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1. Einleitung

Vor 40 Jahrzehnten wurden die Chromosomen—Banderungsmethoden méglich, mit denen man
erstmalig Chromosomen und Chromosomenregionen eindeutig erkennen konnte (Caspersson et
al. 1970). Dies stellte die Basis der zytogenetischen Analyse dar. Die erste chromosomale
Verénderung, die bei Krebspatienten im Jahr 1959 identifiziert wurde, war das Philadelphia—
Chromosom bei Patienten mit chronischer myeloischer Leukdmie (Nowell et al. 1962).
Daraufhin erfolgte im Jahr 1973 die Beschreibung des Philadelphia—Chromosoms als
derivatives Chromosom 22 aus der Translokation t(9;22)(q34;q11) (Rowley 1973). Das
Philadelphia—Chromosom ist das erste Krebsgen, das bei einer menschlichen Krebserkrankung
identifiziert wurde. Allerdings war die Translokation t(8;14)(q24;932)/MYC-IGH, die
charakteristisch fir die Burkitt—Lymphome (BL) ist (Burkitt 1958, Manolov et al. 1972, Zech et
al. 1976), die erste Translokation, die auf molekularer Ebene aufgeklart wurde (Dalla—Favera et
al. 1982, Taub et al. 1982). Seitdem hat die klassische Zytogenetik bedeutend zur Identifikation

vieler chromosomaler Veranderungen beigetragen.

1.1. Kilassifikation der lymphatischen Neoplasien

Die lymphatischen Neoplasien sind maligne Erkrankungen des lymphatischen Systems. Zum
lymphatischen System gehdren Lymphknoten und Lymphbahnen, Mandeln, Milz und der bei
Kindern noch vorhandene Thymus, der flr die Reifung der Blutzellen zustandig ist. Bei den
lymphatischen Neoplasien unreifer lymphatischer Zellen (Leukamien) sind oft Knochenmark
und peripheres Blut betroffen. Bei den lymphatischen Neoplasien reifer lymphatischer Zellen
(Lymphomen) sind oft Lymphknoten, Knochenmark und Blut betroffen. Andere Organe
konnen bei beiden Erkrankungen befallen sein. Das Risiko, an einer lymphatischen Neoplasie
zu erkranken, steigt mit dem Alter an, ist jedoch schon im Kindesalter méglich.

Die Klassifikation von Lymphomen und Leukamien erfolgt anhand der Morphologie, des
Immunphénotyps, genetischer Eigenschaften und klinischer Merkmale. Die Klassifikation der
lymphatischen Neoplasien erfolgt nach der ,World Health Organization“ (WHO)-
Klassifikation lymphatischer und hamatopoetischer Neoplasien, die 2001 publiziert wurde
und sich an der Revised—European—American-Lymphoma (REAL)-Klassifikation von 1994
orientierte (Jaffe et al. 2001, Harris et al. 1994). Die WHO-KIlassifikation wurde 2008
aktualisiert (Swerdlow et al. 2008). Die Klassifikation der Lymphome nach Einteilung der
WHO—Klassifikation von 2008, unter Beriicksichtigung der Ubersichtsarbeit von den WHO-



Editoren iiber die 2008—Klassifikation der lymphatischen Neoplasien, ist in Tabelle 1
dargestellt (Campo et al. 2011, Dirkop et al. 2011).

Tabelle 1: Klassifikation der Lymphome nach WHO-KIlassifikation von 2008 (Swerdlow 2008,
Campo et al. 2011, Diirkop et al. 2011)

Vorlauferzellneoplasien Reife B—Zell-Neoplasien
B-lymphoblastische(s) Leukémie / Chronische lymphatische Leukamie / lymphozytisches
Lymphom (B-LBL) Lymphom
— B-LBL, nicht weiter spezifiziert Prolymphozytenleukdmie vom B-Zell-Typ
— B-LBL mit rekurrenten zytogenetischen / Splenisches Marginalzonenlymphom
molekulargenetischen Anomalien Haarzellleukamie
— B-LBL mit einer t(9;22)(q34;911.2); BCR/ABL Splenisches B—Zell-Lymphom / Leukamie, nicht klassifizierbar
— B-LBL mit einer t(v;11g23); MLL umgelagert — Splenisches diffuses kleinzelliges B-Zell-Lymphom der roten Pulpa
— B-LBL mit einer t(12;21)(p13;q22); — Haarzellleuk&dmievariante
TEL/AML1(ETV6-RUNX1) Lymphoplasmozytisches Lymphom
— B-LBL mit Hyperdiploidie Waldenstrém-Makroglobulindmie
— B-LBL mit einer Hypodiploidie Schwerkettenkrankheiten
— B-LBL mit einer t(5;14)(931;932); (IL3-IGH) — o—Schwerkettenkrankheit
— B-LBL mit einer t(1;19)(q23;p13.3); — y—Schwerkettenkrankheit
(E2A-PBX1; CF3/PBX) — u—Schwerkettenkrankheit
T-lymphoblastische (s) Leuk&dmie / Plasmazellmyelom
Lymphom Solitéres Plasmozytom des Knochens
NK-Zell-lymphoblastische (s) Leuk&mie / Extraosséres Plasmazytom
Lymphom Extranodales Marginalzonenlymphom des mukosaassoziierten

lymphatischen Gewebes (MALT Lymphom)

Nodales Marginalzonenlymphom

— Pédiatrisches nodales Marginalzonenlymphom

Follikuldres Lymphom

— Pédiatrisches follikuléres Lymphom

— Primares intestinales follikulares Lymphom

Priméres kutanes Follikelzentrumslymphom

Hodgkin—Lymphom Mantelzell-Lymphom

Noduldres lymphozytenpradominantes Diffuses groRzelliges B—Zell-Lymphom (DLBCL)
Hodgkin- Lymphom - DLBCL, NOS

Klassisches Hodgkin—Lymphom — DLBCL-Subtypen

— Noduldrsklerosierendes klassisches Hodgkin— — T—Zell / histiozytenreiches groRzelliges B—Zell-Lymphom
Lymphom — Primdres DLBCL des Zentralnervensystems (ZNS)

— Lymphozytenreiches klassisches Hodgkin— — Primdr kutanes DLBCL, vom Beintyp

Lymphom — EBV—positives DLBCL der Alteren

— Gemischtzelliges klassisches Hodgkin— — DLBCL bei chronischer Entziindung

Lymphom — Lymphomatoide Granulomatose

— Lymphozytenarmes klassisches Hodgkin— — Primdr mediastinales (thymisches) groRzelliges B—Zell-Lymphom
Lymphom — Intravaskuldres groBRzelliges B—Zell-Lymphom

— ALK—positives groBRzelliges B-Zell-Lymphom

— GroRzelliges B-Zell-Lymphom auf dem Boden einer HHV8—
assoziierten multizentrischen Castleman—Krankheit

— Priméres Ergusslymphom

Burkitt-Lymphom

B-Zell-Lymphom, nicht Kklassifizierbar, mit intermediéaren
Merkmalen zwischen einem DLBCL und einem Burkitt—
Lymphom

B-Zell-Lymphom, nicht klassifizierbar, mit intermediéren
Merkmalen zwischen einem DLBCL und einem klassischen
Hodgkin—-Lymphom

Die in kursiv geschriebenen histologischen Typen reprasentieren provisorische Entitaten. Fir diese sah die WHO
Avrbeitsgruppe nicht geniigend Kriterien erfiillt, um sie als eigenstandige Tumorentitaten anzuerkennen. Die in fetter Schrift
geschriebenen Lymphome werden in der vorliegenden Arbeit behandelt.




Die Lymphomentitaten werden nach Differenzierung und Reifegrad der Lymphomzellen
(Vorléuferzellen oder reife Zellen) und Linienzugehorigkeit (B— oder T—Zell-
Lymphome/Leukamien) eingeteilt. Zu den Vorldauferzell-Neoplasien gehéren die B—, T— und
NK-Zell-lymphoblastischen Lymphome/Leuk&mien. Als reife B—Zell Neoplasien werden die
Hodgkin—-Lymphome und die aus historischen Griinden noch sog. Non—Hodgkin—Lymphome
(NHL) angesehen. Die Mehrzahl der reifen B—Zell Neoplasien geht aus B—Zellen (>90%), die
ubrigen aus T— und NK—Zellen hervor (Swerdlow 2008, Jaffe 2009). Die Inzidenz reifer B—
Zell Neoplasien lag in Deutschland 2010 bei 3,4 % aller Krebserkrankungen, Tendenz
steigend. Die Erkrankungsrate lag 2010 bei 21,1/100.000 fir Méanner bzw. 18,3/100.000 fur
Frauen (RKI 2013). Eine Erkl&rung fir die steigende Inzidenz konnte noch nicht gefunden
werden. Das mittlere Erkrankungsalter lag in Deutschland fur Manner bei 69 Jahren, und fur
Frauen bei 71 Jahren (RKI 2013).

1.2. Rolle der IGH-, IGx—, und IGA-Loci in der Pathogenese reifer B—Zell Neoplasien

Die Reifung der B-Lymphozyten findet im Knochenmark, im peripheren Blut und in den
lympathischen Organen statt. B-Lymphozyten kénnen eine riesige Anzahl unterschiedlicher
Antigene erkennen, die eine grofle Vielfalt antigen—spezifischer Rezeptoren voraussetzt.
Diese Variabilitdt wird durch die geregelte intrachromosomale Rekombination der
Immunglobulin—Gene erreicht. Die Antigenrezeptoren der Immunglobuline sowie auch die
Immunglobuline (Antikdrper) bestehen aus Heterodimeren von zwei identischen schweren
(H-Ketten) und zwei identischen leichten Polypeptidketten (L—Ketten). Der Immunglobulin
Schwerkettenlocus (IGH) auf Chromosom 1432 kodiert fur die Schwerkette und fur die
Leichtketten kodieren jeweils die Immunglobulin Leichtkettenloci Kappa (IGx) auf 2p12 und
Lambda (IGA) auf 22q11. Der IGH-Locus kodiert fiir 46 funktionelle Vy (Variable)—
Segmente, 23 funktionelle Dy (Diversity)-Segmente und 6 Jy (Joining)-Segmente. Jeweils
ein ausgewdhltes Vy—Gensegment wird mit einem ausgewahlten Dy—Gensegment und einem
ausgewahlten Jy—Gensegmente rearrangiert. Dieser Prozess wird V(D)J-Rekombination
genannt (Kippers 2005). Bei der V(D)J-Rekombination werden Doppelstrangbriiche in die
genomischen Sequenzen der IGH-, IGx und IGA-Loci durch Endonukleasen eingefligt
(Jung et al. 2006). Hier besteht ein Risiko fiir chromosomale Translokationen und somit der
Entwicklung eines Lymphoms. Die V(D)J-Rekombination findet noch im Knochenmark statt.
Bei erfolgreicher Kombination der Gensegmente fir eine schwere und eine leichte Kette ist

die unreife B—Zelle in der Lage IgM zu synthetisieren und auf der Oberflache zu présentieren.



Die B-Lymphozyten mit funktionsunttichtigen oder ungeeigneten Antigenrezeptoren (wie z.
B. Autoantigene) gehen in die Apoptose. Nach dem Verlassen des Knochenmarks wandert die
B-Zelle Uber das Blut zu den sekundaren lymphatischen Organen, wie z.B. Lymphknoten,
und erreicht diese als naive B-Zelle. Durch Kontakt mit einem passenden Antigen und
kostimulatorischen Signalen von T—Zellen und dendritischen Zellen wahrend der Wanderung,
wird die B—Zelle aktiviert und dies fihrt zur klonalen Proliferation der B—Zelle und zur
Ausbildung eines Keimzentrums im Lymphfollikel. Im Keimzentrum kann es zu weiteren
Veranderungen kommen, dem Klassenwechsel und der somatischen Hypermutation. Bei dem
Klassenwechsel wird durch Rekombination der konstanten Region (C—Segmente) des IGH—
Lokus die Zusammensetzung der schweren Kette verandert, so dass einige B—Zellen nicht
mehr die Isotypen IgM exprimieren, sondern 1gG, IgA und Ig E. Bei der somatischen
Hypermutation kommt es in den Vy Regionen der Immunglobulingene zu Punktmutationen.
Dadurch wird die Antigen—Spezifitat und —Affinitat erhoht. Ist dies erfolgreich, differenzieren
sich die B—Zellen entweder zu einer Antikorper produzierenden Plasmazelle oder zu einer
langlebigen Gedéchtniszelle und verlassen das Keimzentrum (Klein und Dalla—Favera 2008).

Die physiologischen Prozesse, die die B-Zelle wéhrend ihrer Reifung erfahrt (V(D)J-
Rekombination, Klassenwechsel und somatische Hypermutation) sind mit DNA-
Doppelstrangbriichen assoziiert und sind somit ein Risiko fiir chromosomale Translokationen
(Willis und Dyer 2000). Einige dieser Translokationen sind charakteristisch fur bestimmte
Lymphomentitaten, wie die t(14;18)(932;q21)/IGH-BCL2, die in etwa 70-90% der
follikuldren Lymphome (FL) nachweisbar ist. Diese Translokation fiihrt zu der Fusion des
BCL2 Proto—Onkogens auf Chromosom 18 und des IGH-Locus auf Chromosom 14. Die
t(14;18)/IGH-BCL2 resultiert in der Uberexpression des BCL2-Gens, welches zu einer
Hemmung der Apoptose fuhrt (Jager et al 2000). Eine weitere rekurrente Veranderung bei
reifen B-Zell Neoplasien stellt die Translokation t(3;14)(q27;932)/BCL6-IGH mit
Beteiligung des BCL6-Gens auf Chromosom 3 und des IGH-Locus dar. Die t(3;14)/BCL6—
IGH tritt bei etwa einem Drittel der diffus groRzelligen B—Zell-Lymphome (DLBCL) und
10% der FL auf (Bastard et al. 1992). Bei extranodalen Marginalzonenlymphomen des
Mukosa—assoziierten  lymphatischen  Gewebes (MALT-Lymphome) kdénnen  die
Translokationen  t(14;18)(932;921)/IGH-MALT1  und  t(1;14)(p22;932)/BCL10-IGH
vorkommen, die eine Beteiligung des MALT1-Gens, sowie des BCL10-Gens darstellen
(Streubel et al. 2003, Murga Penas et al. 2003, Willis et al. 1999, Zhang et al. 1999). Beide

Translokationen fiihren zu einer Deregulation des NF—«B, der ein Transkriptionsfaktor ist und



Bedeutung bei der Regulation der Immunantwort, der Zellproliferation und des Zelltodes hat
(Li und Verma 2002, Sagaert et al. 2006).

1.3. Diagnostisch relevante chromosomale Veranderungen reifer B—Zell Neoplasien

In der Diagnostik reifer B-Zell Neoplasien stellen die pathologische Begutachtung, die
Immunphanotypisierung sowie die genetische Analyse wichtige Verfahren dar, um z. B. die
Lymphomentitat festzustellen bzw. zu bestétigen, die Prognose einzuschatzen und uber das
Therapieregime zu entscheiden (Haferlach et al. 2007, Rosenwald und Ott 2008). Genetische
Veranderungen sind in fast allen reifen B-Zell Neoplasien nachweisbar und umfassen
Translokationen, Insertionen, Deletionen, Duplikationen, Amplifikationen, Inversionen und
Punktmutationen. Es wird davon ausgegangen, dass die Tumorentwicklung in mehreren
Schritten stattfindet und die Erkrankungen meistens von einer einzigen Zelle ausgehen, bei
der eine genetische Veranderung (primare Aberration) stattfand. Bei Nachkommen dieser
Zelle konnen weitere Mutationen auftreten, die ebenfalls zu der kanzerogenen Entwicklung
beitragen, wobei auch mehrere Tumorsubklone entstehen kdnnen. Durch die Mutation kann
eine Umwandlung von einem Proto-Onkogen, dass physiologischerweise vorkommt, zu
einem Onkogen stattfinden. Proto—Onkogene kodieren haufig fir Proteine, die die
Zellproliferation oder Apoptose kontrollieren (Transkriptionsfaktoren wie BCLS,
Apoptoseinhibitoren wie BCL2 oder Wachstumsfaktoren) und deren Deregulation zur
Tumorentwicklung flhrt. Proto—Onkogene kdnnen durch Translokationen in die Néhe von
starken Transkriptionsverstarkern (z.B. IGH—, IGx— und IGA-Loci) verlagert werden und auf
diese Weise zu Onkogen und uberexprimiert werden (Croce 2008, Willis und Dyer 2000). Im
Gegensatz zu Proto—Onkogenen fiihren Tumorsuppressorgene normalerweise durch
Funktionsverlust zur Entstehung von Tumoren. Tumorsuppressorgene wie das RB1-Gen auf
Chromosom 13q14 kdnnen dabei durch genetische Verdnderungen wie Deletionen inaktiviert
werden (Puiggros et al. 2014). In der Regel kodieren Tumorsuppressorgene fur Proteine die z.
B. den Zellzyklus regulieren oder die Apoptose induzieren (Sherr 2004).

Grundsatzlich wird zwischen priméren und sekundaren Aberrationen unterschieden. Die im
Kapitel 1.2 erwadhnten Translokationen t(14;18)/IGH-BCL2 bei FL, t(3;14)/BCL6-IGH bei
DLBCL sowie die t(14;18)/IGH-MALT1 und t(1;14)/BCL10-IGH bei den MALT-
Lymphomen stellen solche priméren chromosomalen Veranderungen dar. Weitere primare
Veranderungen, von der in dieser Arbeit untersuchten reifen B-Zell Neoplasien, sind in den
Kapiteln 1.5 bis 1.8 zu finden.



Primare genetische Veranderungen, wie die Translokationen t(14;18)/IGH-BCL2,
t(3;14)/BCL6-IGH, t(14;18)/IGH-MALT1 und t(1;14)/BCL10—IGH treten frih in der
Lymphomentwicklung auf und spielen wahrscheinlich eine entscheidende Rolle bei der
Tumorentstehung. Meistens fuhren diese Veranderungen noch nicht zu einem Ausbruch der
Erkrankung. Erst weitere Alterationen, sekundéare Veranderungen, fihren zu einer malignen
Transformation (Abbildung 1) (Johansson et al 1996, Jares et al. 2012, Seto et al. 2013). Nicht
nur Translokationen treten als primére Veranderungen auf. Es treten z.B. Trisomien von
Chromosom 12 (+12) und die prognostisch gunstigen Deletionen des langen Armes von
Chromosom 13 [del(13q)] bei der chronisch lymphatischen Leuk&mie (CLL) friih in der
Entwicklung der Erkrankung auf (Dohner et al. 2000, Moreno und Montserrat 2008).

Abbildung 1: Mehrstufenmodell der Tumorentstehung am Beispiel der Entwicklung eines Lymphoms (nach
Dyer und Siebert, 2009)

Initizler Hit Lymphom- Malignes Lymphom Transformiertes
Vorlduferzelle Lymphom
Maligne Klinizche
Transformation Progression

Klgnale Evolution

Sekundare genetische Aberrationen treten erst wéhrend der spateren Tumorentwicklung auf
und haben zum Teil Einfluss auf die Prognose. So kommen Deletionen und Mutationen des
Tumorsuppressorgens TP53 auf Chromosom 17p13 [del(17p)] in einer Vielzahl reifer B-Zell
Neoplasien und anderen hamatologischen sowie soliden Tumoren vor und gehen mit einer
schlechten Prognose einher (Hernandez et al. 1996, Onciu et al. 2006, Salido et al. 2010,
Cortelazzo et al. 2012, Amare et al. 2013, Bouska et al. 2014, Puiggros et al. 2014, Bédor und
Reiniger 2016). Deletionen im langen Arm von Chromosom 11 [del(11q)] konnten bei
Mantelzell-Lymphomen (MCL), CLL und BL nachgewiesen werden (Déhner et al. 2000,
Cortelazzo et al. 2012, Puiggros et al. 2014, Murga Penas et al. 2014, Bodor und Reiniger
2016). Die del(13q) tritt rekurrent bei BL, MCL und FL auf und Deletionen in 6q [del(6q)]
konnten in Marginalzonenlymphomen, CLL, MCL, DLBCL, FL und BL identifiziert werden
(Dohner et al. 2000, Lones et al. 2004, Onciu et al. 2006, Parry—Jones et al. 2007, Nelson et



al. 2010, Salido et al. 2010, Cortelazzo et al. 2012, Kim et al. 2013, Bouska et al. 2014,
Murga Penas et al. 2014). Weiterhin konnten Zugewinne von chromosomalen Regionen, z.B.
Duplikationen des langen Arms von Chromosom 1 [dup(1qg)], bei BL und DLBCL
nachgewiesen werden (Lones et al. 2004, Onciu et al. 2006, Kim et al. 2013, Murga Penas et
al. 2014).

Primdre lymphomspezifische Translokationen kdnnen auch als sekundére Aberrationen in
anderen Lymphomentitaten auftreten. Somit kann die fir die FL charakteristische
Translokation t(14;18)/IGH-BCL2 und die fir die BL charakteristische Translokation
t(8;14)/MYC-IGH als sekundédre Verdnderung bei DLBCL, MCL und CLL auftreten
(Johansson et al., 1995; Moreno und Montserrat, 2008; Amare et al., 2013; Cortelazzo et al.,
2012; Kim et al., 2013). Die t(14;18)/IGH-BCL2 und die t(8;14)/MYC-IGH kdnnen auch
gemeinsam in sog. Grauzonen-Lymphomen (GZL), auch als Double-Hit Lymphome (DH-
Lymphome) bekannt, vorkommen. Die GZL haben eine sehr schlechte Prognose (Aukema et
al.,, 2011). Sehr selten kann auch die fir die MCL pathognomonische Translokation
t(11;14)(g13;932)/CCND1-IGH als sekundare Aberration in CLL auftreten (De Braekeleer et
al. 2016, Schliemann et al. 2016). Die Prognose einer t(14;18)/IGH-BCL2 bei CLL wird
kontrovers diskutiert, eine t(8;14)/MYC—IGH hat eine schlechte Prognose (Cavazzini 2008,
De Braekeleer et al. 2016). Zuletzt zeigen spezifische chromosomale Verdnderungen auch
einen Einfluss auf die Krankheitsentwicklung, sodass ein komplexer Karyotyp, definiert als
das Auftreten von drei oder mehr chromosomalen Aberrationen in einer Zelle, bei reifen B—
Zell-Neoplasien mit einer eher unglinstigen Prognose einhergeht (Hummel et al., 2006, Poirel
et al. 2009, Salido et al. 2010, Kim et al. 2013, Sarkozy et al. 2014).

1.4. Bedeutung klonaler Evolution reifer B—-Zell Neoplasien

Die Unterscheidung zwischen primadren und sekundéren Verénderungen ist wichtig, um die
evolutionare Entwicklung darstellen zu kdnnen. Bei einigen Lymphomentitéaten, z. B. bei der
CLL, wurde bereits die Relevanz der klonalen Evolution gezeigt. Es wurde nachgewiesen,
dass die Présenz von —17/del(17p), einschlieBlich der Deletion des TP53-Gens, nicht nur in
der klonalen Entwicklung, sondern auch in Subklonen ein schlechter prognostischer Marker
ist (Landau et al. 2014, Rossi et al. 2014). Bei chromosomalen Veranderungen mit schlechter
Prognose, wie —17/del(17p) bei der CLL, werden schon heute aggressivere Therapieansatzen
eingesetzt (Puiggros et al. 2014).



Bei der Entstehung von DLBCL wurde gezeigt, dass zwei Mechanismen zum Rezidiv fuhren
konnen. Der erste Mechanismus fuhrt zu einer linearen Entwicklung, in der der priméare Klon
und die aus dem primaren Klon abgeleiteten Subklone bei dem Rezidiv alle dieselben
Veranderungen aufweisen. Allerdings besitzen die Tumorzellen im Rezidiv zusétzliche
chromosomalen Veranderungen, die der primdre Klon nicht gezeigt hat. Der zweite
Mechanismus geht von der Entstehung aus einer Vorlauferzelle aus, sodass sich das Rezidiv
parallel entwickelt und die Zellen unterschiedliche Aberrationen aufweisen (Jiang et al. 2014).
Bei den FL konnten die gleichen Wege, linearer Weg von dem Ursprungsklon und paralleler
Weg von einer Vorlauferzelle, wie bei den DLBCL nachgewiesen werden (Berglund et al.
2006, Green et al. 2013, Pasqualucci et al. 2014).

Obwohl die Bedeutung klonaler Evolution vieler reifer B—Zell Neoplasien zunehmend
aufgeklart ist, ist unser Verstandnis 0ber die evolutionare Entwicklung bei anderen
Lymphomentitaten wie BL oder MCL noch nicht ausreichend beantwortet (Schmitz et al.
2012, Bea et al. 2013). In der Veroffentlichung von Bea, die die Lymphome per
Genomsequenzierung untersuchte, konnten zwei MCL mit Rezidiven beschrieben werden. Es
konnte eine Tumorprogression im Laufe der Erkrankung und eine Zunahme der Komplexitat
festgestellt werden. In der vorliegenden Arbeit wurde der Frage der Bedeutung von
sekundaren genetischen Aberrationen in der klonalen Evolution von BL und MCL sowie auch

in GZL und CLL nachgegangen.

1.5. Das Mantelzell-Lymphom (MCL)

Das MCL wurde das erste Mal 1979 beschrieben und 1991 als eigenstandige Entitat
anerkannt (Van Den Berghe et al. 1979, Raffeld und Jaffe 1991). Eine Klassifikation zur
Einteilung des Schweregrades der Erkrankung ist die Ann-Arbor—Klassifikation, die die
reifen B—Zell Neoplasien nach Befall der Lymphknotenregionen einteilt. Meistens liegt bei
Diagnosestellung des MCL schon ein Stadium von 111 oder IV vor [Lymphknoten—Stationen
(LK—Stationen) Uber und unter dem Zwerchfell betroffen/disseminierter Befall]. Das MCL
hat eine schlechte Prognose mit einer mittleren Uberlebenswahrscheinlichkeit von 3-5 Jahren
(Nickenig et al. 2006, Dreyling und Hiddemann 2009, Cortelazzo et al. 2012). Dabei ist in
vielen Féllen eine extranodale Manifestation vorhanden, besonders haufig sind das
Knochenmark, weniger haufig die Milz und der Gastrointestinaltrakt betroffen (Fisher et al.
1996, Sarkozy et al. 2014). Inzwischen findet ein prognostischer Faktor Anwendung (MIPI),
um zwischen hohem, mittlerem und niedrigem Risiko fur die Aggressivitat von MCL zu



unterscheiden. In diesen Faktor flielen das Alter, die LDH, der ECOG (Eastern Cooperative
Oncology Group) Performance Status, und die Leukozytenzahl ein (Hoster et al., 2008).
Zudem hat die Proliferationsrate (KI-67 Index) einen groRen Einfluss auf die Prognose
(Tiemann et al. 2005, Hoster et al. 2008). Ménner sind hdaufiger betroffen als Frauen, der
Altersmedian liegt bei ca. 60—-65 Jahren (Bosch et al. 1998, Samaha et al. 1998, Katzenberger
et al. 2008, Cortelazzo et al. 2012, Sarkozy et al. 2014). Initial sind bei Chemotherapie hohe
Ansprechraten zu verzeichnen, jedoch zeigen sich haufig rasche Rezidive (Cortelazzo et al.
2012). Der bislang einzige kurative Therapieansatz ist die allogene Stammzelltransplantation,
die aber aufgrund der schweren therapieassoziierten Nebenwirkungen, insbesondere
Infektionen, lediglich im Rezidiv diskutiert wird (Tam et al. 2009).

Die pathognomonische Veranderung bei MCL ist die ) .
Translokation t(11:14)/CCND1-IGH (Abbildung 2). t(11;14)(q13;a32)
Dabei kommt es zur Juxtaposition des Cyclin D1-Gens

(CCND1) auf Chromosom 11 an den Promotor des IGH-

Locus auf Chromosom 14. Daraus resultiert eine
Uberexpression des CCND1-Gens, einem wesentlichen 11q1_3_»
Kofaktor der Zellzyklusregulation (Rimokh et al. 1993,

Lovec et al. 1994). Die t(11;14)/CCND1-IGH ist in der(11)

beinahe aller MCL mittels der Technik der Fluoreszenz &q32
in—situ Hybridisierung (FISH, siehe Kapitel 3.2 fur
Beschreibung  der FISH-Technik) nachweisbar
(Vaandrager et al. 1996, Sun et al. 2003).
In den wenigen t(11;14)/CCND1-1GH-negativen Féllen
der(14)

wurden Translokationen mit Beteiligung der CCND2-
oder CCND3-Gene nachgewiesen (Fu et al. 2005). Es

wurde gezeigt, dass das alleinige Vorkommen der

Abbildung 2: Graphische Darstellung
der fur die MCL charakteristischen
Translokation. Die Bruchpunkte
innerhalb des CCND1-Gens (11g13)
Translokation (11;14)/CCND1-IGH nicht ausreicht, um und IGH-Locus (14g32) sind mit

Pfeilen  gekennzeichnet.  Abbildung
die Erkrankung auszul6sen (Bodrug et al. 1994, Jares und durch Cydas—Software erstellt (Hiller et
al. 2005).

Campo 2008). In Ubereinstimmung hiermit finden sich in
vielen Féllen weitere sekundére genetische Verénderungen, wie Deletionen in 1p, 64, 8p, 9p,
11q, 13q, 17p und Zugewinne in 3q, 7p, 8q und 15q (Parry—Jones et al. 2007, Salaverria et al.
2008, Katzenberger et al. 2008, Sander et al. 2008, Espinet et al. 2010). Bei den

chromosomalen Veranderungen hat der Verlust von TP53 auf Chromosom 17 und ein



komplexer Karyotyp eine schlechte Prognose (Hernandez et al. 1996, Cortelazzo et al. 2012,
Sarkozy et al. 2014)

1.6. Das Burkitt—Lymphom (BL)

Zuerst wurde das BL 1958 als ,,Sarcoma involving the jaws in African children® beschrieben.
BL oder ihre leukdmischen Form, die akute lymphoblastische Leuk&dmie der B—Zell Reihe
(B-ALL), in Féllen mit mehr als 25% Knochenmarksbefall, kommen vor allem im
Kindesalter vor, wobei sie 40% der B-Zell Neoplasien des Kindesalters ausmachen. BL
werden aber auch im Erwachsenenalter mit einer Inzidenz von 1-5% beobachtet. Manner sind
haufiger betroffen als Frauen (Burkhardt et al. 2011, Miles et al. 2012). Extranodale
Manifestationen sind h&ufig, oft ist das Knochenmark betroffen (Perkins und Friedberg 2008).
Man kann bei den BL drei klinische Varianten unterscheiden: das endemische BL, das
sporadische BL und das HIV-assoziierte BL. Bei Kindern in den endemischen Malaria—
Gebieten Aquatorialafrikas, Papua—Neuguineas und Stdamerikas, dem sog. Malariagiirtel,
kommt die endemische Variante vor, die in Uber 90% der Falle mit einer Infektion mit dem
Epstein—Barr—Virus (EBV) assoziiert ist (Blum et al. 2004, Brady et al. 2008, Moormann
2011, Rochford und Moormann 2015). Malaria soll ebenfalls zu einer Immunsuppression
fihren und so die Entstehung eines BL beglnstigen (Shiramizu et al. 1991, Swerdlow et al.
2003). Es konnte bisher keine genaue Ursache des endemischen BL festgestellt werden
(Wright 1967). Bei der sporadischen Variante des BL, das vereinzelt weltweit auftritt,
konnten keine wesentlichen Risikofaktoren festgestellt werden und eine EBV-Infektion ist
nur in 5-10% nachweisbar (Blum et al. 2004). Die Inzidenz des sporadischen BL liegt bei 1—
2% aller lymphatischen Neoplasien bei Erwachsenen, wobei die Inzidenz bei Kindern
zwischen 30-50% liegt (de Jong und Balagué Ponz 2011, Ward et al. 2014). Bei HIV tritt das
BL hé&ufiger auf als in der Normalbevélkerung und ein Drittel der Félle sind positiv fiir EBV.
Man geht davon aus, dass der Virus zu einer Immunsuppression fuhrt und dies den Ausbruch
eines BL begunstigt (Carbone et al. 2002).

Die typische Translokation in BL ist die t(8;14)/MYC-IGH, es kommen in selteneren Féllen
auch die t(2;8)(p11;924)/IGx-MYC und die t(8;22)(q24;9q11)/MYC-IGA vor (Abbildung 3).
Die erste Beschreibung der Burkitt-Translokation t(8;14)/MYC-IGH fand 1972 statt
(Manolov et al. 1972, Zech et al. 1976). Das MYC-Gen auf Chromosom 8 kommt durch die
Translokation auf Chromosom 14 bzw. die Chromosomen 2 oder 22, unter den Einfluss des

Promotors des IGH-Locus bzw. der IGx— oder IGA-Loci, durch die es Uberexprimiert wird
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und so aus Proto—Onkogen ein Onkogen entsteht (Klapproth und Wirth 2010). Das MYC-Gen
kodiert fur einen Transkriptionsfaktor, der eine Vielzahl anderer Gene reguliert und

Zellzyklus, Zellwachstum, Differenzierung und Apoptose beeinflusst.

t(2;8)(p11;924)  t(8;14)(q24;932)  1(8;22)(q24;q11)
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Abbildung 3: Graphische Darstellung der fiir die BL charakteristischen Translokationen. Die Bruchpunkte
innerhalb des IGxLocus (2p1l), MYC- (8924), IGH- (14932) und IGA-Locus (22q11) sind mit Pfeilen
gekennzeichnet. Abbildung durch Cydas—Software erstellt (Hiller et al. 2005).

Im Gegensatz zu anderen B—Zell Neoplasien ist bei BL wahrscheinlich allein die MYC-
Translokation urséchlich fir die Erkrankung (Aukema et al. 2014). Die BL zeigen meist
wenige chromosomale Veranderungen (Hummel et al. 2006, Boerma et al. 2009, Seegmiller
et al. 2010) und mit aggressiver Chemotherapie werden gute Langzeitiiberlebensraten erreicht
(Burkhardt et al. 2011). Sind initial bereits viele chromosomale Veradnderungen nachweisbar,
so verlauft die Erkrankung zumeist sehr aggressiv und die Prognose ist ungiinstig (Hummel et
al. 2006, Poirel et al. 2009). Rezidive sind selten, kommt es aber zu einem Rezidiv der
Erkrankung, ist die Prognose dieser Patienten sehr unginstig (Burkhardt et al. 2011,
Woessmann 2013). In Studien von BL-Patienten und BL—Zelllinien konnten sekundére
Verénderungen in 11qg, Zugewinne in 1q, Deletionen in 6q, in13g und von 17p nachgewiesen
werden (Lones et al. 2004, Onciu et al. 2006, Nelson et al. 2010, Murga Penas et al. 2014).

1.7. Das B-Zell-Lymphom, nicht Kklassifizierbar, mit intermediaren Merkmalen

zwischen einem DLBCL und einem BL (Grauzonen-Lymphome)

Die WHO-KIlassifikation von 2008 der Lymphome hat eine vorladufige Kategorie fur eine
Gruppe von B-Zell Neoplasien anerkannt, die weder als BL noch als DLBCL klassifiziert

werden konnen. Diese hoch—aggressiven Lymphome werden als B—Zell-Lymphome, nicht
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Klassifizierbar, mit intermedidren Merkmalen zwischen einem DLBCL und einem BL
bezeichnet (Swerdlow et al. 2008). Diese intermedidren Lymphome, auch als Grauzonen—
Lymphome (GZL) bekannt, kommen Uberwiegend bei Erwachsenen vor. Das mittlere
Erkrankungsalter liegt bei 51-65 Jahren, Erkrankungen im Kindesalter sind sehr selten
(Oschlies et al. 2010, Aukema et al. 2011). GZL zeigen typische BL Charakteristika wie
Translokationen mit Bruchereignis innerhalb des MYC-Gens, aber zeigen atypische
zytomorphologische Merkmale fiur BL und ein kleineres Wachstum als ein BL. Auf
molekularer Ebene zeigen die GZL ein Genexpressionsprofil mit einer intermedidren
Transkriptionssignatur, die Eigenschaften vom BL und DLBCL aufweisen (Dave et al. 2006,
Hummel et al. 2006). Unter den GZL sind auch Félle von den sog. Double—Hit (DH)
Lymphomen, die sowohl einen MYC-Bruch als auch einen BCL2-Bruch aufweisen (Dave et
al. 2006, Hummel et al. 2006). Die Translokation des BCL2-Gens zu dem IGH-Locus in der
Translokation t(14;18)/IGH-BCL2 oder in den varianten Translokationen t(2;18)/IGx-BCL2
und t(18;22)/BCL2-1GA fiihrt zu einer Uberexpression des BCL2-Proteins, die die GZL
charakterisiert (Swerdlow et al. 2008, Dirkop et al. 2011). Ein weiteres Merkmal der GZL ist
die hohe Haufigkeit der Translokationen t(2;8)/IGx-MYC und t(8;22)/MYC-IGA im Vergleich
zu der t(8;14)/MYC-IGH (Snuderl et al. 2010).

Da bei einigen Fallen von FL gleichzeitig ein DH oder sogar ein Tripple—Hit nachgewiesen
wurde, deuten diese Félle daraufhin, dass sich GZL aus FL mit einer t(14;18)/IGH-BCL2 zu
der zusétzlich eine MYC-Translokation hinzugekommen ist, entwickeln (Dirkop et al. 2011).
GZL haben eine unglinstige Prognose (Aukema et al. 2011), daher ist die Identifikation dieser
Lymphome und ihrer Differenzierung von BL und DLBCL von besonderer Bedeutung, da die
Therapieansétze bei diesen Lymphomen sich von der BL und DLBCL unterscheiden.

1.8. Die chronisch lymphatische Leukamie (CLL)

Die CLL ist die h&ufigste leukdmische Erkrankung im westlichen Teil der Welt. Die
Erkrankung geht nach der Einteilung der WHO—Klassifikation von 2008 immer von B—Zellen
aus (Campo et al. 2011). Die Inzidenz liegt bei 3-5 pro 100.000 Einwohner. Das mittlere
Alter bei Erstdiagnose liegt bei 70-75 Jahren, wobei Ménner hufiger erkranken als Frauen.
(Dores et al. 2007, Maurer und Hallek 2013). Die Prognose der Patienten mit CLL ist sehr
variabel, chromosomale Aberrationen haben dabei eine entscheidende Rolle (Puiggros et al.
2014). Bei den CLL sind in seltenen Féllen die typischen Translokationen des BL
(Translokationen des MYC-Gens) zu finden (Nelson et al. 2007). Risikofaktoren fir die
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Entstehung einer CLL sind nicht eindeutig identifiziert worden, eine familidre Haufung wurde
festgestellt (Albright et al. 2012, Slager et al. 2013). Prognostisch ungunstig sind ein niedriger
H&moglobin—-Wert und eine niedrige Thrombozytenzahl (Binet et al. 1981). Héaufige
chromosomale Anderungen bei den CLL sind Deletionen in 6q, 11qg, 139, 17p und eine
Trisomie 12 (Dohner et al. 2000).

Die TP53-Deletion aufgrund einer —17/del(17p) hat eine sehr schlechte Prognose, die
del(11q) ist ebenfalls ein prognostischer Marker, der mit einer schlechten Prognose assoziiert
ist. Die del(13g) hat hingegen eine gunstigere Prognose (Dohner et al. 2000, Tam und
Seymour 2014, Puiggros et al. 2014).

IGH-Translokationen oder deren Varianten sind bei CLL selten (ca. 5%). Die Prognose ist
wahrscheinlich abhangig vom Translokationspartner. Die Translokation t(14;18)/IGH-BCL2
soll keine schlechtere Prognose haben, jedoch soll die Translokation t(14;19)/IGH-BCL3 eine
schlechtere Prognose haben (Puiggros et al. 2014). Eine Translokation mit dem 1GA-Locus ist
sehr selten. Die Translokation mit dem IGk—Lokus ist noch seltener. Da meistens nicht nach
der Prasenz einer Translokation mit Beteiligung des 1GA— oder des IGk—Locus gesucht wird,
ist die Translokation eventuell unterschatzt (Nguyen—Khac et al. 2011, De Braekeleer 2016).
Translokationen mit einer MYC—Beteiligung sind sehr selten (weniger als 1%). Diese sollen

eine schlechtere Prognose haben als CLL ohne MYC-Beteiligung (Puiggros et al. 2014).

1.9. Fragestellung

Durch die Identifikation von chromosomalen Veranderungen und den beteiligten Genen
werden relevante Informationen erhoben, die zur Diagnose und Prognose reifer B-Zell
Neoplasien malRgeblich beitragen. Wahrend die priméaren, krankheitsspezifischen
chromosomalen Verénderungen von reifen B—Zell Neoplasien, wie die t(11;14)/CCND1-IGH
bei MCL oder die t(8;14)/MYC—-IGH bei BL bekannt sind, sind unsere Kenntnisse tber die
Bedeutung sekundérer genetischer Alterationen und klonaler Evolution reifer B-Zell
Neoplasien begrenzt. Die Kenntnis und der gezielte Nachweis sekundarer genetischer
Verénderungen, die initial oder im Verlauf der Erkrankung auftreten, ist jedoch fur die
Einschatzung der Prognose des Patienten &uRerst relevant. Man konnte aufgrund der
chromosomalen Verdnderungen Aussagen treffen, wie wahrscheinlich es zu einer
Transformation (Ubergang z.B. eines BL in ein DLBCL) oder zu einem Rezidiv kommt. Dies
ware auch fur die Therapie entscheidend, da man bei initialer Diagnose schon eine vom

Standard abweichende Therapie einleiten kénnte, um ein Rezidiv zu vermeiden. Dies ist bis
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heute bei den meisten reifen B—Zell Neoplasien noch nicht moglich. Die evolutionére
Entwicklung aufzuklaren, ist ein erster Schritt in diese Richtung.
Die gewonnenen Daten sollen zur Einschatzung der Prognose der Patienten beitragen und
zukiinftig in Verbindung mit anderen Prognosefaktoren die Wahl einer risikoadaptierten
Therapie in optimaler Weise ermdglichen.
Die in dieser Arbeit durchgefuhrten Analysen verfolgten das Ziel die chromosomalen
Veranderungen von reifen B-Zell Neoplasien mit einer t(11;14)/CCND1-IGH (MCL) und
einer t(8;14)/MYC-IGH oder Varianten (BL, CLL und GZL) zu identifizieren und zu
charakterisieren, um den Verlauf dieser Erkrankungen besser zu verstehen und somit eine
bessere Einschatzung der Prognose der Patienten und die Wahl einer risikoadaptierten
Therapie in optimaler Weise zu ermdglichen.
Im Einzelnen sollten folgende Fragen beantwortet werden
1) Welche primaren und sekundéren chromosomalen Veranderungen treten rekurrent bei
den untersuchten reifen B-Zell Neoplasien (BL, CLL, GZL und MCL) auf?
2) Gibt es Unterschiede oder Gemeinsamkeiten bei den chromosomalen Verénderungen
der in der vorliegenden Arbeit untersuchten reifen B—Zell Neoplasien?
3) Andert sich die genetische Komplexitat der Karyotypen von Diagnose zu Rezidiv bei
den reifen B—Zell Neoplasien?
4) Kann die genetische evolutiondre Entwicklung der untersuchten reifen B—Zell
Neoplasien (BL, CLL, GZL und MCL) dargestellt werden?
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2. Material

2.1. Untersuchte Falle

In der vorliegenden Arbeit wurden die Daten von 13 Patienten mit der Diagnose eines MCL,
BL, CLL oder GZL eingeschlossen und ausgewertet. Die Verteilung der untersuchten reifen
B—Zell Neoplasien ist in Tabelle 2 dargestellt. Die Proben der Patienten wurden aus dem
Archiv des Instituts fir Humangenetik Kiel des Universitatsklinikums Schleswig—Holstein,
Campus Kiel (UKSH Kiel) im Rahmen der Routine-Diagnostik—Untersuchungen
entnommen.

In der Datenbank des Instituts fur Humangenetik wurde nach Féllen mit denen fur MCL und
BL typischen Translokationen gesucht. Dies sind die t(11;14)/CCND1-IGH fur die MCL und
die t(8;14)/MYC—-IGH, t(2;8)/1IGk—MYC oder t(8;22)/MYC-IGA fur die BL. CLL und GZL
wurden eingeschlossen, wenn sie in zwei Einsendungen die typischen BL MYC-
Translokation (t(8;14)/MYC-IGH, t(2;8)/1IGk—MYC oder t(8;22)/MYC-IGA) aufwiesen und
beide Einsendungen als CLL bzw. GZL klassifiziert waren. Bei den BL wurde vorhandenes
Material von dem Leiter der Hamathopathologie des Universitatsklinikums Schleswig—
Holstein, Campus Kiel (UKSH Kiel), Herrn Prof. Dr. med. W. Klapper erneut begutachtet.
Als Einschlusskriterium mussten die folgenden Kriterien erfillt sein:

1. Vorhandensein von mindestens 2 Einsendungen zu unterschiedlichen Zeitpunkten
desselben Patienten.

2. Die fir die reife B—Zell Neoplasien spezifischen Translokationen, t(11;14)/CCND1-
IGH fir die MCL und t(8;14)/MYC-IGH, t(2;8)/IGx-MYC oder t(8;22)/MYC-IGA fiir
die BL, CLL und GZL, sollten in zwei Einsendungen vorhanden sein.

3. Um die klonale Evolution nachweisen zu konnen, wurden nur Patienten
eingeschlossen, die in den verschiedenen Einsendungen unterschiedliche
Chromosomenaberrationen aufwiesen.

4. Die Félle reifer B-Zell Neoplasien mit Einzelzellaberrationen wurden dabei nicht
beriicksichtigt.

5. Es mussten die originalen Aufnahmen der Chromosomen-Banderungsanalysen bei
mindestens einer Einsendung vorhanden sein, um die Félle zu validieren.

6. Falle, die die Diagnose eines MCL, BL, CLL oder GZL nicht erfullten, wurden
ausgeschlossen.
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Tabelle 2: Verteilung der ausgewéhlten Falle reifer B—Zell Neoplasien nach genetischen

Veranderungen

Translokation Gesamt Lymphomentitat Anzahl
t(11;14)/CCND1-1GH 5

MCL 5
MYC-Translokation 3

BL 5

CLL 1

GZL 2

2.2. Materialien

In diesem Abschnitt werden die in dieser Arbeit verwendeten Materialien aufgefihrt.

Allgemein gebrauchliche Utensilien wie z.B. Pipetten, Zellkulturflaschen, Glaswaren etc.

wurden hier nicht explizit erwéhnt.

2.2.1.

Reagenzien

Destilliertes Wasser (Alleman Pharma, Rimbach, Deutschland)

Bioprime DNA-Labeling System (Invitrogen, Karslruhe, Deutschland)
Chloramphenicol (Sigma—Aldrich, Steinheim, Deutschland)

Chromomycin A3 (Calbiochem, Darmstadt, Deutschland)

Citronenséure (Th.Geyer, Renningen, Deutschland)

Colcemid (Boehringer, Ingelheim, Deutschland)

1,4-Diazabicyclo[2.2.2]octan (DABCO) (Sigma—Aldrich, Steinheim, Deutschland)
4" 6-Diamidin—2—phenylindol-2HCI (DAPI) (Merck, Darmstadt, Deutschland)
Dextransulfat (Sigma—Aldrich, Steinheim, Deutschland)

dUTP spectrum green (1 mM) (Abbott/Vysis, Wiesbaden, Deutschland)

dUTP spectrum orange (1 mM) (Abbott/\VVysis, Wiesbaden, Deutschland)
Eisessig (CH3COOH) (Th.Geyer, Renningen, Deutschland)

Ethanol (C,HsOH) (Merck, Renningen, Deutschland)

Exo—Klenow—Fragment (Invitrogen)

Fixogum Kleber (Marabu Gmbh & CoKG, Tamm, Deutschland)

Fotales Kélberserum (FKS) (PAA, Colbe, Deutschland)

Formamid deionisiert (Amresco, Solon, Ohio, USA)

Giemsa (Th.Geyer, Renningen, Deutschland)

Glycerol (Th.Geyer, Renningen, Deutschland)

Chlorwasserstoff (HCI) 2 N (Merck, Darmstadt, Deutschland)
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2.2.2.

Human Cot—-1 DNA (1mg/ml) (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland)

Igepal CA—630 (Th.Geyer, Renningen, Deutschland)

Kaliumchlorid (KCI) (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Luria Broth (LB) Base (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland)
N-Acetyl-L-Alanyl-L-Glutamin (Glutamin) (Biochrom, Berlin, Deutschland)
Methanol (CH3OH) (Th.Geyer, Renningen, Deutschland)

Methylgrin (Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland)

Natriumacetat (NaAc) (Merck, Darmstadt, Deutschland)
Di—Natriumhydrogenphosphat (Na,HPO,) (Merck, Darmstadt, Deutschland)
Paraformaldehyd (Sigma—Aldrich, Steinheim, Deutschland)
Penicillin—-Streptomycin (PEST) (Gibco, Darmstadt, Deutschland)

Perfectprep® Plasmid Maxi Kit (Eppendorf)

PhasePrep ™ BAC DNA Kit (Sigma—Aldrich, Steinheim, Deutschland)
Phytohamagglutinin (PHA-15) (Genzyme, Neu-Isenburg, Deutschland)
Phosphate Buffered Saline (PBS)—Trockensubstanz (Biochrom, Berlin, Deutschland)
Protease (Abbott/VVysis, Wiesbaden, Deutschland)

Protease—Puffer (Abbott/\VVysis, Wiesbaden, Deutschland)

Pufferlosung mit pH 6,88 (Dinatriumhydrogenphosphat/Kaliumhydrogenphosphat)
(Merck, Darmstadt, Deutschland)

RPMI-1640 Medium (PAA, Colbe, Deutschland)

20x SSC (Standard saline citrate) (Invitrogen, Darmstadt, Deutschland)
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (C4H1;NO3) (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Verwendete Sonden flr die Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH)-Analysen

Tabelle 3: Auflistung der in der vorliegenden Arbeit verwendeten Sonden fiir die FISH-Analyse.

Kartiert auf Gen Sondenart Name/Genort

Zentromer X X Cen Kommerzielle Sonde | Vysis® Cep X (DXZ1) Spectrum Green (SG)
(Abbott/\Vysis)

Zentromer Y Y Cen Kommerzielle Sonde | Vysis® Cep Y (DYZ3) Spectrum Orange (SO)
(Abbott/\Vysis)

1923.1 IRTA1/2 | Eigene Sonde RP11-110J1 SG prox

RP11-85G21 SG prox
RP11-217A12 SG prox
RP11-367J7 SO dist
RP11-120D12 SO dist
RP11-444M10 SO dist

8024

MYC Kommerzielle Sonde | Vysis® LSI® MYC Dual Color, Break Apart
Rearrangement Probe (Abbott/Vysis)
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11g22~23 ATM Kommerzielle Sonde | Vysis® LSI® ATM SO
FDX Eigene Sonde FDX (RP11-420H22) SG
Zentromer 11 11 Cen Kommerzielle Sonde | CEP® 11 Spectrum Aqua Probe (Abbott/\Vysis)
12913 CHOP Kommerzielle Sonde | Vysis ®LSI® Chop (12q13) Dual Color, Break Apart
Rearrangement Probe (Abbott/Vysis)
Zentromer 12 12 Cen Kommerzielle Sonde | Vysis ®CEP 12 (D1223) SG Probe
13914 RB1 Eigene Sonde RP11-3420 SG prox
RP11-480P3 SG prox
RP11-369L4 SG prox
RP11-175B12 SO dist
RP11-58C16 SO dist
RP11-233H19 SO dist
14932 IGH Kommerzielle Sonde | Vysis ®LSI IGH Dual Color, Break Apart
Rearrangement Probe (Abbott/\Vysis)
17p13 MPO Kommerzielle Sonde | p53 (17p13)/ MPO (17¢22) “ISO 17q
17923.1 TP53 (Kreatech Diagnostics, Amsterdam, Niederlande)
Zentromer 17 17 Cen Kommerzielle Sonde | Vysis ® TP53/CEP 17 FISH Probe Kit (Abbott/\Vysis)
17p13 TP53
22q11 IGA Eigene Sonde XTA-526G4 SG prox
CTA-60B5 SO dist
CTA-865E9 SO dist
Fusionssonden
t(14;18)(932;921) | IGH- Kommerzielle Sonde | Vysis ®LSI IGH/BCL2 Dual Color, Dual Fusion
BCL2 Translocation Probe Kit (Abbott/\Vysis)
t(11;14)(911;932) | IGH- Kommerzielle Sonde | Vysis ®LSI IGH/CCND1 Dual Color Dual Fusion
CCND1 Translocation Probes (Abbott/Vysis)
1(8;22)(q24;q11) | IGA- Eigene Sonde IGA:
MYC XTA-526G4 SG
CTA-60B5 SG
CTA-865E9 SG
MYC:
RP11-1136L8 SO
CTD-2267H22 SO
CTD-3056022 SO
RP11-709E21 SO
RP11-65401 SO
t(8;14)(q24;932) | MYC- Kommerzielle Sonde | Vysis ®LSI IGH/MYC/CEP 8 Tri—color Dual Fusion
IGH Probe Kit (Abbott/Vysis)

BAC—KIlone wurden von der Firma Invitrogen (Darmstadt, Deutschland) erworben. Cen, Zentromer; SG, Spektrum griin;

SO, Spektrum orange.

2.2.3. Verwendete Puffer und L6sungen

e Antifade

1,15 g DABCO
45 ml Glycerol
4 ml dest. Wasser
1 ml 1M Tris HCL pH 8,0
mit Magnetriihrer gut mischen und lI6schen

e Carnoy’'s Fixativ

150 ml Methanol
50 ml Eisessig

e Chromomycin A3—Gebrauchslésung

10 mg Chromomycin A3
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30 ml Puffer, pH 6,88

DAPI-Stamml&sung
10 mg DAPI
50 ml dest. Wasser 16sen

DAPI-Gebrauchslésung
500 pl DAPI-Stammldsung
500 ml 2x SSC

Giemsa—Gebrauchsldsung
6 ml Giemsa

80 ml Puffer mit pH 6,88
Filtrieren

Glycerin (Glycerol) 50%
50 ml 99,8% Glycerin und 50 ml dest. Wasser mischen

LB—Medium
20 g LB Base in 1000 ml dest. Wasser lsen
Penicillin—Streptomycin hinzugeben

Mastermix 50%

2,5 ml Formamid

1,25 ml Dextransulfat 40%
0,5 ml 20x SSC

0,25 ml dest. Wasser

Mc llvaine’s Puffer

153,6 ml Citronensaure 0,1 M
96,4 ml Na2HPO4 0,2 M

auf pH-Wert 4 einstellen

Methylgriin—Stamml&sung
5,095 g Methylgrin
250 ml mit Mc llvaine”s Puffer

Methylgriin—-Gebrauchslésung
2 ml Methylgrun—Stammldsung
38 ml 0,1 M Citronensaure

60 ml 0,2 M Na,HPO,

NaAc3M,pH5

40,82 g Natriumacetat—Trihydrat

in ca. 80 ml dest. Wasser losen

pH auf 5,3 mit Natronlauge einstellen

Paraformaldehyd 1%
10 g Paraformaldehyd
in 1000 ml dest. Wasser zum Losen auf Heizplatte erwérmen

PBS
9,55 g Fertigpulver
in 1 L Aqua dest. Auflésen




e Waschpuffer 1
20 ml 20xSSC

3 ml Igepal ad 1000 ml dest. Wasser

e Waschpuffer 2
100 ml 20xSSC

3 ml Igepal ad 1000 ml dest. Wasser

e 2XSSC
20xSSC
1:10 mit dest. Wasser verdiinnen

e 1M Tris HCl pH 8,0
60,55 g C4H11NO3
in 400 ml dest. Wasser l6sen
mit HCI auf pH 8 einstellen
500 ml dest. Wasser hinzugeben

2.2.4. Kulturansatze

e Uber—Nacht—Medium (UN)
400 ml RPMI 1640
50 ml FKS
50 mlCM
5 ml Glutamin
5 ml PEST

e 2-Tages—Medium (2d)
350 ml RPMI 1640
100 ml FKS
50 ml CM
5 ml Glutamin
5ml PEST

e CM-Ansatzmedium
500 ml RPMI 1640
125 ml FKS
6,25 ml Glutamin
6,25 ml PEST
6,25 ml PHA-15

2.2.5. Verwendete Gerate und Software

e Lichtmikroskop (Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland)

e Brutschrank (Kendro, Hanau, Deutschland)

o Biirker—zahlkammer (Marienfeld, Lauda Konigshofen, Deutschland)

e FISH-Waschautomat: VP2000 Prozessor (Abbott, Wiesbaden, Deutschland)



Fluoreszens—Mikroskop: Zeiss—Axioskop, Zeiss—Axioplan und Zeiss—Axio—Imager
(Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland) mit Fluoreszenzfilter (Fa. AHF
Analysentechnik AG Tubingen, Deutschland)

GraphPad Prism package V.5.00 (GraphPad Software, Inc. La Jolla, CA, USA)
IBM-SPSS Statistics V.21 (Chigago, IL, USA)

Isis—Workstation (Metasystems, Altlussheim, Deutschland)

Ikaros Computerprogramm V.5.2.11. (Metasystems, Altlussheim, Deutschland)
Klimakammer (Thermotron, Sittingbourne, GroRbritannien)

NanoDrop® ND-1000 Spektrophotometers  (peqLab Biotechnologie, Erlangen,
Deutschland)

Sicherheitswerkbank (Plymouth, USA)

Universalschittler mit Inkubationshaube: SM-30 und TH30 (Edmund Bihler,
Hechingen, Deutschland

Thermomixer comfort (Eppendorf, Hamburg, Deutschland)

Twist Top Vials (Roth, Karlsruhe, Deutschland)

Vortexer REAX2000 (Heidolph, Schwabach, Deutschland)

Wasserbad (Kottermann, jetzt ROWA, Heimsheim, Deutschland)

Zentrifuge: Biofuge 22R (Heraeus, Hanau, Deutschland)

Zentrifuge: Cytospin—2—Shandon (Shandon, Frankfurt, Deutschland)

Zentrifuge: Mikro 200 (Hettich, Tuttlingen, Deutschland)

Zentrifuge: Multifuge 1 L-R (Heraeus, Hanau, Deutschland)
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3. Methoden

3.1. Zytogenetische Untersuchungen reifer B—Zell Neoplasien mittels Chromosomen—

Bénderungstechniken

Die Zytogenetik ist eine Methode, die einen Uberblick tiber chromosomale Veranderungen
schafft. Es existieren verschiedene Verfahren, um genetische Veranderungen bei reifen B—
Zell Neoplasien nachzuweisen, die in Abhangigkeit der genetischen Veranderung zum
Einsatz kommen. Die grundlegende Methode zur Identifizierung von chromosomalen
Aberrationen  ist die  klassische = Chromosomenanalyse  bzw.  Chromosomen-—
Banderungsanalyse. Bei der klassischen Chromosomenanalyse missen die Chromosomen im
Metaphase—Stadium der Zellteilung arretiert und die Banden der Chromosomen durch
verschiedene Féarbungen sichtbar gemacht werden. Es kdnnen die G-Béanderung (Farbung mit
Giemsa), die Q-Banderung (Farbung mit Quinacrin) oder die R-Bé&nderung (reverse
Farbung), die der G-Béanderung gegensatzliche Farbung darstellt, verwendet werden. Die
Chromosomen werden nach GroRe, Lage des Zentromers und der Bandenmuster geordnet und
in Form eines Karyogramms dargestellt. Das Karyogramm wird entsprechend der Richtlinien
des ,International System for Human Cytogenetic Nomenclature ISCN 2013 als
Karyotypformel zusammengefasst (Shaffer et al. 2013) und die Richtigkeit der erstellten
Karyotypen wurde mit dem Cydas software package geprift (Hiller et al. 2005). Mittels der
Chromosomen—Banderungsanalyse kénnen numerische Veranderungen (Aneuploidien) und
strukturelle Verdnderungen (Deletionen, intrachromosomale Zugewinne, Duplikationen,
Inversionen und interchromosomale Translokationen) sowie groRere Verluste oder
Zugewinne von chromosomalen Anteilen nachgewiesen werden. Bei sehr komplexen
Karyotypen oder schlechter Chromosomen—Morphologie ist eine vollstandige Auflésung des
Karyotyps nicht immer moglich. Um Veranderungen, die unterhalb der Nachweisgrenze von
10 Megabasenpaare (Mbp) der Chromosomen—Bénderungsanalyse liegen, zu identifizieren,
werden molekularzytogenetische Untersuchungen mittels der Fluoreszens in situ
Hybridisierung (FISH) angewandt (siehe Kapitel 3.2).

3.1.1. Zellisolation aus peripherem Blut (pB), Knochenmark (KM), Pleura, Aszites, und
Lymphknoten (LK)

Wie in Kapitel 3.1 erwahnt wurde, ist VVoraussetzung fir eine erfolgreiche Chromosomen—

Banderungsanalyse, dass die Zellen im Zellteilungsstadium der Metaphase arretiert werden.
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Dafur sind vitale, teilungsfahige Zellen aus unterschiedlichen Geweben, u. a. pB, KM oder
LK unabdingbar. Um die Zellen fir die Chromosomen—Bé&nderungsmethode vorzubereiten,
wurden diese zuerst kultiviert. Zu diesem Zweck wurden pB, KM, Pleura und Aszites von
hamatologischen Patienten in 15 ml Rohrchen gegeben und diese bis 14 ml mit RPMI 1640
aufgefillt und gemischt. Aus der Mischung wurden 50 pl fur die Zellzahlung entnommen.

Bei Lymphknoten ist es erforderlich die Zellen aus dem Gewebe zu trennen, um sie isolieren
zu konnen. Bei der Einsendung eines Lymphknotens wurde dieser zuerst geteilt. Die Hélften
wurden drei Mal auf Objekttrager aufgetupft, um Tupfprdaparate herzustellen. Die
Tupfpréparate wurden bei —20°C fur ihre spatere Untersuchung mittels des FISH-Verfahrens
asserviert. Die Anteile des Lymphknotens wurden in eine Petri—Schale mit RPMI 1640 gelegt
und in kleine Teile geschnitten. Die zerkleinerten Teile wurden durch ein Drahtgewebe
gepresst und das Netz zwischendurch mit RPMI 1640 gespult. Die ausgewaschenen Zellen
wurden in einem Becherglas aufgefangen und in 15 ml Roéhrchen umgefillt. Das Roéhrchen
wurde bis 14 ml mit RPMI 1640 aufgefillt. Daraufhin wurden 50 upl von der
Lymphknotensuspension abgenommen und zur Zellzahlung verwendet (Siehe Kapitel 3.2.2).
Die zur Zellzdhlung abgenommen Zellen wurden mit 500 pl 2%iger Essigsaure gemischt.
Davon wurden 10 ul in die Burker Zahlkammer gegeben und zwei Grol3quadrate ausgezéhit.
Aus dem Mittelwert wurde die Gesamtzellzahl berechnet. Zur Berechnung wurde die

folgende Formel verwendet:

Zellzahl X Verdunnung
= Zellzahl x 10* Zellen in der eingesandten Probe

Essigsaure X Probenvolumen

Die restliche Lésung in den 15 ml Réhrchen, die nicht fur die Zellzahlung bendtigt wurde,
wurde weiter verarbeitet. Die Zelllosung wurde fir 10 Minuten bei 1300 UpM zentrifugiert.
Bei Pleura und Aszites wurde auf die Zentrifugation verzichtet. Folglich wurden die isolierten
Zellen in weiteren Schritten flr ihre Verwendung ggf. Kultivierung prozessiert (siehe Kapitel
3.1.2und 3.1.3).

3.1.2. Herstellung von Cytospinpraparaten und Ausstrichen aus pB und KM

Um Cytospinpraparate herstellen zu kénnen wurden 5x10° Zellen mit 10 ml PBS—Puffer
gemischt. In den Objekttrager—Clip der Cytospin 2—Zentrifuge wurden in dieser Reihenfolge:
ein Objekttrager, eine Filterkarte und eine TPX Probenklammer montiert. Daraufhin wurden
200 pL der Zellsuspension pipettiert. Die Zellen wurden 5 Minuten bei 800 UpM

zentrifugiert. Die Zentrifugation fuhrt dazu, dass die Zellen sich an einer kleinen Stelle
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konzentrieren. Wenn die Préparate nicht sofort verwendet werden, sollten sie bei mindestens
—18°C eingefroren werden.

Ausstriche werden hergestellt, indem ein Tropfen des Blutes oder Knochenmarkes der
Patienten auf einen Objekttrager gegeben wird. Mit einem anderen Objekttrager wird der

Tropfen gleichmaRig auf dem Objekttrager verteilt. Der Objekttréager wird luftgetrocknet.

3.1.3. Kultivierung isolierter Zellen und Aufarbeitung der Zellkulturen aus pB. KM,
Pleura, Aszites und LK

Aus den in Kapitel 3.1.1 hergestellten Losungen wurden grundséatzlich je eine unstimulierte
Uber—Nacht—Kultur (UN-Kultur) mit dem UN-Medium und eine 2-Tage—Kultur (2d—Kultur)
mit dem 2d-Medium angesetzt. Pro 5 ml Kultur wurden in der Regel 10x10° Zellen
eingesetzt. Die Kulturen wurden bei 37°C und 5% CO, im Brutschrank (Kendro) 24 bzw. 48
Stunden inkubiert. Bei ausreichend vorhandenem Material bzw. Zellen wurden zusétzlich zu
den Zellkulturen Cytospinpréaparate hergestellt.

Nach den Inkubationszeiten der UN—Kultur und 2d—Kultur wurden zu je 5 ml Zellkultur 75 pl
Colcemid (10 pl/ml) pipettiert und fur 30 Minuten im Brutschrank inkubiert. Colcemid ist ein
Spindelapparatgift, wodurch die Zellen in der Metaphase arretiert werden. Die Zellsuspension
wurde im ndchsten Schritt bei 1300 UpM fir 10 Minuten zentrifugiert (Multifuge 1 L-R
Heraeus). Der Uberstand wurde bis auf 2 ml abgenommen und das Sediment aufgeschittelt.
Das Sediment wurde mit 0,075 M KCI bis auf 14 ml aufgeftllt, damit die Zellen durch den
leichten osmotischen Gradienten aufquellen, um die Zellnuklei zu isolieren. Die
Zellsuspension wurde 30 Minuten im Brutschrank bei 37°C in Schraglage des Rohrchens
inkubiert. Es wurden einige Tropfen —20°C kaltes Carnoy’s Fixativ (Fixativ) hinzugegeben.
Das Réhrchen wurde 10 Minuten bei 1300 UpM zentrifugiert. Der Uberstand wurde bis auf 2
ml abgenommen. Das Sediment wurde kurz im Vortexer aufgeriittelt und das Rohrchen bis
auf 14 ml mit Fixativ aufgefullt. Es wurde wieder 10 Minuten bei 1300 UpM zentrifugiert und
der Uberstand wieder bis 2 ml abgenommen. Diese Schritte wurden wiederholt, bis das
Sediment mit den isolierten Zellnuklei wei war. Durch dieses Verfahren werden
Erythrozyten und Zytoplasma entfernt. Die Zellnuklei (fixierte Zellen) wurden in 2 ml Fixativ
resuspendiert und in ein TwistTop Vial umgefillt. Die fixierten Zellkerne werden nach

Gebrauch zur Aufbewahrung im Kuhlschrank gelagert.
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3.1.4. Herstellung des konditionierten Medium (CM) fur die Zellkulturen

Das CM ist erforderlich um die Proliferation der Zellen zu férdern. Dazu wird menschliches
Blut genommen, um ein Milieu zu erzeugen, das dem des Koérpers &hnelt. Das CM wurde
angesetzt, indem von freiwilligen Blutspendern in Heparinmonovetten Blut abgenommen
wurde. Diese wurden zum Absedimentieren 2—4 Stunden in den Brutschrank gestellt bis sich
nach 2-4 Stunden ein Leukozytenring gebildet hatte. Je 9 ml des CM—Ansatzmediums
wurden in eine Zellkulturflasche mit Bellftungsklappe gegeben. Vom Heparinblut wurde der
Uberstand mit Leukozytenring und einigen Erythrozyten abgenommen, gemischt und jeweils
1 ml pro Zellkulturflasche hinzugefugt. Die Kulturen wurden 3 Tage bei 37°C und 5% CO;
inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurden die im Medium kultivierten Lymphozyten in
Réhrchen umgefullt und 10 Minuten bei 1300 UpM herunterzentrifugiert (Multifuge 1 L-R,
Heraeus). Der Uberstand wurde in einen groRen Erlenmeyerkolben gesammelt. Das Sediment
wurde entsprechend der Sicherheitsverfahren entsorgt.

Als nachstes wurde die Losung aus dem Erlenmeyerkolben in 50 ml Rohrchen mit je 40 ml
abgefullt. Die Steriflip—Filter wurden auf die Rohrchen aufgeschraubt und die Lésung sollte
durch eine Vacuumpumpe gesaugt werden. Der Steriflip wurde unter der Klimakammer
(Thermotron) abgeschraubt und das Rohrchen mit einem sterilen Deckel verschlossen. Die
Kulturen wurden bis zum Gebrauch bei —20°C eingefroren.

3.1.5. Chromosomenpraparation, Chromosomen—Farbung und digitale Aufnahme der

gebanderten Chromosomen

Fur eine optimale Chromosomenanalyse wird eine groRe Aufspreitung der Chromosomen
bendtigt. Fir diesen Zweck wurden die in Fixativ fixierten Zellen aus groRerer Hohe in der
Klimakammer auf eisgekiihlte Objekttrager aufgetropft. Daraufhin wurden die Objekttrager
bei Raumtemperatur 10 Minuten mit der Giemsa—Gebrauchslésung gefarbt und anschlielRend
mit Leitungswasser gut abgespllt. Dadurch werden die in der Metaphase arretierten
Chromosomen geférbt aber nicht gebéndert, sodass das Auswerten der Mitosen noch nicht
moglich ist.

Die gefarbten Objekttrdger wurden in das Metaphasensuchgerat gelegt und das Gerét
gestartet. Das Gerat sucht alle Metaphase—Chromosomen und fotografiert diese, aber trotz
hoher Sensitivitadt des Gerdtes nimmt dies auch Zellhaufen und andere Artefakte auf. Die

Aufnahmen missen daher manuell gepruft werden, um mdoglichst 40 Metaphasen geeigneter

25



Qualitat speichern zu kdnnen. Das Gerét speichert auch die Koordinaten der Lokalisation der
Metaphasen, um sie nach der Farbbanderung wieder zu finden.

Danach wurden die Objekttrager fir jeweils wenige Sekunden in einer absteigenden
Alkoholreihe (100%, 95%, 70%, 50%) und mindestens 45 Minuten in Fixativ von der
Giemsafarbung entfarbt. Die n&chste Farbung fand mit ChromomycinA3— und Methylgrin—
Gebrauchslosung als Gegenféarbung statt. Durch diese Farbung erkennt man die R—Bénderung
der Chromosomen. Dazu wurden zwei Tropfen ChromomycinA3—-Gebrauchslosung auf den
Objekttrager gegeben und eingedeckelt. Luftblasen und Uberschussiges Medium wurden
vorsichtig unter dem Rand des Deckglases herausgepresst und mit einem Zellstoff entfernt.
Die Farbung wirkte eine Stunde lang unter Lichtabschluss in einer Metallbox ein, gefolgt von
einer 5 Minuten langen Inkubation in der Methylgriin—Gebrauchslésung.

Die auf den Objekttragern Uberschiissige Farbe wurde mit Glycerin abgespult und die
Objekttrager luftblasenfrei eingedeckelt. Vor dem Fotografieren wurde das Uberschissige
Glycerin sorgféltig aus den Objekttragern herausgedruckt. Zum Fotografieren wurden die
Obijekttréger in das Metaphasensuchgerat gelegt, das nach manuellem Scharfstellen die vorher
aufgesuchten  Metaphasen fotografierte. Das Metaphasensuchgerdt arbeitet mit
Fluoreszenzlicht, wodurch die mit ChromomycinA3 gefarbten Objekttrager leuchteten. Die
fotografierten Metaphasen wurden mit dem Computerprogramm Ikaros unter dem jeweiligen
Fall abgespeichert und ausgewertet. Die Abbildung 4 zeigt ein Karyogramm eines

regelrechten weiblichen Chromosomensatzes.

Abbildung 4: Karyogramm mit einem regelrechten weiblichen Karyotyp: 46,XX
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3.1.6. Auswertung der Chromosomen und Erstellung eines Karyotyps

Die Auswertung der Chromosomen erfolgte unter Anwendung des Computerprogramm
Ikaros. Alle aufgenommen Metaphasen wurden angesehen und mdglichst 20 Metaphasen, je
zehn Metaphasen aus der UN-Kultur und der 2d—Kultur, hinsichtlich numerischer und
struktureller VVeranderungen ausgewertet. Bei mehr als zwei Kulturen wurden aus jeder Kultur
maoglichst gleich viele Metaphasen ausgewertet. Die Beschreibung der Karyotypen fand nach
den Regeln der ,,International System of Human Cytogenetic Nomenclature* (Shaffer et al.
2013) statt.

Strukturelle Verédnderungen und Zugewinne von Chromosomen werden als klonal bewertet,
wenn die Verénderungen in mindestens zwei Metaphasen auftreten. Bei Verlusten von ganzen
Chromosomen mussen diese Verluste in mindestens drei Metaphasen nachzuweisen sein, um
als klonal zu gelten. Wenn klonale Verdnderungen nachgewiesen werden, sind sie als

aberrante Veranderungen anzusehen und werden dokumentiert.

3.1.7. Komplex aberranter chromosomaler Karyotyp und Karyotypkomplexitat

Fur die Ermittlung der Karyotypkomplexitat im Fall eines chromosomal aberranten Klons
wurden strukturelle und numerische Chromosomenaberrationen  zusammengezéhlt.
Karyotypen mit mehr oder gleich drei Aberrationen wurden als komplex bezeichnet. Ein
Beispiel eines komplexen Karyotyps ist in Abbildung 5 gezeigt.

Abbildung 5: Komplex  aberrantes Karyogramm eines BL mit  dem Karyotyp:
46,X,der(Y)t(Y;7)(q12;g21),der(5)t(1;5)(q11;p14),t(8;14)(q24;932). Die Komplexitatsanzahl betrdgt in diesem
Fall n=3.
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Wird die Présenz eines Markerchromosoms erfasst, wird dieses Markerchromosom ebenso als
eine Verdnderung gezahlt. Die Anwesenheit von zusétzlichen aberranten Chromosomen wie
z.B. eine zusatzliche 1(8;14)(g24;932) [+t(8;14)(g24;932)] wurden als zusétzliche
Veranderung gezéhlt. Wenn gleichzeitig Tumormaterial von verschiedenen Geweben oder
Organen (pB, KM, Pleura und Aszites) fir die Untersuchung zur Verfugung standen, wurden
diese als ein Zeitpunkt gewahlt und nur eine Komplexitétsanzahl angegeben. Die Richtigkeit

der erstellten Karyotypen wurde mit dem Cydas software package gepruft (Hiller et al. 2005).

3.2. Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH)-Analysen bei reifen B-Zell Neoplasien

Die FISH-Analyse basiert auf der Verwendung von Fluoreszenz—markierten DNA-Sonden,
um die komplementdren DNA-Sequenzen darstellen zu kénnen. Somit kénnen spezifische
genomische Sequenzen gezielt nachgewiesen werden. Die Darstellung erfolgt unter einem
Fluoreszenz—Mikroskop mit Filtersatzen, die nur den bendtigten Wellenlangenbereich
durchlassen. Fur die vorliegende Arbeit wurde FISH mit DNA-Sonden angewandt, die
ermoglichten, strukturelle Veradnderungen (z. B. Bruchpunkte, Deletionen, Translokationen,
Duplikationen oder Amplifikationen) zu erfassen. Mittels FISH kdnnen auch numerische
Veranderungen (Aneuploiden) sichergestellt werden. Ein Unterschied zu der klassischen
Chromosomenanalyse ist, dass die FISH-Technik nicht nur an fixierten Zellen im Zellstadium
der Metaphase, sondern auch an Interphase—Zellen angewandt werden kann. Somit besteht die
Madglichkeit FISH an archiviertem Material wie z. B. Cytospinpréparaten und tiefgefrorenen
und in Paraffin—eingebetteten Gewebeschnitten zu nutzen.

Die molekularzytogenetische Untersuchung mittels FISH erfordert zunéchst die
Sondenherstellung  durch Isolierung von DNA der ausgewahlten BACs, die
fluoreszenzmarkiert und aufgereinigt werden. Um repetitive Sequenzen abzudecken, erfolgte
eine Fallung mit Cot-1 DNA. Die Hybridisierung der DNA-Sonde fand auf mit Protease
verdauten Objekttragern statt. Nach Waschen der Objekttrager konnten die Signale unter dem
Fluoreszenzmikroskop ausgewertet werden.

Fur die Detektion der h&ufigsten rekurrenten und Kklinisch relevanten chromosomalen
Veranderungen hamatologischer Neoplasien stehen eine Vielfalt kommerzieller Sonden zur
Verfugung. Hierzu gehoren z.B. die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Sonden zur
Detektion von —17/del(17p) [TP53 (17pl3)/SE 17 FISH Probe (Kreatech, Amsterdam,
Niederlande)] und zur Detektion der t(8;14)/MYC—-IGH [Vysis LSI IGH/MYC/CEP 8 Tri—
color Dual Fusion Probe Kit (Abbott, Wiesbaden, Deutschland)]. Fir seltene Genorte stehen
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keine industriell hergestellten Sonden zur Verfugung und diese mussen aus kommerziell
erhaltlichen bakteriellen Plasmiden in einem Verfahren, das in den néchsten Kapiteln erldutert

wird (siehe Kapitel 3.2.1), selbst hergestellt werden, wie z.B. die Sonde fur IGA.

3.2.1. Bacterial Artificial Chromosome (BAC) fur die Herstellung locusspezifischer
DNA-Sonden

Zur Herstellung lokusspezifischer DNA-Sonden fir FISH-Analysen wurde die entsprechende
BAC-DNA benétigt. Im Rahmen des Humanen Genom Projektes wurde die menschliche
DNA fragmentiert und in Klonierungsvektoren wie BACs, PACs, Cosmide und Fosmide
inseriert. BAC und PAC sind bakterielle Plasmide (doppelstrangige zirkuldare DNA) mit einer
GroRe von 100-300 Kbp, die die kodierende Sequenz der Gene von Interesse enthalten.
Replikation und Vererbung erfolgen unabhéngig vom bakteriellen Chromosom. Die Auswahl
der DNA-Klone erfolgte mit Hilfe der UCSC Genome Bioinformatics—Datenbank
(http://genome.cse.ucsc.edu/cgi—bin/hgGateway). Die BAC-Klone wurden bei der Firma
Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland) bestellt. Die BAC-Klone wurden in ca. 3 ml LB-
Medium mit 1,5 pl Chloramphenicol im Schittelinkubator bei 37C° tber Nacht inkubiert. Es
wurden zwei Glycerinstocke aus je 500 pl Glycerin und 500 pl Bakterienkultur hergestellt.

Diese wurden in ein Schraubréhrchen gegeben und bis zur Verwendung bei —80°C gelagert.

3.2.2. Isolierung der BAC —DNA aus einer Bakterienkultur

Die bei —80°C eingefrorenen Glycerin—Stocke mit den BACs wurden aufgetaut. 100 pl
Bakterienkultur eines Glycerinstockes wurden in 200 ml LB-Medium mit 20 pg/ml
Chloramphenicol Gber Nacht bei 37°C im Universalschittler (Edmund Buhler) kultiviert. Die
Extraktion der DNA erfolgte mit dem Perfectprep® Plasmid Maxi Kit (Eppendorf) nach
Anleitung des Herstellers. Anschlielend wurde die DNA-Konzentration mit Hilfe des
NanoDrop® ND-1000 Spektrophotometers (NanoDrop® Technologies) bestimmt. Zur
Ermittlung der Konzentration wurde die optische Dichte bei einer Wellenldnge von 260 nm
gegen Wasser als Referenz bestimmt. Als Grundlage der Berechnung wurde davon
ausgegangen, dass die optische Dichte doppelstrangiger DNA eine Konzentration von 50
pug/ml betragt. Um die Reinheit der DNA zu Uberpriifen, wurde das Verhéltnis der
Absorptionswerte bei 260 nm und 280 nm ermittelt. Der Wert A260/A280 sollte dabei

zwischen 1,8 und 2 liegen.
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3.2.3. Fluoreszenzmarkierung der DNA mittels Random Priming

Die Markierung der DNA erfolgte mit dem Bioprime® DNA-Labeling System (Invitrogen).
,Random Oktamere* lagern sich dabei an das denaturierte DNA-Template und werden mit
dem Klenow-Fragment (DNA-Polymerase ohne 5° —> 3’ Exonuklease—Aktivitét) verlangert,
bis sie auf das nichste gebundene ,,Random Oktamer sto3en. Das im Kit vorgesehene dNTP—
Reagenz zur Biotinylierung wurde durch einen dNTP—Mix mit Spectrum Green bzw. Spectrum
Orange markierten Nukleotiden ersetzt. Zur direkten Markierung dienten dabei die dUTP-
gekoppelten Fluoreszenzfarbstoffe Spectrum Green oder Spectrum Orange (Vysis/Abbott). Diese
wurden wie folgt mit unmarkierten dNTPs (Roche Diagnostics) gemischt:
10x dNTP-Mix : 2,5 ul dATP (10 mM)

2,5 ul dCTP (10 mM)

2,5 ul dGTP (10 mM)

1,25 ul dTTP (10 mM)

12,5 ul dUTP-Spectrum Orange bzw. dUTP-Spectrum Green (1 mM)

3,75 ul dH20

25 pl gesamt

Es wurde 1 pg DNA mit Wasser auf ein Volumen von 24 pl verdinnt und mit 20 pl 2,5 x
Random Primer gemischt. Das Gemisch wurde 5 Minuten in einem kochenden Wasserbad
denaturiert und danach sofort ca. 5 Minuten in Eis abgekdihlt. Es erfolgte die Zugabe von 5 pl
der 10 x dNTP-Mixtur und 1 pl Exo-Klenow Fragment (DNA-Polymerase ohne 5° —> 3’
Exonuklease—Aktivitat). Uber—Nacht wurde die Reaktion bei 37°C inkubiert und am néchsten
Tag mit 5 pl Stopp Puffer beendet.

3.2.4. Aufreinigung der DNA-Sonden

Zur Aufreinigung wurde die markierte DNA auf die Microcon® YM-30 Sdule (Millipore)
pipettiert, die in einem 1,5 ml-Gef4l} stand und diese bei 14000 UpM 10 Minuten
zentrifugiert (Mikro 200, Hettich). Der Durchlauf wurde verworfen. Es wurden 2 x 300 pl
Wasser auf die Sdule gegeben und jeweils 10 Minuten mit 14000 UpM erneut zentrifugiert.
Der Durchlauf wurde wiederum verworfen. Es wurden 50 pl Wasser auf die Sdule pipettiert
und diese umgedreht in ein sauberes Rohrchen gestellt. Das R6hrchen wurde 5 Minuten bei
5000 UpM zentrifugiert und der Durchlauf mit den markierten DNA-Sonden wurde bei —

20°C bis zur Verwendung aufbewahrt.
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3.2.5. Ethanol-Fallung mit Cot-1-DNA

Fast alle Sonden weisen ubiquitdr vorkommende repetitive Elemente auf, die zu
unspezifischen FISH-Signalen fuhren wirden. Zur Blockierung dieser unspezifischen
Bindungsstellen wurde zu den Sonden hochrepetitive unmarkierte menschliche DNA sog.
Cot-1 DNA gegeben. Dazu wurden 10 pl jeder aufgereinigten DNA-Sonde (Spectrum
Green— und Spectrum Orange—markiert) mit 5 pl Cot—-1-DNA versetzt. Nach Zugabe von
1/10 des Volumens an 3 M NaAc und des 2,5 fachen Volumens von 100%igem Ethanol
wurde der Ansatz gemischt und bei 17.000 UpM fir ca. 30 Minuten zentrifugiert (Biofuge
22R, Heraus).

Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet abgedunkelt fiir ca. 15 Minuten bei ca. 50 °C
getrocknet. Folglich wurden die prézipitierten DNA-Sonden in 10 pl Mastermix 50%
aufgenommen. Zum Losen der Sonde im Mastermix 50% wurde der Ansatz zwei Stunden bei

800 UpM geschiittelt (Thermomixer comfort, Eppendorf).

3.2.6. Vorbehandlung der Objekttrager

Fur die Anwendung der FISH-Technik wurden vorhandene fixierte Zellen flr die
Chromosomenpraparationen auf die Objekttrager aufgetropft. Im Falle, dass keine fixierten
Zellen zur Verfligung standen, wurden Cytospinpraparate bzw. Ausstriche verwendet. Unter
dem Mikroskop wurde auf dem Objekttrager nach einem geeigneten Ort fir das Pipettieren
der Sonden gesucht. Dort sollten ausreichend, aber nicht berlagerte Zellen zur Verfiigung
stehen. Die ausgesuchten Bereiche/Felder wurden mit einem Diamantschreiber markiert, um
spater die Sonden an diesen geeigneten Stellen zu hybridisieren.
Die Zellen auf dem Objekttrager wurden automatisiert in dem VP2000 Prozessor (Abbott)
weiter behandelt. Dabei durchliefen die Objekttrager verschiedene Bassins. Dabei fand eine
enzymatische Verdauung mit Protease statt, um den Transfer der DNA in den Zellkern zu
ermoglichen:

e 5 Minuten Protease bei 37°C

e 1 Minute Wasser bei RT

e 2 Minuten 1% Paraformaldehyd bei RT

e 1 Minute Wasser bei RT

e 2 Minuten 70% Ethanol bei RT

e 2 Minuten 80% Ethanol bei RT

e 2 Minuten 100% Ethanol bei RT
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e 5 Minuten Trocknung

3.2.7. Hybridisierung der DNA-Sonden zur Ziel-DNA

Auf die behandelten Objekttrager mit den Zellen wurden 1,3 pl der ausgewéhlten DNA-
Sonden auf den ausgesuchten Feldern pipettiert. Auf die pipettierten Sonden wurden
Deckglaschen von einem 10 mm Durchmesser gelegt, die mit Fixogum Flussigkleber
verschlossen wurden. Die Objekttrager wurden in einer Feuchtkammer flr sieben Min in
einem auf 75°C aufgewarmtem Wasserbad inkubiert. Die Hybridisierung der markierten
Sonden mit der DNA der Patienten erfolgte in Dunkelheit bei 37°C fir 12-72 h in einem

Brutschrank.

3.2.8. Waschen

Nach der Inkubationszeit wurden die Objekttrdger mit dem VP2000 Waschprogramm
gewaschen und anschlieBend mit einem DNA-bindenden Fluoreszenzfarbstoff (DAPI)
gegengefarbt, um die Zellkerne und Metaphasen erkennen zu kénnen. Dabei durchliefen die
Objekttrager verschiedene Bassins:

e 2 Minuten Waschpuffer 1 bei 72°C
1 Minute Waschpuffer 2 bei RT
1 Minute 2x SSC bei RT
5 Minuten DAPI bei RT
AbschlieRendes Spulen in 2x SSC bei RT
Zum Schluss wurden auf ein Deckglas zwei Tropfen Antifade gegeben und die Objekttrager

mit dem Hybridisierungsfeld nach unten auf das Antifade gelegt. Luftblasen und
Uberschiissiges Medium wurden vorsichtig unter dem Rand des Deckglases herausgedriickt
und mit einem Zellstoff entfernt. Antifade ist nétig um die Fluoreszenskraft der Sonden zu

verstarken.

3.2.9. Auswertung FISH

Die Analyse der Interphase—Zellkerne erfolgte unter dem Fluoreszenzmikroskop Zeiss
Axioskop. Es wurden immer 100 Interphase—Zellkerne ausgewertet und ein bis drei Bilder
aufgenommen. Diese Bilder wurden mit dem ISIS Programm Software Version 5.1.9 und
Version 5.2.11 (Metasystems) dokumentiert.
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In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene DNA-Sonden zur Detektion von
numerischen Aberrationen, wie Deletionen des TP53-Gens (Abbildung 6), und strukturelle
Aberrationen, wie die Translokation t(8;14)/MYC-IGH (Abbildung 7) angewandt.

Abbildung 6: FISH mit lokusspezifischen DNA-Sonden fiir das TP53-
Gen (grin) und den MPO-Locus (rot, Kontrollsonde). Die abgebildete
Zelle zeigt 2 rote Signale fiir die Kontrollsonde. Fir die griine Sonde ist ein
einziges Hybridisierungssignal nachweisbar, was auf eine TP53-Deletion
hindeutet.

Abbildung 7 ist das Ergebnis einer Hybridisierung mit der in dieser Arbeit angewandten
kommerziell erhéltlichen Sonde zur Detektion der Translokation t(8;14)/MYC-IGH. Eine
typische Fusion des MYC-Gens oder des CCND1-Gens mit dem IGH Locus besteht, wenn
zwei kolokalisierte grine und rote Signale zu sehen sind und zusétzlich noch ein griines und
ein rotes Signal vorhanden sind. Die gleiche Konstellation ist bei der Translokationssonde fiir
das MYC-Gen mit dem IGA— oder dem IGH-Locus zu sehen. Die untere Nachweisgrenze bei

den Analysen liegt bei 5%.

Abbildung 7: FISH mit DNA-Sonden fiir das MYC-Gen (rot) und den
IGH-Locus  (grun). Normale  Zellen weisen 2  getrennte
Hybridisierungssignale fir das MYC- und IGH-Gen auf. Findet eine
Translokation t(8;14)/MYC-IGH statt, werden jeweils ein rotes und ein
griines Signal durch 2 Fusionssignalen (gelb) ersetzt.

3.3. Statistische Auswertung

Folgende Daten wurden bei den Patienten fur diese Arbeit erhoben:
- Alter bei Diagnosestellung
- Geschlecht
- Untersuchtes Organ

- Progressionsfreies Intervall
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- Karyotyp und Komplexitét des Karyotyps
Um das progressionsfreie Intervall zu berechnen, wurde die Zeit in Wochen berechnet. Diese
wurden zu ganzen Wochen abgerundet. Zusatzlich zum Mittelwert wurden auflerdem
Maximum und Minimum berechnet.
Statistische Analysen inklusive der Abbildungen wurden mit dem GraphPad Prism package
V.5.00 (GraphPad Software, Inc. La Jolla, CA, USA) und IBM-SPSS Statistics V.21
(Chigago, IL, USA) durchgefihrt. Als statistisch signifikant z&hlte ein p—Wert von <0,05.
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4. Ergebnisse

Bei der Diagnostik und der Prognoseabschatzung von malignen reifzelligen B-Zell
Lymphomen spielt die genetische Untersuchung eine wesentliche Rolle. Ziel dieser Arbeit
war, die klonale Entwicklung von MCL und BL und soweit mdglich der CLL und GZL mit
einer typischen BL—Translokation zu untersuchen sowie rekurrente sekundéare chromosomale
Veranderungen aufzudecken und diese zu vergleichen. Um dieses Ziel zu erreichen, wurden
insgesamt 13 reifzellige B—Zell Lymphome eingeschlossen; fiinf MCL und funf BL, sowie
ein CLL und zwei GZL mit Nachweis einer t(8;14)/MYC—-IGH oder Varianten, die mittels der
Chromosomen-Bé&nderungsanalyse und der FISH-Technik untersucht wurden. Die gesamte
Darstellung der demographischen Daten, klinischen Daten sowie der erhobenen
zytogenetischen und molekularzytogenetischen Daten ist in den Tabellen 8, 12, 13, 16 und 17

zusammengefasst.

4.1. Zytogenetische und FISH-Analyse bei MCL

4.1.1. Demographische Daten und Berechnung des progressionsfreien Intervalls von

Diagnose bis zum Rezidiv bei MCL

Es wurden finf Falle mit der Diagnose eines MCL in diese Arbeit eingeschlossen, die alle
Einschlusskriterien nach Kapitel 2.1 erfullt hatten. Bei drei der funf MCL—Félle konnten
aberrante Karyotypen von zwei Zeitpunkten untersucht werden. Bei den anderen zwei MCL~-
Fallen konnten aberrante Karyotypen von drei unterschiedlichen Zeitpunkten untersucht
werden.

Das Durchschnittsalter der Patienten lag bei 64,2 Jahren. Vier der Patienten mit MCL waren
méannlichen Geschlechts und eine Person weiblichen Geschlechts.

Die durchschnittliche progressionsfreie Zeit von der Diagnose bis zum ersten Rezidiv lag bei
60 Wochen (Minimum 31 Wochen, Maximum 101 Wochen). Die Intervalle von Diagnose

zum zweiten Progress/Rezidiv betrugen 87 und 128 Wochen.

4.1.2. ldentifikation sekundarer genetischer Veranderungen bei der Diagnose von MCL

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten MCL Falle wiesen die fir die MCL
pathognomonische Translokation t(11;14)/CCND1-IGH auf. Die t(11;14)/CCND1-IGH

wurde mittels der Chromosomen-Bénderungsanalyse detektiert. Auflerdem wurden
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spezifische Sonden fur die CCND1- und IGH-Gene zum Nachweis der Translokation
t(11;14)/CCND1-IGH mittels FISH angewendet (siehe Abbildung 8). Die t(11;14)/CCND1-
IGH konnte erwartungsgemaR bei allen untersuchten MCL—Fallen bestétigt werden (Tabelle
4). Alle verwendeten Sonden sind in Kapitel 2.2.2 zu finden. Die Konsensus—Karyotypen der
Chromosomen—Banderungsanalysen und der FISH-Untersuchungen aller Félle sind in

Tabelle 8 zusammengefasst.

Tabelle 4: Darstellung der FISH Ergebnisse zum Nachweis der t(11;14)/CCND1-IGH bei den
untersuchten MCL zum Zeitpunkt der Diagnose

Fall t(11;14)/CCND1-1GH
MCL1la +
MCL2a +
MCL3a +
MCL4a +
MCL5a +
Die Translokation war bei ,,+*, nachweisbar; ,, —, nicht nachweisbar

Abbildung 8: Représentatives Bild einer FISH—Analyse mit DNA-Sonden fiir das CCND1-Gen (rot) und den
IGH-Locus (grin) zum Nachweis der t(11;14)/CCND1-IGH beim Fall MCL2. Normale Zellen wirden 2
getrennte Hybridisierungssignale fir das CCND1- und IGH-Gen aufweisen. Die auf dem Bild dargestellten
Zellen zeigen 2 Fusionssignale, die den derivativen Chromosomen 11 und 14 aus der t(11;14)/CCND1-IGH
zuzuordnen sind. Aulerdem sind ein griines Signal (IGH—Locus) und ein rotes Signal (CCND1—-Gen), der nicht
in der t(11;14)/CCND1-IGH beteiligten Chromosomen 11 und 14 zu sehen.

Bereits zum Zeitpunkt der Initialdiagnose konnten zusétzlich zu der t(11;14)/CCND1-IGH
Translokation sekundare Aberrationen in vier der fiunf analysierten Félle nachgewiesen
werden. Bei MCL3 traten keine anderen Verdnderungen aufler der CCND1-1GH
Translokation auf (Abbildung 9).

Ein komplex aberranter Karyotyp wurde in drei der finf Falle bei der Diagnose der
Erkrankung identifiziert (siehe Tabelle 5). Bei MCL1a, MCL2a und MCL5a konnten 1-4
numerische Aberrationen und 7-11 strukturelle sekundéare Veranderungen nachgewiesen

werden. Es konnten insgesamt drei unbalancierte Translokationen gefunden werden.
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Unbalancierte Translokationen fiihren zu numerischen Abweichungen, die zu Zugewinnen

oder Verlusten von chromosomalen Abschnitten fithren konnen.

Abbildung 9: Karyogramm MCL3a mit dem Karyotyp nach ISCN—2013: 46,XY,t(11;14)(q13;g32). Die
t(11;14)/CCND1—-IGH ist die einzige nachweisbare chromosomale Veranderung bei der Initialdiagnose.

Die héufigste strukturelle Aberration bei MCL war im kurzen Arm von Chromosom 2
[del(2p] lokalisiert, die bei den Fallen MCL1a, MCL2a und MCL5a auftrat

Es konnte in zwei der finf Félle ein balanciertes derivatives Chromosom 1 [der(1)] mit dem
Bruchpunkt in der Region 1g31-q32 und einer Deletion in 1p [del(1p)], jedoch mit
verschiedenen Translokationspartnern, festgestellt werden (Chromosom 17 bei MCL1a,
Chromosom 12 bei MCL5a).

Es wurden in zwei der flinf Félle Deletionen in 6q [del(6q)] (MCL2a und MCL1a als add(6q))
und eine Monosomie 17 (-17) (MCL1a und MCL5a) identifiziert. Die rekurrenten sekundéren
Aberrationen bei Diagnose bei den MCL sind in Tabelle 5 tbersichtlich aufgefunhrt.

Tabelle 5: Tabelle der rekurrenten sekundéaren chromosomalen Verénderungen bei MCL bei Diagnose

Fall der(1)(g31—qg32) | del(1p) del(2p) del(6q) —17/del(17p) | komplex
MCLla | + + + + + +
MCL2a | — - + + - +
MCL3a | - - - - - -
MCL4a | - - - - - -
MCL5a | + + + - + +

Das ,,der(1)“ bedeutet derivatives Chromosom 1; ,,del(2p)* bedeutet partieller Verlust von 2p; ,.del(6q)“ 6q—Deletion; ,—
17 bedeutet Monosomie 17; die jeweilige Veranderung war bei ,,+“ nachweisbar; ,,— “ nicht nachweisbar.
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Im Folgenden sind in aufsteigender Reihenfolge die nicht rekurrenten sekundaren
Veranderungen der einzelnen MCL aufgefiihrt. Bei MCL4a wurde zusatzlich zu der
Translokation t(11;14)/CCND1-IGH ein Verlust des Y—Chromosoms [(-Y)] nachgewiesen.
Die Aberrationen sind in MCL1a: +4, -7, —13 und vier derivative Chromosomen aufgrund
einer unbalancierten Translokation zwischen den Chromosomen 5 und 7 [der(5)t(5;7)], und
balancierten Translokationen zwischen den Chromosomen 1 und 17 [der(17)t(1;17)] und den
Chromosomen 11 und 19 [der(19)t(11;19)] und [der(14)t(11;19)]. Bei MCL2a: 18, eine
balancierte Translokation zwischen den Chromosomen 8q und 9q [t(8;9)] sowie Deletionen in
10p [del(10p)], 12p [del(12p)], 15p [del(15p)], 21p [del(21p)] und 14p [del(14p)]. Ein
Karyogramm von MCL2a ist folgend zu sehen (Abbildung 10).

Abbildung 10: Karyogramm MCL2a mit dem Karyotyp nach ISCN—2013: 46,XY ,der(2)del(2)(p14p16)t(2;3)
(936;g13),del(6)(g23),1(8;9)(g22;921),add(10)(p14),t(11;14)(q13;932),del(11)(q14;g23),del(12)(p12),?del(14)(q
22q31,add(15)(p13),add(21)(p13).

Bei MCLb5a fanden sich zwei balancierten Translokationen zwischen den Chromosomen 6q
und 10p [t(6;10)] und den Chromosomen 1q und 12p [t(1;12)] sowie zwei unbalancierte
Translokationen, die in zwei derivativen Chromosomen der(8)t(1;8) und der(8;17)
resultierten. Zudem waren Deletionen in 9p [del(9p)], 4q [del(4q)] und 7q [del(7q)] zu sehen.
Zusatzlich konnten eine perizentrische Inversion in Chromosom 2 [inv(2)(p22;937)], ein

Zugewinn eines Isochromosoms 8 und ein Ringchromosom identifiziert werden.
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4.1.3. Identifikation sekundéarer genetischer Veranderungen beim Rezidiv von MCL

Die t(11;14)/CCND1-IGH konnte erwartungsgemal? auch bei allen untersuchten MCL
Rezidiven mittels der Chromosomen—Banderungs— und der FISH-Analyse bestétigt werden
(Tabelle 6). Bei Fall MCL1d konnte aufgrund fehlenden Materials keine FISH—-Untersuchung
durchgefuhrt werden, allerdings war die t(11;14)/CCND1-IGH mittels der Chromosomen—
Banderungasanalyse nachweisbar.

Tabelle 6: Darstellung der FISH Ergebnisse zum Nachweis der t(11;14)/CCND1-IGH bei den
untersuchten MCL zum Zeitpunkt der Rezidive

Fall t(11;14)/CCND1-IGH
MCL1d
MCL2b
MCL3b
MCL3c
MCL4b
MCL5c
MCL5f

||+ [+ |+ +]

Die Translokation war bei ,,+“, nachweisbar; ,, —, nicht nachweisbar; ,,/“, kein Material vorhanden

Anders als bei den Initialdiagnosen konnten bei den Rezidiven bei allen Féllen sekundare
genetische Verénderungen zu der t(11;14)/CCND1/IGH identifiziert werden. Ein komplex
aberranter Karyotyp konnte in vier der finf Falle bei erstem Rezidiv, in allen Fallen beim
zweiten Rezidiv der Erkrankung identifiziert werden (siehe Tabelle 7).

Bei den MCL Rezidiven konnten von 1-20 numerische Aberrationen und 2—-11 strukturelle
Aberrationen pro Fall nachgewiesen werden. Es traten insgesamt sechs unbalancierte
Translokationen auf, die zu numerischen Abweichungen gefiihrt haben, im Sinne von
Zugewinnen oder Verlusten von chromosomalen Abschnitten. AulRerdem wurden ebenfalls
rekurrente sekundére Veranderungen identifiziert. Die —17/del(17p) konnte in drei von funf
Fallen identifiziert werden, (-17 bei MCL1d, i(17q) bei MCL3b-c, der(8;17) bei MCL5b-f).
Die anderen rekurrenten sekundéren Veranderungen kamen jeweils in zwei der flnf Félle vor.
Im Folgenden sind die rekurrenten sekunddren Veranderungen bei den MCL-Rezidiven
genannt: del(6q) (MCL1d aufgrund einer add(6qg), MCL2b), Zugewinne von 8q (+8 bei
MCL1d, +i(8qg) bei MCL5b—f), del(11g) (MCL2b, MCL4b) und das aus der Initialdiagnose
bekannte derivative Chromosom 1 [der(1)] mit den Translokationspartnern Chromosom 17
bei MCL1a und Chromosom 12 bei MCL5a (siehe Tabelle 7).

39



Tabelle 7: Tabelle der rekurrenten chromosomalen Verdnderungen bei MCL zum Zeitpunkt der
Rezidive

Fall der(1) del(1p) | del(6g) |+8g | del(11q) | —17/del(17p) komplex
(g31-g32)

MCL1lb-d | + + + + _ + "

MCL2b - — + — + - +

MCL3b-c — — — - — + +

MCL4b — - - — + - n

MCL5b—f | + + - + + +

Das ,,der(1)* bedeutet derivatives Chromosom 1; ,,del(1p)* partieller Verlust von 1p; ,,del(6q)* bedeutet Deletion in 6q;
8¢ bedeutet Zugewinn von Chromosom 8 oder 8q; ,, —17/del(17p)« partieller Verlust von 17p oder Monosomie 17; die
jeweilige Veranderung war bei + nachweisbar; — nicht nachweisbar.

Nachfolgend sind die nicht rekurrenten genetischen Aberrationen bei den Rezidiven einzelnd
aufgefiihrt.

Bei MCL1 wurden zwei der nachfolgenden Einsendungen als normal gewertet im Sinne einer
Remission (MCL1b—c). Bei MCL1d konnten die bekannten der(1) und der(5) sowie die
del(6g) von der Diagnoseeinsendung wieder erkannt werden. Zusatzlich zeigte sich eine
unvollstandige Polyploidisierung des aberranten Klons mit Zugewinnen aller Chromosomen
bis auf die Chromosomen 8, 9, 13 und 17, die in diesem Fall als Verlust der Chromosomen zu
werten ist. Es konnte eine Deletion in beiden 3p Armen [del(3p)/add(3p)] und in 4q [del(4q)]
nachgewiesen werden. Alle Veranderungen sind in Tabelle 8 dargestellt.

Bei MCL2b konnte zu den bei der Diagnose identifizierten Aberrationen ein Verlust in 1q
[del(1q)] aufgrund einer strukturellen Veranderung mit Zugewinn von Material unbekannter
Herkunft distal im langen Arm eines Chromosoms 1 detektiert werden (add(1)(g21)).

Es wurden bei MCL3b ein Isochromosom 17q und bei MCL3c eine unbalancierte
Translokation zwischen Chromosom 8 und 17 [der(8;17)], die in beiden Fallen zum Verlust
von 17p gefuhrt hat, nachgewiesen. Das der(8;17) trat als zusétzliches Chromosom hinzu
[+der(8;17)] und flhrt somit zu einem Zugewinn von 8q und 17q. Ein Karyogramm von
MCL3b ist in Abbildung 11 zu sehen.
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Abbildung 11: Karyogramm MCL3b mit dem Karyotyp nach ISCN—2013: 45,XY,-3,
t(11;14)(913;932),i(17)(g10).

Bei MCL4b konnten zusatzlich zu den urspriinglichen Aberrationen folgende Aberrationen
identifiziert werden: Eine balancierte Translokationen zwischen den Chromosomen 1 und 2
[t(1;2)(g;0)] und 5g und 10p [t(5;10)(qg;p)], eine unbalancierte Translokation mit einem
derivativen Chromosom 4, am ehesten aus einer Translokation zwischen den homologen
Chromosomen 4 [der(4)t(4;4)], eine del(9q), del(13q) und ein —X sowie eine zuséatzliche
Kopie des der(14)t(11;14)del(11). Bei MCL5 gab es insgesamt sechs Einsendungen, dabei
hatten die Einsendungen b, d und e einen normalen Karyotypen im Einklang mit einer
Remission der Erkrankung. Bei der Einsendung MCL5c fand sich ein chromosomal
aberranter Karyotyp, der im Vergleich zum Karyotyp der Initialdiagnose keine neuen
Aberrationen, sondern weniger Veranderungen als bei der Diagnose aufwies. In der letzten
Einsendung, MCL5f, waren die gleichen Aberrationen wie in dem Hauptklon bei Diagnose zu
identifizieren. Hinzu kam eine Monosomie 11, Verlust des derivativen Chromosoms
der(11)t(11;14), ein zusatzliches Markerchromosom, sowie ein i(8)(q10), das auch in einem
Subklon bei Diagnose und beim ersten Rezidiv vorhanden war. Ein Karyogramm von MCL5f
und FISH Analysen von MCL5c, auch an einer Metaphase, sind in Abbildung 12 gezeigt
(Abbildung 12A-E, néchste Seite).

41



Abbildung 12: A: Karyogramm MCL5f  mit  dem Karyotyp nach ISCN—2013:
44, XX,der(1)del(1)(p13)t(1;12)(q21;p12),1(6;10)(q21;p12),der(8)t(1;8)(p31~32;914),+i(8)(q10),der(8;17)(q10;q
10),del(9)(p13),t(11;14)(q13;932),—11,der(12)t(1;12),—der(11)t(11;14)(q13;932),—marl; B: FISH an Metaphase
von MCL5c¢ mit einer MYC—BAP Sonde. Die Zellen zeigen Fusionssignalen fir das MYC—Gen (es liegt kein
Bruchereignis innerhalb des MYC—Gens vor). Die Region 8qg24 liegt aufgrund der zwei Chromosomen 8 und des
zuséatzlichen i(8)(q10) vier Mal vor; C: DAPI-Farbung der Metaphase von Abbildung 12B, in der zwei
Chromosomen 8 und das Isochromosom 8 zu sehen sind; D: FISH von MCL5c zum Nachweis der
t(11;14)/CCND1-IGH. Normale Zellen wirden 2 getrennte Hybridisierungssignale fiir das CCND1- (rot) und
IGH-Gen (griin) aufweisen. Die auf dem Bild dargestellten Zellen weisen 2 Fusionssignale auf, die zu den
der(11) und der(14) aus der t(11;14)/CCND1—-IGH korrespondieren. AuRerdem sind ein grines Signal (IGH—
Locus) und ein rotes Signal (CCND1—Gen) auf den nicht in der t(11;14)/CNND1-IGH beteiligten
Chromosomen 11 und 14 zu sehen.; E: FISH von MCL5c mit einer lokusspezifischen DNA-Sonde fir das
TP53-Gen (grin) und einer Kontrollsonde fir den MPO-Locus (rot). Die abgebildete Zelle zeigt zwei rote
Signale fur die Kontrollsonde, das MPO-Gen und ein einziges Hybridisierungssignal fir die grine Sonde
(TP53-Gen), das auf eine Deletion des TP53-Gens hindeutet.
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4.1.4. Vergleich der rekurrenten sekundaren Aberrationen bei Diagnose und Rezidiv

Zu den rekurrenten sekundaren Veranderungen, die in allen Einsendungen bestatigt werden
konnten, zahlten das derivative Chromosom 1 [der(1)] mit dem Bruchpunkt in der Region
1931-q32, die del(6q) und die -17/del(17p).

Bei Diagnose konnte eine rekurrente sekundére Veranderung identifiziert werden, die bei den
Rezidiven nicht mehr zu finden waren. Dies war die del(2q).

Bei den Rezidiven sind als rekurrente sekundare Veranderungen ein Zugewinn von 8q und
eine del(11qg) hinzugekommen. Die —17/del(17p) konnte bei den Rezidiven bestatigt und in
einem weiteren Fall identifiziert werden. In MCL1 konnten beim Rezidiv viele numerische
Veranderungen im Sinne von zugewonnen Chromosomen gesehen werden. Bei MCL1 kommt
zusatzlich eine del(3p), eine add(3p) und eine add(4q) hinzu. Bei MCL2 konnte beim Rezidiv
zusatzlich eine add(1q) identifiziert werden. Bei MCL3 kommt beim 1. Rezidiv ein i(17) und
beim 2. Rezidiv im Subklon eine unbalancierte Translokation der(8;17) mit einer zusétzlichen
Kopie des der(8;17) hinzu. Bei MCL4 kommen viele verschiedene Veranderungen, wie die
balancierten Translokationen t(1;2) und t(5;10) sowie die Deletionen del(13q) und del(9q),
hinzu. Bei MCLS5 ist von dem Subklon der Diagnose nur eine Aberration, die i1(8q), zu finden.
Es ist davon auszugehen, dass die i(8) bei Diagnose bereits in einem Subklon war, der nicht

identifiziert werden konnte. Zudem kommt es zu einem Verlust der beiden Chromosomen 11.

4.1.5. Komplexitatsvergleich zwischen Diagnose und Rezidiv

Bei den analysierten MCL konnte bei Diagnose bei 3/5 (60%) der Féalle ein komplexer
Karyotyp nachgewiesen werden, beim 1. Rezidiv in 4/5 (80%) der Félle, beim 2. Rezidiv in
2/2 (100%) der Félle. Die durchschnittliche Anzahl der chromosomalen Veranderungen
betrdgt 8 bei Diagnose, 11 beim 1. Rezidiv und 8 beim 2. Rezidiv. Es ist eine
Komplexitatszunahme in vier von den finf Fallen zu sehen. Eine statistische Signifikanz der
Zunahme der chromosomalen Aberrationen bei den MCL konnte bei den vorhandenen fiinf
Fallen nicht nachgewiesen werden (p—Wert: 0,2785). Die Komplexitét ist Ubersichtlich in der
Abbildung 13 dargestellt.
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Abbildung 13: MCL Komplexitét bei Diagnose (ein Punkt steht fur einen Fall), beim 1. Rezidiv (ein Ké&stchen

steht fir einen Fall) und beim 2. Rezidiv (ein Dreieck steht fiir einen Fall), ZP bedeutet Zeitpunkt, p=NS
bedeutet p statistisch nicht signifikant.
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Tabelle 8: (Molekulare) Zytogenetik MCL mit Konsensus—Karyotypen aus den Chromosomen—Bénderungs— und FISH—Analysen

Fall A | G | Biopsie | Zeit* | O Karyotyp und FISH' K
B 44~45,XY ,der(1)inv(1)(p13g32)del(1)(p21p31)t(1;17)(q31;q12),del(2)(p12),+4,der(5)t(5;7)(931;911),add(6)(92?2),~7,t(11;14)(q13;932),—

MCLla | 41 M | Diagnose pKM 13,der(17)?t(1;17)(g31;912),-17[cp10]/44~45,idem,der(14)t(11;14)t(11;19)(q13;913),der(19)t(11;19)[3].nuc ish 11g13 (CCND1 X 3), 14g32 | 12
(IGH X 3)(CCND1 con IGH X 2)

MCL1b +4W KM | 46,XY[18]

MCL1c +16 W KM | 46,XY[15]

MCL1d Rezidivl +31W KM 76-82,XXY,+1,der(1)inv(1)(p13g32)del(1)(p21p31)t(1;17)(g31;q12) X 2,+2,add(3)(p11),del(3)(p14),+4,add(4)(q34),+5X 2, 27
der(5)t(5;7)(q31;911), +6,add(6)(q2?2),+7,—8,-9,+10,+11,t(11;14)(913;932) X 2,+ 12,-13,+16,-17,+19 X 2,+20,+21,+22,+2mar[cp5]/46,XY[4]

MCL2a | 57 M | Diagnose LK 45,XY,der(2)deI(2)(p14p16)t(2;3)(q36;q13),del(6)(q23),t(8;9)(q22;g21),add(10)(p14),t(11;14)(q13;q32),de|(11)(q14;q23),del(12)(p12), 11
?del(14)(922931,add(15)(p13),~18,add(21)(p13)[11]/46,XY[2].nuc ish 11913 (CCND1 X 3), 14932 (IGH X 3)(CCND1 con IGH X 2)
45,XY,der(2)del(2)(p14p16)t(2;3)(q36;913),del(6)(923),t(8;9)(g22;921),add(10)(p14),t(11;14)(q13;q32),del(11)(q14;q23),del(12)(p12),

MCL2b Rezidiv +40W KM | ?del(14)(q22g31),add(15)(p13), —18,add(21)(p13)[12]/45,XY idem,add(1)(q21)[7].nuc ish 11g13 (CCND1 X 3), 14932 (IGH X 3)(CCND1 | 12
con IGH X 2)

MCL3a | 82 M | Diagnose pB 46,XY,t(11;14)(q13;932)[11]/46,XY[9].nuc ish 1113 (CCND1 X 3), 14932 (IGH X 3)(CCND1 con IGH X 2) 1
46,XY, t(11;14)(q13;G32)[16]/46,XY,idem,i(17)(q10)[2]/46,XY[2].nuc ish 11g13 (CCND1 X 3), 12q13 (CHOP X 2), 13q14 (RB1 X 2),

MCL3b Rezidiv | +43W pB 1432 (IGH X 3, IGH prox X 2, IGH dist X 2), 17 (TP53 X 2, CEP17 X 2), 18¢21 (BCL2 X 2), CCND1 con IGH X 2)(IGH prox sep IGH | 2
dist X 1)

AT 46,XY,1(11;14)(q13;932)[12]/46,XY,idem,i(17)(q10)[5]/46,XY,idem,der(8;17)(q10;q10),+der(8;17)[2].nuc ish 11913 (CCND1 X 3), 1432

MCL3e Rezidiv il | a7w | pB | oXYULIAGIS 2 X (17)(QL0)[E] (8:17)(q10;10), +der(8;17)[2] a13 ( ). 14632 | ,

MCL4a | 69 | M | Diagnose pB | 45XV, t(11;14)(q13;032)[2]/46,XY[18].nuc ish 1113 (CCND1 X 3), 14g32 (IGH X 3) (CCND1 con IGH X 2) 2
46,X,-Y,1(1;2)(q21~22;932),t(5;10)(q14;p13~14),del(9)(q12032~33),der (11)t(11;14)(q13;q32),der(14)t(11;14)del (11)(q14024),

MCL4b Rezidiv +101W 0B +der(14)t(1l;14)de|(11)(q14q24),del(lS)(q14q21)[5]/45,idem,—X[5]/45,—X,—Y,der(4)t(4;?4)(p16;q12),t(5;10)(q1f1;p13~14), 10
del(9)(912g32~33),der(11)t(11;14)(q13;932),der(14)t(11;14)del(11)(q14q24),del(13)(q14921)[3]/46,XY[2].nuc ish 1113 (CCND1 X 3),
14¢32 (IGH X 3), 17 (TP53 X 2, CEP17 X 2)(CCND1 con IGH X 2)
45,XX,der(1)del(1)(p13)t(1;12)(q31;p12),t(6;10)(g21;p12),der(8)t(1;8)(p31~32;024),der(8;17)(q10;910),del(9)(p13),t(11;14)(g13;932),

MCL5a | 72 W | Diagnose KM der(lZ)(t(l;12)[6]/46,XX,idem,inv(2)(p22;q37),de|(2)(p13),de|(4)(q25),add(7)(q11),+i(8)(q10),—17,+r[12]/46,XX[3].nuc ish 11 (CCND1 X 3, 14
CEP11 X 2, ATM X 2), 12q13 (CHOP prox X 2, CHOP dist X 2), 13q14 (D13S319 X 2, D13S25 X 2), 14932 (IGH x 3, IGH prox X 2, IGH
dist X 2), 17 (TP53 X 1, MPO X 2), 18921 (BCL2 X 2)(IGH con CCND1 X 2)(IGH prox sep IGH dist X 1)

MCL5b +25 W 46,XX[15].nuc ish 1113 (CCND1 X 2), 14q32(IGH X 2), 17 (TP53 X 2, MPO X 2)
45,XX,der(1)del(1)(p13)t(1;12)(q21;p12),t(6;10)(g21;p12),der(8)t(1;8)(p31~32;q14),der(8;17)(q10;q10),del(9) (p13),t(11;14)(q13;932),

MCL5c Rezidiv | +88W KM | der(12)t(1;12)[3]/46,idem,+i(8)(q10)[2]/46,XX[14].nuc ish 1113 (CCND1 X 3), 14932 (IGH X 3), 17 (TP53 X 1, MPO X 2)(CCND1 con | 8
IGH X 2)

MCL5d +100W | KM | 46,XX[20].nuc ish 1113 (CCND1 X 3), 14g32 (IGH X 3), 17 (TP53 X 1, MPO X 2)(CCNDL1 con IGH X 2)

MCL5e +115W | KM | 46,XX[3].nuc ish 11g13 (CCND1 X 2), 1432 (IGH X 2), 17 (TP53 X 2, MPO X 2)
46,XX,der(1)del(1)(p13)t(1;12)(g21;p12),t(6;10)(g21;p12),der(8)t(1;8)(p31~32;q14),+i(8)(q10),der(8;17)(q10;910),del(9)(p13),t(11;14)(q13;

MCL5f Rezidiv 11 +128W KM 032),-11,der(12)t(1;12),+mar1[6]/44,XX,idem,—der(11)t(11;14)(q13;932),—mar1[3]/46,XX[9].nuc ish 11g13 (CCND1 X 4), 14932 (IGH X | 12

3), 17 (TP53 X 1, MPO X 2)(CCNDL1 con IGH X 1)

A, Alter bei Diagnose (in Jahren); G, Geschlecht; M, mannlich; W, weiblich; ,,*< und ,,+” entspricht Zeiten von der initialen klinischen/zytologischen Diagnose bis zu den einzelnen

Einsendungen; W, Wochen; O, Organ; K, Karyotyp—Komplexitdt, entspricht der Anzahl der Aberrationen. Nummer in den eckigen Klammern entspricht der Nummer der analysierten
Metaphasen. Fir die Leserlichkeit sind Haupt— und Subklone hintereinander geschrieben.
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4.2. Zytogenetische und FISH Analyse bei BL Patienten

4.2.1. Demographische Daten und Berechnung des progressionsfreien Intervalls von

Diagnose bis zum Rezidiv bei BL

Es wurden finf Falle mit der Diagnose eines BL in dieser Arbeit eingeschlossen, die die
Einschlusskriterien nach Kapitel 2.1 erflllt hatten. Bei drei der finf BL Falle konnten
aberrante Karyotypen von zwei Zeitpunkten analysiert werden. Bei zwei BL—Patienten
konnten aberrante Karyotypen von drei unterschiedlichen Zeitpunkten untersucht werden.
Von den BL stammen vier Félle von mannlichen Kindern (Altersspanne: 4-12 Jahre,
Durchschnittsalter 8,5 Jahre) und einer von einem 44 Jahre alten mé&nnlichen Erwachsenen.
Die durchschnittliche progressionsfreie Zeit von der Diagnose bis zum ersten Rezidiv lag bei
30 Wochen (Minimum: 17 Wochen, Maximum 57 Wochen). Die Intervalle zum zweiten
Progress von Diagnose betrugen 21 Wochen und 63 Wochen. Alle Kinder hatten ein Rezidiv
innerhalb eines Jahres nach Diagnosestellung und starben innerhalb von zwei Jahren nach
Diagnosestellung (siehe Tabelle 12 und 13).

4.2.2. ldentifikation sekundarer genetischer Veranderungen bei der Diagnose von BL

Die BL Falle in der vorliegenden Arbeit wiesen die fir die BL pathognomonische
Translokation t(8;14)/MYC-IGH oder die variante Translokation t(8;22)/MYC-IGA auf. In
drei der funf BL Falle (60%) konnte eine t(8;14)/MYC-IGH Translokation und in einem Fall
(20%) die t(8;22)/MYC—-IGA nachgewiesen werden. Die Translokation t(2;8)(p11;q24)/MYC—
IGk, die ebenfalls fur BL typisch ist, jedoch sehr selten ist, wurde in den hier untersuchten
Fallen nicht festgestellt.

Die Translokation t(8;14)/MYC-IGH bzw. die t(8;22)/MYC-IGA wurden mittels der
Chromosomen—Banderungsanalyse detektiert. Auferdem wurden spezifische Sonden fir
MYC- und IGH- bzw. 1GA-Gene zum Nachweis der Translokation t(8;14)/MYC—-IGH bzw.
t(8;22)/MYC-IGA mittels FISH angewendet (siehe Abbildung 14). Die Translokation
t(8;14)/MYC-IGH konnte erwartungsgemal bei den drei, mittels der Chromosomen—
Banderungsanalyse untersuchten BL-Fallen bestatigt werden. Die Translokation
t(8;22)/IMYC-IGA beim Fall BL2 konnte mittels FISH aufgrund von keinem vorhandenen
Material nicht bestétigt werden (Tabelle 9). Alle verwendeten Sonden sind in Kapitel 2.2.2 zu
finden. Die Konsensus—Karyotypen der Chromosomen—Banderungsanalysen und die FISH-

Untersuchungen aller Falle sind in Tabelle 12 dargestellt.
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Tabelle 9: Darstellung der FISH Ergebnisse zum Nachweis der t(8;14)/MYC—IGH bzw. t(8;22)/MYC-
IGA bei den untersuchten BL zum Zeitpunkt der Diagnose

Fall MYC con IGH MYC con IGA
BLla + /
BL2a / /
BL3a n.a. /
BL4a + /
BL5a Unauffalliger Karyotyp
Die Translokation war bei ,,+“, nachweisbar; ,, —, nicht nachweisbar; n.a., nicht auswertbar; ,,/*, nicht durchgefiihrt, da

nicht notwendig oder kein Material mehr vorhanden

Abbildung 14: : Reprasentatives Bild einer FISH—Analyse zum Nachweis der t(8;14)/MYC—IGH mit DNA-
Sonden fir das MYC-Gen (rot) und den IGH-Locus (grin) beim Fall BL4. Normale Zellen wirden zwei
getrennte Hybridisierungssignale fiir das MYC- und IGH-Gen aufweisen. Die auf dem Bild dargestellte Zelle
zeigt zwei Fusionssignale, die den derivativen Chromosomen 8 und 14 aus der t(8;14)/MYC-IGH zuzuweisen

sind. Auferdem sind ein griines Signal (IGH—Locus) und ein rotes Signal (MYC—Gen), der nicht in
t(8;14)/MYC-IGH beteiligten Chromosomen 8 und 14 zu sehen.

Bereits zum Zeitpunkt der Initialdiagnose konnten zusatzlich zu der Translokation
t(8;14)/MYC-IGH bzw. t(8;22)/MYC-IGA sekundédre Aberrationen in zwei der finf
analysierten Falle nachgewiesen werden, aber keine dieser sekundaren Veranderungen trat als
rekurrente Verénderung auf (BL2 und BL3). Bei den Féllen BL1 und BL4 konnten keine
sekundaren Veranderungen gefunden werden, bei BL5a konnte ein unauffélliger Karyotyp
festgestellt werden. Ein Karyogramm von BL2a ist in Abbildung 15 gezeigt.

Es konnte eine numerische Aberration und eine strukturelle Aberration (unbalancierte
Translokation) in den Féllen identifiziert werden. Ein komplex aberranter Karyotyp mit drei
oder mehr chromosomalen Aberrationen in einer Zelle konnte in keinem der funf Félle
identifiziert werden. Es konnte eine unbalancierte Translokation im Fall BL2a, ein derivatives
Chromosom 6 aus einer unbalancierten Translokation zwischen den Chromosomen 1qg und 6q
[der(6)t(1;6)], das zu einem Zugewinn von 1q und 6q fiihrt und eine numerische Aberration

im Fall BL3a, eine Trisomie 12, nachgewiesen werden.
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4.2.3. ldentifikation sekundéarer genetischen Veranderungen beim Rezidiv von BL

Die t(8;14)/MYC-IGH bzw. t(8;22)/MYC—-IGA konnte bei allen untersuchten BL Rezidiven
bei vorhandenem Material mittels der Chromosomen—Banderungs— und der FISH-Analyse

nachgewiesen werden (Tabelle 10).

Tabelle 10: Darstellung der FISH Ergebnisse zum Nachweis der t(8;14)/MYC-IGH bzw.
t(8;22)/IMYC-IGA und TP53 bei den untersuchten BL zum Zeitpunkt der Rezidive

Fall MYC con IGH MYC con IGA TP53
BL1b + — +
BL1c + / /
BL2b — + /
BL3b + — /
BlL4c / / /
BL5b / / /
BL5c + / /
BL5d + / /
Die Translokation war bei ,,+*, nachweisbar; ,.—, nicht nachweisbar; ,,/“, nicht durchgefiihrt, da nicht notwendig oder kein

Material mehr vorhanden

Anders als bei den Initialdiagnosen konnten bei den Rezidiven bei allen Féllen sekundéare
genetische Verdnderungen zu der (8;14)/MYC-IGH bzw. t(8;22)/MYC-IGA identifiziert
werden. Ein komplex aberranter Karyotyp konnte in allen Fallen nachgewiesen werden. Es
konnten insgesamt zwei unbalancierte Translokationen identifiziert werden. Bei den BL

Rezidiven konnten von 0-3 numerische Aberrationen und 1-10 strukturelle Aberrationen

nachgewiesen werden.

Abbildung 15: Auf der linken Seite das Karyogramm von BL2b mit Karyotyp nach ISCN—-2013:
47,XY,der(6)t(1;6)(q21;q14),1(8;22)(q24;911),+der(8)t(8;22)(q24;q11). Auf der rechten Seite das Karyogramm
von BL4c mit Karyotyp nach ISCN—2013: 46,XY, dup(1)(g2?3q11),t(8,14)(q24,932), add(13)(p10).

Die hdufigsten rekurrenten sekundéren Veranderung bei BL waren ein Zugewinn im langen
Arm von Chromosom 1 in drei der analysierten funf Falle (BL2b, BL4c und BL5b-d)

(Abbildung 15) und Deletionen in 11q [del(11qg)] (BL1b—c, BL3b und BL5d) sowie eine del
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(17p) (BL5d, add(17p) in BL1b—c und BL4c) die auch in jeweils drei der finf Falle
identifiziert wurden (Tabelle 11). Eine Trisomie 21 (BL1b und BL3b), ein Verlust in 12 q
aufgrund einer add(12qg) (BL3b und BL5b-d), eine del(2p) (BL5d, add(2p) in BL3b) sowie
eine del(13qg)(BL5d, add(13q) in BL3b) konnten in jeweils zwei der finf Félle identifiziert
werden. In zwei der flinf Falle konnte ein Bruchpunkt in 6q erkannt werden (del(6q) in BL1c,
unbalancierte Translokation der(6)t(1;6)(qg;q) in BL2) (Tabelle 11).

Tabelle 11: Tabelle der rekurrenten chromosomalen Verdnderungen bei BL zum Zeitpunkt der
Rezidive

Fall +1q —6q —11q —12q -13q -17/del(17p) | +21 komplex

BL1b—c + + - - + +

BL2b

BL3b

I+ [+

BL4b—c +

++ ||+ [+

n
n
n
n

+| [+
+| [+
+| [+

BL5b-d + -

Ubersicht iiber die chromosomalen Verinderungen bei BL bei den 5 Fillen bei den nachfolgenden Einsendungen. ,+1q°
beinhaltet Zugewinne in 1q; ,—6q"“, partieller Verlust von 6q; ,,—11q*, partieller Verlust von 11q; ,—12q", partieller Verlust
von 12q; ,—13q“ partieller Verlust von 13q; ,—17p“, partieller Verlust von 17p; ,,+21%, Trisomie 21; die jeweilige
Veranderung war bei ,,+“ nachweisbar; ,, — nicht nachweisbar.

Im Folgenden sind die genauen Verdnderungen der einzelnen BL aufgefiihrt. Bei BL1b—c trat
zusétzlich zu den oben beschriebenen sekundaren rekurrenten Veranderungen als sekundare
Veranderungen eine Monosomie 6, eine Trisomie 7 sowie Deletionen in 15p, 20q und 22q
auf. Bei BL2b ist zusatzlich zu den Verdnderungen bei Diagnose ein Zugewinn des
derivativen Chromosoms 8 aus der t(8;22)/MYC—-IGA identifiziert worden.

Bei BL3b konnten als einzelne sekundére Verénderungen eine Monosomie 15, eine +12
sowie Deletionen in 3g, 99 und 18p identifiziert werden. Bei BL4c konnte als einzelne
sekundare Veranderung eine del(13p) durch ein add(13p) identifiziert werden. Zudem konnte
eine sekundare I1G-Translokationen durch eine t(2;14)(p14;932) nachgewiesen werden. Bei
BL5b—d trat eine +1, eine Monosomie 12 und 16 sowie Deletionen in 13q, 15q, 16g und 18q
auf. Zudem war ein derivatives Chromosom 12 [der(12)add(12p)add(12g24)] sowie eine
unbalancierte Translokation durch ein unbekanntes derivatives Chromosom aus einer

Translokation mit Chromosom 3 zu identifizieren.

4.2.4. Vergleich der rekurrenten sekundaren Aberrationen bei Diagnose und Rezidiv

Bei den BL bei Diagnose konnten nur einzelne sekundéare Veranderungen gefunden werden
und lediglich bei zwei Féllen, daher konnten rekurrente sekundédren Veranderungen nur bei
den Rezidiven identifiziert werden. Bei den Rezidiven konnten als hdufigste rekurrente

sekundare Verénderungen ein Zugewinn im langen Arm von Chromosom 1, eine del(11q)
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und eine —17/del(17p) identifiziert werden. Die —17/del(17p) und die del(11q) waren bei
Diagnose in keinem Fall identifiziert worden Es traten zudem als rekurrente sekundare
Veranderungen eine Trisomie 21 eine del(12q), eine del (2p) und eine del(13q) auf. Es konnte
ein Bruchpunkt in 6q als rekurrente sekundére Aberration erkannt werden. Bei den Rezidiven
waren die folgenden sekundaren Verénderungen zu identifizieren: eine Monosomie 6, 12, 15
und 16, eine Trisomie 1, 7 und 12, del(3q), del(9q), del(13p), del(13q), del (15p), del(15q),
del(16q), del(18p), del(18q), del(20q), del(22p) und die t(8;22)/MYC-IGA als zusétzliches
Chromosom. Es wurde ein derivatives Chromosom 12 [der(12)add(12p)add(12924)] sowie
eine unbalancierte Translokation durch ein unbekanntes Derivat mit einer Translokation mit
Chromosom 3 identifiziert werden. Zudem konnte eine sekundare 1G—Translokationen durch

eine t(2;14)(p14;932) nachgewiesen werden.

4.2.5. Komplexitatsvergleich zwischen Diagnose und Rezidiv

Bei den BL konnte bei Diagnose in keinem Fall (0/5, 0%) ein komplexer Karyotyp
nachgewiesen werden. Beim Rezidiv zeigten alle finf Félle (5/5, 100%) einen komplexen
aberranten Karyotypen. Die durchschnittliche Anzahl der Verénderungen betrdgt 1 bei
Diagnose, 6 beim 1. Rezidiv und 12 Aberrationen beim 2. Rezidiv (siehe Abbildung 16). Eine

statistische Signifikanz der Zunahme der chromosomalen Aberrationen bei den BL konnte bei
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den vorhandenen funf Fallen nicht nachgewiesen werden (p—Wert: 0,1250).

Abbildung 16: BL Komplexitét bei Diagnose (ein Punkt steht fur einen Fall), 1. Rezidiv (ein Késtchen steht fur
einen Fall) und 2. Rezidiv (ein Dreieck steht fiir einen Fall). ZP, Zeitpunkt; p=NS, statistisch nicht signifikant.
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Tabelle 12: Molekulare Zytogenetik der Burkitt Lymphome mit Konsensus—Karyotypen aus den Chromosomen—Béanderungs— und FISH-Analysen

Fall | A | G | Biopsie Zeit* Organ | Karyotyp und FISH' K

BLla 7 M Diagnose Pleura 46,XY,1(8;14)(924;932)[1].nuc ish 8924 (MYC x 3),14932 (IGH X 3)(MYC con IGH X 1~2) 1

BL1b Rezidiv 11t +57W LK 47,XY|add(_1)(q22),+7,t(8;14)(q24;q32)|del(ll)(q22q23),add(l7)(p11),add(20)(q12),add(22)(p10)[9]/47,sl,add(15)(p11)[6]/48,sl, 9
+21[2].nuc ish 8924 (MYC X 3~5), 14932 (IGH X 3~5), 17 (TP53 X 1, MPO X 2), 22911 (IGA X 3)(MYC con IGH X 2~4)

BLic Rezidiv Il +63W Tumor® 47,XY add(1)(q22),+7,t(8;14)(924;032),del(11)(q22923),add(17)(p11),add(20)(q12) add(22)(p10), add(15)(p11)[2]/46,51,-6[5]/47, 11
sl,del(6)(q11)[2]/47,sl,del(6)(g21~22)[5].nuc ish 8g24 (MYC X 3), 14932 (IGH X 3), 18921 (BCL2 X 2)(MYC con IGH X 2)

BL2a 12 M Diagnose KM 46,XY,der(6)t(1;6)(921;914),t(8;22)(q24;911)[4]/46,XY[25] 2

BL2b Rezidiv | +30W PB 47,XY,der(6)t(1;6)(q21;q14),t(8;22)(q24;911),+der(8)t(8;22)(g24;911)[8]/46,XY[4].nuc ish 8924 (MYC X 3~4), 14932 (IGH X 3

2), 22911 (IGA X 3)(MYC con IGA X 2-3)

BL3a |11 | M | Diagnose KM 46,XY,1(8;14)(024;q32)[3]/47, XY 1(8;14)(q24;G32), +12[7]/46,XY[6] 2

47,XY,add(3)(g13),t(8;22)(922;q12),t(8;14)(q24;q32),+12,add(12)(q24)[11]/46,XY,add(2)(p11),t(8;22)(922;q12),

BL3b idivi” +2TW KM 1(8;14)(q24;932),add(9)(q34),der(11)del(11)(p12)del(11)(q23),add(13)(q11),~15,add(18)(p11),+21[10].nuc ish 8g24 (MYC X2), 12

sl 13q14 (D13S319 X 2, D13S25 X 2), 14932 (IGH X 2), 22q12 (IGL X 2, IG prox X 2, IGA dist X 2)(MYC con IGH X 1)(IGA

prox sep IGA dist X 1)
BL4a 44 M Diagnose KM zllf,XY,t(S;14)(q24;q32)[2]/46,XY[13].nuc ish 8924 (MYC X 3),14932 (IGH X 3)(MYC con IGH X 2)(IGH prox sep IGH dist X 1
BL4b KM 46,XY[20]
. 46,XY,dup(1)(923911),t(8;14)(q24;932)[9]/46,XY ,idem,add(13)(p10)[5]/46,XY idem,t(2;14)(p14;q32).add(17)(p13)[2].nuc  ish

Bldc Progression | +24W KM 1g23.1 (IRTAL/2 prox X 3 IRTAL/2 dist X 3) S
BL5a Diagnose KM 46,XY[17]
BL5b 4 M Rezidiv | 18w KM g)G,XY,|nv(1)(p13q41),t(8;14)(q24;q32),add(12)(q24)[1]/46,XY[27].nuc ish 8924 (MYC X 3), 14932 (IGH X 3)(MYC con IGH X 3
BL5c Blastenkrise +21W KM 46,XY,inv(1)(p13g41),t(8;14)(q24;q32),add(12)(g24),add(15)(q22)[4]/46,XY[17].ish t(8;14)(IGH dist+;IGH prox+,IGH dist-). 4

nuc ish 8g24 (MYC X 3), 14932 (IGH X 3)(MYC con IGH X 2)

Pleura [2] 46,XY,1(8;14)(q24;932),add(2)(p22),der(12)add(12)(p13)add(12)(g24),add(16)(q24),del(17)(p12),add(18)(ql2)[cp2]/46,XY[17]
45,XY,+1,inv(1)(p13q41),del(2)(p12),t(8;14)(q24;q32),del(11)(q14),~12,~16,del(17)(p12),add(18)(q12)[cp2]/45,XY,

BL5d Rezidiv Il +32W t(8;14)(q24;q32),der(12)add(12)(p13)add(12)(q24),~16,del(17)(p12),add(18)(q12),der(?)t(?;3)(2;q1 3)[2]/42~47,sl,add(2) (p22) 15
KM [12] [cp3]/46~48,t(8;14)(q24;932),der(12)add(12)(p13)add(12)(g24),add(16)(g24),del(17)(p12),add(18)(ql2)[cp2]/45~46,sI2,
add(2)(p22)[2]/42~45,s12,add(2)(p22),del(13)(q14921)[cp3]/46,XY[3].nuc ish 8g24 (MYC X 3, MYC prox X 2, MYC dist X 2),
14q32 (IGH X3)(MYC prox sep MYC dist X 1)(MYC con IGH X 2)

A, Alter bei Diagnose (in Jahren); G, Geschlecht; M, ménnlich; W, weiblich; *,,+” entspricht Zeiten von der initialen klinischen/zytologischen Diagnose bis zu den einzelnen Einsendungen; W,

Wochen; K, Karyotyp—Komplexitét, entspricht der Anzahl der Aberrationen; Nummer in den eckigen Klammern entspricht der Nummer der analysierten Metaphasen. Fir die Leserlichkeit sind
Haupt— und Subklone hintereinander geschrieben; ,,* vom ersten Rezidiv ist keine Zytogenetik vorhanden; ,,¥" Tumorlokalisation ist Lunge/Pleura; ,," vom 2. Rezidiv ist keine Zytogenetik
vorhanden; ,,”" die initiale Knochenmarkseinsendung zur Zeit der klinischen und zytologische Diagnosestellung hatte einen nicht aberranten Karyotypen, vermutlich stellt dies einen
Probenentnahmefehler dar.
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Tabelle 13: Klinische Merkmale der padiatrischen Patienten mit einem BL der BFM—NHL Studien

Risiko

Fall |A |G |Studie |D Path | KM! | ZNS' | LDH! | Manifestationen® ST Rezidiv? Allo-SCT | Status
3 0 . PE, Aszites, Diinndarm, Rezidiv

BL1 |7 M NHL95 | BL BL 0% Nein 1199 terminales lleum, Colon R4 +16W/57W/63W Ja 9T
KM, Aszites, Rezidiv

BL2 |12 M NHL95 B-ALL NV 73% Nein 1368 mesenteriale LK, Colon, | R4 +30W Nein 13/T
Pancreas, zervikale LK
KM, Liquor, zervikale Rezidiv

BL3 |11 | M NHL95 | B-ALL | NV 90% Ja 5300 LK, submandibuldre LK, | R4 Ja 12/T
Milz +27W/ 37TW

BL5 |4 M NHL95 | B-ALL | NV 94% Nein 801 KM R3 Nein Ja 5/T

Fall, Fall entspricht dem Fall in Text und Tabellen. A, Alter; Der erwachsene Patient ist nicht in der Tabelle zu sehen. Alter, Alter bei Diagnose; G, Geschlecht; M, méannlich; W, weiblich;
Studie, entspricht der Studie, in die der Patient eingeschlossen war; D, Diagnose; BL, Burkitt—Lymphom; B-ALL, akute lymphoblastische B—Zell-Leuk&mie; Path, Pathologische
Neubegutachtung; NV, nicht vorhanden; KM, prozentuale Knochenmarksbeteiligung; ZNS,zentrales Nervensystem betroffen; LDH, Serum Lactat Dehydrogenase (U/l), die oberen normalen
Grenzwerte der verschiedenen Labore waren nicht vorhanden; PE,Pleuraerguss; LK, Lymphknoten; Risikogruppe entsprechend der BFM—NHL Risikoklassifikation; Status L, lebend; T, tot;
"Wertbestimmung erfolgte initial bei Diagnose; W, Wochen nach Diagnose; *Neubegutachtung des Materials des 3. Rezidives; “Neubegutachtung des Materials bei Diagnose
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4.3. Zytogenetische und FISH Analysen bei t(8;14)/MYC-IGH oder t(8;22)/MYC-
IGA positiven reifen B-Zell Lymphomen

4.3.1. Demographische Daten und Berechnung des progressionsfreien Intervalls von
Diagnose bis zum Rezidiv bei GZL und CLL

Es wurden zwei Félle mit der Diagnose GZL und ein Fall mit der Diagnose einer CLL in
diese Arbeit eingeschlossen, die alle Einschlusskriterien nach Kapitel 2.1 erfllt hatten. Bei
beiden GZL Féllen und dem CLL Fall konnten aberrante Karyotypen von zwei Zeitpunkten
untersucht werden.

Das Alter der zwei GZL Patienten betrug zum Zeitpunkt der Initialdiagnose 68 und 34 Jahre,
beide hatten weibliches Geschlecht (siehe Tabelle 16). Die progressionsfreie Zeit von der
Diagnose bis zum Rezidiv lag bei vier und 42 Wochen. Zum Zeitpunkt der Initialdiagnose
betrug das Alter des CLL Patienten 66 Jahre, méannliches Geschlecht. Das Intervall zum

ersten Rezidiv lag bei 182 Wochen.

4.3.2. ldentifikation chromosomaler genetischen Veranderungen bei der Diagnose von
t(8;14)/MYC-IGH oder t(8;22)/MYC-IGA positiven reifen B-Zell Lymphomen

In der vorliegende Arbeit wurden drei Félle eines reifen B—Zell Lymphoms mit einer
t(8;14)/MYC-IGH bzw. t(8;22)/MYC-IGA eingeschlossen und analysiert. Dabei handelte es
sich um zwei GZL Félle und einem CLL Fall. Die zwei GZL wiesen die Translokation
t(14;18)/BCL2-IGH auf, die typisch fir FL ist und die Translokation t(8;14)/MYC—IGH bzw.
die Translokation t(8;22)/MYC-IGA, die typisch fur BL ist. Die gleichzeitige Présenz der
Translokationen t(14;18)/IGH-BCL2 und t(8;14)/MYC-IGH bzw. t(8;22)/MYC-IGA deutet
daraufhin, dass es sich bei diesen beiden GZL um zwei DH handelt (siehe Kapitel 1.7 der
Einleitung). Der CLL Fall wies die t(8;14)/MYC-IGH auf.

Die t(14;18)/BCL2-IGH sowie die Translokationen t(8;14)/MYC—IGH bzw. t(8;22)/MYC—
IGA wurden mittels der Chromosomen-Banderungsanalyse detektiert. AuBerdem wurden
spezifische Sonden fir die MYC—-, IGH-, IGA- und BCL2-Gene zum Nachweis der
Translokation t(14;18)/BCL2-IGH und t(8;14)/MYC-IGH bzw. t(8;22)/MYC-IGA mittels
FISH angewendet. Die Translokationen konnten erwartungsgemal bei den beiden
untersuchten GZL Fallen und die t(8;14)/MYC-IGH bei dem CLL Fall bestatigt werden
(Tabelle 14). Alle verwendeten Sonden sind in Kapitel 2.2.2 zu finden. Die Karyotypen der
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Chromosomen—Bénderungsanalysen und die FISH-Untersuchungen aller Félle sind in
Tabelle 16 und 17 dargestellt.

Tabelle 14: Darstellung der FISH Ergebnisse zum Nachweis der t(14;18)/BCL2-IGH und
t(8;14)/IMYC—-IGH bzw. 1(8;22)/MYC-IGA bei den untersuchten GZL und CLL zum Zeitpunkt der
Diagnose

Fall BCL2 con IGH MYC con IGH MYC con IGA
GZL1la + + /
GZL 2a + — +
CLLla / + /
Die Translokation war bei ,,+“, nachweisbar; ,,—, nicht nachweisbar; ,,/“, nicht durchgefiihrt, da nicht notwendig oder kein

Material mehr vorhanden

Bereits zum Zeitpunkt der Initialdiagnose konnten bei den zwei GZL Fallen zusétzlich zu den
Translokationen t(14;18)/BCL2-IGH und t(8;14)/MYC-IGH bzw. (8;22)/MYC-IGA andere
chromosomalen Aberrationen nachgewiesen werden. Ein komplex aberranter Karyotyp wurde
in beiden Fallen nachgewiesen, allerdings war keine der chromosomalen Verdnderungen
rekurrent. Es konnten in GZL1a zwei numerische Aberrationen (+7 und +12) und eine
strukturelle Veranderung [del(22p)] identifiziert werden (Abbildung 17). In GZL2a konnten
vier numerische Aberrationen (+X, +8, +22 und —20) und zwei strukturelle VVeranderungen
(Duplikation in 1g und Isochromosom 6) nachgewiesen werden (Abbildung 17). Die Frage,
ob alle diese Veranderungen primar oder sekundar aufgetreten sind, kann Anhand der hier
erhobenen Daten nicht sicher beantwortet werden. Anders als bei BL und MCL, die

spezifische primére genetische Verdnderungen aufweisen, treten bei GZL und CLL

verschiedene Aberrationen auf, die ursachlich fir die Erkrankung sind (siehe Kapitel 1.7. und
1.8. der Einflihrung und 5.2.3. der Diskussion).

Abbildung 17: Karyogramme und Karyotypen nach ISCN—2013. Links, GZL1la: 48,XX,+7,
t(8;14;18)(q24,932;921),+12,add(22)(p13); Rechts, GZL2a: 48,XX,+X,dup(1)(q12q32),i(6)(p10),+8,
t(8;22)(924;911),t(14;18)(932;q21), —20,+22
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Zum Zeitpunkt der Initialdiagnose konnten ebenfalls zusétzlich zu der Translokation
t(8;14)/MYC—IGH in dem CLL Fall weitere chromosomalen Aberrationen im Rahmen eines
komplex aberranten Karyotyps nachgewiesen werden. In dem Fall CLL1a konnten zwei
strukturelle Veranderungen (Deletionen del(11q) und del(13q)), aber keine numerische
Aberration nachgewiesen werden. Bei diesem Fall ist die t(8;14)/MYC—IGH als sekundére
Veranderung aufgetreten, wie die Untersuchungen der Karyotypen zum Zeitpunkt des

Rezidivs gezeigt haben (siehe Kapitel 4.3.3.).

4.3.3. ldentifikation sekundéarer genetischer Verdnderungen beim Rezidiv von GZL
und CLL

Die t(14;18)/BCL2-IGH und die t(8;14)/MYC-IGH bzw. t(8;22)/MYC-IGA konnten auch bei
allen untersuchten GZL Rezidiven mittels der Chromosomen-Bénderungs— und der FISH-
Analyse bestatigt werden (Tabelle 15). Die t(8;14)/MYC-IGH konnte ebenfalls bei dem CLL-
Rezidiv mittels der Chromosomen-Bénderungs— und der FISH-Analyse bestatigt werden
(Tabelle 15).

Tabelle 15: Darstellung der FISH Ergebnisse zum Nachweis der t(14;18)/BCL2-IGH und
1(8;14)/IMYC—IGH bzw. t(8;22)/MYC-IGA bei den untersuchten GZL und CLL zum Zeitpunkt der
Rezidive

Fall BCL2 con IGH MYC con IGH MYC con IGA TP53
GZL1c + + / +
GZL2b + — + /
CLL1d / + / /
Die Translokation war bei ,,+, nachweisbar; ,, —, nicht nachweisbar; ,,/*, nicht durchgefiihrt, da nicht notwendig oder kein

Material mehr vorhanden

Bei den Rezidiven konnten wie bei der Initialdiagnose keine rekurrenten chromosomalen
Aberrationen zusétzlichen zu der t(14;18)/BCL2-IGH und t(8;14)/MYC-IGH gefunden
werden.  Einzelne chromosomale  Aberrationen, inklusive zwei unbalancierter
Translokationen, konnten identifiziert werden. Es konnten bei GZL1c vier numerische
Aberrationen und vier strukturelle Aberrationen identifiziert werden. Bei GZL2b konnten drei
numerische Aberrationen und eine strukturelle Aberration identifiziert werden.

In der nachfolgenden Einsendung GZL1b konnten keine Aberrationen gefunden werden im
Sinne einer Remission. In der Einsendung GZL1c, die darauf folgte, konnten die
Aberrationen von der Diagnosestellung wieder identifiziert werden. Zudem zeigten sich eine
Trisomie 2 und 11, Deletionen in (3p) und (17p) sowie ein unbalanciertes derivatives

Chromosom der(16)t(4;16)(q13;924).
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Bei GZL2b konnte in der nachfolgenden Einsendung der Karyotyp der ersten Einsendung
identifiziert werde. Die dup(l), die —20 und die +22, die bei Diagnose vorhanden waren,
konnten nicht wieder identifiziert werden. Es gab bei der nachfolgenden Einsendung jedoch
einen Zugewinn des translozierten Chromosoms 8 [+der(8)t(8;22)]. Alle Aberrationen sind in
Tabelle 16 zu sehen.

Bei CLL1d konnten eine numerische Aberration und vier strukturelle Aberrationen
identifiziert werden, inklusive einer unbalancierten Translokation. Bei CLL1 waren in zwei
nachfolgenden Einsendungen normale Karyotypen zu sehen (CLL1b und CLL1c). In der
insgesamt 4. Einsendung (CLL1d) konnten die t(8;14)/MYC—IGH und die del(11q) wieder
identifiziert werden. Ein aberranter Klon mit einer del(13q), zusatzlich zu t(8;14)/MYC-IGH
und del(11q), wurde nicht identifiziert, jedoch wurde mittels FISH eine 13g-Deletion
detektiert. Zudem wurden zwei aus diesem Klon mit der t(8;14)/MYC-IGH und del(11q)
abgeleiteten Subklone mit jeweils einer Deletion in 4q [del(4qg)] und einer Translokation von
49 mit 18q [t(4;18)(q;q)] detektiert. Interessanterweise wurde ein weiterer Klon mit der
del(11q) sowie einem derivativen Chromosom der(4;21)del(4) und einem Markerchromosom,
aber ohne die t(8;14)/MYC-IGH nachgewiesen (Abbildung 18). Dieses Ergebnis deutet
daraufhin, dass die t(8;14)/MYC—IGH bereits zum Zeitpunkt der Initialdiagnose als sekundare
Verénderung auftrat. Aus einem unbekannten Hauptklon mit einer del(11q) entwickelten sich
zwei Subklone, die erst bei dem Rezidiv voneinander unterschieden werden konnten, ein
Subklon mit der del(11qg) und der t(8;14)/MYC—-IGH und der andere Subklon mit der del(11q)
aber keiner t(8;14)/MYC-IGH.

Abbildung 18: Karyogramm von CLL1d mit Karyotyp nach ISCN-2013:
46,XY,1(8;14)(g24;932),-9,del(11)(q21q23),t(4;18)(q28;022).
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4.3.4. Komplexitatsvergleich zwischen Diagnose und Rezidiv

Bei den GZL betragt die Anzahl der Veranderungen bei Diagnose bei GZL1 vier
Aberrationen, bei GZL2 neun Aberrationen. Beide Falle sind schon bei Diagnose als komplex
zu werten. Beim Rezidiv betrdagt die Anzahl der Aberrationen bei GZL1 acht und bei GZL2
sechs Aberrationen. In einem Fall ist eine Komplexitatszunahme zu sehen, bei dem anderen
Fall nicht.

Bei dem CLL Fall betrégt die Anzahl der Aberrationen bei Diagnose drei und beim Rezidiv
sechs. Der Fall zeigt eine Zunahme der Komplexitit des Karyotyps und ist bei Diagnose

schon als komplex zu werten.
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Tabelle 16: (Molekulare) Zytogenetik von GZL mit Konsensus—Karyotypen aus den Chromosomen—Bénderungs— und FISH-Analysen

Fall A | G | Biopsie | Zeit* | O Karyotyp und FISH' K
47,XX,t(8;14;18)(g24;932;021),+12,add(22)(p13)[cp9]/48,XX,idem,+7[cp12].nuc ish 8 (CEP8 X 2, MYC X 3, MYC prox X 2, MYC dist X

GZL1a 68 w Diagnosis LK 2), 14932 (IGH x 4), 18921 (BCL2 x 3), 22q11 (IGAL prox X 2, IGA dist X 2)(MYC prox sep MYC dist X 1)(MYC con IGH X 2)(IGH con | 4
BCL2 X 2)

GZL1b +4 W KM 46,XX[13].nuc ish 8g24 (MYC prox X 2, MYC dist X 2), 14932 (IGH X 2), 18q21(BCL2 X 2)(IGH con BCL2 X 2)
46-49,XX,+2,add(3)(p13),+7,t(8;14;18)(024;032;021),+11,+12,der(16)t(4;16)(q13;q24),add(17)(p11),add(22)(p13),[cp20].nuc ish 8 (CEP8

GZL1c Rezidiv +7W Pleura X 2, MYC X 3, MYC prox X 2, MYC dist X 2), 14932 (IGH X 4), 18921 (BCL2 X 3)(MYC prox sep MYC dist X 1)(MYC con IGH X 2) | 9

(IGH con BCL2 X 2), 17 (TP53X1,MPO X 2)

48,XX,+X,dup(1)(g12g32),i(6)(p10),+8,t(8;22)(g24;q11),t(14;18)(932;921), —20,+22[2]/46,XX[17].nuc ish 8g24 (MYC prox X 2~3, MYC

GZL2a | 34 |w | Diagnose pB dist X 2~3), 14q32 (IGH x 3), 22q11 (IGA prox X 2~3, IGA dist X 2~3) (MYC prox sep MYC dist X 1)(BCL2 X 3)(IGH con BCL2 X 2) | 8
(IGA prox sep IGA dist X 1), 8 (CEP8 X 3, MYC X 3), 14932 (IGH X 3)(MYC con IGA X 2)
pB pB:48,XX,+X,i(6)(p10),+8,t(8;22)(q24;911),t(14;18)(q32;921)[4]/46,X X[3] 5
GZL2b Rezidiv +A2W 48,XX,+X,i(6)(p10),+8,t(8;22)(q24;011),t(14;18)(932;921)[9]/49,X X idem,+der(8)t(8;22)[2]/46,XX[2].nuc ish 8 (CEP8 X3, MYC x 3,
KM MYC prox X 3~4, MYC dist X 3~4), 14q32 (IGH X 3), 18921 (BCL2 X 3)(MYC prox sep MYC dist X 1~2)(IGH con BCL2 X 2) | 6

(MYC con IGA X 2)

A, Alter bei Diagnose (in Jahren); G, Geschlecht; M, mannlich; W, weiblich; ,,** und ,,+” entspricht Zeiten von der initialen klinischen/zytologischen Diagnose bis zu den einzelnen

Einsendungen, W, Wochen; O, Organ; K, Karyotyp—Komplexitat, entspricht der Anzahl der Aberrationen; Nummer in den eckigen Klammern entspricht der Nummer der analysierten
Metaphasen. Fiir die Leserlichkeit sind Haupt— und Subklone hintereinander geschrieben.

Tabelle 17: (Molekulare) Zytogenetik CLL mit Konsensus—Karyotypen aus den Chromosomen—Banderungs— und FISH—Analysen

Fall A | G | Biopsie | Zeit* @) Karyotyp und FISH' K

46,XY,1(8;14)(q24;932),del(11)(q21923),del(13)(q14g21)[1].ish t(8;14)(MYC prox —MYC dist +,IGH dist +; MYC prox +, MYC dist +,
IGH prox +)[1]. nuc ish 8g24 (MYC X 2, MYC prox X 2, MYC dist X 2), 11 (CEP11 X 2, CCND1 X 2, ATM X 1, FDX x 1), 12913

ClLla |66 | m | Diagnose KM 1 (CHOP prox x 2, CHOP dist x 2), 13q14 (D13S319 x 1, D13S25 x 1), 14932 (IGH X 3, IGH prox X 2, IGH dist X 2), 17 (TP53 x 2, | °
CEP17 x 2),18¢21 (BCL2 X 2),21(21q X 2)(MYC con IGH X 1)(IGH prox sep IGH dist X 1)

CLL1b +20W KM | 46,XY[9].nuc ish 8424 (MYC prox X 2, MYC dist x 2), 11 (CEPIL X 2, ATM X 2, FDX x 2), 14q32(IGH prox X 2,IGH dist X 2)

CLLLc T04W | KM | 46,XY[14].nuc ish 8324 (MYC X 2), 11(CEPLL x 2, ATM X 2, FDX x 2), 14932 (IGH X 2), 13q14 (D135319 X 2, D13525 x 2)
46,XY,1(8; 14)(q24932), del (11)(q21023)[31/46 XY idem,del (4)(q28)[5]/46, XY idem. t(4;18)(q28,022)[81/47 XY ,del (11) (21 23),

cLL1d Residiv vsow | kv | 9er(@:21)(a10:q10) del(4)(q25028). +mar1[2]/a6 XY[1] nuc ish 11 (CEPLL X 2, ATM X 1, FDX X 1), 13914 (D13S319 X 1, D13825 X 1), | ¢

8924 (MYC prox X 2, MYC dist X 2), 14932 (IGH prox X 2, IGH dist X 2),17 (TP53 X 2, CEP17 X 2)(MYC prox sep MYC dist X
1)(IGH prox sep IGH dist X 1)(MYC con IGH X 1)

A, Alter bei Diagnose (in Jahren); G, Geschlecht; M, mannlich; W, weiblich; ,,* und ,,+” entspricht Zeiten von der initialen klinischen/zytologischen Diagnose bis zu den einzelnen

Einsendungen, W, Wochen; O, Organ; K, Karyotyp—Komplexitét, entspricht der Anzahl der Aberrationen, Nummer in den eckigen Klammern entspricht der Nummer der analysierten
Metaphasen. Fir die Leserlichkeit sind Haupt— und Subklone hintereinander geschrieben.
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4.4. Vergleich der Demographie und der zytogenetischen Verdnderungen von BL,
MCL, CLL und GZL

Bei dem Vergleich der Geschlechtsverteilung fallt auf, dass bei BL und bei CLL nur Ménner
betroffen sind, bei den GZL nur Frauen. Das Geschlechterverhéltnis liegt bei MCL stark auf
der Seite der Méanner (MCL 80%). Wenn die Altersverteilung verglichen wird, ist das
Durchschnittsalter bei den BL mit 15,6 Jahren am niedrigsten, bei den CLL mit 72,5 Jahren
am hdochsten. Beim MCL sind vor allem altere Erwachsene (Durchschnittsalter 64,2)
betroffen, bei den GZL war ein jungerer Erwachsener (34 Jahre) und ein &lterer Erwachsener
(68 Jahre) erkrankt (Tabelle 18).

Tabelle 18: Tabelle des Durchschnittsalters und der Aufteilung nach Geschlecht

Lymphomentitdt | Anzahl | Méannlich weiblich Durschnittsalter in Jahren
MCL 5 4 (80%) 1 (20%) 64,2

BL 5 5 (100%) 0 (0%) 15,6

CLL 1 1 (100%) 0 (0%) 66

GZL 2 0 (0%) 2 (100%) 51

Gesamt 13 10 3

Die progressionsfreie Zeit ist bei den GZL mit 24 Wochen am niedrigsten, bei den CLL
Fallen mit 182 Wochen am hdchsten. Das progressionsfreie Intervall ist bei den MCL bis zum
1. Rezidiv mit 60 Wochen doppelt so lang wie beim BL mit 30 Wochen. Bis zum 2. Rezidiv
ist die Zeit beim MCL mit 107 Wochen ebenfalls viel langer als beim BL mit 42 Wochen
(Tabelle 19).

Tabelle 19: Tabelle des durchschnittlichen progressionsfreien Intervalls

Lymphom | Anzahl Progressionsfreies Intervall in | Progressionsfreies Intervall in
Wochen zum 1. Rezidiv* Wochen zum 2. Rezidiv

MCL 5 60 107

BL 5 30 42

CLL 1 182 /

GZL 2 24 /

Gesamt 13

*Das progressionsfreie Intervall wurde auf ganze Wochen abgerundet; / kein 2. Rezidiv vorhanden

Bei allen untersuchten reifen B—Zell Neoplasien wurden zum Zeitpunkt der Initialdiagnose
und Rezidiv chromosomale genetischen Veranderungen festgestellt. Allerdings wurden nur
bei den BL und MCL rekurrente sekundére Chromosomenaberrationen gefunden. Bei den
rekurrenten sekunddren Verdnderungen in MCL und BL gab es (bereinstimmende
Aberrationen. Die sekunddaren Verdnderungen von 1q, die als sekundare rekurrente

Veranderungen identifiziert werden konnte, sind in jeweils einem Fall der MCL und GZL zu
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sehen. Es zeigen sich bereinstimmend Deletionen in 11q [del(11qg)] und eine Deletion in 6q
[del(6q)], wobei die del(6q) bei MCL bereits bei Diagnose zu sehen und bei den BL nur bei
den nachfolgenden Einsendungen identifiziert werden konnte. AulRerdem wurden bei den
MCL und BL 17p-Deletionen bzw. Verluste von Chromosom 17 [-17/del(17p)] als
rekurrente Veranderung identifiziert. Die —17/del(17p) bzw. die Deletion des TP53-Gens
konnte in der vorliegenden Arbeit bei den BL, MCL und bei einem GZL fast nur bei den
Rezidiven identifiziert werden. Die Verdnderungen in 1q, die bei den BL als sekundéare
rekurrente Verénderungen identifiziert werden konnten und bei einem Fall bei Diagnose und
in 3 Fallen beim Rezidiv identifiziert werden konnte, wurden in jeweils einem Fall der MCL
und GZL gesehen Die rekurrente Veranderung der BL del(13q) und +21, traten auch in einer
MCL auf. Wiederum trat +8 als rekurrente sekundére Veranderung bei den MCL nur in einem
Fall der BL auf.

Die Komplexitat bei Diagnose ist bei den BL mit einer durchschnittlichen Anzahl mit 1 am
niedrigsten, bei MCL mit der Anzahl von 8 am hochsten. Die CLL zeigte 3 Aberrationen, die
GZL 6 Aberrationen. Die BL zeigten keinen komplex aberranten Karyotyp, bei den MCL
zeigten jedoch drei der funf Falle und bei den GZL und CLL alle Félle einen komplex
aberranten Karyotyp.

Beim 1. Rezidiv war die Komplexitat bei den BL und bei dem CLL Fall mit der Zahl von 6
am niedrigsten, die MCL Aberrationen mit der Zahl von 11 am hdchsten. Die GZL zeigten
durchschnittlich 7 Aberrationen. Beim 1. Rezidiv sind bei BL, GZL und CLL alle Falle
komplex aberrant, beim MCL 80% (4/5). Nur bei den MCL und BL traten 2. Rezidive auf. Da
keine klinischen Daten vorhanden sind, konnte nicht erfahren werden, ob die anderen
Patienten kein 2. Rezidiv hatten oder eventuell verstorben sind. Beim 2. Rezidiv ist die
Anzahl der Aberrationen bei den MCL ebenfalls mit 11 bzw. 8 hoher als bei den BL mit 6
bzw. 12 (siehe Tabelle 20). Trotz der Tatsache, dass die karyotypische Komplexitét bei den
Rezidiven gestiegen ist, konnte eine statistisch signifikante Komplexitdtszunahme bei den
MCL, BL, GZL und CLL nicht nachgewiesen werden.

Tabelle 20: Tabelle der Komplexitét der verschiedenen reifen B—Zell Neoplasien

Durchschnitt Komplexe Durchschnitt Komplexe | Durchschnitt
Anzahl Aberra— | Falle bei Anzahl Aberra— Falle bei 1. | Anzahl Aberra—
tionen Diagnose* | Diagnose tionen 1. Rezidiv* | Rezidiv tionen 2. Rezidiv

BL 1 0% 6 100 % 13

CLL |3 100 % 6 100 % /

GZL | 6 100 % 7 100 % /

MCL | 8 60 % 11 80 % 8

* Der Durchschnitt Anzahl der Aberrationen wurde auf ganze Zahlen abgerundet
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4.5. Klonale Entwicklung bei reifen B-Zell Neoplasien

Die Aufklarung der evolutiondren Entwicklung ist fir das Verstandnis der B—Zell Neoplasien
essentiell. Hinsichtlich der Evolution der Karyotypen, ob sich die verschiedenen Subklone aus
einer Vorlauferzelle mit einem linearen oder aus einer Progenitorzelle mit parallelem Weg
entwickelt haben soll hier fur die untersuchten reifen B—Zell Neoplasien geklart werden.

Bei der MCL konnten bei Diagnose in 2 Féllen Subklone festgestellt werden, die sich aus dem
Hauptklon abgeleitet haben, da sie alle Veranderungen des Hauptklons mit zusétzlichen
Veranderungen enthalten. Bei MCL1 konnten die Aberrationen des Hauptklons bei dem
Rezidiv bis auf die del(2p), die Monosomie 7 und das der(17) wieder identifiziert werden. Da
alle anderen Veranderungen noch vorhanden sind und noch weitere Verdnderungen wie die
Triploidie hinzugekommen sind, ist hier von einer linearen Entwicklung auszugehen. Bei
MCL2, MCL3 und MCL4 konnten die Aberrationen von Diagnose und weitere Aberrationen
bei dem Rezidiv identifiziert werden, sodass hier auch von einer karyotypischen linearen
Entwicklung ausgegangen werden kann. Bei MCL5 konnte der Hauptklon von Diagnose bei
dem Rezidiv wieder identifiziert werden. Zusatzlich wurde ein Subklon mit einem i(8q), die
bei der Initialdiagnose nicht erfasst wurden, identifiziert. Da auch eine i(8q) in einem anderen
Subklon bei Diagnose identifiziert werden konnte, ist davon auszugehen, dass bereits bei
Diagnose ein Subklon des Hauptklons mit der i(8q) vorhanden war. Da zu diesem
mutmaBlichen Subklon weitere Veranderungen hinzugekommen sind, ist trotz der insgesamt
niedrigeren Anzahl an Aberrationen beim Rezidiv von einer linearen Entwicklung auszugehen
(Abbildung 19). Somit konnte fur alle MCL Félle eine lineare Entwicklung wahrend des
Progresses und die Zunahme von Aberrationen verglichen mit der Diagnose gezeigt werden.

Initialer Primire - Rez|d|\r
Rezidiv
[ " ] [Erkra"k“"g ] [IWQ'tESI

nnnmlrr\

Median: 60 W
Mittelwert: 43 W g7 ._md 128
Spanne: (31-101W

O— O—
CCND1
-IGH

Karyotyp Durchschnitt: (8) Durchschnitt: (11) Durchschnitt: (8)
Komplexitit: (Anzahl  Median: (11) Median: (10)
von Aberrationen)

Abbildung 19: Zytogenetische Evolution von MCL
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Bei den BL konnte bei Diagnose in lediglich einem Fall ein Subklon identifiziert werden. Bei
BL1, BL2, BL3 und BL4 konnten bei dem Rezidiv alle bei der Diagnose identifizierten
Aberrationen und zusétzliche Aberrationen festgestellt werden, sodass von einer linearen
Evolution ausgegangen werden kann. Bei BL5 war bei Diagnose ein unauffalliger Karyotyp
zu identifizieren, dies ist, am ehesten, auf ein Wachstum der Tumorzellen zuruckzufuhren.
Jedoch zeigt dieser Fall bei den nachfolgenden Einsendungen bis zum 2. Rezidiv die gleichen
Veranderungen wie bei dem ersten Rezidiv und eine Zunahme an sekundaren Veranderungen,
sodass auch hier von einer linearen Entwicklung ausgegangen werden kann. Somit konnte bei
allen BL Fallen der lineare Weg der evolutiondren Entwicklung gezeigt werden (Abbildung
20).

Initialer Primdre Rezidiv
Hit Erkrankung (zweites)
Genomisd
Komplexitat

Median: 30 W

{f? Mittelwert: 27W 63 und 20W
Spanne: (17-57 W
O—0O0—0—©0
IG-
MYC
Karyotyp Durchschnitt: (1) Durchschnitt: (6) Durchschnitt: (12)
Komplexitéit: (Anzahl Median: (1) Median: (5)
von Aberrationen)

Abbildung 20: Zytogenetische Evolution von BL

Bei den GZL und CLL konnten aufgrund der wenigen Falle nur wegweisende Befunde erstellt
werden. Bei GZL1 konnten alle Aberrationen in dem Rezidiv wieder erkannt werden und es
konnten zusatzliche Aberrationen identifiziert werden, sodass von einem linearen Weg
auszugehen ist. Bei GZL2 zeigte der Hauptklon im peripheren Blut beim Rezidiv weniger
Alterationen als bei der Diagnose (keine dup(l), keine —20 und keine +22). Aus
zytogenetischer Sicht scheint der Klon beim Rezidiv im peripheren Blut, den urspriinglichen
Klon aus dem sich die anderen Subklone entwickeln haben, zu reprasentieren. Dieser Klon
wurde bei der Initialdiagnose, in der nur zwei aberranten Metaphasen gefunden wurden, nicht
erfasst, am ehesten aufgrund des schlechten Wachstums der Tumorzellen. Dieses Ergebnis
deutet auf eine klonale Heterogenitat, bereits zum Zeitpunkt der Initialdiagnose hin.

Allerdings, da alle Aberrationen des mutmaRlichen Hauptklons wieder nachgewiesen werden
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konnten und neue Aberrationen in der Knochenmarksprobe festgestellt wurden, ist hier von
einer linearen Entwicklung auszugehen.

Bei der CLL konnte wie in Kapitel 4.3.3 beschrieben die t(8;14)/MYC-IGH als sekundére
Veranderung identifiziert werden. Bei der Einsendung sind drei Aberrationen zu
identifizieren. Zwei der Aberrationen konnten mit der Zytogenetik [t(8;14)/MYC-IGH und
del(11q)], eine mit der Molekularzytogenetik [del(13qg)] bei dem Rezidiv nachgewiesen
werden. Bei der Diagnose konnte nur eine Zelle ausgewertet werden, daher ist es moéglich,
dass bei Diagnose ein Subklon ohne die del(13q) vorhanden war. Da beim Rezidiv, die
del(13qg) mittels FISH, aber nicht mittels der Chromosomen-Bénderungsanalyse detektiert
wurde, ist es am ehesten davon auszugehen, dass dieser Subklon aufgrund von keinem
Wachstum nicht erfasst wurde. Da beim Rezidiv mehrere neue Veranderungen
hinzugekommen sind, ist auch hier von eine linearen Entwicklung wahrscheinlich, jedoch
kann dies aufgrund von wahrscheinlichen Subklonen bei Diagnose nicht sicher gesagt

werden.

4.6. Zusammenfassung der Ergebnisse

Im Vergleich bei MCL, GZL, CLL und BL ist zu sehen, dass das Durchschnittsalter der
Patienten bei den BL kleiner ist als bei den anderen Lymphomentititen und dass der CLL
Patient am dltesten ist (BL 15,6 Jahre, GZL 51 Jahre, MCL 64,2 Jahre und CLL 66 Jahre).

Im Vergleich von BL, GZL, MCL und CLL haben GZL eine kurze progressionsfreie Zeit,
CLL eine lange (GZL 24 Wochen, BL 30 Wochen, MCL 60 Wochen und CLL 182 Wochen).
Zum 2. Rezidiv haben die MCL ein l&ngeres progressionsfreies Intervall als BL (MCL 107
Wochen, BL 42 Wochen). Bei den GZL und CLL gab es keine 2. Rezidive.

Die Anzahl an Aberrationen ist bei GZL, MCL und CLL schon bei Diagnose hoher als bei BL
(BL 1, CLL 3, GZL 6, MCL 8). Die BL zeigen bei Diagnose keinen komplexen Karyotypen
(BL 0/5). CLL und GZL haben bei Diagnose zu 100% einen komplexen Karyotypen, MCL zu
60% (MCL 3/5). Beim 1. Rezidiv sind bei BL, GZL und CLL alle Falle komplex und beim
MCL 80% (4/5). 2. Rezidive traten nur bei BL und MCL auf und waren alle als komplex zu
werten. Allerdings, konnte bei den BL, MCL, GZL und CLL keine statistische Signifikanz
der Zunahme der Aberrationen bestatigt werden. Die sekundéren rekurrenten VVeranderungen,
die ich in dieser Arbeit bei den BL nachweisen konnte, waren eine +21, 1g—-Zugewinne sowie
Deletionen in 6q, 11q, 129, 13q und 17p. Unter den rekurrenten sekundéren Veranderungen,

die in dieser Arbeit bei MCL nachgewiesen werden konnten, waren ein derivatives
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Chromosom 1 [der(1)] mit dem Bruchpunkt in der Region 1931-g32 mit Deletionen in 1p,
8g-Zugewinne sowie Deletionen in 11q und 17p. Eine del(2p) trat rekurrent nur bei Diagnose
auf.

Es fanden sich bei den BL und MCL folgende gleiche rekurrente Verdnderungen: del(6q),
del(11q) und -17/del(17p). Die —-17/del(17p) konnte auch in einem GZL identifiziert werden.
Die del(13q) und die del(11q) konnte in dem CLL Fall identifiziert werden. Allerdings
konnten bei den GZL und CLL keine rekurrenten sekundéren Aberrationen identifiziert
werden. Bei BL und MCL und konnte eine lineare evolutiondre Entwicklung nachgewiesen
werden, bei CLL und GZL aufgrund des kleinen analysierten Kollektivs sind Hinweise auf

eine lineare Entwicklung zu finden.
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5. Diskussion

In den letzten Jahren wird zunehmend angestrebt, die klonale Evolution der einzelnen
Lymphomarten aufzuklaren. Es wird zudem versucht, die sekundéren chromosomalen
Aberrationen der einzelnen Lymphome zu identifizieren. Das Endziel dieser Recherchen ist
das genetische Verhalten reifzelliger B—Zell Neoplasien zu verstehen und durch diese
Erkenntnisse Therapien spezifischer durchfiihren zu kénnen. Bei FL ist man diesem Ziel
bereits sehr nahe, bei anderen B—Zell Neoplasien wie z.B. bei MCL und BL ist man von
diesem Ziel noch weit entfernt. Um die evolutiondre Entwicklung darzustellen, ist es notig

grolRe Kohorten von Patienten der jeweiligen Lymphomart zu untersuchen.

5.1. Wertstellung der Zytogenetik zur Analyse klonaler Evolution reifer B-Zell

Neoplasien

In der vorliegenden Arbeit wurden die zytogenetischen und molekularzytogenetischen Daten
von 13 Féllen reifer B-Zell Neoplasien (BL, MCL, GZL und CLL) zu den Zeitpunkten der
Initialdiagnose und eines oder mehrerer Rezidive eingeschlossen, um die klonale Evolution
dieser seltenen Lymphomen zu untersuchen. Es konnten aufgrund der Seltenheit der hier
untersuchten Lymphome und den seltenen Einsendungen bei Rezidiven wenige Félle
untersucht werden. Trotz der Seltenheit konnten in der vorliegenden Arbeit je fiinf Falle von
BL und MCL untersucht werden.

Die klassische Chromosomen-Bénderungsanalyse ist eine ungerichtete Methode, die
ermoglicht chromosomale Verdnderungen bei menschlichen Neoplasien zu erfassen. Jede
analysierte Metaphase reprasentiert eine Zelle und somit eignet sich die Chromosomen—
Banderungsanalyse sehr gut, um die Vielfalt der chromosomalen Verénderungen zu erfassen
und um klonale Evolutionsstudien durchzufiihren. Bei den molekularzytogenetischen
Analysen mittels FISH, werden in jedem Experiment zwei oder drei Genorte gleichzeitig
analysiert, daher ist die Unterscheidung der verschiedenen Gene bzw. der Klone, wenn
mehrere Genorte gleichzeitig verandert sind, nicht immer maoglich.

Fir eine optimale Chromosomen-Bénderungsanalyse spielt die Auflésung oder
Bandenqualitat der Chromosomen eine wesentliche Rolle. Bei sehr niedrigem Bandenniveau
der Chromosomen erschwert dies die Auswertung der chromosomalen Verdnderungen, vor

allem bei hoher karyotypischer Komplexitat. Auflerdem ist die Karyotypisierung eine
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subjektive Auswertung, und somit ist keine Garantie fir die Richtigkeit der Ergebnisse zu
geben.

In der vorliegenden Arbeit war es nicht immer mdglich bei der Chromosomen-—
Banderungsanalyse die geforderten 20 Metaphasen auszuwerten, da die Qualitat der
Metaphasen zu schlecht war oder nicht genug Metaphasen gefunden werden konnten.
Dadurch konnte die zytogenetische Vielfalt der Klone eventuell nicht immer vollstandig
abgebildet werden. Einige Falle mussten als composite Félle beschrieben werden. Dies war
notwendig, da sich die einzelnen Metaphasen hinsichtlich der chromosomalen Veranderungen
zu sehr unterschieden, sodass kein reguldrer Karyotyp geschrieben werden konnte. Dadurch
war es nicht moglich Subklone zu erfassen.

Trotz allem, ist die Chromosomen-Béanderungsanalyse die einzige Methode, die uns
ermdoglicht die Vielfalt der Verdnderungen jeder einzelnen Tumorzelle zu erfassen und somit
eignet sich die Chromosomen-Bénderungsanalyse vortrefflich fir Studien Uber die klonale
Evolution von Tumorzellen.

Es wurde bei den Féllen dieser Arbeit die Chromosomen-Banderungsanalyse genutzt.
Dadurch war es mdglich einen guten Uberblick tiber die chromosomalen Veranderungen zu
erhalten. Kleine Aberrationen kdénnen damit nicht erkannt werden und zur Identifikation
Kleinerer Veranderungen wurde in dieser Arbeit die FISH zusatzlich zu der Chromosomen-

Banderungsanalyse angewandt.

5.2. Zytogenetische Veranderungen bei reifen B-Zell Neoplasien

Hier sollen die zytogenetischen Verdnderungen der einzelnen reifen B-Zell Neoplasien
verglichen und diskutiert werden. Die Aufklarung der primaren und sekundéren Aberrationen
und der klonalen Entwicklung ist wichtig zur Einschatzung der Prognose. In Zukunft sollte
die Bedeutung der neu aufgetretenen Aberrationen in Verbindung mit anderen
Prognosefaktoren gebracht werden, um risikoadaptierte Therapien zu ermdglichen.

5.2.1. MCL zeigen bei Diagnose eine hohe karyotypische Komplexitat und eine lineare

klonale Entwicklung

Das MCL ist eine aggressive maligne Erkrankung, die sich durch die Prasenz der
Translokation t(11;14)/CCND1-IGH charakterisiert. In der vorliegenden Arbeit wurden fiinf
MCL mit sequenziellen Proben und einer t(11;14)/CCND1-IGH untersucht, um die klonale
Evolution dieser Lymphome zu analysieren. Die t(11;14)/CCND1-1GH konnte bei allen fiinf
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Fallen mittels der Chromosomen—Bé&nderungsanalyse und/oder FISH mit spezifischen Sonden
fur die CCND1- und IGH-Gene nachgewiesen werden.

Drei der funf Félle zeigten bei Diagnose bereits einen chromosomal komplex aberranten
Karyotyp und diese komplexen Falle wiesen schon eine grofle Anzahl von Aberrationen
(zwischen 11 und 14 Aberrationen) auf. Die MCL haben schon bei Diagnose eine schlechte
Prognose und eine hohe Komplexitdt schon bei Diagnose wurde mit einer schlechten
Prognose assoziiert (Cortelazzo et al. 2012; Sarkozy et al., 2014). Im Einklang mit diesen
Daten aus der Literatur zeigten alle funf Patienten einen aggressiven Verlauf der Erkrankung
und innerhalb des ersten Jahres erlitten alle ein Rezidiv. Leider waren klinische Daten der
MCL Patienten nicht verfligbar, sodass dariiber keine Aussagen gemacht werden konnten.

Es konnten durch die zytogenetischen Analysen der sequenziellen Proben in vier der funf
Falle eine Zunahme der Aberrationen nachgewiesen werden. Allerdings erreichte die
Zunahme der Aberrationen keine statistische Signifikanz, was auf die geringe Anzahl der
untersuchten Félle zurtckzufiihren sein kann.

In dieser Arbeit konnten die del(1p), del(6q), del(11q), —17/del(17p) sowie ein Zugewinn in
8q als rekurrente sekundare Aberrationen nachgewiesen werden. Weiterhin konnten in dieser
Arbeit eine del(9p) und eine del(13qg) bei jeweils einem Fall identifiziert werden. Diese
Ergebnisse stehen im Einklang mit publizierten Studien, die Deletionen in 1p, 6q, 9p, 11q,
13q und 17p sowie Zugewinne in 8q als rekurrente sekundéare chromosomale Veranderungen
in MCL berichtet haben (Parry—Jones et al. 2007, Salaverria et al. 2008, Katzenberger et al.
2008, Sander et al. 2008, Espinet et al. 2010). Weitere Aberrationen, wie Deletionen in 8p,
Zugewinne in 3¢, 7p und 15q konnten nicht nachgewiesen werden. Dies kdnnte zum Einen an
der geringen GroRe der hier analysierten Kohorte liegen. Zum Anderen wurden die hier
beschriebenen Proben mithilfe der Chromosomen—Béanderungsanalyse untersucht, wahrend in
den publizierten Studien Hochdurchsatzsequenzierung und Array—basierte
Genomhybridisierung zur Anwendung kamen. AuRerdem wurden in der vorliegenden Arbeit
sequenzielle Proben der Diagnose und des Rezidivs von denselben Patienten untersucht und
nicht heterogene Kollektive von MCL bei Diagnose und Rezidiv. In den in dieser Arbeit
eingeschlossenen Fallen konnten zusétzlich als sekundare rekurrente Verdnderung ein
derivatives Chromosom 1 mit Bruchpunkten in 1q und Deletionen in 2p identifiziert werden.
Da die del(2p) bei den Rezidiven nicht mehr rekurrent vorhanden war, ist davon auszugehen,
dass die del(2p) in der evolutiondren Entwicklung keine Rolle spielt. Die rekurrenten

sekundaren Aberrationen werden ausfihrlich in Kapitel 5.2.5 besprochen.
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Hinsichtlich der klonalen Evolution konnte bei allen Fallen eine lineare evolutionére
Entwicklung dargestellt werden. Bisher wurden nur wenige Patienten mit einer MCL
untersucht, bei denen sowohl Proben bei Diagnose als auch bei Rezidiv von demselben
Patienten zur Analyse vorlagen. Die in dieser Arbeit erhobenen Daten stehen im Einklang mit
den wenigen publizierten Daten klonaler Evolution bei MCL, die sequenzielle Proben
untersucht haben, die ebenfalls einen komplexeren Karyotypen und eine klonale Evolution
wahrend der Erkrankung beobachtet hatten (Bea et al. 2013).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die MCL zum Zeitpunkt der Initialdiagnose eine
hohe Komplexitat zeigen, dass die karyotypische Komplexitat mit dem Krankheitsverlauf
steigt, was mit der bekannten schlechten Prognose diese Lymphome einhergeht und dass bei

MCL die klonale Entwicklung linear verlauft.

5.2.2. BL zeigen bei Diagnose eine niedrige karyotypische Komplexitat und eine lineare

klonale Entwicklung

Die BL haben bei Diagnose eine gute Prognose, aber die wenigen Patienten mit einem BL
Rezidiv haben eine sehr ungunstige Prognose (Atra et al. 2001). Dies konnte in der
vorliegenden Arbeit bestatigt werden. Es konnten fiinf sequenzielle Proben von seltenen BL
mit Rezidiven mittels zytogenetischer und molekulargenetischer Analysen untersucht werden.
In allen BL Fallen konnte die Translokation t(8;14)/MYC—IGH oder die Translokation
t(8;22)/MYC-IGA nachgewiesen werden. Die Translokation t(2;8)(p11;924)/MYC-IGk, die
ebenfalls fiir BL typisch, jedoch sehr selten ist, wurde in den hier untersuchten Féllen nicht
festgestellt.

Alle Falle in dieser Arbeit hatten ein Rezidiv im ersten Jahr nach Diagnose und vier der finf
Patienten, alle Kinder, starben, die meisten innerhalb des ersten Jahres. Bei der initialen
Diagnose von BL konnte bei allen Fallen ein simpler Karyotyp mit durchschnittlich einer
Aberration (1-2 Aberrationen bei Diagnose) nachgewiesen werden. Zwei der funf Félle hatten
die t(8;14)/MYC-IGH Translokation als einzige Veranderung. Die geringe genetische
Komplexitat von BL konnte bereits in anderen Studien nachgewiesen werden (Hummel et al.
2006, Boerma et al. 2009). Gerade bei den BL ware es aufgrund der guten Prognose und der
seltenen Rezidive und aufgrund der Assoziation zwischen komplexem Karyotyp bei Diagnose
und schlechter Prognose (Hummel et al 2006) entscheidend, schon bei Diagnose eine Aussage
uber den weiteren Verlauf der Erkrankung treffen zu kénnen. Daflr ist die Identifikation
sekundarer Aberrationen und die Aufklarung der evolutiondren Entwicklung entscheidend,

um in Zukunft risikoadaptierte Therapien durchfihren zu kénnen.
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Es konnte bei jedem Fall eine Zunahme der Aberrationen nachgewiesen werden, eine
statistisch signifikante Zunahme der Komplexitat konnte in der vorliegenden Arbeit nicht
bewiesen werden.

Bei BL sind verschiedene rekurrente sekundare Veranderungen bekannt, darunter zéhlt die
dup(1q) als die haufigste Veradnderung gefolgt von Zugewinnen in 7q und eine Trisomie 12
sowie Deletionen del(6q), del(11q), del(13qg) und —17/del(17p) (Lones et al. 2004, Onciu et al.
2006, Boerma et al. 2009, Nelson et al. 2010, Murga Penas et al. 2014, Bodér und Reiniger
2016). Die verdffentlichten Daten korrelieren mit den in dieser Arbeit identifizierten
Aberrationen. Bei Diagnose konnte in einem Fall eine Trisomie 12 nachgewiesen werden. Bei
den Rezidiven dieser Studie konnten Zugewinne in (1q), del(6q), del(11q), del(13q) und —
17/del(17p) als rekurrente sekundare Veranderungen bestétigt werden. Darlber hinaus zeigten
die untersuchten Fallen weitere rekurrente sekundare Veranderungen: eine add(12)(g24) bei
zwei Rezidiven und eine Trisomie 21 ebenfalls bei zwei Rezidiven. Die Trisomie 21 konnte
auch schon in anderen Studien nachgewiesen werden und soll spat in dem Krankheitsverlauf
auftreten (Bodor und Reiniger 2016). Veranderungen in 7q, wie in der Literatur beschrieben,
konnten in dieser Arbeit nicht nachgewiesen werden. Die Veranderung in 7q soll friih in der
Entwicklung auftreten (Bodor und Reiniger 2016). Die rekurrenten sekundaren Aberrationen
der untersuchten B—Zell Neoplasien werden ausfihrlich in Kapitel 5.2.5 besprochen.

Die funf untersuchten BL Falle wurden in der Publikation von Aukema und Theil et al. (2015)
veroffentlicht. In dieser publizierten Studie wurden zusatzlich zwei externe Félle aus dem
NHL Studiencenter Berlin Frankfurt Minster (BFM) eingeschlossen, bei denen Einsendungen
bei Diagnose und Rezidiv vorlagen. Zusatzlich wurden 18 Falle mit Daten von sequenziellen
Proben aus dem Mitelman Datenkatalog [Mitelman database of chromosome aberrations and
gene fusions in cancer (http://cgap.nci.nih.gov/Chromosomes/Mitelman)] in die Arbeit
eingeschlossen. Es konnte eine statistisch signifikante Zunahme der Aberrationen
nachgewiesen werden, mit einer durchschnittlichen Anzahl von zwei Aberrationen bei
Diagnose, funf beim ersten und acht beim zweiten Rezidiv (siehe Abbildung 21).

Bei den in der vorliegenden Arbeit analysierten Féllen konnte eine lineare evolutiondre
Entwicklung nachgewiesen werden (siehe Kapitel 4.5.). Die untersuchte BL Kohorte mit
lediglich funf Fallen mag etwas zu klein sein, um eine sichere Aussage hinsichtlich der
klonalen Evolution zu machen. Allerdings wurden diese seltenen Félle in einer groReren
Studie zusammen mit 20 weiteren Féallen aus eigenen und publizierten Studien analysiert;
dabei wurde bestéatigt, dass es sich bei BL um eine lineare evolutionare Entwicklung handelt
(Aukema und Theil et al. 2015).

69



151 p<0.01 '
—_

e
ol
—e_
1 Ak
:-g 10 oo A v
» |
o o
Q 5] i
£
QO 5 o Onnm A
x oo ooooo A
000000 ooaer
—ooooTE— ooo
coooo®Ce oo
0 T T T
o o o M A o
& & ‘1«\(\ A W &
P N 3 S d 3

Abbildung 21: Komplexitidtszunahme von BL. Die Graphik zeigt die Dynamik der klonalen Evolution und der
Karyotyp—Komplexitat (Aukema und Theil et al. 2015). ED: Erstdiagnose, S1: Rezidiv, S2: zweites Rezidiv. Die
zum Teil gefillten K&stchen entsprechen den in der vorliegenden Arbeit untersuchten Féllen und den zwei
untersuchten Féllen aus dem BFM-NHL

Zusammengefasst lasst sich sagen, dass BL initial mit einer guten Prognose und einer
geringen genomischen Komplexitat assoziiert sind. Bei Rezidiven ist die Prognose schlecht
und geht mit einer Zunahme der genomischen Komplexitat einher. Der Anstieg der
Komplexitat zeigt bei der Analyse einer erweiterten Kohorte eine statistische Signifikanz.
Zudem konnte bei BL in allen Féllen eine lineare evolutiondre Entwicklung nachgewiesen

werden.

5.2.3. Die t(8;14)/MYC-IGH oder t(8;22)/MYC-IGA positive reife B-Zell Neoplasien

zeigen eine hohe karyotypische Heterogenitat bei Diagnose

Zu den GZL gehoren die DH-Lymphome, bei denen die Translokation t(8;14)/MYC-IGH
oder die Translokation t(8;22)/MYC-IGA sowie die Translokation t(14;18)/BCL2-IGH
nachzuweisen ist. Bei den GZL kann die t(8;22)/MYC—-I1GA und die t(2;8)(p11;924)/MYC-1G«k
im Gegensatz zu den BL hé&ufiger festgestellt werden (Snuderl et al. 2010). Des Weiteren
kann auch eine t(8;14)/MYC—-IGH bei andere Lymphomentitaten, wie CLL, auftreten. In
dieser Arbeit konnten zwei der oben beschriebenen GZL und ein Fall einer CLL mit
t(8;14)/IMYC-IGH mit sequenziellen Proben untersucht werden. Bereits bei Diagnose der
GZL konnten die beiden Translokationen t(8;14)/MYC—IGH bzw. t(8;22)/MYC-IGA in
jeweils einem Fall und die t(14;18)/BCL2-IGH in beiden Fallen nachgewiesen werden. Bei
der CLL ist die t(8;14)/MYC—IGH Translokation sehr selten (Nelson et al. 2007).

Das GZL hat eine schlechte Prognose (Aukema et al. 2011), was in der vorliegenden Arbeit
bestatigt werden konnte. Die GZL Patienten zeigten Rezidive im ersten Jahr nach Diagnose.
Die Prognose der Patienten mit CLL ist sehr variabel, chromosomale Aberrationen haben
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dabei eine entscheidende Rolle (Puiggros et al. 2014). Die progressionsfreie Zeit von der
Diagnose bis zum Rezidiv der hier untersuchten CLL war mit 182 Wochen lang. Klinische
Daten der GZL und CLL Patienten waren nicht vorhanden, sodass dariiber keine Aussagen
gemacht werden konnten.

Beide Falle der GZL waren bei Diagnose als komplex zu werten. In nur einem Fall konnte
eine Zunahme der Aberrationen nachgewiesen werden. Die CLL war bei Diagnose mit drei
Aberrationen ebenfalls als komplex zu werten. Die Anzahl der Aberrationen nahm zum
Rezidiv zu. Ein komplexer Karyotyp wird mit einer schlechten Prognose assoziiert, dennoch
zeigte der CLL Fall ein langes progressionsfreies Intervall (Puiggros et al. 2014).

Die erwéhnten Translokationen bei den GZL wurden bei Diagnose nachgewiesen, somit kann
keine Aussage darliber gemacht werden, welche Translokation zuerst aufgetreten ist. Es
kdnnte auch sein, dass beide Translokationen gleichzeitig aufgetreten sind. Da bei einigen
Fallen von FL ein DH oder sogar ein Tripple—Hit nachgewiesen wurde, wird diskutiert, ob
sich GZL aus FL mit einer t(14;18)/IGH-BCL2 zu der zusétzlich eine MYC—Translokation
hinzugekommen ist, entwickeln (Dirkop et al. 2011).

Bei der CLL deuten die erhobenen Daten daraufhin. dass die t(8;14)/MYC-IGH als sekundare
Aberration hinzugekommen ist (siehe Kapitel 4.3.3). Es wird angenommen, dass die
t(8;14)/MYC—IGH bei den CLL mit einer schlechten Prognose assoziiert ist (Cavazzini 2008,
De Braekeleer et al. 2016). In der vorliegenden Arbeit hatte der CLL—Patient ein langes
progressionsfreies Intervall von 182 Wochen, sodass die schlechte Prognose nicht bestatigt
werden konnte. Es sind weitere Studien dieser seltenen CLL Falle n6tig, um die Prognose der
t(8;14)/MYC—-IGH zu untersuchen. Es standen keine klinischen Daten des Patienten zur
Verfligung, sodass darlber keine Aussagen gemacht werden kénnen.

Aufgrund der Heterogenitdt der GZL ist eine Aussage (ber rekurrente sekundare
Translokationen schwierig. In einem Fall konnte eine -17/del(17p), die bei vielen
unterschiedlichen reifen B—Zell Neoplasien auftritt, identifiziert werden. In dem untersuchten
CLL Fall konnte eine Deletion von 13q und 11g nachgewiesen werden. Diese Aberrationen
wurden schon in anderen Studien als rekurrente Veranderungen beschrieben. Die del(13q) soll
zusammen mit der rekurrenten Veranderung +12 friih in der Entwicklung auftreten und eine
gute Prognose haben (Dohner et al. 2000, Puiggros et al. 2014). Die hé&ufigsten
chromosomalen Verénderungen bei CLL sind zudem Deletionen in 6q, und 17p (Dohner et al.
2000, Puiggros et al. 2014). Bei der CLL werden bei der Identifikation der —17/del(17p) schon
heute aggressivere Therapien eingesetzt (Puiggros et al. 2014). Die Deletion in 17p (TP53)
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konnte in dem untersuchten Fall nicht identifiziert werden, was eventuell den besseren
Verlauf der Erkrankung bei dem analysierten CLL Fall erklaren konnte. Die rekurrenten
sekundaren Aberrationen der B-Zell-Neoplasien werden ausfuhrlich in Kapitel 5.2.5
besprochen.

Obwohl wenige Falle in diese Studie eingeschlossen werden konnten, zeigten die erhobenen
Daten der beiden GZL und der CLL Hinweise auf eine lineare Entwicklung von Diagnose
zum Rezidiv (siehe Kapitel 4.5).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass GZL und CLL mit einer t(8;14)/MYC—-IGH eine
grolle genetische Heterogenitdt bei Diagnose aufweisen. In dem vorliegenden Fall trat die
Translokation t(8;14)/MYC—IGH als sekundare Veranderung bei der CLL auf und es konnte
keine wesentliche Verschlechterung der Prognose festgestellt werden. Bei den GZL Féllen
konnte der Zeitpunkt des Auftretens der t(8;14)/MYC—IGH nicht festgestellt werden, wobei
die Translokation bei beiden Patienten bei Diagnose bereits vorhanden war. Zudem konnten
bei CLL und GZL Hinweise auf eine lineare Entwicklung von Diagnose zum Rezidiv gesehen

werden.

5.2.4. Zytogenetischer Vergleich reifer B-Zell Neoplasien und Identifikation der

Kandidatengene

Bei allen untersuchten reifen B-Zell Neoplasien konnten die Translokationen t(8;14)/MYC—
IGH, 1(8;22)/MYC—IGA oder t(11;14)/CCND1-IGH bestétigt werden. Es konnten in jedem
Fall, spatestens im Rezidiv, sekundare Aberrationen identifiziert werden. Im Folgenden
werden die sekundaren rekurrenten Veranderungen der B—Zell Neoplasien besprochen.

Die Entwicklung einer B-Zell Neoplasie ist ein mehrstufiger Prozess. Es kommt zu
Ansammlungen von chromosomalen Aberrationen und Mutationen in Kandidatengenen, die
den betroffenen Zellen einen Proliferationsvorteil verschaffen. Ausgehend von einer
Ursprungszelle bis hin zum Rezidiv tragen genetische Veranderungen zur Entwicklung der
Erkrankung bei. Es ist entscheidend die Kandidatengene und die Prognose der Aberrationen
zu kennen, um risikoadaptierte Therapieregime einzusetzen.

Typisch fir BL sind Duplikationen oder Zugewinne in 1q, die mit einer schlechten Prognose
assoziiert sind (Lones et al. 2004). Die Kandidatengene auf Chromosom 1 konnten bisher
noch nicht identifiziert werden. Ein mogliches Gen ist das MCL1-Gen, das bei der Regulation
der Apoptose beteiligt ist und durch die Duplikation Uberexprimiert wird (Lones et al. 2004,
Onciu et al. 2006, Salaverria et al. 2008, Kim et al. 2013, Murga Penas et al. 2014). In der
vorliegenden Arbeit konnte in einem GZL und einem BL Fall eine dup(1q) identifiziert
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werden. Zudem konnte in jeweils einem Fall der BL eine Trisomie 1 und ein Zugewinn von
1q nachgewiesen werden

Als sekundare rekurrente Veranderung bei MCL konnte eine Deletion in 1p identifiziert
werden. Diese soll eine schlechte Prognose haben (Espinet et al. 2010). Bisher gibt es nur
Vermutungen tber die Kandidatengene, die deletiert sind. Es wird dartiber diskutiert, dass die
Gene FAF1 und CDKN2C eine Rolle spielen (Bodor und Reiniger 2016). FAFL1 ist bei der
Regulation der Apoptose beteiligt, CDKN2C spielt eine Rolle im Zellzyklus. In der hier
vorliegenden Arbeit konnte die del(1p) in den MCL nachgewiesen werden.

In MCL, CLL und BL konnten Deletionen in 6q als rekurrente sekundére Aberrationen
identifiziert werden (Dohner et al. 2000, Lones et al. 2004, Onciu et al. 2006, Pérez—Galan et
al. 2011, Cortelazzo et al. 2012, Murga Penas et al. 2014, Bodor und Reiniger 2016). Die
Regionen variieren, sodass davon auszugehen ist, dass verschiedene Gene involviert sind. Es
konnten noch keine Kandidatengene in der deletierten Region identifiziert werden, die bei
allen Patienten vorkommen. Ein mdgliches Gen in der Region (6)(q21-g22) ist das PRDM1-
Gen, das ein Tumorsupressorgen darstellt. Ein Gen in der Region (6)(q23) ist TNFAIP3, das
flr einen Tumornekrosefaktor kodiert (Onciu et al. 2006, Puiggros et al. 2014, Bodor und
Reiniger 2016). Die del(6q) konnte in der vorliegenden Arbeit bei MCL und BL bestétigt
werden. Bei der CLL war keine del(6q) zu identifizieren.

Als sekundare rekurrente Veranderung ist bei MCL, CLL und BL eine del(11q) bekannt. Die
Deletion soll eine schlechte Prognose haben (Dohner et al. 2000, Cortelazzo et al. 2012,
Puiggros et al. 2014, Murga Penas et al. 2014, B6dor und Reiniger 2016). Die Deletion ist in
der Region (11)(g22923) lokalisiert. Dort befindet sich das ATM-Gen, ein
Tumorsupressorgen, bei MCL konnten hdufige Deletionen des Gens festgestellt werden
(Cortelazzo et al. 2012). In CLL Studien konnte die ATM-Deletion seltener nachgewiesen
werden, sodass davon ausgegangen wird, dass auch andere Gene wie das BIRC3-Gen, das in
dem Signalweg des NF—«B beteiligt ist, eine Rolle spielt (Puiggros et al. 2014, Bédor und
Reiniger 2016). Das NF—«B ist ein Transkriptionsfaktor und hat Bedeutung in der Regulation
der Immunantwort, der Zellproliferation und des Zelltodes (Li und Verma 2002, Sagaert et al.
2006). Die del(11)(g22) konnte in dieser Arbeit in MCL, CLL und BL nachgewiesen werden.
Eine del(13)(ql4) konnte bei BL, MCL und CLL als rekurrente sekunddre Aberration
nachgewiesen werden und hat bei BL und MCL eine schlechte Prognose (Déhner et al. 2000,
Lones et al. 2004, Onciu et al. 2006, Nelson et al. 2010, Cortelazzo et al. 2012, Murga Penas
et al. 2014, Puiggros et al. 2014). Man vermutet, dass die Deletion des RB1-Gens, ein

Tumorsupressorgen, das in dieser Region lokalisiert ist, entscheidend ist (B6dor und Reiniger
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2016). In der vorliegenden Arbeit konnte die del(13)(q14) bei jeweils einem Fall der MCL,
BL und CLL identifizieren. Die Deletion von 13q tritt bei den CLL friih in der Entwicklung
auf und hat eine giinstige Prognose. Bei CLL ist oft nur das Gen DLEU2 betroffen, das ein
Tumorsupressorgen ist. Bei einem Verlust von RB1 ist die Prognose schlechter (Nelson et al.
2010, Puiggros et al. 2014).

Die Deletion des TP53-Gens (17p13), ein Tumorsupressorgen, ist in mehreren B—Zell
Neoplasien identifiziert worden und ist mit einer schlechten Prognose assoziiert (Hernandez
et al. 1996, Onciu et al. 2006, Salido et al. 2010, Cortelazzo et al. 2012, Amare et al. 2013,
Bouska et al. 2014, Puiggros et al. 2014, Bodor und Reiniger 2016). Die Deletion des TP53—
Gens konnte in der vorliegenden Arbeit bei den MCL, GZL und BL (iberwiegend in den

Rezidiven nachgewiesen werden, tbereinstimmend mit der schlechten Prognose.

5.2.5. Nachweis einer linearen evolutionaren Entwicklung bei reifen B-Zell Neoplasien

Bisher gibt es wenige Arbeiten, die sich mit der evolutiondren Entwicklung reifer B-Zell
Neoplasien an sequenziellen Proben beschaftigt haben. In den seltenen Publikationen konnten
nur wenige Falle, dieser an sich seltenen Lymphome, untersucht werden, bei denen
chromosomales Material bei Diagnose und Rezidiv vorlag. (Schmitz et al. 2012, Bea 2013).
In der vorliegenden Arbeit konnten jeweils 5 BL, 5 MCL, zwei GZL und eine CLL mittels
zytologischer Methoden hinsichtlich der klonalen Evolution untersucht werden. Durch die
Zytogenetik ist es moglich jede einzelne Zelle darzustellen und so ist die Untersuchung flr
Evolutionsstudien gut geeignet. Fir die BL konnte der lineare Weg der Entwicklung
zusammen mit der groReren Kohorte aus der Publikation Aukema, Theil et al. (2015) sicher
festgestellt werden. Fiir die MCL deuten die Daten daraufhin, dass diese auch einem linearen
Weg der Entwicklung folgen. Bei CLL und GZL gibt es Hinweise darauf, dass auch dort die
Entwicklung linear verlduft. Somit unterscheiden sich die in dieser Arbeit untersuchten B—
Zell Neoplasien von den FL, bei denen es zwei Wege der klonalen Entwicklung gibt, einen
linearen Weg und einen parallelen Weg von einer Progenitorzelle (Berglund et al. 2006,
Green et al. 2013, Pasqualucci et al. 2014). Allerding sollten diese Daten, insbesondere bei
MCL, GZL und CLL bestatigt werden.

5.3. Fazit

In der vorliegenden Arbeit konnten jeweils finf BL, funf MCL, zwei GZL und eine CLL
untersucht werden. Bei den untersuchten reifen B—Zell Neoplasien, BL, MCL, GZL und CLL,

konnten sekundare chromosomale Aberrationen identifiziert werden sowie der Weg der
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evolutiondren Entwicklung aufgeklart werden. Dies gelang im Wesentlichen durch
Anwendung zytogenetischer und molekularzytogenetischer Techniken an sequenziellen
Proben von Patienten mit reifen B-Zell Neoplasien. Die Identifikation der sekundéren
Veranderungen und die Aufklarung der evolutiondren Entwicklung soll zu einem besseren
Verstandnis der Pathomechanismen bei reifen B—Zell Neoplasien beitragen. Die vorliegende
Arbeit soll dazu beitragen bei Patienten eine risikoadaptierte Therapie einleiten zu kdnnen.
Die analysierten reifen B-Zell Neoplasien konnten in Hinblick auf die rekurrenten
sekundaren Veranderungen verglichen werden. Es konnten bei den untersuchten reifen B—Zell
Neoplasien dieselben rekurrenten sekundar auftretenden Aberrationen gefunden werden. Dies
waren die del(6q), del(11q), del(13q), und die -17/del(17p).

Bei der Komplexitat konnten Unterschiede zwischen den verschiedenen reifen B-Zell
Neoplasien festgestellt werden. Bei den flnf eingeschlossenen BL Fallen konnte bei Diagnose
eine geringe genomische Komplexitat und in keinem Fall ein komplexer Karyotyp festgestellt
werden, bei den Rezidiven waren alle Félle komplex und die Aberrationen nahmen in jedem
Fall zu. Bei den MCL konnten bei Diagnose schon in drei der funf Falle ein komplexer
Karyotyp und eine groBe Anzahl von Aberrationen nachgewiesen werden. Beim 2. Rezidiv
waren alle Falle als komplex zu werten. In vier der fiinf MCL Félle konnte eine Zunahme der
Aberrationen nachgewiesen werden. Die reifen B—Zell Neoplasien GZL und CLL mit
Nachweis der t(8;14)MYC-IGH oder deren Varianten sind selten, es konnten trotzdem eine
CLL und zwei GZL untersucht werden. Bei Diagnose waren die CLL und die GZL schon als
komplex zu werten und hatten eine grof’e genomische Heterogenitét. In dem CLL Fall und
einem GZL Fall konnte eine Zunahme der Aberrationen nachgewiesen werden.

Es konnte bei BL eine lineare evolutionare Entwicklung sicher festgestellt werden. Bei MCL
konnte ebenfalls ein linearer Weg der Entwicklung von Diagnose zu Rezidiv nachgewiesen
werden. Bei CLL und GZL gibt es Hinweise darauf, dass die genetische Entwicklung
ebenfalls linear verlduft.

Damit wurden alle eingangs formulierten Ziele der Arbeit erreicht.

5.4. Ausblick

Insgesamt wurden hier 13 reife B-Zell Neoplasien auf primére und sekundare genetische
Verénderungen mittels zytogenetischer und molekularzytogenetischer Methoden untersucht.
Es konnten mehrere sekundére Verénderungen, die rekurrent aufgetreten sind und der Weg

der evolutiondren Entwicklung bei den untersuchten reifen B-Zell Neoplasien dargestellt
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werden. Allerdings werden weitere Studien an grofieren Kohorten dieser seltenen Lymphome
notig sein, um die evolutiondre Entwicklung genauer verstehen zu koénnen. Es ist davon
auszugehen, dass die evolutiondre Entwicklung der reifen B-Zell Neoplasien weiterhin
Gegenstand intensiver Forschung sein wird. Dabei wird die Kombination von etablierten
Methoden (Zytogenetik/Molekularzytogenetik) und neueren Methoden
(Hochdurchsatzsequenzierung) zum Nachweis chromosomaler Aberrationen sowie zur
Identifikation von Kandidatengenen unser Wissen uber die pathogenetischen Grundlagen und
die Tumorgenese von Neoplasien deutlich erweitern kdnnen.

Die deutschlandweite Erfassung von Patientendaten wird derzeit ausschliellich fir Kinder
vorgenommen, fur Erwachsene bestehen nur einzelne regionale Register. Die
Zusammenfihrung und Erweiterung der Daten in einer gemeinsamen Datenbank kdnnte
wesentlich zu einer genaueren Aufklarung der reifen B-Zell Neoplasien beitragen und
schlieBlich gezielte Therapien und deren Optimierung ermdglichen. In Zukunft sollte es
dadurch maoglich sein risikoadaptierte Therapien fiir die Patienten durchzufihren.
Zusammenfassend kénnen auf der Basis der in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse durch
weitere Studien Fortschritte in der Diagnostik und Therapie von reifen B—Zell Neoplasien

erzielt werden.
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6. Zusammenfassung

Burkitt—Lymphome, Mantelzell-Lymphome, chronisch lymphatische Leuk&mien und
Grauzonen-Lymphome gehoren zu den reifen B—Zell Neoplasien. Wie alle malignen
Erkrankungen entwickeln sich lymphatische Neoplasien auf der Basis genetischer
Veranderungen. Zytogenetische Studien zur klonalen Evolution reifer B-Zell Neoplasien, in
denen Material desselben Patienten zu unterschiedlichen Zeitpunkten untersucht werden
konnte, sind selten. Das liegt zum Teil an der niedrigen Inzidenz dieser Lymphomentitéten
und an der Seltenheit von sequenziellen Proben von Diagnose und Rezidiv bzw. Progress.
Ziel dieser Arbeit war die Identifikation sekundarer genetischer Veranderungen, um den Weg
der evolutionédren Entwicklung identifizieren zu kdnnen Es wurden jeweils funf Patienten mit
einem Burkitt—-Lymphom und einem Mantelzell-Lymphom, ein Patient mit einer chronisch
lymphatischen Leuk&mie und zwei Patienten mit einem Grauzonen—Lymphom, von denen wir
mindestens zwei Einsendungen erhielten, eingeschlossen. Es wurden bei den Fallen
zytogenetische und molekularzytogenetische Untersuchungen mittels der Chromosomen—
Bénderungsanalyse und der Fluoreszenz in situ Hybridisierung durchgefihrt.

Bei den aggressiven Mantelzell-Lymphomen konnte die typische t(11;14)(q13;932)/CCND1-
IGH Translokation nachgewiesen werden. Drei der finf Mantelzell-Lymphome waren schon
bei Diagnose als komplex zu werten und hatten eine hohe Anzahl an Aberrationen. In dieser
Arbeit konnten die Deletionen del(1p), del(6q), del(11g) und -17/del(17p) sowie ein 8q-
Zugewinn als rekurrente sekundare Aberrationen nachgewiesen werden. Die erhobenen Daten
ermoglichten fir die Mantelzell-Lymphome einen linearen Weg der evolutionéren
Entwicklung nachzuweisen.

Bei den sequenziellen Proben der Burkitt—Lymphome, die in dieser Arbeit untersucht werden
konnten, wurde die typische t(8;14)(q24;932)/MYC—IGH Translokation oder ihre Variante die
1(8;22)(924;9q11)/MYC—-IGA bei allen eingeschlossenen Féllen nachgewiesen. Burkitt—
Lymphome sind gut behandelbar, haben eine geringe genetische Komplexitdt und zeigen
selten Rezidive. Die geringe genetische Komplexitat bei Diagnose konnte in der vorliegenden
Arbeit bestatigt werden. Die aus der Literatur fur die Burkitt-Lymphome bekannten
sekundaren Veranderungen, Deletionen del(6q), del(11q), del(13g) und -17/del(17p) sowie
1g-Zugewinne, konnten bei den Rezidiven der vorliegenden Arbeit bestatigt werden.
Weiterhin deuten die erhobenen Daten auf einen linearen Weg der evolutiondren Entwicklung
hin. Daruber hinaus konnte die Analyse der erhobenen Daten mit den zytogenetischen Daten

weiterer 20 Burkitt-Lymphome, zum Teil aus Offentlichen zytogenetischen Datenbanken
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erweitert werden. Die Untersuchungen bestétigten die lineare klonale Evolution als Weg der
zytogenetischen Entwicklung bei den Burkitt-Lymphomen.

Die fir die Burkitt-Lymphome charakteristische t(8;14)/MYC-IGH kann auch bei anderen
Lymphomentitaten auftreten. Grauzonen—Lymphome sind hoch-aggressive Lymphome mit
intermedidren Merkmalen zwischen einem diffus grof3zelligen Lymphom und einem Burkitt-
Lymphom und  kénnen die  Translokationen  t(8;14)/MYC-IGH und die
t(14;18)(932;921)/IGH-BCL2 gleichzeitig aufweisen. In beiden Grauzonen—Lymphomen
wurden beide genannten Translokationen nachgewiesen. Beide Falle zeigten eine hohe
zytogenetische Heterogenitat bereits bei der Diagnose und daher war eine Aussage uber
rekurrente sekundére Translokationen nicht méglich. Zudem konnte ein Fall einer chronisch
lymphatische Leukdmie mit den fir diese Erkrankung typischen Deletionen del(13qg) und
del(11qg) und einer Translokation t(8;14)/MYC-IGH, trotz ihrer Seltenheit, untersucht werden.
Die kleine Anzahl der hier untersuchten t(8;14)/MYC-IGH—positiven Lymphome erlaubt
keine definitiven Aussagen zur evolutiondren Entwicklung, trotzdem gibt es ebenfalls
Hinweise auf eine lineare klonale Evolution.

Zusammenfassend konnten in der hier verfassten Arbeit neue Einblicke in die evolutionare
Entwicklung von reifen B-Zell Neoplasien gewonnen werden. Die erhobenen Daten fihrten
zur ldentifikation von sekundéren genetischen Verdnderungen und zur Identifikation der
evolutiondren Entwicklung reifer B-Zell Neoplasien. Es konnten auch gemeinsame rekurrent
auftretende Aberrationen bei allen untersuchten reifen B-Zell Neoplasien, die Deletionen
del(6q), del(11q), del(13q), und-17/del(17p), gefunden werden. Somit bietet die vorliegende
Arbeit Ansatzpunkte fur weitere Studien, um die Diagnostik zu verbessern und um in Zukunft
gezielte Risiko—adaptierte Therapien entwickeln zu kdnnen.
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