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1 Einleitung

Zur Erhaltung der Homdostase ist es bei allen multizellularen Organismen notwendig,
eine effektive Abwehr gegen Fremdstoffe und -organismen zu errichten. Im Menschen
hat sich zu diesem Zweck ein komplexes Immunsystem herausgebildet. Es besteht
im Wesentlichen aus zwei Teilen: Der evolutionér alteren, ,angeborenen” Immunitét,
die mit Hilfe vererbter Musterrezeptoren Eindringlinge erkennt und z.B. durch pha-
gozytierende Zellen eliminiert, und der adaptiven Immunantwort, die durch standige
Anpassung in der Lage ist, spezifische, hoch effektive Reaktionen gegen Erreger
zu zeigen. AulBerdem bildet die adaptive Immunantwort im Laufe des Lebens eines
Menschen ein immunologisches Gedachtnis, das es dem Organismus erlaubt, auf
dieselben oder ahnliche Erreger in Zukunft schneller und noch effektiver zu reagie-
ren.

Zellular vermittelt wird die adaptive Immunantwort im Wesentlichen durch anti-
gen-prasentierende Zellen (engl. antigen presenting cell, APC) und Lymphozyten.
Die APCs haben hierbei die Aufgabe, Stoffe aus dem Organismus aufzunehmen,
zu prozessieren und als Antigene auf MHC (engl. major histocompatibility complex)-
Molekulen zu prasentieren. Lymphozyten unterteilen sich in ,natural killer’(NK)-Zellen,
T- und B-Zellen. NK-Zellen haben die Aufgabe, andere Zellen unter anderem durch
MHC-vermittelte Signale zu Uberwachen und bei Stérungen in der Zellfunktion zu
téten. T-Zellen besitzen ebenfalls Liganden fir MHC-Molekile, die sogenannten T-
Zell-Rezeptoren, und kénnen so auf prasentiertes Antigen mit diversen zellvermittel-
ten Effektorfunktionen reagieren. Hierbei unterscheidet man T-Helferzellen, die an-

dere Zelltypen stimulieren und steuernd in Immunantworten eingreifen, zytotoxische
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T-Zellen, die Zellen mit Fremdantigen eliminieren, und regulatorische T-Zellen, die
z.B. die Toleranz von Selbstantigenen vermitteln. B-Zellen besitzen einen speziellen
B-Zellrezeptor, mit dem sie Antigen direkt erkennen, und der auch in Form von Anti-

kérpern mit Effektorfunktion sezerniert werden kann.

1.1 B-Zell-Entwicklung

B-Lymphozyten entstehen beim adulten Menschen aus Vorlauferzellen im Knochen-
mark. Induziert durch verschiedene Differenzierungssignale entwickelt sich dort aus
einer hamatopoetischen Stammzelle tGber mehrere Zwischenstadien eine reife B-
Zelle mit einem funktionierendem, nicht-autoreaktiven B-Zellrezeptor, die dann das
Knochenmark verlasst und in die Peripherie wandert (Rajewsky, 1996).

Detektiert die antigen-unerfahrene B-Zelle dort spezifisches Antigen mit ihrem
B-Zellrezeptor und erhalt Kostimulation von einer passenden T-Zelle, wird sie aktiviert
und differenziert entlang eines von zwei méglichen Entwicklungspfaden. Entweder sie
differenziert direkt zu einer kurzlebigen Plasmazelle, die ihren B-Zellrezeptor als An-
tikbrper sezerniert, oder sie wandert unter Hilfe anderer Immunzellen in lymphoide
Organe ein und nimmt dort an der sogenannten Keimzentrums (engl. germinal cen-
ter, GC)-reaktion teil. In deren Verlauf teilt die B-Zelle sich in kurzen Zeitabstanden
und erhéht durch Mutation und Selektion die Affinitat inres B-Zellrezeptors. AuBerdem
findet im GC der Prozess des Klassenwechsels statt, der den Wechsel der Effektor-
funktion eines Antikérpers erlaubt. Wahrend dieser Reaktion werden so affinitatsge-
reifte B-Zellen produziert, die schluBBendlich als antikdrper-sezernierende Plasmazel-

len und Gedéachtnis-B-Zellen das lymphoide Organ verlassen.

1.1.1 Reifung von B-Zellen

Die funktionellen Stadien der B-Zellentwicklung werden anhand von sukzessiven Um-

lagerungen ihrer Immunglobulin(IG)-Gene eingeteilt. Als erster Schritt wird im Schwer-
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ketten-Locus eines von 25 Diversitats(DH)-Gensegmenten an eines von 6 Verbin-
dungs(JH, engl. joining)-Segmenten angefligt. Vor dem entstandenen DH-JH-Komplex
wird dann eines von 40 Variabilitats(VH)-Segmenten eingeflgt. Bei jedem dieser Re-
kombinationsprozesse kénnen Exonukleasen Nukleotide an der Bruchstelle entfer-
nen oder das Enzym terminale Desoxynukleotidyl-Transferase nicht-keimbahnkodierte
Nukleotide einfligen. Schon aus statistischen Uberlegungen heraus muf ein GroBteil
dieser Genumlagerungen zu Verschiebungen des Leserasters bzw. zu vorzeitigen
Stop-Codons fiihren. Da fir die nachste Stufe der B-Zellentwicklung eine intakte, pro-
duktive schwere Kette des IG-Locus unerlasslich ist, stirbt eine Vorlauferzelle durch
Apoptose, sollten die Umlagerungsversuche auf beiden IG-Schwerkettenallelen un-
produktiv sein (Rajewsky, 1996).

In den Uberlebenden Zellen wird als nachstes tUberprift, ob die produktive VDJ-
Umlagerung auch geeignet ist, einen preliminaren B-Zellrezeptor zu bilden. Zu die-
sem Zweck wird die schwere Kette an ein Leichtkettensurrogat angelagert. Sollte die
schwere Kette zu dieser Verbindung nicht in der Lage sein, versucht die pra-B-Zelle
durch Umlagerung des zweiten Allels oder V-Gen-Ersetzung (Zhang, 2007) eine an-
dere schwere Kette auszupragen. Gelingt dies nicht, wird die Zelle wiederum durch
Apoptose deletiert. Zellen mit funktioneller schwerer Kette proliferieren und beginnen
mit der Umlagerung ihrer leichten Kette. Hierbei laufen ahnliche Vorgange wie bei
der schweren Kette ab, nur dass die leichte Kette keine D-Segmente aufweist und es
insgesamt zwei Leichtketten (x und 1) zu je zwei Allelen gibt. Als erstes wird hierbei
der x-Locus rekombiniert, und nur wenn beide Allele kein funktionelles Genprodukt
ergeben, wird die Umlagerung des \-Locus begonnen (Brauninger et al., 2001).

Durch die gemeinsame Bildung eines funktionellen Schwerketten- wie Leicht-
ketten-Proteins kann die B-Zelle danach erstmals ihren spezifischen B-Zellrezeptor
auspragen. Dieser wird dann auf die Erkennung von Autoantigenen Gberpraft, und
im Falle von Selbstreaktivitat stehen der B-Zelle gegebenenfalls wieder die oben ge-
nannten Rettungsmechanismen der Benutzung der verbliebenen, nicht rearrangier-

ten Allele bzw. der V-Gen-Ersetzung zur Verfligung (Zhang et al., 2003), um der
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Deletion durch Apoptose oder der permanenten Stilllegung durch Anergie zu ent-
kommen (Goodnow et al., 1988; Tiegs et al., 1993). Die Vielfalt mdglicher Produkte
der V(D)J-Rekombination und das zufallige Hinzufigen bzw. Entfernen von Basen an
den Bruchpunkten sorgen daflir, dass es statistisch so gut wie ausgeschlossen ist,
dass zwei B-Zellen einen exakt identischen B-Zell-Rezeptor ausbilden. Dieser dient
deswegen oft als klonaler Marker flr die Abkémmlinge einer einzelnen B-Zelle in wei-

teren Immunreaktionen bzw. der Tumorentwicklung.

1.1.2 Die Keimzentrumsreaktion

Sobald eine reife, naive B-Zelle in der Peripherie mit ihnrem B-Zell-Rezeptor Antigen
bindet, wird sie aktiviert. Erhalt sie au3erdem noch passende Signale von T-Zellen,
wandert sie in das nachste sekundéare lymphoide Organ ein und nimmt an einer GC-
Reaktion teil. Zu diesem Zweck bilden sich dort spezifische Strukturen aus, in denen
vor allen Dingen dendritische Zellen, T-Zellen und B-Zellen interagieren. Die aktivier-
ten B-Zellen durchlaufen ein spezielles Keimzentrumsprogramm, in dessen Verlauf
sie stark proliferieren und in groBem Maf3e zufallige Mutationen in ihre IG-Gene ein-
fihren, die sogenannte somatische Hypermutation (Berek et al., 1991; Jacob et al.,
1991). Der aus diesen veranderten Genen ausgepragte B-Zell-Rezeptor wird dann
von dendritischen und T-Zellen auf eine erhéhte Antigenspezifitat Gberpruft. Der grof3-
te Teil der B-Zellen, der destruktive Mutationen in seinen IG-Genen erzeugt hat, stirbt
durch Apoptose, so dass mit jeder Replikations- und Selektionsrunde die Affinitat
der verbliebenen B-Zellen gesteigert wird. Die Zellen, die das Keimzentrum dann als
ausdifferenzierte Plasma- oder Gedéachtniszelle verlassen, besitzen eine vielfach ge-
steigerte Spezifitat fur inr Antigen (Rajewsky, 1996).

Wahrend der GC-Reaktion findet, eingeleitet vermutlich durch noch nicht ver-
standene intrinsische und extrinsische Signale, auBerdem der Klassenwechsel ein-
zelner B-Zellen statt. Durch Doppelstrangbriiche werden hierbei Stiicke des 1G-Gens
zwischen sogenannten ,switch”-Regionen deletiert, um die dauerhafte Expression

eines anderen konstanten Teils des IG-Gens zu ermdglichen. Der so ausgepragte
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Rezeptor bzw. Antikdrper besitzt eine andere Effektorfunktion, und ist je nach ver-
wendetem konstantem Genteil nicht mehr vom IgM-Typ, sondern vom IgA-, IgE-, oder
lgG-Typ.

B-Zellen, die an der GC-Reaktion teilnehmen, haben einige besondere Eigen-
schaften, im Vergleich zu sonstigen somatischen Zellen. Sie besitzen eine der héchs-
ten Zellteilungsraten im Menschen (Zellzyklus 6-12 Stunden, Schwickert et al., 2007),
die mit besonderen Anforderungen an die Zellzyklusregulation einhergeht. AuBerdem
findet im GC regular durch die Maschinerie der somatischen Hypermutation und des
Klassenwechsels die Generation von genotoxischen DNA-Schaden statt. Es konn-
te gezeigt werden, dass die Hypermutationsmaschinerie neben den IG-Genen mit
geringerer Frequenz auch andere Gene bearbeitet (sogenannte aberrante Hypermu-
tation), es also in GC-B-Zellen auch zur Einfihrung von Mutationen in andere stark
transkribierte Gene kommt (Peng et al., 1999; Mischen et al., 2002). Trotz dieser
erforderlichen Toleranz gegenlber Stressfaktoren, die andere Zellen in die Apopto-
se treiben kénnten, sind GC-Zellen auf ihre Art besonders anfallig fir Todessignale.
SchlieBlich ist nur durch die stéandige, gezielte Elimination von B-Zellen im GC eine
Selektion von B-Zellrezeptor-Varianten mit gesteigerter Affinitdt méglich. Dazu ste-
hen GC-Zellen dauerhaft in Signalkontakt mit anderen Zellen des GC, hauptséchlich
T- und dendritischen Zellen. Ein Verlust dieser Signalaktivitat, z.B. in in-vitro-Kultur,

fOhrt zur sofortigen Apoptose der B-Zellen (Liu et al., 1989).

1.2 Pathogenese von B-Zell-Lymphomen

Historisch und klinisch wurde lange Zeit die Gruppe der Non-Hodgkin-Lymphome
von den Hodgkin-Lymphomen unterschieden. Fortschritte im molekularbiologischen
Verstandnis aller Lymphomtypen lassen diese strikte Trennung jedoch immer mehr
verschwimmen, da es in Pathogenese und Tumorevolution viele Gemeinsamkeiten
zwischen diesen Gruppen gibt. Auf jeden Fall biologisch sinnvoll erscheint eine Tren-

nung nach dem Ursprungszelltyp, aus dem das maligne Lymphom hervorgegangen
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ist (NK-, T-, oder B-Zelle), da der Tumor oft noch Reste der urspringlichen Zelldif-
ferenzierung aufweist. Die Unterteilung in die einzelnen Lymphomentitaten erfolgt
anhand von Morphologie der Zellen und des Gewebes, der Auspragung immunhi-
stochemischer Marker und dem Vorhandensein entitatsspezifischer genetischer La-
sionen (Swerdlow, 2008).

Bei Betrachtung der klinischen Inzidenz fallt auf, dass der Grof3teil aller Lym-
phome von B-Zellen abstammt. Hierbei scheint die GC-Reaktion ein besonderes Ri-
siko fur die Entartung von Zellen darzustellen, da inzwischen durch die Detektion
somatisch hypermutierter IG-Gene gezeigt werden konnte, dass sogar die Mehrzahl
der Lymphome von GC- oder Post-GC-B-Zellen abstammt (Klein und Dalla-Favera,
2005). In seltenen Fallen von Kombinationslymphomen, d.h. dem Befund von zwei
gleichzeitigen, verschiedenartigen Lymphomen im selben Patienten, wurde sogar
durch gemeinsame und getrennte V-Gen-Mutationen der Nachweis gefihrt, dass bei-
de Lymphome von derselben GC-Zelle abstammen (Brauninger et al., 2006).

In der Tumorentwicklung ist es erforderlich, dass mehrere der zuvor genannten
Kontrollinstanzen und Signalwege im GC dereguliert werden. Das géngige Modell
geht davon aus, dass die hohe Teilungsrate zusammen mit der erhéhten Mutations-
frequenz einzelnen GC-B-Zellen erlaubt, somatische Mutationen in nicht-IG-Genen
anzusammeln. So konnte z.B. gezeigt werden, dass im Blut eines gesunden Men-
schen ein Teil der Post-GC-B-Zellen Mutationen in nicht-1G-Genen (z.B. BCL6) tra-
gen, die dem Mutationsmuster nach als aberrante Hypermutation im GC eingefligt
wurden (Peng et al., 1999). Die Kombination von Treffern in verschiedenen Genen
und Signalwegen erlaubt dem B-Zell-Klon dann, mehr und mehr der Kontrolle von
Apoptosesignalen zu entgehen und unabhangig von auBeren Signalen zu proliferie-
ren. Hierbei ist es interessant, dass einige Lymphomtypen zum Teil Anzeichen einer
fortlaufenden somatischen Hypermutation innerhalb des Tumorklons zeigen (Gaidano
et al., 2003; Pasqualucci et al., 2001). Die Mutationsmaschinerie des GC verschafft
dem Tumor somit den Vorteil, weiterhin zuféllige Mutationen in transkribierte Gene

einzufihren und so ein Substrat fir fortlaufende evolutionare Selektionsprozesse zwi-



1 Einleitung

schen den Tumorzellen bereitzustellen.

Neben der Erzeugung zufalliger Mutationen in nicht-1G-Genen wahrend der GC-
Reaktion gibt es weitere Spuren der B-Zell-Entwicklung in Lymphomen. In mehreren
Differenzierungsstadien normaler B-Zellen werden Doppelstrangbriiche in die DNA
eingeflhrt und (kurzfristig) toleriert. So erfolgt das Rearrangement der IG-Gene im
Knochenmark wahrend der Reifung der B-Zelle durch das gezielte Ausschneiden von
Gensegmenten. Wahrend der somatischen Hypermutation kommt es regelmassig zu
Doppelstrangbriichen und diese sind im Prozess des Klassenwechsels sogar zwin-
gend erforderlich, um Gensegmente dauerhaft zu entfernen. In Lymphomen detektiert
man deswegen haufig chromosomale Translokationen, die anhand der Bruchpunkte
ganz klar einem dieser Prozesse zuzuordnen sind. Denkbar ist, dass bei Vorhanden-
sein eines anderen Doppelstrangbruchs zum Zeitpunkt der Einfihrung des Bruchs in
das IG-Gen eine gewisse Fehlerrate beim Zusammenfligen der Bruchpunkte besteht,
so dass in manchen B-Zellen reziproke Translokationen von 1G-Genen zu nicht-1G-
Genen entstehen. Erhdht wird diese Wahrscheinlichkeit gleichzeitiger Briiche noch
durch die aberrante somatische Hypermutation im GC, die Doppelstrangbriiche in
anderen stark transkribierten Gene ebenso wie in IG-Genen erzeugt. In den meisten
Fallen werden solche Translokationen schadlich fur die Zelle sein, aber einige wenige
Translokationen scheinen der Zelle so starke klonale Vorteile zu verschaffen, dass sie
regelmassig in Lymphomen detektiert werden (siehe z.B. die ,Burkitt-Translokation”,
Abschnitt 1.4).

Durch die Besonderheiten der GC-B-Zellen scheinen selbige zur Tumorentwick-
lung pradispositioniert zu sein. Zusammen mit der hohen Anzahl an B-Zellen im Kér-
per und der Menge an GC-Reaktionen, die ein Mensch in seinem Leben generiert,

ist dies vermutlich die Erklarung fir den hohen Anteil der B-Zell-Lymphome.
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1.3 Das diffus-groBzellige B-Zell-Lymphom

Dieses klinisch und morphologisch heterogene Lymphom stammt von GC-B-Zellen
ab, was anhand somatisch mutierter IG-V-Gene gezeigt werden konnte (Lossos et al.,
2000b). Es ist mit ca. 30% Anteil das haufigste B-Zell-Lymphom (Fisher, 2003). Lange
Zeit war es unklar, ob und wie diese Entitat weiter sinnvoll zu unterteilen ist. Erst grof3
angelegte Untersuchungen mittels Genexpressionsanalysen erlaubten es, zwei Kili-
nisch wie biologisch relevante Subgruppen zu erkennen (Rosenwald et al., 2002). Der
Vergleich der Expressionssignaturen der diffus-grof3zelligen B-Zell-Lymphome (engl.
diffuse large B cell lymphoma, DLBCL) mit verschiedenen Stadien der normalen
B-Zell-Entwicklung zeigte, dass die eine Gruppe eher GC-B-Zellen ahnelt (benannt
GCB-DLBCL), die andere eher in-vitro-aktivierten B-Zellen (benannt ABC-DLBCL).
Klinisch weisen Patienten mit ABC-DLBCL hierbei deutlich schlechtere Uberle-
benswahrscheinlichkeiten auf (Hill und Sweetenham, 2012), was vermutlich auch in
der konstitutiven Aktivierung des Apoptoseresistenz verleihenden NFxB-Signalwegs
in dieser Lymphomgruppe begriindet liegt. Bereits bevor die Unterteilung in die Sub-
gruppen mdoglich war, wurden haufige Veranderungen im FAS-Rezeptor und in den
zentralen Signalmolekilen ATM und p53 beschrieben (Gronbaek et al., 1998, 2002;
Stankovic et al., 2002). Untersuchungen zeigten, dass weitere genetische Lasionen
praferentiell in einer der Entitaten detektiert werden. Nur Falle von GCB-DLBCL zei-
gen das Phanomen der konstitutiv aktiven somatischen Hypermutation, mutieren also
konstant |G- und nicht-1G-Gene (Lossos et al., 2000a). Diese Lymphome weisen auch
z.B. bevorzugt Translokationen des BCL2-Lokus an eines der 1G-Gene und Amplifi-
kationen des REL-Gens auf (Rosenwald et al., 2002), wohingegen ABC-DLBCLs oft
Translokationen von BCL6 an diverse Partner tragen (Igbal et al., 2007). Ebenfalls
nur in der ABC-Gruppe findet man haufige Inaktivierungen des Transkriptionsfaktors
PRDM1 (Blimp1), der in gesunden B-Zellen eine wichtige Rolle bei der Differenzie-
rung zu Plasmazellen spielt (Mandelbaum et al., 2010). Es konnte gezeigt werden,

dass nur das Uberleben der ABC-DLBCL-Zellen von einem chronischen Signal ihres
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B-Zell-Rezeptors abhangt (Davis et al., 2010), ebenso wie nur diese Subgruppe eine
konstitutive Aktivitat des Enzyms MALT1 aufweist (Hailfinger et al., 2009). In allen bis-
her untersuchten ABC-DLBCLs war der NFxB-Signalweg konstitutiv aktiv und liefert
dem Klon so wichtige Uberlebenssignale (Sweetenham, 2011), was durch Inaktivie-
rung von negativen (z.B. TNFAIP3) oder Hyperaktivierung von positiven Regulatoren
(z.B. CARD11, TRAF2 und TRAF5) dieses Signalkomplexes bewirkt wird (Compa-
gno et al., 2009). Inzwischen ist durch zahlreiche Studien klar geworden, dass die
beiden DLBCL-Gruppen, sowohl was Pathogenese als auch molekulare Veranderun-
gen betrifft, als zwei separate Entitdten betrachtet werden kénnen (Schneider et al.,
2011).

Ein seltener und schlecht charakterisierter Subtyp des DLBCLs ist das primar
mediastinale B-Zell-Lymphom. In Genexpressionsanalysen wird es dem ABC-Subtyp
zugeordnet und zeigt auch ahnliche Lasionen (z.B. BCL6-Translokationen und Aktivi-
tat des NFxB-Weges). Erweitert man die Vergleichsgruppen jedoch um andere Lym-
phome, zeigt die Genexpression deutliche Parallelen zum Hodgkin-Lymphom (Ro-
senwald et al., 2003; Savage et al., 2003), dem es auch von der Lokalisation und

Morphologie &hnelt.

1.4 Das Burkitt-Lymphom

Das Burkitt-Lymphom (BL) ist ein aggressives Lymphom, das von ausgereiften B-
Zellen abstammt. Es werden drei Subtypen unterschieden: Das sporadische BL, das
hauptsachlich in der westlichen Welt vorkommt, das endemische BL, das vor allem
aus dem tropischen Afrika bekannt ist, und das BL assoziiert mit Immunsuppression
(Swerdlow, 2008). Etwa 90% der endemischen BL und 30% der sporadischen BL
zeigen eine Infektion mit dem Epstein-Barr-Virus (EBV), was aufzeigt, dass der Virus
vermutlich eine Rolle in der Pathogenese des BL spielt, obwohl im EBV-positiven
Lymphom kaum virale Gene ausgepragt werden (Brady et al., 2007).

Die pragende genetische Lasion des BL ist die sogenannte ,Burkitt-Transloka-
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tion” 1(8;14)(g24;932) und ihre Varianten 1(8;22) und t(2;8) (Hecht und Aster, 2000).
All diese Translokationen bringen das c-myc-Protooncogen in die Nahe eines der
menschlichen Immunglobulinloci. So gut wie jedes bisher untersuchte BL wies eine
dieser Varianten auf, aber diese Lasion ist trotzdem nicht spezifisch fir das BL, da sie
selten auch in anderen Lymphomtypen gefunden wurde (Boerma et al., 2009). Der Ef-
fekt dieser Translokation ist eine stark erhéhte c-myc-Expression, getrieben durch die
Immunglobulinenhancer, die dem Lymphomklon Uber eine Verstarkung von Prolifera-
tionssignalen erlaubt, schnell zu wachsen (Hecht und Aster, 2000). Gewdéhnlich fihrt
eine starke Expression des c-myc-Gens jedoch auch zur Verstarkung von Apoptose-
signalen. Deswegen ist es fur den BL-Klon besonders von Vorteil, wenn zusatzliche
Lasionen diese Apoptosesignale unterbrechen. Einige der bisher beschriebenen Mu-
tationen in BL stdéren den p53-Signalweg, entweder durch direkte Beeintrachtigung
von TP53 selbst oder von Teilen der untergeordneten Signalkaskade. Dies ermdég-
licht den BL-Zellen, innere und &uBBere Todessignale zu ignorieren (Hecht und As-
ter, 2000; Garrison et al., 2008). Verglichen mit anderen Lymphomen, die aus reifen
B-Zellen entstehen, weist das BL wenige sekundare chromosomale Veranderungen
neben der typischen BL-Translokation auf. Die am haufigsten bisher durch zytogene-
tische Methoden beschriebenen Veranderungen sind Zugewinne auf 1g und auf den
Chromosomen 7 und 12 (Boerma et al., 2009).

Wie in Vorarbeiten gezeigt werden konnte, ist die Klassifizierung als BL auf-
grund von morphologischen und/oder cytogenetischer Untersuchungen fehlerbehaf-
tet (Hummel et al., 2006). In dieser Arbeit wurde deswegen eine Klassifizierung mit
Hilfe von Genexpressionsanalysen angewendet (Hummel et al., 2006), um das mole-
kulare BL (mBL) von Lymphomen zu unterscheiden, die eher den DLBCL zugeordnet

werden mussen.
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1.5 Einzelnukleotidpolymorphismus-Chips als

Methode zur Bestimmung der Kopienzahl

Schon durch friihe Arbeiten in der Krebsforschung wurde klar, dass die Kopienzahl
einen potenten EinfluB auf die Expressionsstarke von Onko- und Tumorsuppressor-
genen haben kann (Brodeur, 1987). Eine der ersten im groBen Maf3stab einsetzbaren
Methoden zur Aufklarung der Kopienzahl in einem gesamten Genom war die kompa-
rative genomische Hybridisierung (engl. comparative genomic hybridisation, CGH).
Zu diesem Zweck werden eine Tumor- und eine Kontroll-DNA (aus normalen, diploi-
den Zellen) an Metaphasen-Ausstriche gewdhnlicher humaner Zellen hybridisiert. Da
Tumor- und Kontroll-DNA mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen markiert und
ihre Mengen normalisiert werden, lasst sich aus dem Verhalinis der beiden Fluo-
reszenzfarben direkt die Kopienzahl an der entsprechenden Stelle des Metaphase-
Chromosoms ableiten. Die frihe, rein mikroskopisch-fotografische Auswertung ist na-
tarlich sehr limitiert in der Auflésung, da nur einige Megabasen grof3e Verédnderungen
auch zu einer detektierbaren Verschiebung der Farbe auf dem Chromosom flihren.
Eine deutliche Auflésungsverbesserung resultiert in der Verwendung von speziellen
Chips, auf denen DNA-Fragmente als Sonden an vorher festgelegten Orten gebun-
den sind (Array-CGH, aCGH), und die mit Hilfe von speziellen hochauflésenden Scan-
nern eingelesen werden. Die Sequenzen dieser DNA-Stiicke entsprechen Regionen
des Genoms, so dass eine Bindung der beiden fluoreszenzmarkierten Test-DNAs
an den Ort des Chips Aussagen Uber die Kopienzahl dieses Stlicks im Erbgut des
Testsubjekts erlaubt. Friilhe Chips dieser Art verwendeten Sonden, die aus zerschnit-
tener humaner DNA bestanden und in Bakterien als kiinstliches bakterielles Chromo-
som vermehrt wurden (sogenannte BAC-Klone; z.B. in Chen et al., 1998; Wessendorf
et al., 2002). Eine weitere Verbesserung der Abdeckung und Aufldsung gelang durch
die Einfihrung von Oligonukleotidsonden, die nach der kompletten Sequenzierung
des menschlichen Genoms zur Abfrage von bestimmten DNA-Abschnitten gestaltet

werden konnten (z.B. in Heidenblad et al., 2008). Heutzutage ist es moglich, bei ver-
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schiedenen Herstellern aCGH-Chips zu bestellen, die eine beliebige Genomregion
mit gewinschter Auflésung abdecken, nur begrenzt durch die Anzahl Sonden, die
der Hersteller auf seiner Art von Chips gleichzeitig aufbringen und detektieren kann.

Auf ahnliche Art und Weise funktionieren auch Einzelnukleotidpolymorphismus-
Chips (SNP-Chips): Es handelt sich ebenfalls um kleine Reaktionsgeféal3e, in denen
an definierten Stellen festgelegte Oligonukleotide befestigt sind. Im Unterschied zur
CGH wird allerdings nur eine fluoreszenzmarkierte Test-DNA auf diese Sonden hy-
bridisiert. Durch verbessertes Sondendesign, z.B. die Benutzung von Kontrollsonden,
die die unspezifische Bindung messen, und statistische Verfahren zur Interpretation
des erhaltenenen Fluoreszenzsignals (Affymetrix, 2006), ist es mobglich, Aussagen
Uber die Menge an Material zu machen, die an eine bestimmte Sonde gebunden
hat. Die Sonden bestehen dabei oft aus Paaren, die sich nur an einer einzigen Stelle
in ihrer Basenzusammensetzung unterscheiden. Entwickelt wurde dieses Verfahren
urspriinglich, um polymorphe Bereiche des menschlichen Genoms zu genotypisie-
ren. Diese sogenannten Einzelnukleotidpolymorphismen sind tber das ganze Erb-
gut verteilte Stellen, an denen unterschiedliche Basenzusammensetzungen in der
Keimbahn-DNA von Individuen detektiert wurden. In verschiedenen gro3 angelegten
Studien konnte gezeigt werden, dass bei vielen Multifaktor-Merkmalen eine Assozia-
tion zwischen Einzelnukleotid-Genotypen und ausgepragtem Merkmal besteht, soge-
nannte genomweite Assoziationsstudien (z.B. Kim et al., 2011b). SNP-Chips erlaub-
ten es, relativ unkompliziert eine hohe Anzahl von Einzelnukleotidpolymorphismus
in kurzer Zeit zu bestimmen, und haben genomweite Studien mit mehreren tausend
Probanden erst ermdglicht.

Da SNP-Chips die Menge von hybridisiertem Material an Paaren von Son-
den messen, die verschiedene Allele eines Einzelnukleotidpolymorphismus darstel-
len, bestimmen sie gleichzeitg den Genotyp und die Kopienzahl einer Test-DNA an
den abgefragten Stellen. Die statistische Auswertung der Ergebnisse erlaubt es, aus
den einzelnen sondenspezifischen Kopienzahlen genomische Bruchpunkte zu be-

stimmen, an denen Zugewinne oder Verluste von DNA beginnen und enden, und so
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unbalancierte Bereiche zu entdecken. AuBerdem lasst sich mit den Genotypinforma-
tionen der Zustand der Polymorphismen als homo- oder heterozygot detektieren, was
sowohl mit als auch ohne entsprechende Information Uber die Keimbahnkonfigurati-
on des untersuchten Individuums zur Bestimmung von Bereichen mit uniparentaler

Disomie dienen kann.

1.6 Zielsetzung der Arbeit

Im Laufe der Entwicklung eines Tumors finden regelmassig Inaktivierungen von Ge-
nen statt, die vorteilhaft fir die Entwicklung des Tumorzellklons sind. Zwei h&ufig be-
obachtete Inaktivierungsmdglichkeiten sind Mutation und/oder Deletion dieser Gene.
Im Gegensatz zu vielen soliden Tumoren sind in der Gruppe der B-Zell-Non-Hodgkin-
Lymphome derzeit jedoch nur eine Hand voll rekurrenter Tumorsuppressorgene be-
kannt. Im Verlauf dieser Arbeit soll deswegen in dieser Tumorgruppe nach bisher
unbekannten Tumorsuppressorgenen gesucht werden.

Zu diesem Zweck bestand im Rahmen des Verbundprojektes der Krebshilfe
,Molekulare Mechanismen maligner Lymphome* (MMML) Zugriff auf eine Material-
bank, in der hunderte B-Zell-Non-Hodgkin-Lymphome gesammelt wurden. In dieser
Arbeit soll mit Hilfe von Affymetrix SNP-Chips das vorhandene DNA-Material von BLs
und DLBCLs auf rekurrente Deletionen untersucht werden. Die verwendeten SNP-
Chips sind mit vom Hersteller ausgewéhlten Oligonukleotidsonden in der Lage, die
Kopienzahl des menschlichen Genoms an ca. 250.000 Positionen zu bestimmen. Mit
diesen Kopienzahlinformationen soll unter Heranziehung bioinformatischer Methoden
herausgefunden werden, welches Chromosomenmaterial im jeweiligen Einzelfall ver-
loren oder hinzugewonnen wurde. Durch Feststellung des Uberlapps dieser Regionen
zwischen verschiedenen Faéllen derselben Tumorentitat sollte es méglich sein, Gene
zu detektieren, die statistisch bevorzugt in Regionen von Verlust oder Zugewinn lie-
gen, da dies fur den Tumorklon offenbar von Vorteil ist.

Des Weiteren soll die so erhaltene Liste von Genkandidaten mit unabhé&ngi-
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gen Methoden validiert werden. Da im Verbundprojekt von anderen Arbeitsgruppen
ebenfalls Genexpressionsdaten derselben Tumore erhoben wurden, bietet sich als
erstes ein Abgleich der Kopienzahldaten mit der mRNA-Expression an. Bei einem
herkdmmlichen Tumorsuppressorgen ware zu erwarten, dass die Expression in von
einer Deletion betroffenen Tumoren niedrig oder womdglich gar nicht vorhanden ist.
Eine weitere in anderen Tumoren bereits bewahrte Methode ist die Uberpriifung des
verbliebenen Allels in Gewebe mit einem heterozygoten Verlust. Da ein klassisches
Tumorsuppressorgen auf beiden Allelen inaktiviert werden muss, damit der Tumor
einen Wachstumsvorteil erhalt, beobachtet man in solchen Fallen oft eine Kombinati-
on von Deletion auf einem Allel und inaktivierender Mutation auf dem anderen Allel.
Aus diesem Grund bietet sich in Tumoren, in denen der SNP-Chip nur noch ein Allel
detektiert, die Uberpriifung dieses noch vorhandenen Allels durch PCR-Amplifikation
gefolgt von DNA-Sequenzierung der Produkte an. Werden Mutationen gefunden, die
die Gen- oder Proteinfunktion beeintrachtigen, wére das ein weiterer Hinweis auf die
Relevanz dieses Gens fir die Tumorentwicklung.

Das Ziel dieser Arbeit ist somit durch Entdeckung neuer Tumorsuppressorge-
ne das Versténdnis fur die Vorgénge in der Pathogenese der B-Zell-Non-Hodgkin-

Lymphome zu vertiefen.
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Teile der vorliegenden Arbeit wurde im Rahmen eines Verbundprojekts der Krebshil-
fe durchgefuhrt. Der Verbund ,molekulare Mechanismen maligner Lymphome” hatte
es sich zur Aufgabe gemacht, durch die umfassende, nach einheitlichen Kriterien
durchgeflihrte Charakterisierung von hunderten gesammelter Lymphome ein besse-
res Verstandnis flr die gemeinsamen, aber auch entitadtenspezifischen Mechanismen
in der Pathogenese dieser Tumore zu gewinnen. Im Zuge dieser Arbeit wurde oft
auf Ergebnisse aus Untersuchungen anderer am Verbund beteiligten Gruppen zu-
rickgegriffen, z.B. fur die Genexpression oder FISH-Analysen. Eine besonders enge
Zusammenarbeit bestand mit der Bioinformatik in Leipzig und speziell Herrn Markus
Kreuz, der hauptverantwortlich fir den statistischen und bioinformatischen Teil der
SNP-Chip-Analysen war, der bei der Menge an erhobenen Daten unerlasslich war.
Wo Daten aus dem Verbund Gbernommen oder mit eigenen Daten kombiniert wur-

den, wird jeweils im Text deutlich gemacht.

2.1 Sammlung und Extraktion der DNA

Biopsien der Tumorfalle wurden von erfahrenen Pathologen aus dem MMML-Konsor-
tium anhand der WHO-Kriterien klassifiziert (Swerdlow, 2008). DNA aus Ganzschnitt-
gewebe des Tumors wurde mit dem QiaAmp DNA Blood Kit nach Anleitung des Her-
stellers extrahiert (Qiagen, Hilden). Fir das MMML-Projekt wurde zentral die Zustim-
mung des IRB der Universitat Géttingen eingeholt (D403/05).

Die Konzentrationen und Reinheit der erhaltenen DNAs wurde mittels eines
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NanoDrop-Gerats (ND-1000, Thermo Scientific) bestimmt, indem die Absorption bei
verschiedenen Wellenlangen gemessen wurde. Nach Lambert-Beer gilt: A=c*d*e, mit
A: Absorption, c: Konzentration, d: Schichtdicke und ¢: Extinktionskoeffizient des Stof-
fes bei der betrachteten Wellenlange. Verunreinigungen mit Protein fihren oft zu einer
Veranderung des Quotienten der Absorption bei 260 nm zu 280 nm von seinem Opti-
malwert zwischen 1,8 und 2,0. Kontaminationen mit anderen Stoffen (Lé6sungsmitteln
etc.) sind oft an einer generellen Verformung der Absorptionsspektren erkennbar. Un-
reine DNAs wurden nach Md&glichkeit ein weiteres Mal prapariert oder es wurde bei
ausreichender DNA-Menge durch Ethanolfallung versucht, die DNA von den Konta-

minanten zu trennen.

2.2 Einzelnukleotidpolymorphismus-Chips

Im Zuge dieser Arbeit kamen 250k-GeneChips der Firma Affymetrix (Santa Clara,
Kalifornien, USA) zum Einsatz. Diese Chips existieren in zwei Ausfihrungen, die je-
weils unterschiedliche Sonden tragen, passend zum durchgeflihrten Verdau mit den
Restriktionsenzymen Styl oder Nspl. Sie erlauben es, die Kopienzahl und den Ge-
notyp an jeweils ca. 250.000 Positionen des menschlichen Genoms abzufragen, an
denen Einzelnukleotidpolymorphismen (engl. single nucelotide polymorphism, SNPs)

in Datenbanken beschrieben wurden.

2.2.1 Restriktionsenzymspaltung & Ligation

Jeweils 250 ng genomische DNA wurden mit einem Restriktionsenzym (Styl oder
Nspl, je nach geplantem Chiptyp) verdaut. Jede Reaktion bestand aus folgenden
Komponenten: 9,75 ul Wasser, 2 ul 10-fach Puffer (NE-Puffer 2 fiir Nspl, NE-Puffer
3 far Styl; beide von New England Biolabs), 2 ul bovines Serumalbumin (10x; New
England Biolabs) und 1 ul Restriktionsenzym (Nspl oder Styl; New England Biolabs).
Nach Zugabe von 5 ul DNA-Lésung (50 ng/ul) wurde folgender Temperaturverlauf
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gewahlt: 37°C fur 2 Stunden, 65°C flur 20 Minuten, Lagerung bis zur Entnahme bei
4°C.

An die dabei entstehenden Uberhdngenden Enden wurden passende, von Affy-
metrix zur Verfligung gestellte Adapter ligiert. Die Ligation enthielt pro Reaktion 0,75
ul Adapter (passend zum verwendeten Restriktionsenzym; Affymetrix), 2,5 ul T4-
DNA-Ligase-Puffer (10-fach; New England Biolabs), 2 ul T4-DNA-Ligase (400 U/ul;
New England Biolabs). Diese Ligationsmischung wurde direkt dem Produkt des Verd-
aus hinzugefltgt. Fir die Reaktion wurde folgendes Temperaturprofil gewéhlt: 16°C
far 3 Stunden, 70°C fir 20 Minuten, Halten bei 4°C. Anschliessend wurden die 25
ul Ligationsprodukt jeder Reaktion mit 75 ul Wasser verdinnt, um die fir die PCR

geeignete DNA-Konzentration zu erreichen.

2.2.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die nun folgende Amplifikation der Fragmente erfolgte wiederum nach Anleitung von
Affymetrix auf dem GeneAmp-PCR-System 9700 (Applied Biosystems). Die PCR-
Ursprungslésung enthielt folgende Komponenten (pro Reaktion): 39,5 ul Wasser, 10
ul Titanium-Tag-PCR-Puffer (10-fach, Clontech), 20 ul GC-Melt (5 M; Clontech), 14 pl
dNTP-L6sung (jeweils 2,5 mM fir jedes Nukleotid; Takara), 4,5 ul PCR-Primer 002
(100 uM; Affymetrix) und 2 ul Titanium-Tag-DNA-Polymerase (50X; Clontech). Jeder
PCR-Reaktion wurden 10 pl des verdiinnten Ligationsprodukts zugesetzt.

Die Primer-Oligonukleotide erkennen hierbei die in der Ligation angefiigte Ad-
aptersequenz. Der Temperaturzyklus (94°C fir 3 min., 30 mal: 94°C fir 30 s, 60°C
fir 45 s, 68°C fir 15 s; abschliessend 68°C fur 7 min., bei 4°C halten) erlaubt so eine
gezielte Anreicherung von Fragmenten zwischen 500 und 1500 Basenpaaren Lan-
ge, die spater durch passende Sonden auf den Chips detektiert werden kénnen. Der
Erfolg der PCR wurde mittels Gelelektrophorese auf einem zweiprozentigem Agaro-
segel Uberprift, das mit Ethidiumbromid gefarbt wurde.

Der Affymetrix-Anleitung folgend wurden die PCR-Produkte anschlie3end durch

dreimaliges Waschen auf einer Filterplatte, die Gber einer Unterdruckkammer einge-
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spannt war, gereinigt. Die Produktkonzentration und -Menge wurde nach erneutem

Lésen in Tris-HCI-Puffer mittels Nanodrop-Photometer bestimmit.

2.2.3 Fragmentierung

90 ug PCR-Produkt wurden mittels RB-Puffer (Affymetrix) auf ein Volumen von 45
ul gebracht. Dieser Lésung wurden sodann 5 ul 10-fach Fragmentierungspuffer (Affy-
metrix) zugegeben. Vom frisch auf 0,05 Units/ul verdinnten Fragmentierungsreagenz
(Affymetrix), dass DNAsel enthalt, wurden 5 ul hinzupipettiert und der Reaktionsan-
satz gut vermischt. Im auf 37°C vorgeheizten PCR-Gerat wurde folgendes Tempera-
turprogramm ausgefthrt: 37°C flr 35 Minuten, 95°C fir 15 Minuten, Ruhen bis zur
Entnahme bei 4°C. Der Erfolg der Fragmentierung wurde durch Auftragen von 4 yl

des Ansatzes auf ein Agarosegel Uberprift.

2.2.4 Markierung der Oligonukleotide (Labeling)

Eine Mischung aus 14 ul 5-fach TdT (terminale Desoxynucleotidyltransferase)-Puffer,
2 ul GeneChip-DNA-Labeling-Reagenz (30 mM) und 3,5 ul TdT (30 U/ul, alle Reagen-
zien von Affymetrix) wurde direkt dem nach der Gelkontrolle verbliebenen Fragemen-
tierungsansatz hinzugefligt. Nach Herstellerangabe wurde folgendes Programm flr
die Markierung gewéabhlt: 37°C far 4 Stunden, 95°C fir 15 Minuten, bis zur Entnahme
bei 4°C halten.

2.2.5 Hybridisierung

Die Stammlésung fiir die Hybridisierung enthielt folgende Komponenten (jeweils pro
Reaktion): 12 ul 12-fach MES-L6sung (2-(N-Morpholino)ethansulfonsaure, Sigma;
enthélt 70,4 g MES-Hydrat, 193,3 g MES-Natriumsalz auf 1000 ml), 13 ul DMSO (Sig-
ma), 13 pl Denhardts L6sung (50-fach; Sigma), 3 ul EDTA (0,5 M), 3 ul Heringssperma-
DNA (10 mg/ml; Promega), 2 ul Oligo-Kontrollreagenz (Affymetrix), 3 ul humane Cot-
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1-DNA (Invitrogen), 1 ul Tween-20 (3%; Pierce) und 140 yl TMACL (Tetramethyl-
Ammoniumchlorid; 5 M; Sigma). Diese Mischung wurde dann dem Produkt des vor-
hergehenden Reaktionsschritts zugesetzt (190 ul Hybridisierungsmischung auf 70 ul
markiertes Produkt) und das Ganze dann auf 99°C fur 10 Minuten erhitzt, um eine
vollstandige Denaturierung zu ermdglichen. Nach schneller Abkihlung auf Eis fir 10
Sekunden wurde die Mixtur flr eine Minute auf 49 °C gebracht und danach in die SNP-
Chip-Arrays injiziert. In einem Rotationsofen (60 Umdrehungen pro Minute) wurden
die Chips dann flr 16-18 Stunden bei 49°C hybridisiert.

2.2.6 Waschen und Farben

Nach erfolgter Hybridisierung wurde die Hybridisierungsmischung aus dem Chip ent-
fernt und durch 270 ul ,Array Holding Buffer” (100 ml: 8,3 ml 12-fach MES-L6sung,
siehe 2.2.5; 18,5 ml NaCl, 5 molar; 0,1 ml Tween-20, 10%ig; in Wasser) ersetzt. Der
Farbepuffer enthielt folgende Komponenten (pro Reaktion): 800,04 ul Wasser, 360 ul
SSPE (20-fach; BioWhittaker Molecular Applications), 3,96 ul Tween-20 (3%; Pier-
ce), 24 ul Denhardts Reagenz (50-fach; Sigma). Die so erhaltene L6ésung wurde in
zwei gleichgroBe Aliquots geteilt. Aus dem ersten Aliquot wurde durch Hinzufligen
von 6 ul Streptavidin-Phycoerythrin (SAPE; 1 mg/ml; Molecular Probes) die SAPE-
Féarbel6sung hergestellt, aus dem zweiten durch Vermischen mit 6 pl biotinyliertem
Antikérper (0,5 mg/ml; Vector Laboratories) die Antikérper-Farbelésung. Diese L6-
sungen wurden anschliessend verwendet, um mit der Fluidic Station 450 die SNP-

Chips unter Verwendung der vom Hersteller empfohlenen Programme zu farben.

2.2.7 Datenerfassung

Das Einlesen der Fluoreszenzsignale erfolgte in einem GeneChip-Scanner 3000 mit
G7 Update von Affymetrix. Um Qualitdtswerte bestimmen zu kénnen, wurde der
BRLMM-Algorithmus (Affymetrix, 2006) der Genotyping Console (Affymetrix) ange-

wandt. Nur Falle, die die von Affymetrix ausgegebenen Qualitdtsmerkmale aufwie-
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sen (Call rate > 93%), wurden fiir die weiterfihrenden Analysen verwandt. Chips, die

diese unterschritten, wurden nach Méglichkeit wiederholt.

2.2.8 Genotypisierung und Kopienzahlanalyse

Obwohl die folgenden Berechnungen in Leipzig im Rahmen des MMML-Verbundpro-
jekts durchgefihrt wurden, soll die Vorgehensweise zum Verstandnis der Gesamt-
analyse kurz dargestellt werden.

Zur Genotypisierung wurde der BRLMM-Algorithmus (Affymetrix, 2006) mit Stan-
dardparametern verwendet. Als Normalreferenzen wurden 39 von Affymetrix zur Ver-
flgung gestellte Hapmap-Proben verwendet, die mit laboreigenen Referenzen kom-
biniert wurden. Es handelte sich hierbei um 20 Normal-DNAs (11 weiblich, 9 mann-
lich) fur die Styl-Chips und 10 Normal-DNAs (6 weiblich, 4 mannlich) fir die Nspl-
GeneChips. Die mit diesen Proben erreichten medianen ,call rates” (Anteil der SN-
Ps, dem ein eindeutiger Genotyp zugeordnet werden kann) der Software betrugen
96,23% (Styl) und 98,96% (Nspl) im BL-Kollektiv. Die ,call rates” des DLBCL-Kollektivs
waren vergleichbar.

Zur Kopienzahlanalyse wurden die Daten dieses Kollektivs dann in die Software
CNAG v2.0 geladen (Nannya et al., 2005). CNAG wurde so eingestellt, dass es sich
selbstandig optimale Referenzen aus dem Vorrat der zur Verfligung stehenden Re-
ferenzen (s.0.) aussucht. Es wurden so z.B. fir die BLs zu 97,6% (Styl) bzw. 81,6%
(Nspl) laboreigene Referenzen gewahlt, der Rest wurde aus den HapMap-Proben
aufgeflllt. Datenséatze von Tumorféllen, fiir die sowohl Styl- als auch Nspl-Daten vor-
lagen, wurden kombiniert, um ein Gesamtset mit ca. 500.000 Markern zu erhalten.
Danach wurde fur jeden Fall eine Segmentierung der Kopienzahlrohdaten mit Hilfe
des ,Hidden Markov Model”-Algorithmus (HMM) von CNAG vorgenommen.

Dies flihrte jedoch oft mit den Standardeinstellungen nicht zu einer ,guten”
Segmentierung, d.h., die ausgegebenen Kopienzahlstufen des Hidden Markov Mo-
del sprangen oft zwischen zwei benachbarten Zustanden hin und her, obwohl die

Rohdaten ganz eindeutig keine Spriinge zeigten. Dies ist ein bekanntes Problem
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bei Hidden-Markov-Modellen auf verrauschten Datenséatzen, da in einem solchen Fall
das Rauschen der Daten zu Fehldetektionen von Stufenibergéangen flhrt. Dazu kam
im Falle dieses Tumorkollektivs, dass es Unterschiede im Tumorzellgehalt gab. Da-
durch waren die Standardzustdnde des Modells nicht langer anwendbar, da durch
den Normalzellgehalt quasi eine ,Verdinnung” der Kopienzahlen des Tumors ein-
tritt. AuBerdem wiesen die einzelnen Chips teilweise eine deutliche unterschiedliche
Hybridisierungsqualitat auf, was eine Standardisierung der HMM-Parameter durch
unterschiedlich starkes Rauschen weiter erschwerte. Nach verschiedenen anderen
Versuchen wurde deswegen zusammen mit der Bioinformatik beschlossen, fiir jeden
Fall einzeln die Algorithmuseinstellungen anzupassen, bis keine Springe mehr in ein-
deutig gleichférmigen Bereichen feststellbar waren bzw. eindeutig aberrante Bereiche
undetektiert blieben.

Fir die weitere Auswertung wurde flir die vorliegende Arbeit zusammen mit
der Bioinformatik festgelegt, dass Aberrationen mit einer Kopienzahl des HMM von 5
oder mehr als Amplifikationen, Aberrationen mit einer Kopienzahl von 0 als homozy-
gote Deletionen behandelt werden sollten. Das einzelne X-Chromosom bei Tumoren
mannlicher Patienten machte es nétig, die Interpretation der HMM-Zustande dieser
Falle flir das Geschlechtschromosom anzupassen: 1-3 Kopien wurden als normal

festgelegt, mehr als 3 Kopien als Zugewinn und 0 Kopien als Verlust.

2.2.9 Filterung von Kopienzahlpolymorphismen

Um Keimbahnpolymorphismen auszuschlieBen, wurde die Liste der ausgegebenen
rekurrenten Aberrationen von GISTIC mit Hilfe der ,database of genomic variants”
(Stand Juni 2008, lafrate et al., 2004) gefiltert. Dabei wurden SNPs, die in Regio-
nen liegen, die laut der Datenbank auch in ,normalem” Gewebe als Kopienzahl-
Keimbahnpolymorphismus detektiert wurden, in den nachfolgenden Analysen nicht
berlcksichtigt. Die in der vorliegenden Arbeit présentierten Ergebnisse basieren zum
groBten Teil auf diesen gefilterten Daten; wo das nicht der Fall ist, wird gesondert

darauf hingewiesen.
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2.2.10 Detektion des Verlustes von Heterozygotie und

uniparentaler Disomie

Zu diesem Zwecke benutzte die Bioinformatik in Leipzig eine Methode des Programms
dChip (Lin et al., 2004; Zhao et al., 2004), die ein HMM verwendet, um ohne Vorhan-
densein von patientenspezifischer Keimbahn-DNA Bereiche zu entdecken, die ihre
Heterozygotie verloren haben (engl. loss of heterozygosity, LOH). Der Algorithmus
»,HMM considering haplotype (LD-HMM)” (Beroukhim et al., 2006) wurde so einge-
stellt, dass er Kopplungs-Ungleichgewichte (engl. linkage disequilibrium) bertcksich-
tigt. Der Parameter ,LOH call threshold” wurde auf 0,95 gesetzt und es wurde eine
empirische Haplotypkorrektur angewandt. Das bedeutet, dass eine detektierte LOH-
Region ausgeschlossen wurde, wenn ihre homozygoten Genotypen zu mehr als 95%
mit entsprechenden Genotypen von 5% der Referenz-DNAs Ubereinstimmte. Als Re-
ferenz diente hier wieder das gleiche Kollektiv, dass auch fir die Kopienzahlanalysen

eingesetzt wurde.

2.2.11 Rekurrenzdetektion mittels GISTIC-Algorithmus

Die in der Kopienzahlanalyse ermittelten aberranten Segmente wurden von der Bio-
informatik in Leipzig an den GISTIC-Algorithmus (Beroukhim et al., 2007) tbergeben.
Dieser ermittelt, welche Segmente aus verschiedenen Tumoren Uberlappen (getrennt
nach Zugewinn/Verlust), und ist in der Lage, durch Vergleich mit der Nullhypothese
von nur zufalligen Haufungen in einem statistischen Verfahren die Signifikanz der
Uberlappenden Bereiche zu bestimmen. Das Programm bertcksichtigt hierbei nicht
nur die raumliche Ausdehnung von Segmenten, sondern auch das jeweilige Kopien-
zahlniveau, so daf z.B. eine homozygote Deletion starker in die statistische Gewich-
tung eingeht als eine heterozygote Deletion. Das Ergebnis war eine Liste rekurrenter
Aberrationen, reprasentiert durch eine Kernregion (peak region) mit dem hdchsten
G-score-Wert und jeweils einer weitergefal3ten, dafiir robusteren Region (wide peak).

Fir jeden einzelnen Tumorfall wurde dann gepruft, ob die Mehrzahl der Markersigna-
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le mit einer von GISTIC detektierten rekurrenten Aberration (bereinstimmt. War dies

der Fall, wurde die Aberration im betreffenden Fall als prasent gekennzeichnet.

2.3 PCR und Sequenzierung von TNFSF7, TNFSF9
und der hy3-RNA

Die Exons der beiden proteinkodierenden Gene TNFSF7 und TNFSF9 wurden mit-
tels PCR amplifiziert, unter Einsatz von jeweils 3 Primerpaaren pro Gen, wobei jedes
Paar ein Exon amplifizierte. Die nichtkodierende RNA hy3 konnte mit einem einzi-
gen Primerpaar per PCR vervielféltigt werden. Primersequenzen finden sich in Ta-
belle 2.3.1 auf der nachsten Seite, die Bedingungen der einzelnen Reaktionen in
Tabelle 2.3.2 auf Seite 25.

Die PCR-Produkte wurden auf ein Agarosegel aufgetragen und mittels Gelelek-
trophorese aufgetrennt. Die Bande des spezifischen Produkts, erkennbar an der kor-
rekten Lange, wurde ausgeschnitten und aufgereinigt. Die Sequenzierung nach San-
ger erfolgte nach Herstellerangaben (Applied Biosystems, ABI): Je nach GrdéBe des
Produkts wurde eine optimale Menge Produkt-DNA gewahlt, mit 3 pmol eines pas-
senden Primers und 0,5 pl Big Dye vermischt und dann mit 5xSequencing Buffer und
Wasser auf 20 ul und 1-fach Reaktionsbedingungen aufgefillt. Die Sequenzierung
erfolgte in Vorwarts- wie Rickwartsrichtung unter Verwendung der gleichen Primer,
die fur die PCR verwendet wurden.

Das Sequenzreaktionsprodukt wurde ethanol-gefallt und auf dem ABI-3130-
Sequencer analysiert. Die erhaltenen Elektropherogramme wurden mit der Software
SeqScape (ABI) auf Abweichungen von der Wildtypsequenz untersucht. Die Sequen-
zierung aus beiden Richtungen des DNA-Strangs erlaubt es, Sequenzierartefakte,
die sequenz-, also oft auch richtungsabhangig sind, von echten Veranderungen zu

unterscheiden.
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Tabelle 2.3.1: Primersequenzen der Mutationsanalyse.

Gen Bezeichnung Primersequenz, 5’ nach 3’
TNFSF7 Exon 1 -vorwarts GATCTTCAGACTGGCAGCGG
Exon 1 - rlckwéarts TCTGTCTTTTCGGTCACGCGC
Exon 2 - vorwarts GGGACACATAGAACCTCTCTGC
Exon 2 - rlckwéarts CCTTCCTTCTCTCTCTGTGCC
Exon 3 - vorwarts TGTGCCTCAGTTTCCCTAAACC
Exon 3 - riickwérts ACACTCCCACCCCAACCC
TNFSF9 Exon 1 -vorwéarts CCTCCTTTTGTAGCCAAGCAGC
Exon 1 - rlickwérts TGTAGAACAGGTGTCCCTGGG
Exon 2 - vorwarts GAAGTGAGTGGGGACAGAACC
Exon 2 - rickwarts CCCCCTTCTTCGTATCCCG
Exon 3 - vorwarts CTGACATGTTCGGTGCTCAGC
Exon 3 - rickwarts CATGAAGGATGGAGTAGGATTCG
hy3-RNA vorwarts GCTGGGAATGCACGCATGAGC
rickwarts TGGTGGGGATTTCGTAACTGGGG
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Tabelle 2.3.2: Reaktionsbedingungen der PCRs fur TNFSF7, TNFSF9 und der

hy3-RNA.
Reaktionen Reagenz Volumen[ul] Endkonzentration
hy3-PCR genomische DNA 1 um 1 ng/ul
dNTPs 0,6 0,2 mM
95°C 4 min Betain 4 0,66 mM
Zyklus 40x: Vorwartsprimer 3,6 300 nM
95°C 50 s Ruckwartsprimer 3,6 300 nM
62°C 30s Hifi-Puffer 3 (10-fach) 3 1-fach
72°C 60 s Magnesiumchlorid 4.8 4 mM
Zyklus Ende Hifi-Polymerase 0,5 —
72°C 5 min Wasser 8,9 —
Gesamt 30
TNFSF9 - alle PCRs genomische DNA 1 um 2 ng/ul
TNFSF7 - Exon1 &2 dNTPs 0,4 0,2 mM
Betain 4 1 mM
95°C 3,5 min Vorwartsprimer 2,4 300 nM
Zyklus 40x: Ruckwartsprimer 2,4 300 nM
95°C 30s Hifi-Puffer 3 (10-fach) 2 1-fach
62°C 30s Magnesium 0,8 1 mM
72°C 60 s Hifi-Polymerase 0,3 —
Zyklus Ende Wasser 6,7 —
72°C 5 min Gesamt 20
TNFSF7 - Exon 3 genomische DNA 1 um 2 ng/ul
dNTPs 0,4 0,2 mM
95°C 3,5 min Betain 4 1 mM
Zyklus 40x: Vorwartsprimer 2,4 300 nM
95°C 30s Ruckwartsprimer 2,4 300 nM
62°C 30s Hifi-Puffer 3 (10-fach) 2 1-fach
72°C 60 s Magnesium 2 2,5mM
Zyklus Ende Hifi-Polymerase 0,3 —
72°C 5 min Wasser 55 —
Gesamt 20
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2.4 Reverse-Transkriptions-PCR der mRNA in Fall
MPI-248

Mit dem SensiScript-Kit (Qiagen) wurde eine Reverse-Transkriptions-PCR (RT-PCR)
nach Anleitung durchgefihrt. Es kamen Oligo-dT-Primer zum Einsatz, um gezielt reife
mRNAs mit Hilfe ihres Poly-Adenin-Schwanzes revers zu transkribieren. Es wurden
50 ng RNA in einem Gesamtansatz von 20 ul eingesetzt.

Das Produkt der RT-PCR wurde dann als Ausgangspunkt einer PCR verwendet,
die sich in zwei Runden gliedert. Von der entstandenen kodierenden DNA (cDNA)
wurden 10 ul in die erste Runde der PCR eingesetzt. Verwendete Primer und PCR-
Bedingungen sind in Tabellen 2.5.1 auf der nachsten Seite und 2.5.2 auf Seite 28
dargestellt. Das Produkt der zweiten Runde wurde gelelekirophoretisch aufgetrennt,

ausgeschnitten und anschliessend sequenziert, analog zu Abschnitt 2.3 auf Seite 23.

2.5 PCR und Sequenzierung der genomischen
Translokationsbruchpunktsumgebung im Fall
MPI-248

Um die Auswirkungen der Translokation t(8;16) in Fall MPI-248 zu studieren, wurde
der der8-Teil mit passenden Primern aus genomischer DNA amplifiziert und anschlie-
Bend nach Sanger sequenziert. Die verwendeten Primer sind in Tabelle 2.5.1 auf der
nachsten Seite aufgelistet, die PCR-Bedingungen in Tabelle 2.5.2 auf Seite 28. Die
erhaltenen Produkte wurden mittels Gelelektrophorese aufgetrennt, ausgeschnitten
und aufgereinigt. Die Sequenzierung nach Sanger erfolgte in Vorwarts- und Ruick-
wartsrichtung jeweils mit allen Primern, die in der PCR verwendet wurden, unter den

gleichen Reaktionsbedingungen wie in Abschnitt 2.3 auf Seite 23.
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Tabelle 2.5.1: Primer fiir die RT- und genomische PCR der Translokation in Fall

MPI-248.

Bezeichnung

Primersequenz, 5’ nach 3’

RT-PCR (alle Runden)
Vorwarts: Exon 1 - SOCS1
Rlckwarts: Exon 2 - MYC

CCCGGAGCATGCGCGAGAGC

GCTGCTGCTGGTAGAAGTTCTCCTCCTC

der8 (MYC/SOCS1)
1. Runde:

MYC - vorwarts
SOCST1 - rickwarts 3

CTTTGCACTGGAACTTACAACACC

ACAGCAGAAAAATAAAGCCAGA

2. Runde:

MYC - vorwarts

SOCST1 - rickwarts 1

oder SOCST - rickwarts 2
oder SOCST - rickwarts 3

CTTTGCACTGGAACTTACAACACC

AGGGGAAGGAGCTCAGGTAGTC

ACCAGGGGGACCCAGAGGGA

ACAGCAGAAAAATAAAGCCAGA

Nichttransloziertes SOCS1
1. Runde:

SOCST1 - vorwarts

SOCST - rickwarts 3

GGCAGCTGCACGGCTICCTGG

ACAGCAGAAAAATAAAGCCAGA

2. Runde:

SOCS1 - vorwarts

SOCST - rickwarts 2
oder SOCST1- rickwarts 3

GGCAGCTGCACGGCTCCTGG

ACCAGGGGGACCCAGAGGGA

ACAGCAGAAAAATAAAGCCAGA
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Tabelle 2.5.2: Reaktionsbedingungen der PCRs fur SOCS7und MYC in Fall MPI-

248.
Reaktionen Reagenz Volumen[ul] Endkonzentration
PCR SOCS1/MYC auf cDNA cDNA 10 —
dNTPs 3 0,2 mM
95°C 3min30s Hifi-Puffer 2 3 1-fach
Zyklus 40x: Betain 6 1 mM
95°C 30s Magnesiumchlorid 0,9 0,75 mM
60°C 30s Vorwértsprimer 0,6 200 nM
72°C 1 min30s Ruckwartsprimer 0,6 200 nM
Zyklus Ende Hifi-Polymerase 0,3 —
72°C 15 min Wasser —
Gesamt 30
der8 - MYC/SOCS1 DNA 5(1.Runde) —
nichttransloziertes SOCS7 PCR-Produkt 2 (2.Runde) —
95°C 3min30s dNTPs 3 0,2 mM
Zyklus 40x: rTth-Puffer 9 1-fach
95°C 30s Betain 6 1 mM
60°C 30s Magnesiumchlorid 0,9 0,75 mM
68°C 3 min Vorwartsprimer 0,6 200 nM
Zyklus Ende Ruckwartsprimer 0,6 200 nM
72°C 15 min rTth-Polymerase 0,3 —
Wasser variabel —
Gesamt 30
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2.6 Gelelektrophorese

Zur Trennung von Nukleins&uren wurden in der vorliegenden Arbeit Agarosegele ver-
wendet. Die Agarosekonzentration wurde hierbei je nach gewinschtem Trennbereich
zwischen 1 und 2% variiert. Zur spateren Markierung der Nukleinsduren wurde den
Gelen Ethidiumbromid oder GelRed (GelRed Nucleic Acid Gel Stain, Biotium) beige-
setzt. Als Lauf- und Gelpuffer kam 1x TAE-Puffer zum Einsatz (40 mM Tris-Acetat, 1
mM EDTA bei pH 8,0, in aqua dest.). Die aufzutrennenden Proben wurden zusammen
mit Gelladepuffer (50% Glycerin v/v, je 0,25% w/v Bromphenolblau und Xylencyanol,
in Laufpuffer) in vorbereitete Geltaschen geladen.

Durch Anlegen einer Spannung an den leitfahigen Laufpuffer wanderte die ne-
gativ geladene Nukleinsaure je nach GréBe unterschiedlich schnell durch die Gelpo-
ren in Richtung des positiven Pols. Nach Beendigung des Laufs konnte die Nukle-
insaure dank des zwischen die Basenpaare interkalierten, unter UV-Licht fluoreszie-
renden Farbstoffs sichtbar gemacht werden. Zur Beurteilung von DNA-Langen oder
-Mengen wurden GréBen- oder Mengenstandards im selben Gel mitaufgetrennt.

Zur Aufreinigung der aufgetrennten Nukleinsduren vor der Weiterverwendung

kam das QiaexIl Gelelutions-Kit (Qiagen) nach Herstellerangaben zum Einsatz.
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3.1 Genomische Aberrationen in Burkitt-Lymphomen

In der vorliegenden Arbeit wurden insgesamt 39 mBL mittels hochauflésender SNP-
Chips untersucht. Alle als mBL eingestuften Falle hatten einen mBL-Index>0,95 in
den prelimindren Genexpressionsanalysen. Finf der eingeschlossenen BL wurden
als ,core™BL in der Klassifikation mittels Genexpression verwendet (Hummel et al.,
2006). 29 wurden als ,atypisch” einsortiert.

Fir 30 dieser Lymphome wurden beide Versionen der 250k Affymetrix Gene-
Chips verwendet, um eine kombinierte Auflésung von ca. 500.000 abgefragten SN-
Ps zu erreichen. Durch die Vorarbeiten anderer Gruppen im Rahmen des MMML-
Verbundes war bekannt, dass nur in 35 von 38 untersuchten Tumoren (ein Tumor
wurde nicht untersucht) eine ,Burkitt-Translokation” zwischen Ig-Gen und ¢c-myc mit-
tels FISH detektiert werden konnte (Hummel et al., 2006; Klapper et al., 2008). Die
histologischen Diagnosen der Pathologen des Verbundprojekts stimmten nicht immer
mit der Klassifizierung durch die Genexpression Uberein: 27 der Lymphome wurden
auch von den Pathologen als BL eingestuft, 6 jedoch als centroblastische DLBCLs,
eines als follikulares Lymphom, Grad 3b, und finf als unklassifizierbar anhand der
WHO-Unterteilung.

Da die Signale einzelner Sonden der SNP-Chips verrauscht sind, wurde mit der
Bioinformatik in Leipzig besprochen, dass nur aberrante Bereiche in die Kopienzahl-
analyse einflie3en sollten, die durch mindestens 5 aufeinanderfolgende SNPs detek-

tiert wurden. Dies ergab im Endeffekt ein Detektionsfenster von 33,8 Kilobasen flr
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Tabelle 3.1.1: Ubersicht der genomischen Verinderungen in den 39 mBLs, nach
der Filterung flur Kopienzahlpolymorphismen

Kollektiv 9 mBL (Styl-Chips, 250k) 30 mBL (Styl+Nspl, 500k) Alle 39 mBL

Gesamt @ Median Gesamt @ Median Mediane GroBe [kb]
Kopienzahl£2 93 10,3 6 435 14,5 8,5 523.233
- Zugewinne 63 7 3 245 8,2 4 362.547
- Verluste 30 33 3 190 6,3 2,5 1.041.924
UPDs 58 6,4 4 460 15,3 14,5 770.662

Falle mit 250.000 MefBpunkten bzw. 16,6 Kilobasen fur Falle mit 500.000 abgefragten
SNPs. Die mit diesen Kriterien flr alle 39 BLs in Leipzig durchgefiihrte bioinformati-
sche Auswertung ergab 484 Zugewinne, 399 Verluste und 518 uniparentale Disomien
(UPDs). Darunter waren auch 38 Amplifikationen mit mehr als 5 Kopien (Tabelle 7.1.1
auf Seite 94 im Anhang) und 30 homozygote Deletionen (Tabelle 7.1.2 auf Seite 95
im Anhang). Beim Abgleich dieser Bereiche mit Datenbanken zu menschlichen Poly-
morphismen stellte sich jedoch heraus, dass ein Teil der detektierten Veranderungen
auch als Keimbahn-Veranderung in gesunden Menschen auftritt. Da in diesem Pro-
jekt leider keine Keimbahn-DNA der Patienten vorlag, um den somatischen Ursprung
der Veranderungen zu bestatigen oder zu widerlegen, wurde eine Filterung der Berei-
che anhand der ,database of genomic variants” vorgenommen. Alle Verédnderungen,
die zu mehr als 50% mit bekannten Keimbahn-Kopienzahlpolymorphismen (CNPs)
Uberlappten, wurden als vermutlich nicht somatisch aussortiert. So blieben 308 Zu-
gewinne und 220 Verluste genomischen Materials Gbrig (Tabelle 3.1.1). Von diesen
waren 32 Amplifikationen und 6 homozygote Deletionen.

Ein Grof3teil der Sonden wurde jedoch im normalen Zustand von 2 Kopien ge-
messen: 15 Tumore zeigten 99% der Marker im Normalzustand, 14 weitere wiesen
Uber 95% diploide Signale auf. Die mediane GréBe der detektierten Kopienzahlver-

anderungen war 523.233 Basen, die kleinste gefundene Veranderung war ein 866
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Basen langer Zugewinn. Die Frequenz der gefundenen Aberrationen Uber das ge-
samte BL-Kollektiv wird in Abbildung 3.1.1 auf der nachsten Seite dargestellt.

Der GISTIC-Algorithmus detektierte in diesem Datensatz 29 rekurrente Ereig-
nisse (13 Zugewinne und 16 Verluste), die Gber der Signifikanzschwelle lagen (Ab-
bildung 3.1.2 auf Seite 34,Tabellen 3.1.2 auf Seite 35 und 3.1.3 auf Seite 36). Die
héchste Rekurrenz der Zugewinne (7 oder mehr der 39 BLs mit Zugewinn) wurde
in den Regionen 1g25.1, 1931.3, 3927.2, 6q15, 11924.3 und 13g31.3 gefunden. Die
haufigsten Verluste (6 oder mehr Falle mit Verlust) wurden far 3q13.13, 17p13.1,
19913.42 und Xp22.33 detektiert.

Es war nicht mdglich, die Rekurrenz von UPD-Ereignissen zu bestimmen, da
zu wenige UPDs in den BLs gefunden wurden, um einen sinnvollen Grenzwert der
Signifikanz zu erreichen. Regionen mit wenigstens ein paar Gberlappenden UPDs
waren beide Arme von Chromosom 1 und 17, und die chromosomalen Arme 6p und
13q (wie in Abbildung 3.1.1 auf der nachsten Seite dargestellt).

Einige Regionen enthielten Gene mit bereits bekannter Relevanz fir BL oder
Krebs im Allgemeinen. Die rekurrenten Zugewinne auf 3927.3 (7 Félle) betrafen z.B.
immer BCL6. Obwohl eine Deregulation durch Translokation dieses Onkogens in
DLBCLs beschrieben wurde (Sanchez-Beato et al., 2003), hatte keines der betroffe-
nen BL eine durch FISH detektierbare Translokation (Hummel et al., 2006). Die Gen-
expression zeigte eine Erhéhung der BCL6-Auspragung in den Fallen mit Zugewinn
(Abbildung 3.1.3 auf Seite 37). In den untersuchten BLs scheint also eine Erhéhung
der Expression des Keimzentrums-Transkriptionsfaktors BCL6 nur durch genomische
Zugewinne einen wiederkehrenden Vorteil far die Tumorklone darzustellen.

Deletierte Bereiche, die mit bekannten Tumorsuppressorgenen tberlappten oder
zumindest in ihrer Nahe lagen, waren 9p21.3 (2 Félle) und 17p13.1, die CDKN2B
bzw. TP53 enthalten, zwei gut beschriebene Tumorsuppressoren in BL (Klangby
et al., 1998; Gaidano et al., 1991; Heyman und Einhorn, 1996). Wahrend der re-
kurrente Verlust auf 9p21.3 sich genau auf das Gen CDKNZ2B beschréankt, ist das Ziel

auf 17p13.1 nicht so klar: Vier Félle haben eine Kopie des gesamten Chromosomen-
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Abbildung 3.1.2: Rekurrenz der Zugewinne (A) und Verluste (B) laut GISTIC. x-
Achse: Signifikanzpunktzahl als Ausgabe des Algorithmus (G sco-
re, oben) und statistische Signifikanz nach der Korrektur fir mul-
tiples Testen (g-value, unten); y-Achse: Genomische Position mit
Unterteilung nach Chromosomen. Am rechten Rand sind jeweils
Bezeichnungen nach Zytobandern fir Regionen Uber der Signifi-
kanzschwelle angegeben. Entnommen aus Scholtysik et al. (2010).
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Abbildung 3.1.3: Genexpression in rekurrent aberranten Regionen der BlLs.
Grun: reduzierte Auspragung, Rot: erhéhte Auspragung. Der Un-
terschied der Genexpression zwischen aberranten und nicht-
aberranten Fallen wird auf einer logarithmischen Skala dargestellt.
Fir alle dargestellten Regionen (auBBer 7g24) ist ein klarer Gendo-
siseffekt feststellbar. Gen- und Sondengruppennamen in rot zeig-
ten einen signifikanten Unterschied selbst nach Korrektur fir mul-
tiples Testen. In A sind jeweils die gesamten betroffenen Regionen
dargestellt, in B nur einzelne interessante Gene aus einer viel gro-
Beren Region. Entnommen aus Scholtysik et al. (2010).
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arms verloren, damit also auch eine Kopie von TP53 deletiert. In weiteren drei Fallen
war eine UPD der gesamten Chromosomenregion feststellbar. Drei zuséatzliche Falle
zeigten jedoch kleinere heterozygote Deletionen, etwa 2 Mb vom Gen TP53 entfernt,
die jeweils nur die Gene STX8, USP43 und WDR16 enthielten. In den Genexpres-
sionsdaten ist nur STX8 enthalten (die beiden anderen Gene wurden durch keine
Sonden des verwendeten Chips abgedeckt), und dieses Genprodukt ist signifikant
niedriger exprimiert in den Féllen mit der entsprechenden Deletion (Abbildung 3.1.3
auf der vorherigen Seite). Deletionen, die 13914.3 und/oder 1334 betreffen, wurden
kirzlich durch FISH an BL im Kindesalter in Uiber 40% der Félle gefunden (Nelson
et al., 2009), in den vorliegenden Daten ist ein Verlust nahe 13932 jedoch nur in 3
von 39 Fallen (7,7%) detektierbar.

Die SNP-Chip-Daten zeigten in finf Fallen einen Zugewinn bei 8924.13, der
Position von MYC. Bemerkenswerterweise war die Expression von MYC nicht si-
gnifikant unterschiedlich zwischen Fallen mit MYC-Zugewinn und Fallen mit MYC-
Translokation (Abbildung 3.1.3 auf der vorherigen Seite), von der bekannt ist, dass
sie eine starke Uberexpression auslést. AuBerdem ist es interessant, dass drei der
39 BLs keine MYC-Translokation in den FISH-Untersuchungen aufwiesen (Hummel
et al., 2006; Klapper et al., 2008). Obwohl dies nattirlich keine kryptische Insertion in
einen |IG-Lokus ausschliessen kann, legt dies jedoch nahe, dass diese drei Lympho-
me keine typische ,Burkitt-Translokation” aufweisen. Nichtsdestotrotz wurden sie von
der Genexpression als mBLs eingeordnet. Zwei dieser drei Falle waren unter denen,
die einen Zugewinn von MYC zeigten.

Der Zugewinn auf 1931.3, vorhanden in 13 Féllen, enthielt das Gen PTPRC,
einen Regulator von B-Zellrezeptor- und Zytokinsignalen (Hermiston et al., 2009),
und zwei annotierte miRNA-Gene (hsa-mir-181b-1 und -213). Die hohe Rekurrenz
(33%) deutet hierbei auf eine groBe Bedeutung flr die Tumorentwicklung hin. Da
die Genexpressionsuntersuchungen keine signifikante Hochregulation von PTPRC
in betroffenen Féllen feststellen konnte, missen die miRNA-Gene als bedeutende

Kandidatengene gelten.
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Die Region 13931.3, mit Zugewinnen in sieben Fallen, umfasste den miRNA-
17-92-Supercluster. Nur einer dieser Falle zeigte dabei mehr als finf Kopien dieser
Region. Fir einige der betroffenen Falle (aber leider nicht den Fall mit der Amplifi-
kation) wurden im MMML-Verbund MikroRNA-Expressionsprofile aufgezeichnet. Ein
Ruckgriff auf diese Verbunddaten offenbarte, dass Falle mit Zugewinn an dieser Po-
sition eine konsistent héhere Auspragung der reifen miRNA besitzen, die allerdings
nach der Korrektur fir multiples Testen nicht signifikant war. AuBerdem wiesen drei
andere Falle Verluste von 1p36.12 auf und vier weitere Fallen zeigten grof3e, damit
Uberlappende UPDs. Dies ist interessant, da in dieser Region das Gen E2F2 lokali-
siert ist, das fur einen Transkriptionsfaktor kodiert, der im Promotor des miRNA-17-
92-Clusters bindet.

Drei BLs wiesen eine starke Amplifikation des Bereichs 189g21.2 auf. Bemer-
kenswerterweise waren diese drei Félle auf einer Liste aller BLs, geordnet nach der
Anzahl SNPs, die als aberrant detektiert wurden, an erster, dritter und siebter Position
(Abbildung 3.1.4 auf der nachsten Seite). Die Genexpression dieses Bereichs weist
das Gen POLI, dass fiir die Polymerase lota kodiert, als signifikant hochreguliert aus,
neben drei weiteren Genen mit unklarer Relevanz (Abbildung 3.1.5 auf Seite 41).

Unter Benutzung der Expressionsdaten, die fur alle BLs vorlagen (Hummel
et al., 2006), war es in der vorliegenden Arbeit mdglich, die Auspragung von Genen
in Fallen mit einer durch den SNP-Chip detektierten Aberration mit Fallen ohne eine
solche zu vergleichen, um Gendosiseffekte durch die Kopienzahlveranderungen fest-
zustellen. Einige exemplarische Regionen sind in Abbildung 3.1.3 auf Seite 37 darge-
stellt. Insgesamt konnte ein starker Gendosiseffekt festgestellt werden: Ein Zugewinn
fOhrte praferentiell zu einer Hochregulation der betroffenen Gene, wobei 12 von 108
Sondengruppen in Zugewinnen sogar nach der Korrektur flr multiples Testen einen
signifikanten Unterschied zeigten (kein einziges Gen war signifikant herabreguliert
in einem Zugewinn). Ebenso zeigte die Mehrzahl der Gene in einem heterozygoten
Verlust eine reduzierte Expression (52 von 258 Sondengruppen signifikant nach Kor-

rektur fir multiples Testen, zwei invers korreliert). Eine statistisch signifikante positive
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Abbildung 3.1.4: Korrelation des rekurrenten Zugewinns auf Chromosom 18
und dem Anteil aberranter SNPs pro Fall. In einer Liste aller BLs,
die nach dem Anteil aberranter SNPs geordnet wurde, werden die
betroffenen Falle an erster, dritter und siebter Position einsortiert
(hier mit schwarzen Saulen markiert, p=0,0035 im Mann-Whitney-
U-Test). Enthommen aus Scholtysik et al. (2010).
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Abbildung 3.1.5: Differentielle Genexpression fir den rekurrenten Zuge-
winn auf 18¢g21.2. Simultane zweiseitige 95%ige ,bootstrap”-
Konfidenzintervalle fir die Unterschiede in der Genauspragung
zwischen Fallen mit und ohne Zugewinn auf 18g21.2. Einige In-
tervalle wurden abgeschnitten, um auf die Grafik zu passen. Die
Schatzungen fur die Unterschiede in der Genexpression sind durch
dunkle Kreise markiert. Positive Werte zeigen hierbei starkere Ex-
pression in Fallen mit Zugewinn an. Signifikante Sondengruppen
sind in rot markiert. Eine davon ist dem Gen POL/ zugeordnet.
Entnommen aus Scholtysik et al. (2010).
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Korrelation zwischen Kopienzahl und Gendosis konnte also in 17,5% aller Sonden-

gruppen in aberranten Regionen nachgewiesen werden.

3.2 Genomische Aberrationen in diffus-groBzelligen
B-Zell-Lymphomen

In der vorliegenden Arbeit wurde, ebenfalls im Rahmen des MMML-Verbundprojektes,
ein weiteres Kollektiv von Tumoren mittels derselben SNP-Chip-Technik untersucht,
wie das Kollektiv der BLs (siehe 1.4). Dieses zweite Kollektiv umfaf3te vor allen Din-
gen DLBCLs. Die Klassifizierung als DLBCL erfolgte hierbei wiederum, neben der
Einschatzung von erfahrenen Pathologen, durch die Genexpression der Lymphome.
Erstens wurde der Burkitt-Klassifikator (Hummel et al., 2006) eingesetzt, um eine
klare Abgrenzung zum Kreis der BLs zu erreichen, und zweitens wurden die so als
DLBCLs eingestuften Lymphome in ABC- und GCB-DLBCLs gegliedert. Einige Falle
konnten keiner der DLBCL-Gruppen klar zugeordnen werden, weil sie eine globale
Genexpression zwischen den beiden Lymphomtypen aufwiesen, und wurden in eine
intermediare Gruppe sortiert (sogenannte ,Typ llI”-Lymphome). Sowohl die Genex-
pressionsanalysen als auch die Klassifizierung erfolgte durch Kooperationsgruppen
im MMML.

Ohne Filterung der Daten nach CNPs (siehe Abschnitt 2.2.9 auf Seite 21) wur-
den in den SNP-Chip-Analysen der 148 DLBCLs des zweiten Kollektivs 5064 Kopi-
enzahlveranderungen detektiert. Nach der Filterung reduzierte sich diese Zahl auf
3969. Eine genaue Aufschlisselung der gefilterten Daten findet sich in Tabelle 3.2.1
auf der néchsten Seite.

Die Frequenzen der gefundenen Aberrationen Uber das gesamte Genom ist in
Abbildung 3.2.1 auf Seite 44 dargestellt, unterteilt nach Subgruppen in den Abbildun-
gen 3.2.2 auf Seite 45, 3.2.3 auf Seite 46 und 3.2.4 auf Seite 47. Es fallt auf, dass die
ABC-DLBCLs die meisten Kopienzahlaberrationen pro Fall aufwiesen.

Zur Detektion rekurrent aberranter Genombereiche kam wiederum der GISTIC-
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Tabelle 3.2.1: Ubersicht der genomischen Veridnderungen in den 148 DLBCLs,
nach der Filterung fiir Kopienzahlpolymorphismen

Durchschnitt Median

Kollektiv Art der Veranderung Anzahl pro Fall
79 GCB-DLBCLs  Kopienzahlveranderungen 2001 25,3 19
- Zugewinne 1317 16,7 11
- Verluste 684 8,7
UPDs 795 10,1 4
49 ABC-DLBCLs  Kopienzahlverdnderungen 1521 31 25
- Zugewinne 856 17,4 13
- Verluste 665 13,6 10
UPDs 347 7,1 4
20 ,Typ III"-DLBCLS Kopienzahlveranderungen 447 22,4 18
- Zugewinne 272 13,6 10,5
- Verluste 175 8,8 6,5
UPDs 162 8,1 4.5
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Abbildung 3.2.5: Rekurrenz der Zugewinne (A) und Verluste (B) laut GISTIC, fiir
alle 148 DLBCLs. x-Achse: Signifikanzpunktzahl als Ausgabe des
Algorithmus (G-Score, oben) und statistische Signifikanz nach der
Korrektur fir multiples Testen (g-Wert, unten); y-Achse: Genomi-
sche Position mit Unterteilung nach Chromosomen. Am rechten
Rand sind jeweils Bezeichnungen nach Zytobandern fir Regionen
uber der Signifikanzschwelle angegeben.
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Abbildung 3.2.6: Rekurrenz der Zugewinne (A) und Verluste (B) laut GISTIC, fiir
alle 49 ABC-DLBCLs im 2. Kollektiv. x-Achse: Signifikanzpunkt-
zahl als Ausgabe des Algorithmus (G-Score, oben) und statistische
Signifikanz nach der Korrektur fir multiples Testen (g-Wert, unten);
y-Achse: Genomische Position mit Unterteilung nach Chromoso-
men. Am rechten Rand sind jeweils Bezeichnungen nach Zytoban-
dern fir Regionen Uber der Signifikanzschwelle angegeben.
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Abbildung 3.2.7: Rekurrenz der Zugewinne (A) und Verluste (B) laut GISTIC, fiir
alle 79 GCB-DLBCLs im 2. Kollektiv. x-Achse: Signifikanzpunkt-
zahl als Ausgabe des Algorithmus (G-Score, oben) und statistische
Signifikanz nach der Korrektur fir multiples Testen (g-Wert, unten);
y-Achse: Genomische Position mit Unterteilung nach Chromoso-
men. Am rechten Rand sind jeweils Bezeichnungen nach Zytobé&n-
dern fir Regionen Uber der Signifikanzschwelle angegeben.
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Abbildung 3.2.8: Rekurrenz der Zugewinne (A) und Verluste (B) laut GISTIC,
far alle 20 unklassifizierten (,,Typ IlI”) DLBCLs im 2. Kollek-
tiv. x-Achse: Signifikanzpunktzahl als Ausgabe des Algorithmus
(G-Score, oben) und statistische Signifikanz nach der Korrektur
fir multiples Testen (g-Wert, unten); y-Achse: Genomische Posi-
tion mit Unterteilung nach Chromosomen. Am rechten Rand sind
jeweils Bezeichnungen nach Zytobandern fir Regionen Uber der

Signifikanzschwelle angegeben.
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Algorithmus zum Einsatz. Eine grafische Darstellung der so gefundenen Region fin-
det sich in den Abbildungen 3.2.5 auf Seite 48, 3.2.6 auf Seite 49, 3.2.7 auf Seite 50
und 3.2.8 auf der vorherigen Seite. Eine tabellarische Auflistung befindet sich im An-
hang (Abschnitt 7.2 auf Seite 96).
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3.3 Rekurrente Deletionen auf Chromosom 19 in

aggressiven Lymphomen

Wahrend der eingehenden Analyse der ersten 98 Tumore, die in der vorliegenden
Arbeit untersucht wurden, stach ein rekurrenter Verlust auf Chromosom 19 ins Au-
ge, der in 9% der Falle vorlag. Durch die Beteiligung am MMML-Verbundprojekt war
es moglich, Zugriff auf 295 aCGH-Datensatze zu erhalten, die in Vorarbeiten ge-
neriert wurden (Hummel et al., 2006; Klapper et al., 2008). Dabei konnten sechs
weitere Lymphome gefunden werden, die eine Deletion von 19p aufwiesen, obwohl
die raumliche Auflésung durch die Abdeckung mit nur 37 BAC-Klonen gering war.
Die nun insgesamt 15 betroffenen Lymphome umfa3ten 5 GCB-DLBCLs, 6 ABC-
DLBCLs, 2 intermediare, also nicht klar von den BLs abtrennbare, GCB-DLBCLs und
2 mBLs, klassifiziert nach ihrer jeweiligen globalen Genexpression (Tabelle 3.3.1).
Zusammenfassend ergab sich eine minimaldeletierte Region (MDR) zwischen Posi-
tion 6.355.507 und 6.596.176 im Band p13 auf Chromosom 19 (Humanes Genom,
Version 18; Abbildung 3.3.1 auf Seite 55). Drei der Deletionen wurden vom HMM der
Kopienzahlanalyse als homozygot eingeordnet. Die Humangenetik des Universitats-
klinikums Schleswig-Holstein in Kiel fihrte daraufhin FISH-Untersuchungen an zwei
verfugbaren Féllen des Verbundes durch. Die Ergebnisse bestatigten den homozy-
goten Verlust in diesen Féllen, da 88% bzw. 76% der Kerne in MPI-325 bzw. MPI1-024
ein Signalmuster zeigten, dass den Totalverlust dieses Bereichs anzeigt. AuBerdem
wurde in beiden Fallen durch die vereinzelte Detektion von Kernen mit einem norma-
len, disomatischen Muster der Nachweis gefihrt, dass es sich um ein somatisches
Ereignis in den Tumorzellen handelt.

Da die Eingrenzung von Aberrationen mittels SNP-Chips durch das Rauschen
im Signal der einzelnen Kopienzahlmarker ungenau ist und zusatzlich die Abdeckung
der interessanten Region auf Chromosom 19 auf dem verwendeten 250k-Chip nicht
sehr dicht war, wurden zwei der Tumore mit homozygoter Deletion in Kiel mit spe-

ziell angefertigten aCGH-Chips (sogenannte tiling Arrays) mit hoher Abdeckung der
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MP1-325
MP1-032
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MPI-367
MPI-031
MPI-410
MPI-115
MPI-118
MPI-174
MP-177
MPI-573
MP1-289
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T | T | T |
2 4 6 8 10 12
Chromosomale Position in Mb

Abbildung 3.3.1: Deletionen auf Chromosom 19p13 innerhalb des Datensatzes

der SNP-Chips und der aCGH. Das Ausmalf3 der Deletionen in
den einzelnen Fallen (y-Achse) ist mit farbigen Balken markiert.
Gelb: heterozygoter Verlust, Rot: homozygoter Verlust. Vertikal ein-
gezogene Linien begrenzen die MDR (6.355.507 bis 6.596.178).
Auf der x-Achse ist die genomische Position in Megabasen aufge-
tragen. Entnommen aus Scholtysik et al. (2011).
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MDR untersucht (Abbildung 3.3.2 auf der nachsten Seite). Eine der deletierten Re-
gionen konnte hierbei auf 57% der GréBe eingegrenzt werden, die der SNP-Chip an-
gezeigt hatte. Eingeschlossen in diese Untersuchung wurde auBBerdem die Hodgkin-
Lymphom-Zelllinie HDLM2, da es aus anderen Experimenten die Indikation einer De-
letion an exakt dieser Stelle gab (Giefing et al., 2008). Diese Deletion in der HDLM2-
Zelllinie konnte als homozygot bestatigt werden (Abbildung 3.3.2 auf der nachsten
Seite).

Innerhalb der kleineren MDR des Oligonukleotidsonden-Chips aus Kiel (Positi-
on 6.476.448 bis 6.580.465) sind zwei protein-kodierende Gene annotiert: TNFSF7
(CD70) und TNFSF9 (4-1BBL, CD137L), beides Mitglieder der TNF-Superfamilie. Um
den Verdacht eines neuen Tumorsuppressorgens zu erharten, wurden die kodieren-
den Bereiche beider Gene in den 12 gefundenen Fallen mit heterozygoter Mutation
im Rahmen der vorliegenden Arbeit sequenziert. Alle erhaltenen Sequenzen des ein-
zelnen, verbliebenen Allels entsprachen dem Wildtyp (Tabelle 3.3.1 auf Seite 54).
Da auBBerdem das Gen fir die nicht-proteinkodierende RNA hy3 in der MDR lokali-
siert ist, wurde dieses in 10 Fallen mit heterozygoter Deletion erfolgreich sequenziert.
Auch hier wurden nur Wildtyp-Sequenzen detektiert.

Da ein klassischer Tumorsuppressor komplett inaktiviert werden muss, um dem
Tumor einen Vorteil zu verschaffen, wurden die vorliegenden Genexpressionsdaten
der MMML-Falle herangezogen, um eine mdgliche Herabregulation der Expression
der beiden Kandidatengene durch andere Mechanismen als destruktive Mutationen
auf dem verbliebenen Allel festzustellen. Kein Gen innerhalb oder in der Nahe der
MDR zeigte eine signifikant niedrigere Expression im Vergleich der betroffenen Félle
mit nicht betroffenen (Abbildung 3.3.3 auf Seite 58).
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Abbildung 3.3.2: Homozygote Deletion auf

Chromosom 19, detektiert durch

speziell angefertigte aCGH-Chips (Tiling Arrays). Die Analysen
der Falle MPI-113, MPI-325 und der Hodgkin-Lymphom-Zelllinie
HDLM2 grenzen die Deletionen auf 19p13.3 weiter ein. Ein Wert
von 0 zeigt dabei einen balanzierten Status an. Genannotationen
im unteren Teil der Grafik stammen vom UCSC Genome Brow-
ser (http://genome.ucsc.edu/, Fujita et al. 2010). Entnommen aus

Scholtysik et al. (2011).
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Abbildung 3.3.3: Boxplots der Genexpression der beiden

Tumorsuppressorgen-Kandidaten TNFSF7 und TNFSF9.
In jedem Plot stellt die erste Spalte die Expression der Falle mit
homozygoter, die zweite Spalte die der Falle mit heterozygoter
Deletion und die letzte Spalte die Auspragung in Fallen ohne
Deletion auf 19p13 dar. Es gibt keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Gruppen. Entnommen aus Scholtysik et al. (2011).
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3.4 Charakterisierung einer neuartigen Translokation
zwischen einem Proto-Onkogen und einem

Tumorsuppressorgen

Im Rahmen des MMML-Verbundprojektes wurde das Kollektiv der gesammelten Lym-
phomfalle von anderen Arbeitsgruppen auf neuartige Translokationen untersucht, bei
denen nur einer der Translokationspartner bekannt war. Bei diesen Analysen wurde
im Fall MP|-248 eine Translokation von MYC mit unbekanntem Partnergen entdeckt.
Mit Hilfe von Long-Distance-PCR wurde in Vorarbeiten von Claudia Otto (geb. Philip)
aus der Arbeitsgruppe von Ralf Klppers die Bruchpunktregion erfolgreich sequen-
ziert und so das Partnergen als SOCS1 bestimmt. Dies machte die Translokation
besonders interessant, da bisher keine Translokationen zwischen Onko- und Tumor-
supressorgenen in der Literatur beschrieben sind. In der vorliegenden Arbeit sollte
also genauer bestimmt werden, welchen Effekt die Translokation auf die Gene auf
beiden Seiten des Bruchpunkt haben kénnte.

Durch Wahl neuer Primer flr eine direkte Bruchpunkt-umfassende PCR (s. Me-
thoden) auf DNA- und RNA-Niveau und nachfolgende Sequenzierung der Produkte
konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass der durch die Translokation
entstandene der8-Teil durch eine Duplikation im kodierenden Bereich mit resultieren-
der Leserasterverschiebung nicht mehr fiir ein funktionelles SOCS1-Protein kodiert
(Abbildung 3.4.1 auf der nachsten Seite, Abschnitt C). Der der16-Translokationsteil
wurde jedoch bereits in der Vorarbeit von Claudia Otto in einer Konfiguration vor-
gefunden, die durchaus noch Transkription und Translation eines funktionsfahigen
MY C-Proteins zulassen wirde, da der kodierende Bereich intakt war.

Durch den MMML-Verbund war RNA des Falls verfligbar, was es ermdglichte,
die aus der Translokation resultierenden Veréanderungen der transkribierten mRNA
des der16-Teils in der vorliegenden Arbeit zu bestimmen. Die detektierte mRNA zeig-

te ein unvorhergesehenes SpleiB3ereignis zwischen dem SpleiBdonor des Exons 1
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Abbildung 3.4.1: Schematische Darstellung der vorgefundenen Verdanderung
der Translokationspartner in Fall MPI-248. A: Die normale Struk-
tur der Gene MYC und SOCS7 zum Vergleich. Zahlen stellen
Nukleotidpositionen laut Genbank dar. B: Die Struktur des nicht-
translozierten Allels von SOCST1 in Fall MPI-248. C: Struktur der
Translokationsprodukte. Der Bruchpunkt liegt innerhalb von Intron
1 von SOCS1 und Exon 1 von Myc. RT-PCR der mRNA des der16-
Teils deckte das abgebildete Spleiereignis auf.
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von SOCS1 mit einem kryptischen SpleiBakzeptor innerhalb der kodierenden Se-
quenz des Exons 2 von MYC (Abbildung 3.4.1 auf der vorherigen Seite). Obwohl
dieses SpleiBBen einen Teil der kodierenden Bereichs von MYC entfernt, wurde nach
Literaturrecherche klar, dass trotzdem noch funktionelle Isoformen von MYC aus die-
ser Vorlage translatierbar sind, auf die in der Diskussion eingegangen werden soll.
Da das translozierte SOCS7-Allel offenbar inaktiviert war, wurde in der vorlie-
genden Arbeit auBBerdem das andere, nicht-translozierte Allel von SOCS1 aus geno-
mischer DNA des Falls amplifiziert und sequenziert. Es zeigte sich, dass auch dieses
Allel durch mehrere Mutationen zerstért wurde (Abbildung 3.4.1 auf der vorherigen
Seite, Abschnitt C), so dass der vorliegende Tumor kein funktionelles SOCS1-Protein

mehr bilden konnte.
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4 Diskussion

4.1 Einordnung der gefundenen Aberrationen der

Burkitt-Lymphome

Zytogenetische und niedrig aufgel6ste CGH-Analysen, die zuvor am BL durchgefiihrt
wurden, haben nur wenige konsistente genomische Imbalanzen aufgedeckt (Barth
et al., 2004; Garcia et al., 2003). Ein mdgliches Problem dieser friheren Untersuchun-
gen war die Definition der Entitat BL anhand nicht-molekularer Marker. Sie enthielten
moglicherweise Lymphome, die eher dem diversen Kreis der DLBCLs zuzuordnen
waren, die dann natlrlich Veranderungen einbrachten, die in neueren Studien mit
mBLs nicht reproduzierbar sind. In einer neueren Verdffentlichung, die konventionelle
CGH mit einer Auflésung im Zytobandbereich auf eine Gruppe mBLs angewendet hat
(Salaverria et al., 2008), ist die Verteilung der Imbalanzen &hnlich wie in der vorliegen-
den Arbeit: Zugewinne auf 1q, 18g24-ter und 13931-32; rekurrente Verluste auf 17p.
Der einzige, aber deutliche Unterschied sind die beschriebenen h&ufigen Zugewin-
ne auf 7g. In der vorliegenden Arbeit konnten solche Zugewinne nur in wenigen der
39 eingeschlossenen mBLs gefunden werden, vielleicht aufgrund einer unterschied-
lichen Zusammensetzung der Fallkollektive.

Die einzige hochauflésende Untersuchung an BLs mit Hilfe von Oligonukleotid-
matrix-CGH (engl. oligonucleotide array CGH, aCGH) untersuchte nur 13 Primartu-
more (und einige Zelllinien) mit ca. 44.000 Sonden (Toujani et al., 2009), was Auflé-
sung und Empfindlichkeit im Vergleich zum vorliegenden Ansatz mit 250k-SNP-Chips

einschrankte. Auch in dieser Publikation wurden die BLs unter histologischen Ge-
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sichtspunkten ausgewahlt. Die hochauflésende SNP-Chip-Untersuchung konnte viele
der publizierten Aberrationen an primaren mBLs reproduzieren, wobei oft eine héhere
Rekurrenz und engere Grenzen der betroffenen Genombereiche beobachtet werden
konnten.

Im Zuge des MMML-Verbundprojektes der deutschen Krebshilfe wurden einige
der verwendeten mBLs bereits mittels CGH untersucht (Hummel et al., 2006; Klapper
et al., 2008). Riickblickend ergibt sich eine gute Konkordanz zwischen den beiden
Methoden. Wie erwartet detektierten die SNP-Chips zahlreiche Aberrationen, die die
CGH aufgrund von Aufldsungsbeschrankungen nicht wahrnehmen konnte. Insgesamt
zeigten die CGH-Klone jedoch die korrekte Tendenz fir jede Aberration in der SNP-
Chip-Analyse. Ein Problem, das erst in der hochauflésenden Analyse der vorliegen-
den Arbeit akut wurde, war die Detektion von Keimbahn-Kopienzahlpolymorphismen.
Da keine Keimbahn-DNA der Patienten im MMML vorlag, musste durch die Filterung
mit Hilfe einer Datenbank fast die Halfte aller detektierten Imbalanzen verworfen wer-
den.

Obwohl der Vergleich der gefundenen Lasionen der BLs zu anderen aggres-
siven Lymphomen interessant wére, scheitert ein direkter Vergleich am Mangel an
Publikationen mit ahnlich hochauflésenden Verfahren. Trotzdem lassen sich einige
allgemeine Aussagen treffen. Eine aCGH-Analyse mit 3000 BAC-Klonen detektierte
eine mediane Anzahl von Kopienzahlveranderungen von 8,5 fir DLBCLs (Hummel
et al., 2006). Die deutlich héher aufgel6sten SNP-Chip-Daten der vorliegenden Arbeit
ergeben flr BLs mediane Veranderungen von 6,0 fur die 250k-Auflésung und 8,5 fir
die 500k-Auflésung. Trotz der deutlich gesteigerten Auflésung der eingesetzten Platt-
form erreichen die mBLs also gerade eben das Ausmaf der Veranderungen, die in
DLBCLs schon bei niedriger Auflésung erkennbar sind. Eine andere Untersuchung
mit 5000 BAC-Klonen fand mehr als 15 Regionen, die in wenigstens 20% der unter-
suchten DLBCLs eine Imbalanz zeigten (Oudejans et al., 2009). In den vorliegenden
mBL-Daten finden sich nur zwei Imbalanzen in mehr als 20% der Tumore. Diese Ver-

gleiche lassen den Schluf3 zu, dass BLs relativ stabile Genome haben, zumindest im
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Vergleich zu DLBCLs.

Ein groBer Vorteil der eingesetzten SNP-Chips, vor allen Dingen im Vergleich
zur Methode der CGH, ist die M&glichkeit, UPDs zu detektieren. Innerhalb des vorlie-
genden BL-Kollektivs wird dieser Vorteil jedoch durch das Fehlen von Keimbahn-DNA
eingeschrankt. Nichtsdestotrotz war es maoglich, durch die statistische Analyse der
Genotypfrequenzen robuste Aussagen zum Auftreten von LOHs zu treffen. In mehre-
ren anderen Tumorentitaten konnte bereits gezeigt werden, dass UPDs ein weiterer
Weg sind, Tumorsuppressorgene zu inaktivieren (Nielaender et al., 2006; Fitzgibbon
et al., 2005), neben Deletionen und/oder Mutationen. Bei der Planung der Analysen
wurde deswegen erwartet, dass die Integration von LOHs und genomischen Verlusten
in der vorliegenden Arbeit die noch genauere Lokalisation von Tumorsuppresorgen-
Kandidaten erlauben wiirde. Stattdessen zeigen die erhaltenen LOH-Daten, dass es
wenig Kongruenz zwischen UPDs und Kopienzahlverlusten gibt. Ein Blick auf die
UPD-Daten der Abbildung 3.1.1 offenbart sogar, dass es generell keine starke Ak-
kumulation von UPDs in bestimmten Bereichen gibt, anders als bei den Kopienzahl-
aberrationen beobachtet. Zusammenfassend lasst sich also sagen, dass UPDs als
alternativer Mechanismus zur Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen keine grof3e
Rolle in der Pathogenese von BLs spielen.

Durch das Vorliegen von Genexpressionsdaten aus dem MMML-Verbundprojekt
fir dieselben BLs, die in der vorliegenden Arbeit mit SNP-Chips analysiert wurden,
konnte ein klarer Gendosiseffekt der rekurrent imbalanzierten Regionen aufgezeigt
werden (Abbildung 3.1.3). Die einzige Ausnahme war der rekurrente Zugewinn auf
7934, der neun Gene enthielt, von denen keines einen starken Dosiseffekt zeigte.
Insgesamt unterstreicht dies, dass Zugewinn und Verlust von genomischen Material
wichtige Mechanismen zur Deregulation von Genen im BL darstellen.

Vier der analysierten BL-Félle besaBBen durch eine groB3e Deletion auf Chromo-
som 17 nur noch eine Kopie von TP53, das flr den Tumorsuppressor p53 kodiert.
Diese vier zeigten eine niedrigere TP53-Expression als die 35 nicht betroffenen Falle
(Abbildung 3.1.3). Drei weitere BLs wiesen UPDs auf, die mit TP53 Uberlappten. Ein
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Ruckgriff auf die Datenbank des MMML-Verbundes machte klar, dass fir 33 der ins-
gesamt 39 BLs TP53-Mutationsanalysen aus einer anderen Arbeitsgruppe vorlagen
(unpubliziert). Zwei von zwei Fallen mit heterozygoter Deletion und zwei von zwei Fal-
len mit UPD trugen inaktivierende Mutationen auf dem verbliebenen Allel, verglichen
mit 10 von 29 mutierten Fallen (34%) ohne Aberration laut SNP-Chip. Deletion wie
UPD scheinen in diesen Tumoren also einen Mechanismus darzustellen, p53 dauer-
haft zu inaktivieren. Erwéhnt werden muss ausserdem, das drei weitere Félle kleine,
heterozygote Deletionen in der Nahe von, aber nicht Gberlappend mit, TP53 aufwie-
sen. Der Abstand betrug etwa 2 Mb, und jede der Deletionen umfasste die Gene
STX8, USP43 und WDR16. Da jedoch fur keines der Gene bisher eine Rolle in der
Krebs- oder B-Zell-Entwicklung beschrieben wurde und es keine differentielle Expres-
sion der Genprodukte zwischen B-Zell-Entwicklungsstufen gibt (unpublizierte Daten
aus dem Labor von Ralf Klippers), bleibt die Relevanz dieser Deletionen unklar.

Ein signifikant hochreguliertes Gen in der amplifizierten Region 18921.2, POLI,
kodiert fur die DNA-Polymerase lota. Dieses Protein spielt eine Rolle als fehlerbehaf-
tete Polymerase in der somatischen Hypermutation (Faili et al., 2002) und in einigen
Formen der DNA-Reparatur (Petta et al., 2008). In der vorliegenden Arbeit konnte
eine Assoziation der Uberexprimierung von POL/ und einem hohen Anteil von ab-
beranten Kopienzahlmarkern festgestellt werden (Abbildung 3.1.4). Die Auspragung
von POL/ zeigte eine positive Korrelation mit zunehmender genomischer Instabilitat
im BL-Kollektiv (Spearman-Korrelation=0,3; p=0,06). Fir Brustkrebszellen konnte be-
reits gezeigt werden, dass eine gesteigerte Menge Polymerase lota zu einer h6heren
Mutationsfrequenz fihrt (Yang et al., 2004). Die vorliegenden Daten legen einen ahn-
lichen Zusammenhang im BL zumindest nahe. Interessanterweise hat eine Studie
an Méausen POLI sogar als neues Onkogen im Kolorektalen-Krebsmodell postuliert
(Starr et al., 2009).

Diese Arbeit konnte zeigen, dass das MYC-Gen nicht nur Ziel von Translokati-
onsereignissen ist, sondern auch von genomischen Zugewinnen in 5 der 39 mBLs.

Die Tatsache, dass die Auspragung von MYC in den funf Fallen mit Zugewinn nicht
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anders war als in den tbrigen Féallen, ist durch die enge Verknipfung des BL-Pha-
notyps mit der MYC-Expression zu erklaren. Nur Tumorklone, die eine starke MYC-
Hochregulation zeigen, werden phanotypisch zu mBLs, egal auf welche Weise diese
Hochregulation erreicht wird (Hummel et al., 2006). Dies zeigt auch der Einschluss
von drei BLs im vorliegenden Kollektiv, die keine detektierbare MYC-Translokation
aufwiesen, aber trotzdem als mBL klassifiziert wurden. Zwei dieser Falle zeigten
einen Zugewinn von Material an der Position von MYC. Es lasst sich also sagen,
dass die haufigste Deregulationsmethode innerhalb der mBLs die Translokation an
einen IG-Lokus ist, dass jedoch der Gewinn von MYC-Kopien ein weiterer Weg ist,
die Auspragung dieses wichtigen Gens zu steigern. Die drei BLs, die Zugewinne zu-
satzlich zur Translokation aufwiesen, reprasentieren vermutlich unbalanzierte Trans-
lokationsereignisse, in denen Material nahe des Bruchpunkts durch die DNA-Repa-
raturmaschinerie vervielféltigt wird. Fir den einzelnen Fall ohne Translokation und
ohne andere detektierte Auffalligkeit am MYC-Lokus, aber mit &hnlich starker MYC-
Auspragung wie bei den tbrigen mBLs, bleibt der Mechanismus der Deregulation un-
bekannt. Im untersuchten Kollektiv war keine Assoziation zwischen TP53-Deletionen,
die die pro-apoptotische Wirkung des MY C-Proteins einschréanken kénnen, und MYC-
Zugewinnen feststellbar.

Eine weitere rekurrente Aberration, die die Deregulation von MYC beeinflusst,
ist der Zugewinn des miRNA-17-92-Superclusters, der direkt vom MYC-Protein trans-
aktiviert wird (O’'Donnell et al., 2005). Fir diese Ansammlung von miRNA-Genen
konnte in anderen Arbeiten eine deutliche Uberexpression gezeigt werden, und zwar
in mehreren soliden Krebsarten (Volinia et al., 2006) und B-Zell-Tumoren (Tagawa
et al.,, 2007), in denen auch Amplifikationen des Gens beschrieben wurden (Ota
et al., 2004). Uberexpression der codierten miRNAs in Mauslymphozyten reduziert
die Apoptose dieser Zellen und fuhrt zur beschleunigten Entwicklung von Lympho-
men (Xiao et al., 2008), was der Definition eines Onkogens entspricht (He et al.,
2005). Der Cluster und das MYC-Onkogen haben einen synergistischen Effekt auf

die Entstehung aggressiver Krebsarten (Tagawa et al., 2007). Die miRNAs erlauben
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es dem Tumor dabei, der aktivierungs-induzierten Apoptose zu entgehen, die nor-
malerweise durch MYC-Uberexpression ausgeldst wird. Dies geschieht z.B. durch
die reduzierte Auspragung der miRNA-Zielgene TGFBR2 (Tagawa et al., 2007), BIM
und PTEN (Xiao et al., 2008; Mu et al., 2009).

Der miRNA-17-92-Supercluster wird seinerseits durch eine selbstregulierende
Ruckkopplung mit Proteinen der E2F-Familie kontrolliert (Sylvestre et al., 2007). Im
vorliegenden Datensatz wiesen drei mBL-Falle heterozygote Deletionen der Region
1p36.12 auf. In diesem Bereich liegt das Gen E2F2, dessen Genprodukt direkt den
Promotor des miRNA-Superclusters bindet und seine Expression erhdht (Sylvestre
et al., 2007). Die drei Falle mit E2F2-Deletion hatten ein niedrigeres mRNA-Niveau
dieses Transkriptionsfaktors als nicht betroffene Félle, dies erreichte jedoch keine
statistische Signifikanz. Die Deletion eines positiven Regulators des miRNA-Clusters
scheint auf den ersten Blick auch widersinnig, da das miRNA-Polycistron in anderen
Tumoren des Kollektivs ja selektiv amplifiziert vorlag, eine héhere Dosis also vorteil-
haft fir den Klon ist. Eine M&glichkeit ist, dass die Expressionsverringerung des Tran-
skriptionsfaktors E2F2 weitere Effekte auf den Tumor hat, die die Herabregulation des
miRNA-Clusters aufwiegen. Ausserdem ist es mdglich, dass in Tumoren mit Deletion
von E2F2 andere Transkriptionsfaktoren die Rolle dieses E2F-Familienproteins in der
Regulation des miRNA-17-92-Clusters Ubernehmen, z.B. das stark Uberexprimier-
te MYC als direkter Transaktivator des Cluster-Promotors. Fur diese Theorie spricht
ein Mausmodell, in dem gezeigt werden konnte, dass E2F2 als Tumorsuppressor
in B-Zellen von M&usen mit konstitutiver MYC-Uberexpression wirkt (Rempel et al.,
2009). Die Mause mit einem heterozygoten Verlust von E2F2 zeigten eine starke
Haploinsuffizienz, die eine stark beschleunigte Entwicklung von MY C-getriebenen B-
Zell-Lymphomen bewirkte. Dies legt nahe, dass auch in humanen, MYC-getriebenen
BLs der Verlust eines Allels von E2F2 einen starken Effekt auf die Entwicklung des
Zellklons hat. Eine weitere interessante Beobachtung in unserem Datensatz ist, dass
die Amplifikationen des miRNA-Clusters und die Deletionen von E2F2 niemals zu-

sammen im gleichen Tumor gefunden wurden, eines der beiden Ereignisse also ver-
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mutlich ausreicht, um das empfindliche Gleichgewicht der Rickkopplung dieser Fak-
toren zu storen.

Zusamenfassend l&sst sich sagen, dass in der vorliegenden Arbeit bereits be-
schriebene Aberrationen im BL mit hoher Auflésung bestatigt werden konnten, und
zusatzlich viele neue rekurrente Veranderungen detektiert wurden, deren funktionale
Signifikanz in weiteren Detailarbeiten geklart werden muf3. Auffallend viele der neuen
Lasionen betreffen den Transkriptionsfaktor MYC direkt oder indirekt, was einerseits
die herausragende Bedeutung dieses Proteins in der Pathogenese des BL unter-
streicht, andererseits aber auch zeigt, dass die Deregulation dieses zentralen Faktors

deutlich komplexer ist als bisher angenommen.

4.2 Einordnung der gefundenen Aberrationen in
DLBCLs

Die im Ergebnisabschnitt vorgestellten Veranderungen finden im Grof3en und Gan-
zen Bestatigung durch die bisher publizierten Untersuchungen an DLBCLs. Bea et al.
(2009) analysierten 64 DLBCLs (nicht unterteilt nach Subgruppen) mittels CGH und
fanden dabei rekurrente Zugewinne auf 18q, Xq, 2p, 7q und 12p. Rekurrente Verluste
beschrieben sie fir 6g und 17p. Vergleicht man dazu Abbildung 3.2.1 auf Seite 44,
so kann man alle diese Verédnderungen auch im Kollektiv der vorliegenden Arbeit
finden. Die Unterteilung in ABC- und GCB-Tumore erlaubt jedoch z.B. die Aussage,
dass die 2p und 12p Zugewinne fast nur in den GCB-DLBCL auftreten. AuBerdem
ermdglicht die hdhere Auflésung der SNP-Chips, die gefundenen Aberrationen en-
ger einzugrenzen und so sinnvollere Kandidatenregionen zu benennen. Die gro3ere
Anzahl an Lymphomen flhrt zu einer reprasentativeren Abbildung der Zusténde in
dieser Entitét.

Eine weitere wichtige Arbeit, die beim Blick in die bisherige Literatur erwéhnt
werden muss, ist Pasqualucci et al. (2011b). Die Autoren dieser Arbeit untersuchten

6 DLBCLs mit hochaufldésenden SNP-Chips und massiv paralleler Sequenzierung.
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Die so entdeckten Veranderungen wurden dann an weiteren Primarfallen bestatigt
und mit genaueren Frequenzen gekennzeichnet. Zur Analyse rekurrenter Kopienzahl-
veranderungen war das Kollektiv von 6 Fallen selbstverstandlich zu klein, aber eine
wichtige Aussage dieser Arbeit ist die vorgefundene Komplexitat der klonalen Aber-
rationen: Im Durchschnitt konnten mit den beschriebenen Methoden 30 klonale Ver-
anderungen im kodierenden Genom eines Lymphoms gefunden werden. Auf3erdem
wurden erstmals rekurrente Mutationen (in 24% der untersuchten Falle) im MLL2-
Gen beschrieben und die haufige Veranderungen von Genen beschrieben, die eine
Rolle in der Erkennung des Tumors durch das Immunsystem, speziell zytotoxische
T-Zellen, spielen.

Im Folgenden soll eine Betrachtung ausgewahlter Gene innerhalb der als re-
kurrent aberrant erkannten Bereiche erfolgen, die aufgrund ihrer bekannten Funktion
eine Rolle in der Pathogenese des DLBCL spielen kénnten. Zur Beurteilung der Plau-
sibilitdt einer Deregulierung war es in der vorliegenden Arbeit ebenfalls von Vorteil,
dass globale Genexpressionsdaten der gleichen Falle im MMML vorlagen, da so die
Expression in Fallen mit genomischer Aberration mit den Fallen ohne entsprechen-
de Kopienzahlveranderung verglichen werden konnte. Eine Veranderung der Gen-
expression durch eine Anderung der Kopienzahl des Gens kann hierbei ein Hinweis
sein, dass die Aberration durch die Konzentrationsanderung der Genprodukte Effekte

auf Zellfunktionen ausubt.

4.2.1 Rekurrente Veranderungen in GCB-DLBCLs

Das wohl herausstechendste Gen in der rekurrent hinzugewonnenen Region 2p15
ist REL, eine wichtige Untereinheit des NFxB-Komplexes. AuBBerdem ist in derselben
durch GISTIC detektierten Region BCL11A annotiert. Beide Gene sind in der eben-
falls bereits als rekurrent aberrant erkannten Region als Onkogene diskutiert worden
(Fukuhara et al., 2006). Fir BCL11A wird hierbei als onkogener Effekt eine Deregulie-
rung diverser Zielgene dieses Transkriptionsfaktors postuliert, wohingegen eine Uber-

expression von REL zu einer Hyperaktivitat des NFxB-Komplexes flihren kann (Star-
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czynowski et al., 2003). Beide Effekte wiirden so zu einem gesteigerten Uberlebens-
und Proliferationssignal in der Tumorzelle fihren. Fukuhara et al. konnten bereits zei-
gen, dass in vielen Tumoren nicht nur beide Gene in erhéhter Kopienzahl vorliegen,
sondern auch die Expression beider Genprodukte in betroffenen Lymphomen gestei-
gert ist. Auch in der vorliegenden Arbeit umfaf3t die rekurrent hinzugewonne Region
(33% der GCB-Falle) beide Gene, und ein Ruckgriff auf die Expressionsdaten des
MMML-Verbundes zeigte einen signifikanten Zusammenhang zwischen Kopienzahl
und Genexpression sowohl flir REL als auch fiur BCL11A. Es erscheint also wahr-
scheinlich, dass die betroffenen Tumore durch Erhéhung der Kopienzahl in diesem
Bereich des Genoms einen wichtigen Uberlebensvorteil erwerben, indem sie sowohl
den NFxB-Signalweg als auch die Zielgene des BCL11A-Transkriptionsfaktors dere-
gulieren.

Ein weiterer, bereits als pathogenetisch relevant erkannter Faktor ist die konsti-
tutive Aktivierung des JAK/STAT-Signalwegs in vielen DLBCLs (Meier et al., 2009). Im
vorliegenden Kollektiv kann bestatigt werden, dass das Gen JAKZ2 sich in einem re-
kurrent hinzugewonnenen Bereich (9p24.2, detektiert in 11% der Falle) befindet und
dies auch zu einer erhdhten Expression dieses wichtigen Molekdils flihrt. Bereits in
der zitierten Arbeit von Meier et al. konnte gezeigt werden, dass eine ErhOhung der
JAK2-Dosis zu einer verstarkten Aktivierung nachgeschalteter STAT-Faktoren flhrt,
und so die Signalaktivitat in diesem Pfad steigert. Das JAK/STAT-Signal dient hierbei
dem Tumorklon als weiteres anti-apoptotisches Signal, zur Ubersteuerung ex- und
intrinsischer Todessignale.

In der Region 11p13 befindet sich das Gen fiir den Oberflachenrezeptor CD44.
Dieser interagiert mit eine Vielzahl von Liganden, darunter Hyaluronséure, Kollage-
nen und anderen Molekilen der extrazellularen Matrix. Im vorliegenden GCB-Kollektiv
zeigen 20% der GCB-DLBCLs eine Kopienzahlerhéhung dieses Gens. In der Litera-
tur sind bereits Verdnderungen dieses Locus beschrieben, jedoch bisher keine Zu-
gewinne. Tzankov et al. (2003) konnten zeigen, dass die differentielle Expression

von CD44-lsoformen in DLBCLs mit klinischen Parametern korreliert, also offenbar

70



4 Diskussion

funktionelle Relevanz fir den Lymphomklon besitzt. AuBerdem wurde in einer ande-
ren Arbeit eine rekurrente Translokation in verschiedenen malignen Lymphomen be-
schrieben, die den CD44-Lokus unter die Kontrolle eines IgH-Enhancers bringt und
so die Expression von bestimmten CD44-lsoformen erhdht (Hu et al., 2010). Diese
Translokation fihrte in den in dieser Arbeit getesteten Zelllinien zu Apoptoseresistenz
durch konstitutive Aktivierung des CD44-Signals. Eine ahnliche Entdeckung wurde in
Zellen der chronisch lymphatischen Leukamie gemacht: Gesteigertes CD44-Signal
dient diesen Zellen als Uberlebenssignal (Herishanu et al., 2011). Es ist deswegen
anzunehmen, dass auch in GCB-DLBCLs die Vermehrung der Genkopien zu einem
pathologischen CD44-Signal durch Kontakt mit der extrazelluldren Matrix flhrt, das
den Zellen zur Uberwindung von Todessignalen dient.

Eine interessante Beobachtung in der vorliegenden Arbeit war der rekurrente
Zugewinn eines Bereichs auf 12q12 (in 39% der GCB-DLBCLs), der auch das Gen
HDACTYA einschlie3t, das zudem eine differentielle Genauspragung in betroffenen
Fallen im Vergleich zu Féllen mit zwei Kopien zeigte. HDAC7A kodiert fir eine Histon-
Deacetylase, die Uber ein Zusammenspiel mit anderen Faktoren den Acetylierungs-
zustand an diversen Loci des menschlichen Genoms steuert. Es konnte in anderen
Arbeiten bereits gezeigt werden, dass in der Progression zum Adenokarzinom eine
Selektion fir eine hdhere HDAC7A-Expression stattfindet, es sich in diesem Kontext
also um ein Onkogen handelt (Ouaissi et al., 2008). Zhu et al. (2011) konnten zeigen,
dass das HDAC7A-Protein an den MYC-Lokus bindet. Eine Reduktion der HDAC7A-
Menge bewirkte in dieser Arbeit eine direkte Reduktion der MYC-Menge in Zelllinien,
was zu Wachstumsstop und Seneszenz fihrte. Eine andere Arbeit konnte aufzeigen,
dass HDACT7A in der Regulation von Zielgenen direkt mit BCL6 kooperiert (Lemercier
et al., 2002), einem Transkriptionsfaktor, der in DLBCLs oft durch Translokationen de-
reguliert ist (Wagner et al., 2011). Diese Befunde lassen HDAC7A auch als Onkogen-
Kandidaten in DLBCLs plausibel erscheinen. Eine Deregulierung dieser Acetylase
kdnnte dem Tumor die Deregulierung eines Netzes von Zielgenen erlauben, gerade

in Kooperation mit anderen deregulierten Transkriptionsfaktoren oder Chromatinbe-
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standteilen. In diesem Zusammenhang, der Deregulierung des Chromatinzustands,
ist es auch von Interesse, dass Pasqualucci et al. (2011a) rekurrente monoallelische
Inaktivierungen von Acetylase-Genen in DLBCLs beschrieben haben, die direkten
EinfluB auf die p53- und BCL6-Expression nehmen. Da diese quasi die ,andere Sei-
te” der Acetylierungsregulierung darstellen, erscheint es insgesamt wahrscheinlich,
dass eine Acetylierungs-Dosisveranderung in DLBCLs einen evolutionaren Vorteil fir
den Tumorklon darstellt. Diese kénnte dem Klon z.B. erlauben, epigenetisch stillge-
legte Gene zu reexprimieren, indem EinfluB auf die Bindungsstarke von Transkripti-
onsfaktoren und anderen Proteinen genommen wird, die auf Chromatinmarkierungen
reagieren.

Besonders erwahnenswert sind ebenfalls die rekurrenten Zugewinne in 25%
der GCB-DLBCLs, die den Lokus des miRNA-Clusters-17-92 auf 13931.3 betreffen.
Wie schon im Abschnitt Gber die BLs ( auf Seite 62) beschrieben, steuern die Pro-
dukte dieser Ansammlung von miRNA-Genen eine Vielzahl von zellularen Prozessen,
die das Gleichgewicht aus Wachstum und Apoptose mitbestimmen. Die Expression
dieses Clusters ist oftmals lber eine Riickkopplung an die Expression von Zielgenen
gekoppelt, so dass sich in nicht-malignen Zellen stabile Expressionsmuster einstel-
len kdnnen. Die genauen Effekte, die dies auf die Entwicklung des Lymphomklons
hat und die in der Literatur bereits beschrieben sind, wurden im Abschnitt der BLs
ausgeflihrt, so dass hier nicht noch einmal gesondert auf die Details eingegangen
werden soll. Es bleibt festzuhalten, dass die Deregulation dieser miRNA-Gene Uber
genomische Zugewinne sowohl in Burkitt- als auch in diffus grof3zelligen Lymphomen
eine Rolle zu spielen scheint.

Ahnlich verhélt es sich mit den rekurrenten Zugewinnen auf 18921.2 (in 20%
des GCB-Kollektivs). Das einzige Gen, das eine differentielle Genexpression in GCB-
Fallen mit Zugewinn zeigte, war POLI. Dieses Gen kodiert die humane DNA-Polyme-
rase lota und war ebenfalls in den in dieser Arbeit untersuchten BLs dereguliert, in
denen auch eine Assoziation der Auspragungsstarke dieses Gens mit einer erhéhten

Menge Aberrationen im Genom gezeigt werden konnte (Abschnitt 3.1). Es lasst sich
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also spekulieren, dass die Erh6hung der Mutationsfrequenz durch Verschiebung der
verwendeten DNA-Reparaturprozesse hin zu mehr fehleranfalligen Komplexen ein
gemeinsames Merkmal einiger BLs und GCB-DLBCLs darstellt.

Beim Blick auf die Regionen, die als rekurrenter Verlust detektiert wurden, be-
finden sich dort viele bekannte oder spekulative Tumorsuppressorgene. In der Region
1p36 (verloren in 18% der GCB-DLBCLSs) sind drei Gene annotiert, die von verschie-
denen Autoren als Tumorsuppressorgene diskutiert wurden. Das Produkt des Gens
DFFB, das in unserem GCB-Kollektiv in Fallen mit Verlust signifikant niedriger ex-
primiert war, spielt eine Rolle in der Ausfihrung der Apoptose, in der es zur Frag-
mentierung der DNA beitragt. Sein Einflu3 auf die Regulation des Apoptoseeintritts
ist unklar, aber in Zelllinienmodellen konnte eine gesteigerte Apoptoseresistenz bei
Herabregulation von DFFB gezeigt werden (McDonald et al., 2005). In der gleichen
Region befinden sich die beiden Gene TP73 und TP73-AS1. TP73-AS1 kodiert ei-
ne RNA, deren Fehlen offenbar in verschiedenen malignen Tumoren Apoptose- und
Chemotherapieresistenz erzeugt (Pang et al., 2010). TP73 wiederum kodiert p73, ein
Protein, dass zusammen mit p53 eine zentrale Instanz zur Einleitung der Apoptose
darstellt. Vergleichbar mit p53 konnte in mehreren Tumorentitaten eine Inaktivierung
von TP73 durch Deletion, Mutation oder epigenetische Stilllegung beobachtet wer-
den, was auf die Bedeutung dieses Genprodukts als Tumorsuppressor hindeutet (Pei
et al., 2011).

In der Region 6q15 (verloren in 20% der GCB-DLBCLs) sind zwei Gene anno-
tiert, die im Kontext dieser Entitat interessant erscheinen. Das erste ist CASPSAP2,
das einen Teil des CD95(FAS)-Signalkomplexes kodiert, der zur Aktivierung von Cas-
pase8 beitragt. Das Signal Gber CD95 erfolgt im Kérper z.B. Uber Kontakt mit zytoto-
xischen Zellen, die dieses zur Elimination von aberranten Zellen verwenden (Waring
und Mullbacher, 1999). Eine Herabregulation des CASP8AP2-Genprodukts reduziert
in Zelllinien die Apoptoseneigung unter CD95-Signal (Milovic-Holm et al., 2007). Kli-
nisch konnten Jiao et al. (2012) feststellen, dass eine niedrigere CASP8AP2-Ex-

pression mit einer schlechteren Prognose bei akut lymphatischer Leukamie asso-
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ziiert ist. Diese Beobachtung, zusammen mit der Rolle des Genprodukts im FAS-
Signalkomplex, legt eine Funktion als Tumorsuppressorgen nahe.

In der gleichen rekurrent deletierten Region befindet sich das wichtige B-Zell-
Gen BACH?2. Das kodierte Protein ist ein zentraler Faktor, der die Entwicklung und
Identitat einer B-Zelle steuert (Alinikula et al., 2011; Nutt et al., 2011). Uber Rick-
kopplungsschleifen ist BACHZ in eine Vielzahl von Regulationsprozessen eingebun-
den, die zur normalen Funktion einer B-Zelle erforderlich sind. Z.B. reprimiert BACH2
zusammen mit BCL6 den Transkriptionsfaktor Blimp-1 und unterdriickt so die vor-
zeitige Differenzierung zu Plasmazellen (Ochiai et al., 2008). In retrospektiven klini-
schen Studien an DLBCL-Féllen konnten Sakane-Ishikawa et al. (2005) zeigen, dass
eine niedrigere BACH2-Expression im Tumorklon mit einer signifikant schlechteren
Uberlebenswahrscheinlichkeit des Patienten assoziiert ist. Es ist anzunehmen, dass
der spatere Tumorklon im Laufe seiner Entwicklung das starre und gut kontrollierte
Genexpressionsprogramm einer B-Zelle durchbrechen muss, um zu entarten. Dies
kdnnte beispielsweise durch eine Reduktion der BACH2-Expression Uber einen Gen-
dosiseffekt per Verlust genomischen Materials erfolgen, da dadurch vermutlich das
Gleichgewicht zwischen den verschiedenen Differenzierungssignalen einer B-Zelle
empfindlich gestért werden kann.

Das Gen RHOBTB?Z ist ein Tumorsuppressorkandidat, der in der Region 8p21.2
liegt. In der Literatur existieren Belege flr eine Tumorsuppressorfunktion in Brust-
krebs (Ling et al., 2010) und Blasenkrebs (Shi et al., 2008). Das Gen kodiert eine
kleine Rho-GTPase, die eine Rolle in der Zellzykluskontrolle, der Apoptose, dem Zy-
toskelett und dem Membrantransport spielt (Siripurapu et al., 2005). Ein Faktor, der
zur Bedeutung als Tumorsuppressorgen beitragt, ist die Unterdrickung der Expres-
sion von CCND1 (Cyclin D1) durch die Expression von RHOBTB2 (Yoshihara et al.,
2007). Da CCND1 das Fortschreiten des Zellzyklus kontrolliert, fihrt eine Herabre-
gulation dieses Genprodukts zu einer Verlangsamung oder sogar einem Stop der
Zellteilung. Aus diesem Grunde sind Veranderungen in CCND1 oder nachgeschalte-

ten Signalproteinen weit verbreitet in malignen Tumoren (Musgrove et al., 2011). Eine

74



4 Diskussion

Deletion von RHOBTBZ2 kénnte also einen Mechanismus darstellen, um die Menge
Cyclin D1 in der Zelle zu erhéhen und so das Aufrechterhalten des Zellzyklus auch
unter Bedingungen erméglichen, unter denen nicht-veranderte Zellen ihre Proliferati-
on stoppen wirden.

Eine &hnliche Funktion besitzt die haufige Inaktivierung des Lokus von CDKN2A
und CDKNZ2B auf 9p21.3, der im vorliegenden GCB-Kollektiv in 14% der Falle dele-
tiert ist. In der Literatur ist klar belegt, dass der Verlust von Genmaterial an dieser
Position mit einer Reduzierung der Genprodukte einhergeht (Gendosiseffekt) und
in DLBCLs zu einer signifikant schlechteren Prognose flihrt (Lee et al., 2010; Jar-
din et al., 2010). Die kodierten zyklin-abhangigen Kinase-Inhibitoren 2A und 2B sind
ebenfalls zentrale Steuerstellen fir das Fortschreiten des Zellzyklus, wobei ein Ver-
lust ihrer Auspragung zum Verlust der Zellzykluskontrolle fihrt (Dominguez-Brauer
et al., 2010). Da diese beiden Proteine auch eine wichtige Rolle in der Apoptose-
einleitung Gber den p53-Signalweg spielen (Dominguez-Brauer et al., 2010), ist ihr
Verlust gleich auf mehreren Wegen von Vorteil fiir das Uberleben des Tumorklons.

In der vorliegenden Arbeit wurden in 16% der GCB-DLBCLs Deletionen im Be-
reich 10923.31 detektiert, die CD95 (den FAS-Rezeptor) betreffen. Die Expression
dieses Gens war in Fallen mit Deletion signifikant geringer als in Fallen mit zwei Kopi-
en. FAS-Signal spielt eine wichtige Rolle in der Entwicklung von B-Zellen, den Vorlau-
ferzellen des DLBCLs (Kiippers, 2005). Uber das Auslésen dieses Signalweges durch
andere Zellen, die einen Liganden auspragen (z.B. zytotoxische T-Zellen), werden B-
Zellen selektiert, die dann die Apoptose einleiten. Ein Verlust oder eine Reduzierung
in der Expression von FAS kénnte so einen wichtigen Schritt auf dem Weg hin zum
Entkommen aus der Immuniberwachung darstellen (Klppers, 2005). Dass der Ver-
lust von FAS eine funktionelle Auswirkung auf den DLBCL-Zellklon hat, ist durch eine
Assoziation zwischen guter Prognose und hoher FAS-Expression in der Literatur be-
reits mehrfach gezeigt worden (Kojima et al., 2006; Chatzitolios et al., 2010). Einen
moglichen Mechanismus in DLBCLs, wie dieser Lokus besonders haufig von Muta-

tionen betroffen sein kann, stellt die Maschinerie der somatischen Hypermutation be-
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reit. Es konnte gezeigt werden, dass in normalen B-Zellen regelmassig Mutationen in
den CD95-Lokus eingefiihrt werden, da dieses Gen offenbar ebenfalls, wenn auch in
deutlich geringerer Frequenz als der Ig-Lokus, als Ziel der Hypermutation dient (MU-
schen et al., 2002). Da diese Mutationen teilweise auch zu Doppelstrangbrichen mit
nachfolgenden fehlerbehafteten Reparaturprozessen fihren, ist sogar denkbar, dass
auch die im SNP-Chip detektierten Verluste von Material an dieser Stelle urspringlich
durch Lasionen der somatischen Hypermutation begriindet sind.

In der rekurrent deletierten Region 16913 (in 8% der GCB-Falle) liegt das Gen
CYLD, dessen Expression in Fallen mit Deletion signifikant geringer war. Das Pro-
dukt dieses Gens hemmt die Aktivierung des NFxB-Komplexes, der wiederum Einfluf3
auf diverse Zellsignalwege nimmt, und ist ein wichtiger Tumorsuppressor (Kovalenko
et al., 2003). So flhrt ein Verlust der CYLD-Expression sowohl zum Ansteigen des
Signals im WNT-Signalweg (Tauriello et al., 2010) als auch zu einer generellen Re-
sistenz der Zellen gegen Apoptosesignale durch eine konstitutive NFxB-Aktivierung
(Brummelkamp et al., 2003). Kopienzahlverluste dieses Gens sind ebenfalls in eini-
gen Fallen des klassischen Hodgkin-Lymphoms beschrieben worden, wo sie auch
zur Aktivierung des NFxB-Signals beitragen (Schmidt et al., 2010).

Nur kurz erwahnt werden soll an dieser Stelle die rekurrente Deletion im Be-
reich 19p13.3 in 16% der GCB-DLBCLSs, die die beiden Gene TNFSF7 und TNFSF9
einschlie3t. Auf die Bedeutung und das genaue Mal an Rekurrenz, das im Lym-
phomkollektiv der vorliegenden Arbeit festgestellt wurde, wird in den Abschnitten 3.3

auf Seite 53 und 4.3 auf Seite 82 eingegangen.

4.2.2 Rekurrente Veranderungen in ABC-DLBCLs

In der Rekurrenzanalyse dieser Lymphome wurden einige Regionen detektiert, die
Gene enthalten, die auch in GCB-DLBCLs als rekurrent verandert erkannt werden
konnten. Bei den Zugewinnen sind dies die Bereiche auf 9p24.1 (in 29%) und 11p13
(in 39% der ABC-DLBCLs), in denen die Gene JAK2 bzw. CD44 annotiert sind, bei
den Verlusten RHOBTBZ2 auf 8p21.3 (in 18%) und CDKN2A+B auf 9p21.3 (in 47%).
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Zur genauen Erérterung der mdglichen Funktion der Aberrationen in der Entwicklung
des DLBCL wird an dieser Stelle auf die Diskussion bei den GCB-DLBCLs verwie-
sen. Der Uberlappende Fund spricht fir die gro3e Bedeutung, die die Deregulation
des JAK/STAT-Signalweges wie auch der Zellzyklus- und Apoptosekontrolle in der
Pathogenese des DLBCL innehat.

Die sonstigen rekurrenten Zugewinne waren oft sehr gro3 oder erreichten eine
geringe Signifikanz (siehe Abschnitt 7.2). In der Region 7p12.2 (Zugewinn in 19%
der ABC-Falle) stach das Gen IKZF1 (IKAROS) heraus, das eine wichtige Funktion
in der Kontrolle der Haematopoese und der Lymphozytendifferenzierung spielt. Seine
genaue Funktion in DLBCLs ist unklar, auch bedingt dadurch, dass es ansonsten in
Leukamien oft inaktiviert, also als Tumorsuppressor beschrieben wurde (Payne und
Dovat, 2011). Da dieser Faktor jedoch eine ganze Reihe von Funktionen in gesunden
Zellen ausfuhrt und die Expression vieler Zielgene steuert, ist nicht auszuschliessen,
dass auch eine Uberexpression aufgrund von genomischen Zugewinnen pathogene-
tische Relevanz besitzen kdnnte.

Die Liste der detektierten Regionen mit rekurrentem Verlust in ABC-DLBCLs ist
im Vergleich zu den anderen Subtypen lang, was auch an der schieren Anzahl der
Verluste in dieser Lymphomgruppe begrindet liegt. Exemplarisch sollen im Folgen-
den einige Gene in Verlustregionen, die im Kontext des DLBCL und der Pathogenes
aus B-Zellen interessant erschienen, diskutiert werden.

Auf Chromosom 6 werden oft Deletionen in malignen Lymphomen detektiert,
wobei in der Literatur eine Reihe von Zielgenen aufgezeigt werden konnte (Thelander
et al., 2008). Im Bereich 6g21 (in der vorliegenden Arbeit in 41% der ABC-DLBCLs
verloren) ist das Gen PRDM1 (Blimp1) annotiert, das in ABC-DLBCLs als haufig inak-
tiviert beschrieben wurde (Mandelbaum et al., 2010). Es fungiert in dieser Entitat als
Tumorsuppressor, da seine Expression in B-Zellen gewdhnlich zu einer finalen Dif-
ferenzierung in eine antikbrper-sezernierende Plasmazelle fihrt (Mandelbaum et al.,
2010). Die Inaktivierung erfolgt dabei haufig Uber Mutationen, aber auch Deletionen

(Hangaishi und Kurokawa, 2010), und zeigt einen Synergieeffekt in der Onkogenese
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bei konstitutiv aktivem NFxB-Signal, wie es in ABC-DLBCLs vorliegt. (Calado et al.,
2010).

Die Region 6923.3 (deletiert in 43% der ABC-Tumore) enthalt die Gene TN-
FAIP3 (A20) und MAP3K5, die beide signifikant unterschiedliche Auspragung zwi-
schen Fallen mit Verlust oder normaler Kopienzahl in der vorliegenden Arbeit zeigten.
TNFAIP3 ist ein negativer Regulator des NFxB-Komplexes und in ABC-DLBCLs durch
Kombinationen von Deletion und Mutation rekurrent inaktiviert (Compagno et al.,
2009). Sein Verlust tragt zur dauerhaften Aktivitat dieses Signalkomplexes bei (Cala-
do et al., 2010). MAP3K5 kodiert eine Kinase, die an einer Reihe von Signalwegen
beteiligt ist, die Uber p53 in Apoptose oder Seneszenz minden (Kim et al., 2011a).
Ein Verlust dieses Gens kénnte es dem Tumor also erlauben, einen von vielen Aktivie-
rungsmechanismen fir p53 stillzulegen. Neben diesen Kandidaten liegen noch wei-
tere Tumorsuppressoren (z.B. FOXO3A und HACET) in oder in der Nahe der vorge-
fundenen deletierten Regionen auf diesem Chromosom, die durch die Kopienzahlver-
anderungen in ihrer Auspragung gestort werden kénnten. Durch die statistische Her-
angehensweise des GISTIC-Algorithmus kann nicht ausgeschlossen werden, dass
in einigen der ABC-DLBCLs auch diese Gene Ziele von pathogenetischer Relevanz
darstellen.

Auf Chromosom 12 liegt ebenfalls ein Bereich, der haufig in Lymphomen und
Leuk&mien deletiert ist, z.B. in akut lymphatischer Leukdmie (Montpetit et al., 2004).
In der vorliegenden Analyse erscheinen zwei Gene interessante Tumorsuppressor-
kandidaten in der Region 12p13.2 (in 20% deletiert) zu sein. CDKN1B (KIP2) kodiert
den Kinaseinhibitor p27, der das Fortschreiten des Zellzyklus hemmt (Lee und Kim,
2009). In vielen Tumoren konnte gezeigt werden, dass CDKN1B nicht mehr korrekt
funktioniert, in den meisten bisher beschriebenen Fallen jedoch keine Mutationen
aufweist (Lee und Kim, 2009). Stattdessen ist oft der Phosphorylierungszustand von
CDKN1B oder seine zelluldre Lokalisation verandert. Lee und Kim (2009) erklaren
dies mit essentiellen Funktionen dieses Proteins auBerhalb der direkten Zellzyklus-

kontrolle, die durch eine vollstandige Inaktivierung verloren gehen wrden. Die Tatsa-
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che, dass dieses Gen im vorliegenden Kollektiv nicht nur rekurrent deletiert ist, son-
dern auch eine differentielle Auspragung zwischen Tumoren mit Deletion und ohne
aufweist, legt nahe, dass in einigen DLBCLs dieser Selektionsdruck gegen eine In-
aktivierung Giberwunden wurde, vermutlich durch funktionelle Anderungen in anderen
Signalwegen. Dadurch kann der Tumor, durch Deletion von CDKN1B, die Tumorsup-
pressorfunktion der Zellzykluskontrolle dieses Proteins reduzieren.

In der gleichen Region liegt das Gen ETV6. Dieses Gen ist als Translokations-
partner von diversen Genen in Leukdmien beschrieben (Bohlander, 2005), z.B. in der
ETV6/RUNXT1-Translokation in akuter lymphatischer Leukdmie (Fuka et al., 2011).
Davon abgesehen sind Mutationen auch in T-Zell-Leuk&mien detektiert worden (Van
Vlierberghe et al., 2011). Das Gen kodiert einen Transkriptionsfaktor, der eine wichti-
ge Funktion in der Hamatopoese besitzt, indem er vor allen Dingen reprimierend auf
die Expression seiner Zielgene wirkt (Silva et al., 2008). Im Kollektiv der vorliegen-
den Arbeit wurde eine differentielle Expression dieses Gens in Fallen mit Deletion auf
12p13.2 und Féllen mit normaler Kopienzahl detektiert, was auf eine Tumorsuppres-
sorfunktion hinweisen kann. In der Literatur ergibt sich kein einheitliches Bild. Denn
wdahrend dieses Gen in einigen Entitdten und Tumorfallen als Proto-Onkogen behan-
delt wird (Fuka et al., 2011), gibt es in anderen Verdéffentlichungen Beschreibungen
von Inaktivierungen (Deletionen und/oder destruktive Mutationen), die eher fir einen
Tumorsuppressor sprechen wirden (Silva et al., 2008). Es scheint so, als ob auch
dieses Genprodukt, je nach Art und Zeitpunkt seiner Expression, tumorunterdriicken-
de oder tumorférdernde Wirkung haben kann. Die gefundenen Deletionen in dieser
Arbeit lassen also eine Funktion als Tumorsuppressor in ABC-DLBCLs mdglich er-
scheinen.

Erwahnenswert ist ebenfalls die rekurrente Deletion auf 17p13.1 (in 27% der
ABC-DLBCLs), die das Gen TP53 enthélt. Obwohl diese Region fast 4 Megabasen
umfasst, ordnet der GISTIC-Algorithmus ihr eine hohe Signifikanz zu. Das kodier-
te Protein (p53) steht in Signalkaskaden der Apoptose- und Seneszenzregulation an

zentraler Stelle. In vielen malignen Tumoren wurden Inaktivierungen dieses Signalge-
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bers gefunden, da der Zellklon so diese unvorteilhaften Kontrollmechanismen in der
Tumorentwicklung ignorieren kann (Cheung et al., 2009). Es scheint so, als sei auch
in ABC-DLBCL die Reduktion der p53-Menge von Vorteil fir die Klonentwicklung,
denn in der vorliegenden Arbeit konnte eine signifikante Reduktion der Genauspra-
gung in Fallen mit Deletion festgestellt werden. Andere Arbeiten konnten zeigen, dass
das Signal tUber p53 in einigen DLBCLs durch direkte Mutation und Inaktivierungen
in kooperierenden Faktoren ausgeschaltet ist (Grenbaek et al., 2002). Zusammen mit
der Tatsache, dass fur p53 auch der Verlust eines Allels durch Haploinsuffizienz eine
Rolle in der Tumorentstehung spielen kann (Berger et al., 2011), legt dieser Befund
nahe, dass die Reduktion der p53-Funktion pathogenetische Relevanz in betroffenen
ABC-DLBCLs hat.

4.2.3 Rekurrente Veranderungen in den DLBCLs, Typ Il

Da die Lymphome des Typs |l keine echte Entitat darstellen, sondern die Lymphome
umfassen, die nicht klar entweder der ABC- oder der GCB-DLBCL-Gruppe zugeord-
net werden konnten, findet sich in diesem Kollektiv eine gro3e Heterogenitat, sowohl
was Genexpression als auch Kopienzahlveranderungen angeht. Die geringe Anzahl
Typlll-Lymphome ist mit 20 Tumorfallen so gering, dass selbst unter weniger hetero-
genen Bedingungen nur wenige Rekurrenzen bestimmt werden kénnten.

Ein Blick auf Abbildung 3.2.8 auf Seite 51 oder in Tabelle 7.2.4 auf Seite 103
macht klar, dass nur wenige der erkannten Rekurrenzen eine echte Eingrenzung auf
Genebene erlauben. Die Zugewinne auf 1932.1 und 7p14.2 ergaben rekurrente Re-
gionen von ca. 30 bzw. 50 Megabasen Grdf3e, in denen jeweils hunderte Gene an-
notiert sind, so dass die Nennung von Kandidatengenen reine Spekulation ware. Im
folgenden soll deswegen nur auf kleinere Bereiche mit weniger enthaltenen Genen
eingegangen werden. Jedoch gilt selbst in diesen kleineren Regionen, dass die Gen-
expressionsanalyse nur wenige signifikante Verdnderungen zwischen Fallen mit spe-
zifischer Aberration und ohne aufspiren konnte, vermutlich aufgrund der geringen

Fallzahl in beiden Gruppen.
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Im rekurrent hinzugewonnen Bereich 11g23.1 (in 35% der Typ3-DLBCLs) befin-
det sich z.B. das Gen POU2AF1, auch bekannt als BOB1, das signifikant héher ex-
primiert ist in Fallen mit genomischem Zugewinn an dieser Position. Es kodiert einen
transkriptionellen Koaktivator, der eine wichtige Rolle in der Entwicklung von B-Zellen
spielt (Salas und Eckhardt, 2003; Teitell, 2003) und auBerdem nicht-transkriptionell in
die Regulation der Signalkaskade des B-Zell-Rezeptors eingebunden ist (Siegel et al.,
2006). Seine Bedeutung in Lymphomen ist unklar. In akut myeloider Leukamie konnte
eine Assoziation zwischen Prognose und BOB1-Expression aufgezeigt werden (Ad-
vani et al., 2010), so dass es denkbar ist, dass auch in einigen Typ3-DLBCLs eine
Deregulierung dieses zentralen B-Zellfaktors durch genomische Zugewinne funktio-
nelle Relevanz far den Tumorklon haben kdnnte. Diese kdnnte beispielsweise in einer
BeeinfluBung des B-Zell-Rezeptorsignals bestehen, aber auch in der Deregulierung
des Auspragungsniveaus von Zielgenen, an deren Transkription BOB1 beteiligt ist.

Bei den rekurrenten Verlusten der Typ3-Lymphome tauchen vor allen Dingen
Regionen auf, die schon in GCB-DLBCLs als rekurrent verloren erkannt werden konn-
ten. Der Verlust auf 1p36.32 umfasst hier ebenso DFFB, TP73 und TP73-AS1 wie
in den GCB-DLBCLs. Auch die Regionen 6922.31, 9p21.3 und 19p13.12 umfassen
(trotz der leicht unterschiedlichen Benennung durch die GISTIC-Software, die durch
unterschiedlich Grenzen der Regionen begriindet ist) die gleichen Kandidatengene,
die in den entsprechenden GCB-DLBCL-Bereichen diskutiert wurden. Fir ihre funk-
tionelle Erérterung wird an dieser Stelle also auf den vorhergehenden Abschnitt 4.2.1
verwiesen. Die statistische Signifikanz der Rekurrenzen ist in der Typ3-Gruppe jedoch
geringer, und oft kommt der Vergleich der Genexpression zu keinem signifikanten Er-

gebnis. Beides ist jedoch durch die geringe Zahl an Typ3-DLBCLs erklarbar.
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4.3 TNFSF7 und TNFSF9 als neue potentielle
Tumorsuppressorgene in aggressiven

Lymphomen

Schon das Muster von Uberlappenden heterozygoten und homozygoten Deletionen,
das sich in der Analyse der ersten 98 Lymphome per SNP-Chip zeigte, ist typisch fur
ein Gen, dessen Expression einer Gegenselektion wahrend der Tumorprogression
unterliegt. Klassisch findet bei solchen Tumorsuppressorgenen in Féllen mit nur einer
monoallelischen Deletion eine Inaktivierung des verbliebenen Allels durch Mutation
oder epigenetische Stilllegung statt. In der vorliegenden Arbeit wurden in den 12 Fal-
len mit heterozygotem Verlust zumindest im kodierenden Bereich der in der MDR ent-
haltenen Gene keine einzige Veranderungen der Basenzusammensetzung gefunden.
Das schlief3t naturlich formal gesehen nicht aus, dass es inaktivierende Mutationen
ausserhalb der kodierenden Region gibt. Normalerweise sind inaktivierende Mutatio-
nen von Tumorsuppressorgenen, aufgrund ihrer Erzeugung durch zuféllige Prozesse,
jedoch Uber einen weiten Bereich des Gens verstreut. Es misste also im vorliegen-
den Fall aus einem unbekannten Grund eine starker Selektionsdruck fir Veranderun-
gen im nichtkodierenden Bereich bestehen, der erklaren kénnte, warum kein einziges
der 12 Lymphome vom Wildtyp dieser beiden Gene abweicht. Allein schon die Anzahl
der sequenzierten Falle macht dies unwahrscheinlich. Interessanterweise ist es in
letzter Zeit immer deutlicher geworden, dass viele Tumorsuppressorgene Haploinsuf-
fizienz zeigen, also schon der Verlust eines Allels zu einer verringerten Auspragung
aus Gendosisgrinden fihrt. Diese um 50% reduzierte Auspragung fihrt bei haploin-
suffizienten Genen bereits zu einem veranderten Phanotyp, der Selektionsvorteile in
der Tumorentwicklung bereitstellt (Berger et al., 2011).

Falls die gefundenen Deletionen tatsachlich Uber Haploinsuffizienz eine Wir-
kung auf den Tumorklon haben sollten, misste die Gendosis in Fallen mit Deletion
verringert sein. Dies konnte weder fir TNFSF7 noch TNFSF9 in den Genchipdaten
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des Verbundes bestatigt werden (Abbildung 3.3.3 auf Seite 58), was auf den ersten
Blick auch gegen eine Inaktivierung des verbliebenen Allels durch Mutation und/oder
epigenetische Mechanismen spricht. Die Interpretation der Genauspragungsdaten
wird jedoch durch die Tatsache erschwert, dass das analysierte Material oft auch infil-
trierende Nichttumorzellen enthielt, in einigen Verbundfallen sogar mehr als 30%. Da
TNFSF7 und TNFSF9 z.B. auch in Monozyten und dendritischen Zellen ausgepragt
werden (Taraban et al., 2006; Laderach et al., 2003), kdnnte das Infiltrat den Expres-
sionsverlust in den Tumorzellen ,maskieren”. Dafur spricht, dass ahnliche Transkript-
niveaus selbst in Fallen mit durch FISH- wie SNP-Analysen bestatigter homozygoter
Deletion vorgefunden wurden, denn diese Transkripte kdnnen nur aus Nichttumor-
zellen stammen. Eine weitere Moglichkeit ware der Nachweis der angenommenen
Expressionsreduktion per Immunhistochemie auf Gewebeschnitten, doch leider ist
diese Methode nicht sensitiv genug, um einen Verlust von 50% der Auspragung nach-
zuweisen. Eine Isolation von Tumorzellen per Mikrodissektion hat leider das Problem,
dass die notwendige immunhistochemische Markierung der Tumorzellen in den Ge-
webeschnitten eine nachfolgende quantitative RT-PCR an dem gewonnenen Material
unmaoglich macht.

Es gibt jedoch eine Reihe von Hinweisen in der Literatur Gber die Bedeutung
der beiden Gene in der Tumorentwicklung. Beide gehdren zur Tumornekrosefaktor-
Superfamilie und sind wichtige Signalmolekile in Immunantworten. TNFSF7 ist ein
bedeutender kostimulatorischer Faktor fir T-Zellen, insbesondere CD8-positive zy-
totoxische T-Zellen (Dolfi et al., 2008), und konnte in einigen Modellen starke Im-
munreaktionen gegen Tumore auslésen (Arens et al., 2004). Auch TNFSF9 konnte
in Modellsystemen Abwehrreaktionen gegen Tumore auslésen (Kim et al., 2008) und
scheint sowohl die Entwicklung von zytotoxischen Effektorzellen zu férdern als selbi-
ge auch zu aktivieren (Grunebach et al., 2005; Vinay et al., 2004). Beide Tumornekro-
sefaktoren kdnnten also eine Rolle in der Erkennung und Bekdmpfung des Tumors
durch das Immunsystem spielen, so dass die Reduktion ihrer Expression einem Zell-

klon mit bereits vorliegenden onkogenen Veranderungen ein Entkommen aus der Im-
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munUberwachung erméglichen wirde. M&use mit Verlust beider Allele von TNFSF9
haben eine verstarkte Neigung, Lymphome mit GC-Abstammung zu entwickeln (Mid-
dendorp et al., 2009), was zumindest in Mausen TNFSF9 als Tumorsuppressorgen
etabliert.

Eine kirzlich publizierte Untersuchung von DLBCLs mit Hilfe von SNP-Chips
und massiv-paralleler Sequenzierung detektierte kleine, fokale Deletionen in TNFSF9
in 10 der 79 untersuchten Falle (Pasqualucci et al., 2011b). Dabei wurde ebenfalls ein
Muster von Uberlappenden homo- und heterozygoten Deletionen beobachtet, wobei
ein Tumor eine homozygote Deletion besal3, die nur TNFSF9 betraf. Die vorliegende
Arbeit kann damit TNFSF9-Deletionen als rekurrentes Ereignis in DLBCLs bestéatigen
und erweitert diese Aussage um den Befund, dass in vielen Fallen auch TNFSF7 in
direkter Nachbarschaft betroffen ist. Au3erdem konnte gezeigt werden, dass auf dem
verbliebenen Allel in heterozygoten Fallen keine somatischen Mutationen vorliegen,
ein Punkt, der in der genannten Publikation nicht untersucht wurde (Pasqualucci et al.,
2011b). Durch die breite Materialsammlung des MMML-Verbundes konnte die Rekur-
renz sowohl auf das BL als auch eine Hodgkin-Lymphom-Zelllinie erweitert werden.
Das alles deutet auf eine breitere Bedeutung von TNFSF7 und TNFSF9 als potentiell
haploinsuffiziente Tumorsuppressorgene in einer Vielzahl von malignen Lymphomen
hin.

4.4 Gleichzeitige Deregulierung eines Protoonkogens
und Inaktivierung eines Tumorsuppressorgens

durch ein Translokationsereignis im Fall MPI-248

Bereits aus Vorarbeiten des MMML-Verbunds war bekannt, dass im DLBCL MPI-248
eine Translokation stattgefunden hat, die MYC auf Chromosom 8 direkt mit SOCS1
auf Chromosom 16 verknUpft. Auch die Struktur und Position des Bruchpunkts war

aus der Arbeit von Claudia Otto im Labor von Ralf Kiippers bekannt. Die erhaltenen
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Sequenzen erlaubten jedoch nur begrenzt Rickschllisse, welche Auswirkungen die
Translokation auf Proteinebene hatte, also ob z.B. die kodierenden Bereiche der Gene
intakt waren und ob produktives SpleiBen zu erwarten war.

Die in den Vorarbeiten durchgefiihrten PCRs und Sequenzierungen zeigten,
dass auf genomischer Ebene die kodierende Region des translozierten MYC intakt
war. Da der Lokus jedoch in einer Konfiguration vorgefunden wurde, in der die Tran-
skription, vom SOCS1-Promotor getrieben, in Exon 1 von SOCS71 beginnen misste,
um dann Uber den Bruchpunkt hinweg in die Sequenz von MYC zu wechseln, war
unklar, welche Struktur die reife mRNA haben wiirde. Beispielsweise waren sowohl
der Splei3donor des Exons 1 von SOCS1 als auch der SpleiBdonor des Exonx 1 von
MYC intakt, so dass die Exon-Intron-Struktur nicht klar vorhergesagt werden konnte.
Da Uber die Materialsammlung des MMML-Verbundes RNA des Falls vorlag, konnte
in der vorliegenden Arbeit die reife mMRNA mit Hilfe von vorheriger RT-PCR sequen-
ziert werden. Dies zeigte, dass zwar der erste Splei3donor (des SOCS17-Parts) ver-
wendet wird, jedoch unvorhergesehenerweise nicht der regulare SpleiBakzeptor des
Exons 2 von MYC, sondern ein kryptischer SpleiBakzeptor mitten in der kodierenden
Region des MYC-Gens. Da dadurch ein Teil der Sequenz des MYC-Proteins verloren
geht, war die erste Vermutung, dass dieses Allel von MYC durch die Translokation
inaktiviert wurde, also nicht als Onkogen wirken kann. Intensivere Beschaftigung mit
der Literatur Gber MYC-Expression und -Regulation offenbarte jedoch, dass es kiirze-
re MYC-Isoformen (genannt MycS) gibt, die von zwei alternativen Startcodons initiiert
werden und vor allem in einigen schnell proliferierenden Zelltypen und Tumorzellen
gefunden wurden (Spotts et al., 1997). Andere Arbeiten konnten zeigen, dass diese
kirzeren Formen durchaus noch Wachstum und Apoptose stimulieren kénnen, aber
durch den Verlust einer Transaktivierungsdomane nicht auf alle Gene wirken, auf die
Volllangen-MYC als Transkriptionsfaktor wirkt (Xiao et al., 1998).

Dies ist fUr diesen Fall besonders interessant, da das detektierte Splei3ereignis
einen kryptischen SpleiBakzeptor direkt vor den beiden mdéglichen Startcodons fur

mycS verwendet. So ist, von dieser reifen mRNA, nur die Translation des verkirz-
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ten, in seiner Funktion eingeschrankten MycS-Proteins mdglich. Dies kénnte diesem
Lymphom also eine Mdglichkeit bieten, das Gleichgewicht der MYC-Isoformen zu
Gunsten der MycS-Form zu veréndern, wie es in vielen anderen Tumoren beobachtet
wurde (Spotts et al., 1997). Obwohl die genauen Effekte einer solchen Verschiebung
auf die Genexpression divers sind, ist anzunehmen, dass die Deregulation der be-
troffenen MYC-Zielgene, vielleicht in Kombination mit weiteren Verédnderungen, dem
Tumor einen Wachstumsvorteil verschaffen, und auch deswegen diese Translokation
klonal selektiert wurde.

AuBerdem wurde durch die Translokation offensichtlich der kodierende Bereich
von MYC von seinem Promotor (und Teilen des 5’-untranslatierten Bereichs) getrennt,
an dessen Stelle jetzt SOCS7-Sequenzen treten. Auch dies sollte profunde Auswir-
kungen auf die Expression von MYC haben, da ein kompletter Austausch wichtiger
regulatorischer Elemente beider Gene stattgefunden hat. Welche genauen Effekte
solch eine MYC-Expression hat, konnte anhand der vorliegenden Daten und Mate-
rialien nicht geklart werden. Es kann nur spekuliert werden, dass diese Deregulation
vorteilhaft fir den Zellklon war, der sie erworben hat, da er sich offenbar in der Tu-
morevolution durchgesetzt hat.

Auf dem durch die Translokation entstandenen der8-Chromosom war aus Vor-
arbeiten die Lage und Umgebung des Bruchpunkts bekannt. Da beiderseites des
Bruchpunkt jedoch nur wenige hundert Basen sequenziert wurden, war auf der SOCS1-
Seite nicht bekannt, ob die kodierende Sequenz intakt war. Da der Bruchpunkt au-
Berdem mitten in Exon 1 von MYC liegt und dadurch kein SpleiBdonor vorhanden
ist, war unklar, ob Splei3en stattfindet und welchen Effekt fehlendes SpleiBen auf
die Expression des translozierten SOCS1 haben kénnte. In der vorliegenden Arbeit
wurde deswegen mit passenden Primern versucht, den kodierenden Bereich und die
SpleiBstellen des translozierten SOCS1-Allels zu amplifizieren.

Durch die repetetive und GC-reiche Sequenz dieses Gens erschwert, ist dies
nur fir den vorderen Teil der kodierenden Region gelungen. Dies reichte jedoch aus,

um festzustellen, dass dieses Allel inaktiviert wurde: neben einer Deletion des Spleil3-
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akzeptors mit unklarer Relevanz fir die mRNA wurde vor allen Dingen eine Duplikati-
on innerhalb des kodierenden Bereichs festgestellt, die zu einer Leserasterverschie-
bung flhrt. Das dadurch entstandene vorzeitige Stopcodon kurz nach der Duplikati-
on erlaubt nur die Auspragung eines Proteins, dem neben dem Einschub durch die
Duplikation in die SH2-Domaéane die letzten 65 von insgesamt 211 Aminosauren der
SOCS1-Sequenz fehlen, was die komplette SOCS-Box-Doméane deletiert. Somit ist
anzunehmen, dass das exprimierte Protein nicht mehr die Funktionen von SOCS1
erflllen kann, also dieses SOCS17-Allel inaktiviert wurde.

Obwohl fir SOCS1 teilweise Haploinsuffizienz in der Literatur diskutiert wird,
stellte sich die Frage, in welchem Zustand sich das andere SOCS7-Allel befand. Mit
den bereits fiir die Untersuchung der Translokation etablierten Primern war es még-
lich, das nicht-translozierte Allel zu amplifizieren und anschlieBend zu sequenzieren.
Nach dieser PCR wurden interessanterweise zwei Produktbanden im Gel sichtbar:
eine mit der erwarteten GréBe fur Wildtyp-SOCST und eine, die etwa 700 Basen Kkiir-
zer erschien. Die Sequenzierung bestétigte, dass es sich bei der im Gel langsameren
Bande um den Wildtyp handelte. Die andere, schnellere Bande erwies sich als stark
mutierte SOCS1-Version, in der Veranderungen durch diverse Basenaustausche und
Deletionen feststellbar waren.

Das Vorfinden von zwei Versionen von nicht-transloziertem SOCST7 lasst sich
dadurch erklaren, dass in den vom MMML verwendeten Tumorsektionen immer auch
Nichttumorzellen enthalten sind, z.B. Stromazellen oder infiltrierende Lymphozyten.
Diese Zellen sollten ein Genom in Keimbahnkonfiguration enthalten, also zwei Wild-
typallele von SOCS1 aufweisen, die dann in der PCR ebenso amplifiziert und de-
tektierbar gemacht werden wie das mutierte Allel der Tumorzellen. Diese Beobach-
tung eignet sich im vorliegenden Fall auch, den somatischen Ursprung der SOCS1-
Mutationen im Lymphomklon abzusichern.

Die auf dem nicht-translozierten Allel vorgefundenen Veranderungen lassen nur
den Schluf3 zu, dass auch dieses inaktiviert wurde: Schon die Deletion des Spleil3-

akzeptors des zweiten Exons wirde die Entstehung von Wildtyp-mRNA verhindern.
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AuBBerdem wurde das Startcodon durch einen Basenaustausch verandert, so daB
keine Initiation der Translation an der korrekten Position zu erwarten ist. Diverse wei-
tere Basenaustausche wirden teilweise zu einer Veranderung der kodierten Amino-
saure flhren, sofern Uberhaupt noch Translation im korrekten Leseraster stattfindet.
Das Ende des kodierenden Bereichs inklusive des Stopcodons und Teilen des 3’-
untranslatierten Bereichs wurde deletiert.

Die Masse der vorgefundenen Veranderungen in beiden SOCS7-Allelen des
Lymphoms wirkt auf den ersten Blick verwunderlich. Durch zuféllige Mutationen, die
dann in der Tumorentwicklung evolutiondr selektiert werden, sollte nur eine inaktivie-
rende Mutation pro Allel eingefihrt werden kdénnen. Ist das Genprodukt erst einmal
funktionslos, bieten weitere Mutationen keinen selektiven Vorteil mehr, sollten also
nicht haufiger detektierbar sein als zufallige Mutationen im Genom, die sich selektiv
neutral verhalten. Das Auffinden von mindestens drei potentiell zerstérerischen Muta-
tionen (SpleiBakzeptor-Deletion, Ersetzung des Startcodons und Deletion des Endes
des kodierenden Bereichs; plus Aminosaureaustausche, deren Relevanz fur die Pro-
teinfunktion unklar ist) auf dem nicht-translozierten Allel ist also bemerkenswert. Die
im Kontext des DLBCL plausibelste Erklarung ist die gezielte Erhéhung der Muta-
tionsfrequenz einiger Gene durch aberrante somatische Hypermutation. Bei einigen
DLBCL konnte gezeigt werden, dass die Maschinerie der Hypermutation wahrend der
Tumorentwicklung auch auf3erhalb der Keimzentrumsumgebung weiterhin aktiv bleibt
(Pasqualucci et al., 2001). AuBerdem konnte gezeigt werden, dass diese Maschine-
rie nicht nur die 1g-Gene mutiert, sondern mit niedrigerer Effizienz auch Mutationen
in andere Gene einfiihrt (Pasqualucci et al., 2001). Solche Mutationen, die vorteilhaft
far die klonale Entwicklung sind, werden dann selektiert. Da es fir ein Gen ausreicht,
dass es exprimiert wird, um ein Ziel fur aberrante somatische Hypermutation zu sein,
kdénnen sich im Laufe der Klonentwicklung diverse Mutationen in den betroffenen Ge-
nen ansammeln, solange sie nicht die Transkription behindern.

Die somatische Hypermutation ist auch ein méglicher Mechanismus fur die Bil-
dung der detektierten Translokation. Sowohl SOCS1 als auch MYC sind als Ziele ab-
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erranter Hypermutation beschrieben worden (Pasqualucci et al., 2001; Mottok et al.,
2009; Yamane et al., 2011). Im Zuge der Hypermutation und der nachfolgenden Re-
paraturprozesse kann es zu Doppelstrangbrichen kommen (Goossens et al., 1998).
Liegen zwei oder mehr solcher Strangbriiche in derselben Zelle vor, kann es dabei
zur Bildung von Translokationen kommen, indem die ,falschen” Chromosomenbruch-
stlcke miteinander verbunden werden.

Zusammenfassend konnte im DLBCL-Fall MPI-248 somit nachgewiesen wer-
den, dass beide Allele des Tumorsuppressors SOCST inaktiviert wurden. Ein Allel
wurde transloziert. Durch diese Translokation wurde auf3erdem die Expression von
MYC, eines Gens direkt am Bruchpunkt auf dem Translokationspartner, im Gleich-
gewicht seiner Isoformen gestért, zusatzlich zur méglichen Deregulation durch die
vorliegende Promotorersetzung. Obwohl die zeitliche Reihenfolge der beobachteten
Mutationen unbekannt ist, 1&sst sich vermuten, dass die Translokation in diesem Fall
gleichzeitig ein Allel von SOCS1 inaktiviert als auch die Expression von MYC dere-
guliert hat, was dem Tumor auf diese Weise vorteilhafte Veranderungen in zwei wich-
tigen zellularen Signalwegen ermdéglichte. Alle vorgefundenen Veranderung lassen

sich gut durch aberrante somatische Hypermutation in diesem Tumorklon erklaren.
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5 Zusammenfassung

Durch die grof3 angelegte Materialsammlung des MMML-Verbundes war es in der
vorliegenden Arbeit mdglich, umfangreiche Kollektive von Tumorentitaten mit hoch-
auflésenden SNP-Chips zu untersuchen. Gleichzeitigt erlaubte die Vielzahl an vorlie-
genden Verbunddaten Uber diese Tumorfélle eine umfassende Charakterisierung und
Einordnung der gefundenen Veranderungen.

Bei der Analyse der 39 mBL konnte die Bedeutung der MYC-Deregulation in
dieser Lymphomgruppe bestatigt werden. Viele der von Deletionen oder Zugewinnen
betroffenen Gene zeigen AnknUpfungspunkte an das MYC-Signal, das in BLs eine
zentrale Rolle in der Pathogenese spielt. Der Vergleich mit der Genexpression zeig-
te, dass genomische Kopienzahlveranderungen bei einer Vielzahl von Genen einen
Gendosiseffekt bewirken, der pathogenetisch relevant sein kann.

Innerhalb des DLBCL-Kollektivs konnten ebenfalls umfangreiche Listen von Kan-
didatengenen mit einer potentiellen Rolle in der Tumorentwicklung erstellt werden. Die
Klassifizierung in Subgruppen mit Hilfe der Genexpression erlaubte die Detektion von
gemeinsamen und distinkten Veranderungen in ABC-, GCB- und Typ3-DLBCLs.

TNFSF7 und TNFSF9 sind von rekurrenten Verlusten in einigen der untersuch-
ten Tumore betroffen, zeigen jedoch in keinem untersuchten heterozygot deletierten
Lymphom Mutationen. Dies legt einen Haploinsuffizienzeffekt nahe, der fir eine Tu-
morsuppressorfunktion dieser beiden Faktoren sprechen wirde.

Im Fall MP1-248 konnte die aus Verbundarbeiten bereits bekannte Translokati-
on zwischen SOCS1 und MYC weiter charakterisiert werden. Es konnte aufgezeigt

werden, dass in Fall 248 beide Allele von SOCST1 inaktiviert sind, was vermutlich
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durch fortlaufende Hypermutation dieses Gens innerhalb des Tumorklons geschehen
ist. Das translozierte MYC-Allel zeigt eine verénderte Isoformen-Auspragung seiner
mMRNA, die dem Tumor Wachstumsvorteile gewahren kénnte.

Die vorliegende Arbeit konnte somit einige neue Kandidatengene bestimmen,
die in der Pathogenese dieser malignen Lymphome eine Rolle spielen, und damit das
Verstandnis der der Lymphomentwicklung zugrunde liegenden Mechanismen verbes-

sern.
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6 Ausblick

Die im MMML-Verbund vorliegenden Datensatze zu den einzelnen Tumorféllen erlau-
ben in Zukunft eine tiefergehende Auswertung zu einzelnen Kandidatengenen. Noch
nicht erfolgt ist beispielsweise die Aggregation der vorliegenden Mutations- und Kopi-
enzahldaten zu den einzelnen Tumorfallen, um Veranderungen zu finden, die sich ge-
genseitig ausschliessen oder begunstigen, da sie z.B. an verschiedenen Stellen den
gleichen Signalweg betreffen. Dies kdnnte einen Einblick in die Selektionsprozesse
geben, denen einzelne Zellfunktionen in der Tumorentwicklung unterworfen sind.

Bei den rekurrenten Deletionen der DLBCLs kdnnte es bei einigen kleineren Be-
reichen mit wenigen Kandidatengenen (und womaoglich Uberlappenden homozygoten
Deletionen) interessant sein, heterozygot deletierte Falle auf inaktivierende Mutatio-
nen auf dem verbliebenen Allel zu untersuchen, um so das Zielgen zu bestéatigen. Zu
diesem Zweck kdnnten auch altere Verbundfalle ohne SNP-Chip-Daten, aber mit vor-
liegender CGH-Analyse und tberlappenden Veranderungen eingeschlossen werden.

Eine eventuelle onkogene oder tumorsupprimierende Wirkung von Kandidaten-
genen kdnnte auch in geeigneten Zellmodellen untersucht werden, indem die Ex-
pression der Zielgene kinstlich herab- oder heraufgesetzt wird, beispielsweise Uber
siRNAs oder die Expression aus viralen Konstrukten heraus. Diese Studien kénnten
aufzeigen, ob die im Kollektiv vorgefundenen Veranderungen eine funktionale Rele-
vanz fiir die Zelllinie haben, indem sie z.B. Uberleben, Wachstum, Stoffwechsel oder

das Verhalten auf zellextrinsische Signale beeinflussen.
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7 Anhange

7.1 Tabellen der starken Kopienzahlveranderungen in
BLs
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Tabelle 7.1.1: Detektierte Amplifikationen in den BLs

7 Anhénge

Fall Chromosom Startbase Stopbase Uberlappung CNPs [%]
MPI-018 1 149.770.061 151.758.544 7,52
MPI-018 1 155.151.979 156.150.021 4,42
MPI-018 1 156.301.926 181.026.453 20,81
MPI-018 3 197.185.030 199.505.740 100
MPI-018 10 61.547.712 62.700.755 0
MPI-018 10 63.250.873 63.655.389 0
MPI-018 10 64.459.413 64.904.559 15,09
MPI-018 17 18.857.962 19.455.348 28,95
MPI-018 17  19.500.060 20.403.550 3,53
MPI-018 21 26.736.201 28.137.133 18,08
MPI-018 21 28.375.852 29.161.798 1,44
MPI-048 13 90.766.136  90.843.580 0
MPI-048 18 49.301.604 55.369.820 11
MPI-071 18 46.018.071  46.199.252 16,22
MPI-071 18 49.015.687 55.260.238 11,01
MPI-078 11 117.008.604 118.321.366 0
MPI-078 12 40.185.579 46.868.499 14,01
MPI-078 14 76.056.803 78.134.215 31,76
MPI-078 14  80.033.917 81.769.270 9,43
MPI-078 14  86.596.899 89.467.100 7,87
MPI-080 2 57.302.517 57.361.887 100
MPI-089 1 238.321.944 238.338.426 0
MPI-089 16  84.838.392 84.849.716 100
MPI-095 10 1.001.958 1.115.769 0
MPI-095 11 60.549.760 60.586.836 100
MPI-095 12 67.278.530 68.393.146 0
MPI-095 13  94.338.710 96.975.940 0,67
MPI-171 1 166.220.861 166.345.649 0
MPI-171 1 171.851.736 171.863.619 0
MPI1-532 3 196.743.818 199.505.740 100
MPI-532 11 65.015.493 67.383.143 37,79
MPI-532 11 71.8399.055 73.405.476 4,74
MPI-532 11 106.658.439 108.075.704 45,25
MPI-532 11 109.909.301 111.443.258 0
MPI1-532 11 112.720.334 113.364.827 0
MPI-532 18 41.456.402 44.041.120 5,23
MPI-532 18  49.999.395 53.164.072 10,18
MPI-532 18 64.827.828 65.617.861 88,35
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Tabelle 7.1.2: Homozygote Deletionen in den BLs

7 Anhénge

Fall Chromosom Startbase Stopbase Uberlappung CNPs [%]
MPI-001 22 21.389.135 21.576.156 100
MPI-003 14 105.071.276 105.238.706 100
MPI-006 7 38.011.359 38.176.607 100
MPI-006 9 19.990.277 21.880.326 11,65
MPI1-006 9 21.990.770 22.402.948 0
MPI-006 14 105.553.453 106.142.730 100
MPI-016 22 21.276.793 21.576.156 100
MPI-018 10 98.407.920 98.587.392 0
MPI-018 17 51.512.358 51.532.981 100
MPI-018 22 21.405.412 21.582.785 100
MPI-032 1 23.457.834 23.714.049 0
MPI-048 22 20.711.025 21.576.156 100
MPI-048 X 636.217 890.087 100
MPI-071 14 105.399.872 105.988.336 100
MPI1-081 8 12.040.126 12.446.597 100
MPI-082 22 21.105.150 21.576.156 100
MPI-082 X 46.975.369 47.150.006 0
MPI-085 14 105.399.872 105.988.336 100
MPI-095 22 21.105.150 21.576.156 100
MPI-101 6 29.957.598 30.023.128 100
MPI-101 9 43.618.057 64.197.638 100
MPI-114 6 79.019.345 79.109.332 100
MPI-114 X 22.718.153 22.793.958 100
MPI-171 3 75.476.955 75.647.561 100
MPI-528 18 62.053.230 62.063.122 100
MPI1-528 22 21.020.620 21.576.156 100
MPI-529 1 23.535.004 23.673.235 0
MPI-529 22 21.083.648 21.576.156 100
MPI-532 6 29.980.936 30.023.128 100
MPI-532 22 21.058.712 21.576.156 100
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7 Anhénge

7.2 Tabellen der Veranderungen im 2. Kollektiv

(DLBCLs)

7.2.1 Alle Lymphome

Tabelle 7.2.1: Rekurrente Zugewinne in allen Lymphomen des 2. Kollektivs

Zytoband Genomische Position g-Wert Anzahl
1p22.3 85.401.156-85.520.171 0,085238 8
1931.3 195.198.009-195.638.957 1,2427E-014 49
2p15 58.298.652-61.431.058 5,6507E-010 33
3p24.3 18.186.331-19.018.731 0,0045853 24
3027.3 187.713.445-187.781.082 3,4837E-008 35
5p13.2 7.111.694-37.602.816 0,010399 20
6p24.2 11.605.323-11.687.078 0,00084336 28
7p12.2 49.937.451-50.142.671 6,2115E-012 46
7921.13  90.069.869-90.323.787 1,0082E-009 42
7931.1 107.361.469-107.664.905 3,9376E-007 37
8g24.3 145.984.730-146.274.826 0,0030132 24
9p24.1 5.278.708-5.486.917 1,4666E-007 26
9p13.2 37.267.832-37.416.151 0,0019675 23
11p13 34.983.220-35.215.766 3,2041E-015 39
11928.3 117.690.557-117.735.473 2,409E-007 33
11925 134.408.261-134.452.384 2,9391E-006 33
12p13.33 1-95.915 8,4168E-011 47
12912 43.358.611-45.047.590 5,4495E-008 40
13931.3  90.688.608-90.897.077 3,9376E-007 31
180923 75.983.560-76.117.153 8,8686E-026 51
19913.43 63.712.862-63.811.651 6,2115E-012 37
20p13 1.225.158-1.847.766 0,21813 23
210922.3 46.734.952-46.944.323 0,0019675 28
Xq28 149.903.639-154.824.264 1,1957E-011 34
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Tabelle 7.2.2: Rekurrente Verluste in allen Lymphomen des 2. Kollektivs

7 Anhénge

Zytoband Genomische Position g-Wert Anzahl
1p36.32  3.577.747-3.910.009 1,0901E-012 25
1p13.1 117.089.057-117.271.767 0,00034317 17
1943 236.039.701-236.823.638 0,020968 12
2022.3 145.612.299-146.124.383 0,10339 9
3p26.1 4.397.400-4.541.788 0,020968 12
3p21.31  48.561.702-49.978.635 0,00066398 17
3p14.2 60.385.747-60.510.770 8,9001E-005 17
40921.22 82.346.683-83.773.027 0,0040977 14
4q34.2 177.691.681-177.818.103 0,033513 11
5q14.3 90.645.625-91.271.117 0,050103 10
6p21.32 32.406.921-32.432.794 0,0012403 15
6921 106.718.399-106.790.568 3,6716E-027 45
64g23.3 137.740.308-137.860.303 1,0933E-027 46
7911.22 66.775.858-66.951.121 0,0022778 16
7q11.22  69.967.743-71.155.717 0,0012403 16
8p23.2 2.784.654-6.259.545 1,0459E-007 22
8q12.3 61.842.504-64.475.160 0,0012403 12
9p21.3 21.944.954-21.981.751 6,376E-056 38
9g22.1 87.733.006-88.524.319 0,0040977 14
10p14 11.895.606-12.443.033 0,020968 12
10023.31 90.544.398-91.007.975 1,0178E-005 17
11p11.2  46.471.581-46.699.710 0,10339 8
11924.3  128.680.224-129.857.754 0,14497 9
12p13.2  11.802.482-12.099.275 0,050103 11
13914.2 49.502.619-49.621.662 4,8208E-007 20
13933.3  105.314.456-106.524.861 0,0072192 11
14932.12 90.940.431-91.811.866 0,0012403 15
15915.1  39.476.525-39.607.259 1,446E-022 38
16922.1 67.163.841-67.669.898 4,398E-005 19
17p13.1  8.951.471-9.593.223 3,4285E-015 29
18p11.31 7.033.336-7.411.362 0,0012403 14
180922.3 68.681.692-71.332.900 0,072405 12
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7 Anhénge

Zytoband Genomische Position g-Wert Anzahl
19p13.3 6.441.180-7.811.018 2,883E-018 28
19913.32 52.785.168-53.380.179 0,012404 15
20g13.2  49.718.856-50.272.680 0,012404 12
22q11.21 16.328.318-16.474.988 0,050103 12
22013.31 43.777.620-44.248.555 0,020968 11
Xp22.33  290.581-3.189.390 4,852E-033 45
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7 Anhénge

7.2.2 ABC-DLBCLs

Tabelle 7.2.3: Rekurrente Zugewinne in 49 ABC-DLBCLs

Zytoband Genomische Position g-Wert Anzahl
1p22.3 85.401.156-85.520.171 0,022466 4
1931.3 195.082.432-195.638.957 0,00013172 15
3p25.3 11.119.851-11.855.759 0,0023412 18
3027.3 187.713.445-187.781.082 3,9417E-008 26
6p21.2 40.028.653-41.419.344 0,063818 14
7p12.2 49.701.582-50.142.671 0,00021907 19
9p24.1 5.278.708-5.486.917 0,00082184 14
11p13 34.983.220-35.215.766 7,6611E-010 19
11925 134.408.261-134.452.384 0,010668 15
12p13.33 1-138.614 0,16698 11
18923 75.983.560-76.117.153 1,4221E-014 32
19913.43 63.522.074-63.811.651 0,00082184 16
Xq28 145.785.625-154.824.264 0,00028044 13
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7 Anhénge

Tabelle 7.2.4: Rekurrente Verluste in 49 ABC-DLBCLs

Zytoband Genomische Position g-Wert Anzahl
1p35.3 28.288.816-29.257.721 0,028792 8
1p13.3 107.888.625-108.130.593 0,02343 8
1943 236.039.701-236.823.638 0,054677 8
3p26.1 1-10.056.544 0,11484 9
40921.22 82.346.683-83.773.027 0,11484 7
5014.3 88.039.160-90.428.376 0,01898 7
6p21.32 32.406.921-32.822.760 0,0037074 10
6921 106.182.258-106.362.128 8,152E-012 20
6023.3 137.408.105-138.356.891 7,9875E-011 21
7q11.22  69.967.743-71.155.717 0,043645 9
8p21.3 20.564.603-23.217.927 0,0099916 9
9p21.3 21.944.954-21.981.751 1,8455E-039 23
9g22.1 87.733.006-88.524.319 0,23539 7
10p14 11.620.361-12.443.033 0,067803 8
12p13.2  11.802.482-12.099.275 0,0021736 10
13914.2 49.502.619-49.621.662 0,01898 6
14032.12 90.698.303-91.811.866 0,012012 9
15915.1  38.831.012-39.913.282 4,292E-009 17
16022.1  67.163.841-68.926.409 0,043645 9
17p13.1  7.233.451-8.499.452 2,6517E-007 13
18p11.31 2.648.678-3.189.306 0,13815 6
19p13.3  4.014.068-4.792.150 0,00013205 14
19913.32 51.435.086-53.881.226 0,16001 9
22013.31 43.777.620-44.248.555 0,012012 8
Xp22.33 290.581-3.189.390 1,2549E-009 16
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7.2.3 GCB-DLBCLs

Tabelle 7.2.5: Rekurrente Zugewinne in 79 GCB-DLBCLs

Zytoband Genomische Position g-Wert Anzahl
1923.3 157.712.857-159.253.473 1,7699E-006 28
2p15 58.298.652-61.431.058 3,7641E-009 26
3g28 189.301.166-189.883.559 0,12678 12
5g21.1 97.942.890-98.954.389 0,18906 11
6p21.32 32.444.166-32.822.760 0,03383 15
7pi12.2 49.937.451-50.142.671 2,8885E-005 23
7021.13  90.069.869-90.619.017 3,7933E-006 25
80924.3 145.984.730-146.274.826 0,0095267 16
9p24.2 2.746.757-2.850.772 0,0042421 9
11p13 34.983.220-35.215.766 0,0025516 16
11923.3  117.690.557-117.735.473 2,8885E-005 18
12p13.33 1-95.915 9,6865E-008 34
12912 43.358.611-45.047.590 1,5665E-007 31
12924.33 130.121.743-131.818.476 9,1815E-005 25
13g31.3  90.688.608-90.897.077 6,4159E-006 20
17911.2  25.960.930-26.258.630 0,06865 10
18921.2 51.049.127-51.418.739 1,8628E-005 16
19913.43 63.712.862-63.811.651 0,00022169 14
21921.3 28.651.741-28.837.096 0,0032091 18
Xqg26.2 129.034.826-134.887.061 1,422E-005 18
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7 Anhénge

Tabelle 7.2.6: Rekurrente Verluste in 79 GCB-DLBCLs

Zytoband Genomische Position g-Wert Anzahl
1p36.32  3.577.747-3.910.009 1,4443E-006 14
1p21.2 101.675.879-101.760.837 0,13157 7
3p21.31  48.561.702-49.978.635 0,0032308 11
4q34.2 177.691.681-177.818.103 0,0032308 10
6915 90.760.002-90.787.158 2,3733E-007 16
64g23.3 137.740.308-137.860.303 2,6859E-009 21
7q11.22  66.572.216-66.951.121 0,17144 7
8p21.2 23.629.224-24.971.008 0,0092304 9
8q12.3 61.842.504-65.524.162 0,0064801 7
9p21.3 21.920.148-21.976.217 6,3633E-008 11
10023.31 90.544.398-91.007.975 3,1134E-006 13
11924.3 128.680.224-129.857.754 0,0092304 9
13913.3  35.262.792-35.711.521 0,00018185 11
13933.3  105.314.456-106.524.861 0,011042 8
14932.32 101.584.769-102.682.314 0,13157 7
15915.1  39.476.525-39.607.259 3,1419E-008 18
16913 55.329.955-56.097.011 0,17144 6
17p13.3  2.932.536-3.109.056 2,5067E-005 13
18922.3  68.681.692-71.332.900 0,057007 9
19p13.3  6.441.180-7.811.018 3,4059E-010 13
19913.42 58.781.765-59.202.528 0,17144 6
Xp22.33 1-1.499.465 1,1115E-013 24
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7.2.4 DLBCL, , Typ IIl”

Tabelle 7.2.7: Rekurrente Zugewinne und Verluste in 20 , Typ IlI”-DLBCLs

Art Zytoband Genomische Position g-Wert Anzahl

Zugewinn 1g32.2 202.488.142-206.962.090 0,11561 6
Zugewinn 3q13.12 108.851.651-109.471.304 0,19037 6
Zugewinn 7p14.2 36.176.270-37.764.156 0,24502 4
Zugewinn 119g23.1  110.677.390-111.067.901 0,001857 7
Zugewinn 18923 75.983.560-76.117.153 0,00064356 7
Zugewinn 19913.43 63.522.074-63.811.651 0,0033658 7
Verlust 1p36.32  2.450.788-3.577.745 0,021626 3
Verlust 3p14.2 60.353.173-60.532.891 0,2444 4
Verlust 6022.31 119.927.181-120.944.077 0,021626 6
Verlust 9p21.3 21.806.215-22.057.275 9,4313E-006 5
Verlust 16022.1  67.163.841-68.205.995 0,17543 4
Verlust 19p13.12 15.186.311-15.614.422 0,19749 4
Verlust Xp22.33 1-3.189.390 0,021626 6
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7.2.5 Starke Kopienzahlveranderungen im 2.Kollektiv

Tabelle 7.2.8: Homozygote Verluste im 2. Kollektiv

Klassifikationen Uberlappung

Fall Chr. Startbase Stopbase mBL GCB/ABC  CNPs
MPI-014 9 21.818.110 22.031.998 non-mBL ABC 0
MPI-014 22  21.276.793 21.576.156 non-mBL ABC 100
MPI-024 19  63.555.07 6.847.380 intermediate GCB 64,86
MPI-026 9 21.850.428 22.194.445 intermediate ABC 0
MPI-031 6 32.556.394 32.870.462 non-mBL ABC 43,24
MPI-031 6 168.970.646 169.582.666 non-mBL ABC 13,33
MPI-031 8 137.735.555 137.923.702 non-mBL ABC 100
MPI-031 9 23.849.980 25.182.085 non-mBL ABC 37,68
MPI-031 15 1 19.827.281 non-mBL ABC 100
MPI-046 22  21.050.798 21.576.156 intermediate GCB 100
MPI-099 12  1.479.403 1.518.630 intermediate GCB 0
MPI-110 14  105.553.453 106.142.730 non-mBL ABC 100
MPI-113 19  6.355.507 6.596.178 non-mBL GCB 88,89
MPI-126 8 122.629.951 123.269.909 intermediate ABC 8,11
MPI-126 9 21.944953 23.646.538 intermediate ABC 7,58
MPI-131 5 123.856.467 124.083.944 intermediate ABC 0
MPI-131 11 46.289.469 46.699.711 intermediate ABC 0
MPI-131 18  31.018.661 31.358.982 intermediate ABC 0
MPI-162 4 153.626.548 154.007.783 intermediate GCB 0
MPI-168 9 21.204.877 25.667.257 non-mBL ABC 22,26
MPI-295 19 59942897 60.040.503 non-mBL GCB 100
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7 Anhénge

Klassifikationen Uberlappung

Fall Chr. Startbase Stopbase mBL GCB/ABC  CNPs
MPI-319 6 31.364.646 31.636.669 non-mBL ABC 100
MPI-319 9 21.981.752  22.249.421 non-mBL ABC 0
MPI-325 19  6.355.507 6.847.380 intermediate GCB 64,86
MPI1-404 1 3.643.337 3.910.010 non-mBL GCB 34,78
MPI-404 10 89.676.489 91.049.139 non-mBL GCB 30,94
MPI-689 8 61.842.503 65.524.163 non-mBL GCB 9,44
MPI-689 19 6.441.179 7.035.307 non-mBL GCB 78,95
MPI-689 20  23.088.535 23.554.393 non-mBL GCB 5,33
MPI-690 9 21.880.326  25.515.914  intermediate GCB 21,34
MPI-691 22  20.823.690 21.576.156 intermediate GCB 100
MPI-698 9 21.818.110 22.194.445 intermediate GCB 0
MPI-731 6 92.249.709 92.503.882 non-mBL ABC 0
MPI-731 9 21.036.674 23.330.423 non-mBL ABC 15,22
MPI-734 9 21.920.147 22.108.102 non-mBL ABC 0
MPI-737 9 21.880.326  21.981.752 non-mBL ABC 0
MPI-745 9 21.850.428 22.582.589 non-mBL ABC 0
MPI-755 3 4.397.399 4.632.490 intermediate GCB 0
MPI-755 13  31.506.479 31.714.366 intermediate GCB 0
MPI-755 13  31.863.764 33.102.061 intermediate GCB 0
MPI-755 13  33.505.585 35.711.522 intermediate GCB 13,9
MPI-767 9 21.920.147 22.166.961 intermediate GCB 0
MPI-769 6 32.406.920 32.822.761 non-mBL ABC 68,33
MPI-791 9 20.986.709 21.121.559 non-mBL ABC 0
MPI-791 9 21.880.326  22.846.899 non-mBL ABC 7,89
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7 Anhénge

Klassifikationen Uberlappung

Fall Chr. Startbase Stopbase mBL GCB/ABC  CNPs
MPI-791 X 9.078.777 9.400.882 non-mBL ABC 44 .44
MPI-796 19  6.355.507 6.847.380 non-mBL GCB 64,86
MPI-801 2 209.941.749 209.947.165 non-mBL GCB 0
MPI-802 7 100.531.443 100.705.312 non-mBL GCB 100
MPI-806 13  47.962.967 49.621.663 non-mBL ABC 31,31
MPI-813 6 90.760.001  91.076.890 non-mBL GCB 0
MPI-815 3 75.476.420 75.647.561 non-mBL GCB 100
MPI-822 22  21.031.117 21.576.156 non-mBL ABC 100
MPI-832 22  23.983.115 24.244.331 non-mBL ABC 100
MPI-840 1 2.389.972 4.313.087 non-mBL unclassified 31,61
MPI-840 22  20.994.657 21.576.156 non-mBL unclassified 100
MPI-849 9 21.255.259 23.470.786 intermediate unclassified 15,25
MPI-855 6 104.005.863 106.362.129 non-mBL ABC 18,38
MPI-855 14  105.170.875 106.142.730 non-mBL ABC 100
MPI-855 17  3.526.607 12.017.794  non-mBL ABC 18,53
MPI-856 9 21.944.953 22.057.276 non-mBL ABC 0
MPI-858 22  21.050.798 21.576.156 non-mBL ABC 100
MPI-876 3 75.476.420 75.779.859  non-mBL GCB 100
MPI-881 6 106.182.257 106.790.569 non-mBL ABC 4,92
MPI-881 9 21.777.848 22.031.998 non-mBL ABC 0
MPI-902 1 2.505.420 3.337.753 non-mBL unclassified 43,37
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Tabelle 7.2.9: Detektierte Amplifikationen im 2. Kollektiv

7 Anhénge

Klassifikation Uberlappung
Fall Chr. Startbase  Stopbase  mBL GCB/ABC  CNPs
MPI-008 3 187713444 187781083 non-mBL ABC 0
MPI-014 18 40294112 40345033 non-mBL ABC 0
MPI-031 3 187713444 187781083 non-mBL ABC 0
MPI-031 11 30948192 31376964 non-mBL ABC 100
MPI-031 11 32680527 33837472 non-mBL ABC 10,87
MPI-031 11 34992974 36915582 non-mBL ABC 72,41
MPI-039 7 90069868 91383439 non-mBL GCB 5,75
MPI-039 7 93369755 95665085 non-mBL GCB 15,83
MPI-039 7 101685455 105270456 non-mBL GCB 15,16
MPI-074 1 191645669 196768447 non-mBL ABC 26,16
MPI-074 1 202075305 202359730 non-mBL ABC 0
MPI-074 3 106064834 107981907 non-mBL ABC 32,11
MPI-074 19 10055884 10230086 non-mBL ABC 100
MPI-110 18 15092421 17579480 non-mBL ABC 0
MPI-110 18 36841937 76117153 non-mBL ABC 17,48
MPI-122 9 4783897 5555601 non-mBL GCB 23
MPI-130 11 34943087 35739486 non-mBL ABC 52,44
MPI-130 11 42027329 42701654 non-mBL ABC 0
MPI-131 18 15092421 24662715 intermediate ABC 8,05
MPI-131 18 35956480 36043292 intermediate ABC 0
MPI-131 18 44442247 51852839 intermediate ABC 5,78
MPI-131 18 52159141 76117153 intermediate ABC 25,06
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Klassifikation Uberlappung
Fall Chr. Startbase  Stopbase @ mBL GCB/ABC  CNPs
MPI-133 11 35041168 35324715 non-mBL ABC 79,03
MPI-162 10 53217408 53297839 intermediate GCB 33,33
MPI-162 21 22680455 22735539 intermediate GCB 0
MPI-187 3 196602407 198162271 intermediate GCB 100
MPI-194 17 40872185 41015664 non-mBL ABC 100
MPI-325 13 90688607 90957444 intermediate GCB 0
MPI-367 9 1 6158335 non-mBL GCB 34,35
MPI-379 9 1 5586111 non-mBL GCB 36,52
MPI-379 9 37222221 43617278 non-mBL GCB 23,78
MPI-407 12 43064862 46788841 intermediate GCB 22,09
MPI-410 18 15092421 76117153 non-mBL GCB 16,92
MPI-688 1 84044622 86348529 non-mBL ABC 0
MPI-688 9 1764037 1937653 non-mBL ABC 44
MPI-688 9 4411056 7253576 non-mBL ABC 26,74
MPI-689 2 58077246 60288813 non-mBL GCB 96,11
MPI-690 11 68831868 69484842 intermediate GCB 15,28
MPI-691 6 35033349 39048774 intermediate GCB 24,5
MPI-691 6 40638004 51033290 intermediate GCB 15,47
MPI-700 15 19464910 20343286 intermediate GCB 100
MPI-714 11 108980770 109501154 non-mBL unclassified 0
MPI-714 11 109799063 111356416 non-mBL unclassified 1,75
MPI-732 2 60549307 61982989 intermediate GCB 68,67
MPI-766 3 111185623 112141868 non-mBL GCB 24,56
MPI-766 3 113050584 113879876 non-mBL GCB 1,03
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Klassifikation Uberlappung
Fall Chr. Startbase  Stopbase @ mBL GCB/ABC  CNPs
MPI-766 11 18884861 18927562 non-mBL GCB 100
MPI-767 13 89960370 96003719 intermediate GCB 8,07
MPI-780 9 114153914 114177309 non-mBL GCB 100
MPI-781 9 2150378 2431593 non-mBL GCB 0
MPI-781 9 2746756 2850773 non-mBL GCB 0
MPI-781 9 6277142 6397799 non-mBL GCB 30
MPI-781 9 10332841 10594375 non-mBL GCB 57,14
MPI-781 9 12507596 12600410 non-mBL GCB 100
MPI-781 9 13845908 13933319 non-mBL GCB 0
MPI-781 9 21525799 21818110 non-mBL GCB 0
MPI-781 9 22474702 22710921  non-mBL GCB 37,5
MPI-781 9 22754293 22927343 non-mBL GCB 0
MPI-781 9 28072946 28166868 non-mBL GCB 0
MPI-781 9 29724029 29877375 non-mBL GCB 57,14
MPI-781 9 30543329 30806505 non-mBL GCB 10
MPI-781 9 32922194 33054336 non-mBL GCB 18,18
MPI-781 9 34098324 34319110 non-mBL GCB 0
MPI-781 9 36365709 36580688 non-mBL GCB 0
MPI-781 9 73344611 73537083 non-mBL GCB 0
MPI-781 9 75836877 76002013 non-mBL GCB 33,33
MPI-781 9 88258614 88483520 non-mBL GCB 0
MPI-781 9 103055050 103252765 non-mBL GCB 0
MPI-781 9 110891000 111084976 non-mBL GCB 0
MPI-783 2 59377105 61431059 intermediate GCB 98,99
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Klassifikation Uberlappung
Fall Chr. Startbase  Stopbase @ mBL GCB/ABC  CNPs
MPI-799 2 59722275 63924511 non-mBL GCB 69,03
MPI-799 17 21437192 26258631 non-mBL GCB 32,54
MPI-799 17 56250979 57222011 non-mBL GCB 0
MPI-799 17 58891134 60467052 non-mBL GCB 22,83
MPI-812 11 34546067 36915582 non-mBL ABC 71,32
MPI-812 11 40004992 40841086 non-mBL ABC 39,68
MPI-812 11 41448977 41590861 non-mBL ABC 0
MPI-813 11 35041168 35277581 non-mBL GCB 69,77
MPI-815 9 114153914 114177309 non-mBL GCB 100
MPI1-820 1 79617317 79781103 non-mBL ABC 0
MPI-820 1 82477073 82656592 non-mBL ABC 0
MPI-820 1 82818990 82948146 non-mBL ABC 50
MPI1-820 1 84871661 84987571 non-mBL ABC 0
MPI-820 1 85401155 85520172 non-mBL ABC 0
MPI-820 1 85793474 86314860 non-mBL ABC 0
MPI1-820 1 86666419 86727200 non-mBL ABC 0
MPI-820 11 10423959 10807098 non-mBL ABC 2,7
MPI-820 11 29042621 29221955 non-mBL ABC 0
MPI-820 11 33405848 35915081 non-mBL ABC 44,12
MPI-820 11 47940857 49618505 non-mBL ABC 51,35
MPI-821 7 49131269 50460358 non-mBL ABC 14,08
MPI-821 7 53069167 53402462 non-mBL ABC 83,33
MPI-823 21 35866104 35931538 non-mBL unclassified 0
MPI-834 11 34992974 35215767 non-mBL ABC 93,02
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Klassifikation Uberlappung
Fall Chr. Startbase  Stopbase @ mBL GCB/ABC  CNPs
MPI-835 11 116882728 117690556 intermediate GCB 0
MPI-844 11 18884861 18931798 non-mBL GCB 100
MPI-844 13 84801190 103363166 non-mBL GCB 14,77
MPI-849 11 18884861 18927562 intermediate unclassified 100
MPI-849 18 12100589 14452810 intermediate unclassified 28,99
MPI-849 18 34339087 76117153 intermediate unclassified 17,65
MPI-851 12 63957302 69776704 non-mBL GCB 9,21
MPI-852 2 515632512 52500273 intermediate GCB 47,83
MPI-852 2 57456439 63402144 intermediate GCB 75,65
MPI-855 3 31115810 46028585 non-mBL ABC 13,37
MPI-855 5 38528960 39983326 non-mBL ABC 0
MPI-855 9 2979567 14980485 non-mBL ABC 32,69
MPI1-857 11 18884861 18931798 non-mBL ABC 100
MPI-858 2 41334748 51736693 non-mBL ABC 23
MPI-858 2 51995561 52924971 non-mBL ABC 13,33
MPI-858 14 58997129 60758411 non-mBL ABC 12,1
MPI-859 5 89917307 90350409 intermediate GCB 0
MPI-859 5 95336927 98869989 intermediate GCB 22,87
MPI-859 11 109716704 111689270 intermediate GCB 1,49
MPI-859 11 112941697 115222139 intermediate GCB 18,91
MPI-859 11 116869101 120839820 intermediate GCB 0,51
MPI-881 18 15092421 76117153 non-mBL ABC 16,92
MPI-904 X 45130788 47186419 non-mBL GCB 7,41
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