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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das follikulare Lymphom

1.1.1 Epidemiologie

Unter dem Begriff der Non-Hodgkin-Lymphome (NHL) wird ein breites
Spektrum lymphatischer Neoplasien zusammengefasst, die ihren Ursprung in
verschiedenen Differenzierungsstadien von B- und T-Lymphozyten haben und
sich hinsichtlich ihrer Tumorbiologie und ihrem klinischen Verlauf z.T. deutlich
unterscheiden. Der haufigste Vertreter der indolenten (niedrigmalignen) NHL ist
das follikulare Lymphom (FL). Das FL macht ca. 20 % aller diagnostizierten
Lymphome aus und hat in der westlichen Welt eine Inzidenz von etwa 3 auf
100.000 Einwohner [1]. Mit einem Haufigkeitsgipfel in der sechsten Lebens-

dekade ist das FL ein Tumor des fortgeschrittenen Erwachsenenalters [1].

1.1.2 Histologie und Tumorbiologie

Das FL ist eine B-Zell Neoplasie, die sich von Zentrozyten und Zentroblasten
des Keimzentrums (GC, engl. germinal center) ableitet und sich primar nodal (in
Lymphknoten, LK) manifestiert [1]. Dennoch kann, besonders im Verlauf,
nahezu jede extranodale Lokalisation betroffen sein — am haufigsten Milz und
Knochenmark (KM) [1,2]. Histologisch zeichnet sich das FL durch eine
Expansion dicht gedrangter, neoplastischer Follikel aus, welche die Lymphkno-
tenarchitektur destruieren [1]. Die Follikel zeigen sich dabei unscharf begrenzt
mit reduzierter bzw. fehlender Mantelzone, einer aufgehobenen Polarisierung
und einer meist geringen Proliferationsaktivitat (weniger als 20 %), welche
routinemaflig anhand der Expression des Ki-67 Proteins beurteilt wird [1,3]. Wie
bei vielen soliden Tumoren und im Gegensatz zu den meisten Lymphomen
kann beim FL ein Grading vorgenommen werden, wobei der Grad (1-3B) mit
dem Zentroblastenanteil der neoplastischen Follikel steigt [1]. Dem Keimzen-
trumsursprung entsprechend exprimiert das FL u.a. die GC-Marker CD10 und
BCL6 sowie den B-Zell-Marker CD20 [1]. Daruber hinaus kann Ublicherweise
die Expression des antiapoptotischen BCL2 Proteins beobachtet werden, was

auf die Translokation t(14;18)(q32;921) zurlckzufuhren ist, die das Markenzei-
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chen des FL darstellt und in ungefahr 90 % der Falle nachgewiesen werden
kann [1,4].

1.1.3 Klinischer Verlauf

Klinisch kann sich das FL neben einer typischerweise schmerzlosen Lymph-
adenopathie u.a. durch B-Symptome, eine eingeschrankte Belastbarkeit oder
auch etwaige Beschwerden durch extranodale Manifestationen bemerkbar ma-
chen [5]. Tatsachlich zeigen sich Patienten jedoch haufig lange symptomarm,
so dass ein Grofdteil (ca. 70-80 %) bei Diagnosestellung bereits ein Stadium llI-
IV nach Ann-Arbor mit Beteiligung multipler Lymphknotenregionen und/oder ei-
nem disseminierten extranodalen Befall aufweist [1,6,7]. Obwohl bei asympto-
matischen Patienten haufig eine ,watch and wait“ Strategie verfolgt werden
kann und das mediane Uberleben insgesamt mehr als 10 Jahre betragt, stellt
das FL in fortgeschrittenen Stadien immer noch eine unheilbare Neoplasie dar,
die sich durch wiederholte Rezidive auszeichnet [1,8-10]. Bei 25-35 % der
Patienten, bzw. mit einer Wahrscheinlichkeit von ca. 3 % pro Jahr, kommt es
aulderdem zur histologischen Transformation in ein aggressives Lymphom, was

mit einer signifikanten Verschlechterung der Prognose einhergeht [1,11].
1.2 Das diffus groRzellige B-Zell-Lymphom

1.2.1 Epidemiologie und Histologie

In der Uberwiegenden Mehrheit der Falle resultiert die Transformation eines FL
in einem diffus groRzelligen B-Zell-Lymphom (DLBCL), welches sich histolo-
gisch durch ein diffuses Wachstum von Lymphomzellen mit zumeist zentro-
oder immunoblastischer Morphologie auszeichnet, deren Nukleus mehr als
doppelt so grof® wie der von normalen Lymphozyten ist [1,12]. Das DLBCL NOS
(engl. not otherwise specified) gehort zu den aggressiven (hochmalignen) B-
Zell-NHL (B-NHL) und ist weltweit das Lymphom mit der hochsten Inzidenz. In
den westlichen Landern erkranken dabei ungefahr 4-7/100.000 Einwohner pro
Jahr, mit einem medianen Erkrankungsalter in der siebten Lebensdekade [13-
15]. Haufiger als durch die Transformation eines indolenten Lymphoms tritt das
DLBCL allerdings de novo — d.h. ohne erkennbaren Vorlaufer — auf [1].
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1.2.2 Tumorbiologie

Das DLBCL ist eine heterogene Neoplasie, die durch Genexpressionsanalysen
in zwei grof3e Untergruppen eingeteilt werden kann, den aktivierte B-Zell-artigen
(ABC) und den Keimzentrums-B-Zell-artigen (GCB) Subtyp [1,16,17]. Stell-
vertretend kann die Zuordnung immunhistochemisch erfolgen, z.B. nach dem
Hans-Algorithmus mit der Farbung der Proteine CD10, BCL6 und MUM1 [18].
Beide Subtypen unterscheiden sich u.a. in ihrer mutmallichen Ursprungszelle,
wobei das GCB-DLBCL, wie das FL, aus B-Zellen des GC hervorgeht und somit
i.d.R. CD20, CD10 und BCL6 positiv ist [16,18]. Weitere Unterschiede finden
sich beim Spektrum der genetischen Alterationen. So kann z.B. die BCL2-
Translokation t(14;18) auch in ca. 40 % der de novo GCB-DLBCL nachgewie-
sen werden, wohingegen sie im ABC-Subtyp selten ist [1]. Tatsachlich haben
rezente Studien gezeigt, dass sich DLBCL anhand ihres Alterationsprofils noch
deutlich genauer subtypisieren lassen. So konnten (bisher) sieben molekulare
Subgruppen identifiziert werden, die sich in ihrer Tumorbiologie signifikant un-
terscheiden, darunter z.B. der MCD- und N1-Subtyp, zu denen i.d.R. ABC-
DLBCL gehoéren sowie der EZB-Subtyp, dem fast ausschlieRlich GCB-DLBCL
zugeordnet werden kdénnen und welcher nahezu alle t(14;18)" Falle beinhaltet
[17,19,20]. DLBCL die zusatzlich zur t(14;18) ein MYC- bzw. MYC- und BCL6-
Rearrangement tragen, werden nach der aktuellen WHO-KIlassifikation (engl.
World Health Organisation) formal einer separaten Entitat zugeordnet, dem
high-grade B-Zell-Lymphom (HGBL) mit Double- bzw. Triple-Hit (DH/TH) [1].

1.2.3 Klinischer Verlauf

Das DLBCL hat eine hohe Proliferationsaktivitat (i.d.R. >40 %) und fallt klinisch
meist durch ein rasch progredientes LK- bzw. Tumorwachstum auf, wobei die
initiale Manifestation in bis zu 40 % rein extranodal ist [1,21,22]. Auch wenn mit
Immunchemotherapie, i.d.R. die Kombination des CD20-Antikorpers Rituximab
mit Cyclophosphamid, Doxorubicin, Vincristin und Prednison (R-CHOP), in ca.
60 % der Falle eine Heilung erreicht wird, versterben die ubrigen Patienten
letztlich an Rezidiven oder therapierefraktaren Verlaufen [23,24]. Vor allem der
ABC-Subtyp wird seit langem mit schlechteren Therapieerfolgen assoziiert
[1,24]. Jedoch hat sich gezeigt, dass speziell {(14;18)" GCB-DLBCL bzw. der
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neuerdings definierte EZB-Subtyp ebenfalls unglnstigere Verlaufe zeigen
[17,19,25,26]. Der Nachweis eines DH oder TH geht dabei mit einer besonders
geringen Lebenserwartung einher [1,19,27]. Um die Prognose von Patienten mit
derartigen DLBCL sowie die Prognose des DLBCL insgesamt zu verbessern,
sind Substanzen wie der Bruton-Tyrosin-Kinaseinhibitor Ibrutinib oder der BCL2
Inhibitor Venetoclax in Erprobung, die gezielt in im Tumor derangierte Signal-
kaskaden eingreifen [19,28,29].

1.3 Die B-Zell Entwicklung

Ein wichtiger Faktor fur die Optimierung von Tumortherapien, z.B. durch an die
Tumorbiologie angepasste Therapeutika, ist das Entschllisseln der zugrunde
liegenden Pathogenese. Bei malignen Lymphomen ist dafur ein Verstandnis der
physiologischen B-Zell Entwicklung erforderlich, deren Ziel es ist, Plasmazellen

mit antigenspezifischem Immunglobulin (IG) zu generieren (Abb. 1).

1.3.1 Die V(D)J-Rekombination

Das IG stellt das antigenerkennende Molekul des B-Zell-Rezeptors (BCR) dar
und wird aus je zwei gleichartigen schweren (H-) und leichten (L-) Ketten gebil-
det, die wiederum aus variablen (V-) und konstanten (C-) Regionen bestehen.
Die leichten Ketten kénnen dabei den funktionell identischen Isotypen Kappa
und Lambda zugeordnet werden. Anhand der Isotypen der H-Ketten, die sich
aus ihrer C-Region ergeben, werden IG hingegen in Antikorperklassen (IgM, -D,
-E, -A, -G) mit spezialisierten Effektorfunktionen eingeteilt [30]. Die Antigenbin-
dung des |IG kommt Uber die V-Region zustande, welche vier Gerust- (FR) und
drei, die Bindungsstellen darstellende, komplementaritats-bestimmende Regio-
nen (CDR) umfasst. Kodiert wird die V-Region von separaten V- (variable), D-
(diversity), und J- (joining) Gensegmenten, die in der Keimbahn DNA jeweils in
multiplen Kopien mit abweichenden Sequenzen vorliegen [30]. Erst im Rahmen
der sogenannten V(D)J-Rekombination, die wahrend der Differenzierung einer
lymphatischen Vorlauferzelle zur naiven B-Zelle im KM stattfindet und durch ei-
nen Enzymkomplex katalysiert wird, in dem die Proteine RAG1 und RAG2 (re-
kombinations-aktivierendes-Gen 1/2) eine zentrale Rolle spielen, wird je ein V-,

D- und J-Segment (fur L-Ketten nur V- und J-Segmente) zur V-Region vereinigt
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[30,31]. Dabei werden an den zu kombinierenden Segmenten im Bereich von
Rekombinationssignalsequenzen (RSS) DNA-Doppelstrangbriiche eingeflihrt
und diese anschlieBend durch eine nicht-homologe Endverknupfung (NEHJ)
verbunden [32]. Die Vielfalt moglicher Segmentkombinationen stellt die Basis
der Antikoérperdiversitat dar. Darlber hinaus werden die VerknUpfungsstellen
durch das Entfernen und Hinzufligen von Nukleotiden — Letzteres u.a. durch die
Terminale Desoxynukleotidyltransferase (TdT) — modifiziert, sodass schlie3lich
ein klonspezifisches |G mit individueller Sequenz entsteht [32,33].

1.3.2 Die Keimzentrumsreaktion

Diejenigen B-Zellen, die nach der Entwicklung im KM einen funktionstlchtigen,
nicht autoreaktiven BCR tragen, wandern in periphere lymphatische Gewebe
aus. Kommt es dort zur Bindung eines passenden Antigens (AG) und zur
Stimulation durch eine antigenspezifische T-Zelle, findet eine Migration in einen
primaren Lymphfollikel statt, wo die klonale Expansion und Bildung eines GC
erfolgt [30]. Das GC dient der Affinitatsreifung des IG und kann in eine helle und
eine dunkle Zone unterteilt werden. Letztere wird von stark proliferierenden
Zentroblasten gebildet, die dem AID- (Aktivierungsinduzierte Cytidin-Desami-
nase) vermittelten Prozess der somatischen Hypermutation (SHM) unterliegen
[34]. Bei der SHM werden durch die Desaminierung von Cytidin zu Uracil und
einen sich daran anschlielfenden Reparaturmechanismus Punktmutationen mit
einer Rate von ca. 1:10% Basenpaare (bp) in die V-Region, bzw. einen Bereich
von etwa 2 kb 3' des IGV-Promotors, eingeflhrt, wobei vermehrt bestimmte
Hotspot-Motive, wie z.B. WRCY/RGYW (W = Adenin/Thymin, R = Purinbase, C
= Cytosin, Y = Pyrimidinbase, G = Guanin; der Hot-Spot ist unterstrichen), be-
troffen sind [35,36]. Im Anschluss wandern die B-Zellen als Zentrozyten in die
helle Zone des GC, wo ihnen von follikularen dendritischen Zellen (FDC) aber-
mals ihr AG prasentiert wird. Zentrozyten, bei denen die SHM zu einer gestei-
gerten Affinitat zum AG gefuhrt hat, werden positiv selektiert und konnen in die
dunkle Zone rezirkulieren. Eine ineffiziente Bindung oder der Verlust eines
strukturell intakten BCR fuhren hingegen zur Apoptose [30,34]. Durch mehrere
solcher Runden von SHM und nachfolgender Selektion kénnen affinitatsstei-

gernde Mutationen in den CDR akkumuliert und ein hochaffines |G generiert
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werden. Aufgrund der resultierenden Sequenzvariabilitat werden die CDR auch
als hypervariable Regionen bezeichnet, wobei sich die gréfite Vielfalt in der
CDRS3 findet, da sie als einzige nicht bereits vom V-Segment kodiert wird, son-
dern erst durch die V(D)J-Rekombination entsteht [30,33].
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Abbildung 1. Die B-Zell Entwicklung.

A) Die Umlagerung der Gene fiir die schweren und leichten Ketten des Immunglobulins (IG) findet wah-
rend der Entwicklung einer Stammzelle zur unreifen B-Zelle statt. Letztere exprimieren bereits einen funk-
tionstiichtigen B-Zell-Rezeptor mit einem IG vom Typ IgM. Bevor sie jedoch das Knochenmark (KM) ver-
lassen und als IgM/IgD-koexprimierende reife B-Zellen in sekundare lymphatische Organe wandern, wird
das IG auf Autoreaktivitat Gberprift. Autoreaktive B-Zellen werden i.d.R. eliminiert. Treffen reife B-Zellen
auf ein passendes Antigen, kdnnen sie in die Keimzentrumsreaktion eintreten. Im Keimzentrum (GC) un-
terliegt das IG der somatischen Hypermutation (SHM), welche zum Zweck der Affinitatsreifung Mutatio-
nen in dessen variable (V-) Regionen einfiihrt. B-Zellen, bei denen ein niedrigaffines oder funktionsun-
tlichtiges 1G generiert wird, gehen in Apoptose. B-Zellen mit hochaffinem IG werden hingegen positiv se-
lektiert und kénnen sich im Anschluss entweder zur Antikdrper-produzierenden Plasmazelle oder zur B-
Gedachtniszelle differenzieren. Vor dem Verlassen des GC kann es zusatzlich zu einem Wechsel der An-
tikorperklasse (CSR) von IgM und IgD zu IgG, IgA oder IgE kommen. B-Gedachtniszellen kénnen sich bei
erneutem Antigenkontakt ebenfalls zur Plasmazelle differenzieren oder ein weiteres Mal in das GC ein-
treten. B) Bei der V(D)J-Rekombination, hier am Immunglobulinschwerketten- (IGH) Lokus dargestellt,
wird je eines der in multiplen Kopien vorliegenden V-, D- und J-Segmente ausgewahlt und diese zur V-
Region zusammengefiigt. Fir die Expression von IgM oder IgD in naiven B-Zellen wird die V-Region
entweder mit dem Cp- oder durch alternatives Spleiien mit dem Cd&-Isotypen-Gen kombiniert. Die CSR
stellt hingegen eine weitere irreversible Genumlagerung dar, bei der die Kombination der V-Region mit
dem Cy-, Ce- oder Ca-Gen letztendlich durch die Deletion der dazwischen liegenden Isotypen-Gene
zustande kommt. C) Das finale |G besteht aus jeweils zwei identischen schweren und leichten Ketten, die
sich beide wiederum aus V- und C-Regionen zusammensetzen. Abkirzungen: AID, Aktivierungsindu-
zierte Cytidin-Desaminase. [Erstellt mit BioRender.com].
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Bevor Zentrozyten schlieRlich das GC verlassen und sich zur Plasma- oder B-
Gedachtniszelle differenzieren, kann mit dem Wechsel der Antikorperklasse
(CSR, engl. class switch recombination) eine weitere durch die AID-Maschinerie
katalysierte Modifikation des |G stattfinden [34]. Bei der CSR kommt es zum
Austausch der initial koexprimierten Cu- (IgM) und C&- (IgD) Isotypen-Gene
gegen das Ce- (IgE), Ca- (IgA) oder Cy- (IgG) Gen, was — ahnlich wie bei der
V(D)J-Rekombination — durch die Induktion von DNA-Doppelstrangbrichen an
sogenannten, den jeweiligen Isotypen-Genen vorgelagerten, Switch-Regionen
und eine nachfolgende Verknupfung der DNA-Enden erreicht wird [34,37].

1.4 Die Pathogenese des follikularen Lymphoms

Die wahrend der B-Zell Entwicklung erfolgenden Eingriffe in das Genom sind fur
die adaptive Immunantwort unerlasslich; gleichzeitig stellen sie jedoch ein Risi-
ko fur den Erwerb pathogener Alterationen dar. So finden sich in Lymphomen
z.B. haufig chromosomale Translokationen, die auf die fehlerhafte Reparatur
von RAG1/2- und AID-vermittelten DNA-Doppelstrangbrichen zurtckzufuhren
sind, wobei es meist zur Rekombination eines der IG-Loci mit einem Onkogen
kommt, welches daraufhin Uberexprimiert wird [1,38]. Auf’erdem kann die Dere-
gulation der AID zu Mutationen in einer Vielzahl von nicht 1G-Genen fuhren,
darunter u.a. MYC und BCL6 [17,39,40].

1.4.1 Die Translokation t(14;18)(q32;921)

Auch die Translokation t(14;18)(q32;921) ist auf eine missgluckte V(D)J-Re-
kombination zurlckzufuhren, bei der das BCL2- (engl. B-cell Lymphoma 2) Gen
(18g21), eingeleitet durch ein RAG induziertes Bruchereignis, in den Immun-
globulinschwerkettenlokus (IGH, 14q32) verlagert und mit einem J-Segment
verknUpft wird [41,42]. Der Bruch in BCL2 tritt dabei meist in charakteristischen
Bereichen auf, wie der in ca. 60 % betroffenen major breakpoint Region (MBR),
einem 150 bp langen Abschnitt in der 3' untranslatierten Region (3'UTR), oder
den weiter 3' gelegenen 3' major breakpoint (3'MBR), minor cluster (MCR) und
intermediate cluster (ICR) Regionen [43-45]. Als Folge gerat BCLZ2 unter die
transkriptionelle Kontrolle des IGH-Enhancers, was zu einer konstitutiven Ex-

pression des BCL2 Proteins fuhrt, welches Uber eine Inhibition des intrinsischen
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Apoptosesignalwegs, der z.B. bei schweren DNA-Schaden aktiviert wird, einen
antiapoptotischen Effekt austbt [46,47]. Von Bedeutung ist, dass t(14;18)" B-
Lymphozyten trotz des Rearrangements einen funktionstiichtigen BCR tragen,
da es bei einer unproduktiven Rekombination des ersten IGH-Alles zur Umlage-

rung des verbliebenen Lokus’ kommt [30,48].

1.4.2 Das ,,Multi-Hit“ Modell der FL Entstehung

Die t(14;18) qilt als Grunderalteration in der Pathogenese des FL [49,50]. Sie
entfaltet ihr malignes Potential sobald ein naiver t(14;18)* B-Lymphozyt nach
Antigenkontakt in das GC einwandert, wo BCL2 physiologisch supprimiert wird,
um die Apoptose negativ selektierter Zentrozyten zu ermdglichen [51]. Dieser
Prozess wird durch die aberrante Expression von BCL2 beeintrachtigt, so dass
es zur Akkumulation langlebiger B-Gedachtniszellen mit niedrig-affinem BCR
kommt, die in der Lage sind, erneut in die Keimzentrumsreaktion einzutreten
[49,52]. Tatsachlich lassen sich solche t(14,18)* B-Gedachtniszellen, sogenann-
te FLLC (engl. follicular lymphoma like B-cells), mit sensitiven PCR-Techniken
im peripheren Blut von ca. 60 % der Erwachsenen uber 50 Jahren nachweisen
[53,54]. Man geht davon aus, dass FLLC im Rahmen wiederholter Keimzen-
trumspassagen, jeweils einhergehend mit einer klonalen Expansion unter dem
mutagenen Einfluss der AID, im Laufe von Jahr(zehnt)en zusatzliche Alteratio-
nen erwerben, die die maligne Transformation Schritt fur Schritt herbeifuhren
(Abb. 2) [49,55]. So konnte gezeigt werden, dass FLLC Klone uber Jahre per-
sistieren, in unterschiedliche lymphatische Gewebe (re)zirkulieren und schliel3-
lich in ein FL Ubergehen kdnnen — Letzteres jedoch offenkundig nur in einem
Bruchteil der betroffenen Individuen [55-57]. Dabei ist das Risiko der Entste-
hung eines FL bei einer Nachweisfrequenz von mehr als einer t(14;18)" Zelle

pro 10.000 mononuklearer Zellen des peripheren Bluts signifikant erhdht [56].

Nach heutigem Wissensstand existiert keine feste Sequenz genetischer Ver-
anderungen, die der Progression derartiger pramaligner t(14;18)" Vorlaufer zum
FL zugrunde liegt [58]. Nichtsdestotrotz konnten Alterationen identifiziert wer-
den, denen eine zentrale Rolle in der Pathogenese zugeschrieben wird, wozu

insbesondere Mutationen in epigenetischen Regulatoren, wie z.B. CREBBP,
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EP300, KMT2D und EZHZ2 gehoren, von denen im FL i.d.R. mindestens eine
nachweisbar ist [58,59]. Es wird angenommen, dass es u.a. als Resultat solcher
Mutationen zum Differenzierungsarrest der Zellen mit einem ,Einfrieren“ in dem
fur das FL typischen Keimzentrumsphanotyp kommt — ein Phanomen, welches
bereits auf Stufe der FLLC demonstriert werden kann und welches infolge der
damit einhergehenden konstitutiven BCL6- und AID-Expression eine zusatz-
liche genetische Instabilitat mit sich bringt (Abschnitt 4.3.1) [49,60,61]. Ein wei-
teres Phanomen, das in nahezu allen FL beobachtet werden kann und durch
das sich das FL von normalen B-Zellen abhebt, ist die SHM-bedingte Akquisi-
tion von N-Glykosylierungsstellen in den Antigenbindungsstellen des IG [62,63].
Dabei hat sich gezeigt, dass diese Glykosylierungsmotive uUberwiegend mit
mannosereichen Oligosacchariden versehen werden, was fur humane Glyko-
proteine atypisch ist [64,65]. Man geht jedoch davon aus, dass auf diese Weise
die Interaktion mit Mannose-bindenden Lektinen des Mikromilieus, wie mit dem
von FL- bzw. Tumor-assoziierten Makrophagen (TAM) exprimierten DC-SIGN
(dendritic cell-specific intercellular adhesion molecule-3—grabbing non-integrin),
ermdglicht wird, wodurch es auch ohne konventionelle Antigenbindung zur
Aktivierung der BCR-Signalkaskade und der damit verbundenen Uberlebenssi-
gnale kommt [64-68]. Tatsachlich zeichnet sich das FL auch daruber hinaus
durch ein vielschichtiges Wechselspiel mit seinem Mikromilieu aus, welches —
obwohl immer noch Gegenstand aktueller Forschung — eine bedeutende Rolle
in der Genese und Krankheitsprogression einzunehmen scheint [69-71]. Be-
teiligt sind daran neben TAM u.a. eine Vielzahl weiterer Immun- (z.B. follikulare
T-Helfer- und regulatorische T-Zellen) und Stromazellen (z.B. follikulare dendri-
tische Zellen), die Uber Rezeptor-Liganden-Interaktion und die Sekretion von
Zytokinen und anderen Botenstoffen u.a. das Wachstum des FL stimulieren und

die gegen die Tumorzellen gerichtete Immunantwort unterdrticken [72,73].

Vermutlich als Folge der langen Latenz und Dissemination der Vorlauferpopula-
tion ist das FL auferdem durch eine komplexe klonale Evolution gekenn-
zeichnet, bei der multiple Subklone entstehen, die sich haufig divergent von-
einander entwickeln, dabei unterschiedliche Alterationen erwerben und sich zu

einem gegebenen Zeitpunkt auf verschiedenen Stufen der malignen Progressi-
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on befinden [55,74-76]. Durch die prolongierte AlID-Aktivitat lasst sich diese
intraklonale Heterogenitat mit einer Vielzahl von Subklonen auch auf Ebene des
IG demonstrieren, wo jeder Subklon anhand seines SHM-Musters identifiziert
werden kann [77,78].
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Abbildung 2. Das aktuelle Modell der Pathogenese des FL.

Die BCL2-Translokation t(14,18)(q32;921) entsteht durch eine fehlerhafte V(D)J-Rekombination im Kno-
chenmark. Nach Kontakt mit einem passenden Antigen treten betroffene B-Zellen in die Keimzentrumsre-
aktion ein, wo die aberrante BCL2-Expression den Selektionsprozess beeintrachtigt. So entstehen
t(14;18)* Gedachtniszellen mit niedrig-affinem B-Zell-Rezeptor, die wiederholt in das Keimzentrum eintre-
ten kénnen und im Rahmen der klonalen Expansion unter dem mutagenen Einfluss der Aktivierungs-
induzierten Cytidin-Desaminase (AID) sekundére Alterationen erwerben, die irgendwann zu einem Diffe-
renzierungsarrest in dem fiur das FL typischen Keimzentrumsphanotyp flhren, welcher zusatzliche gene-
tische Instabilitdt mit sich bringt. Diese nun als FL-&hnliche Zellen (FLLC, follicular lymphoma like B-cells)
bezeichnete Population disseminiert im ganzen Kérper und akkumuliert im Laufe weiterer Keimzentrums-
passagen zusatzliche Alterationen, welche letztendlich die maligne Transformation zum FL verursachen.
Dabei ist noch unklar, ob die in situ follikulare Neoplasie (ISFN) eine weiter fortgeschrittene Lasion, als die
zirkulierenden FLLC darstellt oder vielmehr ein temporarer Zustand ist, der sich auf einen immunolo-
gischen Stimulus bildet. Abklrzungen: CSR, Antikorperklassenwechsel; SHM, Somatische Hypermutation.
[Erstellt mit BioRender.com].

1.5 Die in situ follikulare Neoplasie

Die wahrscheinlich friheste morphologisch identifizierbare Vorlauferlasion des
FL ist die sogenannte in situ follikulare Neoplasie (ISFN) [1,79]. Die ISFN
zeichnet sich durch eine Kolonisation von GC durch eine monoklonale Popula-
tion t(14;18)* B-Zellen in ansonsten reaktiv erscheinendem lymphatischen Ge-
webe aus [79]. Betroffene GC kdnnen dabei immunhistochemisch anhand ihrer
intensiven Expression von BCL2 und CD10 und gleichzeitig minimaler Prolifera-
tionsrate identifiziert werden [79]. Eine Stérung der Lymphknotenarchitektur
oder eine Ausbreitung der stark BCL2-positiven Zellen in die interfollikulare Re-
gion, wie man es beim FL beobachten kann, finden sich nicht [79,80]. Wegen
ihres asymptomatischen Verlaufs handelt es sich bei der ISFN meist um einen
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Zufallsbefund in aus anderen Anlassen entfernten LK und kann in solchen mit
einer Haufigkeit von 2-3 % detektiert werden [81-83]. Die Progressionsrate zum
FL scheint auch bei der ISFN gering zu sein und liegt nach aktuellem Kenntnis-
stand im Bereich von 5 % [80,84]. Es ist unklar, ob die ISFN eine weiter fortge-
schrittene Lasion als die zirkulierenden FLLC darstellt oder ob sie womaoglich
als deren gewebsgebundenes Gegenstlck zu verstehen ist und sich als Ant-
wort auf einen immunologischen Stimulus bildet; gleichwohl konnte gezeigt
werden, dass beide Phanomene auf die gleiche Vorlauferpopulation zurickzu-
fUuhren sind [55,85,86]. Demnach finden sich auch bei der ISFN Zeichen einer
prolongierten AID-Aktivitat im Sinne einer ausgepragten intraklonalen Heteroge-
nitat des IG [60,87,88]. Dabei ist die ISFN offenbar ebenfalls kein strikt ortsge-
bundener Prozess. So konnte eine Migration der ISFN-Zellen zwischen betrof-
fenen GC aus z.T. unterschiedlichen LK demonstriert werden [87]. In der Vorar-
beit zu dieser Studie hat sich gezeigt, dass die ISFN, passend zu ihrem Status
als Vorlauferlasion, deutlich weniger Alterationen tragt als klonal verwandte FL
[76,89]. Dennoch konnten insbesondere Mutationen epigenetischer Regulato-
ren — allen voran CREBBP — aber auch des immunmodulatorischen Oberfla-
chenrezeptors TNFRSF14 regelmalig in den Vorlauferlasionen nachgewiesen
und somit als potenzielle friihe Treibermutationen in der Pathogenese des FL
identifiziert werden [76,89]. Auch die Akquisition von N-Glykosylierungsstellen
lieR® sich bereits in einigen ISFN Lasionen demonstrieren [87-89].

1.6 Zielsetzung

Die Erforschung pramaligner Vorlauferlasionen ermdoglicht einen einzigartigen
Einblick in die frihe Pathogenese und die klonale Evolution maligner Lympho-
me und hat das Potential verschiedenste Aspekte des klinischen Managements
wie Therapie, Friherkennung und Nachsorge zu verbessern. Obwohl mittler-
weile mehrere solcher Vorlaufer identifiziert werden konnten, neben der ISFN
z.B. die monoklonale Gammopathie unbestimmter Signifikanz (MGUS) fur das
multiple Myelom, ist der Nachweis einer vergleichbaren Lasion fur das DLBCL
bisher noch nicht gelungen [90]. Tatsachlich kann die ISFN neben einem syn-
oder metachronen Auftreten mit dem FL ebenfalls mit dem DLBCL assoziiert

sein und fur diejenigen Falle, die als Transformation aus einem FL entstanden
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sind, ist eine klonale Verwandtschaft beider Lasionen anzunehmen — ein Sach-
verhalt, der bisher jedoch in keiner Studie systematisch untersucht worden ist
[84,91]. Angesichts des haufigen Vorkommens der t(14;18)-Translokation im de
novo DLBCL vom GCB-Subtyp, welches auch weitere phanotypische und
molekulare Gemeinsamkeiten mit dem FL aufweist (Abschnitt 1.2.2), haben wir
darlber hinaus die Hypothese aufgestellt, dass t(14;18)" DLBCL auch ohne ,in-
termediares® FL aus der ISFN entstehen kdonnen [1,17,92,93]. Ziel der vorlie-
genden Studie war es, syn- oder metachrone ISFN bei Patienten mit DLBCL zu
identifizieren, um den Stellenwert der ISFN als Vorlauferlasion des DLBCL zu
untersuchen und die Evolution der ISFN zum transformierten und — falls még-

lich — zum de novo DLBCL zu analysieren.

Die ISFN Lasionen sollten dabei mittels BCL2-Farbung reaktiver lymphatischer
Gewebe detektiert und, wenn fur die molekularen Analysen erforderlich, mittels
lasergestutzter Mikrodissektion angereichert werden. Die Translokation t(14;18)
sollte sowohl Uber Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH), als auch Uber die
PCR-Amplifikation der BCL2/1GH-Bruchpunktregion nachgewiesen werden, wo-
bei die amplifizierten Produkte zusatzlich nach Sanger sequenziert werden soll-
ten, um Uber den Vergleich der Bruchpunktsequenzen gepaarter Proben eine
Aussage Uber deren klonale Verwandtschaft machen zu kdénnen. Letzteres wird
dadurch ermdglicht, dass die BCL2/1GH-VerknlUpfungsstelle, analog zur physio-
logischen V(D)J-Rekombination durch das Einfugen von nicht kodierten Nukleo-
tiden modifiziert wird und daher ebenfalls spezifisch fur einen Klon ist [60,94].
Der Nachweis einer klonalen Verwandtschaft sollte aul3erdem Uber die verglei-
chende Klonalitdtsanalyse der umgelagerten |G-Gene erfolgen. Erganzend
sollte das IGH-Gen mittels Next-Generation Sequencing (NGS) sequenziert
werden; auch, um Aussagen uber die potenzielle Akquisition von N-Glykosylie-
rungsstellen und das Vorliegen intraklonaler Heterogenitat des IG treffen zu
kénnen. Zum Nachweis sekundarer Alterationen sollten die Proben mittels FISH
auf Rearrangements von MYC und BCL6 sowie mittels NGS auf Mutationen
von haufig in FL und DLBCL alterierten Genen untersucht werden. Durch die
Klassifikation dieser Alterationen als gemeinsam oder privat, d.h. in den Vor-

lauferlasionen und den manifesten Lymphomen oder aber nur in jeweils einer
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Komponente vorliegend, sollten dann Rickschlisse auf den Zeitpunkt ihrer
Akquisition und ihre Rolle in der Pathogenese gezogen werden. Daruber hinaus
sollte die Verteilung der Alterationen genutzt werden, um die klonale Evolution

der Falle zu rekonstruieren.

Der Groliteil der vorliegenden Arbeit wurde bereits in der zugehoérigen Original-
publikation (Vogelsberg et al., Haematologica 2021) verdffentlicht [95]. Zusatz-
lich wurde die Arbeit als Kurzbeitrag im Verhandlungsband der Deutschen
Gesellschaft flr Pathologie (DGP) publiziert, da sie im Rahmen der DGP Jah-
restagung mit dem Promotions-Preis 2021 ausgezeichnet worden ist [96].
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2 Material und Methoden

2.1 Auswahl des Patientenmaterials

Fiar die Analysen wurde Formalin-fixiertes, Paraffin-eingebettetes (FFPE) Ge-
webe verwendet. Dieses stammte aus den Archiven des Instituts fur Pathologie
und Neuropathologie des Universitatsklinikums Tubingen und der Abteilung fur
Pathologie des Robert-Bosch-Krankenhauses Stuttgart, welche nach Patienten
mit der Diagnose eines de novo oder eines aus einem FL hervorgegangenen
DLBCL durchsucht worden sind, von denen zusatzlich zu einem beliebigen Zeit-
punkt entnommenes, reaktives lymphatisches Gewebe zur Verfugung stand.
Um potenzielle ISFN zu identifizieren, ist das reaktive Gewebe anschlie3end
immunhistochemisch reevaluiert worden (Abschnitt 2.3). Bei Nachweis einer
ISFN wurde von jeder vorhandenen Lasion (ISFN, FL, DLBCL) des jeweiligen
Patienten mindestens eine Gewebeprobe in die Studie aufgenommen. Ein zu-
satzlicher gepaarter ISFN/DLBCL Fall war bereits im Vorfeld im Rahmen einer
anderen Studie identifiziert worden (Schmidt et al., Leukemia 2014) und ein
weiterer wurde von Herrn Prof. Dr. M. A. Piris (Hospital Universitario Fundacion
Jiménez Diaz, Madrid) zur Verfugung gestellt [76]. Alle Diagnosen wurden nach
den aktuellen Richtlinien der WHO-Klassifikation fur Tumore des hamatopoeti-

schen und lymphatischen Gewebes gestellt [1].

Die Studie wurde von der Ethikkommission des Universitatsklinikums Tubingen
genehmigt (096/2016/B02).

2.2 Materialien

2.2.1 Gerate

Gerat: Hersteller:
Centrifuge/Vortex Combi-Spin FVL2400 Peqlab

HM 355S automatisches Mikrotom Thermo Scientific
Farbeautomat BenchMark ULTRA Ventana Medical Systems
Farbeautomat Tissue-Tek® Prisma® Sakura
Folieneindeckautomat Tissue-Tek® Film® Sakura

Vortexer Biozym

Mixer Uzusio VTX 3000L LMS Consult

14



Material und Methoden

Heraeus Biofuge fresco

Heraeus Multifuge 1L-R

Axiovert 200M Microscope Laser
Thermomixer comfort

NanoDrop™ 2000

Maxwell® 16 MDx Instrument

Qubit® 3.0 Fluorometer

Waage

Spannungsgerat GPS 200/400
Gelkammer

Geldokumentationssystem CN-300-WL/LC
GenomelLab™ GeXP Genetic Analysis System
Magnetplatte Agencourt® SPRIplate® 96R ring
Magnetplatte DynaMag ™-96 Side

Axio Imager.M2 mit ApoTome.2 System
Pipetboy

Pipetten

FlexCycler

lon Chef™ Instrument

lon Torrent PGM™

LightCycler® 480 Instrument

2.2.2 Kits

Kit:

Maxwell® 16 FFPE Plus LEV DNA Purification Kit
Qubit® dsDNA HS Assay Kits

LymphoTrack® DX IGH FR1 Assay - PGM™ Kit
LymphoTrack® DX IGH FR2 Assay - PGM™ Kit
LymphoTrack® DX IGH FR3 Assay - PGM™ Kit
IdentiClone™ BCLZ2/JH Translocation Assay
GenomelLab™ DTCS - Quick Start Kit
Agencourt® CleanSEQ® Kit

lon Library TagMan® Quantitation Kit

lon AmpliSeq™ Library Kit 2.0

lon Xpress™ Barcode Adapters Kit

lon PGM™ Hi-Q™ View Chef Kit

lon PGM™ Hi-Q™ View Sequencing Kit

lon 318™ Chip Kit v2 BC

2.2.3 Primer

Thermo Scientific
Thermo Scientific
Zeiss

Eppendorf
Thermo Scientific
Promega

Life Technologies
Sartorius
Pharmacia
Peqglab

Peqlab

Beckman Coulter
Beckman Coulter
Thermo Scientific
Zeiss

Brand

Eppendorf, Gilson
Analytik Jena

Life Technologies
Life Technologies
Roche

Hersteller:

Promega

Life Technologies
Invivoscribe Technologies
Invivoscribe Technologies
Invivoscribe Technologies
Invivoscribe Technologies
Beckman Coulter
Beckman Coulter

Life Technologies

Life Technologies

Life Technologies

Life Technologies

Life Technologies

Life Technologies

Alle Primer sind in 5-3'-Richtung angegeben. Hinter Primern, die aus anderen

Arbeiten Ubernommen worden sind, ist die entsprechende Referenz aufgeflhrt.
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Alle anderen Primer sind mithilfe der Primer3web Software (Version 4.1.0)

entworfen und Uber die Firma Sigma-Aldrich bestellt worden.

Primer fir die Analyse der BCL2-Bruchpunktregion:

MBR_F
MCR_F
MCR_2F
MCR_3F
MCR_4F
MCR_5F
MCR_6F
MCR_7F
MCR_8F
MCR_9F
S-ler
JH-Konsensus

TTAGAGAGTTGCTTTACGTGGCCTG [97]
CGTGCTGGTACCACTCCTG [98]
GAAATTAGCACTTTGGGTCTCG [76]
CAAGCCTATGAAAATCACAAAA [76]
TGAATGCCATCTCAAATCCA [76]
GCATCAGTTGGGAAAGGAAG [76]
ACAATCTCATGCTGCAAACG [76]
AATCTCAGCCTGCGTTTTT [76]
AGGATGGAGTGACGTCATGG [76]
CATTTGGGGTGGTTGTTCTT [76]
TCGTTCTCAGTAAGTGAGAGTGC [99]
CTTACCTGAGGAGACGGTGACC [43]

Spezifische Primer fir die Analyse der BCL2-Bruchpunktregion:

4776 t114_18 F

4776 t114_18 de novo R

17330 t14_18 F

17330 t14_18 de novo R

AACACAGACCCACCCAGAG
ATACCGTACGTCCGAAAGCA
GCTTTCTCATGGCTGTCCTT
GGGACCACATCGAGAAGC

Spezifische Primer fur die Klonalitatsanalyse:

11895 IG F

11895 D/F CDR3 D4 R

18776 DIG F
18776 D CDR3 D4 R

ATGGAGTTGAGGAGGCTGAC
D4-GCCCCAGACGTCCATAACAT
GAATATGCTGCGTCGGTGAA
D4-TGTGGCTACGGACCTCTCTA

Primer fur die Validierung auf dem lon Torrent PGM™:

GNA13 Ex4 326 F
GNA13 Ex4 326 R
TP53 Ex8 273 F

TP53 Ex8 273 R
CREBBP Ex7 551 F
CREBBP Ex7 551 R
CREBBP Ex30 1680 F
CREBBP Ex30 1680 R
KMT2D Ex31 2623 F
KMT2D Ex31 2623 R
KMT2D Ex22 1739 F
KMT2D Ex22 1739 R
TP53 Ex5 150 F

TP53 Ex5 150 R
BCL2 Ex2 101-113 F
BCL2 Ex2 101-113 R

TCCCCACTGCTTAAGAGACG
TCCGTGTTGATAGCAGTGGT
TTGCTTCTCTTTTCCTATCCTGA
TCTTGCGGAGATTCTCTTCCT
TCCAATGAACATTCCAGCAGG
CAGGGTCTTACTTTGTGGCC
CTTCCTCACCCTCGCCAG
ATGCAGAGCGTGGACCAC
TGTCCCCACTACGCCCTC
GATCGCTGTGAGGCTCCAT
ACACTTCCGTTCTGTCCACA
TCTTCTCATCCCCTTCAGCT
GCCAAGACCTGCCCTGTG
CATGTGCTGTGACTGCTTGT
ACCTGACCCTCCGCCA
GGTGAAGGGCGTCAGGT
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BCL2 Ex2 33 F

BCL2 Ex2 33 R
BCL2Ex26 F

BCL2Z ExX26 R
CREBBP Ex27 1503 F
CREBBP Ex27 1503 R
CARD11 Ex20 871 F
CARD11 Ex20 871 R
TP53 Ex5 179 F

TP53 Ex5 179 R
BCL2 Ex2 20-43 F
BCL2 Ex2 20-43 R
CD79B Ex5 196 F
CD79B Ex5 196 R
KMT2D Ex39 4473 F
KMT2D Ex39 4473 R
GNA13 Ex4 203 F
GNA13 Ex4 203 R
TNFRSF14 Ex6 187 F
TNFRSF14 Ex6 187 R
CARD11 Ex23 1046 F
CARD11 Ex23 1046 R
CREBBP Ex27 1482 F
CREBBP Ex27 1482 R
BCL2 Ex2 79-90 F
BCL2 Ex2 79-90 R
PIM1Ex11F

PIM1 Ex1 1R

KMT2D Ex10 468-477 F
KMT2D Ex10 468-477 R
GNA13 Ex153-54 F
GNA13 Ex153-54 R
GNA13 Ex4 222 F
GNA13 Ex4 222 R
MEF2B Ex5 77 F
MEF2B Ex5 77 R
HIST1H1D Ex1 77 F
HIST1H1D Ex1 77 R
EP300 Ex5 415 F
EP300 Ex5 415 R
BCL2 Ex2 76 F

BCL2 Ex2 76 R
TNFRSF14 Ex1 12 F
TNFRSF14 Ex1 12 R
TNFRSF14 Ex6 219 F
TNFRSF14 Ex6 219 R
KMT2D Ex48 4987 F
KMT2D Ex48 4987 R

CAGAGGGGCTACGAGTGG
GGGCTGGGAGGAGAAGATG
GCGAGAGGTGCCGTTG
ACTTCATCACTATCTCCCGGT
ATTGCCACCCACCTGATCAA
GGATGATCCGCTCTGCAAAC
AGGGCCTGACTGATTGATAAAT
CTGAAGGAGCTGGCCAAAA
CAAGCAGTCACAGCACATGA
CTGCTCACCATCGCTATCTG
CCCCGTTGCTTTTCCTCTG
GGGCTGGGAGGAGAAGATG
GATCTCCATCCCTCTCCGC
CCCAACCACACCAGCAGATA
GAACCAGCAACCACCTCCT
AATGTGCCCGTTGATCTCAG
CGCATTACTTCGGGATTAATAGG
TCTGACCACCTACATCAACCA
TGCCTCTCCCACGTCCTC
TGTGGAGCAAACAATGACGA
CTCAGAAGGCAGAAGACGGA
CATCCAACCTCCCAGTCCC
CCTGTCCTCCAAGTGAAGGA
CAGTCGTTTTGGCTTGGGTA
CATCTTCTCCTCCCAGCCC
GTAGCGGCGGGAGAAGTC
TGCGCCGACATCCTGGA
TTGGTGGCGTGCAGGTC
GGAATCACCCACGTCCCC
AGGTGCAATGCCTCAGGA
TATGTGAAGCGGCTGGTGAA
TCCTGCCCGTGGATGATC
GAAGACCCACCAAAGGCATC
TCCTTTCTGATCTCTGACCACC
CCAACCGCCTCTTCCAGTAT
GAGGATGTCAGTGTTGGTGC
TCTGGCCGCGCTTAAGAAA
TTGAGGCCAAGCTTGATACG
CTCGACAAATCATTTCACACTGG
TCACTTACGCTGTTGATTTCTCT
CCCCATCCAGCCGCAT
TGGCGGAGGGTCAGGT
TGCCGGTCTGAGCCTGAG
AGCCTCAAGACGTCGGTTTT
ATGGTGGTTTCTCTCAGGGA
CCCCTTGGCTTTCTTCTTTTCA
CTCCTCGCCTCAAGAAATGG
CTTCCCGCTCATCCTCCTG
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EZH2 Ex16 646 F TATTGCTGGCACCATCTGAC
EZH2 Ex16 646 R TGAATACAGGTTATCAGTGCCTT
BCL2 Ex2 8 F CTCTGGGAAGGATGGCGC
BCL2 Ex2 8 R CACTCGTAGCCCCTCTGC
PIM1 Ex3 79 F CGTGGAGAAGGACCGGATTT
PIM1Ex3 79 R CTCACCCCACCCACTCATC
TNFRSF14 Ex8 266 F CACAGCGGAAAAGACAGGAG
TNFRSF14 Ex8 266 R TCAGTGGTTTGGGCTCCTC
BCL2 Ex2 10-11 F CCGTTGCTTTTCCTCTGGG
BCL2 Ex2 10-11 R CATCTCCCGCATCCCACTC
CARD11 Ex5 250 F GGAGGAGGAATGTAAGCTGGA
CARD11 Ex5 250 R CCTTCTTGGGCCGATTTTCA
HIST1H1B Ex1 107 F CTTCTAAGGAGCGCAATGGC
HIST1H1B Ex1 107 R AGGCCGCCTTCTTGTTGA
BCL2 Ex2 135 F TTCGCCGAGATGTCCAGC
BCL2 Ex2 135 R CCGAACTCAAAGAAGGCCAC
KMT2D Ex10 831 F CCTGTCTCCTGTGCCTGAG
KMT2D Ex10 831 R TCAGGGGACAGATGCGATT

Adaptersequenzen flur die Sequenzierung auf dem lon Torrent PGM™:

A-Adapter CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG
trP1-Adapter CCTCTCTATGGGCAGTCGGT
Verbindungsequenz GAT

2.2.4 Reagenzien

Reagenz: Hersteller:
Glykogen 20 mg/ml Roche

Proteinase K Merck

GelRed® Nucleic Acid Stain Biotium

6X DNA Loading Dye
GeneRuler 100 bp DNA Ladder
Desoxynukleotide (ANTP)

Thermo Scientific
Thermo Scientific
Thermo Scientific

10x Puffer I (mit 15 mM MgCl2) Roche
10x Puffer Il (ohne MgCl2) Roche
25 mM MgCl2 Roche

AmpliTaq Gold® Polymerase
Sample Loading Solution Beckman Coulter
GenomeLab™ DNA Size Standard-400 Beckman Coulter
Mineraldl Beckman Coulter
GenomelLab™ Seperation Buffer Beckman Coulter
HighPrep™ PCR Clean Up System MagBio Genomics

Life Technologies
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2.2.5 Chemikalien

Chemikalie:

Xylol p.a.

Ethanol p.a.

LE Agarose
Phenol-Chloroform-lsoamylalkohol
Chloroform p.a.

Isoamylalkohol p.a.

Lithiumchlorid

2.2.6 Antikorper und FISH Sonden

Sonde:

Vysis LS| BCL2 Dual Color Break Apart
Rearrangement Probe

Vysis LS| IGH/BCL2 Dual Color Dual Fusion
Translocation Probe

Vysis LS| BCL6 (ABR) Dual Color
Rearrangement Probe

Vysis LS| MYC Dual Color
Rearrangement Probe

Vysis LS| TP53 SpectrumOrange/CEP 17
SpectrumGreen Probe

ZytoLight® SPEC IGH Dual Color

Break Apart Probe

Antikérper (Klon):
CD3 (SP7)

CD10 (56C6)
CD20 (L26)

BCL6 (GI191E/A8)
Ki-67 (MIB-1)
BCL2 (100/D5)
MUM1 (Mum1p)
C-MYC (y69)

P53 (DO-7)

2.2.7 Puffer
5x TBE-Puffer fur die Gelelektrophorese:

Endkonzentration in 11
445 mM TRIS

445 mM Borsaure

12,5 mM EDTA

Hersteller:

VRW

Merck

Biozym

Carl Roth GmbH
VWR
AppliChem
Merck

Hersteller:
Abbott Molecular

Abbott Molecular
Abbott Molecular
Abbott Molecular
Abbott Molecular

ZytoVision

Hersteller:
DCS
Novocastra
DAKO
Zytomed
DAKO
DCS
DAKO
Roche
Novocastra

Hersteller
Sigma-Aldrich
Merck
AppliChem
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P2-Lysepuffer (auf 50 ml auffillen mit ddH20):

Reagenz Menge
10 mM TRIS 1 mi

1 mM EDTA 200 pl
1 % Natriumlaurylsulfat 10 ml

2.2.8 Verbrauchsmaterialien

Hersteller
Merck
Merck
Merck

Benutzt wurden Materialien der Firmen Corning Incorporated, Beckman Coulter,
Eppendorft, Zeiss, Falcon, Sarstedt, Neolab, Carl Roth GmbH, Greiner Bio-

One, Becton Dickinson und Biozym.

2.2.9 EDV-Programme und Online-Software

Software:

PALM® RoboSoftware (Version 3.0)
NanoDrop™ 2000/2000c Software (Version 1.4.1)
GenomelLab™ Genetic Analysis Software
(Version 11.0)

AxioVision Software (Version 4.8.2.)
LightCycler® 480 Software (Version 1.5)
lon AmpliSeq™ Designer

Torrent Suite™ Software (Version 5.6)
lon Reporter™ Software (Version 5.6)
Integrative Genomics Viewer (Version 2.3.94)
Primer3web (Version 4.1.0)

Ensembl

SIFT

Polyphen-2

Nucleotide Blast, IGBlast

Molecular Evolutionary Genetics Analysis
(Version X)

Exome Variant Server

Catalogue of somatic mutations
(COSMIC)

Microsoft Office

Adope Photoshop

EndNote X9

IMGT/V-QUEST

Lymphotrack® Dx Software — PGM™

Hersteller:

Zeiss

Thermo Fisher Scientific
Beckman Coulter

Zeiss

Roche

Life Technologies

Life Technologies
Thermo Scientific
Broad Institute

WIFBM

EBI

J. Craig Venter Institute
Harvard Medical School
NCBI

S. Kumar, K. Tamura

NHLBI
Welcome Trust Sanger

Microsoft Corporation
Adobe Incorporated
Thomson Reuters
Universitat Montpellier
Invivoscribe
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2.2.10 Hersteller

Abbott Molecular

Analytik Jena

AppliChem

Beckman Coulter

Becton Dickinson

Biotium

Biozym

Brand

Carl Roth GmbH

Corning Incorporated
DAKO

DCS Innovative Diagnostik Systeme
Eppendorf

Gilson

Greiner Bio-One

Heraeus Instruments
Invivoscribe Technologies
Jenoptik

Life Technologies

LMS Consult

MagBio Genomics

Merck

Microm International GmbH
Neolab

Novocastra (Leica Biosystems)
Peqlab

Pharmacia

Promega

Roche

Sakura

Sartorius

Sarstedt

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Thermo Fisher Scientific
Ventana Medical Systems
VWR

Zeiss

Zytomed

ZytoVision GmbH

Wiesbaden, Deutschland
Jena, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
Krefeld, Deutschland
Heidelberg, Deutschland
Hayward, CA, USA
Oldendorf, Deutschland
Wertheim, Deutschland
Karlsruhe, Deutschland
Amsterdam, Niederlande
Hamburg, Deutschland
Hamburg, Deutschland
Hamburg, Deutschland
Middleton, WI, USA
Frickenhausen, Deutschland
Hanau, Deutschland

San Diego, CA, USA
Jena, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
Brigachtal, Deutschland
Kraichtal, Deutschland
Darmstadt, Deutschland
Walldorf, Deutschland
Heidelberg, Deutschland
Wetzlar, Deutschland
Erlangen, Deutschland
Uppsala, Schweden
Mannheim, Deutschland
Penzberg, Deutschland
Staufen, Deutschland
Gottingen, Deutschland
Numbrecht, Deutschland
Taufkirchen, Deutschland
Braunschweig, Deutschland
Tucson, AZ, USA
Bruchsal, Deutschland
Oberkochen, Deutschland
Berlin, Deutschland
Bremershaven, Deutschland
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2.3 Histologische und immunhistochemische Farbungen
Hamatoxylin-Eosin-Farbungen (HE) sind am Farbeautomaten (Sakura) durch-
gefuhrt worden, nachdem das FFPE-Gewebe mit dem Mikrotom (Thermo Sci-
entific) zu 2,5 ym dicken Gewebeschnitten verarbeitet worden ist. Die immun-
histochemischen Farbungen wurden nach Herstellerprotokollen am BenchMark
ULTRA Farbeautomaten (Ventana Medical Systems) durchgefuhrt. Bei ISFN
Proben wurden die Proteine BCL2 (1:20; DAKO), CD10 (1:100; Novocastra),
CD20 (1:1000; DAKO) und Ki-67 (1:1000; DAKO) gefarbt. Bei FL und ag-
gressiven B-NHL sind aul3erdem die Proteine CD3 (1:200 Verdinnung; DCS),
BCL6 (1:50; Zytomed), MUM1 (1:400; DAKO), MYC (ready to use; Roche) und
p53 (1:400; Novacastra) gefarbt worden. Die aggressiven B-NHL wurden nach-
folgend anhand des Hans-Algorithmus in den GCB- oder ABC-Subtypen ein-
geteilt [18]. Die Bilddokumentation erfolgte mit dem Axioskop 2 Plus Mikroskop
(Zeiss) und der ProgRes C10 Plus Kamera mit der zugehdrigen Software
(Jenoptik).

2.4 Methoden zur DNA-Extraktion und -Aufreinigung

2.4.1 Anreicherung des Tumormaterials

Auch bei manifesten Lymphomen kann der Tumoranteil verschiedener Ge-
webeblocke sehr variabel sein, weswegen die Proben vor der DNA-Extraktion
mittels Makrodissektion angereichert wurden. Hinsichtlich der ISFN Lasionen,
deren Zellen z.T. nur einzelne GC besiedeln, ist fur einige Falle darlber hinaus
eine Laser-Mikrodissektion durchgefuhrt worden, welche es ermdglicht, selbst
kleinste Areale mit nur minimaler Verunreinigung aus dem umliegenden Gewe-

be zu isolieren [100].

2.4.1.1 Makrodissektion

Makrodisseziert wurden pro Fall ein bis zehn je 5 um dicke Gewebeschnitte auf
silanisierten Objekttragern. Dafur ist das Gewebe zuvor zur Entparaffinierung
jeweils 5 Minuten in mit 100 % Xylol (VWR) geflllte Farbekuvetten gestellt und
luftgetrocknet worden. Im Anschluss erfolgte das Abkratzen des ausgewahiten

Bereichs mit einem sterilen Skalpell. Fir die Zelllyse mit dem Maxwell® 16
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FFPE Plus LEV DNA Purification Kit (Promega) ist das Gewebe in ein mit 180
Ml Inkubationspuffer (Promega) geflillites 1,5 ml Reaktionsgefald uberfuhrt
worden. In dieses wurden zusatzlich 20 pl Proteinase K (Promega) gegeben.
Das Ganze ist bei 70 °C Uber Nacht im Thermoschuttler (Eppendorf) mit 300
rom inkubiert worden. Die nachfolgende Aufreinigung mit dem Maxwell® 16

MDx Instrument (Promega) ist unter Abschnitt 2.4.2 beschrieben.

2.4.1.2 Mikrodissektion

Far die Mikrodissektion wurden 5 ym dicke HE-gefarbte Gewebeschnitte in
Serie auf membranbeschichtete Objekttrager (MembraneSlide 1.0 PEN, Zeiss)
aufgezogen. Zuvor wurden die Objekttrager 30 Minuten lang mit UV-Licht
bestrahlt, was die Haftung des Gewebes optimiert. Nach jeweils funf HE
Schnitten erfolgte aulerdem eine BCL2-Farbung, welche als Orientierung
diente und die Identifikation der ISFN auch in den tiefer liegenden Gewebe-
schichten gewahrleistet hat. Die Laser-Mikrodissektion erfolgte am Axiovert
200M Microscope Laser (Zeiss) mithilfe der PALM® RoboSoftware (Version 3.0)
von Zeiss. Dabei wurde das ausgewahlte Areal mitsamt Membranen durch
einen UV-Laser aus dem umliegenden Gewebe herausgetrennt und in den
adhasiven Deckel eines sich dartber befindenden 0,5 ml Reaktionsgefalles
(AdhesiveCap 500 opaque, Zeiss) katapultiert. AnschlieBend wurden die
gesammelten Zellverbande mittels 300 pl P2-Lysepuffer (Abschnitt 2.2.7) vom
Deckel gelost, in ein 1,5 ml Reaktionsgefal® uberfuhrt und fur 10 Minuten bei 95
°C inkubiert. Nachdem das Reaktionsgefal® auf Raumtemperatur abgekunhlt war,
sind nachfolgend 20 pl Proteinase K (Merck) hinzugegeben worden, um die
Zelllyse einzuleiten. Diese erfolgte Uber zwei Tage bei 56 °C und 500 rpm auf
einem Thermoschuttler (Eppendorf), wobei am Morgen des zweiten Tages nach
einer erneuten 10-mindtigen Inkubation bei 95 °C im Thermoschuttler weitere
10 ul Proteinase K hinzugegeben wurden. Nachdem anschlieRend der
vollstandige Verdau des Gewebes optisch kontrolliert worden war, folgte die
Phenol-Chloroform Extraktion wie unter Abschnitt 2.4.3 beschrieben.
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2.4.2 DNA-Extraktion mit dem Maxwell® 16 MDx Instrument

Die Extraktion mit dem Maxwell® 16 MDx Instrument (Promega) basiert auf der
Bindung der DNA an paramagnetische Partikel und erreicht auf diese Weise
deren Isolation vom restlichen Lysat [101]. Die Zelllyse nach Makrodissektion
erfolgte dabei wie unter Abschnitt 2.4.1.1 beschrieben. Nachfolgend sind zu
jeder Probe 400 pul Lyse Puffer (Promega) hinzugegeben worden. Das Beladen
des Maxwell® 16 LEV Cartridge Racks (Promega), das Uberfihren der Proben
in die entsprechenden Maxwell®-16-Kartuschen (Promega) und die Bedienung
des Maxwell® 16 MDx Instruments (Promega) sind im Anschluss nach Herstel-
lerangaben durchgefiuhrt worden. Die erhaltene, in ddH20 geléste DNA, wurde
bei -20 °C gelagert.

2.4.3 Phenol-Chloroform Extraktion

Um die Ausbeute an DNA zu maximieren, wurde bei mikrodissezierten ISFN
Proben die Phenol-Chloroform Extraktion durchgefthrt [102]. Bei dieser macht
man sich die Unterschiede in der Loslichkeit verschiedener Zellbestandteile zu-
nutze, um die DNA aus dem Lysat zu isolieren. Zunachst wurde zum Lysat 1
Volumen (ca. 400 ul) Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol (PCI; Carl Roth GmbH)
zugeben, gemischt und das Ganze fur 10 Minuten bei 13.000 rpm und
Raumtemperatur zentrifugiert. Dadurch bilden sich 2 Phasen, eine obere wass-
rige, in der sich unter anderem die DNA befindet und eine untere organische
Phase, die hydrophobe Substanzen, wie z.B. Lipide beherbergt. Proteine dena-
turieren durch die Behandlung und bilden eine weildliche Interphase. Die obere
Phase wurde vorsichtig unter Ausschluss des Proteinprazipitates in ein frisches
1,5 ml Reaktionsgefal® Uberfuhrt. In dieses wurde erneut ein Volumen PCI
gegeben und die beschriebene Prozedur wiederholt. Im Anschluss ist ein
Volumen Chloroform-Isoamylalkohol (24:1, VWR, AppliChem) hinzugefugt,
gemischt und erneut 10 Minuten bei 13.000 rpm und Raumtemperatur zentrifu-
giert worden. Dadurch bildeten sich wiederum zwei Phasen, wobei die obere
ein weiteres Mal abgenommen und in ein 1,5 ml Reaktionsgefal® uberfuhrt
wurde. Zu diesem sind 40 ul einer 8 M Lithiumchloridldsung (Merck), 2 ul einer
20 mg/ml Glykogenlésung (Roche) und 1 ml 100 % Ethanol (Merck) gegeben
worden, wobei alle drei Reagenzien das Ausfallen der DNA erleichtern. Gefallt
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wurde Uber Nacht bei -20 °C. Am nachsten Morgen wurde die Probe flr
30 Minuten bei 4 °C und 13.000 rpm zentrifugiert und der Uberstand abge-
nommen. Zum verbliebenen DNA-Pellet sind 200 ul -20 °C kaltes, 70 % Ethanol
(Merck) zugegeben worden, um Uuberschissige Salze auszuwaschen. Die
Probe wurde ein weiteres Mal bei 4 °C und 13.000 rpm fir 5 Minuten zentri-
fugiert, der Uberstand entfernt und die DNA anschlieRend bei 37 °C auf dem
Thermoschuttler (Eppendorf) getrocknet. Je nach Menge der getrockneten DNA
wurde diese schlieRlich in 20-50 pl ddH.O gelost und bei -20 °C gelagert.

2.5 Methoden zur Bestimmung von DNA-Qualitat und -Quantitat

2.5.1 Messung mittels Spektrophoto- und Fluorometer

Ein Instrument zur quantitativen Einschatzung der DNA ist der Nanodrop™
2000 (Thermo Scientific) mit der entsprechenden NanoDrop™ 2000/2000c
Software (Version 1.4.1). Dieser macht sich das UV-Adsorptionsmaximum von
Nukleinsauren bei 260 nm zunutze, um die Konzentration dieser zu bestimmen.
Aulerdem lasst sich durch Bildung des A260/A280 Quotienten und der Be-
trachtung der Adsorption bei 230 nm eine Aussage Uber die Reinheit der Probe
treffen [103]. Die Messung erfolgte nach Herstellerangaben.

Zusatzlich ist das Qubit® 3.0 Fluorometer (Life Technologies) zum Einsatz
gekommen. Dieses misst nach Anbringen eines fluoreszierenden Farbstoffs die
Lichtemission der Probe. Im Unterschied zu der Messung mittels Nanodrop™
2000, kann dabei unter Verwendung eines Farbstoffs, der sich selektiv an
doppelstrangige DNA anlagert, eine DNA-Quantifizierung erfolgen, welche nicht
durch einzelstrangige DNA-Fragmente oder Reste von RNA verfalscht wird,
was fur die nachfolgende Sequenzierung mittels lon Torrent PGM™ (Life
Technologies) von Bedeutung war. Die Messung erfolgte mittels Qubit® dsDNA
HS Assay Kit (Life Technologies) nach Angaben des Herstellers.

2.5.2 Einschatzung der DNA-Qualitat
Die Einbettung von Gewebe in Paraffin kann unter anderem zu einer deutlichen
Fragmentierung der DNA flhren, weswegen zur qualitativen Einschatzung eine

Fragmentlangenbestimmung vonnoten war [104]. Dies erfolgte durch eine Multi-
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plex-PCR (Tab. 1) nach Vorlage des BIOMED-2 Protokolls, mit welcher ver-
schiedene Bereiche bekannter Lange amplifiziert wurden, sowie eine sich daran
anschlieBende Gelelektrophorese der amplifizierten Produkte [43]. Fur die Gel-
elektrophorese sind 10 pyl PCR-Produkt mit 2 ul Loading Dye (Thermo Scien-
tific) gemischt, in die Taschen eines 2 % Agarosegels pipettiert und bei 160 Volt
(Spannungsgerat, Pharmacia) aufgetrennt worden. Durch den, in einer Kon-
zentration von 7 pl/100 ml im Gel vorhandenen, Fluoreszenzfarbstoff GelRed®
(Biotium), der die DNA interkaliert, konnten die PCR-Produkte anschlie3end
mittels UV-Licht betrachtet werden (Geldokumentationssystem, Peqlab). Als
Referenz diente ein 100 bp DNA-Marker (Thermo Scientific).

Tabelle 1. PCR zur Einschatzung der DNA-Qualitat.

Primer-Mix
Vorwaérts- und Riickwértsprimer Volumen [ul] | Endkonzentration
AF4/X3U und AF4/X3L 5 2,5 pmol
AF4/X11U und AF4/X11L 2,5 1,25 pmol
PLZF/X1U und PLZF/X1L 2,5 1,25 pmol
RAG1/X2U und RAG1/X2L 2,5 1,25 pmol
TBXAS1/X9U und TBXAS1/X9L 2,5 1,25 pmol

auffillen mit 170 yl ddH20
PCR-Ansatz (25 pl)

Reagenz Volumen [ul] | Endkonzentration
ddH20 16,8
10x Puffer Il (ohne MgCl>) 2,5 1X
MgCl2 (25 mM) 2 2mM
dNTP (10 mM) 0,5 0,2 mM
Primer-Mix 2 S.0.
AmpliTaq Gold® DNA Polymerase (5 U/ul) 0,2 0,04 U/ul
DNA (50 ng/ul) 1 50 ng
Thermocycler-Programm
95 °C 7 min
35 Zyklen:
95 °C 45 s
60 °C 45s
72 °C 1 min
72 °C 4 min
16 °C unendlich
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2.6 Methoden zum Nachweis chromosomaler Anomalien

2.6.1 Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

Die FISH zum Nachweis der t(14;18)(q32;921)-Translokation wurde primar mit
einer Break Apart Sonde (Vysis LS| BCL2 Dual Color Break Apart Rearrange-
ment Probe, Abbott Molecular) durchgeflhrt. Diejenigen Proben, bei denen sich
auf diese Weise kein Bruch im BCL2-Gen bestatigen lie3, wurden zusatzlich mit
der ZytoLight® SPEC IGH Dual Color Break Apart Sonde (ZytoVision) und der
Vysis LS| IGH/BCL2 Dual Color Dual Fusion Translokationssonde (Abbott Mole-
cular) untersucht, um potenzielle atypische Translokationsmuster aufzudecken.
Alle aggressiven B-NHL und FL Proben sind daruber hinaus mit der Vysis LSI
BCL6 (ABR) Dual Color Rearrangement Sonde (Abbott Molecular) und der
Vysis LSI MYC Dual Color Rearrangement Sonde (Abbott Molecular) auf das
Vorhandensein von BCL6- und MYC-Translokationen untersucht worden. Im
Falle einer BCL6- und/oder MYC-Translokation wurde anschliefiend auch die
zugehorige ISFN mit den entsprechenden Sonden analysiert. Proben, bei
denen mittels NGS eine TP53 Mutation nachgewiesen werden konnte (Ab-
schnitt 2.9), sind aullerdem mit der Vysis LSI TP53 SpectrumOrange/CEP 17
Spectrum-Green Sonde (Abbott Molecular) hybridisiert worden, um sie auf eine
Deletion bzw. einen Verlust des zweiten Allels zu untersuchen. Alle Hybri-
disierungen erfolgten nach Herstellerangaben und wurden mithilfe des Axio
Imager.M2 mit integriertem ApoTome.2 System (Zeiss) ausgewertet. Die Bild-
dokumentation wurde mit der zugehdrigen AxioVision Software (Version 4.8.2)
durchgefuhrt.

2.6.2 PCR zum Nachweis eines BCL2/1GH-Rearrangements

Der Bruch im BCL2-Gen kann, wie unter Abschnitt 1.4.1 beschrieben, neben
der MBR auch die 3'MBR, MCR und ICR betreffen, weswegen zur Amplifikation
der BCL2/1GH-Bruchpunktregion mehrere PCR-Ansatze mit unterschiedlichen
Vorwartsprimern (Abschnitt 2.2.3) verwendet wurden, welche jeweils mit dem
JH-Konsensus Primer kombiniert worden sind (Tab. 2). Falle, bei denen auf
diese Weise kein Bruchpunkt amplifiziert werden konnte, wurden dariber hin-

aus mit dem IdentiClone™ BCL2/JH Translocation Assay (Invivoscribe Tech-
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nologies) analysiert, welches die unterschiedlichen Bruchpunktregionen eben-
falls mit drei separaten Primer-Mixen abdeckt (Tab. 3). Der Erfolg der Ampli-
fikation wurde uUberpruft, indem jeweils 10 yl der PCR-Produkte wie unter 2.5.2
beschrieben mittels Gelelektrophorese aufgetrennt worden sind. Banden waren

nur dann sichtbar, wenn tatsachlich ein Bruchpunkt in der entsprechenden Re-

gion vorgelegen hat.

Tabelle 2. PCR zur Detektion eines BCL2/IGH-Rearrangements.
"Verwendet wurde jeweils der MBR_F, MCR_F, MCR_2F-9F oder S-lcr Primer. #Fiir den

MCR_7F Primer wurden 3

,0 yl MgClz (25 mM) eingesetzt. *Fur den MCR_6F und

MCR_7F Primer ist die Annealing Temperatur auf 54 °C angepasst worden.

PCR-Ansatz (25 pl)

Reagenz Volumen [ul] | Endkonzentration
ddH20 17,25
10x Puffer Il (ohne MgClz) 2,5 1x
MgCl2 (25 mM) 2,0% 2,0mM
dNTP (10 mM) 1 0,4 mM
Vorwartsprimer™ (10 uM) 0,5 0,4 mM
JH-Konsensus Primer (10 uM) 0,5 0,4 mM
AmpliTaq Gold® DNA Polymerase (5 U/ul) 0,25 1,25 U
DNA (50 ng/ul) 1 50 ng
Thermocycler-Programm
95 °C 5 min
45 Zyklen:
95 °C 45 s
57 °C (MBR) oder 56 °C (MCR und ICR)* 1 min
72 °C 1 min
72 °C 10 min
12 °C unendlich

Tabelle 3. PCR-Ansatz fiir den IdentiClone™ BCL2/JH Translocation Assay.

PCR-Ansatz (25 pl)

Reagenz Volumen [ul]
Master Mix A/B/C 22,5
EagleTag DNA polymerase (5 U/ul) 0,125
DNA 50 ng/pl 1

auffillen mit ddH20 auf 25 pl

Thermocycler-Programm

95 °C 7 min
35 Zyklen:

95 °C 45s

60 °C 45s

72 °C 90s

72 °C 10 min

15 °C unendlich
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Zum Nachweis der t(14;18) in den ISFN Proben von Fall 3 und Fall 9 mussten
anhand der Bruchpunktsequenz der gepaarten aggressiven B-NHL klonspezi-
fische Primer entworfen werden. Verwendet wurde dafur die Primer3web Soft-
ware (Version 4.1.0), wobei pro Fall jeweils ein Vorwartsprimer fur den trans-
lozierten Teil des BCL2-Gens und ein Ruckwartsprimer flr die klonspezifische
VerknlUpfungssequenz konzipiert worden ist (Abschnitt 2.2.3). Fir die PCR sind
lediglich die Annealingtemperaturen (54 °C fur Fall 3 und 53 °C fur Fall 9) ange-
passt worden. Die anschliefende Gelelektrophorese wurde wie unter Abschnitt
2.5.2 beschrieben durchgeflhrt, wobei eine erfolgreiche Amplifikation in den
entsprechenden ISFN Proben als Beweis fur das Vorhandensein des gleichen
t(14;18)(932;921) Bruchpunktes angesehen worden ist. Um die Spezifitat der
Primer zu verifizieren sind klonal nicht verwandte t(14;18)" Proben als Negativ-
kontrolle verwendet und zusatzlich alle erhaltenen Produkte wie unter Ab-

schnitt 2.7 beschrieben sequenziert worden.
2.7 Sanger Sequenzierung

2.7.1 HighPrep™ -Aufreinigung

Bei erfolgreicher Amplifikation wurden die PCR-Produkte fur die nachfolgende
Sequenzierung nach Sanger aufgereinigt [105]. Dabei werden unerwunschte
Komponenten wie Primer oder freie dNTP entfernt. Die eingesetzte Menge des
Produkts richtete sich nach Starke der mittels Gelelektrophorese nachgewiese-
nen Bande (siehe Abschnitt 2.6.2). Bei kraftigen Banden wurden 10 pyl PCR-
Produkt verwendet. Fur die Aufreinigung ist das Produkt mit der 1,8-fachen
Menge HighPrep™ Beads (MagBio Genomics) in einem 0,2 ml Reaktionsgefaf
gemischt, 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und nachfolgend 2 Minuten
in eine 96-Well Magnetplatte (Thermo Scientific) gestellt worden. Der Uberstand
wurde entnommen und die Beads nachfolgend mit 200 pl 80 % Ethanol (Merck)
fur 3 Minuten inkubiert. Anschliel3end ist das Ethanol ebenfalls verworfen und
der Waschschritt wiederholt worden. Nach komplettem Entfernen des Ethanols
und dem Trocknen der Beads, sind diese erneut je nach Bandenstarke in 30-40

Ml ddH20 eluiert und 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert worden. Dies
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ermdglichte das Losen der DNA, die dann nach 2-minutiger Inkubation in der

Magnetplatte mit dem Uberstand entnommen werden konnte.

2.7.2 Cycle Sequencing Reaktion und CleanSeq®-Aufreinigung

FUr die Kettenabbruch-Synthese sind abhangig von der Bandenstarke (Ab-
schnitt 2.6.2) pro Ansatz 3-7 pl PCR-Produkt in die Sequenzierungsreaktion
eingesetzt worden. Dabei wurde fur den Vorwarts- und Rluckwartsprimer je ein
Ansatz erstellt, woflir das GenomeLab™ DTCS - Quick Start Kit (Beckman
Coulter) und die Primer des jeweiligen BCL2-Bruchpunktes bzw. der JH-Kon-

sensus Primer verwendet wurden (Tab. 4).

Tabelle 4. Cycle Sequencing Reaktion.

PCR-Ansatz (10 pl)

Reagenz Volumen [ul] | Endkonzentration
DCTS Quick Start Mix 2
Vorwarts- oder Ruckwartsprimer (10 yM) 1 1uM
Aufgereinigtes PCR-Produkt 3-7

auffullen mit ddH20 auf 10 pl
Thermocycler-Programm

30 Zyklen:
96 °C 20s
50 °C 20s
60 °C 4 min

Eine nachfolgende erneute Aufreinigung der Produkte erfolgte mittels
Agencourt® CleanSEQ® Kit (Beckman Coulter). Es wurden 10 pl Sequen-
zierungsprodukt mit 10 yl CleanSEQ® Beads (Beckman Coulter) und 42 ul 85 %
Ethanol (Merck) gemischt und 3 Minuten bei Raumtemperatur in einer 96-Ring
Magnetplatte (Beckman Coulter) inkubiert. Der Uberstand ist abgenommen und
zu den Beads erneut 100 ul 85 % Ethanol gegeben worden. Nach 3-minutiger
Inkubation und vollstandigem Entfernen des Ethanols wurden die Beads zlgig
in 40 Sample Loading Solution (SLS, Beckman Coulter) resuspendiert und in
eine 96-Well Probenplatte (Corning Incorporated) uberfuhrt. Die Probenplatte
wurde auf die Magnetplatte gestellt, damit sich am Boden ein Pellet der Beads
bildet. Jedes Well ist zusatzlich mit einem Tropfen Mineraldl (Beckman Coulter)
uberschichtet worden. Analog dazu ist eine 96-Well-Pufferplatte (Beckman

Coulter) mit Separationspuffer (Beckman Coulter) befullt worden.
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2.7.3 Kapillargelelektrophorese und Sequenzanalyse

Die nachfolgende Kapillargelelektrophorese auf dem GenomeLab™ GeXP
Genetic Analysis System (Beckman Coulter) und die Auswertung mithilfe der
GenomelLab™ GeXP Genetic Analysis Software (Version 11.0) von Beckman
Coulter sind nach Angaben des Herstellers durchgefuhrt worden. Die erhalte-
nen Sequenzen wurden mit den moglichen Ju-Gensegmenten (siehe Abschnitt
1.3.1) und der Sequenz des BCL2-Gens abgeglichen, um den Aufbau der
klonspezifischen Bruchpunkte nachzuvollziehen und neu eingefigte Nukleotide

(N-Nukleotide) zu identifizieren.
2.8 Klonalitatsanalyse

2.8.1 Klonalitatsanalyse IGH

Fur die Klonalitatsanalyse zum Nachweis einer klonalen B-Zell-Population in
den Proben sowie der klonalen Verwandtschaft gepaarter Proben unter-
einander, wurde zunachst der Bereich zwischen der FR2 bzw. FR3 und dem J-
Segment der jeweiligen IGH-Gene amplifiziert, wofur zwei Primer-Mixe verwen-
det wurden, die alle moglichen Kombinationen der V(D)J-Rekombination abge-
deckt haben (Tab. 5 und 6). AnschlielRend wurde eine Fragmentlangenanalyse
der amplifizierten Produkte mittels Kapillargelelektrophorese durchgefthrt. Vor-
lage war dabei erneut das BIOMED-2 Protokoll [43].

Alle Proben wurden im Doppelansatz mit 30 und 60 ng eingesetzter DNA
(Messung mittels Nanodrop™ 2000) untersucht. AuRerdem ist fur jeden PCR-
Mix sowohl eine Negativkontrolle (ddH20), als auch eine Positivkontrolle (Zell-
linie Granta 519, Mantelzell-Lymphom) angesetzt worden (Tab. 6). Fur die
Kapillargelelektrophorese auf dem GenomeLab™ GeXP Genetic Analysis
System (Beckman Coulter) sind 2000 uyl SLS (Beckman Coulter) mit 30 ul Size
Standard (Beckman Coulter) versetzt worden. Davon sind 30 pl mit je 1 pl
amplifizierter Probe in ein Well einer 96-Well Probenplatte (Corning Incor-
porated) gegeben und das Ganze mit einem Tropfen Mineraldl (Beckman
Coulter) Uberschichtet worden. Eine 96-Well-Pufferplatte (Beckman Coulter)
wurde wie unter Abschnitt 2.7.2 beschrieben vorbereitet. Die Kapillargelelektro-
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phorese ist nach Herstellerangaben durchgeflhrt und mit der entsprechenden

Software (Version 11.0) ausgewertet worden.

Tabelle 5. Primer-Mixe fiir die FR2- und FR3-Klonalitatsanalyse.

Primer-Mix B (FR2)

Primer | Volumen [ul] | Endkonzentration
VH1-FR2 50 10 pmol/ul
VH2-FR2 50 10 pmol/ul
VH3-FR2 50 10 pmol/ul
VH4-FR2 50 10 pmol/ul
VH5-FR2 50 10 pmol/ul
VH6-FR2 50 10 pmol/ul
VH7-FR2 50 10 pmol/ul

auffillen mit 150 yl ddH20
Primer-Mix C (FR3)
Primer | Volumen [ul] | Endkonzentration

VH1-FR3 50 10 pmol/l
VH2-FR3 50 10 pmol/l
VH3-FR3 50 10 pmol/l
VH4-FR3 50 10 pmol/l
VH5-FR3 50 10 pmol/l
VH6-FR3 50 10 pmol/l
VH7-FR3 50 10 pmol/l

auffillen mit 150 yl ddH20

Tabelle 6. PCR fiir die IGH-Klonalitatsanalyse.

PCR-Ansatz (25 pl)

Reagenz Volumen [ul] | Endkonzentration
10x Puffer | (mit 15 mM MgClz) 2,5 1x (1,5 mM MgCly)
dNTP (10 mM) 0,5 0,2 mM
Primer-Mix B oder C (10 uM/Primer) 0,5 0,2 uM je Primer
JH-Konsensus Primer (10 uM) 0,5 0,2 uM je Primer
AmpliTaq Gold® DNA Polymerase (5 U/ul) 0,2 0,04 U/ul
DNA X 30 oder 60 ng

auffullen mit ddH20 auf 25 pl
Thermocycler-Programm

95 °C 7 min
40 Zyklen:

95 °C 30s

60 °C 45s

72 °C 45s

72 °C 4 min

16 °C unendlich
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2.8.2 Klonalitatsanalyse der IG-Kappa -Leichtkette

Um die Sensitivitat zu erhdhen, kann zusatzlich eine Klonalitatsanalyse der 1G-
Leichtketten-Gene durchgefuhrt werden. Zu diesem Zweck wurde das |G-
Kappa-Gen (IGK) nach Vorlage des BIOMED-2 Protokolls mit zwei ver-
schiedenen Primer-Mixen amplifiziert (Tab. 7). Als Vorwartsprimer dienten die
familienspezifischen Primer der V-Region, sowie der INTR (IntronRSS) Primer
(Tab. 8). Als Ruckwartsprimer fanden zwei Jk und der Kde (engl. kappa dele-
ting element) Primer Verwendung [43]. Der restliche Versuchs- und Arbeits-

ablauf wurde wie unter Abschnitt 2.8.1 beschrieben durchgeflhrt.

2.8.3 Klonalitatsanalyse mit klonspezifischen Primern

Daruber hinaus sind fur die ISFN Proben von Fall 6 und 10 mit Primer3web
(Version 4.1.0) klonspezifische Primer (Abschnitt 2.2.3) entworfen worden. Als
Basis diente die jeweilige IGH-Sequenz (siehe Abschnitt 2.11) des gepaarten
DLBCL, wobei die Primerpaare so konzipiert wurden, dass der Vorwartsprimer
in der FR und der Ruckwartsprimer in der CDR3 gebunden hat. Letztere Primer
wurden aullerdem mit D4-Fluoreszenzfarbstoff (Sigma Aldrich) markiert, um
eine Kapillargelelektrophorese, wie unter Abschnitt 2.8.1 beschrieben, zu er-

mdglichen.

Tabelle 7. PCR fiir die IGK-Klonalitatsanalyse.

PCR-Ansatz (25 pl)
Reagenz Volumen [ul] Endkonzentration
10x Puffer | (mit 15 mM MgCl2) 2,5 1x (1,5 mM MgCl2)
dNTP (10 mM) 0,5 0,2 mM
Primer-Mix A oder B 0,5 0.2 uM/0.4 M je
Primer
Jk 1-4 Primer (mit Mix A) 0,5 1,8 uM
Jk 5 Primer (mit Mix A) 0,5 1,8 uM
Kde Primer (mit Mix B) 0,5 1,8 uM
AmpliTaq Gold® DNA Polymerase (5 U/ul) 0,2 0,04 U/ul
DNA X 30 oder 60 ng
auffillen mit ddH20 auf 25 pl
Thermocycler-Programm
95 °C 7 min
40 Zyklen:
95 °C 30s
60 °C 45 s
72 °C 45s
72 °C 4 min
16 °C unendlich
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Tabelle 8. Primer-Mixe fiir die IGK-Klonalitatsanalyse.

Primer-Mix IGKa

Primer | Volumen [ul] | Endkonzentration

VK1/6 50 10 pmol/pl
VK2 100 20 pmol/pl
VK3 50 10 pmol/pl
VK4 100 20 pmol/pl
VK5 100 20 pmol/pl
VK7 50 10 pmol/pl

auffillen mit 50 yl ddH20
Primer-Mix IGKg

Primer | Volumen [ul] | Endkonzentration

VK1/6 50 10 pmol/ul
VK2 100 20 pmol/pl
VK3 50 10 pmol/ul
VK4 100 20 pmol/pl
VK5 100 20 pmol/ul
VK7 50 10 pmol/ul
INTR 50 10 pmol/yl

Fir die vorher durchgefihrte PCR (Tab. 6) mit angepassten Annealing-
bedingungen (54 °C fur Fall 6 und 53 °C fur Fall 10) sind 100 ng (Messung mit
Nanodrop™ 2000) der jeweiligen DNA verwendet worden. Um die klonspezifi-
sche Bindung der Primer zu verifizieren, wurden klonal unverwandte DLBCL
Proben als Negativkontrollen genutzt. Analog zur IGH- und IGK-Klonalitats-
analyse nach dem BIOMED-2 Protokoll ist eine Ubereinstimmende Fragment-
lange in gepaarten Proben als Beweis fur die klonale Verwandtschaft gewertet

worden.

2.9 Gezieltes Next-Generation Sequencing

Um die Proben auf das Vorliegen somatischer Mutationen zu untersuchen, ist
eine Sequenzierung auf dem lon Torrent PGM™ (Life Technologies) durch-
gefuhrt worden. Im Vorfeld wurden dafur mithilfe des lon AmpliSeq™ Designers
(Life Technologies) drei lon AmpliSeq™ Custom Panel (Life Technologies) mit
haufig in DLBCL und FL mutierten Genen erstellt (Tab. 9), welche flir die
Analyse der Proben verwendet wurden. Dabei ist auch die Analyse der ISFN
Lasionen zunachst an makrodisseziertem Gewebe durchgefuhrt worden. Im
Falle einer Mikrodissektion (Abschnitt 2.4.1.2) wurden ISFN Proben ein wei-

teres Mal der Panel-Sequenzierung zugefuhrt, sowohl um die Sensitivitat der
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Methode zu erhdhen, als auch um vorher identifizierte Varianten zu validieren.
Bei den aggressiven B-NHL kam aufierdem das Ampliseq™ TP53 Panel (Ther-
mo Fisher Scientific) zur Verwendung, welches den gesamten kodierenden
Bereich des TP53-Gens abgedeckt hat. Bei einem Mutationsnachweis sind ge-
paarte FL und ISFN Proben anschliellend mittels gezielter Einzelamplikon-
Sequenzierung (Abschnitt 2.10) auf das Vorhandensein einer TP53 Alteration

untersucht worden.

2.9.1 Libraryerstellung

Im ersten Abschnitt der Panel-Analyse wurden die Amplikon-Bibliotheken

mithilfe des lon AmpliSeq™ Library Kits 2.0 (Life Technologies) erstellt, wobei

zunachst die Amplifikation der Zielsequenzen stattfand (Tab. 10).

Tabelle 9. lon AmpliSeq™ Custom Panel mit haufig mutierten Ge-
nen von FL und DLBCL. Aufgefiihrt sind die Gene, bzw. die Regionen des
Genoms, die mit den Custom Panel abgedeckt wurden, inklusive der Anzahl dafiir ver-
wendeter Amplikons. Die tatsachliche Abdeckung der Regionen betrug dabei insgesamt
95.33 %. Abkiirzungen: CDS, kodierende Sequenz.

Gen Position (hg19) def:\lz;nL Amplikons
BCL2 chr18: 60,795,858 - 60,985,965 CDS 9
BCL6 chr3: 187,440,246 - 187,451,481 CDS 27
BTG1 chr12: 92,537,856 - 92,539,311 CDS 7
BTG?2 chr1: 203,274,735 - 203,276,566 CDS 6
CARD11 chr7: 2,946,272 - 2,998,140 CDS 54
CD79B chr17: 62,006,586 - 62,009,621 CDS 11
CREBBP chr16: 3,777,719 - 3,929,917 CDS 96
EP300 chr22: 41,489,009 - 41,574,960 CDS 63
EZH2 chr7: 148,508,712 - 148,508,817 Exon 16 1
FOXO1 chr13: 41,133,660 - 41,240,349 CDS 10
GNA13 chr17: 63,010,375 - 63,052,711 CDS 8
HIST1H1B  chr6: 27,834,627 - 27,835,307 CDS 6
HIST1H1C  chr6: 26,056,015 - 26,056,656 CDS 6
HIST1H1D  chr6: 26,234,496 - 26,235,161 CDS 6
HIST1H1E  chr6: 26,156,619 - 26,157,278 CDS 5
IGLL5 chr22: 23,230,234 - 23,237,874 CDS 8
KMT2D chr12: 49,415,563 - 49,449,107 CDS 120
IRF4 chr6: 393,153 - 407,598 CDS 18
MEF2B chr19: 19,256,503 - 19,261,544 CDS 11
MYD88 chr3: 38,181,350 - 38,182,777 Exons 2-5 11
PIM1 chr6: 37,138,079 - 37,141,867 CDS 16
PRDM1 chr6: 106,534,429 -106,555,361 CDS 29
TBL1XR1 chr3: 176,743,286 - 176,782,765 CDS 32
TNFAIP3 chr6: 138,192,365 - 138,202,456 CDS 29
TNFRSF14 chr1: 2,488,104 - 2,494,712 CDS 11
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Tabelle 10. PCR zur Erstellung der Amplikon-Bibliotheken.

PCR-Ansatz (20 pl)

Reagenz Volumen [ul]
5x lon AmpliSeq™ HiFi Mix 4
2x lon AmpliSeq™ Primer Pool 10
DNA 10 ng <6

auffullen mit ddH20 auf 20 pl
Thermocycler-Programm

99 °C 2 min
24 Zyklen:

99 °C 15s

60 °C 4 min

10 °C Uber Nacht

Anschlie3end ist eine Behandlung der PCR-Produkte mit dem FuPa-Reagenz
(Life Technologies) durchgefuhrt worden (Tab. 11). Dabei kommt es zu einem
partiellen Verdau der Primer und zur Phosphorylierung der Amplikons, was das
spatere Anbringen von Adapter/Barcode-Sequenzen ermdoglicht, welche be-
notigt werden, um die nachfolgende klonale Amplifikation und Sequenzierung
durchfihren und die Sequenzen den entsprechenden Patienten zuordnen zu

konnen.

Tabelle 11. FuPa-Verdau der Amplikons.

Primerverdau

Reagenz Volumen [ul]
Amplikons 22
FuPa Reagenz 2
Thermocycler-Programm
50 °C 10 min
55 °C 10 min
60 °C 20 min
10 °C bis zu 1 h

Die Kennzeichnung der einzelnen Proben mit diesen Adapter/Barcode-Sequen-
zen fand mit dem lon Xpress™ Barcode Adapters Kit (Life Technologies) statt,
woflr zunachst die jeweiligen Barcode-Mixe hergestellt wurden, indem je 2 ul
lon P1 Adapter (Life Technologies) mit einem lon Xpress™ Barcode (Life Tech-
nologies) und 4 pl ddH20 gemischt worden sind. Die Ligation der Barcodes ist
in Tabelle 12 zusammengefasst.
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Tabelle 12. Adapter-Ligation.

Ligation
Reagenz Volumen [ul]
Switch Solution 4
Barcode-Mix 2
DNA-Ligase 2
Verdaute Amplikons 22
Thermocycler-Programm
22 °C 30 min
72 °C 10 min
10 °C bis zu 1 h

Auch fur die Sequenzierung auf dem lon Torrent PGM™ (Life Technologies)
war eine Aufreinigung der PCR-Produkte nétig. Daflr wurden 30 pl der Ampli-
kon-Bibliotheken mit 54 ul HighPrep™ Beads (MagBio Genomics) in einem 0,2
ml Reaktionsgefald gemischt, 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und im
Anschluss 2 Minuten in eine 96-Well Magnetplatte (Thermo Scientific) gestellt.
Der Uberstand wurde entnommen und 200 pl 80 % Ethanol (Merck) hinzu-
gefugt. Das Ethanol wurde nach 30 Sekunden entnommen und der Wasch-
schritt ein weiteres Mal wiederholt. Nach 5-minutigem Trocknen der Beads
wurden sie in 35 pl Low TE-Puffer (Life Technologies) resuspendiert, 2 Minuten
inkubiert und erneut in die 96-Well Magnetplatte gestellt. 30 pl des Uberstandes
wurden entnommen und der gesamte Waschvorgang wiederholt. Im Anschluss
sind 30 pl der aufgereinigten Bibliotheken in ein 0,2 ml Reaktionsgefal® uber-
fuhrt worden. Zur nachfolgenden Quantifizierung wurde von jeder Bibliothek

unter Zugabe von ddH20 eine 1:500 Verdlinnung hergestellt.

2.9.2 Libraryquantifizierung

Um die erfolgreiche Amplifikation der Zielsequenzen zu Uberprufen, wurde eine
quantitative Echtzeit-PCR (qgPCR) am LightCycler® 480 Instrument (Roche)
durchgefiihrt, wobei das lon Library TagMan® Quantitation Kit (Life Technolo-
gies) zum Einsatz gekommen ist. Das System basiert auf dem Anbringen von,
mit einem Fluoreszenzfarbstoff versehenen, Oligonukleotid-Sonden und der an-
schliefenden Detektion des Fluoreszenzsignals, welches proportional zur am-
plifizierten DNA-Menge zunimmt. Dabei wurde die quantitative Einschatzung

durch einen E. coli Standard ermdglicht. Ausgehend von dessen Stammldsung

37



Material und Methoden

(68 pM), sind jeweils 3 verschiedene Konzentrationen (6,8 pM, 0,68 pM und
0,068 pM) hergestellt und im Doppelansatz gemessen worden. Negativkontrolle
(ddH20) und verdunnte Amplikon-Bibliotheken sind ebenfalls im Doppelansatz
quantifiziert worden (Tab. 13). Jeder Ansatz wurde in ein Well einer 96-Well

Probenplatte (Biozym) gegeben.

Tabelle 13. qPCR zur Quantifizierung der Amplikon-Bibliotheken.

qPCR am Lightcycler®
Reagenz Volumen [ul]
2x TagMan™ MasterMix 5
2x lon TagMan™ Assay 0,5
Library (1:500) oder E.Coli Standard 4,5
Lightcycler®-Programm
40 Zyklen:
50 °C 2 min
95 °C 3s
60 °C 30s

Die Auswertung erfolgte mit der LightCycler® 480 Software (Version 1.5,
Roche) nach Herstellerangaben. Dabei macht man sich die Ct-Werte (engl.
cycle threshold) der Proben zunutze. Diese Werte kennzeichnen denjenigen
Amplifikationszyklus, ab dem das jeweilige Fluoreszenzsignal aus dem Hinter-
grund tritt. Durch die Ct-Werte der Standards lasst sich eine Standardkurve
erstellen, auf Basis derer man die Konzentrationen der Libraries bestimmen

kann.

2.9.3 lon Chef™ und Sequenzierung auf dem lon Torrent PGM™

Das Vereinigen der verschiedenen Bibliotheken sowie die Vorbereitung des lon
Chef™ |nstruments mit dem lon PGM™ Hi-Q™ View Chef Kit (Life Technolo-
gies) sind nach Herstellerangaben durchgefuhrt worden. Das lon Chef™ Instru-
ment ermdglicht eine vollautomatische Template-Erstellung. Der erste Schritt
beinhaltet dabei eine Emulsions-PCR, bei der die DNA-Fragmente mittels an-
gebrachter Adapter-Sequenzen in einem Verhaltnis von 1:1 an lon Sphere™
Particles (ISP) binden und an diesen amplifiziert werden [106]. Zusatzlich
werden die freien Enden der vervielfaltigten Fragmente mit Biotin-Molekilen

versehen, welche der anschlieBenden Anreicherung mittels magnetischer
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Beads dienen, die Uber gekoppeltes Streptavidin an Biotin binden. Durch einen
Magneten werden auf diese Weise nur diejenigen ISP angereichert, an denen
tatsachlich eine Amplifikation stattgefunden hat. Im letzten Schritt ist ein
Halbleiter-Chip (lon 318™ Chip Kit v2 BC, Life Technologies) durch das lon
Chef™ Instrument mit den angereicherten ISP beladen worden. Dabei gelangt
je ein ISP in eine Mikroreaktionskammer, in der die eigentliche Sequenzierung
stattfindet. Fur die Sequenzierung musste der Halbleiter-Chip zuerst auf den lon
Torrent PGM™ (Life Technologies) Uberfuhrt werden, der zu diesem Zweck
mithilfe des lon PGM™ Hi-Q™ View Sequencing Kit (Life Technologies) nach
Herstellerangaben vorbereitet wurde. Die lon Torrent™ Sequenzierung beruht
auf einer Detektion von pH-Wert Anderungen, welche durch das Freiwerden
von Protonen bei der Bindung eines neuen Nukleotids verursacht werden. Jede
dieser Anderungen wird in ein elektrisches Signal umgewandelt, so dass es
durch die zyklische Zugabe der einzelnen Nukleotide moglich ist, die Nukleotid-

abfolge zu bestimmen [107].

2.9.4 Auswertung der lon AmpliSeq™ Custom Panel

Analysiert wurden die Daten mithilfe der Torrent Suite™ Software (Version
5.6.0) und nachfolgend anhand des Torrent Mapping Alignment Program
Algorithmus mit dem humanen Genom (hg19) verglichen. Die Suche nach Vari-
anten wurde durch die lon Reporter™ Software (Version 5.6) jeweils mit dem
auf die in den lon AmpliSeq™ Custom Panel enthaltenen Gene abgestimmten
Custom Workflow durchgefuhrt. Die gefundenen Varianten wurden im An-
schluss mit dem Integrative Genomics Viewer (IGV, Version 2.3.94), einem Pro-
gramm zur Darstellung von Sequenzierungsdaten, analysiert. Dabei musste si-
chergestellt werden, dass vermeintlich somatische Mutationen keine Artefakte
waren. Typische Artefakte von FFPE-Material sind beispielsweise G>A und
C>T Basenaustausche [104,108]. Zusatzlich stellen Homopolymer-Regionen,
d.h. Abschnitte, in denen wiederholt das gleiche Nukleotid eingebaut wird, fur
das Halbleitersequenzierungsverfahren ein Problem dar und kdonnen zu Inser-
tions- bzw. Deletionsartefakten fuhren [106]. Auch Varianten, die ausschlie3lich
in einer Sequenzierungsrichtung aufgetreten sind, wurden als Artefakte gewer-

tet. Alle Sequenzabschnitte, die in mindestens einer Probe eines Falles eine
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Mutation aufwiesen, sind mit dem IGV auch in den gepaarten Proben explizit
begutachtet worden, selbst wenn bei diesen durch die lon Reporter™ Software
keine Variante angezeigt wurde. Fur den Fall, dass eine Mutation in einer ge-
paarten Probe nicht nachgewiesen werden konnte, die Abdeckung der jeweili-
gen Region jedoch <100 gelesener DNA-Sequenzen (Reads) betrug, wurde die
Region mit bidirektionaler Einzelamplikon-Sequenzierung (Abschnitt 2.10) er-
neut sequenziert, um falsch negative Ergebnisse zu vermeiden. Durch die
Analyse von (mindestens) zwei Gewebeproben je Patient, welche sich in ihrem
Gehalt an (pra)neoplastischen Zellen i.d.R. deutlich unterschieden haben,
konnten somatische Mutationen von Keimbahnmutationen/Einzelnukleotid-Poly-
morphismen (SNP) abgegrenzt werden, da die Allelfrequenz der jeweiligen Va-
riante (VAF, engl. variant allele frequency) bei letzteren unabhangig vom
Tumorzellanteil war und je nachdem, ob es sich um hetero- oder homozygote
Polymorphismen gehandelt hat, in beiden Proben im Bereich von 50 bzw. 100
% lag. Daruber hinaus wurde jede Variante mittels Online-Datenbanken, wie
COSMIC, Ensembl und Exome Variant Server auf eine vorherige Publikation
Uberpruft. Synonyme Varianten und Varianten der 5' untranslatierten Region
(5'UTR) wurden lediglich beim BCL2-Gen berlcksichtigt, um die klonale
Evolution der einzelnen Falle genauer nachvollziehen zu kénnen. Fir die-
jenigen Proben, bei denen wegen eingeschrankter DNA-Qualitat eine Unter-
scheidung von somatischen Mutationen und Sequenzierungsartefakten er-
schwert war, lag der Fokus auf dem Identifizieren von Alterationen, die bereits

aus gepaarten Fallen mit besserer DNA-Qualitat bekannt waren.

2.10 Validierung der NGS Ergebnisse

Der Groldteil der detektierten Varianten wurde im Rahmen einer zweiten
Sequenzierung auf dem lon Torrent PGM™ (Life Technologies) validiert. Diese
Validierung erfolgte dabei entweder durch eine bidirektionale Einzelamplikon-
Sequenzierung nach der lon Amplicon Library Preparation Fusion Methode
oder bei den mikrodissezierten ISFN Lasionen, wie unter Abschnitt 2.9 be-
schrieben, mit einer erneuten Panel-Sequenzierung. Im Falle einer Analyse
mittels Einzelamplikons wurden zunachst die passenden Primer mit der

Primer3web Software (Version 4.1.0) erstellt, welche dann nach Herstelleranga-
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ben am 5-Ende um die Barcode- und Adaptersequenzen (trP1 und A)
verlangert wurden (Abschnitt 2.2.3). Fur die Amplifikation der Zielsequenzen
wurde unter Verwendung des lon AmpliSeq™ Library Kits 2.0 (Life Technolo-
gies) jeweils ein Mix fur die Vorwarts- und Ruckwartssequenzierung erstellt
(Tab. 14).

Tabelle 14. Einzelamplikon PCR nach der lon Amplicon Library
Preparation Fusion Methode.

PCR-Ansatz (25 pl)
Reagenz Volumen [ul]
Platinum™ PCR Supermix High Fidelity 22,5
Vorwarts oder Riuckwartsprimer-Mix 0,5
DNA 12,5 ng/ul 2
Thermocycler-Programm
94 °C 3 min
40 Zyklen:

94 °C 30s

58 °C 30s

68 °C 1 min

4°C unendlich

Nach einer Aufreinigung mittels HighPrep™ Beads (MagBio Genomics) (Ab-
schnitt 2.9.1) erfolgte die Quantifizierung der amplifizierten Produkte mit dem
Qubit® 3.0 Fluorometer (Life Technologies) nach Herstellerangaben mit dem
Qubit® dsDNA HS Assay Kit (Life Technologies). Durch Kenntnis der jeweils zu
erwartenden Produktlange konnte so die Molaritat der amplifizierten Proben be-
stimmt werden. Um eine gleichmalige Sequenzierung zu gewahrleisten, ist
anschlieBend jedes Einzelamplikon auf 5 pM verdinnt worden. Der restliche
Arbeitsablauf entsprach dem der lon AmpliSeq™ Custom Panel-Sequenzierung
(Abschnitt 2.9.3).

2.11 NGS mit dem LymphoTrack® IGH Assay

2.11.1 Durchfiihrung des LymphoTrack® IGH Assays

Fur die Sequenzierung des IGH-Gens wurde das LymphoTrack® DX IGH
(FR1/FR2/FR3) Assay - PGM™ Kit (Invivoscribe Technologies) eingesetzt. Der
grundsatzliche Arbeitsablauf ahnelte dem der Einzelamplikon-Sequenzierung,
wobei im ersten Schritt die Amplifikation der Zielsequenzen stattgefunden hat
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(Tab. 15). Die nachfolgende Aufreinigung der PCR-Produkte wurde mit
HighPrep™ Beads (MagBio Genomics) durchgefuhrt (Abschnitt 2.9.1). Die
aufgereinigten Produkte sind mit dem LightCycler® 480 Instrument (Roche)
nach Herstellerangaben (Abschnitt 2.9.2) quantifiziert und anschliel3end auf je-
weils 20 pM verdinnt worden. Der restliche Ablauf entsprach dem der lon

AmpliSeq™ Custom Panel-Sequenzierung (Abschnitt 2.9.3).

Tabelle 15. PCR-Ansatz fiir den LymphoTrack® IGH Assay.

PCR-Ansatz (52,2 pl)
Reagenz Volumen [ul]
Master Mix FR1, FR2 oder FR3 45
AmpliTaq Gold® DNA Polymerase (5 U/ul) 0,2
DNA 10 ng/pl 5
Thermocycler-Programm
95 °C 7 min
29 Zyklen:
95 °C 45s
60 °C 45s
72 °C 90 s
72 °C 10 min
15 °C unendlich

2.11.2 Auswertung des LymphoTrack® IGH Assays

Die Auswertung des LymphoTrack® IGH Assays erfolgte nach Hersteller-
angaben mit der LymphoTrack® Data Analysis und Visualization Software (Ver-
sion 2.3.1, Invivoscribe Technologies), wodurch sich die in der Gewebeprobe
enthaltenen IGH-Sequenzen darstellen lassen. Beim Nachweis eines monoklo-
nalen Rearrangements wurde der dominante Klon anschlieRend mit den Online-
Programmen IMGT/V-QUEST und IGBlast analysiert. Diese Programme ermog-
lichen u.a. eine Zuordnung der Sequenzabschnitte zu den FR und CDR und
geben die dem Rearrangement am wahrscheinlichsten zugrunde liegenden
V/D/J-Segmente an. Durch den Vergleich der jeweiligen CDR-Sequenzen konn-
te so eine zweifelsfreie Aussage uber die klonale Verwandtschaft gepaarter
Proben getroffen werden. Daruber hinaus konnte das |G der Proben auf die
Akquisition von N-Glykosylierungsstellen untersucht werden, welche Uber die
Konsensussequenz Asparagin-X-Serin/Threonin identifiziert wurden, wobei ,X*

jede Aminosaure aulder Prolin darstellen kann [109].
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Eine fortlaufende AID-Aktivitat bedingt, wie in Abschnitt 1.4.2 beschrieben, dass
von einem gegebenen Klon bzw. klonalen Rearrangement oftmals eine Vielzahl
von Subklonen mit leicht abweichender Basenabfolge existiert. Die Sequenzen
solcher Subklone werden vom Lympho-Track® Assay ebenfalls aufgeflhrt, was
daflr verwendet wurde, eine Aussage Uber das Ausmal} der intraklonalen Hete-
rogenitat der einzelnen Proben zu machen. Zu diesem Zweck sind die zehn
pravalentesten Subklone durch den Vergleich ihrer Sequenz mit der des klona-
len Rearrangements identifiziert und ihre Reads durch die Gesamtzahl aller
klonspezifischen Reads geteilt worden. So liel3 sich der prozentuale Anteil eines
jeden Subklons bestimmen und ein Einblick in das Haufigkeitsverhaltnis der
verschiedenen Subklone zueinander gewinnen. Zunachst mussten dafur jedoch
Sequenzabweichungen manuell korrigiert werden, die mit groRer Wahrschein-
lichkeit auf Sequenzierungsartefakte zurickzufihren waren, also Insertionen/
Deletionen (InDels) in Homopolymer-Regionen, InDels am Anfang der Sequenz
oder Abweichungen des ersten Nukleotids. Kam es durch diese Korrektur zur
Ubereinstimmung vormals unterschiedlicher Sequenzen, wurden diese als ein

einziger Subklon gewertet und die Anzahl der Reads addiert.

2.11.3 Erstellung phylogenetischer Stammbaume

Far fanf Falle (Fall 1, 2, 4, 7 und 9) sind diese zehn pravalentesten Subklone
jeder Lasion verwendet worden, um die klonale Evolution auf Ebene des I1G
mittels phylogenetischer Stammbaume zu beschreiben. Dazu wurde zunachst
ein Alignment aller Sequenzen gepaarter Lasionen miteinander und zusatzlich
mit der zugehorigen VDJ-Keimbahnsequenz durchgefuhrt, wozu das Programm
Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA, Version X) und der MUSCLE
Algorithmus verwendet worden sind [110,111]. Die Stammbaume wurden an-
schlielend auf der Basis dieser Alignments mit der Maximum-Likelihood Metho-
de und dem am besten passenden Substitutionsmodell konstruiert, wobei
letzteres zuvor mit der MEGA Software bestimmt worden ist [112]. Dabei ergab
sich fur alle funf Stammbaume das Kimura 2-parameter (K2P) Modell [113]. Bei
Fall 4 ist zusatzlich von einigen invariablen Basenpositionen ausgegangen
worden (K2P+l) [114]. Ansonsten sind sowohl fur das initiale Alignment als

auch fur die Konstruktion die voreingestellten Parameter beibehalten worden.
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3 Ergebnisse

3.1 Klinische Daten des Patientenkollektivs

Durch das Screening des lymphatischen Gewebes von insgesamt 51 Patienten
konnten acht Patienten identifiziert werden, die zusatzlich zu einem DLBCL
auch eine ISFN aufwiesen. Zusammen mit den extern bzw. im Vorfeld identifi-
zierten ISFN/DLBCL-Paaren (Abschnitt 2.1), konnten somit zehn Falle in die
Studie eingeschlossen werden (Tab. 16). Davon handelte es sich bei sechs der
aggressiven B-NHL um de novo Lymphome und bei vier um transformierte FL.
Flr zwei der vier transformierten Falle (Fall 7 und 8) war das synchrone FL
bereits diagnostiziert worden. Die FL Komponenten von Fall 9 und 10 wurden
hingegen erst im Rahmen der immunhistochemischen Reevaluation assoziierter
LK identifiziert, welche zuvor als reaktiv verandert gewertet worden waren. Bei
keinem der sechs de novo DLBCL fand sich ein Anhalt fur ein syn- oder meta-
chron aufgetretenes FL. Dies beinhaltete, falls die entsprechenden Informatio-
nen vorlagen, auch den Nachbeobachtungszeitraum, welcher zwischen 7 und
54 Monaten betrug. Hinsichtlich anderer lymphatischer Neoplasien war lediglich
Patient 3 vor der Diagnose des DLBCL an einer chronisch lymphatischen B-Zell
Leukamie (B-CLL) erkrankt.

Alle FL und 7/10 ISFN fanden sich in LK in der Nahe des DLBCL. Letztere
manifestierten sich in sechs Fallen primar nodal und bei den restlichen Patien-
ten entweder im Gastrointestinaltrakt (Fall 6, 8 und 9) oder im paravertebralen
Bindegewebe (Fall 4). In drei Fallen (4, 5 und 7) konnte die ISFN in LK iden-
tifiziert werden, welche bei chirurgischen Eingriffen bereits mehrere Jahre vor
der Diagnose des DLBCL entnommen worden waren. Im Einzelnen wurden die
LK bei Patient 5 wahrend einer Operation zur Beseitigung einer intestinalen
Obstruktion und bei den Patienten 4 und 7 im Rahmen der Behandlung und
Ausbreitungsdiagnostik eines kolorektalen Adenokarzinoms bzw. malignen Me-
lanoms entfernt. Insgesamt sind 24 Lasionen, davon 10 ISFN, 3 FL und 11
aggressive B-NHL (Fall 3 mit zwei verschiedenen DLBCL Proben) in die Studie
aufgenommen worden. Von der FL Probe von Fall 8 stand kein Gewebe fur

weitere Analysen zur Verfugung.
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Tabelle 16. Klinische Daten der Patienten mit ISFN und aggressivem B-NHL (mo-

difiziert nach [95]). Angaben zum Tumorstadium beziehen sich auf die Ann-Arbor Kilassifikation. Die
Zusatzinformation ,synchron” signalisiert ein zeitgleiches Auftreten der ISFN mit dem aggressiven B-NHL.
Abkirzungen: B-CLL, Chronisch lymphatische B-Zell Leukdmie; CR, Komplettremission; DOD, An der
Erkrankung verstorben; Geschl., Geschlecht; KRK, Kolorektales Karzinom; M, Mannlich; Mo, Monate; N/A,
Information nicht verflgbar; P., Patient; W, Weiblich. *Alter zum Zeitpunkt der Diagnose des aggressiven
B-NHL. *Vom FL war kein Gewebe fiir weitere Analysen verfiigbar.

AETy Diagnose Lokalisation Stadium  Zusatzinformationen Aeilbze-
Geschl. bachtung
De novo aggressive B-Zell-Lymphome
1 59/M ISFN Mesenterialer LK Synchron
HGBL-TH Mesenterialer LK IVA/IE CR-7 Mo
5 61/W ISFN Mesenterialer LK Synchron
DLBCL Mesenterialer LK N/A N/A
ISFN Axillarer LK Synchron, B-CLL
DLBCL Axillarer LK A Primares DLBCL
3 64/M 7 Monate nach
DLBCL Zervikaler LK primarem DLBCL DOD
LK 159 Monate vor
ISFN Mesenterialer LK DLBCL Diagnose
4 76/W entfernt (KRK)
DLBCL Paravertebral 1A CR-54 Mo
LK 42 Monate vor
ISFN Mesenterialer LK DLBCL Diagnose
5 67/M entfernt (lleus)
DLBCL Paraaortaler LK A CR - 38 Mo
ISFN Mesenterialer LK Synchron
6 74 DLBCL Dinndarm N/A N/A
Transformierte follikuldre Lymphome
Sentinel LK fir
ISFN Axillarer LK Melanom 116 Monate
7 54/W vor DLBCL Diagnose
FL Zervikaler LK Synchron, Grad 1/2
DLBCL Zervikaler LK s CR -54 Mo
ISFN Mesenterialer LK Synchron
8+ 74/\W FL Mesenterialer LK Synchron, Grad 1/2
HGBL-DH Diinndarm 1A CR -90 Mo
ISFN Mesenterialer LK Synchron
9 64/M FL Mesenterialer LK Synchron, Grad 1/2
HGBL-DH Dickdarm IVB CR - 133 Mo
ISFN Mesenterialer LK Synchron
10 54/M FL Mesenterialer LK Synchron, Grad 1/2
DLBCL Mesenterialer LK 1A CR - 158 Mo
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3.2 Histologie und Immunhistochemie

Alle ISFN Lasionen wiesen typische histologische und immunhistochemische
Merkmale auf und fanden sich in vermeintlich reaktiven aber ansonsten struktu-
rell intakten LK (Abb. 3). Involvierte GC zeigten eine intensive Expression von
BCL2, eine ausgepragte CD10-Positivitat und eine stark eingeschrankte Proli-
ferationsaktivitat, welche mithilfe der MIB-1-Farbung dargestellt wurde. In den
gepaarten FL Lasionen konnten jeweils durchschnittlich <15 Zentroblasten pro
Gesichtsfeld (400x VergrofRerung) beobachtet werden, so dass eine Einordnung
als FL Grad 1/2 erfolgte. Dabei zeigte sich stets eine erhaltene, wenn auch
weniger intensive, BCL2-Positivitat. Auch die DLBCL Proben waren ohne
Ausnahme BCL2 positiv. Dartber hinaus fand sich bei allen aggressiven B-NHL
eine Expression von CD10 und BCL6, so dass sie nach dem Hans-Algorithmus
dem GCB-Subtyp zugeordnet werden konnten (Tab. 17).

Tabelle 17. Immunhistochemische Farbungen der FL und aggressiven B-NHL

Proben (modifiziert nach [95]). Alle Angaben beziehen sich auf die Tumorzellen. Mit einer Ex-
pression von CD10 und BCL6 ergab sich fir jedes aggressive B-NHL ein GCB-Subtyp. Abkirzungen: N/A,
nicht beurteilbar wegen schlechter Fixierung; P., Patient. ‘Nur Proben mit einer intensiven Farbung von 2
20 % der Lymphomzellen wurden als positiv gewertet. *Kompletter Expressionsverlust. fFokal einige
neoplastische Follikel mit einer Farbung von ca. 10 % der Zellen. Intensiv positiv. "Heterogen positiv.
sSchwach positiv.

P. Diagnose CD10 BCL6 MUM1 BCL2 MIB-1 CD20 p53° MYC
De novo aggressive B-Zell-Lymphome
1 HGBL-TH + + - + 70 % + + 40 %*®
2 DLBCL + + - + 40 % + # -
3 DLBCL + + - + 70 % + + -
DLBCL + + - + 70 % + + -
4 DLBCL + + - + 70 % + - 30 %"
5 DLBCL + + - + 40 % + - 5 %!
6 DLBCL + + - + 30 % + - -
Transformierte follikuldre Lymphome
;, FL + + -f + 10 % + - -
DLBCL + + + + 90 % + - 30 %!
8 HGBL-DH + + - + 80 % + - 60 %!
9 FL + + - + 5% + - -
HGBL-DH + + - + 70 % + - 40 %"
10 FL + + - + N/A + - -
DLBCL + + - + 50 % + - 15 %!
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Abbildung 3. Exemplarische Darstellung von ISFN, FL und DLBCL.
A) Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE) eines reaktiv erscheinenden Lymphknotens (LK) mit einigen un-
scheinbaren, allerdings von einer ISFN kolonisierten Keimzentren (GC). Einschub: Starke CD10-Ex-
pression eines betroffenen GC. (Urspriingliche VergroRerungen 25x und 100x). B) Die intensive BCL2-
Farbung erlaubt eine Abgrenzung gegenuber nicht involvierten GC. Einschub: Mit der MIB-1-Farbung kann
die geringe Proliferationsaktivitdt der ISFN demonstriert werden. (25x und 100x). C) HE-Farbung eines
manifesten FL. Der LK ist durchsetzt von neoplastischen Follikeln unterschiedlicher GréR3e, die weder eine
Polarisierung, noch eine erkennbare Mantelzone zeigen. Einschub: Auch das FL demonstriert eine intensi-
ve CD10-Expression. (50x und 100x). D) Die neoplastischen Follikel sind ebenfalls BCL2 positiv, im Ver-
gleich zur ISFN jedoch weniger intensiv. Einschub: Die MIB-1-Farbung zeigt auflerdem eine deutlich
hoéhere Proliferation. (50x und 100x). E) Das DLBCL zeigt sich in der HE-Farbung als diffuses Infiltrat
mittelgroRer bis grofRer Tumorzellen. Einschub: CD10-Expression der Tumorzellen. (200x und 400x). F)
Auch im DLBCL ist die BCL2-Expression erhalten. Einschub: In der MIB-1-Farbung ist eine Proliferation
von ca. 80 % der Lymphomzellen zu erkennen. (200x und 400x).

Eine Uberexpression von p53, in dieser Arbeit als intensive Farbung von
mindestens 20 % der neoplastischen Population definiert, konnte in den ag-
gressiven B-NHL von Fall 1 und 3 nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu
zeigten die Tumorzellen des DLBCL von Fall 2 immunhistochemisch einen
kompletten Expressionsverlust (Abb. 4). Alle drei Falle erwiesen sich im Rah-
men der NGS-Analyse als TP53 mutiert (Abschnitt 3.5).
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Abbildung 4. Unterschiedliche immunhistochemische Expressionsmuster von

P53. A) Zu sehen ist das DLBCL von Fall 7, welches exemplarisch die heterogene p53-Expression der
aggressiven B-NHL ohne TP53 Mutation demonstriert. Ein derartiges Expressionsmuster, bei dem weniger
als 20 % der Zellen eine starke Farbung aufweisen, ist im Rahmen dieser Arbeit als negativ gewertet
worden. (Urspringliche VergroRerung 200x). B) In der neoplastischen Population des DLBCL von Fall 2
fand sich ein kompletter Expressionsverlust von p53. Angeféarbt sind lediglich Endothelzellen und Fibro-
blasten. In der nachfolgenden NGS-Analyse konnte eine Deletion im TP53-Gen identifiziert werden.
(200x). C) Das aggressive B-NHL von Fall 1 imponierte hingegen durch eine intensive und homogene Ex-
pression von p53. Die NGS-Analyse zeigte eine TP53 Punktmutation. (200x).

Die Expression von MYC unterlag grol3erer Variabilitat und war nicht auf die-
jenigen Lasionen beschrankt, bei denen ein Rearrangement des MYC-Gens
nachgewiesen werden konnte (Abschnitt 3.3.1). Eine detaillierte Auflistung der
immunhistochemischen Ergebnisse zeigt Tabelle 17.

3.3 Nachweis chromosomaler Aberrationen

3.3.1 Translokationsnachweis mittels FISH

Mithilfe der BCL2 Dual Color Break Apart Sonde liel3 sich bei den Lasionen von
neun Fallen ein Bruch im BCL2-Gen demonstrieren, wodurch auf das Vor-
liegen der Translokation t(14;18)(q32;q21) geschlossen werden konnte (Tab.
18, Abb. 5A). Lediglich flr ISFN und DLBCL von Fall 5 gelang auf diese Weise
kein Translokationsnachweis. Auch die zusatzlich verwendete IGH Dual Color
Break Apart Sonde erbrachte keinen Bruch im IGH-Gen. Erst mit der IGH/BCL2
Dual Color Dual Fusion Sonde, welche im Falle eines traditionellen BCL2-Re-
arrangements zwei rot/griine Fusionssignale und jeweils ein rotes und grines
Einzelsignal zeigt, ergab sich in beiden Proben ein atypisches 2R1G1F (zwei
rote, ein grunes und ein Fusionssignal) Muster. Diese Konstellation wurde als
Indiz flr das Vorliegen einer kryptischen bzw. nicht-kanonischen BCL2-Trans-
lokation in beiden Proben gewertet (Abb. 5B).
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Abbildung 5. BCL2-Translokationsnachweis mittels FISH.

A) Zu sehen ist die Hybridisierung mit einer BCL2 Dual Color Break Apart Sonde. Der weille Pfeil zeigt auf
einen Zellkern mit Translokation. Wahrend auf dem nicht vom Rearrangement betroffenen Allel ein rot/gri-
nes Fusionssignal zu sehen ist, zeigt das translozierte Allel zwei getrennte Fluoreszenzsignale. B) Darge-
stellt ist die Hybridisierung mit einer IGH/BCL2 Dual Color Dual Fusion Sonde, welche ein atypisches
Translokationsmuster mit zwei roten, einem grinen und einem Fusionssignal (Pfeilspitze) zeigt (2R1G1F).
Ein nicht translozierter Zellkern wiirde ein 2R2G-Signal und eine klassische Translokation ein 1R1G2F-
Muster ergeben.

Der Nachweis einer MYC-Translokation gelang fur drei DLBCL (Fall 1, 8 und 9),
wobei das DLBCL von Fall 1 zusatzlich einen Bruch in BCL6 aufgewiesen hat,
weswegen die entsprechenden Proben als HGBL mit DH bzw. TH klassifiziert
werden konnten (Tab. 18). In den zugehdrigen ISFN und FL Lasionen liel3 sich
keine dieser Translokationen verifizieren. Abgesehen von Rearrangements de-
monstrierten mehrere Proben weitere Anzeichen chromosomaler Anomalie in
Form von zusatzlichen Fluoreszenzsignalen (Tab. 18). So zeigte das HGBL von
Fall 1 mit der MYC-Sonde neben dem Bruch im MYC-Gen weitere rote Einzel-
signale. In der BCL6 FISH-Analyse des HGBL von Fall 8 konnte mit bis zu vier
rot/grinen Fusionssignalen pro Zelle ein polysomer Chromosomensatz demon-
striert werden. In Fall 7 fanden sich Hinweise fur eine Zunahme der chromo-
somalen Instabilitdt vom FL zum DLBCL. Wahrend das FL lediglich mit der
BCL6-Sonde rote Zusatzsignale gezeigt hat, lieBen sich beim DLBCL in allen
drei FISH-Analysen zusatzliche Einzel- und/oder Fusionssignale nachweisen
(Abb. 6).

49



Ergebnisse

FL, BCL6

DLBCL, MYC

Abbildung 6. Aberrante Muster in der FISH als Hinweis auf chromosomale Insta-

bilitét. Dargestellt sind die Hybridisierungen des FL und DLBCL von Fall 7. Dabei sind fiir alle Gene
Dual Color Break Apart Sonden verwendet worden. A) Eine Zelle mit zwei rot/griinen Fusionssignalen
und einem zusatzlichen roten Einzelsignal. B) Ein grof3er, polysomer Zellkern mit sechs Fusionssignalen
und mehreren zusatzlichen roten Einzelsignalen ohne Nachweis eines klassischen BCL6-Bruches. C)
Zwei polysome Zellen mit multiplen rot/griinen Fusionssignalen. D) Eine Zelle mit einem Bruch im BCL2-
Gen und zusatzlichen roten und griinen Einzelsignalen.

3.3.2 Sequenzanalyse des BCL2/1GH-Rearrangements

Die Amplifikation der BCL2/IGH-Bruchpunktregion und damit die zweifelsfreie
Demonstration der Translokation t(14;18)(q32;921) gelang fur die Proben von
insgesamt sieben Fallen (1, 3, 6, 7, 8, 9 und 10), wobei sechs der Bruche in der
MBR lagen (Tab. 18). Lediglich die Proben von Fall 8 wiesen einen Bruchpunkt
auf, der die 3'MBR des BCL2-Gens einbezog. In Fall 3 und 9 war der Nachweis
mit dem MBR/JH-Konsensus-Primerpaar allerdings nur bei den aggressiven B-
NHL und FL Proben maoglich. Fur die zugehorigen ISFN bedurfte es klonspezifi-
scher Primer, die anhand der Bruchpunktsequenz der gepaarten DLBCL bzw.
HGBL Proben entworfen worden waren (Abschnitt 2.6.2). Die Sanger Sequen-
zierung der amplifizierten Produkte bestatigte bei allen zusammengehorenden
Proben die Existenz eines identischen BCL2/1GH-Rearrangements mit Uberein-

stimmenden N-Nukleotiden. Auf diese Weise konnte die klonale Verwandtschaft
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der ISFN und B-NHL Proben fiur die Fallen 1, 3, 6, 7, 8, 9 und 10 sicher
bestatigt werden (Tab. 18, Abb. 7).

Tabelle 18. Chromosomale Alterationen (modifiziert nach [95]).
Aufgefihrt sind die Ergebnisse der FISH und BCL2-Bruchpunktanalyse. Falle bzw. Pro-
ben, deren klonale Verwandtschaft durch die Sequenzanalyse bestatigt werden konnte,
sind fettgedruckt. Abklirzungen: JH, J-Segment des IGH-Gens; MBR, Major breakpoint
region; n/d, Nicht durchgefiihrt; P., Patient. "Mit bruchpunktspezifischen Primern nachge-
wiesen. *Mit einer IGH/BCL2 Fusionssonde nachgewiesen. tZusatzliche Einzel- und/oder
Fusionssignale.

P. Diagnose  BCL2FISH BOT2 MYCFISH BCL6 FISH
ruchpunkt
De novo aggressive B-Zell-Lymphome
1 ISFN + MBR-JH - -
HGBL-TH + MBR-JH +t +
2 ISFN + - n/d n/d
DLBCL + - - -
ISFN + MBR-JH" n/d n/d
3 DLBCL + MBR-JH - -
DLBCL + MBR-JH - -
4 ISFN + - n/d n/d
DLBCL + - - -
5 ISFN +# - n/d n/d
DLBCL +# - - -
6 ISFN + MBR-JH n/d n/d
DLBCL + MBR-JH - -
Transformierte follikuldre Lymphome
ISFN + MBR-JH n/d n/d
7 FL + MBR-JH - -t
DLBCL +t MBR-JH -t -t
8 ISFN + 3'MBR-JH - n/d
HGBL-DH + 3'MBR-JH + -t
ISFN + MBR-JH’ - n/d
9 FL + MBR-JH - -
HGBL-DH + MBR-JH + -
ISFN + MBR-JH n/d n/d
10 FL + MBR-JH - -
DLBCL + MBR-JH - -
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| BCL2/IGH-Rearrangement

.. TCCTGCCCTCCTTC GAAGACGGTTATGGACTGTAGTAGAGGTGGTTCGACCC CTGGGGCCAGGGAA ...

Abbildung 7. Sequenzierung des BCL2/IGH-Bruchpunktes.

Zu sehen ist ein Ausschnitt des nach Sanger sequenzierten, translozierten BCL2-Allels von ISFN, FL und
DLBCL von Fall 7. Im Rahmen einer missgliickten V(D)J-Rekombination, welche wahrend der friihen B-
Zell Entwicklung im Knochenmark stattfindet, fusioniert BCL2 mit einem der sechs J-Segmente (hier J6)
des IGH-Gens. Dabei fugt die Terminale Desoxynukleotidyltransferase zusétzlich nicht im Genom kodierte
N-Nukleotide ein, wodurch sich fiir jeden Klon eine individuelle Bruchpunktsequenz ergibt und der Nach-
weis der gleichen Sequenz in unterschiedlichen Proben ein sicherer Beweis flr deren klonale Verwandt-
schaft ist.

3.4 Analyse der Immunglobuline

3.4.1 Traditionelle Klonalitatsanalyse

Monoklonale PCR-Produkte gleicher Lange als Indiz fur eine klonale Verwandt-
schaft konnten in der IGH- und/oder IGK-Klonalitatsanalyse der Proben von
insgesamt 5 Fallen (1, 7, 8, 9 und 10) demonstriert werden (Tab. 19). So zeig-
ten ISFN und HGBL von Fall 1 zwei klonale Produkte von 152 (IGKa) und 279
(IGKs) bp (Abb. 8). In ISFN, FL und DLBCL von Fall 7 konnten monoklonale
Peaks von 152 und 160 bp im IGKa-Ansatz demonstriert werden. Bei FL und
DLBCL liel3 sich zusatzlich mit dem FR2-Primermix ein klonales PCR-Produkt
von 270 bp nachweisen. Das ISFN/HGBL-Paar von Fall 8 zeigte ebenfalls zwei
monoklonale Peaks von 150 (IGKa) und 230 (IGKg) bp. Fur ISFN, FL und HGBL
von Fall 9 liel3 sich ein monoklonales Produkt von 196 bp mit dem IGKa-
Primermix demonstrieren. In ISFN, FL und DLBCL von Fall 10 gelang die
Amplifikation eines klonalen PCR-Produktes von 127 bp Lange hingegen unter
Zuhilfenahme klonspezifischer Primer, die anhand der, mit dem Lymphotrack®
Assay bestimmten, IGH-Sequenz des DLBCL konzipiert worden waren (Ab-
schnitt 2.8.3). FL und DLBCL zeigten zusatzlich einen klonalen Peak von 298
bp im FR2-Ansatz.
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Abbildung 8. Exemplarische Darstellung einer Klonalitidtsanalyse (modifiziert

nach [95]). Zu sehen sind die Ergebnisse der IGK-Klonalitdtsanalyse von HGBL und ISFN aus Fall 1,
die beide im IGKs-Ansatz ein klonales Produkt von 279 Nukleotiden gezeigt haben. Identische Peaks in
der Klonalitatsanalyse sind als Indiz fur das Vorliegen des gleichen V(D)J-Rearrangements und damit fiir
die klonale Verwandtschaft der entsprechenden Lasionen zu werten. Grundlage der Analyse ist die Ver-
wendung fluoreszenzmarkierter Primer zur Amplifikation der Zielsequenz, in diesem Fall ein Abschnitt
des Kappa-Leichtkettengens (IGK). Auf diese Weise kdnnen die PCR-Produkte, nachdem sie durch eine
Kapillargelelektrophorese anhand ihrer Lange aufgetrennt worden sind, als blaue Fluoreszenzsignale in
einem Elektropherogramm dargestellt werden. Rote Signale zeigen Standardfragmente bekannter Grofe,
die der Langenbestimmung dienen.

Bei den Ubrigen Fallen konnten mittels traditioneller Klonalitatsanalyse keine
Belege flr eine klonale Verwandtschaft der gepaarten Proben erbracht werden.
Fur ISFN und DLBCL von Fall 2 lieen sich zwar monoklonale Produkte
nachweisen, doch fanden sich diese in unterschiedlichen Ansatzen. So zeigte
die ISFN ein klonales PCR-Produkt von 115 bp mit dem FR3-Primermix, das
DLBCL jedoch zwei klonale Peaks von 252 und 145 bp im FR2- bzw. IGKa-
Ansatz. Im Gegensatz dazu ergaben sich fur die Proben von Fall 3, 5 und 6
lediglich polyklonale Muster. Was Fall 4 betrifft, sind die Analysen aufgrund der
geringen Menge an Gewebe und DNA vom DLBCL zuerst in der zugehorigen
ISFN durchgefihrt worden. Nachdem sich dort kein klonaler Peak demon-

strieren lie®, wurde auf die Analyse der gepaarten Probe verzichtet.
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3.4.2 Klonalitatsanalyse mittels IGH-Sequenzierung

Durch die NGS-basierte Sequenzierung mit dem Lymphotrack® Assay konnten
in den gepaarten Proben der Falle 1, 2, 4, 7 und 9 Ubereinstimmende mono-
klonale V(D)J-Rearrangements demonstriert werden (Tab. 19). Grundsatzlich
ist es auch fur Fall 8 und 10 gelungen, das gleiche Rearrangement in der ISFN,
dem aggressiven B-NHL und, wenn vorhanden, der FL Probe nachzuweisen.
Jedoch hat das Rearrangement der ISFN in beiden Fallen nur 2 % aller Reads
der Lymphotrack®-Analyse ausgemacht, wodurch die Monoklonalitatskriterien
nicht erfullt worden sind und eine Detektion nur durch den manuellen Abgleich
mit der IGH-Sequenz der gepaarten Proben mdglich war. Ausschlaggebend fur
die Entscheidung, ob zwei IG-Sequenzen auf dem gleichen Rearrangement ba-
sieren, war dabei insbesondere die Sequenzhomologie der CDR3 (Abb. 9).

-

O

E — GCGAGAAACGCCTCCTCTCCAACTGATAGATCTTCCGGAATGGACGTC—
] T TSI T

"m'- V3 — GCGAGAAACGCCTCCACTCCAATTGATAGATATTCTGGAATGGACGTC—

Abbildung 9. Vergleich der IGH-Sequenz zwei gepaarter Proben.

Dargestellt sind die, von den jeweiligen V- und J-Segmenten flankierten, Komplementaritats-bestimmen-
den Regionen 3 (CDR3) der IGH-Gene der ISFN und des DLBCL von Fall 4. Wahrend eine senkrechte
Verbindung zweier Basen deren Ubereinstimmung signalisiert, sind ungleiche Basen in roter Farbe her-
vorgehoben. Durch die V(D)J-Rekombination wahrend der B-Zell Entwicklung ergibt sich fiir jeden Klon
eine spezifische CDR3 mit individueller Lange und Nukleotidabfolge, weswegen eine wie hier gezeigte Se-
quenzhomologie ein sicherer Beweis flr die klonale Verwandtschaft der beiden Lasionen ist. Vorhandene
Basenabweichungen lassen sich dabei auf die somatische Hypermutation zuriickfihren. Die Sequenzie-
rung des IGH-Gens ist mithilfe des NGS-basierten Lymphotrack® Assays erfolgt.

In Fall 6 konnte lediglich beim DLBCL ein monoklonales Rearrangement de-
monstriert werden. Im Gegensatz zu Fall 8 und 10 gelang es jedoch nicht, die
IG-Sequenz der ISFN in der polyklonalen Lymphotrack®-Analyse zu identifi-
zieren. Auch die traditionelle Klonalitadtsanalyse unter Verwendung klonspezifi-
scher Primer, welche speziell fur das Rearrangement des DLBCL konzipiert
worden waren, erbrachte in der ISFN keinen klonalen Peak, obwohl die Ver-
wandtschaft beider Lasionen durch die Analyse des BCL2/1GH-Rearrange-

ments zweifelsfrei bestatigt werden konnte (Abschnitt 3.3.2).
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Tabelle 19. Ubersicht iiber die Ergebnisse der Inmunglobulinanalyse (modifiziert

nach [95]). In der Spalte ,Klonalitat* sind die Ergebnisse der traditionellen IGH- und IGK-Klonalitéts-
analyse zusammengefasst. Aufgefiihrt sind auRerdem die Ergebnisse der NGS-basierten Sequenzierung
mit dem Lymphotrack® Assay. Dafiir ist auch der, auf die nichste ganze Zahl gerundete, prozentuale
Anteil angegeben, den das jeweilige dominante Rearrangement an der Gesamtanzahl aller Reads hatte.
Durch die Analyse der Sequenzen konnten die jeweils verwendeten V- und J-Segmente sowie N-Glyko-
sylierungsstellen identifiziert werden. Fur letztere ist die Position und die Aminosaureabfolge im Einbuch-
stabencode angegeben. Fettgedruckt sind sowohl die Falle bzw. Proben deren klonale Verwandtschaft
bestatigt werden konnte, als auch die Methoden, mit denen der Nachweis erbracht wurde. Abkiirzungen:
bp, Basenpaare; FR2/3, Framework 2 bzw. 3 Region; P., Patient; Mono, Monoklonal; Poly, Polyklonal.
"Nachgewiesen mit klonspezifischen Primern. #Obwohl das Rearrangement nicht die Monoklonalitétskrite-
rien erfillt hat, konnte es durch den Abgleich mit der IGH-Sequenz der gepaarten Proben identifiziert
werden. *An der Grenze der FR2 zur CDR2 kodiert.

S -

P. Diagnose Klonalitét [bp] Lymphotrack é’e:g; V/%—Slﬁg- G(I)%osyl:agmg

De novo aggressive B-Zell-Lymphome

1 ISFN 152/279 (IGK) Mono (FR2) 21 V3/J4 CDR3 NLS
HGBL-TH 244 (FR2), 152/279 (IGK) Mono (FR2) 83 V3/J4 CDR3 NLS

2 ISFN 115 (FR3) Mono (FR3) 17 V2/J4 CDR3 NDS
DLBCL 252 (FR2), 145 (IGK) Mono (FR2) 63 V2/J4 CDR3 NTS
ISFN Poly Poly — — —

3 DLBCL Poly Poly — — —
DLBCL Poly Poly — — —

4 ISFN Poly Mono (FR3) 13 V3/J6 CDR3 NAS
DLBCL n/d Mono (FR3) 57 V3/J6 CDR3 NAS

5 ISFN Poly Poly — — —
DLBCL Poly Poly — — —

6 ISFN Poly — — — —
DLBCL Poly, 145* Mono (FR2) 55 V3/J3 FR3 NLT

Transformierte follikuldre Lymphome
ISFN 152/160 (IGK) Mono (FR2) 39 V3/J6 CDR3 NLT

7 FL 270 (FR2), 152/160 (IGK) Mono (FR2) 68 V3/J6 CDR3 NLT
DLBCL 270 (FR2), 152/160 (IGK) Mono (FR2) 74 V3/J6 CDR3 NLT

8 ISFN 144 (FR3), 150/230 (IGK) Poly# 2# V3/J3 CDR2* NIT
HGBL-DH 150/230 (IGK) Mono (FR1) 90 V3/J3 Keine
ISFN 196 (IGK) Mono (FR2) 19 V3/J4 CDR3 NCS

9 FL 196 (IGK) Mono (FR2) 14 V3/J4 CDR3 NCS
HGBL-DH 261 (FR2), 196 (IGK) Mono (FR2) 76 V3/J4 Keine
ISFN 127 Poly# 2# V1/J6 CDR3 NFS

10 FL 298 (FR2), 127" Mono (FR2) 54 V1/J6 CDR3 NYS
DLBCL 298 (FR2), 127" Mono (FR2) 48 V1/J6 CDR3 NYS

55



Ergebnisse

3.4.3 Nachweis von N-Glykosylierungsstellen und intraklonaler He-
terogenitat

Unter den Proben, die erfolgreich mit dem LymphoTrack® Assay sequenziert
worden sind, konnte bei 7/7 ISFN, 3/3 FL und 6/8 aggressiven B-NHL die
Akquisition neuer, d.h. nicht von vornherein im jeweiligen V-Gen kodierter, N-
Glykosylierungsstellen bestatigt werden, wobei sich diese fast ausschliellich in
den CDR fanden (Tab. 19). In drei Fallen (Fall 1, 4 und 7) zeigten alle Proben
identische Glykosylierungsstellen. Die ISFN von Fall 2 und 10 demonstrierten
hingegen Motive, die an der gleichen Position lagen, sich jedoch in ihrer Se-
quenz von denen der klonal verwandten Proben unterschieden. So zeigte die
ISFN von Fall 2 ein NDS (Asparagin-Aspartat—Serin) Motiv, wahrend sich beim
DLBCL eine NTS (Asparagin-Threonin—Serin) Konstellation ergab. In Fall 10
fand sich bei der ISFN eine NFS (Asparagin-Phenylalanin-Serin) Sequenz, wo-
hingegen FL und DLBCL ein NYS (Asparagin-Tyrosin-Serin) Motiv zeigten. Bei
zwei HGBL (Fall 8 und 9) fanden sich dartuber hinaus keine Glykosylierungs-
stellen, obwohl in den klonal verwandten Proben entsprechende Motive nach-

gewiesen werden konnten.

Intraklonale Heterogenitat in Form zusatzlicher subklonaler Sequenzen, die
dem dominanten Rearrangement zugeordnet werden konnten, jedoch SHM-
bedingte Sequenzabweichungen aufwiesen, konnte in allen Proben nachgewie-
sen werden. Im direkten Vergleich gepaarter Lasionen zeigte sich allerdings,
dass diese Heterogenitat in den ISFN Proben starker ausgepragt war, da sich
die Gesamtzahl klonspezifischer Reads gleichmaRiger auf die unterschiedlichen
Subklone verteilt hat (Abb. 10 und 11). Die aggressiven B-NHL demonstrierten
hingegen ein oder zwei dominante Sequenzen, die den Grolteil aller klonspezi-
fischen Reads ausgemacht haben. Zwei der FL Proben (Fall 7 und 10) zeigten
ahnlich dominante Hauptklone wie die jeweiligen DLBCL, wahrend die Hetero-
genitat des FL von Fall 9 vergleichbar mit der der klonal verwandten ISFN war.
Die phylogenetischen Stammbaume auf Basis der IG-Sequenzen zeigten kom-
plexe Verteilungsmuster mit einer weitestgehend separaten Clusterbildung der
ISFN- und DLBCL/HGBL-Sequenzen, was fur eine divergente Evolution der
entsprechenden Proben gesprochen hat (Abb. 10 und 11).
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Abbildung 10. Phylogenetische Stammbaume von drei Fillen mit de novo ag-

gressivem B-NHL (modifiziert nach [95]). Zur Konstruktion sind von jeder Probe die zehn pra-
valentesten Subklone sowie die dem jeweiligen Rearrangement zugrunde liegende VDJ-Keimbahnse-
quenz verwendet worden. Letztere diente als Wurzel der Stammbaume, wodurch nicht nur eine Aussage
Uber die Beziehung der einzelnen Subklone zueinander, sondern auch uber die Richtung der Evolution
getroffen werden konnte. Jeder ,innere Knoten® in der Mitte einer Gabelung reprasentiert somit einen
gemeinsamen Vorfahren, aus dem sich die distal der Wurzel gelegenen Sequenzen entwickelt haben. Die
Balkendiagramme zeigen den Anteil jedes Subklons an der Gesamtheit klonspezifischer Reads der
Probe. Das Verteilungsmuster der Sequenzen mit weitestgehend separater Clusterbildung der ISFN und
aggressiven B-NHL Subklone spricht jeweils fiir eine divergente Evolution der Proben.
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Abbildung 11. Phylogenetische Stammbaume von zwei Fallen mit intermedia-

rem FL (modifiziert nach [95]). Bei diesen Féllen zeigt sich ebenfalls eine separate Cluster-
bildung der ISFN, aggressiven B-NHL und, in Fall 7, FL Subklone. In Fall 9 zeigt sich hingegen eine
Durchmischung der ISFN und FL Subklone, was dafiir spricht, dass sich die Lasionen aus evolutio-
narer bzw. genetischer Sicht naherstehen.

3.5 Mutationsnachweis durch NGS

3.5.1 Mutationsprofil von ISFN, FL und aggressiven B-NHL Proben

Durch die gezielte NGS-Analyse wurde BCLZ2 als das insgesamt am haufigsten
mutierte Gen identifiziert (Tab. 20 und 21). So konnte in jeder Probe min-
destens eine nicht-synonyme, synonyme oder 5'UTR Mutation von BCL2
nachgewiesen werden, wobei die meisten Proben mehrere Varianten trugen.
Auch in 7/10 ISFN La&sionen konnte mehr als eine Mutation des BCL2-Gens
demonstriert werden. Ebenfalls mehrfach mutiert waren CREBBP (11/24
Proben), KMT2D (11 Proben), EZH2 (10 Proben), sowie TNFRSF14, IGLLS,
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TP53, GNA13, HIST1H1D, MEF2B, CARD11 und EP300. Mutationen von
CD79B und HIST1H1B fanden sich hingegen nur in jeweils einer Probe.
Zusammen mit TP53 gehorten CD79B und HIST1H1B aulRerdem zu den Ge-
nen, die ausschliellich in aggressiven B-NHL mutiert waren. Die drei identifi-
zierten TP53 Mutationen zeigten dabei Allelfrequenzen zwischen 52 % und 84
%, was einen Verlust des zweiten Allels vermuten lie. FiUr die Proben der Falle
1 und 2 gelang es, dies mittels FISH zu bestatigen. Nur auf ISFN Lasionen
bezogen waren — abgesehen von BCL2 — CREBBP (5 Proben), KMT2D (3 Pro-
ben), sowie EZH2, TNFRSF14 und IGLL5 (jeweils 2 Proben) die am haufigsten

mutierten Gene.

Mit Ausnahme von Fall 1 konnten in jedem der neun Falle, fur welche die
klonale Verwandtschaft der jeweiligen Lasionen mittels BCL2-Bruchpunkt- und/
oder 1G-Analyse bestatigt worden war, gemeinsame Mutationen in ISFN und
gepaarten Lymphomen nachgewiesen werden. Die Anzahl gemeinsamer Al-
terationen lag dabei zwischen eins und sechs. DLBCL und ISFN von Fall 4
trugen beispielsweise vier gemeinsame nicht-synonyme Mutationen von BCL?2,
TNFRSF14, HIST1H1D und EP300, obwohl die ISFN in einem LK identifiziert
wurde, der bereits 159 Monate vor der Diagnose des aggressiven B-NHL ent-
nommen worden war. Auch ISFN und DLBCL von Fall 5, bei denen weder das
IG- noch das BCL2/JH-Rearrangement demonstriert werden konnten, zeigten
gemeinsame KMT2D p.(Q4473*) und IGLLS p.(C3S) Mutationen, wodurch auf
die klonale Verwandtschaft beider Proben geschlossen werden konnte. Von
den untersuchten FL zeigten alle Proben mehr als eine Variante, die sowohl mit
der ISFN als auch mit dem aggressiven B-NHL geteilt wurde. Dartber hinaus
trugen alle manifesten Lymphome, mit Ausnahme von einem FL (Fall 9),
mehrere Mutationen, die nicht in der gepaarten ISFN L&sion identifiziert wer-
den konnten. Sechs ISFN zeigten jedoch ebenfalls private Alterationen, u.a. von
BCL2 (ISFN 1, 2, 4, 5, 6 und 8), CREBBP (ISFN 5) und CARD11 (ISFN 8). Die
ISFN von Fall 6 demonstrierte die groRte Anzahl privater Mutationen. So fand
sich von insgesamt 13 nicht-synonymen Alterationen von BCL2, KMT2D,
CREBBP, GNA13, MEF2B, PIM1, TBL1XR1 und IGLL5, sowie sechs synony-
men und 5'UTR Varianten von BCL2, lediglich eine einzige TBL1XR1 p.(L198%)
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Mutation auch im klonal verwandten DLBCL. Die ISFN von Fall 6 war au3erdem

die einzige der ISFN Lasionen, die insgesamt mehr Mutationen zeigte, als das

gepaarte aggressive B-NHL.

Tabelle 20. Ubersicht nicht-synonymer Varianten und Mutationen in SpleiBstel-

len (modifiziert nach [95]). Aufgefiihrt sind Mutationen, die innerhalb der kodierenden Bereiche
oder in den SpleiRstellen identifiziert wurden. Die Benennung der Mutationen folgt dabei den Regeln der
HGVS (engl. Human Genome Variation Society). Aminosauren sind im Einbuchstaben-Code abgekirzt.
Fettgedruckte Alterationen wurden sowohl in der ISFN als auch im gepaarten FL und/oder aggressiven B-
NHL nachgewiesen. Angegeben sind auch die Gen-Transkripte, auf die sich die Basen- und Proteinveran-
derungen beziehen. Abkirzungen: cDNA, komplementare DNA; ND, Nicht durchgefihrt; P., Patient; VAF,
Allelfrequenz der Variante. TEinzelamplikon-Sequenzierung.

o Transkript- Proteinver- cDNA VAF .
i LS e variante anderung Veranderung (%) REEEE VElGIEIIg)
De novo aggressive B-Zell-Lymphome
ISFN BCL2 NM_000633 p.D31N c.91G>A 15 3210 Bestatigt
BCL2 NM_000633 p.T56S c.166A>T 42 2427 ND
1 HGBL-TH BCL2 NM_000633 p.L86S €.256_257delinsTC 45 2426 ND
TP53 NM_000546 p.R273C c.817C>T 52 8697 Bestatigt
GNA13 NM_006572 p.L326R c.977T>G 8 2322 Bestatigt
BCL2 NM_000633 p.G33R c.97G>A 8 3266 Bestatigt
ISEN BCL2 NM_000633 p.G101A ¢.302G>C 7 7474 Best.é.iti_gt
BCL2 NM_000633 p.A113G c.338C>G 7 7482 Bestétigt
CREBBP NM_004380 p.S1680del c.5039_5041del 28 588 Bestatigt
P BCL2 NM_000633 p.R6G c.16A>G 20 2481 Bestatigt
BCL2 NM_000633 p.G33R c.97G>A 21 3097 Bestatigt
DLBCL BCL2 NM_000633 p.A113G c.338C>G 22 6631 Best?t!gt
CREBBP NM_004380 p.S1680del ¢.5039_5041del 67 565 Bestatigt
TP53 NM_000546 p.T150fs c.447_459del 52 9399 ND
CARD11 NM_032415 p.Q249P c.746A>C 46 7624 Bestéatigt
ISEN CREBBP NM_004380 p.Y1503D c.4507T>G 16 1673 Bestétigt
CREBBP NM_004380 p.N1589fs c.4767del 15 1171 ND
BCL2 NM_000633 p.W214C c.642G>T 51 32774 ND
KMT2D NM_003482 p.15455fs ¢.16365_16371del 47 4421 ND
DLBCL CREBBP NM_004380 p.Y1503D c.4507T>G 26 8807 Bestatigt
3 CREBBP NM_004380 p.N1589fs c.4767del 45 1983 ND
TP53 NM_000546 p.H179N c.535C>A 83 3576 ND
BCL2 NM_000633 p.W214C c.642G>T 60 14102 ND
KMT2D NM_003482 p.15455fs ¢.16365_16371del 28 491 ND
DLBCL CREBBP NM_004380 p.Y1503D c.4507T>G 21 1385 Bestétigt
CREBBP NM_004380 p.N1589fs c.4767del 42 1187 ND
TP53 NM_000546 p.H179N c.535C>A 84 3949 ND
BCL2 NM_000633 p.A76D c.227C>A 44 1015 Bestatigt
ISEN TNFRSF14 NM_003820 p.W12Ter c.35G>A 25t 7259 Bestatigt
HIST1H1D NM_005320 p.N77K c.231C>G 31 6107 Bestatigt
EP300 NM_001429 p.L415P c.1244T7>C 24 841 Bestétigt
BCL2 NM_000633 p.P59S c.175C>T 24 5580 ND
4 BCL2 NM_000633 p.A76D c.227C>A 23 5649 Bestatigt
KMT2D NM_003482 Splice site ¢.10507+2T>C 18 3764 ND
DLBCL EZH2 NM_004456 p.Y646N c.1936T>A 32 2152 ND
TNFRSF14 NM_003820 p.W12Ter c.35G>A 14 182 Bestatigt
HIST1H1D NM_005320 p.N77K c.231C>G 13 8350 Bestatigt
EP300 NM_001429 p.L415P c.1244T7>C 19 1200 Bestétigt
BCL2 NM_000633 p.P53A c.157C>G 28 2009 Bestatigt
BCL2 NM_000633 p.R129C c.385C>T 13 7370 Bestatigt
ISEN BCL2 NM_000633 p.F153L c.457T>C 8 8140 Bestatigt
KMT2D NM_003482 p.Q4473* c.13417C>T 24 702 Bestatigt
CREBBP NM_004380 p.V1371D c.4112T>A 30 956 ND
IGLL5 NM_001256296 p.C38 c.8G>C 25 1331 ND
BCL2 NM_000633 p.P59S c.175C>T 51 2893 ND
BCL2 NM_000633 p.A82T c.244G>A 50 3013 ND
5 BCL2 NM_000633 p.D102G ¢.305A>G 40 8896 ND
KMT2D NM_003482 p.Q4473* c.13417C>T 30 4234 Bestatigt
EZH2 NM_004456 p.Y646F c.1937A>T 27 10985 ND
IGLL5 NM_001256296 p.C38 c.8G>C 54 1658 ND
DLBCL IGLLS NM_001256296 p.G13W c.37G>T 66 1449 ND
GNA13 NM_006572 p.M68R ¢.203T>G 34 18503 ND
GNA13 NM_006572 p.D155A c.464A>C 35 9386 ND
GNA13 NM_006572 p.T203A c.607A>G 38 118 Bestatigt
HIST1H1D NM_005320 p.T93S c.278C>G 45 21464 ND
MEF2B NM_001145785 p.R3M c.8G>T 36 13251 ND
CD79B NM_000626 p.Y196H c.586T>C 38 5105 Bestatigt
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P.  Lasion Gen g PlraEnte ElBl VAF  Reads  Validierung
variante anderung Veranderung (%)
BCL2 NM_000633 p.G5V c.14G>T 14 3104 Bestatigt
BCL2 NM_000633 p.Ad42V c.125C>T 15 8584 Bestétigt
BCL2 NM_000633 p.S87R c.261C>A 26 1338 Bestatigt
KMT2D NM_003482 p.S468Ter c.1403C>A 13 9012 Bestétigt
KMT2D NM_003482 p.S477P c.1429T>C 13 13514 Bestatigt
CREBBP NM_004380 p.Y1503D c.4507T>G 8 6881 Bestétigt
ISFN IGLLS NM_001256296 p.P19S c.55C>T 16 694 ND
IGLLS NM_001256296 p.A30V c.89C>T 26 702 ND
GNA13 NM_006572 p.L54Ter c.159_161delinsCTA 15 15333 Bestétigt
GNA13 NM_006572 p.D222N c.664G>A 17 695 Bestatigt
6 MEF2B NM_001145785 p.E77A €.230A>C 14 1248 Bestétigt
TBL1XR1 NM_024665 p.L198Ter c.592_609delinsT 34 16045 ND
PIM1 NM_002648 p.M1l c.3G>A 13 2241 Bestétigt
BCL2 NM_000633 p.L8BV ¢.256C>G 12 1902 Bestétigt
BCL2 NM_000633 p.P90S ¢.268C>T 23 1911 Bestatigt
BCL2 NM_000633 p.F153L c.457T>C 12 14816 ND
DLBCL BCL2 NM_000633 p.v162D c.485T>A 10 5631 ND
EZH2 NM_004456 p.Y646C c.1937A>G 27 2218 ND
CREBBP NM_004380 p.Y1482S c.4445A>C 15 6079 Bestatigt
MEF2B NM_001145785 p.D83V C.248A>T 22 1813 ND
TBL1XR1 NM_024665 p-L198Ter c.592_609delinsT 23 10662 ND
Transformierte follikuldre Lymphome
BCL2 NM_000633 p.G8E c.23G>A 12 1398 Bestatigt
ISFN KMT2D NM_003482 p.W4987* c.14960G>A 9 7593 Bestatigt
TNFRSF14 NM_003820 p.V219G c.656T>G 15t 46363 Bestatigt
BCL2 NM_000633 p.G8E c.23G>A 23 1629 Bestitigt
KMT2D NM_003482 p.W4987* c.14960G>A 25 12168 Bestatigt
FL EZH2 NM_004456 p.Y646N c.1936T>A 14 334 Bestétigt
7 CREBBP NM_004380 p.C1237Y c.3710G>A 24 5787 ND
CREBBP NM_004380 p.K1586fs c.4755delC 23 1718 ND
TNFRSF14 NM_003820 p.V219G c.656T>G 29 164 Bestatigt
BCL2 NM_000633 p.G8E c.23G>A 50 2590 Bestitigt
BCL2 NM_000633 p.P75L €.224C>T 62 1788 ND
DLBCL KMT2D NM_003482 p.W4987* c.14960G>A 48 19088 Bestatigt
TNFRSF14 NM_003820 p.V219G c.656T>G 70 107 Bestitigt
PIM1 NM_002648 p.E79D c.237G>C 32 4210 Bestatigt
EZH2 NM_004456 p.Y646N c.1936T>A 32 715 Bestatigt
ISFN CREBBP NM_004380 p.L1499P c.4496T>C 52t 56313 Bestatigt
CARD11 NM_032415 p.S250P c.748T>C 23 9399 Bestétigt
8 BCL2 NM_000633 p.D10A c.29A>C 37 4171 Bestatigt
BCL2 NM_000633 p.N11D c.31A>G 32 4766 Bestatigt
HGBL-DH EZH2 NM_004456 p.Y646N c.1936T>A 56 21249 Bestatigt
CREBBP NM_004380 p.L1499P c.4496T>C 77 15559 Bestatigt
TNFRSF14 NM_003820 p.S171C c.512C>G 68 5035 ND
ISEN BCL2 NM_000633 p.L86F c.256C>T 15 110 Best?t!gt
BCL2 NM_000633 p.E135D c.405G>C 8 801 Bestitigt
FL BCL2 NM_000633 p.L86F c.256C>T 25 301 Bestatigt
9 BCL2 NM_000633 p.E135D c.405G>C 18 887 Bestitigt
BCL2 NM_000633 p.L86F c.256C>T 55 2690 Bestatigt
HGBL-DH EZH2 NM_004456 p.YB46F c.1937A>T 23 4420 Bestatigt
HIST1H1B NM_005322 p.S107C €.320C>G 32 1371 Bestétigt
ISFN EZH2 NM_004456 p.Y646F c.1937A>T 9 357 Bestatigt
FL EZH2 NM_004456 p.Y646F c.1937A>T 52 409 Bestitigt
10 KMT2D NM_003482 p.S831* €.2492C>A 13 505 Bestatigt
DLBCL EZH2 NM_004456 p.Y646F c.1937A>T 40 1559 Best?tjgt
KMT2D NM_ 003482 p.S831* €.2492C>A 21 1131 Bestatigt
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Tabelle 21. Synonyme und 5'UTR Mutationen im BCL2-Gen (modifiziert

nach [95]). Aufgefiihrt sind BCL2 Mutationen, die auRerhalb des kodierenden Bereichs lagen
oder nicht zu einer Veranderung der Aminosauresequenz gefiihrt haben, wobei das NM_000633
Transkript als Referenz diente. Die Benennung der Mutationen folgt den Regeln der HGVS (engl.
Human Genome Variation Society). Fettgedruckte Mutationen wurden sowohl in der ISFN als auch
im gepaarten FL und/oder aggressiven B-NHL nachgewiesen. Abkurzungen: 5'UTR, 5’ untransla-
tierte Region; cDNA, komplementare DNA; P., Patient; VAF, Allelfrequenz der Variante.

P. Lasion Proteinebene =~ cDNA Ebene VAF (%) Reads
De novo aggressive B-Zell-Lymphome
ISFN — — — —
5'UTR c.1-18G>A 42 7049
1 5'UTR c.1-1G>A 42 7057
HGBL-TH Synonym c.207C>T 44 2475
Synonym c.381G>A 30 27929
ISFN 5'UTR c.1-2G>C 12 1516
2 5'UTR c.1-17C>T 20 2472
DLBCL 5'UTR c.1-2G>C 20 2478
ISFN Synonym c.67C>T 15 6895
5'UTR c.1-17C>G 47 5862
DLBCL Synonym c.67C>T 50 6282
3 Synonym c.588T>C 48 18642
5'UTR c.1-17C>G 55 2601
DLBCL Synonym c.67C>T 55 3771
Synonym c.588T>C 58 8330
4 ISFN 5'UTR c.1-49G>C 9 1085
DLBCL 5'UTR c.1-1G>A 15 8031
ISFN — — — —
5 Synonym c.186C>T 51 2892
DLBCL Synonym c.261C>T 52 3191
5'UTR c.1-1G>C 21 3096
Synonym c.67C>T 21 9335
ISEN Synonym c.291C>G 16 26582
6 Synonym c.355C>T 12 26894
Synonym c.438G>A 17 12968
Synonym c.456G>A 9 15227
DLBCL 5'UTR c.1-17C>T 26 5333
Transformierte follikuldre Lymphome
5'UTR c.1-17C>A 1" 1391
ISFN Synonym c.24G>A 12 1398
Synonym c.67C>T 11 1981
5'UTR c.1-17C>A 22 1609
FL Synonym c.24G>A 23 1630
7 Synonym c.67C>T 24 2201
5'UTR c.1-17C>A 50 2574
Synonym c.67C>T 56 3402
DLBCL Synonym c.354G>A 25 8459
Synonym c.408G>A 55 7506
Synonym c.447C>G 54 7523
ISFN 5'UTR c.1-49G>C 29 4229
8 TR e idaeec 37 4151
' c.1- >
HGBL-DH Synonym C.426G>A 43 8014
Synonym c.66G>A 10 389
ISFN Synonym c.258C>T 16 109
Synonym c.357G>A 9 1637
Synonym c.66G>A 23 618
9 FL Synonym c.258C>T 23 295
Synonym c.357G>A 13 1832
Synonym c.66G>A 46 5918
HGBL-DH Synonym c.93T>C 48 5722
Synonym c.258C>T 56 2682
ISFN 5'UTR c.1-63G>A 4 2232
FL 5'UTR c.1-63G>A 29 3562
10 5'UTR c.1-17C>T 29 3608
5'UTR c.1-63G>A 26 2970
DLBCL 5UTR c.1-17C>T 26 3013

62




Ergebnisse

3.5.2 Rekonstruktion der klonalen Evolution anhand privater und
gemeinsamer Mutationen

Basierend auf der Verteilung gemeinsamer und privater Mutationen lieRen sich
zwei verschiedene Szenarien der klonalen Evolution rekonstruieren (Abb.12).
Bei acht Fallen konnte auf eine divergente Evolution geschlossen werden, bei
der die ISFN und das aggressive B-Zell-Lymphom aus einem gemeinsamen
Vorlaufer hervorgegangen waren, jedoch mit der Zeit unterschiedliche private
Mutationen erworben haben (Abb. 12A). Die ISFN Lasionen der Falle 7 und 9
waren daruber hinaus mutmallich direkte Vorlaufer der jeweiligen FL (Abb.
12B). Die verfugbaren Daten der Falle 3 und 10 lieRen sich hingegen mit einer
linearen Evolution vereinbaren, bei der das DLBCL durch den Erwerb zusatz-

licher Alterationen aus der analysierten ISFN hervorgegangen war (Abb. 12C).

A Divergente Evolution B Divergente Evolution C Lineare Evolution
FL DLBCL DLBCL
+EZHZ YE46N
+CREBBP C1237Y +8CL2 PTSL
+BCLZ REG +CREBBP K1588fs . . +BIM1 ETSD .
+TP53 T1507s BCL2GSE BCL2 GBE. KWT20 5831
BCL2 G33R BCL2 G33R TNFRSFI4 V2136 TNFRSFI4V219G
BCL2 A113G BCLZ A1136G
CREBBF $1680del CREBBP S1680de|
ISFN DLBCL T T
ISFN FL
o == @ 9
KMT2D Wa98T* EZH2 Y846F
TWFRSF14 V213G
§ \\ BECL2 G33R 3 \ BCL2 GBE
\ CREBEF $1630del TNFRSFi14 V213G
PROGENITOR PROGENITOR ISFN
Fall 2 Fall 7 Fall 10

Abbildung 12. Szenarien der klonalen Evolution basierend auf der Mutationsver-

teilung (modifiziert nach [95]). Aufgefiihrt sind lediglich nicht-synonyme Mutationen, allerdings
wurden auch synonyme und 5'UTR Varianten des BCL2-Gens fur die Rekonstruktion herangezogen. Alle
Mutationen sind auf Proteinebene beschrieben. Aminosauren sind im Einbuchstaben-Code abgekiirzt. In
Rot hervorgehobene Mutationen wurden wahrend der Evolution erworben. “Progenitoren” sind nicht direkt
nachgewiesen worden, jedoch wurde ihre Existenz auf Basis der Verteilung der Mutationen angenommen.
A) ISFN und DLBCL haben sich divergent aus einem gemeinsamen Vorfahren entwickelt. B) ISFN und
DLBCL haben sich divergent aus einem gemeinsamen Vorfahren entwickelt, wobei aus der ISFN im Ver-
lauf das FL hervorgegangen ist. C) DLBCL und FL haben sich direkt aus der ISFN entwickelt und dabei
zusatzliche Alterationen erworben.
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3.6 Zusammenschau der Ergebnisse

Zusammenfassend konnte bei allen Proben eine BCL2-Translokation nachge-
wiesen werden. Drei aggressive B-NHL zeigten darlber hinaus Rearrange-
ments von MYC (Fall 1, 8 und 9) bzw. BCL6 (Fall 1). Die klonale Verwandt-
schaft von ISFN und gepaarten Lymphomen konnte fir 9/10 Falle Uber das IG
(Fall 1, 2, 4,7, 8, 9 und 10) und/oder den BCL2-Bruchpunkt (Fall 1, 3,6, 7, 8, 9
und 10) bestatigt werden. Bei Fall 5 dienten hingegen die Ubereinstimmenden
Mutationen von KMT2D und IGLL5 sowie das identische atypische BCL2 FISH
Muster als Beweis flr einen gemeinsamen klonalen Ursprung von ISFN und
DLBCL. Neben BCL2 waren CREBBP, KMT2D, EZH2 und TNFRSF14 die am
haufigsten mutierten Gene, sowohl in den manifesten Lymphomen als auch in
den ISFN Lasionen. Auf Basis gemeinsamer und privater Mutationen lie3 sich

fur acht Falle eine divergente klonale Evolution rekonstruieren (Abb. 13).

Fall (Evolution)  [HEN HEM [ 4 ] 5 | 6 [ s | o ] 10 [Fwe
Biopsien syn syn syn 13,5y 35y syn 95y Divergente Evolution
- d Z’, d E’I z’) d Lineare Evolution
Z0 Z2 M Z2 mm €< M 200 20 <
[T I T O TS B T Ty N Ty N Ty B T
AT Yo P00 o 0 o £ immunglobulin
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Keine iibereinstimmenden
Rearrangements amplifizierbar

Translokationen .
t(14;18)-Sequenz - -
BCL2 B
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IGLLS
GNA13 B
HIST1H1D

MEF2B
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Gemeinsam
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Abbildung 13. Ubersicht der Ergebnisse (iibernommen aus [96]).

Spalten reprasentieren eine Probe, wobei gepaarte Proben nebeneinander aufgeflhrt sind. Zeilen stehen
flr eine Analyse bzw. ein analysiertes Gen. Angegeben sind nur nicht-synonyme Mutationen und Varian-
ten der SpleiRstellen. "Biopsien" gibt die Zeitspanne zwischen dem Auftreten der ISFN und der Diagnose
des aggressiven B-NHL in Jahren ("y") gerundet auf das nachste Halbjahr an, wobei "syn" fiir ein syn-
chrones Auftreten steht. In Fall 4 beruht die Annahme einer divergenten Evolution auf einer nicht auf-
gefihrten privaten 5'UTR Mutation des BCL2-Gens in der ISFN. Bei Fall 9 bedeutet ,private und ge-
meinsame® Mutationen von BCL2, dass ISFN und FL eine gemeinsame Mutation getragen haben, die
nicht im HGBL nachgewiesen werden konnte, wohingegen eine weitere Variante in allen drei Proben
vorkam.
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4 Diskussion
Unter Verwendung von zehn Fallen mit gepaarten ISFN und DLBCL bzw. HGBL

Proben, sowohl de novo, als auch mit intermediarem FL, haben wir in dieser
Arbeit die Evolution t(14;18)" aggressiver B-NHL ausgehend von der ISFN als
potenzielle Vorlauferlasion untersucht. Dabei konnte die klonale Verwandtschaft
aller gepaarten Proben durch den Nachweis eines identischen 1G- und/oder
BCL2-Rearrangements und/oder gemeinsamer somatischer Mutationen besta-
tigt werden. Durch die Demonstration, dass de novo aggressive B-NHL eben-
falls aus der ISFN hervorgehen kénnen, ist es somit erstmalig gelungen, eine
pramaligne Vorlauferlasion derartiger Lymphome zu identifizieren. Daruber hin-
aus konnten unterschiedliche Wege der klonalen Evolution rekonstruiert wer-
den, wobei das haufigste Szenario eines war, bei dem sich die ISFN und das
aggressive B-NHL divergent aus einem gemeinsamen Vorlaufer entwickelt

hatten.

4.1 Die ISFN - eine Vorlauferlasion t(14;18)* aggressiver B-NHL

Sowohl das Fortschreiten der ISFN zum FL als auch die Transformation des FL
zum DLBCL oder HGBL sind etablierte Konzepte [1]. Die vorliegenden Daten
erweitern das Verstandnis dieser malignen Progression und legen nahe, dass
t(14;18)" aggressive B-NHL auch direkt, d.h. ohne intermediares FL, aus der
ISFN hervorgehen kdnnen, was in Anbetracht der hohen Frequenz der t(14;18)-
Translokation im de novo DLBCL ein verbreitetes Phanomen sein konnte [1,59].
Wie bei jeder Neoplasie, bei der man von einer stufenweisen Entwicklung aus-
geht, kann das Vorhandensein eines morphologisch und klinisch nicht detektier-
ten (,okkulten®) FL in den sechs als de novo klassifizierten Fallen nicht komplett
ausgeschlossen werden. Jedoch wird unsere Schlussfolgerung auch durch die
rezenten, deutlich groRer angelegten Analysen der molekularen Landschaft de
novo entstandener DLBCL gestutzt (Abschnitt 1.2.2), die gezeigt haben, dass
t(14;18)" de novo DLBCL bzw. DLBCL vom EZB-Subtyp ein Mutationsspektrum
aufweisen, welches sich insbesondere hinsichtlich friiher Treibermutationen sig-
nifikant mit dem des FL Uberschneidet, was die Existenz einer gemeinsamen

Vorlauferpopulation nahelegt [17,19,20]. Eine alternative Erklarung ware, dass
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t(14;18)" de novo DLBCL grundsatzlich okkult transformierte FL darstellen, was
jedoch angesichts des unterschiedlichen klinischen Verlaufs beider Lymphome

unwahrscheinlich ist [11,20].

Fur ISFN und DLBCL von Fall 5 konnte kein traditioneller Nachweis einer
klonalen Verwandtschaft erbracht werden, da weder das |G-Rearrangement
noch der BCLZ2/JH-Bruchpunkt amplifiziert werden konnte. Dennoch zeigten
beide Proben gemeinsame Mutationen von KMT2D und IGLL5, was ebenfalls
als Beweis fur einen gemeinsamen klonalen Ursprung gewertet werden kann.
Daruber hinaus lag in beiden Lasionen eine BCLZ2-Translokation vor, welche
sich mittels FISH nur unter Verwendung einer IGH/BCL2 Dual Color Dual
Fusion Sonde durch ein atypisches Translokationsmuster mit nur einem Fusi-
onssignal demonstrieren liel3. Letzteres lasst sich vermutlich auf das Vorliegen
eines kryptischen bzw. nicht-kanonischen BCL2-Rearrangements zuruckfuhren,
welche sich z.T. nicht nur der PCR, sondern auch der FISH mit Break Apart
Sonden entziehen [115,116]. In der Literatur beschriebene atypische Transloka-
tionskonstellationen sind beispielweise Rearrangements mit einem |G-Leicht-
kettengen als Translokationspartner oder auch Insertionen des BCLZ2-Gens in
den IGH-Lokus [17,115-117]. Speziell eine von Yamamoto et al. (2012) be-
schriebene interstitielle Insertion von BCL2 in das IGH-Gen lieRe sich mit dem
Hybridisierungsergebnis der beiden Proben vereinbaren [115]. Eine genauere
Charakterisierung ware jedoch lediglich mit weiterfUhrenden Analysen maoglich,
wie z.B. der FISH an Metaphase-Chromosomen, die uns wegen der Beschran-
kung auf archiviertes FFPE-Gewebe nicht zur Verfligung stand [115,116].

In der ISFN von Fall 6 ist es trotz Verwendung klonspezifischer Primer, die
anhand der IG-Sequenz des klonal verwandten DLBCL konstruiert worden sind,
nicht gelungen, das klonale |G-Rearrangement zu amplifizieren. Der wahr-
scheinlichste Grund — insbesondere im Kontext der Mutationsanalyse, welche in
ISFN und DLBCL jeweils eine Vielzahl von privaten Mutationen demonstriert hat
— ist eine sehr frihe Divergenz beider Subklone, die zu stark unterschiedlichen
SHM-Signaturen auf den jeweiligen |G gefuhrt hat. Tatsachlich sind Mutationen

im Bereich der Primerbindungsstellen ein bekannter Fallstrick der Klonalitats-
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analyse von Lymphomen, welche die Keimzentrumsreaktion durchlaufen haben
[43,118]. Vor allem in Kombination mit eingeschrankter DNA-Qualitat besteht
die Gefahr falsch polyklonaler Ergebnisse [43,118]. So musste auch in Fall 10
letztendlich auf klonspezifische Primer zuruckgegriffen werden, um in der ISFN
und den manifesten Lymphomen ubereinstimmende PCR-Produkte zu amplifi-
zieren. Dass die Amplifikation initial einzig in der ISFN nicht gelungen ist, konn-
te in diesem Fall jedoch ebenso daran gelegen haben, dass aus technischen
Grunden keine Mikrodissektion durchgefuhrt werden konnte, wodurch der Anteil
reaktiver Zellen zu hoch war. Daflr spricht, dass das klonspezifische Re-
arrangement in der Lymphotrack® Analyse der ISFN zwar nachgewiesen wer-

den konnte, die Monoklonalitatskriterien aber nicht erfillt wurden.

Auch die Amplifikation des BCL2/1GH-Bruchpunktes kann durch Mutationen im
Bereich der Primerbindungsstellen unterbunden werden, was eine mogliche Ur-
sache dafur gewesen ist, dass der Nachweis in den ISFN von Fall 3 und 9
ebenfalls nur mit spezifischen Primern gelungen ist. Weitere Faktoren, die die
Detektion mittels PCR verhindern kénnen, sind neben nicht-kanonischen BCL2-
Rearrangements insbesondere Bruche aufierhalb der abgedeckten Regionen
oder Primerbindungsstellen, die zu weit vom Bruchpunkt entfernt liegen, wo-
durch sich zu amplifizierende Sequenzen von einer Lange ergeben, die die
Mdglichkeiten der z.T. stark fragmentierten DNA aus FFPE-Gewebe Uberstei-
gen [43,99,104]. Aus diesen Grunden ist die FISH — wie auch in unserer Studie
— insgesamt die sensitivere Methode zum Nachweis der t(14;18) [43,119,120].

4.2 Die klonale Dynamik t(14;18)* Lymphome

Anhand der Mutationsdaten konnten wir demonstrieren, dass ISFN und klonal
verwandte DLBCL/HGBL haufig Subklone darstellen, die sich divergent vonein-
ander entwickelt haben. Auch die auf der IG-Sequenzierung basierenden phylo-
genetischen Stammbaume haben eine weitestgehend separate Clusterbildung
der ISFN- und aggressiven B-NHL-Sequenzen demonstriert, was mit einem
Evolutionsmodell zu vereinbaren ist, bei dem die jeweiligen Proben aus diver-
genten Subklonen hervorgegangen sind und im Laufe der Zeit abweichende
SHM-Muster erworben haben [121]. Unklar bleibt, ob sich die fur Fall 3 und 10
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rekonstruierte lineare Evolution auch mit umfangreicheren Analysen bestatigt
hatte. Im Einklang mit Studien an ISFN/FL-Paaren konnten die ISFN Lasionen
dabei nicht nur vor der Diagnose eines klonal verwandten aggressiven B-NHL,
sondern auch synchron mit diesen identifiziert werden [76,89,122]. Selbst eine
Detektion Jahre nach Diagnose und Therapie des manifesten Lymphoms ist
beschrieben [76,84]. Die klinische Relevanz solcher persistierender pramaligner
Vorlaufer, die vermutlich widerstandsfahiger gegenuber der Standardtherapie
sind, liegt insbesondere in ihrem Potential an Krankheitsruckfallen beteiligt zu
sein. Tatsachlich haben Untersuchungen von DLBCL- und FL-Rezidiven ge-
zeigt, dass das primare Lymphom und das Rezidiv haufig divergente Subklone
reprasentieren, die unabhangig voneinander aus einem gemeinsamen Progeni-
tor (CPC, engl. common progenitor clone) hervorgegangen sind [77,123,124].
Analoge Beobachtungen wurden fir die Transformation des FL gemacht, bei
der das transformierte FL bzw. DLBCL ebenfalls haufig divergent entsteht und
nicht wie traditionell angenommen durch die Akquisition zusatzlicher Alteratio-
nen des primaren Tumor(sub)klons [74,125]. Die Existenz einer solchen CPC-
Population konnte auch in zwei Publikationen veranschaulicht werden, die das
Auftreten eines FL- bzw. DLBCL-Paares in Spender und Empfanger Jahre nach
einer hamatopoetischen Stammzelltransplantation untersucht haben [126,127].
In beiden Studien lie3en sich zusatzlich zur klonalen Verwandtschaft der jewei-
ligen Lymphome neben privaten auch multiple gemeinsame Alterationen de-
monstrieren, die demnach bereits in einem Vorlaufer vorgelegen haben
mussten, welcher im Rahmen der Stammzellspende Ubertragen worden war
[126,127]. Fur das FL-Paar konnte die vermutete CPC-Population als zirkulie-
rende FLLC im peripheren Blut des Spenders identifiziert werden — eine Stel-
lung, die FLLC angesichts unserer Daten auch fir t(14;18)" DLBCL einnehmen
kénnen [55,85,127].

Die IGH-Sequenzdaten haben aulerdem einen Einblick in den Prozess der
klonalen Selektion gewahrt. So lasst die ausgeglichenere Verteilung der Sub-
klone in den ISFN Lasionen vermuten, dass auf dieser Stufe der malignen Pro-
gression noch kein Subklon einen entscheidenden Selektionsvorteil erworben

hat. Im Gegensatz dazu wiesen die aggressiven B-NHL ein oder zwei sehr do-
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minante Subklone auf, die mdglicherweise nach dem Erwerb entscheidender
Alterationen entstanden sind, welche die klonale Fitness gesteigert und die

Weichen fur die (hoch)maligne Transformation gestellt haben.

4.3 BCL 2 Mutationen als Indikator fur prolongierte AID-Aktivitat

Die Frage, welche Alterationen einen solchen Selektionsvorteil mit sich bringen
kénnen, war ebenfalls ein zentraler Punkt dieser Arbeit. In unserem Kollektiv
war BCL2 das am haufigsten mutierte Gen und auch der Grolteil der ISFN
Lasionen demonstrierte gleich mehrere Varianten. Diese Uberdurchschnittliche
Anzahl von Mutationen lasst sich auf die Verlagerung des BCL2-Gens in den
Bereich des IGH-Lokus’ und dessen Enhancers zurlckfuhren, wodurch BCL2
unter den Einfluss der AID gerat [35,77,128]. So wurde gezeigt, dass die Trans-
lokation t(14;18) signifikant mit Mutationen auf dem translozierten BCLZ2-Allel
assoziiert ist und dass t(14;18)* Lymphome eine deutlich héhere Anzahl von
BCL2 Mutationen tragen [128-130]. Die Beteiligung der SHM-Maschinerie
konnte dabei aus typischen Charakteristika der AID-vermittelten Mutagenese
abgeleitet werden, wie der Verteilung der Mutationen insbesondere in einem
Bereich 3' der Promotorregion, der Praferenz bekannter Hotspot-Motive sowie
dem Uberwiegenden Auftreten von Punktmutationen mit einem positiven Ver-
haltnis von Transitionen zu Transversionen [128,129,131]. Auch die von uns
analysierten Proben trugen vor allem Punktmutationen, die insgesamt ein positi-
ves Transitions/Transversions-Verhaltnis gezeigt haben und vorrangig im Be-
reich des zweiten Exons — und damit ndher am Promotor — aufgetreten sind.
Auf eine weiterfuhrende statistische Analyse ist allerdings verzichtet worden, da
mit unserem Panel primar die kodierenden Bereiche von BCLZ2 abgedeckt wor-
den sind, wodurch sich die mit am starksten betroffene Region 5' des zweiten
Exons unserer Analyse entzogen hat und somit héchstwahrscheinlich nur ein
Teil aller Mutationen nachgewiesen werden konnte [128,129]. Im FL ist der
Nachweis von BCL2 Mutationen daruber hinaus z.T. mit einer frihen Trans-
formation zum DLBCL und einem aggressiveren klinischen Verlauf assoziiert
worden [132,133]. Angesichts des haufigen Auftretens bereits in den Vorlaufer-
|l&sionen, sind derartige Mutationen jedoch vermutlich primar als Indikator fur

die Aktivitat der AID zu werten und bestatigen somit im Zusammenhang mit der

69



Diskussion

ausgepragten intraklonalen Heterogenitat des IGH-Gens und dem Nachweis
neuer N-Glykosylierungsstellen in dessen V-Region die Annahme, dass die
ISFN prolongierter AlD-Aktivitat unterliegt [69,77,87,89,134].

4.3.1 Die Rolle der AID in der Pathogenese maligner Lymphome

Die Aktivitat der AID und die damit einhergehende genetische Instabilitat gelten
als wichtige Faktoren in der Pathogenese von lymphatischen Neoplasien und
werden als Voraussetzung fur die Entstehung von Lymphomen angesehen, die
sich aus Keimzentrums-B-Zellen ableiten [77,135-137]. So kommt es durch die
CSR und in geringerem Malde durch die SHM zu DNA-Doppelstrangbrichen,
die insbesondere als Basis onkogener Translokationen (siehe Abschnitt 1.4)
aber auch von Amplifikationen und Deletionen einzelner Gene bzw. grélerer
Chromosomenabschnitte angesehen werden [48,74,77,138-140]. Solche Kopi-
enzahlvariationen (CNV, engl. copy number variation) spielen eine wichtige
Rolle in der Entwicklung und Progression maligner Lymphome und kdnnen in
geringer Anzahl ebenfalls bereits in der ISFN nachgewiesen werden
[17,76,141-143]. Daruber hinaus kann die AID auch zu Punktmutationen in
Genen fuhren, die — in Abgrenzung gegenuber BCL2 in t(14;18)* Lymphomen —
nicht in den IG-Lokus verlagert worden sind [39]. Zielgene dieses Prozesses,
der als aberrante somatische Hypermutation (aSHM) bekannt ist, sind z.B. MYC
und /RF4 [17,39,40]. Die Bedeutung der aSHM in der frihen Phase der Patho-
genese ist jedoch nicht abschlie3end geklart. So ist sie meist als spates Phano-
men beschrieben worden, welches vor allem beim DLBCL auftritt und beim FL
mit der Transformation assoziiert ist [40,74,144]. Allerdings konnten Sungalee
et al. (2014) in einem Mausmodell zeigen, dass langlebige BCL2-Uberexpri-
mierende B-Zellen im Rahmen wiederholter GC-Passagen genomweit Punkt-
mutationen erworben haben, deren Signatur auf eine AID-bedingte Mutagenese
schliel®en lie [55]. Bedenkt man, dass humane FLLC und ISFN der SHM in
ahnlichem Mal3e ausgesetzt sind, was durch die Vielzahl von BCL2 Mutationen
weiter untermauert wird, liegt es nahe, dass diese Form der AlD-vermittelten
genetischen Instabilitdt ebenfalls schon in den Vorlauferlasionen eine Rolle

spielt [49,55,60,87]. Dazu passend konnten auch Mutationen von PIM1 und
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IGLLS5, weitere bekannte Ziele der aSHM, erstmalig in zwei ISFN Lasionen
identifiziert werden [17,39,145].

4.3.2 N-Glykosylierungsstellen bieten einen entscheidenden Selek-
tionsvorteil

In Ubereinstimmung mit vorangegangenen Studien konnten wir den Erwerb von
Glykosylierungsstellen als frihes Ereignis in der Pathogenese bestatigen, wo-
bei die Verteilung insbesondere auf die antigenbindenden CDR sowohl mit der
Literatur als auch mit ihrer vermuteten Bedeutung fur die Interaktion mit Lek-
tinen des Mikromilieus im Einklang steht [62,67,87,88]. Der Nachweis ab-
weichender Glykosylierungsmotive in den klonal verwandten Proben einiger
Falle ist dabei angesichts der prolongierten AlD-Aktivitat und der damit einher-
gehenden SHM, der die verschiedenen Lasionen ausgesetzt sind, wenig Uber-
raschend. Vielmehr unterstreicht die Tatsache, dass solche Glykosylierungs-
stellen trotz der SHM erhalten bleiben — selbst im Laufe einer langjahrigen
Evolution, wie es anhand der Falle 4 und 7 demonstriert werden konnte — den
mit ihnen verbundenen Selektionsvorteil. Odabashian et al. (2020) konnten bei
sequenziell entnommenen FL Proben ebenfalls demonstrieren, dass einmal er-
worbene Glykosylierungsstellen einer positiven Selektion unterlagen und bei
der uberwiegenden Mehrheit der Subklone im Rezidiv und auch nach Transfor-
mation noch nachgewiesen werden konnten [146]. Subklone, bei denen es
durch SHM nicht nur zu einer veranderten Aminosaurekomposition weiterhin
bestehender Motive, sondern zu einem kompletten Verlust aller Glykosylie-
rungsstellen gekommen war, wurden hingegen eliminiert [146]. Dennoch
scheint es in den aggressiven B-NHL von Fall 8 und 9 zu einem solchen Verlust
gekommen zu sein. Tatsachlich ist dabei jedoch nicht auszuschliel3en, dass die
Proben zusatzliche Glykosylierungsstellen getragen haben, die sich lediglich
unserer Sequenzierung entzogen haben, z.B. in den V-Regionen der IG-Leicht-
ketten-Gene [62,146]. Vor dem Hintergrund, dass es sich bei beiden Lasionen
um HGBL handelt, lasst sich alternativ vermuten, dass die durch Glykosylie-
rungsstellen vermittelte BCR-Aktivierung aufgrund der MYC-Translokation nicht
mehr zwingend bendtigt wurde — insbesondere da MYC haufig ebenfalls in den

IG-Lokus verlagert wird, was die Expression eines funktionellen 1G in Lympho-
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men, die bereits die t(14;18) tragen i.d.R. unterbinden sollte [1,17,147,148].
Auch dass MYC eines der nachgeschalteten Molekule der BCR-Kaskade ist
und dass Linley et al. (2015) zeigen konnten, dass FL-Zellen, anders als
normale B-Lymphozyten, nach der Interaktion mit dem Lektin DC-SIGN ver-
mehrt MYC exprimieren, wirde zu dieser Annahme passen [67,149]. Letztend-
lich lasst sich Uber einen solchen Zusammenhang zum aktuellen Zeitpunkt

angesichts des Mangels an entsprechenden Studien allerdings nur spekulieren.

4.4. Das Alterationsspektrum t(14;18)* Lymphome

Das in unserem Kollektiv identifizierte Mutationsspektrum steht mit den publi-
zierten Daten zum FL und t(14;18)" DLBCL bzw. DLBCL vom EZB-Subtyp im
Einklang. So konnte gezeigt werden, dass beide Lymphome besonders haufig
Alterationen der epigenetischen Regulatoren CREBBP, EZH2, KMT2D und
EP300 sowie des Gens TNFRSF14 tragen, welches fur einen Rezeptor der Tu-
mornekrosefaktor-Familie kodiert [17,19,20,59,74,125]. Dazu passend und in
Ubereinstimmung mit vorangegangenen Studien demonstrieren wir, dass Alte-
rationen von CREBBP und in geringerem Malle auch von EZH2, KMTZ2D,
EP300 und TNFRSF14 bereits in der ISFN detektiert werden kénnen [76,89].
Erstmalig in den Vorlauferlasionen nachgewiesen wurden neben Mutationen
der bereits angesprochenen Gene BCL2, PIM1 und IGLLS auch Alterationen
von CARD11, HIST1H1D, GNA13, MEF2B und TBL1XR1. Mutationen von
IRF4, MYD88, TNFAIP3, BCL6, FOXO1, BTG1/2 und HIST1H1C/E fanden sich
hingegen in keiner der analysierten Proben, was vermutlich auf die geringe
Grole unseres Kollektivs zurickgefuhrt werden kann. So ist FOXO1 beispiels-
weise nur in ca. 5-10 % aller FL mutiert [150,151]. Gene wie MYD88, IRF4,
TNFAIP3 und BTG1/2 sind daruber hinaus insbesondere mit dem ABC-Subtyp
des DLBCL assoziiert, weswegen eine zentrale Rolle in der Pathogenese
t(14;18)" aggressiver B-NHL nicht zu erwarten ist [17,20].

4.4.1 Fruhe Treibermutationen

Alterationen von CREBBP (engl. CREB Binding Protein) und dem seltener be-
troffenen Gen EP300 (E1A Binding Protein P300) finden sich im FL je nach
Publikation in 33 bis 68 %, sowie in ca. 10 % [150,152]. Im DLBCL kdnnen sie
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in 17 bis 29 % (CREBBP) und ebenfalls in ca. 10 % (EP300) aller Proben
nachgewiesen werden [17,152]. Speziell in DLBCL vom EZB-Subtyp sind die
Mutationsraten mit ca. 53 % bzw. 28 % jedoch deutlich hoher [19]. Beide Gene
sind i.d.R. von inaktivierenden Mutationen oder Deletionen betroffen und ko-
dieren fur Acetyltransferasen, die vor allem Lysinreste von Histonproteinen
acetylieren, was durch die daraus resultierende offenere Chromatinstruktur die
aktive Transkription genomweit begunstigt [153,154]. Daruber hinaus beeinflus-
sen sie durch eine direkte Acetylierung eine Vielzahl von Proteinen [152,155].
Insbesondere CREBBP Mutationen werden allgemeinhin als frihe Treiber
angesehen, welche die Progression zu einem weiter fortgeschrittenen Klon
begunstigen [75,77,89,150,152,156]. Diese Annahme stutzend war CREBBP
nach BCLZ2 sowohl das Gen, das am haufigsten in der ISFN mutiert war, als
auch das Gen, in dem die meisten gemeinsamen Mutationen zwischen ISFN
und gepaarten manifesten Lymphomen gezeigt werden konnten. In den Proben
von Fall 4 fand sich daruber hinaus eine gemeinsame Mutation von EP300.
Wegen der engen funktionellen Verwandtschaft von CREBBP und EP300 und
der Tatsache, dass sich Mutationen in beiden Genen meist gegenseitig aus-
schlielen, wird von einer analogen Rolle in der Pathogenese ausgegangen
[59,152,157]. Ein zentraler Mechanismus ist dabei vermutlich die Dysregulation
von BCL6, welches normalerweise Uber die Acetylierung durch CREBBP bzw.
EP300 inaktiviert wird [152,158]. BCL6 gilt als Hauptregulator der Keimzen-
trumsreaktion und fuhrt unter anderem zur Hochregulation der AID, zu einer fur
die Antikdrperreifung bendtigten gesteigerten Toleranz gegeniber DNA-Scha-
den und zur Inhibition der terminalen Differenzierung zur Plasmazelle [159,160].
Ein Funktionsverlust von CREBBP und EP300 bewirkt aul3erdem einen Wegfall
des aktivierenden Effekts auf den Tumorsuppressor p53, wodurch die zellulare
Reaktion auf DNA-Schaden zusatzlich gestort wird [152,157,161].

Auch KMT2D, TNFRSF14 und EZHZ2 befanden sich unter den Genen, die mehr-
fach bereits in den ISFN Lasionen mutiert waren. Alterationen von KMT2D ge-
horen zu den verbreitetsten genetischen Veranderungen in FL und EZB-DLBCL
und zeigen sich in ca. 85 % bzw. 54 % der Falle [1,19]. TNFRSF14 ist mit einer
Frequenz von 45 bis 65 % in FL und ca. 66 % in EZB-DLBCL Proben ahnlich
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haufig von Mutationen und/oder Deletionen betroffen [1,19,162]. Dartber hin-
aus ist der Verlust von Teilen der chromosomalen 1p36 Region, welche unter
anderem das TNFRSF14-Gen enthalt, eine der pravalentesten CNV in FL und
DLBCL [1,17,163,164]. EZH2 Mutationen finden sich im FL in 20 bis 27 % und
im EZB-DLBCL in ca. 44 % [19,125,165]. Im Gegensatz zu CREBBP sind Ver-
anderungen in allen drei Genen jedoch sowohl als frihe Treiber als auch als
spatere Akzeleratoren beschrieben worden [74,75,123,125,150,156]. Unsere
Daten spiegeln diese Heterogenitat wider: Wir bestatigen, dass Mutationen z.T.
Jahre vor der malignen Transformation in den wahrscheinlich frihesten Stadien
der Erkrankung auftreten und vermutlich als frihe Treiber agieren kdnnen
[76,89]. Gleichzeitig fanden sich Mutationen von KMT2D und EZH2 in jeweils
3/6 bzw. 5/7 Fallen nur in den manifesten Lymphomen, was nahelegt, dass sie
erst spater erworben wurden und den jeweiligen Subklon womdglich in Rich-

tung der malignen Transformation beférdert haben.

Sowohl KMT2D (engl. Lysine Methyltransferase 2D) als auch EZH2 (Enhancer
Of Zeste 2 Polycomb Repressive Complex 2 Subunit) kodieren fur Methyltrans-
ferasen, die das Histonprotein 3 (H3) an unterschiedlicher Stelle methylieren
[59]. Dabei konnte die durch KMT2D auf Lysin 4 Ubertragene Methylgruppe
(H3K4) mit einer aktiven Transkription assoziiert werden, wohingegen EZH2 als
Teil des Polycomb Repressive Complex 2 fur die Trimethylierung von Lysin 27
(H3K27) verantwortlich ist, was eine Genrepression zur Folge hat [166,167].
KMT2D ist i.d.R. von inaktivierenden Alterationen betroffen, weswegen von
einer Funktion als Tumorsuppressor ausgegangen wird [59]. Diese Annahme
konnte durch zwei Mausmodelle gestltzt werden, die gezeigt haben, dass der
Verlust von KMT2D die Proliferation und das Uberleben von Keimzentrums-B-
Zellen begunstigt und die Differenzierung zur Plasmazelle beeintrachtigt
[168,169]. EZHZ2 Mutationen verursachen hingegen eine gesteigerte Trimethy-
lierungsaktivitat und finden sich dabei Uberwiegend in dem von uns sequenzier-
ten Hotspot Tyrosin 646 [165]. Ahnlich wie BCL6 fungiert EZH2 als elementarer
Regulator des Keimzentrumsphanotyps und unterdrickt als solcher u.a. die
terminale Differenzierung und den Austritt aus der Keimzentrumsreaktion sowie

die Expression verschiedener antiproliferativer Gene — darunter auch bekannte
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Tumorsuppressoren wie CDKN1A [170,171]. Uber die physiologische Funktion
des vom TNFRSF14- (engl. Tumor Necrosis Factor Receptor Superfamily Mem-
ber 14) Gen kodierten Rezeptors HVEM (Herpesvirus Entry Mediator) ist hin-
gegen bisher wenig bekannt, jedoch geht man von einer Beteiligung an der
Immunmodulation aus. So wurde gezeigt, dass abhangig vom Liganden sowohl
stimulierende als auch inhibierende Effekte auf T-Lymphozyten vermittelt wer-
den konnen [172]. TNFRSF14 wird die Rolle eines Tumorsuppressors zuge-
sprochen [162,164]. Dazu passend konnte ein Funktionsverlust mit einer, durch
den Wegfall der inhibitorisch wirkenden Bindung von BTLA (B- and T-Lympho-
cyte Attenuator) verursachten, vermehrten Aktivierung der BCR-Kaskade sowie

der Induktion eines tumorfordernden Mikromilieus assoziiert werden [173].

Insbesondere bei Alterationen von CREBBP, KMT2D und EZH2 geht man
davon aus, dass sie eine zentrale Rolle fur den Differenzierungsarrest der
t(14;18)" Zellen im Keimzentrumsprogramm spielen, welches durch die konsti-
tutive Expression der AID und die gesteigerte Toleranz gegenuber DNA-
Schaden die Akkumulation weiterer pathogener Veranderungen begunstigt
[68,61,174,175]. Die Tatsache, dass die Mehrheit der FL und t(14;18)" DLBCL,
inklusive eines Grolteils der Proben unseres Kollektivs, mindestens zwei
Alterationen von Genen tragen, die an der Chromatinmodifikation beteiligt sind,
|lasst dabei eine wechselseitige Beeinflussung bzw. ein Zusammenspiel vermu-
ten [17,19,150,174]. Uber den Grund fir das heterogene zeitliche Auftreten von
KMT2D und EZH2 Mutationen kann nach heutigem Wissensstand allerdings
nur gemutmalt werden. Denkbar und mit unseren Daten vereinbar ware z.B.,
dass CREBBP Alterationen in der frihen Phase der Erkrankung den grofRReren
Selektionsvorteil bieten. Kommt es in einem Subklon mit CREBBP Alteration
daraufhin zu einer Mutation von KMT2D oder EZHZ2, kdonnte dies zu einer
Konsolidierung des Keimzentrumsphanotyps und einer Akzeleration der ma-
lignen Progression flihren. Die Stellung als friher Treiber nehmen beide Gene
hingegen eventuell insbesondere in Abwesenheit einer vorher erworbenen
CREBBP Alteration ein. Zweifelsohne spielen jedoch zahlreiche zusatzliche
Faktoren eine Rolle, wie z.B. Gendosisveranderungen durch CNV oder Altera-

tionen anderer Gene, die in dieses komplexe funktionelle Netzwerk eingreifen
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[17,125]. So fuhren auch Mutationen des Transkriptionsfaktors MEF2B (engl.
Myocyte Enhancer Factor 2B), die sich in drei unserer Proben inklusive der
ISFN von Fall 6 gefunden haben, zu einer aberranten Expression des Keim-
zentrumsregulators BCL6 [125,176]. Bei Mutationen der Linker-Histon Gene
HIST1H1B-E geht man ebenfalls von einer Interaktion mit Alterationen von
CREBBP/EP300, KMT2D und EZH2 aus — auch wenn ihre Auswirkung bisher
nur unzureichend verstanden ist [17,174,177]. In der Tat gehoérte HIST1H1D
neben EP300 in Fall 4 zu den Genen, in denen im DLBCL und im ca. 10 Jahre
zuvor entnommenen divergenten ISFN Subklon eine gemeinsame Mutation
gezeigt werden konnte, was den damit einhergehenden Selektionsvorteil unter-

streicht.

In Fall 6 konnte von den zahlreichen Alterationen in ISFN und DLBCL, darunter
Mutationen von BCL2, CREBBP, KMT2D und EZHZ2, uUberraschend nur eine
einzige TBL1XR1 Variante in beiden Komponenten nachgewiesen werden. So-
mit muss die Mutation bereits vor der Divergenz beider Subklone in einem ver-
meintlich sehr frihen Vorlaufer erworben worden sein und hat wahrscheinlich
ebenfalls eine Rolle als Treiber eingenommen. Faktisch sind Alterationen von
TBL1XR1 (engl. Transducin Beta Like 1 X-Linked Receptor 1), das fur einen nu-
kledren Rezeptor kodiert, dem u.a. eine regulatorische Rolle im NF-kB Signal-
weg zugeschrieben wird, als frihes klonales Ereignis in der Pathogenese des
DLBCL beschrieben worden, jedoch insbesondere bei ABC-DLBCL, die mole-
kular dem MCD-Subtyp zugeordnet werden konnen [17,19,20].

4.4.2. Mit der aggressiven Transformation assoziierte Alterationen

Die Transformation des FL zum DLBCL bzw. HGBL ist allgemein mit einer
grolieren genetischen Komplexitat vergesellschaftet [74,125]. Analog zur frihen
Pathogenese scheint es jedoch keine definierte Sequenz genetischer Verande-
rungen zu geben, die fur den Ubergang des FL in ein solches aggressives B-
NHL verantwortlich ist [75,125]. Dennoch gibt es Alterationen, die einheitlich mit
der aggressiven Phase der Erkrankung assoziiert werden konnten — darunter
der haufig biallelische Funktionsverlust von p53 sowie das bereits angespro-
chene Rearrangement des Transkriptionsfaktors MYC (Abschnitt 4.3.2), dessen
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daraus resultierende Uberexpression eine Dysregulation des Zellzyklus’ mit ge-
steigerter Proliferation zur Folge hat [1,74,149,178]. Auch in unserem Kollektiv
konnten entsprechende Veranderungen nur in den aggressiven Komponenten
nachgewiesen werden, wenngleich ein Vorliegen in sehr kleinen ISFN Subklo-
nen, die sich selbst der hochsensitiven Einzelamplikon-Sequenzierung ent-
zogen haben, nicht vollstandig ausgeschlossen werden kann. Daher liegt die
Vermutung nahe, dass die Akquisition solcher Alterationen in einem t(14;18)*
Vorlaufer die maligne Transformation derart beschleunigt, dass die Stufe des
indolenten Lymphoms ,Ubersprungen® wird und die Erkrankung sich primar als
DLBCL oder HGBL manifestiert. Tatsachlich konnte gezeigt werden, dass die
meisten MYC-Translokationen durch die mutagene Aktivitat der AID verursacht
werden, weswegen das Potential fur den Erwerb offenkundig schon in FLLC
und der ISFN vorliegt und somit mutmalilich ein Grof3teil der de novo HGBL mit
BCL2/MYC-DH aus diesem Progenitorpool hervorgeht [1,137,179]. Auch das
Vorliegen einer BCL6-Translokation konnte z.T. mit einer frihen Transformation
zum DLBCL assoziiert werden [180,181]. Allerdings lassen sich derartige
Rearrangements vergleichsweise haufig auch im nicht transformierten FL nach-
weisen, so dass sie, wenn Uberhaupt, einen weniger starken Treiber in Rich-
tung high-grade Malignitat darstellen — madglicherweise, da BCL6 bzw. der
durch BCL6 vermittelte Keimzentrumsphanotyp schon fruhzeitig durch andere
Alterationen dysreguliert wird [1,181]. CD79B, ein Gen, das eine Untereinheit
des BCR kodiert und dessen Mutationen vermutlich zu einer konstitutiven Akti-
vierung der nachgeschalteten Signalkaskaden beitragen, war in unserem Kol-
lektiv ebenfalls nur in den aggressiven B-NHL alteriert [182]. In gro3er angeleg-
ten Studien zur Pathogenese des FL sind CD79B Mutationen jedoch als nicht
phasenspezifisch bzw. teilweise sogar als frihes Ereignis beschrieben worden,
so dass eine zentrale Rolle in der aggressiven Transformation t(14;18)* Lym-

phome insgesamt unwahrscheinlich ist [74,125].

4.5 Schlussfolgerung und Ausblick
Im Rahmen dieser Studie ist es erstmalig gelungen, die Evolution t(14;18)*
aggressiver B-NHL ausgehend von der ISFN zu analysieren und zu demon-

strieren, dass auch de novo DLBCL und HGBL aus dieser Vorlauferpopulation
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hervorgehen kdnnen. Dabei lie sich nachweisen, dass es, analog zur klonalen
Dynamik der Entstehung und Transformation des FL, haufig zum Auftreten di-
vergenter Subklone mit abweichendem Alterationsmuster kommt. Unsere Er-
gebnisse unterstreichen, dass bereits die ISFN einer prolongierten AlD-vermit-
telten Mutagenese unterliegt und zeigen darlber hinaus, dass ISFN Lasionen
eine Uberraschende Anzahl sekundarer genetischer Veranderungen tragen kon-
nen. Dies lasst vermuten, dass die morphologische Definition der ISFN ein
Spektrum von Lasionen umfasst, die sich aus molekularer Sicht in unter-
schiedlichen Stadien der malignen Progression befinden. Somit ist die Identi-
fikation prognostischer Marker, die eine individuellere Aussage Uber das bisher
nur schlecht definierte Risiko einer Progression zum manifesten Lymphom
erlauben, eine wichtige Aufgabe zukunftiger Studien, die jedoch vermutlich
einer weitreichenderen genetischen und epigenetischen Charakterisierung
bedarf. Angesichts seiner bedeutenden Rolle fur die Pathogenese des FL
scheint es dafur auch unerlasslich, das Mikromilieu von ISFN Lasionen zu
analysieren und es mit dem der manifesten Lymphome zu vergleichen,
beispielsweise mithilfe von Genexpressionsanalysen und/oder Multiplex-Gewe-
bebildgebungsverfahren wie dem CODEX-System (engl. Co-Detection by In-
dexing) [73,183]. AuRerdem muss der Fragestellung nachgegangen werden,
welche Alterationen bzw. Umstande letztendlich eher zur Progression in Rich-
tung FL oder ,direkt® zum aggressiven B-NHL fuhren und inwieweit bzw. ob sich
Unterschiede zwischen beiden Szenarien bereits auf der Stufe der ISFN
demonstrieren lassen. Am vorliegenden Kollektiv waren deutlich umfang-
reichere Analysen wegen der meist begrenzten Menge an Material der ISFN
Proben kaum realisierbar. Dass wegen der Seltenheit identifizierbarer ISFN
Lasionen z.T. auf alteres FFPE-Gewebe mit eingeschrankter DNA-Qualitat
zuruckgegriffen werden musste, hat den Umfang durchfihrbarer Analysen
weiter limitiert und wegen vermehrter Sequenzierungsartefakte auch die
Detektionsschwelle fur Mutationen in den NGS-Analysen erhoht. Nichtsdesto-
trotz ist es durch gezieltes Sequenzieren vermuteter friher Treiber und der in

FL und DLBCL mit am haufigsten mutierten Gene sowie eine systematische
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Validierung detektierter Varianten gelungen, entscheidende Erkenntnisse Uber

die Pathogenese t(14;18)* aggressiver B-NHL zu gewinnen.

Angesichts ihres Potentials als Reservoir fur Rezidive zu dienen, ist die erst-
malige |dentifikation und Charakterisierung einer derartigen Vorlauferpopulation
fur das DLBCL auch aus klinischer Sicht von grofer Bedeutung und konnte
dazu beitragen, das Langzeituberleben von Patienten mit t(14;18)" DLBCL zu
verbessern. Beim FL ist es bereits als wichtiger Aspekt zuklnftiger Therapien
anerkannt worden, auch diesen Vorlauferpool anzugehen — etwas, das mit aktu-
ellen Therapieregimen nicht zu gelingen scheint [9,72,184,185]. Mutationen in
epigenetischen Regulatoren gelten allgemein als aussichtsreiche Kandidaten
fur eine gezielte Therapie [72,125,152]. Der verminderten Acetylierung bzw.
Methylierung in Folge von CREBBP/EP300 und KMT2D Alterationen kénnte
beispielsweise mit Histon-Deacetylase-Inhibitoren (HDACI) und H3K4-Deme-
thylase-Inhibitoren begegnet werden [152,157,169]. Bei Patienten mit therapie-
refraktarem oder relabiertem FL hat der pan-HDACI Abexinostat in einer Phase
Il Studie bereits vielversprechende Ergebnisse erzielt, wobei sich Vertraglichkeit
und Effektivitat womaoglich durch Isoform-spezifische Inhibitoren noch verbes-
sern lassen [174,186-188]. So konnte ein speziell gegen HDAC3 gerichteter
Inhibitor den durch CREBBP Mutationen verursachten molekularen Phanotyp in
einer DLBCL-Zelllinie rickgangig machen und das Tumorwachstum in einem
DLBCL-Xenograft-Mausmodell signifikant reduzieren [189]. Mit EZHZ2 Inhibi-
toren wie Tazemetostat konnten in vitro und in klinischen Studien u.a. an EZH2-
mutierten, therapierefraktaren FL ahnlich positive Resultate erzielt werden, so
dass 2020 eine beschleunigte Zulassung durch die US-Behorde fur Lebens-
und Arzneimittel erfolgt ist [190-193]. Es scheint also plausibel, durch die Gabe
solcher Wirkstoffklassen, moglicherweise auch im Sinne einer Erhaltungsthera-
pie, dem durch diese Alterationen induzierten epigenetischen Programm bereits
in den Vorlaufern entgegenwirken zu kénnen und somit das Potential fur die
Akkumulation zusatzlicher Mutationen und folglich das Risiko fur Rezidive zu
reduzieren — angesichts unserer Daten nicht nur beim FL, sondern auch bei
t(14;18)* DLBCL/HGBL [72,174].
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Die Abhangigkeit von N-Glykosylierungsmotiven Uber lange Strecken der Evo-
lution eroffnet mit der Inhibition der durch sie vermittelten Interaktion mit dem
Mikromilieu einen weiteren vielversprechenden Therapieansatz [146,194]. Als
potenzielle Strategien dafur gelten z.B. Kohlenhydratpolymere, die um die Bin-
dung mit DC-SIGN konkurrieren, oder Mannose-spezifische Antikdrper [58,184].
Beides ist flr die Behandlung des Humanen Immundefizienz-Virus bereits in
Erforschung und konnte in Zukunft womoglich mit den oben genannten Moda-
litaten kombiniert werden [195,196]. So liel3e sich ggf. auch das Problem einer
unzureichenden Wirksamkeit in divergenten Subklonen umgehen, welches bei
einer alleinigen Therapie mit Substanzen, die gegen bestimmte Alterationen
gerichtet sind angesichts der ausgepragten intraklonalen Heterogenitat dieser
Vorlauferpopulation(en) aufkommen kénnte. Eines Tages kdnnte es sogar rea-
lisierbar sein, derartige Therapien praventiv einzusetzen, um die maligne Trans-
formation der Vorlauferlasionen zum FL oder DLBCL von vornherein zu verhin-

dern.
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5 Zusammenfassung

Die in situ follikulare Neoplasie (ISFN) ist eine pramaligne Vorlauferlasion des
follikularen Lymphoms (FL). Sie zeichnet sich durch eine Besiedlung von Keim-
zentren durch monoklonale B-Zellen in ansonsten unauffalligem reaktiven lym-
phatischen Gewebe aus und kann vor allem durch ihre intensive BCL2-Expres-
sion identifiziert werden — ein Umstand, der auf die fur das FL charakteristische
BCL2-Translokation t(14;18)(932;921) zurtuckzufuhren ist. Das FL kann seiner-
seits in ein diffus grof3zelliges B-Zell-Lymphom (DLBCL) ubergehen. Haufiger
als durch die Transformation eines FL manifestiert sich das DLBCL allerdings
de novo. Fur derartige DLBCL konnte bisher keine Vorlauferlasion identifiziert
werden. Angesichts der hohen Frequenz der t(14;18) nicht nur beim transfor-
mierten, sondern auch beim de novo DLBCL, insbesondere vom Keimzen-
trums-B-Zell-artigen (GCB) Subtyp, haben wir jedoch die Hypothese aufgestellt,
dass letztere ebenfalls aus der ISFN hervorgehen kénnen und uns zum Ziel
gemacht, die klonale und genetische Evolution der ISFN zum DLBCL mit und —
wenn moglich — ohne ,intermediares” FL zu analysieren. Dafur wurde nach Pa-
tienten mit DLBCL gesucht, bei denen zusatzlich reaktives lymphatisches Ge-
webe vorhanden war, um dieses mittels BCL2-Farbung auf das Vorliegen einer
ISFN zu untersuchen. Die klonale Verwandtschaft der Proben wurde Uber ver-
gleichende Klonalitatsanalysen, den Abgleich der t(14;18)-Bruchpunktsequen-
zen und Next-Generation Sequencing (NGS) des Immunglobulinschwerketten-
gens (IGH) mit dem LymphoTrack® Assay analysiert. Mittels Fluoreszenz-in-
situ-Hybridisierung (FISH) und NGS wurden die Proben auf Rearrangements
von BCL2, MYC und BCL6 sowie auf Alterationen von 26 in FL und DLBCL

haufig mutierten Genen untersucht.

Insgesamt konnten zehn Falle mit gepaarten ISFN und DLBCL Proben identi-
fiziert werden, davon sechs de novo DLBCL und vier, die aus einem FL entstan-
den waren. Drei DLBCL zeigten zusatzlich zur Translokation t(14;18) ein MYC-
Rearrangement und konnten somit als high-grade B-Zell-Lymphom (HGBL)
klassifiziert werden. Die klonale Verwandtschaft von ISFN und DLBCL/HGBL

liel sich in allen zehn Fallen durch die Demonstration eines identischen Immun-
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globulin- und/oder BCL2-Rearrangements und/oder gemeinsamer somatischer
Mutationen bestatigen. Dabei waren die epigenetischen Regulatoren CREBBP,
KMT2D und EZH2, der Oberflachenrezeptor TNFRSF14 sowie BCLZ2 diejenigen
Gene, die insgesamt und auch speziell in der ISFN am haufigsten mutiert
waren. Auch die fur das FL typischen N-Glykosylierungsmotive in den variablen
Regionen des Immunglobulins (IG), die eine Bindung von Lektinen des Mikro-
milieus und damit eine antigenunabhangige Aktivierung der B-Zell-Rezeptor
Kaskade ermoglichen sollen, konnten regelmafig bereits in der ISFN nachge-
wiesen werden. Basierend auf der Verteilung gemeinsamer und privater Muta-
tionen in den gepaarten Proben lieRen sich zwei Szenarien der klonalen Evo-
lution rekonstruieren. In 8/10 Fallen hatten sich DLBCL/HGBL, ISFN und, falls
vorhanden, FL divergent aus einem gemeinsamen Vorlaufer entwickelt, wohin-

gegen die lineare Evolution der analysierten ISFN zum DLBCL selten war.

Mit dieser Studie ist es erstmals gelungen die Evolution t(14;18)* aggressiver B-
NHL ausgehend von der ISFN zu analysieren und zu demonstrieren, dass de
novo DLBCL/HGBL ebenfalls aus dieser Vorlauferlasion hervorgehen kénnen,
wobei es, analog zur Entstehung des FL, haufig zur divergenten Evolution un-
terschiedlicher Subklone kommt. Neben bereits in vorangegangenen Studien in
der ISFN demonstrierten Alterationen, insbesondere von epigenetischen Regu-
latoren, die als Treibermutationen von FL und t(14;18)" DLBCL gelten, konnten
erstmalig (meist multiple) BCL2 Mutationen nachgewiesen werden. Letztere be-
statigen, dass die Aktivierungsinduzierte Cytidin-Desaminase (AID), die physio-
logisch fur die Affinitatsreifung des IG verantwortlich ist, deren prolongierte Akti-
vitat jedoch eine wichtige Ursache genetischer Instabilitat in FL und DLBCL dar-
stellt, schon in der ISFN dereguliert ist. Da persistierende Vorlaufer — vermutlich
widerstandsfahiger gegenuber der Standardtherapie — als Reservoir fur Rezi-
dive angesehen werden, ermoglicht die Identifikation und Charakterisierung
einer solchen Lasion fur das t(14;18)* DLBCL u.a. die Prognose betroffener Pa-
tienten durch die Entwicklung gezielter Therapien zu verbessern. Potenzielle
Ansatze sind z.B. Substanzen, die der durch CREBBP Alterationen ver-
ursachten epigenetischen Umprogrammierung entgegenwirken oder die durch

Glykosylierungsmotive vermittelte Interaktion mit dem Mikromilieu unterbinden.
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