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1 Einleitung

1.1 Maligne Lymphome

Der Begriff ,Lymphom*“ beschreibt im urspriinglichen Sinne eine Vergroéfierung
eines Lymphknotens, wobei deren Ursache nicht detailliert wird. Im modernen
Sprachgebrauch versteht man darunter jedoch in erster Linie eine primaére
Neoplasie des lymphatischen Systems, also das , maligne Lymphom*.1,2

Die neoplastischen, proliferierenden Zellen eines Lymphoms kénnen grundsatzlich
in B- und T-Zellen unterschieden werden, so wird der Ursprung und die
Zuordnung zu einer bestimmten Zellreihe hergestellt.12

Eine Einteilung dieser heterogenen Gruppe von Tumoren erfolgt anhand
histologischer, zytochemischer und immunologischer Kriterien in das Hodgkin
Lymphom und die Non-Hodgkin-Lymphome, wobei die Mehrzahl der Falle (ca. 90
%) letzterem angehodren.2

Wahrend die Hodgkin Lymphome eine homogene Erkrankung von lymphatischen
Zellen der B-Zellreihe darstellen, finden sich im Non-Hodgkin-Lymphom Tumoren,
die der B-Zellreihe oder der T-Zellreihe entstammen. Maligne Lymphome treten

mit einer Inzidenz von ca. 34 pro 100.000 Personen auf.3#4

1.2 Non-Hodgkin-Lymphome

In ihrer Gesamtheit stellen Non-Hodgkin-Lymphome (NHL) eine heterogene
Gruppe von lymphoproliferativen Erkrankungen dar, was sowohl eine
standardisierte Nomenklatur als auch eine genaue Klassifikation erschwert. Die
neueste Klassifikation der World Health Organization (WHO) bezieht zur
Klassifikation alle verfiigharen Parameter, wie Morphologie, Immunhistochemie,

Genetik und klinische Symptome, ein.>
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1.2.1 Atiologie

NHL haben in der westlichen Hemisphare ihren Ursprung zu 80 bis 85% in B-
Zellen und zu 15 bis 20% in T-Zellen.2 Wahrend zwei Drittel der Erkrankungen
primar nodal mit fakultativer sekundarer extranodaler Manifestation entstehen,
treten etwa ein Drittel der Falle primar extranodal auf.? Neben den Lymphknoten
infiltrieren primar nodale Lymphome vor allem die Milz, die Leber, das
Knochenmark und den Gastrointestinaltrakt, primdr extranodale Lymphome

finden sich vor allem in der Haut und dem Gastrointestinaltrakt.?

1.2.2 Epidemiologie

Die tiberwiegende Mehrzahl der NHL sind B-Zell NHL. Die Inzidenz liegt hierfiir bei
ca. 26 pro 100.000 Personen, fiir T-Zell NHL bei ca. 2.3 Die Inzidenz fiir NHL, aber
auch fiir praktisch alle malignen Lymphome zeigte in den vergangenen
Jahrzehnten weltweit einen um jahrlich 3-4% steigenden Trend.37 Ursachlich
hierfiir konnte vor allem das allgemein steigende Alter der Bevolkerung sein. Da
das NHL bevorzugt ein Tumor des hoheren Alters ist, steigt durch das Erreichen
eines hoheren Lebensalters auch das Risiko, an einem NHL zu erkranken. Zwar
tragt die steigende Inzidenz von HIV-Infizierten hierzu auch bei, dies aber nur in
geringerem Umfang.>

NHL umfassen als Gruppe eine Vielzahl von unterschiedlichen Lymphomen. Die
haufigsten Vertreter sind das diffuse grofdzellige B-Zell-Lymphom (DLBCL) und
das follikulare Lymphom (siehe Abbildung 1.1).
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Abbildung 1.1 nach 8: In diesem Kreisdiagramm sind verschiedene Non-Hodgkin-

Lymphome (NHL) nach ihrer relativen Haufigkeit unter den NHL gezeigt.

1.3 Follikuldares Lymphom

Follikulare Lymphome (FL) sind indolente, wenig proliferierende Neoplasien von
B-Zellen mit einem Ursprung in den Keimzentren der Lymphfollikel, die
mikroskopisch ein zumindest partiell follikulares Wachstumsmuster aufweisen. Im
Verlauf der Erkrankung nimmt der Grad des FL haufig zu, auch eine

Transformation in ein DLBCL ist méglich.3?
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1.3.1 Epidemiologie

Das Follikuldre Lymphom ist nach dem DLBCL das haufigste B-Zell-Lymphom und
das am haufigsten vorkommende indolente Lymphom. Es macht ca. 20-30% aller
Lymphome aus.> In Europa weist es eine Inzidenz von 2.18 pro 100.000 Personen
auf, in den USA ist die Inzidenz etwas hoher.510 Das FL manifestiert sich meist im
hoheren Alter; das mittlere Erkrankungsalter liegt in der Mitte der 6. Dekade. Es
tritt nur sehr selten bei Kindern oder jungen Erwachsenen unter 18 Jahren auf.311

Die Raten fiir Inzidenz zeigen eine deutliche Varianz in Abhdngigkeit von der
geographischen Region, so tritt das FL weniger haufig in Asien und in
Entwicklungslandern auf als in Westeuropa und den USA.5 Dies deutet auf ein
unterschiedlich ausgepragtes Auftreten in Bezug auf Geographie und ethnischen
Hintergrund hin. Ethnisch sind Weif3e stirker betroffen als schwarze Menschen
oder Asiaten. So ist die Inzidenz fiir Schwarze aus Afrika oder der Karibik
beispielsweise um die Halfte niedriger als bei Weifden.1? Die Inzidenz fiir FL zeigte
in den letzten Jahrzehnten einen steigenden Trend.> Analog zu den steigenden
Trends fiir das NHL insgesamt steht auch hier die steigende Lebenserwartungen
damit im Zusammenhang (siehe 1.2.2 Epidemiologie des NHL). In Bezug auf das
Geschlecht gibt es leicht unterschiedliche Angaben hinsichtlich der Haufigkeit.

Frauen und Manner scheinen ungefahr gleich haufig betroffen zu sein.>1314

1.3.2 Pathophysiologie und Genetik

In den letzten Jahren wurden umfangreiche neue Erkenntnisse tber die
molekularen Verdnderungen gewonnen, die mit dem FL assoziiert sind. Als
primdre genetische Veranderung gilt die Translokation t(14;18)(q32;q921), die das
BCLZ- und das IGH-Gen betrifft, und die bei 90% der FL vorliegt.>

Das BCL2-Protein hat eine antiapoptotische Wirkung. Das hierfiir kodierende Gen
liegt auf Chromosom 18. Bei der fiir das FL typischen t(14;18)-Translokation wird
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dieses Gen auf das Chromosom 14 verlagert und gerat damit unter den Einfluss der
,Enhancer“-Region des Immunglobulin-Schwerkettengens (IGH), das in B-Zellen
stark transkribiert wird. Unter dem Einfluss der unphysiologischen Aktivitit des
Immunglobulin-Promotors kommt es zu einer konstitutiven Uberexpression des
BCL2-Gens und des Proteins, das somit seine starke antiapoptotische Wirkung
ausiibt. Primir steht also eine verlingerte Uberlebenszeit der B-Zelle in der
Pathogenese dieses Lymphoms im Mittelpunkt, welche durch BCL2 oder andere

aquivalente Aberrationen zustande kommen kann.21415

Die Frequenz fiir ein BCLZ2-Translokation positives FL ist bei Erkrankten in
westlichen, kaukasischen, Populationen hoher, als bei erkrankten Personen in
Asien, jedoch zeigen beide Populationen dhnliche Wahrscheinlichkeiten fiir das
Auftreten einer solchen Translokation im Blut der gesunden Normalbevdlkerung,

was auf weitere Faktoren fiir die Entstehung dieser Krankheit hinweist.16:17

Infolge der primaren BCLZ2-Translokation gibt es wohl zwei Wege der weiteren
Entwicklung des Tumors mit weiteren spezifischen Veranderungen. So
beeinflussen molekular unterschiedliche Tumorzellen ihre nadhere Umgebung, also
das Mikromilieu, und werden daraufhin auch ihrerseits durch immunologische
Wechselwirkungen von T-Helfer-Zellen stimuliert (extrinsische Faktoren). Das
Zusammenwirken der genetischen und immunologischen Gegebenheiten bestimmt
dann vermutlich auch den klinischen Verlauf des Lymphoms.!> In ca. 30% der FL
finden sich zudem wohl sehr friith in der Tumorgenese auftretende ,loss-of-
function“ Mutationen in fiir Histon-Acetyltransferasen kodierenden Genen, was
darauf hinweist, dass epigenetische Faktoren ebenfalls eine Rolle in der
Pathogenese des FL spielen.* Hoglund et al.18 diskutierten fiir das FL eine Vielzahl
haufiger genetischer Aberrationen, die sich mit der Progression und damit auch
der Prognose in Zusammenhang bringen lassen. Darunter waren beispielsweise
Deletionen von Chromosom 17p [del(17p)] und Zugewinne von Chromosom 12
(+12), die mit einen schlechteren klinischen Verlauf korrelierten. De Jong 15 fasste
diese Daten in zwei mogliche Wege der Pathogenese des FL zusammen und

benannte Deletion von Chromosom 6q (-6q) und Zugewinne von Chromosom 1q
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(+1q) als haufige Aberrationen in FL mit schlechterer Prognose und Zugewinne
der Chromosomen 7 und 8 (+7, +8), sowie strukturelle Verdnderungen von
Chromosom 18 [+der(18)] als Chromosomenverdanderungen in FL mit besserem
klinischen Verlauf.'> Zusitzliche Mutationen und Aberrationen nehmen mit
steigendem Grad eines FL und schliefdlich der Transformation zu einem DLBCL zu.3
Neuere Erkenntnisse iiber die molekularen Ablaufe im FL tragen mafdgeblich zur
Verbesserung in Therapie und Diagnostik bei.1® Hierzu, sowie auch zum besseren
Verstandnis der FL auf molekularer Ebene soll auch das ,,Molekulare Mechanismen
bei malignen Lymphomen“ Projekt (MMML Projekt, siehe 1.4 MMML Projekt)

beitragen.

1.3.3 Morphologische Klassifikation des FL

Das FL wird anhand der in der WHO-Klassifikation maligner Lymphome
definierten Eigenschaften diagnostiziert. Das FL wird anhand der Anzahl von
Zentrozyten und Zentroblasten in vier histomorphologische Grade eingeteilt: Grad
1, Grad 2 und in die Grade 3A und 3B.3 So ist ein FL mit 0-50 Zentroblasten pro 10
high power fields (hpf; Gesichtsfeld, 40x Vergrofderung) ein FL Grad 1. Ein hpf
entspricht 0,159 mm2. Weist ein FL 51-150 Zentroblasten pro 10 hpf auf, so wird
es als Grad 2 bezeichnet, bei liber 150 Zentroblasten pro 10 hpf, wird es als Grad 3
klassifiziert.3

Die Einteilung in Grad 3A und 3B basiert auf dem gesamten Erscheinungsbild des
FL. Sind Zentrozyten in den neoplastischen Keimzentren noch prasent, so handelt
es sich um ein FL Grad 3A, handelt es sich ausschliefRlich um Zentroblasten, so
spricht man von einem FL Grad 3B.3

Das Wachstumsmuster des FL kann zudem in follikular, follikuldr und diffus, sowie
liberwiegend diffus eingeteilt werden. Ausschlaggebend ist der Anteil des
follikularen Wachstumsmusters. Fiir ein follikulares FL ist der Anteil von
follikularen Strukturen >75%, fiir ein follikular und diffuses FL 25-75%, und far
ein Uberwiegend diffuses FL <25%.2 Ein diffuses Wachstum eines FL spricht

allgemein fiir eine schnellere Progression und eine schlechtere Prognose.20
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Nach den Regeln der WHO bedingen diffuse Wachstumsareale mit >150
Zentroblasten pro 10 hpf die Diagnose eines diffusen grofizelligen B-Zell

Lymphoms, ggf. mit zusatzlichen Anteilen eines follikuldren Lymphoms.3

Eine Auflistung der o.g. Kriterien und Definitionen zeigt Tabelle 1.2.

Grading Definition

Grad 1 0-50 Zentroblasten pro 10 hpf
Grad 2 51-150 Zentroblasten pro 10 hpf
Grad 3 >150 Zentroblasten pro 10 hpf
Grad 3A Vorhandensein von Zentrozyen
Grad 3B Ausschliesslich Zentroblasten

Einteilung der Wachstumsstruktur Prozentualer Anteil follikular
Follikular >75%
follikular und diffus 25-75%
liberwiegend follikular <25%

Tabelle 1.2 nach 3: Grading und Wachstumsmuster des follikularen Lymphomes.

Trotz genauer Definition durch die Kriterien der World Health Organization
(WHO) ist die morphologische Graduierung des FL schwierig reproduzierbar, auch

unter Lymphomexperten.21.22

1.3.4 Immunologie

In der Diagnosefindung ist die Ermittlung des Immunophéanotyps hilfreich und gilt
deshalb als Standard in der Routinediagnostik. FL weisen eine Expression von Pan-
B-Zellmarkern wie CD19, CD20, CD22 und Pax-5 auf, zudem zeigen sie in
charakteristischer Weise auch eine Expression von Keimzentrumszell-Markern

wie CD10 und BCL6.° Der Verlust einer Expression von CD10 ist allerdings nicht
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uniiblich fiir das FL.° Nach Horn et al. verringert sich die Frequenz der CD10-
positiven Tumoren mit zunehmendem Grad des FL von nahezu 100% bei FL1/2
bis zu 83% bei FL3A und 43% bei reinen FL3B.23 Dem gegeniiber steht eine
Zunahme der Expression von IRF4/MUM1 (post-Keimzentrumsmarker), das bei
FL1/2 und FL3A nicht exprimiert wird, bei FL3B aber in 42% der Falle positiv
war.23

Die Expression von BCL2 wird in den meisten FL nachgewiesen, vor allem in FL
der morphologischen Grade 1 und 2. Dies liegt offenbar wiederum in der erh6éhten
Frequenz der Translokation t(14;18)(q32;q21) in diesen FL .291% Verschiedene
Studien weisen darauf hin, dass die BCLZ-Translokation liberwiegend in FL1/2
und in geringerem Ausmaf} in FL3A vorkommt, wahrend die Frequenz in den FL3B
niedriger ist.2324 Bei der Translokation von BCL6 hangt die beschriebene haufige
Aberration in den FL3B wohl mit der Koexistenz von DLBCL zusammen (ca. 50%),
wie Horn et al. zeigten,?325 wohingegen reine FL3B selten (17%) eine BCL6-
Translokation aufweisen, auch FL1/2 und FL3A weisen diese Aberration nur in
geringem prozentualen Anteil auf (zusammen ca. 10%).2326 Ein Rearrangement
des MYC-Gens ist vorwiegend in FL3B (22% bei reinen FL3B) zu finden und nicht
oder kaum bei den FL1/2 oder FL3A.23

1.3.5 Therapie

Grundsatzlich stellt das FL eine mit konventioneller Therapie nicht heilbare
Erkrankung dar.1427 Ziel der Therapie ist deshalb die Verbesserung des
Wohlbefindens der Patienten und die Verlingerung der Uberlebenszeit. Da
Patienten mit FL neben einer zumeist schmerzlosen Lymphadenopathie oft keine
Beschwerden aufweisen, die meisten Therapieformen fiir FL aber u.U.
betrachtliche Nebenwirkungen haben, besteht die Moglichkeit sich in arztlicher
Kontrolle zundchst abwartend zu verhalten (,watch and wait“). Praktisch werden
die Patienten oft wegen sekundirer Probleme der Lymphomerkrankung
behandelt, wie Andmie, Thombozytopenie oder Neutropenie aufgrund einer

Knochenmarksinfiltration. Wenn der Zustand des Patienten jedoch beeintrachtigt
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ist, er B-Symptome oder eine grofe Tumormasse, also einen , Bulk“ aufweist, oder
Organe beeintrachtigt oder vital gefahrdet sind, sollte eine Therapie eingeleitet
werden.>

Die Therapie ist abhdngig vom Stadium des FL. Bei lokalisiertem Befund, erfolgt
eine involved field oder extended field Bestrahlung. Zusatzlich erfolgt eventuell eine
neoadjuvante Therapie mit Rituximab.?’ In generalisierten Stadien wird derzeit
mit R-CHOP (bestehend aus Rituximab, Cyclophosphamid, Doxorubicin, Vincristin
und Prednisolon) oder R-Benda (Rituximab und Bendamustin) behandelt. Dies
geschieht haufig jeweils in 6 Zyklen mit nachfolgender Erhaltung mit Rituximab in
Monotherapie.?”

Seit der Einfiihrung des anti-CD20 Antikorpers Rituximab, die sowohl durch die
Identifikation des CD20 Markers als Therapietarget als auch die Moglichkeit der
Herstellung monoklonaler Antikérper moéglich war, hat Rituximab auch Eingang in
die Therapie des FL gefunden und sowohl die Frequenz der Remission erhoht, als
auch die progressionsfreie Zeit verlangert. Eine Heilung wurde aber nicht erreicht.
Die Nebenwirkungen sind jedoch deutlich geringer als die der reinen

Chemotherapeutika.®

1.3.6 Prognose

Das Ansprechen auf die Therapie ist bei der Mehrzahl der Patienten gut und
verlangert die Uberlebenszeit bis auf das dreifache.5 Das Vorhandensein einer
BCL2-Translokation wirkt sich wohl nicht auf den Verlauf der Erkrankung aus.?8
Ein klinischer Index zur Einschatzung der Prognose ist der sogenannte FLIPI
(Follicular Lymphoma International Prognostic Index). Hierbei fliefRen klinische
Daten und Labordaten zur Prognosestellung ein. Generell zeigt das FL einen
langsam progredienten klinischen Verlauf. In 40% der Falle transformiert das FL
in ein diffuses grofdzelliges B-Zell-Lymphom (DLBCL). Die Heilungschancen fiir

dieses sind aber geringer als die eines de novo entstandenen DLBCL.14
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Das Uberleben der Erkrankten ist aufgrund der Indolenz des Tumors mit
durchschnittlich 7-9 Jahren vergleichsweise lang (Spannweite 2-20 Jahre). Die
Spannweite von 18 Jahren in der Lebenserwartung zeigt eine sehr grofde
Ungenauigkeit in der Prognoseberechnung auf. Der FLIPI-Score ist ein erster
Schritt, den klinischen Verlauf einzuschétzen (siehe Abbildung 1.3). Die Kenntnisse
der zugrundeliegenden molekularen Mechanismen und die daraus resultierende
gemeinsame Beurteilung molekularer und klinischer Parameter sind insbesondere
bei der Prognose von FL von offenbar immenser Bedeutung. So konnte kiirzlich
gezeigt werden, dass das Auftreten von Mutationen in sieben Genen in
Kombination mit den Parametern des FLIPI (=m7-FLIPI) die Risikostratifizierung

von FL-Patienten deutlich optimieren.?°

Survival Probability

[ T T T T T T T T T 1

0 12 24 36 48 60 72 84 9% 108 120

Time (months)

Abbildung 1.3 nach 3°: Uberleben von 1795 Patienten nach den Risikogruppen des
FLIPI.

10
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1.4 MMML Projekt

Obwohl fiir die Diagnose und Prognose maligner Lymphome nach wie vor die
Histopathologie und Kklinische Parameter grundlegend sind, gewinnt die
Berticksichtigung molekularbiologischer Faktoren immer mehr an Bedeutung, wie
auch das Beispiel des m7-FLIPI?° verdeutlicht. Das MMML Projekt (,Molekulare
Mechanismen in malignen Lymphomen®“) ist eine multizentrische Studie, die
innerhalb Deutschlands in Zusammenarbeit mit der Deutschen Krebshilfe initiiert
wurde. Ziel dieses Projekts, in das Kliniker, Pathologen sowie Human- und
Molekulargenetiker, aber auch Statistiker und Bioinformatiker integriert sind, ist
die Identifikation und Charakterisierung von molekularen Parametern, die Einfluss
auf die Therapie und die Prognose von malignen Lymphomen haben. Damit soll die
Definition neuer Therapiestrategien gewahrleistet werden, um diese zielgenauer
und individueller gestalten zu kénnen, um einen moglichst grofRen Nutzen bei
geringen Nebenwirkungen zu erzielen. Innerhalb des MMML-Verbundes, der 2003
initilert wurde, konnte eine grofie Anzahl von Frischmaterialproben maligner
Lymphome (n=925) mit annotierten klinischen Daten gesammelt werden.
Internationales Alleinstellungsmerkmal des Verbundes war wund ist die
herausragende histopathologische Klassifikation der untersuchten Lymphome
durch ein Pathologie-Referenzpanel. Von allen gesammelten Lymphomen wurde

eine umfassende genetische Charakterisierung durchgefiihrt (siehe Abbildung 1.4).

11
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Abbildung 1.4: Ubersicht iiber das Methodenspektrum im MMML-Verbundprojekt

Das MMML-Verbundprojekt umfasst eine Vielzahl von Teilprojekten, welche
einerseits die umfassende genetische Charakterisierung aller Lymphomproben
mittels u.a. Genexpression, Immunhistochemie und Fluoreszenz in situ
Hybridisierung (FISH) beinhaltet. Andererseits wurden innerhalb der Teilprojekte
verschiedene Fragestellungen bearbeitet, die zum verbesserten Verstindnis der
Tumorpathogenese beitragen sollen.

Das Teilprojekt M4 befasste sich mit der Identifikation und Charakterisierung von
Progressionsfaktoren in follikuldaren Non-Hodgkin-Lymphomen unterschiedlicher

histomorphologischer Grade.

Die aktuelle Diagnostik follikuldrer Lymphome basiert auf der morphologischen
Begutachtung der Tumoren unter Zuhilfenahme einiger = weniger
immunhistochemischer Marker. Die Einteilung der FL in die unterschiedlichen
Grade, basierend auf der Anzahl von Zentrozyten und Zentroblasten ist selbst

unter erfahrenen Hamatopathologen schwierig.2122 Desweiteren ist die
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zugrundeliegende Tumorbiologie der FL-Subtypen nicht geklart. Es wird
momentan davon ausgegangen, dass sich FL3A aus den FL1/2 entwickeln, da diese
auch haufig zusammen auftreten, wahrend FL3B eher dem DLBCL zugeordnet
werden, da FL3B, wenn iiberhaupt, nur selten in Kombination mit FL1/2 oder 3A4,
haufig aber mit DLBCL gemeinsam auftreten. Aufgrund der geringen Fallzahlen
und oftmals schwer charakterisierbarer Falle gibt es bislang nur wenig
Information zu dieser Hypothese. In der vorliegenden Arbeit sollten deshalb v.a.
die FL3A und FL3B wumfassend (mittels FISH, Immunhistochemie und
Genexpression) untersucht werden und hinsichtlich deren Zuordnung innerhalb

der FL1/2 und DLBCL (bzw. FL3B/DLBCL) geklart werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Untersuchungsmaterial

Das MMML Projekt umfasste 863 erfasste Lymphome, davon waren 191 FL.

Die Auswahl der Kohorte fiir die vorliegenden Daten beriicksichtigte zunachst die
Gruppe der reinen FL3B (n=6). Die weiteren Proben wurden so gewdhlt, dass
entsprechend relevante Diagnosen vorlagen. Es standen 16 FL3A, 9 FL3B+DLBCL,
22 FL1/2 und 25 t(14;18)-positive de novo DLBCL zur Verfiigung. Alle in das
MMML einflielenden Falle entstammten den deutschen Referenzzentren fiir

Lymphknotenpathologie in Berlin, Kiel, Liibeck, Frankfurt, Wiirzburg und Ulm.

2.1.2 Kits, FISH-Sonden und Antikérper

Kit Hersteller

AllPrep DNA/RNA Mini Extraction Kit Qiagen, Hilden, Deutschland

Eukariot Poly-A RNA Control Kit Affymetrix, Santa Clara, California, USA
GeneChip IVT Labeling Kit Affymetrix, Santa Clara, California, USA
GeneChip Sample Cleanup Module Affymetrix, Santa Clara, California, USA

Tabelle 2.1: Auflistung der im Rahmen der MMML Studie verwendeten Kits.
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Antikérper

Hersteller

Histostain-Plus Staining Kit
Biotin/Streptavidin/Meerrettichperoxi

dase

Zymed, San Francisco, USA

bcl2, Clone 124, Verdiinnung 1:400

Dako Denmark A/S, Glostrup, Danemark

bcl6, Klon PG-B6p, Verdiinung 1:20

Dako Denmark A/S, Glostrup, Danemark

CD5, Clone 4C7, Verdiinnung 1:40

Novocastra Reagents, Leica

Mikrosysteme Vertrieb GmbH, Wetzlar

CD10, Klon
Verdiinnung 1:100

NCL-CD10-270,

Novocastra Reagents, Leica

Mikrosysteme Vertrieb GmbH, Wetzlar

CD20, Clone L26, Verdiinnung 1:1000

Dako Denmark A/S, Glostrup, Danemark

MUM1, Klon MUMl1p,
1:8000

Verdiinnung

Dako Denmark A/S, Glostrup, Danemark

ki67, Klon MM1, Verdiinnung 1:30

Novocastra Reagents, Leica

Mikrosysteme Vertrieb GmbH, Wetzlar

Tabelle 2.2: Auflistung der im Rahmen der MMML Studie verwendeten

Antikorper.
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Sonden Hersteller

Vysis LSI® BCL2 Dual Color, Abbott GmbH & Co. KG, Wiesbaden

Break Apart Rearrangement Probe

Vysis LSI® BCL6 Dual Color, Abbott GmbH & Co. KG, Wiesbaden

Break Apart Rearrangement Probe

Vysis LSI® MYC Dual Color, Abbott GmbH & Co. KG, Wiesbaden

Break Apart Rearrangement Probe

Vysis LSI® IGH Dual Color, Abbott GmbH & Co. KG, Wiesbaden

Break Apart Rearrangement Probe

Tabelle 2.3: Auflistung der im Rahmen der MMML Studie verwendeten Gensonden
zur FISH-Diagnostik.

2.2 Methoden

Alle innerhalb des MMML durchgefiihrten Analysetechniken wurden zentralisiert
durchgefiihrt, abgesehen von den immunhistochemischen Untersuchungen, die im
Rahmen der Routinediagnostik im jeweiligen Referenzzentrum durchgefiihrt
wurden. Die RNA-Extraktion sowie die anschliefenden Genexpressionsanalysen
erfolgten in Berlin (Institut fiir Pathologie, Charité-Universititsmedizin Berlin),
wahrend die FISH-Untersuchungen in Kiel (Institut fiir Humangenetik, Christian-

Albrechts-Universitat Kiel) durchgefiihrt wurden.

2.2.1 Genexpressionsanalysen

Die Herangehensweisen an die Frage, welche Gene in einer Zelle exprimiert
werden ist liber verschiedene Wege moglich. Prinzipiell geschieht dies aber tiber
die RNA oder tiiber die Proteine in der Zelle. In dieser Studie wurde die RNA der

Lymphomzellen untersucht.
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Die Genexpression der MMML Studie wurde mit dem GeneChip Human Genome
U133A Array von Affimetrix (Affimetrix, Santa Clara, California, USA) durchgefiihrt.
Die RNA wurde aus gefrorenem Gewebe mithilfe von AllPrep DNA/RNA Mini
Extracion Kit von Qiagen (Qiagen, Hilden, Deutschland) isoliert. Die Aufbereitung
des Materials wurden mit Eukariot Poly-A RNA Control Kit, dem GeneChip IVT
Labeling Kit und dem GeneChip Sample Cleanup Module (jeweils Affymetrix, Santa
Clara, California, USA) durchgefiihrt.

2.2.2 Fluoreszenz in situ Hybridisierung

Die Interphasen Fluoreszenz in-situ Hybridisierung (FISH) wurde mit in Formalin-
fixiertem Paraffin-eingebettetem (FFPE) Gewebe durchgefiihrt. Dazu wurden
Sonden, die spezifisch fiir den IGH- (IG heavy chain=Schwerketten), IGK- (IG
Kappa) und IGL- (IG Lambda, letztere beide Teile der Leichtketten -light chain-)
Lokus, sowie fiir das MYC-, BCL2- und BCL6-Gen verwendet. Alle Sonden waren
sogenannte Break-Apart-Sonden, die den jeweiligen Bruchpunkt des
Gens/Genlokus flankieren.

Die Ergebnisse der Biopsie-Proben wurden als ,IG-MYC" beschrieben, wenn MYC
mit IGH, IGK oder IGL fusionierte. Wenn ein Bruchpunkt ohne Beteiligung der 1G-

Loci detektiert wurde, wurden die Proben als ,non-IG-MYC“ gekennzeichnet.

2.3 Immunhistochemie

2.3.1 Immunhistochemische Farbungen an Paraffinmaterial

Fir die untersuchten Lymphome wurden zur weiteren Charakterisierung
immunhistochemische Farbungen durchgefiihrt, um die Expression der Antigene
zu ermitteln. Untersucht wurden die Marker BCL2, BCL6, CD5, CD10, CD20, MUM1
und Ki67 (siehe Tabelle 2.2).

Fir CD10, IRF4/MUM1, BCL2Z und BCL6 wurden die Ergebnisse der

immunhistochemischen Farbungen in Quartilen gemessen (0 = negativ, 1 = 1-25%

17



Material und Methoden

positive Zellen, 2 = 26-50% positive Zellen, 3 = 51-75% positive Zellen, 4 = 76-
100% positive Zellen). CD10, IRF4/MUM1 und BCL6 wurde bei =26%, BCL2 bei
=51% positiv gefarbten Zellen als positiv gewertet. Die Farbung von Ki67 wurde

als stark positiv gewertet, wenn =70% der Zellen positiv gefarbt wurden.

Die untersuchten Paraffinschnitte wurden durch Xylol entparaffiniert und durch
eine absteigende Alkoholreihe rehydriert. Fiir die Blockierung der endogenen
Peroxidase wurden die Praparate 10 Minuten mit 30% Peroxid (5m pl in 70 ml
Methanol) inkubiert und dann die hitzevermittelte Epitop-Demaskierung mit 10
mM Citratpuffer mit einem pH von 7,0 oder mit Target Retrieval (DakoCytomation,
Hamburg) im Schnellkochtopf durchgefiihrt. Die Schnitte wurden anschlieféend mit
nach Herstellerangaben verdiinnten Primarantikérpern (siehe Tabelle 2.2) eine
Stunde bei Raumtemperatur inkubiert und danach dreimal jeweils 5 Minuten in
PBS gewaschen. Die Detektion geschah mittels Imnmunperoxidase mit Histostain-
Plus Kit (Zymed, USA) nach Herstellerangaben, mithilfe des Streptavidin-Avidin

Detektionssystems unter Verwendung von 3,3’Diaminobenzidine als Chromogen.

2.4 Statistik

2.4.1 Clusteranalyse

Im Rahmen einer Clusteranalyse sollen bestehende inhdrente Gruppen innerhalb
eines Datensatzes identifiziert werden. Dieses Verfahren ist unsupervidiert d.h. die
Klassenlabel (z.B. FL1, FL.2, t1418(+) oder £1418(-)) werden hierbei nicht
berticksichtigt (da diese in den meisten Fallen a priori nicht bekannt sind).

In einem ersten Schritt werden die paarweisen Abstinde zwischen allen Proben
auf Basis der Expression vorausgewahlter Features (= Expressionswerte)
berechnet (z.B. 100 Features mit der grofdten Varianz iiber den gesamten
Datensatz). Als gangiges Mafd zur Berechnung des Abstandes wird die Euklidische
Distanz verwendet. Je Kleiner diese Distanz zwischen zwei Proben ist, desto

dhnlicher ist deren Expressionsprofil zueinander. Liegen alle paarweisen
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Distanzen vor, so werden die Proben in einem mehrstufigem Prozess mittels
hierarchischem Clustering zuerst zu einzelnen Clustern vereint. Danach werden
diese erneut iterativ zu grofleren Clustern zusammengefasst bis am Ende ein
einziges grofdes Cluster tibrig bleibt. Das Resultat des Clusterings wird graphisch in
Form eines Dendrogramms dargestellt. In einem Dendrogram liegen Proben mit
einem dhnlichen Expressionsprofil nahe beieinander. Die Hoffnung ist, dass das
Expressionsprofil von Proben gleichen Typs (z.B. FL1 oder FL3A) eine geringe
rdumliche Entfernung aufweisen und somit miteinander clustern.

Ein Dendrogram wird oftmals im Zusammenhang mit einer Heatmap verwendet.

Die Expressionswerte (= Features) aller Proben werden zu einer nxm Matrix

zusammengefasst, wobei n die Anzahl Proben (= Spalten) und m die Anzahl

Features (= Zeilen) codiert. Jedem Expressionswert dieser Matrix wird nun ein
entsprechender Farbwert zugewiesen, dessen Intensitit vom Expressionswert
abhangt (blau: niedrig exprimiert, gelb: hoch exprimiert).
Da das Dendrogram bereits eine Ordnung der Fille vorgibt, werden die Falle
innerhalb der Heatmap gemdfd der Reihenfolge im Dendrogram angeordnet.
Dadurch werden dhnliche Falle auch innerhalb einer Heatmap entsprechend

gruppiert.

2.4.2 Varianzanalyse

Als ANOVA (analysis of variance, Varianzanalyse) wird ein supervidiertes
statistisches Verfahren bezeichnet, welches auf Gruppenunterschiede testet.
Hierbei wird die Gesamtvarianz einer nummerischen Variable (z.B.
Genexpression) in ab- bzw unabhangige Komponenten zerlegt (= Varianzanalyse).
Der Grofiteil dieser Varianz sollte durch unabhéngige Faktoren erklart werden (=
inter variance, Varianz zwischen den Gruppen), der Rest wird als Zufallsprozess
modelliert (intra variance, Varianz innerhalb der Gruppen). Im Kklassischen
Case/Control setting (= 2 Gruppen) wird der t-Test als Testverfahren zur

Quantifizierung der Mittelwertunterschiede zwischen den beiden Gruppen
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angewandt. Dessen Nullhypothese Ho (= kein Unterschied zwischen den beiden

Gruppen) ist definiert als

Ho=p1=pu2
mit den Gruppenmittelwerten p1 und u2. Die Alternativhypothese Hi ist definiert

als

Hi=p1#u2.

In der einfachsten Form ist die ANOVA als Verallgemeinerung des t-Tests auf den
gleichzeitigen Vergleich von Mittelwerten iiber mehrere Gruppen hinweg
anwendbar.

Die Nullhypothese bei einer ANOVA ist definiert als

Ho=p1=p2=p3=+-=pn,
d.h. es gibt keine Mittelwertunterschiede zwischen den n Gruppen. Die

Alternativhypothese ist definiert als
Hi:3ij:=piFu; .
Das bedeutet, dass ein Unterschied zwischen mindestens zwei Mittelwerten

beobachtbar ist. Die Priifung auf Signifikanz erfolgt iiber den F-Test.

2.4.3 Hauptkomponenten-Analyse

Die Principal Component Analyse (PCA) ist ein statistisches Verfahren, welches
bestimmte Eigenschaften eines Datensatzes (z.B. das Ausmafd der Variabilitat von
n Expressionswerten im n-dimensionalen Raum) aus hoch-dimensionalen Raumen
auf die wichtigsten Komponenten (— Hauptkomponenten, Principal Components)
bei Erhalt der relevanten Information reduziert. Hierbei erfolgt eine
Transformation der Hauptachsen in Richtung der grofdten Varianz, wobei die
Hauptachsen orthogonal (=senkrecht) zueinanderstehen. Meist sind nur die ersten
beiden Hauptkomponenten (PC1 und PC2) von Interesse, da diese zum einen den

Grofdteil der relevanten Information enthalten und zum anderen anschaulich in
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einen 2-dimensionalen Scatterplot (— X-Achse: PC1 und Y-Achse: PC2)
aufgetragen werden konnen. Sind beispielsweise zwei Proben im 100-
dimensionalen Raum zueinander dhnlich (= kleine euklidische Distanz basierend
auf 100 Features) so sind sie das auch im 2-dimensionalen Raum (unter einziger
Betrachtung von PC1 und PC2). Die Vereinfachung eines hoch-dimensionalen
Datensatzes auf wenige relevante Hauptkomponenten erlaubt eine libersichtliche

Darstellung der raumlichen Orientierung der Proben zueinander.

2.4.4 Klassifikationsanalyse

Die Klassifikationsanalyse ist ein maschinelles Lernverfahren welches Sample-
spezifische Eigenschaften (zB Expressionswerte) zur Einordnung in zuvor
definierten Klassen ermoglicht. In einem ersten Schritt wird der komplette
Datensatz in ein Trainings-Set und ein Test-Set aufgeteilt. Auf dem Trainings-Set
wird ein linearer Klassifikator zur Diskriminierung zweier Gruppen (z.B. t(14;18)-
positive vs t(14;18)-negative oder FL1/2 vs FL3A) erlernt. Dieser Klassifikator
wird auf das Test-Set angewandt und ordnet jedes darin enthaltene Sample einer
der beiden Gruppe zu (= predicted label). Der Klassifikator besteht aus

ausgewahlten Features

(x1,X2,...Xn)

und ihrem individuellen Gewichtungsfaktor

(W1,w2,...Wn),

die wahrend des Trainingsdurchgangs optimiert worden sind (= minimaler
Klassifikationsfehler). Die (stark vereinfachte) Anwendung dieses Klassifikators

auf ein ungelabeltes Sample erfolgt in zwei Schritten:

1. Berechnung einer gewichteten Summe S=x1XW1+X2XW2+::-+XnXWn

2. Anhand der gewichteten Summe S wird eine Wahrscheinlichkeit errechnet,

welcher Klasse (z.B. t1418(+) oder t1418(-)) das Sample zugeordnet wird.
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Sobald diese Wahrscheinlichkeit grofder als 50% fiir eine Klasse betragt, wird das

Sample dieser zugeordnet.

Da es oftmals vorkommt, dass die Fallzahlen pro Gruppe innerhalb des Trainings-
Sets bisweilen stark unterschiedlich sein kénnen, wird die Klassifikationsanalyse
mehrmals und mit jeweils gleich grofden Trainingsgruppen durchgefiihrt. Dadurch
wird ein Bias des Klassifikators in Richtung der iliberreprasentierten Gruppe
ausgeglichen. In jeder Wiederholung wird somit aus der grofieren Gruppe des
Trainings-Sets eine zufdllige Anzahl an Proben gezogen damit beide Gruppen
gleich stark vertreten sind. Da nun die einzelnen Proben mehrmals gelabelt
werden, lasst sich daraus nun ein prozentualer Anteil der Klassenzugehorigkeit
ableiten. Wird ein Sample nun in 80% aller Fille der Gruppe 1 zugeteilt, so
entspricht dessen Expressionsprofil mehrheitlich den korrekten Vertretern (= per
Definition des Trainings-Sets) aus dieser Gruppe. Stellt sich andererseits heraus,
dass ein Fall der Gruppe 1 in lediglich beispielsweise 20% aller Durchgange auch
tatsachlich der Gruppe 1 zugeordnet wird, so ist davon auszugehen, dass dessen

Expressionsprofil eher Gruppe 2 entspricht.
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3 Ergebnisse

3.1 Kohorte

Untersucht wurden Tumor-Gewebeproben von insgesamt 78 Patienten. Davon
waren 53 follikuldare Lymphome und 25 t(14;18)-positive de novo DLBCL. Von den
53 FL waren 22 FL1/2, 16 FL3A, 9 FL3B mit einem DLBCL-Anteil und 6 rein
follikulare FL3B (siehe Tabelle 3.1). Die Untersuchung der Kohorte erfolgte durch
Genexpressionsanalysen, zudem wurden innerhalb des MMML Untersuchungen
zum Translokationsstatus der BCL2-, BCL6- und MYC-Gene durchgefiihrt. Dariiber
hinaus lagen Daten zur Proteinexpression von CD10, MUM1, Ki67, BCL2 und BCL6

Vor.

Kategorie Anzahl der Fille
FL Grad 3A 16
FL Grad 3B 6
FL Grad 3B + DLBCL 9
FL1/2 22
de novo DLBCL t(14;18)+ 25
Gesamt 78

Tabelle 3.1: Auflistung der Anzahl der Proben in der Kohorte mit Angabe der

Diagnose.

BCLZ2-Translokationen wurden am haufigsten in FL1/2 (18/22 82%) gefunden, mit
einer abnehmenden Tendenz bei FL3A und FL3B (12/16, 75% bzw. 3/6, 50%),

23



Ergebnisse

FL3B/DLBCL zeigten die geringste Frequenz (1/9, 11%) (s. Tab. 3.2/ Abb. 3.1).
Eine BCL6-Translokation zeigte sich am haufigsten in FL3B/DLBCL (4/9, 44%), in
FL3A (5/16, 31%) und in de novo t(14;18)-positiven DLBCL (6/25, 24%) und
weniger haufig in FL3B und FL1/2 (1/6, 17% bzw. 2/22, 9%) (s. Tab. 3.2/ Abb.
3.1). Das Auftreten eines MYC-Rarrangements zeigte sich vorwiegend in t(14;18)-
positven de novo DLBCL und FL3B/DLBCL (5/19, 26% bzw. 2/9, 22%), seltener in
FL3B (1/6, 17%) und selten in FL3A und FL1/2 (1/16, 6% bzw. 1/22, 5%) (s. Tab.
3.2/ Abb. 3.1).

Die immunhistochemische Expression von CD10 divergierte nur gering zwischen
FL1/2, FL3A und FL3B/DLBCL (13/21, 62%; 8/12, 67%; 4/7, 57%), die 2
getesteten FL3B waren positiv und die t(14;18)-positiven de novo DLBCL zeigten
nahezu durchweg eine starke Expression von CD10 (20/22, 90%) (s. Tab. 3.2/
Abb. 3.2).

Die Expression von IRF4/MUM1 war in FL1/2 nicht nachweisbar (0/16, 0%),
FL3B/DLBCL, FL3A und FL3B hingegen zeigten eine erhohte Expression (2/6,
33%; 4/8, 50%; 2/3, 67%). In t(14;18)-positiven de novo DLBCL war eine
IRF4/MUM1-Expression in nur einer geringen Anzahl der Falle nachweisbar
(2/18, 11%) (s. Tab. 3.2/ Abb. 3.2).

Der prozentuale Anteil von FL mit erhéhter Ki67-Expression zeigte eine steigende
Tendenz von FL1/2 (3/20, 15%), tiber FL3A und FL3B (4/15, 27% bzw. 3/5, 60%)
zu FL3B/DLBCL (7/8, 88%). t(14;18)-positive de novo DLBCL wiesen in 17 von 23
gemessenen Proben eine eher hohe Proliferation auf (74%) (s. Tab 3.2/ Abb. 3.2).
Eine Expression des BCL2-Proteins zeigte sich, ausgenommen in den FL3B (2/4,
50%) und t(14;18)-positiven de novo DLBCL (21/22, 95%), anndhernd gleich in
allen untersuchten FL-Subtypen (71-80%). Die BCL6-Expression war in allen
untersuchten Subtypen durchweg hoch (71-100%, siehe Tabelle 3.2, Abb. 3.2).
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de novo

DLBCL

FL1/2 FL3A FL3B FL3B/DLBCL t(14;18)+

Anzahl der Fille 22 16 6 9 25

BCL2-Break (%) | 18/22(82) | 12/16 (75) 3/6 (50) 1/9 (11) 25/25 (100)
BCL6-Break (%) 2/22 (9) 5/16 (31) 1/6 (17) 4/9 (44) 6/25 (24)
MYC-Break (%) 1/22 (5) 1/16 (6) 1/6 (17) 2/9 (22) 5/19 (26)
CD10 (%) 13/21 (62) | 8/12(67) 2/2 (100) 417 (57) 20/22 (90)

IRF4/MUM1 (%) 0/16 (0) 4/8 (50) 2/3 (67) 2/6 (33) 2/18 (11)
Ki67 (%) 3/20 (15) 4/15 (27) 3/5 (60) 7/8 (88) 17/23 (74)
BCL2 (%) 15/20 (75) | 12/15 (80) 2/4 (50) 5/7 (71) 21/22 (95)
BCL6 (%) 15/17 (88) | 12/13(92) | 3/3(100) 5/7 (71) 18/18 (100)

Tabelle 3.2: Auflistung von

immunhistochemischen Tests.

Anzahl und Ergebnisse der FISH- sowie der
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Abbildung 3.1: Prozentuale Darstellung der Positivitat in der FISH-Untersuchung.
* de novo DLBCL t(14;18)-positiv
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Abbildung 3.2: Prozentuale Darstellung der Positivitdt in der immunhistologischen

Untersuchung.

* de novo DLBCL t(14;18)-positiv
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3.2 Genexpressionsanalysen

3.2.1 Vergleich anhand der Graduierung der FL

Die primadre Analyse der Genexpression erfolgte im vergleich zu der initialen

histomorphologischen Klassifikation des FL. Die untersuchten Proben wurden

demnach in folgende Gruppen eingeteilt, deren Genexpression dann untereinander

verglichen werden sollte:
- FL Grad 1/2 (n=22)
- FL Grad 3A (n=16)
- FL Grad 3B (n=6)

- DLBCL mit einem FL3B-Anteil (n=9)
- t(14;18)-positive de novo DLBCL (n=25)

Die Tabelle 3.3 zeigt eine Auflistung der Anzahl differentiell exprimierter Gene

zwischen den untersuchten Gruppen.

Vergleich Differentiell exprimierte Gene

FL1 vs. FL2 0

FL3Avs.FL1/2 643

FL3A vs. FL3B 0

FL3Bvs. FL1/2 3

FL3B vs. FL3B/DLBCL 0

FL3B vs. DLBCL 250

FL1/2 vs. DLBCL 4171

t(14;18)-positive vs. t(14;18)-negative | 582

Tabelle 3.3: Auflistung der Anzahl unterschiedlich exprimierter Gene zwischen

den Gruppen.
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Ein Vergleich zwischen den Gruppen zeigte keine Unterschiede der Genexpression
in den Gruppen FL1 und FL2, sowie der Gruppen FL3A und FL3B (Siehe Tabelle
3.3).

Wahrend also sowohl zwischen den FL1 und 2 wie auch zwischen FL3A und FL3B
keine differentiell exprimierten Gene zu detektieren waren, zeigte der Vergleich
der Gruppen FL1/FL2 mit FL3A in 643 Genen einen signifikant unterschiedlichen
Expressionsstatus, FL3B unterschieden sich zu FL1/2 jedoch nur in 3 Genen (siehe
Tabelle 3.3).

FL3B und DLBCL unterschieden sich in der Expression von 250 Genen, wahrend
zwischen FL3B und FL3B/DLBCL keine differentielle Expression gemessen werden
konnte. DLBCL unterschieden sich mit 4171 Genen deutlich von FL1/2 (siehe
Tabelle 3.3).

Ein Vergleich der t(14;18)-positiven und -negativen Tumoren zeigte einen

Unterschied der Expression in 582 Genen (siehe Tabelle 3.3).

Zur Darstellung der differentiellen Genexpression in FL1/2 versus FL3A wurde
eine Heatmap erstellt, welche die Proben auf der x-Achse und die 643 Gene mit
den grofdten Unterschieden in der Expression auf der y-Achse abbildet. Die
Darstellung der Heatmap umfasst eine 3-fache reduzierte Expression eines Gens
(blau), bis hin zur 3-fachen Erhohung (gelb), die Zwischenstufen werden in einem
Verlauf dieser beiden Farben tliber schwarz (keine Differenz in der Expression)
dargestellt. Die Anordnung der Heatmap erfolgte anhand der Hohe der Expression
der Gene, somit entstand eine quantitative Ordnung von links (niedrigere
Expression) nach rechts (hohere Expression). Die Klassifikation der Proben wird
in einem Farbcode an der oberen Kante des Graphen wiedergegeben. FL1 ist hier
lila dargestellt, FL2 orange und FL3A griin.

Die Graphik zeigt zwischen FL1/2 und FL3A kein homogenes, sondern ein
heterogenes Bild. Es wird ein Kontinuum von 3-fach niedrigerer Expression bis hin
zu 3-fach hoherer Expression fiir dasselbe Gen innerhalb der diagnostischen

Gruppe des FL dargestellt (siehe Abbildung 3.3).

28



Ergebnisse

FL1 FL2 FL3A

il
||’I|If Il uI I

Soama istindadbedh

LN

1

|

|1 I

LI

i

Abbildung 3.3: Heatmap der Genexpression aller Proben von FL1, FL2 und FL3A.
Auf der x-Achse abgebildet sind die verschiedenen Proben, auf der y-Achse die 643
Gene mit der grofdten Expressionsdifferenz dieser Proben. Die Expression der
jeweiligen Gene wird jeweils mit einem Farbwert zwischen gelb (hohere
Expression, +3) und blau (niedrigere Expression, -3) angegeben, schwarz steht fiir
keine differentielle Expression der Gene in den Gruppen. FL1 werden oben in der

Leiste lila, FL2 orange und FL3A griin dargestellt.

Daraufhin wurde eine supervidierte Clusteranalyse dieser 643 differentiell
exprimierten Gene innerhalb der FL1, FL2, und FL3A durchgefiihrt und wieder in
einer Heatmap dargestellt. Die daraus entstehende Graphik zeigt, dass FL1 und

FL2 zusammen ein recht homogenes Bild aufweisen, wahrend sich die FL3A
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anhand der 643 differentiell exprimierten Gene deutlich von FL1/2 abgrenzen

(siehe Abbildung 3.4).

oy

[}

p— |
_
——w—
—

Soma istndardbech

.,
At

|
I
\

M
|

Abbildung 3.4: Heatmap mit Clusteranalyse der Genexpression in den Gruppen
FL3A, FL1 und FL2. Auf der x-Achse abgebildet sind die Proben der Gruppen FL3A,
FL1 und FL2 in den jeweiligen Gruppen, auf der y-Achse die 643 Gene mit der

grofdten Genexpressions-Differenz dieser Proben.
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Die Frage war nun, wo sich die Gruppe der FL3B in dieses Bild einfiigen wiirden.
Um dies herauszufinden wurden die FL3B (n=6) zu den Analysemodellen
hinzugefiigt.

Wie bereits in Tabelle 3.3 dargestellt, zeigt der Vergleich der FL3A mit den FL3B in
unserer Analyse keinen Unterschied in der Genexpression. Unsere Daten weisen
demnach zwar auf eine Abgrenzung von FL3A zu FL1/2 hin, FL3B sind hingegen

von den FL3A nicht zu trennen.

Diese Ergebnisse unterscheiden sich signifikant von einer GE-Studie, die 2008 von
Piccaluga et al.3! durchgefiihrt wurde. Um die hier vorliegenden Ergebnisse zu
validieren, sollten die gleichen statistischen Analysearten verwendet werden wie
von Piccaluga und Kollegen, die mittels ANOVA eine klare Abgrenzung der FL3B
von den FL3A zeigen konnten.

Mittels der ANOVA konnten in unseren Genlisten 13 Probesets (=12 Gene)
identifiziert werden, deren Genexpression eine Trennung der FL3A und FL3B von
FL1/2 ermoglicht (siehe Tabelle 3.4). Die ANOVA fiihrte bei den am hochsten
differentiell exprimierten Probesets das Gen TROVE2 zweimal auf, da manche
Gene auf dem Affymetrix-Genchip mehrfach erfasst werden. Daher wurden mittels

ANOVA also die folgenden 12 differentiell exprimierte Gene identifiziert:
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Gen

RPP40

TMEMS5

CKS2

MRE11A

TXN

COPB1
KIF5B
GTPBPS8

TROVE2

TNPO1

Clorf27

TOP2A

Ergebnisse

Beschreibung

ribonuclease P/MRP
subunit p40

transmembrane protein 5

CDC28 protein kinase
regulatory subunit 2
MRE11 homolog, double
strand break repair
nuclease

Thioredoxin

coatomer protein complex
subunit beta 1

kinesin family member 5B

GTP binding protein 8
(putative)
TROVE domain family
member 2

transportin 1

chromosome 1 open
reading frame 27
topoisomerase (DNA) II
alpha

Funktion

keine Information

Metabolismus

(Glycosyltransferase)

Zellproliferation

DNA-Reparatur

Metabolismus
(Redoxreaktion)
intrazellularer
Proteintransport

keine Information

keine Information

keine Information

Intrazellularer
Proteintransport

keine Information

DNA-Transkription und -

Replikation

Genlokus
6p25.1
12q14.2

9q22.2

11q21

9931.3

11p15.2
10p11.22

3q13.2
1q31.2
5q13.2
1q31.1

17q21.2

Tabelle 3.4: Liste der 12 in der ANOVA ermittelten Gene, die zwischen den drei

Gruppen FL1/2, FL3A und FL3B am hochsten differentiell exprimiert wurden.
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Werden diese 12 Gene (13 Probesets) sowie die FL1/2, FL3A und FL3B in einer
Heatmap dargestellt, wird wiederum eine deutliche differentielle Genexpression
innerhalb der FL1/2 und FL3A ersichtlich, wahrend die iberwiegende Mehrheit
der FL3B (5/6) anhand ihres GE-Profils der Gruppe der FL3A zugeordnet werden
(siehe Abbildung 3.5). Demnach kénnen mittels der 12 ANOVA-Gene zwar FL1/2
von FL3A und FL3B unterschieden werden; FL3B grenzen sich von den FL3A
hingegen nicht ab.

FL1/2 FL3A

I corm

KIFSB

GTPBPS
TROVEZ2
TNFO1
MRET1A
CKs2
TOP2A
. TMEMS
TROVE2

Clonzy

Abbildung 3.5: Heatmap der Genexpression unter Anwendung der ANOVA. Auf
der x-Achse abgebildet sind die verschiedenen FL-Subgruppen, auf der y-Achse die
12 differentiell exprimierten Gene. Die Zugehorigkeit der Proben zu den Gruppen
FL1/2, FL3A und FL3B werden iiber dem Diagramm dargestellt, orange ist hierbei
FL1/2, griin ist FL3A und lila FL3B.
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Der gleiche Ansatz wurde auch fiir eine supervidierte Clusteranalyse innerhalb der
drei FL-Klassen durchgefiihrt, in der FL3A, FL3B und FL1+FL2 (von links nach
rechts) angeordnet wurden, um die GE-Unterschiede dieser Gruppen besser
beurteilen zu kénnen (siehe Abbildung 3.6). Grundlage waren ebenfalls die in der
ANOVA ermittelten 12 Gene. Es zeigte sich eine recht homogene Uberexpression
der 12 Gene fiir die Gruppe der FL3A und FL3B, wahrend sich die FL1/2 anhand
ihres GE-Profils deutlich von diesen abgrenzten und eine signifikant verminderte
Expression dieser Gene aufwiesen. Die FL3B scheinen anhand ihrer GE den FL3A

deutlich dhnlicher sind als den FL1/2.

RPP4D |213427 at)
TMEMS (204808 s _ar)
CKE2 |204170_s_at|
MRE! 1A (20632E_s_an)
TAN (216609 _at)
COPB1 (201353 s_af)
KIFSB (201991 _s_at)
GTPBPS (221046_s_af)
TROVE2 (210433 _x_af)
TROVE2 (212252 _s_af)
TNFEO| (207657 _x_af)
Clofa7 218721 _s_at)
TORZA (201201 _s_at) 9

15

)
Sigma (starndardized)

-1.5

Abbildung 3.6: Clusteranalyse innerhalb von Gruppen in einer Heatmap. Auf der
x-Achse werden die FL-Subgruppen dargestellt, auf der y-Achse die in der ANOVA
ermittelten 12 unterschiedlichen Gene dieser drei Gruppen. Die Expression wird
mithilfe eines Farbverlaufs dargestellt, hier ist gelb iliberexprimiert und blau

unterexprimiert, keine Differenz wird als schwarz wiedergegeben.

Diese Befunde sollten hinsichtlich der Einordnung der FL3B im Kontext der FL
noch deutlicher dargestellt werden und so wurde zur besseren Beurteilbarkeit der
Gruppen FL3A, FL3B und FL1/2 eine PCA auf der Grundlage der Ergebnisse der 12
ANOVA-Gene durchgefiihrt. Hierbei wurden die 13 Probeset-Werte fiir die
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Genexpression jeder Probe verrechnet und reduziert, so dass sie durch die zwei
Hauptkomponenten PC1 und PC2 in einem zweidimensionalen System dargestellt
werden konnten (siehe Abbildung 3.7). Durch die PCA wird ersichtlich, dass die
FL1/2 (blau) auf der linken Seite erscheinen, wahrend sich die FL3B (griin) eher in
der Gruppe der FL3A (rot, rechts) eingliedern, ohne allerdings eine Kklare
Gruppenabgrenzung zu diesen zu zeigen. Es bestatigt sich also das Ergebnis aus
der Clusteranalyse, dass FL3B eher den FL3A als den FL1/2 zuzuordnen sind
(siehe Abbildung 3.7).

Principal Component Analysis
on 13 ANOVA genes

0.5

PC2
0.0
1

-0.5

0 ® FL3A [n=16]
o] o FL12[n=22]
4 FL3B [n=6]

T T T T
-4 2 0 2 4

o1
Abbildung 3.7: Principal Component Analyse von den 13 durch ANOVA
ermittelten unterschiedlichen Probesets der Gruppen FL1/2 (FL12), FL3A und
FL3B. Auf der x-Achse ist die erste Hauptkomponente (PC1) wiedergegeben, auf
der y-Achse die zweite (PC2). Die Proben der Gruppe FL1/2 sind blau, FL3A sind
rot und FL3B griin dargestellt.

Das Dendrogramm in Abbildung 3.6, basierend auf den 13 ANOVA Probesets (=12
Gene), teilt die Proben hierarchisch in eine Reihenfolge anhand ihrer

Genexpression. Unter Verwendung dieser 13 Probesets werden die Proben
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sichtbar in zwei Gruppen geteilt: wahrend auf der linken Seite alle FL1 und FL2
zusammengefasst sind, sind auf der rechten Seite alle FL3A und FL3B dargestellt
(siehe Abbildung 3.8, rot gepunktet angedeutete Kisten). Einzige Ausnahmen
bilden ein FL3A (MPI-867) und ein FL3B (MPI-649), die in die Gruppe der FL1 und

FL2 eingeordnet wurden.
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Abbildung 3.8: Clusteranalyse, Darstellung als Dendrogramm. Auf der x-Achse
sind die FL-Subgruppen abgebildet, auf der y-Achse ist die (relative) Differenz
angegeben. Die mit roten Punkten angedeuteten Kasten zeigen die Aufteilung der
Proben in ihre Gruppen (FL1/2 und FL3A/B) durch die Clusteranalyse. Die

Ausnahmen wurden mit einem Kreis hervorgehoben.
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Der Anteil t(14;18)-positiver FL3B ist in der vorliegenden Kohorte mit 50% (3/6),
verglichen mit bisher beschriebenen Haufigkeiten (beispielsweise 9% in 23 reinen
FL3B23), tiberdurchschnittlich hoch. Daher wurden die t(14;18)-positiven FL3B in
einer weiteren Analyse aus der bestehenden Gruppe der FL3B herausgenommen.
Die Anzahl von FL3B verringerte sich also von 6 auf 3. Die nun ermittelte Anzahl
unterschiedlich exprimierter Gene wurde im ANOVA-Ansatz auf 10 Gene
minimiert (siehe Tabelle 3.5). Neun der 10 Gene stimmten mit den Genen der
ersten ANOVA-Analyse iiberein (siehe Tabelle 3.4), wahrend die erneute ANOVA-
Berechnung ohne t(14;18)-positive FL3B zur Identifikation eines weiteren Gens
(HILPDA) fiihrte, das in der ersten ANOVA-Analyse nicht vertreten war. Die Tabelle
3.5 zeigt eine Auflistung der 10 Gene.
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Gen Beschreibung Signalweg Genlokus
RPP40 rlbonuclea§e P/MRP keine Information 6p25.1
subunit p40
transmembrane protein Metabolismus
(RN 5 (Glycosyltransferase) 12q14.2
MRE11 homolog, double
MRE11A strand break repair DNA-Reparatur 11921
nuclease
: : Metabolismus
TXN thioredoxin (Redoxreaktion) 9q31.3
coatomer protein intrazellularer
COPB1 complex subunit beta 1 Proteintransport 11p15.2
KIF5B kinesin far;:]l;y member keine Information 10p11.22
GTPBP8 GTP bmdlng.proteln 8 keine Information 3ql13.2
(putative)
. Intrazelluldrer
TNPO1 transportin 1 Proteintransport 5q13.2
Clorf27 chrom.osome 1 open keine Information 1q31.1
reading frame 27
HILPDA hypoxia inducible lipid keine Information 7q32.1

droplet associated

Tabelle 3.5: Liste der 10 in der ANOVA ermittelten (hochst) differentiell
exprimierten Gene zwischen den drei Gruppen FL1/2, FL3A und FL3B t(14;18)-

negativ.
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Diese differentiell exprimierten Gene wurden wiederum in einer Heatmap
dargestellt (siehe Abbildung 3.9). Die Anordnung der Heatmap erfolgte analog der
Hohe der Genexpression von links, schwach exprimiert (blau) bis rechts, stark
exprimiert (gelb). Es zeigt sich, wie auch schon im ersten Durchlauf mit allen 6
FL3B, eine ndhere Verwandtschaft der t(14;18)-negativen FL3B mit den FL3A
gegeniiber FL1/2.

Das gleiche Bild zeigte sich so auch in der Heatmap mit der zusammengefassten
Darstellung der verschiedenen FL-Subtypen (siehe Abbildung 3.10), wobei FL3A
und FL3B erneut ein homogenes GE-Profil aufwiesen, das durch eine erhohte
Expression der 10 Gene reprasentiert ist, wahrend die FL1/2 eine verminderte

Expression dieser Gene zeigten.
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FL1/2 ! | ' FL3A

GTPBPS

TNPOI

Clod27

TROVE2

MRET1A

TMEMS

TXN

HILFDA

Abbildung 3.9: Dargestellt in einer Heatmap sind die 10 unterschiedlich
exprimierten Gene in den Gruppen FL1/2, FL3A und t(14;18)-negative FL3B. Auf
der x-Achse die Proben aufgelistet, iiber dem Diagramm zeigt ein Balken die
Zugehorigkeit zu den Gruppen FL1/2 (orange), FL3A (grin) und FL3B t(14;18)-
negativ (lila). Auf der y-Achse sind die 10 unterschiedlich exprimierten Gene

dargestellt.
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FL3B t(14;18)-negativ
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Abbildung 3.10:
werden die FL-Proben dargestellt, eingeteilt in FL3A, FL3B t(14;18)-negativ und

)

eatmap, Clusteranalyse innerhalb der Gruppen. Auf der x-Achse

FL1/2, wie liber der Heatmap in der Leiste zu sehen ist. Auf der y-Achse sind die in
der ANOVA ermittelten 10 differentiell exprimierten Gene dieser drei Gruppen
aufgetragen. Die Expression wird mithilfe eines Farbverlaufs dargestellt, hier ist
gelb tberexprimiert und blau unterexprimiert, keine Differenz wird als schwarz

wiedergegeben.

Anhand der durch ANOVA ermittelten 10 Gene wurde wieder eine PCA
durchgefiihrt. Die Expression der 10 Gene wurden dabei in 2 Hauptkomponenten
zusammengefasst, die durch PC1 und PC2 in einem zweidimensionalen System
dargestellt werden konnen.

Die Proben der FL1/2 (blau) und FL3A (rot) wurden auf der Graphik jeweils in
einer abgegrenzten Gruppe dargestellt und eine Trennung dieser Subtypen war
deutlich erkennbar. Die t(14;18)-negativen FL3B (griin) lagerten sich eher in
Richtung FL3A an. Erfolgte die Bewertung allein tiber die Einzelkomponente PC1,
schien ein FL3B (MPI-649, siehe auch Abbildung 3.8) den FL1/2 ndher zu sein als
den FL3A (siehe Abbildung 3.11). Die PCA zeigte jedoch eine Ahnlichkeit der FL3B
zu beiden Gruppen und nicht als eine von diesen abzutrennende Entitdt. Im
Gegensatz hierzu waren die FL3B vor dem Ausschluss der t(14;18)-positiven FL3B
starker innerhalb der Gruppe der FL3A dargestellt (siehe Abbildung 3.7).

42



Ergebnisse

Principal Component Analysis
on 10 ANOVA genes

PC2

0.0
1

-0.5

= FL3A [n=16)

* FL12[n=22]

o 4 FL3B_t1418posExcl [n=3]
T T T T T

3 2 -1 0 1 2 3

PC1

Abbildung 3.11: Principal Component Analyse von den 10 durch ANOVA
ermittelten unterschiedlichen Genen der Gruppen FL1/2 (FL12), FL3A und FL3B
t(14;18)-negativ. Auf der x-Achse ist die erste Hauptkomponente (PC1)
wiedergegeben, auf der y-Achse die zweite (PC2). Die Proben der Gruppe FL1/2
sind blau, FL3A sind rot und t(14;18)-negative FL3B sind griin dargestellt. Es
wurde eine Trennung von FL1/2 und FL3A sichtbar. FL3B gliederte sich hier
zwischen FL1/2 und FL3A eher an FL3A an, jedoch ohne eine erkennbare

Trennung zu diesen.

Eine weitere PCA sollte noch einmal und fokussiert die Gruppen FL3A (n=16) und
FL3B (n=6; ohne Ausschluss der t(14;18)-positiven FL3B) vergleichen und diese
Gruppen, wenn moglich, trennen. Diese Analyse wurde mit den 100 Gene
durchgefiihrt, welche die grofdte differentielle Expression aufwiesen. Die 100 Gene
wurden in zwei Hauptkomponenten wiedergegeben, die in der Graphik als PC1 auf
der x-Achse und PC2 auf der y-Achse angegeben wurden. Wie bereits durch die
ANOVA und in den Heatmaps dargestellt, zeigte auch dieser Ansatz eher eine
»,Durchmischung” der Proben und keine deutliche Abgrenzung der beiden Gruppen

(siehe Abbildung 3.12).
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Principal Component Analysis
on 100 MOST VARIABLE genes

PC2
=

u FL3A [n=16)
* FL3B[n-6]
T T T T T T T

20 -15 -10 5 0 5 10

PC1

Abbildung 3.12: Darstellung einer PCA der Gruppen FL3A und FL3B anhand der
100 in der Expression unterschiedlichsten Gene. Auf der x-Achse ist die erste
Hauptkomponente (PC1) wiedergegeben, auf der y-Achse die zweite (PC2). Die
Proben der Gruppe FL3A sind rot und die der FL3B blau dargestellt. Es zeigt sich

keine Trennung der Gruppen.
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3.2.2 Vergleich anhand der An- oder Abwesenheit der t(14;18)

Um auszuschliefien, dass die differentielle GE der FL1/2 und der FL3A nur vom
t(14;18)-Status abhédngt, wurden die Indices der Genexpression in den Gruppen
FL1, FL2 und FL3A untereinander untersucht und im Anschluss mit denen der
Gruppen der t(14;18)-positiven und -negativen Lymphome verglichen (siehe
Abbildungen 3.14 und 3.15). Der Genexpressionsindex ist ein Wert, der die
Expressionsstirke von Genen einer Probe oder Probengruppe relativ zu einer
anderen Probe oder Probengruppe stellt und die Differenzen zu einem Wert
reduziert.

Betrachtet man die Genexpression der 50 am stdarksten unterschiedlich
exprimierten Gene, wie in Abbildung 3.13 gezeigt, und fiihrt eine differentielle
Expressionsanalyse (DEA) in den Gruppen FL1, FL2 und FL3A durch, so zeigen sich
die Genexpressionsindices der Gruppen FL1 und FL2 als etwa gleich, wahrend
FL3A leicht erhohte Indices aufweisen (siehe Abbildung 3.14). Desweiteren sind
die Gene von FL1/2 im Mittel im Vergleich eher unterexprimiert (Mittelwerte
unter 0), wahrend die Expression der Gene bei FL3A hoher ist (Mittelwert um 0,5).
Die Rate der BCLZ2-Translokationen ist in diesen Gruppen ahnlich (FL1/2: 82% vs.
FL3A: 75%). Betrachtet man die Genexpressionindices der t(14;18)-positiven und
der t(14;18)-negativen FL, so zeigen sich diese Indices in etwa gleich (siehe
Abbildung 3.15), die Streuung der Expression der Proben scheint jedoch bei
vorhandener t(14;18) grofier zu sein.

Folglich zeigen unsere Ergebnisse eine differentielle GE der Gruppen FL1/2 und
FL3A, die nicht auf den Translokationsstatus zurickzufithren sind, da dort keine
Unterschiede erkennbar sind. Im Umkehrschluss sind auch die Unterschiede der
GE zwischen t(14;18)-positiven und -negativen Lymphomen nicht ursachlich auf
die Unterschiede zwischen den Graden der FL zuriickzufithren, da sich die
differentiell exprimierten Gene zwischen FL unterschiedlicher Grade und zwischen

t(14;18)-positiven und -negativen FL ebenfalls unterscheiden.
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Abbildung 3.13: Heatmap der Genexpression. Die FL-Subtypen auf der x-Achse
sind nach den Gruppen FL1/2 (FL12) und FL3A sortiert, auf der y-Achse sind die
50 Gene aufgetragen deren Expression sich in den beiden Gruppen am starksten
unterscheiden. Diese Differenzen sind in einem Farbverlauf dargestellt: gelb ist

dabei liberexprimiert und blau unterexprimiert.
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index of differential genes [FL12 vs. FL3A]

group
FL1

index

FL3A

group

Abbildung 3.14: Darstellung der Genexpressionsindices der Gruppen FL1, FL2
und FL3A in einem Boxplot. Auf der x-Achse sind die Gruppen FL1, FL2 und FL3A

wiedergegeben, auf der y-Achse der Genexpressionsindex.

index of differential genes [FL12 vs. FL3A]

index

11418+

vvvvv

Abbildung 3.15: Darstellung der Genexpressionsindices der t(14;18)-positiven
und t(14;18)-negativen FL in einem Boxplot. Auf der x-Achse sind die Gruppen
t(14;18)-positiv und t(14;18)-negativ wiedergegeben, auf der y-Achse der

Genexpressionsindex.
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Werden die FL und DLBCL in t(14;18)-positive (n=70) und t(14;18)-negative
(n=23) Tumoren eingeteilt und sucht man nach Genen, die diese Gruppen
unterscheiden, so zeigen sich 1523 differentiell exprimierte Probesets (=582
Gene).

Grundlage fiir die Einteilung in t(14;18)-negative und -positive FL ist hierbei die
FISH-Untersuchung mit der Vysis LSI® BCLZ Dual Color, Break Apart
Rearrangement Probe und der Vysis LSI IGH Dual Color Break Apart
Rearrangement Probe. Zeigen die Proben positive Signalkonstellationen sowohl
bei der Hybridisierung mit der BCLZ- als auch mit der IGH-Sonde, geht man von
einer Verlagerung des BCLZ2-Genlokus zum IGH-Lokus aus und bezeichnet die

Proben dann als t(14;18)-positiv.

Von den 1523 differentiell exprimierten Probesets (=582 Gene) wurden 1187
Probesets in der t(14;18)-positiven Kohorte iiberexprimiert, 336 Probesets
wurden unterexprimiert.

Werden die Unterschiede in der Genexpression in einer Heatmap wiedergegeben
und die Proben nach dieser Expression aufsteigend sortiert, so zeigt sich ein
angedeuteter Verlauf mit vergleichsweise niedriger Expression fiir t(14;18)-
negative Tumoren auf der linken Seite hin zu einer erhohten Expression von
t(14;18)-positiven Tumoren (siehe Abbildung 3.16). Die Klassifikation in t(14;18)-
positive und -negative Tumoren wird liber der Graphik in einer Leiste angegeben,
die Proben sind auf der x-Achse, die 582 Gene mit signifikanten GE-Unterschieden

sind auf der y-Achse wiedergegeben.
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Abbildung 3.16: Heatmap von 582 unterschiedlich exprimierten Genen der
t(14;18)-positiven (t1418(+), blau in Leiste oben) und t(14;18)-negativen (t1418(-
), rot in Leiste oben) Lymphome. Auf der x-Achse abgebildet sind die
verschiedenen Proben, auf der y-Achse die 582 Gene mit der grofdten GE-Differenz

dieser Tumoren.

Wie in den Gruppen der FL1, FL2 und FL3A, wurde auch zur Frage der t(14;18)
Translokation eine supervidierte Heatmap erstellt, in der die Proben den Gruppen
t(14;18)-positiv und -negativ zugeteilt wurden. Die Graphik zeigt ein recht
homogenes Bild innerhalb der Gruppen und eine deutliche Trennung zwischen den
Gruppen. Es gibt jedoch einige wenige Proben, die, obwohl sie mittels FISH-
Untersuchung positiv flir eine t(14;18) getestet wurden, in der Genexpression eher

t(14;18)-negativen FL gleichen und umgekehrt (siehe Abbildung 3.17).
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Abbildung 3.17: Heatmap der Genexpression innerhalb der Gruppen t(14;18)-
positive (t1418_pos) und t(14;18)-negativen (t1418_neg) FL. Auf der x-Achse
abgebildet sind die Proben der Gruppen t(14;18)-positiv und -negativ in den
jeweiligen Gruppen, auf der y-Achse die 582 Gene mit der grofdten Differenz dieser

Proben.

Um die oben beschriebenen Ergebnisse besser auswerten und vergleichen zu
kénnen, wurde eine PCA durchgefiihrt. Grundlage der Darstellung war hierbei die

Beriicksichtigung der 100 am starksten unterschiedlich exprimierten Gene.
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Werden diese LIMMA-Unterschiede in einer PCA dargestellt, so wird wiederum
erkennbar, dass die beiden Gruppen zwar als getrennt erscheinen, dass aber keine
Kklar ersichtliche Trennlinie besteht und ein Teil der Fille der beiden Gruppen sich
im Diagramm tiberschneiden (siehe Abbildung 3.18). Dieses Muster ist auch mit

dem in der vorherigen Heatmap (siehe Abbildung 3.17) dargestellten Profil

vergleichbar.
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Abbildung 3.18: Principal Component Analysis von 100 differentiell exprimierten
Genen. Rot dargestellt sind 69 t(14;18)+ Falle , blau dargestellt sind 23 t(14;18)-
Falle.

Betrachtet man die Genexpression der verschiedenen Falle, die in t(14;18)-
negative und t(14;18)-positive Lymphome anhand der 50 Gene mit grofdten
Differenz in ihrer Expression eingeteilt wurden, dann zeigt sich ein Bild, in dem die
Grofdzahl der Tumoren innerhalb der jeweiligen Gruppe recht homogen erscheint,
es aber einige Proben in jeder Gruppe gibt, die anhand ihres Genexpressionsprofils

eher der anderen Gruppe zugeordnet werden kénnten (siehe Abbildung 3.19). So
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dhneln einige wenige t(14;18)-negative FL hinsichtlich ihrer GE der Mehrzahl der
t(14;18)-positiven FL und umgekehrt.

t1418neg

UNKNOWN (218607_s_atf @
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Abbildung 3.19: Heatmap der in die Gruppen t(14;18)-positiv und t(14;18)-
negativ eingeteilten Lymphome (x-Achse). Die 50 unterschiedlich exprimierten
Gene sind auf der y-Achse angeordnet, die Expression ist gelb fiir iiberexprimiert

und blau fiir unterexprimiert.

Um nach diesen Ergebnissen auszuschlief3en, dass es sich um ein Artefakt der
Methode, welche die 582 unterschiedlichsten Gene gefunden hat, handelt, wurde
eine unabhdngige Klassifikationsanalyse durchgefiihrt, welcher der gesamte
Datensatz zugrunde lag.

Die Klassifikation wurde 1000 Mal wiederholt und das Ergebnis in Prozent fiir die
Klassifikation als t(14;18)-positiv angegeben. Somit finden sich auf der y-Achse
nahe bei 100% die Proben, die in der Mehrzahl der 1000 Klassifikationslaufen als
t(14;18)-positiv und nahe bei 0% diejenigen, die mehrheitlich als t(14;18)-negativ
klassifiziert wurden (siehe Abbildung 3.20). Die Kategorie der Original-Label
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wurde mithilfe von rot fiir t(14;18)-positiv und blau fiir t(14;18)-negativ
dargestellt. Analog zu der Darstellung in der vorangegangenen Heatmap (siehe
Abbildung 3.19), bei der einige wenige t(14;18)-negative FL in ihrer GE der
Mehrzahl der t(14;18)-positiven FL glichen und umgekehrt, wiirden sich hier
solche Funde als Proben mit original Label t(14;18)-positiv und predicted Label
t(14;18)-negativ finden lassen und umgekehrt. Als Schwellenwert fiir eine
Fehlklassifikation wurden Proben mit einer Differenz des Labels >75% gewahlt,
d.h. in Uber 75% der 1000 Klassifizierungsdurchgiange wiirde diese bestimmte
Probe mit dem Label vorausgesagt, welche nicht ihrem original Label entsprach.
Diese ,fehlklassifizierten“ Proben sind in Abbildung 3.20 demzufolge als rote
Punkte mit einem Wert <25% dargestellt, die basierend ihrer Genetik als t(14;18)-
positive Falle eingestuft wurden, aber eine Genexpression aufweisen, die den
t(14;18)-negativen FL entspricht. Blaue Punkte mit einem Wert >75% zeigen FL
ohne nachweisbare t(14;18) Translokation, die allerdings ein GE-Profil

vergleichbar den t(14;18)-positiven FL aufweisen.

[1000 runs] Classification Frequency for t1418+

%]

11418+ [

origLabel
‘‘‘‘‘‘

Classification as

sample

Abbildung 3.20: Darstellung einer Klassifikationsanalyse. Auf der x-Achse sind die

Proben alphabetisch sortiert, auf der y-Achse ist die Klassifikation als t(14;18)-
Positivitit in Prozent angegeben. Die in der FISH-Untersuchung festgestellte
Klassifikation wird mit den Farben blau fiir t(14;18)-negativ und rot fir t(14;18)-

positiv dargestellt.

53



Ergebnisse

Diese durch die Klassifikationsanalyse fehlklassifizierten FL waren in der Gruppe
der t(14;18)-positiven Lymphome die Fille MPI-600, MPI-604, MPI-635, MPI-639,
MPI-640, MPI-643, MPI-659 und MPI-667. In der Gruppe der t(14;18)-negativen
Lymphome waren es die Fille MPI-627, MPI-644 und MPI-886.

Wahrend das GE-Profil einiger t(14;18)-positiver Falle eher der Genexpression der
t(14;18)-negativen = Tumoren entsprach und umgekehrt, war die
immunhistochemische Expression des BCL2-Proteins hingegen in der Mehrzahl
der fehlklassifizierten Falle stark (in 2/3 (67%) t(14;18)-negativen und in 9/9
(100%) t(14;18)-positiven Tumoren). Es stellte sich daher die Frage, ob die
Translokation des BCLZ2-Gens auch mit der Expression des BCL2-Proteins
korreliert. Dazu wurde die Expression von BCLZ in den Subgruppen untersucht
und untereinander verglichen (siehe Auflistung unten). In dieser Untersuchung
wurden also die Ergebnisse der FISH Analyse mit den Ergebnissen der

Genexpressionsanalyse hinsichtlich der BCL2-Genexpression gegeniibergestellt.

Dabei wurden vier Gruppen definiert, die folgende Konstellationen berticksichtigt

(wobei Gruppe 2 und Gruppe 4 die ,fehlklassifizierten“ Falle beinhaltet):

- Gruppe 1:
t(14;18)-pos (n=60)
= mittels FISH t(14;18)-positive FL mit GE entsprechend den t(14;18)-
positiven FL
- Gruppe 2:
t(14;18)-pos GE neg (n=3)
= mittels FISH nachweislich t(14;18)-positive FL mit GE entsprechend den
t(14;18)-negativen FL
- Gruppe 3:
t(14;18)-neg (n=20)
= mittels FISH t(14;18)-negative FL mit GE entsprechend den t(14;18)-

negativen FL
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- Gruppe 4:
t(14;18)-neg GE pos (n=10)
= mittels FISH t(14;18)-negative FL mit GE entsprechend den t(14;18)-

positiven FL

Aus den Boxplots in Abbildung 3.21 wird ersichtlich, dass sowohl die ,t(14;18)-
pos“ (Gruppe 1) FL mit einer GE t(14;18)-positiver Lymphome, als auch die
,t(14;18)-neg” (Gruppe 3) FL mit einer GE t(14;18)-negativer Lymphome die
hochste Expression fiir BCL2 aufweisen. In beiden durch die Genexpression
Jfehlklassifizierten“ Gruppen (Gruppen 3 und 4) liegen die Mediane der BCLZ2-
Expression niedriger als in den Gruppen, in denen die FISH-Klassifikation dem Bild

der Genexpression entspricht.
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BCL2-Expression fur t(14;18)-Subgruppen
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Abbildung 3.21: Boxplot der BCL2-Genexpression der verschiedenen Subgruppen
von FL. Auf der x-Achse sind diese Gruppen wiedergegeben (siehe auch
vorangehende Auflistung). Auf der y-Achse ist die Expressionsstarke von BCLZ in

den Zellen der Lymphome angegeben.

Um zu untersuchen, inwiefern sich die durch die GE fehlklassifizierten Falle von
den regelhaft klassifizierten t(14;18)-positiven und -negativen Tumoren
unterscheiden, wurde auf die im Rahmen des MMML erhobenen
immunhistochemischen Daten und auf die FISH-Ergebnisse zuriickgegriffen. Die

Expression folgender Marker konnte fiir die Vergleiche herangezogen werden:
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CD20, CD10, CD5, BCL2, BCL6, MUM1, HLADR, KI67. Dariiber hinaus konnte auf
vorhandene FISH-Daten  hinsichtlich des MYC-, BCL2- und BCL6-
Translokationsstatus zuriickgegriffen werden.

Die oben beschriebenen vier Tumorgruppen wurden mithilfe des T-Tests auf ihre

Positivitat in den immunhistochemischen Untersuchungen miteinander verglichen.

Die t(14;18)-positiven Lymphome, sowie Lymphome mit einer GE ahnlich der
Kohorte der t(14;18)-positiven Tumoren zeigten im Vergleich zu den restlichen
Proben eine hohere Frequenz einer CD10-Positivitdit (p<0.03, bzw. p<0.02).
Lymphome mit der GE entsprechend der t(14;18)-negativen Tumoren zeigten
zudem eine niedrigere Reaktivitat flir MUM1 (p<0.005).

Ausgehend hiervon stellte sich nun die Frage, wie sich die ,fehlklassifizierten“
Fille dazu einordnen. Die in der FISH t(14;18)-positiven, aber mittels GE t(14;18)-
negativen Tumoren (Gruppe 2) zeigten hier eine erhohte Frequenz von MUM1-
Positivitat (p<0.01). Der Vergleich der Gruppe 4 mit den anderen Tumoren zeigte
keine signifikanten Unterschiede.

Es Kkristallisieren sich zwei Marker heraus, die signifikant mit dem Ergebnis der
Klassifikation anhand der GE korrelieren, diese sind CD10 und MUM1. Bei
Positivitat fiir das CD10-Protein weisen die Proben vermehrt eine GE der t(14;18)-
positiven Tumoren auf. Ist MUM1 vermehrt positiv, so dhnelt die GE eher der der

t(14;18)-negativen Lymphome (siehe Abbildung 3.22).
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[1000 runs] Classification Frequency for t1418+

CD10 +

origLabel

Classification as 11418+ [%]
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Abbildung 3.22: Klassifikation anhand der GE (siehe Abbildung 3.20). Proben mit
hoherer CD10 sind vermehrt im oberen Teil des Diagramms zu finden, Proben mit

hoherer MUM1 eher im unteren Teil.
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4 Diskussion

4.1 Zusammenstellen einer Kohorte follikuldarer Lymphome mit klar

definierten histologischen Subtypen

Nach  der  aktuellen Klassifikation  lymphatischer =~ Tumoren  der
Weltgesundheitsorganisation (World Health Organization: WHO), wird das FL mit
steigender Zahl der Zentroblasten in drei histologische Grade eingeteilt.? Die Grade
FL1 und FL2, definiert durch 0-50 bzw. 51-150 Zentroblasten pro 10
Gesichtsfelder (40x Vergrofierung) sind die weitaus grofdte Gruppe und zeigen
eine hohe biologische und klinische Ahnlichkeit.232431 FL3 hingegen, definiert
durch eine Blastenzahl >150/10 HPF sind zu diesen unterschiedlich. Ihre Inzidenz
ist niedriger, und daher enthalten viele Studien haufig nur eine geringe Zahl von
FL3. Zudem treten diese oft in Mischformen zusammen mit anderen Graden
(FL1/2 und FL3A) oder dem DLBCL (FL3B) auf. So bestehen bis heute Fragen nach
der genauen Einordnung der FL3A und FL3B in Bezug auf ihre Pathogenese,
optimale Therapie, Kurabilitit und Prognose, aber auch hinsichtlich ihrer

genetischen Konstitution im Vergleich zu FL1/2.

Ein systematischer Vergleich bisheriger, zu FL veroffentlichter Studien zeigt diese
Problematik auf. In einigen alteren Studien werden FL noch nach alter
Klassifikation eingeteilt (3233), beispielsweise der Kiel-Klassifikation von 1974 und
der REAL Klassifikation (Revised European-American Classification of Lymphoid
Neoplasms) von 1994. Im Verlauf wurden diese Klassifikationen 2001 das erste
Mal durch die heute giangige WHO Klassifikation abgeldst, und jiingere Studien
arbeiten unter Berlicksichtigung der neueren, 2008 und 2016 revidierten WHO
Klassifikation (21.233134), Das FL wurde in der WHO Klassifikation aus dem Jahr

200135 in 3 Grade unterteilt, nicht aber weiter in FL3A und FL3B differenziert. Die
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Notwendigkeit der Differenzierung innerhalb dieses Grades konnte jedoch gezeigt
werden24, Deshalb wurden diese Erkenntnisse in die Auflage von 2008¢
aufgenommen und in der revidierten Ausgabe von 20173 beibehalten.

Weitere Probleme hinsichtlich der Vergleichbarkeit zwischen Studien zeigten sich
unter Berlicksichtigung dieser Klassifikation. Einige Studien fassten alle FL eines
Grades, wie zum Beispiel FL3B (xDLBCL), in eine Gruppe (3%3¢) zusammen,
wahrend andere Studien zwischen Mischformen, wie z.B. FL3B (+DLBCL), und

reinen Formen, wie FL3B (-DLBCL) unterschieden (?1.23.24.26:31),

Die Daten und Proben der vorliegenden Studie entstammen dem MMML-Projekt,
in das Patienten bzw. Gewebeproben aus mehreren Standorten in Deutschland
retrospektiv eingeschlossen wurden. Innerhalb dieses grofien, nationalen
Verbundprojektes wurden insgesamt 863 Lymphome untersucht, davon 191 FL.
Diese wurden in Referenzpathologien begutachtet, um eine korrekte Diagnose zu
gewahrleisten, auch bei den selteneren und schwieriger Kklassifizierbaren
Subtypen. Im Rahmen des Verbundes wurden FISH-Analysen, Genomanalysen und
immunhistochemische Farbungen (zentralisiert in spezialisierten Einrichtungen)
durchgefiihrt. Zusatzlich zu diesen Analysen wurden auch die klinischen Daten zu

den Fallen zusammengetragen.

Das vorliegende Projekt hatte zum Ziel, die molekulare Pathogenese verschiedener
Subtypen des FL, insbesondere der FL Grad 3, systematisch zu untersuchen,
insbesondere auch deren Einordnung in das Spektrum der FL und DLBCL. Es
konzentrierte sich daher auf reine FL3A (n=16) und FL3B (n=6). Die Daten
anderer FL- bzw. DLBCL-Subtypen (FL1/2, FL3B+DLBCL, DLBCL) dienten hierbei
zum Vergleich. Da die Grof3e unserer Kohorte vor allem durch die niedrige Zahl der
FL3B eingeschrankt war, wurde die Grof3e der anderen Gruppen so gewahlt, dass
die Anzahl der untersuchten Proben der Anzahl der Kontrollgruppe entsprach, so
dass alle statistischen und bioinformatischen Analysen adaquat durchgefiihrt
werden konnten. Mit der Zusammenstellung der Kohorte und der Vorgabe,

zwischen reinen FL und Mischformen zu unterscheiden, sollten detailliertere
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Erkenntnisse hinsichtlich der Biologie des FL Grad 3 im Vergleich zu FL1/2 und
DLBCL, bzw. FL3B+DLBCL erlangt werden.

Wahrend bisherige Studien sich entweder auf genetische/immunhistochemische
Untersuchungen oder aber auf die Analyse von Genexpressionsprofilen
unterschiedlicher FL-Subtypen fokussierten, sollte in der fiir die vorliegende
Arbeit ausgewadhlten FL-Kohorte erstmalig eine systematische Untersuchung
erfolgen, die sowohl die Charakterisierung genetischer Aberrationen (BCLZ2-, BCL6-
und MYC-Translokationen), die Proteinexpression FL-typischer Marker mittels
immunhistochemischer Farbungen (CD10, MUM1/IRF4, Ki67, BCL2, BCL6) und die
Analyse von Genexpressionsprofilen der unterschiedlichen FL-Subtypen

einschloss.
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4.2 Genexpressionsprofile unterschiedlicher histologischer FL-

Subtypen und Identifikation méglicher tumor-relevanter Marker

Hinsichtlich ihrer histomorphologischen Eigenschaften gelten FL3A und FL1/2 als
dhnlich; so weisen viele FL3A auch haufig Areale eines FL1/2 auf. Daraus wird
gefolgert, dass FL3A und FL1/2 eng miteinander verwandt sind. 21

Wahrend bei den FL1/2 und FL3A eine enge Verwandtschaft, auch in
Zusammenhang mit ihrer molekularen Pathogenese gesehen wird, wurde das
FL3B in den Studien der letzten Jahre oft als davon abgetrennt gesehen, bis hin zur
Frage, ob es sich um eine eigenstindige Entitit mit eigener Pathogenese
handele.23-26,31

Mit diesem Hintergrund ist zu diskutieren, ob das FL3B sich, wie in der WHO-
Klassifikation vorgesehen, zu den FL eingliedern lasst. Im Angesicht dieser Studien
ist eine Beschreibung des FL3B als follikuldre Variante des DLBCL ebenfalls
denkbar. In der Kiel Klassifikation wurde das FL3B als ,follikulares
zentroblastisches Lymphom* definiert und so der Entitat der DLBCL als follikuladre
Variante zugeordnet.3” Die Félle einer Koexistenz von FL1/2 und FL3A, sowie FL3B
und DLBCL scheinen ebenfalls in diese Richtung zu weisen.

Seit dem Jahr 2008 sieht die WHO-Klassifikation des FL3B bei zusitzlich
vorhandenem DLBCL eine Diagnose von DLBCL als Primdrdiagnose mit Anteilen
eines FL3B vor.® Die meist als ,FL3B+DLBCL" beschriebenen Lymphome sind
demnach keine Varianten des FL3B, sondern Varianten des DLBCL, folglich
L,DLBCL+FL3B“. In nahezu allen Studien?!24253436 zy FL3B wurden diese mit der
Nomenklatur ,FL3B+DLBCL“ beschrieben, jedoch nicht getrennt von FL3B

untersucht. Das Wissen tiber das reine FL3B ist folglich noch relativ gering.

Passend zu diesen histomorphologischen Ahnlichkeiten von FL1/2 und FL3A
waren diese hinsichtlich Genetik und Immunhistochemie &hnlich, insbesondere
hinsichtlich der BCLZ-Translokation, BCL2-Expression und CD10, wahrend eine
BCL6- und MYC-Translokation oder eine MUM1-Reaktivitdt selten beobachtet
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wurde. Im Gegensatz hierzu wiesen FL3B eine niedrigere Positivitat fiir eine BCL2-
Tanslokation und Protein-Expression, sowie CD10 auf und wiesen eine hoéhere

Rate einer Reaktivitit flir MUM1 und der MYC-Translokation auf.23.24.26

Auch in den vorliegenden Daten konnte eine Abnahme der Frequenz der BCLZ2-
Translokation mit dem Tumorgrad beobachtet werden, wenn auch die
Unterschiede nicht signifikant waren. Die Positivitat flir MUM1 nahm mit hoherer
Zentroblastenzahl ebenfalls zu. Eine niedrigere Frequenz der CD10 Expression
konnte bei den FL3B nicht beobachtet werden, jedoch lagen nur zu 2 der 6 FL3B
vor. Die zuvor beschriebenen Charakteristika der FL. wurden demnach bestatigt
und eine unterschiedliche Pathogenese von FL3A und FL3B ist anhand dieser

Daten denkbar.

Die Kiel Klassifikation fiir Lymphome unterteilte die heutigen FL in Tumoren mit
Zentrozyten und Zentroblasten, sogenannte ,zentroblastisch-zentrozytische
Lymphome“ (heute entsprechend FL1/2 und evtl. FL3A) und Tumore mit
liberwiegend Zentroblasten, sogenannte ,zentroblastische Lymphome* (heutiges
DLBCL, aber auch FL3B fallt in diese Kategorie). Folglich ergab sich die Frage, ob
das FL3B in der WHO-Klassifikation nun den FL oder den DLBCL als eine ihrer

morphologischen Varianten zugeordnet werden sollte.37.38

Obwohl klar ist, dass FL1/2 einen indolenten Verlauf aufweisen, besteht keine
grundsatzliche Einigkeit dartiber, ob FL3A als indolente Lymphome in das
Spektrum der FL1/2 einzugruppieren sind3* oder doch eher den aggressiver
geltenden FL3B gleichen, die im klinischen Verlauf den DLBCL naher stehen.3¢

Hinsichtlich ihres klinischen Verlaufs sehen Wahlin et al.3¢ FL1/2 und FL3A als
vergleichbar an, wahrend Koch et al.2! in kiirzlich erhobenen retrospektiven Daten
aus den RICOVER-60 und FL-Studien der GLSG (,Deutsche Studiengruppe
Niedrigmaligner Lymphome") zeigen, dass FL3A isoliert betrachtet in ihrer
Prognose eher den FL3B gleichen und insbesondere nach Immunchemotherapie
ein verlidngertes progressionsfreies Uberleben aufweisen. Zeigen sie zusitzlich

Areale von FL1/2, ist die Prognose etwas ungiinstiger.?!
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Flir ein besseres Verstindnis der FL3 wurden die vorliegenden Daten zur
Immunhistochemie und Genetik durch Genexpressions-Analysen erweitert.

Die vergleichende Analyse der Genexpression von FL1/2 und FL3A zeigte eine
differentielle Expression in 643 Genen, die v.a. den Proteinmetabolismus (in FL3A
hoch exprimiert; u.a.. PRKAR2A, COPB1, RANBP9, HSP90AA, HSPD1, DIMT1, TPR)
und das Mikromilieu des Tumors (in Zusammenhang mit nicht-malignen
sbystander-Zellen“, in FL1/2 Tumoren hoch exprimiert; v.a.: ZBTB7B, CD1E, FGFRZ,
IL6ST, EPB41, FOXP3, JAK3) betrafen. Die Expressionswerte dieser Gruppen zeigten
in den FL3A iiberwiegend eine Uberexpression dieser differentiell exprimierten
Gene.

Dass sich FL1/2 hinsichtlich ihrer Genexpression von den FL3A unterscheiden,
konnte bislang nicht gezeigt werden. Die einzige bis dato vergleichbare Studie von
Piccaluga et al.31 beschrieb FL1/2 und FL3A hinsichtlich der Genexpression als

nicht voneinander trennbar, wahrend sich FL3B von diesen abgrenzten.

Obwohl die vergleichenden Analyse differentiell exprimierter Gene zeigte, dass
sich FL1/2 anhand der Expression von 643 Genen deutlich von FL3A
unterschieden, wurde zwischen FL3A und FL3B kein Unterschied hinsichtlich der
Genexpression beobachtet.

In der bislang einzigen GE-Studie zeigten Piccaluga et al., dass FL1/2 und FL3A
anhand von 30 unterschiedlich exprimierten Genen zusammen clustern, wahrend
FL3B sich davon abgetrennt gruppierten.

Anhand der vorliegenden Daten konnte dies nicht reproduziert werden. Vielmehr
zeigte sich eine signifikante Differenz in der GE zwischen FL1/2 und FL3A,
wahrend FL3A den FL3B glichen. Anhand der 12 Gene, die durch die ANOVA-
Analyse in der vorliegenden Arbeit ermittelt wurden, kann eine allgemeine

Zweiteilung der Proben in die Gruppen FL1/2 und FL3A/3B vollzogen werden.

Obwohl Piccaluga et al. ebenfalls reine FL3B untersuchten, werden die FL3A
jedoch nicht ndher beschrieben. Folglich ist moglich, dass hier sowohl FL3A, als
auch die haufig vorkommenden FL3A mit Anteilen von FL1/2 in der Kohorte

waren. Nachdem Koch et al.21 zeigten, dass sich FL3A und FL3A mit Anteilen von
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FL1/2 in ihrem Kklinischen Verlauf unterscheiden, ist eine differenzierte
Betrachtung dieser erforderlich, um unterschiedliche Ergebnisse, wie hier gezeigt,

vorzubeugen.

Die Frequenz der BCLZ-Translokation nimmt mit steigendem histologischen Grad
ab, die Frequenz bei FL3B wurde zuvor als 9% angegeben.23 Gegensatzlich zu
diesen publizierten Daten waren 3/6 FL3B (50%) in unserer Kohorte t(14;18)-
positiv. Um eine Verfalschung der Ergebnisse aufgrund der hier zufillig erh6hten
Frequenz an BCLZ-translozierten Fillen zu vermeiden, wurden die oben
beschriebenen Analysen nochmals mit ausschlieflich t(14;18)-negativen FL3B
(n=3) durchgefiihrt. Die dadurch ermittelten Ergebnisse zeigten jedoch keine
relevanten Verdanderungen, folglich liegt keine relevante Verfalschung durch die
scheinbare Uberreprisentierung von t(14;18)-positiven FL3B vor. Auch bei
isolierter Betrachtung von ausschliefilich FL3A und FL3B konnten diese durch ihre

GE nicht voneinander getrennt werden.

Aufgrund der geringen Anzahl an verfiigbaren Studien und der niedrigen
Fallzahlen ist eine allgemeine Aussage noch nicht moglich. Die vorliegenden Daten
weisen jedoch auf eine deutliche Ahnlichkeit zwischen den FL3A und den FL3B
hin. Diese Ergebnisse stehen im Gegensatz zur immunhistochemischen und
genetischen Charakteristik der FL, die eine engere Beziehung zwischen FL1/2 und
FL3A suggerierten und FL3B als hiervon unterschiedlich zeigten.

Das Konzept der Therapie der FL ist noch nicht ginzlich geklart. Ob die hier
gezeigte dhnliche GE der FL3A und FL3B im Zusammenhang mit dem scheinbar
dhnlichen klinischen Verlauf von FL3A und FL3B, wie kiirzlich gezeigt?!, zu sehen

ist, bleibt noch zu klaren.

4.2.1 Differentiell exprimierte Gene zwischen FL3 und FL1/2

Wie schon erwahnt und wie auch in einem gemeinsam von der ,American

Association for Cancer Research“ und der ,European School of Oncology“

65



Diskussion

initiierten Arbeit gezeigt, liegt aufgrund der Variabilitat des klinischen Verlaufs des
FL ein Fokus auf der Suche nach neuen Biomarkern, die eine bessere
Stratifizierung des FL in Prognose- bzw. Behandlungsgruppen ermaoglicht.3?

FL, die einen frithen Progress (POD, progression of disease) verzeichnen (innerhalb
von 2 Jahren nach Diagnosestellung), stellen eine Risikogruppe dar.*® Erste
Arbeiten zeigen die Bedeutung des Einschlusses biologischer Marker oder auch
Genexpressionsprofile in die Risikostratifizierung von FL-Patienten, die ein friithes
Erkennen solcher und eine Anpassung der Therapie ermoglichen.24142 Trotzdem
stellt sich aktuell noch das Problem einer moglichen Uberbehandlung mancher
Patienten mit einem zu aggressiven Therapieschema und starken
Nebenwirkungen, wahrend andere Patienten in der Hochrisikogruppe eventuell
eine angepasste, noch intensivere Therapie bendétigen wiirden.3°

Ein besseres Verstindnis der molekularbiologischen Beschaffenheit des FL und
eine Beschreibung der Unterschiede zwischen verschiedenen FL-Subtypen ist hier

unabdingbar.

In den statistischen Berechnungen wurden beim Vergleich der Genexpression der
Gruppen FL1/2, FL3A und FL3B 12 Gene identifiziert, die eine Unterscheidung
dieser in die Gruppen FL1/2 und FL3A/B ermoglichen. Beim Ausschluss der
t(14;18)-positiven FL3B wurden 10 Gene ermittelt, die oben beschriebene
Gruppierung zeigte sich auch hier. Alle diese differentiell exprimierten Gene sind
in FL3A und FL3B im Vergleich zu den FL1/2 iiberexprimiert. Von den insgesamt
13 ermittelten Genen konnten 9 Gene in beiden ANOVA-Analysen (mit und ohne
t(14;18)-positive FL3B) als signifikant differentiell exprimiert beschrieben
werden: RPP40, TMEM5, MRE11A, TXN, COPB1, KIF5B, GTPBP8, TNPO1 und
Clorf27. Vier Gene waren jeweils nur in einer dieser Analyserunden vorhanden:
CKS2, TROVEZ und TOPZA, HILPDA. Im Folgenden sollen die Gene MRE11A, TXN
und TOPZA diskutiert werden. Zu diesen Genen konnten Studien gefunden werden,
die diese Gene und die zugehorigen Proteine mit der FL-Pathogenese in

Zusammenhang brachten.
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4.2.1.1 Homolog, double strand break repair nuclease (MRE11A)

Das Protein MRE11A kommt in jeder DNA-haltigen Zelle des Korpers vor und
bildet mit RAD50 und NBS1 den MRN-Komplex. Die Aufgabe dieses Komplexes ist
die Detektion von DNA-Doppelstrangbriichen und die Initiation des
Reparaturvorgangs, des Weiteren spielt es auch in der Erhaltung der Telomere
eine Rolle, ist an der Kontrolle des Zellzyklus beteiligt und stoppt diesen bei
vorhandenen DNA-Schaden.*® Der MRN-Komplex spielt ebenfalls eine Rolle in der
V(D)] Rekombination, die im Zusammenhang mit der Genese der BCLZ2-
Translokation steht.#* Ein Funktionsverlust in MRE11A fiihrt zu einer grofderen
genetischen Instabilitdt und erhohten Sensitivitiat beispielsweise gegeniiber einer
Bestrahlung.#4

In einer Studie wurde eine Haplotyp-Variante des MRE11A gefunden, die mit
einem geringeren Auftreten von FL korrelierte. Untersucht wurden hier
sogenannte  Einzelnukleotid-Polymorphismen  (SNPs: single nucleotide
polymorphisms). Schlussfolgernd wurde hier ein moglicher Einfluss von MRE11A
auf die Pathogenese des NHL allgemein sowie auch auf die Pathogenese des FL
diskutiert.#4 Eine dhnliche Studie zeigte, dass das Zusammenwirken spezifischer
MRE11A und NBS1-SNPs mit einem erhohten Risiko fiir das Auftreten eines NHL
assoziiert sei.4>

Diese Studien lassen vermuten, dass das Protein MRE11A eine Rolle in der
Entstehung von NHL und auch FL spielt. Es bleibt zu klaren, ob die beschriebenen
MRE11A-SNPs moglicherweise auch einen Einfluss auf die MRE11A-Expression

nehmen.

4.2.1.2 Thioredoxin (TXN)

Thioredoxin ist ein Protein, das in jedem Organismus vorkommt. Zusammen mit
NADPH und der Thioreduxin-Reduktase bildet es einen Komplex, der an vielen
Redox-Reaktionen und generell an der Disulfidreduktion beteiligt ist, ahnlich wie

Glutathion, das ebenfalls mit NADPH und der Glutathion-Reduktase einen Komplex
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bildet. Thioredoxin ist ein durch Stress induzierbares Antioxidans und zusatzlich
ein von der Zelle freisetzbares Zytokin und Chemokin fiir Monozyten,
Makrophagen, Neutrophile und T-Zellen.#¢ Des Weiteren soll Thioredoxin auch die
Funktion eines Wachstumsfaktors haben4748 und verhindert apoptotische
Vorgange. Dies geschieht zum einen durch die Aufrechterhaltung der Redox-
Kapazitit der Zelle, zum anderen auch durch Bindung an und Inhibition von ASK1
(Apoptosis signal-regulating kinase 1), dies jedoch nur in seiner reduzierten
Form.#? Ein funktionierendes TXN-System ist also Voraussetzung fiir die Stabiltat
der Zelle, gleichzeitig wird bei einem Uberangebot an Radikalen die Apoptose
begiinstigt, da TXN dann vor allem im oxigenierten Zustand vorkommt und nicht
mehr an ASK1 binden kann.

In vielen Tumoren ist die Expression von TXN und TXN Reduktase im Vergleich
zum normalen Gewebe erhoht*8 und es wird dariiber hinaus angenommen, dass
die Expression mit der Aggressivitit des Tumors Korrelieren konne.>? In diesen
Fallen scheint die Erhohung mit einer erhohten Redox-Kapazitat, einem Vorliegen
von TXN in reduziertem Zustand und somit einer antiapoptotischen Wirkung auf
den Tumor einherzugehen.>® TXN wird mit dem Hypoxie-induzierten Factor (HIF)
in Verbindung gebracht und soll diesen zum einen stabilisieren und zum anderen
auch dessen Produktion stimulieren. HIF wiederum induziert Signalwege, die der
Proliferation und dem Wachstum von Tumorzellen zutraglich sind und vermittelt
zudem die Angiogenese.*851 TXN soll auch den nuclear factor xB (NF-xB)
aktivieren, der unter anderem die Transkription proliferationsférdernder und
antiapoptotischer Gene begiinstigt.52 Bisherige Studien haben gezeigt, dass ein
erh6htes TXN mit einer Resistenz gegen bestimmte Chemotherapeutika, wie
Cisplatin und Docetaxel korreliert,53>* jedoch sind diese im Therapieschema des
FL nicht enthalten. Fraglich ist hier, ob eine hohere Expression von TXN auch bei
FL mit einem schlechteren Ansprechen auf Chemotherapeutika einhergeht.

Im Zusammenhang mit einer Strahlentherapie, wie sie beim FL auch angewandt
wird, ist eine erhohte Expression von TXN-Reduktase wohl von Nachteil. Die
Wirkung der Bestrahlung, die oxidativen Stress im Gewebe verursachen soll, ist
reduziert und so ist die gewiinschte Sensibilisierung fiir weitere Therapien

ebenfalls nicht voll wirksam.5>
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TXN, sowie zu dem TXN-System gehorende Proteine werden schon als potentielle
Targets in der Therapie von unterschiedlichen Tumoren gehandelt.# Ein Beispiel
hierfiir ist SAHA>¢, das in der Therapie des kutanen T-Zell Lymphoms seit 2006
zugelassen ist und TXN indirekt liber die induzierte Expression von TBP-2
(thioredoxin-binding protein-2) hemmt, das TXN bindet und dadurch inhibiert.4%57
Auch bei den FL wire eine solche Behandlung prinzipiell denkbar, um die
Tumorzellen fiir eine Chemotherapie zu sensibilisieren und die Apoptose zu

induzieren.

4.2.1.3 Topoisomerase Il alpha (TOP2A)

Die Topoisomerase Il alpha gehort zu den Topoisomerasen und kommt in allen
DNA-haltigen Zellen und Organismen vor. Sie lockert und 16st Helix-Windungen
und ist somit im Prozess der Zellteilung besonders aktiv. Besonders
erwahnenswert ist die Tatsache, dass die Topoisomerase Angriffspunkt von
Anthracyclinen ist, die auch in der Therapie der FL eine Rolle spielen; z.B. findet
Doxorubicin im CHOP-Schema Anwendung.

Flir einige Tumore, die mit Doxorubicin behandelt werden (u.a. das Mantelzell-
Lymphom) wurde gezeigt, dass die Expression von TOP2A mit dem Ansprechen
des Tumors auf Doxorubicin Korreliert.>859 Auch eine Studie mit FL hat gezeigt,
dass die TOP2A-Expression mit dem Ansprechen auf eine Chemotherapie
korreliert, dass also eine erhohte Expression von TOP2A mit einer besseren
Wirkung einhergeht.t® TOP2A kénnte somit hypothetisch ein Enzym sein, das das
unterschiedliche Ansprechen von FL1/2 und FL3A auf Therapie mitbestimmen
konnte.2! Um diese Aussagen zu belegen oder widerlegen bedarf es jedoch weitere

Studien, welche die Rolle von TOP2A in den FL untersuchen.
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4.3 Vergleich anhand der An- und Abwesenheit von t(14;18)

Neben Unterschieden in der Genexpression, die zwischen FL Grad 1/2 und FL Grad
3 gefunden wurden, konnten auch Unterschiede in der Genexpression zwischen
t(14;18)-positiven und -negativen FL gefunden werden. Fraglich war, ob diese
Unterschiede in einem kausalen Zusammenhang standen.

Die vorliegenden Daten zeigen, dass die differentielle Genexpression, die zwischen
FL1/2 und FL3A gefunden wurde, nicht mit dem BCLZ-Translokationsstatus
korreliert. Dies geht daraus hervor, dass einerseits zwischen den Gruppen FL1/2
und FL3A keine signifikante Differenz beziiglich der Haufigkeit der t(14;18) zu
finden war (82% vs. 75%), deren Genindices jedoch andererseits eine Differenz
aufwiesen (Mittelwert um 0 vs. um 0,5). Die Genexpressionsindices der t(14;18)-
positiven und -negativen lagen im Mittel ungefahr gleich.

Im Umkehrschluss kénnen die Unterschiede der Genexpression zwischen den
t(14;18)-positiven und -negativen nicht allein auf die Unterschiede zwischen den
Graden zurlickgefiihrt werden. GE-Differenzen der verschiedenen FL-Grade und

der t(14;18)-positiven und -negativen sind folglich getrennt zu bewerten.

Koch et al. zeigten, dass der Nachweis einer BCLZ-Translokation fiir FL3A ein
erhohtes Risiko darstellt, da t(14;18)-positive FL3A einen schlechteren klinischen
Verlauf aufwiesen.2! Die t(14;18)-Tanslokation ist mit einer Haufigkeit von 85-
90% die haufigste genetische Aberration und die ,Hallmark“-Translokation von FL.
Bei der t(14;18)-Translokation gerat das BCLZ-Gen (Chromosom 18) unter die
Kontrolle des Promoters des Ig-Schwerketten-Lokus (Chromosom 14) und wird
daher konstitutiv exprimiert. Sowohl die t(14;18)-Translokation als auch die damit
verbundene Uberexpression von BCL2 sind charakteristisch fiir das FL. Anhand
dieser Translokation allein lassen sich FL jedoch nicht per se in Risiko- oder
Behandlungsgruppen einteilen.

Anhand der Genexpression der vorliegenden Daten wurden die t(14;18)-Positiven

und -Negativen sichtbar in zwei Gruppen geteilt. Unter den t(14;18)-Positiven gab
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es jedoch einige Fille, deren Genexpression der der t(14;18)-Negativen glich, das
gleiche galt auch umgekehrt.

Von den hier 68 untersuchten Proben wurden 12 Proben (18%) so
Jfehlklassifiziert“. Dieser Vergleich zeigt, dass trotz gleichem Translokationsstatus
die Genexpression divergieren kann, was folglich auf eine Differenz auf
molekularer Ebene hindeutet.

Allgemein zeigten t(14;18)-positive FL einen iberwiegend erhohten

Genexpressionsindex der 582 differentiell exprimierten Gene.

Es konnte jedoch schon gezeigt werden, dass sowohl t(14;18)-Positive, als auch
t(14;18)-Negative unabhdngig von dieser Translokation das betroffene Gen und
Protein BCL2 haufig exprimieren. Ott et al.2* beispielsweise hatte in seiner Kohorte
9 FL1/2 mit fehlender BCL2-Translokation, jedoch waren 9/9 dieser positiv auf
BCL2 getestet worden, lediglich 2 FL3A mit negativer t(14;18) zeigten keine
Expression fiir BCL2.

Auch in den vorliegenden Daten der GE war dies so. Die BCLZ-Expression variierte
nur schwach zwischen t(14;18)-positiven und -negativen.

Diskutiert wird in diesem Zusammenhang eine Uberexpression des selben
Proteins liber ein kryptisches Genrearrangement, eine Amplifikation des Genlokus
oder aber ein alternativer Mechanismus fiir die Uberexpression von BCLZ2, jedoch
ohne zugrunde liegende Translokation t(14;18).2461

Ein Vergleich der immunhistochemischen Daten der FL mit denen der
Genexpression zeigte, dass FL, die anhand der Genexpression den t(14;18)-
positiven zugeordnet wurden, eine stirkere Farbung des Keimzentrumsmarkers
CD10 aufwiesen. Wurden die FL mittels Genexpression als t(14;18)-negativ
klassifiziert, so war der Post-Keimzentrumsmarker MUM1 verstarkt exprimiert.
Diese Ergebnisse sind mit den Ergebnissen von Leich et al. vergleichbar, die
dhnliche Marker fiir t(14;18)-Positive und -Negative sahen.23 Eine erhohte Rate an
»Fehlklassifikationen“ zwischen FISH- und Genexpressionsanalysen konnte in der
Arbeit von Leich und Kollegen®? jedoch nicht verzeichnet werden, die fiir ihren
Vergleich jedoch fast ausschliefdlich FL1/2 und einige wenige FL3A verwendeten.

In der vorliegenden Arbeit hingegen flossen beim Vergleich der t(14;18)-Positiven

71



Diskussion

und -Negativen auch FL3B/DLBCL und DLBCL ein, was ein moglicher Grund fiir

die unterschiedlichen Ergebnisse hinsichtlich der ,Fehlklassifikation“ sein konnte.
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4.4 Ausblick

Die vorliegenden Daten umfassen die bis dato grofite Anzahl an reinen FL3B
innerhalb einer Genexpressionsstudie und zeigen, dass diese den FL3A dhnlich und
nicht von den FL getrennt zu sehen sind. Allerdings ist die vorliegende Arbeit mit
nur sechs reinen FL3B doch sehr limitiert und es bedarf weiterer Studien, die eine
detaillierte molekularbiologische Analyse dieses Subtyps ermdglichen. Des
Weiteren muss die Untersuchung der FL3B auch im Kontext der FL3B+DLBCL und
der DLBCL erfolgen, um diese Gruppen, genauer und getrennt voneinander zu
definieren, da eine Vielzahl der FL3B in dieser Mischform vorliegen.

Dartiber hinaus ist ein Abgleichen der zwischen den FL1/2 und den FL3A/B
differentiell exprimierten Gene, mit vorhandenen Datenbanken fiir Tumore
denkbar, um diese ggf. zu validieren. Es ware von grofdem Interesse, diese Gene
und auch deren Proteinexpression in weiteren Studien mit dem klinischen Verlauf
dieser Tumore zu korrelieren und zu priifen, ob und inwieweit die Expression
dieser Gene/Proteine als prognostische Marker dienen und Einfluss auf die
Therapie nehmen koénnten.

Die BCLZ2-Translokation ist charakterisierend fiir das FL. Dennoch konnte mit der
vorliegenden Arbeit erneut gezeigt werden, dass auch ohne die t(14;18)-
Translokation die BCL2 Expression bei den FL erhoht ist. Hier bedarf es weiterer
Studien, die diesen Sachverhalt kldaren und eventuelle alternative Wege der BCL2-
Uberexpression aufzeigen, die t(14;18)-negative Lymphome mit einer den
t(14;18)-positiven dhnlichen Genexpression erscheinen ldsst oder auch ein
differentes Genexpressionsbild zeigt, das aber ebenfalls zum Phanotyp des FL
fiihrt.

Sowohl der Diagnoseprozess, die Wahl und der Zeitpunkt der Therapie, als auch
Aussagen iiber den klinischen Verlauf weisen derzeit ihre Schwierigkeiten auf und
es werden weitere Studien benoétigt, die Liicken im Verstandnis des FL und dessen
Progress besser zu verstehen, um auf die genannten Fragen Antworten geben zu

konnen.
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Es konnte jedoch erstmalig gezeigt werden, dass FL3B und FL3A mittels
Genexpression nicht voneinander zu trennen sind und wohl der gleichen
Tumorentitit angehoren. Desweiteren konnten in der Genexpression neue

potentielle Targets in der Therapie des FL identifiziert werden.
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5 Zusammenfassung

Das follikuldare Lymphom (FL) wird nach der aktuellen Klassifikation der WHO
(World Health Organization Classification of Lymphoid Tumours) anhand der Zahl
der Zentroblasten in drei Grade und der Grad 3 weiter in 3A und 3B eingeteilt. Bis
heute ist der Aggressivititsgrad der FL3A/B umstritten und aufgrund der
morphologischen und genetischen Unterschiede des FL3B zu den anderen FL wird
eine eigene Entitdt und Pathogenese des FL3B diskutiert. In der Mehrzahl der
Studien wurden die Daten zum grofden Teil von FL3B mit Anteilen von DLBCL

generiert, da das FL3B in seiner reinen Form ein sehr seltener Tumor ist.

Durch das Verbundprojekt ,Molekulare Mechanismen in malignen Lymphomen®
(MMML) konnten 6 reine FL3B, 16 reine FL3A und 22 FL1/2, 9 FL3B+DLBCL und
25 de novo DLBCL mit nachgewiesener BCLZ2-Tanslokation anhand von bereits
vorliegenden Daten zu FISH-, Genexpressionsanalysen und

immunhistochemischen Farbungen bearbeitet werden.

In der vergleichenden Analyse der Genexpression zeigten sich die FL3A anhand
von 643 differentiell exprimierten Genen als von den FL1/2 unterschiedlich, FL3A
wiesen hier einen erh6hten Genexpressionindex auf. Zwischen FL3A und FL3B
konnte jedoch kein Unterschied hinsichtlich der Genexpression beobachtet
werden, sie bildeten eine homogene Gruppe. Es konnte eine Abgrenzung der
FL1/2 zu den FL3A/B durch die erh6hte Expression von 13 Genen in den FL3A/B
gefunden werden, von denen Homolog, double strand break repair nuclease
(MRE11A), Topoisomerase Il alpha (TOPZA) und Thioredoxin (TXN) schon zuvor
im Rahmen von FL und NHL diskutiert wurden. Weitere Unterschiede zeigten sich
zwischen den t(14;18)-positiven und -negativen Lymphomen, die anhand der
Genexpression innehralb dieser Gruppen grofdtenteils homogen erschienen. Die

Genexpression einiger t(14;18)-positiver Lymphome glich jedoch dem der
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t(14;18)-negativen Tumoren und umgekehrt, diese wurden als Gruppe von
Jfehlklassifizierten FL“ bezeichnet (12/68, 18%). Auch die Immunhistochemie war
in den t(14;18)-positiven bzw. - negativen FL durchaus dhnlich. So war in der GEP
bei t(14;18)-positiven Lymphomen CD10 und bei t(14;18)-negativen Tumoren

MUM1 vermehrt exprimiert.

Um allgemeine Aussagen treffen zu konnen sind die Fallzahlen von FL3B noch zu
niedrig, und auch ganz allgemein stehen nur wenige Daten aus Studien mit
Genexpressionsanalysen zur Verfiigung. Die vorliegenden Daten zeigen jedoch,
dass FL3B als eine Untergruppe von FL zu sehen sind und mit den FL3A eine
homogene Gruppe bilden. Diese Gruppe unterscheidet sich anhand der
Genexpression auch von FL1/2. Zudem wurde gezeigt, dass das Genexpressions-
Profil einiger FL nicht dem typischen Genexpressions-Profil des jeweiligen

t(14;18)-Status entspricht.
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