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1 Einleitung

1.1 Epidemiologie des kardialen Myxoms

Tumorerkrankungen des Herzens wurden bereits 1562 in der Schrift ,De re anatomica“ von
M. R. Columbus beschrieben (1). Obwohl derartige Herztumoren demnach frih bekannt wa-
ren, wurden diese bis zur ersten Halfte des 20. Jahrhunderts Gberwiegend erst nach dem Tod
mittels einer Autopsie diagnostiziert. Durch die Einfiihrung bildgebender Verfahren gelang
H. P. Goldberg im Jahre 1952 die angiographische Darstellung eines linken Vorhof-
myxoms (2). Die erste erfolgreiche Resektion eines linksatrialen Myxoms unter Verwendung
der Herz-Lungen-Maschine wurde 1954 von C. Crafoord durchgefuhrt (3, 4). Obwohl sich die
bildgebenden Diagnoseverfahren und herzchirurgischen Techniken seitdem weiterentwickelt
haben, stellen Herztumoren auch heutzutage noch eine Raritat im klinischen Alltag eines Kar-
diochirurgen dar.

Basierend auf Angaben aus Autopsieberichten variiert die Inzidenz von Herztumoren zwischen
0,01 % und 0,19 % (5-8). Eine hdhere Inzidenz zeigen Ergebnisse klinischer Analysen an
herzchirurgischen Zentren, bei denen 0,45 % bis 0,85 % der insgesamt durchgeflihrten Herz-
operationen auf die Entfernung kardialer Tumoren zurlickzufihren sind (9, 10).

Die aktuelle Klassifikation der Weltgesundheitsorganisation (WHO) von 2021 umfasst die Dif-
ferenzierung kardialer Tumoren in benigne, maligne und hamatolymphoide Tumoren (11). Es
werden primare von sekundaren Herztumoren unterschieden, wobei sekundare Herztumoren
20- bis 40-mal haufiger vorkommen. Etwa 90 % der primaren Herztumoren sind benigne, die
restlichen 10 % sind maligne (11, 12). Das kardiale Myxom ist bei den Erwachsenen nach dem
papillaren Fibroelastom die zweithaufigste Tumorentitat, bezogen auf die primaren Herztumo-
ren (11). Bei Kindern und Jugendlichen treten unter den gutartigen Herztumoren am haufigsten
Rhabdomyome auf, wahrend kardiale Myxome nur einen geringen Anteil von 10 % ausmachen
(13, 14). Grundsatzlich kommen kardiale Myxome in allen Altersgruppen vor, treten aber ge-
hauft im mittleren Lebensalter zwischen 30 und 60 Jahren auf (15, 16). Wie aus mehreren
Studien hervorgeht, sind Frauen zwei- bis dreimal haufiger betroffen als Manner (17—-19).
Uberwiegend tritt das kardiale Myxom sporadisch auf, es kann jedoch in seltenen Fallen
(3 % — 7 %) familiar bedingt sein. Die meisten der familidaren Myxome sind mit weiteren Neo-
plasien assoziiert und kommen im Rahmen eines Syndroms vor, welches als Carney-Komplex
(CNC) bezeichnet wird (20).
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1.2 Lokalisation und Klinik des sporadischen kardialen Myxoms

Die klinische Symptomatik der Patienten ist sehr variabel und abhangig von verschiedenen
Faktoren wie der Lage, GrofRe und Beweglichkeit des kardialen Myxoms. Die Hauptlokalisation
ist in 72 % bis 93 % der Falle der linke Vorhof, wobei wiederum die meisten dieser Myxome
ihren Ursprung im interatrialen Septum nahe der Fossa ovalis haben (21-23).

An anderen Lokalisationen wie dem rechten Atrium (0,7 % — 7,2 %) oder den Ventrikeln
(0,9 % — 3,6 %) kommen Myxome selten vor (23—-25). Ein multizentrisches oder biatriales Auf-
treten ist bei sporadischen kardialen Myxomen ebenfalls eine Seltenheit, anders als bei CNC-
assoziierten Myxomen (16, 24, 26).

Der Grofteil der Patienten zeigt ein oder mehrere klinische Symptome der klassischen Triade
aus obstruktiven, embolischen und konstitutionellen Symptomen. Kardiale Obstruktionen auf-
grund einer Verlegung der atrioventrikularen Klappen oder des Ausflusstraktes fihren haufig
zu Symptomen wie Dyspnoe, Unwohlsein oder Synkopen. Bis zu 85 % der Patienten geben in
der Anamnese eine zunehmende Dyspnoe als fiihrendes Symptom an (27—-29). Insbesondere
linksatriale Myxome auflern sich durch obstruktive Symptome, dabei sind haufig veranderte
Herzgerausche zu auskultieren. Ebenso treten Palpitationen oder Tachyarrhythmien auf (18).
In seltenen Fallen kann eine akute Verlegung der Mitralklappe zum plétzlichen Herztod fih-
ren (21, 23). Neurologische Symptome als Folge einer Embolie der Hirnarterien durch abge-
I6stes Tumorgewebe oder mobilisierte thrombotische Ablagerungen treten bei 10 % bis 30 %
der Patienten auf (30, 31). Embolien der Nierenarterien, Mesenterialarterien oder auch Koro-
nararterien sind ebenfalls mdglich, jedoch deutlich seltener (25, 32).

Unspezifische Allgemeinsymptome wie Mudigkeit, Fieber oder Gewichtsverlust sind bei etwa
30 % der Patienten zu beobachten (27). Der Anteil asymptomatischer Patienten variiert in der
Literatur zwischen 3,2 % und 46 % stark (18, 30, 32). Durch den vermehrten Einsatz bildge-
bender Verfahren werden heutzutage oftmals kleine und noch klinisch stumme Myxome als
Zufallsbefund im Rahmen einer Abklarung anderer Erkrankungen diagnostiziert (33). Aufgrund
der schwerwiegenden Symptome und Komplikationen ist es von groler Bedeutung, eine
schnelle und gezielte Diagnosestellung zu gewahrleisten.

Das diagnostische Vorgehen bei Patienten mit kardialem Myxom basiert auf der Anamnese,
der klinischen Untersuchung sowie radiologischen und echokardiografischen Befunden. Die
klinische Untersuchung des Patienten umfasst die Auskultation des Herzens auf mdgliche pa-
thologische systolische oder diastolische Herzgerausche. Die auskultierbaren Herzgerausche
entstehen durch einen gestorten Blutfluss aufgrund von AV-Klappenobstruktionen oder Behin-
derungen des Klappenschlusses verursacht durch das Flottieren gestielter Myxome. Je nach
Mobilitat des Myxoms koénnen sich die Gerausche, abhangig von der Kdrperlage, verandern
(19, 34). Weiterhin wird in der Literatur bei einigen Patienten ein sogenannter Tumorplop be-

schrieben, wobei es sich um ein apikales frihdiastolisches Gerausch handelt (19, 35).
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Verursacht durch die Myxommasse, kdnnen bei einigen Patienten Arrhythmien sowie ST-Stre-
cken-Veranderungen oder Zeichen einer atrialen Hypertrophie nachweisbar sein (19, 36).
Pathologische Herzgerausche und Veranderungen im Elektrokardiogramm (EKG) stellen je-
doch per se keine spezifischen Befunde fiir ein kardiales Myxom dar, da sie bei vielen anderen
kardialen Erkrankungen ebenfalls auftreten kénnen (34, 36).

Auch gibt es keine Hinweise darauf, dass ein bestimmter Bluttest fur die Diagnose eines
Myxoms pathognomonisch ist. Am haufigsten festzustellen sind eine Erhéhung der Leukozy-
ten und der Thrombozyten sowie die Zunahme der Blutsenkungsgeschwindigkeit (16, 19). Ein
gehauftes Auftreten einer Erhdhung von Interleukin-6 (IL-6) und Interleukin-8 (IL-8) wird im
Zusammenhang mit kardialen Myxomen ebenfalls beschrieben. Die Bedeutung dieser Para-
meter fUr eine praoperative Diagnostik oder eine Rezidivkontrolle ist bis zum jetzigen Zeitpunkt
jedoch nicht nachgewiesen worden (37, 38).

Als kostengunstige Methode der Wahl kommt die transthorakale Echokardiographie (TTE)
zum Einsatz, mit welcher sowohl die Gréf3e und die Lage des Myxoms als auch dessen An-
haftungsstelle beurteilt werden kénnen (39). Die TTE ist in der klinischen Routinepraxis ein
anwenderfreundliches und schnell verfigbares diagnostisches Instrument. In Fallen, in denen
die Bildqualitat nicht optimal ist oder Zweifel an der Diagnose bestehen, kann erganzend die
transdsophageale Echokardiographie (TEE) eingesetzt werden. Die TEE weist mit Gber 95 %
eine sehr hohe Sensitivitat auf (40). Im Vergleich zur TTE liegen die Vorteile der TEE vor allem
in der genaueren ldentifizierung der Anheftungsstelle und dem Erkennen multipler
Myxome (41). Die Magnetresonanztomographie (MRT) sowie die Computertomographie (CT)
des Herzens kdnnen durch hochauflésende Bilder zusatzliche Informationen tUber das Ausmaf
des Tumors im Herzen oder die angrenzenden extrakardialen Strukturen liefern. Sie werden
eingesetzt, um madgliche Differenzialdiagnosen wie andere gutartige oder bésartige Tumoren,
Thromben oder koexistierende Pathologien vor dem operativen Eingriff auszuschlielRen (42,
43).

1.3 Therapieoptionen

Bis heute gilt die operative Entfernung des kardialen Myxoms als Therapie der ersten Wahl.
Die Operation sollte mdglichst zeitnah nach Diagnosestellung des Tumors erfolgen, um Folgen
von Klappenobstruktionen und systemischen Embolien zu minimieren. Heutzutage haben sich
verschiedene Operationstechniken fur die Tumorresektion bewahrt und sind mit einem gerin-
geren postoperativen Risiko sowie sehr guten Langzeitergebnissen assoziiert (22, 25, 44, 45).
Haufig werden, wenn notig, zeitgleich zur Myxomentfernung weitere Operationen wie Herz-

klappen- oder Bypassoperationen durchgefuhrt (22, 23, 26).



Einleitung

Wahrend der Entfernung des Tumormaterials wird eine groRtmogliche Minimierung mechani-
scher Manipulationen angestrebt, um mdgliche systemische und pulmonale Embolien zu ver-
meiden (22, 30, 45). Das chirurgische Vorgehen orientiert sich in der Regel an der Lokalisation
und GroRe des Tumors sowie der Expertise des Operateurs. Am haufigsten wird als Zugang
eine mediane Sternotomie gewahlt und bei linksatrialen Myxomen ein biatrialer Zugang bevor-
zugt (22, 23). Die Vorteile dieses Zugangs liegen in einer guten Visualisierung des Tumors
und des Tumorstiels, einer minimalen Manipulation sowie einer guten Sicht in alle Herzhdhlen
(46). Insbesondere bei breitbasig aufsitzenden Myxomen im Bereich der Fossa ovalis ist es
haufig notwendig, einen Teil der unterliegenden Endokard- und Myokardbasis mitzuresezie-
ren, um den Tumor im Ganzen zu entfernen. Uber den biatrialen Zugang kann im Anschluss
mittels eines Gewebe-Patches ein sicherer Verschluss des Vorhofseptums gewahrleistet wer-
den (22, 46). Bei grolden Tumoren oder multiplen Myxomen werden haufig Teilresektionen
durchgefiihrt oder mehrere Operationszugange kombiniert (22, 26). Dartiber hinaus hat sich
in den letzten zwei Jahrzehnten bei der Entfernung kardialer Myxome die minimalinvasive Chi-
rurgie als eine weitere Operationsmethode etabliert (44, 47). Die Studienergebnisse zeigen
gute operative Ergebnisse, geringe postoperative Komplikationen und ein gutes Langzeittiber-
leben, wahrend die Fallzahlen mit minimalinvasiven Operationsverfahren jedoch begrenzt
sind (44, 47). Zudem erhalten immer mehr Patienten mit kardialen Myxomen kombinierte Ope-
rationen, sodass minimalinvasive Techniken selten zum Einsatz kommen (22, 25).
Myxomresektionen sind mit einer geringen postoperativen Komplikationsrate assoziiert (23,
25, 26). Die 30-Tages-Mortalitatsrate liegt bei lediglich 0,5 % bis 3 % (22, 45, 48). In vielen
herzchirurgischen Zentren zeigen sich nach erfolgreicher Tumorresektion hohe 5-Jahres-
Uberlebensraten zwischen 93 % und 98 % (23-25).

Tumorrezidive sporadischer kardialer Myxome treten mit 0 % bis 5 % der Falle und im Ver-
gleich zu CNC-assoziierten Myxomen, bei denen eine Rezidivrate von bis zu 30 % beschrie-
ben wurde, selten auf (19, 22, 25, 26). Bei sporadischen kardialen Myxomen kommen Rezidive
am haufigsten bei jungeren Patienten mit kleinerer TumorgréRe und multipler Lokalisation
vor (32, 48). Weiterhin werden die intraoperative Verschleppung von Tumorresten sowie die
unzureichende Exzision der Myxome von einigen Autoren als Ursache flr das Auftreten von
Rezidiven aufgefuhrt (23, 46, 49).
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1.4 Pathologische Diagnostik
1.4.1 Makroskopie

Das makroskopische Erscheinungsbild der Myxome kann sehr variabel sein. Die Grole variiert
zwischen 1 cm und 15 cm und liegt durchschnittlich bei 4 cm bis 5 cm (19, 23, 50). Das Ge-
wicht unterliegt mit 10 g bis 225 g ebenfalls einer groRen Schwankungsbreite (15).

Entsprechend ihrer Oberflachenmorphologie werden kardiale Myxome in die zwei Kategorien
eingeordnet: glatt und villés (Abb. 4.2 in Kapitel 4.2). Rund zwei Drittel der Myxome besitzen
eine glatte, leicht glanzende Oberflache und eine feste Konsistenz (19). Davon unterschieden
werden kardiale Myxome mit villdser Oberflache mit teils zottenartigen und briichigen Auslau-
fern (19). Die Anheftungsflache kann sowohl gestielt als auch breitbasig sein (28).

Uberwiegend prasentiert sich die Schnittflache der kardialen Myxome wei3-graulich bis gelb-
braunlich (51). Neben teilweise anhaftenden Thromben sind in einigen Fallen auf der Tumor-

schnittflache kalzifizierende Bereiche, Einblutungen und Zysten erkennbar (52, 53).

1.4.2 Mikroskopie

Die Diagnose des kardialen Myxoms wird durch die Histopathologie sichergestellt. Histolo-
gisch zeigen sich sogenannte Myxomzellen. Diese polygonalen Zellen sind meist durch ein
stern- oder spindelférmiges Aussehen charakterisiert (54). Der Uberwiegend eiférmige Zell-
kern ist von eosinophilem Zytoplasma umgeben. Die Myxomzellen sind in eine amorphe
myxoide Matrix, bestehend aus sauren Mucopolysacchariden, eingebettet (Abb. 4.3) (55, 56).
Die Zellen liegen zum Teil einzeln verteilt oder in Strangen, umgeben von kleinen Blutgefalien,
im myxoiden Stroma. Degenerative Veranderungen in Form von Fibrosen, zystischen Veran-
derungen und Verkalkungen sind mikroskopisch ebenfalls in vielen Fallen zu finden (57). Auch
hamosiderinhaltige Makrophagen sowie inflammatorische Infiltrate kdnnen in der myxoiden
Matrix vorliegen (51, 55). Bislang wurden keine histomorphologischen Unterschiede zwischen

den sporadischen kardialen und den CNC-assoziierten Myxomen identifiziert (58).

1.5 Histogenese

Die Histogenese kardialer Myxome ist bis heute noch nicht abschlieRend geklart und wird auf-
grund sich widersprechender Studienergebnisse kontrovers diskutiert.
In mehreren Arbeiten zum Ursprung kardialer Myxomzellen wird die Annahme unterstitzt,

dass sich Myxome aus primitiven multipotenten mesenchymalen Zellen entwickeln (56, 59).
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Vor dem Hintergrund, dass eine Vielzahl immunhistochemischer Marker bei kardialen Myxo-
men nachgewiesen werden konnte, wird vermutet, dass diese multipotenten Zellen die Fahig-
keit besitzen, eine kardiogene, neuronale und endotheliale Zelldifferenzierung zu durchlaufen
(53, 59, 60). Folgende Arbeiten unterstiitzen diese Hypothese: Kodoma et al. wiesen die Ex-
pression mehrerer kardiomyozytenspezifischer Transkriptionsfaktoren (Nkx2.5/Csx, GATA-4,
MEF2 und eHAND) bei kardialen Myxomen nach (59). Zudem exprimieren kardiale Myxome
a-glattmuskulares Aktin (a-SMA), welches in den Herzmuskelzellen wahrend der friihen Phase
der fotalen Entwicklung zu finden ist und als Marker fur Myofibroblasten dient. Ebenso zeigen
kardiale Myxome eine Expression des Oberflachenproteins CD34, welches bei unreifen ha-
matopoetischen Progenitorzellen nachgewiesen werden kann (56). Einige Myxome weisen
eine Koexpression der beiden Marker a-SMA und CD34 auf, was die Vermutung der Abstam-
mung von einer frihen gemeinsamen Vorlauferzelle des Herzens unterstitzt (56).

Pucci et al. wiesen neuronale Marker wie S100 und NSE in 94 % bzw. 89 % der Myxome
nach (53). Zudem deutet eine Expression von Calretinin in kardialen Myxomzellen, ahnlich wie
sie bereits in Ganglienzellen des fétalen Herzens nachgewiesen wurde, auf eine neuronale
Differenzierung hin (61).

Ferner exprimieren gefalRahnliche Aggregate sowie die Myxomzellen selbst mehrere endothe-
liale Marker wie den von-Willebrand-Faktor vVWF/FVIII, CD31 und Ulex Europeus-Agglutinine
(UEA-1) (51, 53). Diese Ergebnisse unterstiitzen die Annahme einer endothelialen Differen-
zierung der kardialen Vorlauferzellen. Selten vorkommende drisenartige Epithelstrukturen
innerhalb der myxoiden Matrix sind immunhistologisch nachweislich positiv fiir ein breites
Spektrum an Zytokeratinen wie das epitheliale Membranantigen (EMA) (62). Ebenso wurde
die Expression der Zytokeratin-Subtypen CK7 und CK20, welche normalerweise in der oberen
Magen-Darm-Schleimhaut exprimiert werden, nachgewiesen (62). Aus diesen Ergebnissen
wurde die Vermutung abgeleitet, dass es sich bei diesen driisenartigen Strukturen moéglicher-

weise um Reste des eingeschlossenen embryonalen Vormagens handeln kénnte (62).

1.6 Carney-Komplex

Circa 3 % bis 10 % der kardialen Myxome manifestieren sich als Teil des sogenannten
Carney-Komplexes (CNC). Beim CNC handelt es sich um ein Syndrom, welches erstmals im
Jahr 1985 durch J. A. Carney als ein Komplex aus Myxomen, fleckiger Hautpigmentierung und

endokriner Uberaktivitat beschrieben wurde (20).
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Zuvor wurden Symptome wie Myxome, die in der Haut und am Herzen lokalisiert waren, in
Verbindung mit Lentigines und blauen Navi unter dem Synonym NAME (Navi, atriales Myxom,
myxoides Neurofibrom und Epheliden) oder LAMB (Lentigines, atriales Myxom, mukokutanes
Myxom und blaue Navi) zusammengefasst (63, 64).

Die Vererbung erfolgt Uberwiegend autosomal-dominant mit dennoch variablem Phano-
typ (65). Etwa die Halfte der CNC-Patienten weisen kardiale Myxome auf, allerdings kénnen
die Myxome auch in der Haut, der Brust und der Schilddrise lokalisiert sein. Begleitend
charakterisieren Lentigines, hormonelle Uberfunktionen wie beispielsweise die primare pig-
mentierte nodulare adrenokortikale Krankheit (PPNAD) sowie bdsartige Neubildungen wie ein
Sertoli-Zell-Tumor des Hodens und Schwannome das Krankheitsbild (Abb. 1.1) (66, 67).

Auffallige Hautflecken, aber auch blaulich schimmernde Muttermale, sind beim CNC haufige

klinische Manifestationen und sollten bei vermehrtem Auftreten an einen CNC denken lassen
(Abb. 1.1) (68, 69).

Abb. 1.1: Typische klinische Manifestationen bei Patienten mit Carney-Komplex

(A/B): periorale und labiale Lentigines; (C): sternférmige/netzartige Lentigo, auch als Tinten-
fleck-Lentigo bezeichnet; (D): multiple Myxome am Rumpf, die sich als kleine Papeln darstel-
len (A-D modifiziert nach Mateus et al., 2008 (69)); (E): makroskopischer Befund bei PPNAD.
Die Schnittflache zeigt multiple pigmentierte Mikronoduli (modifiziert nach Bertherat et al.,
2006 (67)); (F): Der Querschnitt einer Nebenniere zeigt die charakteristische Histologie einer
PPNAD mit multiplen Knétchen (Pfeile) (modifiziert nach Bossis et al., 2004 (70)).



Einleitung

Insgesamt ist das CNC-Syndrom eine Konstellation mehrerer variabler klinischer Manifesta-

tionen. Fur die klinische Diagnosestellung des CNCs mussen entweder mindestens zwei Ma-

jorkriterien oder ein Majorkriterium sowie ein erganzendes Kriterium vorliegen (Tab. 1.1) (66).

Tab. 1.1: Diagnosekriterien beim Carney-Komplex

Majorkriterien:

1.

9.

fleckige Hautpigmentierung mit typischer Verteilung (Lippen, Bindehaut und innere oder
aulere Lidkante, Vaginal- und Penisschleimhaut)

Myxome' (Haut und Schleimhaut)
kardiales Myxom"

Myxomatose der Brust' oder fettunterdriickte MRT-Befunde, die auf diese Diagnose hin-
deuten?

PPNAD" oder paradoxe positive Reaktion der Glukokortikosteroide im Urin auf die Ver-
abreichung von Dexamethason wahrend des Liddle-Tests?

Akromegalie aufgrund eines GH-produzierenden Adenoms’
LCCSCT" oder charakteristische Verkalkung im Hoden-Ultraschall

Schilddriisenkarzinom® oder multiple, echoarme Knoten im Schilddriisen-Ultraschall bei
einem jungen Patienten

psammomatodses melanotisches Schwannom?

10. Blauer Navus, epitheloider blauer Navus® (multipel)

11. duktales Adenom der Brust' (multipel)

12. Osteochondromyxom®

Erganzende Kriterien:

1.
2.

betroffener Verwandter ersten Grades

inaktivierende Mutation des PRKAR1A-Gens

" mit histologischem Nachweis; 2 nach Courcoutsakis et al. (71); * nach Stratakis et al. (72);
Tabelle modifiziert nach Stratakis et al., 2001 (66).

Verwendete Abklrzungen: PPNAD - primare pigmentierte nodulare adrenokortikale Krank-
heit; GH - Wachstumshormon; LCCSCT - groRzellig kalzifizierender Sertoli-Zell-Tumor.

Hinsichtlich klinischer Merkmale wurden Unterschiede zwischen sporadischen und CNC-

assoziierten Myxomen beschrieben. Im Vergleich zu sporadischen kardialen Myxomen, treten

CNC-assoziierte Myxome vermehrt zwischen dem 20. und 30. Lebensjahr auf und zeigen

damit ein deutlich friheres Erkrankungsalter (73).

Neben der Lokalisation im linken Atrium, ahnlich wie bei sporadischen Myxomen, sind CNC-

assoziierte Myxome haufiger auch im rechten Atrium oder im linken Ventrikel lokalisiert und

zeigen gehauft ein multiples Auftreten (66, 73, 74).
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Weiterhin ist bekannt, dass CNC-assoziierte Myxome eine signifikant hdhere Rezidivrate nach
operativer Tumorentfernung aufweisen, was eine engmaschige Nachsorge bei diesen Fallen
begriindet (26, 73). Bei Vorliegen eines CNC wird zudem empfohlen, Angehérige zu untersu-
chen, um bei ihnen die Erkrankung fruhzeitig zu diagnostizieren und Komplikationen zu ver-
meiden (26, 73).

1.7 Genetischer Hintergrund

Obwohl sich in mehreren Studien das CNC-Syndrom als klinisch heterogen darstellte, konnten
Ende des 20. Jahrhunderts bei Familien mit CNC potentiell verantwortliche Gene identifiziert
werden, die auf den zwei Loci 17922-24 und 2p16 kartiert sind (68, 75-77).

1.7.1 Aufbau und Funktion der cAMP-abhangigen regulatorischen Untereinheit

Typ I-Alpha der Proteinkinase A

Das Forschungsteam um Dr. C. Stratakis entdeckte bei mehr als der Halfte der CNC-Patienten
ihrer Studie heterozygote inaktivierende Keimbahnmutationen im Proteinkinase-1-Alpha-Gen
(PRKAR1A) (76). PRKAR1A ist auf dem langen Arm von Chromosom 17 (17q24.2) lokalisiert
und codiert die regulatorische Untereinheit vom Typ 1a (R1a) der Proteinkinase A (PKA). Das
Gen besteht aus elf Exons, von denen zehn codierend sind (75, 76, 78).

Die PKA gehort zur Gruppe der Serin/Threonin-Kinasen. Als cAMP-abhangige Proteinkinase
ist die PKA an einer Vielzahl von Zellfunktionen wie der Differenzierung, Proliferation und
Apoptose beteiligt (79). Im inaktivierten Zustand liegt die PKA als Heterotetramer, bestehend
aus zwei regulatorischen und zwei katalytischen Untereinheiten, vor (80). Bisher sind fur die
regulatorische Untereinheit vier Unterformen (R1a, R18, R2a und R2B) und fir die katalytische
Untereinheit drei Unterformen (Ca, CB und Cy) bekannt (81). Die Bindung von cAMP an die
regulatorischen Untereinheiten fiihrt zur Freisetzung der katalytischen Untereinheiten, die im
weiteren Verlauf durch Phosphorylierung eine Vielzahl von Zellfunktionen steuern (Abb. 1.2).
Die regulatorische Untereinheit R1a stellt eine Schlisselkomponente im cAMP/PKA-Signal-
weg dar und ist vor allem an der Zellproliferation und der neoplastischen Transformation be-
teiligt (82). Untersuchungen an Mausen, bei denen die R1a-Untereinheit defekt war, haben zu
einer signifikanten Erhéhung der PKA-Aktivitat gefuihrt (83). Diese Ergebnisse weisen darauf
hin, dass die R1a-Untereinheit eine wesentliche Rolle bei der Aufrechterhaltung der katalyti-

schen Untereinheit und der damit verbundenen Regulation der PKA-Gesamtaktivitat einnimmt.
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Abb. 1.2: Schema des intrazelluldaren Signalweges der Proteinkinase A

Nachdem der G-Protein-gekoppelte Rezeptor (GPCR) aktiviert ist, wird die Adenylatcyclase
(AC) aktiviert, welche aus ATP cAMP bildet. Fir die Aktivierung der Proteinkinase A bindet
cAMP an die regulatorischen Untereinheiten (R). Dies flhrt zur Freisetzung der katalytischen
Untereinheiten (C) aus den PKA-Tetramern. Die C-Untereinheiten phosphorylieren im An-
schluss zytoplasmatische und nukleare Ziele wie CREB (cAMP-response element binding);
weitere verwendete Abklrzungen: CRE — cAMP response element; PDE - Phosphodiester-
ase; AMP — Adenosinmonophosphat; Abbildung modifiziert nach London et al., 2020 (84).

1.7.2 Rolle von PRKAR1A beim kardialen Myxom

Seit der Identifizierung von PRKAR1A als potenziell verantwortliches Gen fir die Entstehung
von Tumoren beim CNC, wurden mehr als 100 verschiedene pathogene Mutationen beschrie-
ben und ihre molekulare und funktionelle Bedeutung untersucht (74, 76, 85, 86). In einer gro-
Ren Serie mit 353 Patienten gelang es, 80 verschiedene Mutationen bei insgesamt 73 % der
Patienten mit CNC zu identifizieren (74). Die bislang beschriebenen Mutationen verteilen sich
Uber das gesamte Gen mit einer Haufung auf den Exons 2, 3, 5 und 7. Viele der Mutationen
wurden lediglich einmalig identifiziert, mit Ausnahme von zwei als Hotspot beschriebenen
Lokalisationen, da diese in mehr als drei unabhangigen Stammbaumen detektiert wurden:
c.709-7del6 in Intron 7 und ¢.491-492delTG in Exon 5 (74, 76, 86).

Bei den meisten PRKAR1A-Mutationen bei Patienten mit CNC handelt es sich um Frameshift-
oder Nonsense-Mutationen oder Mutationen, welche mit Sequenzveranderungen im Bereich
der Splei3-Stellen einhergehen (74). Der Uberwiegende Teil der identifizierten Mutationen fuhrt

direkt oder indirekt zu einer vorzeitigen Termination der Translation.
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Weitere Analysen ergaben, dass mutierte mMRNAs durch einen intrazellularen Nonsense-ver-
mittelten mRNA-Zerfall (NMD) abgebaut werden. Untersuchungen mittels Western Blot zeig-
ten, dass auf Proteinebene keine verkirzten Formen des PRKAR1A-Proteins gebildet werden
(85). Der Verlust des PRKAR1A-Proteins bei CNC-Patienten flihrt einerseits zu einem Anstieg
der cAMP-aktivierten PKA-Aktivitat (76, 87). Andererseits wurde nachgewiesen, dass der Ver-
lust von PRKAR1A mit einem kompensatorischen Anstieg anderer Untereinheiten wie R2(3
und einer Hochregulierung der Typ Il PKA einhergeht (88). Insgesamt deutet die aktuelle
Datenlage darauf hin, dass das Ungleichgewicht zwischen der Typ | und Typ Il PKA, verur-
sacht durch die Haploinsuffizienz des PRKAR1A-Gens, einen Einfluss auf die Entstehung von
Tumoren bei CNC-Patienten hat (76, 86, 89).

Obwohl PRKAR1A-Mutationen bei der Mehrheit der CNC-Falle vorliegen, zeigt sich dennoch
eine grolRe Variabilitat bei der klinischen Manifestation. Bisher gibt es wenige Analysen zu
Korrelationen zwischen Geno- und Phanotyp. Interessanterweise waren Mutationen im Be-
reich der Exons haufiger mit kardialen Myxomen, Akromegalie und Lentigines assoziiert (74).
Im Vergleich zu allen identifizierten PRKAR1A-Mutationen fand sich die Mutation c491-492del
signifikant haufiger bei CNC-Patienten mit kardialen Myxomen, Lentigines und Schilddrisen-
tumoren (74).

Ausgehend von diesen Erkenntnissen und dem Einfluss der vielfaltigen PRKAR 1A-Mutationen
auf die Pathogenese von CNC, wurden daraufhin sporadische kardiale Myxome auf geneti-
sche Aberrationen von PRKAR1A untersucht. Mehrere publizierte Studien kamen zu dem
Ergebnis, dass bei sporadischen Myxomen keine PRKAR1A-Mutationen vorliegen (90-92).
Bereits 2002 untersuchten Fogt et al. 13 sporadische kardiale Myxome auf Veranderungen im
PRKAR1A-Gen mit dem Ergebnis, dass weder ein Verlust der Heterozygotie auftrat, noch
Bandenveranderungen, die auf eine Mikrosatelliteninstabilitat hindeuten, zu finden waren (91).
Auch weitere Studien konnten bei Studienpopulationen mit sporadischen kardialen Myxomen
keine PRKAR1A-Mutationen nachweisen (90, 92). Infolge dieser Ergebnisse entstand die An-
nahme, dass die genetische Grundlage von sporadischen und CNC-assoziierten Myxomen
nicht identisch sei und andere Mechanismen zur Pathogenese sporadischer kardialer Myxome
beitragen (90-92).

Eine neuere Studie von Maleszewski et al. untersuchte sowohl CNC-assoziierte als auch spo-
radische Myxome auf PRKAR1A-Mutationen. Im Gegensatz zu vorherigen Studien konnten
sie nicht nur bei den familidren Myxomen, sondern auch bei 31 % der sporadischen Myxome
pathogene Mutationen im PRKAR71A-Gen detektieren (93). Das Vorhandensein von
PRKAR1A-Mutationen bei sporadischen kardialen Myxomen bestatigten die Ergebnisse einer
weiteren Studie, in der ein Anteil von knapp zwei Dritteln der sporadischen Myxome Mutatio-

nen zeigten (94).
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Die Divergenz dieser Ergebnisse macht deutlich, dass es weiterer Studien bedarf, die sich mit
der Klarung der Frage befassen, ob PRKAR1A-Mutationen ebenso wie bei CNC-assoziierten
Myxomen an der Pathogenese sporadischer kardialer Myxome beteiligt sind. Die Ergebnisse

der vorliegenden Studie sollen fur die Klarung dieser Fragestellung einen Beitrag leisten.

12



Zielstellung und Aufbau der Arbeit

2 Zielstellung und Aufbau der Arbeit

2.1 Ziel der Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit ist die Charakterisierung sporadischer kardialer Myxome im Rostocker
Patientenkollektiv unter Einbeziehung klinischer Daten sowie mittels immunhistochemischer
und molekularer Untersuchungen, wobei der Schwerpunkt auf den Mutationen im PRKAR1A-
Gen liegt. Die zentrale Hypothese der Studie ist, dass PRKAR1A-Mutationen in sporadischen
kardialen Myxomen eine haufige und funktionell bedeutsame Genmutation

darstellen, wobei mdglicherweise andere Genloci als beim CNC betroffen sind.
Hierzu wurden im Rahmen der Arbeit folgende Punkte untersucht:

e Bestimmung der Haufigkeiten von Mutationen im PRKAR1A-Gen bei sporadischen kar-

dialen Myxomen mittels Next Generation Sequencing (NGS)

e Vergleich der detektierten PRKAR1A-Mutationen zwischen sporadischen Myxomen

und CNC-assoziierten Myxomen unter Einbezug der Literatur
e immunhistochemischer Nachweis von PRKAR1A im vorliegenden Myxomkollektiv

e Untersuchung des Zusammenhanges zwischen dem Expressionsverhaltens von
PRKAR1A und dem Vorhandensein von PRKAR1A-Mutationen

¢ immunhistochemische Charakterisierung des Myxomkollektivs unter Verwendung aus-

gewahlter Marker

¢ Analyse klinischer Parameter und Untersuchung maéglicher Unterschiede zwischen den
klinischen Angaben und den histopathologischen sowie molekularen Eigenschaften im

Rostocker Myxomkollektiv

2.2 Studienaufbau

Die vorliegende Arbeit beinhaltet sowohl die Auswertung der klinischen Daten als auch der
immunhistochemischen Ergebnisse inklusive der Mutationsanalysen von 27 Myxom-Fallen.
Im ersten Schritt erfolgte die Evaluation aller Falle im Hinblick auf die Frage, ob ausschlie3lich
sporadische kardiale Myxome oder moglicherweise CNC-assoziierte Falle im untersuchten
Kollektiv vorlagen. Zu diesem Zweck wurden die Patienten zu einer Nachsorge in die Klinik
einbestellt, um das Vorliegen eines CNCs mittels eines Fragebogens auszuschlie3en.
Zeitgleich wurden 26 Falle immunhistochemisch mittels Tissue Microarray (TMA)-Technik un-

tersucht. Ein weiterer Fall aus dem Jahr 2021 wurde nachtraglich in die Studie eingeschlossen.
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Die immunhistochemischen Untersuchungen wurden bei diesem Fall an konventionellen
GroRflachenschnitten durchgefuhrt. Zur immunhistochemischen Charakterisierung des
Rostocker Kollektivs wurden folgende Marker verwendet: PRKAR1A, Desmin, Vimentin,
CD31, CD34, Podoplanin, Calretinin, a-SMA und S100.

Die Haufigkeit des Proteinverlusts von PRKAR1A wurde ermittelt und mogliche Zusammen-
hange zwischen dem Expressionsverhalten und weiteren histologischen und klinischen Para-
metern untersucht (Korrelationsanalysen).

Es erfolgten PRKAR1A-Mutationsanalysen aller in die Studie inkludierten 27 Falle, unabhan-
gig von den Ergebnissen zum Expressionsverhalten fur PRKAR1A in der Immunhistochemie
(IHC). Es folgte eine Bewertung der detektierten Mutation mittels Datenbankanalysen hin-
sichtlich der Frage, ob diese als z. B. pathogen einzustufen sind. Im Anschluss wurde unter-
sucht, inwieweit die Falle mit Expressionsverlust auch Auffalligkeiten in der Mutationsanalyse
des PRKAR1A-Gens zeigten. AuRerdem wurden die detektierten PRKAR1A-Mutationen mit
den in der Literatur beschriebenen PRKAR1A-Mutationen bei CNC-assoziierten Myxomen
verglichen. Das folgende Flowchart (Abb. 2.1) soll das vorliegende Tumorkollektiv und die

durchgefiihrten Untersuchungen vereinfacht zusammenfassen:

Diagnose kardiales Myxom (n=32) N ausgeschlossen wegen
nicht vorhandenem

3 Tumormaterial/Paraffin-

block (n=5)

in die Studie eingeschlossene Falle
(n=27)

A A \ 4

Immunhistochemi-
Erhebung Klinischer sche Analyse von PRKAR1A-
Daten PRKAR1A und Mutationsanalyse
weiteren mittels NGS
Immunmarkern

Abb. 2.1: Methodisches Flowchart (eigene Darstellung): Rostocker Patientenkollektiv
kardialer Myxome

14



Material und Methoden

3 Material und Methoden

3.1 Studiendesign

Die Diagnose eines kardialen Myxoms wurde im Zeitraum von 2006 bis 2021 an der Universi-
tatsmedizin Rostock (UMR) initial bei insgesamt 32 Patienten gestellt. Fir die immunhistoche-
mischen Untersuchungen und die darauffolgenden Mutationsanalysen konnten auf Grundlage
von Qualitatskriterien nur 27 der 32 Falle als Patientenkollektiv ausgewahlt werden. Das Vor-
handensein von ausreichend Tumorgewebe fir die histopathologischen und molekularen Ana-
lysen war hierbei der limitierende Faktor. Folglich wurden die Daten von funf Fallen in der
Auswertung nicht berlcksichtigt. Patienten mit malignen Herztumoren und anderen benignen
Tumorentitaten des Herzens wurden fiir die Untersuchungen dieser Arbeit nicht miteinbezo-

gen.

3.2 Material

Die immunhistochemischen Untersuchungen und die Mutationsanalysen sind unter Verwen-

dung der folgenden Materialien und Hilfsmitteln erstellt worden (Tab. 3.1):

Tab. 3.1: Verwendete Materialien/Chemikalien und Herstellerangaben

Materialien/Chemikalien Hersteller

Verbrauchsmaterial

beschichtete Objekttrager Dako, Instrumedics Inc, Hackensack, USA
Haftfolien }
TPC-L6sung

Gerate
Prazisionsstanzgerat Beecher Instruments, Silver Springs, MD, USA
Mikrotom Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Germany
Immunostainer Daco Deutschland GmbH, Hamburg, Germany
Lichtmikroskop LEICA DM3000 LED
Kamera Axiocam 305 color, Zeiss, Deutschland
Thermocycler Sensoquest, Géttingen
NGS-Gerat lllumina iSeq 100, Berlin
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Tab. 3.1: Fortsetzung: Verwendete Materialien/Chemikalien und Herstellerangaben

Materialien/Chemikalien

Hersteller

Immunhistochemie
EnVision™ FLEX Retrieval Solution,
High pH
EnVision™ FLEX Peroxidase-Blocking
EnVision™ FLEX/HRP
EnVision™ FLEX DAB + Chromogen
EnVision™ FLEX Hematoxylin
primare Antikérper

NGS Mutationsanalyse
Entparaffinierung

Rotihistol

Ethanol
DNA-Extraktion

GeneRead DNA FFPE-Kit
DNA-Vermessung

QuantiFluor ONE dsDNA System

Quantus Fluorometer
Library-Erstellung

AmpliSeq for lllumina Custom Panel

AmpliSeq Library PLUS

AmpliSeq CD Indixes Set A
Aufreinigung

Agencourt AMPure XP Magnetbeads

DynaMag-96 Side, Magnetplatte
Vermessung

QuantiFluor dsDNA System
Sequenzierung

iSeq 100 Sequencing System

iSeq 100 i1 Reagent v2

Dako Deutschland GmbH, Hamburg

Dako Deutschland GmbH, Hamburg
Dako Deutschland GmbH, Hamburg
Dako Deutschland GmbH, Hamburg
Dako Deutschland GmbH, Hamburg
(siehe Tab. 3.3)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Walter-CMP, Kiel

Qiagen, Hilden

Promega, Walldorf
Promega, Walldorf

llumina, Berlin
llumina, Berlin

llumina, Berlin

Beckman Coulter, Krefeld
ThermoFisher, Dreieich

Promega, Walldorf

llumina, Berlin
llumina, Berlin
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3.3 Datenerhebung

Die Datenerhebung erfolgte nach den aktuell geltenden Datenschutzrichtlinien. Ein Ethikvotum
lag vor (A2019-0007).

Die Zusammenstellung des fur diese Arbeit relevanten Patientenkollektivs mit kardialen Myxo-
men erfolgte ab 2014 durch das interne Datenverwaltungsprogramm SAP. Fir den Zeitraum
von 2006 bis Sommer 2014 wurden die Daten aus dem System Pathix des Instituts fur Patho-
logie der UMR eruiert. Mit definierten Suchschlusseln sind die Falle mit der Diagnose eines
kardialen Myxoms in den jeweiligen Systemen ermittelt worden. Folgende Daten wurden
erhoben (Tab. 3.2):

Tab. 3.2: Zusammenstellung der erhobenen Daten

Datentyp Angaben

Patientendaten Alter, Geburtsdatum, Geschlecht, ggf. Todesdatum
histopathologische Identifikationsnummer, Eingangsdatum, Tumorlokalisation,
Daten

TumorgréRe, Tumorgewicht, Makroskopie, Mikroskopie

klinische Daten Datum der Diagnose, Zeitpunkt der Resektion, klinische Sympto-
matik, Diagnostik, Therapie, Rezidive, Uberleben, Ausschluss
CNC-assoziierter Myxome

Makroskopische sowie mikroskopische Informationen der Myxome wurden den Angaben der
histologischen Befunde enthommen. Pra-, intra- und postoperative Daten konnten in unter-
schiedlichem Umfang aus den Patientenakten des Archivs und aus den elektronisch gespei-
cherten Daten erhoben werden. Zur Komplettierung der klinischen Angaben wurden die
Patienten im Rahmen einer Tumornachsorge zu einem personlichen Gesprach in die Klinik
einbestellt. Nach der erhaltenen persénlichen Einwilligung der Patienten fir die Studienteil-
nahme konnten weitere Befunde von Nachsorgeuntersuchungen von den mitbehandelnden
Facharzten angefordert werden. Geschuldet der zu diesem Zeitpunkt bestehenden Regelun-
gen aufgrund der Pandemielage durch SARS-CoV-2, wurde in finf Fallen, bei denen ein
personliches Erscheinen nicht mdglich war, das Gesprach telefonisch durchgefiihrt.

Um mdgliche CNC-assoziierte Falle zu identifizieren und auszuschlieen, wurde mittels eines
standardisierten Fragebogens (siehe Anhang 1) das Vorhandensein von CNC-assoziierten
Symptomen abgefragt.

Die fur diese Arbeit erhobenen Daten wurden gemafR den aktuellen Bestimmungen der allge-
meinen Datenschutzrichtlinien anonymisiert und in einer Excel-Ubersicht zusammengefasst

und verarbeitet.
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3.4 Literaturrecherche

Die Literaturrecherche erfolgte mittels der elektronischen Datenbank Pubmed
(URL: https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/). Als Suchbegriffe dienten folgende Schlagworte, die

teilweise auch in Kombination genutzt wurden:

- Cardiac Myxoma

- Left atrial Myxoma

- Benign neoplasm heart

- Carney Complex

- Familial cardiac myxoma

- Paraneoplastic syndrom CNC

- Proteinkinase1A

- Histogenesis Myxoma

- Histopathology of cardiac myxoma
- Clinical features of CNC

- LAMB

-  NAME

- Clinical presentation of cardiac myxoma

- Therapies cardiac myxoma

Die verwendete Literatur wurde in das Literaturverwaltungsprogramm Citavi (Swiss Academic
Software GmbH, Wadenswill, Schweiz) eingepflegt und als Zitierhilfe zur Quellenangabe ver-

wendet.

3.5 Tissue Microarray
3.5.1 Prinzip der Tissue Microarray-Technik

Das Verfahren des TMAs wird verwendet, um eine Vielzahl von Gewebeproben gleichzeitig
untersuchen zu kdénnen (95). Mittels einer Hohlnadel werden aus den Paraffinblocken Gewe-
bezylinder des zu untersuchenden Gewebes herausgestanzt und in einen Empfangerblock
Ubertragen. Aus dem entstandenen Empfangerblock, der Stanzen mehrerer Gewebeproben
enthalt, kbnnen mehrere Schnitte angefertigt und fur weitere immunhistochemische Untersu-

chungen verwendet werden.
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3.5.2 Durchfiihrung

Far die Durchfuhrung des TMAs wurden zunachst die benotigten Paraffinblocke sowie die ent-
sprechenden Schnittpraparate des Patientenkollektivs aus dem pathologischen Archiv der
UMR herausgesucht. Im Anschluss wurden in Zusammenarbeit mit Frau PD Dr. med. Annette
Zimpfer die mit Hdmatoxylin und Eosin (H&E) gefarbten Gewebeschnitte mikroskopiert und
die reprasentativen Tumorareale mit einem Stift markiert. Zur Anfertigung der Gewebe-TMAs
wurde das Prazisionsinstrument der Firma Beecher Instruments (Tab. 3.1) verwendet. Ent-
sprechend der identifizierten Tumorbereiche wurden aus den dazugehérigen Donorbldcken
mit Hilfe einer HohInadel jeweils funf Gewebezylinder mit einem Durchmesser von einem Mil-
limeter herausgestanzt. Die enthommenen Gewebezylinder wurden auf zuvor festgelegte
Positionen auf einem neuen Empfangerparaffinblock Ubertragen (Abb. 3.1 und Abb. 3.2). Vor
dem Zuschnitt am Mikrotom wurde der TMA-Block fir 30 min bei 50 °C erwarmt, damit sich
die Gewebestanzen mit dem Paraffin des Empfangerblocks verbinden. Im Anschluss wurden
im histopathologischen Labor mittels eines Mikrotoms 2 um dicke Schnitte angefertigt und auf
beschichtete Objekttrager aufgebracht (Abb. 3.1).

A B C A

| Donorblock
Abb. 3.1: Ubersichtsdarstellung zur Herstellung von Tissue Microarrays
Modifiziert nach Kononen et al.,1998 (96); (A): Der H&E-GroRflachenschnitt des Donorblockes
dient zur Identifizierung von reprasentativem Gewebe, das darauffolgend mittels einer Hohl-
nadel gezielt gestanzt wird. (B): Die entnommene Stanze wird in einen vorbereiteten Empfan-
gerblock transferiert. (C): Von dem Empfangerblock werden Schnitte flr weitere immunhisto-

chemische Untersuchungen angefertigt und mittels einer Folie auf einem Objekttrager plat-
Ziert.

Empfangerblock Objekttrager
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Die Schnitte standen fur weitere histologische und immunhistochemische Untersuchungen zur
Verfigung (Abb. 3.2).
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Abb. 3.2: (A): Empfangerblock mit eingebrachten Gewebezylindern. (B): Objekttrager
mit einem Gewebeschnitt des Tissue Microarray-Blockes mit H&E-Farbung

Pro Tumor wurden funf Stanzen mit einem Stanzdurchmesser von 1 mm entnommen und in
den Empfangerblock eingebracht. Drei Stanzen enthalten Normalgewebe. Stanzen aus dem
Probeneingang des Instituts flr Pathologie, Universitatsmedizin Rostock.

3.6 Immunhistochemie
3.6.1 Prinzip des immunhistochemischen Verfahrens

Die Immunhistochemie ist ein histopathologisches Verfahren, bei dem spezifische Proteine
(z. B. PRKAR1A) mit Hilfe eines primaren Antikdrpers in Kombination mit einem Detektions-
system, bestehend aus einem Zweitantikdrper und einem Chromogen, lichtmikroskopisch
sichtbar gemacht werden (Abb. 3.3). Im ersten Schritt wird ein Primarantikérper verwendet,
der selektiv an Epitope des Zielantigens bindet und diese ,markiert’. Der Antikérper kann
sowohl mono- als auch polyklonal sein. Zur Detektion des entstandenen Antigen-Antikorper-
Komplexes wird in einem weiteren Schritt ein Sekundarantikorper eingesetzt. Haufig wird heut-
zutage ein enzymgekoppelter Sekundarantikbrper verwendet, der an den zuvor gebildeten
Antigen-Antikérper-Komplex bindet (Abb. 3.3). Abschliel3end wird ein chromogenes Substrat
verwendet, welches von einem Enzym zu einem farbigen Niederschlag umgesetzt wird
(Abb. 3.3). Das durch den Antikérper gebundene Antigen kann somit unter dem Mikroskop

visualisiert und semiquantitativ ausgewertet werden (97, 98).
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Immunfarbung Visualisierung
Substrat farbiges Produkt/Signal
OAB) WY, e
.
Sekundarer

Antikorper Enzym

Primarer .
Antikorper

: : : ' : : gefarbtes Antigen kann mittels eines
Gewebeschnitt Antigen Mikroskops visualisiert werden
Abb. 3.3: Vereinfachte methodische Darstellung der Immunhistochemie und der an-

schlieBenden Visualisierung mittels eines Lichtmikroskops
Eigene Abbildung in Anlehnung an (99, 100); Abkurzungen: DAB - 3,3'-Diaminobenzidin.

3.6.2 Durchfiihrung

Fir die IHC an seriellen TMA-Schnitten wurden die folgenden aufgefihrten Antikdrper

(Tab. 3.3) mit der jeweils angegebenen Verdinnung und Vorbehandlung verwendet:

Tab. 3.3: Ubersicht der verwendeten Antikorper und deren Anwendung

Antikorper Typ Klon/ Vorbehandlung Verdiin- Entwicklung/
Hersteller nung Gegenfiarbung
Calretinin MAB DAK Calret pH =9/20 min/97 °C  1:50 DAB/H&E
1/DAKO
Deutschland
GmbH

CD31 MAB JC70A/DAK pH =9/20 min/97 °C  1:50 DAB/H&E
O Deutsch-
land GmbH

CD34 MAB QBend10/DA pH =9/20 min/97 °C RtU DAB/H&E
KO Deutsch-
land GmbH

Desmin MAB D33/DAKO pH = 9/20 min/97 °C RtU DAB/H&E
Deutschland
GmbH

PRKAR1A PAB Abcam pH =9/20 min/97 °C  1:50 DAB/H&E

Podoplanin MAB D2-40/DAKO pH =9/20 min/97 °C RtU DAB/H&E
Deutschland
GmbH

Abkurzungen: MAB - Monoklonal (Maus); PAB - Polyklonal (Kaninchen); RtU - Ready-to-
use; DAB - 3,3'-Diaminobenzidin; H&E — Hamatoxylin und Eosin
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Tab. 3.3: Fortsetzung: Ubersicht der verwendeten Antikérper und deren Anwendung

Antikorper Typ Klon/ Vorbehandlung Verdiun- Entwicklung/
Hersteller nung Gegenfarbung

S$100 PAB DAKO pH =9/20 min/97 °C  1:4000 DAB/H&E
Deutschland
GmbH

a-SMA MAB 1A4/DAKO pH =9/20 min/97 °C  1:100 DAB/H&E
Deutschland
GmbH

Vimentin MAB V9/DAKO pH =9/20 min/97 °C RtU DAB/H&E
Deutschland
GmbH

Abkurzungen: MAB - Monoklonal (Maus); PAB - Polyklonal (Kaninchen); RtU - Ready-to-
use; DAB - 3,3'-Diaminobenzidin; H&E — Hamatoxylin und Eosin

Die Farbungen wurden im immunhistochemischen Labor durchgefihrt. Die vorab auf den Ob-
jekttrager gezogenen Schnitte wurden zunachst schonend Gber Nacht bei 37 °C getrocknet,
bevor eine automatisierte Vorbehandlung der Schnitte einschlieBlich Entparaffinierung,
Rehydrierung und hitzeinduzierter Epitopdemaskierung unter Verwendung der EnVision™
FLEX Retrieval Solution, High pH (Tab. 3.1) erfolgte. Der nachste Schritt war die Inkubation
mit den primaren Antikérpern (Tab. 3.3). Fur die immunhistochemischen Farbungen wurde der
Autostainer Link 48 von DAKO verwendet. Das Substratsystem EnVision™ FLEX
DAB + Chromogen (Tab. 3.1) zeigte das Endprodukt am Ort des Zielantigens durch eine kon-
trastreiche, braune Farbung. Zu jedem Antikdrper wurden Positivkontrollen mitgefihrt. Zur
Gegenfarbung, die eine deutliche Blaufarbung der Zellkerne bewirkte, wurde EnVision™ FLEX
Hematoxylin (Tab. 3.1) verwendet.

Die Farbeergebnisse fir PRKAR1A an den TMA-Schnitten wurden durch ermeute Farbungen

an Grof¥flachenschnitten validiert.

3.6.3 Auswertungskriterien der immunhistochemischen Untersuchungen

Die lichtmikroskopische Auswertung der TMA-Schnitte erfolgte semiquantitativ. Die Einzel-
informationen wurden zu einem Gesamtergebnis pro Tumorfall zusammengefasst. Die Bewer-
tungskriterien fir die verwendeten immunhistochemischen Marker sind nachfolgend darge-
stellt (Tab. 3.4).
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Tab. 3.4: Bewertungskriterien der immunhistochemischen Marker

Marker Expression Auswertungsmodus

negativ =0 (£ 10 %=*)

Calretinin  zytoplasmatisch B
positiv=1 (> 10 %=*)

negativ =0 (< 10 %x*)

CD31 membrands -
positiv=1 (> 10 %*)
. negativ =0 (£ 10 %=*)

CD34 membranos B
positiv =1 (> 10 %*)
negativ =0 (< 10 %*
Desmin zytoplasmatisch z ( %)

positiv =1 (> 10 %x*)

negativ =0 (£ 10 %*)

Podoplanin zytoplasmatisch B
positiv =1 (> 10 %*)

. negativ/Komplettausfall = 0 (= 10 %#*)
nuklear und

PRKAR1A , Partialausfall = 1 (> 10 % - 20 %*)
zytoplasmatisch - ] )
positiv/kein Expressionsverlust = 2 (> 20 %x*)

nukledr und zytoplasma- negativ =0 (< 10 %%)
$100 . -
tisch positiv = 1 (> 10 %)
_ negativ =10 (< 10 %*)
a-SMA zytoplasmatisch

positiv=1 (> 10 %*)

negativ =0 (< 10 %%*)

Vimentin zytoplasmatisch B
positiv=1 (> 10 %=*)

*Anteil der Tumorzellen mit nachgewiesener Expression des jeweiligen Antikorpers

3.7 Next Generation Sequencing

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden mit Hilfe der Technologie des Next Generation
Sequencings (NGS) die zehn codierenden Exons (2 - 11) des PRKAR1A-Gens analysiert. Fir
die Analyse der 27 Proben wurde zur Erstellung der Library ein AmpliSeq For lllumina Custom
DNA-Panel verwendet, welches die entsprechenden Bereiche des PRKAR1A-Gens abdeckt.
Die Erstellung der Library erfolgte mittels des AmpliSeq Library PLUS-Kits und zur Sequen-

zierung wurde das lllumina iSeq100-System verwendet (Tab. 3.1).

23



Material und Methoden

3.7.1 DNA-Extraktion

Die Isolierung der Tumor-DNA erfolgte aus den Formalin-fixierten und in Paraffin eingebetteten
ausgewahlten Gewebeschnitten. Mittels Inkubation in Rotihistol und anschlieender Ethanol-
behandlung wurde das Gewebe entparaffiniert. Die DNA wurde mittels dem GeneRead DNA
FFPE-Kit (Qiagen) nach dem Protokoll des Herstellers isoliert. Zusammengefasst handelt es
sich um einen enzymatischen Verdau des Gewebes mit Proteinase K fur eine Stunde bei 56 °C
und anschlief3ender einstlindiger Hitzebehandlung bei 96 °C zur Aufhebung von DNA-/Chro-
matin-Kreuzvernetzungen aufgrund der Formalin-Fixierung.

Es erfolgte eine saulenbasierte Aufreinigung des behandelten Lysats und beinhaltete mehrere
Zentrifugationsschritte zum Binden der DNA, Entfernen von Verunreinigungen mit Hilfe von
Waschpuffern und abschlielRenden Elutieren in 20 bis 25 pl RNase-freiem Wasser.

Die Konzentrationsbestimmung wurde mit dem fluoreszenzbasierten dsDNA One-System und

dem Quantus Fluorometer durchgefuhrt (Tab. 3.1).

3.7.2 Erstellen der Library

Bei der Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) handelt es sich um ein enzymabhangiges Verfah-
ren. Es wird eingesetzt, um gezielt Abschnitte der genomischen DNA, welche durch Primer
definiert werden, zu amplifizieren. Der gesamte Ablauf ist in mehrere Abschnitte untergliedert.
Fiur die Amplifikation der genomischen DNA wurden das AmpliSeq Custom Panel und der
AmpliSeq Hifi Mix (Tab. 3.1) verwendet. Die Amplifikation erfolgte im Thermocycler in mehre-
ren Schritten (Tab. 3.5).

Tab. 3.5: Amplifikation

Schritt Zeit Temperatur Anzahl der Zyklen
1. 2 min 99 °C 1

2 15s 99 °C 20

3. 4 min 60 °C 1

4 - 10 °C herunterkuhlen

Zu den PCR-Produkten wurde zum partiellen enzymatischen Verdau das FuPA-Reagenz hin-

zugegeben und das entsprechende Programm im Thermocycler durchlaufen (Tab. 3.6).
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Tab. 3.6: Enzymatischer Verdau der PCR-Produkte

Schritt Zeit Temperatur Anzahl der Zyklen
1. 10 min 50 °C 1

2, 20 min 62 °C 1

3. - 10 °C herunterkihlen

Fir die anschliel3ende Ligation der Adapter und Indizes, welche zur Identifikation der Proben
dienen, wurden die Reagenzien Switch Solution, AmpliSeq CD Indizes und die DNA-Ligase

verwendet (Tab. 3.1). Die Ligation wurde entsprechend dem Ablauf durchgefuhrt (Tab. 3.7).

Tab. 3.7: Ligation

Schritt Zeit Temperatur Anzahl der Zyklen
1 30 min 22 °C 1

2 5 min 68 °C 1

3. 5 min 72 °C 1

4 - 10 °C herunterkuhlen

Im nachsten Arbeitsschritt wurde die Library mittels magnetischer Beads und je 150 ul
70-prozentigem Ethanol aufgereinigt und anschlieRend nochmals amplifiziert. Jeder Ansatz
(sog. Mastermix) pro Well innerhalb der 96-Well-Mikrotierplatte bestand aus 45 ul Lib Amp Mix

und 5 ul Library Amp Primer. Die Amplifikation der Library fand im Thermocycler
statt (Tab. 3.8):

Tab. 3.8: Amplifikation der Library

Schritt Zeit Temperatur Anzahl der Zyklen
1 2 min 98 °C 1

2 15s 98 °C 7

3. 1 min 64 °C 1

4 - 10 °C herunterkuhlen

Im Weiteren erfolgten sowohl ein erneuter Aufreinigungszyklus mit Agencourt AMPure XP
beads und 70-prozentigem Ethanol als auch die Elution der fertigen Libraries mit jeweils 30 pl
low Tris-EDTA (TE). Anschliefend wurden je 2 pl des Eluats mit dem QuantiFluor dsDNA
System (Promega) vermessen. Die einzelnen Libraries wurden auf eine Konzentration von

10 Nanomolar (nM) verdinnt und gepoolt.
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Nach einer Zwischenverdiinnung auf 1 nM wurde der Pool auf eine finale Konzentration von
60 Pikomolar (pM) verdinnt. Davon wurden 20 ul in die iSeq 100 Cartridge pipettiert.
Darauffolgend wurde die Flow Cell (Glasobjekttrager mit beschichteten Oligonukleotiden) in
die Cartridge gesteckt. Zur Sequenzanalyse wurde die nun fertige Kartusche in das

iSeq 100-Gerat eingesetzt und der Lauf gestartet.

3.7.3 Auswertung der NGS-Daten

Als Grundlage der Analyse und Auswertung der sequenzierten Proben diente das Genom
Hg19 (GRCh 37). Die Konvertierung der Rohdaten in Sequenzdaten und die Darstellung in
Variant-Tabellen erfolgten mittels des Programms Local Run Manager. Der Cut-Off flr eine
Variante, die als Mutation gilt, liegt bei einer Allelfrequenz von 5 % und einer Coverage von
> 300. Die detektierten Varianten wurden zur Auswertung in eine Excel-Tabelle Gberfuhrt.

Anhand verschiedener Online-Tools wie z. B. MutationTaster (URL: http://www.mutationtas-
ter.org/), Cosmic (URL.: https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic) und Clinvar (URL: https://www.cli-
nicalgenome.org/data-sharing/clinvar/) erfolgte die Beurteilung der detektierten Varianten im
Hinblick auf die Bedeutung der Mutationen. Besonderes Augenmerk wurde dabei auf die Kon-
sequenz der Mutation (z. B. Nonsense, Frameshift etc.) sowie die Klassifizierung der Veran-
derungen in pathogen oder benigne gelegt. Zur graphischen Darstellung der Varianten wurde

das Tool Mutation-Mapper (URL: https://www.cbioportal.org/mutation_mapper) verwendet.

3.8 Datenauswertung und Statistik

Sowohl die klinischen Daten als auch die Ergebnisse der immunhistochemischen und mole-
kularbiologischen Auswertung wurden in das Programm SPSS (IBM Corp., Version 27.0) ein-
gepflegt und verarbeitet. Dieses wurde flr alle statistischen Analysen verwendet.
Quantitative Variablen wurden als Mittelwerte mit Standardabweichung angegeben. Kategori-
ale Variablen wurden in absoluten Haufigkeiten und Prozentsatzen ausgedrickt. Auf Normal-
verteilung wurde mittels des Shapiro-Wilk-Test getestet. Bei Vergleichen zwischen zwei kate-
gorialen Variablen erfolgte die Berechnung mit Hilfe des Chi-Quadrat-Tests (X?) nach Pearson
oder des exakten Tests nach Fisher. Aufgrund einer Stichprobenanzahl von < 50 wurde, wenn
notig, eine Korrektur nach Yates vorgenommen. Vergleiche von quantitativen Variablen
zwischen den Niveaus kategorialer Variablen wurden mit dem Mann-Whitney-U-Test durch-
gefuhrt. Unterschiede wurden als statistisch signifikant angesehen, wenn ein p-Wert von
p < 0,05 vorlag (101).
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4 Ergebnisse

4.1 Charakteristiken des Patientenkollektivs

Wie bereits in Kapitel 3.1 beschrieben, waren von insgesamt 27 Fallen sowohl klinisch-patho-
logische als auch immunhistochemische und molekulare Daten fur statistische Analysen vor-
handen. Zum Zeitpunkt der Nachsorge waren drei der 27 Patienten bereits verstorben (11 %).
Bei 19 Patienten (70 %) erfolgte die standardisierte Befragung und die Nachsorge in der Klinik.
Weitere funf Patienten (19 %) wurden, nach vorherigem Einverstandnis, telefonisch befragt.

Nach der Evaluation des Fragebogens (Anhang 1) erflllte kein Patient die klinischen Kriterien

(Tab. 1.1) fur die Diagnose eines CNC-assoziierten Myxoms.

4.2 Klinisch-pathologische Charakterisierung

Das Patientenkollektiv bestand aus 74 % Frauen (20/27) und 26 % Mannern (7/27). Das Ver-
haltnis zwischen Frauen und Mannern betrug demnach knapp 3:1. Die jingste Patientin erhielt
die Diagnose im Alter von 24 Jahren, der alteste Patient mit 78 Jahren. Das durchschnittliche
Patientenalter zum Zeitpunkt der Diagnose betrug 62 Jahre (Standardabweichung (SD):
+ 10,7 Jahre). Das Durchschnittsalter der Frauen lag bei 62 Jahren, bei Mannern bei knapp
64 Jahren. Zur Veranschaulichung ist die Altersstruktur der Patienten je nach Geschlecht dar-
gestellt (Abb. 4.1).
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50 % 44 %

40 %

30 % o

20 % 15% 15 % 1% 11 %

10 % 4% 0% 0%
0o, ] -
<50 50-59 60-69 >70
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relative Haufigkeit

® Frauen ® Manner

Abb. 4.1: Altersverteilung des Gesamtkollektivs in Gruppen
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In Anlehnung an weitere klinisch-pathologische Studien wurden die Myxome entsprechend
ihrer Oberflachenmorphologie dem Typ 1 mit fester Konsistenz und glatter Oberflache oder
dem Typ 2 mit unregelmaRiger villdser Oberflache zugeordnet. Ein Anteil von 52 % (14/27)
gehorte dem Typ 1 an, 48 % (13/27) der Myxome wiesen eine villdse Oberflachenmorphologie
auf (Abb. 4.2).

Die TumorgréRe zeigte mit einem Minimum von 15 mm und einem Maximum von 80 mm eine
groRe Schwankungsbreite. Im Durchschnitt wiesen die Myxome eine Gro3e von 36,3 mm
(SD: £ 16,5 mm) auf. Im Vergleich zu den soliden Tumoren mit durchschnittlich 40 mm waren
die villdsen Tumoren im Durchschnitt mit 32,2 mm knapp 8 mm kleiner. Dieser Unterschied
war jedoch statistisch nicht signifikant (Mann-Whitney-U-Test, p = 0,185). Das Gewicht wurde
lediglich bei funf Fallen in der makroskopischen Beurteilung bestimmt, sodass dieser Parame-

ter nicht berlcksichtigt wurde.
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Abb. 4.2: Makroskopie eines jeweils breitbasigen kardialen Myxoms

(A): solides kardiales Myxom mit glatter und glanzender Oberflache (Typ 1); (B): kardiales
Myxom mit unregelmaRiger villdser Oberflache (Typ 2); aus dem Probeneingang des Instituts

fur Pathologie, Universitatsmedizin Rostock.

Die Schnittflachen stellten sich zumeist glasig in gelber bis braunlicher Farbe dar. Im Lichtmik-
roskop zeigten sich lockere Zellverbande mit typischen langlichen, teils sternformig verzweig-
ten, polygonalen Zellen mit eosinophilem Zytoplasmasaum, eingelagert in eine myxoide Matrix
(Abb. 4.3). Konfluierende hamorrhagische Areale waren bei 37 % (10/27) der Myxome zu
beobachten. Daruber hinaus zeigten sich in den meisten Fallen (22/27) fokale lymphoplasma-
zellulare Entzindungsinfiltrate sowie Hamosiderophagen. Ebenfalls wiesen circa 15 % (4/27)

Verkalkungsherde auf.
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Abb. 4.3: Histologie sporadischer kardialer Myxome

(A-C): H&E-Farbung; zu sehen sind spindelférmige, polygonalen Myxomzellen (Pfeile), einge-
bettet in ein myxoides Stroma. Die Myxomzellen liegen teils einzeln oder in Strangen hinterei-
nander. (D): Alcianblau-Farbung; blau angefarbt zeigt sich die myxoide Matrix, bestehend aus
sauren Mucopolysacchariden. (A, C, D): 10-fache Vergréferung; (B): 20-fache Vergrolierung;
aus dem Probeneingang des Instituts flir Pathologie, Universitadtsmedizin Rostock.

Ausnahmslos waren alle Myxome im linken Atrium lokalisiert. Am haufigsten (22/27) fand sich
die Anheftungsstelle des Tumors im Bereich der Fossa ovalis. Im Bereich des Vorhofdaches
waren 11 % (3/27) lokalisiert. Lediglich in einem Fall wurde das Myxom an der Vorhofhinter-
wand diagnostiziert. Ein weiterer Fall zeigte sich im Bereich der Vorhofbasis und prolabierte
bereits in die Klappenebene hinein. Ein multilokulares Auftreten, bei dem mehrere Herzhohlen
betroffen waren, lag in dem vorliegenden Kollektiv nicht vor.

Die TTE als einfache, nicht-invasive Methode wurde bei allen Patienten durchgefuhrt, um die
klinische Diagnose eines kardialen Myxoms zu stellen. In allen Fallen erfolgte zudem ein TEE
zur weiteren klinischen Diagnostik.

Der Grofteil des Patientenkollektivs (23/27) wies mindestens ein oder mehrere Symptome der
klassischen Triade auf: 1) hdmodynamische kardiale Anzeichen; 2) embolische Ereignisse;
3) konstitutionelle Symptome.
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Hamodynamische Einschrankungen fuhrten in knapp der Halfte der Falle (13/27) zur Vorstel-
lung beim Hausarzt zwecks Abklarung der Symptomatik. Thorakale Schmerzen im Sinne einer
Angina pectoris (AP)-Symptomatik und Dyspnoe als Zeichen einer Herzinsuffizienz waren mit
je 33 % (9/27) die haufigsten Symptome, gefolgt von Palpitationen in 26 % (7/27) der Falle.
Haufig traten mehrere Symptome gleichzeitig auf. Schwindelgeflhle sowie anhaltender Reiz-
husten waren mit 11 % (3/27) und 4 % (1/27) vergleichsweise selten.

Etwa 30 % der Patienten (8/27) kamen akut mit einer Apoplex-Symptomatik als Folge
zerebraler embolischer Gefallverschlisse in die Klinik. Bei allen acht Patienten der Embolie-
gruppe wurde ein kraniales CT durchgefihrt, bei funf zusatzlich ein MRT des Kopfes.

Neben typischen Emboliesymptomen inklusive Hemiparese, Ataxie, Aphasie und Gedachtnis-
stérungen berichteten drei Patienten Uber das vorherige Auftreten einer transitorisch-ischami-
schen Attacke (TIA). In einem Fall war aufgrund vorheriger kardialer Symptome in der TTE der
Verdacht auf ein kardiales Myxom gestellt worden, jedoch kam es noch vor Abklarung des
Befundes zum Apoplex.

Konstitutionelle Symptome, welche sich unspezifisch mit Fieber, Gewichtsverlust und einem
reduzierten Allgemeinzustand zeigten, traten bei 26 % (7/27) auf. Ein asymptomatischer Ver-
lauf zeigte sich in 15 % (4/27) der Falle. Im Rahmen der diagnostischen Abklarung anderer
Erkrankungen erhielten diese Patienten die Diagnose als Zufallsbefund.

Die Verteilung der klinischen Symptomatik im Hinblick auf die Oberflachenmorphologie (vil-
I6s/solide) der Myxome unterschied sich signifikant: Patienten mit embolischen Ereignissen
wiesen mit einem Anteil von 88 % (7/8) eine villdse Tumoroberflache auf (exakter Fisher-Test,
p =0,013; Abb. 4.4). Bei kardialer Symptomatik waren solide Tumoren doppelt so haufig wie
villdse, allerdings war der Unterschied nicht statistisch signifikant (X? und Korrektur nach
Yates, p = 0,085/0,182; Abb. 4.4). Tumoren mit solider oder villéser Oberflache traten bei Pa-
tienten mit konstitutionellen Symptomen annahernd gleich haufig auf. Ebenfalls war dieses

Ergebnis bei asymptomatischen Patienten zu beobachten (Abb. 4.4).

30



Ergebnisse

100 %
90 %
o
N 67%
o,
60 % o7 % 50 % 50 %
50 % 43 %
40 % 33 %
30 %
20 % 12 %
10 %
00 ]
hamodynamisch embolisch konstitutionell asymptomatisch
(n=13) (n=8) (n=7) (n=4)

88 %

relative Haufigkeit

m solide Myxome/Typ 1 villése Myxome/Typ 2

Abb. 4.4: Klinische Symptomatik in Abhangigkeit der beiden histologischen Subtypen

Bei allen 27 Patienten erfolgte eine operative Entfernung des Tumors unter Einsatz der Herz-
Lungen-Maschine. 74 % der Falle (20/27) wurden aufgrund der schwerwiegenden Symptoma-
tik als dringlich eingestuft und zeitnah operiert, wahrend 19 % (5/27) elektiv operiert wurden.
Sieben Prozent (2/27) kamen notfallmafig aufgrund ausgepragter Apoplexsymptomatik in die
Klinik und das kardiale Myxom wurde direkt operativ entfernt, um weitere Komplikationen zu
vermeiden. Nach der operativen Entfernung der kardialen Myxome gab es keine Todesfalle
wahrend des Krankenhausaufenthaltes.

Zum Zeitpunkt der Nachbeobachtung waren 11 % (3/27) bereits verstorben. Eine Patientin
verstarb aufgrund einer multilokularen zerebralen Metastasierung bei malignem Melanom. Bei
einem weiteren Patienten wurde die Diagnose einer chronischen lymphatischen Leukdmie
(CLL) gestellt. Als Todesursache war bei diesem Patienten eine Pneumonie angegeben. Hin-
sichtlich der Todesursache lagen bei der dritten Patientin keine Angaben vor.

Bei keinem der 24 Patienten, bei denen postoperative Nachsorgeuntersuchungen mittels TTE

durchgefiihrt wurden, trat ein Rezidiv auf.

4.3 Ergebnisse der immunhistochemischen Untersuchungen

Mittels antikdrperbasierter Analysen wurde das Expressionsverhalten der oben genannten
Proteine (Tab. 3.3) bei den vorliegenden 27 Myxomfallen untersucht. Fur die immunhistoche-

mische Charakterisierung lagen 130 Farbeergebnisse fur jeden Antikdrper vor.
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4.3.1 Proteinkinase 1A

Alle 27 Falle waren fur die PRKAR1A-Analyse nutzbar. Die Expressionsergebnisse von
PRKAR1A am TMA wurden an Groflachenschnitten nochmals validiert. Hieraus ergab sich
in zwei Fallen eine Diskrepanz zwischen der Bewertung des Expressionsverhaltens. Die in
dieser Studie dargelegten Ergebnisse der PRKAR1A-Expression bei sporadischen kardialen
Myxomen beziehen sich auf die Farbeergebnisse der GroRflachenschnitte. Eine vollstandige
zytoplasmatische und nukleare Farbung fand sich bei 37 % (10/27) der Falle. Der Anteil an
Fallen, bei denen lediglich 10 % bis 20 % der Zellen PRKAR1A exprimierten, lag ebenfalls bei
37 % (10/27). Aufgrund der geringeren Expression wurden diese Praparate als Partialausfall
gewertet. Die restlichen 26 % (7/27) zeigten keine Expression fur PRKAR1A. In Abb. 4.5

werden die verschiedenen Expressionsmuster exemplarisch dargestellt.
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Abb. 4.5: Farbeergebnisse fir PRKAR1A

Obere Reihe: (A): homogene Expression, 10-fache Vergrof3erung; (B): homogene Expression,
20-fache VergroRerung; untere Reihe: (C): Partialausfall, 20-fache VergréRerung; (D): Kom-
plettausfall, 20-fache VergréRerung; aus dem Probeneingang des Instituts fir Pathologie,
Universitatsmedizin Rostock.
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Der Vergleich des Expressionsverhaltens fur PRKAR1A zwischen den zwei histomorphologi-
schen Subtypen zeigte zwar keine statistisch signifikanten Unterschiede (exakter Fisher-Test,
p =0,236), allerdings waren Tendenzen bei der Verteilung zu erkennen. Myxome mit erhalte-
ner Expression wiesen in 70 % (7/10) der Falle eine solide Oberflache auf, wahrend bei
partiellem und komplettem Expressionsverlust 59 % der Myxome zum villésen Typ gehor-
ten (Tab. 4.1).

Weitere klinische Parameter wie Geschlecht, Patientenalter bei Diagnose sowie Tumorgrofle
wiesen keine statistisch signifikanten Unterschiede beziglich des Expressionsverhaltens fir

PRKAR1A auf. Die einzelnen Ergebnisse sind in Tab. 4.1 zusammengefasst.

Tab. 4.1: Parametervergleich der Gruppen entsprechend des PRKAR1A-Expressions-
verhaltens

PRKAR1A-Expres- PRKAR1A-Partial- p-Wert

sion /Komplettausfall
n (%) n (%)
Fallzahl 10 17 -
Geschlecht (weiblich/mannlich) 9/1 (90/10) 11/6 (65/35) 0,204
Alter 63,60 61,82 0,151¢
(SD = 15,02) (SD + 7,65)
GroRe (mm) 42,20 32,82 0,1440
(SD + 18,83) (SD +14,41)
Tumormorphologie 0,236
- villés 3 (30) 10 (59)
- solide 7 (70) 7(41)

Patientenalter und Tumorgréfie sind jeweils als Mittelwert mit Standardabweichung (SD)
angegeben. Die weiteren Angaben sind jeweils als absolute Zahlen und in Klammern als
prozentualer Anteil an der Gruppenfallzahl angegeben.

Verwendete Tests: | - exakter Fisher-Test, ¢ - Mann-Whitney-U-Test

Signifikante Unterschiede der PRKAR1A-Expression hinsichtlich der embolischen Ereignisse
ergaben sich nicht (exakter Fisher-Test, p = 0,19). Die Verteilung der PRKAR1A-Expression
bei Patienten mit kardialen Symptomen zeigte signifikante Unterschiede (exakter Fisher-Test,
p =0,014; Abb. 4.6). Der Anteil von Patienten mit erhaltener Expression war in der Gruppe mit
kardialer Symptomatik mit 60 % (9/15) deutlich héher als in der Gruppe ohne diese Symptome
mit 8 % (1/12). In der Patientengruppe mit konstitutioneller Symptomatik war eine erhaltene
Expression mit 86 % (6/7) ebenfalls signifikant haufiger gegentber 20 % (4/20) in der Patien-
tengruppe ohne konstitutionelle Symptomatik (exakter Fisher-Test, p = 0,004; Abb. 4.6).
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Abb. 4.6: Korrelation der PRKAR1A-Expression mit der klinischen Symptomatik
Kardiale Symptomatik (links), konstitutionelle Symptomatik (rechts); innerhalb der Balken sind
die absoluten Zahlenwerte angegeben.

4.3.2 Ergebnisse weiterer immunhistochemischer Farbungen

Die kardialen Myxome wurden erganzend immunhistochemisch charakterisiert. Von den im-
munhistochemischen Farbungen mit Vimentin, CD34, Podoplanin, Desmin, Calretinin und
S100 waren 26 (96 %) auswertbar. Fur a-SMA und CD31 lag bei allen 27 Fallen ein auswert-
bares Ergebnis vor. Tabelle 4.2 gibt eine zusammenfassende Ubersicht Uiber das Farbever-

halten verschiedener immunhistochemischer Marker im Myxomkollektiv.

Tab. 4.2: Ubersicht der immunhistochemischen Ergebnisse im Rostocker Kollektiv

Immunmarker Expressionsverhalten
negativ n (%) positiv n (%)

Calretinin 5 (20) 21 (80)

Desmin 26 (100) 0 (0)

a-SMA 10 (37) 17 (63)

Vimentin 0 (0) 26 (100)

CD31 17 (63) 10 (37)

CD34 0 (0) 26 (100)

Podoplanin 26 (100) 0 (0)

$100 22 (85) 4 (15)
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Im Folgenden sind exemplarisch die Ergebnisse der IHC-Farbungen dargestellt (Abb. 4.7).
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Abb. 4.7: Beispielhafte reprasentative Bilder der seriellen Farbung der Schnitte des
Tissue Microarrays mittels verschiedener immunhistochemischer Marker

(A): Calretinin-positiv; (B): a-SMA-positiv; (C): CD31-positiv; (D): CD34-positiv; (E): Desmin-
negativ; (F): Vimentin-positiv; (G): S100-partiell-positiv; (A1-G1): 10-fache VergréfRerung;
(A2—G2): 40-fache Vergroflerung.

4.4 PRKAR1A-Mutationsanalysen mittels NGS

Alle 27 Falle wurden mittels NGS auf Mutationen im PRKAR1A-Gen untersucht. In einem Fall
konnte trotz mehrfachem Sequenzierungsansatz keine Mutationsanalyse durchgefiihrt wer-
den, da die Qualitat und die Menge der extrahierten DNA nicht ausreichend waren.

In knapp der Halfte der Falle (13/27) lieRen sich Mutationen im PRKAR1A-Gen nachweisen
(Abb. 4.8). Hierbei ist zu erwahnen, dass bei 46 % (6/13) der Myxome je zwei Mutationen im
PRKAR1A-Gen vorlagen (Abb. 4.8).
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Falle gesamt (n=27) Falle mit Mutationen (n=13)

keine Mutation  ® Einfachmutation ® Mehrfachmutation Ausfall

Abb. 4.8: Ergebnisse der PRKAR1A-Mutationsanalysen mittels Next Generation Se-
quencing
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Unter den 19 detektierten Mutationen traten Frameshift- und Nonsense-Mutationen mit je
37 % (7/19) am haufigsten auf. Missense-Mutationen, bei denen es zum Austausch einer Base
kam, ohne das Leseraster zu verschieben, lagen bei 11 % (2/19) der Mutationen vor. Alle
identifizierten Mutationen wurden nach Datenbankanalysen als pathogen eingestuft.

Eine detaillierte Darstellung der PRKAR1A-Mutationensergebnisse ist Tab. 4.3 zu entnehmen.

Tab. 4.3: Ergebnisse der PRKAR1A-Mutationsanalyse

Fall Mutation Mutationstyp

1 p.E145Ifs*17 Frameshift
p.V284Efs*11 Frameshift

5 p.S299* Nonsense

10 p.1-46del Transkriptionsstart

12 p.1295Vfs*12 Framehshift
p.S307* Nonsense

13 p.R42* Nonsense

14 c.503-1G>A Spleillstelle

15 p.Q66* Nonsense
p.Q179* Nonsense

16 p.A270Gfs*8 Frameshift
p.L296* Nonsense

17 c.503-1G>T Spleillstelle

20 p.S147N Missense

21 p.K92Gfs*35 Frameshift
p.Y246Lfs*7 Frameshift

24 p.S112Pfs*17 Frameshift
p.W224* Nonsense

27 p.D109H Missense

Dargestellt ist die Stelle der jeweiligen Mutation auf der Proteinebene mit Ausnahme der
Splei3-Stellen, bei denen die Veranderung auf DNA-Ebene angegeben ist. Weiterhin ist der
Mutationstyp der insgesamt 19 Mutationen angegeben. * - Stoppcodon; fs - Frameshift.

Die detektierten Mutationen waren Uber das gesamte PRKAR1A-Gen verteilt. Je 21 % (4/19)
der Mutationen waren auf den Exons 3 und 9 lokalisiert. Diese waren damit am haufigsten
betroffen. Exon 6 war mit 16 % (3/19) die zweithdufigste Lokalisation. Zwei der drei dort be-

findlichen Mutationen betrafen die Spleil3-Stelle vor dem Exon 6.
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Die Verteilung der einzelnen Mutationen in Bezug auf die Lokalisation innerhalb des
PRKAR1A-Gens illustriert Abb. 4.9.
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Abb. 4.9: Schematische Darstellung des Typs und der ungefiahren Lage der 19 detek-
tierten Mutationen im PRKAR1A-Gen

Erlauterung der Symbole: 1 Frameshift (orange), O Nonsense (rot), ¢ Transkriptionsstart/
Spleik-Stelle (grau), A Missense (blau); dargestellt sind die 11 Exons; eigene Darstellung.

In Proben mit Mutationen fanden sich signifikant haufiger Ausfalle der Proteinexpression von
PRKAR1A (X3, p = 0,042). So lag bei 46 % (6/13) der mutierten Falle gegenuber 8 % (1/13)
bei nicht-mutierten Fallen ein vollstandiger Ausfall der PRAKR1A-Expression vor (Abb. 4.10).
Zwei Drittel (4/6) der mutierten Falle mit gleichzeitigem Ausfall der Proteinexpression zeigten
zudem mehr als nur eine Mutation. Nur 15 % (2/13) der Mutationsfalle wiesen eine Expression
fur PRKAR1A auf. Es ist zu erwahnen, dass bei diesen beiden Fallen eine Missense-Mutation

vorlag, die nicht zu einem Expressionsverlust des Proteins gefiihrt hatte.
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Abb. 4.10: Relative Haufigkeit der PRKAR1A-Expression in Abhdngigkeit des Mutati-
onsstatus
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Die Tumormorphologie mutierter und nicht-mutierter Falle unterschied sich signifikant (X2,
p =0,006). Hierbei zeigte sich, dass 77 % (10/13) der Myxome, bei denen eine Mutation de-
tektiert wurde, eine villdse Tumoroberflache besallen. Im Vergleich zu den mutierten Fallen
wiesen Myxome ohne vorhandene Mutation Uberwiegend eine solide Oberflache auf
(Tab. 4.4). Die Tumorgrofe bei den mutierten Fallen war mit durchschnittlich 34,62 mm etwas
kleiner als bei den Fallen ohne Mutation mit 37,46 mm. Der Unterschied war allerdings nicht
signifikant (Tab. 4.4). Gleiches gqilt fur die Divergenzen zwischen den zwei Gruppen
(mutiert/nicht-mutiert) bezlglich der Parameter Alter und Geschlecht sowie der Verteilung der

klinischen Symptome (Tab. 4.4).

Tab. 4.4: Vergleich klinischer Parameter zwischen den mutierten und nicht-mutierten
Myxomfallen

PRKAR1A- keine PRKAR1A- p-Wert
Mutation Mutation
n (%) n (%)
Fallzahl 13 13 -
Geschlecht weiblich/mannlich 8/5 (62/38) 12/1 (92/8) 0,16L
Alter 58,8 65,0 0,1510
(SD £ 13,5) (SD £ 4,97)
GroRe (mm) 34,62 37,46 0,14490
(SD £17,7) (SD £ 16,27)
Tumormorphologie 0,006*
- villés 10 (77) 3 (23)
- solide 3 (23) 10 (77)
klinische Symptome
- ha@modynamische Symptome 5 (38) 10 (77) 0,11L
- embolische Ereignisse 6 (46) 2 (15) 0,202L
- konstitutionelle Symptome 1(8) 5 (38) 0,160L
- asymptomatisch 3 (23) 1(8) 0,593

Patientenalter und TumorgréRRe sind jeweils als Mittelwert mit Standardabweichung ange-
geben. Die weiteren Angaben sind jeweils als absolute Zahlen und in Klammern als prozen-
tualer Anteil an der Gruppenfallzahl angegeben.

Verwendete Tests: * - X>-Test, L - exakter Fisher-Test, ¢ - Mann-Whitney-U-Test
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5 Diskussion

In der vorliegenden Studie wurden 27 Falle mit sporadischen kardialen Myxomen in Bezug auf
histopathologische sowie klinische Charakteristika untersucht und potentielle PRKAR1A-
Mutationen molekularpathologisch nachgewiesen. Kardiale Myxome gehdren zu den seltenen
benignen primaren Herztumoren. Trotz der Seltenheit dieser Tumorentitdt und der haufig
unspezifischen Frihsymptome ist das kardiale Myxom eine wichtige klinische Differential-
diagnose.

Ziel dieser Arbeit war es, die Haufigkeit von PRKAR1A-Mutationen bei sporadischen kardialen
Myxomen sowie deren Expressionsverhalten von PRKAR1A mittels IHC anhand des Tumor-
kollektivs zu untersuchen. Weiterhin soll die Arbeit dazu beitragen, Unterschiede in der klini-
schen Symptomatik und der Tumormorphologie zwischen mutierten und nicht-mutierten Fallen
zu detektieren. Im Folgenden werden die Ergebnisse des hier untersuchten Kollektivs im

Kontext des aktuellen Forschungsstandes dargestellt.

5.1 PRKAR1A-Mutationen als moglicher Treiber bei sporadischen kardialen

Myxomen

In der Literatur zeigen sich aktuell deutliche Unterschiede bei den Haufigkeitsangaben von
PRKAR1A-Mutationen bei sporadischen kardialen Myxomen, woraus sich eine weitgehende
Uneinigkeit fir die Bedeutung dieses Gens bei der Genese dieser Erkrankung ergibt.

An einem kleinen Myxomkollektiv von 13 Patienten konnten Fogt et al. bei keinem Fall eine
PRKAR1A-Mutation nachweisen (91). Mabuchi et al. stellten lediglich bei CNC-assoziierten
Myxomen Mutationen im PRKAR1A-Gen fest, nicht jedoch bei sporadischen kardialen Myxo-
men, und wiesen darauf hin, dass sich die genetische Grundlage von sporadischen Myxomen
und CNC-assoziierten Myxomen moglicherweise unterscheidet (90).

Bei dem vorliegenden untersuchten Tumorkollektiv zeigten sich bei 48 % der sporadischen
kardialen Myxome Mutationen im PRKAR1A-Gen.

Ebenso wiesen Maleszewski et al. an einem groRen Tumorkollektiv mit 103 sporadischen
Myxomen mittels Sanger-Sequenzierung Mutationen im PRKAR1A-Gen nach (93). Der Anteil
an Fallen mit Mutationen im PRKAR1A-Gen war in der vorliegenden Arbeit mit knapp 50 %,
verglichen mit den Ergebnissen von Maleszewski et al. mit 31 %, deutlich héher (93). Die
héhere Rate lasst sich moglicherweise auf die Art der verwendeten Methode zurtckfuhren.
Maleszewski et al. untersuchten ausschlieflich die Falle auf mogliche Mutationen, welche im

Vorfeld eine negative PRKAR1A-Expression in der IHC aufwiesen.
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Verglichen mit den vorliegenden Ergebnissen kdnnte die Ursache einer niedrigeren Mutations-
rate bei Maleszewski et al. demnach darin zu finden sein, dass Falle mit Missense-Mutationen,
die keinen Expressionsverlust zur Folge haben, bei ihrem Vorgehen nicht beriicksichtigt wur-
den und somit die Mutationsrate niedriger ausfiel (93). Darlber hinaus ist die in dieser
Arbeit verwendete Methode des NGS im Gegensatz zur Sanger-Sequenzierung bei
Maleszewski et al. als sensitiver einzustufen (mindliche Mitteilung von Dr. B. Schneider).

He et al. wiesen in ihrer Studie mit 64 % ihres Tumorkollektivs einen nochmals deutlich héhe-
ren Anteil an PRKAR1A-Mutationen bei sporadischen Fallen nach und betonten damit den
Einfluss dieser Mutationen bei der Pathogenese dieser Tumorentitat (94).

Zusammenfassend bestatigt die vorliegende Studie einen relativ hohen Anteil von PRKAR1A-
Mutationen bei sporadischen kardialen Myxomen, wodurch anzunehmen ist, dass Mutationen

im PRKAR1A-Gen fur die Tumorentstehung relevant sind.

Im hiesigen Kollektiv zeigten sechs der 13 Falle mit Mutationen (46 %) parallel zwei Mutatio-
nen innerhalb des PRKAR1A-Gens. He et al. beschrieben ebenfalls Falle mit mehr als einer
Mutation, allerdings war der Anteil mit knapp 10 % deutlich geringer (94). Die hohe Rate an
Mehrfachmutationen im Patientenkollektiv der vorliegenden Arbeit fihrt unmittelbar zu der
Frage, inwieweit bei diesen Fallen moglicherweise beide Allele betroffen sind und welche Aus-
wirkungen sich daraus ergeben. Hierbei konnte die Arbeit zeigen, dass der Grolteil der dop-
pelt mutierten Falle mit einem vollstdndigen Expressionsverlust fir PRKAR1A in der IHC
assoziiert war. Im Vergleich dazu gingen Falle mit einer Mutation haufiger mit Partialausfallen
fur PRKAR1A einher, gleichzeitig war der Anteil an Komplettausfallen gering. Diese Ergeb-
nisse deuten darauf hin, dass es sich bei den doppelt mutierten Fallen aufgrund des vollstan-
digen PRKAR1A-Expressionsverlustes um biallelische Ereignisse handeln kénnte. Darauf auf-
bauend, ist zu vermuten, dass bei doppelt mutierten Fallen mit lediglich partiellem Expres-
sionsverlust entweder eine Heterogenitat vorliegt oder monoallelische Ereignisse als Erkla-

rung anzunehmen sind.

Die meisten Mutationen im vorliegenden Kollektiv waren Substitutionen und Deletionen, die zu
Nonsense- und Frameshift-Mutationen fuhrten. Missense-Mutationen wurden bei lediglich
zwei Fallen beobachtet. Die Verteilung der Genmutationen spiegelte sich ebenfalls in dem
Tumorkollektiv von Maleszewski et al. wider, bei denen in zwei Dritteln der Falle Frameshift-
Mutationen vorlagen (93). Ahnliche Ergebnisse fanden sich bei He et al. (94). Konkordante
Ergebnisse zeigten sich in Studien mit CNC-assoziierten Myxomen, bei denen die Mehrheit

der PRKAR1A-Mutationen ebenfalls Frameshift- und Nonsense-Mutationen waren (74, 102).
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Die detektierten Mutationen des Kollektivs in der vorliegenden Arbeit waren Gber den gesam-
ten PRKAR1A-Genbereich verteilt. Am haufigsten lagen die Mutationen in den Exons 3 und 9.
He et al. wiesen die meisten ihrer Mutationen in den Exons 1 bis 5 nach (94), wahrend bei
Maleszewski et al. drei der neun Mutationen auf Exon 7 lokalisiert waren (93).
Zusammenfassend deuten die vorliegenden und die von anderen Studien beschriebenen Er-
gebnisse auf eine variable Verteilung der PRKAR1A-Mutationen bei sporadischen kardialen
Myxomen entlang des gesamten Genbereiches hin. Bertherat et al. wiesen in einem grof3en
Patientenkollektiv mit 353 CNC-Fallen in 73 % der Falle PRKAR1A-Mutationen nach, die sich
Uber den gesamten Genbereich verteilten, konnten jedoch zeigen, dass die Mutationen signi-
fikant haufiger in den Exons 2, 3, 5, 7 und 8 lokalisiert waren (74).

Nach aktuellem Kenntnisstand wurden Utber 130 verschiedene PRKAR1A-Mutationen bei
CNC-assoziierten kardialen Myxomen beschrieben, wovon bislang zwei Mutationen
(c.491_492del und c709-7_709-2del) in mehreren Familien vorkamen und demnach bei CNC-
Fallen als ,Hot-Spot-Mutation® eingestuft wurden (74). Keine dieser beiden Mutationen traten
in den Studien von Maleszewski et al. und He et al. bei sporadischen kardialen Myxomen auf
(93, 94). Ebenso fanden sich diese Mutationen nicht im vorliegenden Kollektiv.

Da die Anzahl an Studien zu PRKAR1A-Mutationen bei sporadischen kardialen Myxomen
nach aktuellem Stand begrenzt ist, wurden die meisten der Mutationen bisher nur einmalig
beschrieben. Allerdings kamen bei He et al. sieben der insgesamt 46 gefundenen Mutationen
mehr als einmal vor (94). Zudem wiesen zwei Falle ihrer Studie eine bereits von
Maleszewski et al. beschriebene Mutation (¢.289C>T) auf (93). Lediglich zwei der in der vor-
liegenden Arbeit detektierten Mutationen (c.C124T in Exon 2 und ¢.C196T in Exon 3) wurden
vorher schon bei He et al. beschrieben (94).

Weiterhin ergibt sich in diesem Zusammenhang die Frage, inwieweit die vorliegenden Mutati-
onen sporadischer kardialer Myxome mit denen bei CNC-assoziierten Myxomen ubereinstim-
men. Anhand der Ergebnisse dieser Arbeit |asst sich herausstellen, dass vier der insgesamt
19 Mutationen ebenfalls bei Studien mit CNC-assoziierten Myxomen detektiert wurden.
Interessanterweise war unter diesen die Mutation (c.C124T), welche bereits in der Arbeit von
He et al. beschrieben wurde (94). In der Gesamtheit deuten die bisherigen Studienergebnisse
darauf hin, dass die detektierten PRKAR1A-Mutationen bei sporadischen kardialen Myxomen
bis auf wenige Ausnahmen andere sind als bei CNC-assoziierten Fallen.

Bezuglich der von Experten kontrovers diskutierten Frage, inwieweit PRKAR1A-Mutationen,
ahnlich wie bei CNC-assoziierten Fallen, bei der Pathogenese von sporadischen kardialen
Myxomen eine Rolle spielen, ist aufgrund der relativ hohen Frequenz an PRKAR1A-Mutatio-
nen im vorliegenden Patientenkollektiv anzunehmen, dass Mutationen in diesem Gen einen

Einfluss auf die Tumorentstehung bei sporadischen kardialen Myxomen haben.
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Allerdings bleibt bei Myxomen ohne nachgewiesene PRKAR1A-Mutationen die Frage offen,
inwieweit andere Mutationen einen Einfluss auf die Genese dieser Falle haben kdnnten.

He et al. beschaftigten sich ebenfalls mit dieser Frage und spekulierten, dass Myxome ohne
PRKAR1A-Mutationen als genetisch heterogen einzustufen sind und mehrere genetische Va-
rianten fir die Tumorentstehung verantwortlich sein kénnten (94). In unserer Studie waren bei
52 % der Falle keine PRKAR1A-Mutationen zu finden. Diese Beobachtung deutet ebenfalls
darauf hin, dass neben dem Einfluss von PRKAR1A auch andere Mechanismen bei der Tu-

morgenese sporadischer kardialer Myxome eine Rolle spielen.

Zusatzlich zur Bestimmung der Haufigkeit der PRKAR1A-Mutationen wurde das vorliegende
Patientenkollektiv hinsichtlich mdglicher klinischer und pathologischer Unterschiede zwischen
PRKAR1A-mutierterten und nicht-mutierten Fallen untersucht. Myxome, bei denen eine
PRKAR1A-Mutation vorlag, wiesen signifikant haufiger eine villdse Tumoroberflache auf, wah-
rend die Mehrheit der Myxome mit glatter Oberflache keine PRKAR1A-Mutation trug.
Hinsichtlich der Verteilung der unterschiedlichen klinischen Symptomatik zwischen mutierten
und nicht-mutierten Fallen, war in der vorliegenden Studie ebenfalls eine Tendenz erkennbar.
46 % der Falle mit Mutationen im PRKAR1A-Gen, verglichen mit 8 % aus der Gruppe ohne
Mutationen, prasentierten sich klinisch durch Embolien. Dagegen zeigten die Myxome bei Pa-
tienten mit kardialen oder konstitutionellen Symptomen nur in wenigen Fallen eine PRKAR1A-
Mutation. Derartige Ergebnisse in Bezug auf klinisch-pathologischen Unterschiede zwischen
PRKAR1A-mutierten und nicht-mutierten Fallen wurden in vergleichbaren Arbeiten von
Maleszewski et al., He et al. sowie Tseng et al. bislang nicht beschrieben (93, 94, 103).
Aufgrund der geringen Anzahl vergleichbarer Studien und der in dieser Arbeit bisher einmalig
beschriebenen klinisch-pathologischen Unterschiede zwischen mutierten und nicht-mutierten
Myxomen, lasst sich Folgendes schlussfolgern:

Die neuen Erkenntnisse dieser Studie leisten einen wichtigen Beitrag zur Charakterisierung
sporadischer kardialer Myxome, jedoch lasst sich aufgrund der geringen Fallzahl eine ab-
schlielende umfangreiche Bewertung zur klinisch-pathologischen Unterscheidung mutierter
und nicht-mutierter Falle nicht erheben. Daher sind zukinftig weitere Studien mit gréReren
Tumorkollektiven erforderlich, um Myxome mit und ohne PRKAR1A-Mutation hinsichtlich kli-

nisch-pathologischer Unterschiede zu untersuchen.
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5.2 PRKAR1A-Expression bei sporadischen kardialen Myxomen

Im Rahmen dieser Arbeit wurde bei sporadischen kardialen Myxomen die Expression von
PRKAR1A immunhistochemisch untersucht. Die Daten zeigen, dass 37 % der Falle einen par-
tiellen Expressionsverlust fir PRKAR1A aufwiesen und bei 26 % sogar ein Komplettausfall
vorlag. Insgesamt war das Auftreten von Mutationen im PRKAR1A-Gen signifikant haufiger
mit einem Verlust der PRKAR1A-Expression assoziiert. Bei den nicht-mutierten Fallen expri-
mierte der Uberwiegende Anteil PRKAR1A. Im Gegensatz dazu zeigten die mutierten Tumo-
ren, mit Ausnahme von zwei Fallen, einen partiellen oder sogar vollstandigen Expressionsver-
lust fir PRKAR1A.

Bezugnehmend auf Kapitel 4.4 und Tabelle 4.3 waren in dem hier untersuchten Kollektiv die
meisten Mutationen Frameshift- und Nonsense-Mutationen, die zu einem vorzeitigen Stopp-
codon flihren. Demnach lasst sich vermuten, dass diese ein verkirztes oder dysfunktionales
Protein bilden, was ebenso den beobachteten PRKAR1A-Ausfall in der IHC erklart.

Studien anderer Autoren konnten mittels Sequenzanalysen von mRNA-Transkripten bei Pati-
enten mit CNC zeigen, dass mutierte mRNAs mit enthaltenem Stoppcodon aufgrund des
Nonsense-vermittelten mRNA-Zerfalls instabil sind, da in Analyseproben nur die normale
PRKAR1A-mRNA des Wildtyp-Allels nachgewiesen werden konnte (76). Darauf aufbauend
untersuchten Kirschner et al. Proteinlysate aus CNC-Zellen mittels Western Blot und berichte-
ten, dass keine verklrzten PRKAR1A-Proteine gebildet wurden und nur das vollstadndige Pro-
tein des Wildtyp-Allels nachweisbar war (76, 85, 86).

Ubereinstimmend wiesen sowohl He et al. als auch Maleszewski et al. in 57 % bzw. 31 % des
jeweiligen Kollektivs sporadischer kardialer Myxome mit PRKAR1A-Mutation immunhistoche-
misch einen Ausfall der PRKAR1A-Expression nach (93, 94).

Zwei Tumoren aus dem hier untersuchten Myxomkollektiv zeigten trotz einer detektierten
PRKAR1A-Mutation in der IHC eine Expression flir PRKAR1A. Es ist hervorzuheben, dass bei
diesen beiden Myxomen jeweils eine Missense-Mutation vorlag. Die erhaltene PRKAR1A-Ex-
pression dieser Falle liel3e sich damit erklaren, dass die Missense-Mutationen, verglichen mit
den anderen Mutationsfallen (Frameshift-/ Nonsense-Mutation), nicht zu einem vorzeitigen
Stoppcodon flihren, was nahelegt, dass das Protein trotz der Missense-Mutation translatiert
wurde. Die Entstehung dieser kardialen Myxome trotz der erhaltenen Expression des
PRKAR1A-Proteins bei Missense-Mutationen deutet darauf hin, dass weitere Mechanismen
unabhangig der PRKAR1A-Haploinsuffizienz fir die Genese dieser Tumore verantwortlich

sein konnten.
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Es besteht die Vermutung, dass sich durch den Einbau einer abweichenden Base bei
Missense-Mutationen die Struktur der regulatorischen Untereinheit R1a und die Interaktion mit
anderen zellularen Proteinen verandern konnten. Hierzu bedarf es weiterer umfangreicher Stu-
dien, die zur Klarung méglicher Interaktionen und der daraus resultierenden Tumorentstehung
beitragen.

Ungeachtet dessen wies die vorliegende Studie ebenso Falle auf, bei denen trotz fehlender
PRKAR1A-Mutation ein Verlust der Proteinexpression zu beobachten war. Konkordante
Ergebnisse zeigten Maleszewski et al. und wiesen darauf hin, dass bei diesen Fallen andere
Mechanismen zur Pathogenese sporadischer kardialer Myxome beitragen (93). Fir den Ver-
lust der nachzuweisenden Proteinexpression wurden neben Veranderungen auf Genebene
auch epigenetische Einflisse (DNA-Hypermethylierung) und posttranskriptionelle Verande-
rungen in Betracht gezogen (93). Zusammengefasst zeigt sich, dass fur die Falle, bei denen
trotz fehlender Mutationen Ausfalle in der PRKAR1A-Expression zu beobachten waren, wei-
tere Studien erforderlich sind, um mdglicherweise bisher noch nicht identifizierte Mechanismen

der Tumorentstehung aufzudecken.

Mit Bezug auf Kapitel 1.6 ist bekannt, dass Patienten mit CNC-assoziierten Myxomen hohere
Raten an Tumorrezidiven sowie multiple Lokalisationen der Myxome aufweisen und zudem
haufiger betroffene Familienmitglieder haben. Hieraus ergibt sich klinisch die Notwendigkeit,
CNC-assoziierte Myxome von sporadischen Tumorfallen abzugrenzen. Grundsatzlich wird die
Diagnose eines kardialen Myxoms anhand histopathologischer Merkmale gestellt, wahrend im
Anschluss die Frage nach einem CNC anhand klinischer Kriterien erfolgt.

Maleszewski et al. sahen in der IHC mit PRKAR1A als Marker eine kostenglinstige Moglichkeit
der Unterscheidung mit dem Ziel, Patienten mit CNC zu filtern, um diese ausgewahlt nachfol-
gend molekulargenetisch zu untersuchen (93). In ihrer Studie zeigten alle CNC-assoziierten
Falle keine Expression fir PRKAR1A in der IHC, woraus sich eine Sensitivitat dieses Markers
von 100 % ergab (93). Allerdings war ebenfalls bei 32 % der sporadischen Myxome keine
Expression fir PRKAR1A zu sehen, was darauf hinwies, dass eine Differenzierung mittels IHC
keine ausreichend spezifische Methodik darstellte und ihre urspriinglichen Uberlegungen nicht
bewiesen werden konnten.

Ebenso wie bei He et al., die in 47 % der sporadischen kardialen Myxome keine Expression
von PRKAR1A zeigen konnten (94), fand sich im Kollektiv der vorliegenden Arbeit in Uber der
Halfte der Falle eine reduzierte oder vollstandig fehlende PRKAR1A-Expression.
Zusammenfassend bestatigt die hier vorliegende Studie damit die Ergebnisse von
Maleszewski et al. (93) und He et al. (94), dass anhand der IHC keine ausreichende Differen-
zierung CNC-assoziierter und sporadischer kardialer Myxome mdglich ist und als diagnosti-

sches Verfahren hierfur nur eingeschrankt natzlich ist.
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5.3 Korrelation klinischer und pathologischer Charakteristika bei sporadi-

schen kardialen Myxomen

Zahlreiche Studien untersuchten an Tumorkollektiven unterschiedlicher GroRRe die klinischen
Charakteristika sporadischer kardialer Myxome. Literaturangaben zufolge treten sporadische
kardiale Myxome bevorzugt bei Frauen auf (21, 23, 24, 27, 29), was sich in den Ergebnissen
der vorliegenden Studie widerspiegelt, in der ein Verhaltnis von 3:1 von Frauen zu Mannern
beobachtet wurde. Das Alter der Patienten dieses Kollektivs reichte von 24 bis 77 Jahren und
lag im Durchschnitt bei 62 Jahren. Aus der Literatur ist bekannt, dass kardiale Myxome in allen
Altersgruppen auftreten kénnen, wobei das durchschnittliche Erkrankungsalter mit 40 bis 60
Jahren angegeben wird (16, 18).

In der vorliegenden Studie waren die Myxome ausschlielich im linken Atrium lokalisiert. An-
dere Autoren gaben das linke Atrium ebenfalls als haufigste Lokalisation an, berichteten aller-
dings auch Uber das Vorkommen von Myxomen im rechten Atrium oder in den Ventrikeln (23,
32, 33, 104). Das hier untersuchte und vergleichsweise kleine Patientenkollektiv von nur
27 Fallen liefert fir den Unterschied in der Tumorlokalisation die wahrscheinlichste Erklarung.
Uber zwei Drittel der im linken Atrium lokalisierten Myxome des Kollektivs hatten ihren
Ursprung im Bereich des interatrialen Septums nahe der Fossa ovalis, was den Angaben
friherer Studien entspricht (27, 33). Seltener befanden sich die Myxome an der Vorhofhinter-
wand, dem Vorhofdach oder innerhalb der Klappenebene.

In dieser Studie wiesen 48 % der Myxome eine villdse und 52 % eine glatte Tumoroberflache
auf. Dieses Ergebnis entspricht den Angaben von Studien mit ahnlicher Fallzahl (54, 105).
Mit durchschnittlich 3,6 cm lagen die Tumoren der vorliegenden Studie mit Bezug auf die
Grofle im unteren Drittel der in der Literatur beschriebenen DurchschnittsgroRe von
2,7 cm bis 6,3 cm (23, 31, 32).

Yuda et al. unterteilten ihr Patientenkollektiv in Abhangigkeit des Diagnosezeitpunktes
(1978 — 1987 und 1988 — 1997) in zwei Gruppen und verglichen die GroRe sowie das Gewicht
der kardialen Myxome (33). Der maximale Durchmesser der Myxome in der friiheren Gruppe
war signifikant groRer und das Gewicht tendenziell schwerer als in der spaten Gruppe.
Begriindet wurde dieses Ergebnis mit der Einflhrung besserer diagnostischer Verfahren wie
der Echokardiographie, mit der die Tumoren frihzeitiger erkannt werden kénnen (33).

Die klinische Prasentation von Patienten mit kardialen Myxomen variiert je nach Lokalisation,
Grofie und Mobilitat der Tumoren. Der Grofdteil der Patienten prasentiert Symptome, die auf
intrakardiale Klappenobstruktionen zurtickzufiihren sind. Die Haufigkeit der klinischen Symp-
tome fur das dieser Studie zugrunde liegende Tumorkollektiv war wie folgt verteilt: 48 % kar-
diale hamodynamische Symptome, 30 % embolische Ereignisse und 26 % konstitutionelle

Symptome.
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Insgesamt entsprechen die Haufigkeiten der klinischen Symptome den Angaben in der Litera-
tur. Als fihrende Symptome wurden in bisher verdffentlichten Studien Dyspnoe und Palpitati-
onen bei bis zu 84 % bzw. 39 % der Patienten angegeben (28, 106). Embolische Ereignisse
durch abgeléstes Tumormaterial oder verschleppte Thromben wurden in 15 % bis 40 % der
Falle beschrieben (19, 21, 29). Ein Anteil von 5 % bis 34 % hatte konstitutionelle Symptome
wie Mudigkeit, Abgeschlagenheit, Fieber oder Gewichtsverlust (19, 28). Das Vorliegen dieser
unspezifischen Symptome ist bislang nicht vollstandig geklart und ist weiterhin Gegenstand
der aktuellen Forschung. Vermutet wird der Einfluss von Zytokinen wie IL-6, die ahnlich wie
bei entzundlichen Erkrankungen fur das Auftreten der beschriebenen Symptome verantwort-
lich sein kénnten (37, 107). Mendoza et al. zeigten bereits Korrelationen zwischen der Serum-
konzentration von IL-6 und dem Vorhandensein konstitutioneller Symptome (37).

Mehrere Autoren berichteten zudem Uber asymptomatische Patienten mit kardialen Myxomen,
bei denen der Tumor im Zusammenhang mit anderen diagnostischen Routineuntersuchungen
detektiert wurde. Die Haufigkeitsangaben schwanken zwischen 3 % und 46 % stark (18, 30,
108). In dieser Arbeit wiesen 15 % der Patienten keinerlei Symptome auf. Eine mogliche Er-
klarung der Schwankungsbreite kdnnte in regionalen Unterschieden bei der Verfugbarkeit und

Anwendung diagnostischer Verfahren liegen.

Interessanterweise zeigten einige Arbeiten signifikante Unterschiede zwischen den klinischen
Symptomen und der Tumormorphologie. So wurde mehrfach berichtet, dass Embolien signifi-
kant haufiger bei Tumoren mit einer villdsen Oberflache vorkommen (32, 105, 109). Im
Gegensatz dazu sind kardiale, hAmodynamisch bedingte Symptome gehauft mit soliden Tu-
moren assoziiert (21).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bestatigen die in der Literatur beschriebenen Unter-
schiede. Wahrend signifikant haufiger villése Myxome zu embolischen Ereignissen flihrten,
traten bei doppelt so vielen Patienten mit solider Tumoroberflache kardiale Symptome auf.
Als Erklarung ist anzunehmen, dass es aufgrund der unregelmafligen Oberflache der villdsen
Tumoren vermehrt zu turbulenten Strémungen kommen kann, die daraufhin die Bildung und
Anlagerung von Thromben begunstigen.

Wang et al. wiesen daruber hinaus nach, dass Patienten mit kardialen Symptomen groRere
Tumoren hatten und embolische Ereignisse mit einer verminderter Tumorgrofe assoziiert
waren (32). In unserem Untersuchungskollektiv waren villése Tumore durchschnittlich knapp
einen Zentimeter kleiner als solide Myxome, signifikant war das Ergebnis allerdings nicht. Die
VerknUpfung der eben beschriebenen Beobachtungen legt die Vermutung nahe, dass villése
Tumoren aufgrund ihrer Praferenz zu embolischen Ereignissen haufig friher klinisch in

Erscheinung treten.
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Damit sind sie bei Diagnosestellung meist kleiner als die Tumoren mit glatter Oberflache, wel-
che erst spater und durch hamodynamische Einschrankungen auffallig werden.
Bezugnehmend auf Kapitel 1.2 erfolgt die klinische Diagnosestellung heutzutage vorwiegend
mittels einer TTE, da pathologische Auskultationsbefunde wie ein Tumorplop und veranderte
Laborparameter, wie sie beim kardialen Myxom zu finden sind, nicht ausreichend spezifisch
sind. In der vorliegenden Arbeit war bei keinem Fall ein Tumorplop dokumentiert. In neueren
Studien wird dieser Begriff nur noch selten beschrieben (106). Eine mogliche Erklarung dafur
ist, dass bei der Dokumentation vorwiegend berlcksichtigt wird, ob es sich um ein systolisches
oder diastolisches Herzgerausch handelt. Auch die Tatsache, dass das kardiale Myxom eine
sehr seltene Erkrankung ist und haufiger vorkommenden Herzerkrankungen ebenfalls diasto-
lische Herzgerausche verursachen, kénnte eine Ursache dafir sein. Nicht zuletzt werden
heute fir die Diagnosestellung haufig bildgebende Verfahren eingesetzt. Da die TTE eine ein-
fache sowie kostenglinstige Methode bietet, um die Lokalisation und Struktur kardialer
Myxome zuverlassig darzustellen, erscheint es nachvollziehbar, dass sie heutzutage der rei-
nen Auskultation Uberlegen ist (54, 110).

Der Einsatz der TTE als diagnostisches Mittel der Wahl erfolgte bei allen 27 Fallen, was dem
Vorgehen aus zuvor berichteten Studien entsprach. Zusatzlich wurde in 89 % eine TTE, in
22 % ein CT und in 11 % ein MRT zur Diagnosesicherung durchgeflhrt.

In der vorliegenden Studie wurde bei allen 27 Patienten therapeutisch eine chirurgische Exzi-
sion der Myxome durchgefiihrt. Bis heute gilt die operative Entfernung der kardialen Myxome
als bevorzugte kurative Therapie und sollte so schnell wie méglich nach Diagnosestellung
durchgefiihrt werden (23). Ein Fall der vorliegenden Studie verdeutlicht die Notwendigkeit ei-
ner unverziglichen operativen Entfernung des Myxoms, um weitere Komplikationen zu ver-
meiden. Bei einer Patientin bestand der Verdacht eines kardialen Myxoms, der mittels bildge-
bender Diagnostik weiter abgeklart werden sollte. Noch vor Diagnosestellung erlitt die Patien-
tin einen Schlaganfall. Daraufhin wurde sie in die Klinik eingewiesen und das Myxom wurde
schnellstmdglich entfernt.

Patienten mit sporadischen kardialen Myxomen haben im Verhaltnis zu CNC-assoziierten
Myxomen eine deutlich geringere Rekurrenz der Myxome (26). Karabinis et al. wiesen in einem
Nachbeobachtungszeitraum von durchschnittlich 3,7 Jahren in 3 % der sporadischen Myxome
ein Rezidiv nach (18). Wahrend bei anderen Studien ebenfalls Rezidivraten zwischen
1 % und 3 % beobachtet wurden (23, 108), trat in dieser Arbeit bei keinem der Patienten im
Nachbeobachtungszeitraum ein Rezidiv auf. Ursache hierfur kénnte die vergleichsweise ge-
ringe Fallzahl sein. Zusatzlich Iasst sich das Fehlen von Rezidiven auf die Tatsache zurtick-
fuhren, dass in dem hier vorliegenden Patientenkollektiv keine CNC-assoziierten Falle oder
Myxome mit multipler Lokalisation vorhanden waren, bei denen eine erhdhte Rezidivrate der

Literatur entsprechend zu erwarten gewesen ware (26, 32, 48).
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5.4 Immunhistochemische Markeranalysen

Bezugnehmend auf Kapitel 1.5 ist die Histogenese des kardialen Myxoms nach wie vor unklar.
Zahlreiche Studien haben diesbezlglich Untersuchungen durchgefihrt, in denen die Expres-
sion unterschiedlicher immunhistochemischer Marker bei kardialen Myxomen untersucht
wurde. Da Myxome eine Vielzahl von verschiedenen Zellmarkern exprimieren, unterstiitzen
mehrere Autoren die Ansicht, dass kardiale Myxome aus multipotenten mesenchymalen Vor-
lauferzellen hervorgehen, die zu verschiedenen Arten der weiteren Differenzierung befahigt
sind.

Kardiale Myxome weisen entsprechend mehrerer Literaturangaben eine Expression flr
Vimentin in 90 % bis 100 % der Falle auf (56, 57, 111). In diesem Kollektiv zeigten alle
Myxome eine Expression fur Vimentin.

Die durchgehend fehlende Expression, die in der vorliegenden Arbeit fur Desmin beobachtet
wurde, stimmte mit den Ergebnissen von Curschellas et al. tGiberein (112). Diese Ergebnisse
decken sich jedoch nicht mit Expressionsergebnissen anderer Studien, die tber eine Expres-
sion von Desmin bei kardialen Myxomen berichteten. Deshpande et al. wiesen in mehr als der
Halfte der Falle (16/30) eine Expression fur Desmin nach (51). Johansson et al. erzielten in
funf von 19 Fallen positive Ergebnisse (111), wahrend bei Govoni et al. alle untersuchten Falle
(8/8) Desmin exprimierten (113).

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie belegen eine Expression von a-SMA in Uber der Halfte
der Falle (63 %, 17/27). Woodcock-Mitchel et al. zeigten, dass a-SMA sowohl in embryonalen
Skelett- und Herzmuskelzellen besonders stark exprimiert wird als auch am komplexen Pro-
zess der myogenen Differenzierung beteiligt ist (114). a-SMA wurde in der Studie von Orlandi
et al. bei 83,3 % exprimiert und zeigte in der PCR-Analyse in allen Fallen DNA-Transkripte
(56). Die Expressionsergebnisse dieser sowie anderer Studien fir a-SMA deuten demnach
darauf hin, dass die Myxomzellen einer primitiveren kardialen Vorlauferzelle ahnlich sind.
Calretinin exprimierten 80 % (21/26) der Myxome dieses Kollektivs. Dieses Ergebnis ahnelt
dem von Acebo et al. und Orlandi et al., die gleichermal3en eine zytoplasmatische Expression
von Calretinin beobachteten (56, 115).

Bei immunhistochemischen Untersuchungen der Myxomzellen auf endotheliale Marker wie
CD31 wiesen bei Acebo et al. 50 % der Falle eine Expression dieses Markers auf (116). CD31
wurde in die vorliegende Studie aufgenommen, aber nur in 37 % der Falle exprimiert. Dabei
markiert CD31 auch Makrophageninfiltrate, welche im myxoiden Stroma haufig vorkommen
und ggf. zu Fehlinterpretation mit héheren CD31-Expressionraten gefuhrt haben kénnten.
CD34 ist ein membranstandiges Protein, welches in unreifen hamatopoetischen Stammzellen
und embryonalen Fibroblasten vorkommt (117). Darlber hinaus wird es in den Kapilla-

rendothelien und in Kapillaren der Plazenta exprimiert (118).
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In der vorliegenden Studie war in allen Falle eine Expression von CD34 nachweisbar, was sich
ebenso in den Ergebnissen von Zheng et al. widerspiegelte (57). Orlandi et al. konnten in ihrer
Studie bei zwei Dritteln der Falle (20/30) eine positive CD34-Reaktion zeigen (56).

Als ein Marker fur Endothelien von Lymphkapillaren verwendete die vorliegende Studie
Podoplanin, allerdings zeigte keiner der Falle eine Expression flr Podoplanin. Zusammenge-
nommen mit der im Vergleich durchweg vorhandenen Expression fir CD34 deutet das Ergeb-
nis darauf hin, dass sporadische kardiale Myxome eine vaskulare endotheliale Differenzierung
durchlaufen.

In dem hier untersuchten Kollektiv wurde S100 von nur 15 % (4/26) der kardialen Myxome
exprimiert. Pucci et al. konnten in ihrer Studie fur S100 als Marker neurogener Differenzierung
in 89 % der Falle eine Expression nachweisen (53). Curshellas et al. wiesen bei 45 % (5/11)
ihres Kollektivs eine Expression flir S100 nach (112), was sich in der Studie von Deshpande
et al. mit47 % (14/30) exprimierten Fallen ebenso wiederfindet (51).

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass eine variable Expression flir en-
dothelialen, mesenchymalen und neurogenen Markern bei sporadischen kardialen Myxomen
nachgewiesen werden konnte. Unter den mesenchymalen Derivaten scheinen die endotheli-
alen und myogenen Differenzierungslinien die bedeutendsten zu sein. Eine Expression neu-
rogener Marker wie S100 findet sich ebenfalls in einigen sporadischen kardialen Myxomen.
Die Expression epithelialer Differenzierungsmarker wurde in der vorliegenden Studie nicht un-
tersucht. Trotz einer relativ geringen Fallzahl kénnen die Ergebnisse dieser Studie die
Annahme unterstltzen, dass kardiale Myxome aus multipotenten Vorlauferzellen mit der Fa-

higkeit zur mesenchymalen, endothelialen und neurogenen Zelldifferenzierung hervorgehen.

5.5 Methodendiskussion

Grundlage der vorliegenden Arbeit waren vorhandene Daten aus dem internen klinischen
Archiv sowie den elektronischen Datenverwaltungsprogrammen Copra, SAP und Pathix. Wei-
tere Daten wurden durch ein persdnliches Gesprach mit den Patienten erhoben und entspre-
chend den Anforderungen der Datenschutzverordnung pseudonymisiert.

Es ergeben sich aus der Methodenwahl Limitationen, die nachfolgend kritisch evaluiert wer-
den.

Die Auswahl der Myxomfalle erfolgte durch die Schlagwortsuche mit dem Begriff ,kardiales
Myxom*“ im elektronischen System der Pathologie der UMR. Durch falsche oder mangelhafte
Verschlisselung der eingesendeten und untersuchten Proben ist es moglich, dass in dem un-

tersuchten Zeitraum nicht alle Falle beriicksichtig wurden.
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Da es sich um eine retrospektive Arbeit handelt, zeigten sich fehlende Angaben besonders
innerhalb klinischer Parameter in unterschiedlicher Auspragung. Durch umfangreiche Akten-
recherche und die Sichtung von Arztberichten mitbehandelnder Kardiologen konnten fehlende
Daten erganzt werden. Zusatzlich wurden die 24 noch lebenden Patienten zu einem personli-
chen bzw. in finf Fallen wegen der Corona-Lage zu einem telefonischen Nachsorgegesprach
eingeladen. Dadurch konnten wichtige klinische Parameter reevaluiert und ergénzt werden,
sodass der Anteil an auswertbaren klinischen Daten bei 100 % lag. Die Limitationen, die sich
aus dem Design einer retrospektiven Studie ergeben, sind aufgrund der differenzierten Erhe-
bung der klinischen Daten vernachlassigbar. Weiterhin wurden in diesem Zusammenhang mit-
tels eines standardisierten Interviews Falle von CNC-assoziierten Myxomen soweit mdglich
ausgeschlossen.

Die Fallzahl ist mit 27 Patienten relativ gering und fuhrt zu Einschrankungen in der Teststarke
der Arbeit. Unter Berlcksichtigung der Seltenheit dieser Tumorentitat und dem Vergleich
internationaler Literatur bietet diese Arbeit dennoch statistisch reprasentative Ergebnisse.
Besonders zeichnet sich diese Arbeit durch das breitgefacherte Spektrum an Untersuchungen
zur Charakterisierung des Tumorkollektivs aus, woraus sich ebenfalls der Single-Center-An-
satz als Methode der Wahl begriinden lasst.

In der vorliegenden Arbeit wurden 26 der 27 Falle von sporadischen kardialen Myxomen mit-
tels TMA-Technik immunhistochemisch untersucht. Die TMA-Technik ermoglichte eine gleich-
zeitige Analyse der Farbeergebnisse mehrerer Tumorproben auf einem Objekttrager (96).
Weiterhin wurden die Proben im TMA identisch und zeitgleich geschnitten, gefarbt und an-
schlieliend ausgewertet. Methodische Unregelmafigkeiten betrafen somit alle Proben in glei-
chem Malf3, wodurch die Proben von tagesabhangigen Schwankungen unbeeinflusst bleiben.
Aufgrund des gleichen Stanzdurchmessers besalen alle Proben dieselbe Form. Subjektive
Fehler, die bei Schnittpraparaten aufgrund unterschiedlicher Formen der Praparate haufiger
vorkommen, konnten so zusatzlich reduziert werden.

Beim TMA werden lediglich kleine Ausschnitte des Tumors aus dem gesamten Gewebeblock
ausgestanzt (96). Da die spindelférmigen Myxomzellen heterogen im myxoiden Stroma vorla-
gen, ist zu hinterfragen, ob eine Stanze von einem Millimeter Durchmesser eine ausreichende
Aussagekraft besitzt. Um die Reprasentativitat der Stanzen zu erhéhen und mdgliche verfeh-
lende Stanzen zu vermeiden, wurde pro Fall finfmal gestanzt. Dieses Vorgehen orientierte
sich an Studien, in denen nachgewiesen werden konnte, dass durch mehrfaches Stanzen eine
hohe Konkordanz hinsichtlich des Auswertungsergebnisses zwischen TMA und Groflachen-
schnitt zu erreichen war (119-121). Die Entnahme mehrerer Proben pro Tumor ist besonders
bei einem kleinen Patientenkollektiv von Vorteil, da ein Verlust einzelner Falle das Gesamter-
gebnis starker beeintrachtigen wurde (122). FUnf Prozent der Stanzen waren aufgrund von

unzureichendem Stanzmaterial und Artefakten nicht auswertbar.
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Als weitere Fehlerquelle ist zu berticksichtigen, dass die Bewertung des Expressionsverhal-
tens durch nur einen Untersucher erfolgte. Allerdings wurde die Auswertung in Unkenntnis der
daruber hinaus erhobenen molekularen und klinischen Daten durchgefuhrt, was einen weite-
ren subjektiven Bewertungsfehler minimiert. Die Einteilung der Farbeergebnisse in einen
semiquantitativen, dreistufigen Score flihrte unvermeidlich zu einem Informationsverlust. In
Anlehnung an die Studien von Maleszewski et al. und He et al. wurden die Proben den Ex-
pressionsmustern 0 (keine Expression), 1 (teilweise Expression) und 2 (erhaltene Expression)
zugewiesen. Aufgrund fehlender prozentualer Angaben hinsichtlich der einzelnen Auswer-
tungsmodalitaten in diesen Studien, ergeben sich allerdings Einschrankungen beztiglich der
Vergleichbarkeit zwischen den Ergebnissen (93, 94). Zusatzlich wurden andere Farbeproto-
kolle inklusive unterschiedlicher Reagenzien, Antikdrper und Verdlinnungen verwendet,
wodurch die Vergleichbarkeit der Farbeergebnisse hinsichtlich anderer Studien ebenfalls limi-
tiert ist (93, 94).

Eine weitere mdgliche Einschrankung begrindet sich in der Art des verwendeten Gewebes.
Fir die immunhistochemischen Untersuchungen wurde Formalin-fixiertes und in Paraffin ein-
gebettetes Gewebe verwendet. Die Formalinfixierung kann mit einem variablen Verlust der
Antigentitat einhergehen, da Epitope bzw. antigene Bindungsstellen durch die chemische
Fixierung geschadigt oder maskiert werden kdnnen. Hieraus entstehend kann eine vermin-
derte Immunreaktivitat in der angewandten Analysemethode zu falsch-negativen Ergebnissen
geflhrt haben (123-125).

Die kardialen Myxome wurden mittels NGS auf Mutationen im PRKAR1A-Gen untersucht. Die
Methode beruht auf einer parallelen Sequenzierung von einer gro3en Anzahl von DNA-Frag-
menten innerhalb eines einzigen Sequenzierungsdurchlaufs. Trotz des hohen Arbeits- und
Kostenaufwands wurde diese Methode gewahlt, da sie eine sehr verlassliche Identifizierung
fast aller genetischen Veranderungen erméglicht (126).

Um ausreichend DNA aus dem Gewebe fir zuverlassige Ergebnisse der NGS zu erhalten,
wurden die entsprechenden myxoiden Bereiche anhand der jeweiligen GroRflachenschnitte
durch eine Pathologin gekennzeichnet. Zur Anreicherung des Tumorgewebes wurden ggf. klei-
nere tumortragende Areale mikrodisseziert.

Wie auch bei der IHC, ergaben sich aus der Art des verwendeten Gewebes folgende Limitati-
onen fur die Methode der NGS: Zum einen fuhrt die Formalin-Fixierung des Gewebes zur
Desaminierung, Fragmentierung und Methylierung der DNA, woraus sich Einschrankungen
bei der Amplifizierbarkeit der DNA ergeben kénnen. Die Desaminierung der DNA-Basen be-
gunstigt Sequenzartefakte, wobei C:G > T:A-Veranderungen am haufigsten vorkommen,

wodurch die molekularen Untersuchungen erschwert und verfélscht werden (127, 128).
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Zum anderen ist davon auszugehen, dass die DNA aus Formalin-fixiertem und in Paraffin ein-
gebetteten Gewebe im Vergleich zu DNA aus frischem Tumormaterial eher von schlechterer
Qualitat ist (mundliche Mitteilung von Dr. B. Schneider). Nichtsdestotrotz war die NGS-Analyse
in 26 von 27 Tumorproben erfolgreich und auch alte Gewebeproben waren sequenzierbar.
Um mogliche Fehler innerhalb der methodischen Aufbereitung der Proben zu vermeiden, wur-
den alle Analysen von einem erfahrenen Mitarbeiter im molekularpathologischen Labor durch-
gefuhrt (Dr. B. Schneider). Durch die Verwendung moderner Extraktionskits wurden Fehler
hinsichtlich der Sequenzartefakte weitestgehend eliminiert. Die in der vorliegenden Studie
detektierten 19 Mutationen wurden durch eine hohe Anzahl von Reads abgedeckt, sodass
davon auszugehen war, dass es sich um echte Mutationen gehandelt hat.

Anders als bei Maleszewski et al., wurde in der vorliegenden Arbeit bei den detektierten
Mutationen keine zuséatzliche Keimbahnanalyse durchgefiihrt (93). Erstens begriindete sich
dieses Vorgehen daraus, dass gezielte Keimbahnanalysen nur unter strengen ethisch vertret-
baren Vorschriften durchgefihrt werden und dem Einverstandnis des Patienten bedrfen.
Zweitens war entsprechend der Allelfrequenz der detektierten Mutationen von < 0,5 davon
auszugehen, dass es sich um somatische Mutationen gehandelt hat. Lediglich bei einer Mu-
tation war eine Allelfrequenz von > 0,5 zu beobachten. Ob es sich bei diesem Fall um eine
mdgliche Keimbahnmutation handeln kénnte, misste mittels Keimbahnanalysen untersucht

werden.

Unter Bertcksichtigung der aufgeflihrten Einschrankungen kann diese Arbeit durch das viel-
schichtige Studiendesign eine umfangreiche Ubersicht des Status quo sporadischer kardialer
Myxome im Rostocker Patientenkollektiv bieten. Weitere Untersuchungen an gréReren
Patientenkollektiven sind zukinftig notwendig, um die dargelegten Ergebnisse zu evaluieren,

validieren und zu erganzen.
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6 Zusammenfassung

Das kardiale Myxom ist eine seltene benigne Neoplasie des Herzens. Das durchschnittliche
Erkrankungsalter liegt zwischen 40 und 60 Jahren. Entsprechend mehrerer grofer Studien
weist die klinische Symptomatik kardialer Myxome eine groRe Variabilitdt auf. Zusatzlich wer-
den diese Symptome ebenso bei vielen anderen kardialen Erkrankungen beobachtet, was die
Diagnosestellung erschwert. Die Histogenese dieser Tumorentitat ist bis heute unklar.
Forschungsergebnisse aus den vergangenen 20 Jahren lassen anhand der Expression ver-
schiedener Immunmarker vermuten, dass sich kardiale Myxome aus unreifen Vorlauferzellen
entwickeln, die sich zu endothelialen, neuronalen sowie glattmuskularen und teilweise glan-
duléren Zellen differenzieren kdnnen. Uber genaue Differenzierungsvorgénge ist jedoch wenig
bekannt. Etwa 7 % der Herzmyxome treten im Rahmen des CNC auf, einem autosomal-domi-
nanten multiplen Tumorsyndrom.

Die Pathogenese sporadischer kardialer Myxome ist bis heute ungeklart. Untersuchungen an
CNC-assoziierten Fallen konnten zeigen, dass 45 % bis 65 % der CNC-Patienten Keimbahn-
mutationen des PRKAR1A-Gens aufweisen und fur die Pathogenese dieser Myxome verant-
wortlich sind. Die Studienlage zu PRKAR1A-Veranderungen bei sporadischen kardialen Myxo-
men ist zum einen begrenzt, zum anderen mit PRKAR71A-Mutationsraten zwischen
0 % und 87 % variabel.

Das vorrangige Ziel dieser Arbeit war es, mittels NGS die Haufigkeit von PRKAR1A-Mutatio-
nen bei sporadischen kardialen Myxomen zu untersuchen und damit einen Beitrag zur Klarung
der Pathogenese dieser Tumorentitat zu leisten.

In der vorliegenden Studie wurden retrospektiv histopathologische und klinische Daten von
27 Patienten, die im Zeitraum von 2006 bis 2021 an der Universitatsklinik in Rostock aufgrund
eines kardialen Myxoms behandelt wurden, gesammelt. Ein mdglicher zugrunde liegender Fall
mit CNC wurde durch eine standardisierte Befragung ausgeschlossen. Es wurde eine immun-
histochemische PRKAR1A-Analyse durchgefihrt und die Reaktivitat der Myxomzellen wurde
semiquantitativ eingestuft. Ebenso wurde das Expressionsverhalten weiterer immunhistoche-
mischer Marker untersucht. AnschlieBend wurde in allen 27 Fallen eine NGS-Analyse der
PRKAR1A-Exons 2 bis 11 durchgefiihrt.

In der Mutationsanalyse konnten bei 48 % der sporadischen Tumoren PRKAR1A-Mutationen
nachgewiesen werden. Weiterhin ergab der Vergleich mutierter und nicht-mutierter Falle, dass
Myxome mit PRKAR71A-Mutationen signifikant haufiger einen Expressionsausfall von
PRKAR1A zeigten. Ebenso zeigten sich signifikante Unterschiede in Bezug auf die Tumormor-
phologie. Gegenulber den soliden Myxomen wiesen Myome mit villéser Oberflache signifikant
mehr PRKAR1A-Mutationen auf.
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Die statistischen Analysen zeigten ebenso signifikante Unterschiede hinsichtlich der Tumor-
morphologie in Abhangigkeit der klinischen Symptomatik sporadischer kardialer Myxome.
Villdse Tumoren waren signifikant haufiger mit embolischen Ereignissen assoziiert. Hdmody-
namische Einschrankungen sowie konstitutionelle Symptome waren tendenziell haufiger bei
soliden Tumoren zu beobachten.

Erganzend wurde gezeigt, dass kardiale Myxome eine variable, aber positive Immunreaktivitat
fur endotheliale, mesenchymale und neurogene Marker besitzen und unter den mesenchyma-
len Derivaten wohl die endothelialen und myogenen Differenzierungslinien die bedeutendsten
sein kénnten. Diese Befunde stitzen die Annahme, dass kardiale Myxome aus multipotenten
Vorlauferzellen mit der Fahigkeit zur mesenchymalen, endothelialen und neurogenen Zelldif-

ferenzierung hervorgehen.

Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Studie mittels NGS ein relativ hoher Anteil von
PRKAR1A-Mutationen bei sporadischen kardialen Myxomen nachgewiesen werden. Dieses
Ergebnis weist darauf hin, dass Mutationen im PRKAR1A-Gen auch bei sporadischen Fallen
eine wichtige Rolle bei der Tumorentstehung spielen, wie es bereits bei CNC-assoziierten
Myxomen gezeigt wurde. Myxome ohne detektierte Mutationen legen allerdings nahe, dass
auch andere Mechanismen die Genese beeinflussen. Trotz signifikanter Unterschiede der
PRKAR1A-Expression in Abhangigkeit des Mutationsstatus, kann die IHC nicht als Screening-
Instrument eingesetzt werden, um maogliche Falle mit PRKAR1A-Mutationen im Voraus zu

identifizieren.
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Anhang 1: Anamnesebogen Teil 1

Anamnesebogen

Personliche Daten:
Name:
Telefonnummer:
Aktueller Hausarzt:

Vegetative Anamnese:

Karpergewicht:

Ggf. Gewichtsverauf in der Zeit nach der OP

Korpergrofe:
Allgemeinzustand: |:| gut

|:| leicht reduziert

[ ] deutlich reduziert
Rauchen/Alkohol:

Aktuelle Symptomatik:

O Belastbarkeit
O Thoraxschmerzen

O In Ruhe

O BeiBewegung
Herzrhythmusstérungen
Schwindel
Odeme
Herzfrequenz:
Blutdruckmessung: systolisch/ diastolisch
EKG: wann war das letzte EKG?
Herztone
Palpitationen

I oy Iy [y [ B

1

Aktuelle Anamnese:

Geburtsdatum:

Aktueller Kardiologe:
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Anhang 1: Anamnesebogen Teil 2

O Sind Rezidive aufgetreten?
Ja CINein

O Ggf. kurze Anamnese lber den gesundheitlichen Verlauf seit der Operation:

Vorerkrankungen:

O Kardiale Vorerkrankungen:
O Weitere:

Symptome vor Diagnose des kardialen Myxoms

O Palpitationen [ synkopen [ Dyspnoe [Jweitere:
] Schwindel [ Obelkeit O Brustenge
[] schiaganfall [ Arterielle Embolien ] Mitral-/Trikuspidalinsuffizienz

Carney-Komplex assoziierte Vorerkrankungen:

Hauptkriterien:
[CJ Fleckige Hautpigmentierungen [] Myxome an Haut/Schleimhaut
D Myxomatosis der Brust
D Akromegalie bei GH-produzierendem Adenom
D Primare pigmentierte nodulare adrenokortikale Krankheit
O Grolizelliger kalzifizierter Sertoli-Zell-Tumor (LCCSCT)
O schilddriisenkarzinom oder [ echoarme Knoten im Ultraschall (junges Alter)
D Psammomatdses Schwannom D duktales Adenom der Brust
D Blauer Navus
D Osteochondromyxom

Ergdnzende Kriterien:

Gab es in lhrer Familie kardiale Vorerkrankungen/ein kardiales Myxom?

Verwandte 1 Grades: Verwandte 2. Grades:
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Anhang 1: Anamnesebogen Teil 3

Sind Mutation des PRKAR1A — Gens bekannt?

Haben Sie weitere Tumorerkrankungen: Wenn ja, welche:

Weitere Erkrankungen/Operationen:

Einverstiandnis zur Publikation sowie Verwendung zu wissenschaftlichen Vortragen
von medizinischen Daten.

Hiermit erklare ich mich mit der wissenschaftlichen Publikation sowie Verwendung zu wissen-
schaftlichen Vortragen von krankheitsspezifischen Daten meiner Erkrankung in anonymisierter

Form einverstanden.

Ort, Datum: Unterschrift:
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1. Das kardiale Myxom ist die zweithaufigste benigne primare kardiale Neoplasie. Mit einer
Inzidenz von 0,5 - 1 pro 1 000 000 Einwohnern gehdrt das kardiale Myxom dennoch zu den
seltenen Erkrankungen. Die Atiologie ist noch nicht vollstéandig geklart. Ein Ausgang von einer

multipotenten mesenchymalen Vorlauferzelle wird vermutet.

2. Die Symptomatik der Myxome reicht von obstruktiven Symptomen mit Dyspnoe, Schwindel
und Palpitationen bis hin zu embolischen Ereignissen, kann aber auch komplett asymptoma-

tisch sein.

3. In weniger als 10 % der kardialen Myxome zeigt sich eine familidare autosomal-dominant
vererbte Herkunft mit unterschiedlicher Penetranz. Diese Art der Myxome wurde das erste Mal
1985 von J. A. Carney als Carney-Komplex (CNC) beschrieben. Weitere CNC-assoziierte

Symptome sind pigmentierte Hautlasionen, blaue Navi, Lentigines und Hautmyxome.

4. Als Ursache der CNC-Erkrankungen sind derzeit zwei Genloki bekannt. In der Literatur wur-
den insbesondere Mutationen im PRKAR1A-Gen auf Chromosom 17 als moégliche Ursache

detektiert. Weitere verantwortliche Gene wurden auf Chromosom 2 beschrieben.

5. Aufgrund der Mutation im PRAKR1A-Gen kommt es bei CNC-Fallen bei der immunhisto-
chemischen Diagnostik zu Ausfallen in der PRKAR1A-Expression. In der Studie von Bertherat
et al wird auf Grundlage dieser Erkenntnis angenommen, mithilfe der PRKAR1A-Expression

die sporadischen Myxomfalle und die CNC-assoziierten Falle zu differenzieren.

6. Die Datenlage Uber das Vorhandensein von Mutationen im PRKAR1A-Gen bei sporadi-
schen Myxomen ist umstritten. Einige Autoren beschreiben keine Mutationen im PRKAR1A-
Gen bei den sporadischen Myxomen und schlussfolgern daraus, dass isolierte kardiale
Myxome nicht dieselben genetischen Grundlagen aufweisen, wie solche, die im Rahmen des
CNCs entstehen. Im Gegensatz dazu wiesen Maleszewski et al. und He et al. in ihren Studien
in ein bis zwei Dritteln der Falle PRKAR1A-Mutationen bei sporadischen Myxomen nach.

Weiterhin waren immunhistochemisch Ausfalle des PRKAR1A-Proteins zu detektieren.

7. Ziel der Arbeit war es, das vorliegende Kollektiv sporadischer kardialer Myxome sowohl
klinisch-pathologisch als auch immunhistochemisch zu charakterisieren, wobei der Schwer-
punkt auf der Mutationsanalyse des PRKAR1A-Gens lag, um damit zur Klarung der Pathoge-

nese sporadischer kardialer Myxome beizutragen.
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8. In dieser Arbeit wurde retrospektiv das Rostocker Kollektiv mit 27 kardialen Myxomfallen
aus dem Zeitraum von 2006 bis 2021 analysiert. Dabei wurden die Falle mit Hilfe eines stan-
dardisierten Fragebogens in Hinblick auf das Vorliegen von sporadischen Erkrankungsfallen

evaluiert. Die klinischen Befunde erganzten die histologischen und molekularen Ergebnisse.

9. Unabhangig von den Ergebnissen des PRKAR1A-Expressionsverhaltens erfolgte eine Mu-
tationsanalyse des PRKAR1A-Gens aller 27 Falle mittels NGS.

10. Die Ergebnisse der Mutationsanalyse und der immunhistochemischen Farbung flr
PRKAR1A wurden auf mdogliche Zusammenhange mit histologischen Daten sowie klinischen

Parametern untersucht.

11. PRKAR1A-Mutationen waren in 48 % der sporadischen kardialen Myxome vorhanden. Am

haufigsten lagen Frameshift- und Nonsense-Mutationen vor.

12. Ein Verlust der PRKAR1A-Expression fand sich signifikant haufiger bei mutierten Fallen.

Zwei Falle mit Missense-Mutation zeigten keinen PRKAR1A-Expressionsverlust.

13. Kardiale Myxome mit villdser Tumoroberflache korrelierten mit dem Auftreten von
PRKAR1A-Mutationen und wiesen eine signifikant hohere Rate an thromboembolischen Er-

eignissen auf.

14. PRKAR1A-Mutationen bei sporadischen Myxomen sind haufig und spielen zumindest bei
einem Teil der kardialen Myxome bei der Pathogenese eine Rolle. Expressionsausfalle von
PRKAR1A korrelieren mit dem Vorhandensein von Mutationen. Falle mit PRKAR1A-Mutatio-
nen, aber lediglich einem Partialausfall oder einer erhaltenen Expression, zeigen, dass der
mittels Immunhistochemie vorliegende PRKAR1A-Expressionsausfall als Surrogatmarker flr
das Vorhandensein einer PRKAR1A-Mutation nicht ausreichend ist. Bei vollstdndigen oder
partiellen Proteinausfallen ohne Prasenz von nachgewiesenen Mutationen scheinen andere,
zum Teil bisher unbekannte Mechanismen eine Rolle zu spielen. Abschlieliend konnte gezeigt
werden, dass die Tumormorphologie einen Einfluss auf die klinische Symptomatik hat und mit

dem Vorhandensein von PRKAR1A-Mutationen assoziiert ist.

15. Kardiale Myxome besitzen eine variable, aber positive Immunreaktivitat fir endotheliale,
mesenchymale und neurogene Marker, dabei scheinen die endothelialen und myogenen Dif-
ferenzierungslinien, die wichtigsten zu sein. Diese Befunde stitzen die Annahme, dass kardi-
ale Myxome aus multipotenten Vorlauferzellen mit der Fahigkeit zur mesenchymalen, endothe-

lialen und neurogenen Zelldifferenzierung hervorgehen.
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