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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1 Histiozyten

Der Begriff ,Histiozyt* ist historisch gepragt und fur heutige Verhaltnisse nicht mehr
genau genug, da eine Vielzahl von Zellen zusammengefasst werden, welche nach

gegenwartigem Kenntnisstand unterschiedliche Aufgaben im Kdorper tlbernehmen.

Ursprunglich wurde hiermit eine Zelle bezeichnet, welche typische Charakteristika wie
reichlich Zytoplasma mit kleinen Granula und einem blassen Kern aufwies und in
Lymphknoten oder der Milz zu finden war (Wiseman, 1934). Spater wurde der Begriff
um Zellen erweitert, welche bereits vollstandig differenziert waren und aus der Linie
der Makrophagen stammten und somit in einer Vielzahl von Organen, einschlie3lich
der Leber und Lunge, zu finden waren (Cline, 1975). Ergdnzend hinzugez&hlt wurden
dendritische Zellen, sowie Langerhans Zellen der Haut, sodass der Begriff ,Histiozyt*
heutzutage Zellen beider Zelllinien umfasst, welche zusammenfassend als
retikulohistiozytares bzw. mononukleares Phagozytensystem (M-PIRE) bezeichnet
werden (Abb. 2).

Die primare Aufgabe dieser Zellen besteht darin, bestimmte Antigene zu eliminieren
bzw. zu prasentieren. Die unreifen myeloiden Zellen zirkulieren nach Stimulation mit
GM-CFS im Blut, die endgultige Differenzierung findet in der Folge statt. Die eine
Linie wird zu Makrophagen, welche Antigene phagozytieren und diese somit
unschadlich machen. Andererseits entstehen die Langerhans-Zellen, welche in der
Dermis im Stratum spinosum liegen und mit Antigenkontakt zu reifen dendritischen
Zellen werden, welche das Antigen wiederum CD4+ T-Lymphozyten préasentieren
(Cline, 1994; Swerdlow et al., 2008a). Ein typisches Charakteristikum von
Langerhans-Zellen sind sowohl Birbeck-Granula (Abb.1), welche auch als

pathognomonisch fur die Langerhans-Zell-Histiozytose gelten, wie auch ein positives
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1. Einleitung

immunhistochemisches Farbeverhalten fir Langerin (Cline, 1994; Lau et al., 2008;
Chikwava und Jaffe, 2004).

Abbildung 1: Birbeck-Granula im Elektronenmikroskop als pathognomonischer Marker von Langerhans-Zellen, nach
Bubolz et al., 2014.

a: Die ultrastrukturelle Untersuchung des histiozytéren Infiltrats zeigt die gelappten Kerne der Tennisschlager-férmigen
zytoplasmatischen Birbeck-Granula mit offener Chromatinstruktur und Mangel an prominenten Nukleolen (Pfeil). b: Die
ultrahohe Vergréfierung der Birbeck-Granula zeigt die stabférmigen, elektronendichten Konfigurationen und vakuolisierten
Blasen welche fiir die LCH diagnostisch sind (Pfeil). Abkdrzungen: LCH, Langerhans-Zell-Histiozytose; nm, nanometer.

1.2 Histiozytéare Erkrankungen

Histiozytare Tumore stammen aus dem M-PIRE (Isaacson et al., 1982; Orfanos und
Lammer, 1980; Pileri et al.,, 2002). Die klinischen Symptome der verschiedenen
Krankheitsentitdten sind sehr variabel und reichen von gutartigen, lokalisierten
Lasionen mit lokalen histiozytaren Infiltraten, beispielsweise des Markraums von
Knochen, zu sehr aggressiven systemischen Erkrankungen mit Multiorganinvasion
und unbehandelt hoher Mortalitat (Nezelof und Basset, 1998). Diagnostisch wird
zwischen zwei Lasionen unterschieden: die eine Gruppe tragt die Oberflachenmarker
von Langerhans-Zellen, hierzu gehort neben der Langerhans-Zell-Histiozytose
(,Langerhans Cell Histiocystosis“, LCH) auch das Langerhans-Zell-Sarkom. Die
zweite Gruppe bilden die Non-Langerhans-Zell-Histiozytosen, welche die
Oberflachenmarker der histiozytaren oder dendritischen Zelllinie tragen (Chu et al.,
1987; Pileri et al, 2002) und welche aus verschiedenen Krankheitsbildern

zusammengesetzt werden (nach Bubolz et al., 2014).
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Abbildung 2. Ubersicht des retikuloendothelialen bzw. mononukleiren Phagozytensystems (M-PIRE)
und dessen assoziierten Erkrankungen, nach Swerdlow et al., 2008a; Cline, 1994; Ordonez und Mackay,
1999.

In der Vereinfachung lasst sich die Entwicklung und enge Verwandschaft der Zellen nachvollziehen, welche
spater fur die Lasionen hauptverantwortlich sind. Dabei ist auch das &hnliche Expressionsmuster einzelner
Antikdbrper zu beachten. * es handelt sich um eine Auswahl von histiozytdren Krankheitsbildern.
Abklrzungen/Erklarung: +, positiv; - , negativ; bzw., beziehungsweise; CD1a, Cluster of Differentiation 1a
Protein; CD34, Cluster of Differentiation 34 Protein; CD68, Cluster of Differentiation 68 Protein; evtl, eventuell;
DC, dentritische Zelle; GM-CSF, ,Granulocyte macrophage colony-stimulating factor”; interdigit. DC,
interdigitierende dendritische Zelle; M-PIRE, retikuloendotheliales bzw. mononukledres Phagozytensystem;
NSE, neuronenspezifische Enclase; S100, S100 Protein; TNFa, Tumornekrosefaktor a.




1. Einleitung

1.2.1 Langerhans-Zell-Histiozytose

Die Langerhans-Zell-Histiozytose wir durch eine Ansammlung von Langerhans-Zellen
definiert, welche in Kombination mit eosinophilen und neutrophilen Granulozyten und
Lymphozyten Granulome bilden (Ben-Ezra et al., 1991).

Der Name Langerhans-Zell-Histiozytose ist durch die immunhistochemischen
Farbemuster der pradominierenden Zellen, welche postiv fur Langerin sind, bedingt
(Lau et al., 2008). Die Genese der LCH war lange Zeit unklar, insbesondere aufgrund
der unterschiedlichen Verlaufsformen sowie des inflammatorischen Charakters der
Erkrankung. In jlingster Zeit wird, insbesondere aufgrund des Nachweises von
spezifischen Mutationen, von einer Klonalitat der malignen Zellen ausgegangen und
die Erkrankung als neoplastisch angesehen (Berres et al.,, 2015; Kamionek et al.,
2016). AulRerdem sprechen neuere Studien gegen den Ursprung der Erkrankung aus
reifen Langerhans-Zellen, sondern sehen diesen in einer missgeleiteten
Differenzierung unreifer dendritischer Zellen (Berres et al., 2015). Im Gegensatz zu
regelhaften Langerhans-Zellen, welche in der Haut vorkommen, kann nahezu jede

Kdrperregion von den pathologischen Zellen infiltriert werden.

Unter die Sammelbezeichnung ,Langerhans-Zell-Histiozytose* fallen drei
Hauptauspragungen: Erstens das Eosinophile Granulom, mit einem lokalen Befall
eines Organsystems. Die haufigste Lokalisation stellen hier Knochen und die Haut
dar (Swerdlow et al., 2008b) und das Erscheinungsbild reicht von asymptomatischen
Knochenlasionen bis zu generalisierter Hautbeteiligung.

Zweitens das Hand-Schiuller-Christian-Syndrom mit mehreren Herden im gleichen
Organsystem und typischer Trias aus Exopthalmus, Knochenbefall und Diabetes
insipidus. Drittens das Letterer Siwe Syndrom, welches mit multiplen Herden in
unterschiedlichsten Systemen die schwerste Verlaufsform darstellt und unbehandelt
meist rasch todlich verlauft (Nezelof und Basset, 1998; Howarth et al.,, 1999;
Lichtenstein, 1953).
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1.2.2 Therapie der Langerhans-Zell-Histiozytose

Derzeitige therapeutische Strategien beruhen, aufgrund des Fehlens von Evidenz aus
randomisierten kontrollierten klinischen Studien, auf genauer Histotypisierung sowie
Klassifizierung der Krankheiten durch das beteiligte Organsystem (Howarth et al.,
1999). Wahrend bei unifokalen, meist benignen, L&sionen eine chirurgische
Resektion oder milde Chemotherapie haufig ausreichend ist (Nauert et al., 1983),
bestehen bei Patienten mit systemischer Beteiligung Therapieschemata mit
Bestrahlung und/oder Chemotherapie und in jingerer Zeit auch Bestrebungen neue
molekulare Ansatze in der Therapie zu berlcksichtigen (Janku et al., 2010; Montella
et al., 2004; Willis et al., 1996) (nach Bubolz et al., 2014)

1.3 BRAF Mutationen

2010 wurden das Auftreten von BRAF-Mutationen erstmals fur die Langerhans-Zell-
Histiozytose beschrieben (Badalian-Very et al., 2010). Das BRAF Gen ist auf dem
Chromosom 7qg34 lokalisiert (Eychéne et al., 1992) und codiert fur das BRAF Protein,
welches aus drei Komponenten besteht: Einem Zinkfingermotiv, einer serinreichen
Region und einer katalytischen Kinase-Doméane (Daum et al., 1994; Cutler et al.,
1998). In der grol3en Mehrheit der Falle resultiert eine Mutation in einer Aktivierung
des MAPK/ERK Signalwegs (Wan et al., 2004) welche als onkozytére Vorlauferlasion
wiederum die Aktivierung des RAS/RAF-Wegs bewirkt (Hoeflich et al.,, 2009;
McCubrey et al., 2006; Wong, 2009) und damit zu exzessiver Proliferation fuhrt (Wan
et al., 2004). Die verschiedenen BRAF Mutationen, davon die héaufigste die BRAF
V600E Mutation, wurden in einer Reihe maligner Erkrankungen nachgewiesen,
insbesondere beim malignen Melanom und der Haarzell-Leukdmie, aber auch bei
Kolonkarzinomen, Glioblastomen oder Sarkomen (Davies et al., 2002; Tiacci et al.,
2011). Daneben sind auch Keimbahnmutationen bekannt, welche unter anderem ein

Kardio-fazio-kutanes Syndrom auslosen konnen (Roberts et al., 2006). Von klinischer
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Relevanz ist beispielsweise die nahezu hundertprozentige Mutationsrate bei Haarzell-
Leukamien (Tiacci et al., 2011) oder der Nachweis einer BRAF Mutation im
Kolonkarzinom, da sporadische BRAF Mutationen ein Lynch-Syndrom praktisch

ausschlieRen (Palomaki et al., 2009).

1.4 BRAF Mutationen in der Langerhans-Zell-Histiozytose

In der urspringlichen Studie aus dem Jahr 2010 wird das Auftreten von BRAF-
V600E-Mutationen in 57% der Patienten mit LCH beschrieben und wurde inzwischen
von diversen anderen Gruppen bestatigt (Abbildung 5). Der spezifische diagnostische
Wert der BRAF Mutationen bei LCH ist immer noch nicht vollstandig ermittelt und
unterliegt weiterhin der momentanen Forschung. Bis jetzt gibt es keine statistischen
Belege dafir, dass der BRAF Mutationsstatus mit dem betroffenen Organsystem
beziehungsweise dem Therapieergebnis korreliert (Badalian-Very et al., 2010;
Haroche et al., 2012; Berres et al., 2014; Alayed et al., 2016) (nach Bubolz et al.,
2014).

1.5. BRAF Inhibitoren

Bereits seit lAngerem gibt es eine spezifische Therapiemdéglichkeiten fur BRAF
Mutationen in Form einer BRAF Inhibition. Wahrend beim malignen Melanom
Versuche mit den BRAF Inhibitoren der ersten Generation nur mafige Erfolge erzielt
werden konnten (Wellbrock und Hurlstone, 2010), zeigen jiungere Studien mit BRAF
Inhibitoren der zweiten Generation eine anhaltende Regressionstendenz (Heakal et
al.,, 2011; Larkin et al., 2014). Inzwischen gibt es zahlreiche Beispiele, wie BRAF
mutierte Tumore erfolgreich mit BRAF Inhibitoren behandelt werden (Dietrich et al.,
2012; Dao et al., 2015; Protsenko et al., 2015)



1. Einleitung

1.5.1 BRAF Inhibitoren als Therapie Histiozytarer Erkrankungen

Obwohl die Therapie mit BRAF Inhibitoren streng genommen einen Off-label Use
darstellt, gibt es inzwischen zahlreiche erfolgreiche individuelle Therapieversuche bei
Patienten, welche unter einer BRAF mutierten histiozytaren Erkrankung leiden.
Beispiele sind hier sowohl die Erdheim-Chester Erkrankung, einer Non-LCH, mit
enger verwandschaftlicher Beziehung zur LCH, wie auch die Langerhans-Zell-
Histiozytose selber (Haroche et al., 2013; Bubolz et al., 2014; Haroche et al., 2015
Gandolfi et al., 2015). In dieser Hinsicht kann bei LCH Patienten, die nicht auf
konventionelle Behandlung ansprechen, eine BRAF-Mutationsanalyse von
Tumorgewebe sinnvoll sein, um eine individuelle Therapieoption mit BRAF Inhibitoren
zu evaluieren. Jedoch sollten weitere Studien hinsichtlich Wirksamkeit und Indikation
folgen, um mdgliche Nebenwirkungen und Langzeitfolgen der zumeist jungen

Patienten genauer abschatzen zu kénnen (Arico, 2016; Abla und Weitzman, 2015).

a Vorher Nach Vemurafenib b Vorher Nach Vemurafenib

ROINr.1 ROI Nr.1

R :,s;: '

ROINr.2 ROINr.3 ROI Nr.2

4 I'4

éa S

c 3 30 - P=0.009
? 25 —— [ Vorher
®» [ Nacher
a 20 4
= P=0.005
S 45| P=0.003 —
E 10
A m- B
3
\ a ) = 1
ROI Nr.1 Nr.2 Nr.3

Abbildung 3. Bilder einer BRAF mutierten LCH Patientin vor der Behandlung mit BRAF Inhibitoren und sechs
Wochen danach, nach Bubolz et al., 2014.

a. FDG-PET Maximum Intensity Projection (MIP) Bilder vor und nach sechs Wochen Behandlung mit VYemurafenib (BRAF
Inhibitor) 240 mg/Tag fir eine Woche und Vemurafenib 480 mg/Tag fir 5 Wochen. Die horizontalen Linien des Ganzkdrper-
Scans zeigen Querschnitte durch den Oberarmkopf und das Tibiaplateau. b. PET-CT-Fusionsbilder des Oberarmkopfes und
Tibiaplateaus. Die Pfeile zeigen die Regionen von Intresse (ROI). ¢. Quantitative Vergleiche der mittleren standardisierte
Aufnahme-Werte (+/- Standardabweichung); P-Werte auf Grundlage des ungepaarten -Tests. Abkirzungen: BRAF, Gen, v-
Raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1; BRAF, BRAF Protein, Serin/Threonin-Protein Kinase BRAF; FDG-PET,
Fluordesoxyglucose- Positronen-Emissions-Tomographie; Nr, Nummer; PET-CT, Positronen-Emissions-Tomographie- 7
Computertomographie, SUV, standartisierter Aufnahmewert.



1. Einleitung

1.6 Fragestellung

Histiozytare Tumoren sind seltene, héufig benigne Krankheitsbilder. Es gibt jedoch
auch schwere, rezidivierende Verlaufe, in welchen die Therapieoptionen limitiert
seien konnen.

Ausgehend davon, dass das Vorhandensein der BRAF Mutation notwendige
Voraussetzung fur die Untersuchung einer mdglichen klinischen oder therapeutischen
Relevanz darstellt, sollte mit der vorliegenden Arbeit folgende Fragestellung

bearbeitet werden:

- Wie ist die Mutationsfrequenz im Spektrum der histiozytaren Proliferationen
in der Literatur beschrieben?

- Wie verteilen sich die BRAF Mutationen in einem deutschen
Patientenkollektiv?

- Gibt es einen Zusammenhang zwischen Mutationsstatus und klinischem
Erscheinungsbild und/oder Outcome?

- Gibt es eine mogliche Therapierelevanz der Mutation?

Zur Beantwortung wurde eine zweiteilige Studie durchgefihrt: a) eine
Literaturiibersicht und Metaanalyse der BRAF-Mutationen bei LCH und b) eine
retrospektive Studie mit der Genotypisierung einer Reihe histiozytarer Tumore im
Hinblick auf mogliche BRAF-Mutationen gefolgt von statistischen Analysen bezlglich
eines Zusammenhangs zwischen dem Genotyp der Lasionen und dem

Erscheinungsbild sowie dem Verlauf der Erkrankung.



2. Material und Methoden

2. Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Reagenzien und Chemikalien

100 bp-Leiter
10x PCR Puffer
Agarose

Aqua dest.
Bromphenolblau
EDTA
Essigséaure

Ethanol absolut

Ethidiumbromid
Glycerol

dNTPs

Primer

Proteinase K

Taq DNA Polymerase

Tris

Xylol

Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Qiagen, Hilden Ulm

Sigma, Deisenhofen
DeltaSelect GmbH, Dreieich
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Fluka, Minchen

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Thermo Scientific, Rockford, IL, USA
biomers.net Gmbh,

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden Ulm

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

VWR, International Gmbh, Ulm
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2.1.2 L6ésungen und Puffer
10x PCR Puffer

10x TAE Puffer (pH 8)
96,8 g Tris

22,8 ml Essigséaure
40 ml EDTA

Auf 2 I mit Aqua dest. auffullen

Ladepuffer (10x)
0,25 % Bromphenolblau
30 % Glycerol

Auf 100 % mit Aqua dest. Auffillen

Laufpuffer 1x
100 ml 10x TAE Puffer
900 ml Aquadest

2.1.3 Kits
BRAF 600/601 StripAssay
peqGOLD MicroSpin Gel Extraktions Kit

QIAmp DNA FFPE Tissue Kit
QIAmp DNA mini Kit

Qiagen, Hilden Ulm

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Fluka, Minchen
Merck, Darmstadt

aus Millipore -Anlage

Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

aus Millipore-Anlage

Zusammensetzung und Herkunft s.o.

aus Millipore-Anlage

Vienna Labs, Wien, Osterreich

PeqglabBiotechnologie Gmbh,
Erlangen

Qiagen, Hilden, Deutschland

Qiagen, Hilden, Deutschland
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2.1.4 Gerate
Alpha Imager EP

Analog Vortex Mixer

Analysewaagen
Elektrophorese-Systeme

Gelkamme

Geltrager

Lichtmikroskop Axiolab

Mikropipetten 2,5, 10, 100, 200, 1000 pl
Mikrowelle

PCR-Thermocycler Primus 96 plus
Thermomixer 5436

Tischzentrifuge Galaxy MiniStar

Ultrospec 2100 pro

UV-Bank TFL 20C

Zentrifuge 5417C

Alpha Innotech, Santa Clara, USA

Heidolph Instruments GmbH &
Co.KG,

Sartorius, Gottingen

VWR, Darmstadt

VWR, Darmstadt

VWR, Darmstadt

Zeiss, Gottingen

Eppendorf, Hamburg

Bosch, Gerlingen-Schillerhdhe
MWG Biotech, Ebersberg
Eppendorf, Hamburg

VWR, Darmstadt

Amersham Biosciences Europe
GmbH,

Bios Corporations Germany,
Minchen

Eppendorf, Hamburg
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2.2 Methoden

Entwurf und Ethische Zulassung

Der retrospektive Teil der Studie wurde tUber das Comprehensive Cancer Center Ulm
(CCCU) als anonymisierte Fallstudie durchgefihrt. Alle Experimente wurden in
Ubereinstimmung mit den Standards der Ethikkommission und mit der Deklaration
von Helsinki durchgefuihrt (nach Bubolz et al., 2014).

2.2.1 Studienkohorte

2.2.1.1 Auswahl Relevanter Krankheitsbilder

Fur die vorliegende Arbeit wurde ein Kollektiv verschiedener histiozytarer Krankheiten
anhand des Buches ,WHO Classification of Tumours of Haematopoietic and
Lymphoid Tissues® (Swerdlow et al., 2008c) erstellt. Folgende Krankheitsbilder
wurden ausgewahlt: Maligne Histiozytose, Langerhans-Zell-Histiozytose ohne nahere
Angabe, Unifokale Langerhans-Zell-Histiozytose, Multifokale Langerhans-Zell-
Histiozytose, Dissemenierte Langerhans-Zell-Histiozytose, Histiozytares Sarkom,
Langerhans-Zell-Sarkom, Sarkom der dendritischen Retikulumzellen, Follikulares
Dendriten-Zell-Sarkom, Erdheim-Chester-Erkrankung, Rosai-Dorfman-Erkrankung,
M. Castlemann, Juveniles Xanthogranulom, Niemann-Pick-Krankheit,

Hamophagozytische Lymphohistiozytose.

Dies wurde von der Autorin ausgefuhrt.

2.2.1.2 Klinische Recherche mit Hilfe von Datenbanken

Entsprechend dieser Auswahl wurde das digitalisierte Patientenorganisationsystem
dc pathos (dc-system Informatik GmbH, Heiligenhaus, Deutschland) flr den Zeitraum
von 2002 bis 2012 auf die Stichworte der jeweiligen Krankheitsbilder sowie deren

ICD-10 und ICD-0-3 Diagnosen durchsucht. Die Patienten wurden mit Name,
12
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Geschlecht und Geburtsdatum identifiziert. Daraufhin  wurden aus dem
Patientenverwaltungssystem der Universitat Ulm (SAP, SAP Deutschland SE & Co.
KG, Walldorf, Deutschland) klinische Daten der Falle ergénzt. Dabei handelte es sich
um folgende Angaben: Diagnosedatum (definiert als Tag der histopathologischen
Diagnosestellung); betroffenes Organsystem/Organsysteme; mdgliche Rezidive;
.Life-Status®, d.h. ist der Patient am Leben oder verstorben (letztes bekanntes Datum,
entweder durch einen medizinischen Befund/Kontrolluntersuchung oder eine Meldung
des Einwohnermeldeamts).

Dies wurde von der Autorin ausgefihrt, es wurden primar 59 Falle ermittelt. Die
anderen Rohdaten der Félle wurden von anderen Arbeitsgruppen/Personen
hinzugesteuert. Die Autorin vervollstandigte in samtlichen Fallen die Daten, kein

Datensatz war bei Erhalt komplett.

2.2.1.3 Patientenkollektiv
Die so gewonnenen Daten konnten daraufhin zu einem Patientenkollektiv zusammen
gestellt werden, welches 113 Falle mit klinisch, radiologisch oder histologisch
gesicherter Diagnose umfasste. Mindestens zwei Facharzte fir Pathologie
bestéatigten jede Hauptdiagnose durch Uberpriifung der urspriinglichen Abschnitte mit
Hilfe von morphologischen und immunhistochemischen Kriterien (Farbungen mit
Antikorpern fir CDla, S100, CD68 und ki67). Diagnostische Kriterien folgten den
WHO-Richtlinien 2008. Weiterhin wurde Uberprift, ob Proben mit Gewebe fir
molekulargenetische Analysen zur Verfligung stehen.
Folgende Definition galt fur Material, welches zur Genotypisierung verwendet werden
konnte:
1. Qualitat: Unter einem Mikroskop musste der Tumor in einer H&E Farbung
eindeutig diagnostizierbar sein. Er musste mindestens 2 x 2 mm grol3 sein. Er

musste immunhistochemisch eindeutig identifizierbar sein.

13
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2. Quantitat: das Gewebe musste auf mindestens 10 Leerschnitten, auf einem
tber 3 mm dicken Paraffinblock oder bei -20 °C dauerhaft eingefroren sein.

Schlussendlich wurden so 69 Féalle zusammengestellt, in welchen eine BRAF
Mutationsanalyse moglich war und aus welchen das endgultige Kollektiv gebildet

wurde.

Das endgultige Patientenkollektiv wurde von der Autorin wie in 2.2.1.2 und 2.2.1.3
beschrieben zusammengefiihrt und vervollstandigt. Von den 69 Féllen stammten 36
Falle aus der urspriinglichen Recherche der Autorin (siehe 2.2.1.2), welche dann in
das endgiiltige Kollektiv aufgenommen werden konnten Die Kriterien bezlglich der
Materialverfigbarkeit wurden von der Autorin festgelegt und Uberpriuft. Die
Uberpriifung durch die Fachéarzte fand durch Hermn Professor Moller und Herrn PD

Lennerz statt.

2.2.2 Mikrodissektion und DNA Extraktion

2.2.2.1 Mikrodissektion aus FFPE Gewebe

Die Regionen fur die Mikrodissektion wurden immunhistochemisch (CD1la, S100,
CD86) oder mit einer konventionellen H&E-Farbung identifiziert und Regionen mit
besonders hoher Tumordichte ausgewahlt und markiert. Von jedem Patienten wurden
5 Leerschnitte ausgewahlt, die auf den markierten Schnitt folgten. Die Leerschnitte
wurden entparaffiniert (Xylol, viermal eine Minute) und rehydriert (Ethanol, jeweils
eine Minute, zweimal 100%, einmal 90%, einmal 70%) und im Folgenden an der Luft
getrocknet. Darauf wurde die Region, die auf dem immunhistologisch gefarbten

Schnitt markiert wurde, mit einer Skalpellspitze abgekratzt (s.u.)

Dies wurde von der Autorin durchgefuhrt.
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2.2.2.2 DNA Extraktion

Zur Extraktion der DNA aus dem FFPE Gewebe wurde das ,QIAmp DNA FFPE
Tissue Kit* verwendet, zur Extraktion aus Frischgewebe wurde das ,QIAmp DNA Mini
Kit“ verwendet. Die Protokolle sind bezlglich der Gewebevorbereitung
unterschiedlich, nach dem Verdau mit der Proteinase K jedoch gleich und parallel
durchfuhrbar.

In vier Fallen wurde Gewebe verwendet, welche bei - 20°C eingefroren war. Dieses
Gewebe diente urspriinglich der Schnellschnittdiagnostic und war von einem
Haftmedium, welches bei Kalte hart wird (sog. TissueTek®) umgeben. Von diesem
Gewebe wurden mit einem Mikrotom drei 10 pum dicke Schnitte in ein 1,5 ml
Mikroreaktionsgefald tberfihrt. Es wurden 180 pl ATL Puffer sowie 20 ul Proteinase K
hinzugefugt und Uber Nacht bei 56°C verdaut.

In den restlichen 65 Fallen erfolgte die DNA Extraktion aus FFPE Gewebe.

Dabei wurde eine Skalpellspitze mit ATL Puffer benetzt um ein Haften des Materials
zu gewabhrleisten, da dieses nach Entparafinierung (siehe 2.2.2.1) sehr trocken war.
Nachdem die gewlnschte Region abgetragen war, wurde die Skalpellspitze, an
welcher das Gewebe haftete, in ein 1,5 ml Mikroreaktionsgefal® getaucht, welches mit
180 pl ATL Puffer gefillt war. Dann wurden 20 pl Proteinase K zugefugt und bei 56
°C Uber Nacht verdaut. Um die Formaldehyd Modifikation riickgangig zu machen,

wurde das Lysat danach bei 90 °C flir eine Stunde inkubiert.

Gemeinsam konnten die Proben dem gleichen Protokoll folgen: Um eventuell
entstandenes Kondensat aus dem Deckel in das Mikroreaktionsgefald zuriick zu
bringen, wurde das Lysat kurz zentrifugiert. Danach wurden 200 pl AL Puffer zur
Probe gefiigt, und durch Vortexen gemischt. Daraufhin wurden 200 pl 100%iges
Ethanol zugefuigt und wieder gemischt. Das gesamte Lysat wurde auf eine ,QlAamp

MinElute Saule* im Fall des FFPE Gewebes, ,QIAmp Mini Spin Saule* im Falle des
15
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Frischgewebes, uberfuhrt, welche in einem 2 ml Mikroreaktionsgefal3 steckte, der
Deckel geschlossen und bei 8000 rpm fur 1 min zentrifugiert. Die S&ulen wurden in
ein sauberes 2 ml Mikroreaktionsgefal3 gestellt, der Durchfluss wurde entsorgt. Die
Saulen wurde geo6ffnet und 500 pl AW1 Puffer zugefuigt. Nach schliel3en des Deckels
wurde bei 8000 rpm fir 1 min zentrifugiert. Die S&ulen wurden wiederum in ein
sauberes 2 ml Mikroreaktionsgefal3 gestellt und Durchfluss entsorgt. Darauf wurden
die Saulen gedffnet und 500 ul AW2 Puffer zugefligt. Danach wurde der Deckel
erneut geschlossen und bei 8000 rpm fur 1 min zentrifugiert. Die S&ulen wurden in
ein sauberes 2 ml Mikroreaktionsgefald gestellt, der Durchfluss wurde entsorgt.
Danach wurde bei 14.000 rpm fir 3 min zentrifugiert, um die Membran vollstandig zu
trocknen. Darauf wurden die Saulen in ein sauberes 1,5 ml Mikroreaktionsgefal
gestellt, der Durchfluss wurde verworfen. Nach Offnen des Deckels der Saule wurden
100 ul ATE Puffer auf das Zentrum der Membran appliziert. Abschlie3end wurde bei
Raumtemperatur fir 1 min bei voller Geschwindigkeit 14.000 rpm zentrifugiert. Das
Zentrifugat enthielt nun die aufgereinigte DNA.

Dies wurde von der Autorin durchgefihrt. Fir das FFPE Gewebe stellte mir Frau Dr.
Silke Briderlein Gewebe der Zelllinie U-DCS als Negativkontrolle zur Verfiigung,

welches sie zuvor als FFPE Gewebe aufgearbeitet hatte.

2.2.2.3 Konzentrationsbestimmung

Die Konzentration der DNA wurde mit Hilfe eines Ultrospec 2100pro bestimmt. Das
Gerat wurde zunachst mit destillietem Wasser kalibriert, zur Messung wurde eine
pathlenghth von 10 mm und ein Verdinnungsfaktor von 10 gewéahlt. Die Extinktion
wurde bei einer Wellenlange von A=260 nm bestimmt. Es wurde 1 pl der
aufgereinigten DNA L6sung aufgetragen.

Bei der Annahme, dass die optische Dichte=1 betragt, wiirde bei 260 nm Wellenléange

eine DNA Konzentration von 50 pg/pl vorliegen. Angegeben wird ein Verhaltnis
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(Ratio) der Extinktion zwischen 260 nm und 280 nm, welches den Reinheitsgrad der
Probe angibt. Dieses sollte fur die DNA Uber 1,8 liegen.
Entsprechend des Ergebnisses wurde die DNA verdinnt, um eine optimale

Sequenzierung zu ermdglichen.

Dies wurde von der Autorin durchgefuhrt

2.2.3 Molekulargenetische Analyse

2.2.3.1 Polymerasekettenreaktion

Die Amplifikation der DNA erfolgte Uber eine PCR unter Verwendung der Primer: F-5'-
TGC-TTG-CTC-TGA-TAG-GAA-AAT-G-3 'und R-5'-AGC-ATC-TCA-GGG-CCA-AAA-
AT-3'. Um sterile Arbeitsbedingungen zu schaffen wurde unter einer UV-Bank
gearbeitet. Diese wurde zu Beginn fir 20 min in Betrieb genommen und in diesem
Schritt wurden die 500 pl MikroreaktionsgefaRe mit UV-Licht sterilisiert. Insgesamt
sollte eine Menge von 51,5 pl als Basis der PCR dienen, daftir wurde ein Master-Mix,
bestehend aus 45 pl destilliertem Wasser; 5 pyl 10x Puffer; 0,5 ul Primer Mix; 0,5 pl
dNTPs, 0,5 pl TAQ Polymerase pro zu analysierender Probe hergestellt, worauf je 3

uI DNA gegeben wurden.

Mastermix

45 pyl aqua dest.
5 ul 10x Puffer
0,5yl Primer Mix

0,5l dNTPs
05u TAQ
3 ul DNA

17
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Folgendes Protokoll wurde fir die PCR angewendet:

Denaturierung 95°C 5 min
Denaturierung 95°C 30 sec
2x  Annealing 62°C 30 sec
Elongation 72°C 30 sec
Denaturierung 95°C 30 sec
2X Annealing 60°C 30 sec
Elongation 12°C 30 sec
Denaturierung 95°C 30 sec
2X Annealing 58°C 30 sec
Elongation 72°C 30 sec
Denaturierung 95°C 30 sec
35x  Annealing 58°C 30 sec
Elongation 72°C 30 sec
Elongation 72°C 10 min

Dies wurde von der Autorin durchgefuhrt.

2.2.3.2 Gelelektrophorese

Zur Uberprifung des PCR-Ergebnisses erfolgte eine Agarose-Gelelektrophorese.
Dazu wurden 1,5 g Agarose in je 100 ml TAE-Puffer gegeben und zum vollstandigen
Losen der Agarose in der Mikrowelle aufgekocht. Anschlie3end wurden drei Tropfen
Ethidiumbromid zu der Lésung gegeben und ein 1,5% Gel hergestellt. In die erste
Kammer wurde bei jedem Gel eine DNA Leiter (100 bp -Leiter) aufgetragen, in die
anderen Taschen wurde ein Aliquot von 15 pl des PCR Ansatzes, gemischt mit einem
Tropfen Ladepuffer, pipettiert. Die Elektrophorese erfolgte bei 120 Volt, 400 mA fur 30

min.

Dies wurde von der Autorin durchgefuhrt.
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2.2.3.3 Aufreinigen von DNA aus dem Argarosegel

Zum Aufreinigen der DNA aus dem Argarosegel wurde das ,pegqGOLD MicroSpin Gel
Extraktions Kit* genutzt. Zuerst erfolgte das Losen der Agarose. Dazu wurden die
zuvor aus dem Argarosegel getrennten Fragmente gewogen. Wog ein Fragment tber
150 mg wurden 1ml GP-Puffer hinzugefiigt, wog das Fragment 150 mg oder weniger
wurde 500ul GP-Puffer hinzugefiigt. In der Folge wurden die Mikroreaktionsgefal3e 10
min in einem 50 °C heil3en Wasserbad erhitzt und alle 2 Minuten gevortext.

Um die DNA zu extrahieren wurde zu den urspringlichen 500 ul GP-Puffer weitere
250 yl MCP-Puffer, zu den urspringlich 1 ml GP-Puffer weitere 500 yl MCP-Puffer
zugefugt. Je 750 ul wurden in der Folge in eine ,PerfectBind MicroSpin DNA S&ule”
aufgetragen und 1 min bei 10.500 rpm zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen,
im Fall der hoheren Volumina wurde die gleiche S&aule erneut befillt und der
vorherige Schritt wiederholt

Zum Herauslésen der DNA aus der Matrix der ,PerfectBind MicroSpin DNA Saule*
wurde diese mit 700 yl komplettierter Waschpuffer 3 min inkubiert und dann 1 min bei
10.500 rpm zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen. Daraufhin wurden 700 pl
Waschpuffer CG auf die Saule pipettitiert und wiederum 1 min bei 10.500 rpm
zentrifugiert. Zum Trocknen der ,PerfectBind* S&ulenmatrix wurde die Saule
wiederum bei 10.500 rpm zentrifugiert und der letztendlich entstandene Durchfluss
verworfen.

Um die DNA aus der ,PerfectBind* Saulenmatrix zu lésen, wurde auf diese 15 pl
Elutionspuffer pipettiert und bei Raumtemperatur fur 2 min inkubiert. Daraufhin wurde
in einem letzten Schritt 1 min bei 10.500 rpm zentrifugiert, das Zentrifugat enthielt nun

die gereinigte DNA.

Dies wurde von der Autorin ausgefuhrt.
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2.2.4 Sequenzierung

2.2.4.1 Pyrosequenzierung

Das Prinzip der Pyrosequenzierung basiert auf der kontinuierlichen Synthese von
DNA Sequenzen und Analyse der entstehenden Reaktion. Um Einzelstrang DNA zu
erhalten, wird die DNA dabei thermisch denaturiert, darauf ein Sequenzierungsprimer
auf die Einzelstrang-DNA-Matrize hybridisiert und mit Hilfe der Substrate Luciferin
und Adenosin-5'-phosphosulfat sowie den Enzymen DNA-Polymerase, ATP-
Sulfurylase, Luciferase und Apyrase wird der komplementare Strang synthetisiert.
Dazu erfolgt die Zugabe des ersten von vier Nukleotiden. Sollte das Nukleotid
komplementar zu der Base des Matrizenstrangs sein, wird es durch die DNA-
Polymerase in die Einzelstrang-DNA eingebaut und doppelstrangige DNA entsteht.
Diese Reaktion wird durch die Freisetzung von Pyrophosphat (PPi) in einer
aquimolaren Menge zu der Menge des eingebauten Nukleotid begleitet. Die ATP-
Sulfurylase wandelt die Menge an entstandenem PPi in der Anwesenheit von
Adenosin-5'-phosphosulfat quantitativ in ATP um, was wiederum die Umwandlung
von Luciferin zu Oxyluciferin durch Luciferase antreibt. Dies fuhrt zur Erzeugung von
sichtbarem Licht, welches proportional zu der Menge an ATP ist. Das Licht wird mit
ladungsgekoppelten Vorrichtungen (CCD Sensoren) gemessen und erscheint als
Peak im Pyrogram®. Jedes Lichtsignal ist proportional zu der Anzahl der eingebauten
Nukleotide, das heil3t die unterschiedliche Peakhdhen ergeben die Sequenz, in der

hohere Peaks fur wiederholt eingebaute Nukleotide stehen (Abbildung 4a).
Die Durchfuhrung erfolgte in 62 Fallen in der varionostic GmbH von Herrn Dr. Uwe

Gerstemaier. Das obige Protokoll orientiert sich an der Erklarung von Herrn Dr.
Gerstenmaier und dem Pyromark Q24 User Manual (Qiagen, Hilden, Deutschland).

20



2. Material und Methoden

2.2.4.2 BRAF 600/601 StripAssay

Alternativ. wurden Mutationsanalysen unter Verwendung des BRAF 600/601
StripAssay (Vienna Labs, Wien, Osterreich) durchgefiihrt. Die Hybridisierung der
amplifizierten DNA erfolgte bei 45 °C in einem Schuttelwasserbad. Die Temperatur
des Wasserbads wurde mit einem kalibrierten Thermometer tGberpriift. Dann erfolgte
das Erwarmen des Hybridisierungspuffers und der Waschldésung A (Wash Solution A)
bis 45 °C, wahrend die Teststreifen, die Denaturierungslosung (DNAT), die
Konjugatlésung, die Waschlésung B (Wash Solution B) und der Farbentwickler bei
Zimmertemperatur verblieben. Es wurden je 10 pl Denaturierungslésung in die untere
Ecke jeder Spur und 10 pl DNA in den jeweiligen Tropfen Denaturierungslésung der
entsprechenden Spur pipettiert. Danach erfolgte die Inkubation fir 5 min bei
Raumtemperatur. Darauf wurde je 1 ml erwarmter Hybridisierungspuffer in jede Spur
zugefigt und die Teststreifen mit der markierten Seite nach oben in die
entsprechenden Spuren gelegt und vollstdndig untergetaucht. Danach erfolgte eine
erneute Inkubation fur 30 min bei 45 °C in einem Schuttelwasserbad. Nach
Beendigung wurde die Hybridisierungslosung entfernt und es erfolgte die Wasche der
Teststreifen. Dazu wurde zuerst mit 1 ml Waschlosung A fur 10 sec gespult, die
Flissigkeit entfernt und darauf mit einem ml Waschlosung A fur 15 min bei 45 °C
inkubiert, danach die Flussigkeit entfernt und die entsprechenden Schritte wiederholt.
Zur Farbentwicklung der Markierungen auf den Teststreifen wurde im Weiteren 1 ml
Konjugatlosung zugefugt, fur 15 min bei Raumtemperatur auf einem Schiittler
inkubiert und die Flussigkeit danach entfernt. Darauf wurde mit einem ml
Waschlosung B fur 10 sec gespilt und die Flissigkeit wiederum entfernt. Nach
erneutem Zuftigen von einem ml Waschlosung B erfolgte die Inkubation fiir 5 min bei
Raumtemperatur auf einem Schiuttler. Nach Entfernen der Flussigkeit wurden die
entsprechenden Schritte wiederholt. Zum Schluss wurde 1 ml Farbentwickler
zugegeben und fir 15 min bei Raumtemperatur im Dunkeln auf einem Schiittler
inkubiert und die Teststreifen danach mehrmals mit destilliertem Wasser gewaschen

(Abbildung 4b)
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Die Durchfuhrung erfolgte in sieben Fallen im Bundeswehrkrankenhaus Ulm von Frau
Dr. Anette Arndt und Herrn Dr. Dr. Konrad Steinestel. Das obige Protokoll orientiert
sich an der Erklarung von Frau Dr. Arndt und Herrn Dr. Dr. Steinestel und den ,BRAF
600/601 StripAssay ® Instructions for use* (Vienna Labs, Wien, Osterreich)

2.2.5 Auswertung

2.2.5.1 Auswertung der Genotypisierung

Die Auswertung der Ergebnisse der Genotypisierung erfolgte tber die Analyse der
Pyrogramme bzw. Uber die Auswertung der Markierungen des ,BRAF 600/601Strip
Assays" (Abbildung 4). Uber Auswertung der entstandenen Peaks und der
entsprechenden Peakhdhen in Verbindung mit der Signalintensitat konnte eine
Aussage Uber den Genotyp getroffen werden. Bei den Pyrogrammen galt eine
Mutationsfrequenz unter 5% als Wildtyp-Sequenz (Abbildung 4a). Bei dem ,BRAF
600/601Strip Assay“ ergab sich eine entsprechende Farbmarkierung, wenn eine
Mutation detektiert wurde, wobei unterschiedliche Mutationen in unterschiedlichen

Regionen angezeigt wurden (Abbildung 4b).

Dies wurde durch die Autorin durchgefiihrt. Die Abbildung 4 wurde von der Autorin

erstellt, indem die Sequenzierungsergebnisse aufgearbeitet wurden.
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b Abbildung 4. Vergleich zwischen
Pyrosequenzierung und BRAF 600/601
- StripAssay.
Rote Linie (oben)

Kontrolle Sowohl die Pyrosequenzierung wie auch
der .BRAF V600E Strip Assay" liefern leicht
auswertbare Ergebnisse. a. Reprasentative

BRAF V600E c.1799T>A Pyrogramme des Kollektives, im Vergleich
Wildtyp zu BRAF V600E mutiert. b.
Reprasentative . Strip Assays” des
Kollektives mit und ohne Mutation, sichtbar
auf Position 3 (roter Pfeil).

. Abkiirzungen: A, Adenin; C, Cytosin,
pggRNgg:ig:tﬁggﬂg G,Guanin PCR, Polymerasekettenreaktion;
T, Thymin; WV600E, V600E BRAF
Griine Linie (unten) c.1799T>A (V600E), hdaufigste BRAF

Mutation; WT, Wildtyp.
* Mutationsfrequenzen unter 5% wurden

als Wildtyp angesehen
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2. Material und Methoden

2.2.5.2 Auswertung der Literatur

Zwei elektronische Datenbanken (Medline, Scopus) wurden unabh&ngig voneinander
mit Hilfe der Suchbegriffe histiocy *, Langerhans *, * Erdheim, ,bone" oder ,lung” in
Verbindung mit BRAF V600E durchsucht (Intervall Januar 1976 - Februar 2014).
Dariiber hinaus wurde eine Uberpriifung der Referenzlisten in allen ausgewahlten
Artikeln zusatzlich zu Studien, die BRAF-Mutationsanalysen enthielten, durchgefihrt.
Fur jede Studie (Alayed et al., 2013; Arceci et al., 2013; Badalian-Very et al., 2010;
Berres et al., 2014, Chilosi et al., 2014, Fu et al., 2013; Halfacre et al., 2012; Haroche
et al., 2012; Peters et al., 2011; Roden et al., 2014; Romano et al., 2014; Sahm et al.,
2012; Satoh et al., 2012; Wei et al., 2013; Yuan et al., 2013) wurde der histologische
Subtyp der L&sion, der BRAF-Mutationsstatus und die Gesamtzahl der mutierten und
analysierten Falle festgestellt. Fiur alle Falle wurde die Gesamt-BRAF-
Mutationsfrequenz zusammen mit einem Konfidenzniveau von 95% unter der
Annahme einer Binomialverteilung aufgelistet (Abbildung 5). Zur Vereinfachung der
Darstellung wurden Fallberichte und Kleinserien (kleiner bzw. gleich zehn Patienten)
in einer Kategorie zusammengefasst (Bates et al., 2013; Ducassou et al., 2013;
Haroche et al., 2013; Kamionek et al., 2012; Kansal et al., 2013; Milne et al., 2013;
Mitchell et al., 2012; O'Malley et al., 2014; Oishi et al., 2014; Sun et al., 2013; West et
al., 2013; Yoon et al., 2013; Yousem et al., 2013) (nach Bubolz et al., 2014).

Dies wurde von der Autorin ausgefuhrt. AnschlieRend wurde die Suche von zwei
unabhangigen Mitarbeitern (PD Jochen Lennerz und Dr. Stephanie Weissinger) des
Instituts fur Pathologie der Universitat Ulm wiederholt, um auszuschlieR3en, dass Falle

Ubersehen worden sein kdnnten, was jedoch nicht der Fall war.
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2. Material und Methoden

2.2.6 Statistische Analyse

Fur statistische Vergleiche der Mutationsfrequenzen wurde im bezlglich des
Geschlechts, der Krankheitsauspragung und der Organmanifestation der Exakte-
Fisher-Test oder Chi-Quadrat-Test durchgeftihrt, zum Vergleich des Alters diente der
t-Test, bei dem P <0,05 als statistisch signifikant galt. Um den diagnostischen Wert
der BRAF-Genotypisierung in LCH zu eruieren, wurde ermittelt, ob die
Quantifizierung der Peakhdhen der mutierten Félle (in der Pyrosequenzierung) als
Surrogatmarker fur die Schatzung des histiozytéren Infiltrats dienen kdnnte.

Die Outcome-Analyse bestand aus vier Elementen: a) Insgesamt sowie b)
progressionsfreies Uberleben, definiert als die Zeitspanne zwischen Diagnose und
Tod oder Rezidiv/Progression; c) dem Anteil der therapieansprechenden und
therapierefraktaren Patienten und d) dem zeitlichen Verlauf der Ereignisse in der
therapierefraktaren Untergruppe. Als therapierefraktar wurden Patienten mit stabiler
Erkrankung, fortschreitender Krankheit oder Rezidiv definiert, wahrend Patienten mit
teilweiser oder vollstandiger Remission als therapiesensibel definiert wurden. Fur
eine Ereigniszeitanalyse wurde der Zeitrahmen von der ersten Diagnose bis zum
ersten Ereignis (definiert als diagnostizierte stabile oder fortschreitende Krankheit
oder Rezidiv) ermittelt, die als geplottete Ereignis-Kurven mit Hilfe eines Log-Rang-
Tests aufgetragen wurden (nach Bubolz et al., 2014).

Dies wurde von der Autorin ausgefuhrt.
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3. Ergebnisse

3.1 Metaanalyse der BRAF Mutationsfrequenzen bei LCH

Um  die  Aussagekraft  der BRAF Mutationen bei LCH

i i Badalien-Very et al., 2010 35 61 |
Mutationsanalysen des Kollektivs oy A |

Satoh et al., 2012 11 16 |

der Universitat Ulm zu Gberprifen, Haroche etal. 2012 11 29 I
. Halfacre etal., 2012 3 11 |
wurde eine Metaanalyse der Sahm et al,, 2012 19 46 |
) ) Yuanetal, 2013 7 18 I
bestehenden Literatur angefertigt Fuetal, 2013 18 32 I
wEadEn 1 R|
i i i rceci et al., |
(Abbildung 5). Insgesamt liegt die Weictal, 2013 28 50 I
gemittelte Mutationsfrequenz e 8 1 /
. . Berres et al., 2014 64 100 1
zwischen den Jahren 2010 bis 2014 Roden et al.,, 2014 26 79 1
_ _ Félle/Serien, Jahr* 20 32 |
mit Uber 600 getesteten Fallen bei Bubolz et al., hier 22 42 1
, , LCH (gesamt 317 653 |48.5% mut
485% (95%  Konfidenzniveau: oo O Al i A
_ _ ) Referenz mut n 0 25 50 75
44, 7% bis 52,5%). Dabei wird BRAF Mutationshaufigkeit (%)

deutlich, dass es sich bei der BRAF Abbildung 5: Metaanalyse der Mutationsfrequenzen der
BRAF Genotypisierungen bei Langerhans-Zell-

Mutation um ein haufiges Histiozytosen, nach Bubolz et al., 2014.
*Insgesamt wurden 13 Fallberichte/Serien zusammengefasst

Vorkommen handelt und die (siche Methoden 2.2.5.2). Auf der X-Achse wird der
Durchschnitt aller Studien mit einem Konfidenzniveau von

Detektionsraten, mit Wenigen 95% unter der Annahme einer Binomialverteilung fir alle
o enthaltenen Falle (dunkel hervorgehoben) dargestellt.
Ausnahmen, nur minimal Abkirzungen: et al., et ali, et aliae, et alia; LCH,

Langerhans-Zell-Histiozytose; mut, mutiert; n, Fallzahl.
schwanken.

Hierzu zahlen unteranderem die einzelnen Fallberichte/Kleinserien. Betrachtet man
deren Zusammenfassung wird deutlich, dass die Mutationsrate in dieser Gruppe mit
zu den hdochsten zahlt (Abb. 5). In dem Vergleich mit den ermittelten
Mutationsfrequenzen anderer Arbeitsgruppen liegt das Ergebnis des Kollektivs der
Universitat Ulm mit 52% BRAF Mutationen bei der Langerhans-Zell-Histiozytose
innerhalb des Konfidenzniveaus und bestatigt sich somit als reprasentatives Kollektiv

fur die statistische Analyse.
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3.2. Genotypisierung

3.2.1 Mutationsfrequenz nach Entitaten

Die Mutationsanalyse der 69 Patientenproben und Genotypisierungsergebnisse der
histologischen Subtypen sind in Tabelle 1 zusammengefasst.

Tabelle 1. Resultate der BRAF Genotypisierung nach histologischem Subtyp nach
Bubolz et al, 2014. Abklrzungen: n, Fallzahl; No. mut., Anzahl mutierter Falle.

Histologischer Subtyp Total BRAF
VG00E
n=69 No. mut. %o
Langerhans-Zell assoziierte Tumore 48 23 48
Langerhans-Zell-Histiozytose 42 22 52
Lokalisiert/unifokal 25 12 48
Multifokal 13 7 54
Disseminiert/viszeral 75
Langerhans-Zell-Sarkom 6 1 17
Non-Langerhans-Zell Entitdten 21 0 0
Follikuldres Dendriten-Zell-Sarkom 0 0
Juveniles Xanthogranulom 0 0
Rosai-Dorfman-Erkrankung 0 0
Granularzelltumor 11 0 0

Innerhalb der Gruppe der Non-Langerhans-Zell Entitaten konnte keine BRAF
Mutation nachgewiesen werden. Die zusatzlich getesteten Granularzelltumore,
welche wegen ihres ahnlichen immunhistochemischen Profils (Abb. 2) ebenfalls zu

dieser Gruppe gezéhlt wurden, zeigten durchgéngig einen BRAF Wildtyp.
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Die Genotypisierung der von Langerhans-Zellen abgeleiteten Lasionen ergab, bei 48
getesteten Fallen, insgesamt 23 BRAF VG600E Mutationen (= 47,9%), die
Krankheitsbilder unterschieden sich jedoch in der Hohe der jeweiligen
Mutationsfrequenz.

Wahrend die Langerhans-Zell-Histiozytose eine Mutationsrate von 52% (48% bis
75% je nach Auspragung) aufwies und die Mutationsfrequenz der LCH in sich in
keinem statistischen Zusammenhang zu dem Befall einzelner bzw. mehrerer
Organsysteme (P= 0,54 Fisher) stand, steht diese dennoch in deutlichem Unterschied
zum Langerhans-Zell-Sarkom. Von den sechs getesteten Langerhans-Zell-Sarkomen
wurde lediglich eine BRAF V600E Mutation bei einem 71 Jahre alten Mann
festgestellt (17%), welcher drei Monate nach der Diagnose verstorben ist (Abbildung
6a).

3.2.2 Mutationsanalysen in der Gruppe der Langerhans-Zell-Histiozytose

3.2.2.1 Diagnostischer Wert

Die Zielsetzung der Arbeit war unteranderem den diagnostischen Wert des BRAF
Mutationsstatus zu eruieren und die Frage zu beantworten, ob der Mutationsstatus
alleine Aufschluss Uber das klinische Erscheinungsbild bzw. den Verlauf geben kann.
Aus diesem Grund wurde das Vorkommen einer Mutation bzw. eines Wildtyps mit
tblichen pradestinierenden Faktoren verglichen. Allerdings gab es in diesem Fall
weder signifikante  Assoziationen mit Alter, Geschlecht, ,Stage* (d.h.

Systembeteiligung) noch mit dem betroffenem Organ/Organsystemen (Tabelle 2).
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3. Ergebnisse

Tabelle 2. Demografische und klinische Charakteristika Genotyp-spezifischer
Subtypen von Patienten mit Langerhans-Zell-Histiozytose nach Bubolz et al.,2014.

Die P-Werte stammen aus Kontingenztests (-Test beziiglich des Alters, Exakter-Fischer-
dem Tabellenabschnitt

Test beziiglich dichotomer Faktoren). Anmerkung: in

Organmanifestation” reprasentieren die Prozentangaben die Fraktionen der mutierten
bzw. Wildtyp Falle in jeder Kategorie (lineare Vergleiche). Abkiirzungen: n, Fallzahl; No,
Fallanzahl pro Charakteristik; unifokal, Befall eines Organsystems; Multifokal, Befall von

< zwei verschiedener Organsystemen.

BRAF BRAF P
mutiert Wildtyp
{n=22) (n=20)
Charakteristika No. % No. %
Alter (Jahre)
Median 13 15 0.68
Intervall 0.6-65 0.6-57
Geschlecht
Mannlich 10 45 12 60 0.37
W eiblich 12 55 8 40
Stadium
Unifokal 12 55 13 65 0.54
Multifokal 10 45 7 35
Organmanifestation
Knochen (n=23)
Unifokal (n=17) 9 53 8 47 0.66
Multifokal (n=6) 4 67 2 33
Lunge (n=11)
Unifokal (n=4) 1 25 3 75 1.0
Multifokal (n=7) 2 29 5 71
Haut (n=6)
Unifokal (n=4) 4 100 0 0 0.33
Multifokal (n=2) 1 50 1 50
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3. Ergebnisse

In der Diagnose der LCH ist die Multifokalitdt ein wichtiges Kriterium, welches die
Therapie und Prognose entscheidend mit bestimmt, jedoch haufig schwierig zu
beurteilen ist. Wie oben bereits erwahnt, lieBen sich anhand des Mutationsstatus
keine statistischen Aussagen Uber ein Patientenprofil oder beziglich des Ortes oder
der Auspragung der histiozytaren Lasionen treffen. Andersherum liel3 sich auch kein
Risikoprofil erstellen, in welchem das Auftreten einer BRAF mutierten Langerhans-
Zell-Histiozytose wahrscheinlich wére.

Um eine dezidierte Aussage treffen zu kbnnen, wurden, entsprechend der haufigsten
Lokalisationen, Haut-, Knochen- und Lungenlasionen erneut bezuglich des BRAF
Genotyps getestet. Auch innerhalb dieser genaueren Testung konnten keine
signifikanten Assoziationen gefunden werden (Tabelle 2).

Im Bereich der Lunge wurden sieben Lungenbiopsien getestet, welche sich zwischen
isolietem  Lungenbefall und Lungenbefall mit systemischer Beteiligung
unterschieden. Im Fall der systemischen Beteiligung zeigte sich eine etwas hohere
Mutationsfrequenz (2 von 7= 28,6%) im Gegensatz zu den lokalisierten Fallen (1 von
4= 25%); diese Unterschiede waren jedoch statistisch nicht signifikant (P= 1,00;
Fisher). Diese Ergebnisse gleichen sich bezuglich des Befalls des Skelettsystems.
Auch hier liel?3 sich eine relativ hohe Rate von BRAF Mutationen bei Multi-System-
LCH mit Knochenbeteiligung (n = 4/6 = 66,6%) nachweisen, welche gegentber dem
unifokalen Knochenbefall (9 von 17= 52,9%) jedoch ebenfalls keinen statistisch
signifikanten Unterschied zeigte.

Die Ausnahme bildete die BRAF-Mutationsrate in allen vier getesteten Féallen von
Langerhans-Zell-Histiozytosen, in welchen ausschlie3lich die Haut betroffen war. Hier
lieR sich eine Mutationsrate von 100% nachweisen, jedoch ohne statistische
Relevanz im Vergleich zu einem multifokalen Befall mit Hautbeteiligung (4/4
gegentber 1/2, P=0,33).
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Abbildung 6. BRAF-Mutationsanalyse mir Fallanalyse und Korrelation mit Tumorzelldichte und Ereignisrate bei
Therapierefraktdren Patienten, nach Bubolz et al., 2014.

a. klinisch-pathologische Krankheitsmerkmale jedes einzelnen Patienten sowie Genotypisierungsergebnis und codierte
Ergebnisdaten. Die Proben werden als Spalten angezeigt und durch Krankheitshild, BRAF-Mutationsstatus und Alter angeordnet.
b. Korrelation von histiozytdrem Infiltrat (in Abbhadngigkeit wvon CD1a Positivitat) mit Peak-Héhen Quantifizierung von
Pyrosequenzierung in 19 BRAF VG00E mutierten und 19 LCH Wildtyp Féllen. c. Kumulative Ereignisrate (stabile Erkrankung,
Rezidiv, Progression) bei Patienten mit Multiplen Organbefall-oder systemischer Erkrankung nach dem BRAF-Mutationsstatus.
Abkirzungen: *, multipler Organbefall; +, Beteiligung Zentrales Nervensystem/zusatzliches Organ; B, Knochenbeteiligung; BS,
Knochen- und Hautbeteiligung; CR, komplette Remission, DCS, Sarkom der dendritischen Zellen; JXG, juveniles Xanthogranulom;
Ge, Genital; GCT, Granularzell Tumor; L, Lungenbeteiligung; LCH, Langerhans-Zell-Histiozytose; LK, Lymphknoten; mut, mutiert;
n, Fallzahl; Pat. ID, Patienten Identifikationsnummer; PD, progressive Erkrankung; PR, partielle Remission; RDD, Rosai-Dorfman
Krankheit; S, Skin, Hautbeteligung; SD, stabile Erkrankung; ST, Sofi-fissue, Weichteilbeteiligung; V, viszerale Beteiligung; WT,
Wildtyp; Z, Beteiligung der Zunge.

Um den besagten diagnostischen Wert der BRAF-Genotypisierung bei LCH zu
eruieren, wurde zudem ermittelt, ob die Quantifizierung der Peakhthen der
Pyrogramme in den mutierten Féllen als Surrogatmarker fir die Einschatzung der
Menge an histiozytarem Infiltrat dienen konnte. Hier wurde eine signifikante
Korrelation zwischen Peakhthen und CD1la Farbung festgestellt (Abbildung 6b), was
auf eine stabile Beziehung zwischen der Gesamtmenge des mutierten Allels und

CD1a-positivem Infiltrat hinweist (nach Bubolz et al., 2014)
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3.2.2.2 Prognostischer Wert

Obwohl der BRAF Mutationsstatus keine Aussage Uber ein bestimmtes
Patientenprofil zulasst, konnte er dennoch prognostische Informationen beziglich des
zu erwartenden Krankheitsverlaufs liefern. Wahrend das Uberleben von unifokal
erkrankten Patienten unabhéngig von ihrem BRAF Status hoch ist (Abb. 6a), ergibt
sich bei dem allgemeinen und progressionsfreien Uberleben von BRAF-Wildtyp und
BRAF-mutierten Patienten jedoch kein signifikanter Unterschied (P = 0,68 PFS, P =
0,37 OS, Log-Rang).

3.2.2.3 Therapeutischer Wert

Dartber hinaus wurde untersucht, ob der BRAF-Mutationsstatus zwischen
therapieansprechenden und therapierefraktaren Patienten unterscheiden kann. In
den 18 Fallen mit nachgewiesener Mutation und Outcome-Informationen wurden
zwolf  therapierefraktdre Patienten identifiziert (66,6%), wahrend es funf
therapierefraktare unter den 15 Wildtyp-Féllen gab (33,3%); dieser Unterschied ist
jedoch nicht signifikant (P = 0,084; Fisher). Somit erlaubt der BRAF-Mutationsstatus
keine Unterscheidung zwischen Patienten, welche auf die Therapie ansprechen und
therapierefraktaren Patienten.

Zusatzlich wurde untersucht, ob der BRAF-Mutationsstatus einem unterschiedlichen
Krankheitsverlauf (z.B. Progression oder Rezidiv) in der therapierefraktaren Gruppe
zugeordnet werden konnte. Bei der Aufschlisselung nach Genotyp zeigten sich im
zeitlichen Verlauf jedoch keine Unterschiede (Abb. 6¢)(nach Bubolz et al., 2014)
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3.3 Patientenauswahl fiir eine BRAF Inhibitor Therapie

Im Folgenden wurden, auf Basis der hohen BRAF-Mutationsraten und nach
Rucksprache mit den klinischen Kollegen speziell therapierefraktare LCH-Patienten
auf BRAF-Mutationen hin untersucht, um einen moglichen Therapieansatz zu
schaffen. Gemeinsam wurden 17 Félle identifiziert und, sofern noch nicht vorhanden,
von der Autorin dem Kollektiv zugefiigt und die Daten erganzt. Zum Zeitpunkte der
Analyse waren zehn der 17 Falle nicht mehr ausreichend dokumentiert, vier Patienten
waren verstorben und nur drei bis dato therapierefraktéare Patienten, die eine
zusatzliche Behandlung bendétigten, waren am Leben. Zwei der drei Patienten waren

Kinder (davon war lediglich der eine BRAF mutiert und erhielt Second-Line

Chemotherapie). Die dritte Patientin
war eine 45-jdhrige Frau mit
multifokaler und multisystemischer,
BRAF V600E mutierter Histiozytose
mit  mehreren

(Patientin HX36).

Die Diagnose war histologisch und

Knochenlasionen

immunphanotypisch eindeutig (Abb.
7a). Die Patientin litt unter orbitalen

wie auch meningealen Lasionen

¥ - P

HLADR  Langerin

CD1a sowie einer Infiltration der

Abbildung 7: Histologie und Immunophinotyp einer Hypophyse und des Hypothalamus,
Langerhans-Zell-Histiozytose, nach Bubolz et al., 2014.

a. Knochenmark-Biopsie mit einem dichten histiozytaren
Infiltrat mit reaktiver Resorption von Lamellenknochen und
Durchsetzung des Knochenmarks. Morphologie und

Immunphéanotyp (reprasentative Bilder des Immunphanotyps)

jedoch ohne manifesten Diabetes

insipidus. Des Weiteren hatte die

sind pathognomonisch fir die LCH (H&E und alkalische
Phosphatase Immunhistochemie).  Abklrzungen: um,
micrometer; CD1a, Cluster of Differentiation 1a Protein;
CD68, Cluster of Differentiation 68 Protein; H&E,
Hamatoxylin-Eosin-Farbung; HLA-DR, Humanes
Leukozytenantigen der Klasse llI; LCH, Langerhans-Zell-
Histiozytose.

Patientin einen schweren, Insulin-
abhangigen Diabetes mellitus mit
und ACTH-
Niveaus (nach Bubolz et al., 2014).
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4. Diskussion

4. Diskussion

Zu Beginn der Arbeit an diesem Projekt gab es eine fiihrende Studie, welche als erste
BRAF Mutationen in ca. 60% der Falle von Langerhans-Zell-Histiozytosen nachwies
(Badalian-Very et al., 2010). Um die Ergebnisse zu verifizieren habe ich ein
deutsches Patientenkollektiv aus Patienten, welche an histiozytaren Krankheitsbildern
litten, erstellt und auf BRAF Mutationen hin untersucht. Da im Laufe der Arbeit
deutlich wurde, dass es viele Arbeitsgruppen mit &hnlichen Anséatzen gab, die
Ergebnisse jedoch noch nicht gebindelt wurden, schloss ich in der Folge eine
Metaanalyse der Literatur an, auch um zu eruieren, ob sich meine Ergebnisse mit

denen anderer Forschungsgruppen decken.

Die Ergebnisse meiner Studie zeigen, dass sich BRAF-V600E-Mutationen
histiozytarer Lasionen auf Tumoren der Langerhans-Zell-Linie beschranken und dass
der Mutationsstatus im Fall der Langerhans-Zell-Histiozytose zwar weder
Informationen Uber die Krankheitslokalisation liefert noch prognostischen Wert
besitzt, weiterfihrend jedoch trotzdem von klinischer Relevanz sein kann.

4.1 Methoden der Mutationsanalyse

4.1.1 Isolierung von DNA aus Frischgewebe

Zu den Ublichen Methoden in der Pathologie zahlt der sog. Schnellschnitt. Dieser
ermdglicht eine intraoperative Diagnostik zur Beurteilung von Gewebe. Fiur diese
Methode wird das gewonnene Material in ,Tissue Tek®" eingebettet, welches aus
wasserlodslichen Glykolen und Harzen besteht und bei -10°C fest wird. Nach Beenden
des Schnellschnitts kann das Gewebe bei -20 °C asserviert werden.

In insgesamt 4 Fallen des Kollektivs stand ausschlie3lich Gewebe zur Verfigung,
welches zuvor fur die Schnellschnittdiagnostik genutzt wurde. Fur die DNA Extraktion

stand eine etablierte Methode in Form eines Kits zur Verfugung (QIAmp DNA Mini
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Kit*). Das Material wurde mit Hilfe eines Mikrotoms gewonnen (siehe 2.2.2.2). Das
Tissue Tek® wurde dabei nicht von dem Gewebe getrennt und es folgte eine
Aufarbeitung gemald dem Protokoll des Kits.

Erwartungsgemald sollte aus Gewebe, welche nach Entfernung aus dem
menschlichen Korper maximal 20 Minuten Raumtemperatur ausgesetzt ist (dies stellt
die Maximaldauer einer Schnellschnittdiagnostik dar), besonders reichlich DNA zu
extrahieren sein, da diese im Gegensatz zu der Aufarbeitung zu FFPE Gewebe nicht
angegriffen wird.

Wahrend der Extraktion gemal des Protokolls des ,QIAmp DNA Mini Kits* fiel bei
zufligen des Ethanols in das Mikroreaktionsgefal3 Material aus, welche weil3e, zéhe
Schlieren in der Losung bildete. Die Durchfihrung wurde trotzdem protokollgerecht
beendet, jedoch war die Konzentration der gewonnen DNA &uferst niedrig und
gerade noch fir die weiteren Schritte verwertbar.

Vermutlich ist der weil3e Ausfall das zuvor nicht entfernte Tissue Tek® gewesen,
welche dann bei der Extraktion die feine Membran der Extraktionsaulen verstopft hat
und somit die DNA Ausbeute deutlich verringerte. Da die DNA glucklicherweise
trotzdem verwertbar war, musste das Experiment nicht wiederholt werden, trotzdem
ist die Entfernung des Fremdmaterials um das Gewebe ratsam, um ein Ergebnis nicht

zu verfalschen.

4.1.2 Sequenzierung der DNA

Es gibt mehrere etablierte Methoden, welche zur Mutationsanalyse unter
Einbeziehung des Gegenstranges eingesetzt werden. In der Sequenzierung nach
Sanger erfolgt die Synthese Uber einen Strangabbruch (Sanger und Coulson, 1975)
wogegen in der Pyrosequenzierung Lichtsignale gemessen und somit die Sequenz
analysiert werden kann (siehe 2.2.4.1). Die Pyrosequenzierung erlaubt zudem eine
Quantifizierung der entsprechenden Mutationen. Um unsere Ergebnisse vergleichbar
mit der ursprunglichen Studie von Badalian-Very (Badalian-Very et al., 2010) zu

gestalten, wurde in der vorliegenden Studie ebenfalls hauptsachlich die
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Pyrosequenzierung angewandt. Der BRAFStripAssay® wurde als neue, sensitive
Methoden (Buxhofer-Ausch et al.,, 2013) in Zusammenarbeit mit dem Bundeswehr
Krankenhaus Ulm in wenigen Féallen ebenfalls in die Studie mit eingeschlossen. Eine
Aussage Uber den genauen Genotyp ist mit dieser Methode jedoch nicht mdglich,
limitierend werden hier auch nur die haufigsten Mutationen detektiert.

In der Literatur sind neben der h&ufigsten BRAFVG600E Mutation auch andere
Mutationen, zum Beispiel die V600D Mutation, beschrieben (Kansal et al., 2013). Hier
liegt ein entscheidender Vorteil der Pyrosequenzierung, welche jegliche Mutation
nachweisen kann, gegentber dem BRAFStripAssay®, welcher nur die haufigsten
Mutationen erfasst. Trotzdem sind in dem Ulmer Kollektiv ausschlie3lich BRAFV600E

Mutationen bestimmt worden.

Insbesondere unter dem Aspekt der Therapie mit BRAF Inhibitoren muss die
Mutation einfach und eindeutig nachzuweisen sein, welches bei dem
gemischtzelligem Infiltrat der LCH schwierig sein kein und in der Methodik weiterhin
aktueller Forschung unterliegt (Tatsuno et al, 2016).

4.2 BRAF Mutationen in Non-Langerhans-Zell-Histiozytosen

In der vorliegenden Arbeit liel3en sich in den Non-Langerhans-Zell-Histiozytose keine
BRAF Mutationen nachweisen (Tabelle 1). Diese Ergebnisse decken sich, auch nach
Aufschliisselung nach histologischem Typ, bei dem Juvenilen Xanthogranulom und
der Rosai-Dorfman-Erkrankung mit der Literatur (Haroche et al., 2012). Im Falle der
RDD wird aktuell diskutiert, ob der BRAF Mutationsstatus ein Instrument zur
Unterscheidung der Erkrankung von der Langerhans-Zell-Histiozyose sein kann
(Dalia et al., 2014)

In der Literatur ist die Genotypisierung des follikularen Dendriten-Zell-Sarkom bisher
nur in wenigen Fallen beschrieben, von welchen ca. 18% mutiert sind (Vermi et al.,

2013, Go et al., 2014). In unserer Kohorte zeigte sich hier ausschlie3lich ein BRAF
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Wildtyp, was angesichts der niedrigen Mutationsrate auf die Probenanzahl
zuriickgefuhrt werden konnte. Zuséatzlich gibt es inzwischen Fallberichte beziiglich
BRAF V600E mutierter Sarkomen der interdigitierenden dendritischen Zellen
(O'Malley et al., 2014; Di Liso et al., 2015; O'Malley et al., 2015), sodass hier, ebenso
wie bei der Langerhans-Zell-Histiozytose, inzwischen die Evaluierung alternativer
Therapiestrategien mit BRAF Inhibitoren diskutiert bzw. angewandt wird (Di Liso et
al.,, 2015; Wu und Pullarkat, 2016). Die Mutationsrate der Langerhans-Zell Sarkome
war mit 17% deutlich hoher als die der Non-Langerhans-Zell-Histiozytosen, blieb
jedoch unter der Mutationshaufigkeit der LCH zurtick. Der Patient, welcher an dem
BRAF-mutierten Langerhans-Zell-Sarkom litt, ist verstorben; dies kdnnte ein Hinweis
auf einen besonders aggressiven Verlauf sein und das Potential der Behandlung mit
BRAF Inhibitoren, welche in einem ahnlichen Fall erfolgreich eingesetzt wurden,

unterstreichen (Mourah et al., 2015).

Auller in der vorliegenden Studie gibt es keine Ergebnisse zur BRAF
Mutationshaufigkeit bei Granularzelltumoren, welche im Ulmer Kollektiv 0% betrug.
Da es sich um eine gutartige Erkrankung handelt, welche gewdhnlicherweise mit
einer lokalen chirurgischen Resektion heilbar ist, scheint eine weitere Investigation

zum jetzigen Zeitpunkt nur von zweitranginger klinischer Bedeutung.

4.3 BRAF Mutationen in Langerhans-Zell-Histiozytosen

Wie die Metaanalyse zeigt, erreicht die Haufigkeit der BRAF-Mutationen bei LCH
annahernd 50% (Abbildung 5). Obwohl das Analysefenster nur die Jahre 2010 bis
2014 erfasst, sind uber 600 Falle analysiert, sodass eine Mutationsfrequenz definiert
werden kann, welche durch aktuelle Studien bestatigt wird (Cheng et al., 2015, Varga
et al., 2015)
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Innerhalb der groRen Studien der Metaanlyse gleichen sich die Ergebnisse mit einer
Ausnahme (Alayed et al., 2013) und liegen innerhalb des Konfidenzniveaus. In der
Zusammenfassung kleiner Serien/Fallstudien wird eine etwas hohere Frequenz
erreicht, was die Mutmal3ung zulasst, dass insbesondere bemerkenswerte Falle
berichtet wurden. Daneben sind auch Kollektive, welche deutlich unterhalb der
Mutationsfrequenz von 50% liegen beschrieben (Alayed et al, 2013) und lassen
ebenfalls lediglich Spekulationen zu, zum Beispiel eine unterschiedliche ethnische
Verteilung der Mutationshaufigkeit (Sasaki et al., 2016).

4.3.1 Es gibt keinen Zusammenhang zwischen dem BRAF Mutationsstatus und

einem bestimmten Tumorprofil

Eine diagnostische Herausforderung stellt die Unterscheidung von lokalisierten
Tumoren gegenuber Multisystemerkrankung dar (Kilpatrick et al., 1995) und die hohe
Mutationsfrequenz wirft die Frage nach den Unterschieden zwischen BRAF mutierten
und Wilttyp Lasionen auf. Zu diesem Zweck wurden Phé&notyp Vergleiche (Tabelle 2)
durchgefuhrt; jedoch wurden, mit der Ausnahme der Hautbeteiligung, keine
Unterscheidungsmerkmale identifiziert, was sich mit aktuellen Beispielen der Literatur
deckt (Badalian-Very et al., 2010; Berres et al., 2014; Haroche et al., 2012; Alayed et
al., 2016) (nach Bubolz et al., 2014).

Aus den Ergebnissen sticht lediglich der isolierten Befall der Haut hervor, in welchem
bei allen LCH Fallen das Vorhandensein von BRAF-Mutationen nachgewiesen
werden konnten, was letztendlich jedoch statistisch nicht signifikant war.

Wahrend in einigen Studien einen Trend beschrieben wird (Alayed et al.,, 2013)
lieferten die vorliegenden Daten keinen statistisch signifikanten Unterschied zwischen
BRAF-mutierten und Wildtyp-Fallen.

38



4. Diskussion

4.3.2 Der diagnostische und prognostische Wert des BRAF Mutationsstatus ist

limitiert

In der verfiigbaren Literatur zeigt sich, dass Neoplasien mit Verbindung zu LCH (z.B.
die Erdheim-Chester-Erkrankung) (Blombery et al., 2012; Haroche et al., 2013)
ebenfalls BRAF-Mutationen aufweisen. Dennoch scheint der spezifische
diagnostische Wert von BRAF-Mutationen in den histiozytaren Erkrankungen nicht so
gradlinig wie beispielsweise in der Haarzell-Leukdmie mit einer Mutationsrate von
annahernd 100% (Tiacci et al., 2011). Dessen ungeachtet gibt es in jungster Zeit
Hinweise darauf, dass verschiedene Subtypen von Histiozytosen in Abhangigkeit von
dem Vorhandensein oder der Abwesenheit von zirkulierenden dendritischen Zellen
stehen konnten, welche ihrerseits fiir die therapeutische Uberwachung dienen
konnten (Berres et al.,, 2014). Angesichts der jungsten Daten zur Beschreibung
somatischen Aktivierung von ARAF (Nelson et al.,, 2014) und MAP2K1 Mutationen
(Alayed et al., 2016) in der BRAF-Wildtyp-LCH, ist zu erwarten, dass die Einfiihrung
neuartiger Sequenzierungstechnologien weiterhin  zu einer umfassenderen
Eingrenzung der Mutationslandschaft bei der Langerhans-Zell-Histiozytose fiihren
wird (nach Bubolz et al., 2014).

Allerdings gibt es derzeit zumindest in dem hier analysiertem Kollektiv keine
Uberzeugenden Beweise, dass der BRAF-Status fiur sich einen Wert als
prognostischer Biomarker darstellt (Abb 6c). Obwohl das simultane Auftreten von
BRAF und NRAS Mutationen in der gleichen L&sion jedoch mit dem Patienten
Outcome zusammen zu h&ngen scheint (Mourah et al., 2015), gelten momentan
immer noch klinische Gesichtspunkte wie der Befall von kritischen Organsystemen

und Therapieansprechen als prognoseentscheidend (Wu, Gao et al., 2016).
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4.4 Die BRAF-Inhibitor Therapie als neuartige Behandlungsoption

Abschlielend lie3 sich anhand des BRAF Mutationsstatus nicht im Vorhinein
abschatzen, ob es mdglicherweise zu einem Therapieversagen kommen konnte
(Abb6c), obwohl dies zwischen den verschiedenen Tumortypen mdoglicherweise

unterschiedlich ist.

Da bereits etablierte Protokolle zur Behandlung von Langerhans-Zell-Histiozytose
existieren, sollten diese folgerichtig primar weiter angewandt werden (PDQ Pediatric
Treatment Editorial Board, 2016). Die Bedeutung des BRAF Inhibitors als eine
Therapieoption in bis Dato therapierefraktdren Patienten ist inzwischen jedoch
vielfach bestétigt (Gandolfi et al., 2015; Haroche et al, 2012; Charles et al, 2014,
Bubolz et al., 2014), sollte aber trotzdem engster Auswahlkriterien unterliegen, da es
sich weiterhin um einen Off-label Use mit teilweise schwerwiegenden, insbesondere
dermalen, Nebenwirkungen handelt (Gengler und Gondl, 2016) und die
langerfristigen Auswirkungen bisher noch nicht ausreichend bekannt sind. Um diese
zu evaluieren wird in den USA und Kanada aktuell eine Studie (NCT01677741) fur
Erwachsene und Kinder mit rezidivierender Langerhans-Zell-Histiozytose
durchgefthrt.

Auf der Basis der Daten der vorliegenden Dissertation wurde das
Therapieansprechen auf die Gabe eines BRAF Inhibitors bei einer LCH Patientin mit
BRAF Mutation, welche auf konventionelle Behandlungsmethoden therapierefraktar
war, mit zumindest teilweise metabolischer Reaktion dokumentiert (Bubolz et al.,
2014) und obwonhl die formalen Kriterien fur eine radiologische partielle Remission
(nach RECIST) nicht erflllt waren, konnte die Progression bei dieser aggressiven
Version der LCH aufgehalten werden (Abb. 3) und die Wirksamkeit von Vemurafenib
Uber die malignen Melanome heraus gehend bewiesen werden (Heakal et al., 2011).
Allerdings ist, trotz der klassischen histologischen, immunphanotypischen und

ultrastrukturellen Befunde, die alle pathognomonisch fiir LCH waren (Abb. 1 und Abb.
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7 ), die klinische Préasentation und Manifestation der Krankheit sehr ahnlich -wenn
nicht identisch- mit einem franzésischen Patienten mit Erdheim-Chester-Erkrankung,
welche jedoch auch erfolgreich mit BRAF Inhibitoren behandelt werden kann
(Haroche et al, 2013). Die Ahnlichkeiten der Studiendaten mit denen von Xenograft-
Modellen sind beeindruckend (Sondergaard et al, 2010) und zeigen eine
metabolische Funktion von mutiertem BRAF in histiozytaren Neoplasien (Grabellus et
al., 2012; Hall et al., 2013; Haq et al., 2013; Parmenter et al., 2014; Sheu et al., 2012;
Sondergaard et al., 2010). Der stabile Erkrankungsstatus der Patientin lasst sich als
einen scheinbaren Mangel an "onkogenem Schock" interpretieren (Sharma et al.,
2007; Sharma et al., 2006). Aus wissenschaftlicher Perspektive ware eine erneute
Biopsie interessant gewesen; jedoch war diese klinisch, vor allem in Hinblick auf die
Lage der Lasionen (z.B. Hirn) nicht indiziert (nach Bubolz et al., 2014).

4.5 Schlussfolgerung

Zusammenfassend sind BRAF Mutationen in histiozytaren Proliferationen auf die
Lasionen des Langerhans-Zell-Typs beschrankt und die Genotypisierung eines
reprasentativen Kollektivs zeigt, Gbereinstimmend mit der Metaanalyse der Literatur,
eine BRAF-Mutationsfrequenz etwa 50%. Auf deren Basis kdnnen allerdings keine
Aussagen bezlglich eines bestimmten Tumor- bzw. Patientenprofils getroffen
werden. Obwohl fiir die groRe Mehrheit der LCH-Patienten effiziente therapeutische
Optionen zur Verfiigung stehen, kann die Behandlung ansonsten therapierefraktarer
Patienten bei BRAF mutierten Lasionen mit BRAF-Inhibitoren eine therapeutische
Option darstellen (nach Bubolz et al., 2014).
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5. Zusammenfassung

BRAF-V600E-Mutationen sind fir eine wachsende Zahl von Tumoren und Leuk&mien
von therapeutischer Relevanz, welche bei histiozytdren Proliferationen, ebenso wie
die Mutationsfrquenz, nicht abschlieRend geklart ist. Zusammenfassend werden hier
sowohl eine retrospektive Studie mit Genotypisierung von histiozytaren Erkrankungen
und entsprechender statistischer Auswertung sowie eine Metaanlyse der Literatur

prasentiert.

Die Genotypisierung der 69 histiozytdren L&sionen zeigte, dass 23 der 48
Langerhans-Zell-Histiozytosen BRAF V600E mutiert waren (48%), wahrend alle Non-
Langerhans-Zell-Lasionen (einschlie3lich des Dendriten-Zell-Sarkoms, des juvenilen
Xanthogranuloms, der Rosai-Dorfman-Erkrankung und des Granularzelltumors) einen
BRAF Wildtyp zeigten. Die Metaanalyse von 29 Publikationen zeigte bei einer Anzahl
von 653 Fallen eine Gesamtmutationsfrequenz von 48,5% und ist auf dieser
Grundlage als valide definiert einzuordnen. Der BRAF-Mutationsstatus kann auf dem
Boden klinischer Parameter nicht vorhergesagt werden, ebenso wenig ist das
Outcome der Patienten vorhersagbar. Trotzdem hat das Vorkommen einer BRAF
Mutation einen therapeutischen Wert, da im Falle eines Versagens der etablierten
Therapieprotokolle bei aggressiven und therapierefraktaren, systemischen, BRAF-
mutierten Erkrankungen eine Behandlung mit einem BRAF Inhibitor eine
Therapieoption darstellen kann.

Abschlielend beschranken sich BRAF-Mutationen in histiozytdren Tumoren auf
Lasionen des Langerhans-Zell-Typs und kdonnen weder Uber Lokalisation noch
Therapieansprechen oder Outcome Informationen bereitstellen. Obwohl fur die
meisten LCH-Patienten effiziente Therapien zur Verfigung stehen, kdnnen Patienten
mit BRAF-Mutationen von der Therapie mit dem BRAF-Inhibitor Vemurafenib
profitieren (gesamte Zusammenfassung nach Bubolz et al., 2014).
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