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1 Einleitung
1.1 Das follikulare Lymphom

1.1.1 Epidemiologie, Inzidenz und Atiologie

Das follikulare Lymphom (FL) ist eine maligne Neoplasie des lymphatischen
Systems und zahlt als B-Zell-Lymphom zu den Non-Hodgkin-Lymphomen (NHL).
Mit ca. 20% aller Lymphome ist das FL das haufigste indolente NHL (Teras et al.
2016, Swerdlow et al. 2016).

Altersstandartisiert betragt die Inzidenz 2-4 Neudiagnosen pro 100.000
Personenjahre mit einer stetig steigenden Fallzahl zwischen dem 30. und 70.
Lebensjahr. Im Durchschnitt wird die Diagnose im Alter von ca. 60 Jahren gestellt
(Kridel, Sehn, and Gascoyne 2012).

Abhangig von der ethnischen Zugehorigkeit sowie der geographischen Lage
zeigen sich abweichende Inzidenzen. Das FL tritt in Entwicklungslandern im
Vergleich zu westlichen Landern anteilsmafig seltener auf, und bei weillen
Personen bis zu dreimal haufiger als bei people of colour (Cerhan 2020). Im
Gegensatz zu den meisten anderen Lymphomen besteht ein weitgehend
ausgeglichenes Geschlechterverhaltnis bei den betroffenen Patient:innen (Linet
et al. 2014).

Die Ursache der Erkrankung ist weitgehend unbekannt. Umweltfaktoren wie der
Kontakt mit Benzol, Herbiziden und Pestiziden dirften das Erkrankungsrisiko
erhohen. Weitere Risikofaktoren bei jungen Patient:innen sind Blutsverwandte,
die auch von einem FL oder einer anderen hamatologischen Erkrankung
betroffen waren und Adipositas. Besonders bei Frauen wurde ein
Zusammenhang mit Zigarettenrauchen sowie dem Sjogren-Syndrom beobachtet
(Linet et al. 2014, Le et al. 2019, Cerhan 2020).

Die Inzidenz des FL stieg zwischen 1993 und 2008 z.B. in Japan signifikant an
(Chihara et al. 2014). In westlichen Landern wurde bereits in den 1980er und
frihen 1990er-Jahren ein deutlicher Anstieg der Inzidenz von NHL, einschliel3lich
des FL beobachtet. Als mogliche Erklarungen gelten verbesserte Diagnostik,

demografische Entwicklungen sowie der verstarkte Einsatz immunsuppressiver



Therapien. Diese Faktoren erklaren den Anstieg jedoch nicht vollstandig (S3-
Leitlinie Follikulares Lymphom 2020, Shiels et al. 2013, Morton et al. 2006). Seit
den 2000er-Jahren zeigen die Inzidenzraten in mehreren westlichen Landern

jedoch eine Stabilisierung (Shiels et al. 2013).

Es wird diskutiert, ob exogene Umweltfaktoren das Risiko fir die Entstehung
eines FL insgesamt beeinflussen kdnnen. In einer italienischen multizentrischen
Fall-Kontroll-Studie war das Risiko fur FL bei beruflicher Glyphosat-Exposition
mit mittlerer bis hoher Expositionswahrscheinlichkeit im Vergleich zur
Kontrollgruppe um das Siebenfache erhoht (Meloni et al. 2021). Auch fur
bestimmte Insektizide wurde ein erhohtes Risiko fur NHL beschrieben, wobei die
Datenlage fur eine eindeutige Verbindung zum FL nicht ausreicht und weiterer
Forschung bedarf (Kachuri et al. 2020).

Auch wenn derzeit kein eindeutiger konsistenter Beleg flr einen kausalen
Zusammenhang zwischen Umweltfaktoren und der FL-Entstehung vorliegt, bleibt
dieser Forschungsansatz relevant. Es ist denkbar, dass Umweltfaktoren, je nach
Art der Einwirkung, unterschiedliche pathogenetische Mechanismen im
Immunsystem oder in regulatorischen Signalwegen beeinflussen. Solche
Einflisse kdnnten dazu beitragen, ob ein FL mit oder ohne t(14;18)-Translokation
entsteht oder durch andere molekulare Alterationen gekennzeichnet ist. In
diesem Zusammenhang gewinnen neben der klassischen Translokation auch
epigenetische Deregulationen, Veranderungen in Signalwegen und die
Interaktion mit der Tumormikroumgebung zunehmend an Bedeutung (Perrett,
Edmondson, and Okosun 2022).

Die zunehmende molekulare Charakterisierung zeigt deutlich, dass es sich beim
FL nicht um eine einheitliche Erkrankung handelt, sondern um ein Spektrum
heterogener Subtypen. Diese Erkenntnis erdffnet wichtige Fragestellungen fur
kiinftige Studien, auch im Hinblick auf mégliche exogene Einflussfaktoren.



1.1.2 Pathogenese

Es wird angenommen, dass sich die FL-Zellen bzw. ihre Vorlaufer schon frih in
der Krankheitsentwicklung weit im Korper ausbreiten und dies auch ein Grund
daflr sein konnte, wieso sich zum Zeitpunkt der Diagnosestellung die Mehrheit
der Patient:innen bereits in einem fortgeschrittenen klinischen Stadium befindet.
Das FL entwickelt sich langsam Gber Jahren und durchlauft dabei
unterschiedliche pramaligne Entwicklungsstadien. Die in situ follikulare
Neoplasie (ISFN) ist wahrscheinlich die erste Vorstufe des FL, die sich nicht
konventionell-morphologisch, sondern nur immunhistochemisch nachweisen
lasst (Swerdlow et al. 2016, Laurent et al. 2023). Sie entwickelt sich nur mit einer
geringen Wahrscheinlichkeit zum FL weiter und ist aufgrund der
Symptomlosigkeit ein Zufallsbefund. Die ISFN ist charakterisiert durch die
Besiedelung der Keimzentren durch eine monoklonale Population t(14;18)-
positiver B-Zellen in sonst unauffaligem lymphatischem Gewebe. Diese
Keimzentren konnen anhand ihrer gesteigerten Expression von CD10
nachgewiesen werden, im Gegensatz zu reaktiven Keimzentren wird BCL2
exprimiert. Eine Zerstorung der Lymphknotenarchitektur ist zu diesem Zeitpunkt
noch nicht gegeben (Cong et al. 2002). Bereits bei der ISFN sind sekundare
genetische Anomalien zusatzlich zu den BCL2-Umlagerungen vorhanden
(Schmidt et al. 2014, Vogelsberg et al. 2021).

Zusatzliche Veranderungen und mutagene Ereignisse in den Lymphknoten (LK)
sind fur das Vollbild der Erkrankung noétig (Perrett, Edmondson, and Okosun
2022). Man weil3 noch nicht genau, was die Progression der pramalignen
t(14;18)-positiven Vorlaufer zum FL auslost, es wurden aber Veranderungen,
insbesondere Mutationen in epigenetischen Regulatoren identifiziert, denen
dabei eine groRe Bedeutung zukommen durfte (Kippers and Stevenson 2018).
Durch diese Mutationen in epigenetischen Regulatoren wie beispielsweise
CREBBP wird die Wirksamkeit von Tumorsuppressor-Genen wie TP53
eingeschrankt und dadurch die BCL6-Wirkung verstarkt, wodurch das
Krankheitsgeschehen geférdert wird (Kridel et al. 2016, Araf et al. 2018, Klippers
and Stevenson 2018, Zhu et al. 2019).



Uber die lange Dauer der Krankheitsentwicklung in unterschiedlichen
Lokalisationen entstehen haufig multiple Subklone, die verschiedene
Alterationen aufweisen und sich auf unterschiedlichen Stufen der Progression
befinden kdnnen (Pasqualucci et al. 2014, Kridel et al. 2016). Insgesamt spricht
man vom Multi-Hit-Modell der FL-Entstehung. Durch intensive Forschung
konnten in den letzten 15 Jahren wesentliche neue Einblicke in den schrittweisen
Lymphom-Entstehungsprozess gewonnen werden, inklusive der
(epi)genomischen Vielfalt und Plastizitat der FL-Zellen und ihrer Abhangigkeit
vom Tumormikroumfeld (Xu, Zheng, and Zhao 2023). Dieses tragt zur
Immunevasion bei und weist unter anderem T-Helferzellen und follikulare
dendritische Zellen (FDC) auf, bei welchen es sich um spezialisierte Antigen-
prasentierende Zellen handelt (Kumar, Pickard, and Okosun 2021). Das
komplexe Szenario, das sich dabei mit seiner groRen klonalen und funktionellen
Vielschichtigkeit abbildet, erschwert die Entdeckung prognostischer Biomarker
und die Auswahl risikoadaquater Therapien (Xu, Zheng, and Zhao 2023, Milpied
et al. 2021).

Eine detaillierte molekulare Charakterisierung von t(14;18)-negativen FL wurde
von Nann et al. durchgefuhrt. Sie untersuchten 55 BCLZ2-negative FL mittels
Sequenzierung und Kopienzahlanalyse und identifizierten mehrere molekulare
Subgruppen. Sie zeigten, dass t(14;18)-negative FL eine genetisch heterogene
Gruppe darstellen, deren Pathogenese sich vom BCLZ2-positiven FL
unterscheidet (Nann et al. 2020a).

In einer umfassenden molekularen Analyse kamen Zamo et al. zu dem Schluss,
dass t(14;18)-positive und -negative FL zwar unterschiedliche genetische
Veranderungen aufweisen, aber Uberlappende Signalwege, also auch
antiapoptotische Mechanismen, nutzen. Dies deutet auf eine konvergente

Pathogenese der Subtypen hin (Zamo et al. 2018).

1.1.2.1 B-Zellen
B-Zellen haben die Funktion, die Immunantwort des Korpers zu modulieren.
Dazu zahlt die Produktion antigenspezifischer Immunglobuline (IG), sogenannten

Antikdrpern. Die Immunglobuline spielen eine zentrale Rolle bei der Abwehr von



Infektionen, indem sie Antigene, die beispielsweise von Bakterien oder Viren
stammen, erkennen und spezifisch binden. IG-Molekile weisen eine Y-férmige
Struktur auf und sind aus vier Polypeptidketten zusammengesetzt, zwei
schweren Ketten (H-Ketten) und zwei leichten Ketten (L-Ketten). Diese bestehen
jeweils aus variablen (V-) und konstanten (C-) Regionen. Die variable Region
wird von drei getrennten Gensequenzen kodiert, welche erst im Rahmen der
Differenzierung einer lymphatischen Vorlauferzelle zur unreifen B-Zelle im
Knochenmark zur V-Region zusammengesetzt wird. Dieser Vorgang wird als
V(D)J-Rekombination bezeichnet (Murphy et al. 2014). Es konnte durch
molekulare Analysen bei vier unabhangigen Fallen von FL nachgewiesen
werden, dass die t(14;18)-Translokation wahrend des VDJ-
Verknupfungsprozesses im  Pra-B-Zell-Differenzierungsstadium  passiert
(Tsujimoto et al. 1985).

Wahrend der B-Zell-Entwicklung erfolgen naturgemal  genetische
Modifikationen, um eine passende Immunantwort sicherzustellen. Dieser
Umstand bringt auch das Risiko krankhafter Veranderungen mit sich. Dazu
zahlen die haufigen chromosomalen Translokationen. Vielfach kommt es dabei
zu einer Rekombination eines der IG-Loci mit einem Onkogen (Nussenzweig and

Nussenzweig 2010, Swerdlow et al. 2016).

1.1.2.2 Die Translokation t(14;18)(932;21) IGH/BCL2
In rund 80% der Falle weist das FL die charakteristische
Chromosomentranslokation t(14;18)(q32;21) auf (Ott et al. 2002, Leich et al.
2009, 2016). Sie ist allerdings nicht fur das FL spezifisch, sondern tritt auch bei
anderen hamatologischen Erkrankungen, wie beispielsweise dem DLBCL auf. Im
Folgenden wird diese Chromosomentranslokation kurz als t(14;18)- bzw. BCL2-
Translokation bezeichnet. Sie ist die haufigste unter den bekannten BCL2-
Translokationen. Durch das Rearrangement wird das BCL2-Gen von
Chromosom 18 neben die Enhancer-Sequenzen der Promotorregion des
Immunglobulin-Schwerketten-Gens (/IGH) auf Chromosom 14 verlegt. Dies fuhrt
in der Folge zur vermehrten Expression des BCL2-Proteins. Indem dieses
Protein den programmierten Zelltod (Apoptose) auch der Lymphomzellen



verhindert, tragt es wesentlich zum Krankheitsgeschehen bei. Die Translokation
wird als ein initialer Schritt in der Pathogenese des FL betrachtet (Leich et al.
2009, Roulland et al. 2014, Tellier et al. 2014).

Bei gesunden Erwachsenen lassen sich gelegentlich zirkulierende B-Zellen mit
t(14;18)-Alteration nachweisen (Roulland et al. 2011). Die t(14;18)-Translokation
wird physiologisch wirksam, wenn ein reifer t(14;18)-positiver B-Lymphozyt nach
einem Antigenkontakt in das Keimzentrum einwandert. Durch die verstarkte
Produktion von BCL2 kommt es zur Anreicherung langlebiger B-
Gedachtniszellen, die neuerlich in die Keimzentrumsreaktion eintreten kdnnen
(Roulland et al. 2011, Bende et al. 2007).

Etwa 20% aller FL weisen keine t(14;18)-Translokation auf, zeigen jedoch
trotzdem ahnliche Symptome (Zhu et al. 2019). Die Pathogenese des FL mit und

ohne BCL2-Rearrangement ist nach wie vor Gegenstand der Forschung.

Neuere Studien zeigen, dass t(14;18)-negative FL keine einheitliche Entitat
darstellen, sondern genetisch und biologisch heterogen sind. Leich et al.
beobachteten bei diesen Fallen eine verminderte CD10-Expression, haufigere
MUM1-Positivitdt sowie eine erhdhte Proliferation, was auf biologische
Unterschiede zum klassischen, t(14;18)-positiven FL hinweist (Leich et al. 2016).
Nann at al. konnten diese Heterogenitat genetisch untermauern und
identifizierten zwei genetisch unterschiedliche t(14;18)-negative Gruppen mit
charakteristischen Mutationsprofilen, unter anderem mit haufigen STAT6-,
CREBBP- und TNFRSF14-Veranderungen, bei gleichzeitigem Fehlen
struktureller oder regulatorischer Veranderungen im BCL2-Gen, wie sie flr
t(14;18)-positive FL charakteristisch sind (Nann et al. 2020). Auch Salaverria et
al. beschrieben t(14;18)-negative FL als genetisch vielgestaltige
Krankheitsgruppe mit klar unterscheidbaren Subtypen, darunter nodale
Varianten mit STAT6-Mutationen, extranodale Falle mit abweichender
Mutationssignatur sowie padiatrische Subtypen (Salaverria, Weigert, and
Quintanilla-Martinez 2023).

10



Die beschriebenen molekularen und klinischen Unterschiede der t(14;18)-
negativen Subtypen stitzen die Annahme, dass die Abwesenheit der t(14;18)-

Translokation mit alternativen pathogenetischen Mechanismen einhergeht.

1.1.2.1 Weitere Faktoren in der Krankheitsentwicklung
Abgesehen von der t(14;18)-Translokation konnen im BCL2-Gen selbst auch
punktuelle Mutationen vorliegen. Es handelt sich dabei um das Ergebnis der
somatischen Hypermutation (SHM). Die SHM ist ein zentraler Mechanismus der
adaptiven Immunantwort, der in aktivierten B-Zellen innerhalb der Keimzentren
stattfindet. Sie ermdglicht die Affinitatsreifung von Antikérpern und wird durch das
Enzym activation-induced cytidine deaminase (AID) initiiert, das gezielte
Punktmutationen in den variablen Regionen der Immunglobulin-Gene hervorruft,

aber auch andere Gene in B-Zellen betreffen kann (Muramatsu et al. 2000).

Beim FL kommt es haufig zu Stérungen in der Regulation der SHM. Dabei
kbnnen auch andere Gene mutieren, darunter Onkogene und
Tumorsuppressorgene wie BCL6 und MYC. Dadurch kann es zur Transformation
von B-Zellen und der Entstehung des FL kommen (Pasqualucci et al. 2014,
Pasqualucci and Dalla-Favera 2015, Loeffler et al. 2015). Eine wichtige
Untergruppe solcher Mutationen sind sogenannte Missense-Mutationen, bei
denen ein einzelnes Nukleotid in der DNA verandert wird, was zu einer
Austausch-Mutation einer Aminosauresequenz des Proteins fihrt. Nicht alle

Missense-Mutationen mussen funktionelle Konsequenzen haben.

Daruber hinaus spielen epigenetische Mechanismen eine zentrale Rolle in der
Pathogenese des FL, wie die Modifikationen von Histonproteinen, welche die
Chromatinstruktur  und  damit die  Zuganglichkeit der DNA fur
Transkriptionsfaktoren regulieren. Mutationen in Histon-Modifikatoren wie EZH2,
KMT2D, CREBBP sind im FL sehr haufig und gehdéren zu den frihesten
genetischen Ereignissen in der Lymphomentwicklung. Sie schaffen ein
epigenetisches Umfeld, das die Krankheitsentwicklung beginstigt (Okosun et al.
2014, Pasqualucci et al. 2014, Loeffler et al. 2015)

Neben diesen zellinternen Mechanismen stellt auch die Interaktion der malignen

B-Zellen mit ihrer immunologischen Mikroumgebung einen weiteren wichtigen
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Faktor in der Pathogenese des FL dar. Malige B-Zellen sind stark auf den
Austausch mit nicht-neoplastischen Zellen wie FDCs, follikularen T-Helferzellen,
regulatorischen T-Zellen, Makrophagen und Stromazellen angewiesen. Diese
Zelltypen fordern die Zellproliferation, unterdricken die Apoptose und modulieren
die Immunantwort zugunsten der Tumorzellen. Auf diese Weise unterstitzt die
Tumormikroumgebung (TME) das Uberleben und die Persistenz der FL-Zellen
(Perrett, Edmondson, and Okosun 2022, Nishikori 2024).

1.1.2.2 Weitere Translokationen (BCL6, MYC)

Neben der in der vorliegenden Untersuchung vorrangig behandelten t(14;18)-
Translokation, sind weitere genomische Umlagerungen an der Entstehung und
dem Fortschreiten des FL beteiligt. Eine davon betrifft das BCL6-Gen, das flr
den Transkriptionsfaktor kodiert, der essenziell fir die Reifung und Selektion von
Keimzentrums-B-Zellen ist (Falini & Mason 2002). BCL6 fungiert dabei als
zentraler Regulator der Keimzentrumsreaktion, indem es Gene unterdrickt, die
an Apoptose, DNA-Schadensantwort und Differenzierung beteiligt sind. So
konnen sich Keimzentrums-B-Zellen trotz starker Zellteilung und genetischem
Stress weiter vermehren, ohne frihzeitig abzusterben oder zu differenzieren
(Falini and Mason 2002, Hatzi and Melnick 2014).

Die aberrante Uberexpression von BCL6, sei es durch Translokationen oder
genomische Amplifikationen verursacht, tragt wesentlich zur Lymphomgenese
bei, indem sie mehrere tumorbiologisch relevante Prozesse antreibt. Einerseits
hemmt BCL6 den programmierten Zelltod der B-Zellen, unter anderem durch
Repression von Tumorsuppressoren wie TP53, was die Zellen unempfindlich
gegenuber DNA-Schaden macht. Andererseits blockiert es die weitere
Differenzierung der Keimzentrums-B-Zellen, insbesondere durch Unterdrickung
von Transkriptionsfaktoren wie PRMD1 (BLIMP1) und IRF4, die fur den Austritt
aus dem Keimzentrum und die Plasmazelldifferenzierung erforderlich sind.
Daruber hinaus fordert eine anhaltend erhdohte BCL6-Aktivitat die Proliferation

der Lymphomzellen im Keimzentrumsstadium (Hatzi and Melnick 2014).

Durch dieses Zusammenwirken von Apoptosevermeidung,

Differenzierungsblockade und Proliferationssteigerung wirkt BCL6 als wichtiges
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Onkogen in der Pathogenese des FL und erganzt die durch BCL2 vermittelte

Uberlebenssteigerung der Zelle (Hatzi and Melnick 2014).

In etwa 5-15% der FL-Falle lassen sich BCL6-Rearrangements nachweisen,
insbesondere in t(14;18)-negativen Subtypen oder in Fallen mit Transformation
zu einem Diffusen groRzelligen B-Zell-Lymphom (DLBCL) (Kim et al. 2020, lkoma
et al. 2022, Leich et al. 2016, Wahlin et al. 2012). Interessanterweise kdnnen
BCL6-Translokationen auch in Kombination mit BCL2-Rearrangements
vorkommen, was oft mit einem ungunstigeren klinischen Verlauf assoziiert ist
(Kim et al. 2020, lkoma et al. 2022, Pasqualucci et al. 2014). In seltenen Fallen
kann auch ein Triple-Hit-FL vorliegen, bei dem zusatzlich eine MYC-
Translokation besteht, was eine noch schlechtere Prognose bedingt (Leich et al.
2016, Ikoma et al. 2022, Miyaoka et al. 2018).

BCL6-Rearrangements finden sich vermehrt in hdhergradigen FL (insbesondere
Grad 3A/3B). Studien belegen, dass BCL6-Translokationen bei FL Grad 3
signifikant haufiger auftreten, vor allem in t(14;18)-negativen Fallen (Ikoma et al.
2022, Salaverria, Weigert, and Quintanilla-Martinez 2023). Auch eine Studie von
Pan und Wang aus dem Jahr 2012 beschreibt eine Haufung dieser
Umlagerungen in hohergradigen FL (Pan and Wang 2012). Daruber hinaus
zeigte eine Studie von Diaz-Alderete et al. ebenfalls, dass BCL6-translozierte
Falle ohne BCL2-Translokation Uberwiegend bei héhergradigen FL zu finden
waren, wahrend doppelt positive Falle mit BCL2- und BCL6-Translokationen
meist bei niedriggradigen FL auftraten. Dies weist auf unterschiedliche

pathogenetische Mechanismen hin (Diaz-Alderete et al. 2008).

Eine umfassende molekulare Analyse von t(14;18)-negativen FL ergab, dass
BCL6-Translokationen als moglicher funktioneller Ersatz far BCL2-
Umlagerungen dienen konnten (Nann et al. 2020, Salaverria, Weigert, and
Quintanilla-Martinez 2023). Diese Falle zeigen haufig eine positive CD10- und
BCL6-Expression, aber keine BCL2-Translokation. Histologisch entsprechen sie

dennoch einem klassischen FL.

Zwei von Nann et al. beschriebene Subtypen (beide CD23+, STAT6-positiv und
BCL2-negativ) mit den Clustern A1 (u.a. STAT6+/TNFRSF14-), B2 (u.a.
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CREBBP+/STAT6-) und eine Gruppe mit BCL6-Translokation wurden in der
Studie von Salaverria et al. aufgegriffen und in ein weiter gefasstes klinisch-
molekulares Klassifikationsschema integriert (Nann et al. 2020, Salaverria,
Weigert, and Quintanilla-Martinez 2023).

Daneben lokalisierten Salaverria et al. in der Untergruppe der nodalen Falle noch
das FL mit BCL6-Rearrangement das klinisch dem BCLZ2-positiven FL ahnelt
(Salaverria, Weigert, and Quintanilla-Martinez 2023). Die BCL6-Translokation
tritt einerseits vermehrt bei FL Grad 3B auf, welche in dieser Studie
ausgeschlossen wurden, aber auch in etwa 20% der t(14;18)-negativen FL Grad
1-3A (Nann et al. 2020).

Diese Form zeigt eine klinische und histologische Nahe zum klassischen FL, ist
jedoch genetisch eigenstandig und weist meist keine BCL2-Expression auf (Nann
et al. 2020, Salaverria, Weigert, and Quintanilla-Martinez 2023). Daher ist davon
auszugehen, dass auch solche Falle in BCL2-expressionsfokussierten Studien,

wie der hier vorgelegten Arbeit unterreprasentiert sind (Zamo et al. 2018).

Auch MYC-Translokationen sind in FL nachgewiesen worden, wenn auch
deutlich seltener. In einer grol angelegten Studie fanden Chaudhary et al. bei 10
von 522 FL-Fallen eine MYC-Umlagerung, ohne dass sich hier spezifische
histologische Auffalligkeiten zeigen wirden (Chaudhary et al. 2021). Diese MYC-
positiven FL scheinen vor allem in fortgeschrittenen Stadien oder im Rahmen
einer Transformation relevant zu sein (Zamo et al. 2018). Man geht davon aus,
dass sie die Tumorentwicklung weiter vorantreiben (Leich et al. 2016). Im
transformierten FL kénnen MYC-Deregulationen Zellwachstum, Stoffwechsel
und genomische Instabilitdt fordern und tragen so zur Progression bei (Devan,
Janikova, and Mraz 2018, lkoma et al. 2022).

1.1.3 Klinisches Bild
Indolente Lymphome wie das FL wachsen im Gegensatz zu den aggressiven
Lymphomtypen Uberwiegend langsam, teils Uber Jahrzehnte. Da die

Patient:innen meist sehr lange asymptomatisch sind und auch die klassische B-
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Symptomatik nur selten beobachtet werden kann, ist das FL bei der
Diagnosestellung haufig bereits in einem fortgeschrittenen Stadium und weit
verbreitet in den Lymphknoten zu finden. Ein lokalisierter Befall liegt in lediglich
10-20% der Falle vor (The Non-Hodgkin’s Lymphoma Classification Project 1997,
1997, S3-Leitlinie Follikulares Lymphom 2020).

Das klinische Erscheinungsbild ist variabel, wobei ein Zusammenhang zwischen
den unterschiedlichen klinischen Formen des follikularen Lymphoms und den
verschiedenen, zugrundeliegenden genetischen Aberrationen gesehen wird
(Pastore et al. 2015). Die Erkrankung prasentiert sich initial meist durch eine
Lymphadenopathie, besonders im Hals- und Nackenbereich bzw. im
Gastrointestinaltrakt, aber auch das Knochenmark, die Milz und Wirbelkorper
kénnen eine Beteiligung aufweisen und FL-Zellen enthalten. Deutlich seltener
betroffen ist das periphere Blut (Freedman and Jacobsen 2020, Kukreti et al.
2004, Schmidt et al. 2015).

Wie bei den allermeisten Hodgkin- und Non-Hodgkin-Lymphomen ublich, wird
die Ausbreitung der FL mithilfe der Ann-Arbor-Klassifikation beschrieben. Es gibt
die Stadien -1V, die Einteilung beeinflusst die Prognose und Therapieplanung
entscheidend. Zur Anwendung kommt eine Modifikation der Ann-Arbor-

Klassifikation, die Lugano-Klassifikation (Cheson et al. 2016).

Etwa ein Drittel der FL transformiert im Krankheitsverlauf in eine aggressivere
Form. Haufig treten dann rasches Tumorwachstum und B-Symptome wie Fieber,
Nachtschweil® und Gewichtsverlust auf (Gribben 2015, Al-Tourah et al. 2008,
Lossos and Gascoyne 2011). Meist handelt es sich dabei um eine Transformation
zum DLBCL, seltener zu anderen aggressiven B-Zell-Lymphomen mit MYC-,
BCL2- und/oder BCL6-Rearrangements und nur in Ausnahmefallen zum
Hodgkin-Lymphom (Trecourt et al. 2022). Solche DLBCL mit MYC, BCL2-
und/oder BCL6-Translokation wurden bisher als Double-Hit oder Triple-Hit-
Lymphome bezeichnet und wird in den letzten Jahren als High-Grade B-Cell

Lymphom (HGBL) in eine eigene Gruppe eingeordnet (Swerdlow et al. 2016).

Das Risiko einer Transformation liegt bei etwa 1-3% pro Jahr, insgesamt wird sie
bei 10 bis 60% der Patient:innen beobachtet (Al-Tourah et al. 2008, Link et al.
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2013). Zu den Risikofaktoren zahlen genetische Veranderungen wie Mutationen
in TP53 oder MYC sowie ein unzureichendes Ansprechen auf die
Erstlinientherapie und ein hoher FLIPI-Score (Lossos and Gascoyne 2011, Horn
et al. 2018, Xerri et al. 2016). Die Transformation erfolgt meist innerhalb der

ersten 2,5 bis 4 Jahre nach Diagnosestellung.

Zuverlassige pradiktive Marker, immunologischer oder genetischer Art, konnten
bislang nicht etabliert werden. Im Fall einer Transformation zum DLBCL
verschlechtert sich die Prognose deutlich, auch wenn sich das Gesamtiberleben
durch moderne Immunchemotherapie verbessert hat (Casulo, Burack, and
Friedberg 2015). Die Uberlebensdauer nach Transformation liegt je nach Studie
zwischen 1,2 und 1,8 Jahren (Al-Tourah et al. 2008, Kridel, Sehn, and Gascoyne
2012, Pasqualucci et al. 2014). Dabei zeigen Studien, dass ein spateres
Auftreten der Transformation mit einem besseren Gesamtiberleben assoziiert ist
(Link et al. 2013).

1.1.3.1 Therapie
Die Therapie richtet sich nach dem Stadium, dem Allgemeinzustand und den
Komorbiditaten. Es kann eine Strahlentherapie, eine Systemtherapie mit
Chemotherapeutika bzw. Immuntherapien eingesetzt werden. Eine autologe
Stammzell-Transplantation wird in der Primartherapie nicht empfohlen (Jacobsen
2022).

In Stadium | und Il (lokalisiert) wird haufig eine Bestrahlung (ggf. mit zusatzlicher
Gabe des Anti-CD20-Antikorpers Rituximab) der betroffenen
Lymphknotenregionen durchgefuhrt. Rituximab fuhrt Uber die Bindung an das
CD20-Antigen zum Zelltod der Tumorzellen sowie reifen B-Lymphozyten.
(Jazirehi and Bonavida 2005). Die Kombination aus Chemotherapie und einem
Anti-CD20-Antikérper fihrt in etwa 50% der Falle zu einer Remission
(Morschhauser et al. 2022). Darunter versteht man das Nachlassen oder
Verschwinden der Symptome als Folge einer wirksamen Behandlung. Allerdings
sind wiederholte Rezidive haufig. In den fortgeschrittenen Stadien ist bei
asymptomatischen Patient:innen die aktive Uberwachung (,watch and wait*) das

Vorgehen der Wahl. Eine medikamentose Behandlung erfolgt nur beim Auftreten
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klinischer Symptome (Brice et al. 1997). Auch bei alteren Patient:innen Gber 70
Jahren, die von niedriggradigen Lymphomen betroffen sind, wird im Fall eines
asymptomatischen Verlaufs vorzugsweise eine ,watch and wait“-Strategie
verfolgt (Ardeshna et al. 2014, Brice et al. 1997). Bezlglich der Therapie von FL
mit BCL2- und MYC-Rearrangement wurde hingegen auch bei niedriggradigen
Fallen ein besseres Ansprechen auf vergleichsweise intensivierte

Therapiestrategien beobachtet (Miao et al. 2016).

Im Behandlungsverlauf kann es zur Entwicklung von Resistenzen kommen oder
sich Uber die Transformation eine aggressivere Variante entwickeln, sodass eine
komplette Heilung bisher nicht mdglich ist (Kridel, Sehn, and Gascoyne 2012,
Casulo and Barr 2019). Durch die Therapiemdglichkeiten konnte das

durchschnittliche Gesamtiiberleben aber entscheidend verbessert werden.

1.1.3.2 Prognose
Zur Einstufung der Prognose des FL wird der FLIPI (Follicular Lymphoma
International Prognostic Index) verwendet (Solal-Celigny 2004). Es handelt sich

dabei um eine Modifikation des Internationalen Prognostischen Index (IPI).

Gemalt dem FLIPI-Score gibt es funf Faktoren, die mit einer schlechteren
Prognose einhergehen: Alter iber 60 Jahre, Hamoglobin unter 12 g/dL, erhdhtes
Serum-LDH (Laktatdehydrogenase), Ann-Arbor Stadium IllI/IV (gestreute
Krankheit im Lugano-System), und mehr als 4 betroffene Lymphknotenregionen.
Je mehr dieser Faktoren in einem Fall vorhanden sind, desto schlechter ist die
Prognose (Solal-Celigny 2004). Der FLIPI dient der Risikoeinschatzung, aber

derzeit nur sehr eingeschrankt der Therapieentscheidung (Pastore et al. 2015).

Ein starker Hinweis auf eine mogliche schlechte Prognose scheint, neben
allgemeinen Faktoren, eine frihe Progression der Erkrankung innerhalb von zwei
Jahren nach einer Erstlinientherapie mit CHOP (Chemotherapieschema mit
Cyclophosphamid, Hydroxydaunorubicin, Vincristin und Prednisolon) plus
Rituximab zu sein (Casulo et al. 2015).

Anhand von Daten aus mehreren deutschen Krebsregistern ergab sich Anfang

der 2000er Jahre eine mittlere Fiinfiahres-Uberlebensrate von etwa 78% bei
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Frauen und 76% bei Mannern. Das Funfjahres-Uberleben zeigte sich in einer
Studie auch abhangig vom histologischen Grad. Die Funfjahrestberlebensrate
betrug bei Patient:innen mit FL Grad 1 80%, 75% bei Grad 2 und 66% bei Grad
3 (Pulte et al. 2013).

Wahrend Nastoupil et al. keine Vorteile einer fruhzeitigen Behandlung von FL-
Patient:innen im Stadium 1I-IV auf die Uberlebenszeit feststellen konnten
(Nastoupil et al. 2016), berichteten Link et al. gegenteilige Ergebnisse (Link et al.
2013). Eine systematische Analyse von Mozas et al. zeigte Uber vier Jahrzehnte
hinweg eine stetige Verbesserung der Therapieergebnisse. Die komplette
Remissionsrate stieg von 48 auf 70%, das 5-Jahres-Gesamtuberleben von 77
auf 86% (Mozas et al. 2020).

Inwieweit  genomische Veranderungen, die Genexpression und
immunhistochemische Marker fir die Prognose herangezogen werden kdnnen,
ist derzeit noch nicht eindeutig geklart, eine umfassende Validierung steht noch
aus. Auch ihr Einfluss auf Therapieentscheidungen bei einzelnen Kranken und
aulerhalb klinischer Studien ist bislang ungeklart (Campo et al. 2022, Xerri et al.
2022).

Bei Patient:innen mit FL Grad 1-3A zeigt sich das klinische Outcome bei
vergleichbaren Therapieregimen sehr ahnlich (Chau et al. 2003, Pham et al. n.d.,
Wahlin et al. 2012, Rimsza et al. 2018), weshalb auch die Patient:innenberatung
hinsichtlich Prognose und Therapieoptionen nicht anhand des WHO-Grades
orientiert werden soll, sondern eher an Faktoren wie Alter, LDH und dem

bisherigen therapeutischen Vorgehen (Pham et al. n.d.).

Falle von FL 3A mit t(14;18)(g32;21)-Translokation zeigten eine bessere
Prognose als solche ohne die entsprechende Translokation. Hinweisend auf
einen schlechteren Verlauf war hingegen das Auftreten von MYC-
Translokationen (Koch et al. 2016). Hochgradige FL sind Laurent et al. zufolge
morphologisch vielfaltig und weisen eine Reihe von Veranderungen im Genom
auf. Derartige FL wiesen ein schlechteres klinisches Outcome auf, als
vergleichbare Falle von FL Grad 1 oder 2 (Laurent et al. 2021).
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In Bezug auf das klinische Stadium scheinen BCL2-positive und negative FL im
fortgeschrittenen Stadium ein ahnliches Verhalten sowie Prognose zu zeigen
(Zamo et al. 2018, Leich et al. 2016).

1.2 Diagnostik

Zur Routinediagnostik des FL zahlt neben der klinischen Untersuchung, der
Blutentnahme und der Knochenmarksuntersuchung auch die histologische
Untersuchung meistens der Lymphknoten. Das Gewebe wird mittels
Biopsie/Feinnadelaspiration und dieser folgend oder primar mittels LK-
Exstirpation gewonnen. Die pathologische Analyse umfasst neben den
Standardfarbungen  einige  histochemische sowie regelmallig auch
molekularpathologische Untersuchungen, auf welche in den folgenden Kapiteln

sowie in der Abhandlung zur Durchfihrung weiter Bezug genommen wird.

1.2.1 Histologie

Das FL ist eine Neoplasie von Keimzentrums-B-Zellen, den Zentrozyten und ihrer
Vorlaufer, den Zentroblasten. Das Wachstum stellt sich typischerweise durch
eine follikulare Anordnung von neoplastischen Zellen dar. Es zeigen sich
multiple, dicht benachbarte, nicht polarisierte Follikel aus Zentrozyten und
Zentroblasten, und einigen reaktiven T-Zellen. Die Zentrozyten sind meist etwas
groRer als Lymphozyten und weisen einen gekerbten oder langlich geformten
Zellkern auf. Das Zytoplasma ist eher sparlich und schwer zu erkennen, die
Nucleoli sind meist nicht erkennbar. Die Zentroblasten sind bis zu dreimal so grof3
wie kleine Lymphozyten, die Zellkerne sind im Vergleich zu den Zentrozyten
deutlich runder bis oval geformt mit peripher lokalisierten Nucleoli und
aufgelockertem Kernchromatin (Xerri et al. 2016, Swerdlow et al. 2016). Auch
follikular dendritische Zellen konnen in den Follikeln gefunden werden,

Mantelzonen sind kaum sichtbar (Xerri et al. 2016).

Die charakteristischen follikularen Ansammlungen ahneln histologisch den
gutartigen Sekundarfollikeln, welche in den LK aus den Primarfollikeln entstehen
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(Lossos and Gascoyne 2011). Die Diagnose wird anhand des histologischen
Bildes gestellt. Keimzentren haben in der Regel viele Sternhimmelmakrophagen
und Mitosen, beim FL fehlt dieses Bild. Dagegen breiten sich die Knoten beim FL
haufig ins Fettgewebe und den LK herum aus, was reaktiv fast nicht vorkommt.
Die Anteile von Zentrozyten und Zentroblasten konnen stark variieren, meist
Uberwiegen die Zentrozyten deutlich. Auch Anteile von grof3en transformierten
Zellen und einem wenigstens teilweise follikularen Wachstumsmuster sind
beschrieben (Xerri et al. 2016).

Selten treten Falle mit einem komplett diffusen Wachstumsmuster auf. Auch in
diesen Fallen weisen die neoplastischen Zellen immer noch die morphologischen
und immunphanotypischen Eigenschaften der Keimzentrums-B-Zellen auf.
Morphologisch prasentiert das FL neben der Einwanderung der kleineren
Zentrozyten und groReren Zentroblasten eine zerstdrte Lymphknotenarchitektur
(Adam et al. 2013).

Begleitend ist ein positives Bild in den immunhistochemischen Farbungen fir
Keimzentrumsmarker wie CD10 oder BCL6 zu erwarten. Die Expression der
Keimzentrumsmarker ist vor allem aufRerhalb der Knoten pathologisch. Sollte
vorerst kein follikulares Wachstumsmuster erkennbar sein, kann dieses mit
erganzenden Markern, fir FDC beispielsweise mittels CD23 oder CD21, zum Teil
noch unterstitzend dargestellt werden. Die FDC-Netzwerke sind beim FL eher
irregular expandiert, weniger kompakt als beim reaktiven Keimzentrum (Liu et al.
2013).

Histologisch werden traditionell die FL mit steigendem Anteil an Zentroblasten
der neoplastischen Follikel in die Grade 1, 2, 3A und 3B eingeteilt (Swerdlow et
al. 2016, Horn et al. 2018), wobei die FL Grad 3B grofl3e Unterschiede zeigten
(Swerdlow et al. 2017).

Auch in dieser Arbeit wurde mithilfe dieser Einteilung gearbeitet und die Falle
entsprechend eingestuft. Diese Grad-Einteilung wird anhand der Anzahl an
Zentroblasten pro high-power mikroskopischen Feld (HPF) mit einer
VergréRerung mittel x40 Objektiv, entsprechend 0,159mm? getroffen. Es ist notig,

die Malde des angewendeten HPF zu definieren, weil das tatsachliche HPF in
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seiner Grolie aufgrund von technischen Entwicklungen und unterschiedlichen
Kombinationen von Linsen und Mikroskopen vom Modell abhangig ist (Metter et
al. 1985, Cree et al. 2021). Dies hat eine grofe klinische Relevanz, da bei
grolleren HPF, und damit mehr sichtbaren Zentroblasten, ein Tumor potentiell
als héhergradig eingestuft werden konnte (Cree et al. 2021). Daruber hinaus sind
divergierende Zahlmethoden sowie das groRe morphologische Spektrum von
Zentroblasten zusatzlich erschwerend hinsichtlich der Vergleichbarkeit von
Ergebnissen (Metter et al. 1985).

Grad 1 und 2, die niedriggradigen FL, zeigen vor allem Zentrozyten, mit 0-15
Zentroblasten (Grad 1: 0-5 sowie Grad 2: 6-15) pro HPF, wahrend bei mehr als
15 Zentroblasten pro HPF von einem Grad 3A gesprochen wird, solange noch
Zentrozyten vorhanden sind. Bei Grad 3B sind ausschliel3lich Zentroblasten zu
sehen. Zudem wurde zusatzlich zwischen follikularem und diffusem
Wachstumsmuster differenziert. Im Fall eines diffusen Wachstums bei Grad 3B

sollte die Diagnose eines DLBCL gestellt werden (Swerdlow et al. 2017).

FL Grad 1-3A sind in ihren Eigenschaften ahnlich, wahrend Grad 3B sowohl
klinisch, epidemiologisch als auch genetisch deutliche Unterschiede aufweist,
sodass man sie in der Untersuchung klar abgrenzen sollte (Wahlin et al. 2012).
Klinisch fraglich ist, ob 3A in Bezug auf Verlauf und Behandlung mehr zu
niedriggradigen oder hohergradigen FL gezahlt werden sollte (Kroft 2019). Ein
gemeinsames Auftreten von FL Grad 3A und 3B im selben Gewebe ist sehr
ungewohnlich (Rimsza et al. 2018, Koch et al. 2016), auch jenes von 3B mit FL
1-2, wahrend regelmalig im selben Gewebe bei Grad 3A auch Bereiche mit FL
1-2 zu finden sind. Dahinter lasst sich eine unterschiedliche Pathogenese
vermuten (Koch et al. 2016), welche die geno- und phanotypischen Unterschiede
erklaren konnte. So prasentieren FL 3B unregelmallig BCL2- und BCL6-
Translokationen, wahrend FL 1-3A eher einheitliche Merkmale mit haufigen
BCL2-Translokationen aufweisen (Horn et al. 2011).

1.2.1.1 Immunhistochemie (IHC)
Im Rahmen der Immunphanotypisierung kann die Expression zahlreicher

Antikdrper untersucht werden, welche im Gewebe oder durch Tumorentstehung
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exprimiert werden. Sie ist ein wichtiger Bestandteil in der Diagnostik des FL.
Oberflachenmarker sind stets Proteine, die auf der Zelloberflache exprimiert
werden und als Erkennungsmerkmale fur verschiedene Zelltypen dienen. Es
werden dabei spezifische Oberflachenmarker verwendet, um bestimmte
Zelltypen zu identifizieren. Sie kdnnen auch als Angriffspunkt fur Therapien

dienen oder als Messgrofie fur deren Erfolg.

Wichtige Marker, die bei der Diagnostik des FL eine bedeutende Rolle spielen,
sind, neben BCL2 (B-cell lymphoma 2), die Keimzentrumsmarker CD10 und
BCL6 und der B-Zell-Marker CD20 (Swerdlow et al. 2016).

BCL2 ist ein antiapoptotisches Protein, das eine zentrale Rolle in der Regulierung
des Zellzyklus hat. Eine Uberexpression hemmt den programmierten Zelltod —
auch in malignen Zellen — und beglnstigt so deren Uberleben (Tsujimoto et al.
1984, Godon et al. 2003, Zhu et al. 2019). In der Immunhistochemie ermdglicht
die BCL2-Positivitat die Abgrenzung neoplastischer Follikel von reaktiven, da
letztere typischerweise keine BCL2-Expression zeigen (Xerri et al. 2016, Béné et
al. 2011). BCL2 wird in 85-90% der FL Grad 1 und 2 exprimiert (Marafioti et al.
2013) und stellt daher ein zentrales Kriterium in der histopathologischen
Routinediagnostik des FL dar (Nann et al. 2020, Vaandrager et al. 2000). Mit
zunehmendem histologischen Grad des FL nimmt die Expression von BCL2
allerdings ab (Horn et al. 2011, Wahlin et al. 2012).

1.2.2 Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH)

Die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung wird in der Routinediagnostik haufig
verwendet, um genetische Umlagerungen nachzuweisen. Im Fall des FL wird
diese Methode haufig zum Nachweis der t(14;18)-Translokation eingesetzt,

insbesondere, wenn keine BCL2-Expression nachweisbar ist.

In der vorliegenden Arbeit wurde mit drei BCL2-Sonden verschiedener Hersteller
gearbeitet. Zudem wurde die BCL6-Translokation untersucht und zusatzlich die

IGH/BCL2-Fusionsprobe angewendet.
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Weiterfuhrend kann bei starkem Verdacht auf ein in der FISH nicht erfasstes
Rearrangement noch eine PCR oder, besonders in Studien, Next-Generation

Sequencing (NGS) angewendet werden.

1.3 Fragestellung dieser Arbeit

Die t(14;18)(q32;21)-Translokation ist in 65% bis zu 85% der Falle des follikularen
Lymphoms nachweisbar (Pezzella et al. 1990, Vaandrager et al. n.d., Masir et al.
2009, Leich et al. 2009). Dabei wird das BCL2-Gen vom Chromosom 18921 an
den Immunglobin-Schwerketten-Locus (/GH) auf Chromosom 14q32 verlagert.
Infolge dieser genomischen Umlagerung gerat BCLZ2 unter die Kontrolle
regulatorischer Elemente des [IGH-Locus, was zu einer anhaltenden
Uberexpression des antiapoptotischen Proteins BCL2 fiihrt. Die daraus
resultierende Uberexpression hemmt die Apoptose und fordert damit das
Uberleben maligner Zellen (Tsujimoto et al. 1984, Godon et al. 2003, Zhu et al.
2019).

Infolge dieser Zusammenhange hat sich die immunhistochemische Bestimmung
der BCL2-Expression als diagnostischer Standard etabliert (Nann et al. 2020,
Vaandrager et al. 2000). Etwa 85-90% der FL zeigen eine deutliche
Uberexpression von BCL2, wahrend sie in rund 10-15% der Félle ausbleibt
(Adam et al. 2013). Bei nahezu allen FL mit nachweisbarer t(14;18)-Translokation
ist erwartungsgemaR auch eine BCL2-Uberexpression vorhanden (Leich et al.
2009).

Allerdings zeigen bisherige Studien ein heterogenes Bild bezlglich des
Auftretens der t(14;18)-Translokation in unterschiedlichen Krankheitsstadien
sowie hinsichtlich der Korrelation mit der BCL2-Expression. Daraus ergibt sich
die zentrale Fragestellung nach der Aussagekraft der BCL2-Immunhistochemie

als verlasslichem Marker fur die t(14;18)-Translokation.

Ziel dieser Arbeit ist es, die diagnostische Bedeutung der BCL2-
Immunhistochemie im Hinblick auf das Vorliegen der t(14;18)(q32;21)-

Translokation beim FL zu untersuchen und ihre Eignung als Biomarker kritisch
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zu evaluieren. Zu diesem Zweck wurden FL-Falle mit positiver BCL2-
Immunreaktion mittels Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung auf das Vorliegen der
t(14;18)-Translokation bzw. eine IGH/BCL2-Fusion untersucht.

Ein erganzendes Ziel bestand darin, die diagnostische Leistungsfahigkeit
unterschiedlicher FISH-Sonden beim Nachweis der /IGH/BCL2-Translokation
vergleichend zu analysieren. Dazu wurden drei Break-Apart-Sonden und eine
Dual-Fusionssonde hinsichtlich Sensitivitat, Signalstarke und Anwendbarkeit im

Routinelabor evaluiert.

Zusatzlich wurde die seltenere BCL6-Translokation untersucht, welche ahnlich

der BCL2-Umlagerung, zur Lymphomgenese beitragen kann.

Ein vertieftes Verstandnis der molekularen Veranderungen, allen voran der
t(14;18)-Translokation, ist essenziell fur das Verstandnis der Pathogenese des
FL. Ebenso bildet es die Grundlage fur die Entwicklung zielgerichteter Therapien,
insbesondere mit Blick auf unterschiedliche Krankheitsstadien und molekulare
Subtypen (Kridel, Sehn, and Gascoyne 2012, Salaverria, Weigert, and
Quintanilla-Martinez 2023).

2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Studienkohorte

Voraussetzung fur den Studieneinschluss waren die Verfiigbarkeit mindestens
eines kompletten Lymphknotenexzidates und das Vorliegen einer
Einwilligungserklarung der Patientiinnen. Stanzbiopsien wurden somit
ausgeschlossen. Die Untersuchungen wurden ausschlief3lich an Lymphknoten
durchgefuhrt, welche in Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet (FFPE)

wurden und sich im Archiv des Tubinger Instituts fir Pathologie befanden.

Es handelte sich dabei alleinig um fur die Routine-Diagnostik enthommene

Praparate, die nicht mehr fur weiterfUhrende Diagnostik bendétigt wurden. Die
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Gewebeproben wurden hierbei nicht komplett verbraucht, da fur die

Untersuchungen ein Tissue Microarray (TMA) erstellt wurde.

Es wurden ausschlieBlich Gewebeproben von Patientiinnen verwendet, bei
denen bei der Routinediagnostik ein FL Grad 1-3A bereits festgestellt worden

war.

Diejenigen Falle, welche die zusatzlichen Diagnosen eines ISFN oder einer
DLBCL aufwiesen, wurden von den Untersuchungen ausgeschlossen. Auch FL
mit einem diffusen Wachstum wurden nicht inkludiert. AuRerdem mussten die

vorliegenden Falle eindeutig eine BCL2-Expression aufweisen.

Die Studie wurde der Ethikkommission des Universitatsklinikums Tubingen zur
Prufung vorgestellt und die Durchfuhrung genehmigt (320/2019B0O2).

2.1.2 Antikérper Immunhistochemie

Antikorper (Klon) Hersteller Protokoll Verdiinnung Vorbehandlung

BCL2 (100/D5) DCS, Hamburg, 30 1:20 CC1 Std
Deutschland

BCL6 (GI191/A8) Zytomed, Berlin, 116 1:50 CC1 Mild
Deutschland

CD3 (2GV6) Roche, Penzberg, 72 rtu (ready to CC1 Std
Deutschland use)

CD10 (56C6) Novocastra, 38 1:100 CC1 Std
Wetzlar,

Deutschland
CD20 (L26) DAKO, Hamburg, 412 1:1000 CC1 Std
Deutschland

Tabelle 1: Antikérper der Immunhistochemie

In allen immunhistochemischen Farbungen wurde zur Vorbehandlung ULTRA
Cell Conditioning Solution ULTRA CC1 (Ventana) und das OptiView DAB IHC

Detection Kit (Ventana) als Detektionssystem eingesetzt.
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2.1.3 Sonden Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

Sonde Hersteller

BCL2- Vysis® LS| BCL2 Dual Color Break Abbott Molecular, Wiesbaden,
Translokation Apart Rearrangement Probe Deutschland

BCL2- ZytoLight® SPEC BCL2 Dual Color Zytomed Systems, ZytoVision,
Translokation Break Apart Probe Bremerhaven, Deutschland
BCL2- MetaSystems® XL BCL2 Break Apart MetaSystems Probes,
Translokation Probe Altlussheim, Deutschland
BCL6- Vysis® LS| BCL6 Dual Color Break Abbott Molecular, Wiesbaden,
Translokation Apart Rearrangement Probe Deutschland

IGH/BCL2- Vysis® LS| /IGH/BCL2 Dual Color Abbott Molecular, Wiesbaden,
Fusionsprobe Dual Fusion Translocation Probe Deutschland

Tabelle 2: Sonden der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

2.1.3.1 Lokalisation der Signale

Zentromer 3 Region 5 Telomer
18921.33-
g22.1
Vysis BCL2 Grune Sonde BCL2-Gen Licke Rote
Break Apart ~854kb mit Sonde
Probe FVT1-  ~608kb
Gen
MetaSystems Rote Sonde Licke = Grine
BCL2 Break 358kb Sonde
Apart Probe 349kb
ZytolLight Grine @ Lucke Rote Sonde
BCL2 Break Sonde ~665kb
Apart Probe ~545kb

Tabelle 3: Details zur Lokalisation der BCL2-BA-FISH-Sonden

In Tabelle 3 sind moglichst genau die Bereiche aufgezeigt, in denen die grine
und die rote Sonde der jeweiligen BCL2 Break Apart Probe in der FISH zu einem
Signal fihren. Das BCL2-Gen liegt in der Region 18921.33. Die Sonden setzen

mit zwei verschiedenen Farben am 3°‘ und 5 Ende des Gens an.

In Abbildung 1 bei 5' besteht zwischen dem BCL2-Gen und dem Beginn der
Sonde noch eine kleine Lucke, bei 3° setzt die Sonde sehr knapp am Gen an. Die
Lange des Bereichs, in dem eine Sonde ansetzt, variiert je nach Hersteller, und

wird in kb (Kilobase) angegeben. (Eine kb entspricht 1000 Basenpaaren.) In
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Abbildung 1 ist hier als bildhaftes Beispiel zur Veranschaulichung die Lokalisation
der BCL2 BA-Sonde von MetaSystems® (MetaSystems Probes, Altlussheim,

Deutschland, im Folgenden kurz: MetaSystems) inkludiert.

(Vermerk: Leider wurde von den Herstellern der Vysis® (Abbott Molecular,
Wiesbaden, Deutschland im Folgenden kurz: Vysis) sowie der ZytoLight®-
Sonde (Zytomed Systems, ZytoVision, Bremerhaven, Deutschland, im
Folgenden kurz: ZytoLight) keine Erlaubnis zur Verwendung des Bildmaterials
erteilt.)

rHiz157a— B

348 kb

o0—
STSGE1939 A6

Abbildung 1: BCL2 Break Apart-Sonde von
MetaSystems, Probe Map

2.1.4 Verbrauchsmaterialien
Zur Anwendung kamen Materialien der Firmen Eppendorf, Zeiss, Sigma Aldrich,
PanReac, AppliChem, Roth, Abbot Molecular, Biozym, VWR, GFL, Menzel

Glaser, Marabu, Peske, Sarstedt und Merck.

2.1.5 Gerite
Gerit Hersteller
Farbeautomat HE Tissue-TEK-Prisma Sakura
Eindeckautomat HE Tissue-TEK-Glas Sakura

Farbeautomat IHC
Eindeckautomat IHC
Mikrotom

BenchMark ULTRA
Microm CTM6
Microm HM355S

Ventana Medical Systems
Thermo Scientific
Thermo Scientific
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TMA-Erstellung Manueller Tissue Microarrayer Beecher Instruments

Mikroskop/ Aufnahmen Axioskop 2 Plus Mikroskop Zeiss
Verwendete Objektive Plan-Neofluar x1.25/0.035, Zeiss
x2.5/0.075, x10/0.30, x20/0.50 und
x40/0.75
Fluoreszenzmikroskop Axio Imager.M2 mit ApoTome.2 Zeiss
System
Hybridisierung ThermoBrite System Vysis Instruments, Abbot
Molecular

Tabelle 4: Verwendete Geréte

2.2 Methoden

Die Diagnose der ausgewahlten Falle wurde im Rahmen der Studie nochmals
durch eine neuerliche Untersuchung frisch angefertigter HE-Schnitte und
immunhistochemischer Farbungen (BCL2, BCL6, CD3, CD10 und CD20)

Uberpruft und gesichert.

Anschlieend wurden Tissue Microarrays erstellt, und auch hier die
immunhistochemischen Farbungen durchgefuhrt, sowie FISH mit der BCL2
Break Apart-Sonde (Vysis), der BCL6 Break Apart-Sonde und der /IGH/BCL2-
Fusionssonde erstellt. Erganzend wurde die BCL2 Break Apart Probe mittels
zweier zusatzlicher BCL2 Break Apart-Sonden von alternativen Herstellern
(MetaSystems und ZytoLight) durchgefuhrt.

2.2.1 Hamatoxylin-Eosin (HE) Farbung

Zur histologischen und zytologischen Beurteilung wird routinemafig die HE-
Farbung eingesetzt. Dazu werden FFPE-Schnitte mittels Mikrotom (Thermo
Scientific) in einer Schnittdicke von 2,5um erstellt, entparaffiniert und
anschlielend zuerst mit Mayers-Hamatoxylin und anschliel3end mit Eosin durch
den Farbeautomaten (Sakura) gefarbt. Die basophilen Zellanteile wie die
Zellkerne erscheinen blau, wahrend die sauren Bestandteile wie das Zytoplasma

rot gefarbt werden.
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2.2.2 Tissue Microarray

Im Rahmen dieser Arbeit wurde aus den ausgewahlten Fallen ein Tissue
Microarray angefertigt. Mittels eines Tissue Microarray konnen auf einem
einzigen Objekttrager multiple Gewebeproben direkt miteinander verglichen
werden. Es kénnen auf diese Art sehr materialsparend und kostensparend mit
vergleichsweise wenig Aufwand verschiedene Untersuchungen wie
immunhistochemische Farbungen und FISH durchgefuhrt werden (Kononen et
al. 1998, Hans 2004). In dieser Studie wurden fur die 69 Falle zwei TMAs erstellt,
und in der Folge jede Untersuchung an Schnitten von diesen Bldcken
durchgefuhrt.

An neu angefertigten HE-Schnitten jedes FFPE-Lymphknotens wurden vorab
unter dem Mikroskop anhand der HE-Schnitte sowie der Schnitte mit BCL2-
immunhistochemischer Farbung follikelreiche Bereiche identifiziert und markiert.
Aus diesen Bereichen wurden pro Fall jeweils drei Stanzen von 0,6 pm
Durchmesser entnommen und mittels einem manuellen Tissue Microarrayer in
einem Raster mit einem Abstand von 1 mm in einen neuen Paraffinblock
eingebettet. Begleitend wurde ein Raster erstellt, welches gewahrleistet, dass
man die Bereiche auf dem TMA den einzelnen Fallen zuordnen kann. Als
Negativkontrolle wurde ein Bereich mit drei Stanzen aus Leberparenchym neben
dem Raster miteingebettet, um nicht-lymphatisches Gewebe zur Kontrolle

vergleichen zu kdnnen.

Das Risiko, durch die vergleichsweise kleinen Stanzen nicht den gewulnschten
Bereich abzubilden, wurde durch die vorhergehende Markierung minimiert.
Indem jeweils drei Stanzen eines Falles von unterschiedlichen Stellen
ausgewahlt wurden, wurden Ausschnitte verschiedener Bereiche einer

Gewebeprobe inkludiert.

2.2.3 Immunhistochemie
Die Immunhistochemie ist eine bewahrte Methode in der pathologischen
Diagnostik um antigene Strukturen, beispielsweise eines vom Tumor

exprimierten Proteins durch die Behandlung mit einem spezifischen Antikérper
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sichtbar zu machen. Diese Antikdrper binden an diese gewilnschte Struktur,
sofern sie im Gewebe vorhanden ist, und farben ebendiese Bereiche ein,
wahrend Areale, in denen das Protein nicht vorhanden ist, blass bleiben. In dieser
Arbeit wurden immunhistochemische Farbungen fur BCL2, BCL6, CD3, CD10
und CD20 sowohl an den Vollschnitten als auch an den TMAs durchgeflhrt.

Die histologischen und immunhistochemischen Farbungen erfolgten an 2,5 ym
Schnitten nach standardisierten Protokollen entsprechend den
Herstellerangaben mittels des automatisierten Benchmark Ultra Farbeautomaten
(Ventana Medical Systems, Tucson, AZ, USA). Der Entparaffinierung folgte eine
Vorbehandlung mit Ultra CC1 Cell Conditioning Losung (OptiView, Ventana).
Neben dem Aufbringen des Antikorpers in der empfohlenen Verdinnung erfolgte
aulRerdem die Anwendung des Detektionssystems (OptiView, Ventana) sowie die
Gegenfarbung mit Hamatoxylin und die Nach-Gegenfarbung mittels Bluing. Die
immunhistochemischen Farbungen wurden den allgemeinen Standards gemafn
durchgefuhrt, wie es auch beispielsweise bei Schmidt et al. oder Nann et al.
erfolgte (Nann et al. 2020, Schmidt et al. 2014).

Die jeweiligen Protokolle und zugehdrigen Verdunnungen der einzelnen

Antikdrper sind unter Kapitel 2.1.2 aufgelistet.

2.2.4 Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

Zur Detektion von Translokationen wird auch in der Routinediagnostik
regelmafig bei diagnostischen Zweifeln eine Fluoreszenz in situ Hybridisierung
durchgefuhrt. In dieser Studie wurde zum Nachweis der t(14;18)(q32;21)-
Translokation die BCL2 Break Apart-Sonde (Vysis LS| BCL2 Dual Color Break
Apart Rearrangement Probe, Abbott Molecular) angewendet. Um diese
standardmafig in der Diagnostik eingesetzte Sonde zu Uberprifen und
vergleichen zu kdnnen, wurde auf3erdem die SPEC BCLZ2 Dual Color Break Apart
Probe (ZytoLight) und die XL BCL2 Break Apart Probe (MetaSystems)

eingesetzt.
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Um als Gegenprobe das typische, erwartete IGH/BCL2-Rearrangement sichtbar
zu machen, wurde auRerdem die /IGH/BCL2-Fusionsprobe (Vysis LS| IGH/BCL2

Dual Color Dual Fusion Translocation Probe) untersucht.

Erganzend wurde aullerdem zur Untersuchung einer 1(3;14)(q27;932)-
Translokation die BCL6 Break Apart-Sonde (Vysis LS| BCL6 Break Apart Dual
Color Rearrangement Probe) angewendet. Die BCL6-Translokation wird

ublicherweise im Fall einer negativen BCL2-Translokation erganzend untersucht.

Die durchgefihrten FISH-Untersuchungen wurden mit drei Stanzen aus
Leberparenchym als Negativkontrolle verglichen, die in beiden TMA-Bl6cken
inkludiert wurden. Zur Kontrolle wurde aul3erdem die FISH mit den BCL2 BA-
Sonden von ZytoLight und MetaSystems noch an Vollschnitten wiederholt, um

die Ergebnisse der TMAs zu Uberprifen.

Die Fluoreszenz in situ Hybridisierungen erfolgten mittels ThermoBrite-System
an Schnitten der TMA Blocke mit einer Schnittdicke von 3,5 ym gemal den
jeweiligen Herstellerangaben wie auch von Vogelsberg et al. angewendet
(Vogelsberg et al. 2021). Die weiteren Details zu den eingesetzten FISH-Sonden

sind unter 2.1.3 aufgelistet.

Durch die FISH kénnen in Gewebeproben spezifische DNA-Sequenzen mit
fluoreszenzmarkierten Sonden hybridisiert werden, welche fur die Zielsequenz
spezifisch sind und diese Zielsequenz unter dem Fluoreszenzmikroskop sichtbar

machen kdonnen.

Die Auswertung erfolgte am Axio Imager (Zeiss) mit den Vergro3erungen von 5x,
10x, 20x, 40x, 63x, 100x. Es wurden jeweils alle 3 Stanzen jedes Falles analysiert
und durch mehrere speziell geschulte Personen unabhangig ausgewertet und die
Ergebnisse gegengepruft. Bei divergierenden Auswertungsergebnissen kam es

zu einer Konsensusbefundung.

Da diese Sonden regelmaRig zur Diagnostik eingesetzt werden, kam der hier
ublicherweise angewandte Cut-off von 10% zur Anwendung. Der Cut-off-Wert

beschreibt die Mindestanzahl von Zellen mit nachgewiesener Translokation bzw.
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ihren prozentualen Anteil, ab dem ein Fall als positiv fir eine Translokation

gewertet werden kann.

2.2.4.1 Die Hybridisierung am Beispiel der Vysis BCL2 Break Apart Probe
Zur Durchfuhrung der FISH gemal} den Vorgaben des Herstellers wurden die 3,5
pm dicken TMA-Schnitte, welche mittels Xylol entparaffiniert wurden, auf einen
Objekttrager aufgebracht. AnschlieRend erfolgte die Dehydrierung durch ein
Ethanolbad mit einer Konzentration von 100%. Es folgte die Trocknung und
weitere Vorbehandlung mit Natriumcitrat bei 95,5°C sowie die Anwendung von
Pepsin bei 37°C fur 4 Minuten. Die Denaturierung wurde mit 70% Formamid-
2xSSC-Arbeitslosung bei 73°C durchgefuhrt und mit 70% und 100% Alkohol
Behandlung abgeschlossen. Nach einem weiteren Trocknungsschritt wurden 1,5
pl der Sonde aufgetragen, nachdem sie mit einem Hybridisierungspuffer
gemischt und erwarmt wurden. Als nachster Schritt folgte die Abdichtung eines
Deckglases mit Fixogum. Die Hybridisierung erfolgte daraufhin im ThermoBrite
Inkubator bei 37°C fiir 6-16 h, Ublicherweise Uber Nacht.

Am zweiten Tag erfolgte die sogenannte Waschung, hier kamen verschiedene
Lésungen wie 2xSSC, sowie 2X SSC/0,3% NP-40 und Alkohol mit 70%, 85% und
100% Konzentration fir je 1 Minute zum Einsatz. Als Gegenfarbung wurde Dapi
| (Vysis) aufgebracht, bevor das Deckglas aufgesetzt wurde. Der gesamte
Prozess sollte moglichst lichtgeschutzt ablaufen und die Objekttrager im

Anschluss gekuhlt gelagert werden.

Das Besondere an der Erstellung der Vysis BCL2 BAP war, dass die
Hybridisierung zweifach wiederholt wurde, um hier eine mdgliche Fehlerquelle
auszuschlieen. Bei der 1. Wiederholung wurde die Vorbehandlung mit Pepsin
fir 7 Minuten verlangert und damit intensiviert, in der 2. Wiederholung fir 10
Minuten (Vorgaben des Herstellers laut Vysis BCL2 Break Apart FISH Probe Kit
REF 5N51-20 49-5861/R1 B5N511).
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3 Ergebnisse

3.1 Eigenschaften des Studienkollektivs

Zur Durchfuhrung dieser Studie wurde eine Kohorte von 100 Fallen angestrebt,
schlussendlich erfullten 69 Falle aus den Jahren 2005 - 2014 die
Einschlussbedingungen. Bei Diagnosestellung lag das Personenalter zwischen
39 und 88 Jahren. Das mediane Erkrankungsalter betrug 62,7 Jahre. 34 der
Patient:innen waren weiblich, 35 mannlich, es lag also ein sehr ausgeglichenes
Verhaltnis vor. Das durchschnittliche Alter (als arithmetisches Mittel berechnet)
bei Diagnosestellung der Manner lag bei 64,1 Jahren, jenes der Frauen bei 61,3

Jahren.

60 dieser Patient:innen, also ein Anteil von 87%, wiesen ein FL Grad 1-2 auf. Nur
9 der Falle (13%) zeigten ein FL Grad 3A, wie in Tabelle 5 ersichtlich.

Fallanzahl gesamt 69 Anzahl Anzahl
Anzahl/Gesamtfalle Frauen Manner
(prozentueller Anteil)

Geschlechterverteilung 34 35
Mittl Erkrank It

ittleres Erkrankungsalter 62.7 613 64.1

In Jahren
Alter bei Diagnosestellung der FL
Grad 3: 59,2 54,5 63
In Jahren
FL Grad 1-2 60 (87%) 30 30
FL Grad 3A 9 (13%) 4 5
Krankheitsstadium nach Ann
Arbor:
Stadium | 18 9
Frihstadium = 28 Falle
Stadium I 10 4
Stadium Il 16 8
Spatstadium = 33 Falle

Stadium IV 17 10 7
Fehlend, nicht erhebbar 8 1 7

Tabelle 5: Patient:innencharakteristika, FL = Follikuldres Lymphom
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Falle der Grade 1 und 2 wurden in einer gemeinsamen Gruppe betrachtet, da die
Graduierung, wie im Kapitel 1.2.1 ausgeflhrt, sehr subjektiv ist und eine strenge
Trennung nicht mehr durchgefuhrt wird. Sie machen den grof3ten Anteil der FL

aus und weisen einen ahnlichen Verlauf sowie eine vergleichbare Prognose auf.

Das Krankheitsstadium der Patient:innenfalle konnte nicht in jedem Fall
retrospektiv erhoben werden, es war fur 61 der 69 Falle vorliegend, und fehlte
bei 8 Fallen. Die Patient:innenfalle wiesen ein Stadium nach Ann-Arbor zwischen
| und IV auf, Manner und Frauen wiesen sehr ausgeglichene Krankheitsstadien

auf.

3.2 Histologie und Immunhistochemie
Die histologische Diagnose jedes inkludierten Falles wurde im Rahmen der
Zusammenstellung des Studienkollektivs Uberprift und gesichert. Dies erfolgte

auch durch die neuerliche Auswertung der immunhistochemischen Merkmale.

Makroskopisch lieRen sich bei den Uberwiegend follikular gewachsenen FL auch
mit freiem Auge zahlreiche, eng positionierte, ungeordnete und unregelmafig
geformte Follikel im oftmals vergroRerten LK erkennen. Auch eine Infiltration Uber

die Kapsel hinaus konnte bei einigen Fallen beobachtet werden.

Unter dem Mikroskop liel3 sich die von den neoplastischen Follikeln verdrangte
ursprungliche Architektur der Lymphknoten teils gut erkennen. Die
neoplastischen Follikel bilden, wenn Uberhaupt, nur sehr reduzierte Mantelzonen,

wohingegen sie bei Sekundarfollikeln typisch sind.

3.2.1 Auswertung der Imnmunhistochemie

Im Rahmen dieser Studie wurde an den TMAs die immunhistochemische
Expression von BCL2, BCL6, CD3, CD10 und CD20 untersucht. Die Auswertung
erfolgte unter Aufsicht von und in Ricksprache mit einem hamatopathologisch

erfahrenen Facharzt und einem Uberaus erfahrenen internationalen Experten fir
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Hamatopathologie. In der Auswertung wurde die Expression als positiv gezahlt,

wenn sich die Mehrheit der Tumorzellen mit dem Antikdrper angefarbt zeigten.

3.2.2 Ergebnisse der immunhistochemischen Farbungen

Stark positive Nicht-stark positive Negative Nicht auswertbar
Expression Expression Expression
Anzahl/Gesamtfélle Anzahl/Gesamtfalle Anzahl/Gesamtfalle Anzahl/Gesamtfalle
(prozentueller Anteil) (prozentueller Anteil) (prozentueller Anteil) (prozentueller Anteil)
BCL2 52/69 (75,4%) 17/69 (24,6%) / /
BCL6 66/69 (95,7%) / 3169 (4,3%) /
CD10  15/69 (21,7%) 53/69 (76,8%) 1/69 (1,4%) /
CD20 63/69 (91,3%) 6/69 (8,7%) / /
Viele angefiarbte Wenige angefarbte
T-Zellen T-Zellen
Anzahl/Gesamtfélle Anzahl/Gesamtfalle
(prozentueller Anteil) (prozentueller Anteil)
CD3  23/69 (33,3%) 44169 (63,8%) / 2/69 (2,9%)

Tabelle 6: Immunhistochemische Ergebnisse, alle Prozentangaben auf eine Dezimalstelle gerundet. Die
ausfiihrliche Ubersicht der Ergebnisse ist im Appendix inkludiert. Unter ,Stark positive Expression” werden
die Féalle mit starker Férbung (pp) gezéhlt, unter ,Nicht-stark positive Expression” werden sowohl die Félle
mit heterogen positiver Expression (hp), als auch mit schwacher (p) eindeutiger Expression und auch solche
mit zahlreichen positiven Zellen (zp) zusammengefasst, wie in der Ergebnistabelle aufgelistet. Im Fall der
CD3 Immunhistochemie wurde nach ,Viele angeférbte T-Zellen® und ,Wenige angeférbte T-Zellen®
unterschieden.

Far die ausfuhrlichen Ergebnisse der immunhistochemischen Farbungen ist die

Tabelle 14 im Anhang beigeflgt.

Die immunhistochemischen Ergebnisse der TMAs stimmten mit den zuvor
festgestellten Ergebnissen an den Vollschnitten bis auf einzelne Ausnahmen an
den TMAs Uberwiegend Uberein. In solchen Ausnahmefallen konnte

beispielsweise eine regional inadaquate Fixation als Ursache gefunden werden.

Es wurden ausschlieldlich FL einbezogen, welche an den Vollschnitten eine
BCL2-Positivitat aufwiesen. Diese liel3 sich an den TMAs wiederholen. 75,4% der
Falle wiesen hinsichtlich der Intensitat der Farbung sowie der Verteilung ein
eindeutiges und starkes Farbeergebnis auf und werden in dieser Arbeit unter

.otark positive Expression“ gezahlt. Unter der Gruppe ,Nicht-stark positive
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Expression“ wurden 24,6% der Falle zusammengefasst, welche eine eindeutige,
jedoch in ihrer Intensitat schwachere bzw. in ihrer Verteilung heterogene Farbung
aufzeigten. BCL6 und CD10 zeigten als Keimzentrumsmarker bis auf einzelne
Ausnahmen eine stark positive Farbung. In diesen Ausnahmen zeigten sich teils
nur einzelne Zellen positiv oder ein heterogenes Bild in einer der Farbungen, der
jeweils andere Marker war jedoch positiv. CD3 verlief an den Tumorzellen jeweils
negativ und markierte kleine reaktive T-Zellen im Hintergrund. Auch die Farbung

fur CD20 ergab als B-Zell-Marker klar positive Ergebnisse in samtlichen Fallen.
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Abbildung 2: TMA-BCL2-Immunhistochemie

In Abbildung 2 ist ein TMA zu sehen, welches immunhistochemisch fir BCL2
gefarbt wurde. Die braunlichen Areale bedeuten eine positive BCL2-Expression,
wahrend in den hellen Regionen eine weniger deutliche oder fehlende Farbung
erkennbar ist. FUr diese Studie wurden ausschliellich Falle ausgewahlt, die zum
Zeitpunkt der Diagnose immunhistochemisch BCL2-positiv waren. Zur
Anwendung kam hier der gleiche BCL2-Antikorper wie er in der
Routinediagnostik Verwendung findet. Einige der inkludierten Falle zeigten
bereits vorab eine heterogene Expression. Durch die Auswahl von drei einzelnen,
kleinen Bereichen pro Fall kann daher ein Areal getroffen worden sein, welches
weniger stark BCL2 exprimiert. Fallweise zeigt das eher altere Blockmaterial eine

geringere Reagibilitat fir die immunhistochemischen Farbungen.
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Abbildung 3: BCL2-Immunstochemie, stark positive Expression, Tissue
Micro Array

In Abbildung 3 ist ein Ausschnitt der TMAs, bzw. eine ganze Stanze inkludiert,
wo Areale von neoplastischen Follikeln mit starker BCL2-Expression erkennbar
sind. In reaktiven Sekundarfollikeln wird das BCL2 im Gegensatz zu den

neoplastischen Follikeln nicht exprimiert.

Abbildung 4: positive immunhistochemische BCL6-Expression, Tissue Micro
Array

Die immunhistochemische Farbung mit dem Keimzentrumsmarker BCL6 zeigte
in 95% der Falle eine positive Expression, mit Fokus auf die follikularen Bereiche,

teils mit unterschiedlich starker Auspragung, wie in Abbildung 4 dargestellt.

Der T-Zellmarker CD3 wird gerne benutzt, um den Anteil und die Lokalisation von

reaktiven T-Zellen im Umfeld der Tumorzellen darzustellen. Die angefarbten
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Zellen befinden sich vor allem interfollikular, also zwischen den neoplastischen

Follikeln, wie in Abbildung 5 erkennbar.

o s

Abbildung 5: CD3-Expression, Tissue Micro Array

In Abbildung 6 ist die Expression des Keimzentrummarkers CD10 zu erkennen,
welche deutlich von den Zellen der neoplastischen Follikel exprimiert wird. Im
Umfeld der follikularen Zellansammlungen ist nur eine sehr geringe Anfarbung zu

finden.

Abbildung 6: CD10-Expression, Tissue Micro Array

Sowohl nicht-tumorale B-Zellen, als auch die FL-Zellen werden durch den CD20-
Marker angefarbt (Abbildung 7). Er wird eingesetzt, um nachzuweisen, dass B-
Zellen bzw. eine von B-Zellen abstammende Neoplasie vorliegt. Haufig sind auch

knotige Akzentuierungen der Tumorzellen zu erkennen.
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Abbildung 7: CD20-Expression, Tissue Micro Array

3.3 Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

3.3.1 Auswertung der FISH
Die BCL2 Vysis BA-Sonde hybridisiert mit dem grinen Signal am proximalen
Ende des BCL2-Locus und mit dem roten Signal am distalen Ende der Region

18g21 auf Chromosom 18.

Die BCL6 Vysis BA-Sonde hybridisiert mit dem grunen Signal proximal und mit

dem roten Signal distal des BCL6-Gens, welches auf Chromosom 3 lokalisiert ist.

Abbildung 8: TMA FISH BCL2-BAP (2RG)  Abbildung 9: TMA FISH BCL2-BAP (1R1G1RG)

Bei der Auswertung der FISH Dual Color BA Probe bei BCL2 und BCL6 werden
demnach 4 Signale pro Zelle erwartet, je zwei grine und zwei rote Signale.
Liegen jeweils ein grunes (G) und ein rotes (R) Signal direkt nebeneinander,
sodass sie unter Umstanden auch gelb-orange erscheinen konnen, dann lasst

sich keine Translokation nachweisen und die Zelle zahlt als negativ (2RG)
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(Abbildung 8). Findet sich nur ein einzelnes kombiniertes grin/rotes Signal und
in der gleichen Zelle ein grines und ein rotes Signal getrennt voneinander (siehe
Abbildung 9), mit einem Abstand von mindestens zwei durchschnittlichen
Signalen, kann auf diese Weise die Translokation nachgewiesen werden
(1G1R1RG).

Abbildung 10: TMA FISH-IGH/BCL2 Abbildung 11: TMA FISH-IGH/BCL2 Abbildung 12: TMA FISH
Fusionssonde (2R2G) Fusionssonde (1R1G2F) IGH/BCL2-Fusionssonde:
kryptische Translokation

Im Gegensatz dazu zeigt sich bei der Auswertung der IGH/BCL2-Fusionssonde
ein bunteres Bild. Diese Sonde funktioniert Uber Hybridisierung des griinen
Signals an der Region 14932 des Chromosom 14 im Bereich des /GH-Locus
sowie der Hybridisierung des roten Signals an der Region 18921 des Chromosom
18 im Bereich des BCL2-Gens. Das erwartete Muster in einer normalen Zelle
zeigt zwei einzelne rote (R) und zwei grine (G) Signale (2R2G) wie in Abbildung
10.

Tragt eine Zelle eine t(14;18)(q32;921)-Translokation, zeigt sich am haufigsten
ein rotes, ein grunes, und zwei rot-grine bis gelbe Fusionssignale (1R1G2F),
siehe auch in Abbildung 11. Kommen beispielsweise nur ein rotes, ein grines,
und ein einzelnes Fusionssignal (F) vor, kann dies ein Hinweis auf eine kryptische
Translokation sein (Abbildung 12), jedoch liel3en sich solche Konstellationen in
dieser Studie nicht eindeutig nachweisen. In dieser Arbeit wurden nur solche

Zellen als positiv gewertet, welche zwei Fusionssignale aufwiesen.
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3.3.2 Ergebnisse der FISH

Ein Uberblick Uber die Auswertungsergebnisse der FISH ist in Tabelle 7
aufgelistet. Die sehr haufig im diagnostischen Bereich verwendete Vysis BCL2
BA-Sonde zeigte an den TMAs in nur 17 Fallen (24,6%) eine Translokation, 50
Falle (72%) waren negativ fur die Translokation, und 2 Falle (2,9%) waren nicht
auswertbar. Diese Ergebnisse lielen sich bei zweifacher Wiederholung
unzweifelhaft reproduzieren. Im Gegensatz dazu konnte nach Anwendung der
zwei alternativen BCL2 BA-Sonden (ZytoLight und MetaSystems) bei einem
Anteil von 62,3% (43 der Falle) eine Translokation klar nachgewiesen werden. In
3 Fallen liel3 sich zwar mit Vysis eine Translokation nachweisen, welche aber bei

ZytoLight und MetaSystems negativ blieb.

FISH-Sonde Positive Fille Negative Falle Nicht auswertbar
Anzahl/Gesamtfalle Anzahl/Gesamtfalle Anzahl/Gesamtfélle
(prozentualer Anteil) (prozentualer Anteil) (prozentualer Anteil)

Vysis BCL2 BAP 17/69 (24,6%) 50/69 (72,5%) 2/69 (2,9%)

ZytoLight BCL2 BAP 43/69 (62,3%) 24/69 (34,8%) 2/69 (2,9%)

MetaSystems BCL2 BAP  43/69 (62,3%) 24/69 (34,8%) 2/69 (2,9%)

Vysis BCL6 BAP 11/69 (15,9%) 58/69 (84,0%) /

Vysis IGH/BCL2- 12/69 (17,4%) 57/69 (82,6%) /

Fusionsprobe

Tabelle 7: Ergebnisse der FISH-Untersuchungen, Ubersicht, alle Prozentangaben auf eine Dezimalstelle
gerundet

In Zusammenschau und Vergleich der Ergebnisse aller drei eingesetzten BCL2
BA-Sonden lief3 sich bei insgesamt 46 Fallen (66,7%) eine t(14;18)-Translokation
nachweisen (Tabelle 8). Bei 2 Fallen war ausschlieRlich die BCL6 BAP positiv.

In insgesamt 21 Fallen waren samtliche ausgewertete FISH-Untersuchungen
negativ. In 4 Fallen waren nicht alle FISH-Sonden auswertbar. 11 dieser 21 FISH-
negativen Falle wiesen ein fruheres Stadium auf (Stadium | und IlI) wahrend 7
dieser Falle ein fortgeschrittenes Stadium (Stadium IIl und 1V) zeigten, in 3 der

Falle war das Stadium nicht erhebbar.
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69 Gesamtfille BCL2-BAP | IGH/BCL2- BCL6-
Fusionsprobe BAP

46 Falle (66,7%): + bei 46/46  + bei 12/46 + bei 9/46

t(14;18)-Translokation nachgewiesen

Anzahl/ 69 Gesamtfélle (prozentualer Anteil)

- Krankheitsstadium:

16 Falle Stadium | und Il (34,8%),

25 Falle Stadium Ill und IV (54,3%),

(5 Falle: Stadium nicht erhebbar

(10,9%))
2 Falle (2,9%): - - +
nur bei BCL6-BAP positiv
21 Falle (30,4%): - = -
negativ in allen FISH

Anzahl/ 69 Gesamtfalle (prozentueller Anteil)

- Krankheitsstadium:

11 Falle Stadium | und 1l (52,4%),

7 Falle Stadium Il und 1V (33,3%),

(3 Falle: Stadium nicht erhebbar (14,3%))
- Verteilung nach Geschlecht:

9 Falle: Pat. weiblich (42,8%),

12 Falle: Pat. mannlich (57,1%)
Anmerkung: bei 4 Féllen war eine oder mehrere
FISH nicht auswertbar

Tabelle 8: Gruppierte Auflistung der FISH-Ergebnisse, alle Prozentangaben auf eine Dezimalstelle gerundet,
(+) bedeutet Translokation nachgewiesen, (-) bedeutet keine Translokation nachgewiesen

3.3.2.1 Gesamtubersicht der FISH-Ergebnisse

Stadium . Vysis Vysis . in allen
Vysis ZytoLight MetaSystems
Fallnummer = Grad [nach Ann- BCL2 BAP IGH/B_CLZ- BCL6 BCL2 BAP BCL2 BAP FISH_
Arbor] Fusion BAP negativ
Nicht
+ 5 + + +
U 1 erhebbar T T T T T
Nicht
2 2 crhebbar T- T- T- T+ T+
3 2 1 T- T- T- T- T- X
4 1 4 T+ T- T- T+ T+
Nicht
- - - + +
g ! erhebbar u u u u u
Nicht
6 3 erhebbar T- T T- T- T- X
2 2 T+ T- T+ T+ T+
2 2 T+ T- T- T+ T+
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10
11
12
13
14
15
16

17

18
19

20

21
22
23
24
25

26

27

28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52

1-2

1-2

1-2
1-2
1-2
1-2

Nicht
erhebbar

3
3
4

4

4

Nicht
erhebbar

3
1
4
1

4

Nicht
erhebbar
Nicht
erhebbar

1
4
1

A A W A AW AW = NN NN

—

w A~ W

nicht
auswertbar

T+
T+

T+

nicht
auswertbar

T+

nicht
auswertbar

T+
T+

T+

nicht
auswertbar

T+
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53 nicht

1-2 3 auswertbar T+ T+ T+ T+
54 3 1 T- T- T- T+ T+
55 1-2 1 T- T- T- T+ T+
56 1-2 2 T- T- T- T+ T+
57 3 2 T- T- T- T- T- X
58 1-2 3 T- T- T- T+ T+
59 1-2 3 aus‘\‘if:;bar T- T+ T+ T+
60 1-2 1 T- T- T- T+ T+
61 1-2 4 T- T- T+ T+ T+
62 1-2 3 T- T T- T+ T+
63 1-2 3 T- T- T- T+ r4F
64 1-2 4 T+ T+ T- T+ T+
65 1-2 2 T- T- T- T- T- X
66 1-2 3 T- T T- T+ T+
67 1-2 4 T- T- T- T- T- X
68 1-2 1 T- T T- T+ T+
69 1-2 3 T+ T- T- T+ T+

Tabelle 9: Gesamtlibersicht FISH-Ergebnisse, T+ = Translokation nachgewiesen, T- = keine Translokation
nachgewiesen

3.3.3 BCL2-Break apart Probe

FISH-Sonde Positive Fille Negative Falle Nicht auswertbar
Anzahl/ 69 Gesamtfélle Anzahl/ 69 Gesamtfalle Anzahl/ 69 Gesamtfalle
(prozentualer Anteil) (prozentualer Anteil) (prozentualer Anteil)

Vysis BCL2-BAP 17 (24,6%) 50 (72,4%) 2 (2,9%)

3 (4,3%) davon bei ZytoLight

und MetaSystems negativ

ZytoLight BCL2- 43 (62,3%) 24 (34,8%) 2 (2,9%)
BAP

MetaSystems 43 (62,3%) 24 (34,8%) 2 (2,9%)
BCL2-BAP

Tabelle 10: BCL2-BAP Ergebnisse, alle Prozentangaben auf eine Dezimalstelle gerundet

Mit der Verwendung der beiden Sonden MetaSystems und ZytoLight wurde ein
identisch anderes Ergebnis erzielt als mit der Break Apart-Sonde von Vysis
(siehe Tabelle ). Die Ergebnisse der BCL2-BA-Sonden wurden an einer
Stichprobe von ausgewahlten Fallen an Vollschnitten zur Kontrolle wiederholt.
Diese Stichprobe umfasste Falle, welche bei den BCL2-Break Apart-Sonden von
MetaSystems und ZytoLight negativ waren, sowie auch solche die hier positive
Ergebnisse zeigten, jedoch bei der Vysis BCL2-Break Apart Probe negativ
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waren. Diese Kontrollen an den Vollschnitten bestatigten klar die Ergebnisse,
welche an den TMAs von MetaSystems und ZytolLight BCL2-BAP erhoben
worden waren. Es lasst sich also darauf schliel3en, dass die Ergebnisse der FISH

an den TMAs verlasslich zu beurteilen waren.

Der Anteil an nachweisbaren Translokationen unterschied sich bei der Vysis
BCL2-BAP im Vergleich zur MetaSystems und ZytoLight BCL2-BAP unterwartet
eklatant. Angesichts dieser Ergebnisse wurde die Erstellung der BCL2-Break
Apart von Vysis, wie unter 2.2.4.1 beschrieben, zweimalig wiederholt und die
Vorbehandlung mit Pepsin intensiviert. Durch diese Schritte konnten jedoch

keine verbesserten Ergebnisse der Vysis BCL2-BA-Sonde erzielt werden.

3.3.3.1 BCL2-BAP und BCL2-Immunhistochemie

Ergebnis der BCL2- Anzahl Falle BCL2-BAP Translokationsstatus
Immunhistochemie Anzahl/ 69 Gesamtfélle Anzahl/ 69 Gesamtfalle
(prozentualer Anteil) (prozentualer Anteil)
Positiv Negativ
Stark positive Expression 52 (75,4%) 43 (82,7%) 9 (17,3%)
Nicht-stark positive Expression 17 (24,6%) 3(17,6%) 14 (82,4%)

Tabelle 11: BCL2-BAP-FISH-Translokationsstatus im Zusammenhang mit der Ausprédgung der
immunhistochemischen BCL2-Expression. Die 3 BCL2 BA-Sonden wurden hier als positiv gewertet, wenn
mindestens 1 oder mehr der 3 BAP positiv ausgewertet wurden. Unter ,,Stark positive Expression” werden
die Félle mit starker (pp) Féarbung gezahlt, unter ,Nicht-stark positive Expression® werden sowohl! die Félle
mit heterogen positiver (hp), als auch mit schwacher (p) eindeutiger Expression und solche mit zahlreichen
positiven Zellen (zp) zusammengefasst, wie in der Ergebnistabelle aufgelistet.

Die 17 Falle mit schwach oder heterogen positiver Expression der BCL2-
immunhistochemischen Farbungen, wie in Tabelle 10 unter ,Nicht-stark positive
Expression® dargestellt, zeigten zu 82,4% ein negatives Ergebnis in allen 3 der
BCL2-BAP-FISH Untersuchungen, in 17,6% konnte eine Translokation
nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu zeigten Uber 82,7% der 52 Falle mit
starker BCL2-Expression in den BCL2-BAP-FISH Untersuchungen eine t(14;18)-
Translokation, bei 9 Fallen konnte keine BCL2-BAP-Translokation nachgewiesen

werden.
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3.3.4 BCL6-Break apart Probe

FISH-Sonde | Positive Félle
Anzahl/ 69 Gesamtfalle
(prozentualer Anteil)
BCL6-BAP 11 (15,9%)
Details 2 (18,2%) - mit allen anderen FISH-Proben negativ
9 (81,8%) - mit BCL2 BAP auch positiv:
Stadium der BCL2 und BCL6 positiven Falle:
- II: 3 Falle (33,3%)
- I/1V: 5 Falle (55,6%)
- Nicht vorliegend: 1 Fall
3 (33,3%): 3 (33,3%): bei 3 (33,3%): bei
auch bei Vysis | allendrei BCL2  MetaSystems und
positiv BAP positiv ZytolLight positiv
Grad
1-2: 10 (90,1%)
3 1(9,1%)
Stadium
NM: 4 (36,4%)
H/IV: | 6 (54,5%)

Nicht vorliegend: 1

Negative Fille

Anzahl/ 69 Gesamtfalle

(prozentualer Anteil)

58 (84%)

Tabelle 12: BCL6-BAP Ergebnisse, alle Prozentangaben auf eine Dezimalstelle gerundet

Bei der Auswertung der BCL6 Break Apart Probe zeigten sich 11 der Falle

(15,9%) transloziert. In 2 dieser Falle war keine BCL2-Translokation

nachweisbar. In 9 der BCL6-positiven Falle war auch mindestens eine der BCL2-

BAP positiv, somit konnten hier 9 Falle mit Rearrangement von BCL2 und BCL6

gefunden werden. Nur einer der BCL6-positiven Falle war im Vorfeld Grad 3

zugeordnet, die restlichen 10 Falle gehorten zur Gruppe der FL Grad 1-2.
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3.3.5 IGH/BCL2-Fusionssonde

FISH-Sonde Positive Fille Negative Falle
Anzahl/ 69 Gesamtfalle Anzahl/ 69 Gesamtfalle
(prozentualer Anteil) (prozentualer Anteil)
IGH/BCL2-Fusionsprobe 12 (17,4%) 57 (82,6%)
Details zu den positiven @6 (50%) — fir alle BCL2-BAP positiv
Fallen: 6 (50%) — flr Vysis negativ,

positiv fur ZytoLight/MetaSystems

Tabelle 13: IGH/BCL2-Fusionsprobe-Ergebnisse, alle Prozentangaben auf eine Dezimalstelle gerundet

In dieser Studie zeigten 12 Falle ein positives IGH/BCL2-Fusionsmuster. Jeder
dieser Falle zeigte auch in mindestens einer BCL2 BA-Sonde einen
Translokationsnachweis. Die Halfte dieser Gruppe, also 6 Falle, wiesen auch in
der Vysis BCL2 BAP ein positives Signal auf, die anderen 6 mit positivem
Fusionssignal waren nur bei den alternativen BCL2 BA-Sonden positiv. In den
restlichen 34 Fallen, in welchen eine Translokation nachgewiesen werden
konnte, war jedoch kein Fusionssignal in der IGH/BCL2-Fusionssonde zu
erkennen. Insgesamt gestaltete sich die Auswertung dieser FISH-Sonde als
schwierig, da die Farbung, ahnlich der Vysis BCL2 BAP nur schwache Signale

zeigte.

4 Diskussion

In  der vorliegenden Untersuchung wurden Lymphknotenproben von
Patient:innen mit follikularem Lymphom, die immunhistochemisch eine positive
BCL2-Expression aufwiesen, mittels der in der Routinediagnostik etablierten
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung auf das Vorliegen = chromosomaler
Umlagerungen untersucht. Der Schwerpunkt lag auf der t(14;18)(q32;21)-
Translokation, welche zur IGH/BCL2-Fusion fihrt und eine Uberexpression des
anti-apoptotischen Proteins BCL2 verursacht. Erganzend wurde auch die BCL6-

Translokation erfasst.

Ein zusatzliches Ziel der Untersuchung bestand darin, die diagnostische
Leistungsfahigkeit verschiedener FISH-Sondensysteme beim Nachweis der
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IGH/BCL2-Translokation vergleichend zu analysieren. Dabei kamen sowohl
Break-Apart- als auch Dual-Fusions-Sonden zum Einsatz, um Unterschiede
hinsichtlich der praktischen Anwendbarkeit im Routinelabor und Sensitivitat zu
testen. Falle mit histologisch gesichertem Grad 3B wurden aufgrund ihrer
distinkten biologischen Eigenschaften von der Studie ausgeschlossen. Fir den
Grolteil der eingeschlossenen Falle lag das Ann-Arbor-Stadium zum Zeitpunkt

der Diagnose vor (61 von 69 der Falle).

4.1 Anwendung von FISH an TMA (Methoden)

In der Diagnostik des FL kommen Ublicherweise sowohl immunhistochemische
Untersuchungen als auch FISH-Analysen an histologischen Schnitten ganzer LK
zum Einsatz. In dieser Arbeit wurden aus formalinfixierten, paraffineingebetteten
(FFPE) Lymphknoten gezielt Stanzen entnommen und rasterférmig in einem
neuen Paraffinblock in Form eines Tissue Microarray angeordnet. Dadurch
lassen sich die Proben aller eingeschlossenen Falle auf einem Schnitt

gleichzeitig untersuchen und direkt vergleichen.

Der Einsatz von TMAs zur kompakten Darstellung eines ganzen
Patient:innenkollektivs bei der Durchfuhrung von Studien, auch unter
Verwendung von FISH, ist weit verbreitet (Leich et al. 2016, Korenberg, Farinha,
and Gascoyne n.d., 2007, Kim et al. 2020).

Die Interphase-FISH auf FFPE-Gewebeschnitten ist eine etablierte und robuste
Methode zur Detektion chromosomaler Umlagerungen und eignet sich auch far
den Einsatz an alterem Archivmaterial (Munoz-Marmol et al. 2013). BCL2-
Translokationen kdnnen damit sensitiv erfasst werden, allerdings erlaubt die
Verwendung von Break-Apart-Sonden keine genaue Aussage Uber die beteiligte

Partnerregion (Magnoli et al. 2023).

Auch die immunhistochemischen Farbungen wurden an den TMAs erneut
durchgefuhrt. Die histologischen und immunhistochemischen Befunde
entsprachen den Erwartungen und bestatigten in allen Fallen die gestellte

Diagnose, sowohl in den Vollschnitten der Lymphknotenpraparate als auch in
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den TMAs. Durch die Stanzen der TMAs ist pro Fall nur ein begrenzter Ausschnitt
der jeweiligen betroffenen LK abgebildet, diese Ausschnitte zeigen jedoch das
typische Bild. Das FL zeigt im Allgemeinen typischerweise eine positive Reaktion
auf Farbungen fur BCL2, BCL6, CD10 und CD20. CD10 und BCL6 sind
Keimzentrumsmarker, CD20 ist ein B-Zellmarker und CD3 ein T-Zellmarker,
welcher also die T-Zellen im LK, aber nicht die FL-Zellen anfarbt (Swerdlow et al.
2016, Xerri et al. 2016).

Die Verwendung nur einer oder weniger Biopsien pro Fall stellt dabei eine
gewisse Limitierung dar, da auf diese Weise nur ein Teil des biologischen
Spektrums innerhalb eines Patienten erfasst werden kann (Perrett, Edmondson,
and Okosun 2022).

4.2 Hintergriinde der BCL2-Expression

In der Erklarung der Pathogenese des FL spielt die t(14;18)-Translokation eine
wichtige Rolle, ebenso wie die damit im Zusammenhang stehende verstarkte
Expression von BCL2. In der Literatur gibt es Uber einen Zeitraum von
mittlerweile mehr als 30 Jahren eine grolde Anzahl von Untersuchungen, die sich
diesen beiden fur die FL wesentlichen Faktoren in unterschiedlicher Weise
annahern (Pezzella et al. 1990, Ott et al. 2002, Horsman et al. 2003, Leich et al.
2016, Zamo et al. 2018). Der Umstand, dass bei ca. 70 bis 85% der FL die
t(14;18)-Translokation vorliegt und mehr als 85% der FL BCL2 exprimieren,
konnte zur naheliegenden Annahme fuhren, dass eines mit dem anderen

einhergeht, dies ist aber zu kurz gegriffen.

Ausgehend von den unterwarteten Resultaten von Leich et al. im Jahr 2016,
wonach in der verwendeten Gruppe der FL im Stadium | und Il 47% t(14;18)-
negativ waren, davon aber dennoch 69% verstarkt BCL2 exprimierten, war es
auch eine Zielsetzung dieser Arbeit, anhand eines mdglichst umfangreichen
Patient:innenkollektivs noch einmal gezielt die Frage zu untersuchen, inwieweit
das Auftreten einer BCL2-Expression im Rahmen der standardmafigen
immunhistochemischen Untersuchungen tatsachlich auch den Rickschluss auf

das Vorliegen einer t(14;18)-Translokation zulasst (Leich et al. 2016). Dies ist
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relevant, weil das Wissen um eine vorliegende BCL2-Translokation einerseits bei
der genauen Diagnosestellung eine Rolle spielt und andererseits Konsequenzen
fur Prognose und Therapie nach sich ziehen kann. Diese Zusammenhange sind
allerdings noch nicht ausreichend analysiert und werden durch die biologische

Vielfaltigkeit des FL erschwert.

Die meisten, aber nicht alle t(14;18)-positiven FL zeigen auch eine BCL2-
Expression. Etwa 10-15% der FL im Fruhstadium zeigen eine
immunhistochemische Negativitat fir BCL2. Bei einem Teil dieser BCL2-
negativen Falle konnte die t(14;18)-Translokation dennoch mittels FISH
nachgewiesen werden (Masir et al. 2010, Adam et al. 2013), was auf eine
Diskrepanz zwischen genetischer und immunhistochemischer Diagnostik
hinweist. Eine mdgliche Erklarung dafir ist die sogenannte Pseudonegativitat,
die durch Missense-Mutationen im BCL2-Gen verursacht wird. Diese fihren zu
strukturellen Veranderungen im BCL2-Protein, welche die Bildung des
Standardantikorpers (Klon 100/D5) beeintrachtigen und somit eine vorhandene
Expression immunhistochemisch maskieren kénnen (Schraders et al. 2005,
Adam et al. 2013, Bonzheim et al. 2011). In solchen Fallen kann die Anwendung
alternativer Antikdrper wie E17 oder SP66, die andere Epitope erkennen, zu einer
korrekten Detektion fuhren. Da in der vorliegenden Arbeit jedoch ausschlie3lich
Falle mit klar nachweisbarer BCL2-Expression durch den Standardantikérper
eingeschlossen wurden, ist der Aspekt der Pseudonegativitat nicht weiter

Gegenstand dieser Analyse.

Adam et al. fanden, dass sich 43% der BCL2-negativen Falle auch nicht mit den
alternativen Antikorpern anfarben lieRen. Diese Falle wiesen keine Mutationen
im BCL2-Gen auf, ebensowenig konnte eine erhdohte BCL2-mRNA-Expression
nachgewiesen werden, was auf eine transkriptionelle Inaktivitat oder einen
Allelverlust des BCL2-Gens hinweist (Adam et al. 2013).

Es gibt auch FL-Subtypen, die eine andere pathogenetische Basis aufweisen,
t(14;18)-negativ sind und BCL2 nur schwach oder gar nicht exprimieren. Diese
werden auch in spateren Studien als eigenstandige molekulare Gruppen weiter
charakterisiert, so etwa durch IGH/BCL6-Translokationen, Mutationen in STAT6

50



oder andere molekulare Veranderungen (Nann et al. 2020, Salaverria, Weigert,
and Quintanilla-Martinez 2023, Leich et al. 2016).

Die Uberexpression von BCL2 ist ein potenzieller therapeutischer Ansatzpunkt.
Es kommen Medikamente zum Einsatz, eines davon beispielsweise Venetoclax.
Durch derartige Therapieoptionen kann die Funktion von BCL2 gehemmt werden

und so das Absterben der Krebszellen gefordert werden (Davids et al. 2017).

4.2.1 Zusammenhang der Intensitidt der BCL2-Expression und dem
Vorliegen einer t(14;18)-Translokation

Es traten im untersuchten Probenmaterial vornehmlich Falle mit starker

Expression des BCL2-Markers auf, in 17 Fallen zeigte sich die Expression zwar

auch eindeutig positiv, jedoch mit einer schwacheren Intensitat oder mit einer

heterogenen Verteilung der immunhistochemischen Expression.

Wahrend die Falle mit heterogen oder schwacher positiver BCL2-Expression zu
82,4% ein negatives Ergebnis in allen 3 der BCL2-BAP-FISH-Untersuchungen
zeigten, war in Uber 75% der Falle mit starker BCL2-Expression in den BCL2-

BAP-FISH-Untersuchungen eine t(14;18)-Translokation nachzuweisen.

Diese erkennbare Korrelation zwischen der Intensitat der BCL2-Farbung und
dem Anteil der mittels FISH nachgewiesenen t(14;18)-Translokationen zeigt in
Ansatzen Parallelitdten zu den Ergebnissen der bereits zitierten Studie aus
Norditalien aus 2013. In der Arbeit von Magnoli et al. war die Halfte der Falle,
welche moderat und ein Viertel der Falle, welche stark immunhistochemisch
BCL2 exprimierten, FISH-negativ. Magnoli et al. untersuchten 76 Falle von FL
aus den Jahren 2013 bis 2016. Von diesen Proben waren 86,8% der Falle in der
immunhistochemischen  Untersuchung  BCL2-positiv. Die  Autor:iinnen
beobachteten eine starke positive Korrelation zwischen dem Anteil BCL2-
positiver Tumorzellen und der Intensitat der Immunfarbung. Sie konnten jedoch
keine statistisch signifikante Beziehung zwischen dem histologischen Grad und

der BCL2-Expression feststellen (Magnoli et al. 2023).
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Die Studienautor:innen stellten weiter fest, dass 90% der FL mit schwacher
immunhistochemischer BCL2-Farbung FISH-negativ waren und daher eine
schwache BCL2-Expression keinesfalls als Indikator fur eine BCL2-Translokation
gewertet werden kann. Eine interessante Beobachtung betraf die beiden
immunhistochemisch negativen Falle mit einer durch FISH nachgewiesenen
BCL2-Translokation. Diese waren dann immunhistochemisch positiv, wenn sie
mit dem SP66-Antikorper, statt Klon 124 getestet wurden (Magnoli et al. 2023).

Im Unterschied dazu stellten Leich et al. hinsichtlich der Intensitat der BCL2-
Farbung zwischen t(14;18)-positiven und t(14;18)-negativen FL (gemessen im
Vergleich zu begleitenden T-Zellen) keine signifikanten Unterschiede fest (Leich
et al. 2016).

4.3 Insgesamt eher niedrige Frequenz FISH-positiver Falle

In der vorliegenden Arbeit wurden insgesamt deutlich weniger BCL2-
Translokationen nachgewiesen, als auf Grundlage der bisherigen Literatur zu
erwarten gewesen ware. Schliel3lich hatten alle Falle immunhistochemisch eine

BCL2-Expression aufgewiesen.

In nur 46 der 69 Falle (66,7%) konnte eine Translokation mit mindestens einer
der eingesetzten BCL2-FISH-Sonden nachgewiesen werden. 2 weitere Falle
wiesen nur in der Analyse mit der BCL6-FISH eine Translokation auf. 21 der
Falle, also 30,4% zeigten in keiner einzigen der untersuchten FISH-Sonden ein
positives Translokationsergebnis, wobei in 4 dieser Falle nicht alle FISH

auswertbar waren.

Es gibt in der Literatur einige Arbeiten zu finden, die zu vergleichbaren Resultaten
gekommen waren. So fanden auch Leich et al., dass in der Gruppe von BCL2-
exprimierenden FL ein relevanter Anteil nicht die t(14;18)-Translokation aufweist
(Leich et al. 2016). Eine rezente retrospektive Studie, die in Sidkorea ebenfalls
FISH zur Analyse von u.a. BCL2- und BCL6-Rearrangements bei einem
Studienkollektiv von 105 FL-Fallen, ungeachtet ihrer BCL2-Expression,

verwendet hatte, fand in 72,7% der Falle BCL2-Translokationen und in 15,9% der
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Falle BCL6-Translokationen. Dies kann, auch wenn die Ausgangslage nicht
prazise Ubereinstimmt, als einigermalen vergleichbares Teilergebnis interpretiert
werden. Kim et al. konnten die BCL2-Expression in 90,5% der FL-Falle ohne
BCL2-Translokation nachweisen, was ebenfalls die Ergebnisse der hier

vorliegenden Arbeit bestatigt (Kim et al. 2020).

Auch die Resultate der Studie von Magnoli et al. entsprechen, wie bereits oben
angefuhrt, ansatzweise den Ergebnissen der hier vorgelegten Arbeit. Sie
berichten, dass 50% der Falle, die moderat, und 25% der Falle die stark
immunhistochemisch BCL2 exprimierten, FISH-negativ waren (Magnoli et al.
2023).

Es gibt Hinweise darauf, dass die Translokation im Laufe der Pathogenese erst
in spateren Stadien in hohen Anteilen nachgewiesen werden kann. In
fortgeschrittenen Stadien werden hier 85-95% beschrieben, in beginnenden
Stadien der Erkrankung aber nur 42-50% (Weinberg et al. 2007, Leich et al. 2016,
Los-de Vries et al. 2022). Dies spiegelt sich auch in dieser Arbeit wider, unter den
FL mit Translokation waren 54,3% im fortgeschrittenen Stadium, aus der Gruppe
der 21 Falle ohne nachgewiesene Translokation zeigten sich 52,4% in einem

frihen Krankheitsstadium.

Mehrere Studien zeigen, dass die Nachweisrate der t(14;18)-Translokation beim
FL auch von der primaren Lokalisation abhangt. Wahrend klassische nodale FL
typischerweise eine Rate von 85-90% aufweisen, finden sich in bestimmten
Regionen, insbesondere in der Leiste, gehauft t(14;18)-negative Falle (Menter
and Quintanilla-Martinez 2023). Salaverria et al. klassifizierten t(14;18)-negative
FL entsprechend ihrer Lokalisation in nodale, extranodale und padiatrische
Subtypen und betonen, dass insbesondere t(14;18)-negative nodale FL, haufig
inguinal lokalisiert, eine eigene molekulare Kategorie darstellen (Salaverria,
Weigert, and Quintanilla-Martinez 2023). Genetische Daten belegen dabei eine
enge Assoziation von CD23-Positivitat, STAT6-Mutationen und t(14;18)-
Negativitat bei diesen inguinalen FL (Nann et al. 2020).

Es konnte auch eine variierende Haufigkeit der t(14;18)(q32;21)-Translokation

nach geographischen Unterschieden durch mehrere Studien belegt werden. In
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den meisten Studien aus den USA und Westeuropa wurde die Translokation in
etwa 85-90% der FL-Falle nachgewiesen (Leich et al. 2016, Kim et al. 2020,
Bosch-Schips et al. 2024). Demgegenuber berichteten Magnoli et al. aus
Nordwestitalien Uber eine deutlich niedrigere Nachweisrate von nur 51,3%. Die
Autor:innen weisen darauf hin, dass vergleichbar niedrige Raten auch aus
ostasiatischen Landern, sowie einzelnen Regionen Europas gemeldet wurden
(Magnoli et al. 2023). Auch in Studien aus Japan wurde berichtet, dass die
Haufigkeit der t(14;18)-Translokation im Vergleich zu westlichen Landern
zunachst deutlich geringer war, jedoch Uber die letzten Jahrzehnte angestiegen
ist, moglicherweise infolge veranderter Umweltbedingungen oder Lebensstile
(Ikoma et al. 2022). Diese geographischen Unterschiede deuten darauf hin, dass
neben genetischen Faktoren auch ethnische und umweltassoziierte Faktoren
Einfluss auf das molekulare Profil von FL nehmen kénnten, beispielsweise ob ein
FL mit oder ohne t(14;18)-Translokation entsteht.

4.3.1 Zusammenhang zwischen dem Vorliegen der BCL2-Translokation
und dem Krankheitsstadium
Von den insgesamt 69 untersuchten Fallen dieser Arbeit lag fur 61 das
Krankheitsstadium nach Ann-Arbor-Klassifikation vor. In Bezug auf diese 61 Falle
und ihr jeweiliges Stadium konnte die t(14;18)-Translokation bei 16 von 28 Fallen
(57% entsprechend) im Frihstadium (Stadium I/ll) und bei 25 von 33 Fallen (76%
entsprechend) im fortgeschrittenen Stadium (Stadium IlI/IV) nachgewiesen
werden. Diese Befunde weisen auf eine zunehmende Nachweisbarkeit der

BCL2-Translokation im fortgeschrittenen Krankheitsstadium hin.

Dies entspricht naherungsweise den Ergebnissen von Leich et al., in deren
Studie 53% der FL-Falle im Frihstadium und 86% der FL im Spatstadium einen
chromosomalen Bruch im BCLZ2-Lokus aufwiesen, entweder eine klassische
t(14;18)-Translokation oder seltener, eine andere, nicht-/GH-vermittelte
Translokation. Bemerkenswert ist zudem, dass unter den t(14;18)-negativen
Fallen dennoch 69% der Frihstadium-FL und 86% der Spatstadium-FL eine

BCL2-Expression in der Immunhistochemie zeigten (Leich et al. 2016).
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Auch Adam et al. berichteten von einem sehr hohen Anteil t(14;18)-positiver FL
in fortgeschrittenen Stadien. In einer Kohorte von 240 Patient:innen, die sich
uberwiegend im Stadium Ill befanden, war die Translokation nur in 4% der Falle
nicht nachweisbar (Adam et al. 2013). In dieses Bild passen auch die Ergebnisse
von Magnoli et al., die sowohl die BCL2-Positivitat, als auch das Vorliegen der
BCL2-Translokation signifikant haufiger bei Patient:innen im Spatstadium
beobachteten (Magnoli et al. 2023).

Los de Vries et al. kommen in ihrer Arbeit zu dem Ergebnis, dass das FL im
Stadium | genetisch heterogen ist und offenbar anderen pathogenetischen
Mechanismen unterliegt als in fortgeschrittenen Krankheitsstadien. Sie
untersuchten 83 Patient:innen mit Stadium | und 139 mit Stadium 1lI/IV und
stellten dabei signifikante Unterschiede im molekularen Profil fest. Nur 59% der
Stadium-I-Falle wiesen eine BCLZ2-Translokation auf, verglichen mit 91% im
Stadium [lI/IV. Abhangig vom Krankheitsstadium konnten die Autoren
unterschiedliche molekulare Cluster identifizieren. Fur Stadium | beschrieben sie
u.a. einen spezifischen Cluster ohne die t(14;18)-Translokation, mit haufigen
Mutationen in CREBBP (95%), STAT6 (64%), EZH2 (50%) und TNFRSF14
(50%) und der gleichzeitig keine BCL6-Translokationen aufwies. Im Gegensatz
dazu war der t(14;18)-negative Cluster im Stadium [lI/IV haufiger durch BCL6-
Translokationen (64%) gepragt, wahrend Mutationen des Stadium-I-Clusters dort
deutlich seltener auftraten. Die Gbrigen Cluster in beiden Stadiengruppen wiesen
Uberwiegend das klassische t(14;18)-positive Profil auf. Daraus leiten die
Autoriinnen die Hypothese ab, dass stadienabhangig unterschiedliche
genetische Ereignisse die Krankheitsentwicklung antreiben kénnten (Los-de
Vries et al. 2022). In der Patient:innenkohorte der vorliegenden Untersuchung
sind diese Subgruppen vermutlich kaum vertreten. BCL6-Translokationen
wurden hier vor allem im Rahmen von einer ebenfalls vorliegenden BCL2-
Translokation beobachtet. Aufgrund des Studiendesigns wurden nur BCL2-
immunhistochemisch positive FL in die Analyse eingeschlossen.

In anderen Arbeiten fallen die Unterschiede der Nachweisraten im
Zusammenhang mit dem Stadium weniger stark aus. In der Untersuchung von

Kim et al. zeigt sich nur ein leicht verstarktes Auftreten der BCL2-Translokation
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in den héheren Stadien (Kim et al. 2020). Auch Ikoma et al. berichteten, dass
t(14;18)-negative FL-Falle etwas haufiger im frihen Stadium auftreten. In ihrer
Auswertung lag die Nachweisrate im Stadium I/ll bei 78%, wahrend sie im
Stadium 1lI/IV auf 86% anstieg. Zusammengenommen sprechen diese Daten
dafur, dass die t(14;18)-Translokation im Verlauf der Krankheitsentwicklung

zunehmend haufiger wird (lkoma et al. 2022).

4.3.2 Alternative Wege, die zur BCL2-Expression fiihren kbnnen

Aufgrund der hohen Anzahl an FL-Fallen ohne BCL2-Translokation, auch in
diesem Patient:innenkollektiv, ist die Schlussfolgerung unausweichlich, dass die
BCL2-Uberexpression in diesen Fallen nicht durch die t(14;18)-Translokation
verursacht sein kann, sondern durch alternative Mechanismen ausgeldst worden
sein muss. Zu dieser Erkenntnis kamen in ahnlichem Zusammenhang auch
schon andere Autor:innen (Leich et al. 2016, Zamo et al. 2018, Magnoli et al.
2023), wobei Leich et al. in ihrer 2016 veroffentlichen Studie vermuteten, dass
der Nachweis von BCL2-Expression in t(14;18)-negativen FL auch auf
Fortschritte in der Immunhistochemie zurlckzuflhren sein konnte, die es
erlauben, die BCL2-Expression nun auch in Fallen nachzuweisen, in denen dies
friher nicht méglich war (Leich et al. 2016). Dies kdnnte eine Erklarung fir die
Abweichungen im Vergleich zu alteren Studien darstellen (Leich et al. 2009,
Horsman et al. 2003, Vaandrager et al. 2000).

Wiederholt wurde der Versuch unternommen, zu klaren, wie es dazu kommt,
dass t(14;18)-negative FL zum Teil immunhistochemisch positiv auf BCL2
getestet werden. Die zugrundliegenden Mechanismen daflir sind jedoch noch
nicht abschlieRend verstanden. Zamo et al. stellten fest, dass t(14;18)-negative
FL eine genetisch heterogene Gruppe darstellen, bei der verschiedene
molekulare Signalwege die Pathogenese beeinflussen und sich moglicherweise
auch auf die Regulation der BCL2-Expression auswirken (Zamo et al. 2018). Es
werden neben der t(14;18)-Translokation weitere regulatorische Faktoren
vermutet (Leich et al. 2009, 2016) und kryptogene BCLZ2-Aberrationen als
madgliche Ursache diskutiert (Vaandrager et al. 2000, Ott et al. 2002).
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So identifizierten Zamo et al. in BCL2-positiven, t(14;18)-negativen FL
Mutationen in MAPKS8, PPP2R4/PTPA und ASH1L, die entweder die BCL2-
Expression direkt beeinflussen oder funktionell alternative anti-apoptotische
Signalwege aktivieren konnten (Zamo et al. 2018). In ihrer Kohorte zeigten 70%
der t(14;18)-negativen FL eine positive BCL2-Expression. Zudem fanden sie in
diesen Fallen vermehrt Mutationen in Genen, die Immunreaktionen und der N-
Glykolysierung assoziiert sind. Gleichzeitig wurden dort deutlich weniger neue N-
Glykolysierungsstellen in den Immunglobulingenen entdeckt als bei t(14;18)-
positiven FL. Die Autor:innen formulieren die Hypothese, dass dies auf einen
weniger spezifischen, aber verstarkten Austausch mit dem Mikroumfeld
hinweisen konnte, moglichweise als Austausch fur das Fehlen typischer

Glykolysierungsmuster (Zamo et al. 2018).

Nann et al. identifizierten bei t(14;18)-negativen FL eine molekulare Subgruppe
mit haufigen STAT6-Mutationen (57%), die oft gemeinsam mit CREBBP- und
TNFRSF14-Mutationen auftraten. Viele dieser Falle zeigten eine positive BCL2-
Farbung, es wurde allerdings kein direkter funktioneller Zusammenhang zu den
identifizierten Mutationen nachgewiesen. Dies legt nahe, dass bei t(14;18)-
negativen FL alternative Signalwege zur Aktivierung von anti-apoptotischen
Mechanismen fuhren konnten. Zudem zeigten die FL Anzeichen fortlaufender
somatischer Hypermutation, was einen Ursprung in Keimzentrums-B-Zellen
nahelegt (Nann et al. 2020).

Weitere mdgliche Ursachen fiir eine BCL2-Uberexpression in t(14;18)-negativen
Fallen sind Kopienzahlvariationen (Copy Number Gains) des BCL2-Gens (BCL2-
gain oder Amplifikation), wie sie mehrfach beschrieben wurden (Schraders et al.
2005; Masir et al. 2010, 2012; Kim et al. 2020), ebenso wie Chromosom-18-
Amplifikationen, die den BCLZ2-Lokus einschlielen (Falini & Mason 2002;
Horsman et al. 2003).

Einen wichtigen Beitrag zum besseren Verstandnis der t(14;18)-unabhangigen
BCL2-Expression liefert auch die Studie von Kim et al. Sie untersuchten 105 FL
anhand von FISH an TMA auf Translokationen und Kopienzahlvariationen im
Hinblick auf ihre prognostische Relevanz. Die BCL2-Translokation wurde dabei
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in 72,7%, die BCL6-Translokation in 15,9% der Falle nachgewiesen.
Kopienzahlvariationen in BCL2 fanden sich in 26,1% der Falle, und traten deutlich
haufiger bei BCL2-negativen als bei BCL2-positiven FL auf. Wie schon bei Leich
et al. zeigen sich auch in der Arbeit von Kim et al. in der Mehrzahl der BCL2-
negativen Falle eine positive BCL2-Immunhistochemie, ein Hinweis auf die
Relevanz von regulatorischen Mechanismen wie Kopienzahlvariationen (Leich et
al. 2016, Kim et al. 2020).

In der Zusammenschau bestatigen diese Befunde, dass die Expression von
BCL2, unabhangig vom Vorliegen der klassischen t(14;18)-Translokation, ein
wesentlicher Bestandteil der Pathogenese vieler FL ist, wenngleich es auch FL-
Formen gibt, bei denen weder die BCL2-Expression noch die BCL2-

Translokation vorliegen (Leich et al. 2016).

4.3.3 Das t(14;18)-negative FL im Spiegel aktueller Studien

Beim Versuch den hohen Anteil an t(14;18)-negativen FL einzuordnen, stof3t man
in der jungeren Literatur auf zahlreiche Hinweise, die alternative
pathogenetischen Mechanismen in diesen Fallen beleuchten und in einen

umfassenderen biologischen Zusammenhang stellen.

Burkhard et al. untersuchten mittels direkter Sequenzierung das BCL2-
Mutationsspektrum in verschiedenen reifen B-Zell-NHL, insbesondere im FL. Ziel
war es unter anderem, besser zu verstehen, welche Rolle BCL2-Mutationen,
auch unabhéngig von der klassischen t(14;18)-Translokation bei der
Pathogenese des FL spielen kdnnten. Sie zeigten, dass BCL2, wenn auch
deutlich seltener, auch bei t(14;18)-negativen FL ein Ziel sogenannter aberranter
somatischer Hypermutation (ASHM) sein kann. So wurden BCL2-Mutationen in
71% der t(14;18)-positiven FL, aber auch in 13% der t(14;18)-negativen FL
identifiziert (Burkhard et al. 2015).

Diese Erkenntnisse zeigen, dass verschiedene genetische Mechanismen zur
BCL2-Deregulation beitragen konnen, entweder direkt durch Mutation oder

indirekt Uber assoziierte Signalwege. Angesichts dessen ist es besonders
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interessant, dass Bosch-Schips et al. beobachteten, dass sich t(14;18)-negative
FL nicht nur genetisch, sondern auch biologisch grundlegend von klassischen FL
unterscheiden. Ihre Genexpression- und MikroRNA-Profile ahneln starker denen
Postkeimzentrums-B-Zellen. Dies deutet darauf hin, dass t(14;18)-negative FL
auf einer spateren Stufe der B-Zell-Differenzierung entstehen koénnten, als
klassische t(14;18)-positive FL, was vielleicht ihre geringere Abhangigkeit von
BCL2-vermittelten Uberlebenssignalen erklaren kénnte (Bosch-Schips et al.
2024).

Diese Annahme wird durch weitere genomische Daten gestltzt. So berichten
Magnoli et al., dass BCL2-negative FL haufig alternative genetische Aberrationen
aufweisen, darunter /GH- oder BCL6-Translokationen sowie Deletionen in 1p36
und TP53 (Magnoli et al. 2023).

Zusammenfassend verdeutlichen diese Studien, dass t(14;18)-negative FL
genetisch und biologisch eigenstandige Subgruppen bilden, die eine alternative
Pathogenese aufweisen. Im Folgenden soll nun untersucht werden, inwieweit
sich diese Heterogenitat auch auf die diagnostische Erfassbarkeit der t(14;18)-
Translokation mittels verschiedener FISH-Sonden, vor allem der Break-Apart-

Sonden auswirkt.

4.4 Auffillige Diskrepanzen zwischen verschiedenen BCL2-Break-Apart-
Sonden
Um zu dberprufen, ob BCL2-BA-Sonden unterschiedlicher Hersteller zu
vergleichbaren Ergebnissen flhren, wurden Sonden von drei verschiedenen
Anbietern eingesetzt und deren Signalbilder miteinander verglichen. Da sich das
Design und die Entwicklung von FISH-Sonden je nach Hersteller unterscheiden,
hybridisieren die Sonden an unterschiedlich groen oder leicht versetzten
Bereichen rund um das Zielgen. Dennoch gelten die BCL2-BA-Sonden der
verschiedenen Hersteller allgemein als funktionell gleichwertig und weitgehend
austauschbar. Konkrete Informationen zur exakten Bindungsregion der
jeweiligen Sonden wurden von den Herstellern auch auf Anfrage nicht zur

Verfligung gestellt.
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Uberraschend und unerwartet zeigen sich die Ergebnisse der ersten FISH-
Untersuchungen mit der BCL2-BA-Sonde von Vysis. Hier liel3 sich trotz
zweimaliger Wiederholung, um ein technisches Versagen der Durchfuhrung
auszuschliel3en, nur bei 17 Fallen, also in 24,6% eine Translokation nachweisen.
Interessanterweise waren darunter 5 Falle, bei denen auch eine BCL6-
Translokation nachgewiesen werden konnte. In 3 dieser 17 Falle war Vysis die

einzige Sonde, mit der sich die BCL2-Translokation zeigte.

Als zum Vergleich die BCL2-BA-Sonden von MetaSystems und ZytoLight
angewendet wurden, zeigte sich ein komplett anderes Bild. Hier konnten bei
jeweils den exakt gleich 43 Fallen, also bei 62,3%, die BCLZ2-Translokation

gezeigt werden.

Diesen unterschiedlichen Resultaten kdnnte zugrunde liegen, dass die TMAs nur
einen sehr begrenzten Ausschnitt eines LK widerspiegeln. Das Material
durchlauft einige Bearbeitungsschritte, die naturlich die Sondeneffektivitat
beeinflussen konnen. Auch das relativ alte Probenmaterial (das Gewebe
stammte aus den Jahren 2005 bis 2014), das zum Einsatz kam, kdnnte einen
Einfluss auf das Signalbild haben. Jedoch muss man diesen Uberlegungen
gegenuberstellen, dass die zwei alternativen Sonden sehr gut funktionierten und
zum einen ein identisches und zum anderen auch annahernd das initial erwartete
Ergebnis zeigten, weshalb man davon ausgehen darf, dass der Versuchsaufbau

generell angemessen war.

Auch andere Studien, die FISH an TMA durchflihrten, berichten von weitgehend
ubereinstimmenden Ergebnissen und stutzen damit die Annahme, dass das
Verfahren prinzipiell zuverlassig ist, sofern geeignete Sonden eingesetzt werden
(Marino et al. 2021, Muioz-Marmol et al. 2013).

Die FISH mit den BCL2-BA-Sonden von MetaSystems und ZytoLight wurden
stichprobenartig an ganzen Schnitten der LK wiederholt, um durch eine
Gegenprobe die Ergebnisse zu Uberprifen und auszuschlieRen, dass die
Hybridisierung an den TMA zu anderen Ergebnissen fuhren kdnnte. In allen funf
Kontroll-FISH stimmten die Resultate mit denen der TMAs Uberein. Dies wurde

insbesondere zur Uberpriifung der beiden erganzenden BCL2-BA-Sonden
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durchgefuhrt, da diese in der Routinediagnostik nicht gebrauchlich waren,

wahrend die Vysis-Sonde im Institut regelmaRig im Alltag angewendet wird.

In der Literatur lieBen sich keine vergleichbaren Abweichungen zwischen
verschiedenen Sonden finden. In der Arbeit von Marino et al. stimmten die
Ergebnisse der Dual BCL2/BCL6-FISH-Sonde vollstandig mit jenen der
klassischen Einzel-BA-FISH-Analysen (es kamen kommerzielle ZytoLight Break-
Apart-Sonden zum Einsatz) uberein (Marino et al. 2021). Dieses Resultat steht
in starkem Widerspruch zu den in der vorliegenden Untersuchung erzielten
Ergebnissen, in denen schon eine von drei vergleichend verwendeten BA-
Sonden ein komplett abweichendes Ergebnis lieferte und auch die Resultate der
verwendete Dual-Fusionssonde mit keiner der verwendeten BA-Sonden ganz

oder auch nur weitgehend uUbereinstimmte.

In einer Studie von Menke et al.,, in deren Fokus primar der Vergleich
verschiedener zytologischer und chirurgischer Probentypen auf die Ergebnisse
von FISH-Analysen von MYC, BCL2 und BCL6 stand, wurden aul3erordentlich
konsistente Ergebnisse erzielt. In den sechs beteiligten medizinischen Zentren
konnten in der FISH auch mit verschiedenen MYC-, BCL2- und BCL6-Sonden
sehr Ubereinstimmende Ergebnisse erzielt werden. Es wurden fur die
Untersuchung allerdings Proben vom DLGCL und HGBCL herangezogen. An
FFPE-Gewebeschnitten wurden im Vorfeld zytogenetisch gesicherte Falle mittels
BA-FISH-Sonden der Firmen ZytoLight und Vysis eingesetzt. Inbesondere auch
fur die t(14;18)-Translokation konnte mit BCL2-Sonden eine aulderst hohe
Ubereinstimmung zwischen verschiedenen Proben- und Sondenarten erreicht
werden. Damit konnten in dieser Untersuchung alle eingesetzten Sonden
hinsichtlich der Vergleichbarkeit und Verlasslichkeit beim Nachweis dieser
Translokation Uberzeugen. Es wurde allerdings auch in dieser Arbeit betont, dass
die Wahl der Sonden und die Probenqualitat die Sensitivitat des Ergebnisses
beeinflussen kdnnen (Menke et al. 2024).

Cassidy et al. wiederum verglichen, ebenfalls am DLBCL, die Ergebnisse zum
Nachweis von MYC, BCL2 und BCL6 mittels FISH und CGP (comprehensive
genomic profiling). Fir den Nachweis von BCL2-Rearrangements kamen Dual-
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Fusion-Sonden von Vysis zum Einsatz, als Material wurden, die auch in der
vorliegenden Arbeit, FFPE-Gewebeschnitte verwendet. Insgesamt wiesen 17%
der Falle diskrepante CGP- und FISH-Ergebnisse auf, wobei fur IGH/BCL2-
Translokationen CGP eine hohere Sensitivitat aufwies als FISH (100% vs. 86%)
(Cassidy et al. 2020).

Yajid et al. konnten nachweisen, dass ein abweichendes Protokoll bei der
Hybridisierung und dem FISH-Prozess die Sensitivitat von Sonden erheblich
verandern kann. Es wurden FFPE-Gewebeschnitte von synovialen Sarkomen
verwendet und die Analyse mit der SYT-SSX-BA-Sonde von Cytocell
durchgefuhrt. Die Hybridisierung und der FISH-Prozess wurden mit zwei
unterschiedlichen Protokollen durchgefuhrt. Erst mit dem optimierten Protokoll
konnten entsprechende Signale nachgewiesen werden. Daraus kann gefolgert
werden, dass dieses modifizierte FISH-Protokoll flr die Anwendung an FFPE-
Gewebe in diesem konkreten Anwendungsfall besser geeignet war als das
Cytocell FISH Protokoll (Yajid et al. 2020).

In der vorliegenden Arbeit wurde der Hybridisierungsvorgang mit Vysis zweimal
wiederholt und leicht modifiziert, jedoch konnten dadurch die Ergebnisse der
anderen BCL2-BA-Sonden nicht erreicht werden. Mdglicherweise ware dies mit
einem in ahnlicher Form speziell angepassten Protokoll noch optimierbar

gewesen.

Munoz-Marmol et al. untersuchten den MYC-Status bei aggressiven B-Zell-
Lymphomen ebenfalls an FFPE-Material mit verschiedenen FISH-Sonden (zwei
BA-Sonden und eine Dual-Fusion-Sonde). Die IGH-MYC-Translokationen
konnten mit allen drei Sonden gleichermalen identifiziert werden. Bei den non-
IGH-MYC-Translokationen hingegen wurden mit den verschiedenen Sonden
zum Teil unterschiedliche Ergebnisse erzielt. Als Ursache wurde von den
Autor:innen vermutet, dass es sich teilweise um Translokationen handelte, die
aullerhalb der Reichweite einzelner Sonden lagen. In weiteren Fallen wiesen
einige Sonden sehr schwache Signale auf, die leicht zu Gbersehen waren. Es
zeigt sich also in dieser Studie, dass die Sonden unterschiedliche Sensitivitaten

fur bestimmte Rearrangements haben. Bei der Interpretation von FISH-
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Ergebnissen mussen somit die diesbezilglichen Limitationen der Sonden als

relevanter Faktor in Betracht gezogen werden (Mufioz-Marmol et al. 2013).

Im Gegensatz dazu fanden Magnoli et al. bei ihren Analysen zur BCL2-
Translokation bei FL bei vergleichender Anwendung von IGH-Break-Apart-
Sonden und BCL2-spezifischen Sonden in den meisten Fallen den Erwartungen
entsprechend eine klassische IGH/BCL2-Translokation. In einer untersuchten
Subkohorte von [GH-rearrangierten, BCL2-immunhistochemisch negativen
Fallen konnte sie bei etwa der Halfte der Falle eine BCLZ2-Translokation
nachweisen. Eine Untergruppe dieser Falle wurde an einem anderen Institut mit
einer alternativen BCL2-BA-Sonde erneut getestet, die Befunde konnten
bestatigt werden, was fur die Zuverlassigkeit der Methodik spricht (Magnoli et al.
2023).

In der hier vorgelegten Arbeit konnte mit der Dual-Fusion-Sonde lediglich in 12
Fallen die typische t(14;18)-Translokation = nachgewiesen  werden.
Interessanterweise fielen jeweils sechs dieser zwolf Dual-Fusion-positiven Falle
zum einen auf die Gruppe mit positivem Nachweis durch die Vysis-Sonde oder
zum anderen auf diejenige Gruppe, bei der die beiden anderen BA-Sonden

(ZytoLight bzw. MetaSystems) die Translokation detektiert hatte.

Daraus kénnte man schlie3en, dass jede BA-Sonde den typischen IGH-BCL2-
Bruchpunkt erkennt, daruber hinaus aber auch unterschiedliche, alternative
Bruchpunktregionen erfasst, und dass vielleicht gerade diese im untersuchten

Probenmaterial haufiger vertreten waren.

Da alternative Translokationspartner von BCL2 selten sind, erscheint eine
Haufung dieser Varianten in unserem Kollektiv jedoch unwahrscheinlich (Lin et
al. 2008, Zamo et al. 2018).

Unterschiedliche FISH-Sonden haben eine unterschiedliche Sensitivitat fir den
Nachweis verschiedener Translokationsbruchpunkte. Das gilt insbesondere fur
Bruchpunkte, die dem Zentromer naher liegen (ausfuhrlich darstellt fur MYC)
(Cassidy et al. 2020). Zwar sollen Break-Apart-Sonden theoretisch nahezu alle

Bruchpunkte stromaufwarts und stromabwarts des BCL2-Gens erfassen kdnnen
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und somit Translokationen weitgehend unabhangig vom Partnerlokus erfassen
konnen (Magnoli et al. 2023). In der Praxis zeigten sich jedoch deutliche
Unterschiede in der Detektionsleistung. Vysis und die /IGH/BCL2-Fusionssonde
verfehlten in zahlreichen Fallen den Nachweis, der mit den anderen BA-Sonden

eindeutig gelang.

Dieser Unterschied konnte auf spezifische Eigenschaften der eingesetzten
Sonden zuruckzufuhren sein. Zwar nutzen alle Break-Apart-Sonden dasselbe
Prinzip, jedoch unterscheiden sie sich hinsichtlich der GréRe und Lage ihrer
Hybridisierungsbereiche, wie auch unter 2.1.3.1. ersichtlich. Die BCL2-BA-Sonde
von Vysis deckt deutlich grofdere Zonen neben dem BCL2-Gen ab, wahrend die
MetaSystems- und ZytoLight-Sonde im Vergleich mit kleineren Abschnitten
hybridisiert und dort zu einem Signal fihrt.

Hypothetisch konnten kleinere Hybridisierungsregionen bei der Detektion
bestimmter Umlagerungen Vorteile bieten, insbesondere wenn der Bruchpunkt
sehr nahe am Gen liegt oder strukturelle Veranderungen durch komplexe
Rekombinationen auftreten. Ebenso kénnten Variationen im exakten Bruchpunkt
oder aberrante Translokationen eine Rolle spielen, die zu unerwarteten FISH-

Signalmustern fuhren.

Denkbar ist, dass Faktoren wie das Alter des Materials und Unterschiede in der
Gewebeaufbereitung die Fahigkeit der Sonden, insbesondere der Vysis-Sonde
die Zielsequenz zu markieren, beeintrachtigt haben konnten. Tatsachlich kdbnnen
Fixierungsart und Lagerungsdauer die FISH-Signale beeinflussen (Yaijid et al.
2020), wenngleich die Diskrepanzen in unserer Untersuchung nicht primar in

alteren Proben auftraten.

Angesichts der Ergebnisse scheint die BCL2-BA-Sonde von Vysis, die im
Pathologischen Institut Tubingen eingesetzt wird, moglicherweise an TMAs eine
geringere Detektionsleistung zu zeigen. Diese Annahme sollte in
weiterfiUhrenden Untersuchungen systematisch Uberprift werden, indem alle drei
BCL2-BA-Sonden nochmals an Vollschnitten angewendet werden. In der
gegenstandlichen Untersuchung wurde die vergleichende Betrachtung der

Resultate an den TMAs und an den entsprechenden Vollschnitten
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stichprobenartig nur fir die beiden alternativen BA-Sonden durchgefihrt. In allen
funf Fallen (darunter t(14;18)-positive und -negative Falle) stimmten die Resultate

Uberein.

Eine zusatzliche Sequenzierung der Bruchpunkte mittels PCR kdnnte die FISH-
Ergebnisse weiter absichern und die exakten Umlagerungsregionen
identifizieren. Dies konnte wertvolle Hinweise liefern, welche spezifischen
Bruchpunktvariationen moglicherweise fur die unterschiedlichen FISH-Befunde

verantwortlich sind.

Im Moment lasst der Umstand, dass zwei der Sonden nahezu identische
Ergebnisse lieferten den Schluss zu, dass die Methode an sich verlasslich ist,
wenn sie auf den gleichen biochemischen Mechanismus abzielt. Dies
Vergleichbarkeit der Sonden untereinander ist hingegen offenbar nicht ohne
weiteres gegeben. Mit der BCL2-BA-Sonde von Vysis wurden weniger (3)
Translokationen entdeckt, die bei den alternativen Break-Apart-Sonden nicht
gefunden wurden. Dies spricht dafir, dass mit der Anwendung verschiedener
Sonden, die auf unterschiedliche Sequenzen abzielen, mehr Translokationen
detektiert werden kdonnen. Die Ergebnisse kdonnten auch als weiteres Indiz daftr
interpretiert werden, dass es bei der Gruppe der BCL2-exprimierenden FL
verschiedene molekularbiologische Ursachen fur diese Expression geben

konnte.

4.4.1 Ergebnisse der IGH/BCL2-Fusionssonde

Mit der IGH/BCLZ2-Fusionssonde, die ebenso ein deutlich abweichendes
Ergebnis zeigte, konnten hingegen keine zusatzlichen Translokationen gefunden
werden. Bei der Anwendung der IGH/BCL2-Fusionssonde wird an sich von
einem mit der BCL2-BA-Sonde Ubereinstimmenden Ergebnis ausgegangen, da
im Falle einer Translokation des BCL2-Gens ein positives Signal der
stattgehabten IGH/BCL2-Fusion zu erwarten ist.

In der hier durchgefihrten FISH zeigten lediglich 12 Falle ein positives

Fusionsmuster. Tatsachlich zeigte die Fusionssonde in keinem Fall zusatzliche
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Translokationen, die nicht bereits durch eine der eingesetzten BA-Sonden

detektiert worden waren.

In sechs der zwolIf Falle, bei denen die IGH/BCLZ2-Dual-Fusion-Sonde ein
positives Signal zeigte, war die Translokation auch mit allen drei BCL2-BA-
Sonden nachweisbar. Die ubrigen sechs Falle blieben in der Vysis-Sonde
negativ, zeigten jedoch ein klares Signal mit den BA-Sonden von MetaSystems
und ZytoLight.

Insgesamt konnten in 46 Fallen BCL2-Translokationen durch mindestens eine
der drei BA-Sonden nachgewiesen werden. Von diesen 46 Fallen zeigten 34
(entspricht 49,3% aller untersuchten Falle) kein Fusionsmuster mit der Dual-

Fusion-Sonde.

Dies ist vermutlich teilweise auf das generell schwache Signalmuster dieser
Farbung zurtckzufihren. Dennoch blieben die Ergebnisse der Dual-Fusion-
Sonde, ahnlich den Ergebnissen der Vysis-BA-Sonde, insgesamt deutlich unter
den Erwartungen und wichen erheblich von den robusteren Signalmustern durch

MetaSystems und ZytoLight ab.

In einer alteren franzdsischen Studie untersuchten Belaud-Rotureau et al. die
Sensitivitat von FISH im Vergleich zu PCR bei insgesamt 51 FL-Fallen mit FFPE-
LK-Material. Dabei kam ebenfalls die /GH/BCLZ2-Dual-Fusionssonde von Vysis
zum Einsatz. Es konnte, unabhangig vom Probentyp, in 47 von 51 Fallen (92%)
eine t(14;18)-Translokation nachgewiesen werden. Zudem wurde bei 22 FISH-
positiven Fallen erganzend eine Split-Signal-Sonde fur BCL2 (Dako) eingesetzt,
die in allen Fallen die Translokation ebenfalls nachweisen konnte (Belaud-
Rotureau et al. 2007).

Im Gegensatz dazu zeigte die FISH-Analyse mit der /GH/BCLZ2-Dual-
Fusionssonde von Vysis in der Studie von Maeshima et al., insbesondere bei
BCL2-negativen oder schwach positiven FL-Fallen hingegen nur eine
Nachweisrate von 16%. Besonders bei schwach BCL2-positiven Fallen war kein
einziger Fall FISH-positiv. Die Autor:innen kommen daher zur Schlussfolgerung,

dass die FISH in diesen Fallen haufig falsch-negativ sein kann und stets im

66



Kontext weiterer morphologischer und molekularer Befunde interpretiert werden
sollte (Maeshima et al. 2023).

FISH-Sonden sind daflr ausgelegt, Genumlagerungen zu erkennen, erreichen
dabei aber, im Vergleich zu molekularen Verfahren eine deutlich geringere
Auflésung. Allerdings kdnnen damit viele Translokationen mit sehr heterogenen
Bruchpunkten abgedeckt werden, da mit einer geeigneten Sondengestaltung
eine grol3e Region potenzieller Umlagerungen, typischerweise mehrere hundert
Kilobasen bis etwa eine Megabase, abgedeckt werden kann. Komplexe
strukturelle Veranderungen innerhalb der Sondenregion kénnen aber wiederum
zu schwer interpretierbaren oder irrefuhrenden Signalen fihren. So wurde etwa
in der Arbeit von Geiersbach et al. eine scheinbare Umlagerung mit einer
kommerziellen SS18-Break-Apart-Sonde beobachtet, die in Wahrheit auf eine
partielle Deletion im Bereich der Sondenbindung zurtickzufihren war. Erst eine
begleitende Mikroarray-Analyse ermdglichte die korrekte Einordnung als falsch-

positives Ergebnis (Geiersbach et al. 2011).

Vergleicht man aber die Ergebnisse von Magnoli et al. mit den hier vorgelegten,
spricht einiges dafur, dass die schwache Nachweisrate der IGH/BCL2-Fusion
mittels der Vysis Dual-Fusion-Sonde in der eigenen Untersuchung weniger auf
biologische Ursachen als vielmehr auf methodische Einschrankungen
zurtckzufihren ist. Als mogliche Fehlerquellen kénnten Probenalter, -
konservierung, -aufbereitung oder die technische Durchfihrung der FISH-
Analyse in Frage kommen. Hinweise auf eine erhOhte Frequenz alternativer
Bruchpunkte, die eine unzureichende Detektion durch die verwendete
Fusionssonde erklaren konnten, finden sich in der Literatur nicht (Magnoli et al.
2023).

Magnoli et al. untersuchten in ihrer Studie 76 Falle von FL, wobei sie sowohl
BCL2- als auch IGH-Rearrangements mittels BA-Sonden analysierten. In 87%
der Falle waren entweder beide Translokationen vorhanden oder beide fehlten,
was die hohe Ubereinstimmung bei der klassischen t(14;18)(q32;21)-
Translokation widerspiegelt. Andere Translokationen, bei denen das BCL2-Gen
mit den Immunglobulin-Kappa (2p11)- oder -Lambda (22q11)-Leichtkettengenen
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fusioniert, sind selten (Lin et al. 2008). Auch unter den 10 Fallen mit diskordanten
Ergebnissen (entweder IGH+/BCL2- oder umgekehrt) konnten bei 4 Fallen mit
auffalliger Signalverteilung durch zusatzliche FISH-Analysen mittels einer
IGH/BCL2-Fusionssonde eindeutige /GH/BCLZ2-Fusionen bestatigt werden
(Magnoli et al. 2023).

Dennoch konnten Magnoli et al. in ihrer Versuchsreihne 9 Falle mit IGH-
Rearrangements identifizieren, bei denen keine oder nur sehr schwache BCL2-
Translokationssignale vorlagen. Diese Beobachtung legt nahe, dass auch andere
genetische Mechanismen ohne direkte Beteiligung von BCL2 zur Aktivierung des
IGH-Lokus beitragen konnten, und das FL auch durch andere genetische

Umlagerungen als IGH-BCL2 getrieben sein kann (Magnoli et al. 2023).

4.4.2 Einfluss des Materials auf das FISH-Resultat

Marino et al., die in ihrer Studie ebenfalls unterschiedliche Sonden verglichen
hatten und dabei zu sehr konsistente Ergebnisse erzielten, hatten auch TMA und
FFPE verwendet, allerdings was das Material in dieser Untersuchung maximal
etwas Uber zwei Jahre alt, im Gegensatz zur vorliegenden Untersuchung mit
einem Probenalter zwischen 5 und 14 Jahre alt (Marino et al. 2021). Jedoch
konnte in der Ergebnisanalyse kein vermehrtes Auftreten der FISH-negativen
Falle unter den alteren Proben festgestellt werden. Der eher geringe Anteil an
FISH-positiven Fallen lasst sich also nicht ausschlie3lich durch das Gewebealter

herleiten.

Magnoli et al. verglichen die FISH-Ergebnisse zwischen FFPE-Gewebeproben
und frischen (FF) Gewebeproben an einer Untermenge von 32 Fallen, dabei
traten Einschrankungen der FISH-Analyse an Archivmaterial zutage. Die FISH-
Resultate an den frischen Gewebeproben stimmten mit jenen Uberein, die an den
jeweiligen FFPE-Zellkernen erzielt wurden, mit Ausnahme von 3 Fallen. Diese
waren t(14;18)-negativ auf FFPE, aber positiv auf gefrorenem Gewebe. In zwei
Fallen kdnnte das auf genetische Heterogenitat zurlickzufiihren sein, da auf den
gefrorenen Proben ein geringer Anteil translozierter Zellkerne nachweisbar

waren. Im dritten Fall hatte es sich hingegen um eine ,kryptische* BCL2-
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Translokation mit atypischem Bruchpunkt gehandelt, die sich in FFPE-Proben
schwer nachweisen lassen. Diese Ergebnisse belegen, dass insbesondere kleine
neoplastische Klone oder ungewohnliche Bruchpunkte in Archivmaterial unter

Umstanden nicht zuverlassig erfasst werden konnen (Magnoli et al. 2023).

Auch Belaud-Rotureau et al. fihrten FISH sowohl an FFPE- als auch an
gefrorenem Lymphknotengewebe aus Biopsien von neu diagnostizierten
Patient:innen durch. Die Methode erwies sich dabei unabhangig vom Materialtyp
als zuverlassig und sensitiv fir den Nachweis der IGH/BCL2-Fusion. Dies zeigt,
dass bei optimaler Durchfihrung und geeigneter Materialqualitdt hohe
Nachweisraten auch mit Dual-Fusionssonden erzielbar sind (Belaud-Rotureau et
al. 2007).

4.5 Die Bedeutung der BCL6-Translokation — hohe Frequenz von
gemeinsamem Auftreten von BCL6 + BCL2-Translokationen
In der vorliegenden Untersuchung wiesen von insgesamt 69 untersuchten Fallen
11 eine BCL6-Translokation auf. Davon zeigten zwei Falle ausschlieBlich eine
BCL6-Translokation, wahrend die Ubrigen neun Falle zusatzlich eine BCL2-
Translokation aufwiesen. Das gehaufte gemeinsame Auftreten von BCL2- und
BCL6-Translokationen war insofern bemerkenswert, als es bislang nur in
wenigen Studien systematisch untersucht wurde. Eine aktuelle Ubersichtsarbeit
hebt ebenfalls hervor, dass entsprechende Befunde bislang mdglicherweise

unterschatzt wurden (Salaverria, Weigert, and Quintanilla-Martinez 2023).

In der Diagnostik wird eine BCL6-Translokation insbesondere dann erwogen,
wenn sich ein FL immunhistochemisch BCL2-negativ oder CD10-negativ
prasentiert. Besonders bei FL Grad 3B oder bei transformierten FL wird bei
fehlendem Nachweis einer t(14;18)-Translokation erganzend eine Analyse auf
BCL6- oder MYC-Rearrangements mittels FISH empfohlen (Swerdlow et al.
2016).

In der Literatur wird das Auftreten von BCL6-Translokationen bei t(14;18)-

negativen FL mit einer Haufigkeit von etwa 20% beschrieben. Ahnlich wie in der
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vorliegenden Arbeit, in der bei zwei von 23 BCL2-negativen Fallen eine BCL6-
Translokation nachgewiesen werden konnte, fand auch die Studie von Magnoli
et al. zu FL-Fallen aus Norditalien nur einen entsprechenden Fall unter insgesamt
37 analysierten BCLZ2-negativen FL-Fallen. Wahrend sich Magnoli et al.
ausschlieBlich auf BCL2-negative Konstellationen konzentrierten und maogliche
Falle mit BCL2- und BCL6-Translokation nicht erfassten, ermdglicht die
vorliegende Analyse eine umfassendere Betrachtung sowohl isolierter BCL6-
Translokationen als auch kombinierter BCLZ2/BCL6-Rearrangements. Der
insgesamt seltene Nachweis einer BCL6-Translokation in BCL2-negativen FL
unterstreicht die Bedeutung weiterer pathogenetischer Mechanismen in dieser

Subgruppe (Magnoli et al. 2023).

4.5.1 BCLG6-Translokation und der histologische Grad

Mehrere Studien zeigen, dass BCL6-Genumlagerungen (Translokationen am
Lokus 3g27) insbesondere bei FL ohne die typische t(14;18)-Translokation
gehauft auftreten und mit charakteristischen klinisch-pathologischen Merkmalen

einhergehen.

Gu et al. analysierten 142 FL-Falle, darunter 63 t(14;18)-negative FL, mittels
FISH und zeigten, dass BCL6-Umlagerungen bei t(14;18)-negativen FL haufiger
vorkommen als bei t(14;18)-positiven FL (26% vs. 19%), ein Umstand, der sich
in der gegenstandlichen Untersuchung nicht wiederfindet. Hier waren nur 2 der
BCL6-positiven Falle (18,2%) BCL2-negativ, der Grofdteil der BCL6-positiven
Falle zeigte auch eine BCL2-Translokation. Auffallig bei Gu et al. war die Haufung
in hoheren Graden, in 60% der Grad 3-Falle ohne die BCL2-Translokation konnte
eine BCL6-Translokation nachgewiesen werden. Besonders bemerkenswert war
zudem die haufigere Beteiligung alternativer Bruchpunkte in der t(14;18)-
negativen Gruppe. Gu et al. schlussfolgerten, dass BCL6-Translokationen ein
wichtiges genetisches Ereignis bei t(14;18)-negativen FL darstellen, vor allem in
héheren Graden, und empfahlen daher bei diesen Fallen gezielte FISH-Analysen
fur BCL6-Umlagerungen (Gu et al. 2009).
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Auch Gagyi et al. berichteten Uber BCL6-Umlagerungen in t(14;18)-negativen,
BCL2-negativen FL (Uberwiegend Grad 3A) mit hoher Proliferation und aktiver
somatischer Hypermutation der Immunglobulin-Gene. Diese Befunde
unterstitzen die Annahme, dass BCL6-Veranderungen einen alternativen
molekularen Weg in der Entwicklung von FL ohne t(14;18) darstellen (Gagyi et
al. 2008).

Die klinisch-pathologischen Auswirkungen von BCL6-Translokationen in
Abhangigkeit vom BCL2-Status wurden von Gollub et al. analysiert. lhre Studie
an 102 FL zeigte, dass BCL6-Umlagerungen vor allem dann den Tumorphanotyp
beeinflussen, wenn keine BCLZ2-Translokation vorliegt. Insbesondere waren
BCL2-negative/BCL6-translozierte FL signifikant haufiger histologisch Grad 3,
zeigten seltener ein positiv es Ergebnis fur den Keimzentrumsmarker CD10 und
wiesen geringere Raten an Knochenmark- und Kapselinfiltration auf, was auf

einen distinkten biologischen Subtyp hinweisen kdnnte (Gollub et al. 2009).

Im Einklang damit fanden auch Diaz-Alderete et al. deutliche Zusammenhange
zwischen Translokationsstatus und histologischem Grad, wobei auch hier
speziell das Auftreten einer BCL6-Translokation in Abwesenheit der BCL2-
Translokation mit einem hoheren histologischen Grad einherzugehen schien
(Diaz-Alderete et al. 2008).

Dies konnte mit der vorliegenden Untersuchung nicht reproduziert werden, unter
den BCL6-positiven FL zahlte nur ein Fall zu den Grad 3-FL, dieser ergab jedoch
auch ein positives Ergebnis in der Vysis BCL2-FISH. Allerdings ist die Fallzahl

zu gering fUr eine aussagekraftige Beurteilung.

Unter den Fallen mit BCL2- und BCL6-Translokation waren 8 von 9 Falle Grad
1-2 zuzuordnen. Auch Diaz-Alderete et al. fanden das gleichzeitige Auftreten
beider Translokationen vornehmlich bei FL mit histologisch niedrigem Grad
(Diaz-Alderete et al. 2008).

Neuere Untersuchungen erweitern das molekulare Verstandnis t(14;18)-
negativer FL. Nann et al. analysierten 55 t(14;18)-negative FL hinsichtlich ihres

genetischen Profils. Es zeigten sich BCL6-Translokationen in etwa 22% der
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Falle, haufig in Verbindung mit FL Grad 3A, verminderter CD10- und fehlender
BCL2-Expression sowie hoher Proliferationsrate. Die molekulare Klassifikation
dieser Falle war heterogen, was auf eine morphologisch ahnliche, aber genetisch

diverse Untergruppe schlielen Iasst (Nann et al. 2020).

In einer geographisch eingegrenzten Kohorte aus Norditalien fanden Magnoli et
al. eine hohe Rate von BCL2-negativen FL (ca. 49%), darunter einen erheblichen
Anteil von Fallen mit BCL6-Translokationen. Diese Falle zeigten gehauft Grad
3A/3B, diffuse Wachstumsarchitektur und Expression von BCL6 und MUM1, was
eine funktionelle Parallele zur BCL2-Translokation nahelegt. Die Ergebnisse
deuten auf alternative pathogenetische Mechanismen in t(14;18)-negativen FL
hin, die mit einer genetischen Heterogenitdt und Merkmalen eines potenziell

aggressiveren Verlaufs assoziiert sein kdnnen (Magnoli et al. 2023).

4.5.2 BCLG6 statt BCL2 als Schritt in der Pathogenese mit Bezug auf das
Stadium

In mehreren Studien zeigt sich, dass BCL6-Translokationen bei FL nicht nur in
Bezug auf den BCL2-Status oder den histologischen Grad, sondern auch
abhangig vom Krankheitsstadium unterschiedlich verteilt auftreten. lkoma et al.
untersuchten 140 FL-Falle mittels FISH auf BCL2-, BCL6- und MYC-
Umlagerungen und fanden bei 11,4% Konstellationen mit BCL2- und BCL6-
Translokationen. Dieser Anteil ist vergleichbar mit den in der hier vorliegenden
Arbeit beobachteten 13% ist. Die Autoriinnen interpretierten die BCL6-
Umlagerung in diesen Fallen als moglichen Second Hit, den die neoplastischen
Zellen wahrend ihrer Reifung im Keimzentrum erwerben (lkoma et al. 2022).
Auffallig war, dass Patient:innen mit isolierter BCL6-Translokation seltener in
einem fortgeschrittenen klinischen Stadium diagnostiziert wurden (47%), als
Patient:innen in den BCL2-, oder BCL2- und BCL6 translozierten Gruppen (75%).
Auch eine Knochenmarksinfiltration war in der BCL6-Translokationsgruppe mit
nur 13% deutlich seltener als in den BCL2- und doppelt translozierten Gruppen
(55-67%) (Ikoma et al. 2022).
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Demgegenlber berichteten Nann et al., dass 56% der t(14;18)-negativen FL mit
BCL6-Rearrangement erst im Stadium 1ll/IV diagnostiziert wurden, ein Wert der
mit den Angaben von Los-de Vries et al. vergleichbar ist, wo in einer genetisch
definierten Subkohorte 64% der t(14;18)-negativen FL mit BCL6-Umlagerung im
fortgeschrittenen Stadium vorlagen (Nann et al. 2020, Los-de Vries et al. 2022).

In der hier vorliegenden Arbeit lagen fur 10 der 11 Falle mit BCL6-Translokation
Informationen zum Krankheitsstadium vor. Davon waren 36% dem Stadium |-l
zuzuordnen, und 54% dem Stadium IlI-IV. Von den 9 DH-Fallen gehérten 3, also
33,3% der Falle zu den Stadien | oder Il und 5 bzw. 55,6% zu Stadium Il oder

IV, in einem Fall war das Stadium nicht bekannt.

Zusatzlich zeigen neuere molekulare Studien, dass sich t(14;18)-negative FL im
frhen klinischen Stadium (I/11) haufiger durch STAT6-Mutationen, im Stadium
[lI/IV dagegen eher durch BCL6-Translokationen auszeichnen. Die BCL6-
dominierten Falle ahneln in ihrem molekularen Profil starker dem klassischen
t(14;18)-positiven FL (Salaverria, Weigert, and Quintanilla-Martinez 2023).

Diese Beobachtungen stutzen die Annahme, dass in verschiedenen Stadien der
Erkrankung unterschiedliche molekulare Ereignisse eine wesentliche Rolle flr
die Pathogenese und das Fortschreiten des follikularen Lymphoms spielen
konnten (Los-de Vries et al. 2022).

4.5.2.1 BCL6-translozierte FL als eigene Subgruppe
Mehrere Studien sprechen dafur, dass FL mit BCL6-Translokation, aber ohne
BCL2-Translokation eine eigenstandige biologische Subgruppe darstellen
konnten. Diaz-Alderete et al. und lkoma et al. ordnen FL-Falle mit gleichzeitiger
BCL2- und BCL6-Translokation der klassischen, BCL2-dominierten Gruppe zu,
wahrend FL mit isolierter BCL6-Translokation als klinisch und pathologisch
distinkte Entitat gelten (Diaz-Alderete et al. 2008, Ikoma et al. 2022).

Nann et al. berichten, dass 22% der t(14;18)-negativen FL eine BCL6-
Translokation aufwiesen, meist assoziiert mit héherem klinischem Stadium
(56%), komplexerer genetischer Architektur und einer genetischen Nahe zum

klassischen FL (Nann et al. 2020). Ahnliche Einschatzungen finden sich auch bei
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Salaverria et al., die in ihrer Ubersichtsarbeit molekulare und klinische
Subgruppen von t(14;18)-negativen FL differenzieren. Die Autor:innen berichten,
dass BCL6-Translokationen uUberwiegend in spateren Krankheitsstadien
auftreten und molekular dem klassischen FL naherstehen, wahrend STAT6-
dominierte Subtypen haufiger in Stadium /Il vorkommen. Diese Differenzierung
unterstreicht die Heterogenitat t(14;18)-negativer FL und stltzt die Einordnung
BCL6-positiver Falle als potenziell eigenstandige Subgruppe (Salaverria,
Weigert, and Quintanilla-Martinez 2023).

Auch Menter und Quintanilla-Martinez beschreiben ein gehauftes Auftreten von
t(14;18)-negativen, BCL6-dominierten FL in der Inguinalregion mit CD23-
Positivitat und spezifischem molekularem Profil, was als weiteres Argument fur
eine eigenstandige Subgruppe (Menter and Quintanilla-Martinez 2023) sprechen

konnte.

Die Ubersichtsarbeit von Enemark et al. liefert eine systematische Analyse von
Studien der letzten vier Jahrzehnte zu molekularen Markern bei FL und HGBL.
Die Autor:innen kommen zu dem Ergebnis, dass BCL6-Translokationen sowohl
im t(14;18)-positiven als auch -negativen Kontext mit einem erhdhten Risiko fur
eine Transformation assoziiert sein kénnen, ihre prognostische Bedeutung
jedoch nicht einheitlich bewertet wird. Die Analyse legt nahe, dass die
prognostische Bedeutung von BCL6-Rearrangements davon abhangen kann, ob
eine t(14;18)-Translokation vorliegt. Wahrend die t(14;18)-Translokation
typischerweise als fruher krankheitsinitierendes Ereignis gilt, wird die BCL6-
Translokation haufiger als spatere (Second-Hit-)Veranderung beschrieben,
insbesondere in t(14;18)-positiven Fallen. In t(14;18)-negativen Konstellationen
hingegen weist die weist die BCL6-Translokation auf eine eigenstandige
pathogenetische Rolle hin. Allerdings betonen Enemark et al.,, dass die
prognostische Bewertung von BCL6-Umlagerungen in der bisherige Literatur
insgesamt uneinheitlich ausfallt, das auf die biologische Heterogenitat dieser
Veranderungen und die unterschiedliche @ Zusammensetzung der
Studienkohorten zurtickgefuhrt wird (Enemark et al. 2024).
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Kiunstner et al. zeigen anhand von genomweiten Analysen im Kontext von
Lymphomen mit BCL2-, MYC- und/oder BCL6-Translokationen, dass BCL6-
Translokationen mit spezifischen molekularen Profilen einhergehen, darunter
insbesondere Veranderungen im E2F-Signalweg, welcher die
Zellzyklusregulation beeinflusst. Diese genetischen Muster unterscheiden sich
deutlich von denen t(14;18)-assoziierter Falle und deuten auf eine eigenstandige

molekulare Entwicklungslinie BCL6-rearrangierter FL hin (Kunstner et al. 2021).

In der Gesamtschau ergibt sich damit das Bild einer molekular und klinisch
heterogenen Gruppe von FL mit BCL6-Translokation, deren biologische
Relevanz und prognostische Bedeutung kontextabhangig ist, aber klare Hinweise
auf eine potenzielle Sonderstellung t(14;18)-negativer, BCL6-dominierter FL
liefert.

4.6 Limitationen der Studie

Die fur diese Untersuchung verwendeten Lymphknotenpraparate stammten aus
den Jahren 2005 bis 2014. Ein Einfluss des Probenalters auf die Auswertbarkeit
kann nicht vollstandig ausgeschlossen werden. Allerdings zeigte sich bei keiner
der vier eingesetzten FISH-Sonden ein Zusammenhang zwischen dem
Gewebealter und der Nachweisrate der t(14;18)-Translokation, die positiven

Befunde waren Uber alle Jahrgange hinweg gleichmalig verteilt.

Das Studienkollektiv von 69 Fallen ermdglicht zwar eine grundliche Analyse,
bildet jedoch nur einen begrenzten Ausschnitt des gesamten FL-Spektrums ab

und erlaubt daher keine endgultigen Ruckschlusse.

Auch eine unterschiedliche Eignung der Sonden flir die Anwendung an TMA-
Material erscheint mdglich, wurde im Rahmen dieser Studie jedoch nicht
untersucht. Zur Verifizierung der FISH-Ergebnisse an den TMA wurden lediglich
funf Falle an Vollschnitten Gberprift, diese stimmten allerdings alle aus
vergleichsweise jlingeren Praparaten. Erganzend konnte in weiterfUhrenden
Studien beispielsweise noch ein direkter Vergleich der Vysis BCL2-BA-Sonde mit

der Dual-Fusionssonde erfolgen.
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Bezuglich der Methodik muss hervorgehoben werden, dass die Auswertung der
FISH ein hohes Level an Erfahrung erfordert und die Vergleichbarkeit unter

mehreren Untersuchern nicht selbstverstandlich gegeben ist.

4.7 Schlussfolgerung und Ausblick
Die Ergebnisse dieser Studie zeigen deutlich, dass aus dem
immunhistochemischen Nachweis einer BCL2-Expression nicht zuverlassig auf

das Vorliegen einer t(14;18)-Translokation geschlossen werden kann.

Als Ursache fiur die BCL2-Expression bei fehlender t(14;18)-Translokation
konnen kryptogene BCLZ2-Aberrationen in Frage kommen (Vaandrager et al.
2000a, Ott et al. 2002). So konnten in BCL2-positiven, t(14;18)-negativen FL
Genmutationen identifiziert werden, welche direkt mit BCL2 assoziiert sind, wie
beispielsweise MAPKS8, welche die BCL2-Expression verursachen kdnnten
(Zamo et al. 2018).

Weitere Analysemethoden wie FISH oder PCR sind in der Routinediagnostik zur
effektiven Identifikation von Translokationen und anderen genetischen
Abweichungen auch aus klinischer Sicht notwendig und sinnvoll, da sich daraus
unterschiedliche Therapieansatze ergeben koénnen, wie beispielsweise
spezifische BCL2- und BCL6-Inhibitoren (Cardenas et al. 2016, Zhu et al. 2019).

Auf Basis der vorliegenden Ergebnisse erscheint eine gezielte Vergleichsstudie
sinnvoll, in der verschiedene Sondentypen an neuerem FFPE-Gewebematerial
untersucht werden, um festzustellen, ob die unterschiedlichen Ansatzpunkte der
Sonden zu unterschiedlichen Ergebnissen fihren kénnen, wie die vorliegende

Untersuchung nahelegt.

Idealerweise wurde diese Folgeuntersuchung sowohl an Vollschnitten als auch
an TMAs der gleichen Gewebeproben durchgeflhrt, um auch einem mdglichen

Einfluss durch diese Aufbereitungsform systematisch auf den Grund zu gehen.

In den vergangenen Jahren und Jahrzehnten konnte zunehmend Einblick in die

biologischen Faktoren, die zur Pathogenese der FL beitragen, gewonnen
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werden. Aufgrund der Vielschichtigkeit im  Zusammenwirken der
unterschiedlichen Faktoren sprechen Milpied et al. in ihrer Analyse von einem
,(epi)genomischen Landschaftsbild von FL-Zellen, in dem auch das
Tumormikroumfeld eine bedeutsame Rolle spielt (Milpied et al. 2021). Angesichts
der biologischen Komplexitat und Heterogenitat des FL wird eine kombinierte
Anwendung verschiedener diagnostischer Verfahren zunehmend unverzichtbar,
um ein moglichst umfassendes Bild der Erkrankung zu erhalten und damit auch
zu individuell bestmoglichen Antworten in der Behandlung der Betroffenen zu

kommen.

Far die klinische Praxis ware es beispielsweise hilfreich, Erkrankungsfalle
anhand prognostischer Kriterien, Schlisselmutationen und Biomarkern,
insbesondere solcher, die auf ein erhohtes Transformationsrisiko hinweisen,
besser bewerten zu kénnen. In kiinftigen Therapieansatzen sollten dabei nicht
nur genetische Veranderungen, sondern auch epigenetische Mechanismen
bertcksichtigt werden (Enemark et al. 2024, Perrett, Edmondson, and Okosun
2022, Burkhard et al. 2015).

Vor dem Hintergrund dieser multiplen Einflussfaktoren erscheint es zunehmend
plausibel, dass sich die Pathogenese des follikularen Lymphoms nicht als
statisches Modell abbildet, sondern vielmehr als dynamischer Prozess, der durch
genetische, epigenetische, immunologische und moglicherweise auch
umweltbedingte Einflusse kontinuierlich beeinflusst wird. Es ist vorstellbar, dass
sich unter bestimmten Bedingungen neue molekulare Konstellationen
herausbilden, die bislang nicht als eigenstandige Subtypen beschrieben wurden.
In diesem Zusammenhang konnten neue Aspekte der Krankheitsentstehung
schrittweise aufgedeckt werden, beispielsweise durch Veranderungen in der
Interaktion zwischen Tumorzellen und der Mikroumgebung oder durch das
Auftreten bislang unbeachteter Mutationsmuster. Eine fortlaufende molekulare
und epidemiologische Charakterisierung erscheint daher entscheidend, um die
biologische Vielfalt des FL besser zu verstehen und zukinftig gezielter

adressieren zu konnen.
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5 Zusammenfassung

Das follikulare Lymphom (FL) ist das zweithaufigste Non-Hodgkin-Lymphom. In
etwa 80% der Falle liegt die charakteristische Translokation t(14;18)(q32;921)
vor, die zu einer Verlagerung des BCL2-Gens und zur Uberexpression des anti-
apoptotischen Proteins BCL2 fihrt, und so eine wichtige Rolle in der
Pathogenese darstellt (Tsujimoto et al. 1984, Godon et al. 2003, Zhu et al. 2019).

Das Vorhandensein dieser Translokation ist nicht nur diagnostisch bedeutsam,
sondern konnte zukulnftig auch fur die Therapieplanung des FL an Relevanz
gewinnen. Die immunhistochemische Untersuchung der BCL2-Expression
gehort daher zur Standarddiagnostik des FL (Nann et al. 2020, Vaandrager et al.
2000). Jedoch zeigen neuere Studien, dass auch t(14;18)-negative FL in hohem
Anteil BCL2-positiv sein konnen, teils bis zu 86%, was die diagnostische
Aussagekraft der BCL2-Immunhistochemie bezuglich ihrer Vorhersage einer
t(14;18)-Translokation infrage stellt (Leich et al. 2016).

Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, die diagnostische Aussagekraft der
immunhistochemisch nachgewiesenen BCL2-Expression im Hinblick auf das
tatsachliche Vorliegen einer t(14;18)-Translokation zu evaluieren. Untersucht
wurden 69 FL-Falle aus dem Blockarchiv eines Referenzzentrums fur
Hamatopathologie, die allesamt immunhistochemisch BCL2-positiv waren. Das
Kollektiv bestand Uberwiegend aus niedriggradigen FL (87%) und zeigte sich in

Bezug auf Geschlechterverteilung und Patientenalter sehr ausgeglichen.

Mittels Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) wurde das Vorhandensein
einer BCLZ2-Translokation bzw. einer IGH/BCLZ2-Fusion analysiert. Daruber
hinaus wurden alle Falle auch auf das Vorliegen einer BCL6-Translokation
untersucht. Die Bestimmungen erfolgten an Tissue Microarrays, wobei insgesamt
funf verschiedene FISH-Sonden zum Einsatz kamen. Die Gesamt-Nachweisrate
der BCL2-Translokation lag bei 66,7% und damit leicht unter den Erwartungen.
Eine BCL6-Translokation wurde in 16% der Falle festgestellt, in 13% lagen beide
Translokationen vor. Auffallig war, dass sowohl mit der haufig verwendeten
Vysis-BCL2-Break-Apart-Sonde als auch mit der /IGH/BCL2-Fusionssonde die

Nachweisrate (25% bzw. 17%) deutlich niedriger ausfielen als erwartet. Die
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beiden alternativen BA-Sonden anderer Hersteller erzielten hingegen bei
identischem Probenmaterial konsistente Nachweise in 43 von 69 Fallen. Die

Resultate konnten stichprobenartig an Vollschnitten validiert werden.

Diese Ergebnisse werden Fragen zur Sensitivitdt bestimmter FISH-Sonden
sowie zum Einfluss praanalytischer Faktoren wie Gewebealter und TMA-Format
auf. Eine gezielte Folgestudie unter kontrollierten Bedingungen, beispielsweise
unter Verwendung frischen Materials sowie direktem Vergleich von TMA und

Vollschnitt, erscheint zur weiteren Klarung dieser Aspekte sinnvoll.

Die generelle Annahme, dass ein Groldteil der BCL2-positiven FL auch die
charakteristische t(14;18)-Translokation aufweist, konnte somit erst durch den

Einsatz alternativer BCL2-BA-Sonden bestatigt werden.

Die Ergebnisse dieser Arbeit unterstreichen einmal mehr die ausgepragte
biologische Vielfalt und molekulare Heterogenitat des FL. Sie zeigen, dass fir
eine differenzierte Diagnostik und eine individuell angepasst Therapie der
kombinierte Einsatz verschiedener diagnostischer Verfahren unverzichtbar ist,
um den Krankheitsverlauf umfassend beurteilen und therapeutische

Entscheidungen gezielt treffen zu kénnen.
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9 Appendix

9.1 Gesamtubersicht der Inmunhistochemie-Ergebnisse

Stadium
Fallnummer Grad [nach Ann- BCL2 BCL6 CD3 CcD10 CD20

Arbor]

Nicht
1 ! erhebbar PP p hp zp pp

Nicht
2 2 erhebbar pp pp zp hp pp
3 2 1 hp p pp zp pp
4 4 pp p zp hp pp

Nicht
5 ! erhebbar pp p hp hp pp
6 3 Nicht .

erhebbar pp p p P pp
7 2 2 pp p zp zp pp
8 2 2 pp P P zp pp
9 5 Nicht .

crhebbar pp pp p pp pp
10 2 3 pp pp hp pp pp
11 2 3 pp pp hp pp pp
12 3 4 hp P P zp hp
13 1-2 1 pp P PP hp PP
14 2 1 pp P zp pp pp
15 2 1 hp P P zp PP
16 2 1 P n zp hp pp
17 2 4 hp P P zp PP
18 2 4 pp P hp zp pp
19 3 4 pp P zp hp pp

Nicht
20 1 erhebbar pp p hp pp pp
21 1 3 p p zp hp juy)
22 1 1 pp P zp hp pp
23 1 4 pp P zp P pp

nicht

24 ! ! hp p auswertbar zp hp
25 1 4 p P P zZp PP

Nicht
26 ! erhebbar PP p hp PP PP

Nicht
27 ! erhebbar hp p zp zp pp
28 1-2 1 PP n p hp pp
29 2 4 hp p zp n juy)
30 1-2 1 pp zp pp hp pp
31 1 3 PP zp j9y) hp hp
32 1 pp p p zp pp
33 2 pp zp P pp
34 1-2 2 p P hp pp pp
35 1-2 2 pp P pp hp pp
36 1-2 2 pp P hp pp pp
37 1-2 1 p zp pp hp pp
38 1-2 3 pp pp zp p pp
39 1-2 4 pp P zp pp pp
40 1-2 1 pp n zp hp hp
41 1-2 2 pp p hp hp pp



42 3 3 pp p hp zp pp
43 1 4 pp P zp zp pp
44 1-2 4 pp P pp hp pp
45 1-2 3 pp P zp pp pp
46 1 4 pp P zp zp pp
47 1-2 4 pp zp hp zp pp
48 1 1 p P pp zp pp
49 1-2 3 pp P pp zp pp
50 1-2 4 pp p pp hp pp
51 1-2 3 pp zp pp hp pp
52 3 1 hp zp pp hp pp
53 1-2 3 pp zp zp hp PP
54 3 1 pp p hp hp pp
55 1-2 1 pp zp hp hp PP
56 1-2 2 pp zp zp zp pp
57 3 2 P pp zp zp pp
58 1-2 3 pp pp p hp pp
59 1-2 3 pp pp hp hp pp
60 1-2 1 PP p ausrizf(;};ttbar zp PP
61 1-2 4 pp P hp pp pp
62 1-2 3 pp P zp hp pp
63 1-2 3 pp zp zp pp pp
64 1-2 4 pp pp P zp pp
65 1-2 2 hp p hp zp hp
66 1-2 3 PP P hp hp juy)
67 1-2 4 pp zp hp hp juy)
68 1-2 1 pp P P zp pp
69 1-2 3 pp zp hp zp hp

Tabelle 9: Gesamtlibersicht der Immunhistochemie-Ergebnisse, pp = stark positiv, p = schwach aber
eindeutig positiv, hp = heterogen positiv, zp = zahlreich positive Zellen
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