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1. ZUSAMMENFASSUNG
Das diffus groRzellige B-Zell-Lymphom (DLBCL) gehort zu den aggressiven Non-Hodgkin-

Lymphomen und ist eine molekularbiologisch heterogene Erkrankung mit hoher genetischer
Variabilitat. In etwa 18% der Falle finden sich MYD88-Mutationen (engl. Myeloid differentiation
primary response 88); dabei handelt es meistens um die Variante MYD88 L265P. Besonders
haufig, in fast einem Drittel der Falle, kommt MYD88 L265P in der ABC- beziehungsweise

Non-GCB-DLBCL Gruppe vor, die mit einer schlechteren Prognose assoziiert ist.

Als Bestandteil des TLR-Signalweges und des My-T-BCR-Proteinkomplexes ist der
Signaladapter MyD88 an der Aktivierung von NF-kB beteiligt, und bildet einen zentralen
Knotenpunkt im Netzwerk der ABC-DLBCL-Tumorbiologie. Das Ziel dieser Arbeit war, einen
Modellorganismus zu generieren, der unter Verwendung von MYD88 L265P den

Pathomechanismus der besonders aggressiven Subentitdt ABC-DLBCL simuliert.

Zu diesem Zweck wurde ein konditionales Allel entwickelt, das die B-Zell-spezifische
Expression von Myd88~1252F dem murinen orthologen Gen des humanen MYD88P126°F aus
seinem endogenen Lokus ermdglicht. Ein funktionales Allel wurde generiert, das nach Cre-
vermittelter Rekombination zur Expression der Myd88~1252° mRNA und dessen Translation in
Protein fuhrt. Beobachtungen an den transgenen Mausen zeigten, dass die B-Zell-spezifische
Expression von Myd88°-?°2F die Entstehung lymphoproliferativer Organmanifestationen
induziert und mit einem verkurztem Gesamtuberleben assoziiert ist. Es wurde nicht nur die
Entwicklung diffuser lymphoproliferativer Erkrankung beobachtet, sondern auch gelegentlich
das Auftreten von Infiltraten, die morphologisch und immunhistochemisch dem ABC-DLBCL
ahneln. Klonalitdtsanalysen bestatigten, dass die umschriebenen Lymphoproliferationen mit

DLBCL-ahnlicher Morphologie klonalen Ursprungs waren.

Es folgten weitere Untersuchungen einer humanen DLBCL-Kohorte. Hier zeigte sich erneut,
dass der ABC-DLBCL-Subtyp lberproportional haufig die MYD88P-265F-Mutation aufweist und
mit einer erhdhten Expression von BCL2 korreliert. Um die humane Erkrankung mdglichst
realititsnah zu simulieren, wurde das Myd88-Allel mit einem BCL2-Uberexpressionsallel
kombiniert. Die gleichzeitige Myd88°-%%" Expression und BCL2-Uberexpression in vivo
provozierte die Entwicklung von Lymphomen, deren Morphologie und Immunphanotyp am
ehesten dem ABC-DLBCL entsprechen.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte ein Mausmodell etabliert werden, das auf der B-Zell-
spezifischen Myd88P12°2P-Expression basiert und eine dem humanen ABC-DLBCL &hnliche

Erkrankung reproduziert.
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2. EINLEITUNG
2.1. DLBCL

Lymphome sind maligne, proliferative Erkrankungen, die durch die klonale Expansion
neoplastischer Zellen des lymphatischen Systems entstehen. In Abhangigkeit von der
Ursprungszelle werden T- und B-Zell-Lymphome unterschieden, wobei Letztere mit einem
Anteil von etwa 80-90% deutlich haufiger auftreten (Lennert et al., 1975; Stein et al., 1972). B-
Zell-Lymphome leiten sich von entarteten B-Lymphozyten in unterschiedlichen
Entwicklungsstadien ab (Kuppers et al., 1999). Anhand ihres klinischen Verlaufs kdnnen B-
Zell-Lymphome weiter in indolente wie zum Beispiel das follikulare Lymphom und aggressive
Formen wie das Burkitt- und das diffus grof3zellige B-Zell-Lymphom unterteilt werden
(Swerdlow et al., 2016). Das diffus grof3zellige B-Zell-Lymphom (engl. diffuse large B cell
lymphoma, DLBCL) bildet den gréfiten Teil der aggressiven B-Zell-Lymphome und ist mit
einem Drittel der Falle der haufigste Non-Hodgkin-Lymphomtyp uberhaupt (The Non-
Hodgkin's Lymphoma ClassificationProject (1997). In der weilden Bevoélkerung der Vereinigten
Staaten von Amerika liegt die Inzidenz bei sieben Fallen pro 100.000 Einwohner (Morton et
al., 2006). In Deutschland ist das DLBCL mit etwa 9000 Neuerkrankungen pro Jahr das
haufigste Lymphom bei Erwachsenen (Prof. Dr. med. M. Pfreundschuh, 2023).

Das diffus groRRzellige B-Zell-Lymphom ist definiert als eine Neoplasie aus grofRen B-Zellen,
die in einem diffusen Muster angeordnet sind (Li et al., 2018; Swerdlow et al., 2016). Anhand
morphologischer und immunphanotypischer Merkmale, klinischer Aspekte sowie der
Assoziation zu bestimmten infektidsen Agenzien kdnnen weitere eigenstandige Entitaten des
DLBCL differenziert werden, die jedoch insgesamt eher selten vorkommen (Sukswai et al.,
2020; Swerdlow et al., 2016). Der Grofteil des DLBCL, etwa 80-85%, hat keine besondere
klinische oder pathologische Merkmale, und wird daher unter der Bezeichnung ,DLBCL, nicht
weiter spezifiziert* (engl. Not otherwise specified, NOS) zusammengefasst (Sukswai et al.,
2020; Swerdlow et al., 2016). Das DLBCL NOS wird im weiteren Verlauf nur als DLBCL

bezeichnet und ist Gegenstand dieser Arbeit.

Das DLBCL ist eine molekularbiologisch und klinisch sehr heterogene Erkrankung. Die
einzelnen DLBCL-Falle zeigen eine hohe Variabilitit in ihren jeweiligen
Genexpressionsmustern und genetischen Merkmalen. Die Exom-Sequenzierung von Uber
tausend DLBCL-Fallen identifizierte 150 unterschiedliche Gene von pathogenetischer
Relevanz mit einer Mutationsfrequenz von mehr als finf Prozent (Reddy et al., 2017). Andere
Studien lieferten dhnlich hohe Zahlen (Morin et al., 2013).

Trotz der vielfaltigen Unterschiede wurde das DLBCL bislang nach dem “one-size-fits-all“-

Prinzip mit einer Standardimmunchemotherapie mit R-CHOP, einer Kombination aus dem
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CD20-Antikérper Rituximab (R) und den Chemotherapeutika Cyclophosphamid (C),
Hydroxydaunorubicin (H), Vincristin (O) und Prednisolon (P) behandelt. Seit2022 ist das neue
Therapieschema Pola-R-CHP fur die Erstlinientherapie zugelassen. Dabei wird das etablierte
R-CHP mit dem Antikdrper-Wirkstoff-Konjugat Polatuzumab-Vedotin — ein monoklonaler
CD79b-Antikorper, gekoppelt an das Zytostatikum Monomethyl-Auristatin E (Vedotin) —
kombiniert (Leitlinienprogramm Onkologie; Tilly et al., 2022). Dabei zeigte sich eine
signifikante Verbesserung des primaren Endpunktes des progressionsfreien Uberlebens
(76.7% vs. 70.2% nach zwei Jahren), jedoch ergaben sich keine Unterschiede im
Gesamtlberleben (Tilly et al., 2022). Die Heilungsraten des DLBCL liegen bei ca. 65% (Coiffier
et al., 2010; Tilly et al., 2022), unterscheiden sich jedoch erheblich innerhalb der einzelnen
Subtypen (Alizadeh et al., 2000; Lenz, Wright, et al., 2008; Rosenwald et al., 2002).

Die genetische und phanotypische Heterogenitat des DLBCL lasst die Vermutung zu, dass es
sich beim DLBCL um mehr als nur eine Tumorentitdt handelt. Die Anwendung von
Genexpressionsanalysen revolutionierte das Verstandnis vom DLBCL und ermdglichte eine

genauere Klassifizierung der Erkrankung.

2.2. Klassifikation

Die Klassifikation des DLBCL differenzierte sich mit voranschreitender Forschung immer
weiter aus. Wahrend die Erkrankung zu Beginn ihrer Erforschung eher grob anhand von
morphologischen und histologischen Merkmalen unterteilt wurde, berlicksichtigt das heutige
Klassifikationssystem der WHO mitunter atiologische Faktoren und pathogenetische
Mechanismen. Durch Anwendung neuer Forschungsergebnisse lassen sich neue

Klassifikationssysteme etablieren.

2.2 1.Klassifizierung nach der Ursprungszelle

Genexpressionsanalysen gewahren einen umfassenden Einblick in die Pathogenese des
DLBCL. In ihrem Genexpressionsprofil zeigen die Tumoren Ahnlichkeit zu B-Zellen in
unterschiedlichen Entwicklungsstadien, woraus sich die Klassifizierung entsprechend der
mutmallichen Ursprungszelle (engl. cell of origin, COO) ableitet (Alizadeh et al., 2000). Es
erfolgt eine Unterteilung in das keimzentrumsartige (engl. germinal center B cell like, GCB)
DLBCL, das sich von B-Lymphozyten aus dem Keimzentrum ableitet, und in das aktivierten B-
Zellen ahnliche (engl. activated B cell like, ABC) DLBCL, das am ehesten von aktivierten B-
Zellen abstammt, welche die Keimzentrumsreaktion durchlaufen haben und sich hin zu
Plasmablasten, einem Entwicklungsstadium vor der terminalen Differenzierung zur
Plasmazelle, differenzieren. Bis zu 90% der DLBCL-Falle kbnnen nach dieser Methode
klassifiziert werden. Es verbleiben dennoch 10-15%, die sich keinem der beiden Subtypen

zuordnen lassen (Alizadeh et al., 2000).
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Die neu identifizierten Subtypen unterscheiden sich voneinander in ihrem klinischen Verhalten
und dem Therapieansprechen. Wahrend GCB-DLBCL-Patienten eine 5-Jahres-
Uberlebensrate von etwa 60% aufweisen, tberleben nur 35% der ABC-DLBCL-Patienten die
ersten funf Jahre nach der Chemotherapie (Alizadeh et al., 2000; Reddy et al., 2017;
Rosenwald et al., 2002).

2.2.2.Genetische Klassifikation

Obwohl die Klassifizierung nach der Ursprungszelle eine Unterteilung des DLBCL in die drei
Subtypen ABC, GCB und ,unklassifizierbar® ermoglicht, sind die genannten Untergruppen
dennoch recht heterogen in ihrem klinischen Verhalten, was darauf hindeutet, dass die neu
identifizierten Subtypen wiederum aus unterschiedlichen Entitdten bestehen kénnten
(Rosenwald et al., 2002).

Die Auswertung grofer Sequenzierungsdatenvolumina brachte zutage, dass bestimmte
genetische Aberrationen miteinander assoziiert sind und gehauft gemeinsam auftreten.
Basierend auf dem  Mutationsprofii wurden unabhangig voneinander zwei
Klassifikationssysteme erarbeitet, die sechs (Schmitz et al., 2018; Wright et al., 2020)
beziehungsweise funf (Chapuy et al., 2018) genetische Subtypen/Cluster des DLBCL
definieren. Nach diesen Klassifikationen kann das ABC-DLBCL in vier weitere Subtypen,
namlich MCD/C5, N1, A53/C2 und BN2/C1, und das GCB-DLBCL in die drei Untergruppen
EZB/C3, ST2/C4 und BN2/C1 unterteilt werden (Abb. 1). Die Gruppe der unklassifizierbaren
DLBCLs setzt sich vornehmlich aus BN2-Fallen zusammen (Chapuy et al., 2018; Schmitz et
al., 2018; Wright et al., 2020).

Beinahe identisch stellt sich das MCD Cluster aus der ,LymphGen® Klassifikation
beziehungsweise das Cluster C5 von Chapuy et al. dar. Diese Untergruppe setzt sich fast
ausschlielllich aus Fallen von ABC-DLBCL zusammen und ist gekennzeichnet durch
gemeinsames Auftreten von MYDS88 p.L265P- und CD79B-Mutationen. Hinzu kommen
prognostisch relevante 18g-Amplifikationen des chromosomalen Lokus des anti-apoptotischen
BCL2-Gens und die Deaktivierung von PRDM1.

Eine weitere durch beide Klassifikationen sehr ahnlich beschriebene Untergruppe ist das C2
Cluster von Chapuy et al.,, definiert durch die Inaktivierung oder den Verlust von
Tumorsuppressorgenen wie TP53, CDKN2A, RB1 und andere strukturelle Variationen. Sie
umfasst laut der Arbeit von Chapuy et al. sowohl GCB- als auch ABC-DLBCL-Tumore. Das
Pendant hierzu aus der ,LymphGen“-Klassifikation ist die Subgruppe A53, definiert durch
Aneuplodie und TP53-Inaktivierung, bestehend vor allem aus Fallen des ABC-DLBCL.

Eine weitere Untergruppe aus der ,LymphGen“-Klassifikation, die dem ABC-DLBCL
zugeordnet werden kann, jedoch kein Korrelat in der Cluster-Klassifikation von Chapuy et al.
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findet, ist N1. Diese Untergruppe besteht zu 95% aus ABC-DLBCL und ist charakterisiert durch
Aberrationen des NOTCH1 Gens.

Weitestgehend deckungsgleich prasentiert sich der BN2 Subtyp aus der ,LymphGen“-
Klassifikation beziehungsweise das C1 Cluster von Chapuy et al., das sich zu gleichen Teilen
aus ABC- und GCB-DLBCL-Fallen zusammensetzt. Die wesentlichen Merkmale dieser
Untergruppe sind Fusionen des BCL6-Gens und Aberrationen der NOTCH2-Signalkaskade.
Zusatzlich finden sich haufig Mutationen der Komponenten des NF-kB-Signalwegs wie BCL10
und TNFAIP3 (A20).

Ein Cluster, das vornehmlich durch GCB-DLBCL-Falle dominiert wird, ist EZB
beziehungsweise C3. Es ist definiert durch BCL2-Translokationen und Mutationen
chromatinmodifizierender Enzyme wie EZH2, KMT2D und CREBBP.

Weiterhin beschreiben Chapuy et al. das Cluster C4, das sich primar aus GCB-DLBCL-Fallen
zusammensetzt, und haufig Mutationen der Histongene sowie der Komponenten des BZR-,
des PI3K- und des NF-kB-Signalweges aufweist. Korrespondierend hierzu findet sich die
Untergruppe ST2 aus der ,LymphGen“-Klassifikation, die durch SGK7 und TET2-Mutationen

definiert wird.

Germinal Center B Cell Like Activated B Cell Like
Genexpressionsmuster &hnlich dem der Nicht Genexpressionsprogramm &hnlich dem
Cell of Origin Zentrozyten aus der hellen Zone des IC der Plasmablasten, verstérktes
Classification Keimzentrums klassifizierbar B-Zell-Rezeptor Signaling
Genetische Lésionen: t(14;18), BCL2, Genetische Lasionen: CARD11,
PTEN, miR-17-92, GNA13, EZH?2, CD79A/B, TNFAIP3, PRDM1, BCL2,
EP300, KMT2D, CREBBP CDKN2A, MYD88
A rn
Potentielle Entsprechung t i " / 1 t t

LymphGen
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nn
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Abbildung 1 Klassifikation des DLBCL. Eine Kilassifizierung des DLBCL kann entsprechend des
Expressionsprofils vorgenommen werden. Basierend auf Gemeinsamkeiten mit der potenziellen Ursprungszelle
leitet sich daraus eine Zuordnung nach der Ursprungszelle zu den jeweiligen Untergruppen GCB- und ABC-DLBCL
ab (,Cell of Origin Classification®). Die ,LymphGen*“Klassifizierung und die DLBCL Cluster sind genetische
Klassifikationen nach dem Mutationsprofil. Abb. abgeleitet aus (Sehn & Salles, 2021).



2.3. Pathogenese

Krebs ist eine Erkrankung, die durch dynamische Veranderungen des Genoms verursacht wird
(Hanahan & Weinberg, 2000). Die Tumorgenese ist ein mehrstufiger Prozess, bestimmt durch
die Akkumulation von genetischen Alterationen, die die Transformation von gesunden Zellen
hin zu malignen Abkémmlingen férdern. Die progrediente Anhaufung sogenannter Driver-
Mutationen verschafft den Zellen einen Wachstumsvorteil und ermdglicht deren klonale
Expansion (Greenman et al., 2007; Hanahan & Weinberg, 2000). Der Begriff Driver-Mutation
bezeichnet somatische Mutationen an entscheidenden Stellen in Signaltransduktionswegen,
die die zellulare Homdostase aus der Balance bringen, zugunsten der Proliferation der
Tumorzelle. Fur das DLBCL wurden insgesamt 150 kausale Driver-Gene identifiziert, die mit
einer Haufigkeit von Uber finf Prozent mutiert sind (Reddy et al., 2017). Eine einzelne DLBCL-

Zelle akquiriert im Schnitt etwa acht solcher Mutationen (Reddy et al., 2017).

Die krankheitsverursachenden Mutationen kénnen hereditdrer Natur, umweltbedingt oder
durch =zuféllige Fehler der DNA-Replikation wahrend der Zellteilung entstanden sein
(Tomasetti et al., 2017). Was die hereditare Komponente anbelangt, so haben Individuen mit
positiver Familienanamnese fir NHL ein erhdhtes Risiko an DLBCL zu erkranken (OR=1,95)
(J. R. Cerhan et al., 2014). Genomweite Assoziationsstudien identifizierten pradisponierende
Einzelnukleotid-Polymorphismen, die mit dem Auftreten von DLBCL korrelieren (James R.
Cerhan et al., 2014). Zu den umweltbedingten Risikofaktoren fir die Entstehung eines DLBCL
zahlen klinische Charakteristika wie Ubergewicht, Immunsuppression (zum Beispiel bei
Zustand nach Organtransplantation), virale Infektionen (durch Hepatitisvirus B/C, Humanes
Immundefizienz-Virus, Epstein-Barr-Virus, Humanes-Herpesvirus-8), aber auch chemische
Agenzien (Pestizide), physikalische Einflisse (Strahlung) beziehungsweise Téatigkeiten in
bestimmten Berufsgruppen (Friseurhandwerk, Schneiderhandwerk, Landwirtschaft). Einen
weiteren Risikofaktor stellen die B-/T-Zell-aktivierende Autoimmunerkrankungen (bspw.:
Sjogren-Syndrom, Systemischer Lupus erythematodes, rheumatoide Arthritis und
glutensensitive Enteropathie) dar. (J. R. Cerhan et al.,, 2014; Sehn & Salles, 2021)
Zusammengenommen sind hereditdre und umweltbedingte Einfliisse fur etwa ein Drittel der
pathogenen Mutationen verantwortlich. Die gro3e Mehrheit der krankmachenden Mutationen,
schatzungsweise zwei Drittel, entstehen jedoch im Rahmen physiologischer DNA-

modulierender Prozesse (Tomasetti et al., 2017).

Wie die Mehrheit der B-NHL leitet sich das DLBCL von B-Zellen ab, die die
Keimzentrumsreaktion durchlaufen haben (Klien et al., 1998; Kippers et al., 1997;
Pasqualucci et al., 2008). Nachdem reife B-Lymphozyten in der Peripherie durch ein Antigen
aktiviert wurden, migrieren sie in die Lymphfollikel der sekundaren lymphatischen Organe, wo

sie Keimzentren ausbilden. Im Rahmen der Keimzentrumsreaktion vollziehen die B-
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Lymphozyten Uber mehrere Runden von Selektion, genetischer Antigenrezeptor-Modifikation
und Proliferation die Affinitatsreifung, die der Bildung und Expansion einer B-Zell-Population
mit hochaffinen Antigenrezeptoren dient. B-Lymphozyten in den Keimzentren gehdéren zu den
am starksten proliferierenden Zellen des menschlichen Kérpers; ihre Anzahl verdoppelt sich
etwa alle sieben Stunden (Shaffer et al., 2002). Wahrend der Keimzentrumsreaktion sind die
B-Zellen einem hohen genetischen Stress ausgesetzt und daher besonders anfallig fur

pathologische Mutationen (Pasqualucci et al., 2008).

Im Zuge der Affinitatsreifung (Abb. 2) werden die B-Zellen dem Prozess der somatischen
Hypermutation (SHM) unterworfen, bei dem die Sequenz der variablen Region der
Immunglobulingene durch Einsetzen von Punktmutationen modifiziert wird (Jacob et al., 1991;
Nussenzweig & Nussenzweig, 2010). Im Zentrum dieses Vorgangs steht das Enzym
Aktivierungsinduzierte Cytidin-Deaminase (engl. Activation-induced cytidine deaminase, AID),
das einzelne Cytidine zu Uracil deaminiert (Muramatsu et al., 2000; Muramatsu et al., 1999).
Daraus resultierende C-G-Fehlerpaarungen werden durch das Basenexzisionsreparturenzym
Uracil-DNA-Glycosydase (Di Noia & Neuberger, 2002; Rada et al.,, 2002) sowie DNA-
Reparatur-Enzyme des Fehlerpaarungsreparaturmechanismus (engl. DNA mismatch repair,
MMR) erkannt und zum Teil fehlerhaft prozessiert, wodurch einzelne Mutationen und DNA-

Doppelstrangbriiche entstehen (Noia & Neuberger, 2007; Wilson et al., 2005).

Das Enzym AID ist ebenfalls an dem Vorgang des Immunglobulin-Klassenwechsels beteiligt
(Muramatsu et al., 2000). Bei diesem Vorgang kommt es zu einem Austausch des konstanten
Segments des Ig-Lokus, welcher die Effektorfunktionen des Antikérpers vermittelt, wahrend
die antigenerkennende variable Region des Antikdrpers in diesem Prozess unverandert bleibt.
Ahnlich wie bei der SHM induziert AID innerhalb der Switch-Regionen der Immunglobulingene,
die sich jeweils stromaufwarts von den fir die konstanten Regionen der Immunglobuline
kodierenden Abschnitten befinden, C-U-Desaminierungen. Die Uracil-Reste werden analog
zur SHM von der Uracil-DNA-Glycosydase entfernt; an den entstehenden abasischen Stellen
werden durch weitere Enzyme des Basenexzisionsreparatursystems Einzelstrangbriiche
eingefiigt. Diese werden durch das Fehlerpaarungsreparatursystem in Doppelstrangbriiche
umgewandelt, die als Ausgangspunkt flir die Rekombination durch Nicht-homologe

Endverknlpfung (engl. nonhomologous end-joining, NHEJ) dienen (Stavnezer et al., 2008).

Viele der fur das DLBCL typischen genetischen Lasionen kénnen als Kollateralschaden der
beschriebenen physiologischen B-Zell-Entwicklung verstanden werden (Shaffer et al., 2012).
Der Immunglobulin-Klassenwechsel und die somatische Hypermutation sind die
Hauptmechanismen in der Entstehung von chromosomalen Translokationen und Mutationen
von  Proto-Onkogenen und  Tumorsuppressor-Genen in  B-Zell Lymphomen

(Uberblicksarbeiten hierzu: (Nussenzweig & Nussenzweig, 2010; Shaffer et al., 2002)). An
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humanen B-Zellen konnte nachgewiesen werden, dass AID nicht nur die Immunglobulingene,
sondern auch eine ganze Reihe anderer Gene mutieren kann, darunter potente Onkogene wie
MYC und BCL6 (Pasqualucci et al., 1998; Pasqualucci et al., 2001; Ramiro et al., 2004; Shen,
1998). Eine Studie, die Uber hundert in B-Zellen exprimierte Gene untersuchte, stellte fest,
dass etwa ein Viertel dieser Gene Mutationen durch AID aufwies (Liu et al., 2008). AuRerdem
demonstrieren in vivo Untersuchungen an etablierten Mausmodellen fiir Post-GC-Lymphome,
dass die fehlerhafte Aktivitit von AID im Rahmen des Antigenrezeptoreditings eine
Voraussetzung fur die Entwicklung von Lymphomen aus B-Zellen in fortgeschrittenen

Differenzierungsstufen ist (Pasqualucci et al., 2008).
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Abbildung 2 Die Keimzentrumsreaktion als Quelle der Lymphomentstehung. Nach Antigenexposition
durchlaufen B-Zellen die Keimzentrumsreaktion, in deren Rahmen sie DNA-modifizierenden Prozessen ausgesetzt
sind. Hierbei entstehende Mutationen sind Treiber der Lymphomagenese. Mutierte B-Zellen aus der dunklen Zone
des Keimzentrums bilden Vorlaufer fiir das GCB-DLBCL, wéhrend das ABC-DLBCL sich aus Plasmablasten in der
hellen Zone des Keimzentrums ableitet. Abb. modifiziert nach (Pasqualucci & Dalla-Favera, 2018).

Eine umfassende Analyse der Mutationsmuster gab Aufschluss Uber die Bedeutung der
unterschiedlichen Mutationsprozesse in der Pathogenese des DLBCL (Chapuy et al., 2018).
Die grof’e Mehrheit der genetischen Lasionen sind Punktmutationen, die durch spontane
Desaminierungen von CpG-Dinukleotiden im Laufe des Alterungsprozesses entstehen.
Beispiele fir hiervon betroffene Gene sind: MYD88, KMT2D (MLL2), EP300, TNFAIP3 (A20),
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TP53 und PRDM1 (BLIMP1) (Chapuy et al., 2018). Viele Mutationen des DLBCL sind jedoch
auf die Aktivitdt von AID im Rahmen der SHM zurlckzufiihren. Die verschiedenen
Reparaturmechanismen, die nach der Desaminierung von Cytidin durch AID einsetzen, fuhren
zu genetischen Aberrationen in Genen wie MYC, BCL2, SGK1, PAX5, PIM1 und IGLL5
(Chapuy et al., 2018; Pasqualucci et al., 2001). Zeichen einer fehlerhaften SHM finden sich in
bis zu 50% der DLBCL-Falle (Pasqualucci et al., 2001). Dieser Mutationsmechanismus ist
insbesondere flr die Pathogenese des ABC-DLBCL von Bedeutung: Das von ABC-DLBCL-
Fallen dominierte Cluster 5 hat den hdchsten Anteil an Mutationen, die mit AID-Aktivitat und
fehlerhafter SHM assoziiert sind (Chapuy et al., 2018). Viele der Mutationen, die den
genetischen Subtyp MCD/C5 definieren, sind auf die Aktivitat von AID zurlckzufiihren (bspw.
PRDM1, ETV6, TOX, HLA-A, HLA-B, HLA-C in MCD) (Wright et al., 2020). Passend hierzu ist
AID eines der wenigen Gene der Keimzentrum-B-Zelle, das im ABC-DLBCL starker exprimiert
wird als im GCB-DLBCL (Lenz et al., 2007).

Neben Punktmutationen gehdéren chromosomale Aberrationen zu den haufigsten
Mutationsformen des DLBCL (Chapuy et al., 2018). Allgemein betrachtet sind chromosomale
Translokationen die am haufigsten auftretenden genetischen Veranderungen in
hamatologischen Erkrankungen und betreffen meistens Zielgene des Recombination-
activating genes 1/2 (RAG1/2)-Proteinkomplexes, der die somatische Rekombination der
Immunglobulingene in Knochenmark-B-Lymphozyten vollfuhrt, und der bereits beschriebenen
Aktivierungsinduzierten Cytidin-Deaminase (Nussenzweig & Nussenzweig, 2010). Beim
DLBCL sind Translokationen, welche die kodierenden Abschnitte von Proto-Onkogenen unter
die transkriptionelle Kontrolle von starken regulatorischen Elementen bringen, die haufigste
Form von strukturellen Variationen (Chapuy et al., 2018). Am haufigsten betroffen sind BCL6
(3g27), BCL2 (18921) und MYC (8g24). Als Translokationspartner dient dabei meist die
Immunglobulinschwerkette (IgH), die auf dem Chromosom 14 lokalisiert ist (Chapuy et al.,
2018; Li et al., 2018). Hierdurch gelangen die kodierenden Regionen der Proto-Onkogene
unter die transkriptionelle Kontrolle der regulatorischen Elemente (engl. enhancer) der IgH,

was in erhdhter Expression der Ersteren resultiert (Nussenzweig & Nussenzweig, 2010).

2.4. Molekularbiologische Mechanismen des ABC-DLBCL

Genetische Pradisposition, Umwelteinflliisse, der Alterungsprozess sowie physiologische B-
Zell-Vorgange fihren zur Akkumulation von Driver-Mutationen, die letztendlich zur
Deregulation entscheidender Signalwege fuhren. Zu den zentralen Signalwegen, die haufig
durch somatische Mutationen dereguliert sind und eine entscheidende Rolle in der
Pathogenese des ABC-DLBCL spielen, zdhlen der intrinsische Apoptoseweg sowie der NF-

kB-Signalweg.
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2.41.NF-xB

Der Transkriptionsfaktor Nuclear factor (NF)-kB findet sich in allen menschlichen Zellen und
ist malgeblich an der Regulation der Immunantwort beteiligt, indem er die Expression diverser
Zytokine, Rezeptoren und Zelladhdsionsmolekile induziert. In B-Zellen stimuliert NF-kB die
Entwicklung, Differenzierung, Proliferation und das Uberleben durch transkriptionelle
Aktivierung positiver Zellzyklusregulatoren sowie anti-apoptotischer, immunmodulatorischer
und inflammatorischer Gene. (Gerondakis et al., 2007; Hayden & Ghosh, 2008; Jost & Ruland,
2007)

Die Familie der NF-kB Transkriptionsfaktoren umfasst die funf Mitglieder p50/p105 (kodiert
durch NFKB1), p52/p100 (NFKB2), c-REL (REL), RELB (RELB) und p65 bzw. RELA (RELA).
Allen gemeinsam ist die N-terminale Rel-Homologie-Domane (RHD), welche die DNA-Bindung
sowie die Homo- und Heterodimerisierung der verschiedenen Untereinheiten ermdglicht. Das
Heterodimer aus RelA-p50 aktiviert NF-kB auf dem klassischen Weg, wahrend das RelB-p52-
Dimer im Rahmen des alternativen NF-kB-Signalweges rekrutiert wird. Die NF-kB-Dimere
binden an das sogenannte kB-Motiv, eine etwa zehn Basenpaare lange DNA-Sequenz
innerhalb von Promotoren und Enhancern von Zielgenen, und regulieren deren Expression

durch Aktivierung oder Repression der Transkription. (Hayden & Ghosh, 2008)

Wahrend der alternative NF-kB Signalweg durch einige Mitglieder der Tumornekrosefaktor-
Rezeptor-Superfamilie wie CD40 oder den BAFF-Rezeptor induziert wird, erfolgt die
Aktivierung des klassischen Signalweges durch eine grof3e Vielfalt an Rezeptoren (Hayden &
Ghosh, 2008; Jost & Ruland, 2007). Unterschiedliche Stimuli wie Zytokine oder pathogene
Bestandteile induzieren Uber die Interleukinrezeptoren (IL-1R, IL-18R) sowie Rezeptoren des
angeborenen (Toll-like-Rezeptor) und erworbenen Immunsystems (T-Zell-Rezeptor, B-Zell-
Rezeptor) den klassischen NF-kB-Signalweg (De Groen et al., 2019; Jost & Ruland, 2007).

Die proliferativen und anti-apoptotischen Eigenschaften von NF-kB spielen eine
ausschlaggebende Rolle in der Pathogenese diverser Krebsentitaten. Genetische Lasionen
des NF-kB-Signalweges sind ein haufiges Merkmal von B-Zell-Lymphomen (Baldwin, 2001;
Kato et al., 2009; Staudt, 2010). Auch in der Pathogenese des ABC-DLBCL stellt die
konstitutive Aktivierung des NF-kB-Transkriptionskomplexes einen zentralen Mechanismus
dar (Davis et al., 2001). Die Inhibierung des NF-kB-Signalweges in ABC-DLBCL-Zelllinien
resultiert in Zellzyklusarrest und Apoptose, und ist toxisch fiir das ABC-DLBCL (Davis et al.,
2001; Ngo et al., 2006). Viele NF-kB-abhangige Gene wie CCNDZ2 und Mitglieder der anti-
apoptotischen BCL2-Familie sind im ABC-DLBCL hoher exprimiert als im GCB-DLBCL
(Alizadeh et al., 2000; Davis et al., 2001). Weiterhin induziert NF-kB im ABC-DLBCL die
Transkription von IL-6 und IL-10, die wiederum Uber autokrine SignalUbertragung den JAK-

STAT3-Signalweg aktivieren (Lam et al., 2008).
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Die Hyperaktivierung von NF-kB wird durch somatische Mutationen einzelner Komponenten
der NF-kB-Signalkaskade oder ihrer Regulatoren erreicht. Solche genetischen Aberrationen
finden sich in mehr als der Halfte der ABC-DLBCL-Félle (Compagno et al., 2009; Schmitz et
al.,, 2018). Haufig betroffen ist der negative Regulator des NF-kB-Signalweges und
Tumorsuppressor A20 (TNFAIP3) (Compagno et al., 2009; Honma et al., 2009). Dessen
Deletion auf dem Chromosom 6q23.3 ist einer der haufigsten Mutationsmechanismen in Non-
Hodgkin-Lymphomen (Honma et al., 2009; Kato et al., 2009) und flihrt zur Resistenz der Zellen
gegeniiber Chemotherapien (Honma et al., 2009). Uber die Halfte der ABC- und Non-GCB-
Falle weist einen monoallelischen Verlust von A20 auf. Etwa ein Drittel der ABC-DLBCL-Falle
weist gar einen biallelischen Verlust von A20 durch inaktivierende Mutationen und/oder
Deletionen auf, was mit dessen Funktion als Tumorsuppressor einhergeht. (Compagno et al.,
2009; Honma et al., 2009)

Neben solchen Mutationen, die den NF-kB-Signalweg unmittelbar treffen, fihrt auch die
Deregulierung von stromaufwarts liegenden, aktivierenden Signalkaskaden zu einer
konstitutiven Aktivierung von NF-kB. Genetische Lasionen innerhalb dieser vorgeschalteten
B-Zell-Rezeptor- und Toll-like-Rezeptor-Signalkaskaden mit nachfolgender konstitutiver
Aktivierung von NF-kB sind ein pathologisches Merkmal des ABC-DLBCL.

Der B-Zell-Rezeptor-Signalweg

Die Entwicklung, das Uberleben und die Funktion der B-Zellen hédngen im Wesentlichen vom
B-Zell-Rezeptor (BZR) ab (Kitamura et al., 1991; Kraus et al., 2004; Pelanda et al., 2002;
Reichlin et al., 2001). Der BZR ist ein Transmembran-Multiproteinkomplex, zusammengesetzt
aus zwei Untereinheiten, die jeweils eine Antigenerkennungs- und eine
Signalvermittlungsfunktion haben. Die Untereinheit mit der Antigenerkennungsfunktion ist ein
membrangebundener Antikdrper, der aus zwei Paaren von Immunglobulinschwer- und
leichtketten besteht. Daran angelagert ist ein Heterodimer aus CD79A (Iga) und CD79B (IgB),
das die Expression des BZR an der Zellmembran reguliert (Gazumyan et al., 2006; Reichlin
et al., 2001) sowie die Signaltransduktion ins Zellinnere initiiert (Campbell & Cambier, 1990;
Dalporto, 2004; Hombach et al., 1988; Hombach et al., 1990; Young et al., 2015).

Die Aktivierung des BZR durch Antigenbindung fihrt zu dessen Aggregation und leitet den
ersten biochemischen Schritt in der BZR-Signalkaskade ein: die Phosphorylierung der
Tyrosine innerhalb der ITAMs (engl. immunoreceptor tyrosine-based activation motifs) von
CD79A/B durch Tyrosinkinsasen der Src-Familie wie LYN (Sanchez et al., 1993; Yamanashi
et al., 1991). Die phosphorylierten ITAMs rekrutieren und aktivieren weitere Tyrosinkinasen
der Src- und Nicht-Src-Familie, unter anderem SYK (engl. spleen tyrosin kinase) und BLNK
(engl. B cell linker protein) (Dalporto, 2004; Young et al., 2019). Diese aktivieren wiederum die

Bruton Tyrosinkinase (BTK), ein Schlisselenzym in der B-Zell-Signalkaskade, dessen
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Inaktivierung durch Mutationen zum Fehlen reifer B-Zellen und Agammaglobulinamie fihrt
(Rawlings et al., 1993; Seda & Mraz, 2015; Young et al., 2015). Die Signalkaskade terminiert
in der Phosphorylierung und Aktivierung von CARD11 (engl. Caspase recruitment domain-
containing protein 11) durch PKC (Proteinkinase C (3, engl. protein kinase C ) (Bertin et al.,
2001; Sommer et al., 2005). Daraufhin bildet CARD11 einen Multiproteinkomplex mit BCL10
und MALT1 (CBM-Komplex), welcher den klassischen NF-kB-Signalweg induziert (Bertin et
al., 2001; Lucas et al., 2001; Young et al., 2015). Neben der NF-kB-Aktivierung fihrt die BZR-
Stimulierung zur Induktion des Phosphatidylinositol-3-OH-Kinase- (PI3K), des NF-AT-
Signalweges sowie der unterschiedlichen MAP-Kinasen-Signalwege (ERK (engl. extracellular
signal-regulated kinase), JNK (engl. c-Jun-N-terminal kinases) und p38-MAPK) (Davis et al.,
2010; Young et al., 2015).

Die chronische Aktivierung des BZR mit nachfolgender konstitutiver Aktivierung von NF-kB ist
ein wesentlicher Pathomechanismus des ABC-DLBCL (Davis et al., 2010).

Innerhalb des MCD-Clusters von Schmitz et al., das sich fast ausschlielich aus ABC-DLBCL
zusammensetzt, weisen 75% der Falle genetische Aberrationen der proximalen Komponenten
der BZR-Signalkaskade auf (Schmitz et al., 2018). Ahnlich hohe Mutationsraten finden sich
beim genetischen Subtyp BN2, der sich zu einem grofRen Teil aus ABC-DLBCL Fallen speist
(Wright et al., 2020). Mutationen der Komponenten des BZR-abhangigen NF-kB-Signalweges
sind ebenfalls typisch fur das N1-Cluster, das ebenso dem ABC-DLBCL zugeordnet wird, und
finden sich hier in etwa 60% der Falle (Wilson et al., 2021).

Besonders haufig, etwa bei einem Viertel der ABC-DLBCL Falle, jedoch nur selten beim GCB-
DLBCL (26.8% beim ABC-DLBCL vs. 1,9% beim GCB-DLBCL), finden sich Mutationen von
CD79B, welche fir das MCD-Cluster kennzeichnend sind (Davis et al., 2010; Schmitz et al.,
2018). CD79A ist hingegen deutlich seltener (2,9% der ABC-DLBCL-Félle) von genetischen
Aberrationen betroffen, die vor allem beim N1-Typ vorkommen (Davis et al., 2010; Wilson et
al., 2021). CD79B-Mutationen betreffen vornehmlich das erste Tyrosin des ITAM-Motivs
(Davis et al., 2010), das die BZR-Expression mittels dessen Internalisierung durch Endozytose
reguliert (Gazumyan et al., 2006; Young et al., 2015). Im Einklang hiermit wurde beim ABC-
DLBCL mit CD79A/B-Mutationen eine erhéhte Expression des BZR beobachtet (Dauvis et al.,
2010; Young et al., 2015). Dabei bilden die BZR an der Zelloberflache von ABC-DLBCL
Tumorzellen Komplexe, die normalerweise nach Antigenaktivierung bei gesunden B-Zellen
beobachtet werden (Davis et al., 2010). Eine weitere Folge der ITAM-Mutationen ist eine
verminderte Aktivierung der LYN-Kinase, die unter anderem eine hemmende Wirkung auf die
BZR-Signalgebung hat (Davis et al., 2010; Young et al., 2015).

Ein weiterer haufiger Tumormechanismus des ABC-DLBCL ist die onkogene Aktivierung des

BZR-Signalweges durch Gain-of-Function-Mutationen von CARD11 (auch als CARMA1
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bekannt) (Lenz, Davis, et al., 2008). CARD11 gehoért zur Membranassoziierte-
Guanylatkinasen-Proteinfamilie, deren Mitglieder als Gerustproteine (engl. scaffold proteins)
fungieren und die Bildung von Multiproteinkomplexen an der Plasmamembran vermitteln
(Bertin et al., 2001; Gaide et al., 2001). An seinem N-terminalen Ende besitzt CARD11 die
namensgebende Caspasen-Aktivierungs-und-Rekrutierungsdomane (CARD), welche der
Protein-Protein-Interaktion mit den CAR-Domanen anderer Proteine, wie zum Beispiel BCL10,
dient. Die Interaktion der CAR-Domanen vermittelt die Ausbildung von multimolekularen
Signaltransduktionskomplexen innerhalb der Apoptose- und NF-kB-Signalwege. (Bertin et al.,
2001; Gaide et al, 2001) Innerhalb des CBM-Komplexes stellt CARD11 die
Schlusselverbindung zwischen dem BZR und der Aktivierung von NF-kB dar (Bertin et al.,
2001; Lucas et al., 2001; Sommer et al., 2005).

Mutationen von CARD11 finden sich in ca. 10% der ABC-DLBCL Falle und betreffen
vornehmlich die Coiled-coil-Domane, die in ruhenden Zellen durch die autoinhibitorische
Interaktion mit der Linkerregion CARD11 inaktiviert (Lenz, Davis, et al., 2008; Sommer et al.,
2005). Die Gain-of-function-Mutationen unterbrechen den autoinhibitorischen Mechanismus
und fiihren zur konstitutiven Aktivierung von CARD11, die zur konstitutiven NF-kB-Induktion
beitragt (Lenz, Davis, et al., 2008). Ein Loss-of-function RNA-Interferenz-Screening zeigte,
dass CARD11 eine SchllUsselrolle fur die konstitutive Aktivierung von NF-kB im ABC-DLBCL
zukommt (Ngo et al., 2006). Transgene Mause, welche die humane DLBCL-Mutante CARD11
L225L1 B-Zell-spezifisch exprimieren, sterben schon wenige Tage nach der Geburt an einer
lymphoproliferativen Erkrankung mit plasmablastischem Phanotyp (Knies et al., 2015). Auf
zellularem Niveau fuhrt die Mutation zur konstitutiven Aktivierung des CBM-Komplexes und
daraus folgender Aktivierung von NF-kB und JNK (Knies et al., 2015). Die dauerhafte Aktivitat
des CBM-Komplexes induziert eine BZR-Signal-unabhangige B-Zell-Aktivierung (Knies et al.,
2015). Die Inhibition von CARD11 ist selektiv toxisch fir ABC-DLBCL Zelllinien, jedoch nicht
fur andere Formen des DLBCL (Ngo et al., 2006).

In Zusammenschau wird beim ABC-DLBCL durch unterschiedliche Mutationsmechanismen

eine Aktivierung der BZR-Signalkaskade und nachfolgend des NF-kB-Signalweges erzielt.

Die Inhibierung einzelner Komponenten der BZR-Signalkaskade ist selektiv toxisch fur ABC-
DLBCL Zelllinien und resultiert in einer verminderten Expression NF-kB-abhangiger Gene
(Davis et al.,, 2010). Substanzen, die zielgerichtet einzelne Komponenten des BZR-
Signalweges ausschalten, wie der BTK-Inhibitor Ibrutinib, sind bereits in klinischer Erprobung
zur Therapie des DLBCL und haben eine Zulassung als Einzeltherapeutika in der Erst- und
Zweitlinientherapie anderer NHL (Czuczman et al., 2017; Imbruvica, 2021; Wilson et al., 2015;
Younes etal., 2019). Eine Phase-lll klinische Studie zeigte, dass die Kombination von Ibrutinib
mit R-CHOP insbesondere bei jungen (Alter < 60 Jahre) ABC-DLBCL Patientinnen das
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ereignisfreie Uberleben sowie die Gesamtiiberlebensdauer verbessert (Younes et al., 2019).
Durch eine weitere Differenzierung der ABC-DLBCL Falle nach der genetischen
Klassifizierung in die einzelnen Subtypen MCD, BN2 und N1 konnte gezeigt werden, dass
Ibrutinib vor allem einen Vorteil in der Behandlung von MCD- und N1-Tumoren junger
Patientinnen bringt, die eine chronische Aktivierung der BZR-Signalkaskade aufweisen
(Wilson et al., 2021). Das ereignisfreie Uberleben nach einer Behandlung mit R-CHOP plus
Ibrutinib betrug in diesen Gruppen nach drei Jahren 100% im Vergleich zu 42,9%
beziehungsweise 50% nach einer Behandlung mit R-CHOP plus Placebo (Wilson et al., 2021).

Der Toll-like-Rezeptor-Signalweg

Weitere pathologische Aktivierung von NF-kB im DLBCL findet tber den Toll-like-Rezeptor-
Signalweg statt.

Toll-like-Rezeptoren (TLR) sind evolutionsbiologisch hoch konservierte Strukturen der
angeborenen Immunabwehr. Als Mustererkennungsrezeptoren erkennen sie molekulare
Bestandteile diverser Pathogene (engl. pathogen associated molecular patterns, PAMPs) und
stimulieren daraufhin eine sofortige Antwort des angeborenen Immunsystems (Janeway,
1989; Lemaitre et al., 1996; Medzhitov et al., 1997; Muzio et al., 2009). Auch in der adaptiven
Immunabwehr kommt den TLR eine besondere Bedeutung zu, namlich in der Aktivierung von
T-Zell-immunantworten Uber die Expression costimulatorischer Signale und Regulierung von
dendritischen Zellen sowie in der Regulierung von T-Zell-abhangigen und T-Zell-
unabhangigen B-Zell-immunantworten (Fitzgerald & Kagan, 2020; Kawai et al., 1999; Pasare
& Medzhitov, 2004). Im Kontext der Lymphomagenese spielt der TLR-Signalweg eine
bedeutende Rolle: etwa die Halfte der ABC-DLBCL Tumore weist genetische Aberrationen der

einzelnen Komponenten der TLR-Signalkaskaden auf (Phelan et al., 2018).

Bisher sind zehn humane TLR identifiziert worden (lwasaki & Medzhitov, 2010; Kawai & Akira,
2010). Basierend auf ihrer Lokalisation in der Zelle sowie ihren Liganden kénnen die TLR in
zwei Gruppen unterteilt werden. Die Gruppe der membrangebundenen Rezeptoren umfasst
die TLR1, TLR2, TLR4-6 und ist auf die Erkennung pathogener Oberflachenbestandteile
spezialisiert. Die intrazelluldaren TLR3 und TLR7-9 befinden sich an Zellorganellen wie dem
endoplasmatischen Retikulum, den Endosomen, den Lysosomen und den Endolysosomen,
wo sie pathogene Nukleinsauren erkennen. (lwasaki & Medzhitov, 2010; Kawai & Akira, 2010)
Die Signaltransduktion von den TLR verlauft Uber verschiedene Adaptermolekule und
kulminiert in der Aktivierung der Transkriptionsfaktoren NF-kB mit daraus folgender
Freisetzung inflammatorischer Zytokine und Typ-I-Interferons sowie in der Aktivierung der
MAP-Kinasen (ERK1, ERK2, P38, JNK) (Kawai & Akira, 2010; Medzhitov et al., 1998). Alle
TLR, mit Ausnahme von TLR3, nutzen MYDB88 als Signalvermittler. (Kawai & Akira, 2010)
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MYDB88 (engl. Myeloid differentiation primary response 88) ist ein Adapterprotein, welches den
Toll-like-Rezeptoren und Interleukin-I-Rezeptoren nachgeschaltet ist und eine Schlusselrolle
in der Immunabwehr vielfaltiger Pathogene spielt (Medzhitov et al., 1998; Muzio et al., 1997;
Wesche et al.,, 1997). An seinem C-terminalen Ende besitzt es die evolutionsbiologisch
hochkonservierten Toll-Interleukin-I-Domane (Hultmark, 1994), mittels derer es mit den
Mitgliedern der TIR-Familie kommuniziert (Medzhitov et al., 1998; Muzio et al., 1997). Uber
die aminostandige Todesdomane (Hardiman et al., 1996) rekrutiet MYD88 die Serin-
Threonin-Kinasen aus der Familie der IL-1R-assoziierten-Kinasen (IRAK), welche in ihrem N-
Terminus ebenfalls eine Todesdomane enthalten (Medzhitov et al., 1998; Muzio et al., 1997).
Sechs MYD88-Molekiile, vier IRAK4- und vier IRAK1/2-Molekiile bilden ein helikales Oligomer,
das Myddosom, das die Signalvermittlung von den TLRs in das Zellinnere vermittelt (Lin et al.,
2010; Motshwene et al., 2009).

Ein RNA-Interferenz Screening aus Staudts Labor deckte die essenzielle Rolle von MYD88
und den assoziierten Kinasen IRAK1 und IRAK4 fur die Pathogenese der ABC-DLBCL auf
(Ngo et al., 2011). MYD88-Mutationen finden sich in 18% der DLBCL-Falle, wobei MYD88
L265P die haufigste Variante ist (75%) (Chapuy et al., 2018; Ngo et al., 2011).

Neben MYD88-Mutationen weist knapp die Halfte der ABC-Tumoren Kopienzahlvariationen
und Amplifikationen anderer Bestandteile des TLR-Signalwegs wie TLR9 und dessen
Chaperone CNPY3 und UNC93B1 auf (Phelan et al., 2018).
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Abbildung 3 Die Toll-like-Rezeptor-Signalkaskade. TLR erkennen (ber ihre LRR-Doméne pathogene
Bestandteile und aktivieren die Immunreaktion (ber die TIR-Domédne. Membrangebundene TLR werden durch
pathogene Oberflédchenbestandteile (Flagellin, Peptidoglykan (PGN), di- und triacetylierte Lipoproteine) stimuliert.
Zytoplasmatische TLR erkennen pathogene Nukleinséduren (Einzel- und Doppelstrang-RNA (ssRNA, dsRNA) sowie
unmethylierte CoG-DNA). Die TIR-Doméne der TLR assoziiert mit unterschiedlichen Adaptermolekiilen (MYD8S8,
TIRAP, TRIF, TRAM), welche die Signale zum Zellkern vermitteln. Dabei stellt MYD88 ein essenzielles
Adapterprotein fiir die Signaltransduktion von TLR5 und 7-9 dar. Am Ende der Signalkaskade aktivieren
Transkriptionsfaktoren wie IRF3, IRF7 und NF-kB die Immunantwort. Abb. entnommen aus (Wang, Jeelall,
Ferguson, et al., 2014).

2.4.2.MYD88

Als Bestandteil des TLR-Signalweges und des My-T-BCR-Proteinkomplexes ist der
Signaladapter MYD88 an der Aktivierung von NF-kB beteiligt und bildet somit einen
Knotenpunkt im Netzwerk der ABC-DLBCL-Tumorbiologie (Muzio et al., 1997; Ngo et al.,
2011; Phelan et al., 2018).

Die Mutation MYD88 L265P findet sich bei nahezu allen Formen des B-NHL mit einer
Pravalenz von 4-90% (Weber et al., 2018). Als erstes wurde die MYD88 L265P-Mutation beim
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DLBCL entdeckt, wo sie mit einer Pravalenz von ca. 16% auftritt (Angabe fiur DLBCL NOS aus
(Ngo et al., 2011)). Es besteht eine signifikante Assoziation zwischen MYD88 L265P und dem
ABC- beziehungsweise Non-GCB-DLBCL-Subtyp, bei welchen fast ein Drittel der Tumoren die
MYD88 L265P-Mutation tragt (Ngo et al., 2011). Besonders haufig findet sich MYD88 L265P
bei klinischen Subformen des DLBCL mit extranodularer Organmanifestation wie dem DLBCL
des zentralen Nervensystems oder dem testikularen DLBCL (Kraan et al., 2013; Lee et al.,
2017).

Die héchste Pravalenz von MYD88 L265P besteht jedoch beim Morbus Waldenstrém — einem
Subtyp des lymphoplasmazytischen Lymphoms (Campo et al., 2011; Treon et al., 2012). Bei
dieser Form des indolenten B-NHL infiltrieren kleine B-Lymphozyten in unterschiedlichen
Stadien der plasmazytaren Differenzierung das Knochenmark und sezernieren gro3e Mengen
von monoklonalem IgM (Campo et al., 2011; Yu et al., 2018). Mit 87% ist MYD88 L265P die
haufigste Mutation bei dieser Erkrankung (Treon et al., 2012; Yu et al., 2018). Weitere
Entitaten, bei denen die MYD88 L265P-Mutation mit hoher Pravalenz (>10%) vorkommt, sind

als Ubersicht in der Tabelle 1 dargestellt.

Tabelle 1 Pravalenzen von MYD88-265F Modifiziert nach (De Groen et al., 2019; Lee et al., 2017) und (Yu et al.,
2018).

Reife B-Zell Neoplasien Pravalenz von MYD88-265F
Splenisches B-Zell-Lymphom/Leukamie, unklassifiziert 16,7%
Lymphoplasmazytisches Lymphom (LPL) 85,5%

— LPL, Non-IgM-Subtyp 55%

— Morbus Waldenstrém 85,5-87%
Monoklonale Gammopathie Unklarer Signifikanz (IgM) 52,7 -74%
Nodales Marginalzonen Lymphom 10,3%
DLBCL 15,6%

— GCB 53-6%
— ABC 21 —24%
DLBCL des zentralen Nervensystems 60,8 - 70%
Primar kutanes DLBCL der unteren Extremitat 54 - 62,2%
Intravaskulares DLBCL 44%
Hochgradiges B-Zell-Lymphom mit MYC-, BCL2-, BCL6- 11,1%
Umlagerungen

Primares DLBCL der Brust 54,3%
Testikulares DLBCL 68,4%
Vitreoretinales DLBCL 72,7%
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Die MYD88 L265P-Mutation steht unter Verdacht, mit schlechterem Verlauf des DLBCL
assoziiert zu sein (Fernandez-Rodriguez et al., 2014; Lee et al., 2017; Rovira et al., 2016;
Vermaat et al., 2020). Jedoch sind die Studien diesbezlglich widersprichlich (Lee et al., 2017;
Vermaat et al., 2020; Yu et al., 2017). Begriindet durch die vermeintliche Auswirkung von
MYD88 L265P auf die Prognose schlagen einige Forscherlnnen vor, DLBCL mit MYD88-

Mutationen als eine eigene Subentitat zu klassifizieren (Vermaat et al., 2020).

Funktionale Konsequenzen von MYD88 L265P

MYDB88 L265P ist eine Punktmutation, verursacht durch einen Basenwechsel von T—C an der
Stelle 38182641 innerhalb des MYD88-Gens auf dem Chromosom 3p22.2 (Treon etal., 2012).
Der Basenwechsel resultiert in einer Anderung der Aminosauresequenz von Leucin zu Prolin
an der Stelle 265 innerhalb einer hochkonservierten Sequenz der TIR-Domane von MYD88
(Ngo et al., 2011).

MYDB88 L265P ist eine gain-of-function-Mutation (Ngo et al., 2011). Die mutierte TIR-Domane
zeigt eine konstitutive Aktivitdt gemessen an ihrer Fahigkeit, NF-kB zu induzieren (Avbelj et
al., 2014; Ngo et al.,, 2011). Computerbasierte Modellierungen prognostizieren, dass die
Aminosauresubstitution einen Wandel von der bevorzugten Heterodimerisierung von MYD88
hin zu zunehmend homodimeren Interaktionen bewirkt (Zhan et al., 2016). Durch allosterische
Effekte wird eine Stabilisierung der Homodimerisierung zwischen den MYD88-TIR-Domanen
beguinstigt, wobei die mutierte TIR-Domane mit endogenem WT-MYDB88 interagiert (Avbel;j et
al., 2014; Zhan et al., 2016). In vitro fluoreszenzspektroskopische Analysen der MYD&88-
Polymerisierung in einem zellfreien eukaryotischen Translationssystem bestéatigten diese
Annahme (O’Carroll et al.,, 2018). Wie sich herausstellte, verlauft die MYD88-Aggregation
konzentrationsabhangig. Dabei ist die L265P-Mutante in der Lage, bei 40-fach geringeren
Konzentrationen im Vergleich zur Wildtypvariante stabile Oligomere zu bilden. Forscherinnen
postulieren, die verstarkte Oligomerisierung des MYDB88-Proteins kdnnte eine spontane
Bildung des Myddosom-Komplexes unabhangig von aktivierenden Upstream-Signalen
ermdglichen (Avbelj et al., 2014; Zhan et al., 2016). Diese These wird zum Teil durch in vitro
Experimente an Antigen-stimulierten B-Zellen bestatigt, in denen MYD88 L265P eine spontane
Proliferation in Abwesenheit mitogener Stimuli und exogener TLR-Liganden induziert (Wang,
Jeelall, Beutler, et al., 2014). Eine gewisse Abhangigkeit von dem TLR-Signalweg bleibt
dennoch bestehen, da die Inhibition des TLR9-Signalweges die Proliferation von MYD88
L265P-Zellen bremst (Wang, Jeelall, Beutler, et al., 2014).

In seiner Funktion als Onkogen wird MYD88 L265P durch das Chaperon HSP110 unterstutzt
(Boudesco et al., 2018). HSP110 interagiert sowohl mit der Wildtypvariante als auch mit der

mutierten MYD88-Form. Es assoziiert jedoch starker mit L265P und stabilisiert es, indem es
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MYD88 vor proteosomaler Degradation schiitzt. Dieser Mechanismus férdert das Uberleben
der ABC-DLBCL-Zelllinien, indem es die anti-apoptotische Wirkung von NF-kB stimuliert. Die
Inhibierung von HSP110 resultiert in einer reduzierten Phosphorylierung von IkB und P65 und

fuhrt zu einer Erniedrigung der BCL-XL- und BCL2-Proteinspiegel. (Boudesco et al., 2018)

Interessanterweise wurde beim M. Waldenstrom ein Tumormechanismus entdeckt, bei dem
die Lymphomzellen MYD88 L265P in extrazellularen Vesikeln an ihnre Umgebung sezernieren.
Nach Internalisierung rekrutiert das mutierte Protein endogenes MYD88 der Empfangerzellen
und induziert so inflammatorische Signalwege unabhangig von Rezeptorliganden. (Mancek-
Keber et al., 2018)

2.4.3.Kooperation zwischen dem BZR- und dem TLR-Signalwegen
Sowohl der TLR- als auch der BZR-Signalweg sind beim ABC-DLBCL haufig von Mutationen

betroffen (mindestens 46% und 75% der Falle). Besonders haufig treten Mutationen in den
Genen MYD88 (28,8% fur MYD88 L265P) und CD79B (24,5%) auf (Phelan et al., 2018;
Schmitz et al., 2018). Das gleichzeitige Vorkommen von MYD88 L265P und CD79B-
Mutationen ist mit 11,5% signifikant hoher als es zufallsbedingt zu erwarten ware, was auf eine
mdgliche Kooperation zwischen den beiden Signalwegen hinweist (Chapuy et al., 2018;
Schmitz et al., 2018; Young et al., 2015).

Staudts Labor liefert neue Erkenntnisse, denen zufolge nicht nur eine Konvergenz, sondern
eine Uberlappung in der Funktion der beiden Signalkaskaden besteht. Sie berichten (iber
einen Proteinkomplex aus dem BZR, dem TLR9 und MYD88, welcher Uber eine Aktivierung
der NF-kB- und mTOR-Signalwege den malignen Phanotyp des ABC-DLBCL bestimmt
(Phelan et al., 2018). In ihrem Modell pendelt der IgM-BZ-Rezeptor konstant zwischen der
Zelloberflache und endolysosomaler Membran, wo er im aktivierten Zustand mit dem TLR9
interagiert. Gemeinsam rekrutieren sie eine Signalplattform aus MYD88 und dem CBM-

Komplex, welche den NF-kB-Signalweg induziert (Phelan et al., 2018).

Ein besonders enger Zusammenhang zwischen den beiden Signalwegen scheint bei MYD88
L265P-Lymphomzellen zu bestehen (Yang et al., 2013). Immunoprizipitationsexperimente in
heterozygot MYD88 L265P-mutierten MW-Zellen zeigen eine Assoziation zwischen MYD88
L265P und phosphorylierter Bruton Tyrosin Kinase (BTK), welche in WT-MYD88-Zellen nicht
beobachtet wurde. Der gleiche Zusammenhang wurde in homozygoten MYD88 L265P
DLBCL-Zelllinien beobachtet. Auch hier konnte eine Assoziation zwischen der BTK und
MYD88 L265P, jedoch nicht mit WT MYD88 nachgewiesen werden. (Yang et al., 2013)

2.4.4.BCL2

BCL2 ist ein anti-apoptotisch wirksames Protein, das seine Funktion an der inneren

mitochondrialen Membran ausfiihrt (Hockenbery et al., 1990). Die Entdeckung der BCL2-
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Proteinfamilie ist eng mit der Erforschung der Lymphome verbunden. BCL2 wurde erstmals
als Translokationspartner bei der t(14;18) Translokation identifiziert, welche ein
charakteristisches Merkmal des Follikularen Lymphoms darstellt (Tsujimoto et al., 1985;
Tsujimoto et al., 1984).

In Saugerzellen regulieren drei unterschiedliche Proteintypen der BCL2-Proteinfamilie durch
die Interaktion an der mitochondrialen Membran den intrinsischen Apoptoseweg, welcher
daher auch als mitochondrialer Apoptoseweg bezeichnet wird (Czabotar et al., 2014).
Ausgeldst durch interne Faktoren wie diverse cytotoxische Stimuli, kulminiert der
Apoptoseweg in der Permeabilisierung der mitochondrialen Membran durch die
Effektorproteine  BAX (engl. BCL-2-associated X protein) und BAK (engl. BCL-2
antagonist/killer), was den Austritt von Cytochrom ¢ aus dem Intermembranraum zur Folge hat
(Kluck et al., 1997; Lindsten et al., 2000; Oltvai et al., 1993; Wei et al., 2001). Das pro-survival
Protein BCL2 und dessen Analoga BCL-XL, BCL-W, MCL-1 und A1 hemmen die Aktivitat von
BAX/BAK. Sie konkurrieren dabei kompetitiv mit einer weiteren Gruppe der BCL2-
Proteinfamilie, den BH3 (,the BCL-2 homology 3 ,)-only Proteinen (BIM, BAD, BID, BIK, BMF,
HRK, NOXA, PUMA), um die Bindung an BAX/BAK. Akkumulieren genigend zytotoxische
Signale, werden BH3-only Proteine aktiviert. Sie verdrangen BCL2 aus der Bindung und
befreien BAX/BAK von dessen inhibitorischer Wirkung. (Czabotar et al., 2014)

In einem gesunden Organismus wird BCL2 in B-Vorlauferzellen exprimiert und mit
fortschreitender Differenzierung der B-Zellen herunterreguliert (Monni et al., 1999). In den
malignen Zellen des DLBCL wird haufig eine erhdhte Expression des BCL2-Proteins
verzeichnet. Die BCL2-Uberexpression ist mit einer schlechteren Prognose assoziiert und ist
auf strukturelle Variationen des BCL2-Lokus zurlickzuflihren. (Chapuy et al., 2018; Monni et
al., 1999; Schmitz et al., 2018) BCL2-Translokationen treten in 21% der Falle auf und gehoéren
zu den haufigsten chromosomalen Strukturveranderungen des DLBCL; fast immer dient dabei
der IgH-Lokus als Translokationspartner ( t(14;18) ) (Chapuy et al., 2018). Die Translokation
fuhrt zur Uberexpression von BCL2, indem das BCL2-Gen unter die konstitutive Aktivierung
durch den Immunglobulin-Schwerkette-Promoter gestellt wird. Die BCL2-Translokationen
finden sich vor allem beim GCB-Subtyp, hier in etwa 28% der Falle, und nur selten beim ABC-
DLBCL (<1%) (Schmitz et al., 2018). Im Fall des ABC-DLBCL wird die erhéhte BCL2-
Expression durch fokale Amplifikationen und Amplifikation des 18g-Chromosoms erreicht
(Chapuy et al., 2018; Monni et al., 1997; Schmitz et al., 2018). So prasentiert das ABC-DLBCL-
Cluster C5 von Chapuy et al. flachendeckend eine 18g-Amplifikation (Chapuy et al., 2018).
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Antiapoptotische Proteine:
BCL2, BCL-XL, BCL-W,
MCL-1, A1

Effektorproteine
BAX/BAK q
Permeabilisierung

der metochondrialen Membran

Proapoptotische BH3-only l

Proteinfamilie: BIM, BAD, BID, Freisetzung von
BIK, HRK, NOXA, PUMA Cytochrom c

Caspasenaktivierung

Apoptose

Abbildung 4 Der intrinsische Apoptoseweg. Der intrinsische oder auch mitochondriale Apoptoseweg wird durch
antiapoptotische Proteine der BCL2-Proteinfamilie reguliert. Antiapoptotischen Proteine wie BCL2 und BCL-XL
inhibieren die Effektorproteine BAX/BAK, indem sie um dessen Bindung mit den BH3-only Proteinen konkurrieren.
Eine Bindung durch die BH3-only Proteine aktiviert BAX/BAK, welche die mitochondriale Membran
permeabilisieren. Infolgedessen kommt es (iber die Freisetzung von Cytochrom ¢ zur Caspasenaktivierung und
folglich zur Apoptose.
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2.4.5.Ziel der Dissertation

Dank umfangreicher Sequenzierungsstudien groRer DLBCL-Kohorten ist zunehmend mehr
uber den genauen genetischen Hintergrund der Erkrankung bekannt (Chapuy et al., 2018;
Schmitz et al.,, 2018). Mit zunehmendem Wissen uUber das Mutationsprofil und die
molekularbiologischen Tumormechanismen des DLBCL ist die Anwendung spezifischer

molekularer Therapeutika mdglich.

Der aktuelle Therapiestandard ist eine Pola-R-CHP basierte Immunchemotherapie. Mit der
Erstlinientherapie kdénnen Heilungsraten von etwa 65% erzielt werden (Rosenwald et al.,
2002). Dennoch bleibt die Behandlung von Menschen mit primar refraktarer Erkrankung und

Rezidiven weiterhin eine Herausforderung.

Hochdosisfahigen Patientinnen mit einem spaten Rezidiv kann im Rahmen der
Zweitlinientherapie eine autologe Stammzelltransplantation angeboten werden. Im Vorfeld
werden die Betroffenen einer platinhaltigen Induktionstherapie, gefolgt von einer
Hochdosischemotherapie plus Rituximab, unterzogen ("Leitlinienprogramm Onkologie
(Deutsche Krebsgesellschaft, Deutsche Krebshilfe, AWMF): Diagnostik, Therapie und
Nachsorge fur erwachsene Patient*innen mit einem diffus grof3zelligen B-Zell-Lymphom und
verwandten Entitdten, Langversion 1.0, 2022, AWMF-Registernummer: 018/0380L," 2022).
Hiermit kdnnen Heilungsraten von 25-35% erreicht werden (Crump et al., 2014; Gisselbrecht
et al., 2010; Sehn & Salles, 2021). Aufgrund des hohen Nebenwirkungsprofils kommt jedoch

nur etwa die Halfte der Betroffenen fir eine Transplantation in Frage (Sehn & Salles, 2021).

Eine Hoffnung stellen die neuen zellularen Immuntherapien dar. Hierbei werden kérpereigene
T-Zellen verwendet, deren chimare Antigenrezeptoren (CAR) gentechnisch so verandert sind,
dass sie sich gegen Oberflachenproteine der Tumorzellen richten. Aktuell sind in Europa zwei
verschiedene kommerzielle Produkte (Axicabtagene Ciloleucel und Lisocabtagen Maraleucel),
die sich gegen den CD19-Rezeptor richten (Anti-CD19-CAR-T-Zellen), in der
Zweitlinientherapie  hochdosisfahiger Patientinnen mit einer Hochrisikokonstellation
zugelassen ("Leitlinienprogramm Onkologie (Deutsche Krebsgesellschaft, Deutsche
Krebshilfe, AWMF): Diagnostik, Therapie und Nachsorge fir erwachsene Patient*innen mit
einem diffus grofRzelligen B-Zell-Lymphom und verwandten Entitaten, Langversion 1.0, 2022,
AWMF-Registernummer: 018/0380L," 2022). Landfristig liegen die Therapieansprechraten bei
etwa 40% erreicht, jedoch ist auch hier mit Ruckfallen und umfangreichen Nebenwirkungen zu
rechnen (Nagler et al., 2023; Sehn & Salles, 2021).

Aufgrund ihres Nebenwirkungsprofils sind die erlauterten Regimes nicht fiir die Therapie von
Menschen mit eingeschrankter Behandlungsfahigkeit geeignet. Die Therapie dieser

Patientinnengruppen bleibt nach wie vor schwierig, mit wenig Aussichten fur die Betroffenen.
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Die Entwicklung weiterer gezielter und zugleich wirksamer Therapien ist daher notwendig.
Molekulare Substanzen, die durch Hemmung von BCL2 (Venetoclax) in die Apoptose
eingreifen oder Uber die BTK die BZR-Signalkaskade inhibieren (Ibrutinib), befinden sich in
klinischer Erprobung (Davids et al., 2017; Younes et al., 2019). Mehrere weitere
niedermolekulare Verbindungen, die in den BZR- und den TLR-Signalweg eingreifen, stehen
zur Verfigung (Weber et al.,, 2018). In diesem Zusammenhang ist ein geeignetes

Versuchsmodell wichtig, um praklinische in vivo Testungen zu ermdglichen.

Gentechnisch modifizierte Mauslinien mit Lymphom-typischen genetischen Aberrationen sind
geeignete Modellorganismen fiir die weitere Erforschung der pathogenetischen Mechanismen
sowie flr die Entwicklung und Testung spezifischer molekularbiologischer Therapeutika
abseits von klassischer Chemotherapie. Die genetische Ahnlichkeit zum Menschen sowie die
Méglichkeit zur gezielten Genmodifikation innerhalb eines funktionierenden Immunsystems
schaffen ideale Bedingungen, um die menschliche Erkrankung mdglichst prazise
nachzubilden. Zudem weisen diese immunkompetenten Modelle im Gegensatz zu
immundefizienten Transplantationssystemen eine intakte Tumorumgebung auf, welche fiir die
Untersuchung indirekter Wirkmechanismen therapeutischer Interventionen relevant ist.
(Flimann et al., 2020; Meyer et al., 2021)

Von den neu identifizierten Subtypen des DLBCL weisen insbesondere das ABC-DLBCL
beziehungsweise die ABC-DLBCL-dominierten genetischen Cluster MCD und N1 von Schmitz
et al. und C5 von Chapuy et al. eine schlechtere Prognose auf. Dies unterstreicht die
Notwendigkeit geeigneter Modelle fur diese Formen des DLBCL (Alizadeh et al., 2000; Chapuy
et al., 2018; Reddy et al., 2017; Rosenwald et al., 2002; Schmitz et al., 2018).

Verschiedene autochthone Mausmodelle, die zur Manifestation von Lymphomen mit einem
ABC-DLBCL-ahnlichen Phanotyp flihren, existieren bereits. Diese basieren auf der BCL6-
Translokation t(3;14)(q27;932) sowie auf bi-allelischer PRDM1-Deletion (Blimp1"; Cd19-Cre
und Blimp1"™:Cg1-Cre), die mit einer konstitutiven Aktivierung des klassischen NF-kB-
Signalweges Uber das IKK2-Protein (R26Stop™-lkk2ca;Cg1-Cre) kooperiert (Calado et al.,
2010; Cattoretti et al.,, 2005; Mandelbaum et al., 2010). Jedoch existierte bis dato kein
Mausmodell, das MYD88 L265P reproduziert.

Ziel dieser Arbeit ist die Generierung eines Modellorganismus, der eine der haufigsten
Mutationen des ABC-DLBCL tragt, um somit eine praklinische experimentelle Plattform fir die

Implementierung neuer Therapieformen zu etablieren.
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3. MATERIAL UND METHODEN

3.1. Material
Antikorper
Zielstruktur Zusteller Klon Katalognummer
CD45R/B220, anti-murin BD Biosciences | RA3-6B2 553084
BCL2, anti-human Dako MO0877
Bcl6, anti-murin Santa Cruz C-19 sc-368
Cd138, anti-murin BD Biosciences | 281-2 (RUO) 553712
Irf4, anti-murin Santa Cruz M-17 sc-6059
Ki67, anti-human Cell Marque SP6
p65, anti-human Santa Cruz C-20 sc-372
Chemikalien
Agarose Carl Roth 3810
Calciumchlorid Carl Roth CNO93
DMEM Gibco 11960
DMSO Carl Roth A994
dNTPs Thermo Fisher Scientific R0181
EDTA Carl Roth X986.2
FBS Gibco 16140071
Glucose Carl Roth X997
GoTaq Promega M300
HEPES Carl Roth 6763.3
Isofluran Piramal Healthcare 30372.00.00
Kaliumchlorid Carl Roth 6781.1
Natriumchlorid Carl Roth 3957.4
Puromycin Sigma Aldrich P9620
Paraformaldehyd (4%) AppliChem 252931.1215
PBS (1x) Gibco 14190250
PBS (10x) Gibco 14200075
Penicillin/Streptomycin Gibco 10378016
peqGold TriFast VWR 30-2010
Polybrene Sigma Aldrich TR-1003
Proteinase K Thermo Fisher Scientific EO0491
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SDS Carl Roth CN30.3
Tris-HCI Carl Roth 9090.3
Trypsin (0,5%) Gibco 15400054
Wasserfreies Carl Roth P030.1
Dinatriumhydrogenphosphat
(Na2HPO4'H20)

Plasmide
Bezeichnung Addgene-ID
VSVG 8454
RSV-rev 12253
pMDL g/p RRE 12251
Lenti-Cre 17408

Primer
Primer Sequenz Primertyp
9969 51 GCCCTTCTGACATTCAATCC Myd88 fwd
9969 52 ATGGCTCTACAAACTAACACTTCC Myd88 rev
Cre 4045 CCATCTGCCACCAGCCAG Cre fwd
Cre 4046 TCGCCATCTTCCAGCAGG Cre rev

Kits
AMPure® XP Beckman Coulter, Inc. AB388-0/1/2
GeneRead DNA Library | Core Kit Qiagen N. V. 180434
GeneRead DNAseq Panel PCR Kit v2 Qiagen N. V. 181940
GoTaqg DNA-Polymerase Promega Corp. M300
NEXTflex™ Dual-Indexed DNA Barcodes | Bioo Scientific Corp. 514160
Superscript llI Thermo Fisher Scientific 18080093

,Touchdown*

The Jackson Laboratory

39




Software

ChemiDoc Imaging System

Bio-Rad Laboratories, Inc.

CLC Genomics Workbench

Qiagen N. V.

ImagelLab Software

Bio-Rad Laboratories, Inc.

Imalytics Software

Philips Innovative Technologies

GraphPad Prism

GraphPad Software, Inc.

MiSeq Reporter Software

Illumina, Inc.

Gerate
Biomek® FXP Beckman Coulter, Inc.
Ingenia 3.0T MR-System Philips
MiSeq System Illumina, Inc.
QlAxcel Advanced System Qiagen N. V.

Biomaterial
Material Zusteller Katalognummer
Aid-Cre The Jackson Laboratory 007770
(Robbiani 2008)
Cd19-Cre The Jackson Laboratory 006785
(Rickert 1997)
Cd21-Cre The Jackson Laboratory 006368
(Kraus 2004)
HEK293T Deutsche Sammlung von ACC 635

Mikroorganismen und Zellkulturen
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3.2. Methoden

3.2.1.Gezielte Genmodifikation

Der genaue Aufbau des Transgens wird in den Ergebnissen erlautert. Als selektierbare Marker
wurden eine Neomycin-Resistenzkassette, flankiert durch Frt, sowie eine Puromycin-
Resistenzkassette, flankiert durch F3, verwendet. Der spezifische Vektor wurde durch
Amplifikation von BAC-Klonen (engl. bacterial artificial chromosome) aus der
C57BL/6JRPCIB-37 BAC-Genbank/Genbibliothek erzeugt. Das Zielkonstrukt wurde in
embryonale Stammzellen der C57BL/6N Tac Zelllinie durch Transfektion eingebracht.
Erfolgreich transfizierte Zellen wurden mithilfe der enthaltenen Resistenzmarker gegen
Neomycin und Puromycin selektioniert. Die korrekte Insertion wurde mittels Southern Blot
(siehe unten) Uberprift. Anschliefend wurden die embryonischen Stammzellen in
Blastozysten von BL/6N-Mausen injiziert. Das konditionale Allel wurde nach in vivo Flippase-
Rekombinase-assoziierter Deletion der Resistenzgene erzeugt. Die so generierten Allele
kodieren zunachst die Wildtypvariante von Myd88. Erst nach Cre-vermittelter in vivo
Rekombination exprimieren die Versuchstiere das mutierte Myd88p.L252P. Die B-Zell-
spezifische Expression von Myd88p.L252P wurde erreicht, indem die Versuchstiere mit

Cd19Cre-, AidCre- oder Cd21Cre-Mauslinien (The Jackson Laboratory) gepaart wurden.

3.2.2.Southern Blot

Die korrekte Integration des Transgens wurde von Taconic Biosciences mit der Southern Blot
Analyse Uberpruft. Im Folgenden wird eine kurze Zusammenfassung der Vorgehensweise

dargestellt.

Die genomische DNA wurde aus murinen embryonalen Stammzellen der C57BL/6N Tac-Linie
mit dem Reagenz-Kit fur DNA-Extraktion ,DNeasy Blood and Tissue® von QUIAGEN nach
Standardprotokoll des Herstellers isoliert. Die so gewonnene DNA wurde mit den
Restriktionsenzymen Baul, Eco91l und Kpnl behandelt. (Die jeweiligen Schnittstellen sind in
der Abbildung 1A gekennzeichnet.) Die entstandenen DNA-Fragmente wurden mit der

Gelektrophorese aufgetrennt, auf eine Nitrozellulosemembran transferiert und fixiert.

Fir die Visualisierung wurde die DNA mit 32P-a-CTP-radioaktiv markierten RNA-Sonden, die

mittels Polymerasekettenreaktion hergestellt wurden, hybridisiert.

Die genaue Darstellung der jeweiligen DNA-Fragmente wird in Ergebnissen dargestellt.

3.2.3.Validierung des Allelkonstrukts

Fiar die Validierung der Allelkonstrukts wurden wildtype murine embryonale Fibroblasten
(MEFs) und Myd88¢+--252P/epL252P_mytierte MEFs mit einem lentiviralen Vektor, der fiir die Cre-

Rekombinase kodiert, transduziert.
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Fir die Herstellung des lentiviralen Vektors verwendeten wir nicht-konfluente HEK293T-
Zellen, die in 150 mm-Schalen mit DMEM und 10% FBS kultiviert wurden. Die Transfektion
erfolgte nach der Methode der Calcium-Phosphat-Prazipitation. Hierfir wurden das
Transferplasmid sowie die drei Verpackungsplasmide (VSV-G, RSV-rev, pMDL g/p RRE) in
400 pl einer 250 mM Calciumchloridlédsung gegeben. Weitere 400 ul von zweifachem HEBS-
Puffer wurden unter standigem Mischen auf einem Vortex hinzugefiigt. Die Lésung wurde
tropfchenweise zu der 293T-Kultur gegeben und die Zellen Uber 24 Stunden bei 37° C
inkubiert. Die Zellen wurden einmalig mit PBS gewaschen und fir weitere 24 Stunden in
frischem Medium inkubiert. Der virusenthaltende Uberstand wurde jeweils 48 und 72 Stunden

nach der Transfektion gesammelt.

Die MEFs wurden aus 13,5-Tage alten Myd88°*126P_.Embryos gewonnen. Nach Entfernung
der bereits differenzierten Organe (Gehirn, Leber) wurde das restliche Gewebe mit 0,5%iger
Trypsinldsung eine Stunde bei 37 °C inkubiert und in einzelne Zellen aufgetrennt. Nach
zweimaliger Waschung mit PBS, wurden die Fibroblasten in DMSO mit 10% FBS und 1% P/S

kultiviert.

Fir die lentivirale Transduktion wurden die MEFs Uber 72 Stunden in virushaltiger Suspension,
die alle 24 Stunden erneuert wurde, kultiviert. Unterstitzend wurden 8 pug/ml Hexadimethrin
Bromid (Polybrene) hinzugegeben. Erfolgreich transduzierte Zellen wurden mit 4 ug/ml

Puromycin Uber drei Tage selektioniert.

Fur den Nachweis der Expression von Myd88-2%°" wurden 10" MEFs im TriFast-Reagenz
lysiert und RNA fiir nach Herstellerangaben gewonnen. Fir die Anleitung zur cDNA-Synthese
siehe SuperScript lll von Thermo Fisher. Der zu untersuchende Genabschnitt wurde durch
PCR unter Verwendung der Primer ,Myd88Seq fwd“ und ,Myd88Seq rev* amplifiziert und der

Sanger Sequenzierung zugefuhrt.

3.2.4.Betreuung der Mauskohorten

Die Haltung, Zucht und experimentelle Nutzung der Versuchstiere wurde im Einklang mit der
geltenden EU Richtlinie 2010/63/EU zum Schutz der fir wissenschaftliche Zwecke
verwendeten Tiere sowie der Tierschutzversuchsverordnung des deutschen

Tierschutzgesetzes gestaltet.

Die Tiere wurden im Alter von drei Wochen nach Geschlechtern getrennt und
Schwanzspitzenbiopsien zur Genotypisierung entnommen. Experimentelle Tiere wurden nach
dem Zuchtschema Myd88°Pt252PMt (M), AidC™t (Aid), Cd21°eMt (Cd21), Myd88°PL252PMmt
Aid®™ (M-Aid) beziehungsweise Myd88°P1252Pwt . Cg21Cremt (M-Cd21) generiert. Tiere mit
potenziell belastetem Genotyp wurden taglich in Augenschein genommen. Im Einverstandnis

mit dem Tierschutzgesetz wurden humane Abbruchkriterien angewandt, um schwere
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Belastungen der Tiere zu verhindern. Die Tiere wurden unter spezifisch-pathogenfreien

Bedingungen gehalten und ad libitum mit Wasser und Nahrung versorgt.

Die Linien Cd190re/wt (Cd19), Myd88c-p.L252P/wt % Cd190re/wt (M-Cd19), Rosa26LSL.BCL2.IRES.GFP/wt
(BCl), R03326LSL.BCL2.IRES.GFP/wt x Cd190re/wt (B-Cd19) und Myd88c-p.L252P/wt x
Rosa26"S-BCL2IRES.GFPIwt . Cf1gCremt (M-B-Cd19) wurden von Laborkollegen geziichtet (Knittel

et al., 2016).

3.2.5.Genotypisierung

Als Ausgangsmaterial dienten Schwanzspitzen, welche den Versuchstieren im Alter von drei
Wochen entnommen wurden. Die Lyse erfolgte in einem basischen Puffer (pH 8, 100 mM Tris-
HCI, 200 mM NacCl, 5 mM EDTA sowie 0,2%iges SDS, Proteinase K 0,2 mg/ml) tber Nacht,
bei 56 °C. AnschlieRend wurde das Gemisch Uber eine Stunde bei 85 °C erhitzt, um die
Proteinase K zu deaktivieren.

Fur die Myd88°12%F-PCR wurde 2 pl DNA-L6sung verwendet und nach dem GoTaq DNA-
Polymerase Protokoll (Promega) verarbeitet (siehe Tabelle 2). Die einzelnen Komponenten fur
die PCR sind in Tabelle 3 aufgelistet. Das PCR-Produkt wurde in einem 1,5%igen Agarosegel
aufgetrennt und mit dem ChemiDoc Imaging System (BioRad) und der ImagelLab Software
(BioRad) aufgenommen und ausgewertet. Das Wildtypallel bildet eine 188 bp grof3e Bande,

wahrend beim konditionalen Allel eine 307 bp grof3e Bande zur Darstellung kommt.

Tabelle 2 Der Ablauf der Myd88P-265P -PCR

Schritt Temperatur Zeit Anzahl der
Zyklen
Initiale Denaturierung 95°C 2 Minuten 1x
Denaturierung 95°C 1 Minute
Primerhybridisierung 60 °C 1 Minute 25 — 35x
Amplifikation 72°C 1 Minute/kb
Finale Amplifikation 72 °C 5 Minuten 1x
Kihlung 4°C unbegrenzt 1x

Die Genotypisierung zur Detektion der Cre-Allele Aid®*™ und Cd271¢*™ erfolgte nach
demselben Protokoll (siehe Tabelle 4) unter Verwendung von Primern, die eine DNA-Sequenz
innerhalb des Cre-Gens erkennen. Die einzelnen Komponenten flir die PCR sind in Tabelle 5

aufgelistet. Das Transgen bildet eine 280 bp grof3e Bande.
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Tabelle 3 Komponenten fiir die Myd88r-1265P-PCR

Reagenz Menge
Primer 1 (9969_51) 0,4l
Primer 2 (9969_52) 0,4 pl
Desoxyribonucleosidtriphosphate (10 uM) 0,4 pl
GoTaq Puffer 4l
GoTaq 0,1 ul
H20 12,7 pl
DNA-L6sung 2yl

Tabelle 4 Der Ablauf der Aid€e"!- und Cd21¢"t.PCR

Schritt Temperatur  Zeit Anzahl der Zyklen
Initiale Denaturierung 94 °C 3 Minuten

Denaturierung 94 °C 1 Minute -]

Primerhybridisierung 63 °C 1 Minute —  2x

Amplifikation 72°C 1 Minute

Denaturierung 94 °C 30 Sekunden ]

Primerhybridisierung 63 °C 30 Sekunden [~  30x

Amplifikation 72°C 30 Sekunden _|

Finale Amplifikation 72 °C 3 Minuten

Kihlung 12 °C unbegrenzt

Tabelle 5 Komponenten fiir die Aid®*"- und Cd21¢"-PCR

Reagenz Menge
Cre fwd 4045 (10 pM) 0,4 ul
Cre rev 4046 (10 uM) 0,4 ul
Desoxyribonucleosidtriphosphate (10 uM) 0,4 pl
10x PCR Buffer 2 ul
Home made Taq 0,2 ul
H20 14,6 pl

DNA 2 4l



3.2.6.Magnetresonanztomographie

Die Magnetresonanztomographien wurden mit dem Ingenia 3.0T MR-System (Philips,

Niederlande), mit einer 40 mm durchmessenden Magnetspule angefertigt.

Transversale und koronare T2-gewichtete Abdomenaufnahmen wurden unter der
Verwendung folgender Einstellungen angefertigt: Turbo Spin-Echo Faktor: 10, Repetitionszeit
2674 ms, Echozeit: 65 ms, Anregungswinkel: 90°, Schnittbilddicke: 1,0 mm,
VolumenelementgroRe (VoxelgroRRe): 0,16 x 0,16 x 1,0 mm, MatrixgrofRe: 256 x 256, Sichtfeld:
40 x 40 mm, Anzahl an Messungen (engl. number of acquisitions): 6, Erfassungszeit: 8:30 min
fur 25 Schnittbilder. Die Bilder wurden im DICOM-Format exportiert und mit Hilfe der Imalytics
Software (Philips Innovative Technologies) ausgewertet. Eine halbautomatische

Segmentierung der Milz wurde durchgefuhrt und das Organvolumen bestimmt.

Vor der Durchfiihrung der MRT-Aufnahmen wurden die Mause mit 1,5-2,5%iger inhalativer

Isofluranlésung anasthesiert.

3.2.7.Ereigniszeitanalysen

Als Ereignis galt der Tod, entweder wenn die Versuchstiere tot aufgefunden wurden oder
aufgrund von nicht mit dem Tierschutzgesetz vereinbarem Leiden euthanasiert werden
mussten. Als solches Leiden galten ausgepragte Formen von Hepato-/Splenomegalie sowie
der Lymphadenopathie, offene Wunden und Apathie. Tiere, die zu Zwecken der
Informationsgewinnung ohne aulere Symptomatik getdtet worden waren, wurden aus der
Analyse ausgeschlossen. Die statistischen Analysen wurden mit Prism (GraphPad)
durchgeflihrt (Log-Rank-Test).

3.2.8.Histologische und immunhistologische Charakterisierung

Unmittelbar nach der Entnahme wurden die Gewebeproben fir 48 Stunden in 4%iger
Paraformaldehyd-Ldsung fixiert. Die weitere Verarbeitung erfolgte im Pathologischen Institut
der Uniklinik KéIn. Das Gewebe wurde in Paraffin eingebettet und anschlielsend zwei bis vier
Millimeter dicke Schnitte angefertigt. Es wurden Hamatoxylin-Eosin-Farbungen sowie
immunhistochemische Farbungen von Ki67, p65, B220, Irf4, Bcl6 und Cd138 durchgefihrt.

Die Beurteilung erfolgte durch zwei unabhangige Untersucher.

3.2.9.Klonalitatsanalysen per Southern Blot
Zur Klarung der Frage nach der Klonalitat fihrten wir eine Southern Blot Analyse der V(D)J-
Umlagerungen in der DNA aus den Infiltraten durch. Die DNA wurde mit den Enzymen EcoRI
behandelt und anschliefend auf eine Hybond Membran transferiert. Fur die Hybridisierung
dienten 250 bp lange, mit 32P-a-CTP radioaktiv markierte Sonden, die aus dem V(D)J-Plasmid
mit Hilfe der Restriktionsenzyme Hindlll/Nael gewonnen wurden.
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3.2.10. Mutationsanalyse der humanen DLBCL-Kohorte

Fir die Mutationsanalyse der DLBCL-Kohorte, bestehend aus 45 Patientlnnen, fihrten wir
eine gezielte Sequenzierung des Tumormaterials aus Formalin-fixiertem Paraffin-
eingebettetem Gewebe mit einer Multiplex-PCR im Hinblick auf folgende Gene durch: MYD88,
ATM, BTK, CD79B, DDX3X, FBXW7, MAPK1, NOTCH1, PIK3CA, PIK3CD, PTEN, PTPN6,
SF3B1, TP53 und XPO1.

Fir die Multiplex-PCR wurden zehn Nanogramm Ausgangsmaterial sowie das GeneRead
DNAseq Panel PCR Kit V2 (Qiagen Inc., Hilden, GER) verwendet. Die Gensonden stammten
aus einem Primer Set, das in einer friheren Arbeit etabliert wurde (Vollbrecht et al., 2015).
Das Amplifikat wurde unter Verwendung des Agencourt® AMPure® XP
Aufreinigungsverfahrens mit magnetischen Beads (Beckman Coulter, Inc., Brea, CA, USA) auf
der robotischen Arbeitsplattform Biomek® FX” (Beckman Coulter, Inc.) automatisiert

extrahiert.

Die Vorbereitung der DNA-Bibliothek wurde mit dem GeneRead DNA Library | Core Kit
(Qiagen) durchgefiihrt. Nach Adenylierung und Ligation der Ausgangs-DNA an
Adaptersequenzen, die NEXTflexTM Dual-Indexed DNA Barcodes (Bioo Scientific, Austin,
Texas, USA), wurde die DNA erneut mit magnetischen Beads aufgereinigt und der Gréf3e nach
selektiert. Das so gewonnene Material wurde in zehn PCR-Zyklen amplifiziert. Hierbei kam der
NEXTflexTM Primer Mix (Bioo Scientific) zur Anwendung. Die Qualitat der DNA-Bibliothek
wurde mittels Kapillarelektrophorese geprtift. Die Analyse wurde automatisiert mit Hilfe des

QlAxcel Advanced System (Qiagen, Inc.) durchgefuhrt.

Die Sequenzierung wurde mit dem MiSeq System (lllumina, Inc., San Diego, Ca, USA)

durchgefiihrt. 15 pM DNA aus der NGS-Bibliothek wurden zu dem v2 Reagenz Kit zugegeben.

Die Verarbeitung der Daten erfolgte Uber die Generierung von FASTQ Dateien mit der MiSeq
Reporter Software (lllumina, Inc.) und weitere Analyse mit dem CLC Genomics Workbench

Programm (Qiagen, Inc.).

Die Zulassung der Versuche mit humanem Ausgangsmaterial wurde entsprechend des
BioMaSOTA (Biologische Material Sammlung zur Optimierung Therapeutischer Ansatze)

intern gepruft.

46



4. ERGEBNISSE

4.1. Konditionales Maus-Allel mit B-Zell-spezifischer Expression von
Myd88c-p.L252P

Um die Bedeutung von MYD88°-%5%F fiir die Pathogenese von Lymphomen zu untersuchen,
wurde ein konditionales Allel entwickelt, das die B-Zell-spezifische Expression von
Myd88>-%2%"  dem murinen orthologen Gen des humanen MYD88P?%5P  aus seinem

endogenen Lokus ermoglicht.

Das Zielkonstrukt besteht aus den sechs Exonen der Wildtyp-Variante, gefolgt von einem
Duplikat der Exone 2-6, die jedoch die zu untersuchende Punktmutation Myd88° 252" im Exon
funf tragen. Ein Polyadenylierungssignal des humanen Wachstumshormons am Ende der 3*-
untranslatierten Region (UTR) der Wildtyp-Sequenz verhindert die Transkription der

darauffolgenden Mutante. Somit exprimiert das Allel die Wildtyp-Form des Myd88-Proteins.

Als Selektionsmarker dienen eine Neomycin-Resistenzkassette umgeben von Frt-Sequenzen
im Intron 1 sowie eine Puromycin-Resistenzkassette, flankiert von F3-Stellen distal des
Polyadenylierungssignals (Abb. 5A, mittlerer Bildabschnitt). Die Versuchstiere wurden im
Verlauf mit Flp-Mausen gekreuzt, wodurch eine in vivo Flippase-vermittelte Deletion der

Selektionsmarker erzielt wurde (Abb. 5A, unterer Bildabschnitt).

Die konditionale Expression der Mutante erfolgt nach in vivo Cre-vermittelter Deletion der
endogenen Exone zwei bis sechs, die mitsamt der 3° UTR und des PolyA-Signals von LoxP-
Stellen flankiert werden. Die B-Zell-spezifische Expression der Mutante wird durch die
Verwendung von Aid°™ (Robbiani et al., 2008) beziehungsweise Cd271° (Kraus et al., 2004)
gewahrleistet. Die Verwendung der unterschiedlichen Cre-Allele erméglicht zudem die
Aktivierung des Myd88°L252F Allels zu unterschiedlichen Stadien der B-Zell-Entwicklung.
Wahrend der Aid-Promoter in Keimzentrums-B-Zellen aktiv ist (Muramatsu et al., 1999), wird
Cd21 in naiven B-Zellen exprimiert (Takahashi et al., 1997).

Die generierten Allele werden folgendermaRen abgekiirzt: Myd88°-252F — M“, Aid°®™;Myd88*
p'L252P/Wt—,,M-Aid“, AidCre/wt _ ,,Aid“, Cd21CFE/Wt,'Myd88C'p'L252P/Wt _ ,,M-Cd21“, Cd21Cre/wt _ ,,Cd21“.

Die korrekte Integration des Transgens wurde mit der Southern Blot Analyse Uberprift.

Die genomische DNA wurde aus embryonalen Stammzellen isoliert und mit den
Restriktionsenzymen Baul, Eco911 und Kpnl behandelt. (Die jeweiligen Schnittstellen sind im
oberen Abschnitt der Abb. 5A gekennzeichnet.) Die Visualisierung der DNA-Fragmente
erfolgte mit einer 3°-, einer 5°- und einer Neo-Sonde (Abb. 5A mittlerer Bildabschnitt). Wahrend
beim Wildtyp die 5-Sonde nach Behandlung mit Baul eine Bande von etwa 8,8 kb bildet,
kommt bei erfolgreicher Integration des Myd88°? 252" Allels eine zusatzliche Bande von 6,0 kb
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zur Darstellung, da sich eine weitere Baul-Schnittstelle in der Neo-Resistenzkassette befindet.
Nach Eco91I-vermittelter DNA-Verdauung bindet die 3'-Sonde eine 11,2 kb grof’e Bande bei
wildtypischer DNA und eine weitere 13,3 kb grof3e Bande nach erfolgreichem Gentransfer, da
die Puromycin-Resistenzkassette eine weitere komplementdre Region enthadlt. Nach
Behandlung der DNA mit Kpnl bindet die Neo-Sonde bei erfolgreicher Integration des
mutierten Myd88°P1252F Allels eine 6,8 kb groRe Bande innerhalb der Neo-Resistenzkassette
(Abb. 5B). Zusammenfassend konnte hier die korrekte Integration des Transgens bestatigt

werden.
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Abbildung 5: Aufbau und Validierung des Myd88P-252F Allels. A) Oberer Bildabschnitt: Schematische Darstellung
des wildtypen murinen Myd88 Gens. Mittlerer Bildabschnitt: Das Myd88Pt25%F Allel bestehend aus der
Wildtypsequenz, begrenzt durch die Resistenzkassetten (Neo, Puro), und gefolgt von einem Duplikat der Exone
zwei bis fiinf mit der Punktmutation Myd88°252F im Exon fiinf (Sternchen). Ein Polyadenylierungssignal (pA)
verhindert die Expression der Mutante. SAH — short arm of homology, LAH — long arm of homology. Unterer
Bildabschnitt: Das konditionale Allel nach Flp-vermittelter Entfernung der Resistenzkassettten. Die Pfeile markieren
die Schnittstellen der Restriktionsenzyme Baul, Eco91! und Kpnl. Die Detektion erfolgt mit 5° und 3'Sonden, deren
Bindungsstellen durch gestrichelte Linien symbolisiert sind. B) Eine Southern Blot Analyse zur Validierung der
korrekten Integration des Transgens.
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4.2. Das generierte Myd88-»'*-Allel ermdglicht die konditionale
Expression von Myd88r-1252P

Um die Funktionalitdt unseres konditionalen Allels zu Uberprifen, untersuchten wir die
Sequenz der Myd88-cDNA von embryonalen Fibroblasten der Myd88*"- und Myd88°+-252P/c-

PL252P_Mzuse mit Hilfe der Sanger-Sequenzierung, jeweils vor und nach Cre-vermittelter
Rekombination.

Das genetische Material fur die Untersuchung stammte aus murinen embryonalen
Fibroblasten (MEFs) von Myd88°PL252P/epL252P_ M3usen. Als Kontrolle dienten MEFs von
Myd88"""-Tieren. Durch lentivirale Transduktion wurde das Cre-Gen in die MEFs
eingeschleust. RNA wurde aus den MEFs isoliert und in cDNA transkribiert, wonach die Myd88

cDNA der Sanger-Sequenzierung zugefiihrt werden konnte.

Die initiale Expression von Wildtyp-Myd88-mRNA konnte zunachst in beiden Mauslinien
gezeigt werden (Abb. 6, oberer und mittlerer Bildabschnitte). Wahrend die lentivirale
Transduktion mit Cre keinen Effekt auf die Wildtyp-RNA zeigte (oberer Bildabschnitt), konnte
in der mRNA der Myd88cPL252Ple-pL252P_.MEFs nach Cre-vermittelter Rekombination die

Myd88P-252P_Mutation nachgewiesen werden (unterer Bildabschnitt, CTG -> CCG).
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Abbildung 6: Cre-vermittelte Aktivierung des Myd88°P-L252P.Allels fiihrt zur Expression der Mutation auf
RNA-Ebene. Murine embryonale Fibroblasten von Wildtyp-Tieren und Myd88¢-P-L252P/c-p.L252P yyrden lentiviral mit
Cre transduziert. AnschlieBend wurde eine Sanger-Sequenzierung des relevanten Bereichs der Myd88 cDNA
durchgefiihrt. Dargestellt ist die korrespondierende cDNA-Sequenz der Aminoséuren 250-252.
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Weitere Experimente der Arbeitsgruppe belegten die Funktionalitat des Allels. Westernblot-
Experimente wiesen die erfolgreiche Translation der mutierten mRNA in reifes Protein nach
sowie dessen Vermdgen, NFkB zu aktivieren, was sich in erhéhten Mengen phosphorylierten
p65 widerspiegelte (Abb. 1 C, D aus (Knittel et al., 2016)).

Zusammenfassend konnte ein funktionales Allel generiert werden, das nach Cre-vermittelter
Rekombination zur Expression der Myd88>-%2" mRNA vom endogenen Myd88-Lokus und
dessen Translation in Protein, in Mengen, die mit denen des Wildtyp-Allels vergleichbar sind,
fuhrt.

4.3. Die B-Zell-spezifische Expression von Myd88PL1252P fiihrt zu
verkiurztem  Gesamtuberleben und lymphoproliferativen

Organmanifestationen

Um die Auswirkungen der B-Zell-spezifischen Expression von Myd88°-252F zu untersuchen,
wurden Aid M Myd88°-PL252Pt (M-Aid)- und Cd27°M:Myd88°ePL252Pmt (M-Cd21)-Mause
sowie die jeweiligen Vergleichsgruppen Aid®™®"t (Aid) und Cd27¢** (Cd21) longitudinal MR-
tomographisch iberwacht. Hierbei fanden sich bei der Mehrheit der untersuchten Myd88°-252P-
mutierten Mause (M-Aid, M-Cd21), jedoch nicht bei den jeweiligen Kontrolltieren, klinisch-
morphologische Anzeichen einer lymphoproliferativen Erkrankung in Form von Splenomegalie
und gelegentlicher Lymphadenopathie (Abb. 7A). Eine Splenomegalie konnte in zwei von drei
M-Aid-Mausen und in zwei von drei M-Cd21-Mausen feststellt werden. Eine
Lymphadenopathie wurde in zwei von drei M-Aid-Mausen und in einer von drei M-Cd21-
Mausen festgestellt. Die beobachteten lymphoproliferativen Veranderungen spiegelten sich in
einer signifikanten Verkiirzung der Lebensdauer Myd88°-22P-mutierter Mause wider. Die
mediane Uberlebenszeit der M-Aid-Tiere war mit 574 Tagen signifikant geringer im Vergleich
zur Kontrollgruppe (Aid, medianes Gesamtiberleben nicht erreicht). Ebenfalls konnte eine
signifikante Reduktion der Lebensdauer der M-Cd21-Tiere auf 610 Tage im Vergleich zur
Kontrollgruppe (Cd21, medianes Gesamtiberleben nicht erreicht) festgestellt werden. (Abb.
7B)

Insgesamt zeigen die Ergebnisse, dass die B-Zell-spezifische Expression von Myd88°-2°?F die
Entstehung lymphoproliferativer Organmanifestationen begtinstigt und damit einhergehend zu

verkirztem Gesamtlberleben fihrt.
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Abbildung 7: Klinische Manifestation einer lymphoproliferativen Erkrankung in Myd88PL252° -mutierten
Mé&usen. Kohorten von M-Cd21- und M-Aid-Mé&usen wurden (ber einen Zeitraum von etwa 90 Wochen auf die
Entwicklung von Symptomen hin beobachtet und das Gesamttiberleben dokumentiert. A) Diese MRT-Aufnahmen
zeigen die Manifestation einer Splenomegalie (M — Milz, N — Niere) bei M-Cd21- (oben) und M-Aid-Mé&usen (unten)
im Alter von 66 beziehungsweise 62 Wochen. B) Uberlebenszeitkurve. Die Uberlebenszeit der Versuchsgruppe ist
signifikant kiirzer im Vergleich zur jeweiligen Kontrollgruppe (unterer Bildabschnitt, Log-Rank-Test).

4.4. Myd88rL252P verursacht Infiltrate mit lymphoproliferativer
Morphologie und fuhrt gelegentlich zur Entwicklung eines
DLBCL-ahnlichen Phanotyps

Histologische Untersuchungen gaben weiteren Aufschluss (ber den Charakter der

pathologischen Veranderungen, die bei den Myd88°252P—mutierten Tieren auftraten.

Bei allen untersuchten Tieren (drei von drei M-Aid und drei von drei M-Cd21) konnten in
Hamatoxylin-Eosin-Farbungen der Milz indolente Infiltrate dargestellt werden, die zu einer
Zerstorung der Gewebearchitektur fiihrten. Die Zellpopulationen bestanden aus
monomorphen lymphatischen Zellen und entsprachen in ihrer morphologischen Erscheinung
dem Bild einer lymphoproliferativen Erkrankung (Abb. 8 A, B). Gelegentlich (eins von drei M-
Aid- und eins von drei M-Cd21-Tieren) prasentierten sich Infiltrate aus grof3en lymphatischen
Zellen, die morphologisch an das DLBCL erinnerten (Abb. 8 A, B markiert mit Sternchen). Ein
ahnliches Bild ergab sich fur die hepatischen Schnitte (Abb. 8 C, D).

Das Knochenmark der mutierten Tiere zeigte sich histologisch unverandert (Abb. 8 E, F).
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Abbildung 8: Myd88PL%52P verursacht Lymphoproliferation und die Entwicklung eines DLBCL-dhnlichen
Phénotyps. A), B) Hamatoxylin-Eosin-Farbungen der Milz von M-Aid- und Cd21-Mé&usen zeigen lymphatische
Infiltrate im Sinne einer lymphoproliferativen Erkrankung. Gelegentlich zeigen sich homogene blastoide Infiltrate mit
DLBCL-&hnlicher Morphologie (markiert mit Sternchen, im unteren rechten Kasten vergréf3ert dargestellt). C), D)
Hématoxylin-Eosin-Féarbungen der Leber von M-Aid- und Cd21-M&usen mit lymphatischer Infiltrierung im Sinne
einer lymphoproliferativen Erkrankung. E), F) Hadmatoxylin-Eosin-Férbungen des Knochenmarks von M-Aid- und
Cd21-Méusen.
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Im nachsten Schritt wurde eine immunhistochemische Charakterisierung der Infiltrate anhand
der Marker B220 (Pan-B-Zell-Marker, (Coffman & Weissman, 1981)), Irf4 (Marker fur B-Zellen
nach der Keimzentrumsreaktion (Eisenbeis et al., 1995; Falini et al., 2000; Mittriicker et al.,
1997)) und Cd138 (Plasmazellmarker, (Sanderson et al., 1989; Wijdenes et al., 1996))
durchgefihrt (Cheong Tan, 2009; Hans, 2004). Die Untersuchungen ergaben ein
uneinheitliches Muster. Die indolenten lymphoproliferativen Zellpopulationen stellten sich
jedoch groBtenteils negativ fur Bcl6 (Marker fur B-Zellen des Keimzentrums, (Flenghi et al.,
1995)) dar.

Abbildung 9: Die homogenen Infiltrate prasentieren einen ABC-DLBCL-Immunphédnotyp. A), B)
Immuhistochemische Farbungen der homogenen Infiltrate mit DLBCL-&hnlicher Morphologie zeigen ein B220- und
Irf4-positives sowie Bcl6- und Cd138-negatives Fédrbemuster bei uneinheitlichem Féarbeverhalten der restlichen
lymphoproliferatven Infiltrate ohne DLBCL-Morphologie (hier nicht dargestellt). Die Wachstumsfraktion wurde durch
immunhistochemische Fédrbungen auf Ki67 dargestellt.

Die gelegentlich auftretenden Proliferationen mit DLBCL-ahnlicher Morphologie hingegen
prasentierten ein einheitliches immunhistochemisches Erscheinungsbild. Die Infiltrate zeigten
sich positiv fur den B-Zell-Marker B220 und gleichzeitig Cd138-negativ. Dies ist insbesondere
im Hinblick auf die Tatsache, dass MYD88-Mutationen ein charakteristisches, jedoch nicht
pathognomisches Merkmal des lymphoplasmozytaren B-NHL M. Waldenstrém sind relevant.
Anhand der Farbung kénnen die dargestellten Infiltrate eindeutig als B-Zell-Population
identifiziert, jedoch von einer plasmozytaren Proliferation abgegrenzt werden. Die Bcl6-
Negativitat bei gleichzeitig Irf4-positivem Farbemuster veranschaulicht, dass es B-Zellen sind,

welche die Keimzentrumsreaktion bereits durchlaufen haben.
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In Zusammenschau zeigten sich hier Infiltrate aus B-Zellen, welche die Keimzentrumsreaktion
bereits passiert haben, jedoch noch nicht das Stadium der Plasmazelle erreicht haben —
passend zum Immunphéanotyp des ABC-DLBCL nach der Klassifikation von Hans et al. (Hans,
2004) (Abb. 9 A, B).

Zusammenfassend beobachteten wir im Zusammenhang mit der B-Zell-spezifischen
Myd88P+22P_Mutation die Entwicklung diffuser lymphoproliferativer Infiltrate und gelegentlich

von Infiltraten, die morphologisch und immunhistochemisch dem ABC-DLBCL ahnelten.

4.5. Myd88r125?° f{jhrt gelegentlich zur Lymphoproliferation klonalen

Ursprungs

Im Rahmen der Reifung durchlaufen B-Zellen im Knochenmark den Prozess der V(D)J-
Rekombination. Die V(D)J-Rekombination beschreibt einen genetischen
Umlagerungsprozess, im Zuge dessen die variable Region der Immunglobulingene
umstrukturiert wird. Hierbei werden einzelne der verschiedenen V-, D- und J-Segmente, die
sich im Keimbahnlokus befinden, nach dem Zufallsprinzip miteinander kombiniert, wahrend
die restlichen Segmente entfernt werden. Die hohe Anzahl an Kombinationsmdglichkeiten
erzeugt eine immens hohe Variabilitdt des V(D)J-Gensegments und stellt ein
Unterscheidungsmerkmal der einzelnen B-Zellen dar. Dieser Umstand kann genutzt werden,
um die Frage nach der Klonalitat einer B-Zell-Population zu untersuchen. (Brack et al., 1978;
Dreyer & Bennett, 1965; Rabbitts & Forster, 1978)

Hierflr fuhrten wir eine Southern Blot Analyse der V(D)J-Umlagerungen aus der DNA der
lymphatischen Organe durch. Eine RNA-Sonde komplementér zu einem Abschnitt im J-
Segment markierte bei der Keimbahnkonfiguration eine 6,2 kb grofte Bande. Nach
durchlaufener V(D)J-Rekombination variiert die Lange des sondierten Fragments der
einzelnen B-Zellen individuell in Abhangigkeit von der Kombination der einzelnen
Gensegmente. Im Fall einer klonalen bis oligoklonalen B-Zell Expansion entsteht eine B-Zell-
Population, die ein einzelnes (klonales) bis wenige (oligoklonale) gemeinsame V(D)J-
Segmente aufweist. Diese dominanten V(D)J-Umlagerungen kommen im Southern Blot in
Form einer oder einiger weniger zusatzlicher Banden variabler Gro3e zur Darstellung (Abb.
10 B).

Bei Versuchstieren, deren Infiltrate einen lymphoproliferativen Phanotyp aufwiesen, konnte
keine Klonalitédt der Immunglobulingene nachgewiesen werden. Ein anderes Bild zeigte sich
bei der Untersuchung der Infiltrate mit DLBCL-ahnlicher Morphologie. Hier konnte, passend
zum einheitlichen histologischen Erscheinungsbild, eine Mono- oder Oligoklonalitat der V(D)J-

Segmente nachgewiesen werden (Abb. 10 A). Als Positivkontrolle dienten Proben aus dem
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Tumormaterial der Eu:TCL7-Mause, einem bereits etablierten Mausmodell fir B-CLL mit
oligoklonaler Auspragung.

Zusammenfassend flhrt die B-Zell-spezifische Aktivierung von Myd88°252F haufig zu einer
Lymphoproliferation klonalen Ursprungs mit DLBCL-ahnlicher Morphologie.

<« EcoRI
<« EcoRI

{vifv2f{v3vn}//{D1}D2}{Dn}/ {3132 }{33}{3a}—

|
6.2 kb Sonde

Rekombinierter Lokus

EcoRlI

<« EcoRI

¥
— V1 j{ V2] V3] Vx|Dx

|
X kb Sonde

Abbildung 10: Die Ldsionen mit DLBCL-dhnlicher Histomorphologie sind klonaler Natur. Genomische DNA
aus lymphatischen Organen wurde mit dem Restriktionsenzym EcoRI behandelt. A) Die Sonde, komplementér zu
einem Abschnitt im J-Segment, bildet bei Keimbahnkonfiguration eine 6,2 kb schwere Bande (G). Sternchen
markieren weitere Banden variabler Grél3e, die bei Tieren mit histologischem Lymphomnachweis (weil3e Pfeile)
erscheinen. Eu:TCL1 Tiere dienen als Positivkontrolle. B) Eine schematische Darstellung des VDJ-Genlokus. Die

Pfeile markieren die Schnittstellen der Endonuklease. Die gestrichelte Linie symbolisiert die komplementére
Sequenz der RNA-Sonde.
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4.6. ABC-DLBCL zeigt eine hohe BCL2-Expression

MYD88-Mutationen sind beim DLBCL haufig mit weiteren genetischen Lasionen assoziiert
(Chapuy et al., 2018; Schmitz et al., 2018). Wir untersuchten diese Zusammenhange in einer
Kohorte von DLBCL Patientinnen und Patienten (n = 45), die entsprechend dem Hans-
Algorithmus unterteilt wurden in den GCB- (n = 24) und Nicht-GCB-Subtyp (n = 21, eine
Kategorie, in die primar GCB-Falle, aber auch die weniger haufig vertretenen
unklassifizierbaren DLBCL-Tumore fallen). Wir sequenzierten das Tumormaterial aus
Formalin-fixiertem Paraffin-eingebettetem Gewebe mit einer Multiplex-PCR im Hinblick auf
folgende Gene: MYDS88, ATM, BTK, CD79B, DDX3X, FBXW?7, MAPK1, NOTCH1, PIK3CA,
PIK3CD, PTEN, PTPN6, SF3B1, TP53 und XPO1.

In unserer Kohorte waren die Gene Ataxia Telangiectasia Mutated (ATM) mit einer Frequenz
von 31% sowie CD79B und TP53 mit jeweils 24% am haufigsten mutiert. Es konnten
insgesamt zehn MYD88-Mutationen (22%) identifiziert werden, davon finfmal die p.L265P-
Variante (Abb. 11 A). Diese traten in der ABC-DLBCL Gruppe haufiger auf als in der GCB-
DLBCL Gruppe (19% beziehungsweise 4,2%, Abb. 11 B), was mit den Daten friherer Studien
in Einklang steht (Choi et al., 2013; Ngo et al., 2011; Reddy et al., 2017).

Wie bereits eingangs beschrieben, zeigt sich beim DLBCL haufig eine erhéhte Expression von
BCL2 (Chapuy et al., 2018; Monni et al., 1999; Schmitz et al., 2018). Daher untersuchten wir
im nachsten Schritt immunhistochemisch die BCL2-Expression und sahen eine statistisch
signifikant erhdhte Proteinexpression in der ABC-Gruppe (Abb. 11 C, D). Wahrend in der GCB-
Subgruppe der Grofteil (13 von 23) der Proben keine bis niedrige BCL2-Expression aufwies,
konnte in der ABC-Gruppe in 18 von 23 Fallen eine hohe Proteinexpression verzeichnet
werden (Abb. 11C, D). Dies geht einher mit anderen Studienergebnissen, die erhéhte BCL2-
MRNA-Spiegel in ABC-Tumoren zeigten (Chapuy et al., 2018; Schmitz et al., 2018).

Insgesamt demonstrierten die Untersuchungen an unserer humanen Kohorte, dass der ABC-
DLBCL-Subtyp gehauft die MYD88P%°P-Mutation aufweist und mit einer erhohten Expression
von BCL2 korreliert.
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Abbildung 11: ABC-DLBCL zeigt eine erhohte BCL2-Expression. A) Sequenzierungsanalyse von humanen
DLBCL Tumoren. Die untersuchten Mutationen sind in der linken Spalte aufgelistet mit den jeweiligen Frequenzen
im Balkendiagram rechts (blau GCB-DLBCL, griin ABC-DLBCL). B) Die Frequenz der MYD88 Mutation beim GCB-
bzw. ABC-Subtyp. C) Exemplarische immunohistochemische Farbungen zur Beurteilung der BCL2-Expression. D)
Klassifizierung der Expression von BCL2 in den jeweiligen DLBCL-Subtypen (Exakter Fisher-Test).

4.7. Die Kooperation zwischen Myd88~'?2? und BCL2-
Uberexpression  beschleunigt die Entwicklung einer

lymphoproliferativen Erkrankung vom ABC-DLBCL-Typ

Basierend auf der Erkenntnis, dass ABC-DLBCL eine erhdhte Expression von BCL2 zeigt, ist
eine Kooperation zwischen der MYD88 L265P und BCL2-Uberexpression in der
Lymphomagenese anzunehmen. Um einen potenziellen kooperativen Effekt zwischen diesen
beiden Mutationen zu untersuchen, wurde ein Allel zur BCL2-Uberexpression generiert.
Zusammengefasst wurde humane BCL2-cDNA in den RosaZ26-Genlocus inseriert. Die
Expression des Transgens steht unter der Kontrolle des CAGGS-Promoters und wird zunachst

durch eine LoxP.STOP.LoxP-Kassette gehemmt. Die Expression wird nach Cre-vermittelter
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Rekombination ermdéglicht und kann mithilfe des Griinen Fluoreszierenden Molekils, dessen

Sequenz ebenfalls im Konstrukt enthalten ist, GUberwacht werden. (Knittel et al., 2016)

Parallele Arbeiten der Gruppe zeigten, dass sich der Phanotyp von M-Cd19 Tieren (Myd88“
P-L252P gktiviert durch Cd19:Cre) nicht wesentlich von dem der M-Aid und M-Cd21 Tiere
unterscheidet (Knittel et al., 2016). Fur die Untersuchung eines kooperativen Effekts zwischen
BCL2-Uberexpression und Myd88°1-252P beschrankten wir uns daher auf die Verwendung des
Cd19:Cre Allels.

Im Vergleich zu B-Cd19-Mausen (B-Zell spezifische Aktivierung des BCL2-
Uberexpressionsallels durch Cd19:Cre) beobachteten wir in der Tat eine drastische
Beschleunigung der Lymphoproliferation in den M-B-Cd19 Doppelmutanten, welche sich im
signifikant verkirzten Gesamtliberleben widerspiegelte (Median 179 Tage Abb. 12A). Auch
im Vergleich zu den M-Aid-, M-Cd21- und M-Cd19 hatten die M-B-Cd19-Mause eine deutlich
kiirzere Uberlebensdauer (Abb. 7B und (Knittel et al., 2016)). Damit einhergehend
entwickelten die Doppelmutanten wesentlich friher eine Splenomegalie als die anderen
Versuchstiere, und zwar bereits in einem Alter von zehn Wochen (Abb. 12 B, Abb. 7 A, Abb.
2 B aus (Knittel et al., 2016)).

Zusammenfassend wurde durch gleichzeitige Expression der Myd88-Mutation und einer
BCL2-Uberexpression in vivo bei sieben von acht Versuchstieren die Entwicklung von
Lymphomen provoziert, deren Morphologie und Immunphanotyp am ehesten dem ABC-
DLBCL entsprechen (Knittel et al., 2016).
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Abbildung 12: Myd88-252P und BCL2-Ubrexpression kooperieren bei der Lymphomagenese in vivo.

A) Die Uberexpression von BCL2 in Verbindung mit der B-Zell spezifischen Aktivierung von Myd88-252F fiihren zu
einer verkiirzten Uberlebensdauer (Log-Rank-Test). B) MRT-Aufnahmen zeigen, dass die Doppelmutanten
deutlich friiher eine Splenomegalie entwickeln (links). Quantifizierung des Milzgewichts zum Zeitpunkt des Todes
(rechts) (Zweistichproben-t-Test).

60



5. DISKUSSION

Mit dem Ziel ein Mausmodell fir das ABC-DLBCL zu etablieren, entwickelten wir ein
konditionales Allel, das die B-Zell-spezifische Expression der Myd88>1?52P-Mutante, das
Ortholog der humanen MYD88PL%%"-Mutation, nach CreLoxP-System-vermittelter
Rekombination ermdglicht. Die Lokalisation im endogenen Lokus gewahrleistet eine mdglichst
realitatsgetreue Modellierung der Verhaltnisse in der menschlichen Pathologie. Fir die
gezielte Expression des Transgens in den B-Lymphozyten wurden Cre-Allele, die der

transkriptionellen Regulation von B-Zell-spezifischen Promotoren unterliegen, gewahlt.

Bei dem Grofteil der Myd88°25?P-Versuchstiere beobachteten wir die Entwicklung einer
lymphoproliferativen Erkrankung, die sich in Form einer Splenomegalie sowie gelegentlicher
makroskopischer = Lymphadenopathie = manifestierte, und zu einem verkirzten
Gesamtuberleben der Mause flhrte. Bei einem Teil der Tiere (ca. 30%) kam es zur
Progression hin zu einem Lymphom, das die morphologischen, immunph&notypischen und

molekularbiologischen Charakteristika des ABC-DLBCL widerspiegelte.

In der immunhistochemischen Untersuchung stellten sich die Lymphome Bcl6-negativ und Irf4-
positiv dar, was fur die Abstammung von einer Ursprungszelle, welche die
Keimzentrumsreaktion durchlaufen hat, spricht (Hans, 2004). Das morphologische und
immunhistochemische Verhalten der Infiltrate, gemeinsam mit der Tatsache, dass MYD88-265P
die haufigste genetische Lasion beim DLBCL des ABC-Subtyps ist (Ngo et al., 2011), fihren
zu der Schlussfolgerung, dass es sich bei diesen Lymphomen um das ABC-DLBCL handeln
musste. Die sichere Zuordnung der Tumore zu einer Entitat konnte mit Hilfe einer
Genexpressionsanalyse erfolgen, die als Goldstandard zur sicheren Differenzierung der
einzelnen DLBCL-Subgruppen gilt (Alizadeh et al., 2000; Wright et al., 2003).

Ahnliche konditionale Mausmodelle mit CreLoxP-System-vermittelter Expression der
Myd88-2?P-Mutante beziehungsweise des humanen mutierten MYD88-25P-Gens wurden
durch zwei andere Arbeitsgruppen prasentiert. Auch dort wurde die Entwicklung einer
polyklonalen lymphoproliferativen Erkrankung von niedrig-maligner Natur festgestellt (Schmidt
et al., 2020; Sewastianik et al., 2019). In der Arbeit von Schmidt et. al. konnte in einem
Beobachtungszeitraum von 90 Wochen gelegentliche Lymphomagenese im Zusammenhang
mit der Myd88>1%2"-Variante beobachtet werden (zwei von zwolf Tieren mit B-Zell-Tumor),
jedoch exprimierte nur eins der Tiere die Myd88>-252P-Variante (Schmidt et al., 2020).
Nachfolgende Studien mit dem hier vorgestellten konditionalen Allel mit hdheren Fallzahlen
bestatigten, dass Myd88-mutierte Tiere eine verkurzte Lebensdauer im Vergleich zu Wildtyp-
Kontrollen haben, und dass sich ein Lymphom mit geringer Penetration manifestiert (Flimann
et al., 2021).
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Bei den zitierten Mausmodellen zeigte sich eine eindrickliche Ausdehnung des
Plasmazellpopulation in Milz und Knochenmark, die mit erhéhten IgM-Spiegeln einherging
(Schmidt et al., 2020; Sewastianik et al., 2019). Insgesamt entwickelte die Mehrheit der
Versuchstiere eine nicht-klonale lymphoproliferative Erkrankung, die in einigen
Charakteristika an das lymphoplasmozytische Lymphom — MW erinnerte (Schmidt et al.,
2020; Sewastianik et al., 2019). Eine Tendenz zur Expansion des Plasmazellpopulation wurde

ebenfalls bei Flimann et al. beschrieben, jedoch nicht in vergleichbarem Ausmal.

Auf den ersten Blick ist es etwas Uberraschend, dass sich in unseren Versuchstieren durch
die Expression von MYD88*1%%?" das DLBCL anstelle des MW manifestiert, bei dem die
MYD88 L265P-Mutation mit einer Haufigkeit von rund 90% vorkommt (Treon et al., 2012). Die
Betrachtung der jeweiligen Inzidenzen liefert daflr eine plausible Erklarung, wie bereits durch
Dr. G. Knittel in seiner Dissertation vorgetragen. Im Vergleich zum MW (0,35/100.000) tritt das
DLBCL mit einer Inzidenz von 7,1/100.000 etwa 20-mal haufiger auf (Morton et al., 2006).
Schon allein aufgrund dieser Tatsache ist die Wahrscheinlichkeit, dass unsere Mause ein
DLBCL entwickeln, rein statistisch gesehen deutlich héher. Eine Haufigkeit der MYD88 L265P
Mutation von etwa 90% in MW und ungefahr 20% in DLBCL bedeutet im Umkehrschluss, dass
etwa 80% aller B-Zell-Tumore mit MYD88 L265P DLBCL-Falle sind. Um in diesem Punkt
Gewissheit zu erlangen, untersuchten wir das Knochenmark der Mause auf eine Beteiligung
des Knochenmarks, die Voraussetzung fir die Diagnose des MW. Ein Befall des
Knochenmarks konnte bei unseren Versuchstieren jedoch nicht nachgewiesen werden
(Anhang Abb. 3 (Knittel et al., 2016)). Fur die Beantwortung der Frage, ob das hier prasentierte
Modell mit niedriger Frequenz auch eine WM-ahnliche Erkrankung entwickelt, ware die

Beobachtung einer weitaus gréReren Kohorte notwendig.

Eine weitere mdgliche Erklarung fur die bevorzugte Entwicklung eines DLBCL in unserer
Studie konnte der genetische Hintergrund des verwendeten Mausstammes C57BL/6 sein,
welcher die Mause zu Produktion von héherem Niveau an IgG pradisponiert, im Gegensatz
zur IgM-Vermehrung, die fur das MW typisch ist (Yu et al., 2018). Ebenfalls kdnnen die
Versuchsbedingungen, wie die Unterbringung der Mause, eine Rolle gespielt haben, indem
bestimmte Antigene aus der Umgebung den TLR-Signalweges zusatzlich aktiviert haben
kénnten. Nicht zu vernachlassigen sind mogliche Unterschiede bedingt durch die Verwendung
eines murinen Systems. So konnte in der Arbeit von Sewastianik et al. unter Verwendung des
humanen MYD@88-Proteins ein LPL-ahnlicher Phanotyp beobachtet werden (Sewastianik et al.,
2019).

Die lange Latenzzeit bis zur Tumorbildung in unseren Versuchstieren deutet darauf hin, dass
Myd88 L252P allein fir die Lymphomagenese nicht ausreichend ist und zusatzlich akquirierte

Mutationen vonndten sind. Unsere Beobachtungen stehen im Einklang mit anderen
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Ergebnissen aus vergleichbaren Transgen-Studien (Schmidt et al., 2020; Sewastianik et al.,
2019). Wie bereits durch andere Studien beschrieben, scheint die L265P-Mutation ein friihes
Ereignis in der Entwicklung des DLBCL zu sein (Chapuy et al., 2018). Eine Sequenzierung
des Tumormaterials ware interessant, um weitere Drivermutationen zu identifizieren. In
nachfolgenden Studien unserer Arbeitsgruppe wurde eine Exom-Sequenzierung am
Lymphommaterial von MBC-Tieren durchgefuhrt. Das Mutationsprofil, darunter genetische
Aberrationen von Pim1, Myc, Kmt2d, Nfkbia und Stat3, ahnelte dem des humanen DLBCL
(Flimann et al., 2021).

Um zu untersuchen, welche weiteren onkogenen Mechanismen im humanen DLBCL involviert
sind, sequenzierten wir das Tumormaterial einer Kélner DLBCL-Kohorte. In der untersuchten
Kohorte fanden wir fiinf MYD88-2%5P-mutierte Falle, die allesamt dem ABC-Subtyp zugeordnet
werden konnten. In unserer Kohorte korrelierte MYD88 L265P mit CD79B-Mutationen, was
bereits aus anderen Studien bekannt ist (Chapuy et al., 2018; Schmitz et al., 2018). DarUber
hinaus fand sich bei allen finf Tumoren eine Amplifikation des 18q Lokus und in der ABC-
DLBCL Gruppe konnte immunhistochemisch eine erhéhte BCL2-Expression gezeigt werden.
Die Aushebelung des intrinsischen Apoptoseweges durch Uberexpression von BCL2 ist ein
gelaufiger pathogenetischer Mechanismus in der Tumorgenese des ABC- DLBCL (Chapuy et
al., 2018; Monni et al., 1999; Monni et al., 1997; Wright et al., 2020). Umgekehrt zeigen in vitro
Experimente, dass MYD88 L265P-stimulierte Proliferation durch negative regulatorische
Kontrollmechanismen des NF-kB-Signalweges durch Tnfaip3 sowie Bcl2/Bim-regulierte
Apoptose gehemmt wird (Wang, Jeelall, Beutler, et al., 2014). Diese Erkenntnisse bestatigen
erneut, dass MYD88 L265P allein fur die fur die Entwicklung einer malignen Erkrankung nicht
ausreichend ist, und schitzende regulatorischen Mechanismen der Zelle durch weitere

Mutationen umgangen werden missen.

Die ermittelten Daten gaben Anlass zur Generierung eines weiteren Mausmodels, das die
Kooperation zwischen der Myd88-Mutation und BCL2-Uberexpression widerspiegelt
(Cd19C™: Rosa26-SL-BCL2IRES GFPWL \1y,(ggc-P-L252PWt _ MZuse (M-B-Cd19)) (Knittel et al., 2016).
Die doppelmutierten Tiere zeigten eine wesentlich kiirzere Uberlebensdauer bei hdherer
Lymphompenetranz (83% bei MBC-Mausen gegenuber ca. 1/3 in M-Aid und 1/3 M-Cd21-
Tieren), wodurch das Modell fiir weitere Experimente im Hinblick auf die Pathogenese und die
Therapie des ABC-DLBCL besser geeignet ist (Flumann et al., 2021). Das hier vorgestellte
Myd88°r1252P_Modell stellt jedoch ein wunderbares Instrument dar, um die Physiologie der B-
Zelle und im Detail die konkreten Auswirkungen der onkogenen Myd88-Mutation auf die
folglich hyperaktivierte TLR-Signalkaskade und die Formierung des neu identifizierten My-T-
BCR-Superkomplexes und deren Bedeutung fir die Differenzierung, Aktivitat und Proliferation

der B-Zellen zu untersuchen.
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