus welchem sechs verschiedene mature MicroRNAs hervorgehen
(Tsuchida et al., 2011).

Beispiele dafur, dass fur bestimmte MicroRNAs gegensatzliche Wirkungen
beschrieben sind, sind miR-221 und miR-222. Einerseits inhibieren sie die
Erythropoese, andererseits ist ihre Hochregulierung Teil eines spezifischen

Expressionsmusters bei Lebermalignomen (Di Leva und Croce, 2010).

Auch bei der Metastasierung von Tumoren konnte der Einfluss von MicroRNAs
nachgewiesen werden (Di Leva und Croce, 2010). Ein entscheidender Schritt bei
der Metastasierung ist die Epithel-Mesenchym-Transition. Die miR-200-Familie, zu
der miR-200a, miR-200b, miR-200c, miR-141 und miR-429 gehodren, sowie miR-
205 regulieren die Epithel-Mesenchym-Transition. Sie wird durch Verlust dieser
MicroRNAs aktiviert.

MicroRNA-Analysen beim FL haben Rohle et al. (2008), Lawrie et al. (2009),
Wang W et al. (2012) und Leich et al. (2011) durchgefihrt.
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2 Fragestellung

Das FL ist ein morphologisch und genetisch relativ gut charakterisiertes niedrig-
malignes B-Zelllymphom. Bei einem Teil der Falle wird die Transformation in ein
hochmalignes Lymphom beobachtet. Noch ist relativ unklar, welche Rolle andere
genetische Veranderungen neben der BCL2-Translokation spielen. Dies legt den
Schluss nahe, dass es sich beim FL um eine biologisch heterogene Lymphom-

Gruppe handelt.

Bei dieser Arbeit handelt es sich um eine Subgruppenanalyse eines Kollektivs von
102 Fallen FL aus den Jahren 2005 und 2006 aus dem Archiv des Instituts fur
Pathologie des Universitatsklinikum Schleswig-Holstein, Campus Lubeck. Diese
wurden morphologisch, immunhistochemisch und molekulargenetisch untersucht.
Als Subgruppe wurden 15 Falle mit einem Anteil diffusen Wachstums > 25 %
ausgewahlt (Gruppe DFL) und deren Daten mit denen einer aus 14 Fallen

klassischer FL bestehenden Referenzgruppe verglichen.
Mit dieser Arbeit soll untersucht werden, ob sich bei Betrachtung von FL mit einem

Anteil diffusen Wachstums > 25 % Hinweise auf das Vorliegen einer eigenen

biologischen Entitat ergeben.
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3 Material und Methoden

Wie beschrieben, handelt es sich bei dieser Arbeit um eine Subgruppenanalyse
eines aus 102 Fallen FL bestehenden Kollektivs (Gollub et al., 2009, Thorns,
2009).

3.1 Patienten/ Patientinnen

Aus dem Archiv des Instituts flr Pathologie des Universitatsklinikums Schleswig-
Holstein, Campus Lubeck, wurden alle vorhandenen Proben von FL aus den
Jahren 2005 und 2006 ausgewahlt. Diese wurden auf folgende drei Kriterien
gepruft: diagnostische Erstbiopsie, gleichzeitiges Vorliegen einer
Beckenkammbiopsie sowie ausreichendes Material. Die Kriterien erflllten

insgesamt 102 Falle, welche im Rahmen des Projekts untersucht wurden.

Das Geschlechterverhaltnis (m/w = 1/1,2) war in etwa ausgeglichen. Das mittlere
Alter zum Zeitpunkt der Erstdiagnose betrug 58 Jahre. Bei 78 Fallen handelte es
sich um diagnostische Lymphknotenbiopsien, bei zehn Fallen um extranodale
Biopsate wahrend in 14 Fallen eine sichere Zuordnung nicht moglich war. Die
haufigsten Lokalisationen der Biopsien waren cervikal (n = 29), inguinal (n = 22)

und axillar (n = 13).

3.2 Morphologische Untersuchungen

Die morphologischen Parameter der Weichgewebsbiopsate wurden in einem
Konsensusverfahren von drei Untersuchern (Wiebke Gollub, Christoph Thorns,
Bjorn Stassek) an Haematoxylin-Eosin-, Giemsa- und PAS-gefarbten Schnitten

erhoben. Zudem wurde eine Versilberung angefertigt.

Die folgenden morphologischen Parameter wurden nach einem standardisierten
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Schema erfasst:

« Die Graduierung erfolgte nach den beschriebenen Kriterien der WHO-
Klassifikation von 2001. Bei gleichzeitigem Vorliegen von unterschiedlichen
Graden wurden ein primarer (dominierender) und ein sekundarer Grad
angegeben.

+ Das Wachstumsmuster ist in den meisten Fallen follikular mit diffusen
Anteilen. Die diffusen Anteile wurden in Prozent, bezogen auf die
Gesamttumorflache, angegeben.

« Sklerosierung ist ein sowohl nach Entzindungen als auch nach tumordsen
Veranderungen haufig gesehenes Phanomen. Die Auspragung der
Sklerose wurde semiquantitativ (nicht vorhanden, gering, stark) erfasst.

* Relativ haufig infiltrieren FL die Lymphknotenkapsel. Dieser Befund wurde
als vorhanden oder nicht vorhanden dokumentiert.

» Eine Infiltration des Knochenmarktrepanats wurde als vorhanden oder nicht
vorhanden erfasst. Des Weiteren wurde das Ausmaly der Infiltration,
bezogen auf die Gesamtflache und auf die Zellularitdt, sowie das
Infiltrationsmuster festgestellt.

« Eine Marginalzonendifferenzierung wurde als monozytoide oder
plasmazytoide Tumorzellpopulation mit perifollikularer Ausbreitung definiert

und als vorhanden oder nicht vorhanden dokumentiert.

3.3 Immunhistochemische Untersuchungen

Mit der Immunhistochemie kdénnen Proteine in Biopsaten von Geweben markiert
werden. Hierbei kommen Antikorper und Chromogene zum Einsatz. Ein
Primarantikorper ist gegen das gesuchte Epitop gerichtet. Ein sekundarer
Antikérper ist gegen den Primarantikorper gerichtet und mit einem Enzym
gekoppelt, welches einen Farbumschlag des Chromogens katalysiert. Bei unseren

Untersuchungen wurde Diaminobenzidin als Chromogen verwendet.

Alle Inkubationen und Waschschritte wurden auf dem Techmate-Automaten von

DAKO durchgefuhrt. Zuvor wurden Hitzevorbehandlungen in der Mikrowelle, im
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Dampfgarer und Dampftopf mit Puffern unterschiedlicher pH-Werte (pH 6,1 und
pH 9,5) durchgefihrt.

Antikorper gegen folgende Epitope kamen zum Einsatz: CD20, CD3, CD68, CD4,
CD8, CD23, CD10, bcl2, bcl6, IgD, Kappa, Lambda, MiB1.

Folgende immunhistochemische Marker wurden nach einem jeweils
beschriebenen Schema bestimmt:

* (CD20 ist ein B-Zellmarker. Er wurde als positiv oder negativ dokumentiert.

+ CD3, CD4 und CDS8 sind T-Zellmarker. Fir diese Marker wurden jeweils der
Anteil an der Gesamtzellularitat und das Verteilungsmuster bestimmt
(intrafollikular, perifollikular und diffus).

« CD68 wird auf Makrophagen exprimiert. Auch hier wurde der Anteil an der
Gesamtzellularitat sowie das Verteilungsmuster bestimmt (intrafollikular,
perifollikular und diffus).

« CD10 und BCL6 sind Keimzentrumsmarker. Sie wurden als negativ,
schwach positiv oder stark positiv gewertet.

+ BCL2 ist ein antiapoptotisch wirksames Protein, das physiologisch auf T-
Zellen  exprimiert wird, beim  Follikularen = Lymphom jedoch
charakteristischerweise auch auf B-Zellen exprimiert wird. Zur Auswertung
wurde zum Vergleich die BCL2-Reaktivitat der T-Zellen genutzt. Auf diesen
ist BCL2 physiologisch vorhanden. War die immunhistochemische
Reaktivitat der B-Zellen ebenso stark wie die der T-Zellen, wurde sie als
stark positiv gewertet. War sie schwacher ausgepragt als auf den T-Zellen,
wurde sie als schwach positiv gewertet.

« CD23 wird auf follikularen dendritischen Zellen und auf einem Teil der
Follikel-Mantelzellen exprimiert. CD23 dient der Unterscheidung von
follikullarem und diffusem Wachstum. Ausgewertet haben wir die
Auspragung der Netzwerke, die die follikularen dendritischen Zellen bilden
(keine, wenige, malige, kraftige Auspragung).

* Die Reaktionen fur die Immunglobulin-Leichtketten Kappa und Lambda
wurden als monotypische oder polytypische Leichtkettenexpression

dokumentiert.
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* IgD wird von Zellen der Mantelzone exprimiert, jedoch nicht von
neoplastischen Follikelzellen. Deshalb diente er dazu, den Anteil erhaltener
Mantelzonen zu bestimmen. Eine erhaltene Mantelzone wurde definiert als
ein Kranz von IgD-positiven Zellen, welcher mindestens ein Drittel der
Zirkumferenz des Follikels umfasst.

* MiB-1 ist ein Proliferationsmarker. Wir erfassten den Anteil an markierten
Zellen bezogen auf die Gesamtpopulation, sowie den prozentualen Anteil
positiver Zellen in dem Bereich innerhalb des Gesichtsfeldes (400fache

VergroRerung) mit der hdchsten Proliferationsrate (,hot spot®).

3.4 Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH)

Der Primardatensatz umfasste Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierungen zur Detektion
von Translokationen und Amplifikationen von BCL2, BCL6 und CMYC bei allen
102 Fallen des Gesamtkollektivs. Voraussetzung fur den Einschluss in die
Referenzgruppe waren unter anderem der Nachweis einer BCL2-Translokation

sowie der Nichtnachweis einer BCL6-Translokation.

3.5 Micro-RNA-Signaturen

Die MicroRNA-Analysen stellen eine Subgruppenanalyse des aus 102 Fallen FL
bestehenden Gesamtkollektivs dar. Als Subgruppe wurden alle 15 Falle mit einem
Anteil diffusen Wachstums Uber 25 % zusammengefasst. Einschlusskriterien fur
die Referenzgruppe waren: WHO-Grad | oder Il, Anteil diffusen Wachstums unter
25 %, starke Reaktivitat fur CD10 und BCL2, Nachweis einer BCL2-Translokation,

Nichtnachweis einer BCL6-Translokation.
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Die Isolierung der RNA aus dem Gewebe mit dem RecoverAll Kit (Ambion, Austin,

Texas, USA) sowie die nachfolgende Messung der RNA-Konzentrationen wurde

nach folgendem Schema durchgefihrt:

1) Entparaffinierung

2)

3)

1 ml Xylol zum Gewebe geben, vortexen und drei Minuten im
Wasserbad bei 50°C inkubieren.

Zentrifugieren (Zwei Minuten, maximale Umlaufsgeschwindigkeit),
Uberstand absaugen.

1 ml 100 % Ethanol zugeben, vortexen, zentrifugieren (Zwei Minuten,
maximale  Umlaufsgeschwindigkeit), ~Uberstand absaugen und
Wiederholung dieses Schrittes.

Pellet erneut zentrifugieren (15 Sekunden, maximale
Umlaufsgeschwindigkeit), Uberlauf mit einer gelben Spitze abnehmen.

Pellet 15 Minuten trocknen

Proteaseverdau (RNA- und DNA-Isolierung)

400 ul Digestion-Puffer zu jeder Probe geben

4 ul Protease zu jeder Probe geben

Probe leicht schiitteln, so dass das Gewebe in der Loésung schwimmt
Inkubation bei 50 °C fur drei Stunden

RNA-Isolierung

480 pl Isolation Additive zu jeder Probe geben und vortexen.

1,1 ml 100 % Ethanol zugeben und durch Hoch- und Herunterpipettieren
mischen. Die Losung sollte klar werden.

In drei Schritten die 1,98 ml des Probengemischs auf eine Saule laden
und bei < 10.000 g fur 30 Sekunden zentrifugieren. Durchfluss jeweils
verwerfen.

Saule mit 700 pl Wash-1-Losung waschen (20 Sekunden;
Raumtemperatur; < 10.000 x g). Durchfluss verwerfen.

Saule mit 500 pl Wash-2/3-Losung waschen (30 Sekunden;
Raumtemperatur; < 10.000 x g). Durchfluss verwerfen.

Saule trocknen (30 Sekunden; Raumtemperatur; < 10.000 x Q).

Durchfluss nicht verwerfen.
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4) Nukleaseverdau und finale Elution

Zugabe von 60 pl DNase-Mix (6 yl 10 mal DNase Puffer, 4 yl DNase, 50
ul Ambion-Wasser) ins Zentrum der Saule.

30 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur.

Saule mit 700 pl Wash-1-Losung waschen (30 Sekunden;
Raumtemperatur; < 10.000 x g). Durchfluss verwerfen.

Saule mit 500 pl Wash-2/3-Losung waschen (30 Sekunden;
Raumtemperatur; < 10.000 x g). Durchfluss verwerfen und
Wiederholung dieses Waschschrittes. Zentrifugieren.

Zur Elution 30 pl 95 ° heien, nukleasefreien Ambionwassers in die
Mitte der Saule geben, eine Minute inkubieren und anschlielend
zentrifugieren (Eine Minute bei maximaler Umlaufsgeschwindigkeit).
Anschlie®end die Prozedur wiederholen, so dass schlieBlich in 60 pl
Ambionwasser eluiert wurde.

Messung der RNA-Konzentrationen mit  dem Nanodrop

Spectrophometer (Nanodrop Technologies, Wilmington, Delaware, USA)

Mit einem Thermocycler wurde eine Reverse-Transkriptase-Reaktion (RT

Reaktion) durchgefuhrt. Mit dem Roche Light Cycler 480 wurde eine quantitative

Polymerase-Kettenreaktion (qPCR) durchgefihrt und die MicroRNA-Expressionen

erfasst. Das folgende Ubersichtsschema entstammt dem TagMan® Small RNA

Assays Protocol:
1) RT Reaktion

Vorbereitung des RT Reaktion-Master-Mix
Vorbereitung der RT Reaktion
Durchfuhrung der RT Reaktion

2) gqPCR

Mischen der Reagenzien

Vorbereitung des qPCR Reaktions-Mix
Vorbereitung der PCR Reaktionsplatte
Durchflhrung der Messungen mit 45 Zyklen.

3) Analyse der Daten

Sichtung der Amplifikationsplots
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* Festlegung einer Baseline und der Schwellenwerte

Verwendet wurden das MicroRNA Reverse Transcription Kit von Applied
Biosystems, Artikelnummer 4366597, sowie der TagMan Universal PCR Master
Mix, no AmpErase, Artikelnummer 4324020.

3.6 Statistik

FiUr die statistischen Analysen wurde SPSS verwendet. Als parametrischer Test
diente der exakte Test nach Fisher nach zweiseitiger Signifikanz, als nicht-
parametrischer Test der Mann-Withney-U-Test. Da es sich bei meiner Studie um
eine Untersuchung mit stark explorativem Charakter handelt, wurde auf eine
Alpha-Adjustierung des globalen Signifikanzniveaus nach Bonferroni verzichtet.
Das Signifikanzniveau wurde bei Alpha = 5 % festgelegt. Bei einem p-Wert < 0,1
und > 0,05 wird von einem Trend gesprochen. Ein p-Wert < 0,01 bezeichnet einen

hochsignifikanten Unterschied.
Fir die Clusteranalysen der microRNA-Signaturen diente der Software Cluster 3.0
von Michael Eisen (http://rana.lbl.gov/EisenSoftware.htm). Die Normalisierung der

miRNA-Signaturen wurde auf Basis der Expression von miRNA-16 vorgenommen.

Die statistische Beratung erfolgte durch das Institut flir Medizinische Biometrie und

Statistik der Universitat zu Lubeck.
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4 Ergebnisse

Wie beschrieben handelt es sich bei dieser Arbeit um eine Subgruppenanalyse
eines Kollektivs von 102 Fallen FL aus den Jahren 2005 und 2006 aus dem Archiv
des Instituts flr Pathologie des Universitatsklinikums Schleswig-Holstein, Campus
Labeck. Diese wurden morphologisch, immunhistochemisch und
molekulargenetisch untersucht (Gollub et al., 2009, Thorns, 2009).

Um Antworten auf die Fragestellung zu finden, ob es sich bei DFL um eine eigene
biologische Krankheitsentitat handelt, verglichen wir zwei Gruppen im Hinblick auf
klinische, morphologische und immunhistochemische Parameter: FL mit einem
Flachenanteil > 25 % an diffusem Wachstumsmuster (n = 15) und solche einer

Referenzgruppe (n = 14).

Die Auswahl der Falle fur diese beiden Gruppen erfolgte folgendermalien: Aus
dem Gesamtkollektiv von 102 Fallen wurden alle Falle mit einem diffusem
Wachstumsanteil Gber 25 % zur Gruppe DFL zusammengefasst. Fur die
Referenzgruppe wurden alle Falle ausgewahlt, die folgende Kriterien erflllten:
WHO-Grad | oder Il, kein diffuses Wachstum, starke Reaktivitat fir CD10 und
BCL2, Nachweis einer BCL2-Translokation, Nichtnachweis einer BCL6-

Translokation.
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4.1 Klinische, morphologische und immunhistochemische

Parameter

Unterschiede zwischen beiden Gruppen zeigten sich bei folgenden
morphologischen und immunhistochemischen Parametern: Sklerose,
Knochenmarkbefall, starke Reaktivitat fur die immunhistochemischen Marker
CD10 und BCL2, CD23-Netzwerke sowie Reaktivitat der Tumorzellen fir CD23.
Keine Unterschiede zeigten sich hingegen bei den Parametern Patientenalter,
Infiltration der Lymphknotenkapsel, IgD-Expression in nicht-neoplastischen
Arealen, monotypische Leichtkettenexpression sowie bei den T-Zellmarkern CD3,
CD4, CD8 und bei der CD4/CD8-Ratio.

4.1.1 Patientenalter

Keine Unterschiede ergaben sich im Hinblick auf das Alter der Patienten. In beiden
Gruppen waren etwa gleich viele Betroffene Uber beziehungsweise unter 60 Jahre

alt (sieben in der Gruppe DFL, sechs in der Referenzgruppe).

4.1.2 Sklerose

Wahrend in der Referenzgruppe funf Falle eine Sklerose aufwiesen, waren es in
der Gruppe DFL nur elf. Aufgrund der niedrigen Fallzahl erwies sich der

Unterschied als nicht signifikant, zeigte jedoch einen Trend (p = 0,066).
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Abbildung 3: Sklerose
4.1.3 Knochenmarkbefall

In der Referenzgruppe zeigten neun der Félle einen Knochenmarkbefall, in der
Gruppe DFL hingegen nur drei (p = 0,025).

Abbildung 4: Knochenmarkbefall

4.1.4 CD10

Fir den Keimzentrumsmarker CD10 konnte ein hochsignifikanter Unterschied

nachgewiesen werden: In der Referenzgruppe zeigten alle 14 Falle den
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Auspragungsgrad ,stark®, wahrend es in der Gruppe DFL nur sieben waren (p =
0,002).

Abbildung 5: Starke Reaktivitét fiir den

Keimzentrumsmarker CD10

4.1.5BCL2

Auch die Reaktivitat fir BCL2 zeigte einen signifikanten Unterschied. Alle 14 Falle
in der Vergleichsgruppe, hingegen nur neun in der betrachteten Gruppe waren
stark BCL2-positiv (p = 0,017).

4.1.6 CD23-Netzwerke und CD23-Reaktivitat im Tumorgewebe

Ein hochsignifikanter Unterschied zeigte sich des Weiteren bei der Auspragung
der FDC-Netzwerke: Wahrend in der Referenzgruppe in allen 14 Fallen FDC-
Netzwerke nachweisbar waren, waren diese in der Gruppe DFL nur bei sechs
Fallen nachweisbar (p = 0,001). Auch war die CD23-Reaktivitat im Tumorgewebe
signifikant unterschiedlich: Innerhalb der Gruppe DFL ergab sich eine Reaktivitat

bei sieben Fallen, in der Referenzgruppe in nur einem Fall (p = 0,035).
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Abbildung 6: CD23-Netzwerke

4.1.7 Durchbruch der Lymphknotenkapsel

Bei der Frage nach einem Durchbruch des Tumors durch die Lymphknotenkapsel
konnte ebenfalls kein Unterschied festgestellt werden. In der Referenzgruppe
konnte bei zehn Fallen, in der Gruppe mit DFL in neun Fallen ein

Kapseldurchbruch diagnostiziert werden.

4.1.8 Erhaltene IgD-positive Mantelzonen

Ahnliche, nicht signifikant unterschiedliche Ergebnisse zeigten sich bei
Immunglobulin D. In beiden Gruppen konnte Immunglobulin D bei drei Fallen

nachgewiesen werden.
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Abbildung 7: Erhaltene IgD-positive Mantelzone

4.1.9 Monotypische Leichtkettenexpression

Beim Vergleich der monotypischen Leichtkettenexpression waren es in der
Gruppe DFL vier, in der Referenzgruppe funf.

4.1.10 CD3, CD4, CD8, CD4/CD8-Ratio

Keine signifikanen Unterschiede konnten wir beim Vergleich der prozentualen
Anteile der T-Zellmarker CD3, CD4 und CD8 sowie bei der CD4/CD8-Ratio

feststellen.

oot L o S

Abbildung 8: CD4-positive Zellen
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Gruppe DFL (n = Referenzgruppe | Exakte Gesamtkollektiv
15) (n=14) Signifikanz
(2-seitig)

Alter > 60 Jahre 7 n.s. 50/ 103 (48,5 %)
Sklerose 11 Trend 61/103 (59,2 %)
Kapsel- 9 10 n.s. 66 /79 (83,5 %)
durchbruch
Knochenmark- 3 9 p = 0,025 47 /103 (45,6 %)
infiltration
Starke CD10- 7 14 p = 0,002 77 /103 (74,8 %)
Reaktivitat
Starke BCL2- 9 14 p=0,017 74 /103 (71,8 %)
Reaktivitat
Erhaltene IgD- 3 3 n.s. 32/103 (31,1 %)
positive
Mantelzonen
CD23-Netzwerke 14 p = 0,001 57 /1103 (55,3 %)
CD23- 1 p =0,035 34 /103 (33,0 %)
Reaktivitat
Tumor
Monotypische 4 5 n.s. 38/103 (36,9 %)
Leichtketten
Alter 55,3 Jahre 53,2 Jahre n.s. 57,5 Jahre
CD3-Anteil 19,00% 20,00% n.s. 20,00%
CD4-Anteil 13,70% 15,70% n.s. 15,00%
CD8-Anteil 7,70% 8,70% n.s. 8,00%
CD4/CD8-Ratio 2 2,3 n.s. 2,36

Tabelle 1: Ergebnistibersicht, Teill: Klinische, morphologische und

immunhistochemische Parameter. Die exakte zweiseitige Signifikanz bezieht sich

auf den Vergleich DFL mit der Referenzgruppe. Die Daten des Gesamtkollektivs

sind zum Vergleich angegeben.
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4.2 Micro-RNA-Expressionen

Folgende MicroRNAs wiesen signifikant erhéhte Konzentrationen auf bei DFL im
Vergleich zur Referenzgruppe: miR-132, miR-154#, miR-21, miR-424, miR-432,
miR-452, miR-525#, miR-9.

Folgende MicroRNAs wiesen signifikant erniedrigte Konzentrationen bei DFL auf:
Let-7b, miR-10b, miR-133a, miR-135a, miR-139, miR-148a, miR-149, miR-184,
miR-26b, miR-302a, miR-34b, miR-34c, miR-375, miR-559, miR-574, miR-576,
miR-589, miR-597, miR-609.

Die MicroRNAs miR-124a, miR-17-5, miR-20a, miR-220, miR-27a, miR-382, miR-
409-5p, miR-498, miR-502, miR-517c, miR-572 und miR-92 lagen in erhohter
Konzentration vor, erreichten jedoch nicht das Signifikanzniveau, wenngleich sie
einen Trend zeigten (p < 0,1). Entsprechendes gilt fir die im Vergleich zur
Referenzgruppe erniedrigten MicroRNAs miR-143, miR-151, miR-187, miR-215,
miR-32, miR-324-5p, miR-520a, miR-561, miR-580, miR-586.
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Hochregulierte Exakte zweiseitige | Herunterregulierte Exakte zweiseitige
MicroRNAs bei DFL | Signifikanz (p) MicroRNAs bei DFL | Signifikanz
miR-9 p=0,014 Let-7b p = 0,049
miR-17-5 Trend miR-10b p=0,011
miR-20a Trend miR-133a p=0,012
miR-21 p =0,017 miR-135a p = 0,000
miR-27a Trend miR-139 p=0,017
miR-92 Trend miR-143 Trend
miR-124a Trend miR-148a p =0,042
miR-132 p=0,018 miR-149 p=0,012
miR-154# p = 0,023 miR-151 Trend
miR-382 Trend miR-184 p = 0,001
miR-409-5p Trend miR-187 Trend
miR-424 p=0,012 miR-215 Trend
miR-432 p =0,017 miR-26b p = 0,049
miR-452 p = 0,038 miR-302a p = 0,007
miR-498 Trend miR-32 Trend
miR-502 Trend miR-324-5p Trend
miR-517¢c Trend miR-34b p = 0,025
miR-525# p = 0,006 miR-34c p = 0,047
miR-572 Trend miR-375 p = 0,006
miR-220 Trend miR-520a Trend
miR-559 p = 0,041
miR-561 Trend
miR-574 p = 0,040
miR-576 p =0,034
miR-580 Trend
miR-586 Trend
miR-589 p = 0,047
miR-597 p=0,012
miR-609 p = 0,025

Tabelle 2: Ergebnistibersicht Teil 2: Verédnderte MicroRNA-Expressionen bei DFL
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5 Diskussion

Das Ziel dieser Arbeit ist, der Frage nachzugehen, ob es sich bei DFL um eine
eigene Krankheitsentitat handelt. Hierzu dient eine Subgruppenanalyse eines
Kollektivs von 102 Fallen FL aus den Jahren 2005 und 2006 aus dem Archiv des
Instituts fir Pathologie des Universitatsklinikums Schleswig-Holstein, Campus
Libeck. Diese wurden morphologisch, immunhistochemisch und
molekulargenetisch untersucht (Gollub et al., 2009, Thorns, 2009). Als Subgruppe
wurden 15 Falle mit einem diffusen Wachstumsanteil > 25 % ausgewahlt und
deren Daten mit denen einer aus 14 Fallen klassischer FL bestehenden

Referenzgruppe verglichen.

Da die Falle im Vorfeld unserer Untersuchungen anonymisiert wurden, kennen wir
lediglich das Alter der Patienten zum Zeitpunkt der Diagnosestellung sowie deren
Geschlecht. Somit konnen wir keine direkten Zusammenhange zwischen den von

uns erhobenen Parametern und klinischen Aspekten herstellen.

Das FL stellt eine biologisch und klinisch heterogene Krankheitsentitat dar. Typisch
ist ein langsamer, indolenter Verlauf Uber lange Zeitraume (Harris et al., 2008,
Freedman 2011, Leich et al., 2011a). In ungeféhr einem Viertel aller Falle kommt
es zur Transformation in ein hochmalignes Lymphom mit mittleren
Uberlebenszeiten von ungefahr zwei Jahren (Freedman 2011, Leich et al., 2011a).
Deshalb ist es wichtig, Parameter zu finden, die eine zuverlassige Abschatzung
der Prognose erlauben und damit klinisch tatigen Arzten eine Hilfestellung bei

Entscheidungen Uber Art und Umfang der Therapie geben.

Zu histopathologischen Prognoseparametern ist die Datenlage sehr vielfaltig.
Teilweise wird der Einfluss bestimmter Parameter auf Verlauf und Prognose der
Erkrankung unterschiedlich beschrieben. Neben dem Nachweis oder dem
Nichtnachweis bestimmter genetischer Aberrationen, der Genexpressionsanalyse
und der Analyse des aus nicht-neoplastischen Zellen bestehenden Mikromilieus

werden der histologische Grad nach WHO sowie das Wachstumsmuster als
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Prognoseparameter diskutiert.

Harris et al. (2008) beschreiben einen Zusammenhang zwischen histologischem
Grad und dem Gesamtuberleben. Im Kontrast hierzu stehen die Arbeiten von
Hans et al. (2003), Klapper et al. (2007) und von Bhagavati et al. (2009), nach
denen das Grading nach WHO keinen Einfluss auf die Prognose des FL hat. Daflr
beschreiben Hans et al. (2003) einen signifikanten Zusammenhang zwischen
einem diffusen Wachstumsanteil dber 50 % und einer niedrigen
Gesamtuberlebensrate bei FL Grad 3. Klapper et al. (2007) konnten fur die
Korrelation zwischen diffusem Wachstumstyp und Gesamtlberleben zumindest
einen Trend nachweisen. Sie stellten einen signifikanten Zusammenhang
zwischen dem Vorliegen einer Sklerose im Tumor und einer schlechten
Gesamtuberlebensrate fest. Bhagavati et al. (2009) fanden wiederum keine

Assoziation zwischen Wachstumsmuster und Prognose.

Wegen dieser widerspruchlichen Datenlage zum Einfluss des Wachstumstyps auf
Verlauf und Prognose des FL mdchte ich mit meiner Arbeit DFL im Hinblick darauf
untersuchen, ob sich Hinweise flr das Vorliegen einer eigenen Krankheitsentitat

ergeben.

5.1 Klinische, morphologische und immunhistochemische

Parameter

Unterschiede zwischen den beiden Gruppen zeigten sich bei Betrachtung
folgender Parameter: Sklerose (mehr Falle in der Gruppe DFL),
Knochenmarkbefall (mehr Falle in der Referenzgruppe), starke Reaktivitat fur die
immunhistochemischen Marker CD10 und BCL2 (jeweils mehr Falle in der
Referenzgruppe), CD23-Netzwerke (mehr Falle in der Referenzgruppe) sowie
Reaktivitat der Tumorzellen far CD23 (mehr Falle in der Gruppe DFL). Keine
Unterschiede zeigten sich bei Vergleich der Parameter Patientenalter bei
Erstdiagnose, Durchbruch der Lymphknotenkapsel, IgD-Expression in nicht-

neoplastischen Arealen, monotypische Leichtkettenexpression sowie bei den T-
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Zellmarkern CD3, CD4 und CD8 und bei der CD4/CD8-Ratio.

5.1.1 Sklerose

Dass in der Gruppe DFL mehr Falle eine Sklerose aufwiesen als in der
Referenzgruppe, kdnnte ein Hinweis darauf sein, dass DFL einer aggressiveren
Entitdt angehdren. Klapper et al. (2007) haben wie beschrieben einen
Zusammenhang zwischen dem Vorliegen einer Sklerose und einer niedrigen

Gesamtuberlebensrate nachgewiesen.

5.1.2 Knochenmarkinfiltration

Wie beschrieben, ist das Knochenmark zum Zeitpunkt der Erstdiagnose in 40 bis
70 % aller FL mit befallen (Harris et al., 2008), wobei die Rate in niedriggradigen
FL mit 40 bis 70 % hdher ist als in hdhergradigen mit einer Rate von 30 bis 35 %
(McKenna et al.,, 1975, Thorns 2009). Trotzdem ist auch der Einfluss einer
Knochenmarkinfiltration auf Verlauf und Prognose der Erkrankung ein unter
Experten kontrovers diskutierter Aspekt. Nach Canioni et al. (2004) eignet sich das
Infiltrationsmuster bei FL mit hoher Tumorlast als Prognoseparameter. Demnach
gehen mehrere nebeneinander bestehende Infiltrationsmuster mit einer
niedrigeren Gesamtiiberlebensrate einher als ein einziges Infiltrationsmuster. Liegt
keine Knochenmarkinfiltration vor, ist das Gesamtuberleben noch hoher. Dass bei
meiner Untersuchung weniger DFL eine Knochenmarkinfiltration aufwiesen,
konnte dadurch erklart werden, dass hohergradige FL oft auch ein diffuses

Wachstumsmuster zeigen, diese aber seltener das Knochenmark infiltrieren.

5.1.3 Starke Reaktivitat fiir CD10 und BCL2

Starke Reaktivitat fir die immunhistochemischen Marker CD10 und BCL2 waren
Auswahlkriterien fur die Falle der Referenzgruppe. Bei Fallen vom Grad 3 ist dies
weniger haufig der Fall (Thorns, 2009). DFL gehen haufig mit einem hoheren Grad
einher. Dies erklart, weshalb die Reaktivitat fur CD10 und BCL2 in der Gruppe mit

diffusem Wachstum weniger stark ausgepragt war.
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5.1.4 CD23-Netzwerke

CD23 ist der Marker fur Follikular-dendritische Zellen und dient zur Diagnostik des
Wachstumsmusters. CD23 fehlt in diffusen Arealen wahrend er in neoplastischen
Follikeln in der Regel vorhanden ist (Leich et al., 2011a). Hiermit ist auch zu
erklaren, dass bei lediglich sechs Fallen DFL CD23-Netzwerke nachweisbar waren

im Gegensatz zu allen 14 Fallen der Referenzgruppe.

5.1.5 CD23-Reaktivitat im Tumorgewebe

Wahrend in der Gruppe DFL sieben Falle eine Reaktivitat fur CD23 zeigten, traf

dies in der Referenzgruppe nur fir einen Fall zu.

5.1.6 Alter der Patienten bei Erstdiagnose

Eine direkte Korrelation zwischen dem Patientenalter und histopathologischen
Parametern wie WHO-Grad oder Wachstumstyp besteht nach derzeitigem
Kenntnisstand nicht. Der Grund dafiir, dass der Parameter ,Alter der Patienten
uber 60 Jahre® in den FLIPI mit eingeht, ist die Annahme, dass mit zunehmendem

Alter einhergehende Komorbiditaten tendenziell die Prognose verschlechtern.

5.1.7 Durchbruch der Lymphknotenkapsel

Ein Durchbruch der Lymphknotenkapsel ist ein haufig gefundener Befund bei FL.
Bisher ist kein Zusammenhang zwischen einem Kapseldurchbruch und klinischen

Parametern bekannt.

5.1.8 Erhaltene IgD-positive Mantelzonen

IgD dient dazu, einen Erhalt der Mantelzone um das Keimzentrum nachzuweisen.
Zwischen beiden untersuchten Kollektiven konnte hier kein Unterschied

festgestellt werden.
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5.1.9 Monotypische Leichtkettenexpression

Die monotypischen Leichtketten sind im Stadium der postgerminalen
Differenzierung héher exprimiert. Deshalb hatte hier ein Unterschied zwischen den
beiden verglichenen Gruppen einen Hinweis dafur erbringen kdénnen, dass DFL
aus Keimzentren im Stadium der postgerminalen Differenzierung hervorgehen.
Dies war bei meiner Untersuchung nicht der Fall. Ein Vergleich der beiden

Gruppen zeigte keinen Unterschied.

5.1.10 CD3, CD4, CD8 sowie CD4/CD8-Ratio

CD3, CD4 und CD8 sind T-Zellmarker und eignen sich als Surrogatmarker der
Immunreaktion im Tumorgewebe. Nach Alvaro et al. (2006) ist ein  Uberwiegen
von Zellen der spezfischen Immunitat - wie CD4+ und CD8+-Zellen — im
Tumorgewebe eher mit einem prognostisch gunstigen Verlauf assoziiert. Bei
meinem Vergleich zeigte sich kein Unterschied im Expressionsmuster dieser T-

Zellmarker.

5.2 MicroRNA-Expressionen

Ich mochte der Frage nachgehen, ob sich fur die bei meiner Untersuchung
identifizierten MicroRNAs in der wissenschaftlichen Literatur Assoziationen mit
Krebserkrankungen beziehungsweise mit NHL finden. Da das FL ein aus den
Keimzentrums-B-Zellen hervorgehender Tumor ist, gehe ich zudem der Frage
nach, ob die identifizieten MicroRNAs mit spezifischen Stadien der

Keimzentrums-B-Zell-Differenzierung assoziiert sind.

5.2.1 DFL zeigen kein fiir ein spezifisches Differenzierungsstadium typisches

Expressionsmuster

Wahrend ihrer Differenzierung im Keimzentrum durchlaufen die B-Lymphozyten
verschiedene Stadien: naive B-Lymphozyten werden zu Keimzentrums-B-Zellen.

Diese gehen entweder in Apoptose, entwickeln sich zu Plasmazellen oder zu B-
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Gedachtniszellen (Carbone et al., 2009). Zhang et al. (2009) sowie Jima et al.
(2010) haben die Expressionen von MicroRNAs in naiven B-Zellen,
Keimzentrums-B-Zellen, Plasmazellen und B-Gedachtniszellen analysiert und
hierbei diverse MicroRNAs identifiziert, die flir bestimmte Stadien der B-Zell-
Differenzierung spezifisch sind. Tabelle 3 listet von diesen ausschliel3lich die

MicroRNAs auf, die sich auch bei meiner Untersuchung DFL verandert zeigten.

DFL-spezifische MicroRNAs. | Assoziation mit der B-Zell-Differenzierung
miR-17-5p (1) 1 in Keimzentrums-B-Zellen' 2 Keimzentrums-miRs
miR-9(1 ) 1 in Keimzentrums-B-Zellen?

miR-92(1 ) 1 in Keimzentrums-B-Zellen?
miR-148a (|) 1 in Keimzentrums-B-Zellen?
miR-20a (1) 1 in Keimzentrums-B-Zellen?
miR-151(]) | in Plasmazellen?
miR-27a (1) 1 in B-Gedachtniszellen? Gedichtniszell-miRs
miR-26b (|) 1 in B-Gedachtniszellen?

Tabelle 3: In DFL verdnderte MicroRNAs und ihre Assoziation mit der
Differenzierung von B-Lymphozyten (vereinfachte Darstellung der Ergebnisse von
Zhang et al., 2009 und Jima et al., 2010).

Der in Tabelle 3 dargestellte Vergleich lasst keinen eindeutigen Zusammenhang
zwischen den MicroRNA-Expressionen bei DFL und denen bei der B-Zell-
Differenzierung erkennen. Somit ist festzuhalten, dass DFL kein fur ein
spezifisches Stadium der B-Zell-Differenzierung typisches Expressionsmuster

zeigen.

5.2.2 DFL uberexprimieren Onco-miRs und unterexprimieren

Tumorsuppressor-miRs

DFL unterscheiden sich signifikant in ihren Expressionsmustern im Vergleich zu
klassischen FL: MicroRNAs mit einer in der Literatur beschriebenen onkogenen
Wirkung (Onco-miRs) zeigten sich in der Gruppe DFL vielfach erhoht (miR-21,
miR-27a, miR-424, miR-452, miR-498, miR-92), wahrend MicroRNAs mit einem

1 Zhang et al., 2009
2 Jimaetal., 2010
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tumorsuppressiven Potential

(Tumorsuppressor-miRs) vielfach erniedrigt waren

(Let-7b, miR-26b, miR-34b, miR-34c, miR-133a, miR-139, miR-143, miR-148a,

miR-149, miR-520a, miR-559)( Tabelle 4).

MicroRNAs mit Uberexpression bei DFL und
mit beschriebenen onkogenen Potential

MicroRNAs mit Unterexpression bei DFL und
mit beschriebenen tumorsuppressiven
Potential

miR-17-5 (Trend)

Let-7b (p = 0,049)

miR-21 (p = 0,017)

miR-26b (p = 0,049)

miR-27a (Trend)

miR-34b (p = 0,025)

miR-92 (Trend)

miR-34c (p = 0,047)

miR-424 (p = 0,012)

miR-133a (p = 0,012)

miR-452 (p = 0,038)

miR-139 (p = 0,017)

miR-498 (Trend)

miR-148a (p = 0,042)

miR-149 (p = 0,012)

miR-520a (Trend)

miR-559 (p = 0,041)

Tabelle 4: MicroRNAs mit beschriebenem onkogenen und solche mit

beschriebenem tumorsuppressiven Potential

5.2.3 Fiir viele der bei DFL liber- und unterexprimierten MicroRNAs ist die

Datenlage diskrepant oder unvollstiandig

Von der ,Regel“ nach der DFL Onco-miRs Uber- und Tumorsuppressor-miRs

unterexprimieren, gibt es zahlreiche Ausnahmen. Fur einige dieser MicroRNAs

sind in der wissenschaftlichen

Literatur

sowohl onkogene als auch

tumorsuppressive Wirkungen beschrieben (Tabelle 5).
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MicroRNAs mit Erhohung in der Gruppe
»Diffuses Wachstum“ und diskrepanter

Datenlage

MicroRNAs mit Erniedrigung in der Gruppe
»Diffuses Wachstum“ und diskrepanter

Datenlage

miR-9 (p = 0,014)

miR-10b (p = 0,011)

miR-20a (Trend)

miR-135a (p = 0,000)

miR-143 (Trend)

miR-151 (Trend)
miR-184 (p = 0,001)
miR-375 (p = 0,006)

miR-132 (p = 0,018)

Tabelle 5: MicroRNAs mit in der Literatur beschriebenen onkogenen und

tumorsuppressiven Wirkungen.

Fur miR-124a, die bei meiner Untersuchung erhoht war jedoch nicht das

Signifikanzniveau erreichte, sind ausschliel3lich Herunterregulationen in
verschiedenen Tumoren beschrieben (Tabelle 6). Fir miR-32, in DFL erniedrigt
(Trend), ist eine Hochregulation im Prostatakarzinom beschrieben (Jalava et al.,
2012). Fur weitere MicroRNAs, die sich bei DFL dber- oder unterexprimiert

zeigten, finden sich in der Literatur unspezifische oder keine Daten.

Die Tatsache, dass DFL Onco-miRs vielfach Uber- und Tumorsuppressor-miRs
unterexprimieren, sind als Hinweis daflir zu deuten, dass DFL aggressivere
Eigenschaften aufweisen als klassische FL. Festzuhalten bleibt aber auch, dass
FL eine heterogene Krankheitsentitadt mit flieRenden Ubergédngen zwischen
moglichen Subtypen darstellen. Die Tatsache, dass die Datenlage fir viele
MicroRNAs diskrepant beziehungsweise unzureichend ist, verdeutlicht, dass
weitere Untersuchungen nétig sind, um mehr Uber die Funktion dieser MicroRNAs
bei der Atiopathogenese von Neoplasien zu erfahren. Hierbei ist auch zu
bedenken, dass einzelne MicroRNAs durchaus gegensatzliche Wirkungen im

Zellzyklus haben kénnen (Di Leva und Croce, 2010).

Die Tabellen 6 und 7 fassen den aktuellen Wissensstand (iber die Assoziation der

in meiner Untersuchung identifizierten MicroRNAs mit Krebserkrankungen

Zusammen.
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Uber- Exakte Assoziation mit Neoplasien
exprimierte |zweiseitige
MicroRNAs | Signifikanz
miR-9 p=0,014 |1inFL®**?
| in Melanom®, Nierenzellkarzinom’, Tumorsuppression in
Plattenepithelkarzinom der Mundhohle und des Pharynx®
miR-17-5 Trend 1 in DLBCL?, Gallenepithelkarzinom®
miR-20a Trend 1 in FL5, Magenkarzinom?®, Kolorektalem Karzinom®,
Nierenzellkarzinom’
| in Pankreaskarzinom™
miR-21 p=0,017 |1inFL* DLBCL", Glioblastoma multiforme?,
Mundhdhlenkarzinom'®, papillares Schilddriisenkarzinom™,
Mammakarzinom'®, Gallenepithelkarzinom®,
E_’ankreaskarzinomg, Plattenepithel- und Adenokarzinom des
Osophagus®, Magenkarzinom® Kolorektalem Karzinom®,
Nierenzellkarzinom’, Prostatakarzinom’
miR-27a Trend Maligne Entartung von Bronchialepithelzellen®
miR-92 Trend 1 in Kolorektalem Karzinom®'”, Prostatakarzinom’,
Magenkarzinom?®, Nierenzellkarzinom'®, nicht-kleinzelligem
Bronchialkarzinom™
miR-124a Trend | in Hepatozellularem Karzinom?°, Mammakarzinom?',
Wachstumshemmung in Glioblastom?? und Zervixkarzinom?®
3 Rohle et al., 2008
4 Lawrie et al., 2009
5 Wangetal., 2012
6 Liuetal, 2011
7 Fendleretal., 2011
8 Minoretal., 2011

9 Hongetal., 2010
10 Yan et al., 2010

11 Fabbri et al., 2009
12 Purow et al., 2010
13 Wu BH et al., 2011
14 Pallante et al., 2010
15 Farazi et al., 2011
16 Wang Q et al., 2011
17 Tsuchida et al., 2011
18 Valera et al., 2011
19 Lin PY et al., 2010
20 Zheng et al., 2011
21 Lv et al., 2011

22 Silber et al., 2008
23 Wilting et al., 2010
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Uber- Exakte Assoziation mit Neoplasien

exprimierte | zweiseitige

MicroRNAs | Signifikanz
miR-132 p=0,018 |1+ | in Pankreaskarzinom® %
miR-154# P =0,023 Nicht bekannt
miR-220 Trend Nicht bekannt
miR-382 Trend Nicht bekannt

miR-409-5p Trend Nicht bekannt

miR-424 p=0,012 |1in Osopaguskarzinom®
miR-432 p=0,017 Nicht bekannt
miR-452 P =0,038 1 in Urothelkarzinom?®
miR-498 Trend 1 in Retinoblastom?
miR-502 Trend Nicht bekannt
miR-517¢c Trend Nicht bekannt
miR-525# p = 0,006 Nicht bekannt
miR-572 Trend Nicht bekannt

Tabelle 6: Bei DFL tberexprimierte MicroRNAs und ihre Assoziation mit

Neoplasien

24 Park et al., 2011
25 Zhang et al., 2011
9 Hongetal., 2010
26 Veerla et al., 2009
27 Zhao et al., 2009
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Unter- Exakte Assoziation mit Neoplasien

exprimirte |zweiseitige

MicroRNAs | Signifikanz

let-7b p = 0,049 | in Plattenepithel- und Adenokarzinom der Lunge'®, Hepatozelluldrem
Karzinom®, Gallenepithelkarzinom®, Osophaguskarzinom®,
Kolorektalem Karzinom?®, Prostatakarzinom’

miR-10b | P = 0,011 Tumorsuppressor im Glioblastom?®
1 in Plattenepithelkarzinom des Osophagus® ?°, Pankreaskarzinom®,
Mammakarzinom?®'

miR-26b | p = 0,049 | in DLBCL (im Vergleich zu FL)* in t(14;18)-negativen FL*, Gliom*,
Mammakarzinom®*

miR-32 Trend 1 in Prostatakarzinom®

miR-34b p = 0,025 CpG-Methylierung  in  nicht-kleinzelligem  Bronchialkarzinom®,
Kolonkarzinom?, Plattenepithelkarzinom der Mundhéhle®, Melanom®”

miR-34c p = 0,047 CpG-Methylierung in  Kolonkarzinom, Plattenepithelkarzinom der
Mundhéhle, Melanom?®”

miR-133a |P =0,012 | in Plattenepithelkarzinomen des Sinus maxillaris*, der Zunge®, des
Osophagus®, der Lunge®, Pankreaskarzinom®, Nierenzellkarzinom?®,
Urothelzellkarzinom?, Prostatakarzinom®, Rhabdomyosarkom®,
Kolorektalem Karzinom?®
1 im Multiplen Myelom?®®

miR-135a |p = 0,000 1 in Kolorektales Karzinom
| in Magenkarzinom*

miR-139 |p=0,017 | in FL3, | bei Hepatozellularem Karzinom schlechte Uberlebensrate*!

miR-143 | Trend | in B-Zell-Lymphomen*?, Kolonkarzinom?®

1in FL*

18 Lin PY et al., 2010
9 Hongetal., 2010

7 Fendleretal., 2011
28 Gabriely et al., 2011
29 Tian et al., 2010

30 Nakata et al., 2011
31 Ma et al., 2007

32 Leich et al., 2011b
33 Wu N et al., 2011
34 Liu et al., 2011

35 Jalava et al., 2012
36 Tanaka et al., 2011
37 Hermeking, 2009
38 Nohota et al., 2012
39 Nagel et al., 2008
40 Wu et al., 2012

3 Rohle et al., 2008
41 Wong et al., 2011
42 Yukihiro et al., 2007
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Unter- Exakte Assoziation mit Neoplasien
exprimirte |zweiseitige
MicroRNAs | Signifikanz
miR-148a |p = 0,042 | in Pankreaskarzinom?®, Magenkarzinom?®
miR-149 | p=10,012 | in FL3, Induktion von Apoptose in Krebszellen*?
miR-151 Trend | in Kolonkarzinom?®
1 in DLBCL?
miR-184 p = 0,001 | in Gallenepithelkarzinom?®
1 in Plattenepithelkarzinom der Zunge**
miR-187 Trend unbekannt
miR-215 Trend unbekannt
miR-302a |p = 0,007 unbekannt
miR-324-5p | Trend unbekannt
miR-375 |p =0,006 | in Adenokarzinom* und Plattenepithelkarzinom* des Osophagus,
Magenkarzinom*’, Plattenepithelkarzinom des Kopf-Hals-Bereichs*,
Hepatozellularem Karzinom*, Melanom®
1 in Prostatakarzinom?®’
miR-520a | Trend | in Mammakarzinom?®?
miR-559 | p = 0,041 Tumorsuppressor>
miR-561 Trend unbekannt
miR-574 p = 0,040 unbekannt
miR-576 p =0,034 unbekannt
miR-580 Trend unbekannt
miR-586 Trend unbekannt
miR-589 p = 0,047 unbekannt
miR-597 p=0,012 unbekannt
miR-609 p = 0,025 unbekannt

Tab. 7: Unterexprimierte MicroRNAs bei DFL und ihre Assoziation mit Neoplasien

4 Lawrie et al., 2009
3 Rohle et al., 2008
43 Lin RJ et al., 2011

9 Hongetal., 2010
44 Wong et al., 2008
45 Leidner et al., 2012
46 Komatsu et al., 2011

47 Tsakumoto et al., 2010

48 Harris et al., 2012
49 He et al., 2011

50 Mazar et al., 2011
51 Selth et al., 2011

52 Keklikoglou et al., 2011

53 Chen et al., 2009
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5.2.4 Uberexprimierte MicroRNAs bei DFL

MiR-9 gehort zu den MicroRNAs, fir die in der Literatur sowohl Hinweise auf
onkogene als auch auf tumorsuppressive Wirkungen zu finden sind. Interessant
ist, dass Erhohungen ausschlieBlich beim FL aber bei keinen anderen
Tumorerkrankungen beschrieben sind (Rohle et al., 2008, Lawrie et al., 2009,
Wang et al., 2012). Ein Erklarungsansatz kénnte darin zu finden sein, dass miR-9
als fur Keimzentrums-B-Zellen spezifische MicroRNA identifiziert wurde (Jima et
al., 2010).

Verschiedene Studien sprechen miR-9 eine tumorsuppressive Wirkung zu. Liu et
al. (2011) konnten Erniedrigungen von miR-9 bei metastasierten Melanomen
nachweisen und beschreiben die tumorsuppressive Funktion von miR-9 in Bezug
auf das Melanom. Demnach reguliert miR-9 die Expression von Snail1 und NF-
kappaB1 herunter. Dies fiihrt im Falle von Uberexpression von miR-9 zu
verminderter Zellproliferation und zur Regulation verschiedener das Zytoskelett
beeinflussender GTPasen. Beim Nierenzellkarzinom ist eine erniedrigte
Expression von miR-9 beschrieben (Fendler et al., 2011). Des Weiteren ist fur
miR-9 eine  Funktion als Tumorsuppressor in  Mundhohlen- und

Pharynxkarzinomen nachgewiesen (Minor et al., 2011).

MiR-20a ist wie miR-92 Teil des miR-17-92-Clusters. Dieses Cluster kodiert fur ein
primares Transkript, aus welchem sechs verschiedene mature MicroRNAs
hervorgehen, namentlich miR-17, miR-18a, miR-19a, miR-20a, miR-19b, und miR-
92a (Tsuchida et al., 2011). Es ist bekannt, dass die MicroRNAs dieses Clusters
uber verschiedene Mechanismen zur Tumorentstehung beitragen. Beschrieben
sind sowohl onkogene als auch tumorsuppressive Wirkungen der sechs
MicroRNAs (Xiang und Wu 2010). Interessanterweise fanden Fassina et al. (2012)
signifikante Uberexpressionen aller sechs MicroRNAs des miR-17-92-Clusters
beim Keimzentrums-Typ des DLBCL im Vergleich zu Grad 3 FL. Somit kdnnten
diese MicroRNAs als Differenzierungsmerkmale zwischen den verglichenen

Entitaten dienen.

Erhdhungen des Paralogs MIR-20a sind beim FL (Wang et al.,, 2012), beim
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Magenkarzinom (Hong et al., 2010), beim Kolonkarzinom (Hong et al., 2010)
sowie beim Nierenzellkarzinom (Fendler et al., 2011) beschrieben. Erwiesen ist,
dass miR-20a die Expression des Zellzyklusinhibitors CDKN1A/p21 hemmt (Wang
et al., 2012). Wang et al. (2012) spekulieren, dass dies zu einer Verlangerung der
G1-Phase des Zellzyklus fuhrt, was auch ein besseres Ansprechen auf klassische
Chemotherapeutika erklaren kénnte. Zudem sind Erhéhungen von miR-20 mit
dem Gallenepithelkarzinom assoziiert (Hong et al., 2010). Eine andere Studie
spricht miR-20 ein eher tumorsuppressives Potential zu: nach Yan et al. (2010) ist
eine Uberexpression von miR-20 mit einer Hemmung von Proliferation und

Metastasierung bei Pankreaskarzinomen assoziiert.

MiR-21 kommt eine wichtige Rolle in der Pathogenese von verschiedenen
Tumoren zu. MiR-21 hemmt die Expression der Tumorsuppressoren ANP32A und
SMARCA4 (Schramedei et al.,, 2011). Somit kann die Hypothese aufgestellt
werden, dass ein durch miR-21 bedingter Mangel der Tumorsuppressoren
ANP32A und SMARCA4 ein verstarktes und dadurch diffuses Wachstum
beglnstigt. Fur viele verschiedene Tumorarten ist eine Erhéhung von miR-21
beschrieben. Hierzu gehoren neben dem FL (Lawrie et al., 2009) und dem DLBCL
(Fabbri et al., 2009) das Glioblastoma multiforme (Purow et al., 2010), das
Plattenepithelkarzinom der Mundhohle (Wu BH et al., 2011), das papillare
Schilddrisenkarzinom (Pallante et al., 2010), das Mammakarzinom (Farazi et al.,
2011), das Gallenepithelkarzinom (Hong et al., 2010), das Pankreaskarzinom
(Hong et al., 2010), das Plattenepithelkarzinom sowie das Adenokarzinom des
Osophagus (Hong et al., 2010), das Magenkarzinom (Hong et al., 2010), das
Kolonkarzinom (Hong et al., 2010), das Nierenzellkarzinom (Fendler et al., 2011)

sowie das Prostatakarzinom (Fendler et al., 2011) .

Fir miR-27a (Trend) ist ebenfalls eine onkogene Wirkung bekannt. Es wird fur die
maligne Entartung von Bronchialepithelzellen verantwortlich gemacht (Wang et al.,
2011). Erwahnenswert ist, dass miR-27a zudem in B-Gedachtniszellen erhéht war

im Vergleich zu B-Keimzentrumszellen (Jima et al., 2010).

MiR-92 (Trend) ist Teil des MIR-17-92-Clusters. Tsuchida et al. (2011) und Hong et

al. (2010) fanden Erhéhungen von MIR-92a beim Kolonkarzinom. Tsuchida et al.

43



beschreiben den zugrunde liegenden Mechanismus: Ziel von MIR-92a ist das
antiapoptotisch wirksame Molekul namens BCL-2-interagierender Zelltodmediator
(BIM). Zudem induziere die Antagomir Anti-miR-92 die Apoptose von aus
Kolonkarzinom entstammenden Zelllinien. Erhdhungen von miR-92 sind
aulRerdem beim Prostatakarzinom (Fendler et al., 2011), beim Magenkarzinom
(Hong 2010), beim nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom (Lin et al., 2011) sowie

beim Nierenzellkarzinom (Valera et al., 2011) beschrieben.

MiR-124 wird eine tumorsuppressive Wirkung bei verschiedenen Neoplasien
zugeschrieben. MiR-124 hemmt die Expression der Onkogene ROCK2 und EZH2
und fungiert auf diese Weise als Tumorsuppressor beim Hepatozellularen
Karzinom (Zheng et al., 2011). Des Weiteren ist bekannt, dass miR-124
verschiedene Schritte der Metastasierung beim Mammakarzinom hemmt (Lv et al.,
2011). Silber et al. (2008) beschreiben eine Wachstumshemmung in
Glioblastomen durch miR-124. Auch beim Zervixkarzinom wird miR-124 eine

solche Wirkung zugesprochen (Wilting et al., 2010).

Fir miR-132 ist die bisherige Datenlage widersprichlich. Nach Park et al. (2011)
ist seine Erhdhung mit dem Adenokarzinom des Pankreas assoziiert. Zudem
hemmt es die Expression des Retinoblastom Tumorsuppressors Rb1 (Park et al.,
2011). Dies steht im Gegensatz zur Studie von Zhang et al., (2011), die eine

Erniedrigung von miR-132 beim Pankreaskarzinom beschreiben.

5.2.5 Unterexprimierte MicroRNAs bei DFL

Let-7b: Die Paraloge von let-7 sind Tumorsuppressoren und in verschiedenen
Neoplasien erniedrigt. Hierzu gehoren das Plattenepithel- und das Adenokarzinom
der Lunge (Lin PY et al., 2010), das Hepatozellulare Karzinom (Hong et al., 2010),
das Gallengangkarzinom (Hong 2010), das Osophaguskarzinom (Hong et al.,
2010), das Kolonkarzinom (Hong et al., 2010) sowie das Prostatakarzinom
(Fendler et al., 2011). Let-7 kommt eine entscheidende Rolle bei der Pathogenese
des DLBCL zu - sie inaktiviert die mRNA des Tumorsuppressorgens
PRDM1/Blimp-1 (B-Lymphozyten-induziertes-Maturations-Protein 1) beim Nicht-
GCB-Typ des DLBCL (Nie et al., 2010).
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MiR-10b (p = 0,011) wird eine Funktion als Tumorsuppressor in Glioblastomen
zugesprochen (Gabriely et al.,, 2011). Demnach hemmt miR-10b das
Zellwachstum durch Zellzyklusstop und Apoptose. Diese zellularen Antworten
werden durch erhohte Expressionen der Gene BCL2L11/Bim, TFAP2C/AP-2y,
CDKN1A/p21 und CDKN2A/p16 vermittelt. Deren Expressionsprodukte hemmen

normalerweise das unkontrollierte Zellwachstum.

Jedoch gibt es auch fur miR-10b Studien, die ein onkogenes Potential belegen:
Hong et al. (2010) sowie Tian et al. (2010) beschreiben, dass das
Plattenepithelkarzinom des Osophagus mit Erhdhungen von miR-10b assoziiert
sei. Zudem beschreiben Nakata et al. (2011) eine Assoziation von Erhéhungen
von MIR-10b mit dem Pankreaskarzinom und hier insbesondere mit einer hohen
Invasivitat und schlechter Prognose. Ma et al. (2007) schreiben miR-10b eine
Assoziation mit hoher Invasivitat und schlechter Prognose beim Mammakarzinom
zu. Demnach induziert die Uberexpression von miR-10b in nicht-metastasierten
Mammakarzinomen eine Metastasierung. Die Expression von miR-10b verstarkt
die Expression von RHOC, einem gut -charakterisierten Gen, welches

Metastasierung begunstigt.

Interessanterweise haben Lawrie et al. (2009) eine Unterexpression von miR-26b
beim DLBCL im Vergleich zum FL gefunden. Zudem haben Leich et al. (2011) eine
verminderte Expression bei t(14;18)-negativen FL im Vergleich zu t(14;18)-
positiven FL nachgewiesen. Nach Liu et al. (2011) ist miR-26b beim
Mammakarzinom herunterreguliert und agiert miR-26b als Tumorsuppressor durch
Hemmung der Expression von SLC7A11. Auch bei Gliomen sind Erniedrigungen
von miR-26b und eine Funktion als Tumorsuppressor beschrieben (Wu N et al.,
2011).

miR-34b, miR-34c sowie deren Paralog miR-34a sind nachgewiesenermalien an
der Entstehung verschiedener Tumoren beteiligt (Hermeking, 2009). Zu erwahnen
ist, dass miR-34b und miR-34c — im Gegensatz zu miR-34a — auf einem
gemeinsamen Gen lokalisiert sind und ein gemeinsames Transkript haben. Die
MicroRNAs  der  miR-34-Familie  stellen  direkte  Ziele fur das

Tumorsuppressionsprotein p53 dar, durch das ihre Expression induziert wird. P53
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ist bei vielen Tumorarten von Mutationen betroffen. Dies erklart, warum diese
MicroRNAs bei vielen Tumoren herunterreguliert sind. Sie binden mit
unterschiedlicher Affinitdt an mehrere hundert verschiedene Ziele und regulieren
auf diese Weise die Expression von vielen Proteinen. Beispielsweise hemmen sie
die Expression von BCL2. Zudem ist bekannt, dass CpG-Methylierungen zur
Inaktivierung von miR-34b/c flhren. CpG-Methylierungen von miR-34b/c wurden
beim Kolorektalen Karzinom, beim Plattenepithelkarzinom der Mundhohle sowie

beim malignen Melanom nachgewiesen (Hermeking, 2009).

MiR-133a ist eine MicroRNA mit bekannter tumorsuppressiver Wirkung, die in
verschiedenen  Tumoren herunterreguliert ist. Dies ist belegt fir
Plattenepithelkarzinome der Kiefernohle, der Zunge, des Osophagus, der Lunge,
das Pankreaskarzinom, das Nierenzellkarzinom, das Urothelzellkarzinom, das
Prostatakarzinom, das Rhabdomyosarkom (Nohota et al., 2012) sowie flr das
Kolorektale Karzinom (Hong et al., 2010). Nohota et al. (2012) erwahnen eine

Uberexpression beim Multiplen Myelom.

Fur miR-135a sind sowohl onkogene als auch tumorsuppressive Wirkungen
beschrieben. Nach Nagel et al. (2008) unterdrickt miR-135a die Expression des
APC-Gens. Dessen Inaktivierung stellt ein initierendes Ereignis in kolorektalen
Adenomen und Karzinomen dar. Wu et al. (2012) beschreiben ein
tumorsuppressives Potential von miR-135a bei Magenkarzinomen: uber eine
Hemmung der Janus-Kinase 2 durch miR-135a werden die Aktivierung von p-

STAT3, cyclin D1 die und Expression von Bcl-xI gehemmt.

Rohle et al. (2008) haben eine Erniedrigung von miR-139 beim FL nachgewiesen.
Nach Wong et al. (2011) ist eine Erniedrigung von miR-139 beim Hepatozelluldrem
Karzinom mit einer schlechten Uberlebensrate und einer erhohten
Metastasierungswahrscheinlichkeit verbunden. Uberexpression von miR-139

hemmt demnach die Expression der Rho-Kinase 2.

Eine Erniedrigung von miR-143 ist sowohl beim Kolonkarzinom (Hong et al., 2010)
als auch bei verschiedenen B-Zell-Neoplasien wie zum Beispiel CLL und anderen

B-Zell-Lymphomen beschrieben (Yukihiro et al., 2007). Diese tumorsuppressive
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Wirkung von MIR-143 steht im Gegensatz zur Studie von Lawrie et al. (2009), der

eine Erhéhung beim FL und beim DLBCL nachweisen konnte.

MiR-149: Beschrieben ist zum einen eine Erniedrigung beim FL (Rohle et al.,
2008). Zudem sprechen Lin RJ et al. (2010) miR-149 eine tumorsuppressive
Wirkung zu.

Fir miR-151 ist eine Erniedrigung beim Kolonkarzinom bekannt (Hong et al.,
2010). Publiziert ist jedoch auch eine Assoziation mit einer vermehrten
Metastasierung beim Hepatozellularen Karzinom (Luedde, 2010). Demnach
beeinflusst miR-151 die Expression von RhoGDIA, einem Gen, dem die
Suppression der Metastasierung beim Hepatozellularen Karzinom zugesprochen
wird. Rohle et al. (2008) haben eine Erhdhung von miR-151 beim DLBCL

festgestellt.

Fir miR-184 ist eine Erniedrigung beim Gallenepithelkarzinom bekannt (Hong et
al.,, 2010). Zudem ist bekannt, dass miR-184 als Tumorsupressor beim
Neuroblastom agiert (Tivnan et al., 2010). Hingegen wird miR-184 ein onkogenes
Potential beim Plattenepithelkarzinom der Zunge zugesprochen (Wong et al.,
2008).

Auch fir miR-375 ist eine tumorsuppressive Wirkung durch verschiedene Studien
belegt. Beschrieben sind Erniedrigungen von miR-375 beim Magenkarzinom
(Tsakumoto et al., 2010), beim Adenokarzinom des Osophagus (Leidner et al.
2012) sowie beim Plattenepithelkarzinom des Osophagus (Komatsu et al., 2011,
Kong et al.,, 2011). Harris et al. (2012) haben eine Assoziation niedriger
Konzentrationen von miR-375 beim Plattenepithelkarzinom des Kopf-Hals-
Bereichs mit einer vermehrten Metastasierung und einer schlechten Prognose
nachgewiesen. Harris et al. (2012) postulieren, dass die Funktion von miR-375
darin bestehe, invasive Eigenschaften von Tumoren zu unterdriicken. He et al.
(2011) fanden niedrige Konzentrationen von miR-375 beim Hepatozellularen
Karzinom und konnten nachweisen, dass miR-375 die Expression des Astrozyten-
elevierten Gen-1  (AEG-1) hemmt. Postuliet wird, dass AEG-1

Tumoreigenschaften unterdriickt. Hingegen sind Erhéhungen von miR-375 beim
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Prostatakarzinom beschrieben (Selth et al., 2011).

Fir miR-559 liegen bisher keine Daten zu Veranderungen in Tumoren vor. Chen et
al. (2009) sprechen miR-559 jedoch eine mdgliche Rolle als Tumorsuppressor zu.
Dies geschehe durch Hemmung der Expression von ERBB2, deren

Uberexpression in verschiedenen Tumoren nachgewiesen wurde.
Zu folgenden bei DFL signifikant erniedrigten MicroRNAs liegen in der

wissenschaftlichen Literatur keine oder unspezifische Daten vor: miR-302a, miR-
502, miR-574, miR-576, miR-589, miR-597, miR-609.

48



6 Zusammenfassung

Diffus wachsende Follikulare Lymphome unterschieden sich bei meinen Analysen
von klassischen in mehrfacher Hinsicht. Hervorzuheben sind die Unterschiede bei
den Analysen der MicroRNA-Expressionen. Die diffus wachsenden Follikularen
Lymphome Uberexprimieren vielfach OncomiRs und unterexprimieren vielfach
Tumorsuppressor-miRs. Diese Ergebnisse sind als Hinweis darauf zu deuten,
dass diffus wachsende Follikulare Lymphome malignere Eigenschaften aufweisen

als klassische Follikulare Lymphome.

Zu vielen veranderten MicroRNAs ist die Datenlage diskrepant oder unzureichend.
Dies verdeutlicht, dass die Funktionen spezifischer MicroRNAs weiter untersucht

werden mussen.

Zudem ist zu erwahnen, dass diffus wachsende Follikulare Lymphome kein fur ein
spezifisches Stadium der B-Zell-Differenzierung typisches Expressionsmuster

zeigten.

Die beiden Gruppen unterschieden sich zudem bei den Parametern Sklerose,
Knochenmarkbefall, starke Reaktivitat fur die immunhistochemischen Marker
CD10 und BCL2, Auspragung von CD23-Netzwerken sowie Reaktivitat der

Tumorzellen fur CD23.
FUr das Verstandnis des Follikularen Lymphoms sind weitere prospektive Studien

erforderlich. Hierbei sollten insbesondere klinische Paramater miteinbezogen

werden.
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