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1. Zusammenfassung
Das diffus grof3zellige B Zell-Lymphom (DLBCL) ist eine biologisch und klinisch heterogene

Erkrankung, deren Pathogenese mafRgeblich durch genetische Veranderungen in zentralen
Signalwegen der B Zelle bestimmt wird. Insbesondere der MCD/C5-Subtyp ist durch eine hohe
Frequenz aktivierender MYD88-Mutationen sowie anti-apoptotischer BCLZ2-Aberrationen
gekennzeichnet. Zuséatzlich finden sich in diesem Subtyp haufig Mutationen in CD79B, einer
zentralen Komponente des B Zell-Rezeptor (BCR), die mit einer chronisch aktiven BCR-
Signalgebung assoziiert ist. Ziel dieser Arbeit war es, die funktionellen Auswirkungen der
CD79B-Mutation auf die B Zell-Entwicklung, die BCR-Regulation und die Lymphomagenese
in einem praklinischen Mausmodell zu untersuchen.

Zu diesem Zweck wurde ein Cd79b p.Y195H-Knock-in-Mausmodell generiert und sowohl
isoliert als auch in Kombination mit einem etablierten Myd88/BCL2-getriebenen DLBCL-
Mausmodell analysiert. Akute Effekte der Mutation wurden mittels durchflusszytometrischer
Analysen der BCR-Internalisierung untersucht, wahrend chronische Effekte auf
Organmorphologie, B Zell-Subpopulationen, Serum-Immunglobulinspiegel und
Tumorentwicklung im Langzeitverlauf erfasst wurden.

Die Untersuchungen zeigten, dass die Cd79b-Mutation zu einer signifikant verminderten
konstitutiven BCR-Internalisierung fuhrt, wahrend die ligandenvermittelte Internalisierung nach
BCR-Quervernetzung weitgehend erhalten bleibt. Diese Befunde deuten auf eine selektive
Beeintrachtigung der basalen BCR-Regulation hin. In der chronischen Analyse ergaben sich
hingegen keine Hinweise auf eine beschleunigte Lymphomagenese oder eine erhohte
Tumorlast durch die zusatzliche Cd79b-Mutation im Myd88/BCL2-Hintergrund. Auch
Milzgrofde, Keimzentrumsstruktur sowie die histologischen und immunphanotypischen
Eigenschaften der Tumoren wurden durch die Mutation nicht wesentlich beeinflusst.

Auf der Ebene der B Zell-Entwicklung zeigte sich jedoch eine veranderte Zusammensetzung
einzelner B Zell-Subpopulationen mit teilweise reduzierten B Zell-Zahlen, was auf einen
Einfluss der Cd79b-Mutation auf frihe Entwicklungs- und Toleranzprozesse hindeutet.
Hinsichtlich der Serum-Immunglobulinspiegel zeigte sich ein Trend zu erhdhten IgM-Spiegeln
in Cd79b-mutierten Tieren. Die analysierten Tumoren wiesen einen post-Keimzentrums-
Plasmablasten -Phanotyp auf.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass die Cd79b-Mutation zwar
funktionelle Auswirkungen auf die BCR-Regulation hat, im untersuchten Mausmodell jedoch
nicht ausreicht, um die Myd88/BCL2-getriebene Lymphomagenese weiter zu beschleunigen.
Die Daten legen nahe, dass eine frihzeitige Verstarkung der BCR-Signalgebung im Rahmen
der B Zell-Entwicklung durch Toleranzmechanismen kompensiert werden kann. Obwohl die

Cd79b-Mutation bereits friih zu einer verstarkten BCR-Signalgebung flihrt, scheinen die
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betroffenen B Zellen wahrend ihrer Entwicklung durch natirliche Kontrollmechanismen
entweder eliminiert oder funktionell abgeschwacht zu werden, sodass ein potenziell pro-
onkogener Effekt der Cd79b-Mutation funktionell kompensiert werden kann und nicht zu einer
beschleunigten Lymphomentstehung fuhrt. Damit liefert die Arbeit wichtige Einblicke in die
kontextabhangige Rolle von Cd79b-Mutationen und unterstreicht die Bedeutung des

Entwicklungszeitpunkts genetischer Veranderungen flr die Lymphomentstehung.
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2.  Einleitung

2.1. B Zell-Entwicklung

Unter den Diffus groRRzelligen B Zell Lymphomen kdénnen zwei Phanotypen unterschieden
werden — das ABC-DLBCL (activated B cell-like DLBCL) und das GCB-DLBCL (germinal
center B cell-like DLBCL)." Da die beiden Phanotypen unterschiedliche Entwicklungsstadien
reprasentieren, wird im Folgenden naher auf die physiologische B Zell-Entwicklung
eingegangen.

Die B Zell-Entwicklung findet in zwei Abschnitten statt. Der erste Abschnitt lauft im
Knochenmark und der fetalen Leber ab und der zweite Abschnitt in der Peripherie durch
Bindung von Fremd-Antigenen an die B Zelle. ? Die Hauptentwicklungsstadien im ersten
Abschnitt umfassen die hamatopoetische Stammzelle (HSC), den multipotenten Vorlaufer
(MPP), den gemeinsamen lymphoiden Vorlaufer (CLP), die Pro-B Zelle, die Pra-B Zelle und
die unreife B Zelle. 2 Diese unterschiedlichen Stadien kénnen anhand der Expression von
bestimmten Oberflachenproteinen und dem Immunglobulin-Gen-Umlagerungsstatus in
verschiedene Gruppen eingeteilt werden. 2 Ausgehend von der multipotenten Vorlauferzelle
erfolgt zunachst eine Trennung in myeloische und lymphoide Vorlauferzellen und
anschlieend eine Differenzierung in B und T Zelllinien. 3 Kennzeichen des Pra-Pro-B Zell-
Stadiums ist die Expression des Transkriptionsfaktors EBF1. EBF1 férdert Gber eine Bindung
an den Igh-Lokus die Ds-Ju-Rekombination.

Durch die sogenannte V(D)J-Rekombination ist es moglich, dass jede B Zelle einen
individuellen B Zell-Rezeptor exprimiert. 4° Der B Zell-Rezeptor stellt einen
membrangebundenen Antikorper dar, der aus zwei Immunglobulin-Schwerketten (IgH) und
zwei Immunglobulin-Leichtketten (IgL) besteht. ° Diese Ketten enthalten wiederum N-terminale
variable (V) als auch C-terminale konstante (C) Regionen. ¢ Die variable Region der
Immunglobulin-Schwerketten wird durch V (Variable)-Gene, J (Joining)-Gene und D
(Diversity)-Gene kodiert. 7 Hingegen wird die variable Region der Immunglobulin-Leichtketten
durch V-Gene und J-Gene kodiert, die D-Gene fehlen in diesen Ketten. 7 Die konstante Region
der Immunglobulin-Ketten wird durch CH-Exon-Cluster kodiert. ” Die hohe Variabilitat an B
Zell-Rezeptoren entsteht nun wahrend der V(D)J-Rekombination durch Kombination der
verschiedenen Segmente auf DNA-Ebene. 8 Vermittelt wird diese Rekombination durch die
Enzyme RAG1 und RAG2. ° Diese Enzyme induzieren Doppelstrangbriiche an spezifischen
Rekombinations-Signal-Sequenzen (RSS). ' In der Immunglobulin-Schwerkette werden
zunachst D- und ein J-Segment verknlpft und anschlieend wird dieses neu entstandene DJ-
Segment an ein V-Segment angefligt. "' In der Immunglobulin-Leichtkette werden nur J- und

V-Segment miteinander verbunden, da kein D-Segment vorhanden ist. "' Die entstandenen
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variablen und konstanten Regionen werden sowohl bei der Immunglobulin-Schwerkette als
auch bei der -Leichtkette nach der Transkription durch SpleiRen miteinander verbunden. '

Aulerdem ist EBF1 verantwortlich flir die Expression von CD79A, CD79B und der Gene, die
fur den Pre-B Zell-Rezeptor kodieren. Es folgt das friihe Pro-B Zell-Stadium im Anschluss an
die Dn-Ju-Rekombination. Die Expression von Nicht-B-Linien-Genen wird durch die PAX5-
Expression gehemmt. PAXS5 ist ein Transkriptionsziel von EBF1. Auch weitere B Zell-Gene
werden unter die Kontrolle von PAX5 und weiteren Transkriptionsfaktoren gestellt. In dem
frihen Pro-B Zell-Stadium erfolgt als weiterer wichtiger Entwicklungsschritt die Expression von
CD19. PAX5 vermittelt ein Zusammenziehen des Igh-Lokus, um die Vi-Gensegmente und die
Du-Ju-Region starker in eine raumliche Nahe zu bringen. Somit wird die Vy zu Dg-
Rekombination geférdert. Als nachstes folgt das spate Pro-B Zell-Stadium. In diesem Stadium
hat in den meisten Zellen die Vi zu Dn-Ju Immunglobulin-Gensegment-Rekombination
begonnen. Den Abschluss dieser Rekombination stellt der Eintritt in das friihe Pra-B Zell-
Stadium dar. In diesem Stadium wird die cKit-Expression, die der B Zelle den Empfang von
Stammzellfaktor-Signalen, die als wachstumsférdernde Signale von Stromazellen im
Knochenmark ausgehen, ermdglicht hat, eingestellt. 3 Im Anschluss an die Vu-Du-Ju-
Rekombination exprimiert die B Zelle einen Pra-B Zell-Rezeptor und tritt in das Pra-B Zellen-
Stadium ein. Es erfolgt eine Selektion von B Zellen mit einer produktiven neu angeordneten
schweren Kette, die in das nachste Entwicklungsstadium eintreten. Zudem kommt es zu einem
Verlust des Pra-B Zell-Rezeptors, was einhergeht mit dem Eintritt in das kleine Pra-B Zellen-
Stadium. Die Expression der RAG1/2-Gene l6st die Umlagerung der Leichtketten aus. Nach
erfolgreicher Umlagerung wird der IgM-B Zell-Rezeptor auf der Zelloberflache exprimiert und
die B Zelle wird nun als unreife B Zelle bezeichnet. Nun ist es entscheidend, autoreaktive B
Zellen zu eliminieren. Im Knochenmark ist eine hohe Konzentration an Selbstantigenen
vorhanden. Erkennt eine unreife B Zelle diese Selbstantigene, werden die B Zell-Rezeptoren
auf der Oberflache quervernetzt und es kommt durch ein starkes intrazellulares Signal zur
Apoptose der Zelle. Alternativ kann diese B Zelle die Expression der Gene RAG1/2
reaktivieren und die Rekombination der Immunglobulin-Gene wird wiederholt, um
gegebenenfalls einen nicht mehr autoreaktiven B Zell-Rezeptor zu erhalten. Der dritte
Mechanismus, der bei autoreaktiven B Zellen zum Einsatz kommt, wird als Anergie
bezeichnet. Hierbei kommt es zu einer Herunterregulierung der B Zell-Rezeptor-Expression
auf B Zellen, die Selbstantigene mit geringer Affinitdt erkennen. Im Anschluss an diese
negative Selektion erfolgt der zweite Abschnitt der B Zell-Entwicklung im peripheren
lymphatischen System, in diesem Zwischenstadium zwischen reifer und unreifer B Zelle
werden die Zellen als transitorische B Zellen bezeichnet. *'2'3 Die B Zellen halten sich hierbei
in sekundaren lymphatischen Organen, insbesondere in der Milz, auf. '2'* Wahrend der B

Zell-Reifung in der Peripherie kommt es zu einer Veranderung des Verhaltnisses von B Zell-
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Rezeptoren der Klasse slgM zu B Zell-Rezeptoren der Klasse slgD: bei unreifen B Zellen
Uberwiegt slgM, bei reifen B Zellen hingegen sigD. 3

Die unreifen B Zellen, die in die Peripherie auswandern, sind sehr kurzlebig, wobei alle 3 Tage
etwa die Halfte von ihnen zugrunde gehen. 3 Allerdings handelt es sich bei der Mehrheit der
peripheren B Zellen um langlebige Zellen, von denen pro Tag nur 1-2 % absterben. 3 Das
Zugrundegehen der unreifen B Zellen ist wahrscheinlich mit der Tatsache begriindet, dass alle
peripheren B Zellen um den Eintritt in B Zell-Follikel in der Milz konkurrieren.  Da die Zahl der
Follikel begrenzt ist, kdnnen nicht alle gebildeten B Zellen aufgenommen werden. ® Innerhalb
des Follikels kommt es zu einer Sekretion des B Zell-aktivierenden Faktors (BAFF) durch
dendritische Follikelzellen, was das Uberleben der B Zellen sichert. 2

In den sekundaren lymphatischen Organen reifen die B Zellen zu follikularen B-Lymphozyten
oder zu Marginalzonen-B Zellen. ' Den (iberwiegenden Teil machen die follikularen B
Lymphozyten aus, die sich in Gedachtniszellen oder Plasmazellen differenzieren. '2'* Zudem
sind sie an T Zell-abhangigen Immunreaktionen und Keimzentrumsreaktionen beteiligt. 24
Marginalzonen-B Zellen sind eher fur kurzfristige Immunreaktionen verantwortlich, indem sie
sich zu kurzlebigen Plasmazellen differenzieren, die Antikérper produzieren. 24

Vor ihrem ersten Antigenkontakt wird die B Zelle als ,naiv” bezeichnet. Kommt es nun zu einem
Kontakt der B Zelle mit inrem Antigen, wird diese aktiviert. '? Diese Aktivierung kann entweder
T Zell-abhangig tGber CD4+-T Zellen oder -unabhangig geschehen. 2

Bei der T Zell-abhangigen Aktivierung prasentieren zunachst dendritische Zellen den T Zellen
ein Protein-Antigen. '>'® Durch diese Prasentation werden die T Zellen aktiviert und
exprimieren an ihrer Oberflache CD40L. '>'% Die aktivierten T Zellen wandern in Richtung
eines Follikels. 2" Gleichzeitig werden B Zellen aktiviert, die fiir das prasentierte Antigen
spezifisch sind und wandern ebenfalls zu dem Follikel. '2'5 AnschlieBend prasentiert die B
Zelle das gebundene Antigen der T Zelle Uber ein MHC-Klasse-II-Molekiil. 'S Zusatzlich
bindet das CD40L der T Zelle an den CD40-Rezeptor der B Zelle, was ebenfalls zu einer B
Zell-Aktivierung fuhrt. 21 Infolge dieser B Zell-Aktivierung und somit auch B Zell-Proliferation
kommt es innerhalb des Lymphfollikels zu einer Bildung von B Zell-Foci innerhalb der T Zell-
Zone. 2% Dort kommt es bereits zum Auftreten von antikérperproduzierenden Plasmazellen.
1215 Ein Teil der aktivierten B Lymphozyten bildet innerhalb des Lymphfollikels Keimzentren
aus und es kommt zu einer Keimzentrumsreaktion, die sich aus verschiedenen Prozessen
zusammensetzt. > Zum einen findet ein Klassen-Switch statt, bei dem es durch
chromosomale Umlagerungsprozesse zu einer Anderung der Immunglobulin-lsotypen kommt.
1215 So kann eine B Zelle nun anstatt IgM beziehungsweise IgD auch IgA, IgE oder IgG
produzieren, also Immunglobuline mit einer anderen Effektorfunktion. '>'> AuRerdem besitzen
B Zellen, nachdem sie die Keimzentrums-Reaktion durchlaufen haben, eine hdhere Affinitat

ihnrer Rezeptoren gegen das jeweilige Antigen. Dies wird durch die sogenannte
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SAffinitatsreifung” erreicht, die sich aus zwei Vorgangen zusammensetzt. Es kommt zu
zufalligen Mutationen in den Genen, die fir die variablen Regionen des Antikdrpers kodieren,
dieser Vorgang wird auch als somatische Hypermutation bezeichnet. Zudem prasentieren
follikulare dendritische Zellen den mutierten B Zellen Antigene und bei nicht ausreichender
Antigenbindung wird eine Apoptose der B Zelle induziert. > Im Anschluss an diese
Reaktionen verlassen die B Zellen die Keimzentren und entwickeln sich entweder zu B
Gedachtniszellen oder antikorperproduzierenden Plasmazellen. '2'® B Gedéchtniszellen
zirkulieren in einer Art Ruhezustand zwischen Lymphknoten und Milz und kénnen bei
erneutem Antigenkontakt Antikérper mit einer hohen Affinitat gegen das Antigen bilden. '21°
Plasmazellen halten sich in Lymphknoten, Milz sowie im Knochenmark auf und sezernieren
Immunglobuline. '2'° Die langlebigen Plasmazellen im Knochenmark sind in der Lage, noch
lange Zeit nach der Antigenexposition Antikérper zu bilden. 213

Strukturell lassen sich Keimzentren in eine helle und eine dunkle Zone unterteilen. '® In der
dunklen Zelle proliferieren die aktivierten B Zellen, sie werden dann auch als Zentroblasten
bezeichnet. '® Wahrend der Proliferation kommt es zu der oben beschriebenen somatischen
Hypermutation. ' Im Anschluss an die Proliferation werden die B Zellen als Zentrozyten
bezeichnet und bilden zusammen mit T Helferzellen und follikularen dendritischen Zellen die
helle Zone. '® In diesem Bereich findet der zweite Schritt der Affinitatsreifung statt. Es kommt
durch die Interaktion von follikularen dendritischen Zellen und B Zellen zu einer Selektion der
B Zellen in Abhangigkeit von ihrer Antigen-Affinitat. '

Der andere Weg der B Zell-Aktivierung lauft T Zell-unabhangig ab. Dieser Mechanismus ist
wichtig, da T Zellen lediglich Protein-Antigene erkennen kénnen. Bindet ein B Zell-Rezeptor
nun an ein Nicht-Protein-Antigen, wird eine Immunantwort ausgeldst, die keine Mitwirkung von
T Zellen benotigt. '? Hierbei kommt es zu einer Proliferation der B Zellen und Entwicklung zu
Plasmazellen. '” Die produzierten Antikrper weisen allerdings eine niedrigere Affinitat zu dem
jeweiligen Antigen auf, da sie keine Keimzentrumsreaktion durchlaufen und somit keine
Affinitatsreifung erfolgt. > Zudem kénnen von den Zellen fast ausschlieBlich IgM-Antikérper
produziert werden, da kein Klassen-Switch stattfindet. 12

Entscheidend fur beide Wege der B Zell-Aktivierung ist der B Zell-Rezeptor, durch den die
Antigene erkannt werden. Die Vielfalt der B Zell-Rezeptoren entsteht einerseits durch die
V(D)J-Rekombination wahrend der B Zell-Entwicklung, die oben beschrieben wurde.
Zuséatzlich zu der V(D)J-Rekombination kommt es zu einer junktionalen Diversifizierung, durch
die die Vielfalt an B Zell-Rezeptoren weiter erhoht wird. '® Die junktionale Diversifizierung
bezeichnet ein zufélliges Einfligen oder Ausschneiden von Nukleotiden zwischen den neu
kombinierten Gensegmenten. '® Die einzelnen B Zell-Rezeptoren sind in der Lage, eine

Vielzahl von kdrpereigenen und korperfremden Antigenen zu erkennen. ° Allerdings entsteht
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durch diese DNA-Umlagerungsprozesse ein hohes Risiko flir onkogene Mutationen und
Translokationen. 5

GCB-DLBCL entspringen aus B Zellen der hellen Zone der Keimzentren. '° Auch Follikulare
Lymphome und Burkitt-Lymphome weisen dieses Stadium der B Zellreifung auf. 2022
Genetische Veranderungen, die in GCB-DLBCLs gehauft auftreten, sind EZH2-Mutationen,
BCL2-Translokationen, CREBBP-Mutationen, KMT2D-Mutationen, MEF2B-Mutationen und
Mutationen im JAK-STAT-Signalweg. 2324

ABC-DLBCL haben ihren Ursprung in Plasmablasten, die die Keimzentrums-Reaktion bereits
durchlaufen haben. 529225 Neuere Untersuchungen lieferten jedoch Hinweise darauf, dass ein
Teil der ABC-DLBCL-Falle ihren Ursprung in Pra-Gedachtniszellen hat. 26 Da der Fokus dieser
Arbeit auf der Untersuchung von ABC-DLBCL liegt, wird auf die in diesen Tumoren rekurrent

mutierten Signalwege in den folgenden Kapiteln eingegangen.

2.2. Grundlagen der Tumorentstehung

Krebserkrankungen stellen weltweit eine der Hauptursachen fiir Krankheit und Sterblichkeit
dar. Im Jahr 2020 gab es weltweit schatzungsweise 19,3 Millionen neue Krebsfalle und fast
10 Millionen mit Krebs verbundene Todesfélle. 27 Schatzungen zufolge wird die weltweite
Krebslast im Jahr 2040 auf 28,4 Millionen Falle steigen. ?’

Die Tumorentstehung wird von exogenen und endogenen Faktoren beeinflusst. Die
Karzinogenese lasst sich anhand des Mehrstufenmodells beschreiben, das urspringlich auf
Isaac Berenblum zurilickgeht 28, in den folgenden Jahren jedoch stetig weiterentwickelt wurde.
Hiernach wird die Karzinogenese in vier Phasen unterteilt: Initiation, Promotion, Konversion
und Progression. 2 Im ersten Schritt, der Initiation, kommt es zum Auftreten irreversibler
genetischer Schadigungen in einzelnen Zellen sowie zu der Aktivierung von Onkogenen und
Inaktivierung von Tumorsupressorgenen. 2° Protoonkogene kommen physiologischerweise im
Genom von Zellen vor. Durch verschiedene Mutationen kann es allerdings zu einer
Umwandlung eines Protoonkogens in ein Onkogen kommen (,Gain-of-Function-Mutation*). 3°
Diese Onkogene fungieren als Treiber einer unkontrollierten Zellproliferation. 3° Die
wachstumshemmende Funktion von Tumorsupressorgenen wird im Folgenden anhand des
Transkriptionsfaktors p53 erlautert. Treten DNA-Veranderungen auf, fordert p53 DNA-
Reparaturmechanismen oder aber die Apoptose der Zellen. *' Durch TP53-Mutationen kann
es zu einem Funktionsverlust des Transkriptionsfaktors kommen (,Loss-of-Function-
Mutation“).>" Dies resultiert wiederum in einer deregulierten Zellvermehrung und einem
ungebremsten Tumorwachstum. 3! Die entstandenen Zellen unterscheiden sich phanotypisch
zunachst nicht von dem umliegenden Gewebe. ?° In der Promotions-Phase kommt es zu
Anderungen der Zellmorphologie, sodass diese nun als praneoplastische Zellen erkennbar

sind. 2° Zudem kommt es zu einer Stimulierung des Zellwachstums sowie zu einem Verlust der
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Apoptosefahigkeit. 2° Unter Apoptose versteht man eine durch genetische Prozesse regulierte
Form des Zelltods, durch welche geschadigte Zellen eliminiert werden. 32 Im Anschluss kommt
es zu der Konversion. Merkmale dieser Phase sind die Zellproliferation, die Akkumulation von
Mutationen sowie die Angiogenese. 2° Der letzte Schritt der Karzinogenese ist die Progression.
Als Progression wird die Transformation der zunachst benignen Tumoren in maligne Tumore
bezeichnet. 2° Diese Phase ist durch eine zunehmende genetische Instabilitat der Zellen
gekennzeichnet. 2° AuRerdem sind die Zellen zu einer Invasion in das umliegende Gewebe
sowie gegebenenfalls, Gber die Blut- und Lymphgefale, in andere Organe in der Lage. ?°

Die Grundlage fir die Entstehung eines malignen Tumors bildet ein Ungleichgewicht zwischen
Schadigung und Reparatur des genetischen Materials. 33 Als Ursachen flr die Karzinogenese
wird die Einwirkung exogener und endogener Noxen angesehen. 3 Zu den endogenen
Ursachen zahlt beispielsweise die DNA-Schadigung durch hochreaktive Sauerstoffradikale,
die physiologischerweise im Rahmen des Zellstoffwechsels anfallen. 34 Der DNA-Schaden tritt
also ohne den Einfluss duf3erer Faktoren auf. Zu den exogenen Faktoren zahlen physikalische
(z. B. ionisierende Strahlung), chemische (z. B. polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe
im Zigarettenrauch, Chemotherapeutika) und biologische Noxen (z. B. RNA-Viren).
Entscheidend fur die Entstehung eines DNA-Schadens beziehungsweise fir die Entstehung
eines malignen Tumors ist letztendlich die Dysfunktionalitat der DNA-Reparaturmechanismen.
3 Unterschieden werden verschiedene DNA-Reparaturmechanismen, deren gemeinsames
Ziel die Erkennung und Eliminierung von DNA-Schadigungen ist. 3 Zu den relevantesten DNA-
Reparaturmechanismen zahlen die nicht-homologe-Enden-Verknipfung (NHEJ), die
homologe = Rekombination (HR), die  Nukleotidexzisionsreparatur (NER), die
Basenexzisionsreparatur (BER) sowie die Mismatch-Reparatur (MMR). 33

Im Hinblick auf DLBCL ist hervorzuheben, dass bei B Zellen physiologischerweise eine
Mutation der DNA durch VDJ-Rekombination, somatische Hypermutation und Klassen-Switch
stattfindet. Auf die einzelnen Mechanismen wurde bereits in dem Abschnitt Gber die B Zell-
Entwicklung eingegangen. Diese physiologischen Vorgange bergen jedoch das Risiko
onkogener Mutationen. Jene entstehen insbesondere durch eine Off-Target-Aktivitat der
genannten Mechanismen. *° Derzeit stellen Tumorresektionen, Chemo- und Radiotherapien
sowie Immuntherapien die Standardbehandlungen von Krebserkrankungen dar. Unter
Chemo- und Radiotherapien werden vielféltige Nebenwirkungen wie Infektanfalligkeit,
Ubelkeit, Erbrechen und Hautreaktionen beobachtet. % Dies steht im Zusammenhang mit der
engen therapeutischen Breite dieser Therapien, das heilt, neben der gewlinschten Toxizitat
auf die Tumorzellen kommt es auch zu einer Schadigung von gesundem Gewebe. Auch eine
zunehmende  Resistenzentwicklung  gegeniber  Chemotherapeutika  stellt  eine
Herausforderung in der Therapie dar. 3 Zur Uberwindung dieser Schwierigkeiten spielen

zielgerichtete Therapien (Targeted therapy), die in die gestorten Regulationsmechanismen
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maligner Zellen eingreifen, eine entscheidende Rolle. *¢ Fiir die Entwicklung dieser Therapien
ist es essenziell, die gestérten Regulationsmechanismen zu identifizieren und zu

charakterisieren.

2.3. Diffus groRzellige B Zell-Lymphome - Definition

Grundsatzlich versteht man unter dem Begriff Tumor im onkologischen Kontext eine
Neubildung von Gewebe. Unter Lymphomen versteht man Neubildungen von lymphatischem
Gewebe. Der Ursprung dieser Tumore liegt folglich in den lymphatischen Organen oder in den
lymphatischen B Zellen oder T Zellen. Innerhalb der Gruppe der Lymphome unterscheidet
man weiter zwischen den Dignitaten ,benigne” und ,maligne®. Maligne Lymphome lassen sich
in die zwei grof’en Untergruppen der Hodgkin-Lymphome und der Non-Hodgkin-Lymphome
unterteilen. Diese Arbeit beschaftigt sich mit dem diffus grof3zelligen B Zell Lymphom (DLBCL),
welches die haufigste Unterform der Non-Hodgkin-Lymphome ist. ® DLBCL machen etwa 35
% der B Zell-Non-Hodgkin-Lymphome aus *° und sind somit die haufigsten malignen
Lymphome. Das mittlere Erkrankungsalter liegt zwischen 70 und 80 Jahren, allerdings kann
die Erkrankung auch bereits in jingerem Alter auftreten. “° Am haufigsten findet eine de novo
Tumorentstehung statt. Es kann allerdings auch zu einer Transformation einer anderen
lymphatischen Neoplasie in ein diffus groRzelliges B Zell Lymphom kommen. 444

Die Klassifikation der Lymphome erfolgt anhand von histologischen Eigenschaften,
Genexpressionsanalysen, Oberflachenmarkern und genetischen Veradnderungen. %4 Die
einzelnen B Zell Lymphom-Subtypen spiegeln jeweils verschiedene Stadien der normalen B
Zell-Entwicklung wider. 45 Allerdings bedeutet dies nicht zwangslaufig, dass diese
Entwicklungsstadien auch die Ursprungszellen fir die verschiedenen Lymphome darstellen. 4
So kann es vorkommen, dass die auslésende genetische Veranderung in einem frihen
Stadium der B Zell-Entwicklung auftritt und in einem spateren Entwicklungsstadium der
maligne Phanotyp durch zusétzliche onkogene Aberrationen bestimmt wird. 46

DLBCL zahlen zu den reifen B Zellneoplasien und zeichnen sich durch eine diffuse Infiltration
des befallenen Gewebes aus. #” Durch diese diffuse Infiltration durch Tumorzellen kommt es
zu einer Parenchymdestruktion des Gewebes. ¢ Die Manifestation von DLBCL kann nodal
oder extranodal erfolgen. “° Zu den haufigsten nodalen Manifestationsorten zahlen
Lymphknoten, Waldeyer-Rachenring, Mediastinum und Milz. ° Extranodal kann das DLBCL
beispielsweise im Magen, Darm, Nase und Nasennebenhdhlen, Hoden, Haut, Schilddrise, im
zentralen Nervensystem, Brust, Knochen oder in der Speicheldriise auftreten. ° Klinisch kann
die Erkrankung durch Symptome einer lokalen Organ- beziehungsweise Gewebeinfiltration an
den jeweiligen Manifestationsorten in Erscheinung treten. 4° Ein Teil der Patientinnen und
Patienten prasentiert zudem eine sogenannte B-Symptomatik, bestehend aus Fieber,

Nachtschweill und Gewichtsabnahme. #°
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In der Gruppe der grofRzelligen B Zell-Lymphome werden verschiedene Subentitaten
zusammengefasst. ° Grundlegend wird laut der WHO-Klassifikation (5. Edition, 2022)
zwischen dem Diffusen grofRzelligen B Zell-Lymphom NOS und anderen grol3zelligen B Zell-
Lymphomen unterschieden. %° Das DLBCL NOS kann weiter in morphologische
(zentroblastisch, immunoblastisch, anaplastisch, andere) sowie molekulare und genetische
Subtypen (Keimzentrums-B Zell-Typ, Aktivierter B Zell-Typ, DLBCL NOS mit Rearrangements
von MYC und BCL6) unterteilt werden. 5" Unter dem Begriff der anderen groRzelligen B Zell-
Lymphome werden 17 weitere Subentitaten zusammengefasst. %

Die malignen B Zellen nutzen haufig proliferationsférdernde Signalwege, die in den
unterschiedlichen B Zell-Entwicklungsstadien auch physiologischerweise aktiv sind. 255253 Zy
diesem Zweck werden die Signalwege durch verschiedene genetische Veranderungen neu

vernetzt. 46

2.4. Einteilung in ABC-DLBCL und GCB-DLBCL

Wie bereits erwahnt, lassen sich DLBCL in ABC- und GCB-DLBCL einteilen. Diese Einteilung
beruht auf den phanotypischen Ahnlichkeiten der Tumorzellen zu einem bestimmten B Zell-
Entwicklungsstadium. Anhand von Genexpressionsanalysen konnten verschiedene
Expressionsmuster identifiziert werden, die jeweils unterschiedliche Stadien der B Zell-
Entwicklung widerspiegeln. 2° Der ABC-DLBCL-Subtyp exprimiert Gene, die fur aktivierte B
Zellen nach der Keimzentrums-Reaktion charakteristisch sind. 2° GCB-DLBCL hingegen
zeigen Genexpressionsmuster, die denen von Keimzentrums-B Zellen ahnlich sind. 2°

Die Einteilung des DLBCL in ABC- und GCB-Subtypen spiegelt vor allem die biologische
Heterogenitat der Erkrankung wider. % Wahrend diese Subtypen unter bestimmten
Therapieschemata prognostische Relevanz hatten, ist ihre Aussagekraft hinsichtlich der
Prognose zunehmend therapieabhangig und unter modernen Behandlungsregimen weniger

eindeutig. *°

2.5. Genomanalysen der diffus groBzelligen B Zell-Lymphome
Zusatzlich zu der phanotypischen Einteilung von DLBCL wurden kirzlich zwei unabhangige
Genomanalysen von humanen DLBCL durchgefiihrt.?*?* Dies war fir das Verstandnis der
Erkrankung entscheidend, da die rein phanotypische Einteilung von DLBCL nicht die klinische
Prasentation der Patientinnen und Patienten und das Ansprechen auf die Chemotherapie
widerspiegelte. ° Hierbei zeigten sich verschiedene wiederkehrende, durch genetische Marker
definierte DLBCL-Kategorien.?>% In einer der Analysen konnten sechs genetische DLBCL-
Subtypen definiert werden °¢: Der MCD-Subtyp (basierend auf dem gemeinsamen Auftreten
von MYD88 p.L265P- und CD79B-Mutationen), BN2-Subtyp (basierend auf BCL6-Fusionen
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und NOTCHZ2-Mutationen), N1-Subtyp (basierend auf NOTCH7-Mutationen), EZB-Subtyp
(basierend auf EZH2-Mutationen und BCL2-Translokationen), ST2-Subtyp (basierend auf
SGK1- und TET2-Mutationen) und der A53-Subtyp (basierend auf TP53-Mutationen und -
Deletionen). % In der zweiten Analyse wurden fiinf Cluster definiert, in die die DLBCL-Falle
eingeordnet wurden. 2 Diese Cluster wurden durch folgende genetische Merkmale definiert:
BCL6-Strukturvarianten in Kombination mit NOTCH2-Aberrationen (C1-DLBCL), biallelische
TP53-Inaktivierung (TP53-Mutationen und 17p-Kopienzahlverluste) in Kombination mit
Haploinsuffizienz von 9p21.13/CDKN2A und 13q14.2/RB1 (C2-DLBCL), BCL2-Mutationen mit
konkordanten BCLZ2-Strukturvarianten in Kombination mit EZH2-, CREBBP- und KMT2D-
Mutationen und zusatzlichen aktivierenden Veranderungen des PI3K-Signalweges (C3-
DLBCL), Mutationen in Linker- und Core-Histon-Genen in Kombination mit Veranderungen in
Immunevasionsmolekilen, NF-kB und RAS/JAK/STAT-Signalmolekilen (C4-DLBCL) und
18g-Kopienzahlgewinne in Kombination mit MYD88- und CD79B-Mutationen (C5-DLBCL). 2
Diese umfassenden Untersuchungen bieten eine Grundlage fiir die ldentifizierung von
potenziell therapeutisch adressierbaren genetischen Veranderungen in humanen DLBCL.

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit den Auswirkungen der CD79B-Mutation auf die
Entwicklung von DLBCL. Wie in den oben genannten Genomanalysen beschrieben, tritt diese
Mutation haufig in Kombination mit MYD88-Mutationen auf. 235 Zudem treten in MCD/C5-
DLBCL gehauft BCL2-Amplifikationen gleichzeitig mit MYD88-Mutationen auf. 5 Im

Folgenden wird daher naher auf diese Mutationen eingegangen.

2.6. Therapie der diffus groBzelligen B Zell-Lymphome

Zur Risikostratifizierung von Patientinnen und Patienten mit diffus groRzelligem B Zell-
Lymphom wird der Internationale Prognostische Index (IPl) herangezogen. Dieser
bertcksichtigt klinische Parameter wie Alter, Krankheitsstadium nach Ann-Arbor, Serum-
Laktatdehydrogenase (LDH), Allgemeinzustand (ECOG-Performance-Status) sowie den
Befall extranodaler Organe und erlaubt eine Einteilung in unterschiedliche Risikogruppen mit
prognostischer Relevanz. %

Die Erstlinientherapie des diffus grofRRzelligen B Zell Lymphoms erfolgt kurativ mittels
kombinierter Chemo-Immuntherapie. Fir Patientinnen und Patienten mit niedrigem Risiko
stellt  das R-CHOP-Regime  bestehend aus  Rituximab, Cyclophosphamid,
Hydroxydaunorubicin, Oncovin (Vincristin) und Prednisolon weiterhin einen etablierten
Therapiestandard dar. 5

Bei Patientinnen und Patienten mit erhéhtem Risiko richtet sich die Wahl der Erstlinientherapie
zunehmend nach klinischen Risikofaktoren. Wahrend R-CHOP auch in dieser Gruppe
weiterhin eingesetzt wird, hat sich mit der Einflihrung neuer Therapieoptionen die

Behandlungsstrategie weiterentwickelt. Insbesondere die Kombination von Polatuzumab-
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Vedotin mit R-CHP (Pola-R-CHP) stellt eine wirksame Alternative zur R-CHOP-Therapie bei
Patientinnen und Patienten mit einem IPI von 2 2 dar. 5 Polatuzumab-Vedotin ist ein CD79B-
gerichtetes Antikorper-Wirkstoff-Konjugat.

Im Rezidiv ist die Therapieauswahl wesentlich von Remissionsdauer, Komorbiditaten und
Eignung fir intensivierte Verfahren abhangig. Fur geeignete Patientinnen und Patienten wird
die CAR T-Zell-Therapie als etablierte Behandlungsoption berticksichtigt. Fir Patientinnen und
Patienten ohne CAR T-Zell-Eignung oder nach Versagen vorangegangener Therapielinien
stehen weitere zielgerichtete Optionen zur Verflgung. Hierbei ist die kombinierte Gabe von
CD3xCD20-bispezifischen Antikorper (z.B. Glofitamab) mit Chemotherapie zu nennen.

In einer randomisierten Phase-3-Studie (,Phoenix“, ClinicalTrials.gov: NCT01855750) konnte
ein Uberlebensbenefit bei der zuséatzlichen Gabe des BTK-Inhibitors lbrutinib zu einer R-
CHOP-Therapie bei jungeren Patientinnen und Patienten (Alter < 60 Jahre) mit Nicht-GCB-
DLBCL gezeigt werden. ® Um die molekulare Grundlage dieses Uberlebensbenefits
aufzudecken, wurden Tumorbiopsien von Patientinnen und Patienten aus dieser Studie
analysiert. 58 Hierbei stellte sich heraus, dass insbesondere Patientinnen und Patienten mit
den Tumorsubtypen MCD (basierend auf dem gemeinsamen Auftreten von MYD88 p.L265P-
und CD79B-Mutationen) und N1 (basierend auf NOTCH7-Mutationen), die durch eine
chronisch aktive BCR-Signalubertragung charakterisiert sind, von der
Kombinationsbehandlung mit Ibrutinib und R-CHOP profitieren. * Insbesondere das gute
Ansprechen von MCD-Tumoren auf die zusatzliche Ibrutinib-Therapie ist fir die vorliegende
Arbeit von groliem Interesse.

In der ZUMA-7-Studie wurde eine erhéhte Wirksamkeit der CAR T Zell-Therapie (Axicabtagen-
Ciloleucel) zur Behandlung von DLBCL-Patientinnen und -Patienten mit rezidivierter
beziehungsweise refraktarer Erkrankung im Vergleich zu Standard-Zweitlinientherapien
nachgewiesen. % In der Folge wird die CAR T Zell-Therapie in der aktuellen S3-Leitlinie
(Oktober 2022) fur die Zweitlinientherapie bei Hochdosis-fahigen Patientinnen und Patienten
mit einem friihen Krankheitsrezidiv empfohlen. 5" Bei dieser Therapie werden T Lymphozyten
der Patientinnen und Patienten Uber eine Leukapharese gewonnen und anschlieend
gentechnisch modifiziert, sodass sie im Anschluss chimare Antigenrezeptoren gegen CD19
auf der Oberflache exprimieren. % Uber diese Rezeptoren sind die T Lymphozyten in der Lage,
die Tumorzellen der Patientinnen und Patienten zu erkennen und zu zerstdren. Vor der
Reinfusion der T Zellen erfolgt eine Radio- oder Systemtherapie, um mdoglichst viele T
Lymphozyten der Patientinnen und Patienten zu eliminieren. ®%6" Nebenwirkungen der CAR T
Zell-Therapie manifestieren sich an verschiedenen Organsystemen, insbesondere ist hier das
Zytokin-Freisetzungssyndrom zu nennen. ¢ Die ZUMA-7-Studie konnte eine Risikoreduktion
fur ein Ereignis um 60 % durch die CAR T Zell Therapie verglichen mit Standardtherapien

nachweisen. *° Zudem zeigte die Studie eine deutliche Erhohung der Komplettremissions-
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Raten durch die CAR T Zell Therapie gegenuber den Standardtherapien (65 % versus 32 %).
59

Nichtsdestotrotz stellen therapierefraktare Krankheitsverlaufe sowie Rezidive weiterhin eine
grole klinische Herausforderung dar, da selbst durch Hochdosis- keine langfristige
Krankheitskontrolle erreicht werden kann.*526% Dies unterstreicht die Notwendigkeit der
Etablierung und Validierung therapeutischer Strategien zur Behandlung dieser Patientinnen
und Patienten. Von diesen Therapieoptionen kdnnten ebenfalls alte und gebrechliche
Patientinnen und Patienten profitieren, die flr eine Hochdosis-Chemotherapie nicht in Frage

kommen. 6°

2.7. NFkB-Signaling in MCD/C5-DLBCL

Mutationen, die in MCD/C5-DLBCL gehauft vorkommen, betreffen meist intrazellulare
Signalkaskaden und fiihren haufig zu einer inadaquaten NFkB-Aktivierung. 4° Es gibt zwei
physiologische Wege der NFxB-Aktivierung - den klassischen und den alternativen Weg.
45.5266.67 Bej dem klassischen Weg kommt es zu einer Aktivierung des IKKRB-Proteins, welches
anschliefend IkBa phosphoryliert und somit fir die Ubiquitinierung und den Abbau im
Proteasom markiert. ¢ Bei |kBa handelt es sich um ein inhibitorisches Protein, das
NFxkB1/RelA und NFkB1/c-Rel im Zytoplasma vom Zellkern absondert. ® Durch den
proteasomalen Abbau von IkBa wird NFkB freigesetzt und wandert in den Nukleus, wo es in
der Folge verschiedene Zielgene aktiviert. 7% Zu diesen Zielgenen zahlen unter anderem
BCL2, BCL-XL, cFLIP, clAP1 und clAP2, welche die Apoptose der Zellen inhibieren. 670
Neben diesen anti-apoptotischen Genen gibt es noch eine Vielzahl weiterer Gene, die durch
NFxB aktiviert werden. Hierzu zahlen unter anderem proinflammatorische Gene, was auch die
wichtige Rolle einer dysregulierten NFxB-Aktivierung in der Entstehung von entziindlichen
Erkrankungen erklart. "' Auf dem alternativen Weg wird p100 durch einen IKK-Komplex, der
aus zwei IKKa-Untereinheiten besteht, phosphoryliert. 8 p100 ist ein Genprodukt, das durch
NFkB2 kodiert wird. ®8 Durch die Phosphorylierung von p100 wird es in den NFkB-Bestandteil
p52 gespalten. % AnschlieRend bildet p52 einen Komplex mit RelB und verlagert sich in das

Kernkompartiment. €8

2.8. MYDS88-Mutationen in MCD/C5-DLBCL

Etwa 29 % der humanen MCD/C5-DLBCL weisen eine MYD88 p.L265P-Mutation auf 72. Das
murine Myd88 p.L252P befindet sich an der orthologen Position des humanen MYD88
p.L265P. 5" Diese Mutation I6st eine veranderte Signallibertragung tber Toll-like Rezeptoren
aus. "? Toll-like Rezeptoren sind ein Teil des Immunsystems " und gehoren zur Gruppe der

Pattern-Recognition Receptors 7*. Diese Rezeptoren erkennen Pathogen-Associated
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Molecular Patterns (PAMPs) und fiihren anschlieRend zu einer Aktivierung spezifischer Gene,
um die Erreger zu eliminieren 3. Diese Genaktivierung wird Uber eine Signalkaskade
gesteuert. Zur Auslésung dieser Signalkaskade bendtigen alle zehn Toll-like-Rezeptoren, bis
auf TLR3, das Adapterprotein MYD88 747°, Sobald ein Toll-like Rezeptor aktiviert wird, kommt
es zu einer Rekrutierung von MYDB88 in die Toll/Interleukin-1-Rezeptor (TIR)-Domane des Toll-
like Rezeptors 6. Diese Rekrutierung erfolgt tber die Toll/Interleukin-1-Rezeptor (TIR)-
Doméne von MYD88 7. AnschlieRend findet die Bildung des sogenannten Myddosoms statt,
indem MYD88 die Proteine IRAK-1, -2 und -4 rekrutiert 77. Zudem erfolgt eine
Phosphorylierung von IRAK-1 und -2 durch IRAK-4 78 Diese Phosphorylierung fordert die
Rekrutierung von TRAF6 (Tumor-necrosis factor receptor-associated factor 6) 8. Es schliefst
sich eine Ubiquitinierung und Aktivierung von TAK1 (auch bekannt als MAP3K7 [Mitogen-
activated protein kinase kinase kinase 7]) an ’°, was im letzten Schritt den Transkriptionsfaktor
NFxB aktiviert. 7

Eine Dysregulation dieser TLR-Signalkaskade kann zur Entstehung verschiedener
Erkrankungen beitragen. ® So kann eine verminderte Aktivitit des Signalwegs zu
Immundefekten fiihren 8, wahrend eine Uberaktivitat Autoimmunerkrankungen auslésen
kann. 8! Besondere Bedeutung fiir diese Arbeit haben die onkogenen MYD88-Mutationen. 72
Die Myd88 p.L252P-Mutation ist fir eine Zerstérung der Tertiarstruktur der TIR-Domane von
MYD88 verantwortlich. 4 Hierdurch scheint es zu einer gehauften spontanen Formation des

Myddosoms und in der Folge zu einer verstarkten NFxB-Aktivierung zu kommen. &2

29. CD79B-Mutationen in MCD/C5-DLBCL

Uber 20 % der MCD/C5-DLBCL weisen Mutationen im ersten Tyrosinrest des CD79B-ITAMs
auf. 8 Unter einem ITAM (Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif) versteht man eine
konservierte Region in dem zytoplasmatischen Anteil von Rezeptoren, die der
Signaltransduktion nach intrazellular dient. 3 In GCB-DLBCL sind CD79B-Mutationen fast nie
zu finden. 83

Eine wichtige Grundlage fur diese Arbeit lieferten die Untersuchungen von Anna Gazumyan
und ihren Kollegen aus dem Jahr 2006. In deren Untersuchungen an Mausmodellen mit
Mutationen in  beiden  CD79B-ITAM-Tyrosinen  konnte eine erhohte IgM-
Oberflachenexpression und erhohte Spiegel an zirkulierendem IgM festgestellt werden. & Die
erhdhte IgM-Oberflachenexpression ist auf einen verminderten B Zell-Rezeptor-Umsatz und
eine verminderte Entfernung von der Plasmamembran zurtickzufiihren. 8 Die Messung der B
Zell-Rezeptor-Internalisierung zeigte eine verminderte Internalisierung der Rezeptoren auf
mutierten B Zellen im Gegensatz zu Wildtyp-B Zellen. 8 Zudem war auch die Rezeptor-
Internalisierung infolge einer B Zell-Rezeptor-Quervernetzung in mutierten B Zellen

vermindert. 8 Diese Beobachtungen zeigten die entscheidende Rolle von CD79B-ITAM-
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Tyrosinresten sowohl fiir die konstitutive als auch fir die Liganden-induzierte B Zell-Rezeptor-
Internalisierung. ® In den bisherigen Untersuchungen wurden die CD79B-ITAM-Tyrosine
durch Alaninreste ersetzt. 8 In humanen MCD/C5-DLBCL tritt allerdings in den meisten Fallen
eine Tyrosin-zu-Histidin-Mutation im ersten CD79B-ITAM-Tyrosin auf, eine gemeinsame
Mutation beider Tyrosinreste kommt hingegen kaum vor. 8 Grundlage fiir die vorliegende
Arbeit war daher ein autochthones Mausmodell mit dieser Mutation. Die Rolle von CD79B-
Mutationen wird zudem durch die Tatsache deutlich, dass auf der Oberflache eines Grofteils
der DLBCL weiterhin B Zell-Rezeptoren exprimiert werden. 458 Dies spricht dafiir, dass
proliferationsfordernde Wege unterhalb des BCR onkogene Signale vermitteln. 4586
Untersuchungen konnten in Lymphomen genetische Veranderungen der verschiedenen
Bestandteile der B Zell-Rezeptor-Signaltransduktion nachweisen, die zu einer konstitutiven
und onkogenen Signallbertragung fiihren. ° Vorausgegangene Untersuchungen konnten eine
chronisch aktive B Zell-Rezeptor-Signallibertragung in MCD/C5-DLBCLs nachweisen, was die
Annahme bestéatigte, dass der B Zell-Rezeptor eine entscheidende Rolle im Uberleben von
malignen B Zellen spielt. 8 In den folgenden Jahren wurden weitere Untersuchungen
durchgefuhrt, um Gene im B Zell-Rezeptor-Signalweg zu identifizieren, die fur die Proliferation
und das Uberleben von malignen B Zellen verantwortlich sind. 8 Hierbei zeigten sich unter
anderem wiederkehrende Mutationen in den ITAMs von CD79B und CD79A. 248 Die
Mutationen fuhrten vor allem zu einem Austausch des ersten ITAM-Tyrosins des CD79B-
Proteins gegen eine andere Aminosaure, wodurch die Phosphorylierungsstelle am ITAM
beseitigt wurde. Fir das Verstandnis dieser Mutationen in Bezug auf die Lymphomentstehung
ist es wichtig, dass keine neue B Zell-Rezeptor-Signallibertragung durch die mutierten CD79B-
Proteine ausgeldst werden kann, sondern sie vielmehr die laufende B Zell-Rezeptor-
Signalubertragung verstarken. 8 Diese Signalverstarkung geschieht wahrscheinlich durch
eine Verminderung der negativen Riickkopplungen des B Zell-Rezeptor-Signalweges. ° Hierfiir
sprechen die Beobachtungen, dass B Zellen mit der CD79B-Mutation eine verminderte
Aktivitat der LYN-Kinase aufweisen, welche ein negativer Regulator des B Zell-Rezeptor-
Signalweges ist. ° Dieser LYN-Mangel fiihrte bei Mausen zur Entwicklung von
Autoimmunerkrankungen. 8 Fir die funktionelle Einordnung der rekurrenten CD79B-
Mutationen wird im Folgenden genauer auf das B Zell-Rezeptor-Signaling eingegangen.
Onkogene Veranderungen des B Zell-Rezeptors haben eine besonders kritische Bedeutung,
da verschiedene Signale, die vom B Zell-Rezeptor ausgehen, einen Einfluss auf die
Proliferation und das Uberleben von malignen B Zellen haben. 5 Bei MCD/C5-DLBCL finden
sich Uberwiegend IgM-B Zell-Rezeptoren, wahrend bei GCB-DLBCL IgG-B Zell-Rezeptoren
dominieren. 8 Die beiden B Zell-Rezeptor-Typen I6sen unterschiedliche intrazellulare
Signalkaskaden aus. Uber den 1gG-B Zell-Rezeptor wird eine Differenzierung der B Zellen in

Gedachtnis-B Zellen und Plasmazellen vermittelt. 4°-%% Dies geschieht liber ERK-Kinasen
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und intrazelluldren Calcium-Fluss. “>%-% Uber IgM-B Zell-Rezeptoren wird hingegen weniger
eine Differenzierung, sondern mehr die Proliferation der B Zellen vermittelt. 4590-93

Die Signaltransduktion vom B Zell-Rezeptor aus nach intrazellular, welche im Anschluss an
eine Antigen-Bindung stattfindet, erfolgt tiber eine nicht-kovalente Bindung mit einem CD79B-
CD79A-Heterodimer. ® Der zytoplasmatische Anteil von CD79B und CD79A enthalt ITAMs, die
die Signallbertragung vermitteln. ® Auch ohne eine Antigen-Bindung werden Signale durch
den B Zell-Rezeptor nach intrazellular vermittelt, um das Uberleben der B Zellen zu sichern. °
Findet eine Antigen-Bindung an den B Zell-Rezeptor statt, kommt es zu einer
Phosphorylierung der ITAMs von CD79B und CD79A durch Kinasen der Src-Familie (SFKs).
5 Zu dieser Familie zahlen auch die Kinasen LYN, FYN und BLK. ® Im Anschluss wird die SYK-
Kinase durch die phosphorylierten ITAMs rekrutiert und aktiviert. ° Dieser aktivierte B Zell-
Rezeptor-Komplex rekrutiert weitere Kinasen, zum Beispiel Bruton’s Tyrosinkinase (BTK),
Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K), Proteinkinase CR (PKC-B) sowie AKT und
Adaptorproteine, wie BLNK und LAT2. >° PKC-B I6st die Phosphorylierung von CARD11 aus,
das im Anschluss einen Komplex mit MALT1 und BCL10 bildet (CBM-Komplex). ® Dieser
CBM-Komplex aktiviert den IKK-Komplex (Inhibitor of NFxB kinase), welcher wiederum [xB
phosphoryliert. ® Die Phosphorylierung von IkB ermdglicht dessen proteasomalen Abbau und
die Freisetzung von NFkB. % Durch die folgende Freisetzung des NLS (NFkB's nuclear
localization signal) kommt es zu einer Translokation von NFxB in den Zellkern und zu einer

Aktivierung der Zielgene. %

2.10. BCL2-Aberrationen in MCD/C5-DLBCL

Zudem konnte gezeigt werden, dass sich in B Zell-Malignomen eine erhéhte Menge an BCL2-
mRNA und BCL2-Protein findet, was mit einem schlechteren klinischen Ansprechen korreliert.
% BCL2 ist ein anti-apoptotisches Protein, das eine wichtige Rolle bei der B Zell-Entwicklung
einnimmt. %8 In immunhistochemischen Untersuchungen wurde eine etwa vierfach erhéhte
BCL2-Expression in MCD/C5-DLBCL im Vergleich zu GCB-DLBCL festgestellt. 2°57 In
MCD/C5-DLBCL finden sich haufiger fokale Kopienzahlgewinne?>%-1% wahrend in GCB-
DLBCL haufig die Translokation t(14;18)(g32;g21) zwischen dem Immunglobulin-

Schwerketten-Gen auf Chromosom 14 und dem BCL2-Gen auf Chromosom 18 auftritt. 101

2.11. Mausmodell von MCD/C5-DLBCL
Aufgrund des haufigen gemeinsamen Auftretens von MYD88- und BCL2-Mutationen in DLBCL
wurde im Vorfeld dieser Arbeit ein Mausmodell generiert, das beide Mutationen tragt (MBC-

Mausmodell). %7
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Fir dieses Mausmodell wurde ein Myd88 p.L252P-Allel generiert, das die Mutation, nach Cre-
vermittelter Rekombination, vom endogenen Lokus exprimiert. ¥ Eine B Zell-spezifische
Expression der Cre-Rekombinase wurde durch die Verwendung von Cd79°°-, Aid°"- und
Cd21°*-Deleter-Mausstdmmen erreicht. 5 Hierbei ist zu erwéhnen, dass die Myd88 p.L252P-
Mutation ortholog zu der humanen MYD88 p.L265P-Mutation ist. 57 Die Exons 2 bis 6 wurden
von loxP-Stellen umgeben. " Es wurde stromabwarts der distalen loxP-Stelle ein weiterer Satz
der Exons 2 bis 6 eingefiigt, in dem die Myd88 p.L252P-Mutation enthalten war. 57 Zusatzlich
wurde ein Polyadenylierungssignal (pA) distal der Wildtyp-Exons hinzugefligt, um die
Transkription der mutierten Exons 2 bis 6 zu verhindern. 57

Aulerdem wurde ein BCL2-Allel konstruiert, bei dem das Transgen (BCL2 vom Rosa26-Lokus
nach der Cre-vermittelten Exzision einer Stopp-Kassette tiberexprimiert wird. 7

Durch die Kreuzung dieser beiden Allele entstehen Myd88*
p.L252P/WT;R03826LSL.BCL2.IRES.GFP/WT;Cd190re/WT_Tiere (MBC-Tiere). 57

Vorausgegangene Untersuchungen konnten zeigen, dass die von diesen genetisch
modifizierten Tieren entwickelten Lymphome groftenteils den MCD/C5-DLBCL-Phanotyp

aufweisen. %

2.12. Fragestellung und Ziel der Arbeit
Ziel der Arbeit war die Untersuchung der Effekte von Cd79b p.Y195H-Mutationen auf die B
Zell-Entwicklung sowie die Tumorgenese von diffus grof3zelligen B Zell Lymphomen. Diese
Mutation tritt in Gber 20 % der MCD/C5-DLBCL auf und stellt somit einen wichtigen potenziellen
Angriffspunkt zielgerichteter Therapien dar.
Fir die Durchfihrung der Experimente wurde ein Mausmodell generiert, das die Cd79b
p.Y195H-Mutation tragt.
Um ein umfassendes Verstandnis der Mutation zu erhalten, wurden sowohl akute als auch
chronische Auswirkungen der Mutation untersucht.
Zudem sollen die Auswirkungen der Cd79b p.Y195H-Mutation in Kombination mit Myd88
p.L252P-Mutationen und BCL2-Amplifikationen betrachtet werden, um ein eventuell
vorhandenes Zusammenspiel zu erkennen.
In Abhangigkeit von den Ergebnissen dieser Arbeit konnte das generierte Mausmodell als
praklinische Plattform fur die Untersuchung der Erkrankung und die Entwicklung zielgerichteter
Therapiestrategien dienen.
Zentrale Fragestellungen dieser Arbeit sind:
-Hat die Cd79b p.Y195H-Mutation einen Einfluss auf die konstitutive und  Liganden-
vermittelte B Zell-Rezeptor-Internalisierung und somit auf das B Zell-Rezeptor-

Signaling?
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-Fuhrt die Cd79b p.Y195H-Expression zu der Entwicklung einer Splenomegalie? Gibt es
zusatzliche Effekte der Mutation in Kombination mit Myd88- und BCL2-Mutationen?
-Inwiefern wirkt sich die Cd79b p.Y195H-Mutation auf die GréRe und Menge der
Keimzentren innerhalb der Milz aus?

-Gibt es Unterschiede in den Anteilen der verschiedenen B Zell- Entwicklungsstadien
an der Gesamtheit der Splenozyten von Cd79b- mutierten Mausen?

-Zeigen Tiere mit der Cd79b p.Y195H-Mutation veranderte Serumspiegel der
Immunglobuline IgM, 1gG und IgA?

-Zu welchem immunhistochemischen Tumor-Phanotyp fihrt die Cd79b p.Y195H-
Mutation?
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3. Material und Methoden

3.1. Material

3.1.1. Laborprodukte
Tabelle 1 Verwendete Laborprodukte.

Produkt

Hersteller

Applied Biosystems 7300 Real-Time PCR
System

Thermo Fisher Scientific

Axiovert 40 CFL Microscope Zeiss
Axiovert 40C Microscope Zeiss
C1000 Touch Thermal Cycler Bio-Rad
ChemiDoc XPS Molecular Imager Bio-Rad

Countess Il FL Automated Cell Counter

Life technologies

Gallios Flow Cytometer

Beckman Coulter Life Sciences

Heracell 150i CO2 Incubator

Thermo Fisher Scientific

Heraeus Biofuge Primo Centrifuge

Thermo Fisher Scientific

Heraeus Fresco 21 Centrifuge

Thermo Fisher Scientific

Heraeus Multifuge X3R Centrifuge

Thermo Fisher Scientific

Methanol Carl Roth

NP-40 Tergitol Sigma Aldrich

Nanodrop 2000c Thermo Fisher Scientific
Paraformaldehyde 4% PanReac Applichem
PerfectBlue Horizontal Gel Electrophoresis | Peglab

System

Pipetman Classic Pipettes Gilson

Potassium chloride (KCI) Carl Roth

Potassium dihydrogen phosphate | Carl Roth

(KH2PO4

Propidium iodide Sigma Aldrich

Safe 2020 Safety Cabinet Thermo Fisher Scientific
SDS pellets Carl Roth

Sodium chloride (NaCl) Carl Roth

Sodium deoxycholate Sigma Aldrich

TEMED Carl Roth
Trichlormethan/Chloroform Carl Roth

Tris Carl Roth
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Tris-HCI Carl Roth
Triton X-100 Carl Roth
Tween 20 Sigma
B-mercaptoethanol Sigma Aldrich
2YT medium Carl Roth

1.5 ml centrifuge tube Sarstedt

15 ml centrifuge tube Greiner bio-one
2 ml centrifuge tube Sarstedt

200 pl centrifuge tube Sarstedt

50 ml centrifuge tube

Greiner bio-one

3.1.2. Puffer
Tabelle 2 Verwendete Puffer.

Loading Dye 6x

10 mM Tris-HCI pH 7,6
0,03 % Bromphenol blue
60 % Glycerol

60 mM EDTA

RIPA cell lysis buffer

50 mM Tris-HCI pH 7,4

1 % (v/v) Triton X-100

0,5 % (w/v) Sodium deoxycholate
0,1 % (w/v) SDS

150 mM NaCl

2 mM EDTA

50 mM NaF

TAE 50x

10 M Tris base

87,5 % Acetic acid
250 mM EDTA pH 8,0
Adjust pH value to 8,5

Phosphate buffered saline (D-PBS)

8,1mM Natriumphosphat
138 mM NaCl

1,5 mM Kaliumphosphat
2,7 mM KCI

Primary antibody solution

1 % BSA
0,1 % Natriumazide
in TBST

TBST

140 mM NacCl
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30 mM Tris HCI pH 7.5, 0.1 % (v/v) Tween-

3.1.3. Kits

Tabelle 3 Verwendete Kits.
Name Hersteller Katalognummer
CD43(LY-48) MicroBeads, | Miltenyi Biotec 130-049-801
mouse
IgM Mouse Uncoated ELISA | Invitrogen 88-50470-88
Kit
IgG (Total) Mouse Uncoated | Invitrogen 88-50400-77
ELISA Kit
IgA Mouse Uncoated ELISA | Invitrogen 88-50450-77
Kit

3.1.4. Zellkultur

Tabelle 4 Verwendetes Zellkultur-Medium.

B Zell-Medium

070)

500 ml DMEM GlutaMax (Gibco 61965026)

50 ml FCS

6 ml 200 mM L-Glutamin (Gibco 25030-081)
6 ml 100 mM Natriumpyruvat (Gibco 11360-

6 ml 1 M HEPES

6 ml nicht essenzielle Aminosauren (100x)

6ml Penicillin/Streptomycin (100x)

3.1.5. Primare Antikorper

Tabelle 5 Verwendete primére Antikérper.

Antikorper | Verdiinnung | Fluorophor | Ursprung/ | Hersteller Katalognummer
Klon

Biotin-SP 1:200 Mouse Jackson 115-067-020

Anti-IgM Polyclonal | Immuno

Fab Research
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Biotin-SP 1:200 Mouse Jackson 115-066-020

Anti-IgM Polyclonal | Immuno

F(ab‘)2 Research

FITC Anti- | 1:200 Mouse BioLegend 115505

CD19 Monoclonal

Alexa Fluor | 1:200 Mouse BioLegend 115528

700  Anti- Monoclonal

CD19

Purified Rat Rat BD 553712

Anti-Mouse Monoclonal | Pharmingen

CD138

Purified Rat | 1:10 Rat BD 550286

Anti-Mouse Monoclonal | Pharmingen

CD45R

(Clone

RA3-6B2)

Peanut Vector B-1075-5

Agglutinin Laboratories

(PNA),

Biotinylated

CD45 APC-Cy7 30-F11 BD 557659
Pharmigen

B220 Pblue RA3-6B2 BD 558108
Pharmigen

CD93 PE-Cy7 AA4 1 BioLegend 136506

CD21 APC 7G6 BD 558658
Pharmigen

CD23 PE B3B4 eBioscience | 12-0232-82

CD138 PE-Cy7 281-2 BioLegend 142514

MHC2 AF700 M5-1142 BioLegend 107622

3.1.6. Sekundare Antikorper
Tabelle 6 Verwendete sekundére Antikérper.
Antikorper Verdiinnung Ursprung Hersteller Katalognummer
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Biotin Goat Anti- Goat Polyclonal | BD Pharmingen | 559286
Rat Ig
Streptavidin BD Pharmingen | 550946
HRP
Streptavidin, 1:200 Thermo Fisher | S32357
Alexa Fluor 647

Conjugate

3.1.7. Enzyme

Tabelle 7 Verwendete Enzyme.

Name Hersteller Katalognummer

GoTaqg DNA Polymerase
and 5 x Green GoTaq®

Reaction Buffer

Promega 9PIM300

3.2. Methoden

3.2.1. Tierversuche an Mausmodellen

Die Versuche an Mausen wurden gemal den Vorschriften des lokalen staatlichen
Tierschutzkomitees durchgefiihrt (Landesamt fur Natur, Umwelt und Verbraucherschutz
Nordrhein-Westfalen, Deutschland [LANUV]). Alle Protokolle wurden durch das Institutional
Animal Care and Use Committee (IACUC) genehmigt.

Die Mause wurden in einer speziellen pathogenfreien Einrichtung in einem 12-Stunden-Hell-
Dunkel-Zyklus gehalten.

In der folgenden Abbildung wird das Zuchtschema der in dieser Arbeit verwendeten
transgenen Cd79bPY19%HP-Y19H_Mause dargestellt. Es wurde das Cre/loxP-System verwendet.
Dies ist ein Rekombinationssystem, durch das gezielte zellspezifische DNA-Veranderungen in
den Organismen vorgenommen werden konnen. Das System wurde in den 1980er Jahren
entwickelt. Der Konzern E.I. du Pont de Nemours and Company besitzt ein Patent hierflir. Cre
ist eine Rekombinase, die spezifische Basenabfolgen erkennt und die DNA an diesen Stellen
spaltet. Diese spezifische Basensequenz wird auch als loxP beziehungsweise FRT
bezeichnet. Fir die Entfernung einer DNA-Sequenz aus einem Gen wird diese von loxP-
Stellen umgeben. Die Cre-Rekombinase bindet an diese Stellen und der zwischen den loxP-
Stellen liegende DNA-Abschnitt wird herausgeschnitten. In der FO-Generation steht auf der
einen Seite eine Cre-Maus, die die Cre-Rekombinase unter dem CMV-Promotor exprimiert.

Auf der anderen Seite steht die loxP-Maus, die das mutierte CD79B-Protein exprimiert.
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Allerdings enthalt das mutierte Allel wie unten beschrieben einen Transkriptionsblocker
(human growth hormone polyadenylation signal - hGHpA) sowie die Wildtyp-Exons 3 bis 6, die
von loxP-Stellen umgeben werden. Dies verhindert die unspezifische Transkription des
mutierten CD79B-Proteins. Ziel ist es, eine spezifische Expression dieses mutierten CD79B-
Proteins in den B Zellen der Mause zu erreichen. Zu diesem Zweck wurde eine Cre-Maus mit
einer loxP-Maus gekreuzt und man erhielt in der F1-Generation eine Cre/loxP-Maus. Diese
Maus enthielt sowohl die Cre-DNA als auch die loxP-TB-loxP-Cd79b-DNA. In B Zellen wurde
nun der CMV-Promotor aktiviert, was zu einer Cre-Expression flhrte. AnschlieRend schnitt die
Cre-Rekombinase die Wildtyp-Exons 3 bis 6 sowie den Transkriptionsblocker an den loxP-

Stellen heraus. In der F2-Generation erhielt man somit homozygote Cd79b°Y"9%HP-Y19H_Mause.

FO Cre mouse (CMV:Cre) loxP mouse
( Cd79b cond.Y195H/WT)

F1 Cre/loxP mouse (Cd79b cond-Y195HWT)

F2

Abbildung 1 Zuchtschema der Cd79bP-Y195H/p.Y195H_Ngys,

In dieser Arbeit wurden transgene konditionale ,Knock-In“-Mause verwendet. Generiert
wurden diese durch die Firma Taconic unter Zlichtung mit dem B6 Flp-deleter-Stamm. Die
Allel-Konstruktion ist in der untenstehenden Abbildung dargestellt.

Es wurde eine Punktmutation im Cd79b-Gen erzeugt, wozu das Prinzip der homologen
Rekombination genutzt wurde. Hierbei wird gezielt eine veranderte DNA-Sequenz in das

Genom der Mause eingebracht.
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Der Ziel-Vektor wurde mithilfe von standardisierten Techniken entwickelt. Die gezielte
Genmodifikation basiert auf dem Protokoll NM_008339.2 des National Center for
Biotechnology Information. Hierbei enthalt das Exon 1 das Start-Codon fiir die Translation. Die
Wildtyp-Exons 3-6, welche die komplette 3‘ untranslatierte Region enthalten, werden von loxP-
Sites umgeben. Die GroRe der von den loxP-Sites umgebenen Region betragt 3,5 kb.
Zusatzlich wurde ein Polyadenylierungssignal (hGHpA) zwischen der 3 untranslatierten
Region und der distalen loxP-Site eingefiigt, um die Downstream-Transkription des mutierten
Exons 5 zu verhindern. Die Exons 3-6, einschlie3lich der Akzeptor-Splei’stelle von Exon 6,
wurden dupliziert und downstream der distalen loxP-Site eingefiigt. Die p.Y195H-Mutation
wurde in das duplizierte Exon 5 eingefligt. Positive Selektionsmarker wurden in Intron 2 und
downstream der hGHpA eingefligt und von FRT- (Neomycin-Resistenz-NeoR) und F3-Sites
(Puromycin-Resistenz-PuroR) umgeben. Der Zielvektor wurde mithilfe eines BAC-Klons aus
der C57BL/6JRPCI-23 BAC library hergestellt. AnschlieRend wurde der Zielvektor in die
Taconic Biosciences C57BL/6N Tac embryonic stem (ES) Zelllinie transfiziert. Um die Ziel-
Klone zu isolieren, wurde eine doppelt-positive (NeoR und PuroR) und -negative
(Thymidinkinase-Tk) Selektion durchgefuhrt. Nach der in vivo Flp-vermittelten Entfernung der
Selektionsmarker erhielt man das konditionale Allel. Dieses Allel exprimierte das Wildtyp-
CD79B-Protein. Durch das hGHpA-Signal downstream des Exons 6 wurde die Transkription
des mutierten Exons 5 verhindert. Anschlief3end erhielt man das konstitutive Allel durch in vivo
Cre-vermittelte Entfernung der Exons 3 bis 6 und des hGHpA-Signals. Dieses Allel exprimierte
das mutierte CD79B p.Y195H-Protein. Die verbleibenden Rekombinations-Stellen sind in

unkonservierten Regionen des Genoms lokalisiert.
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Abbildung 2 Allel-Design des Cd79b Knock-in Allels.

3.2.2. Serial Sacrifices

Um die chronischen Auswirkungen der Cd79b p.Y195H-Mutation auf die Gewichte von Milz,
Leber und Nieren der Mause zu untersuchen, wurden 30- und 50-Wochen alte Tiere getotet
und die Organe anschlieend untersucht.

Zuséatzlich zu dem bereits von Flimann et al. durchgefiihrten Vergleich der Organgewichte
von C- (Wildtyp), MC- (Myd88c—p.L252PNVT;Cd1QCre/WT), BC- (RosaZ6LSL_BCL2.IRES.GFPNVT;Cd1QCreNVT)
und MBC- (Myd88°P1252PMT- Rosg26-SL-BCL2IRES.GFPWT. 0 19CreMT) Tigren wurde der zusétzliche

Einfluss der Cd79b p.Y195H-Mutation auf die einzelnen Genotypen untersucht.

3.2.3. MRT-Bildgebung

Zur Messung der Milzvolumina erfolgte eine MRT-Bildgebung der Mause im Alter von 10, 30
und 50 Wochen. Die Untersuchung erfolgte in einem 3-Tesla-MRT (Ingenia) der Firma Philips
innerhalb einer Nagetier-Magnetspule (Durchmesser: 40 mm, Philips Research Europe). Im
Vorfeld der Bildgebung wurden die Mause mit 2,5 % Isofluran narkotisiert. Zur Darstellung der
Milzen wurden axiale T2-gewichtete Abdomen-Aufnahmen angefertigt (Turbo Spin Echo-
Faktor: 10, Time of Repetition: 2674 ms, Time to Echo: 65 ms, Schichtdicke: 1 mm). Der Export
der Bilder erfolgte im DICOM-Format. Die anschlieRende Quantifizierung wurde mithilfe der

Horos-Software durchgefihrt.
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3.2.4. Zelllinien

Die murinen Zelllinien wurden sowohl aus Milzen der Tiere als auch aus primaren Tumoren
gewonnen und in DMEM GlutaMax mit den folgenden Zusatzen kultiviert: 10 % FCS, 2 mmol/L
L-Glutamin, 1 mmol/L Natriumpyruvat, 10 mmol/L HEPES, nicht essenzielle Aminosauren und
1 % Penicillin-Streptomycin.

Die aus den Lymphomen isolierten Zelllinien wurden unter einem Lichtmikroskop untersucht,
um ihre Intaktheit sicherzustellen und ihr Wachstum zu beurteilen. Die Zellzahl wurde
innerhalb einer Zahlkammer (Countess |l FL Automated Counter, ThermoFisher Scientific)
automatisch bestimmt, indem 10 pl Zellsuspension mit 10 pl Trypanblau gemischt wurden. Je
nach Zellzahl wurde das entsprechende Teilungsverhaltnis berechnet, um eine Zelldichte von
0,5-1 x 10° Zellen/ml zu erhalten. Die Kultivierung der Zellen erfolgte auf 5 cm-

beziehungsweise 10 cm-Gewebekulturschalen (Falcon, ThermoFisher Scientific).

3.2.5. Sanger-Sequenzierung

Die Sanger-Sequenzierung ist eine Methode zur Bestimmung der Basenabfolge in einem
bestimmten DNA-Abschnitt. Diese wurde durch die Sequenzierungs-Service-Gruppe des
CCG-Instituts in KéIn durchgefihrt. Das PCR-Programm flr die Sanger-Sequenzierung wurde
entsprechend dem BigDye® Terminator Cycle Sequenzierungs-Protokolls ausgefiihrt.

Zu Beginn der Untersuchung muss eine Denaturierung stattfinden, um die als Doppelstrang
vorliegende DNA in die jeweiligen Einzelstrange aufzutrennen. Hierfir erfolgt eine Erhitzung
der DNA auf 96 °C. Zu dem Versuchsansatz wird der zu dem DNA-Strang passende Primer
gegeben. Die mit dem Primer versehenen DNA-Einzelstrange werden auf vier
Versuchsansatze aufgeteilt und eine DNA-Polymerase hinzugefugt. In den einzelnen
Versuchsansétzen sind jeweils einzelne Nukleotide (ANTP, Desoxyribonucleotidtriphosphate)
als Substrat fir die DNA-Polymerase vorhanden. Die vier Ansatze werden anschlieRend mit
unterschiedlichen Stopp-Nukleotiden (ddNTP, Didesoxyribonucleotidtriphosphate) versehen.
Die DNA-Polymerase bindet nun an den Primer (Annealing) und vervollstandigt den DNA-
Einzelstrang Uber eine komplementare Basenpaarung (Elongation). Sobald ein Stopp-
Nukleotid eingefligt wird, bricht die Kettenverlangerung ab. Nach mehreren Zyklen sind daher
in den einzelnen Ansétzen jeweils unterschiedlich lange DNA-Strange vorhanden, die in einem
Ansatz immer mit demselben Stopp-Nukleotid enden. Mithilfe der Gelelektrophorese werden
die DNA-Fragmente ihrer Lange nach aufgetrennt. Durch Anlage einer elektrischen Spannung
wandert die negativ geladene DNA zu der Anode, wobei kurze und leichte Fragmente schneller
wandern als langere und schwere Fragmente. Auf dem Agarose-Gel kdnnen nun von unten
nach oben die jeweiligen Stoppbasen abgelesen werden und man erhalt so die Basenabfolge

der Fragmente.
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Tabelle 8 PCR-Programm fiir die Sanger-Sequenzierung.

Schritt Temperatur (°C) Zeit Zyklus
Digest (optional) 37 30 min 1
Initial denaturation | 96 120's 1
Denaturation 96 10s 32
Annealing 55 5s 32
Elongation 60 5 min 32

Tabelle 9 Verwendete Komponenten flir die Sanger-Sequenzierungs-PCR.

Komponente Menge
Restriction enzyme (optional) 0,5 pl
BigDye® Terminator v3.1 0,25 pl
5 x BigDye sequencing buffer 2,25 ul
Primer (10 uM) 0,25 ul
PCR template 2-10 ng per 100 bp
ad. PCR water 10 ul

3.2.6. ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay)

Mithilfe des ELISA wurden die Konzentrationen der Immunglobuline IgM, I1gG und IgA im
Serum von transgenen Mausen mit der Cd79b p.Y195H-Mutation gemessen. Das Serum der
Tiere wurde im Rahmen von Serial Sacrifices von Mausen im Alter von 30 Wochen gewonnen.
Das Prinzip des ELISA beruht auf einer Antigen-Antikorper-Reaktion. Zunachst wird ein
spezifisches Antigen auf den Boden der Platten aufgetragen. Die Proben werden auf die
Platten gegeben und sofern in diesen fir das Antigen spezifische primare Antikérper
vorhanden sind, binden diese an das Antigen. Anschliefend erfolgt die Zugabe eines
Nachweis-Antikorpers, der an den primaren Antikorper bindet. Dieser Nachweis-Antikdrper ist
an ein Enzym gekoppelt, das durch Zugabe einer Substratldsung einen Farbstoff aktivieren
kann, wodurch die Enzymaktivitdt photometrisch erfasst werden kann. Diese Enzymaktivitat
korreliert mit der Menge des gesuchten Antikorpers in der Probe.

Im ersten Schritt wurde die ELISA-Platte mit einem Fangerantikérper (100 ul), der in einem
Beschichtungs-Puffer geldst wurde, beschichtet, versiegelt und tGber Nacht bei 4 °C inkubiert.

Im Anschluss an die Inkubation wurde die Flussigkeit aus den Vertiefungen der Platte entfernt
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und die Vertiefungen zweimal mit einem Waschpuffer (400 pl/Vertiefung) gewaschen. Die
gewaschene Platte wurde auf einem Absorptionspapier trocken getupft. Das Blocken der
Vertiefungen erfolgte durch eine Inkubation fir 2 Stunden bei Raumtemperatur mit einem
Blockierungs-Puffer. An diesen Schritt schlossen sich zwei erneute Waschvorgange wie oben
beschrieben an. Um die Standardkurve zu generieren, wurde eine zweifache
Reihenverdinnung der Standardfelder mit einem Assay-Puffer durchgefiihrt. Anschlieliend
wurde 100 pl Assay-Puffer in jede Blindvertiefung und 50 pl Assay-Puffer in jede
Probenvertiefung gegeben. Die Serumproben wurden mit Assay-Puffer verdiinnt (10.000-fach)
und anschlielRend 50 ul der verdinnten Lésung in die entsprechenden Vertiefungen verteilt.
Es folgte eine Inkubation bei Raumtemperatur auf einem Plattenschiittler fir zwei Stunden und
anschlielend vier Waschvorgange. Nach Hinzugabe des Nachweis-Antikérpers wurden die
Platten erneut fir eine Stunde auf einem Plattenschuttler bei Raumtemperatur inkubiert. Nach
der Inkubation schlossen sich vier Waschschritte an. Die Platten wurden mit 100 ul der
Substratlésung in jeder Vertiefung flir 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Um die
Reaktionen zu beenden, wurden anschlieRend 100 ul der Stopp-Lésung hinzugefugt. Die

Auslesung der Platten erfolgte bei 450 nm.

3.2.7. Immunhistochemie

Das Tumorgewebe der Mause wurde bei Raumtemperatur in Formalin fixiert und anschlie3end
in Paraffin eingebettet. Es wurden 4 pym dicke Schnitte hergestellt. Die Standardfarbung
erfolgte mit Hamatoxylin-Eosin. Zusatzlich wurden die Gewebeschnitte mit Markern fir B220
(BD, clone RA3-6B2) und CD138 (BD, Katalognummer: 553712) gefarbt. Die Keimzentrums-

Quantifizierung erfolgte aus PNA-Farbungen unter Verwendung der Software ImageJ.

3.2.8. B Zell-Rezeptor-Internalisierung

Um die Internalisierung des B Zell-Rezeptors zu messen, wurden im ersten Schritt
Splenozyten (1x 10°) aus Mausen, die die Cd79b p.Y195H-Mutation trugen und Wildtyp-
Mausen, isoliert. Mithilfe eines Magnetseparationskits wurden die naiven B Zellen isoliert. Die
Zellen wurden bei 4 °C in RPMI mit 0,5 % FCS gelagert. AnschlieRend wurden die Proben mit
Biotin-SP anti-IgM Fab in einer Verdlinnung von 1:200 fir 30 Minuten bei 4 °C inkubiert. Es
folgte ein Waschschritt in Medium bei 4 °C. Um die konstitutive B Zell-Rezeptor-
Internalisierung zu messen, wurden die Zellen bei 37°C fiir 0, 5, 10, 20, 30, 40, 50 und 60
Minuten inkubiert. Nach Ablauf der jeweiligen Inkubationszeit wurden die Zellen in warmen (37
°C) 0,5 % Formaldehyd geldst in PBS fixiert. Die fixierten Zellen wurden auf Eis gelagert.
Nachdem alle Proben von den verschiedenen Inkubationszeitrdumen fixiert waren, wurden

alle Ansatze fir 10 Minuten bei Raumtemperatur gelagert und anschliel3end dreimal fiir jeweils
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eine Minute in PBS gewaschen. Um den Anteil der B Zellen herauszufiltern, die zum jeweiligen
Fixierungszeitpunkt IgM auf ihrer Oberflache trugen, wurden die Proben fir 60 Minuten im
Dunkeln bei Raumtemperatur mit Streptavidin 647 (1:200) und anti-CD19 (1:200) inkubiert.
Nach einem erneuten Waschen mit PBS wurden die Splenozyten unter der Verwendung der
Durchflusszytometrie (FACS) analysiert.

In einem zweiten Ansatz wurde die B Zell-Rezeptor-Internalisierung als Reaktion auf eine
Rezeptor-Quervernetzung gemessen. Hierfur wurden die Zellen mit Biotin-SP Anti-lgM F(ab‘)2
in einer Verdinnung von 1:200 inkubiert. Der sonstige experimentelle Ablauf entspricht dem

der Untersuchung der konstitutiven Internalisierung.

3.2.9. FACS (Fluorescence activated cell sorting)

Mithilfe der Durchflusszytometrie (FACS; Fluorescence activated cell sorting) wurden in dieser
Arbeit bestimmte Oberflachenmarker auf den Splenozyten untersucht. Hierflr ist eine Farbung
der B Zellen mit fluoreszenzgekoppelten Antikdrpern notwendig. Diese Fluorochrome kdnnen
durch das Durchflusszytometer detektiert werden. Die verwendeten Antikérper sind in den
Tabellen 5 und 6. dargestellt. Im Vorfeld der Messung wurden die Zellsuspensionen mit dem
Antikérper gemischt und 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlie’iend wurden die
Zellen in 3 ml D-PBS flr 5 Minuten bei 300 G gewaschen und in 300 ul D-PBS resuspendiert.
Die Inkubationszeiten sowie das weitere Vorgehen zur Untersuchung der B Zell-Rezeptor-
Internalisierung werden in einem separaten Abschnitt dargelegt.

Im Anschluss an den Farbeprozess erfolgte die Messung der Oberflachenmarker an einem
Durchflusszytometer (Gallios Flow Cytometer, Beckman Coulter Life Sciences). Innerhalb
dieses Durchflusszytometers passieren die Zellen einzeln einen fokussierten Laserstrahl.
Beim Auftreffen dieses Laserstrahls auf eine Zelle wird der Strahl gestreut und es werden die
Fluorochrome auf der Zelloberflache zum Leuchten angeregt. Das Streu- und Fluoreszenzlicht
werden separat gemessen. Innerhalb des Streulichts unterteilt man verschiedene
Streurichtungen: das in Richtung des Laserstrahls gestreute Licht (Forward Scatter) und das
senkrecht zum Laserstrahl gestreute Licht (Side Scatter). Uber den Forward Scatter erhalt man
Informationen Uber die Zellgrofie, wohingegen der Side Scatter Auskunft Gber die Granularitat
der Zellen gibt. Die Intensitat des Fluoreszenzlichts spiegelt die Menge des Zielantigens auf
der Zelle wider. In dieser Arbeit wurde das Gallios-Durchflusszytometer der Firma Beckmann
Coulter verwendet. Das Gerat kann mit drei Lasern (405 nm violett, 488 nm blau, 638 nm rot)
bis zu zehn Fluoreszenzfarben gleichzeitig detektieren. Es kénnen 32 Proben in einem
Autoloader durch einen automatisierten Erfassungsmodus gemessen werden. Die

Messgeschwindigkeit betragt bis zu 25.000 Ereignisse pro Sekunde.
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Die Durchflusszytometrie wurde genutzt, um die Allel-Funktionalitat zu validieren. Zu diesem
Zweck wurde die Signalintensitat fur CD79B bei fir die Mutation homozygoten Mausen mit der
von Wildtyp-Mausen verglichen.

Zudem diente die FACS-Analyse der Bestimmung der B Zell-Rezeptor-Internalisierung. Es
erfolgte zunachst ein Gating der B Zellen, indem die CD19-positiven Zellen herausgefiltert
wurden. Im Anschluss wurde die Streptavidin-Signalintensitat gemessen, da dieses Protein an

Biotin bindet und somit die IgM-positiven Zellen markiert.

3.2.10. Gating-Strategie

Die Auswertung der FACS-Daten erfolgte im Anschluss an die Messung mithilfe der Kaluza-
Analysesoftware.

Hierbei wurden die Anteile einzelner Populationen innerhalb der Zellsuspensionen gemessen.
Zudem war es moglich, verschiedene Parameter zueinander in Beziehung zu setzen.
Dargestellt wurden die Ergebnisse durch Dot-Plots. In diesen Dot-Plots werden zwei
Parameter gegeneinander aufgetragen. Jeder Punkt innerhalb des Graphen entspricht einem
gemessenen Event.

Die Betrachtung einzelner Zellen beziehungsweise Zellgruppen war durch die Auswahl der
jeweiligen Regionen innerhalb des Dot-Plots méglich, was als ,,Gating“ bezeichnet wird.

Eine ausfiihrliche Gating-Strategie wird im Ergebnisabschnitt dieser Arbeit dargestellt.

3.2.11. Datenanalyse

Die statistische Auswertung erfolgte mithilfe der Software GraphPad Prism. Fir den Vergleich
mehrerer unabhangiger Gruppen wurde die Welch-ANOVA mit vorgeschaltetem Brown-
Forsythe-Test verwendet, um Mittelwertunterschiede auch bei ungleichen Varianzen
zuverlassig beurteilen zu kénnen. Die Ergebnisse werden als Mittelwert + Standardfehler des
Mittelwerts (SEM) dargestellt. Ein p-Wert von < 0,05 wurde als statistisch signifikant gewertet.

Die Analyse der FACS-Daten erfolgte unter Verwendung der Kaluza Analysis-Software.
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4. Ergebnisse

4.1. Validierung der Allel-Funktionalitat
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Abbildung 3 Sanger-Sequenzierung: mRNA-Sequenz von Wildtyp (oben) und Cd79bP-Y195Hp-Y195H_Tigren (unten).
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Um die Rolle der Cd79b-Mutation in der Entwicklung von diffus grofizelligen B Zell-
Lymphomen zu untersuchen, wurde wie oben beschrieben ein konditionales Cd79b-Allel
konstruiert, das das mutierte CD79B-Protein nach einer Cre-vermittelten Rekombination
exprimierte.

Das im Folgenden beschriebene Experiment diente dazu, die Expression der Cd79b-mutierten
messenger RNA (MRNA) zu bestatigen. Zunachst wurde das Cd79b-Allel mit einem CMV-Cre-
Allel zusammengekreuzt, wodurch Cre ubiquitar exprimiert wurde. Anschlieffiend wurde das
Keimbahn-rekombinierte Allel homozygotisiert. Mithilfe eines Magnetseparationskits wurden
die B Zellen isoliert. Es folgte die cDNA-Synthese sowie die Durchflihrung einer Sanger-
Sequenzierung.

Dargestellt wird ein Ausschnitt der Basensequenz des CD79B-ITAMs.

Im Gegensatz zur der mRNA-Basensequenz der Wildtyp-Tiere (T-A-T) zeigte sich bei den
transgenen Tieren eine Veranderung der Basenabfolge (C-A-C). Hierdurch kodierte dieser

DNA-Abschnitt fur die Aminosaure Histidin anstatt fur die Aminosaure Tyrosin.
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Abbildung 4 Durchflusszytometrie: CD79B-Oberfldchenexpression in B Zellen von Wildtyp- (oben) und
Cd79bp-Y195HP-Y195H _Tieren (unten).

In einem zweiten Schritt sollte sichergestellt werden, dass von der mutierten mRNA auch
stabiles Protein translatiert wird. In der Durchflusszytometrie zeigten die homozygoten Cd79b-
Tiere die gleiche Signalintensitat fir CD79B wie die Wildtyp-Tiere. Es befand sich also auf der
Oberflache der B Zellen von Tieren, die Cd79b nur von dem veranderten Allel exprimieren
konnten, genauso viel CD79B-Protein wie auf der B Zell-Oberflache von genetisch
unveranderten Mausen. Zudem wurde die Lymphozytenpopulation durch eine entsprechende
Gating-Strategie in die CD19-negativen und CD3-positiven T Zellen sowie die CD19-positiven
und CD3-negativen B Zellen aufgeteilt wurde. Bei der Betrachtung der Signalintensitaten
innerhalb dieser Subpopulationen konnte bestatigt werden, dass der verwendete Antikérper
spezifisch an das zu untersuchende Protein bindet.

Somit konnte sowohl bestatigt werden, dass die Mutation korrekt in das Genom integriert ist,

als auch, dass das veranderte Allel funktional intakt ist und B Zell spezifisch exprimiert wird.

4.2. Akute Auswirkungen der Cd79b-Mutation auf die B Zell-Rezeptor-
Internalisierung
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Abbildung 5 Konstitutive (links) und Liganden-vermittelte (rechts) B Zell-Rezeptor-Internalisierung von WT- und CD-
Tieren. __ = Mittelwert; - - = Fehlerindikatoren (Standardabweichung).
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Die Untersuchung der B Zell-Rezeptor-Internalisierung wurde in Anlehnung an die Daten von
Gazumyan et al. (2006) durchgeflihrt. Sowohl CD79A als auch CD79B besitzen intrazellular
ein ITAM-Motiv. In den von Gazumyan et al. (2006) untersuchten B Zellen wurde in beide
Tyrosinreste des CD79B-ITAMs eine Tyrosin-zu-Alanin-Mutation integriert. Die in humanen
MCD/C5-DLBCL am haufigsten beobachtete Mutation ist allerdings eine Tyrosin-zu-Histidin-
Mutation im ersten CD79B-ITAM-Tyrosin. Um klinisch relevante und mdoglichst
aussagekraftige Ergebnisse zu generieren, wurden daher in der vorliegenden Arbeit B Zellen
mit einer Mutation im ersten Tyrosinrest des CD79B-ITAMs verwendet und nicht, wie in den
Untersuchungen von Gazumyan et al., B Zellen mit einer Mutation beider Tyrosinreste. Das
Experiment diente dazu, einen méglichen Einfluss der Cd79b p.Y195H-Mutation auf die BCR-
Internalisierung darzustellen.

Um die konstitutive BCR-Internalisierung zu untersuchen, wurden die B Zell-Rezeptoren mit
einem Fab’ anti-lgM-Antikdrper markiert. Dieser Antikdrper bindet an den B Zell-Rezeptor und
verhindert durch seine Struktur die Quervernetzung der Rezeptoren.

Fir die Messung der BCR-Internalisierung als Reaktion auf eine Rezeptor-Quervernetzung
wurden die Zellen mit einem F(ab‘), anti-lgM-Antikdrper konjugiert. Diese Antikdrper enthalten
zwei antigenbindende F(ab)-Anteile und kénnen hiertiber die B Zell-Rezeptoren miteinander
vernetzen.

Die Fab-Antikdrper sind Biotin-konjugiert, sodass eine sekundare Anfarbung mit Streptavidin
madglich ist.

Durch die anschlieRende Inkubation der Zellen bei 37 °C wurde die Internalisierung der
oberflachengebundenen Antikérper induziert. Folglich standen die nach den jeweiligen
Messzeitpunkten bereits internalisierten Antikérper nicht mehr fiir die sekundare Farbung mit
Streptavidin zur Verfigung.

Zudem wurde ein CD19-Antikdrper verwendet, um die B Zell-Population aus der Gesamtheit
der Splenozyten herauszufiltern. Der Anteil der B Zellen, auf denen sich zu den definierten
Zeitpunkten IgM auf der Oberflache befand, wurde mithilfe durchflusszytometrischer
Untersuchungen bestimmt. AnschlieRend wurde der Anteil der internalisierten B Zell-
Rezeptoren zu dem jeweiligen Zeitpunkt berechnet.

B Zellen, die die Cd79b p.Y195H-Mutation trugen, zeigten eine deutlich verminderte
konstitutive B Zell-Rezeptor-Internalisierung im Gegensatz zu Wildtyp-Zellen (Abbildung 5).
Nach einem Zeitraum von 20 Minuten waren durchschnittlich bereits 50 % der B Zell-
Rezeptoren auf Wildtyp-B Zellen internalisiert, wohingegen lediglich 20 % der Rezeptoren auf
B Zellen mit der Cd79b p.Y195H-Mutation internalisiert wurden (Abbildung 5).

Eine Quervernetzung der B Zell-Rezeptoren zeigte keine Unterschiede in Bezug auf die

Rezeptor-Internalisierung im Vergleich von Wildtyp- und Cd79b p.Y195H-mutierten B Zellen
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(Abbildung 5). Nach 20 Minuten waren sowohl in mutierten als auch in nicht-mutierten B Zellen
etwa 40 % der B Zell-Rezeptoren internalisiert (Abbildung 5).

Zusammenfassend konnte eine Verminderung der konstitutiven BCR-Internalisierung durch
die Tyrosin-zu-Histidin-Mutation im CD79B-ITAM festgestellt werden. Die Mutation hatte
keinen Einfluss auf die Liganden-vermittelte BCR-Internalisierung.

Diese Ergebnisse sind zum Teil im Einklang mit den Beobachtungen von Gazumyan et al.. In
diesen Untersuchungen zeigte sich ebenfalls eine Verminderung der konstitutiven BCR-
Internalisierung durch die Mutation der Tyrosinreste des CD79B-ITAMs. Im Unterschied zu
den hier vorliegenden Ergebnissen konnte von Gazumyan et al. durch die Quervernetzung der
B Zell-Rezeptoren ebenfalls eine Reduktion der BCR-Internalisierung beobachtet werden.
Die Cd79b p.Y195H-Mutation reduziert selektiv die konstitutive BCR-Internalisierung, wahrend
die ligandeninduzierte BCR-Internalisierung erhalten bleibt.

4.3. Chronische Auswirkungen der Cd79b-Mutation

4.3.1. Postmortale sowie bildmorphologische Reihenuntersuchungen der
Organgewichte und -volumina
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Abbildung 6 Milzvolumina von Tieren der Genotypen C (n=3), DC (n=6), MC (n=3), MDC (n=4), BC (n=3), BDC
(n=6), MBC (n=8) und MBDC (n=6) im Alter von 10 Wochen. *, P < 0,05
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Abbildung 7 Milzvolumina von Tieren der Genotypen C (n=3), DC (n=6), MC (n=3), MDC (n=5), BC (n=3), BDC
(n=5), MBC (n=7) und MBDC (n=5) im Alter von 30 Wochen. *, P < 0,05; **, P < 0,01
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Abbildung 8 Milzvolumina von Tieren der Genotypen C (n=3), DC (n=6), MC (n=3), MDC (n=5), BC (n=3) und BDC
(n=4) im Alter von 50 Wochen.
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Abbildung 9 Gewicht der Milz von Tieren der Genotypen C (n=8), DC (n=5), MC (n=8), MDC (n=5), BC (n=8), BDC
(n=4), MBC (n=8) und MBDC (n=5) zum 30-Wochen-Zeitpunkt. *, P < 0,05
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Abbildung 10 Gewichte der Milz von Tieren der Genotypen C (n=6), DC (n=3), MC (n=8), MDC (n=5), BC (n=7) und
BDC (n=4) zum 50-Wochen-Zeitpunkt.
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Bei verschiedenen lymphoproliferativen Erkrankungen, so auch im DLBCL, tritt infolge einer
Organinfiltration eine Splenomegalie auf.

Zur Darstellung der chronischen Auswirkungen der Cd79b p.Y195H-Mutation, insbesondere
im Hinblick auf die Entwicklung einer Splenomegalie, wurden die im Rahmen von
Serientétungen der Versuchstiere erhobenen Gewichte von Milz, Leber und Nieren der Tiere
zwischen den verschiedenen Genotypen der Mause verglichen.

Fir eine genauere Evaluation der Entwicklung einer Splenomegalie fanden zudem serielle
MRT-Bildgebungen statt.

Dargestellt sind die Genotypen C (Wildtyp), MC (Myd88cPL252PWT. Cq19CreMT)  BC
(Rosa26LSL.BCL2.IRES.GFP/WT;Cd190reNVT) und MBC (Myd88e-pL252PMT,
Rosa26-SL-BCL2IRES.GFPIWT. C19CreMT) - zym  30-Wochen-Zeitpunkt (Abbildung 7) und die
Genotypen C, MC und BC zum 50-Wochen-Zeitpunkt (Abbildung 8) jeweils im Vergleich mit
der zusatzlichen Cd79b p.Y195H-Mutation. Nach 50 Wochen standen keine MBC-Tiere mehr
fur weitere Analysen zur Verfligung, da diese zu diesem Zeitpunkt bereits verstorben waren.
Dies ist konsistent mit den Untersuchungen von Flimann et al. (2021), wo MBC-Tiere bereits
deutlich vor diesem Zeitpunkt eine hohe Mortalitat aufwiesen.

Die bildmorphologische Beurteilung der Milzvolumina wurde zusatzlich bei 10 Wochen alten
Tieren durchgefihrt (Abbildung 6).

Die Ergebnisse der Untersuchungen von Flimann et al. (2021) hinsichtlich des Phanotyps von
Tieren des Genotyps C, MC, BC und MBC lie3en sich in den vorliegenden Untersuchungen
reproduzieren. MBC-Tiere zeigten in den bildmorphologischen Untersuchungen zum 10- und
30-Wochen Zeitpunkt signifikant héhere Milzvolumina als Wildtyp- (10 Wochen: P=0,0271; 30
Wochen: P=0,0017) und MC-Tiere (10 Wochen: P=0,0163; 30 Wochen: P=0,0083) (Abbildung
6, Abbildung 7). Im Alter von 30 Wochen waren die Milzvolumina von MBC-Tieren auch im
Vergleich zu BC-Tieren signifikant erhdht (P=0,0247) (Abbildung 7). Diese Beobachtungen
lieBen sich auch im Rahmen der Serientétungen von Mausen im Alter von 30 Wochen
bestatigen. Hier zeigten sich die Milzgewichte von Tieren des Genotyps MBC ebenfalls
signifikant erhdht im Vergleich zu Wildtyp- (P=0,0148) und MC-Tieren (P=0,0178) (Abbildung
9). Zusatzlich ergab sich eine signifikante Erhdhung der Milzgewichte von Tieren des
Genotyps BC verglichen mit Wildtyp-Tieren (P=0,0199) (Abbildung 9).

Im Rahmen der Serientétungen wurden zudem die Gewichte von Leber und Nieren erhoben.
Sowohl bei 30- als auch bei 50-Wochen-alten Tieren zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede bezlglich der Organgewichte von Leber und Nieren zwischen den einzelnen
Genotypen (Abbildung 11, Abbildung 12, Abbildung 13, Abbildung 14).

In der vorliegenden Arbeit wurde nun der Effekt der Cd79b p.Y195H-Mutation vor den
einzelnen genetischen Hintergrinden (C, MC, BC, MBC) untersucht. Hierbei zeigten sich

sowohl im Hinblick auf die Milzvolumina als auch hinsichtlich der einzelnen Organgewichte
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keine signifikanten Unterschiede vor den verschiedenen genetischen Hintergrinden
(Abbildung 6, Abbildung 7, Abbildung 8, Abbildung 9, Abbildung 10, Abbildung 11, Abbildung
12, Abbildung 13, Abbildung 14).

Insgesamt scheint die Myd88-Mutation in Kombination mit der BCL2-Amplifikation die
Entwicklung einer Splenomegalie zu verstarken. Die Cd79b-Mutation scheint hierbei weder
auf die Milzvolumina noch auf die Organgewichte einen zusatzlichen signifikanten Effekt zu

haben.
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4.4. Keimzentrums-Quantifizierung mithilfe von Immunhistochemie

C DC
MC MDC
BC BDC

MBC MBDC

Abbildung 15 PNA-Farbungen der Keimzentren von Tieren der Genotypen C, DC, MC, MDC, BC, BDC, MBC und
MBDC im Alter von 30 Wochen.
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Um die in vivo Auswirkungen der verschiedenen Mutationen zu beurteilen, wurden zusatzlich
histologische Untersuchungen der Milzen durchgefuhrt. In diesem Rahmen wurden
immunhistochemische PNA-Farbungen genutzt, um die Keimzentren innerhalb der Milz von
Mausen der verschiedenen Genotypen zu quantifizieren. Hierbei ging es vor allem darum,
einen Einfluss der Cd79b p.Y195H-Mutation auf die GréRe und Menge der Keimzentren zu
begutachten. Die Tiere wurden im Alter von 30 Wochen getétet und die Organe anschlie3end
in Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet. Die verglichenen Genotypen wurden bereits
beschrieben.

Die B Zellen innerhalb der Keimzentren exprimieren einen Liganden fur Peanut-Agglutinin und
kdénnen so identifiziert werden.

Zunachst wurden die Anzahl und GroRe der Keimzentren sowie der Keimzentrums-Bereich
pro Milzbereich der Genotypen C, MC, BC und MBC verglichen. Auch hier lielten sich die
Ergebnisse von Flimann et al. (2021) weitestgehend nachbilden. BC-Tiere wiesen signifikant
mehr Keimzentren auf als Wildtyp- (P = 0,0103) und MC-Tiere (P = 0,0297) (Abbildung 16).

Bei der Betrachtung der Keimzentrums-Grofde fiel eine signifikante Erhéhung in Mausen des
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Genotyps MBC verglichen mit Wildtyp-Mausen (P = 0,007) und MC-Mausen (P = 0,0096) auf
(Abbildung 16).

Im Folgenden wurden auch hier Vergleiche der Genotypen C, MC, BC und MBC jeweils mit
der zusatzlichen Cd79b p.Y195H-Mutation angestellt. Hierbei lieR sich jedoch kein
signifikanter Effekt der zusatzlichen Cd79b p.Y195H-Mutation vor den einzelnen genetischen
Hintergrinden auf Anzahl, GroRe oder Keimzentrums-Bereich pro Milzbereich feststellen
(Abbildung 16).

Aus vorangegangenen Studien (Flimann et al., 2021) ist bereits bekannt, dass sowohl Myd88
als auch BCL2 die Keimzentrumsbildung in vivo verstarken, die Cd79b p.Y195H-Mutation

scheint hierbei jedoch keinen zusatzlichen Effekt zu haben.
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4.5. Effekte der Cd79b-Mutation auf die B Zell-Entwicklung
4.5.1. Gating-Strategie
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Abbildung 17 Durchflusszytometrie, Panel 1: Gating-Strategie zur Analyse der B Zell-Entwicklungsstadien.
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Abbildung 18 Durchflusszytometrie, Panel 2: Gating-Strategie zur Analyse der B Zell-Entwicklungsstadien. PB =
Plasmablasten, PZ = Plasmazellen.

Die Auswirkungen der Cd79b p.Y195H-Mutation auf die B Zell-Entwicklung wurden durch die
Quantifizierung der einzelnen Entwicklungsstadien untersucht.

Um Aussagen Uber die Anteile der verschiedenen B Zell-Entwicklungsstadien an der
Gesamtheit aller Splenozyten treffen zu kénnen, war es nétig, eine Gating-Strategie zu
wahlen, durch die diese spezifischen Populationen herausgefiltert wurden.

Es wurden hierfiir zwei FACS-Panels verwendet, um die jeweiligen Oberflachenmarker
anzufarben. Die Zusammensetzung der Panels ist in der Tabelle 10 dargestellt. Panel 1 diente
der Quantifizierung von Ubergangs-B Zellen, Marginalzonen-B Zellen und follikuldren B Zellen
(Abbildung 17). Panel 2 wurde zur Analyse von friihen Plasmablasten und spaten
Plasmablasten beziehungsweise Plasmazellen verwendet (Abbildung 18).

In beiden Panels erfolgte zunachst ein Gating der einzelnen Zellen, um Zelltrimmer sowie
Zellaggregate von der Analyse auszuschlie3en (Abbildung 17, Abbildung 18). Anschlie3end
wurde die CD45-positive Leukozytenpopulation herausgefiltert (Abbildung 17, Abbildung 18).
Zu dieser Population wurden die einzelnen Entwicklungsstadien bei der Analyse ins Verhaltnis
gesetzt.

In Panel 1 wurden die B220-positiven Zellen innerhalb der Leukozyten gegated. Diese Gruppe

reprasentiert die B Zellen (Abbildung 17). Zudem wurden innerhalb der Leukozyten die B220-
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positiven und CD93-positiven Ubergangs-B Zellen sowie die B220-positiven und CD93-
negativen reifen B Zellen herausgefiltert (Abbildung 17). Innerhalb der reifen B Zellen konnte
anschliel®end anhand der Expression von CD21 und CD23 zwischen Marginalzonen-B Zellen
(CD21Msh/CD23"*) und follikularen B Zellen (CD21'°%/CD23"s") unterschieden werden
(Abbildung 17).

In Panel 2 wurden die CD138-positiven Zellen innerhalb der Leukozyten gegated (Abbildung
18). Innerhalb dieser CD138-positiven Zellen wurde zwischen B220- und MHC ll-positiven
frihen Plasmablasten und B220- und MHC ll-negativen spaten Plasmablasten

beziehungsweise Plasmazellen differenziert (Abbildung 18).

Tabelle 10 FACS-Panels fiir die Immunphénotypisierung der Splenozyten.

Panel Antikorper Fluorochrom Detektor
1 CD23 PE FL 2
1 CD93 PE-Cy7 FL5
1 CD21 APC FL 6
1 CD45 APC-Cy7 FL 8
1 B220 Pac.Blue FL9
2 CD138 PE-Cy7 FL5
2 MHC I AF700 FL7
2 CD45 APC-Cy7 FL8
2 B220 Pac.Blue FL9
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Abbildung 19 Durchflusszytometrie: Quantifizierung der einzelnen B Zell-Entwicklungsstadien innerhalb der
Splenozyten im Verhéltnis zu der Gesamtheit der CD45-positiven Zellen der Genotypen C (n > 5), DC (n = 5), MC
(n>5), MDC (n=5), BC (n>5), BDC (n>3), MBC (n > 5) und MBDC (n = 5) im Alter von 30 Wochen. *, P < 0,05;
* P<0,01;, ** P<0,001

Mithilfe der Durchflusszytometrie wurde eine Immunphanotypisierung von Splenozyten
durchgeflihrt. Ziel war es, einen genaueren Einblick zu bekommen, in welchem Ausmal} die
einzelnen B Zell-Entwicklungsstadien vorkommen. Insbesondere im Hinblick auf die
Keimzentrums-Hyperplasie, die in BC- und MBC-Tieren beobachtet wurde, war die
Untersuchung der zellularen Zusammensetzung von Interesse.

Die Zellen stammten von 30-Wochen alten Mausen der Genotypen C, DC, MC, DMC, BC,
BDC, MBC und MBDC.

Um die einzelnen Subpopulationen herauszufiltern, erfolgte eine Farbung mit flr das jeweilige
Entwicklungsstadium typischen Markern, die Gating-Strategie wurde im vorherigen Abschnitt
beschrieben.

Wie bereits in den zuvor beschriebenen Untersuchungen erfolgte innerhalb der einzelnen
Zellpopulationen zunachst ein Vergleich zwischen den Genotypen C, MC, BC und MBC.
AnschlieRend wurden diese Genotypen jeweils mit der Cd79b p.Y195H-Mutation
gegenubergestellt und mdgliche Unterschiede analysiert.

Hinsichtlich der Menge an B Zellen fiel eine signifikante Erhéhung dieser Subpopulation in BC-
Tieren im Vergleich zu Wildtyp- (P = 0,0009) und MC-Tieren (P = 0,0284) auf (Abbildung 19).
Auch eine Kombination der BCL2- und Myd88-Mutation scheint die Menge an B Zellen zu
erhdhen. Dies zeigt der signifikante Unterschied zwischen MBC- und Wildtyp-Mausen (P =
0,0155) (Abbildung 19). Durch die zusatzliche Cd79b p.Y195H-Mutation scheint es bei MBC-
Mausen eher zu einer Verminderung des Anteils der B Zellen zu kommen, was durch den
signifikanten Unterschied zwischen MBC- und MBDC-Tieren indiziert wird (P = 0,0284)
(Abbildung 19). Ansonsten fiel kein signifikanter Effekt der Cd79b p.Y195H-Mutation auf.

Bei Betrachtung der Anteile der Ubergangs-B Zellen zeigten sowohl BC- (P = 0,0352) als auch
MBC-Mause (P = 0,0123) einen signifikant héheren Anteil als Wildtyp-Mause (Abbildung 19).
Vor den genetischen Hintergriinden C (P = 0,0016), MC (P = 0,0019) und BC (P = 0,0036)
konnte durch die zusatzliche Cd79b p.Y195H-Mutation eine signifikante Verminderung der
Ubergangs-B Zellen beobachtet werden (Abbildung 19).
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Im Hinblick auf die Marginalzonen-B Zellen wiesen MBC-Tiere hingegen einen signifikant
verminderten Anteil dieser Population aufim Vergleich zu Wildtyp- (P = 0,0001) und MC-Tieren
(P = 0,007) (Abbildung 19). Auch die BCL2-Mutation allein scheint im Vergleich zu Wildtyp-
Tieren (P = 0,0013) fir eine Verminderung des Anteils an Marginalzonen-B Zellen zu sorgen
(Abbildung 19). Sowohl bei Wildtyp- (P = 0,0281) als auch bei BC-Mausen (P = 0,0066) konnte
eine signifikante Erniedrigung der Subpopulation durch eine zusatzliche Cd79b p.Y195H-
Mutation beobachtet werden (Abbildung 19).

Der Anteil an follikularen B Zellen unterschied sich signifikant zwischen den Genotypen BC
verglichen mit den Genotypen C (P = 0,0343) und MC (P = 0,0041), wobei erstere einen
signifikant héheren Anteil aufwiesen (Abbildung 19). In der weiteren Analyse zeigte sich
lediglich vor dem genetischen Hintergrund C ein Einfluss der Cd79b p.Y195H-Mutation.
Hierbei zeigte sich der Anteil an follikularen B Zellen in DC-Tieren signifikant erniedrigt
verglichen mit Wildtyp-Tieren (P = 0,0041) (Abbildung 19).

Bei dem Vergleich der Menge an frihen Plasmablasten zwischen den einzelnen Genotypen
ergaben sich keine signifikanten Unterschiede, allerdings schien der Anteil dieser Zellen in
MBC-Tieren tendenziell héher zu sein als in C-, MC- und BC-Tieren (Abbildung 19).

Bei der Betrachtung der spaten Plasmablasten beziehungsweise Plasmazellen fiel eine
erhéhte Menge dieser Subpopulation in MBC-Tieren verglichen mit Wildtyp- (P = 0,0442) und
MC-Tieren (P = 0,0442) auf (Abbildung 19). Ebenso zeigte sich in BC-Mausen ein signifikant
héherer Anteil dieser Zellen als in Wildtyp- (P = 0,0361) und MC-Mausen (P = 0,0361)
(Abbildung 19). Ein signifikanter Effekt der Cd79b p.Y195H-Mutation vor den verschiedenen
Hintergriinden ergab sich nicht.

Insgesamt Iasst sich feststellen, dass die Cd79b p.Y195H-Mutation die Zusammensetzung der

B Zell-Subsets verschiebt, ohne einen klaren Entwicklungsblock zu erzeugen.
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4.6. Serum-Immunglobulin-Spiegel
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Abbildung 20 Serum-Immunglobulin-Spiegel: IgM-, IgG- und IgA-Serumspiegel von Tieren der Genotypen C (n =
3), DC (n=5), MC (n=3), MDC (n =4), BC (n=3), BDC (n =5), MBC (n = 3) und MBDC (n = 7) im Alter von 30
Wochen.

Wie im vorherigen Kapitel beschrieben, zeigte sich der Anteil an spaten Plasmablasten und
Plasmazellen in MBC-Tieren deutlich erhéht. Zur Uberpriifung, ob diese Tiere auch erhdhte
Serum-Immunglobulin-Spiegel aufweisen, und zur Beurteilung des Anteils von IgM, I1gG und
IgA, wurden ELISAs durchgeflihrt. Auch hier wurde speziell ein moglicher Einfluss der Cd79b
p.Y195H-Mutation untersucht.

Bei dem Vergleich der Serum-Immunglobulin-Spiegel von 30-Wochen-alten Tieren, zeigten
sich im Hinblick auf die IgM-Spiegel in MBC-Tieren zwar tendenziell héhere Spiegel als in C-,
MC- und BC-Tieren, der Unterschied war jedoch nicht signifikant (Abbildung 20). Auch die
zusatzliche Cd79b p.Y195H-Mutation scheint vor den verschiedenen Hintergrinden zu
héheren IgM-Serumspiegeln zu fuhren, allerdings lief3en sich bei dem Vergleich der einzelnen
Genotypen auch hier keine signifikanten Unterschiede feststellen (Abbildung 20).

Die Messung der IgG-Spiegel in Tieren der verschiedenen Genotypen zeigte keine
signifikanten Unterschiede (Abbildung 20). Es lieBen sich hier lediglich tendenziell erhéhte

IgG-Spiegel in Tieren des Genotyps MBC im Vergleich zu Tieren des Genotyps C, MC und BC
beobachten (Abbildung 20).
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In Bezug auf die IgA-Serumspiegel lieBen sich weder bei dem Vergleich der Genotypen C,
MC, BC und MBC noch bei dem Vergleich der einzelnen Genotypen jeweils mit der
zusatzlichen Cd79b p.Y195H-Mutation signifikante Unterschiede feststellen (Abbildung 20).

4.7. Tumor-Charakterisierung
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Abbildung 21 Immunhistochemie: H/E-, B220- und CD138-Farbung von MBDC-Tieren

Im Verlauf der Erkrankung entwickelt ein Teil der untersuchten Tiere klinisch manifeste
Tumoren, die im Folgenden histologisch und immunphanotypisch naher charakterisiert
werden.

Die aus MBDC-Tieren isolierten Tumoren wurden immunhistochemisch untersucht, um einen
Einfluss der Cd79b p.Y195H-Mutation auf das Differenzierungsmuster der Tumorzellen zu
evaluieren.

Durch immunhistochemische Farbungen erfolgte eine Beurteilung der Lymphome von Tieren
des Genotyps MBDC (Myd88c—p.L252PNVT; RosaZGLSL.BCLZ.IRES.GFPNVT;Cd79bp.Y195HNVT;Cd»’gCreNVT)_
Exemplarisch sind Ausschnitte von Tumorfarbungen von drei dieser Tiere dargestellt
(Abbildung 21).

In den H/E-Farbungen waren deutliche Infiltrate von Tumorzellen zu erkennen (Abbildung 21).
Die Lymphome zeigten keine Expression von B220 (Abbildung 21). Die Untersuchung der
Tumoren auf CD138 fiel hingegen positiv aus (Abbildung 21). Diese Eigenschaften wurden
von Flimann et al. (2021) auch bereits bei Lymphomen von Mausen mit den Genotypen BC
(Rosa 26L-SLBCL2IRES.GFPIWT- 01 QCreT) und MBC (Myd88e-pL252PMT:
Rosa26-SLBCL2IRES.GFPIT. 019CreMT)  heobachtet. Das CD138-Farbungsmuster variierte

hinsichtlich seiner Intensitat zwischen den einzelnen Lymphomen.
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Die MBDC-Lymphome scheinen also, wie auch die MBC-Lymphome, ein post-Keimzentrums-
Plasmablasten-Differenzierungsmuster zu reprasentieren. Somit ergibt sich kein Hinweis auf

eine Cd79b-bedingte Verschiebung des Tumorphanotyps.
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5. Diskussion

5.1. Einleitung und Uberblick

In der vorliegenden Arbeit wurde die funktionelle Rolle der Cd79b p.Y195H-Mutation im
Kontext des diffus grofRRzelligen B Zell-Lymphoms (DLBCL) unter experimentellen
Bedingungen untersucht. Die CD79B-Mutation zahlt zu den haufigsten genetischen
Veranderungen im sogenannten MCD/C5-DLBCL-Subtyp, einer molekular definierten
Untergruppe des DLBCL. 224 Diese Mutation betrifft einen konservierten Tyrosinrest innerhalb
des ITAM-Motivs von CD79B, der fur die Signaltransduktion des B Zell-Rezeptors (BCR)
essenziell ist.

Ziel dieser Arbeit war es, die isolierten sowie kombinierten Effekte dieser Mutation auf die B
Zell-Entwicklung, die BCR-Signallibertragung und die Lymphomentstehung mithilfe eines
genetisch modifizierten Mausmodells zu charakterisieren. Der Fokus lag dabei auf der Analyse
sowohl akuter funktioneller Veranderungen (z.B. Rezeptorinternalisierung) als auch auf
chronischen pathophysiologischen Veranderungen im Organismus (z. B.

Immunglobulinproduktion, Keimzentrumsarchitektur und Tumorphanotyp).

5.2. Diskussion der Hauptergebnisse

5.2.1. Die Cd79b p.Y195H-Mutation beeinflusst die BCR-Internalisierung und -
Signalgebung

Ein zentrales Ergebnis dieser Arbeit ist der Nachweis einer verminderten B Zell-Rezeptor-
Internalisierung infolge der Cd79b p.Y195H-Mutation. Damit bestéatigt das Modell funktionell,
dass die Mutation im ITAM-Motiv von CD79B — analog zu der Arbeit von Gazumyan et al. —
eine Stérung der negativen Rickkopplung des BCR-Signalwegs bewirkt. Hervorzuheben ist
die selektive Beeintrachtigung der konstitutiven BCR-Internalisierung, wohingegen die
Liganden-induzierte BCR-Internalisierung erhalten blieb. Diese Beobachtung unterscheidet
sich von der Arbeit von Gazumyan et al., bei der eine umfassende Stérung der BCR-
Internalisierung beschrieben wurde. Es ist allerdings zu beachten, dass in dem Modell von
Gazumyan et al. eine Doppelmutation beider CD79B-ITAM-Tyrosine verwendet wurde,
wohingegen in der vorliegenden Arbeit lediglich das erste CD79B-ITAM-Tyrosin verandert
wurde. Hierdurch lasst sich potenziell erklaren, dass der Mechanismus der Liganden-
induzierten BCR-Internalisierung in dem hier verwendeten Modell funktionell intakt bleibt. Die
einzelne Mutation scheint vorrangig die konstitutive Internalisierung zu beeintrachtigen.

Eine reduzierte Internalisierung kann zu einer prolongierten Oberflachenverweildauer des

BCR fluhren, was wiederum chronisch aktive Signale begunstigen kann. Diese Konstellation
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ist besonders relevant im Kontext des ABC-DLBCL, bei dem eine chronische Aktivierung des
BCR-Signalwegs als pathogenetischer Treiber gilt. &
Da BCR-abhangige Signalwege therapeutisch adressierbar sind, ist die funktionelle

Einordnung der Cd79b-Mutation unmittelbar fiir die klinische Translation relevant.

5.2.2. Veranderungen in der B Zell-Entwicklung und Organmorphologie
Hinsichtlich der chronischen Effekte der Mutationen auf die Milzstruktur und die mogliche
Entwicklung einer Splenomegalie lieRen sich die Ergebnisse von Flimann et al. (2021)
reproduzieren. Die Expression der Myd88-Mutation in Kombination mit der BCL2-Mutation
fuhrte zu Veranderungen der Milzstruktur mit nachgewiesener Splenomegalie. Histologisch
zeigte sich eine Vermehrung und VergréRerung von Keimzentren, was auf eine gesteigerte
oder dysregulierte B Zell-Aktivierung und -Proliferation hindeutet. In der vorliegenden Arbeit
konnte allerdings kein zusatzlicher Effekt der Cd79b p.Y195H-Mutation auf die
Organmorphologie festgestellt werden.

Daruber hinaus konnte gezeigt werden, dass sich durch die Cd79b p.Y195H-Mutation das
Verhaltnis verschiedener B Zell-Entwicklungsstadien im Milzkompartiment verschob.
Insbesondere fiel ein verminderter Anteil von Ubergangs-B Zellen, Marginalzonen-B Zellen
sowie follikularen B Zellen durch die zusatzliche Cd79b p.Y195H-Mutation auf. Ein
Entwicklungsblock — wie er bei stark transformierenden Mutationen auftreten kann — wurde

hingegen nicht beobachtet.

5.2.3. Immunglobulinspiegel als funktioneller Surrogatparameter

Ein weiteres Ergebnis dieser Arbeit war die Analyse der Serum-Immunglobulin-Spiegel.
Wenngleich sich hierbei keine signifikanten Unterschiede feststellen lieRen, scheint die Cd79b
p.Y195H-Mutation vor den verschiedenen genetischen Hintergriinden zu einer Erhéhung der
IgM-Serumspiegel zu fihren. Diese Befunde stiitzen die funktionelle Konsequenz der Mutation
auf den BCR-Oberflachenumsatz, da eine verlangerte Oberflachenverweildauer auch eine
quantitativ verstarkte Plasmazelldifferenzierung und IgM-Sekretion beglinstigen kann.
Hinsichtlich der anderen untersuchten Immunglobulin-Klassen (IgG und IgA) liel® sich keine
derartige Erhdhung beobachten. Dies lasst eine unvollstdndige Klassenwechselreaktion
(CSR) der B Zellen vermuten.

5.2.4. Tumorphanotyp der Tiere mit der Cd79b p.Y195H-Mutation
Die immunhistochemischen Untersuchungen der Tumore zeigten, dass Tiere mit der Cd79b
p.Y195H-Mutation einen Tumorphanotyp entwickeln, der dem humanen ABC-DLBCL-

Phanotyp ahnelt. Die positive Farbung fir CD138 spricht fir eine plasmablastische
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Differenzierungslinie. Damit konnte das Modell erfolgreich einen der beschriebenen humanen
DLBCL-Subtypen nachbilden. 23 Dies validiert die Relevanz der Mutation und unterstreicht die

Eignung des Mausmodells als praklinische Plattform fiir weitere Untersuchungen.

5.3. Limitationen der Arbeit

Trotz der gewonnenen Erkenntnisse weist die vorliegende Arbeit mehrere Limitationen auf, die
die Interpretation und Generalisierbarkeit der Ergebnisse einschranken.

Obwohl das generierte Mausmodell gezielte Riickschlisse auf die Auswirkungen der Cd79b
p.Y195H-Mutation erlaubt, bildet es nicht vollstdndig die humane Tumorheterogenitat ab.

Es wurden keine Analysen hinsichtlich der Signalkaskaden, die CD79B nachgeschaltet sind,
durchgeflnhrt.

Aulerdem wurden in der vorliegenden Arbeit keine therapeutischen Interventionen untersucht.
Eine Beurteilung der Eignung des Modells in Bezug auf zielgerichtete Therapien ist daher nicht
moglich.

Die genannten Limitationen grenzen die Aussagekraft der vorliegenden Arbeit ein. Einige
davon eroffnen gleichzeitig gezielte Anhaltspunkte fir weitere Untersuchungen, wie im

folgenden Ausblick erlautert wird.

5.4. Aktueller molekularer Kontext der CD79B-Achse

Aktuelle Arbeiten zur genomischen Einteilung des DLBCL zeigen, dass bestimmte
Tumorgruppen durch wiederkehrende Aktivierungen zentraler Signalwege gepréagt sind.
Hierbei sind insbesondere die Achsen BCR, TLR und NFkB zu nennen. "%

Veranderungen in MYD88 und CD79B treten in klinisch relevanten genetischen Subtypen
haufig gemeinsam auf und gelten als funktionell bedeutsam flir die Aktivierung
Uberlebensfordernder Signalwege. 2

Praklinische Daten aus autochthonen Mausmodellen zeigen, dass die Cd79b-Mutation in
einem Myd88-getriebenen Kontext mit einem IgM-positiven Tumorphanotyp einhergehen kann
und mit einer Ibrutinib-Sensitivitat assoziiert ist. 1°°

Damit liefern die vorliegenden Ergebnisse eine plausible biologische Verbindung zwischen
Veranderungen der BCR-Signalweiterleitung und  potenziellen therapeutischen

Angriffsmoglichkeiten in definierten genetischen Konstellationen.

5.5. Klinische und wissenschaftliche Relevanz der Ergebnisse
Im onkologischen Kontext unterstreichen die Daten die Rolle der Cd79b p.Y195H-Mutation als

potenziell transformierenden Faktor, insbesondere in Kombination mit anderen Mutationen wie
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Myd88 und BCL2. Cd79b-mutierte B Zellen scheinen nicht nur zu Uberleben, sondern auch
durch chronische Signalaktivierung selektive Wachstumsvorteile zu erlangen.

Das Mausmodell bietet eine wertvolle praklinische Plattform, insbesondere zur Testung von
BCR-Signalweg-Inhibitoren und zur Identifikation von Kooperationsmechanismen mit weiteren
Mutationen (z.B. BCL2, Myd88). Diese Inhibitoren kénnten in klinftigen Studien auf ihre
Wirksamkeit getestet werden.

In klinischer Hinsicht konnten Cd79b p.Y195H-Mutationen kiinftig als therapiestratifizierende

Marker zur Anwendung kommen.

5.6. Ausblick und Perspektiven fur Folgeprojekte

Aufbauend auf den in dieser Arbeit gewonnenen Ergebnissen und deren begrenzende
Faktoren ergeben sich mehrere Perspektiven flr kinftige Projekte.

-Funktionelle Analysen: Zur Untersuchung der Einflisse der Cd79b p.Y195H-Mutation auf
nachgeschaltete Signalwege ware die Durchfiihrung einer RNA-Sequenzierung sinnvoll.
Hierbei lieRe sich feststellen, welche Gene infolge der Mutation hoch- oder herunterreguliert
sind. Durch die Phosphoproteomik lieRen sich weitere Informationen darliiber gewinnen,
welche Proteine in Zellen mit der Cd79b p.Y195H-Mutation phosphoryliert sind. Somit kbnnten
direkte Effekte auf die Signalweiterleitung untersucht werden.

-Therapeutische Interventionen: In-vivo-Testung zielgerichteter Inhibitoren wie Ibrutinib
oder Venetoclax (gegebenenfalls in Kombination). Flimann et al. zeigten in ihrer Arbeit aus
dem Jahr 2023, dass Lymphome mit der Cd79b p.Y195H-Mutation eine selektive
Empfindlichkeit gegenlber Ibrutinib aufwiesen, im Vergleich zu Lymphomen ohne diese
Mutation. Dies ist auf einen Einfluss der Mutation auf die interne BCR-Signalgebung
zurUckzufuhren.

-Immunologische Mikroumgebung: Die Untersuchung der Tumormikroumgebung, also die
Untersuchung aller Zellen und Strukturen, die mit dem Tumor interagieren, ware fir das
weitere Krankheitsverstandnis sinnvoll. AulRerdem kénnte man gegebenenfalls feststellen, ob
sich die Wirkung von zielgerichteten Therapien durch Immunmodulation verbessern lasst.
-Immunisierungsexperimente: Durch die Durchfiihrung von Immunisierungsexperimenten
lieRen sich mogliche Effekte der Cd79b p.Y195H-Mutation auf die humorale Immunantwort
feststellen. In diesem Rahmen konnte man beispielsweise die Funktionalitdt des
Klassenwechsels, die Antikorperantwort, die Affinitatsreifung im Keimzentrum sowie die
Funktionalitat der Plasmazell- und Gedachtniszellbildung analysieren.

-Autoreaktivitat: Es ware denkbar, dass die Cd79b p.Y195H-Mutation fir eine vermehrte
Entstehung von Autoantikérpern sorgt. Durch die chronisch aktive BCR-Signalgebung wird ein
Zustand standiger Antigenbindung simuliert. Zurlickliegende Untersuchungen zeigten, dass

durch eine gestérte BCR-Signaltransduktion autoreaktive B Zellen persistieren kénnen, indem
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sie der Anergie entkommen. ° In weiterflihrenden Untersuchungen ware es daher
beispielsweise sinnvoll, das Vorhandensein von autoreaktiven Antikérpern im Serum von
Tieren mit der Cd79b p.Y195H-Mutation zu Gberprifen.

-Klinische Validierung: Prospektive Korrelation von CD79B-Mutationsstatus mit

Therapieansprechen.

5.7. Fazit

Insgesamt sprechen die Ergebnisse dafir, dass die Cd79b p.Y195H-Mutation primar Einflisse
auf die BCR-Signalgebung mit entsprechenden funktionellen Konsequenzen hat.

Gleichzeitig zeigen die Daten, dass bestimmte zentrale Prozesse der B Zell-Biologie durch die
Cd79b p.Y195H-Mutation weitgehend unbeeinflusst bleiben. Insbesondere die strukturelle
Organisation lymphatischer Organe bleibt weitgehend intakt.

In dem verwendeten Mausmodell ist Cd79b frih in der B Zell-Linie aktiv (Cd19Cre). Eine
mogliche Erklarung flr das Ausbleiben einer beschleunigten Lymphomagenese durch die
Cd79b p.Y195H-Mutation ist, dass die frihzeitige und konstitutive Verstarkung der BCR-
Signalgebung in unreifen B Zellen bevorzugt Toleranzmechanismen wie Anergie oder klonale
Deletion ausldst. ' An den B Zell-Checkpoints flihren (iberstarke oder persistente BCR-
Signale physiologischerweise nicht zur Expansion, sondern zur negativen Selektion
autoreaktiver Klone. %7, 1% Dijes konnte den Pool potentiell transformierbarer B Zellen
reduzieren und damit einen pro-onkogenen Effekt der Cd79b p.Y195H-Mutation funktionell

kompensieren.
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