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Einleitung 1

1  Einleitung

1.1 B-Zell-Lymphome

1.1.1 Einteilung maligner Lymphome

Bosartige Erkrankungen des lymphatischen Systems werden als maligne Lymphome
bezeichnet. Zusammengefasst stellen sie mit einer Inzidenz von ca. 33/100000 Einwohner
und einem Anteil von 5-6% an allen Krebserkrankungen die vierthaufigste Tumor-
erkrankung in Deutschland dar (RKI 2021). Die Einteilung maligner Lymphome erfolgt
anhand der Klassifikation der Weltgesundheitsorganisation (WHO) (Swerdlow et al. 2016).
Je nach entartetem Zelltyp werden dabei B-Zell-Lymphome von T- bzw. NK-Zell-
Lymphomen unterschieden, wobei B-Zell-Lymphome mit > 90% am haufigsten vorkommen
(RKI 2021). Innerhalb der Gruppe der B-Zell-Lymphome lassen sich traditionell Hodgkin-
(~ 15%) von Non-Hodgkin-Lymphomen (~ 85%) voneinander abgrenzen. Bei den Non-
Hodgkin-Lymphomen (NHL) wird wiederum zwischen hochmaligen (aggressiven)
Lymphomen und niedrigmalignen (indolenten) Lymphomen unterschieden. Je nach
entartetem Zelltyp, Pathogenese, klinischer Prasentation und genetischen Merkmalen
unterscheidet die Lymphom-Klassifikation der WHO dariber hinaus zahlreiche
verschiedene Subtypen (Swerdlow et al. 2016). Abb. 1 gibt einen Uberblick tber die
haufigsten  B-Zell-Lymphome anhand ihrer Entstehung aus verschiedenen
Entwicklungsstufen im Rahmen der B-Zell-Differenzierung. Bezogen auf das Keimzentrum
in den Lymphfollikeln werden préafollikulare (Mantelzellymphom (MCL), Chronische
lymphatische B-Zell-Leukamie (B-CLL) unmutiert), follikulare (Burkitt-Lymphom (BL),
Diffuses grof3zelliges B-Zell-Lymphom (DLBCL), Follikulares Lymphom (FL), Hodgkin-
Lymphom (HL)) und postfollikulare (B-CLL, Marginalzonenlymphom (MZL), Multiples
Myelom (MM)) B-Zell-Neoplasien unterschieden. Die malignen B-Zellen weisen je nach
Entwicklungsstufe charakteristische Antigene (z. B. cluster of differentiation (CD)) auf der
Zelloberflache auf, die fur die Diagnostik entscheidend sind. Dartber hinaus sind die
verschiedenen  Lymphom-Entitdten  durch  spezifische = morphologische  und
pathogenetische Merkmale gekennzeichnet und unterscheiden sich im klinischen
Erscheinungsbild (Jaffe et al. 2008).
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Keimzentrum: Nach Antigenkontakt Transformation naiver B-Zellen zu Zentroblasten, klonale
Plasmazellen (Migration ins Knochenmark). Dargestellt sind die héufigsten B-Zell-Lymphome: BL,

Naive B-Zelle Zentrobly©\© Mantelzone
Q@C
Abb. 1: B-Zell-Differenzierung in Lymphfollikeln mit korrespondierenden B-Zell-Lymphomen
Expansion und somatische Hypermutation. Transformation zu Zentrozyten und Selektion.
DLBCL, FL, CLL, MCL, MZL, MM, HL. Basierend auf Kippers (2005). Die Verwendung erfolgt mit

Vereinfachte schematische Darstellung. Mantelzone: Naive B-Zellen ohne Antigenkontakt.
Differenzierung zu Gedéachtnis-B-Zellen  (Marginalzone) oder antikorperproduzierenden
freundlicher Genehmigung von Springer Nature.

DLBCL bilden eine heterogene Gruppe aggressiver NHL. Mittels Genexpressionsanalyse
kénnen beim nicht weiter spezifizierten DLBCL (NOS) der aus transformierten
Zentroblasten entstehende Keimzentrumstyp (GCB-DLBCL) und der aus Plasmazell-
vorlaufern bestehende aktivierte B-Zell-Typ (ABC-DLBCL) als zwei wesentliche Subtypen
unterschieden werden (Stein et al. 2008). Das FL ist ein niedrigmalignes NHL mit meist
follikularem Wachstumsmuster. Die Lymphomzellen weisen charakteristischerweise eine
Uberexpression des anti-apoptotischen Proteins BCL2 auf, die in ca. 90% der Falle auf der
balancierten Translokation t(14;18) beruht (Kishimoto et al. 2014; Ott 2002). Die B-CLL
zeichnet sich durch einen leukamischen Verlauf aus, wobei flr den Ursprung der
Tumorzellen sowohl eine Entstehung aus naiven B-Zellen, als auch aus postfollikularen
Zellen der Marginalzone diskutiert wird (Darwiche et al. 2018). MZL bilden eine Gruppe
niedrig maligner NHL. Anhand der priméren Lokalisation werden das extranodale MZL vom
mucosa associated tissue-Typ (MALT-Lymphom, 70%), das nodale MZL (NMZL, 10%) und
das splenische MZL (SMZL, 20%) als drei wesentliche Subtypen unterschieden
(Sriskandarajah et al. 2017; Swerdlow et al. 2016). MALT-Lymphome entstehen h&ufig auf
dem Boden einer chronischen Entzindung (infektids oder autoimmun), wobei verstarkt
extranodales lymphatisches Gewebe gebildet wird, welches sekundar entarten kann
(Ferreri et al. 2009; Raderer et al. 2016). MCL zeigen meist einen aggressiven klinischen
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Verlauf mit ungunstiger Prognose (Bosch et al. 1998). Die Lymphomzellen entstammen
i. d. R. naiven B-Zellen der inneren Mantelzone und konnen diffuse, noduldre und
mantelzonenartige Wachstumsmuster aufweisen (Argatoff et al. 1997; Swerdlow et al.
2008). Bei fast allen MCL zeigt sich zudem eine konstitutive Uberexpression von CyclinD1
als Folge der balancierten Translokation t(11;14) (Pérez-Galan et al. 2011, Li et al. 1999).
Das MM ist eine Plasmazell-Neoplasie mit Manifestation im Knochenmark. Charakteristisch
ist die Produktion funktionsloser monoklonaler Antikérper (Immunglobulin(lg)G 50%, IgA
20%) oder freier Leichtketten (20%), die sich mittels Immunelektrophorese im Serum und
im Urin detektieren lassen (Kyle et al. 2003). Von den NHL lassen sich HL traditionell
aufgrund des spezifischen morphologischen Erscheinungsbilds abgrenzen. So finden sich
beim HL grof3e und z. T. mehrkernige Tumorzellen (sog. Hodgkin-Reed-Sternberg(HRS)-
Zellen), die aus transformierten B-Zellen entstehen und von einem nicht-malignen
inflammatorischen Hintergrund u. a. aus T-Lymphozyten, Plasmazellen und Granulozyten
umgeben sind. Diese sog. Bystander-Zellen machen dabei nicht selten bis zu 99% der
Zellen in den befallenen Lymphknoten aus (Kuppers et al. 2012).

1.1.2 Burkitt-Lymphom

Das BL zahlt zu den hochmalignen NHL und zeichnet sich durch eine sehr hohe
Proliferationsaktivitat aus. Es werden insgesamt drei Formen unterschieden (Piccaluga et
al. 2011, Leoncini et al. 2008): Das endemische BL (eBL) tritt in Aquatorialafrika v. a. bei
Kindern auf, befallt meist die Kiefer-/Schadelregion und ist in nahezu allen Fallen mit einer
Infektion durch das Epstein-Barr-Virus (EBV) assoziiert. Das sporadische BL (sBL) tritt
dagegen mit geringer Inzidenz in der ganzen Welt meist bei Kindern und jungen
Erwachsene auf, wobei bevorzugt abdominelle Organe betroffen sind. AuRerdem kann das
BL auch im Rahmen einer HIV-Infektion auftreten (hivBL). Eine EBV-Infektion findet sich
beim sBL und hivBL deutlich seltener als beim eBL (Shannon-Lowe et al. 2017).
Mikroskopisch zeigt sich meist ein Bild aus monomorphen blastaren Zellen, die aus
Zentroblasten des follikularen Keimzentrums entstehen und eine starke Expression von
MYC bei haufig fehlender BCL2-Expression aufweisen (Schmitz et al. 2014, Leoncini et al.
2008). Die MYC-Uberexpression ist i. d. R. bedingt durch eine Translokation des MYC-
Gens zum Gen-Locus einer Immunglobulinkette (meist t(8;14)), die sich als klassisches
pathogenetisches Merkmal in > 90% aller BL findet (Dalla-Favera et al. 1982). Insgesamt
unterscheidet sich das BL im Genexpressionsprofil deutlich von ebenfalls hochmalignen
DLBCL und stellt somit eine eigene Lymphom-Entitat dar (Schmitz et al. 2012). Das
Uberleben und die Proliferation der Tumorzellen beruhen im Wesentlichen auf einem B-
Zell-Antigenrezeptor(BCR)-abhangigen Grundsignal (tonisches BCR-Signaling), das uber
den PI3K/AKT/mTOR-Signalweg vermittelt wird (Bhatti et al. 2018; Corso et al. 2016;
Schmitz et al. 2012).

Aufgrund der starken Tumorproliferation ist eine rasche Therapieeinleitung unumgéanglich.
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Diese erfolgt i. d. R. in kurativer Intention als intensive Polychemotherapie, haufig in
Kombination mit dem CD20-Antikérper Rituximab und zusatzlicher Prophylaxe des
zentralen Nervensystems (ZNS) (Jacobson et al. 2014). Patienten mit sBL < 55 Jahre
haben unter adaquater Therapie ein durchschnittliches Gesamtuberleben von 84%,
wohingegen Patienten > 55 Jahre sowie Patienten mit eBL mit 62% und 70% ein geringeres
Gesamtlberleben aufweisen (Hoelzer et al. 2014; Molyneux et al. 2017). Dies ist darauf
zurlickzufihren, dass altere Patienten mit Komorbiditaiten und Patienten in
Entwicklungslandern haufig nicht fir eine intensive Polychemotherapie geeignet sind.

1.2 BCR-Signaling in Lymphomen

Der BCR ist auf der Zelloberflache von B-Lymphozyten lokalisiert und stellt den
Ausgangspunkt fur verschiedene intrazellulare Signalkaskaden dar, welche fir die
Entwicklung, Reifung, Proliferation und das Uberleben von B-Zellen essentiell sind. Die
Signaltransduktion erfolgt dabei Uber die Aktivierung von nachgeschalteten BCR-
Effektorproteinen mittels reversibler Verdnderungen in der Phosphorylierung und fihrt
letztlich zur verstarkten Expression spezifischer Gene im Zellkern. Eine Dysregulierung
dieses BCR-Signalings stellt einen wesentlichen Pathomechanismus in B-Zell-Lymphomen
dar (Niemann et al. 2013, Seda et al. 2015). Dabei lassen sich grundsatzlich zwei
verschiedenen Formen des BCR-Signalings unterscheiden (vgl. Abb. 2):

Beim chronisch aktiven BCR-Signaling werden BCR-abhéngige Signalwege durch unter-
schiedliche Mechanismen verstarkt aktiviert. Dies geschieht zum einen durch Mutationen
in den Genen von BCR-Effektorproteinen (u. a. CD79b, CARD11), die etwa beim ABC-Typ
des DLBCL zu einem starken BCR-Signaling Gber den NF-kB-Signalweg fiihren (Davis et
al. 2010). Einen weiteren Mechanismus flr diese sog. intrinsische Aktivierung des BCR-
Signhalwegs bilden genetische Translokationen. Bei MALT-Lymphomen fiihren
Translokationen des BCL10- und MALT1-Gens zur verstarkten Proteinexpression, wodurch
wiederum ein konstitutiv aktives NF-kB-Signaling resultiert (Nakagawa et al. 2006). Daruber
hinaus kann das Signaling in B-Zell-Lymphomen auch durch direkte Stimulierung des BCR
mittels Antigen oder Autoantigen erfolgen (extrinsische Aktivierung). Beispiele hierfur sind
B-CLL und MCL, wo sog. stereotype BCR bestimmte aktivierende (Auto)antigene erkennen,
sowie MZL, wo infektidse Antigene (Hepatitis-C-Virus, Helicobacter pylori) zur Stimulierung
des BCR fuhren kénnen (Niemann et al. 2013).

Im Unterschied zum aktiven BCR-Signaling erfolgt beim tonischen BCR-Signaling keine
Stimulierung des BCR durch (Auto)antigene und es finden sich keine charakteristischen
Mutationen in proximalen BCR-Effektorproteinen. Diese Form des BCR-Signalings findet
sich beim GCB-Typ des DLBCL sowie beim BL (Havranek et al. 2017; Schmitz et al. 2012).
Ein tonisches BCR-abhangiges Grundsignal ist dabei essentiell fiir das Uberleben der
Tumorzellen. Anders als beim aktiven BCR-Signaling, welches héaufig Uber den NF-kB-
Signalweg erfolgt, spielt beim tonischen BCR-Signaling der PISBK/AKT/mTOR Signalweg
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eine entscheidende Rolle (Young et al. 2013).

Verschiedene B-Zell-Lymphome sind auf unterschiedliche Formen des BCR-Signalings
angewiesen. Das BL unterscheidet sich hierbei deutlich vom ebenfalls hochmalignen
DLBCL. So konnten beim BL, im Gegensatz zum ABC-DLBCL, weder aktivierenden
Mutationen in proximalen BCR-Effektorproteinen (CD79a/b, CARD11) nachgewiesen
werden, noch scheint der NF-kB-Signalweg essentiell fur BL-Zellen zu sein (Keller et al.
2005; Schmitz et al. 2012). Im Vergleich zum GCB-DLBCL bestehen zudem signifikante
Unterschiede im Genexpressionsprofil, was darauf schlieRen lasst, dass das tonische
Signaling beim BL Uber entitdsspezifische Signalwege und Effektorproteine vermittelt wird
(Dave et al. 2006).

Chronisch aktives BCR-Signaling Tonisches BCR-Signaling

1@ Antigen
(77— gl
IgH

NFAT ‘mTOR]
MAPK PI3K NFAT NF-xB PI3K
pathway pathway pathway pathway pathway

Abb. 2: Chronisch aktives und tonisches BCR-Signaling

Vereinfachte schematische Darstellung verschiedener BCR-abhangiger Signalwege mit den
wichtigsten BCR-Effektorproteinen. Regulierung der Proteine Uber reversible Phosphorylierung (P),
an den Aminosauren Serin, Threonin und Tyrosin (Y). Modifiziert nach Young et al. (2013). Die
Verwendung erfolgt mit freundlicher Genehmigung von Springer Nature.

1.3 Methoden zur Untersuchung essentieller BCR-abhangiger
Signalwegssignaturen in Lymphomen

1.3.1 Phosphoproteomische Analysen

Eine Dysregulation BCR-abhé&ngiger Signalwege tragt zur Pathogenese zahlreicher B-Zell-
Lymphome bei. Beim chronisch aktiven sowie beim tonischen BCR-Signaling werden die
dem BCR nachgeschalteten Effektorproteine durch posttranslationale Modifikationen,
i. d. R. mittels Phosphorylierung, verandert und dadurch in ihrer Aktivitat reguliert (Satpathy
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et al. 2015). Phosphorylierte Proteine bzw. Phosphopeptide einer Zellpopulation lassen sich
guantitativ mittels Massenspektrometrie erfassen (Olsen et al. 2006). Fur die
massenspektrometrische Analyse werden die Proteine fragmentiert, in einen gasférmigen
Aggregatszustand Uberfuhrt und ionisiert. Die lonen werden in einem elektrischen Feld
beschleunigt und in einem Analysator nach dem Masse-Ladungs-Verhaltnis (m/z) sortiert.
Dabei wird in Abh&angigkeit vom Masse-Ladungs-Verhaltnis jeweils die Intensitét der lonen
bestimmt. Anhand der Messdaten erfolgt mittels entsprechender Software eine
Identifizierung und Quantifizierung der Peptide bzw. Proteine (Aebersold et al. 2003). Die
Gesamtheit der auf diese Weise identifizierten Proteine in einer Zellkultur wird als globales
Proteom bezeichnet. Analog wird die durch spezielle Anreicherungsverfahren identifizierte
Gesamtheit der phosphorylierten Proteine in einer Zellkultur als globales Phosphoproteom
bezeichnet (Corso et al. 2016).

Zur Untersuchung BCR-abhangiger Veranderungen im globalen Phosphoproteom einer
Zelllinie eignet sich besonders das Verfahren des stable isotope labeling of amino acids in
cell culture (SILAC). Das Grundprinzip dabei ist die unterschiedliche metabolische
Markierung bestimmter Zellpopulationen. Dies geschieht durch die Kultivierung in
verschiedenen Nahrmedien, welche unterschiedliche nicht-radioaktive Isotope
(unterschiedliche Massen der Kohlenstoff- und Stickstoffatome) essentieller Aminosauren
(i. d. R. Arginin und Lysin) enthalten. Eine Zellpopulation wird dabei mit ,leichten” Isotopen
kultiviert, wohingegen die andere Zellpopulation mit ,schweren® Isotopen kultiviert wird.
Wahrend der Kultivierung werden die im Nahrmedium vorhandenen Aminosauren in die
Proteine der Zellen eingebaut. AnschlieRend werden die beiden Zellkulturen lysiert, im
Verhéltnis 1:1 vermischt, mittels Trypsin verdaut, die Phosphopeptide angereichert und
massenspektrometrisch ausgewertet. So ergeben sich Paare von Phosphopepiden, die
sich durch das unterschiedliche SILAC-Labeling in der Masse unterscheiden (,leicht® vs.
»Sschwer®) und dadurch der jeweiligen Zellkultur zugeordnet werden kénnen. Anhand der
massenspektrometrisch ermittelten Intensitaten kann die Menge eines bestimmten
Phosphopeptids in einer Zellpopulation bestimmt werden. Der Unterschied zwischen den
Intensitéaten beider Zellpopulationen wird fir jedes Phosphopeptid als SILAC-Ratio
angegeben (Chen et al. 2015). Auf diese Weise kdnnen Veranderungen des globalen
Phosphoproteoms im Rahmen des aktiven BCR-Signalings durch den Vergleich einer BCR-
stimulierten Zellpopulation mit einer nicht BCR-stimulierten Zellpopulation untersucht
werden. Effektorproteine des tonischen BCR-Signalings kdnnen mittels Inhibierung des
BCR-Signalwegs in einer Zellpopulation und den Vergleich mit einer nicht inhibierten
Zellpopulation identifiziert werden (Corso et al. 2016; siehe Abb. 3).
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Zellpopulation A Zellpopulation B

‘ Stimulierung BCR /
e Inhibierung BCR-Signaling

Arginin/Lysin ,schwer” (+ 6Da)
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Abb. 3: SILAC-basierte massenspektrometrische Analyse zur Erfassung BCR-abhangiger
Veranderungen in der Phosphorylierung

Schematische Darstellung fir den Vergleich zweier Zellpopulationen (A und B). In Zellpopulation B
Stimulierung des BCR (aktives BCR-Signaling) oder Inhibierung des tonischen BCR-Signalings.
Kultivierung von Zellpopulation A mit ,leichtem® (griin) Arginin/Lysin und Zellpopulation B mit
.Sschwerem®“ (rot) Arginin/Lysin (hier beispielhaft Massenunterschied von 6 Da). AnschlieBend
Zelllyse, Mix von Zellpopulation A und B im Verhaltnis 1:1, Anreicherung von Phosphopeptiden und
MS-Analyse. Jeweils Bestimmung des Masse-Ladungs-Verhdltnis (m/z) in Abh&angigkeit von der
Intensitat (korreliert zur Menge des Phosphopeptids). Vergleich der Intensitaten in Zellpopulation A
(gruin) und B (rot), Beispiele: a) keine Veranderung in der Phosphorylierung bei BCR-Stimulierung /
Inhibierung BCR-Signaling (A =B), b) Abnahme der Phosphorylierung bei BCR-Stimulierung /
Inhibierung BCR-Signaling (A > B). Abklrzungen: BCR = B-Zell-Antirgenrezeptor, Da = Dalton, MS =
Massenspektrometrie, SILAC = stable isotope labeling of amino acids in cell culture. Modifiziert nach
Kruger (2012). Die Verwendung erfolgt mit freundlicher Genehmigung des Max-Planck-Instituts fir
Herz- und Lungenforschung.

1.3.2 RNA-Interferenz

Essentielle Proteine besitzen eine wichtige Funktion fir die Proliferation und das Uberleben
von Zellen und stellen daher in der Tumorforschung interessante Ziele fur die Entwicklung
neuer Inhibitoren dar. Zur ldentifizierung essentieller zellularer Proteine wird haufig das
Verfahren der RNA-Interferenz (RNAi) angewendet (Cheung et al. 2011; Ngo et al. 2006;
Schlabach et al. 2008). Das Grundprinzip dabei beruht auf der gezielten Stilllegung von
Genen (Gen-Knockdown) durch die Wechselwirkung von kurzen RNA-Fragmenten (SiRNA
= short interfering RNA) mit der transkribierten messenger RNA (mRNA), wodurch die
Genexpression (Translation) und somit die Expression des Proteins unterdriickt wird
(Eggert et al. 2003). Handelt es sich um ein fiir das zellulare Uberleben essentielles Gen,
fuhrt der Knockdown nach einer gewissen Zeit zur Apoptose der Zellen. Fir den
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experimentellen Gen-Knockdown werden meist short hairpin RNAs (ShRNASs) verwendet.
Eine shRNA besteht aus einer doppelstrangigen RNA-Sequenz (Sense- und Antisense-
Strang), die gegen eine spezifische komplementdre mRNA-Sequenz gerichtet ist, sowie
aus einer einstrangigen Loop-Sequenz (Eggert et al. 2003; Mun et al. 2016; Paddison et al.
2002). Mithilfe eines meist retroviralen Vektors wird die shRNA in die Zellen eingeschleust
(Transduktion) und in die zellulére Desoxyribonukleinséure (DNA) integriert (siehe Abb. 4).
Im Zellkern erfolgt die Transkription der shRNA, aus der anschlielend im Zytoplasma durch
Entfernung der Loop-Sequenz eine doppelstrangige siRNA entsteht. Nach Assoziation der
siRNA mit verschiedenen Proteinen des RNA-induced silencing complex (RISC) und
Entfernung eines RNA-Strangs, bindet die SIRNA-Sequenz an die komplementare mRNA-
Sequenz. Je nach Starke der Bindung fuhrt dies zur Spaltung und zum Abbau der mRNA
bzw. zur Inhibierung der Translation (Leung et al. 2005; O’Keefe 2013).

Virus

Transduktion

Zytoplasma

Zellkern
T mRNA mit
// .
DNA —u kOmplementa.rer
pre-shRNA Sequenz zur siRNA
¥ 4
/JCGRB. Drosha

T, 3 shRNA

Exportin 5

Abb. 4: RNA-Interferenz mittels shRNA

Vereinfachte schematische Darstellung mit beteiligten Enzymen. Mittels retroviralem Vektor
Transduktion der shRNA in die Zielzelle und Einbau in zellulare DNA. Im Zellkern Transkription und
Moadifizierung von pre-shRNA zu shRNA durch DCGR8 und Drosha. Ausschleusung der shRNA ins
Zytoplasma durch Exportin 5, dort Entfernung der Loop-Sequenz durch Dicer. Assoziation mit
Proteinen des RISC, Entfernung eines RNA-Strangs und Bindung an komplementdre mRNA-
Sequenz. Spaltung der mRNA durch Proteine des RISC. Abkirzungen: DNA = Desoxy-
ribonukleinsare, shRNA = short hairpin RNA, siRNA = short interfering RNA, mRNA = messenger
RNA, RISC = RNA-induced silencing complex. Modifiziert nach Lingor (2010). Die Verwendung
erfolgt mit freundlicher Genehmigung von Springer Nature.

Der Gen-Knockdown mittels shRNA wird meist als genomweiter RNAi-Screen durchgefiihrt,
um bisher unbekannte essentielle Gene in einer bestimmten Zelllinie zu identifizieren
(Cheung et al. 2011; Ngo et al. 2006). Dabei wird eine sog. shRNA-Bibliothek, bestehend
aus Tausenden verschiedener shRNAs, mithilfe von Vektoren in die Zellen eingebracht (Hu
et al. 2012). Auf diese Weise kbnnen in einem einzigen Experiment tausende verschiedener
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Gene stillgelegt und die Auswirkung auf das Uberleben der Zellen untersucht werden. Die
shRNAs enthalten haufig eine sog. Barcode-Sequenz, anhand derer sie identifiziert und
guantifiziert werden kénnen (Mun et al. 2016; Ngo et al. 2006). Mithilfe verschiedener
Verfahren der Hochdurchsatzsequenzierung kann so jeweils die shRNA-Menge nach einer
gewissen Zeit der Zellkultivierung im Vergleich zur shRNA-Ausgangsmenge bestimmt
werden. Ist eine ShRNA gegen ein essentielles Gen gerichtet, fihrt dies zur Apoptose der
infizierten Zellen und dem Verlust der shRNA (shRNA-Depletion), sodass im Vergleich zur
Ausgangsmenge eine deutlich geringere shRNA-Menge detektiert wird (Ngo et al. 2006;
Schaefer et al. 2018; Sims et al. 2011).

1.3.3 Immunhistochemische Farbung

Bestimmte Proteine werden in Tumorgewebe im Vergleich zu Normalgewebe verstarkt oder
vermindert exprimiert. FUr die Darstellung der Proteinexpression in Gewebe ist die
immunhistochemische Farbung (IHC-Farbung) die Methode der Wahl. Dabei werden von
in Paraffin eingebetteten Gewebsstiicken Schnitte mit einer Dicke von ca. 2 um hergestellt
und auf einen Objekttrager aufgebracht. Die Gewebsschnitte werden mit einem Antikorper
inkubiert, der spezifisch gegen ein zu untersuchendes Protein (Antigen) gerichtet ist. Ist das
Protein im Gewebe vorhanden, bindet der Antikbrper an das entsprechende Antigen. Alle
Antikorper, die keine Bindung eingegangen sind, werden abgespult. Die Antikorper-
Antigen-Komplexe konnen auf unterschiedliche Weise farblich markiert werden: Bei der
direkten Methode wird der an das Antigen gebundenen Antikérper mit einem Enzym oder
Farbstoff gekoppelt und durch Zugabe eines Substrates sichtbar gemacht. Bei der
indirekten Methode wird in einem zweiten Schritt ein weiterer Antikbrper zugegeben, der
gegen den Priméarantikorper gerichtet und mit einem Nachweissystem (z. B. einem Enzym)
gekoppelt ist. Durch eine Enzym-Substrat-Reaktion wird ein Farbstoff freigesetzt, der die
Antikérperbindung markiert (Grundmann et al. 2010). Fir die gemeinsame IHC-Farbung
unterschiedlicher Gewebe werden tissue microarrays (TMAS) verwendet. Dabei werden
aus dem zu untersuchenden Gewebe von sog. Spenderblocken Gewebsstanzen (meist
0,6 mm Durchmesser) entnommen und diese in einem neuen sog. Empféangerblock (TMA-
Block) zusammengefligt, der daraufhin immunhistochemisch gefarbt wird (siehe Abb. 5).
Auf diese Weise kann mit einer einzigen IHC-Farbung die Proteinexpression im Gewebe
von bis zu 1000 verschiedenen Spenderblécken untersucht und verglichen werden, ohne
dass dabei Schwankungen durch verdnderte Arbeitsprozesse entstehen. Im Anschluss
werden die IHC-Farbungen mikroskopisch ausgewertet (Al Kuraya et al. 2004; Bubendorf
et al. 2001).
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Abb. 5: TMA

Schematische Darstellung der Arbeitsschritte zur Erstellung eines TMA: Entnahme einer
Gewebsstanze aus Spenderblock (A). Zusammenfigen mehrerer Gewebsstanzen aus
unterschiedlichen Spenderblécken in Empfangerblock (B). Herstellung von Schnitten aus
Empfangerblock (C) und IHC-Farbung (D). Mikroskopische Auswertung der Farbung (E). Modifiziert
nach Oberlander et al. (2014). Die Verwendung erfolgt mit freundlicher Genehmigung von Springer
Nature.

1.4 Ziel der Arbeit

Das BL zahlt zu den hochmalignen NHL und wird meist mittels intensiver Chemotherapie
behandelt (Jacobson et al. 2014). Eine aggressive Therapie ist jedoch bei élteren Patienten
mit Begleiterkrankungen sowie bei Patienten mit eBL in Entwicklungslandern haufig nicht
mdglich, sodass diese Patienten ein signifikant schlechteres Gesamtiberleben aufweisen
(Hoelzer et al. 2014; Molyneux et al. 2017). Hier besteht ein Bedarf an neuen
Therapieformen.

Im Fokus der gezielten Therapie (targeted therapy) maligner B-Zell-Lymphome stehen seit
einigen Jahren verstarkt Signalmolekile, die an onkogenen Signalleitungsprozessen Uber
den BCR beteiligt sind (Niemann et al. 2013). Beim BL ist ein BCR-abhéngiges
Grundsignal, das Uber den PI3K/AKT/mTOR-Signalweg vermittelt wird, essentiell fir das
Uberleben der Tumorzellen (Schmitz et al. 2012). Jedoch ist bis dato nur wenig tber
weitere, am tonischen BCR-Signaling beteiligte Signalwege und Effektorproteine bekannt.
Diese Arbeit verfolgt das Ubergeordnete Ziel, beim BL onkogene Signalwegssignaturen des
tonischen BCR-Signalings identifizieren. Durch Kombination und Neuauswertung bereits
publizierter Datensatze aus einer phosphoproteomischen Analyse (Corso et al. 2016) sowie
einem RNAI-Screen (Huellein et al. 2019) sollen Proteine identifiziert werden, die beim BL
sowohl signifikant BCR-abhangig reguliert werden, als auch essentiell fiir das Uberleben
der Lymphomzellen sind. In einer vergleichenden immunhistochemischen Analyse soll
dann an einem Kollektiv aus BL und weiteren B-Zell-Lymphom-Entitaten die Expression der
Proteine in humanem Lymphomgewebe untersucht werden. Dies dient zum einen der
Validierung der beim BL in vitro identifizierten Signalwegssignaturen anhand ihrer
Proteinexpression in humanem Lymphomgewebe, zum anderen der ldentifizierung von
Gemeinsamkeiten und Unterschieden in der Proteinexpression zwischen verschiedenen B-
Zell-Lymphomen. In Uberlebenszeitanalysen soll auBerdem der prognostische Einfluss der
Proteinexpression auf das Gesamtiberleben von Lymphom-Patienten untersucht werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

Im Folgenden findet sich eine tabellarische Auflistung der Gerate, Laborutensilien,
Chemikalien und Antikdrper, die fur die Erstellung der TMA-Bl6cke und deren IHC-Farbung
verwendet wurden. Zudem sind die fir die statistische Auswertung der Daten und die
Verschriftlichung der Arbeit verwendete Software und Internetadressen aufgefihrt.

Gerate und Laborutensilien

Gerat/Material
Akkupipettierhilfe Akujet
Autoklaven

Feinwaage R160P
Mikroskop BX41
Mikroskop Axio Scope.Al

pH-Meter

TMA Master

Mikrotom Microm HM430
Kamera Axiocam 105 color
Objekttrager Sussefrost weill

Pipetten (2,5/20/100/1000 pl)
Serologische Pipetten (5/10/25 ml)

Verschlussrohrchen (2 ml)

Hersteller

Brand

Systec

Sartorius

Olympus

Zeiss

Thermo Fischer Scientific
Zeiss

Stsse Labortechnik
Schott Instruments
Eppendorf
Sarstedt

3DHistech
Eppendorf

Firmensitz

Wertheim, Deutschland
Linden, Deutschland
Gottingen, Deutschland
Tokio, Japan
Oberkochen, Deutschland
Waltham, USA
Oberkochen, Deutschland
Gudensberg, Deutschland
Mainz, Deutschland
Hamburg, Deutschland
Nimbrecht, Deutschland
Budapest, Ungarn
Hamburg, Deutschland

Tab. 1: Gerate und Laborutensilien
Verwendete Gerate und Laborutensilien mit Angabe des Herstellers und dessen Firmensitz.

Chemikalien und Reagenzien

Reagenz Hersteller Firmensitz

DAB (Diaminobenzidin) Dako Hamburg, Deutschland
EnVision Flex Target Retrieval Solution Dako Hamburg, Deutschland
EnVision Flex+ Visualization System Dako Hamburg, Deutschland
Ethanol (75%, 96%, 100%) Roth Karlsruhe, Deutschland
Formaldehyd (4%, gepuffert) Roth Karlsruhe, Deutschland
Hamatoxylin Dako Hamburg, Deutschland
Paraffin Roth Karlsruhe, Deutschland
Xylol Roth Karlsruhe, Deutschland

Tab. 2: Chemikalien und Reagenzien
Verwendete Chemikalien und Reagenzien mit Angabe des Herstellers und dessen Firmensitz.
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Antikorper

Antikorper Hersteller (Nummer) Ursprung Verdiinnung pH-Wert Puffer
anti-CD20 Dako (IR604) Maus ready to use high
anti-BCL2 Dako (IR614) Maus ready to use high
anti-BCL6 Dako (IR 625) Maus ready to use high
anti-MYC Abcam (ab32072) Kaninchen 1:100 high
anti-ACTN4 Atlas Antibodies (HP1873) Kaninchen 1:1000 low
anti-ARFGEF2 Abcam (ab72420) Kaninchen 1:100 low
anti-BCL11A Atlas Antibodies (HP29003)  Kaninchen 1:50 low
anti-CARD11 Sigma (HPA52984) Kaninchen 1:100 low
anti-CDKN1B Abnova (H1027-M01) Kaninchen 1:500 low
anti-MTHFD1 Atlas Antibodies (HPA1290)  Kaninchen 1:500 low
anti-MTHFD2 Abnova (H10797-M01) Maus 1:500 low
anti-SHMT2 Sigma (HPA20549) Kaninchen 1:200 low

Tab. 3: Antikorper

Verwendete Antikorper fir die immunhistochemische Darstellung spezifischer Antigene auf den
Lymphomzellen. Jeweils Angabe des Herstellers mit Produktnummer sowie Ursprung, Verdinnung
und pH-Wert der verwendeten Pufferlésung.

Software und Internetadressen

Software Hersteller Firmensitz
Microsoft Excel 2013 Microsoft Redmond, USA
Microsoft PowerPoint 2013 Microsoft Redmond, USA
Microsoft Word 2013 Microsoft Redmond, USA
Microsoft Fotos 2019 Microsoft Redmond, USA
STATISTICA 13.3.1 StatSoft Tusla, USA
Citavi 6 Swiss Academic Software Wadenswil, Schweiz
Internetadressen

www.ncbi.nlm.nih.gov

www.uniprot.org

www.phosphosite.org

Tab. 4: Software und Internetadressen

Verwendete Software mit Angabe des Herstellers und dessen Firmensitz sowie verwendete
Internetadressen.

2.2 Ethikantrag

Fur diese Arbeit wurde humanes Lymphomgewebe verwendet und es wurden
krankheitsassoziierte Daten ausgewertet. Die patientenspezifischen Informationen
umfassen Angaben zu WHO-Diagnose, Alter, Geschlecht, Zeitpunkt der Erstdiagnose und
einem eventuellen Todesereignis. Dies wurde durch die Ethikkommission der
Universitatsmedizin Gottingen (UMG) genehmigt (Ethikantragsnummer 19-2-16) und unter
Einhaltung der gesetzlichen Richtlinien durchgefuhrt.
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2.3 Auswahl der Proteine fiir Expressionsanalyse

Die immunhistochemisch untersuchten Proteine wurden durch eine Neuauswertung bereits
publizierter Daten aus einer Massenspektrometrie-basierten phosphoproteomischen
Analyse (Corso et al. 2016) sowie einem RNAIi-Screen (Huellein et al. 2019) an BL-Zelllinien
ausgewahlt, wobei die Datensatze kombiniert wurden. Die Auswahl umfasste alle Proteine,
die beide der in Tab. 5 dargestellten Kriterien erfillten.

Auswabhlkriterien fiir Expressionsanalyse

| Signifikante Veranderung in der Phosphorylierung mindestens einer Phosphorylierungs-
stelle in mindestens einer BL-Zelllinie (DG75 oder Daudi) bei Blockade des tonischen BCR-
Signalings (SYK-Inhibierung oder CD79a-Knockdown) gemessen an der log, SILAC-Ratio
(Z-Score < -2 bzw. > 2).

Il Starke Toxizitdt mindestens zweier verschiedener shRNAs auf entsprechende Gene in
BL-Zelllinien bei geringer bis fehlender Toxizitdt in Karzinom-Zelllinien gemessen am
Unterschied im shRNA Fold-change (p < 0,05 und log,FC BL < -0,5 und log,FC BL - log,FC
Karzinom < -0,5).

Tab. 5: Auswabhlkriterien fir Expressionsanalyse

Kriterien fir die Auswahl von Proteinen aus der phosphoproteomischen Analyse von Corso et al.
(2016) (1) sowie dem RNAIi-Screen von Huellein et al. (2019) (Il). Fur die immunhistochemische
Expressionsanalyse wurden nur Proteine bertcksichtigt, die beide Kriterien (1+11) erfillten.

2.4 Formalinfixierung und Paraffineinbettung

Das entnommene Tumorgewebe wurde zunachst je nach Gréf3e fir mindestens 16 h bei
Raumtemperatur in Formalin (4%, neutral gepuffert) fixiert. AnschlieRend wurde das
Gewebe zugeschnitten und zur Entwasserung fiir 30 min in Ethanol 75%, fur 45 min in
Ethanol 96% und fur 1 h in Ethanol 100% gegeben. Im Anschluss erfolgte eine Behandlung
mit dem Intermedium Xylol fur insgesamt 1 h 50 min, wobei die Flussigkeit nach 20 min,
30 min und 1 h jeweils durch neues Reagenz ersetzt wurde. Abschlie3end wurden die
Gewebsstilicke in Kassetten mit flissigem Paraffin gegossen und bei 56°C ausgehatrtet,
wodurch ein fester Gewebsblock entstand.

2.5 tissue microarray (TMA)

2.51 Erstellen von TMAS

Durch Mitarbeiter des Instituts fir Pathologie der UMG wurden bereits im Rahmen der
Diagnostik von Paraffin-eingebetteten Gewebeblécken maligner Lymphome Schnitte mit
einer Dicke von 2 um hergestellt, welche anschlieRend auf einen Objekttrager aufgebracht
und mit tumorspezifischen Antikérpern gefarbt wurden (siehe 2.5.2). Diese bereits
vorhandenen IHC-Farbungen wurden zum Auffinden von Lymphomzellen im Gewebe
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verwendet. Dabei wurden Tumorzellen verschiedener B-Zell-Lymphom-Entitdten anhand
von charakteristischen Expressionsmerkmalen identifiziert. So zeigten atypische B-Zellen
eine starke Expression des B-Lymphozytenantigens CD20. Beim HL wurden HRS-Zellen
anhand der klassischen Zellmorphologie mit grof3en, z. T. mehrkernigen Zellen sowie meist
starker Expression der Oberflachenproteine CD15 und CD30 identifiziert. MM-Zellen
wurden aus Knochenmarksbiopsien mittels Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE-Féarbung)
identifiziert. Unter mikroskopischer Aufsicht wurden auf dem Objekttrager jeweils zwei
Markierungen in Gebieten mit einer hohen Dichte an Tumorzellen gesetzt. Der Objekttrager
diente daraufhin als Schablone fir die Entnahme von Gewebszylindern aus den
Paraffinblocken. Entsprechend der Markierung wurden an den jeweiligen Stellen aus den
Gewebsblocken Gewebszylinder entnommen und mehrere dieser Stanzzylinder in einem
neuen Paraffinblock (TMA) vereint. Die Gewebsentnahme und -zufiihrung wurde von der
Firma TARGOS Molecular Pathology GmbH (GermaniastraBe 7, 34119 Kassel,
Deutschland) mit dem TMA Master der Marke 3DHISTECH durchgefihrt. Ein fertiger TMA-
Block enthielt bis zu 66 x 1,5 mm grof3e Gewebsfelder und mindestens vier Felder ohne
Gewebe. Letztere wurden blockspezifisch angeordnet und dienten somit der sicheren
Wiedererkennung.

2.5.2 Immunhistochemie

Von den Gewebs- bzw. TMA-Bl6cken wurden Schnitte mit einer Dicke von 2 um hergestellt.
Diese wurden fir 40 min bei Raumtemperatur in EnVision FLEX Target Retrieval Solution
(Dako) inkubiert. Dabei wurde je nach Antikdrper eine Lésung mit niedrigem oder hohem
pH-Wert verwendet. AnschlieBend wurden die Gewebsschnitte fir 30 min bei
Raumtemperatur mit einem spezifischen monoklonalen Antikérper inkubiert. Die
Verdinnung der im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Antikorper istin Tab. 3 beschrieben.
Danach wurden die Schnitte mit einem HRP-gekoppelten (horseradish peroxidase)
Detektionssystem (EnVision FLEX+, Dako) inkubiert. Sichtbar gemacht wurde die Bindung
mit 3,3"-Diaminobenzidin (DAB) (Dako).

2.5.3 Auswertung der IHC-Farbungen

Alle IHC-Farbungen wurden nach dem gleichen Prinzip ausgewertet. Die Lymphomzellen
wurden unter 10-facher, 40-facher und z. T. 60-facher mikroskopischer Vergréf3erung bzgl.
ihrer Farbintensitat nach einem dreistufigen System beurteilt. Bei fehlender Farbung oder
< 10% positiv gefarbter Tumorzellen wurde ein Fall als ,negativ‘ bewertet. Zeigte sich eine
schwach positive Farbung oder war nur ein geringer Teil der Tumorzellen (> 10%) positiv
gefarbt, erfolgte eine Einstufung als ,mafig positiv‘. Falle mit einer homogenen stark
positiven Farbung wurden als ,stark positiv‘ bezeichnet. Um sicherzugehen, dass es sich
bei den angefarbten Zellen um atypische B-Zellen handelt, wurden die TMA-Blocke
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zusatzlich mit einem CD20-Antikorper gefarbt. Die Grafiken und Tabellen wurden mittels
Excel, Vers. 2013 und PowerPoint, Vers. 2013 erstellt. Die statistischen Berechnungen
wurden mit dem Programm STATISTICA, Vers. 13.3.1 durchgefihrt. Als Signifikanztests
auf statistische Unabhangigkeit wurden der Chi-Quadrat-Test und der Fisher-Yates-Test
angewendet. Sofern nicht anders angegeben, galt fir alle Auswertungen ein
Signifikanzniveau von p = 0,05.

2.6 Statistische Uberlebenszeitanalyse

Fur jeden Patienten des unter 3.2.1 beschriebenen Lymphom-Kollektivs wurde das Datum
der Erstdiagnose und, falls vorhanden, das Sterbedatum ermittelt. Bei Patienten, fir die in
der pathologischen Datenbank kein Sterbedatum angegeben war, wurden Anfragen an die
jeweiligen Einwohnermeldeamter gestellt. Diese umfassten eine Angabe zum
Uberlebensstatus, sowie zum evtl. Sterbedatum der Patienten. Insgesamt erfolgten zwei
voneinander getrennte Anfragen im August 2016 und im Januar 2019. Anhand der
gesammelten Daten wurde fur jeden Patienten die Uberlebenszeit (OS) in Monaten seit der
Erstdiagnose ermittelt. Endereignis der Messung war der Tod jedweder Art. Waren die
Patienten bis zu einem gewissen Stichtag nicht verstorben, wurden die Uberlebenszeiten
zensiert. Fur die meisten Patienten wurde dabei der 15.01.2019 als Stichtag angegeben.
Fur 17 Falle lagen allerdings keine Daten aus der zweiten Einwohnermeldeamt-Anfrage im
Januar 2019 vor, sodass hier der 15.08.2016 als Stichtag verwendet wurde. Insgesamt
wurden alle Uberlebenszeitanalysen fur einen maximalen Beobachtungszeitraum von finf
Jahren (60 Monate) durchgeflihrt. Bei Patienten, die bis 60 Monate nach Erstdiagnose nicht
verstorben waren, wurden die Uberlebenszeiten ebenfalls zensiert. Die
Uberlebenszeitanalysen wurden graphisch mittels Kaplan-Meier-Kurven dargestellt. Dabei
ist auf der y-Achse jeweils die kumulierte Uberlebenswahrscheinlichkeit (0,0 — 1,0) und auf
der x-Achse jeweils die Uberlebenszeit (OS) in Monaten (0—60) aufgetragen. Zum
Vergleich des Uberlebens zweier verschiedener Patientengruppen diente der Logrank-
Test. Wurden mehr als zwei verschiedene Patientengruppen miteinander verglichen, wurde
der Chi-Quadrat-Test verwendet. Als Gruppierungsvariablen fir die verschiedenen
Uberlebenszeitanalysen dienten die Proteinexpressionen von BCL2, BCL6, MYC, ACTN4,
ARFGEF2, BCL11A, CARD11, CDKN1B, MTHFD1, MTHFD2 und SHMT2. Die Protein-
expression wurde jeweils durch die Farbung mit spezifischen Antikérpern bestimmt (siehe
Tab. 3). Basierend auf den Auswertungen der IHC-Farbungen erfolgten sowohl
Uberlebenszeitanalysen am gesamten Lymphom-Kollektiv, als auch Analysen an
bestimmten Gruppen von Lymphom-Entitdten mit ahnlicher Proteinexpression sowie
Einzelanalysen an ausgewahlten Lymphom-Entitaten. Wie unter 2.5.3 beschrieben,
basierte die Auswertung der IHC-Farbungen auf einem dreistufigen Prinzip, wobei
,negative®, ,maRig positive“ und ,stark positive“ Falle unterschieden wurden. Fir alle
Uberlebenszeitanalysen wurden daher zunachst auch ,negative“ von ,maRig positiven“ von
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»stark positiven” Fallen unterschieden. Zeigten dabei ,negative” und ,maRig positive“ Falle
einen ahnlichen Verlauf der Kaplan-Meier-Kurven, wurden ,negative/mafig positive“ Falle
zusammengefasst und mit ,stark positiven® Fallen verglichen. Zeigten ,maRig positive* Falle
dagegen einen ahnlichen Kurvenverlauf wie ,stark positive® Falle, wurden ,mafig/stark
positive“ Falle als ,positive“ Falle zusammengefasst und mit ,negativen” Fallen verglichen.
Fur die Uberlebenszeitanalysen wurden nur Patientengruppen bericksichtigt, die
mindestens funf Falle umfassten. Auf3erdem galt als Voraussetzung bei jeder Analyse, dass
mindestens funf Patienten im Beobachtungszeitraum verstorben waren. Die statistischen
Berechnungen und Abbildungen wurden mit dem Programm STATISTICA, Vers. 13.3.1
durchgefuhrt. Sofern nicht anders angegeben, galt ein Signifikanzniveau von p = 0,05.
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3 Ergebnisse

3.1 Identifizierung essentieller Signalwegssignaturen des BCR
beim BL

3.1.1 Quantitative phosphoproteomische Analysen

Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte eine Neuauswertung bereits publizierter Daten aus
guantitativen phosphoproteomischen Analysen von Corso et al. (2016).

Zur ldentifizierung neuer Effektorproteine des BCR im Rahmen des aktiven und tonischen
BCR-Signalings (siehe 1.2) wurden die humanen BL-Zellinien DG75 und Daudi
massenspektrometrisch untersucht. Durch Stimulierung des BCR mittels Antikorper wurde
ein aktives BCR-Signal erzeugt. Fir jeweils unterschiedliche Zeiten einer BCR-Stimulierung
(2 min, 5min, 10 min, 20 min) wurden Verédnderungen in der Phosphorylierung von
Proteinen mittels SILAC-basierter Massenspektrometrie quantitativ erfasst (siehe 1.3.1).
Insgesamt konnte auf diese Weise bei 577 Proteinen eine signifikante BCR-abhangige
Veranderung der Phosphorylierung nachgewiesen werden. Des Weiteren wurde
untersucht, wie sich die Phosphorylierung von Proteinen bei Ausschaltung des BCR-
Signalwegs verandert. Das tonische BCR-Signaling wurde durch einen Gen-Knockdown
von CD79a mittels RNA-Interferenz sowie durch eine pharmakologische Inhibierung der
spleen tyrosine kinase (SYK) unterbunden. Der Knockdown des BCR-assoziierten Proteins
CD79a fuhrt zu einer stark verminderten Expression des BCR auf der Zelloberflache,
wodurch das BCR-Signal ausbleibt (Corso et al. 2016). Die Inhibierung von SYK fihrt zu
einer Blockade der Signaltransduktion vom BCR auf nachgeschaltete Signalwege (Coffey
et al. 2012). In getrennten Analysen wurden die Auswirkungen eines CD79a-Knockdowns
und einer SYK-Inhibierung auf die Phosphorylierungen von Proteinen quantitativ mittels
SILAC-basierter Massenspektrometrie erfasst. Insgesamt wurden durch den CD79a-
Knockdown 515 und durch die SYK-Inhibierung 441 Phosphorylierungsstellen signifikant
reguliert. Abb. 6 zeigt eine von Corso et al. (2016) erstellte Cluster-Analyse. Darin sind
zahlreiche Phosphorylierungsstellen, die beim BL durch BCR-Stimulierung, CD79a-
Knockdown und  SYK-Inhibierung  reguliert werden, graphisch  dargestellt
(Hochregulierung = rot, Downregulierung = griin). Zumeist wurden Phosphorylierungs-
stellen, die durch ein aktives BCR-Signal (BCR-Stimulierung) hochreguliert wurden, bei
Ausschaltung des tonischen BCR-Signals (CD79a-Knockdown, SYK-Inhibierung)
herunterreguliert. Allerdings fanden sich auch Phosphorylierungsstellen, die bei fehlendem
tonischen BCR-Signaling hochreguliert wurden, wohingegen sie durch aktives BCR-
Signaling kaum verandert wurden und umgekehrt.
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Abb. 6: Globales Phosphoproteom (GPome) fur BL

Cluster-Analyse zur Darstellung aller Phosphorylierungsstellen mit signifikanter Regulation bei BCR-
Stimulierung, CD79a-Knockdown und SYK-Inhibierung. Spalten: BCR-Stimulierung (a-BCR) fur
2 min (29, 5 min (59, 10 min (10°), 20 min (20°); CD79-Knockdown (CD79a KD); SYK-Inhibierung
(SYK inhibition). Zeilen: Phosphorylierungsstellen. Farbcodierung der Regulierung basierend auf Z-
Score aus log2-SILAC-Ratio: rot = hoher Z-Score, griin = niedriger Z-Score. Gruppierung von
Phosphorylierungsstellen mit &hnlicher Regulierung. Modifiziert nach Corso et al. (2016). Die
Verwendung erfolgt mit freundlicher Genehmigung von PNAS.

3.1.2 RNAI-Screen

Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte eine Neuauswertung bereits publizierter Daten aus einem
RNAI-Screen von Huellein et al. (2019).

Zur ldentifizierung neuer essentieller Gene im BL wurde ein RNAIi-Screen an acht
verschiedenen humanen BL-Zelllinien (BJAB, BL60, Raji, Ramos, BL2, LY47, Salina,
Seraphine) durchgefiihrt. Fir den Gen-Knockdown wurden shRNAs verwendet (siehe
1.3.2). Im RNAI-Screen fiihrt ein shRNA-Knockdown von Genen, die fur das zellulare
Uberleben essentiell sind, zur Apoptose der Zellen und somit zum Verlust der shRNA. Die
shRNA-Depletion kann mittels RNA-Sequenzierung erfasst werden, wodurch ein
Ruckschluss auf die Toxizitdt der shRNA und die Rolle des Gens fur das zelluléare
Uberleben mdglich ist. Zur Unterscheidung generell (berlebenswichtiger Gene von
krankheits- bzw. tumorspezifischen Uberlebenswichtigen Genen werden die Daten mit
anderen Zelllinien verglichen.

Im RNAI-Screen von Huellein et al. (2019) wurde durch 27495 shRNAs die Expression von
5045 Genen herunterreguliert. Die shRNAs wurden mittels eines viralen Vektors in die
Zellen eingebracht. AnschlieRend wurden die Zellen kultiviert und nach 14 Tagen wurde die
Depletion der shRNAs quantitativ mittels Fluoreszenz-basierter Hochdurchsatzsequen-
zierung (Barcode-Sequenzierung) erfasst. Dabei diente jeweils eine bestimmte Barcode-
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RNA-Sequenz der shRNA-Identifizierung, die Anzahl einer shRNA-spezifischen Barcode-
Sequenz wurde als read counts quantitativ erfasst. Als MaR fur die Depletion diente der zur
Basis zwei logarithmierte shRNA Fold-change (log2FC), welcher jeweils die read counts an
Tag 14 nach der Transduktion als X-faches des Ausgangswertes (Tag 2 nach der
Transduktion) beschrieb. Es zeigte sich, dass ca. ein Viertel (24%) aller sShRNAs um
mindestens den Faktor 2 reduziert wurden (log2FC < -1). Eine hohe Depletion fand sich
v.a. bei shRNAs, die gegen Gene von Zellbestandteilen gerichtet waren, welche
bekanntermalen essentiell fiir das Uberleben von Zellen sind (Ribosomen, Proteasomen).
Um BL-spezifische essentielle Gene zu identifizieren, wurden die Daten aus dem RNAI-
Screen an BL-Zelllinien mit Daten aus RNAi-Screens an verschiedenen Karzinom(CA)-
Zelllinien (Prostata-CA, Mamma-CA, Ovarial-CA) bzw. Zelllinien myeloiden (akute
myeloische Leukamie (AML)) und lymphatischen Ursprungs (DLBCL) verglichen. Dabei
wurden stets die gleichen shRNAs verwendet. Es wurden jeweils zwei verschiedene
Gruppen von Zelllinien (z. B. BL vs. Karzinom) hinsichtlich der shRNA-Depletion (gemessen
am shRNA Fold change) miteinander verglichen, wobei jeweils der p-Wert berechnet
wurde. Auf diese Weise wurden insgesamt 76 essentielle Gene im BL identifiziert, darunter
Gene, die mit der hamatopoetischen Zelldifferenzierung oder der Entwicklung und
Aktivierung von B-Zellen assoziiert sind. Fur diese Gene fand sich in BL-Zelllinien eine
starke shRNA-Depletion und zudem eine signifikant hohere shRNA-Toxizitat im Vergleich
zu Karzinom-Zelllinien. Abb. 7 zeigt einen Volcano-Plot aus der Arbeit von Huellein et al.
(2019). Darin sind die essentiellen Gene im BL (orange) essentiellen Genen in Karzinomen
(blau) gegeniibergestellt. Benannt sind die starksten BL- oder Karzinom-spezifischen Gene
basierend auf den Unterschieden im shRNA Fold-change. Abb. 8 entstammt ebenfalls der
Arbeit von Huellein et al. (2019) und verdeutlicht die unterschiedlichen shRNA-Effekte
zwischen BL- und Karzinom-Zelllinien fur ausgewdahlte BL-spezifische Gene.
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Abb. 7: Essentielle Gene bei BL und Karzinomen
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Classifier fur BL und Karzinome basierend auf dem Unterschied im shRNA Fold-change. wZ =
gewichteter Z-Score: Abweichung des shRNA Fold-change vom Median in Standardabweichungen,
dabei Kombination verschiedener shRNA-Effekte auf das gleiche Gen. X-Achse: wZ-Differenz
zwischen BL- und Karzinom-Zelllinien, Signifikanz: wZ-Differenz < -1 bzw. > 1 (senkrechte Linien).
Y-Achse: negative und zur Basis Zehn logarithmierte p-Werte (p-value), Signifikanz: p < 0,05
(waagrechte Linien). Modifiziert nach Huellein et al. (2019). Die Verwendung erfolgt mit freundlicher
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Abb. 8: shRNA-Effekte in BL- und Karzinom-Zelllinien

Dargestellt sind shRNAs fiir ausgewahlte BL-spezifische Gene. Jeweils Angabe des shRNA-Effekts
als log2FC (farbkodiert) in acht BL-Zelllinien (Seraphine, Salina, LY47, BL2, Ramos, Raji, BL60,
BJAB) und sechs Karzinom-Zelllinien (PC3, x22Rvl, C4.2, A2780, MDA.MB.231, DU145).
Modifiziert nach Huellein et al. (2019), Grafik unpubliziert. Die Verwendung erfolgt mit freundlicher

Genehmigung der Autoren.
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3.1.3 Kombination der Daten aus phosphoproteomischen Analysen und
RNAi-Screen

Mittels phosphoproteomischer Analysen wurden in BL-Zelllinien Proteine identifiziert, deren
Phosphorylierung in Abhangigkeit vom BCR reguliert wird (Corso et al. 2016). Aul3erdem
wurden mittels RNAIi-Screen Gene identifiziert, die eine essentielle Rolle fur das Uberleben
von BL-Zellen spielen (Huellein et al. 2019). Die Kombination der beiden Datensétze diente
der gezielten Identifizierung von Proteinen, die beim BL sowohl signifikant BCR-abhangig
reguliert werden, als auch essentiell fir das Uberleben speziell von BL-Zellen sind. Als
Auswabhlkriterium galt zum einen eine signifikante Regulierung mindestens einer Phospho-
rylierungsstelle im Rahmen des tonischen BCR-Signalings (CD79a-Knockdown oder SYK-
Inhibierung) gemessen an der log2 SILAC-Ratio (Z-Score < -2 bzw. > 2) in mindestens einer
BL-Zelllinie, zum anderen eine starke shRNA-Toxizitat auf entsprechende Gene in BL-
Zelllinien bei geringer bis fehlender Toxizitat in Karzinom-Zelllinien gemessen am
Unterschied im shRNA Fold-change (p < 0,05). Beide dieser Kriterien mussten erfillt sein.
Auf diese Weise wurden 20 Proteine identifiziert. Die 10 Proteine mit der hochsten BL-
Spezifitat wurden gezielten shRNA-Einzelanalysen unterzogen. Dabei wurden shRNAs
selektiert, die eine starke Toxizitéat in BL-Zelllinien (log2FC in BL < -0,5) sowie eine geringe
bis fehlender Toxizitat in Karzinom-Zelllinien zeigten (log2FC BL - log.FC Karzinom < -0,5).
Alle Proteine, bei denen mindestens zwei verschiedene shRNAs eine derartige Toxitzitat
auf die entsprechenden Gene aufwiesen sind in Tab. 6 dargestellt und wurden fur die
immunhistochemische Expressionsanalyse ausgewahlt (siehe auch 2.3).

Ausgewahlte Proteine aus phosphoproteomischen Analysen und RNAi-Screen

ACTN4 ARFGEF2 BCL11A CARD11 CDKN1B MTHFD1
Phosphoproteomische Analysen
log2 SILAC-Ratio (p-Site) -1,342 (Y212) -1,350 (S349) 0,896 (T701) 0,685 (S886)  -0,889 (S140)  -0,678 (S546)
Zelllinie Daudi Daudi DG75 DG75 DG75 Daudi
SYK-/CD79a KD SYK- SYK- CD79a KD SYK- SYK- SYK-
RNAi-Screen
Gen-Score BL vs. Karzinom 1,62 1,62 1,78 1,67 1,84 1,62
Gen-Rang BL vs. Karzinom 64 65 8 31 3 58
p-Wert BL vs. Karzinom 0,006 0,006 <0,001 0,003 < 0,001 0,008

Tab. 6: Ausgewadhlte Proteine aus phosphoproteomischen Analysen und RNAIi-Screen

Darstellung der Proteine ACTN4, ARFGEF2, BCL11A, CARD11, CDKN1B und MTHFD1. Jeweils
Angabe der signifikanten Resultate aus phosphoproteomischen Analysen (Corso et al. 2016) und
RNAI-Screen (Huellein et al. 2019). Bei Phosphorylierung jeweils Angabe der am starksten
signifikant regulierten Phosphorylierungsstelle (p-Site) und Aminoséure (Y = Tyrosin, S = Serin,
T = Threonin) bei SYK-Inhibierung (SYK-) bzw. CD79a-Knockdown (CD79a KD). Bei RNAIi-Screen
jeweils Angabe des p-Werts fur Unterschied im shRNA Fold-change zwischen BL und Karzinom
sowie Gen-Score (durch gewichtete Z-Transformation aus p-Wert berechnet) und Gen-Rang als MalR
fur BL-Spezifitat (Signifikanz).
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3.2 Vergleichende immunhistochemische Expressionsanalyse
an humanen B-Zell-Lymphomen

3.21 Lymphom-Kollektiv fir immunhistochemische Expressionsanalyse

Ausgehend von den in vitro durchgefiihrten Untersuchungen an BL-Zelllinien wurde im
Rahmen dieser Arbeit die Expression der beschriebenen Proteine in humanem Lymphom-
gewebe fir verschiedene B-Zell-Lymphom-Entitaten mittels immunhistochemischer
Farbungen untersucht. Hierfir wurde ein Lymphom-Kollektiv bestehend aus Formalin-
fixierten und Paraffin-eingebetteten (FFPE) Geweben zusammengestellt (siehe 2.4). Aus
dem Lymphomgewebe wurden TMA-Blocke hergestellt (siehe 2.5) und diese mit den in
Tab. 3 genannten Antikdrpern gefarbt. Das verwendete Gewebsmaterial entstammt dem
Archiv des Instituts fur Pathologie der UMG und wurde bereits im Vorfeld von Pathologen
des Instituts histologisch beurteilt, wobei die jeweilige Lymphomdiagnose nach WHO-
Kriterien gestellt wurde. Die zusatzlich gesammelten Patienteninformationen entstammen
der Datenbank des Instituts fiir Pathologie der UMG. Zur Ermittlung des Uberlebensstatus
der Patienten wurden auRerdem Anfragen an Einwohnermeldedmter gestellt (siehe 2.6).
Insgesamt enthalt das Kollektiv 280 Félle von B-Zell-Lymphomen, die sich wie folgt auf acht
verschiedene Entitéten verteilen: 18 BL, 83 DLBCL, 28 B-CLL, 39 FL, 29 MCL, 27 MZL, 26
MM sowie 30 HL. Unter den Patienten waren 166 (59%) ménnliche und 114 (41%) weibliche
Personen. Zum Zeitpunkt der Erstdiagnose waren die Patienten zwischen 18 und 93 Jahre
alt, wobei das mediane Alter bei 61,5 Jahren lag (siehe Tab. 7).

Lymphom-Kollektiv fiir Expressionsanalyse

Gesamt n =280

BL n=18 (6%)
DLBCL n=83 (30%)
B-CLL n=28 (10%)
FL n=39 (14%)
MCL n=29 (10%)
MZL n=27 (10%)
MM n=26 (9%)
HL n=30 (11%)
Geschlecht

mannlich n =166 (59%)
weiblich n =114 (41%)
Alter (Jahre)

Range 18-93
Median 61,5

Tab. 7: Lymphom-Kollektiv fur immunhistochemische Expressionsanalyse

Absolute und prozentuale Darstellung der Fallzahlen fir verschiedene Lymphom-Entitaten des
Kollektivs. Klassifizierung der Patienten nach Geschlecht und Alter.
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3.2.2 Uberlebenszeitanalyse Lymphom-Kollektiv nach Diagnose

Von 279 Patienten waren 92 (31%) im Beobachtungszeitraum von max. 60 Monaten
verstorben (siehe Tab. 8). Dabei zeigten sich deutliche Unterschiede zwischen ver-
schiedenen Entitaten. So wiesen die hochproliferativen Lymphome BL und DLBCL mit 44%
und 52% eine im Vergleich zum gesamten Kollektiv Gberdurchschnittlich hohe Mortalitét
auf. Auch beim MCL und MM fand sich mit 36% und 46% eine Sterberate tUber dem
Durschnitt. Im Gegensatz dazu waren nur 13% der FL-Patienten und nur 7% der HL-
Patienten verstorben. Das mediane Gesamtiberleben aller untersuchten Patienten lag bei
38,0 Monaten. Es wurden Kaplan-Meier-Kurven zur graphischen Darstellung der
Uberlebenszeiten erstellt (siehe Abb. 9). Darin zeigten sich hoch signifikante Unterschiede
im Gesamtiberleben verschiedener Lymphom-Entidten (Chi-Quadrat-Test p < 0,0001).
Mittels Logrank-Test wurde untersucht, ob sich jeweils zwei unterschiedliche Gruppen von
Patienten im Gesamtlberleben signifikant voneinander unterscheiden. Wie zu erwarten
zeigte sich beim Vergleich von hochmalignen Lymphomen (BL/DLBCL) mit indolenten
Lymphomen (B-CLL/FL/MZL) oder HL ein hoch signifikanter Unterschied im
Gesamtlberleben der Patienten (jeweils Logrank-Test p < 0,0001). Dagegen fanden sich
keine signifikanten Unterschiede im Gesamtiuberleben von BL-, DLBCL-, MCL- und MM-
Patienten (jeweils Logrank-Test p > 0,05). Ebenso lieRen sich beim Vergleich von B-CLL-,
FL-, MZL- und HL-Patienten jeweils kein signifikanter Unterschied im Gesamtiiberleben
erkennen (jeweils Logrank-Test p > 0,05).

Uberlebenszeitanalyse Lymphom-Kollektiv

Mortalitat

Gesamt n=92/297 (31%)
BL n=8/18 (44%)
DLBCL n=43/83 (52%)
B-CLL n=6/28 (21%)
FL n=5/39 (13%)
MCL n=10/28 (36%)
MZL n=6/27 (22%)
MM n=12/26 (46%)
HL n=2/30 (7%)
Gesamtiiberleben (Monate)*

Range 0-60

Median 38,0

Tab. 8: Uberlebenszeitanalyse Lymphom-Kollektiv

Absolute und prozentuale Darstellung der Mortalitat fir das gesamte Kollektiv sowie fir verschiedene
Lymphom-Entitéaten. Darstellung des Gesamtiberlebens (Range und Durchschnitt) in Monaten ab
Erstdiagnose fir das gesamte Kollektiv. *im Beobachtungszeitraum, max. 60 Monate.
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Lymphom-Kollektiv - Gesamtiiberleben nach Entitat
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Abb. 9: Uberlebenszeitanalyse Lymphom-Kollektiv

Vergleich des Gesamtiiberlebens von Patienten verschiedener B-Zell-Lymphom-Entitaten: BL,
DLBCL, B-CLL, FL, MCL, MZL, MM, HL. Angabe des p-Werts aus Chi-Quadrat-Test. Y-Achse:
kumulierte Uberlebensanteile. X-Achse: Zeit in Monaten. Legende: o = verstorben, + = zensiert.
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3.3 Expression von BCL2, BCL6 und MYC in humanen B-Zell-
Lymphomen

Zur Validierung des unter 3.2.1 beschriebenen Lymphom-Kollektivs erfolgte eine vergleich-
ende Darstellung der Expression bekannter Onkoproteine in verschiedenen Lymphomen-
Entitaten. Dafiir wurde das Gewebe mit einem gegen BCL2, BCL6 und MYC spezifischen
Antikorper gefarbt (siehe 2.5.2).

3.31 BCL2

Es konnten insgesamt 279 Falle wie unter 2.5.3 beschrieben ausgewertet werden (18 BL,
82 DLBCL, 28 B-CLL, 39 FL, 29 MCL, 27 MZL, 26 MM und 30 HL). Die resultierenden
Intensitaten der immunhistochemischen Farbung sind beispielhaft in Abb. 10 dargestellt.

negativ

Abb. 10: Expression von BCL2 nach immunhistochemischer Farbung mit anti-BCL2

Links: Lymphomzellen negativ fur anti-BCL2. Mitte: mafRig positiv. Rechts: stark positiv.
VergrofRerung jeweils x63.

Insgesamt waren 243 von 279 Féallen und somit der Grof3teil der Lymphome positiv flir BCL2
gefarbt. Dabei zeigte sich bei 171 Fallen eine stark positive Farbung. Abb. 11 und Tab. 9
geben einen Uberblick tber die Ergebnisse der Auswertung. Abgesehen vom BL und HL
fand sich bei allen Lymphom-Entitaten ein BCL2-positiver Anteil von > 90% der Falle. Im
Gegensatz dazu war beim BL nur ein Drittel (33%), beim HL ca. die Halfte aller Falle (53%)
positiv gefarbt. Die hochproliferativen Entitdten BL und DLBCL unterschieden sich somit
signifikant im Anteil BCL2-positiver Falle (Fisher-Yates-Test p < 0,0001). Die indolenten
Lymphome MZL, FL, B-CLL und MCL wiesen mit 78 — 100% einen sehr hohen Anteil an
Fallen mit stark positiver BCL2-Proteinexpression auf. Bei den Ubrigen Entitaten variierte
dieser Anteil von 33% beim HL bis zu 46% beim DLBCL. Im Gegensatz dazu fand sich beim
BL nur in einem von 18 Féllen (5%) eine stark positive Farbung. Der hohe Anteil an stark
positiven Féllen bei B-CLL, FL, MCL, MZL erwies sich im Vergleich zu den Ubrigen
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Lymphom-Entitaten als hoch signifikant (Fisher-Yates-Test p < 0,0001) und kann somit als
spezifisch fir indolente Lymphome angesehen werden. Jedoch besteht bzgl. einer stark
positiven Farbung keine Spezifitdt fur einen bestimmten Lymphom-Subtyp, da sich
beispielsweise MCL und B-CLL hier nicht signifikant voneinander unterscheiden (Fisher-
Yates-Test p = 0,49). Einzig beim BL waren im Vergleich zu jeder anderen Lymphom-Entitat
signifikant weniger Falle stark positiv gefarbt (jeweils Fisher-Yates-Test p < 0,05).

100%
90%
80%
70% BCL2
60%
50% W stark
40% B maRig
30% ¥ negativ
20%
10%
0%
MZL

DLBCL B-CLL

Proteinexpression

Abb. 11: Expression von BCL2 in humanen Lymphomen
Dargestellt ist die prozentuale Verteilung der immunhistochemisch ermittelten Expression von BCL2
(negativ, maRig, stark) in Abhangigkeit von der Lymphom-Entitét.

BCL2

Negativ (%) MaRig (%) Stark (%) Total
BL 12 (67) 5(28) 1(5) 18
DLBCL 3(4) 41 (50) 38 (46) 82
B-CLL 1(4) 0 (0) 27 (96) 28
FL 2(5) 3(8) 34 (87) 39
MCL 0 (0) 0(0) 29 (100) 29
MZL 2(7) 4 (15) 21 (78) 27
MM 2 (8) 13 (50) 11 (42) 26
HL 14 (47) 6 (20) 10 (33) 30
Gesamt 36 72 171 279

Tab. 9: Absolute Auswertung TMA anti-BCL2
Absolute und prozentuale Verteilung der Expression (negativ, maRig, stark) von BCL2.
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3.3.2 BCL6

In die Auswertung gingen insgesamt 280 Falle ein. Davon waren 18 BL-, 83 DLBCL-, 28 B-
CLL-, 39 FL-, 29 MCL-, 27 MZL-, 26 MM- und 30 HL-Falle. Das Spektrum der
Farbintensitaten ist in Abb. 12 dargestellt.

negativ

Abb. 12: Expression von BCL6 nach immunhistochemischer Farbung mit anti-BCL6

Links: Lymphomzellen negativ fur anti-BCL6. Mitte: mafRig positiv. Rechts: stark positiv.
VergroRerung jeweils x63.

Von insgesamt 280 Fallen farbten sich 132 Falle positiv flir anti-BCL6, davon zeigten 60
Falle eine stark positive Proteinexpression. Die Ergebnisse der Auswertung sind in Abb. 13
und Tab. 10 dargestellt. FL und BL waren in > 90% aller Falle BCL6-positiv. Auch beim
DLBCL fand sich mit 66 von 83 Fallen (80%) ein hoher positiv gefarbter Anteil. Im
Gegensatz dazu wiesen die Ubrigen Lymphom-Entitaten deutlich geringere BCL6-positive
Anteile auf. So waren nur 26% der MZL und 11% der B-CLL-Falle positiv gefarbt. Beim
MCL zeigte sich nur in einem Fall eine positive Farbung, MM und HL waren vollstandig
negativ. Eine hohe BCL6-Proteinexpression ist folglich nicht spezifisch fur eine bestimmte
Lymphom-Entitat. Der Anteil an BCL6-positiven Fallen war allerdings bei BL, DLBCL und
FL jeweils signifikant erhdht im Vergleich zu jeder der tbrigen Lymphom-Entitaten (jeweils
Fisher-Yates-Test p < 0,0001). Eine stark positive Proteinexpression fand sich bei ca. der
Halfte aller BL- und FL-Falle (55% und 51%), sowie bei 22% der DLBCL- und 7% der MZL-
Falle. Dagegen waren B-CLL, MCL, MM und HL nicht stark positiv gefarbt. Da BL und FL
ein ahnliches Farbeverhalten aufwiesen (Fisher-Yates-Test p = 0,78), besteht auch bzgl.
einer stark positiven BCL6-Expression keine Spezifitat fir einen bestimmten Lymphom-
Subtyp.
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Proteinexpression
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Abb. 13: Expression von BCL6 in humanen Lymphomen

Dargestellt ist die prozentuale Verteilung der immunhistochemisch ermittelten Expression von BCL6
(negativ, méaRig, stark) in Abhangigkeit von der Lymphom-Entitét.

BCL6

Negativ (%) MaRig (%) Stark (%) Total
BL 1(6) 7(39) 10 (55) 18
DLBCL 17 (20) 43 (58) 18 (22) 83
B-CLL 25 (89) 3(11) 0(0) 28
FL 1(3) 18 (46) 20 (51) 39
MCL 28 (97) 1(3) 0(0) 29
MZL 20 (74) 5(19) 2(7) 27
MM 26 (100) 0(0) 0(0) 26
HL 30 (100) 0(0) 0(0) 30
Gesamt 148 82 50 280

Tab. 10: Absolute Auswertung TMA anti-BCL6
Absolute und prozentuale Verteilung der Expression (negativ, mafig, stark) von BCL6.
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3.3.3 MYC

Die Auswertung erfolgte an insgesamt 279 Lymphom-Fallen (18 BL, 82 DLBCL, 28 B-CLL,
39 FL, 29 MCL, 27 MZL- 26 MM und 30 HL). Abb. 14 zeigt exemplarisch die verschiedenen
Farbintensitaten.

negativ

Abb. 14: Expression von MYC nach immunhistochemischer Farbung mit anti-MYC

Links: Lymphomzellen negativ fur anti-MYC. Mitte: mafig positiv. Rechts: stark positiv. Vergréf3erung
jeweils x63.

Insgesamt farbten sich 102 von 279 Fallen positiv fur anti-MYC, wobei 45 Falle eine stark
positive Proteinexpression aufwiesen. Abb. 15 und Tab. 11 fassen die Ergebnisse der
Auswertung zusammen. Beim BL zeigten alle Félle eine positive MYC-Expression. Beim
DLBCL waren 60% und beim HL ca. die Halfte aller Félle (46%) positiv geféarbt. Bei den
Ubrigen Lymphom-Entitaten war dieser Anteil deutlich geringer und variierte von lediglich
einem mafig positiven Fall (4%) beim MZL bis zu 23% beim MM. Die hochproliferativen
Lymphome BL und DLBCL unterscheiden sich signifikant im Anteil an MY C-positiven Fallen
(Fisher-Yates-Test p = 0,0005). Folglich ist die extrem hohe Proteinexpression beim BL
(100% positive Falle) als spezifisch fiir diese Entitat zu werten. Darliber hinaus waren beim
BL 15 von 18 Fallen (83%) stark positiv gefarbt und somit signifikant mehr als bei allen
anderen B-Zell-Lymphomen (jeweils Fisher-Yates-Test p < 0,0001). Bei MM, HL und
DLBCL waren lediglich 13 — 23% der Falle stark positiv gefarbt, die Ubrigen Entitaten
zeigten in keinem bis maximal einem Fall eine starke Positivitat fir anti-MYC.
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Proteinexpression
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Abb. 15: Expression von MYC in humanen Lymphomen

Dargestellt ist die prozentuale Verteilung der immunhistochemisch ermittelten Expression von MYC
(negativ, méaRig, stark) in Abhangigkeit von der Lymphom-Entitét.

MYC

Negativ (%) MaRig (%) Stark (%) Total
BL 0(0) 3(17) 15 (83) 18
DLBCL 33 (40) 30(37) 19 (23) 82
B-CLL 24 (86) 4 (14) 0(0) 28
FL 32 (82) 6 (15) 1(3) 39
MCL 26 (90) 2(7) 1(3) 29
MZL 26 (96) 1(4) 0(0) 27
MM 20(77) 1(4) 5(19) 26
HL 16 (54) 10 (33) 4(13) 30
Gesamt 177 57 45 279

Tab. 11: Absolute Auswertung TMA anti-MYC
Absolute und prozentuale Verteilung der Expression (negativ, mafig, stark) von MYC.

3.3.4 Uberlebenszeitanalyse BCL2, BCL6 und MYC in DLBCL

Im Folgenden soll die Auswirkung der Proteinexpression von BCL2, BCL6 und MYC auf
das Gesamtiiberleben von Patienten mit DLBCL am beschriebenen Kollektiv jeweils einzeln
und kombiniert untersucht werden. Dafir wurden, basierend auf den Ergebnissen der
immunhistochemischen Auswertung, Uberlebenszeitanalysen durchgefiihrt (siehe 2.6). Es
gingen 82 DLBCL-Félle in die Analysen ein, davon waren 79 Féalle (96%) positiv fir anti-
BCL2, 65 Falle (80%) positiv fur anti-BCL6 und 49 Falle (60%) positiv fur anti-MYC. Stark
positiv farbten sich 38 Falle (46%) fur anti-BCL2, 17 Falle (22%) fur anti-BCL6 und 19 Falle
(23%) fur anti-MYC. Insgesamt waren 43 Patienten (52%) innerhalb der ersten fiinf Jahre
nach Diagnose verstorben, davon der grofdte Teil (77%) innerhalb der ersten 12 Monate.
Das mediane Follow-Up betrug 30,0 Monate (Range 0 — 60 Monate). Bei den Farbungen
mit anti-BCL2, anti-BCL6 und anti-MYC zeigten negative und mafig positive DLBCL-Falle
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jeweils einen &hnlichen Verlauf der Kaplan-Meier-Kurven und wurden daher fur die
Uberlebenszeitanalysen zusammengefasst (siehe 2.6).

Zunachst wurde das Gesamtiberleben von DLBCL-Patienten mit negativer/mafig positiver
Proteinexpression mit dem Gesamtiiberleben von DLBCL-Patienten mit stark positiver
Expression von BCL2, BCL6 und MYC verglichen. Die Ergebnisse sind in Abb. 16
dargestellt. Eine starke Expression von MYC Kkorrelierte dabei signifikant mit einem
schlechteren Gesamtiberleben (Logrank-Test p = 0,031), wahrend eine starke Expression
von BCL6 tendentiell eher mit einem besseren Uberleben korrelierte (Logrank-Test
p = 0,132). BCL2 hatte keinen signifikanten Einfluss auf das Gesamttiberleben.

A BCL2 B BCL6
& 1 2
9 O
€ 0.9 _ <
S 08 p = 0,499 S
(=g [ =
g o g
2 06 o
g o5 ﬂ—._j:zi 2
D ) D
o 04 Q
S 03 T 03]
S 0,2 — BCL2 negativ/imaRig (n = 44) S 0,2 — BCL6 negativ/iméaBig (n = 65)
é 0,11 — BCL2 stark (n = 38) é 0,1 — BCLS6 stark (n = 17)
0 0 10 20 30 40 50 60 0.0 0 10 20 30 40 50 60
Zeit (Monate) Zeit (Monate)
C MYC
2 1,0 s e
2 09 — MYC negativ/imaRig (n = 63)
= ’
% 08 — MYC stark (n = 19)
C
8 07
2 06
S o5
D
© 0,4
5 03
s 02 I
g 01] P= 0,031
X 0,0

0 10 20 30 40 50 60
Zeit (Monate)

Abb. 16: Uberlebenszeitanalyse DLBCL in Abhangigkeit von BCL2-, BCL6- und MYC-
Expression

Vergleich des Gesamtiberlebens von DLBCL-Patienten mit negativer/mafig positiver vs. stark
positiver Proteinexpression von BCL2 (A), BCL6 (B) und MYC (C). Angabe des p-Werts aus Logrank-
Test. Y-Achse: kumulierte Uberlebensanteile. X-Achse: Zeit in Monaten.

In weiteren Analysen wurde die Auswirkung der Co-Expressionen MYC/BCL2 und
MYC/BCL6 auf das Gesamtiiberleben der DLBCL-Patienten untersucht. Dabei wurden
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jeweils Falle mit zweifacher Uberexpression (stark positive Farbung fur beide Proteine) mit
Fallen mit einfacher Uberexpression (stark positive Farbung fiir eines der beiden Proteine)
mit Fallen mit fehlender Uberexpression (negative/maRig positive Farbung fir beide
Proteine) verglichen. Abb. 17 gibt einen Uberblick tiber die Ergebnisse der Auswertung.
Von insgesamt 82 Fallen waren 13 (16%) bzw. 5 Falle (6%) stark positiv fur MYC und BCL2
bzw. MYC und BCL6 geféarbt (DEL = Double-Expressor-Lymphome). Eine stark positive
Expression aller drei Proteine (TEL = Triple-Expressor-Lymphome) zeigte sich in lediglich
zwei Fallen (2%), sodass fiir diese Patientengruppe keine gesonderte Uberlebenszeit-
analyse durchgefihrt wurde.

Eine Uberexpression von MYC war jeweils mit einem schlechteren Gesamtiberleben
verbunden, wobei innerhalb dieser Gruppe eine Expression von BCL2 oder BCL6 zu einer
etwas besseren Prognose fulhrte. Das beste Gesamtlberleben hatten Patienten ohne MYC-
Uberexpression und ohne BCL2- (MYC-/BCL2-) oder mit BCL6-Expression (MYC-/BCL6+).
Bei der kombinierten Expression MYC/BCL2 bzw. MYC/BCL6 unterschieden sich Falle mit
der besten (MYC-/BCL2- bzw. MYC-/BCL6+) und der schlechtesten Prognose
(MYC+/BCL2- bzw. MYC+/BCL6-) signifikant bzw. nur knapp nicht signifkant voneinander
(Logrank-Test p = 0,040 bzw. p = 0,099).
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3.4 Expression BCR-abhangiger Signalwegssignaturen in
humanen B-Zell-Lymphomen

Mittels phosphoproteomischer Analysen (siehe 3.1.1) wurde fir die Proteine ACTNA4,
ARFGEF2, BCL11A, CARD11, CDKN1B und MTHFD1 in BL-Zelllinien eine signifikante
BCR-abhdngige Phosphorylierung im Rahmen des tonischen BCR-Signalings
nachgewiesen. Ebenso wurden diese Proteine durch einen RNAi-Screen (siehe 3.1.2) in
BL-Zelllinien als essentielle und BL-spezifische Proteine identifiziert. Im Folgenden soll die
Expression dieser Proteine in humanem Lymphomgewebe verschiedener Lymphom-
Entitaten untersucht werden. Die Expression von MTHFD1 wird in Kapitel 3.5 beschrieben.

3.41 ACTNA4

3.4.1.1 Proteinexpression von ACTN4 in humanen Lymphomen

Bei der immunhistochemischen Farbung mit anti-ACTN4 konnten insgesamt 280 Falle
ausgewertet werden, wovon 18 BL-, 83 DLBCL-, 28 B-CLL-, 39 FL-, 29 MCL-, 27 MZL-, 26
MM- und 30 HL-Falle waren. Abb. 18 zeigt exemplarisch das Spektrum der
Farbintensitaten.

negativ

Abb. 18: Expression von ACTN4 nach immunhistochemischer Farbung mit anti-ACTN4

Links: Lymphomzellen negativ flir Anti-ACTN4. Mitte: mafig positiv. Rechts: stark positiv.
VergrofRerung jeweils x63.

Von 280 Fallen farbten sich 62 Falle m&Rig und 36 Falle stark positiv fur anti-ACTN4. Abb.
19 und Tab. 12 geben einen Uberblick tiber die Ergebnisse der Auswertung. Insgesamt
wiesen BL mit 83% den mit Abstand hdchsten Anteil an positiven Fallen auf, wobei die
Haélfte der BL-Félle (50%) eine mafig positive und ein Drittel (33%) eine stark positive
ACTN4-Expression zeigte. Im Gegensatz dazu waren DLBCL nur in 25% der Félle und
somit signifikant seltener positiv gefarbt (Fisher-Yates-Test p < 0,0001). Folglich kann die
Farbung mit anti-ACTN4 bei den hochproliferativen Lymphomen der Unterscheidung
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zwischen BL und DLBCL dienen. Beim MM waren 58% der Falle positiv gefarbt, wobei mit
14 von 26 Féllen (54%) der héchste Anteil an stark positiven Fallen verzeichnet wurde. Bei
den Ubrigen Entitaten variierte der ACTN4-positive Anteil von 11% bei B-CLL bis zu 48%
bei MZL. Insgesamt waren BL signifkant haufiger positiv gefarbt als nahezu alle anderen B-
Zell-Lymphome (jeweils Fisher-Yates-Test p < 0,05), einzig der Vergleich mit MM war nur
knapp nicht signifikant (Fisher-Yates-Test p = 0,10). BL und MM zeigten auch einen im
Vergleich zum Rest signifikant hoheren Anteil an Fallen mit stark positiver Protein-
expression (Fisher-Yates-Test p < 0,0001), wobei zwischen BL und MM wiederum kein
signifikanter Unterschied bestand (Fisher-Yates-Test p = 0,23).
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Abb. 19: Expression von ACTN4 in humanen Lymphomen
Dargestellt ist die prozentuale Verteilung der immunhistochemisch ermittelten Expression von
ACTN4 (negativ, mafig, stark) in Abhangigkeit von der Lymphom-Entitéat.

ACTN4

Negativ (%) MaRig (%) Stark (%) Total
BL 3(17) 9 (50) 6(33) 18
DLBCL 62 (75) 15 (18) 6(7) 83
B-CLL 25 (89) 3(11) 0(0) 28
FL 24 (62) 11(28) 4(10) 39
MCL 22 (76) 4(14) 3(10) 29
MzL 14 (52) 10 (37) 3(11) 27
MM 11 (42) 1(4) 14 (54) 26
HL 21 (70) 9(30) 0(14) 30
Gesamt 182 62 36 280

Tab. 12: Absolute Auswertung TMA anti-ACTN4
Absolute und prozentuale Verteilung der Expression (negativ, maRig, stark) von ACTN4.
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3.4.1.2 Uberlebenszeitanalyse ACTN4

Im Folgenden soll die Auswirkung der ACTN4-Expression auf das Gesamtiberleben von
Lymphom-Patienten am beschriebenen Kollektiv untersucht werden. In die
Uberlebenszeitanalyse (siehe 2.6) gingen insgesamt 279 Félle ein, wovon 18 BL-, 83
DLBCL-, 28 B-CLL-, 39 FL-, 28 MCL-, 27 MZL-, 26 MM- und 30 HL-Falle waren.

In einer ersten Analyse am gesamten Kollektiv wurden Patienten mit negativer (182 Falle),
malRig positiver (61 Falle) und stark positiver ACTN4-Expression (36 Féalle) untereinander
verglichen (siehe A in Abb. 20). Dabei wiesen Patienten mit positiver (mafig oder stark)
Expression eine etwas bessere Gesamtprognose auf als Patienten mit negativer
Expression, jedoch war dieser Unterschied nicht signifikant (Logrank-Test p = 0,245). In
weiteren Analysen wurde das Gesamtiberleben fur ausgewahlte Lymphom-Entitaten
einzeln untersucht. Da B-CLL-Féalle kaum positiv geféarbt waren (siehe Tab. 12) und bei FL
und HL die Mortalitdt im Beobachtungszeitraum sehr gering war (siehe Tab. 8), wurden
diese Entitdten nicht berlcksichtigt. Beim DLBCL hatten Falle mit negativer und mafRig
positiver ACTN4-Farbung ein &ahnliches Gesamtuberleben (siehe B in Abb. 20). Im
Gegensatz dazu wiesen Falle mit stark positiver ACTN4-Expression eine signifikant
bessere Prognose auf (Logrank-Test p = 0,016). BL waren nur in drei Fallen negativ gefarbt,
sodass Patienten mit negativer und maRig positiver ACTN4-Expression zusammengefasst
und mit Patienten mit stark positiver Proteinexpression verglichen wurden. Hierbei zeigte
sich kein signifikanter Unterschied im Gesamtiberleben (Logrank-Test p = 0,586; Abb. hier
nicht dargestellt). Fir MCL, MM und MZL erfolgte aufgrund der geringen Anzahl maRig-
bzw. stark positiver Falle (siehe Tab. 12) ebenfalls kein getrennter Vergleich zwischen den
drei Farbintensitaten. Stattdessen wurden jeweils negative und positive (mafig oder stark)
Falle miteinander verglichen. Wahrend beim MCL das Gesamtiberleben fir ACTN4-
positive Falle signifikant besser war (Logrank-Test p = 0,024; siehe C in Abb. 20), liel3 sich
bei MM (siehe D in Abb. 20) und MZL (Abb. hier nicht dargestellt) kein signifikanter
Unterschied feststellen (Logrank-Test p = 0,935 und p = 0,524).
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Abb. 20: Uberlebenszeitanalyse in Abhéangigkeit von ACTN4-Expression

Vergleich des Gesamtiberlebens von Patienten mit negativer vs. mafig positiver vs. stark positiver
Proteinexpression von ACTN4 fur (A) Gesamtkollektiv (BL/DLBCL/B-CLL/FL/MCL/MZL/MM/HL) und

(B) DLBCL. Vergleich des Gesamtiberlebens von Patienten mit negativer vs.

positiver

Proteinexpression von ACTN4 fur (C) MCL und (D) MM. Angabe des p-Werts aus Chi-Quadrat-Test
(A,B) und Logrank-Test (C,D). Y-Achse: kumulierte Uberlebensanteile. X-Achse: Zeit in Monaten.



Ergebnisse 37

3.4.2 ARFGEF2

3.4.2.1 Proteinexpression von ARFGEF2 in humanen Lymphomen

Bei der Farbung mit anti-ARFGEF2 konnten insgesamt 276 Félle ausgewertet werden (18
BL, 83 DLBCL, 27 B-CLL, 37 FL, 29 MCL, 27 MZL, 26 MM und 29 HL). Die mdglichen
Farbintensitaten sind beispielhaft in Abb. 21 dargestellt.

negativ maRig

Abb. 21: Expression von ARFGEF2 nach immunhistochemischer Farbung mit anti-ARFGEF2

Links: Lymphomzellen negativ fur anti-ARFGEF2. Mitte: mafig positiv. Rechts: stark positiv.
VergréRerung jeweils x63.

Von 276 Fallen farbten sich 106 maRig und 43 stark positiv fir anti-ARFGEF2. Die
Ergebnisse der Auswertung sind in Abb. 22 und Tab. 13 dargestellt. BL und DLBCL zeigten
eine positive Proteinexpression in 89% bzw. 87% der Falle. Im Gegensatz dazu war bei B-
CLL und MCL jeweils nur einer von 27 bzw. 29 Fallen maRig positiv gefarbt bei ansonsten
fehlender ARFGEF2-Expression. Der Anteil an positiven Fallen unter den Ubrigen
Lymphom-Entitaten variierte von 35% bei HL bis zu 62% bei MM. Die verschiedenen
Entitaten lassen sich somit anhand des Farbeverhaltens fir ARFGEF2 in drei Gruppen
einteilen: BL und DLBCL mit positiver Proteinexpression in > 80% der Félle (I), B-CLL und
MCL mit negativer Proteinexpression in nahezu allen Féllen (II) und FL, MZL, MM und HL
mit positiver Proteinexpression in 35 — 62% der Falle (Ill). Die Unterschiede zwischen
diesen Gruppen hinsichtlich des Anteils an positiven Fallen sind hoch signifikant (jeweils
Fisher-Yates-Test p < 0,0001). Im Gegensatz dazu kann mit dem Antikérper anhand einer
positiven Expression nicht zwischen den Entitaten innerhalb einer Gruppe unterschieden
werden (jeweils Fisher-Yates-Test bzw. Chi-Quadrat-Test p > 0,05). BL und DLBCL &hneln
sich auch hinsichtlich des Anteils an Fallen mit stark positiver ARFGEF2-Expression. So
waren 28% der BL und 27% der DLBCL stark positiv gefarbt. MM zeigten mit 24% einen
ahnlich hohen Anteil an stark positiven Fallen. MZL, FL und HL waren in lediglich 7 — 14%
der Falle stark positiv gefarbt und somit signifikant seltener als BL, DLBCL und MM (Fisher-
Yates-Test p = 0,006).
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Abb. 22: Expression von ARFGEF2 in humanen Lymphomen

Dargestellt ist die prozentuale Verteilung der immunhistochemisch ermittelten Expression von
ARFGEF2 (negativ, maRig, stark) in Abhangigkeit von der Lymphom-Entitat. Gruppierung der
Entitdten nach Anteil an positiven Fallen in drei Gruppen: |I) > 80% positive Félle, Il) fast keine
positiven Falle, 111) 35 — 62% positive Falle.

Negativ (%) MaRig (%) Stark (%) Total
| BL 2 (11) 11 (61) 5(27) 18
DLBCL 11 (13) 50 (60) 22 (27) 83
| BCL 26 (96) 1(4) 0(0) 27
MCL 28 (97) 1(3) 0 (0) 29
FL 16 (43) 17 (46) 4(11) 37
1 MZL 15 (56) 10(37) 2(7) 27
MM 10 (38) 10 (38) 6(24) 26
HL 19 (65) 6 (21) 4(14) 29
Gesamt 127 106 43 276

Tab. 13: Absolute Auswertung TMA anti-ARFGEF2

Absolute und prozentuale Verteilung der Expression (negativ, méaRig, stark) von ARFGEF2.
Einteilung der Lymphom-Entitaten nach Anteil an positiven Fallen in drei Gruppen: I) > 80% positive
Falle, 1) fast keine positiven Falle, 111) 35 — 62% positive Félle.

3.4.2.2 ARFGEF2-Expression und Ki-67-Proliferationsindex

Der signifikant hohe Anteil ARFGEF2-positiver Félle bei den hochproliferativen Entitaten BL
und DLBCL wirft die Frage auf, ob eine positive Expression von ARFGEF2 bei Lymphomen
generell mit einer hohen Proliferationsrate assoziiert ist. Hierfir wurde die
Proteinexpression von ARFGEF2 mit der Expression des Proliferationsmarkers Ki-67
verglichen. Der Ki-67-Index wurde fir zahlreiche Félle des untersuchten Lymphom-
Kollektivs bereits im Rahmen der Diagnostik von Pathologen des Institutes fiir Pathologie
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der UMG bestimmt. Diese Daten wurden fir die Auswertung verwendet. Fir MM und HL
war der Ki-67-Index nur bei einem bzw. zwei ARFGEF2-positiven Féllen und fur BL nur bei
einem ARFGEF2-negativen Fall angegeben. Diese Entitdten wurden daher fir die Analyse
nicht berticksichtigt. Auch waren B-CLL und MCL aufgrund der insgesamt zu geringen An-
zahl ARFGEF2-positiver Félle (vgl. Tab. 13) fur die Analyse nicht verwertbar. 75 DLBCL-,
34 FL- und 22 MZL-Félle wurden anhand des Ki-67-Index in jeweils zwei Gruppen eingeteilt.
Basierend auf der Verteilung der Ki-67-Werte wurde beim DLBCL ein Ki-67-Grenzwert von
75%, bei FL und MZL ein Grenzwert von 25% festgelegt. Die Grenzwerte entsprechen
dabei in etwa dem jeweils medianen Ki-67-Wert. Zudem erfolgte eine Einteilung in
ARFGEF2-positive (ARFGEF2+) und ARFGEF2-negative (ARFGEF2-) Falle. Tab. 14 gibt
einen Uberblick Gber die Verteilung der Falle. Der Fisher-Yates-Test ergab weder bei
DLBCL (p=1,00), noch bei FL (p=0,73) und bei MZL (p=0,41) eine signifikante
Assoziation von ARFGEF2-Expression und Ki-67-Index. ARFGEF2-Expression und Ki-67-
Proliferationsindex sind somit in den untersuchten Lymphom-Entitaten als voneinander
unabhangig zu werten.

Assoziation von ARFGEF2 und Ki-67

Ki-67 < 75% (%) Ki-67 >75% (%)  Total

DLBCL  ARFGEF2 + 26 (35) 39 (52) 65
p=1,00 ARFGFE2- 4(5) 6(8) 10
Gesamt 30 (40) 45 (60) 75

Ki-67 < 25% (%)  Ki-67 >25% (%)  Total

FL ARFGEF2 + 12 (35) 8(23) 20
p=073 ARFGFE2- 7(21) 7(21) 14
Gesamt 19 (56) 15 (44) 34

Ki-67 < 25% (%) Ki-67 >25% (%)  Total

MZL ARFGEF2 + 6(27) 3(14) 9
p=0,41 ARFGFE2- 6 (27) 7(32) 13
Gesamt 12 (54) 10 (46) 22

Tab. 14: Assoziation von ARFGEF2-Expression und Ki-67-Proliferationsindex

Absolute und prozentuale Verteilung der Proliferationsrate in Bezug auf den ARFGEF2-Status fir
DLBCL, FL und MZL. Einteilung des Ki-67-Index in < 75% und > 75% fir DLBCL sowie < 25% und
> 25% fur FL und MZL. Einteilung des ARFGEF2-Status in positiv (ARFGEF2+) und negativ
(ARFGEF2-). Angabe des p-Werts aus Fisher-Yates-Test.
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3.4.2.3 Uberlebenszeitanalyse ARFGEF2

In Uberlebenszeitanalysen wurde die Auswirkung der Proteinexpression von ARFGEF2 auf
das Gesamtiberleben der Patienten am beschriebenen Kollektiv untersucht. Die Analysen
umfassten insgesamt 275 Falle (18 BL, 83 DLBCL, 27 B-CLL, 37 FL, 28 MCL, 27 MZL, 26
MM und 29 HL).

Zunachst wurden, unabhangig von der jeweiligen Lymphom-Entitat, Patienten mit negativer
ARFGEF2-Expression (127 Falle) mit Patienten mit m&Rig positiver (105 Falle) und stark
positiver Expression (43 Falle) verglichen. Wie in A) in Abb. 23 dargestellt, hatten stark
positive Falle eine erkennbar schlechtere Gesamtprognose als mafig positive Falle und
diese wiederum eine schlechtere Prognose als negative Félle. Patienten mit positiver
(m&nRig und stark) Proteinexpression zeigten ein signifikant schlechteres Gesamtuberleben
als Patienten mit negativer Expression (Logrank-Test p = 0,014). Dies ist jedoch evtl. darauf
zurlckzufuihren, dass eine positive ARFGEF2-Farbung v. a. bei den hochproliferativen
Entitaten BL und DLBCL vorkommt, die generell eine erhéhte Mortalitat aufweisen (siehe
Tab. 8 und Tab. 13). Im Folgenden wurden daher, basierend auf den Ergebnissen der IHC-
Analyse, Falle der Gruppe | (BL und DLBCL) und Falle der Gruppe Il (FL, MZL, MM, HL)
getrennt untersucht. Da Félle der Gruppe Il (B-CLL, MCL) fast vollstandig ARFGEF2-
negativ waren, wurden sie fiir weitere Uberlebenszeitanalysen nicht beriicksichtigt.
Patienten der Gruppe | hatten mit zunehmender Starke der Proteinexpression ein etwas
schlechteres Gesamtuberleben (siehe B in Abb. 23), wobei die prognostischen
Unterschiede zwischen negativen und positiven bzw. negativ/mafig positiven und stark
positiven Fallen nicht signifikant waren (Logrank-Test p=0,671 und p = 0,475). In der
Gruppe lll hatten Falle mit negativer, mafdig und stark positiver ARFGEF2-Farbung eine
ahnliche Gesamtprognose (Chi-Quadrat-Test p = 0,775; siehe C in Abb. 23). Es erfolgten
weitere Uberlebenszeitanalysen fir ausgewahlte Lymphom-Entitaten. Da FL- und HL-
Patienten nur eine geringe Mortalitat im Beobachtungszeitraum aufwiesen, waren diese
Falle fur aussagekraftige Uberlebenszeitanalysen nicht geeignet. Beim DLBCL hatten stark
positiv gefarbte Falle die schlechteste Prognose, mafig positive und negative Falle wiesen
dagegen ein nahezu identisches Gesamtiberleben auf (siehe D in Abb. 23). Der
prognostische Unterschied war hier nicht signifikant (Logrank-Test p = 0,208). Fur die
Analyse beim BL wurden ARFGEF2-negative Falle aufgrund der geringen Anzahl mit maRig
positiven Fallen zusammengefasst und mit stark positiven Fallen verglichen. Im Gegensatz
zum DLBCL hatten stark positive BL-Félle im Vergleich ein besseres Gesamtiberleben
(Logrank-Test p = 0,140; Abb. hier nicht dargestellt). Bei MM (siehe E in Abb. 23) und MZL
(Abb. hier nicht dargestellt) bestand kein signifkanter Unterschied im Gesamtiberleben von
ARFGEF2-positiven (mafRig oder stark) und negativen Féllen (Logrank-Test p = 0,368 und
p = 0,606)
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Abb. 23: Uberlebenszeitanalyse in Abh&angigkeit von ARFGEF2-Expression
Vergleich des Gesamtiberlebens von Patienten mit negativer vs. mafig positiver vs. stark positiver
Proteinexpression fur (A) Gesamtkollektiv (BL/DLBCL/B-CLL/FL/IMCL/MZL/MM/HL), (B) Gruppe |
(BL/DLBCL), (C) Gruppe Il (FL/IMZL/MM/HL), (D) DLBCL und (E) MM. Angabe des p-Werts aus Chi-
Quadrat-Test. Y-Achse: kumulierte Uberlebensanteile. X-Achse: Zeit in Monaten.
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3.43 BCL11A

3.4.3.1 Proteinexpression von BCL11A in humanen Lymphomen

Es wurden insgesamt 280 Falle mit anti-BCL11A gefarbt und ausgewertet (18 BL, 83
DLBCL, 28 B-CLL, 39 FL, 29 MCL, 27 MZL, 26 MM, 30 HL). Abb. 24 zeigt beispielhaft das
Spektrum der Farbintensitaten.

BCL11A
3 e 67 5

£

negativ maﬁlg

Abb. 24: Expression von BCL11A nach immunhistochemischer Farbung mit anti-BCL11A

Links: Lymphomzellen negativ fir anti-BCL11A. Mitte: ma&Rig positiv. Rechts: stark positiv.
VergroRerung jeweils x63.

Von 280 Fallen farbten sich 64 Falle mafig und 34 Falle stark positiv fur anti-BCL11A. Die
Ergebnisse der Auswertung sind in Abb. 25 und Tab. 15 dargestellt. Die verschiedenen
Lymphome-Entitaten lassen sich anhand der BCL11A-Expression in zwei Gruppen einteilen:
Bei BL, DLBCL, B-CLL, FL, MCL und MZL variierte der Anteil positiver Falle zwischen 26 —
55% (). Im Gegensatz dazu fehlte die Proteinexpression bei allen MM und fast allen HL
(I1). Zwischen diesen beiden Gruppen besteht somit ein hoch signifikanter Unterschied in
der BCL11A-Expression (Fisher-Yates-Test p < 0,0001). Im Gegensatz dazu kann mit dem
Antikdrper nicht zwischen den Entitaten innerhalb einer Gruppe unterschieden werden.
Verglichen mit den tbrigen Lymphomen der Gruppe | fand sich bei MZL erkennbar seltener
eine positive sowie keine stark positive Proteinexpression. Allerdings waren nur MCL und
FL signifikant haufiger positiv gefarbt als MZL (Fisher-Yates-Test p = 0,03 und p = 0,04).
Der Anteil stark positiver Félle variierte von 7% bei DLBCL bis zu 33% bei BL. BL, FL, MCL
und B-CLL unterschieden sich diesbeziglich nicht signifikant voneinander (jeweils Fisher-
Yates-Test p > 0,05). DLBCL waren im Vergleich zu BL und FL signifikant seltener stark
positiv gefarbt (jeweils Fisher-Yates-Test p < 0,05).
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Abb. 25: Expression von BCL11A in humanen Lymphomen

Dargestellt ist die prozentuale Verteilung der immunhistochemisch ermittelten Expression von
BCL11A (negativ, maRig, stark) in Abhangigkeit von der Lymphom-Entitat. Gruppierung der Entitaten
nach Anteil an positiven Fallen in zwei Gruppen: |) 26 — 55% positive Félle, Il) keine bzw. fast keine
positiven Falle.

BCL11A

Negativ (%) MaRig (%) Stark (%) Total
BL 9 (50) 3(17) 6(33) 18
DLBCL 51 (62) 26 (31) 6(7) 83
| B 16 (57) 7 (25) 5 (18) 28
FL 18 (46) 10 (26) 11(28) 39
MCL 13 (45) 10 (34) 6(21) 29
MZL 20 (74) 7 (26) 0(0) 27
I MM 26 (100) 0(0) 0(0) 26
HL 29 (97) 1(3) 0(0) 30
Gesamt 182 64 34 280

Tab. 15: Absolute Auswertung TMA anti-BCL11A

Absolute und prozentuale Verteilung der Expression (negativ, magig, stark) von BCL11A. Einteilung
der Lymphom-Entitdten nach Anteil an positiven Fallen in zwei Gruppen: I) 26 — 55% positive Falle,
I1) keine bzw. fast keine positiven Falle.

3.4.3.2 Proteinexpressionen von BCL11A und BCL6

In B-Lymphozyten des follikularen Keimzentrums findet sich eine Co-Lokalisation und
Interaktion der Proteine BCL11A und BCL6 (Liu et al. 2006; Miles et al. 2005; Nakamura et
al. 2000). Eine signifikante Korrelation zwischen BCL11A- und BCL6-Expression wurde
bereits beim DLBCL beschrieben (Pulford et al. 2006). Im Folgenden soll am genannten
Kollektiv untersucht werden, ob bei den Keimzentrumslymphomen DLBCL, BL und FL eine
Assoziation zwischen BCL11A- und BCL6-Expression besteht. Die Ergebnisse sind in
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Tab. 16 dargestellt. Beim DLBCL zeigten > 90% (30/32) der Falle mit positiver BCL11A-
Expression eine positive BCL6-Farbung und ca. 90% (15/17) der BCL6-negativen Falle
wiesen eine ebenfalls negative BCL11A-Expression auf (Fisher-Yates-Test p = 0,012). Da
FL und BL bei der Farbung mit anti-BCL6 jeweils nur in einem Fall negativ bzw. positiv
gefarbt waren, wurden bei diesen Entitdten BCL11A-positive bzw. negative Falle mit Fallen
mit stark positiver bzw. negativer/mafig positiver BCL6-Expression verglichen. Dabei
zeigte sich beim FL eine ahnliche Assoziation zwischen BCL11A- und BCL6-Expression
wie beim DLBCL, jedoch war das Ergebnis knapp nicht signifikant (Fisher-Yates-Test
p = 0,056). Ebenso lie3 sich diese Tendenz beim BL erkennen (Fisher-Yates-Test
p = 0,153). Insgesamt deuten alle Ergebnisse auf eine Assoziation zwischen BCL11A- und
BCL6-Expression bei Keimzentrumslymphomen hin.

Assoziation von BCL11A und BCL6 Tab. 16:_A5502|at|on der Protein-
expression von BCL11A und

BCL6 fur DLBCL, BL und FL
BLLUA# () BCHLA= () Fonal Absolute und prozentuale Vertei-
lung der BCL11A-Expression in
DL_B(():;I ggtgf 3(2) g)e) ig 8:; ig Bezug auf die BCL6-Expression.
B G 32 (39) 51 (61) 83 Einteilung der BCL11A-Expression
in positiv (BCL11A +) und negativ
(BCL11A -). Einteilung der BCL6-
Expression bei DLBCL in positiv
00 re 00 . .
BCLA+ () BALIA-08 - ToRl | (e 6 +) und negativ (BCLS -), bei
BL und FL in stark positiv (BCL6
BL BCL6 ++ 7(39) 3(17) 10 P
p=015 BCLG-/+ 2(11) 6(33) 8 ++) und negativ/maRig (BCL6 -/+).
s — 9 (50) 9 (50) 18 Angabe des p-Werts aus Fisher-
Yates-Test.
BCL11A + (%) BCL11A - (%) Total
FL BCL6 ++ 14 (36) 6 (15) 20
p=006 BCL6-/+ 7 (18) 12 (31) 19
Gesamt 21 (54) 18 (46) 39

3.4.3.3 Uberlebenszeitanalyse BCL11A

Im Folgenden soll am beschriebenen Kollektiv der prognostische Einfluss der BCL11A-
Expression untersucht werden. Die Uberlebenszeitanalysen umfassten insgesamt 279
Félle (18 BL, 83 DLBCL, 28 B-CLL, 39 FL, 28 MCL, 27 MZL, 26 MM, 30 HL).

Am Gesamtkollektiv wurden Patienten mit negativer (182 Falle), maRig positiver (63 Falle)
und stark positiver BCL11A-Expression (34 Falle) untereinander verglichen, wobei sich kein
signifikanter prognostischer Unterschied zwischen den Gruppen zeigte (Chi-Quadrat-Test
p = 0,742; Abb. hier nicht dargestellt). Eine weitere Uberlebenszeitanalyse beschréankte
sich auf Lymphom-Entitaten der Gruppe | aus obiger Auswertung (BL, DLBCL, B-CLL, FL,
MCL, MZL), die allesamt einen relevanten Anteil an BCL11A-positiven Fallen aufwiesen
(siehe Tab. 15). Auch in dieser Untersuchung hatten negative, maRig positive und stark
positive Félle eine ahnliche Gesamtprognose (Chi-Quadrat-Test p = 0,671; siehe A in



Ergebnisse 45

Abb. 26). In weiteren Analysen wurden Lymphom-Entitdten der Gruppe | einzeln
untersucht. Hier lie3 sich ebenfalls kein signifikanter Zusammenhang zwischen BCL11A-
Expression und Gesamtiberleben der Patienten nachweisen. Ein prognostischer
Unterschied war jeweils zwischen stark positiven und negativ/imaRig positiven Fallen
erkennbar. So war eine starke Proteinexpression bei DLBCL und MCL mit einer tendenziell
besseren Prognose verbunden (Logrank-Test p = 0,330 und p = 0,226, siehe B und D in
Abb. 26), wohingegen sich bei FL und B-CLL ein schlechteres Gesamtiberleben zeigte
(Logrank-Test p = 0,085 und p =0,292, Abb. hier nicht dargestellt). Im Gegensatz zu
DLBCL hatten BL mit BCL11A-Expression eine ungiinstigere Prognose (Logrank-Test
p = 0,235, siehe C in Abb. 26).

A Gruppe | (BLIDLBCL/B-CLLFLMCL/MZL) -BCL11A B DLBCL - BCL11A
2 10 2 10
809 p = 0,671 T p = 0,690
c c 09
» 08 ® 08
c il
2 % e Wt = g 07
206 2 06 EE':_L
%3 0:3 S 05
8 0,4 :2 04 ‘_L_.\_lj\
8 03] — BCL11A negativ (n = 127) & 0.3 — BCL11A negativ (n = 51)
2 02 — BCL11A maRig (n = 62) 2 02| — BCL11AmaRig (n = 26)
> g’; — BCL11A stark (n = 34) 2 8:) — BCL11A stark (n = 6)
“0 10 20 30 40 50 60 “0 10 20 30 40 50 60
Zeit (Monate) Zeit (Monate)
C BL - BCL11A D MCL - BCL11A
% 1,0 % 1,0
e A E o p =0,322
3 08 3 08 ‘
& 07 & 07 |
® 06 B 06 [ Ll
305 205
) P
o 04 o 04
5 03 0.3/ — BCL11A negativ (n = 13)
E 0,2l — BCL11A negativ (n = 9) ?EJ 0,2/ — BCL11A m&Rig (n = 9)
2 8; — BCL11A positiv (n = 9) 2 g; — BCL11A stark (n = 6)
0 10 20 30 40 50 60 0 10 20 30 40 50 60
Zeit (Monate) Zeit (Monate)

Abb. 26: Uberlebenszeitanalyse in Abh&ngigkeit von BCL11A-Expression

Vergleich des Gesamtuberlebens von Patienten mit negativer vs. mafiig positiver vs. stark positiver
Proteinexpression von BCL11A fur (A) Gruppe | (BL/DLBCL/B-CLL/FL/MCL/MZL), (B) DLBCL und
(D) MCL. Vergleich des Gesamtiberlebens von Patienten mit negativer vs. positiver
Proteinexpression von BCL11A fir (C) BL. Angabe des p-Werts aus Chi-Quadrat-Test (A,B,D) und
Logrank-Test (C). Y-Achse: kumulierte Uberlebensanteile. X-Achse: Zeit in Monaten.
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3.44 CARD11

3.4.4.1 Proteinexpression von CARD11 in humanen Lymphomen

Bei der immunhistochemischen Farbung mit anti-CARD11 konnten insgesamt 279 Falle
des Lymphom-Kollektivs ausgewertet werden. Darunter befanden sich 18 BL, 82 DLBCL,
28 B-CLL, 39 FL, 29 MCL, 27 MZL, 26 MM und 30 HL. Die verschiedenen Farbintensitaten
sind exemplarisch in Abb. 27 dargestellt.

CARD11
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Abb. 27: Expression von CARD11 nach immunhistochemischer Farbung mit anti-CARD11

Links: Lymphomzellen negativ fir anti-CARD11. Mitte: mafig positiv. Rechts: stark positiv.
VergréRerung jeweils x63.

Von insgesamt 279 Fallen farbten sich 93 Falle maRig positiv und 62 Falle stark positiv fur
anti-CARD11. Die Ergebnisse der Auswertung sind in Abb. 28 und Tab. 17 dargestellt.
Insgesamt zeigten die verschiedenen Lymphom-Entitaten ein relativ. homogenes
Farbeverhalten fur anti-CARD11 und wiesen ahnlich hohe Anteile an positiven Fallen auf.
So waren bei DLBCL, FL und MZL jeweils ca. zwei Drittel der Félle positiv gefarbt. MCL, B-
CLL und BL zeigten in ungefahr der Halfte aller Falle eine positive Proteinexpression. Im
Gegensatz dazu farbte sich nur etwa ein Drittel der HL- und MM-Félle positiv fir anti-
CARD11. Zwischen BL, DLBCL, B-CLL, FL, MCL und MZL zeigte sich kein signifikanter
Unterschied hinsichtlich des Anteils an Féllen mit positiver Proteinexpression (jeweils
Fisher-Yates-Test p > 0,05). MM und HL waren zwar seltener CARD11-positiv gefarbt, aber
nur die Vergleiche mit MZL, FL und DLBCL erwiesen hierbei als signifikant (jeweils Fisher-
Yates-Test p < 0,05). Auch der Anteil stark positiver Falle variierte zwischen den Entitaten
nur gering. So zeigten BL, DLBCL, B-CLL, FL, MCL, MZL und MM diesbeziiglich keinen
signifikanten Unterschied (jeweils Fisher-Yates-Test p > 0,05). Einzig HL waren signifikant
seltener positiv gefarbt als BL, DLBCL, FL und MZL (jeweils Fisher-Yates-Test p < 0,05).
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Abb. 28: Expression von CARD11 in humanen Lymphomen

Dargestellt ist die prozentuale Verteilung der immunhistochemisch ermittelten Expression von
CARDL11 (negativ, mafig, stark) in Abhangigkeit von der Lymphom-Entitat.

CARD11

Negativ (%) MaRig (%) Stark (%) Total
BL 8 (45) 4(22) 6(33) 18
DLBCL 28 (34) 29 (35) 25(31) 82
B-CLL 14 (50) 10 (36) 4 (14) 28
FL 13(33) 16 (41) 10(26) 39
MCL 15 (52) 9(31) 5(17) 29
MZL 8 (30) 13 (48) 6(22) 27
MM 19 (73) 2(8) 5(19) 26
HL 19 (64) 10 (33) 1(3) 30
Gesamt 124 93 62 279

Tab. 17: Absolute Auswertung TMA anti-CARD11
Absolute und prozentuale Verteilung der Expression (negativ, mafig, stark) von CARD11.

3.4.4.2 Uberlebenszeitanalyse CARD11

In die Uberlebenszeitanalysen zur prognostischen Auswirkung der Proteinexpression von
CARD11 gingen insgesamt 278 Falle des beschriebenen Kollektivs ein (18 BL, 82 DLBCL,
28 B-CLL, 39 FL, 28 MCL, 27 MZL, 26 MM, 30 HL).

In einer ersten Untersuchung am gesamten Kollektiv zeigten Patienten mit negativer (124
Falle), maRig positiver (92 Falle) und stark positiver CARD11-Expression (62 Félle) ein
quasi identisches Gesamtuberleben (Chi-Quadrat-Test p = 0,965, siehe A in Abb. 29). In
weiteren Analysen wurde die Auswirkung der CARD11-Expression in verschiedenen
Entitdten einzeln untersucht, wobei HL aufgrund der geringen Mortalitat hierflr nicht
berticksichtigt wurden. Fir keine der untersuchten Entitaten lieR sich ein signifikanter
prognostischer Unterschied fur Falle mit positiver bzw. stark positiver Farbung nachweisen.
Bei DLBCL und MCL war eine positive (maRig oder stark) CARD11-Expression mit einem
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erkennbar besseren Gesamtiiberleben assoziiert als eine negative Proteinexpression
(Logrank-Test p = 0,139 und p = 0,184, siehe B und D in Abb. 29). Im Gegensatz dazu
hatten CARD11-positive Falle beim BL eine schlechtere Prognose (Logrank-Testp = 0,212,
siehe C in Abb. 29). Gleiches zeigte sich beim FL, wo der prognostische Unterschied
zwischen positiven (m&Rig oder stark) und negativen Fallen nur knapp nicht signifikant war
(Logrank-Test p = 0,087, Abb. hier nicht dargestellt). Die Analysen fur B-CLL, MM und MZL
zeigten jeweils ein dhnliches Gesamtiberleben fir CARD11-positive und negative Falle
(Logrank-Test p = 0,909, p = 0,676 und p = 0,442, Abb. hier nicht dargestellt).
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Abb. 29: Uberlebenszeitanalyse in Abhangigkeit von CARD11-Expression

Vergleich des Gesamtiiberlebens von Patienten mit negativer vs. mafig positiver vs. stark positiver
Proteinexpression von CARD11 fir (A) Gesamtkollektiv (BL/DLBCL/B-CLL/FL/MCL/MZL/MM/HL),
(B) DLBCL und (D) MCL. Vergleich des Gesamtiiberlebens von Patienten mit negativer vs. positiver
Proteinexpression von CARD11 fir (C) BL. Angabe des p-Werts aus Chi-Quadrat-Test (A,B,D) und
Logrank-Test (C). Y-Achse: kumulierte Uberlebensanteile. X-Achse: Zeit in Monaten.
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3.4.5 CDKNI1B

3.4.5.1 Proteinexpression von CDKN1B in humanen Lymphomen

Zur Untersuchung der CDKN1B-Expression konnten insgesamt 278 Falle des
beschriebenen Kollektivs ausgewertet werden (18 BL, 82 DLBCL, 28 B-CLL, 39 FL, 29
MCL, 27 MZL, 26 MM und 29 HL). Die verschiedenen Farbintensitaten der IHC-Farbung
sind beispielhaft in Abb. 30 dargestellt

CDKN1B

negativ

Abb. 30: Expression von CDKN1B nach immunhistochemischer Farbung mit anti-CDKN1B

Links: Lymphomzellen negativ fir anti-CDKN1B. Mitte: maRig positiv. Rechts: stark positiv.
VergréRerung jeweils x63.

Von insgesamt 278 Féllen zeigten 79 Falle eine positive CDKN1B-Expression, wovon wie-
derum 26 Falle stark positiv gefarbt waren. Abb. 31 und Tab. 18 fassen die Ergebnisse der
Auswertung zusammen. Ahnlich hohe Anteile an positiven Fallen fanden sich bei B-CLL
(61%), MZL (59%) und FL (54%). Die Ubrigen Entitaten waren mit 12% (BL) bis 23% (MM)
der Falle deutlich seltener positiv gefarbt. Bei MCL zeigte sich nur in einem von 29 Féallen
eine maRig positive Proteinexpression, bei HL war das Ergebnis ausschlie3lich negativ.
Anhand des Farbeverhaltens lassen sich die verschiedenen Lymphom-Entitdten somit in
drei Gruppen einteilen: B-CLL, MZL und FL mit positiver Proteinexpression in > 50% der
Falle (1), HL und MCL mit negativer Proteinexpression in (fast) allen Fallen (II) sowie BL,
DLBCL und MM mit positiver Proteinexpression in 12 — 23% der Falle (lIl). Diese Gruppen
unterscheiden sich signifikant in der Haufigkeit CDKN1B-positiver Falle (jeweils Fisher-
Yates-Test p <0,001). Im Gegensatz dazu lasst sich mittels CDKN1B-Farbung nicht
zwischen den Entitaten innerhalb einer Gruppe bzgl. des Anteils an positiv gefarbten Fallen
unterscheiden (jeweils Chi-Quadrat-Test p > 0,05). Die Proteinexpression von CDKN1B ist
folglich bei indolenten Lymphomen (B-CLL, MZL, FL) signifikant haufiger anzutreffen als
bei hochmalignen Lymphomen (BL, DLBCL). Bei B-CLL farbten sich 12 von 28 Fallen (43%)
und bei MZL 9 von 27 Féllen (33%) stark positiv fir anti-CDKN1B und damit signifikant
mehr als bei allen anderen Entitaten (jeweils Fisher-Yates-Test p < 0,0001).
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Abb. 31: Expression von CDKN1B in humanen Lymphomen

Dargestellt ist die prozentuale Verteilung der immunhistochemisch ermittelten Expression von
CDKN1B (negativ, méRig, stark) in Abhangigkeit von der Lymphom-Entitat. Gruppierung der
Entitdten nach Anteil an positiven Féllen in drei Gruppen: 1) > 50% positive Falle, 1) (fast) keine
positiven Falle, 111) 12 — 23% positive Falle.

CDKN1B

Negativ (%) MaRig (%) Stark (%) Total

B-CLL 11 (39) 5(18) 12 (43) 28

| MzL 11 (41) 7 (26) 9 (33) 27
FL 18 (46) 19 (49) 2(5) 39

g M 28 (97) 1(3) 0(0) 29
HL 29 (100) 0(0) 0(0) 29

MM 20(77) 6(23) 0(0) 26

Il DLBCL 66 (80) 14 (17) 2(3) 82
BL 16 (88) 1(6) 1(6) 18
Gesamt 199 53 26 278

Tab. 18: Absolute Auswertung TMA anti-CDKN1B

Absolute und prozentuale Verteilung der Expression (negativ, mafig, stark) von CDKN1B. Einteilung
der Lymphom-Entitdten nach Anteil an positiven Fallen in drei Gruppen: I) > 50% positive Falle, I1)
(fast) keine positiven Falle, 1ll) 12 — 23% positive Falle.

3.4.5.2 CDKN1B-Expression und Ki-67-Proliferationsindex

Die signifikant niedrigere CDKN1B-Expression bei DLBCL und BL im Vergleich zu
indolenten Lymphomen (vgl. Tab. 18) lasst vermuten, dass mdglicherweise eine inverse
Korrelation zwischen Proteinexpression und Proliferationsrate besteht. Um diesen
Zusammenhang zu untersuchen wurde die Expression von CDKN1B mit der Expression
des Proliferationsmarkers Ki-67 verglichen. Daflir wurden bereits vorhandene Ki-67-Werte
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verwendet, die im Rahmen der Diagnostik von Pathologen des Institutes fir Pathologie,
UMG bestimmt wurden. BL, MCL und HL waren aufgrund der insgesamt zu geringen Anzahl
CDKN1B-positiver Félle (n < 2) fur die Analyse nicht verwertbar. Beim MM fehlten bis auf
einen Fall Angaben zum Ki-67-Proliferationsindex. 74 DLBCL-, 23 B-CLL, 36 FL- und 22
MZL-Félle wurden anhand ihres Ki-67-Index in jeweils zwei Gruppen eingeteilt. Dabei galt
fur DLBCL ein Ki-67-Grenzwert von 75%, fiir B-CLL, FL und MZL ein Grenzwert von 25%.
Basierend auf der jeweiligen Verteilung der Ki67-Werte entsprechen die Grenzwerte in etwa
dem medianen Ki-67-Wert. Zudem erfolgte eine Einteilung in CDKN1B-positive (CDKN1B+)
und CDKN1B-negative (CDKN1B-) Féalle. Die Verteilung der Féalle ist in Tab. 19 dargestellt.
Bei keiner der untersuchten Entitéaten konnte eine signifikante Assoziation von CDKN1B-
Expression und Ki-67-Index festgestellt werden (jeweils Fisher-Yatest-Test: DLBCL
p=0,23; B-CLL p=0,21; FL p = 0,74; MZL p = 1,00). Somit sind CDKN1B-Expression und
Proliferationsindex bei diesen Entitaten als voneinander unabhéngig zu werten.

Assoziation von CDKN1B und Ki-67

Ki-67 <75% (%) Ki-67 >75% (%)  Total

DLBCL  CDKN1B + 8 (11) 6(8) 14
p=0,23 CDKN1B- 22 (30) 38 (51) 60
Gesamt 30 (41) 44 (59) 74

Ki-67 <25% (%) Ki-67 >25% (%)  Total

B-CLL CDKN1B + 9 (39) 3(13) 12
p=0,21 CDKN1B- 5(22) 6 (26) 11
Gesamt 14 (61) 9(39) 23

Ki-67 <25% (%) Ki-67 >25% (%)  Total

FL CDKN1B + 12 (34) 8(22) 20
p=0,74 CDKN1B- 8 (22) 8(22) 16
Gesamt 20 (56) 16 (44) 36

Ki-67 <25% (%) Ki-67>25% (%)  Total

MZL CDKN1B + 7 (31) 5 (23) 12
p=1,00 CDKN1B- 5 (23) 5(23) 10
Gesamt 12 (54) 10 (46) 22

Tab. 19: Assoziation von CDKN1B-Expression und Ki-67-Proliferationsindex

Absolute und prozentuale Verteilung der Proliferationsrate in Bezug auf den CDKN1B-Status.
Einteilung des Ki-67-Index in £ 75% und > 75% fur DLBCL sowie < 25% und > 25% fir B-CLL, FL und
MZL. Einteilung des CDKN1B-Status in positiv (CDKN1B+) und negativ (CDKN1B-). Angabe des p-
Werts aus Fisher-Yates-Test.
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3.4.5.3 Uberlebenszeitanalyse CDKN1B

Zur Untersuchung einer moglichen prognostischen Auswirkung der CDKN1B-Expression
erfolgten Uberlebenszeitanalysen an 277 Fallen des beschriebenen Kollektivs (18 BL, 82
DLBCL, 28 B-CLL, 39 FL, 28 MCL, 27 MZL, 26 MM, 29 HL).

Zunachst wurden generell Patienten mit negativer (198 Falle), mé&Rig positiver (53 Falle)
und stark positiver CDKN1B-Expression (26 Falle) untereinander verglichen. Dabei zeigten
positiv gefarbte Falle gegentber negativen Féllen ab dem zehnten Monat nach Erst-
diagnose ein erkennbar besseres Gesamtiuberleben (Logrank-Test p = 0,109), wobei die
Prognose von mafiig und stark positiven Fallen nahezu identisch war (siehe A in Abb. 32).
Der prognostisch gunstige Effekt einer positiven Farbung lasst sich jedoch evtl. darauf
zurlckfihren, dass bei der Farbung mit anti-CDKN1B Lymphom-Entitaten wie DLBCL, BL,
MM und MCL, die generell eine erhéhte Mortalitat aufweisen, gré3tenteils negativ gefarbt
waren. Daher wurden Falle der Gruppe | (B-CLL, MZL, FL) und Falle der Gruppe Il (MM,
DLBCL, BL) in getrennten Analysen untersucht. Félle der Gruppe Il (MCL, HL) waren
nahezu vollstandig CDKN1B-negativ und somit fir Uberlebenszeitanalysen nicht geeignet.
In der Gruppe | lie3 sich kein signifikanter Unterschied im Gesamtiberleben zwischen
negativen, mafig positiven und stark positiven Féllen feststellen (Chi-Quadrat-Test
p = 0,622; siehe B in Abb. 32). Auch in Gruppe lll hatte die Proteinexpression von CDKN1B
keinen signifikanten Einfluss auf die Prognose der Patienten (Logrank-Test p = 0,642; siehe
C in Abb. 32). In weiteren Analysen wurde die prognostische Auswirkung flr ausgewéhlte
Entitaten einzeln untersucht. BL wurden hierbei nicht berticksichtigt, da insgesamt nur zwei
BL-Falle positiv gefarbt waren. Beim DLBCL war eine positive (mafig oder stark)
Proteinexpression gegeniiber einer negativen Expression mit einer erkennbar besseren
Gesamtprognose assoziiert, wobei dieser Unterschied nicht signifikant war (Logrank-Test
p = 0,335; siehe D in Abb. 32). Bei B-CLL, MZL und FL fanden sich keine signifikanten
Unterschiede im Gesamtiiberleben von negativen, maRig positiven und stark positiven

Fallen (jeweils Logrank-Test p > 0,49; Abb. hier nicht dargestellt).
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Abb. 32: Uberlebenszeitanalyse in Abhangigkeit von CDKN1B-Expression

Vergleich des Gesamtiiberlebens von Patienten mit negativer vs. maf3ig positiver vs. stark positiver
Proteinexpression von CDKN1B fiir (A) Gesamtkollektiv und (B) Gruppe | (B-CLL/MZL/FL). Vergleich
des Gesamtiiberlebens von Patienten mit negativer vs. positiver Proteinexpression von CDKN1B fir
(C) Gruppe Il (MM/DLBCL/BL und (D) DLBCL. Angabe des p-Werts aus Chi-Quadrat-Test (A,B) und
Logrank-Test (C,D). Y-Achse: kumulierte Uberlebensanteile. X-Achse: Zeit in Monaten.
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3.5 Expression von Proteinen des One-Carbon-Metabolismus in
humanen B-Zell-Lymphomen

Durch die Neuauswertung publizierter Daten aus phosphoproteomischen Analysen und
einem RNAI-Screen an BL-Zelllinien (siehe 3.1) wurde mit MTHFD1 ein Protein identifiziert,
das als Enzym entscheidende Reaktionen des zellularen One-Carbon-Metabolismus (1C-
Metabolismus) katalysiert. In diesem fur die Nukleotidbiosynthese essentiellen
Stoffwechsel spielen auch die mitochondrialen Proteine MTHFD2 und SHMT2 eine
entscheidende Rolle (siehe Abb. 33). Daher sollen im Folgenden neben der Expression von
MTHFD1 auch die Proteinexpressionen von MTHFD2 und SHMT2 in verschiedenen B-Zell-
Lymphomen und die damit verbundenen Auswirkungen auf das Gesamtuberleben der
Patienten untersucht werden. Die Darstellung der jeweiligen Proteinexpression erfolgte wie
beschrieben mittels immunhistochemischer Farbung am beschriebenen Lymphom-Kollektiv

(siehe 3.2.1).
Cytoplasm
/ Mitochondrion ytop THF \
Formate ‘ .................... .’ Formate
MTHFD1L Serine 5 MTHED1
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SHMT2 =} CHO-THF
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Abb. 33: Schematische Darstellung des zellularen One-Carbon-Metabolismus

Vereinfachte Darstellung der wichtigsten katalysierten Reaktionen mit beteiligten Enzymen. Die in
dieser Arbeit untersuchten Proteine MTHFD1, MTHFD2 und SHMT2 sind durch Unterstreichung
hervorgehoben. Abkirzungen: THF = Tetrahydrofolsdure, ALDH = Aldehyddehydrogenase, AMT =
Aminomethyltransferase, MTHFD = Methylentetrahydrofolatdehydrogenase, SHMT2 = Serinhydro-
xymethyltransferase. Modifiziert nach Koseki et al. (2018). Lizenz: CC BY 4.0.
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3.51 MTHFD1

3.5.1.1 Proteinexpression von MTHFD1 in humanen Lymphomen

Bei der Farbung mit anti-MTHFD1 konnten insgesamt 279 Falle des beschriebenen
Kollektivs ausgewertet werden. Darunter waren 18 BL-, 82 DLBCL-, 28 B-CLL-, 39 FL-, 29
MCL-, 27 MZL-, 26 MM- und 30 HL-Falle. Abb. 34 zeigt das Spektrum der Farbintensitaten,
welches fir die Auswertung verwendet wurde.
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Abb. 34: Expression von MTHFD1 nach immunhistochemischer Farbung mit anti-MTHFD1

Links: Lymphomzellen negativ fir anti-MTHFD1. Mitte: m&Rig positiv. Rechts: stark positiv.
VergroRerung jeweils x63.

Von insgesamt 279 Féallen farbten sich 65 mafiig und 58 stark positiv fur anti-MTHFD1.
Abb. 35 und Tab. 20 zeigen die Ergebnisse der Auswertung. HL waren mit 80% der Falle
am haufigsten positiv gefarbt, ein ahnlich hoher Anteil fand sich bei BL (72%). MZL, MM
und DLBCL wiesen in 44 — 56% der Falle eine MTHFD1-Expression auf. Im Gegensatz
dazu waren MCL, B-CLL und FL nur in nur 6 — 26% der Féalle positiv gefarbt. Wahrend HL
und BL sich in der Haufigkeit der MTHFD1-Expression nicht signifikant voneinander
unterschieden (Fisher-Yates-Test p = 0,72), waren HL signifikant haufiger positiv gefarbt
als alle Ubrigen Entitaten (jeweils Fisher-Yates-Test p < 0,05). Beim BL war der Anteil
MTHFD1-positiver Falle im Vergleich zu DLBCL, MM und MZL nicht signifikant erhoht
(Fisher-Yates-Test p = 0,29, p = 0,21 und p = 0,08). Eine starke MTHFD1-Expression fand
sich am haufigsten beim BL (67% der Falle), wobei auch ein gro3er Teil der MM- und HL-
Féalle (46% und 43%) stark positiv gefarbt waren. Beim DLBCL lag dieser Anteil bei lediglich
19%, bei den Ubrigen Entitaten jeweils unter 10%. Anhand einer stark positiven Farbung
mit anti-MTHFD1 kann somit nicht signifikant zwischen BL, MM und HL unterschieden
werden (Chi-Quadrat-Test p = 0,26), jedoch waren diese Entitaten signifikant haufiger stark
positiv gefarbt als der Rest (jeweils Fisher-Yates-Test p < 0,05).
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Proteinexpression
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Abb. 35: Expression von MTHFD1 in humanen Lymphomen

Dargestellt ist die prozentuale Verteilung der immunhistochemisch ermittelten Expression von
MTHFD1 (negativ, mafig, stark) in Abhangigkeit von der Lymphom-Entitat.

MTHFD1

Negativ (%) MaRig (%) Stark (%) Total
BL 5(28) 1(5) 12 (67) 18
DLBCL 36 (44) 30(37) 16 (19) 82
B-CLL 25 (39) 3(11) 0(0) 28
FL 29 (74) 8 (21) 2(5) 39
MCL 27 (94) 1(3) 1(3) 29
MZL 15 (56) 10(37) 2(7) 27
MM 13 (50) 1(4) 12 (46) 26
HL 6 (20) 11(37) 13 (43) 30
Gesamt 156 65 58 279

Tab. 20: Absolute Auswertung TMA anti-MTHFD1
Absolute und prozentuale Verteilung der Expression (negativ, mafig, stark) von MTHFDL1.

3.5.1.2 Uberlebenszeitanalyse MTHFD1

In die Uberlebenszeitanalysen zur prognostischen Auswirkung der MTHFD1-Expression
gingen insgesamt 278 Félle ein, wovon 18 BL-, 82 DLBCL-, 28 B-CLL-, 39 FL-, 28 MCL-,
27 MZL-, 26 MM- und 30 HL-Falle waren.

Am Gesamtkollektiv wurden MTHFD1-negative Falle (n = 156) mit mafig positiven Fallen
(n = 65) mit stark positiven Fallen (n = 57) verglichen. Die Gesamtprognose der Patienten
war dabei umso schechter, je starker die MTHFD1-Expression im Lymphomgewebe war.
Allerdings waren die Unterschiede zwischen den Kaplan-Meier-Kurven trotz dieses
erkennbaren Trends nicht signifikant (Chi-Quadrat-Test p = 0,144, siehe A in Abb. 36). Es
erfolgten weitere entitatsspezifische Analysen, wobei B-CLL und MCL aufgrund der
wenigen positiven Falle (siehe Tab. 20) und HL bei nur sehr geringer Mortalitat im
Beobachtungszeitraum (siehe Tab. 8) nicht bertcksichtigt wurden. Bei DLBCL (siehe B in
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Abb. 36), BL und FL (Abb. hier nicht dargestellt) war kein prognostischer Einfluss der
MTHFD1-Expression erkennbar (jeweils Logrank-Test p > 0,7). Bei MM war eine MTHFD1-
Expression mit einer erkennbar schlechteren Gesamtprognose verbunden, wobei der
Unterschied nur knapp nicht signifikant war (Logrank-Test p = 0,096; siehe D in Abb. 36).
Im Gegensatz dazu wirkte sich die Proteinexpression bei MZL prognostisch glnstig aus
(Logrank-Test p = 0,226, siehe E in Abb. 36).
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Abb. 36: Uberlebenszeitanalyse in Abhangigkeit von MTHFD1-Expression

Vergleich des Gesamtiiberlebens von Patienten mit negativer vs. mafiig positiver vs. stark positiver
Proteinexpression von MTHFD1 fur (A) Gesamtkollektiv (BL/DLBCL/B-CLL/FL/MCL/MZL/MM/HL)
und (B) DLBCL. Vergleich des Gesamtliberlebens von Patienten mit negativer vs. positiver Protein-
expression von MTHFDL fur (C) MM und (D) MZL. Angabe des p-Werts aus Chi-Quadrat-Test (A,B)
und Logrank-Test (C,D). Y-Achse: kumulierte Uberlebensanteile. X-Achse: Zeit in Monaten.
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3.5.2 MTHFD2

Fur MTHFD2 konnte beim BL keine signifikante BCR-abhéngige Veré&nderung in der
Phosphorylierung nachgewiesen werden (Corso et al. 2016). In BL-Zellinien war ein Gen-
Knockdown von MTHFD2 mittles shRNA stark toxisch, allerdings bestand dabei kein
signifikanter Unterschied zu Karzinom-Zellinien (BL vs. Karzinom: p = 0,287, Gen-Rang
1643, Gen-Score 0,99; vgl. 3.1.3).

3.5.2.1 Proteinexpression von MTHFDZ2 in humanen Lymphomen

Die MTHFD2-Expression wurde an insgesamt 279 Fallen des genannten Lymphom-
Kollektivs untersucht (18 BL, 83 DLBCL, 28 B-CLL, 38 FL, 29 MCL, 27 MZL, 26 MM und 30
HL). Abb. 37 zeigt exemplarisch die verschiedenen Intensitaten der IHC-Farbung.

MTHFD2

negativ

Abb. 37: Expression von MTHFD2 nach immunhistochemischer Farbung mit anti-MTHFD2

Links: Lymphomzellen negativ fur anti-MTHFD2. Mitte: maRig positiv. Rechts: stark positiv.
VergréRerung jeweils x63.

Von insgesamt 279 Fallen farbten sich 38 Falle méaRig und 29 Falle stark positiv fur
MTHFD2. Abb. 38 und Tab. 21 geben einen Uberblick tiber die Ergebnisse der Auswertung.
Beim BL fand sich mit zwei Drittel aller Falle (67%) am haufigsten eine positive
Proteinexpression. Auch waren zahlreiche DLBCL- (40%) und HL-Falle (54%) positiv
gefarbt. Im Gegensatz dazu war der Anteil MTHFD2-positiver Falle bei den Ubrigen
Lymphom-Subtypen sehr gering und lag jeweils unter 10%. Die verschiedenen Entitaten
lassen sich somit anhand der MTHFD2-Proteinexpression in zwei Gruppen einteilen:
DLBCL, HL und BL mit positiver Proteinexpression in 40 — 67% der Félle () sowie B-CLL,
FL, MZL, MM und MCL mit positiver Proteinexpression in <10% der Falle (II). Der
Unterschied zwischen diesen beiden Gruppen hinsichtlich des Anteils an positiven Féllen
ist hoch signifikant (Fisher-Yates-Test p < 0,0001). Im Gegensatz dazu kann mit dem
Antikorper anhand einer positiven Expression nicht signifikant zwischen den Entitaten
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innerhalb einer Gruppe unterschieden werden (jeweils Fisher-Yates-Test p > 0,05). DLBCL,
BL und HL waren zudem ahnlich haufig (19 — 27%) stark positiv gefarbt (Chi-Quadrat-Test
p =0,70).
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Abb. 38: Expression von MTHFD2 in humanen Lymphomen

Dargestellt ist die prozentuale Verteilung der immunhistochemisch ermittelten Expression von
MTHFD2 (negativ, maRig, stark) in Abhangigkeit von der Lymphom-Entitat. Gruppierung der
Entitdten nach Anteil an positiven Fallen in zwei Gruppen: 1) 40 — 67% positive Félle, 1) <10%
positive Félle.

MTHFD2

Negativ (%) MaRig (%) Stark (%) Total
BL 6(33) 8 (45) 4(22) 18
|  DLBCL 50 {60) 17 (21) 16 (19) 83
HL 14 (46) 8(27) 8(27) 30
B-CLL 27 (96) 1(4) 0(0) 28
FL 36 (95) 2(5) 0(0) 38
I mMcL 29 (100) 0(0) 0(0) 29
MZL 26 (96) 1(4) 0(0) 27
MM 24 (92) 1(4) 1(4) 26
Gesamt 212 38 29 279

Tab. 21: Absolute Auswertung TMA anti-MTHFD2

Absolute und prozentuale Verteilung der Expression (negativ, maRig, stark) von MTHFD2. Einteilung
der Lymphom-Entitdten nach Anteil an positiven Fallen in zwei Gruppen: I) 40 — 67% positive Falle,
I1) < 10% positive Falle.

3.5.2.2 MTHFD2-Expression und Ki-67-Proliferationsindex

AulRer HL waren v. a. die hochproliferativen Entitaten BL und DLBCL haufig MTHFD2-
positiv gefarbt (siehe Abb. 38). Zur Untersuchung einer moglichen Assoziation zwischen
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MTHFD2-Expression und Proliferationsrate der Lymphomzellen wurde im Folgenden die
Proteinexpression von MTHFD2 wie beschreiben mit der Expression des Proliferations-
markers Ki-67 verglichen. Hier dargestellt ist das lediglich das Ergebnis der Auswertung fir
BL- und DLBCL-Falle, da die Ubrigen Entitdten entweder kaum positiv gefarbt waren (B-
CLL, FL, MCL, MZL, MM) oder der Ki-67-Status bei zu wenigen Féllen bekannt war (HL).
18 BL- und 75 DLBCL-Féalle wurden anhand ihres Ki-67-Index in zwei Gruppen eingeteilt,
wobei beim BL ein Ki-67-Grenzwert von 85% und beim DLBCL ein Grenzwert von 75%
festgelegt wurde. Dieser Grenzwert entspricht in etwa dem medianen Wert der beim BL
und DLBCL ermittelten Ki-67-Werte. Aul3erdem erfolgte eine Einteilung in MTHFD2-positive
(MTHFD2+) und MTHFD2-negative (MTHFD2-) Féalle. Die Verteilung der Falle ist in Tab. 22
dargestellt. Dabei zeigte sich keine signifikante Assoziation zwischen MTHFD2-Expression
und Ki-67-Index (Fisher-Yates-Test p=0,61 und p=0,81). Folglich sind MTHFD2-
Expression und Ki-67-Proliferationsindex bei BL und DLBCL als voneinander unabhéngig
zu werten.

Assoziation von MTHFD2 und Ki-67

Ki-67 < 85% (%) Ki-67 >85% (%)  Total
BL MTHFD2+ 3(17) 8 (48) 11
p=0,61 MTHFD2- 2(12) 4(23) 6
Gesamt 5(29) 12 (71) 17

Ki-67 <75% (%) Ki-67 > 75% (%) Total
DLBCL  MTHFD2 + 11 (15) 19 (25) 30
p=0,81 MTHFD2- 19 (25) 26 (35) 45
Gesamt 30 (40) 45 (60) 75

Tab. 22: Assoziation von MTHFD2-Expression und Ki-67-Proliferationsindex

Absolute und prozentuale Verteilung der Proliferationsrate in Bezug auf den MTHFD2-Status.
Einteilung des Ki-67-Index in £ 85% und > 85% beim BL und < 75% und > 75% beim DLBCL.
Einteilung des MTHFD2-Status in positiv (MTHFD2+) und negativ (MTHFD2-). Angabe des p-Werts
aus Fisher-Yates-Test.

3.5.2.3 Uberlebenszeitanalyse MTHFD2

Es wurden Uberlebenszeitanalysen zur prognostischen Auswirkung der Proteinexpression
von MTHFD2 durchgefihrt. Wie gezeigt wurde, fand sich nur bei BL, DLBCL und HL
(Gruppe 1) eine relevante Anzahl positiv gefarbter Félle. Die tbrigen Entitaten (Gruppe II)
waren (fast) ausschlieBlich negativ gefarbt und daher fiir Uberlebenszeitnanalysen nicht
geeignet. Auch wurden HL aufgrund der geringen Mortalitéat im Beobachtungszeitraum (7%)
nicht bertcksichtigt. Somit gingen 18 BL und 83 DLBCL in die Analysen ein.

Zunéchst wurden beide Entitdten gemeinsam untersucht, wobei Félle mit negativer
(n = 56), maRig positiver (n = 25) und stark positiver MTHFD2-Expression (n = 20) unter-
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einander verglichen wurden. Hierbei zeigten positiv bzw. stark positiv gefarbte Falle
gegenuber dem Rest keinen signifikanten Unterschied im Gesamtiberleben (Logrank-Test
p = 0,596 bzw. p = 0,419; siehe A in Abb. 39). In weiteren Analysen wurden BL und DLBCL
getrennt untersucht. Beim DLBCL war eine positive (mafRig oder stark) MTHFD2-
Expression im Vergleich zur fehlenden Proteinexpression mit einer ungunstigeren
Prognose verbunden (Logrank-Test p = 0,345), wobei stark positive Félle wiederum ein
etwas schlechteres Gesamtiberleben aufwiesen als negative und maRig positive Falle
(Logrank-Test p = 0,309; siehe B in Abb. 39). Beim BL war kein signifikanter prognostischer
Unterschied zwischen negativen und positiven Fallen festzustellen (Logrank-Test
p = 0,710; siehe C in Abb. 39).
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Abb. 39: Uberlebenszeitanalyse in Abh&angigkeit von MTHFD2-Expression

Vergleich des Gesamtilberlebens von Patienten mit negativer vs. mafig positiver vs. stark positiver
Proteinexpression von MTHFD2 fur (A) BL/DLBCL und (B) DLBCL. Vergleich des Gesamtiberlebens
von Patienten mit negativer vs. positiver Proteinexpression von MTHFD2 fiir (C) BL. Angabe des p-
Werts aus Chi-Quadrat-Test (A,B) und Logrank-Test (C). Y-Achse: kumulierte Uberlebensanteile. X-
Achse: Zeit in Monaten.
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3.5.3 SHMT2

In den phosphoproteomischen Analysen von Corso et al. (2016) wurde fur SHMT2 in BL-
Zelllinien (DG75, Daudi) keine signifikante Regulierung im Rahmen des tonischen BCR-
Signalings nachgewiesen. In DG75-Zellen fuhrte ein CD79a-Knockdown jedoch zu einer
erkennbaren Veranderung in der Phosphorylierung an Position S245 (log. SILAC-
Ratio -0,714). Im shRNA-Screen von Huellein et al. (2019) hatte der Knockdown von
SHMT2 einen starken toxischen Effekt auf BL-Zellen, allerdings mit geringerer BL-Spezifitat
im Vergleich zum Knockdown der unter 3.1.3 identifizierten Proteine (BL vs. Karzinom:
p = 0,039, Gen-Rang 294, Gen-Score 1,43).

3.5.3.1 Proteinexpression von SHMT2 in humanen Lymphomen

Fur die Expressionsanalyse konnten insgesamt 276 Félle des beschriebenen Kollektivs
ausgewertet werden (18 BL, 82 DLBCL, 28 B-CLL, 39 FL, 29 MCL, 26 MZL, 26 MM, 28
HL). Die moglichen Farbintensitaten sind beispielhaft in Abb. 40 dargestellt.

negativ

Abb. 40: Expression von SHMT2 nach immunhistochemischer Farbung mit anti-SHMT2

Links: Lymphomzellen negativ fir anti-SHMT2. Mitte: mafig positiv. Rechts: stark positiv.
VergréRerung jeweils x63.

Von 276 Fallen farbten sich 73 maRig und 71 stark positiv fir anti-SHMT2. Die Ergebnisse
der Auswertung sind in Abb. 41 und Tab. 23 dargestellt. BL waren zu 100% positiv gefarbt
und somit signifikant haufiger als alle anderen Entitaten (jeweils Fisher-Yates-Test
p < 0,05). Auch DLBCL und HL zeigten mit 74% und 61% hohe Anteile an SHMT2-positiven
Fallen. Im Gegensatz dazu farbten sich nur 8% der MM positiv. Bei den Ubrigen Entitaten
variierte dieser Anteil von 31% bei MZL bis zu 48% bei MCL. DLBCL waren signifikant
haufiger positiv als MCL, FL, B-CLL, MZL und MM (jeweils Fisher-Yates-Test p < 0,05),
einzig HL zeigten einen ahnlich hohen Anteil an positiven Fallen (Fisher-Yates-Test
p = 0,24). Allerdings waren HL gegentuber B-CLL, FL und MCL nicht signifikant haufiger
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positiv gefarbt (jeweils Fisher-Yates-Test p > 0,05), sodass eine hohe SHMT2-Expression
in erster Linie flr hochproliferative Lymphome (BL, DLBCL) charakteristisch ist. Eine stark
positive SHMT2-Farbung fand sich am haufigsten bei BL (67%). In den Lymphomzellen von
DLBCL und HL war SHMT2 in 37% und 47% der Falle stark exprimiert. Somit unterschieden
sich BL zwar signifikant von DLBCL im Anteil stark positiver Félle (Fisher-Yates-Test
p = 0,03), allerdings nicht von HL (Fisher-Yates-Test p = 0,23). B-CLL, FL und MCL waren
in 11 — 24% der Félle stark positiv, wohingegen MZL- und MM-Félle keine starke SHMT2-
Expression aufwiesen.
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Abb. 41: Expression von SHMT2 in humanen Lymphomen

Dargestellt ist die prozentuale Verteilung der immunhistochemisch ermittelten Expression von
SHMT2 (negativ, méaRig, stark) in Abhangigkeit von der Lymphom-Entitét.

SHMT2

Negativ (%) MaRig (%) Stark (%) Total
BL 0(0) 6 (33) 12 (67) 18
DLBCL 22 (26) 30(37) 30 (37) 82
B-CLL 19 (68) 6 (21) 3(11) 28
FL 23(59) 10 (26) 6 (15) 39
MCL 15 (52) 7 (24) 7 (24) 29
MZL 18 (69) 8 (31) 0(0) 26
MM 24 (92) 2(8) 0(0) 26
HL 11 (39) 4(14) 13 (47) 28
Gesamt 132 73 71 276

Tab. 23: Absolute Auswertung TMA anti-SHMT2
Absolute und prozentuale Verteilung der Expression (negativ, mafig, stark) von SHMT2.

3.5.3.2 SHMT2-Expression und Ki-67-Proliferationsindex

Besonders bei den hochproliferativen Lymphomen BL und DLBCL fand sich ein hoher Anteil
SHMT2-positiver Falle. Fur die Untersuchung einer moglichen Assoziation zwischen
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SHMT2-Expression und Proliferationsrate der Lymphomzellen erfolgte wie beschrieben ein
Vergleich mit dem Proliferationsmarker Ki-67. Fir positiv gefarbte MM- und HL-Falle
wurden kaum Angaben zum Ki-67-Index gemacht, sodass diese Entitaten flr den Vergleich
nicht bericksichtigt wurden. 74 DLBCL, 17 BL, 23 B-CLL, 36 FL, 27 MCL und 21 MZL
wurden anhand des Ki-67-Index in jeweils zwei Gruppen eingeteilt, wobei anhand der
Verteilung der Ki-67-Werte fur BL ein Grenzwert von 85%, fir DLBCL ein Grenzwert von
75% und fur die Ubrigen Entitaten ein Grenzwert von 25% festgelegt wurde. Die Grenzwerte
entsprechen dabei in etwa dem medianen Wert der der jeweiligen Ki-67-Werte. Zudem
erfolgte eine Einteilung in SHMT2-positive (SHMT2+) und SHMT2-negative (SHMT2-)
Falle, beim BL wurden mafig positive (SHMT2+) und stark positive Falle (SHMT2++)
verglichen. Wie in Tab. 24 dargestellt fand sich bei keiner Entitdt eine signifikante
Assoziation von SHMT2-Expression und Ki-67-Index (jeweils Fisher-Yates-Test p > 0,05).

Assoziation von SHMT2 und Ki-67

Ki-67 < 85% (%)  Ki-67 > 85% (%) Total Ki-67 <25% (%)  Ki-67 > 25% (%) Total
BL SHMT2 ++ 4(23) 7 (42) 11 | FL SHMT2 + 8(22) 7(20) 15
p=0,60 SHMT2+ 1(6) 5(29) 6 p=100 SHMT2- 12 (33) 9(25) 21
Gesamt 5(29) 12 (71) 17 Gesamt 20 (55) 16 (45) 36

Ki-67 < 75% (%) Ki-67>75% (%)  Total Ki-67 <25% (%) Ki-67 >25% (%)  Total
DLBCL SHMT2 + 24 (32) 31(42) 55 MCL SHMT2 + 4(15) 9(33) 13
p=042 SHMT2- 6(8) 13 (18) 19 | p=0,25 SHMT2- 8(30) 6(22) 14
Gesamt 30 (40) 44 (60) 74 Gesamt 12 (45) 15 (55) 27

Ki-67 <25% (%) Ki-67>25% (%)  Total Ki-67 <25% (%) Ki-67 >25% (%)  Total
B-CLL SHMT2 + 3(13) 5(22) 8 MZL SHMT2 + 3(14) 3(14) 6
p=0,18 SHMT2- 11 (48) 4(17) 15 p=100 SHMT2- 9 (43) 6 (29) 15
Gesamt 14 (61) 9 (39) 23 Gesamt 12/(57) 9 (43) 21

Tab. 24: Assoziation von SHMT2-Expression und Ki-67-Proliferationsindex

Absolute und prozentuale Verteilung der Proliferationsrate in Bezug auf den SHMT2-Status.
Einteilung des Ki-67-Index in < 85% und > 85% fir BL, < 75% und > 75% fir DLBCL sowie < 25%
und > 25% fur B-CLL, FL, MCL und MZL. Einteilung des SHMT2-Status in positiv (SHMT2+) und
negativ (SHMT2-), beim BL in mé&Rig positiv (SHMT2+) und stark positiv (SHMT2++). Angabe des p-
Werts aus Fisher-Yates-Test.

3.5.3.3 Uberlebenszeitanalyse SHMT2

In die Uberlebenszeitanalysen zur prognostischen Auswirkung der SHMT2-Expression
gingen insgesamt 275 Félle ein (18 BL, 82 DLBCL, 28 B-CLL, 39 FL, 28 MCL, 26 MZL, 26
MM, 28 HL).

Zunachst wurden Patienten mit negativer (132 Falle), maRiger (72 Falle) und stark positiver
SHMT2-Farbung (71 Falle) untereinander verglichen. Dabei hatten positive Falle eine
erkennbar schlechtere Gesamtprognose als negative Félle (Logrank-Test p=0,177), wobei
stark positive Falle wiederum ein etwas schlechteres Gesamtiiberleben aufwiesen als
malRig positive Falle (siehe A in Abb. 42). In nachfolgenden Analysen wurden verschiedene
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Entitaten jeweils einzeln untersucht, wobei MM und HL aufgrund der geringen Protein-
expression bzw. Mortalitat nicht berlcksichtigt wurden (siehe Tab. 23 bzw. Tab. 8). Beim
DLBCL und MCL war eine stark positive SHMT2-Expression mit der erkennbar
unginstigsten Gesamtprognose assoziiert, wohingegen negative und mafig positive Falle
ein ahnliches Gesamtuberleben zeigten (siehe B und D in Abb. 42). Allerdings war der
Unterschied jeweils nicht signifikant (Logrank-Test p = 0,242 und p = 0,121). BL waren
allesamt positiv gefarbt, weshalb hier mafig und stark positive Falle verglichen wurden. Im
Unterschied zum DLBCL hatten BL-Patienten mit stark positiver SHMT2-Expression eine
bessere Prognose als Patienten mit maRig positiver Farbung. Dieser Unterschied war nur
knapp nicht signifikant (Logrank-Test p = 0,099, siehe C in Abb. 42). Fur Patienten mit FL,
B-CLL und MZL lief3 sich jeweils kein signifikanter prognostischer Einfluss einer Protein-
expression von SHMT?2 feststellen (jeweils Logrank-Test p > 0,4; Abb. hier nicht dargstellt).
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Abb. 42: Uberlebenszeitanalyse in Abhéngigkeit von SHMT2-Expression

Vergleich des Gesamtuberlebens von Patienten mit negativer vs. mafiig positiver vs. stark positiver
Proteinexpression von SHMT2 fur (A) Gesamtkollektiv (BL/DLBCL/B-CLL/FL/IMCL/MZL/MM/HL), (B)
DLBCL und (D) MCL. Vergleich des Gesamtiiberlebens von Patienten mit mafig positiver vs. stark
positiver Proteinexpression von SHMT2 fir (C) BL. Angabe des p-Werts aus Chi-Quadrat-Test
(A,B,D) und Logrank-Test (C). Y-Achse: kumulierte Uberlebensanteile. X-Achse: Zeit in Monaten.
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3.5.4 MTHFD1/MTHFD2/SHMT2 und MYC

MY C reguliert den 1C-Metabolismus tGber die Transkription verschiedener Gene und fordert
dadurch die Zellproliferation (Morrish et al. 2008; Shuvalov et al. 2017). Auch SHMT2
(direktes Zielgen) und MTHFD1 werden MYC-abhéngig verstarkt exprimiert (Nikiforov et al.
2002; Morrish et al. 2008). Im Folgenden soll daher untersucht werden, inwieweit die
Proteinexpression von MYC bei B-Zell-Lymphomen Einfluss auf die Proteinexpression von
MTHFD1, MTHFD2 und SHMT2 nimmt. In den entsprechenden immunhistochemischen
Analysen waren hochmaligne Lymphome (BL, DLBCL) sowie HL am haufigsten positiv
gefarbt, die Ubrigen Entitaten zeigten v. a. fur MYC und MTHFD2 nur selten eine positive
Farbung (vgl. 3.3.3 und 3.5). Aus diesem Grund beschrankte sich die Untersuchung auf BL,
DLBCL und HL. Beim DLBCL bestand jeweils eine signifikante Assoziation zwischen MYC-
Expression und der Expression von MTHFD1, MTHFD2 und SHMT?2 (jeweils Fisher-Yates-
Test p < 0,05, siehe Tab. 25). Da alle BL-Féalle sowohl MYC- als auch SHMT 2-positiv gefarbt
waren, wurden hier jeweils stark positive Falle mit maRig positiven Fallen verglichen. Dabei
zeigte sich fur BL kein Zusammenhang zwischen der Expression von MYC und der von
MTHFD1, MTHFD2 und SHMT2 (jeweils Fisher-Yates-Test p = 1,000; Tab. hier nicht
dargestellt). Auch liel3 sich beim HL kein signifikanter Zusammenhang zwischen MYC-
Expression und den Expressionen von MTHFD1, MTHFD2 und SHMT2 ausmachen
(Fisher-Yates-Test p = 0,175, p = 1,000 und p = 0,460; Tab. hier nicht dargestellt).

DLBCL - Assoziation von MTHFD1/MTHFD2/SHMT2 und MYC

MTHFD1 + (%) MTHFD1 - (%) Total
p=0,006 c-MYC+ 34 (41) 15 (18) 49
c-MYC - 12 (15) 21(26) 33
Gesamt 46 (56) 36 (44) 82

MTHFD2 + (%) MTHED?2 - (%) Total
p=0,006 c-MYC+ 25 (30) 24 (29) 49
c-MYC - 7(9) 26 (32) 33
Gesamt 32 (39) 50 (61) 82

SHMT2 + (%) SHMT2 - (%) Total
p=0,012 c-MYC+ 41 (50) 8 (10) 49
c-MYC - 19 (23) 14 (17) 33
Gesamt 60 (73) 22 (27) 82

Tab. 25: DLBCL - Assoziation der Expression von MTHFD1/MTHFD2/SHMT2 und MYC
Absolute und prozentuale Verteilung der MTHFD1/MTHFD2/SHMT2-Expression in Bezug auf die
MYC-Expression. Einteilung der Expression in positiv (+) und negativ (-). Angabe des p-Werts aus
Fisher-Yates-Test.
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4  Diskussion

4.1 Methodischer Ansatz

Zur Identifizierung essentieller Effektorproteine des tonischen BCR-Signalings beim BL
wurden bereits publizierte Datensatze aus Massenspektrometrie-basierten phospho-
proteomischen Analysen (Corso et al. 2016) sowie einem RNA-Interferenz-Screen
(Huellein et al. 2019) kombiniert und neu ausgewertet. Bei den Proteinen ACTN4,
ARFGEF2, BCL11A, CARD11, CDKN1B und MTHFD1 wurde in BL-Zelllinien sowohl eine
signifikante Veranderung in der Phosphorylierung bei Blockade des tonischen BCR-
Signalings (CD79a-Knockdown oder SYK-Inhibierung) als auch eine signifikante Abnahme
der Zellzahl bei Inhibierung der Translation (shRNA-Interferenz) nachgewiesen. Dabei ist
anzumerken, dass unterschiedliche BL-Zelllinien fur den Phospho-Screen (DG75, Daudi)
und den RNAIi-Screen (BJAB, BL60, Raji, Ramos, BL2, LY47, Salina, Seraphine) verwendet
wurden und dass sich die Ergebnisse der in vitro durchgefiihrten Untersuchungen je nach
Zelllinie z. T. deutlich unterschieden. Fir die Auswertung des RNAi-Screens wurden daher
die Ergebnisse aller untersuchten BL-Zelllinien kombiniert und es wurden verschiedene
shRNAs verwendet, um Zellinien- und shRNA-spezifische Veranderungen zu vermeiden.
Bei den phosphoproteomischen Analysen basierte die Auswahl dagegen auf der
signifikanten Regulierung einer Phosphorylierungsstelle in einer BL-Zelllinie entweder bei
CD79a-Knockdown oder SYK-Inhibierung. Folglich ist die signifikante BCR-abhéngige
Regulierung der Proteine in erster Linie als spezifisch fur DG75- oder Daudi-Zellen zu
werten.

Fur die immunhistochemische (IHC) Expressions- und Uberlebenszeitanalyse wurde ein
Lymphom-Kollektiv aus 280 Féllen erstellt, das die haufigsten B-Zell-Lymphom-Entitaten
BL, DLBCL, B-CLL, FL, MCL, MZL, MM und HL umfasste. Dabei wurde versucht, mdglichst
gleichgrof3e Subgruppen (mindestens 25 Falle) zu bilden. Aufgrund der niedrigen Pravalenz
von BL war diese Entitat im Kollektiv mit 18 Fallen (6%) unterreprasentiert. DLBCL-Falle
waren wiederum Uberrepresentiert, um einen ausreichend grof3en Anteil an hochmalignen
Lymphomen zu gewahrleisten. In den Uberlebenszeitanalysen waren die Subgruppen
haufig sehr klein, was vermutlich die wenigen signifikanten Resulate erklart. Zudem waren
die Analysen fur indolente Lymphome aufgrund der niedrigen Mortalitat nur bedingt
aussagekraftig. Zur Vermeidung von Verzerrungen (Bias) in der statistischen Analyse und
fur aussagekraftige Uberlebenszeitanalysen empfiehlt sich daher generell die
Untersuchung eines gréReren Kollektivs Gber einen lAngeren Beobachtungszeitraum sowie
die Durchfuhrung mehrfaktorieller Varianzanalysen unter Einbeziehung von klinischen
Parametern.

Die IHC-Farbungen wurden an TMAs durchgefiihrt, um eine schnelle und gleichméaRige
Farbung verschiedener Gewebsschnitte zu gewahrleisten. Fir die Auswertung wurde eine
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dreistufige Einteilung der Farbintensitaten in ,negativ®, ,mafig positiv‘ und ,stark positiv*
verwendet, wobei Falle mit < 10% positiver Zellen im Tumorgewebe ebenfalls als ,negativ*
eingestuft wurden. Ein Vorteil dieser dreistufigen Einteilung ist die relativ einfache
Klassifizierung und statistische Auswertung der Falle, was zur Fehlervermeidung beitragt,
sowie die einfache Generierung von Subgruppen fur die Uberlebenszeitanalyse. Ein
Nachteil besteht darin, dass der Ubergang zwischen ,maRig positiv‘ und ,stark positiv* nicht
klar durch einen objektiven Wert definiert ist. Da die Farbintensitat in Abhangigkeit vom
verwendeten Antikdrper unterschiedlich stark ausfallt, muss die Einteilung in ,mafig positiv*
und ,stark positiv* fur jede Antikorperfarbung einzeln definiert werden. Der gewéahlte cut-off
von mindestens 10% gefarbter Zellen fur die Einstufung als ,mafig positiv‘ gewahrleistet,
dass der Anteil ,mafig positiver® Falle nicht zu sehr durch ,negative” Falle verfalscht wird,
andererseits birgt er auch die Gefahr, dass vereinzelt ,maRig positive“ Falle als ,negativ*
klassifiziert werden.

4.2 BCL2, BCL6, MYC

Das BCL2-Protein ist an der auf3eren Mitochondrienmembran lokalisiert, wo es durch die
Inhibierung pro-apoptotischer Proteine dem Zelltod durch Apoptose entgegenwirkt. Eine
Uberexpression von BCL2 resultiert in einem verstarkten anti-apoptotischen Signal, das bei
zahlreichen B-Zell-Lymphomen zum Uberleben der Tumorzellen beitragt (Cory et al. 2003;
Adams et al. 2007). Dementsprechend wiesen die meisten der hier untersuchten Entitaten
(DLBCL, FL, B-CLL, MCL, MZL, MM) eine hohe Proteinexpression (> 90% positive Félle)
auf, wie sie bereits in ahnlichen Untersuchungen beschrieben wurde (Agarwal et al. 2002;
Hanada et al. 1993; Lai et al. 1998; Pettersson et al. 1992; Tsuyama et al. 2017; Wang et
al. 1995). Im Gegensatz dazu zeigte sich beim BL eine niedrige bis fehlende
Proteinexpression (33% positive Falle), was wiederum charakteristisch fur diese Entitat ist
(Pervez et al. 2011). Die hochmalignen Lymphome BL und DLBCL unterscheiden sich somit
signifikant in der BCL2-Expression. Beim HL war ca. die Halfte der Falle (53%) positiv
gefarbt, ahnlich hohe Werte werden auch in der Literatur beschrieben (Rassidakis et al.
2002). Folglich kann Verteilung der BCL2-Expression bei den verschiedenen Entiaten des
untersuchten Kollektivs als reprasentativ fir B-Zell-Lymphome angesehen werden.

BCL6 spielt eine entscheidende Rolle bei der Bildung reaktiver Keimzentren in den
sekundar lymphatischen Organen wahrend der humoralen Immunantwort (Dent 1997
Fukuda et al. 1997). In reaktiven B-Lymphozyten unterdriickt BCL6 u. a. die Transkription
von Genen zur DNA-Reparatur, Regulation der Proliferation und Plasmazelldifferenzierung,
was die Zellproliferation und Ausbildung somatischer Hypermutationen in den
Immunglobulin-Genen fordert (Hatzi et al. 2014). Physiologischerweise wird die
Keimzentrumsreaktion durch die Herunterregulierung von BCL6 beendet. Eine konstitutive,
dysregulierte Aktivierung von BCL6 kann jedoch zur malignen Transformation der Zellen
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fuhren. Der Funktion von BCL6 entsprechend findet sich eine hohe Proteinexpression v. a.
im Gewebe der Keimzentrumslymphome BL, DLBCL, FL (Basso et al. 2010; Huang et al.
2015; Ramezani-Rad et al. 2017). Dies lie3 sich auch am untersuchten Kollektiv
nachweisen, wo diese drei Entitaten signifikant haufiger positiv gefarbt waren als der Rest.
FL kénnen somit differentialdiagnostisch u. a. anhand einer BCL6-Farbung von anderen
indolenten Lymphomen (B-CLL, MCL und MZL), die ihren Ursprung aul3erhalb des
Keimzentrums haben, abgegrenzt werden (Dogan et al. 2000; Raible et al. 1999).

MYC reguliert als Transkriptionsfaktor zahlreiche zellulare Prozesse wie Proliferation,
Differenzierung und Apoptose (Dang et al. 2006; Obaya et al. 1999). Eine verstarkte
Proteinexpression, meist bedingt durch chromosomale Translokationen im MYC-Gen, tragt
zur Entstehung maligner Neoplasien bei und ist in B-Zell-Lymphomen mit einem
aggressiven Verlauf assoziiert (Chisholm et al. 2015; Nguyen et al. 2017). Klassisches
Beispiel ist das Burkitt-Lymphom (BL) mit der charakteristischen Translokation t(8;14) in
tber 80% der Félle (Dalla-Favera et al. 1982; Taub et al. 1982). Dementsprechend waren
in der Expressionsanalyse alle BL-Falle MYC-positiv gefarbt. Auch DLBCL weisen haufig
Rearrangements im MYC-Gen auf (Karube et al. 2015; Nguyen et al. 2017). Hier fand sich
eine Proteinexpression in 60% der Falle und damit ahnlich h&ufig wie in vergleichbaren
Untersuchungen (Chisholm et al. 2015; William et al. 2012; Zhang et al. 2018). Im
Gegensatz dazu zeigten indolente Lymphome deutlich seltener eine MYC-Expression.
Zwar werden flr B-CLL, FL und MCL in der Literatur MYC-positive Anteile von bis zu 70%
beschrieben (vs. < 20% in der hier durchgefiihrten Untersuchung), wobei nur selten mehr
als 25% der Tumorzellen positiv gefarbt waren (reviewed in Chisholm et al. 2015; Nguyen
et al. 2017). Folglich ist der niedrige Anteil positiver Falle bei diesen Entitdten am ehesten
auf den fur die Auswertung verwendeten cut-off von 10% positiv gefarbter Zellen
zurlickzuftihren. Dagegen waren MZL, MM und HL generell seltener positiv gefarbt als in
entsprechenden Publikationen (Benharroch et al. 1995; Gang et al. 2013; Kodali et al. 2015;
Huang et al. 2014; Kilicarslan et al. 2018). Anders als die hochmalignen Entitaten zeigten
niedrig maligne Lymphome meist keine homogene MY C-Expression.

Hochmaligne B-Zell-Lymphome mit kombinierter bzw. dreifacher Translokation der Gene
MYC, BCL2 und BCL6 werden als Double- (DHL) bzw. Triple-Hit-Lymphome (THL)
bezeichnet und weisen meist einen aggressiven, prognostisch ungunstigen Verlauf auf (Li
et al. 2016; Rosenthal et al. 2017). Analog wurden DLBCL mit MYC/BCL2-Expression als
Double- (DEL), und bei zusatzlicher BCL6-Expression als Triple-Expressor-Lymphome
(TEL) bezeichnet. Im Unterschied zu DHL kommen DEL haufiger vor (19-34%) und besitzen
i .d. R. eine bessere Prognose (Hu et al. 2013; Rosenthal et al. 2017).

Die prognostische Auswirkung der zweifachen und dreifachen Proteinexpression wurde am
DLBCL-Kollektiv untersucht. Dabei war das Gesamtiuberleben der Patienten v. a. abhéangig
von der MYC-Expression, da nur hier stark positive Falle eine signifikant schlechtere
Prognose aufwiesen. Die Proteinexpression von BCL2 hatte dagegen kaum Einfluss auf
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das Gesamtiiberleben. Zwar wird in 20 reprasentativen Studien, die in einer Metaanalyse
von Li et al. (2018) zusammengefasst wurden, sowohl fir MYC, als auch fur BCL2 bei
starker Expression eine signifikant schlechtere Prognose beschrieben, allerdings existieren
ebenso Publikationen, die fir eine alleinige BCL2-Uberexpression keinen signifikanten
prognostischen Einfluss nachweisen konnten (Hans et al. 2004; Hill et al. 1996; Kramer et
al. 1996; Piris et al. 1994; Tang et al. 1994). Insgesamt ist die prognostische Relevanz der
Expression von BCL2 bei DLBCL-Patienten somit nicht véllig klar. DEL (MYC/BCL2) hatten
in der Untersuchung sogar ein etwas besseres Gesamtilberleben als Patienten mit
alleiniger MYC-Expression. Der prognostisch ungunstige Effekt von MYC scheint somit
nicht zusatzlich durch BCL2 verstéarkt zu werden. Allerdings wird durch zahlreiche Studien
fur DEL eine im Vergleich zur fehlenden oder einfachen Proteinexpression signifikant
schlechtere Prognose beschrieben (Abdulla et al. 2016; Green et al. 2012; Hu et al. 2013;
Scott et al. 2015; Yan et al. 2014).

Im Gegensatz dazu hatten Falle mit stark positiver BCL6-Farbung eine bessere Prognose
als nicht stark positiv gefarbte Falle. Ebenso hatten Falle mit kombinierter Uberexpression
von MYC/BCL6 eine bessere Prognose als Falle mit alleiniger MYC-Expression. Dieser
prognostisch gunstige Effekt von BCL6 wird in verschiedenen Studien beschrieben
(Barrans et al. 2002; Hans et al. 2004; Horn et al. 2013; Lossos et al. 2001; Yan et al. 2014;
Winter et al. 2006). Passend dazu wurde in einer Untersuchung von Abdulla et al. (2016)
auch gezeigt, dass TEL eine bessere Gesamtprognose aufweisen als DEL. Beim Vergleich
der DLBCL-Subtypen wird der Unterschied in der BCL6-Expression und somit der Prognose
besonders deutlich: So weist der Keimzentrumstyp (GCB) signifikant haufiger eine BCL6-
Expression auf als der aktivierte B-Zell-Typ (ABC) und hat eine signifikant bessere Prog-
nose im Hinblick auf das Gesamtuberleben (Hans et al. 2004). Folglich dient die Bestim-
mung der BCL6-Expression auch der Differenzierung zwischen diesen beiden Subtypen.
Abgesehen von MYC lieferten die hier durchgefiinrten Uberlebenszeitanalysen keine
signifikanten Resultate, woflir es verschiedene mogliche Erklarungen gibt: Basierend auf
der dreistufigen Einteilung der Farbintensitaten wurden jeweils stark positive Falle mit nicht
stark positiven Fallen (,negativ‘ oder ,maRig positiv‘) verglichen. Beim Vergleich mit ande-
ren Studien fallt auf, dass dadurch generell prozentual weniger Falle als ,positiv‘ bewertet
wurden (Abdulla et al. 2016; Horn et al. 2013; Hu et al. 2013; Scott et al. 2015; Winter et al.
2006; Yan et al. 2014). Somit fanden sich auch DEL im DLBCL-Kollektiv deutlich seltener
als in der Literatur beschrieben (reviewed in Rosenthal et al. 2017). Der Vergleich mit
ahnlichen Studien (Li et al. 2018) legt auRerdem nahe, dass die GréRe des DLBCL-
Kollektivs (82 Falle) und der mittlere Beobachtungszeitraum (26,5 Monate) vermutlich zu
gering sind, um ausreichend groRe Subgruppen fiir die Uberlebenszeitanalysen bilden zu
kénnen. Dazu kommt, dass die meisten Todesfélle innerhalb der ersten 12 Monate und
meist unabhangig von der BCL2-, BCL6- oder MYC-Expression eintraten, sodass fur das
weitere Follow-Up nur ein geringer Anteil an Patienten zur Verfligung stand.
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4.3 ACTN4

ACTN4 (a-Aktinin 4) ist ein Aktin-bindendes Protein und wird zur Spektrin-Superfamilie
gezahlt. Insgesamt umfasst die Gruppe der a-Aktinine zwei muskulare (ACTN2 und
ACTN3) sowie zwei non-muskulare (ACTN1 und ACTN4) Isoformen. Die non-muskularen
Isoformen spielen eine entscheidende Rolle im Rahmen der Zelladh&sion und -migration
indem sie Aktinfilamente Uber die Interaktion mit Zelladhdsionsmolekilen mit der
Plasmamembran verbinden (Otey et al. 2004).

ACTN4 wurde 1998 als tumorassoziiertes Protein beim Mammakarzinom entdeckt. (Honda
et al. 1998). Eine starke Proteinexpression — haufig bedingt durch eine Amplifikation des
ACTN4-Gens auf Chromosom 19q13 — findet sich im Gewebe verschiedener Karzinome
sowie beim Osteosarkom (Honda 2015). Dagegen ist bis dato nur wenig Uber die Rolle und
Expression von ACTN4 in malignen Lymphomen bekannt. In vitro wurde beim BL erstmals
eine essentielle Funktion mit BCR-abhangiger Regulierung nachgewiesen (Corso et al.
2016; Huellein et al. 2019).

Die hier durchgefiihrte immunhistochemische Expressionsanalyse deutet ebenfalls auf eine
besondere Funktion von ACTN4 beim BL hin, da sich dort signifikant haufiger eine (stark)
positive Farbung zeigte als bei den Ubrigen Entitaten. Insbesondere zwischen den
hochmalignen Lymphomen BL und DLBCL war der Unterschied im Anteil ACTN4-positiver
Falle hochsignifikant. Eine vergleichbare Analyse von Corso et al. (2016) bestatigt den
hohen Anteil (stark) positiver Félle beim BL, allerdings ohne relevanten Unterschied zum
DLBCL. Somit ist die Uberexpression von ACTN4 wohl nicht spezifisch fiir das BL, jedoch
ist ein hoher Anteil positiv gefarbter Falle als charakteristisch fir diese Entitat zu werten
und scheint speziell dort eine essentielle Funktion zu besitzen. Letzteres wird auch dadurch
deutlich, dass ein Gen-Knockdown von ACTN4 fur BL-Zellen toxisch ist, jedoch nicht fur
Zellen des GCB-DLBCL (Corso et al. 2016).

Beim BL wird ACTN4 in Abhangigkeit vom BCR reguliert, vermutlich im Rahmen des fir
diese Entitat charakteristischen tonischen BCR-Signalings Uber den PI3K/AKT/mTOR-
Signalweg (Corso et al. 2016; Schmitz et al. 2012). Ein derartiger Zusammenhang wurde
bereits beim Ovarialkarzinom beschrieben, wo eine Stimulierung des PI3K/AKT-
Signalwegs durch Ostrogen zu einer verstarkten Proteinexpression von ACTN4 fiihrte (Lu
et al. 2014). Auch wurde bereits gezeigt, dass a-Aktinine an eine Untereinheit der PI3-
Kinase binden kdnnen (Shibasaki et al. 1994) und dass sie durch die Bindung an die
Phosphoinositide PIP2 und PIP3 (Substrat und Produkt der PI3-Kinase) in ihrer Aktivitat
sowie im Bindungsverhalten an Aktinfilamente reguliert werden (Fraley et al. 2005; Fukami
et al. 1992). Zudem wurde fir ACTN4 eine Interaktion mit der Kinase AKT1
(Proteinkinase B), nachgewiesen. Dabei reguliert ACTN4 die Lokalisation und Funktion von
AKT1, ein Gen-Knockdown von ACTN4 fihrt zu einer Abnahme der Phosphorylierung von
AKT1 und zur verminderten Zellproliferation (Ding et al. 2006). All dies deutet darauf hin,
dass die hohe Proteinexpression von ACTN4 beim BL im Zusammenhang mit dem fir diese
Entitat charakteristischen tonischen BCR-Signaling tiber den PISBK/AKT/mTOR-Signalweg
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steht. Hier bedarf es weiterer Untersuchungen um diesen Zusammenhang zu verifizieren
und die genaue Funktion von ACTN4 beim BL zu erforschen.

Entsprechend der Funktion von ACTN4 im Rahmen der Zellmigration hat die Uber-
expression des Proteins bei zahlreichen Karzinomen einen ungunstigen Effekt auf das
invasive Wachstum, die Metastasierung, sowie die Prognose (Honda 2015; Honda et al.
1998; Kakuya et al. 2017; Kikuchi et al. 2008; Liu et al. 2017; Otey et al. 2004; Yamamoto
et al. 2009). Auch bei Patienten mit akuter lymphatischer Leukamie (ALL) wurde eine
erhdhte Proteinexpression als potentieller prognostischer Risikofaktor identifiziert (Li et al.
2017). Dies konnte fur B-Zell-Lymphome am untersuchten Kollektiv nicht bestatigt werden.
Eine ACTN4-Farbung war hier insgesamt sogar mit einem etwas besseren
Gesamtlberleben verbunden, wenn auch ohne Signifikanz. Je nach untersuchter Entitét
zeigten sich z. T. deutliche Unterschiede in der prognostischen Auswirkung einer ACTN4-
Expression. Zwar hatten bei MCL und DLBCL positive bzw. stark positive Féalle ein
signifikant besseres Gesamtiiberleben, jedoch umfassten die jeweiligen Subgruppen nur 6
Félle, sodass diese Resultate mdoglicherweise durch Zufall zustande kamen. Es ist
insgesamt fraglich, ob eine Uberexpression von ACTN4 bei B-Zell-Lymphomen
prognostische Relevanz besitzt. Da bei Karzinomen die unglinstige Prognose bei erdhter
Proteinexpression v. a. auf der Assoziation mit fortgeschrittenen Tumorstadien (Liu et al.
2017), Chemotherapieresistenz (Yamamoto et al. 2009) sowie invasivem Wachstum und
Metastasierung (Huang et al. 2019; Kikuchi et al. 2008; Liu et al. 2017) beruht, empfiehlt es
sich, auch bei Lymphomen den Zusammenhang zwischen ACTN4-Expression und
klinischen Parametern, wie etwa dem Ann-Arbor-Stadium, zu untersuchen.

4.4 ARFGEF2

ARFGEF2 (ADP-ribosylation factor guanine nucleotide-exchange factor 2) zahlt zur Familie
der hochmolekularen Guanin Nukleotid-Exchangefaktoren (GEFs). Deren Hauptaufgabe
besteht in der Aktivierung von Adenosin-Ribosylierungsfaktoren (Arfs) im Rahmen des
intrazellularen Vesikeltransports durch den Austausch von Guanosindiphosphat (GDP) mit
Guanosintriphosphat (GTP) (Casanova 2007). Arfs sind durch die Rekrutierung von
Porteinen zu Membranen des Golgi-Apparates wesentlich an der Bildung sog. coated
vesicles beteiligt (Jackson 2018). ARFGEF2 ist v. a. im Trans-Golgi-Netzwerk (TGN) und
in Endosomen lokalisiert und interagiert bevorzugt mit den Isoformen Arfl und Arf3
(Casanova 2007). Mutationen im ARFGEF2-Gen auf Chromosom 20 sind fiir eine Form der
autosomal rezessiv vererbten periventrikularen noduldren Heterotopie (BPNH)
verantwortlich, einer schweren Malformation des zerebralen Kortex, die mit Mikrozephalie,
mentaler Retardierung und motorischen Stérungen einhergeht (Sheen et al. 2004).

Bis dato ist nur wenig tber die Rolle von ARFGEF2 in Malignomen bekannt, da dazu kaum
publizierte Studien existieren. Beim Pankreaskarzinom liel3 sich eine Proteinexpression von
ARFGEF2 im Tumorgewebe nachweisen und es fanden sich im Pankreassekret deutlich
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hohere Proteinlevel im Vergleich zu Pankreatitis oder gesundem Pankreasgewebe (Park et
al. 2011), was auf eine tumorassoziierte Expression von ARFGEF2 hinweist. Im Kontext
maligner B-Zell-Lymphome wurde das Protein erstmals von Corso et al. (2016)
beschrieben, wobei eine BCR -abhangige Regulierung beim BL nachgewiesen wurde.

In diesem Zusammenhang wurde auch die Proteinexpression im Lymphomgewebe fir BL
und DLBCL untersucht, das Ergebnis entspricht dabei in etwa dem Resultat der hier
durchgefihrten Expressionsanalyse (Corso et al. 2016). So waren im untersuchten Kollektiv
BL und DLBCL ahnlich haufig positiv (89% und 87%) und stark positiv (28% und 27%)
gefarbt und insgesamt fand sich bei den hochproliferativen Entitaten signifikant haufiger
eine positive ARFGEF2-Farbung als bei den tbrigen Lymphomen. Auffallend war auch,
dass sich bei B-CLL und MCL quasi keine Farbung zeigte, wéhrend FL, MZL, MM und HL
in 35 — 62% aller Falle positiv gefarbt waren. Diese z. T. deutlichen Unterschiede in der
Proteinexpression zwischen den Entitdten deuten darauf hin, dass die Rolle von ARFGEF2
im Kontext maligner B-Zell-Lymphome differenziert zu betrachten ist. Zwar wird ARFGEF2
nicht entitatsspezifisch exprimiert, jedoch scheint eine Proteinexpression in erster Linie fur
hochproliferative Lymphome charakteristisch zu sein. Es wurde daher spekuliert, ob die
Expression von ARFGEF2 bei Lymphomen generell im Zuge einer verstarkten
Zellproliferation auftritt. Allerdings liel3 sich diesbezlglich keine signifikante Assoziation mit
dem Ki67-Proliferationsindex nachweisen.

Trotz des vergleichbaren Expressionsmusters bei BL und DLBCL ist ein Gen-Knockdown
von ARFGEF2 lediglich fir BL-Zellen toxisch, nicht jedoch fir GCB-DLBCL-Zellen (Corso
et al. 2016). Bei beiden Entitaten ist ein tonisches BCR-abhangiges Grundsignal essentiell
fur das Uberleben der Tumorzellen (Corso et al. 2016; Havranek et al. 2017), allerdings
scheint das Signaling dabei Uber unterschiedliche Effektorproteine vermittelt zu werden.
Dies wirde zumindest die BL-spezifische essentielle Funktion von ARFGEF2 erklaren. Ob
und wie genau ARFGEF2 mit dem fir das BL charakteristischen tonischen BCR-Signaling
in Verbindung steht, ist bis dato unklar. Eine mégliche Erklarung ware, dass der ARFGEF2-
vermittelte intrazellulare Vesikeltransport auch Komponenten des BCR-Signalwegs
umfasst. So konnte ein Zusammenhang zwischen intrazellularem Vesikeltransport und
BCR-Signaling bereits flir das Adaptorprotein SLP-65, ein Substrat der Tyrosinkinase SYK,
nachgewiesen werden (Engelke et al. 2014). Mdglicherweise flurt eine verstarkte
Expression von ARFGEF2 in den Lymphomzellen Uber die Bereitstellung von
Effektorproteinen zu einem starkeren BCR-Signaling und fordert dadurch letztlich die
Zellproliferation. Beim BL konnte dieser Mechanismus eine essentielle Funktion fir das
zellullare Uberleben darstellen.

Zum prognostischen Einfluss einer Proteinexpression von ARFGEF2 bei Tumorpatienten
existieren bis dato keine Publikationen. In dieser Arbeit wurde erstmals der Zusammenhang
zwischen ARFGEF2-Expression und dem Gesamtiberleben von Lymphom-Patienten
untersucht. Insgesamt zeigte sich dabei eine signifikante Verschlechterung der
Gesamtprognose mit zunehmender Starke der Proteinexpression. Dieses Ergebnis ist
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jedoch hauptséchlich auf den hohen Anteil ARFGEF2-positiver Falle bei BL und DLBCL
zurlckzufuhren, die im Vergleich zu anderen Entitdten generell ein schlechteres
Gesamtiberleben aufweisen. In der Gruppe der hochmalignen Lymphome bestand zudem
eine positive Korrelation zwischen Starke der ARFGEF2-Expression und unglnstiger
Gesamtprognose, allerdings fehlte hierfir die Signifikanz. Auch die entitatsspezifischen
Analysen erbrachten keine signifikanten Resultate, deuten jedoch ebenfalls darauf hin,
dass eine ARFGEF2-Expression bei Lymphom-Patienten tendenziell mit einem
schlechteren Gesamtiberleben assoziiert ist. Dies stitzt die o.g. These, dass der
ARFGEF2-vermittelte Vesikeltransport die Zellproliferation fordert. Bei fehlender
Signifikanz sind die Ergebnisse jedoch lediglich als Trend zu werten, es sollten weitere
entitatsspezifische Untersuchungen an grof3eren Kollektiven erfolgen.

45 BCLM1MA

BCL11A (B-cell lymphoma 11A) zahlt zur Gruppe der Zink-Finger-Transkriptionsfaktoren
und besitzt eine essentielle Funktion im Rahmen der Entwicklung lymphatischer
Vorlauferzellen und friher B-Lymphozyten im Knochenmark (Yu et al. 2012).
Immunhistochemisch lasst sich eine nukleare Proteinexpression hauptsachlich in B-
Lymphozyten im Keimzentrum peripherer Lymphknoten nachweisen (Pulford et al. 2006).
Durch alternatives Splicing der pre-mRNA existieren vier verschiedene Isoformen von
BCL11A, die je nach GroRRe des Transkripts als BCL11A-XL, -L, -S und -XS bezeichnet
werden (Liu et al. 2006).

Auch in malignen lymphatischen Zellen scheint BCL11A eine essentielle Rolle zu spielen.
So wirkte sich ein Gen-Knockdown beim BL toxisch auf das zellulare Uberleben aus
(Huellein et al. 2019). Es ist naheliegend, dass das BCR-Signaling in den Lymphomzellen
die BCL11A-vermittelte Transkription essentieller Gene fordert, da BCL11A in BL-Zellen
nachweislich in Abhangigkeit vom BCR reguliert wird (Corso et al. 2016). Allerdings ist bis
dato unklar, ob und inwieweit dieser Mechanismus fiir das tonische BCR-Signaling beim BL
spezifisch ist.

Zumindest die Expression des Proteins fand sich in mehr oder weniger gleichem Ausmalf
bei verschiedenen B-Zell-Lymphomen (BL, DLBCL, B-CLL, FL, MCL, MZL). Dabei zeigte
maximal die Hélfte der Falle einer Entitat eine positive Farbung. Folglich scheint die
Proteinexpression weder entitatsspezifisch, noch spezifisch fir hoch- oder niedrigmalige
Lymphome zu sein. Passend dazu wird BCL11A auch in nicht-malignen B-Zellen relativ
unspezifisch exprimiert (Pulford et al. 2006). Die quasi fehlende Proteinexpression beim HL
steht im Einklang mit der Tatsache, dass in HRS-Zellen zahlreiche B-Zell-spezifische Gene
herunterreguliert sind (Schwering et al. 2003). Zwar finden sich beim HL und anderen B-
Zell-Lymphomen (DLBCL, PMBCL, FL) nicht selten Amplifikationen des Genlocus 2p16.1,
der die Gene von BCL11A und REL, einem Transkriptionsfaktor der NFkB-Familie, umfasst
(reviewed in Kober-Hasslacher et al. 2019). Allerdings ist aufgrund der genetischen Nahe
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von BCL11A und REL fraglich, ob BCL11A das Hauptziel dieser Alterationen darstellt
(Martin-Subero et al. 2002), zumal REL direkt am chronisch aktiven BCR-Signaling
maligner Lymphome beteiligt ist (Kober-Hasslacher et al. 2019). Die fehlende Expression
in Plasmazellen bzw. MM-Zellen ist wahrscheinlich bedingt durch eine Herunterregulierung
des Proteins im Rahmen der Plasmazelldifferenzierung, wobei BCL11A durch den
Transkriptionsfaktor Blimpl negativ reguliert wird (Sciammas et al. 2004). Insgesamt
kommen die wenigen existierenden Publikationen zur BCL11A-Expression in B-Zell-
Lymphomen mittels Western-Blot (Liu et al. 2006) und IHC-Farbung (Pulford et al. 2006) zu
ahnlichen Ergebnissen. Letztere beschreibt fir einige Entitaten zwar BCL11A-positive
Anteile von > 90%, allerdings wurde dabei ein fur die BCL11A-XL-Isoform spezifischer
Antikorper verwendet und pro Entitat wurden meist nur wenige Félle immunhistochemisch
untersucht.

In B-Lymphozyten des follikularen Keimzentrums sind die Transkriptionsfaktoren BCL11A
und BCL6 innerhalb subnukledrer Kompartments (paraspeckles) co-lokalisiert und
interagieren dort miteinander (Liu et al. 2006; Miles et al. 2005; Nakamura et al. 2000).
Pulford et al. (2006) beschreiben in diesem Zusammenhang beim DLBCL eine positive
Korrelation der Proteinexpressionen von BCLA11-XL und BCL6. Auch am untersuchten
DLBCL-Kollektiv lief3 sich eine signifikante Korrelation von BCL11A- und BCL6-Expression
nachweisen. Ebenso war bei BL und FL, trotz fehlender Signifikanz, eine derartige
Assoziation deutlich erkennbar. Die Interaktion der Transkriptionsfaktoren BCL11A und
BCL6 kommt bei Keimzentrumslymphomen folglich auch in der gemeinsamen
Proteinexpression zum Ausdruck.

In der Uberlebenszeitanalyse am DLBCL-Kollektiv war das Gesamtiiberleben der Patienten
umso langer, je starker die BCL11A-Expression im Gewebe war, allerdings war dieser
prognostische Unterschied nicht signifikant. Gleiches beschreiben Pulford et al. (2006) fur
die Expression von BCL11A-XL beim DLBCL. In diesem Zusammenhang sollte erwahnt
werden, dass auch eine BCL6-Expression bei DLBCL-Patienten mit einem tendenziell
besseren Gesamtiiberleben verbunden ist (siehe 3.3.4). Aufgrund der Korrelation von
BCL11A- und BCL6-Expression, kénnte die glinstigere Prognose somit auch durch die Co-
Expression von BCL6 bedingt sein. Bei den Ubrigen Entitaten war eine (stark) positive
Farbung des Proteins mal mit einer tendenziell besseren (MCL), mal mit einer schlechteren
(B-CLL, FL, BL) Prognose verbunden, allerdings bei jeweils fehlender Signifikanz.

Auch bei verschiedenen Karzinomen, die im Vergleich zu gesundem Gewebe erhdhte Level
von BCL11A sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene aufweisen, scheint sich die
Proteinexpression unterschiedlich auf die Prognose auszuwirken (Jiang et al. 2013; Zhu et
al. 2019). So tragt sie beim Mammakarzinom Uber eine Aktivierung des Wnt/B-Catenin-
Signalwegs zur Tumorzellproliferation, Invasion und Metastasierung bei und ist mit einem
ungunstigen Gesamtuberleben assoziiert (Chen et al. 2018; Zhu et al. 2019). Dagegen
scheint eine starke BCL11A-Expression beim Nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom (NSCLC)
einen protektiven Effekt zu haben, denn es besteht eine signifikante Korrelation zu
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geringerem Lymphknotenbefall und friihen Krankheitsstadien, in denen NSCLC-Patienten
mit starker BCL11A-Expression zudem ein signifikant besseres Gesamtiberleben
aufweisen (Jiang et al. 2013). Im Zusammenhang mit NSCLC wurde von Jiang et al. (2013)
Uber eine mdgliche duale Rolle von BCL11A spekuliert: So kénnte BCL11A u. a. durch die
negative Regulierung des CDK-Inhibitors p21 sowie des Tumorsuppressors p53 zur
Tumorentstehung beitragen (Yin et al. 2009; Yu et al. 2012), andererseits jedoch in
Tumoren einen protektiven Effekt bzgl. LK-Metastasierung und Gesamtiberleben haben.
Ahnliches ware auch fur B-Zell-Lymphome denkbar. BCL11A kénnte einerseits zur
Lymphomentstehung beitragen und — moglicherweise im Rahmen des dysregulierten bzw.
tonischen BCR-Signalings — das Uberleben der Tumorzellen sichern, andererseits jedoch
das aggressive Wachstum und die Ausbreitung verlangsamen und somit die Prognose
gunstig beeinflussen. Es ware daher interessant zu untersuchen, ob auch bei Lymphomen
eine Assoziation zwischen BCL11A-Expression und klinischen Parametern besteht.
Letztlich ist anhand der Resulate aber auch nicht auszuschlie3en, dass eine BCL11A-
Expression keinen wesentlichen Einfluss auf das Gesamtiiberleben hat.

46 CARD1M

CARD11 (Caspase recruitment domain containing protein 11) zahlt zur Proteinfamilie der
membranassoziierten Guanylatkinasen (MAGUK) und ist hauptséchlich im lymphatischen
Gewebe exprimiert (Blonska et al. 2011; Wang et al. 2001). In B- und T-Lymphozyten ist
CARD11 als sog. Gerustprotein (scaffold protein) wesentlich an der Antigenrezeptor-
vermittelten Aktivierung des NFkB-Signalwegs im Rahmen der adaptiven Immunantwort
beteiligt. Dabei bildet CARD11 mit BCL10 und MALT1 den sog. CBM-Komplex, der
—zusammen mit weiteren assoziierten Proteinen — eine entscheidende Rolle in der
Signaltransduktion einnimmt (Bedsaul et al. 2018; Thome et al. 2010). Die Regulation von
CARD11 erfolgt mittels reversibler Phosphorylierung. Eine Aktivierung des Proteins fihrt
zur Konformationsanderung, sodass CARD11 mittels CARD-Domane an BCL10 und
weitere Proteine binden kann (Bedsaul et al. 2018; Thome et al. 2010; Thys et al. 2018).

Eine konstitutiv aktive Form von CARD11 fuhrt Uber eine verstarkte Aktivierung der NFkB-
Transkriptionsfaktoren zur raschen, unkontrollierten Zellproliferation und der Entstehung
von Lymphomen mit aggressivem Phéanotyp (Knies et al. 2015). Besonders beim ABC-Typ
des DLBCL spielt das CARD11-vermittelte NFkB-Signaling eine essentielle Rolle (Davis et
al. 2010). Hier finden sich in ca. 10% der Falle Gain-of-Function-Mutationen im CARD11-
Gen, die wesentlich zum chronisch aktiven BCR-Signaling beitragen (Compagno et al.
2009; Lenz et al. 2008). Wéahrend derartige Mutationen auch bei bis zu 6% der MCL sowie
fur einige T-Zell-Lymphomen beschrieben werden, sind sie beim BL nicht zu finden (Juilland
et al. 2016; Wu et al. 2016). Allerdings hat auch beim BL ein Knockdown von CARD11
einen toxischen Effekt auf die Tumorzellen (Huellein et al. 2019). Dies ist interessant, da
das Uberleben der BL-Zellen nicht vom chronisch aktiven BCR-Signaling tber den NFkB-
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Signalweg abhangt, sondern wesentlich auf einem tonischen BCR-Signaling tber den
PI3K/AKT/mTOR-Signalweg beruht (Dave et al. 2006; Schmitz et al. 2012). Es konnte
gezeigt werden, dass CARD11 auch im Rahmen des tonischen BCR-Signalings beim BL
mittels reversibler Phosphorylierung an der Position S886 signifikant reguliert wird (Corso
et al. 2016). Allerdings wurde diese Phosphorylierungsstelle bis dato nicht im Rahmen der
CARD11-Aktivierung beschrieben (Thome et al. 2010; Thys et al. 2018), sodass unklar ist,
inwieweit eine Phosphorylierung von S886 die CARD11-Aktivitat beeinflusst, hier bedarf es
weiterer Untersuchungen. CARD11 scheint jedenfalls beim BL eine von der NFkB-
Aktivierung unabhangige Funktion zu besitzen, die essentiell fur das Uberleben der
Tumorzellen ist und moglicherweise BCR-abhangig reguliert wird.

Immunhistochemisch zeigte sich fir CARD11 bei verschiedenen B-Zell-Lymphomen eine
weitestgehend homogene Proteinexpression. So waren DLBCL, FL und MZL in etwa zwei
Drittel, MCL, B-CLL und BL in ca. der Halfte und HL und MM in ca. einem Drittel der Falle
positiv gefarbt. Folglich scheint CARD11 bei Lymphomen weder entitatsspezifisch, noch
proliferationsassoziiert exprimiert zu werden. Dies entspricht auch der generellen
Expression des Proteins in lymphatischem Gewebe (Blonska et al. 2011; Egawa et al.
2003). Auffallend war auch, dass im Kollektiv nur sehr wenige Falle stark positiv gefarbt
waren. Dies steht im Einklang mit der Tatsache, dass in B-Zell-Lymphomen die onkogene
Rolle von CARD11 nicht auf einer Uberexpression des Proteins, etwa durch chromosomale
Translokationen und Amplifikationen im CARD11-Gen, beruht, sondern BCR-abh&angige
Mechanismen sowie Gain-of-Function-Mutationen zu dessen verstarkter Aktivierung fihren
(Bedsaul et al. 2018; Onaindia et al. 2017). Trotz der zentralen Rolle im BCR-Signaling
existieren nur wenige Publikationen zur CARD11-Expression im Gewebe humaner B-Zell-
Lymphome. Ahnlich haufig wird eine Proteinexpression fur DLBCL (65% vs. 66%) und
gastrale MZL (60% vs. 70%) beschrieben (Nakamura et al. 2005; Zhao et al. 2016). Fur das
HL konnte in einer vergleichbaren IHC-Analyse keine Proteinexpression nachgewiesen
werden (Re et al. 2008). Zwar sind auch HRS-Zellen auf ein starkes NFkB-Signaling
angewiesen, jedoch erfolgt die NFkB-Aktivierung bei fehlendem BCR sowie der
Herunterregulierung B-Zell-spezifischer Gene Uber alternative Signalwege (Bréauninger et
al. 2006; Jost et al. 2007; Schwering et al. 2003).

Ein genereller Zusammenhang zwischen CARD11-Expression und Gesamtiuberleben der
Patienten war am untersuchten Lymphom-Kollektiv nicht erkennbar. Insgesamt hatten
negative, mafig und stark positive Falle eine quasi identische Gesamtprognose. Je nach
Lymphome-Entitat war eine Expression des Proteins mal mit einer besseren (DLBCL, MCL),
mal mit einer schlechteren (BL, FL) Prognose verbunden. Dabei waren zwar teils deutliche
prognostische Unterschiede erkennbar, jedoch lieR sich dafir keine Signifikanz
nachweisen. Beim DLBCL war die Prognose der Patienten umso besser, je starker
CARD11 im Tumorgewebe exprimiert war. Dies Uberrascht zunéchst, da aufgrund der
zentralen Rolle von CARD11 im chronisch aktiven BCR-Signaling besonders beim
prognostisch ungtinstigeren ABC-Subtyp eine CARD11-Expression zu erwarten ware
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(Davis et al. 2010; Frick et al. 2011). Auch steht das Resultat im Widerspruch zu einer
Studie von Zhao et al. (2016), wo die CARD11-Expression beim DLBCL mit einem
signifikant kiirzeren ereignisfreien Uberleben korrelierte. Allerdings spiegelt sich die
onkogene Rolle von CARD11, wie oben erwadhnt, meist nicht in einer verstarkten
Proteinexpression wider. Auch haben CARD11-Mutationen, wie sie beim ABC-DLBCL zu
finden sind, vermutlich keine signifikante Auswirkung auf die Gesamtprognose sowie das
ereignisfreie  Uberleben von DLBCL-Patienten, sondern sind lediglich mit hoéheren
Krankheitsstadien assoziiert (Dong et al. 2011). Beim BL scheint CARD11 eine bis dato
unbekannte essentielle Funktion zu besitzen, die sich von der Funktion beim ABC-DLBCL
unterscheidet (siehe oben). Dies kdnnte die unterschiedliche prognostische Auswirkung der
Proteinexpression bei BL und DLBCL erklaren. Bei jeweils fehlender Signifikanz lasst sich
daruber jedoch nur spekulieren, hier bedarf es weiterer Analysen an grofReren Kollektiven.
Insgesamt steht die scheinbar entitatsspezifische prognostische Auswirkung der CARD11-
Expression im Widerspruch zur weitestgehend homogen und unspezifisch verteilten
Proteinexpression in verschiedenen Lymphom-Entitdten. Es ist daher nicht
auszuschlieRen, dass eine CARD11-Expression — wie die Analyse am Gesamtkollektiv
vermuten lasst — keine prognostische Relevanz bei Lymphom-Patienten besitzt.

4.7 CDKN1B

CDKN1B (Cyclin-dependent kinase inhibitor 1B), auch P27XP! bzw. P27 genannt, zahlt zur
Cip/Kip-Familie der CDK-Inhibitoren, die eine wichtige Funktion in der Zellzyklusregulierung
einnehmen (Besson et al. 2008). Die Rolle von CDKN1B beruht dabei v. a. auf der
Inhibierung des Cyclin E/CDK2-Komplexes in der GO/G1-Phase des Zellzyklus, was den
Ubergang in die S-Phase verhindert (Polyak et al. 1994). Eine hohe CDKN1B-Konzentration
findet sich dementsprechend v. a. in ruhenden Zellen in der GO-Phase. Mitogene Stimuli
fuhren zur signifikanten Abnahme der Proteinexpression in der G1- und S-Phase,
wohingegen die mMRNA-Level in den verschiedenen Phasen des Zellzyklus weitestgehend
konstant bleiben (Hengst et al. 1996; Millard et al. 1997). Dies ist darauf zuriickzufihren,
dass die zellulare CDKN1B-Konzentration nur geringfligig transkriptionell, sondern
hauptsachlich Uber die Degradierung des Proteins durch den SCFSKP2-Ubiquitin-Ligase-
Komplex reguliert wird (Abukhdeir et al. 2008; Tsvetkov et al. 1999).

Eine Inaktivierung von CDKN1B fordert die unkontrollierte Zellproliferation und dadurch die
Entstehung maligner Neoplasien. Dementsprechend findet sich eine stark reduzierte bis
fehlende Proteinexpression bei ca. 50% aller humanen Malignome, u. a. bei Karzinomen
von Lunge, Brust, Kolon, Ovar, Osophagus, Schilddriise und Prostata sowie bei ZNS-
Tumoren und Lymphomen (Slingerland et al. 2000; Viglietto et al. 2002). Wie im gesunden
lymphatischen Gewebe ist bei B-Zell-Lymphomen die CDKNI1B-Expression invers
proliferationsassoziiert, was sich durch die Funktion von CDKN1B als Checkpoint-Inhibitor
bei der Zellteilung erklaren lasst (Erlanson et al. 1998; Sanchez-Beato et al. 1997). So
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waren im untersuchten Kollektiv indolente Lymphome (B-CLL, FL und MZL) in etwas mehr
als der Halfte aller Falle CDKN1B-positiv gefarbt, wohingegen hochmaligne Lymphome (BL
und DLBCL) in weniger als 25% der Féalle positiv waren. Dieses Ergebnisse stehen im
Einklang mit den Resultaten aus @hnlichen Untersuchungen (Chiarle et al. 2002; Erlanson
et al. 1998; Latres et al. 2001; Quintanilla-Martinez et al. 1998; Saez et al. 1999; Sanchez-
Beato et al. 1997). Da die Zellteilungsrate in aggressiven Keimzentrumslymphomen
besonders hoch ist, muss v. a. dort die Zellzyklusregulierung durch CDKN1B umgangen
werden, um die starke Zellproliferation zu gewahrleisten. Die Inaktivierung erfolgt dabei
meist durch eine verstarkte Proteolyse mittels SCFS<P2-Ubiquitin-Ligase-Komplex (Viglietto
et al. 2002), sodass die Expression von CDKN1B in Lymphomen indirekt mit der SKP2-
Expression korreliert (Latres et al. 2001). Trotz der inversen Korrelation zwischen CDKN1B-
Expression und Malignitatsgrad (indolent vs. hochmaligne) lieR sich am Kollektiv fir
einzelne Entitaten kein signifikanter Zusammenhang mit dem Ki67-Proliferationsindex
nachweisen. Eine Untersuchung von Saez et al. (1999) am DLBCL lie3 ebenfalls keine
derartige Assoziation erkennen. Vermutlich ist die Varianz der Ki67-Indizes innerhalb einer
Entitat zu gering um signifikante Resultate zu erzielen.

Die niedrige bis fehlende Proteinexpression beim BL steht mdglicherweise im
Zusammenhang mit dem fir diese Entitat charakteristischen tonischen BCR-Signaling tiber
den PI3K/AKT-Signalweg sowie der Uberexpression von MYC (Schmitz et al. 2012). So
wurde gezeigt, dass beide Mechanismen v. a. Uber die verstarkte Degradierung mittels
SCFSKP2_Ubiquitin-Ligase-Komplex zur Inhibierung von CDKN1B fiihren (Garcia-Gutiérrez
et al. 2019 und Liang et al. 2003). Dabei spielt wahrscheinlich die PI3K-abhangige
Hochregulierung von SKP2 ein entscheidende Rolle (Liang et al. 2003). Die positive
CDKN1B-Farbung bei einigen wenigen Fallen von BL und DLBCL kdnnte wiederum auf
einer funktionellen Inaktivierung des Tumorsuppressors p53 bei diesen Entitdten beruhen.
Dieser Zusammenhang erwies sich bereits als signifikant, wobei spekuliert wurde, dass die
Hochregulierung von CDKN1B einen inneffektiven kompensatorischen Mechanismus
darstellen kdnnte, um die p53-Inaktivierung auszugleichen (Sanchez-Beato et al. 1997).
Im Gegensatz zur Funktion von CDKN1B als Tumorsuppressor scheint die Genexpression
fur das Wachstum und Uberleben von Tumorzellen essentiell zu sein (Abukhdeir et al.
2008). Beispielsweise tragen beim Prostatakarzinom niedrige Gen-Level an CDKN1B zum
Tumorwachstum bei, wohingegen ein kompletter Gen-Knockout das Wachstum inhibiert
(Gao et al. 2004). Dies zeigte sich auch beim BL, wo ein Gen-Knockdown sich toxisch auf
das Uberleben der Tumorzellen auswirkte (Huellein et al. 2019). Passend dazu erfolgt die
Inaktivierung von CDKN1B, wie bereits erwahnt, v. a. Uber den Abbau des Proteins,
wahrend die mRNA-Level weitestgehend konstant bleiben (Viglietto et al. 2002).

Neben der inhibitorischen Wirkung kénnte CDKN1B zudem auch ein gewisses onkogenes
Potential besitzen. So kann CDKNI1B auf den CyclinD/CDK4/6-Komplex auch nicht-
inhibitorisch wirken, wobei Phosphorylierungen an den Positionen Y88 und Y89 v. a. unter
Wachstumsbedingungen mit der nicht-inhibitorischen Wirkung einhergehen (James et al.
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2008). Interessanterweise phosphoryliert auch die Tyrosinkinase LYN, die in B-Lympho-
zyten wesentlich am BCR-Signaling beteiligt ist, CDKN1B an Position Y88 (Grimmler et al.
2007). In Lymphomzellen kdnnte diese LYN-abhéngige Phosphorylierung lber eine
vermehrt non-inhibitorischen Wirkung von CDKN1B auf den Cyclin D/CDK4/6-Komplex zur
Zellproliferation beitragen. Beim BL wird CDKN1B zudem an Position S140 signifikant BCR-
abhangig phosphoryliert (Corso et al. 2016). Eine Phosphorylierung von S140 durch die
Kinase ATM (ataxia teleangiectasia mutated) flhrt zur Stabilisierung von CDKN1B v. a.
nach DNA-Doppelstrangbriichen (Cassimere et al. 2016), sodass dieser Mechanismus fur
die Lymphomzellen einen gewissen Uberlebensvorteil darstellen kénnte.

Eine niedrige Proteinexpression von CDKN1B ist bei Tumoren generell mit einem aggres-
siveren Krankheitsverlauf und einem schlechteren Outcome assoziiert (Lloyd et al. 1999
und Viglietto et al. 2002), was sich durch den Wegfall der CDKN1B-abhangigen Zellzyklus-
regulierung begriinden lasst. So geht eine reduzierte bis fehlende Proteinexpression u. a.
bei Karzinomen von Lunge, Kolon und Magen mit einem kiirzeren Gesamtiiberleben einher
(Esposito et al. 1997; Gao et al. 2013; Hershko et al. 2006; Sun et al. 2016). Beim
Mammakarzinom ist sie zudem ein unabhangiger, prognostisch unginstiger Faktor fir das
ereignisfreie sowie das Gesamtuberleben der Patienten (Guan et al. 2010).

Auch bei B-Zell-Lymphomen korreliert eine niedrige CDKN1B-Expression signifikant mit
einer unginstigen Prognose (Erlanson et al. 1998; Ma et al. 2016). Dies zeigte sich —wenn
auch ohne statistische Signifikanz — am untersuchten Kollektiv, wo Patienten mit negativer
CDKN1B-Expression ein erkennbar schlechteres Gesamtiiberleben aufwiesen. Ebenso
lie sich dieser Zusammenhang am DLBCL-Kollektiv nachweisen. Zu dem gleichen
Ergebnis kam eine Untersuchung von Seki et al. (2010), in der eine niedrige CDKN1B-
Expression bei DLBCL-Patienten therapieunabhangig mit einem kirzeren Gesamt-
Uberleben korrelierte. Zwar wird in der Literatur an anderer Stelle auch eine signifikant
schlechtere Gesamtprognose fiir CDKN1B-positive DLBCL-Félle beschrieben, allerdings
galt in der zugrundeliegenden Untersuchung ein Fall bereits als positiv gefarbt, wenn mehr
als 5% der Tumorzellen eine CDKN1B-Expression aufwiesen (Saez et al. 1999). Bei
niedrigmalignen Lymphomen wie B-CLL, FL und MZL war kaum eine prognostische
Auswirkung der CDKN1B-Expression erkennbar. Ein Grund daflr kénnte die niedrige
Mortalitdt im Beobachtungszeitraum sein. Moglicherweise wirkt sich die Proteinexpression
bei indolenten Lymphomen aber auch nicht so stark auf die Prognose aus, da diese
Entitaten aufgrund der geringeren Zellteilungsrate nicht so sehr auf den Wegfall der
Checkpoint-Inhibierung durch CDKN1B angewiesen sind. So ist die Krankheitsprogression
bei indolenten Lymphomen i. d. R. weniger auf eine exzessive Proliferation als vielmehr auf
die Akkumulation von Tumorzellen zuriickzufihren. In einer Analyse von Vrhovac et al.
(1998) korrelierte eine CDKN1B-Expression bei B-CLL-Patienten sogar signifikant mit einer
schlechteren Prognose, wobei spekuliert wurde, dass eine hohere CDKN1B-Expression die
Tumorzellen womdéglich vor Apoptose schiitzt.
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4.8 MTHFD1, MTHFD2, SHMT2

Der 1C-Metabolismus ist fur die Biosynthese von Nukleotiden essentiell. Besonders in
proliferierenden Zellen werden mithilfe des Co-Faktors Folsaure 1C-Kohlenstoffeinheiten
fur die Purin- und Thymidinsynthese bereitgestellt. Hierbei katalysieren die Enzyme
MTHFD1, MTHFD2 und SHMT2 entscheidende Reaktionen (Ducker et al. 2017b). Das
mitochondriale Enzym MTHFD2 besitzt wie das korrespondierende zytoplasmatische
Enzym MTHFD1 eine Dehydrogenase- und Cyclohydrolase-Aktivitat. Beide Enzyme sind
an der Modifikation von an Tetrahydrofolsaure (THF) gebundenen 1C-Kohlenstoffeinheiten
beteiligt (Vazquez et al. 2013). SHMT?2 spielt durch die Konversion von Serin zu Glycin eine
entscheidende Rolle bei der Produktion von 1C-Kohlenstoffeinheiten (Stover et al. 1990).
Rasch proliferierende Zellen sind zur Synthese neuer DNA- und RNA-Bausteine besonders
auf den 1C-Metabolismus angewiesen. Dementsprechend findet sich in Tumorgewebe
meist eine im Vergleich zu Normalgewebe erhohte Aktivitat bzw. Uberexpression von
MTHFD1, MTHFD2 und SHMT2 (Ding et al. 2018; Lee et al. 2014; Nilsson et al. 2014).
Beim hier untersuchten Lymphom-Kollektiv zeigte sich eine hohe Enzymexpression v. a.
bei den hochmalignen Entitaten sowie beim HL. Am deutlichsten war dies flr die Farbung
mit MTHFD2 erkennbar, wo BL, DLBCL und HL signifikant haufiger positiv waren als der
Rest (40 — 67% vs. < 10%). Auch SHMT2 wurde bei BL und DLBCL im Vergleich zu den
ubrigen Entiaten signifikant haufiger exprimiert, einzig HL zeigten einen &hnlich hohen
Anteil an positiven Fallen. Die hohe Proteinexpression von MTHFD2 und SHMT2 v. a. bei
den hochmalignen Lymphomen steht im Einklang mit der Tatsache, dass die Expression
dieser Enzyme in Tumorgewebe generell mit einer erhdhten Zellproliferation assoziiert ist
(Gustafsson Sheppard et al. 2015; Lee et al. 2014). Diesbeziiglich wurde gezeigt, dass die
Proteinexpression von MTHFD2 unabhéngig von der enzymatischen Dehydrogenase-
Aktivitat zur verstarkten Proliferation der Tumorzellen fihrt (Gustafsson Sheppard et al.
2015). Allerdings lieR sich fir MTHFD2 und SHMT2 bei keiner Entitat eine signifikante
Korrelation zwischen Proteinexpression und Ki67-Proliferationsrate nachweisen, was
vermutlich durch die niedrige Fallzahl und die nur geringen Unterschiede in der Proliferation
innerhalb einer Subgruppe bedingt ist. Fur die Expression von MTHFD1 war kein
signifikanter Unterschied zwischen hoch- und niedrigmalignen Lymphomen feststellbar.
Dies deutet moéglicherweise darauf hin, dass v. a. die mitochondriale Komponente des 1C-
Metabolismus zur gesteigerten Zellproliferation beitragt.

Fur die rasch proliferierenden Lymphomzellen beim BL ist ein Knockdown der Gene
MTHFD1, MTHFD2 und SHMT2 jeweils stark toxisch (Huellein et al. 2019). Diese
essentielle Funktion spiegelt sich auch in der Proteinexpression wider. So wiesen zwei
Drittel der BL-Félle eine MTHFD1- und MTHFD2-Expression auf und alle Falle waren
SHMT2-positiv gefarbt. Dabei bleibt jedoch anzumerken, dass nur fir MTHFD1 und SHMT2
eine BL-spezfische essentielle Funktion nachgewiesen werden konnte (Huellein et al.
2019). MTHFD2 scheint dagegen auch bei Karzinomen eine &hnlich wichtige Funktion zu
besitzen (Nilsson et al. 2014). Im Gegensatz zu MTHFD2 und SHMT2 wird einzig MTHFD1
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beim BL signifikant im Rahmen des tonischen BCR-Signalings mittels reversibler
Phosphorylierung reguliert (Corso et al. 2016). Allerdings konnte gezeigt werden, dass auch
MTHFD2 in B-Lymphozyten bei Stimulierung des BCR verstarkt exprimiert wird und die
MRNA aller drei Proteine im Rahmen der B-Zell-Aktivierung mittels CD40L signifikant
hochreguliert wird (Wang et al. 2019). Es ist daher anzunehmen, dass alle drei Proteine in
mehr oder weniger starkem Ausmald bei B-Zell-Aktivierung Uber einen verstarkten 1C-
Metabolismus die Proliferation der Lymphozyten begunstigen.

Die hohe SHMT2-Expression beim BL steht vermutlich im Zusammenhang mit der fur diese
Entitat charakteristischen Uberexpression von MYC, da der mitochondriale 1C-
Metabolismus durch MYC reguliert wird und SHMT2 ein direktes Zielgen von MYC darstellt
(Nikiforov et al. 2002; Pikman et al. 2016; Shuvalov et al. 2017; Wang et al. 2019). Eine
mdgliche Korrelation zwischen MYC-Expression und der Expression von SHMT2, MTHFD1
und MTHFD2 lieR sich fur BL aufgrund fehlender MYC-negativer Falle nicht untersuchen.
Da jedoch alle BL sowohl MYC- als auch SHMT2-positiv gefarbt waren, kann man hier
indirekt auf einen Zusammenhang schliel3en. Dartber hinaus liel3 sich eine signifikante
Korrelation beim DLBCL beobachten. MYC scheint somit insgesamt einen positiven
Einfluss auf die Proteinexpression von SHMT2, MTHFD1 und MTHFD2 zu haben.
Interessanterweise zeigten HRS-Zellen ahnlich haufig eine Expression der drei Enzyme wie
die rasch proliferierenden Zellen hochmaligner Lymphome. Ein Grund dafir kdnnte die wie
bei BL und DLBCL hohe Aktivitat der Kinase mTOR in den HRS-Zellen sein (Mark et al.
2013). So wurde bereits gezeigt, dass der mTOR-Komplex 1 (mMTORC1) die Nukleotid-
biosythese fordert und direkt Einfluss auf die MTHFD2-Expression nimmt (Ben-Sahra et al.
2016; Zeng et al. 2019). Beim BL ist die hohe mTOR-Aktivitat bedingt durch die BCR-
abhangige Aktivierung des PISK/AKT/mTOR-Signalwegs, sodass hier vermutlich ein
direkter Zusammenhang zwischen tonischem BCR-Signaling und 1C-Metabolismus
besteht (Mark et al. 2013; Schmitz et al. 2012). Des Weiteren kénnte die Proteinexpression
zu einem gewissen Teil durch EBV bedingt sein. Eine EBV-Infektion lasst sich bei ca. einem
Drittel aller sBL und HL nachweisen (Shannon-Lowe et al. 2017). Kurz nach der Infektion
wird der 1C-Metabolismus in B-Lymphozyten verstarkt aktiviert, wobei das virale Protein
EBNAZ2 die Aufnahme, Synthese und Metabolisierung von Serin reguliert. In vitro war ein
starker Verbrauch von Serin innerhalb einer Woche nach EBV-Infektion zu beobachten,
verbunden mit einer BL-artigen Proliferation der B-Zellen (Wang et al. 2019). Es ist somit
anzunehmen, dass v. a. die SHMT2-Expression bei EBV-positiven Lymphomen erhdht ist.
Generell sind Lymphome beim Zellwachstum stark auf die Glycin-Produktion durch SHMT2
angewiesen. So fuhrt v. a. bei hochproliferativen Entitaten eine pharmakologische Blockade
von SHMT2 zur signifikanten Inhibierung des Zellwachstums, wobei zumindest beim
DLBCL das fehlende Glycin nicht mittels Glycin-Uptake kompensiert werden kann (Ducker
et al. 2017a).

Bei zahlreichen Karzinomen ist v. a. die Uberexpression der Enzyme MTHFD2 und SHMT2
mit einer ungunstigen Prognose assoziiert (Koseki et al. 2018; Lee et al. 2014; Nilsson et
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al. 2014; Ning et al. 2018; Noguchi et al. 2018; Wu et al. 2017). Fiur MTHFD1 wurde u. a.
beim NSCLC sowie beim Hepatozellularen Karzinom (HCC) ein derartiger Zusammenhang
nachgewiesen (Ding et al. 2018; Yu et al. 2019). Auch bei B-Zell-Lymphomen scheint eine
hohe Expression der Enzyme einen ungunstigen Einfluss auf das Gesamtiberleben der
Patienten zu haben. So ergaben die Uberlebenszeitanalysen am Gesamt- und DLBCL-
Kollektiv fur MTHFD1, MTHFD2 und SHMT2 jeweils eine mit der Expressionsstarke
zunehmend schlechtere Prognose. Dieser Zusammenhang ist nachvollziehbar, da alle drei
Proteine Uber den zellularen 1C-Metabolismus die Nukleotid-Biosynthese und somit die
Zellproliferation bzw. Tumorprogression férdern (Shuvalov et al. 2017). Allerdings bleibt
anzumerken, dass die Resultate allesamt nicht signifikant waren und daher lediglich als
Trend zu werten sind. Die widerspruchlichen Ergebnisse bei FL und MZL kdnnten zudem
darauf hindeuten, dass die Enzymexpression und somit der 1C-Metabolismus bei diesen
indolenten Lymphomen aufgrund der geringen Proliferationsrate der Tumorzellen keine
prognostische Relevanz besitzt. Insgesamt lasst sich anhand der durchgefiihrten
Uberlebenszeitanalysen keine generelle Aussage zur prognostischen Auswirkung der
Enzymexpression in Lymphomen treffen. Hinzu kommt auch, dass in der Analyse flr
MTHFD2 nur hochmaligne Lymphome untersucht werden konnten, da sich nur dort eine
positive Farbung zeigte. Abgesehen vom DLBCL-Kollektiv waren aussagekraftige
Uberlebenszeitanalysen fir einzelne Entitaten aufgrund zu kleiner Subgruppen und/oder
niedriger Mortalitdt nicht mdglich. Es empfiehlt sich daher, die Auswirkung der
Proteinexpression an gréReren Kollektiven und Uber einen langeren Zeitraum zu
untersuchen.
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5 Zusammenfassung

Die zielgerichtete Therapie maligner B-Zell-Lymphome umfasst die Inhibierung onkogener
Signalleitungsprozesse, die Uber den B-Zell-Antigenrezeptor vermittelt werden. Fir die
effiziente Behandlung des hochmalignen Burkitt-Lymphoms fehlen derartige
Therapieformen jedoch bisher. Ziel dieser Arbeit war es daher, beim Burkitt-Lymphom
onkogene Signalwegssignaturen zu identifizieren, die eine Regulierung in Abhangigkeit
vom B-Zell-Antigenrezeptor aufweisen und essentiell fur das Uberleben der
Lymphomzellen sind. Dies erfolgte durch die Neuauswertung und Kombination bereits
publizierter Datensatze aus phosphopoteomischen Analysen sowie einem RNA-
Interferenz-Screen an Burkitt-Zellinien. Auf diese Weise wurden neben bereits bekannten
B-Zell-assoziierten Proteinen (BCL11A, CARD11) und dem Zellzyklus-Inhibitor CDKN1B
auch Proteine identifiziert, die bis dato kaum oder noch gar nicht im Kontext maligner B-
Zell-Lymphome beschrieben wurden (ACTN4, ARFGEF2, MTHFD1).

Die identifizierten Proteine, sowie die mit MTHFD1 assoziierten Enzyme MTHFD2 und
SHMT2, wurden hinsichtlich ihrer Expression in humanem Lymphomgewebe untersucht.
Zudem erfolgten Uberlebenszeitanalysen zur prognostischen Auswirkung der Protein-
expression auf das Gesamtiuberleben von Lymphompatienten. Hierfir wurde ein Kollektiv
aus Burkitt- und weiteren B-Zell-Lymphomen erstellt. Es zeigte sich, dass die
Proteinexpression zwischen den Entitaten z. T. deutlich variierte, wobei sich haufig hoch-
und niedrigmaligne Lymphome voneinander unterschieden. So war die Expression von
ARFGEF2, MTHFD1, MTHFD2 und SHMT2 mit hochmalignen Lymphomen und einer eher
ungunstigen Prognose assoziiert, wahrend CDKN1B v. a. bei niedrigmalignen Lymphomen
exprimiert war und mit einer tendenziell glinstigen Prognose in Verbindung stand. BCL11A
und CARD11 waren bei hoch- und niedrigmalignen Entitaten gleichermaf3en exprimiert.
ACTN4 farbte sich v. a. beim Burkitt-Lymphom positiv. Insgesamt zeigte die Expressions-
analyse, dass die in vitro beim Burkitt-Lymphom identifizieren Proteine — abgesehen von
CDKN1B - allesamt verstarkt in humanem Burkitt-Gewebe exprimiert werden, diese
Expression jedoch nicht spezifisch fiir das Burkitt-Lymphom ist. Zur Validierung der
Ergebnisse sollten Expressions- und Uberlebenszeitanalysen an groReren Kollektiven und
Uber einen langeren Beobachtungszeitraum unter Einbeziehung von klinischen Parametern
(multivariante Analysen) erfolgen.

Die hier gewonnenen Resultate kénnen als Ausgangspunkt fur weitere Untersuchungen
dienen. Aufgrund der erhthten Enzymexpression scheint besonders der One-Carbon-
Metabolismus mit den beteiligten Enzymen MTHFD1, MTHFD2 und SHMT2 in hochproli-
ferativen B-Zell-Lymphomen eine essentielle Rolle zu spielen. Hier lohnt es sich, eine
mogliche Aktivierung des One-Carbon-Metabolismus Utber den B-Zell-Antigenrezeptor
genauer zu untersuchen. Gleiches qilt fir die in diesem Kontext bis dato weitestgehend
unbekannten Proteine ARFGEF2 und ACTN4. Auch hier deutet die verstarkte Expression
auf eine moégliche onkogene Funktion bei hochproliferativen Lymphomen hin.
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