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1 Einleitung

1.1 Hintergrund

1.1.1 Immunsystem und Antikorper

Die Aufgabe des Immunsystems besteht in der Eliminierung von korperfremden Stoffen, wie z.
B. Bakterien, Viren und Pilzen sowie von fehlerhaft gewordenen korpereigenen Zellen. An der
Wirkung des Immunsystems sind vorrangig die Stammzellen im Knochenmark, die
lymphatischen Gewebe (z. B. Thymus, Milz, Lymphknoten), die unterschiedlichen weilRen
Blutkdrperchen (Leukozyten) und die von den B-Lymphozyten produzierten Antikorper
(Immunglobuline) beteiligt. Die Lymphozyten gehéren zu den Leukozyten und differenzieren
sich in B-Lymphozyten, T-Lymphozyten und natirliche Killerzellen.

Unterschieden wird in das angeborene und adaptive Immunsystem. Die angeborene
Immunantwort ist in der Erbinformation kodiert und entfaltet ihre Wirkung durch
anatomische und physiologische Barrieren und wirkt Erreger unspezifisch.

Das adaptive Immunsystem vermittelt unter Beteiligung von T- und B-Lymphozyten eine
gegenlber neuen oder veranderten Erregern angepasste Antwort. B-Lymphozyten werden im
Knochenmark und spater in den lymphatischen Geweben gebildet. Aus ihnen differenzieren
sich nach Antigenkontakt antikérperbildende Zellen oder Gedachtniszellen, welche eine
spezifische Abwehrreaktion ermoglichen. Die T-Lymphozyten werden primar im Thymus
gebildet. Sie Ubernehmen die zellvermittelte Immunantwort und unterstiitzen die B-
Lymphozyten.

Ein Antigen ist eine Fremdsubstanz, welche eine Immunantwort auslost. Das Immunsystem
aktiviert spezialisierte Lymphozyten und produziert Antikorper, die das Antigen binden und
zerstoren. Ausgangspunkt der Lymphozyten sind pluripotente Stammzellen, die sich in B- und
T-Lymphozyten differenzieren.

Antikorper sind Proteine und bestehen aus vier Polypeptidketten (zwei identischen leichten
und zwei identischen schweren Ketten), welche ein Y-férmiges Molekil bilden. Bei
Antikorpern, die zu der gleichen Klasse gehoren, weisen beide Kettenformen einen konstanten
(C-terminalen) Bereich, die sogenannte Schwanzregion mit einer kaum variierenden
Aminosauresequenz zwischen verschiedenen Antikérpern, sowie eine variable (N-terminale)

Region, mit stark variierender Aminosauresequenz zwischen verschiedenen Antikérpern, auf.
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Eine identische variable Region befindet sich an jedem Ende der beiden Arme des Y-Molekiils
und fungiert als Antigen-Bindungsstelle. Insgesamt gibt es funf Antikorperklassen, die
Immunglobuline (lg) 1gM, IgG, IgA, IgD und IgE, welche durch die konstante Region der
schweren Kette definiert werden. Die konstante Region wird durch wenige C-Gene kodiert, die
variable Region durch zahlreiche V-Gene. Beide Regionen konnen nicht unabhangig
voneinander exprimiert werden. Sie werden im Zuge der somatischen Rekombination in den
B-Zellen zusammengesetzt, wodurch individuelle, hochspezifische Antikérper entstehen. Die
Kombinationsmoglichkeit mit einer hohen Vielfalt an V-Genen ist Voraussetzung fiir die hohe
Anzahl an Antikoérpern, die durch Ungenauigkeiten bei der Verknipfung der V- und C-Gen-
Regionen zu einem Antikdrper zusatzlich erhéht wird.

Neben der C-Region ist im C-Gen eine Joining-Region (J-Region) enthalten, welche die V- und
C-Region miteinander verkniipft. Beim Kombinieren der Gene fiir die schweren Ketten, kommt
weiterhin das Diversity-Segment (D-Segment) hinzu, welches sich zwischen den V- und J-

Regionen befindet und an dessen Zusammenbau beteiligt ist.

1.1.2 T(14,;18) Translokation

Bei einer Translokation handelt es sich um eine strukturelle Chromosomenaberration, bei der
es zu einer Verlagerung eines Chromosomenstiicks von einem auf ein anderes Chromosom
oder an eine andere Stelle des gleichen Chromosoms kommt. Hierbei resultieren haufig an
den Bruchstellen sowie anderen Fusionsstellen Genveranderungen.

In die Entstehung der t(14;18)-Translokation sind das BLC2-Gen auf Chromosom 18qg21 und
der Immunglobulin-Heavychain-Genlocus (IgH-Genlocus) auf Chromosom 14qg32 involviert [1].
Sie steht mit der V(D)J-Rearrangierung (Variable, Diverse, and Joining) der auf Chromosom 14
gelegenen Immunglobulin-Gene in Zusammenhang [2].

Der Genbereich, in dem der variable Teil der schweren Ketten der Immunglobuline kodiert
wird, besteht in der Keimbahnkonfiguration aus Abschnitten mit 151 V-(,variable”)
Segmenten, 28 D-(,diversity”) Segmenten und 6 J-(,joining“) Segmenten. Diese sind den
Genen fiir die konstante Region, den 5 C-Elementen (Cp, C§, Cy, Ce, Ca) vorgelagert, welche

die Antikorperklassen (IgM (Cu), IgD(C8), 1gG(Cy), IgE (Ce), IgA (Ca)) bestimmen [3].
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Durch die VDJ-Rekombinase werden wahrend der friihen Phase der B-Zell-Differenzierung
zuerst ein D- und ein J-Gensegment miteinander verbunden, bevor ein V-Gensegment in der
spaten Phase angeschlossen wird.

Auf dem Chromosom 18qg21 ist das BCL-2-Gen (B-cell lymphoma 2) beheimatet, dessen
gleichnamiges Protein in die Regulation der Apoptose (programmierten Zelltod) involviert ist.
Das BCL2-Protein hat die Eigenschaft, die Apoptose zu unterdriicken [4]. Eine vermehrte BCL2-
Bildung bewirkt eine weitere Teilung von Uberschiissigen Lymphozyten. Das BCL-2-Gen zahlt
zu den Proto-Onkogenen [5].

Als Ergebnis einer illegitimen VDJ Rekombination [2,6] entsteht die t(14;18)-Translokation
(Abb. 1) und der Einfluss des IgH-Enhancers fiihrt zu einer Uberexpression des BCL2-Gens [7].
Bei der t(14;18)-Translokation konnten verschiedene Bruchregionen identifiziert werden.
Innerhalb der ,,major breakpoint region“ (MBR) befinden sich 60-70% der Bruchpunkte [8],
wobei die als ,,molecular breakpoint hot spot” bezeichnete Region nur 150 Basenpaare (bp)
innerhalb dieser Hauptbruchregion umfasst. Dies deutet auf eine nicht rein zufillige
Entstehung der t(14;18) Translokation hin [1]. Daneben wurden noch ,minor cluster region”
(MCR) und ,intermediate cluster region” (ICR) entdeckt.

Die t(14;18)-Translokation (BCL2/IgH) wird als genetisches Kennzeichen des Follikularen
Lymphoms (FL) angesehen und kann in 70-90% detektiert werden [9]. In 30-50% der Falle ist
diese Translokation ebenfalls bei den diffusen grofRzelligen malignen Lymphomen (diffuse

large B-cell Lymphoma (DLBCL)) zu finden [10].
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Abbildung 1: Graphische Darrstellung der Chromosomen 14 und 18 sowie der t(14;18)
Translokation
(Legende: Chr: Chromosom, BCL-2: B-cell lymphoma 2; IgH: Immunglobulin-Heavychain; MBR:

Hauptbruchpunktregion; bp: Basenpaare; kb: Kilobasen; V: ,variable” Segment; D: , diversity”

Segment; J: ,joining segment”, Cu: konstante Region)
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1.1.3 Non-Hodgkin-Lymphome

Die Non-Hodgkin-Lymphome (NHL) bezeichnen bdsartige Erkrankungen des lymphatischen
Systems und entstehen aus B- oder T-Lymphozyten [11]. In Deutschland kann eine steigende
Inzidenz der NHL beobachtet werden. Wurden 2006 ca. 12.800 neue Erkrankungsfalle, mit
einem mittleren Erkrankungsalter bei Frauen mit 70 Jahren und bei Mannern mit 67 Jahren
registriert [12], erkrankten im Jahr 2008 13.700 Personen und zwei Jahre spater ca. 16.000
Personen an einem Non-Hodgkin-Lymphom [13,14].

Sowohl fir Manner als auch fir Frauen sind die altersstandardisierten Erkrankungsraten
zwischen 1985 und 1990 angestiegen, seit 2000 konnte ein leichter Abfall beobachtet werden
[12]. Pro Jahr sterben ca. 6.000 Personen an dieser Erkrankung [14,15].

Die Non-Hodgkin-Lymphome umfassen vielfaltige Subtypen (niedrig-maligne: Chronische
Lymphatische Leukdamie (CLL), Follikulare Lymphome (FL), Haarzell-Leukdmie, Immunozytom,
Kutane T-Zell-Lymphome, MALT-Lymphom, Plasmozytom (Multiples Myelom); hoch-maligne:
Burkitt-Lymphom, Diffus Large B-Zell-Lymphome (DLBCL), Mantelzell-Lymphome), welche
durch eine unterschiedliche Atiologie charakterisiert sind. Daher ist es schwierig,
allgemeingiiltige Aussagen zu den Risikofaktoren der NHL zu treffen. Bekannt ist, dass ein
geschwdchtes Immunsystem (z. B. durch eine HIV-Infektion, immunsuppressive Behandlung,
seltene Autoimmunerkrankungen) sowie einige Viren (z. B. steht Epstein-Barr-Virusinfektion
im Zusammenhang mit dem Burkitt-Lymphom) mit einem erhohten Erkrankungsrisiko
einhergehen [13]. Weiterhin werden Pestizide, Schwermetalle, radioaktive Strahlung, Rauchen
und Ubergewicht als Risikofaktoren diskutiert [11,15].

Bei den altersstandardisierten Neuerkrankungsraten der NHL liegt Mecklenburg-Vorpommern
mit ca. 14 Fallen pro 100.000 bei den Mannern und ca. 11 Fallen pro 100.000 bei den Frauen
im Durchschnitt von Deutschland. Deutschland zeigt dhnliche Neuerkrankungsraten wie
Schweden, Belgien und Danemark. Im internationalen Vergleich kénnen in den USA ca. 22
Falle pro 100.000 bei den Mannern und ca. 15 Falle pro 100.000 bei den Frauen beobachtet
werden [14].

Die haufigsten Subtypen der NHL bilden die Diffuse-large B-Cell-Lymphome und die
Follikuldren Lymphome. Zwischen 2007-2008 entfielen in Deutschland von allen NHL-Fallen
auf die diffusen Non-Hodgkin-Lymphome (ICD-10C83) 43% bei den Mannern und 40 % bei den
Frauen. Die FL (ICD-10C82) wurden bei 18% der Manner und 23% der Frauen diagnostiziert
[13].
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Das Follikulare Lymphom (FL) gehort zu den B-Zell-Non-Hodgkin-Lymphomen (B-NHL). Mit ca.
20% der NHL-Félle zeigt das FL in den USA und West-Europa die hoéchste Inzidenz [16,17].

Die chromosomale Veranderung t(14;18) ist fiir das Follikuldare Lymphom charakteristisch.
Weitgehend unbekannt sind die Ursachen der Entstehung dieses zu den niedrig-maligen
Lymphomen gehdrenden Lymphoms. Die t(14;18)-Pravalenz bei Patienten mit einem
Follikularem Lymphom betragt 70-90% [9,10,18]. Daten aus den USA belegen fiur Manner
hohere Inzidenzraten als fir Frauen (Manner:Frauen IRR=1.2 fiir WeilRe und Asiaten; IRR=1.6
fir Farbige) [19]. Neuere Daten aus Europa deuten auf ein leicht umgekehrtes
Geschlechtsverhaltnis hin [20]. Mit zunehmendem Alter steigt die Inzidenz des FL, das
mediane Alter bei Diagnose liegt zwischen 60 und 65 Jahren [21].

Die Diffuse Large B-cell Lymphoma (DLBCL) umfassen ca. 20-35% der NHL [17,22]. DLBCL-
Patienten sind in 30-50% der Falle t(14;18)-positiv [10]. Auch fir diesen NHL-Subtyp konnten
hohere Inzidenzraten von Maéannern gegenliber Frauen ermittelt werden (Manner:Frauen
IRR=1.6 fuir WeiRe; IRR=1.4 fiir Asiaten, IRR=1.8 fiir Farbige) [19].

Bei beiden NHL-Subformen kann die t(14;18) Translokation festgestellt werden. Die kausale
Rolle der Translokation ist jedoch bis heute unklar. Im Zentrum des Interesses stehen

Ereignisse, die fir den Ubergang in eine maligne Erkrankung notwendig sind [23].

1.1.4 T(14;18) Translokation bei Gesunden

Der erste Nachweis, dass die t(14;18)-Translokation bei Gesunden ohne Lymphom vorkommen
kann, wurde 1991 durch die Arbeitsgruppe Limpens et al. publiziert [24].

Die Translokationen werden in geringer Kopienzahl nachgewiesen, persistieren aber Uber
einen langeren Zeitraum [25,26]. Verschiedene Gruppen haben unter Verwendung der
Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) mit einer Sensitivitit < 10° gezeigt, dass t(14;18) positive
Zellen in 30-60% von gesunden Personen mit Frequenzen zwischen 1-200 t(14;18) positive
Zellen pro 10° peripheren mononuklearen Blutzellen detektierbar sind [24,27-31]. Roulland et
al. konnten 2014 zeigen, dass die t(14;18) Tanslokation einen pradiktiven Biomarker fiir das

Follikulare Lymphom darstellt [32].
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1.2 Fragestellung

Ziel der Untersuchung ist es, anhand von epidemiologischen Daten zu prifen, ob die t(14;18)
Translokation ein obligater Zwischenschritt in der Pathogenese des Follikularem Lymphoms
sein konnte. Wenn dies so ware, missten die bekannten Risikofaktoren fiir FL und DLBCL auch
Risikofaktoren fiir die Pravalenz und/oder Frequenz der t(14,18)-Translokation darstellen. Dies

soll im Querschnitt einer groRBen, bevolkerungsbezogenen Studie untersucht werden.

1.2.1 Rauchen

Tabakrauch enthalt ca. 3800 chemische Komponenten, darunter zahlreiche Karzinogene [33].
In der Literatur wurde beschrieben, dass das FL mit den bekannten Risikofaktoren Alter,
Geschlecht und Rauchen assoziiert ist [26-29,34]. Viele dieser Studien [27-29,31] waren durch
eine kleine Fallzahl gepragt, so dass eine gleichzeitige Betrachtung verschiedener
Risikofaktoren oftmals nicht durchgefiihrt wurde. Daher konnte eine alters- und
geschlechtsspezifische unabhdngige Assoziation des Zigarettenrauchens sowohl mit der
Pravalenz als auch der der Frequenz der t(14;18) Translokation bisher nicht quantitativ
ermittelt werden. Unter Verwendung multivariabler Methoden soll die Assoziation von Alter,
Geschlecht und Rauchen auf die t(14;18) Translokation mit Daten und Bioproben einer

grollen, epidemiologischen Querschnittstudie analysiert werden.

1.2.2 Einfluss der weiblichen Sexualhormone

Hormone im Menstruationszyklus

Die Menstruation von Frauen geschieht zyklisch und wird durch fiinf Hormone gesteuert: aus
dem Hypothalamus 1. Gonadotropin-Releasing-Hormon (GnRH), aus der Adenohypophyse 2.
Follikelstimulirendes Hormon (FSH) und 3. Luteinisierendes Hormon (LH), aus dem Ovar die
Sexualhormone 4. Ostrogen und 5. Progesteron [35].

In der Follikelphase des Ovariazykluses beginnt der Follikel zu wachsen und Ostrogene (v.a.
Ostradiol) zu produzieren. In der Ovulationsphase findet die Ovulation statt. Der Gelbkérper
bildet sich wahrend der Lutealphase aus dem restlichen Follikelgewebe. In dieser dritten
Phase werden Ostrogene und Progesteron sezerniert. Am Ende dieser Phase degeneriert der
Gelbkorper, was zu einem Rickgang von Ostrogen und Progesteron fiihrt. Bei einer

Schwangerschaft bleiben die Ostrogen- und Progesteron-Spiegel erhéht [35].
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Ostradiol und Progesteron spielen zudem eine wichtige Rolle bei der Synchronisation von

Ovarial- und Menstruationszyklus [35].

Hormone wahrend der Schwangerschaft und Geburt

Bei einer Schwangerschaft sind im Kérper hohe Ostrogen- und Progesteron-Titer vorhanden.
Im ersten Trimester der Schwangerschaft kommt es durch den Embryo zu der Produktion des
Hormons humanes Choriogonadotropin (HCG), welches eine dhnliche Wirkung wie LH auf den
Gelbkérper zeigt. Dadurch wird Ostradiol und Progesteron weiter produziert. Der hohe
Progesteronspiegel fihrt u.a. zu einer Verfestigung des Cervixschleims, dem Wachstum des
mdutterlichen Anteils der Placenta, der VergrofRerung des Uterus, der Hemmung der Motilitat
der Eileiter [35].

Im zweiten Trimester degeneriert der Gelbkdrper durch die Senkung des HCG-Spiegels. Die
Produktion des Hormons Progesteron zur Aufrechterhaltung der Schwangerschaft wird nun
durch die Plazenta realisiert. In den letzten Wochen der Schwangerschaft kommt es zu einem
Anstieg des Ostrogenspiegels, welcher die Bildung von Oxytocinrezeptoren im Uterus bewirkt,
so dass die Geburtswehen mit Oxytocin (vom Fotus und der Mutter) eingeleitet werden
kénnen [35].

Nach der Geburt sinkt der Progesteronspiegel ab, da die Plazenta nicht mehr vorhanden ist.
Auch der Ostradiolspiegel sinkt. Dadurch fillt dessen hemmende Wirkung auf die
Milchproduktion weg und das Hormon Prolactin kann seine stimulierende Wirkung

aufnehmen [35].

Orale Kontrazeptiva

Die orale Kontrazeption (OC) wurde 1960 von Gregory Pincus entwickelt. Dabei handelt es sich
um Hormonpriparate, die im Allgemeinen eine Kombination aus synthetischem Ostrogen
(Ethinylestradiol, Mestranol) und Progestin (ahnelt Progesteron) enthalten und dem Korper
eine Schwangerschaft simulieren [36].

Die Pille entfaltet ihre Wirkung auf die Hypophyse und auf den Hypothalamus. Die Ostrogen-
Komponente vermindert die FSH-Sekretion und somit die Follikelreifung. Durch Progestin wird
die LH-Sekretion unterdrickt und durch die daraus resultierende Verfestigung der

Cervixschleimhaut die Wanderung der Spermien in den Uterus verhindert [36].
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Im Laufe der Zeit gab es OC verschiedener Generationen, die durch unterschiedliche

Hormonkonzentrationen der Ostrogen- und Progestinkomponenten gekennzeichnet sind [37].

Menopausale Hormontherapie

Die Menopause beendet durch hormonelle Umstellungen die Fruchtbarkeit der Frau. Sie ist
durch das spontane Ausbleiben der Menstruation gekennzeichnet und geht mit einer
Reduzierung des Ostrogenspiegels einher [38,39]. Beschwerden wihrend und nach der
Menopause werden haufig mit einer (peri)-menopausalen Hormonersatztherapie (MHT)
behandelt.

MHT besteht zumeist aus Medikamenten, die entweder nur Ostrogen oder aber eine
Ostrogen- und Progestin-Komponente enthalten. Von der International Agency for Research
on Cancer (IARC) wurde die MHT basierend auf tierischen und menschlichen Daten als Gruppe

1 Karzinogen eingestuft [40].

Risikofaktoren fir die NHL sind mit dem Immunsystem assoziiert, wie z. B. HIV-Infektionen und
immunsuppressive Therapie nach Organtransplantationen [11,41]. Es ist bekannt, das
weibliche Sexualhormone wie Ostrogen, Progesteron und Prolaktin eine modulierende
Wirkung auf das Immunsystem haben und die Immunantwort beeinflussen. Ostrogen
verringert das Plasmalevel von Interleukin 6, einem Wachstumsfaktor fir intermediare- und
hoch-gradige NHL [42,43]. Wihrend einer Schwangerschaft steigen die Ostrogen- und
Progesteron-Spiegel [44,45]. Somit konnten reproduktive Faktoren die niedrigere Pravalenz
der NHL in Frauen gegeniiber Mannern erklaren [46,47]. Es ist bekannt, dass Sexualhormone
die B-Zell-Entwicklung beeinflussen [48]. In Tierversuchen wurde gezeigt, dass Ostrogen-
Behandlung die friihen cu+ pra-B-Zellen und IgH-Gen-Umlagerungen reduziert [49]. Es ist
deshalb moglich, dass Ostrogene die Entstehung der t(14;18) Translokation verringern.

Derzeit ist es nicht bekannt, ob es einen Zusammenhang zwischen dem geschlechts-
spezifischen Hormonspiegel und der Pravalenz der t(14;18) Translokation bei gesunden Frauen
gibt. Daher war das Ziel, einen moéglichen Zusammenhang zwischen der Pravalenz und der
Frequenz der zirkulierenden t(14;18)-positiven Zellen mit Paritdt und Menopausenstatus
sowie der geschlechtsspezifischen Anwendung von exogenen Hormone wie OC und MHT bei
gesunden Frauen in der groRen reprasentativen bevoélkerungs-basierten Querschnittsstudie

Study of Health in Pomerania (SHIP-0) zu untersuchen.
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2 Methoden

2.1 Study of Health in Pomerania (SHIP-0)

Die Basis-Studie “Study of Health in Pomerania — Leben und Gesundheit in Vorpommern”
(SHIP-0) gefordert vom Bundesministerium fiir Bildung und Forschung startete im Oktober
1997 mit dem Ziel, eine umfassende Charakterisierung des Gesundheitszustands der
Bevolkerung im Nordosten von Deutschland vorzunehmen. Teile des umfangreichen,
standardisierten Untersuchungsprogramms umfassen 1. Medizinische Untersuchungen
(Blutdruckmessung, EKG, Echokardiographie, Sonographie von Schilddriise, Carotis und Leber),
2. Zahnmedizinische Untersuchungen, 3. ein personliches computergestiitztes Interview (CAPI)
zur Inanspruchnahme medizinischer Leistungen, Vorerkrankungen, verhaltensbezogenen
Parametern und soziokonomischen Fragen sowie 4. einen Selbstausfiller-Fragebogen.
Zusatzlich erfolgte die Erfassung aller Arzneimittel, die in den letzten sieben Tagen vor der
Befragung eingenommen bzw. angewandt wurden. Medikamentennamen und
Verabreichungswege wurden in der Studiendatenbank dokumentiert und standardisiert ATC
klassifiziert. Weiterhin wurden Blut- und Urinproben entnommen und tiefgefroren archiviert
[50].

Mit einer Flache von 23.174 km? und ca. 1,8 Mio. Einwohnern ist Mecklenburg-Vorpommern
das Bundesland mit der niedrigsten Einwohnerdichte (1995: 79EW/km?) [50]. Die
Studienregion umfasst die im Nordosten von Mecklenburg-Vorpommern gelegenen
Landkreise Nord- und Ostvorpommern (Abb. 2), inklusive der Hansestdadte Greifswald und
Stralsund sowie der Landkreise Anklam wund Stralsund. In diesem definierten
Basisstudiengebiet leben 212.157 Einwohner, dies entspricht ca. 40% der Bevdlkerung
Ostvorpommerns. Die Regionen wurden so gewahlt, dass sich die landliche und stadtische
Bevolkerung reprdsentativ zusammensetzen.

Einschlusskriterien in die Stichprobe sind die deutsche Staatsangehdrigkeit und ein
angemeldeter Wohnsitz in einem der Einwohnermeldeamter der oben genannten Kommunen.
Die Personen mussten zwischen 20-79 Jahre alt sein (Stichtag: 31.12.1996). Aufgrund der
geringen Anzahl ausldandischer Bewohner zum Zeitpunkt der Untersuchung, die ungefdhr einen
Bevolkerungsanteil von 1,6% ausmachen, und deren starke Alters- und Geschlechtsselektion,

beschrankte sich die Stichprobenziehung auf die deutsche Bevélkerung.
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In einem zwei-stufigen Stichprobenverfahren wurde eine reprasentative Stichprobe aus der zu
diesem Zeitpunkt aktuellen Bevodlkerung der Landkreise Nord- und Ostvorpommern von
Mecklenburg-Vorpommern (212.157 Einwohner) gezogen, um Verluste durch Migration so
gering wie moglich zu halten. In der ersten Stufe wurden zuféllig 32 Orte und Gemeinden
ausgewahlt, gefolgt von der zweiten Stufe, in der 7.008 Probanden nach Alter und Geschlecht
geschichtet randomisiert ausgewahlt wurden. In 5-Jahresstrata wurden je 12 altersspezifische
Strata flr Manner und Frauen und somit insgesamt 24 Strata aus den entsprechenden zuvor
ausgewahlten Melderegistern gezogen.

Bis zum Mai 2001 erklarten sich 4.308 Personen (Response: 68%) (Alter: 20 — 81 Jahre,
Geschlechtsverteilung: 51% Frauen) zu einer Teilnahme an SHIP-O bereit, die sie nach
Aufklarung schriftlich bestatigten. Die Untersuchungen fanden in den beiden Studienzentren

in Greifswald und Stralsund statt [50,51].
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2.2 Daten zur Exposition

2.2.1 Rauchstatus

Der Rauchstatus und die Rauchexposition (History of Smoking) wurden aus den Angaben des
computergestiitzten Interviews erfasst. Als Raucher wurden Personen klassifiziert, die die
Frage ,Rauchen Sie derzeit Zigaretten” mit ja beantworteten, Ex-Raucher sind diejenigen
Personen, die angaben, aktuell nicht zu rauchen, dies aber in der Vergangenheit taten. Als
Nichtraucher wurden Personen definiert, die maximal eine Zigarette pro Tag rauchen. Der
Anteil der Personen, die angaben, Zigarren oder Pfeifen zu rauchen, war sehr gering (1,9%).
Daher wurden sie nicht separat gruppiert, sondern in Abhangigkeit ihres derzeitigen
Tabakkonsums in Raucher oder ehemalige Raucher klassifiziert. Die kumulierte
Zigarettenexposition wurde als Dosis mal Dauer ermittelt und als Pack Years quantifiziert,
wobei 20 Zigaretten pro Tag liber ein Jahr ein Pack Year definierten. Die Pack Years wurden
kategorisiert in 0, <10, 10 - <20, 20 - <30, 30 - <40 und = 40. Pfeifen-und Zigarrenraucher

wurden nicht in der Pack-Year Kategorisierung berticksichtigt.

2.2.2 Reproduktive Faktoren und exogene Hormonanwendung

Dieser Teil der Auswertung wurde auf die weiblichen Probanden beschrdankt. In dem
standardisierten Computer Assisted Personal Interview (CAPI) wurde von allen
Teilnehmerinnen in  SHIP-0 Angaben zu ihrer reproduktiven Historie sowie der
geschlechtsspezifischen Hormonanwendung einschlieBlich OC und MHT erbeten.
Aus dem Interview wurden die Items zur Anzahl der Schwangerschaften extrahiert. 1. ,,Waren
Sie jemals schwanger?” 2. ,Wie oft waren Sie schwanger?” 3. ,Wie viele Geburten hatten
Sie?”. Die Gruppierung der Anzahl der Schwangerschaften und Geburten wurde jeweils in
keine, eine, zwei, drei, vier oder mehr vorgenommen. In SHIP-0 diente die Frage ,Haben Sie
jemals die Antibaby-Pille eingenommen” aus dem Interview als Basis fir die Einteilung der
Frauen in jemals und niemals Anwenderinnen von oraler Konzeption.

Basierend auf der Frage nach der aktuellen Anwendung von OC, wurden die OC-
Anwenderinnen in aktuelle und ehemalige Nutzer unterschieden bzw. als unbekannt im Falle
von fehlenden Angaben zur aktuellen Nutzung. Basierend auf der Frage ,Wie viele Jahre
insgesamt haben Sie etwa die Antibaby-Pille eingenommen.” wurde die Einnahmedauer in > 0-

<5 Jahre, 5 <10 Jahre und = 10 Jahre kategorisiert.
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Unter Verwendung der Antworten zu folgenden Fragen im CAPI ,,Haben Sie Regelblutungen?”,
,Wie alt waren Sie etwa, als lhre Regelblutungen aufgehort haben?“ und ,Haben lhre
Regelblutungen im Verlauf der natirlichen Menopause (Wechseljahre) aufgehort oder war
dies eine Folge von Operationen oder Krankheiten?” wurde der menopausale Status der
Frauen ermittelt. Als Menopause wurde definiert, wenn bei Frauen (iber 12 aufeinander
folgende Monate die Menstruation ausblieb (Amenorrhé) oder dies nach einer medizinischen
Intervention zutraf. Als jemals MHT-Nutzer sind Frauen klassifiziert, welche die Frage ,Falls Sie
schon in den Wechseljahren sind, haben Sie im Verlauf der Wechseljahre oder danach jemals
irgendwelche Hormonpraparate eingenommen oder verwendet (z. B. Pflaster, Tabletten,
Spritzen)?“ mit ja beantworteten. Auf der Grundlage der berichteten Dauer der
Hormoneinnahme (,Wie viele Jahre haben Sie ungefdahr Hormonpraparate eingenommen?“)
wurden die MHT Anwender in zwei Kategorien (> 0-<5 Jahre, > 5 Jahre) eingestuft.

Unter Verwendung der von den Frauen zum Untersuchungstag mitgebrachten Arzneimittel
wurden anhand der Medikamentenschachteln die in den letzten sieben Tagen vor der
Befragung angewendeten Medikamente standardisiert erfasst. In die Analyse einbezogen
wurden alle Arzneimittel mit dem ATC-Code GO3, welcher die Wirkstoffe der Gruppe

»Sexualhormone und andere Modulatoren des Genitalsystems” umfasst.

2.3 Biomaterialienanalyse

Aus den Blutproben der SHIP-O-Probanden wurde DNA mittels der Phenol-Chloroform-
Methode extrahiert und bei -20°C eingelagert. Die Ermittlung des Hauptbruchpunktes der
t(14;18)-Translokation (major breakpoint region, MBR) erfolgte mit der real-time quantitativen
PCR, welche auch fir das Wildtyp K-RAS Referenz-Gen (2 Kopien pro Genom) verwendet
wurde [19]. Fir den t(14;18) Assay wurden flinf Replikate aus 1ug DNA benutzt, welches
dquivalent dem Testen von insgesamt 7,5 x 10° kernhaltigen Zellen ist. Der PCR-Ansatz enthielt
Vorwarts-und Rickwarts-Primer, jeweils in einer Konzentration von 400 nM, eine TagMan-
Sonde in einer Konzentration von 200 nM, den Standard TagMan Universal-PCR Master Mix
(Applied Biosystems, Weiterstadt, Deutschland) und 1 pug DNA in einem Gesamtvolumen von
50 pl. Nach 2 Minuten Inkubation bei 50°C als Voraussetzung der Spaltung durch Uracil-N-
Glycosylase, wurde durch Inkubation bei 95°C fiir 10 Minuten AmpliTaq Gold aktiviert. Jeder
PCR-Zyklus bestand aus 15 Sekunden Denaturierung bei 95°C und 1 Minute kombinierten
Abkihlen und Erweitern bei 61°C. Fur die t(14;18)-MBR PCR und der K-RAS Referenz PCR
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wurden Standardkurven durch Verdinnungen von DNA aus Karpas 422 Zellen erstellt. Alle
PCR-Experimente wurden mit entsprechenden positiven und negativen Kontrollen
durchgeflhrt. Ein Proband wurde als t(14;18) pravalent angesehen, wenn in mindestens einer
seiner DNA Replikate t(14;18) detektiert wurde. Ein Proband wurde als t(14;18) negativ
kategorisiert, wenn t(14;18) in keiner Probe festgestellt werden konnte. Als nicht-informativ
wurden t(14;18) negative Proben angesehen, bei denen es nicht mdglich war, mehr als
200.000 k-RAS Genomadquivalente zu untersuchen. Fir die Analyse der t(14;18) Frequenz
wurde die Summe der t(14;18) Kopien von allen fiinf Wiederholungen durch die Gesamtzahl
der untersuchten Zellen geteilt (d.h. K-RAS Kopien dividiert durch 2). Das Resultat wurde mit

10° multipliziert, um die (14;18)-positiven Zellen pro Million NC einheitlich darzustellen.

2.4 Statistische Methoden

Fir die statistische Analyse wurden die Softwarepakete SAS (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA,
V 9.1) und STATA (Intercooled STATA, STATA/SE 10.1, StataCorp., Texas, USA) verwendet.
Kategoriale Daten wurden als Prozentzahlen ausgedriickt, kontinuierliche Daten wurden mit
Median und Interquartilsabstand (IQB) berichtet. Unterschiede zwischen den Gruppen wurden
mit dem Chi-Quadrat-Test bei kategorialen Daten, Mann-Whitney-U-Test und Kruskal-Wallis-
Test bei kontinuierlichen Daten untersucht. Das Signifikanzniveau wurde bei 0,05 festgelegt.
Verwendet wurde unkonditionale logistische Regression, um Odds Ratios und 95%-
Konfidenzintervall fir das Vorhandensein mindestens einer t(14;18)-Translokation zu
berechnen. Fir die Analyse der t(14;18)-Frequenz kamen negative Binomial-
Regressionsmodelle als Generalisierung der Poisson Regression zum Einsatz. In diesem Modell
wurden nur t(14,18) positive Probanden eingeschlossen.

Die Beriicksichtigung der Bandbreite von numerischen k-RAS Genomaquivalenten (45.000 bis
1.900.000) fand Anwendung durch Integration der jeweiligen Anzahl als Gewichtungsfaktor in
den multivariablen Analysen.

Alter und Geschlecht wurden als Einflussfaktoren in die Analysemodelle sowohl fiir t(14;18)
Pravalenz als auch Frequenz integriert.

In den Analysen beschrankt nur auf Frauen wurde nur Alter als potentieller Confounder
berilicksichtigt. Weitere in den Modellen enthaltene Variablen operationalisieren wichtige
Determinanten des hormonalen Status (Anzahl der Schwangerschaften, menopausaler Status

inkl. des Typs der Menopause (medizinisch/chirurgisch, vs. natirlich) und exogene
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Hormonanwendung (nur orale Kontrazeptiva, nur MHT, orale Kontrazeptiva und MHT, vs.
keine exogene Hormonanwendung). Diese Operationalisierung spiegelt die Hypothese wieder,
dass das Risiko aufgrund verschiedener weiblicher Sexualhormone und nicht aus einer

spezifischen Quelle entsteht. In Sensitivitdtsanalysen wurden orale Kontrazeptiva und MHT

separat modelliert.
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3 Ergebnisse

3.1 Assoziation der t(14;18) Translokation mit Rauchen

In dem multivariablen logistischen Regressionsmodell mit Alter, Geschlecht und Rauchen
wurde die Assoziation von Alter und Geschlecht mit der t(14;18)-Pravalenz beobachtet. In
allen Modellen war die t(14;18) Pravalenz bei Mannern hoher als bei Frauen und stieg mit
zunehmendem Alter an. Nicht bestatigt werden konnte in der multivariablen Analyse die
Erhéhung der t(14;18)-Pravalenz mit zunehmendem Rauchbelastung unter Beriicksichtigung
einer differenzierten Operationalisierung des Rauchens (Rauchstatus, Pack years).

Die Analyse der t(14;18) Frequenz zeigt nur mit dem Alter eine positive Assoziation, jedoch
nicht mit dem Geschlecht. Fiir Rauchen und der t(14;18) Frequenz waren keine konsistenten

Assoziationen erkennbar.

3.2 Assoziation der t(14;18) Translokation mit weiblichen

Sexualhormonen

In dem multivariablen logistischen Regressionsmodell mit dem Outcome t(14;18)-Pravalenz
wurden Alter, Anzahl der Schwangerschaften, Menopausenstatus und kombinierte exogene
Hormonanwendung (orale Kontrazeptiva und/oder MHT) integriert. In diesem Modell zeigte
nur Alter eine signifikante Assoziation mit der t(14;18)-Prdvalenz. Der hochste Risikoschatzer
wurde in der Altersgruppe der 50-59 Jahrigen beobachtet. In einer Sensitivitdtsanalyse wurden
oralen Kontrazeptiva und MHT separat modelliert, wobei MHT eine signifikante Assoziation
mit der t(14;18) Pravalenz zeigte. Fir die t(14;18)-Frequenz wurden in den altersadjustierten
Modellen Assoziationen mit der Einnahme von oralen Kontrazeptiva und MHT (beschrankt auf
postmenopausale Frauen) beobachtet. Im multivariablen Modell wurden die Parameter
induzierte Menopause (medizinisch/chirurgisch) und die Kategorie der exogenen
Hormoneinnahme jemals Einnahme von oralen Kontrazeptiva und MHT statistisch signifikant.
In einer Sensitivitatsanalyse wurden beide Parameter der exogenen Hormoneinnahme als
separate Variablen in das Model integriert, wobei nur noch der Parameterschatzer fiir orale

Kontrazeptiva signifikant wurde.
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4 Diskussion

Die biologischen Mechanismen fiir die Entstehung eines NHL sind weitestgehend unbekannt.
In den beiden haufigsten Suptypen der NHL (FL und DLBLC) ist die t(14;18) Translokation
nachzuweisen, welche sich auch bei gesunden Personen detektieren lasst.

Nach unserem besten Wissen ist dies die bisher groRRte Untersuchung zur t(14;18)-Pravalenz
und -Frequenz im Hinblick auf NHL bekannte Risikofaktoren in einer bevélkerungsbezogenen
Querschnittstudie. Unsere Daten bestatigen, dass der Nachweis von t(14;18)-positiven Zellen
deutlich mit den bekannten FL Risikofaktor Alter assoziiert ist. Zudem konnten wir einen
Geschlechtsunterschied mit einer hoheren Pravalenz der t(14;18) Translokation bei Madnnern
beobachten.

Wir fanden einen kurvilinearen Trend beim Alter mit einem Maximum in der Altersgruppe 50-
59 sowohl bei Mannern als auch bei Frauen. Unklar bleibt, warum die t(14;18)-Pravalenz ab 60
Jahren und die Frequenz ab 70 Jahren wieder sinkt, obwohl die FL-Inzidenz weiter steigt. Dies
konnte auf eine Abnahme der absoluten B-Zellzahl im peripheren Blut zurickzufihren sein
[52]. Allerdings tritt diese bereits friiher auf und erklart nicht die Trendanderung ab 60 bzw. 70
Jahren. Mit dem Alter ist die Abnahme der Immunkompetenz verbunden, belegt z.B. durch
geringere Erfolgsraten bei Impfungen in hoherem Alter [53]. Eine biologische Verbindung zu
unserer Beobachtung ist bisher jedoch unbekannt.

Ein Zusammenhang zwischen der t(14;18) Pravalenz und t(14;18) Frequenz mit dem
Risikofaktor Rauchen konnten wir nicht nachweisen. Dies ist im Einklang mit mehreren
epidemiologischen Studien, in denen keine Assoziation zwischen Rauchstatus oder einer
positiven Dosis-Wirkungsbeziehung von Pack Years und NHL oder t(14;18) positiver NHL
beobachtet wurden [11,54,55].

Unsere Ergebnisse aus den Analysen zum Einfluss von weiblicher Sexualhormone sind
hinsichtlich der Anzahl der Schwangerschaften vergleichbar mit bereits publizierten Studien
[56-59]. Nicht eindeutig sind hingegen die Angaben in der Literatur zur exogenen
Hormoneinnahme. Inkonsistente Risiken fiir NHL oder die Subtypen FL oder DLBCL wurden im
Zusammenhang mit OC [57,60,61] und MHT [61-63] berichtet.

In bivariaten Analysen konnten wir einige positive Assoziationen zwischen der t(14;18)
Pravalenz und MHT (jemals vs. niemals Einnahme, Jahre der Einnahme) beobachten. Im

multivariablen Model wurde nur Alter statistisch signifikant. Zwischen der t(14;18) Frequenz
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und medizinisch/chirurgisch induzierter Menopause sowie der Einnahme von oralen
Kontrazeptiva und Anwendung MHT konnten wir einen positiven Zusammenhang beobachten.
Diese Ergebnisse sprechen dafiir, dass die exogene Hormoneinnahme eher mit der t(14;18)
Frequenz als mit der t(4;18) Pravalenz assoziiert ist, hier aber noch weiterer Forschungsbedarf

besteht, um die biologischen Mechanismen besser verstehen zu kénnen.

4.1 Starken und Schwachen der Studien

Eine mogliche Schwéache unserer Ergebnisse ist das Fehlen von Informationen Uber das
Differentialblutbild der Proben, daher waren wir nicht in der Lage die t(14;18) Ergebnisse fir
den Prozentsatz der Lymphozyten zu adjustieren. In einer zusatzlichen Analyse auf der Basis
weiller Blutkorperchen konnten wir allerdings in Bezug auf die Raucherdaten zeigen, dass
unter Verwendung der absoluten statt relativen Anzahl der t(14;18)-Frequenz die
Parameterschatzer sich nicht wesentlich andern.

Fir eine noch detailliertere Untersuchung des Einflusses der weiblichen Hormone waren
Informationen zu den in der Literatur beschriebenen Faktoren wie z. B. Anzahl der Jahre nach
der letzten Geburt, das Alter bei der Menarche, die Anzahl der Jahre der Ovulation, das
Geschlecht der geborenen Kinder, Daten Uber Kalenderjahr oder das Alter der ersten/letzten
OC/MHT Praparate, die Dauer oder das Muster der Anwendung nétig. Da SHIP-O nicht
spezifisch auf Frauengesundheit ausgerichtet ist, wurden diese Daten nicht erhoben.

Dies ist die bisher grofRite Untersuchung zur t(14;18)-Prdvalenz und -Frequenz in einer
bevolkerungsbezogenen Querschnittstudie. Alle Daten wurden standardisiert in einem
personlichen Interview erhoben.

Das Sampling-Design sowie die hohe Response begrenzt den Selektionsbias und erhoht die
externe Validitat dieser Ergebnisse. Die relativ groRe StudiengrofRe von gut charakterisierten

Probanden begrenzt die statistische Unsicherheit.

4.2 Schlussfolgerung

In den beiden hier prasentierten Publikationen wurden Analysen im Querschnitt durchgefiihrt.
Es erfolgte die Ermittlung von Assoziationen, kausale Rickschlisse konnen aus den
Ergebnissen nicht gezogen werden.

Rauchen als bei der NHL und insbesondere bei den Subtypen FL und DLBCL diskutierter

Risikofaktor ist weder mit der Pravalenz noch mit der Frequenz der t(14,18)-Translokation
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assoziiert. Fir die exogene Hormoneinnahme konnten Assoziationen mit der Frequenz der
t(14,18)-Translokation beobachtet werden. Unter den t(14;18) pravalenten Frauen der
Studienpopulation konnte bei 80% nur ein t(14;18) Klon nachgewiesen werden. 4
verschiedene Klone, welches die hochste Anzahl an Klonen darstellte, waren nur bei einer
einzigen Frau zu finden. Dies kdnnte dafiir sprechen, dass die exogene Hormoneinnahme eher
fir die Vermehrung von bereits existierenden Klonen verantwortlich ist, als bei der Entstehung
neuer Klone beteiligt zu sein. 2014 wurde von Roulland et al. gezeigt, dass der Nachweis von
t(14;18)-positiven Zellen in gesunden Personen ein Biomarker fir ein erhéhtes Risiko ist, an
einem FL zu erkranken [32]. Weitere Forschungsfragen sollten sich damit beschaftigen,
Personen zu identifizieren, fir welche ein hohes Risiko besteht und welche zusatzlichen
molekularen oder immunologischen Ereignisse zu einer Transformation einer t(14;18)-
positiven Zelle in einen malignen Lymphom-Klon fiihren.

Das Studiendesign der Study of Health in Pomerania ist als Kohortenstudie angelegt. Daher
sind wir in der Lage, die t(14;18)-Analysen in einem systematischen Follow-up unter
Einbeziehung von Daten aus SHIP-1 (5-Jahres-Follow-up) und SHIP-2 (10-Jahres-Follow-up) zu
erganzen. In weiteren Analysen ist es moglich, das Auftreten von neuen t(14;18)
Translokationen zu erkennen sowie Frequenzveranderungen von gesunden Probanden mit
einer t(14;18) Translokation zu untersuchen. In dem prospektiven Ansatz kdnnen eine
Auswahl von NHL Risikofaktoren beriicksichtigt und deren jeweiliger Beitrag bei neu

entstehenden FL oder DLBCL bewertet werden.
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5 Zusammenfassung

Unter Verwendung der Basiserhebung der Daten der Study of Health in Pomerania wurden mit
dem Alter, dem Geschlecht, der lebenslangen Rauchexposition und der Exposition gegeniber
endogenen und exogenen weiblichen Sexualhormonen wichtige Risikofaktoren der NHL
mittels multivariabler Verfahren in Bezug auf die t(14;18) Translokation quantitativ
untersucht.

Wir fanden einen kurvilinearen Trend der t(14;18) Pravalenz mit steigendem Alter mit einem
Maximum in der Altersgruppe 50-59 sowohl bei Mannern als auch bei Frauen. Manner zeigten
in allen Altersgruppen eine héhere t(14;18) Pravalenz.

Fiir Rauchen konnte in alters- und geschlechtsadjustierten Modellen keine Risikoerhéhung
ermittelt werden. Die Analysen beschrankt auf Frauen zeigten ebenso keinen Zusammenhang
fir die Anzahl der Schwangerschaften oder Menopausentyp mit der Pravalenz der t(14;18)
Translokation. Bei der t(14;18) Frequenz hingegen konnten in den altersadjustierten Modellen
signifikante Assoziationen mit lebenslanger Exposition von oralen Kontrazeptiva beobachtet
werden. Im multivariablen Model waren die Risikoschatzer fiir induzierte Menopause und
jemals Einnahme von oralen Kontrazeptiva und Menopausaler Hormontherapie signifikant
erhoht.

Unsere Ergebnisse lassen vermuten, dass die exogene Hormoneinnahme ein Risikofaktor fir
die t(14;18) Frequenz ist, nicht jedoch fiir die t(14;18) Pravalenz.

Anfang 2014 wurde berichtet, dass der Nachweis von t(14;18)-positiven Zellen in gesunden
Individuen einen reprasentativen Biomarker fiir ein erhéhtes FL Risiko darstellen [32].
Zukulnftige Forschung sollte darauf abzielen, die besonders gefdahrdeten Personen und die
zusatzlich notwendigen molekularen oder immunologischen Ereignisse zu identifizieren, die
letztlich zur Transformation von t(14;18)-positiven Zellen in eine maligne Lymphom-Zelle
flhren. Ein vielversprechender Ausgangspunkt konnte eine systematische prospektive Follow-
up Untersuchung von gesunden t(14;18)-positiven Individuen sein. Weitere molekulare oder
Umweltereignisse sollten verfolgt und ihr jeweiliger Einfluss hinsichtlich der Entwicklung einer
klinischen FL oder DLBCL quantifiziert werden. Daraus kdnnten sich mogliche klinische
Anwendungen wie z. B. eine Risikostratifikation, ein erweitertes Monitoring und die

Entwicklung einer friihzeitigen Intervention ableiten lassen.
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Circulating t(14;18)-positive cells in healthy individuals:
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Abstract

t(14;18)-positive cells can be detected not only in patients
with follicular lymphoma (FL} but also in healthy individuals
(Hls). We used epidemiological data and blood samples of the
population-based Study of Health in Pomerania (SHIP) to analyze
associations of FL risk factors and t(14;18)-positive cells in His.
Buffy coat samples from 4152 study participants were tested by
real-time polymerase chain reaction (PCR) for t(14;18)-positive
cells. Of 3966 evaluable subjects, 1526 were t(14;18)-PCR positive
[38.5%, median 3.9 t{14;18)-positive per million nucleated cells,
range 0.6-9299]. In multivariable analyses, age and sex but not
parameters of smoking exposure were significantly associated
with t(14:18) prevalence (logistic regression, p-<0.001).
Multivariable analyses of t(14;18)-freq y showed a positive
assaciation with age but not with sex or smoking. These age and
sex associations in Hls require careful control in future studies of
t(14;18) as a potential biomarker of lymphoma risk.

Keywords: Follicular lymphoma, t{14;18), lymphomagenesis,
healthy individuals

Introduction

The 1(14;18)(q32;q21) translocation is the characteristic
chromosomal aberration of the most common indolent non-
Hodgkin lymphoma, follicular lymphoma (FL), and can be
detected cytogenetically in about 90% of FLs and 30-50% of
diffuse large B-cell lymphomas (DLBCL) [1-3]. This translo-
cation juxtaposes the proto-oncogene BCLZ on chromosome
18 in cis with regulatory sequences of the immunoglobulin
heavy chain (/GH) locus on chromosome 14, resulting in a
constitutive overexpression of the anti-apoptotic BCL2 pro-
tein, which is believed to be one of the initiating eventsin the
lymphomagenesis of FL [4,5]. Mice carrving an IGH-BCL2

fusion transgene show a three- to four-fold expansion of rest-
ing B cells manifesting as lymphatic hyperplasia [6,7]. About
10% of these IGH-BCL2 transgenic mice develop DLBCL,
frequently exhibiting a rearranged MYC [8]. This model sug-
gests that the progression from benign follicular hyperplasia
to malignant lymphoma is due to secondary changes, and
thatthe 1(14; 18) translocarion alone is not sufficient ro rrans-
form a normal B cell into a malignant lymphoma cell.

In humans, circulating t{14;18)-positive cells can be
detected not only in patients with FL bur also in healthy sub-
jeets without lymphoma. Using polymerase chain reaction
{PCR) techniques with a sensitivity of = 10 -5, several groups
have shown that t(14;18)-positive cells are detectable in
30-60% of healthy individuals (HIs) at frequencies of 1-200
1{14;18)-positive cells per 10° peripheral blood mononuclear
cells [9-14]. Previous epidemiological and molecular stud-
ies in subjects without lymphoma have suggested that these
1(14;18)-positive cells might represent potential lymphoma
precursor cells. This hypothesis is supported by associations
of t{14;18) with known FL risk factors, including age, gender,
pesticide exposure and tobacco smoking [10-12,15-17).
However, all of these studies were too small to simultane-
ously assess multiple risk factors and to verify the indepen-
dent association of each of these factors with either t{14;18)
prevalence or frequency. Therefore, we characterized a large
set of 4152 subjects for 1(14;18) prevalence and frequency.
We used multivariable methods to evaluate simultaneously
the associations of age, gender and smoking with 1(14;18).

Material and methods

Subjects/study population
The population-based Study of Health in Pomerania (SHIF)
is a cross-sectional epidemiological survey carried out to
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estimate the prevalence of clinical diseases, subclini-
cal disorders and risk factors, and 1o study their complex
associations.

The objectives and design of this study have been
published previously [18]. Briefly, the study took place in
Western Pomerania (r = 213 057 inhabitants in 1998) located
in the north-eastern part of Germany. In a two-stage design,
a stratified sample of 7008 men and women between 20 and
79years of age (292 persons in each of 12 5-year age strata for
both genders) was randomly drawn using German popula-
tion registries. Excluding migrated or deceased persons, the
net sample comprised 6265 individuals invited to partici-
pate. A total of 4308 individuals (68.8%; 2192 females, 2116
males) agreed, and written informed consent was obtained
from each participant. The study was approved by the Ethics
Committee of the Board of Physicians, Mecklenburg-Western
Pomerania, at the University of Greifswald. Each participant
underwent comprehensive standardized medical and dental

by uracil-N-glycosylase, AmpliTaq Gold was activated by
incubation ar 95°C for 10 min. Each PCR cycle consisted of
15 s denaturation at 95°C, and 1 min of combined anneal-
ing/extension at 61°C. Standard curves were established for
both the 1(14;18)-MBR PCR and the K-RAS reference PCR by
dilutions of DNA from Karpas 422 cells. All PCR experiments
included appropriate positive and negative controls,

Buffy coar samples from 4152 individuals were received
for testing in this study. For analysis of 1(14;18) prevalence,
a sample was regarded as positive if t{14;18) was detected
in at least one of its DNA replicates and negative if 1(14;18)
was not detected. However, t{14;18)-negative samples con-
taining < 200 000 K-RAS genome equivalents were regarded
as not informative and excluded from further consideration
{n=184). For analysis of t(14;18) frequency, the sum of
t(14;18) copies from all five replicates was divided by the
total number of tested cells (i.e. K-RAS copies divided by 2),
multiplied by 108 and expressed as t(14;18)-positive cells per

examinations, Data collection was cm@@bbwi I;}%H(t] 1@1[”:11:0 rﬁai%iqq g%‘:-'t hcare

aided face-to-face health interview and a sélf-administered
risk factor questionnaire. Venous blood samples were drawn
according to the standard procedure. Data collection started
in October 1997 and finished in May 2001.

Smoking status and history were assessed in the comput-
er-aided interview. Current smokers were defined as individ-
uals who answered “yes” to the question “Do you currently
smoke cigarettes?” Ex-smokers were defined as persons who
did not currently smoke but had done so in the past. Non-
smokers were defined as persons who had never smoked at
least one cigarette per day. The percentage of persons who
smoked cigars or pipes was very low (1.9%). Persons who
smoked cigars or pipes were not grouped separately but
were regarded as smokers or former smokers, depending
on their current tobacco use. Cumulative cigarette exposure
was assessed as dose times duration in terms of pack years,
defined as smoking 20 cigarettes per day for 1 vear. Pack years
were categorized as none, <10, 10-< 20, 20-< 30, 30-< 40
and = 40. Pipe and cigar smokers were not considered in the
pack vear analysis. Fifteen individuals were excluded from
this evaluation who had no interview, interrupted interviews
with no data on smoking behaviors, or refused to answer the
smoking questions.

Biosamples and t(14;18)-PCR

DNA was isolated from peripheral blood buffy coat fractions
using the phenol-chloroform method and stored at —20°C.
Real-time quantitative PCR was carried out for the 1(14;18)-
major breakpoint region (MBR) of BCLZ and for the wild type
K-RAS reference gene (two copies per genome), as described
previously [19]. Five replicates of 1 ug DNA, equivalent to
testing a total of 7.5 10° nucleated cells, were used for the
t(14;18) assav. The mean sensitivity of the t{14;18)-MBR PCR
assay was estimated as one 1(14;18)-positive cell in 5 10°
nucleated cells (NCs). The PCR mixture contained forward
and reverse primers each at a concentration of 400 nM, a
TagMan probe at a concentration of 200 nM, the standard
TagMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems,
Weiterstadt, Germany) and 1 pg DNA in a total volume of
50 uL. After 2 min incubation at 50°C to allow for cleavage

Statistical analyses

The statistical software packages SAS (V 9.1; SAS Institute
Inc., Cary, NC) and Stata (Stata/SE 10; StataCorp, College
Station, TX) were used. Categorical data were expressed as
percentages; continuous data were expressed as median
and interquartile range (IQR). Differences between groups
were tested using the ¥* test, Mann-Whitney U-test, and
Kruskal-Wallis test (for three and more group comparison).
A p-value < 0.05was considered statistically significant.

We used multivariable logistic regression models to cal-
culate odds ratios and 95% confidence intervals of t{14;18)
prevalence for age and gender as well as smoking starus and
smoking history.

To analyze t(14;18) frequency with regard to age, gender
and smoking, we fitted negative binomial regression models
for persons with at least one copy of 1(14;18). We also cal-
culated zero-inflated negative binomial regression models
including t(14;18) positive and negative subjects. Results
from the latter models using data from all subjects irrespec-
tive of t(14;18) status showed in general similar associations
to models that were restricted to t(14;18)-positive subjects.
Therefore, and in order to allow comparison of the results of
the present study to previously reported data, we only show
the 1(14;18) frequency results from analyses restricted to
1{14;18)-positive subjects,

To represent the wide numerical range of K-RAS genome
equivalents (45 000-1 900 000), the number per subject
was considered as a weighting factor in the multivariable
analyses.

Role of the funding source

The funding source of the SHIP trial (German Federal Min-
istry of Education and Research (BMBF, grant 017736030,
01ZZ0701); the Ministry for Education, Research, and Cul-
tural Affairs; and the Ministry for Social Affairs of the Federal
Stare of Mecklenburg-West Pomerania) had no involvement
in the study design, collection, analysis or interpretation of
the data, writing of the report or in the decision to submit the
paper for publicarion.
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Results

The demographic characteristics of the study population are
described in TableI. One thousand and eighty-five (27.4%) of
the 3966 study subjects (both genders combined) were cur-
rentsmokers, 1022 (25.8%) former smokers and 1859 (46.9%)
non-smokers.

Results of bivariate analyses of t(14;18) prevalence
and age, sex and smoking
Inabivariate analysis, t(14;18) prevalence in both sexes com-
bined increased from 24.1% in the age group 20-29 years to
47.2% in the age group 50-59 years (Table I}, with no further
increase above the age of 60. The percentage of t(14;18)-
positive subjects was significantly higher in men than in
women (43.3% vs. 33.7%, p < 0.001, Table I), with a consis-
tently higher 1{14;18) prevalence in men in all age groups
[Figure 1{A)].

In a comparison of t(14;18) prevalence according to
smoking status, non-smokers had the lowest and fonmer

t{14;18) in healthy individuals 3

cumulative pack years, we observed a significant increase
from 34.6% in the group of subjects with > 0-10 pack vears
to 52.5% in subjects with at least 40 pack years (Table I).
This significant increase was present only in men, but notin
women [Figure 1(B)].

No association of t(14;18) prevalence and exposure to
cigarette smoking in multivariable models adjusting for
age and sex

Multivariable logistic regression models containing age,
sex and different smoking parameters confirmed the asso-
ciation of age and sex and 1(14;18) prevalence. In all models,
1{14;18) prevalence was higher in men than in women and
increased with higher age [Figure 2, Supplementary Figures
S1(A)-1(C) and Table SII to be found online at hrp://www.
informahealtheare.com/doi/abs/10.3109/10428194.2013.
788177]. In contrast, the increase in 1(14;18) prevalence with
increasing smoking exposure as observed in the bivariate
analyses could not be confirmed in multivariable analysis

smokers the highest t{14;18) prevalence t@@pyrlghtt@“ I nfﬁnmsagHealmzeage in none of the models was 1(14;18)

this analysis was done within age and sex groups, there
was no clear effect of smoking status on t(14;18) preva-
lence (Supplementary Table SI to be found online at http://
www.informahealthcare.com/doi/abs/10.3109/10428194.
2013.788177). When we analyzed the association of t(14;18)
prevalence with lifelong smoking exposure quantified as

Table I. Prevalence and frequency of t{14;18) in SHIP-0.

prevalence associated with smoking, either in analyses of
pack vears of cigarette smoking [Supplementary Figures
S1(A) and S1(B) to be found online at http://www.informa-
healthcare.com/doi/abs/10.3109/10428194.2013.788177] or
in analyses of smoking status alone [Supplementary Figure
S1{C) to be found online at http://www.informahealthcare.

t{14;18)-paositive

Median t(14;18) frequency™®
per 10° NCsofl i 14;18)

Characteristics All [z{%)] [r (9] p-Value positive cells (TQR) p-Value
n 3966 (100) 1526 (38.5) 3.9(2.0:8.1)
Age (years)

Median (IQR) 50 (36:64) 54 (40;65) A
Age group (years)

20-29 511(12.9) 123 (24.1) 3.0(1.7:4.8)

30-39 706 (17.8) 236 (23.4) 3.7(1.9:6.3)

40-49 706 (17.8) 265 (27.5) 3.5(2.1;6.5)

50-59 721(18.2) 340 (47.2) 4.1(2.1;94)

60-69 732(18.5) 318 (43.4) 4.9(2.59.7)

T0-81 590 (14.9) 244 (11.4) < (.05 3.9{1L.9:8.6) <0.001%
Sex

Male 1962 (49.5) 850 (43.3) 3.9(2.1;8.0)

Female 2004 (50.5) 674 (33.7) < 00011 3.9(2.08.3) 0.419
Smoking status

Non-smoker 1859 (16.9) 678 (36.5) 3.9(2.0:8.3)

Ex-smoker 1022 (25.8) 430 (42.1) 3.8(2.1;8.1)

Current smoker 1085 (27.4) 418 (38.5) 0.0t 3.9(2.1;7.8) 0.90%
Pack years

Median (IQR) 1(0;15) 3(0;18)
Pack year categories

Missing 162 (4.1) 72(44.4) —

0 1865 (47.0) 680 (36.5) 3.9(2.0;8.3)

=>0-<10 688 (17.3) 238 (34.6) 3.8(2.1;7.1)

10-<20 520 (13.1) 204 (39.2) 3.8(1.9;7.3)

20-< 30 360 (9.1) 154 (42.8) 34 (2.0;7.2)

30-<40 194 (4.9) 85 (43.8) 4.2(2.3:8.5)

=40 177 (4.5) 93 (52.5) < 0.057 5.0(2.7;10.9) 0.069

SHIP, Study of Health in Pornerania; NCs, nucleated cells; IQR, interquartile range,

*Median 1(14;18) frequency among 1 14;18)-positive subjects.
IKruskal-Wallis-test.
Mann-Whitney U-test.
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Figure 1.1(14;18) prevalence according to age and sex (A) and pack year
categories of cigarette smoking (B).
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Figure 2. Odds ratios (4) and 95% confidence intervals for 1(14;18)
prevalence from a logistic regression model containing sex, age,
smoking status and pack years of cigarette smoking as a continuous
variable,

2 2
“,L#Q? _’,,kﬁ?

Figure 3. Univariate analysis of t(14;18) frequency according to age
(A) and pack year categories of cigarette smoking (B). Horlzontal
lines within boxes denote medifan t{14;18) frequency, lower and
upper bounds of boxes represent 25th and 75th percentlles, | bars
Indicate upper (largest data value that Is less than or equal to third
quartfle + 1.5 % Interquartile range) and lower (smallest data value
that Is greater than or equal to first quartile — 1.5 > Interquartile range)
adjacent limits, and # represents outllers,

com/doi/abs/10.3109/10428194.2013.788177], or in a com-
bined analysis of pack years and smoking status (Figure 2).

Results of uni- and bivariate analyses of t(14;18)
frequency and age, sex and smoking

Analyses of the association of age, sex and smoking with
the frequency of 1(14:18)-positive cells were restricted to
1(14;18)-positive subjects. The median ((14;18) frequency
of all positive subjects was 3.9 per million NCs, and the
maximum ohserved was 9299 per million NCs. Similar to the
age-dependent rise in 1{14;18) prevalence, there was a small
but statistically significant increase in t(14;18) frequency
with age [Table |, Figure 3{(A)]. Unlike the prevalence, 1(14;18)
frequency did not differ significantly between men and
women [Table I, Supplementary Figure S2(A) to be found
online at http://www.informahealthcare.com/doi/abs/10.
3109/10428194.2013.788177].

In bivariate analyses, cigarette smoking did not show a
clear association with 1(14;18) frequency. Comparing the
median t{14;18) [requencies for non-smokers (3.9 per mil-
lion NCs), ex-smokers (3.8 per million NCs) and current
smokers (3.9 per million NCs), we observed no differences
[p= 0.9, Table I, Supplementary Figure $2(B) to be found
online at http://www.informahealthcare.com/doi/abs/
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status and pack vears, the only parameter that was signifi-
cantly associated with 1(14;18) frequency was age, whereas
measures of smoking exposure were not associated with
t(14;18) frequency (Figure 4, Supplementary Table SIII to be
found online at htp://www.informahealthcare.com/doi/
abs/10.2109/10428194.2013.788177).

Discussion

The detection of t(14;18)-positive cells in individuals with-
out lymphoma was first described in 1991 [9]. Since then, a
number of studies have analyzed the association of known
FL risk factors with the prevalence and/or frequency of
1(14;18)-positive cells in individuals without lymphoma.
However, resulis were conflicting as to whether t(14;18) prev-
alence and frequency increases with age [10,12,16,17] or not
[14,20-22]. Two studies reported a higher 1(14;18) prevalence
in males than in females [11,12], an observation that was
not confirmed by other authors [14,20,22|, Baccarelli et al.
found in bivariate analyses a higher prevalence in men rhan
in women, but the difference was not statistically significant
[23]. Similarly, the authors did not observe any differences in

Pigure 4, Frequency rate ratios ( 4 ) and 95% confidence (n QQ@ ang ht @ hrﬂffm“maf Hea Mjm caihe cells by sex.

multivarlable negative binomial regression model of t{14; 18] frequency
in t{14;18)-positive subjects contalning sex, age, smoking status and
packyears of cigarette smoking as a continuous varfable,

10.3109/10428194.2013.788177]. Similarly, there was no
association with the number of pack vears [Table I and
Figure 3(B)].

Multivariable analyses confirm thatage but not sex or
smoking is associated with t(14;18) frequency in subjects
without lymphoma

Multivariable models of age, sex and different measures of
smoking exposure confirmed that only age was indeed posi-
tively associated with 1(14;18) frequency, whereas sex was
not (relative frequency for men compared to women 0.77,
p=10.28; Figure 4, Supplementary Table SIII 1o be found
online ar htp://www.informahealthcare.com/doi/abs/10.
3109/10428194.2013.788177). Median t(14;18) frequencyrose
continuously with increasing age up to 680-69 years (Figure 4
and Supplementary Table SIII to be found online at htp://
www.informahealthcare.com/doi/abs/10.3109/10428194.
2013.788177).

The results for smoking were inconclusive. Multivariable
models containing age, sex and pack years either categorized
or as a continuous variable failed to demonstrate a consis-
tent association with 1(14;18) frequency [Supplementary
Figures $3{A) and $3(B), Supplementary Table SIII to be
found online at http://www.informahealthcare.com/doi/
abs/10.3109/10428194.2013.788177]. Compared to non-
smokers (0 pack years), t(14;18) frequency was lower in all
pack vear categories. The model of age, sex and smoking
status showed a lower 1(14;18) frequency in both current
smokers and ex-smokers compared to non-smokers [Supple-
mentary Figure 3(C), Table 111 to be found online at http://
www.informahealthcare.com/doi/abs/10.3109/10428194.
2013.788177]. In a combined analysis of sex, age, smoking

Only two studies examined the association between
smoking and t(14;18) prevalence and frequency in healthy
individuals [11,21]. Rauzy et al. demonstrated an association
between higher smoking exposure measured as pack years
and t(14;18) prevalence among 39 bone marrow samples,
but found no association with smoking habits in peripheral
blood samples from 137 additional healthy volunteers [21].
In a study of blood samples from 86 smokers and 36 non-
smokers, Bell ef al. reported a statistically significant associa-
tion between smoking exposure and t(14;18) prevalence and
frequency, although the differences in t(14;18) frequencies
between pack vear groups were very small. To our knowledge
the report of Bell et al. was the first (and so far only) analy-
sis that examined different smoking exposure measures in
combination with age, sex and race. Sex and, unlike in our
analysis, packyearsremainedstatisticallysignificant, whereas
age showed no significant association in the adjusted model
[11]. However, thesmall samplesize required broad packyear
categories, increasing the chance of residual confounding.

Hence, common limitations of most previous studies
were small sample sizes (Liu: n=84 [10], Ti: n=132 [12],
Rauzy: # = 185 [21], Summers: r = 481 [14], Schmitt: # = 204
[22], Roulland: » = 26 individuals [16]), and usually a focus
on only one risk factor or exposure. Because of the small
sample sizes, most studies were not able to perform multi-
variable analyses and to adjust for confounding of different
variables that mighr affect 1{14;18) prevalence and frequency
in healthy individuals.

To overcome these limitations of previous studies, we
used peripheral blood buffy coat samples and epidemiologi-
cal cross-sectional data of 4152 subjects from a population-
based cohort study in north-eastern Germany {SHIP) to ana-
lyze factors associared with the prevalence and frequency of
t{14;18)-positive cells in individuals without lymphoma. We
did not find an association of smoking status or pack years
and either 1(14;18) prevalence or frequency in individuals
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without lymphoma. The observation of an increasing t{14;18)
prevalence with increasing numbers of pack vears in the ini-
tial bivariate analysis turned out tobe completely due to con-
founding by age and sex, as documented by multivariable
analysis [Figure 2, Supplementary Figures S1(A) and S1(B) to
be found online at hitp://www.informahealthcare.com/doi/
abs/10.3109/10428194.2013.788177]. Therefore we assume
that positive associations of heavy smoking and 1(14;18) fre-
quency and prevalence as reported in much smaller studies
[11,21] also resulted most likely from confounding, and do
not represent true associations.

This absence of an impact of smoking on t(14;18) preva-
lence and frequency in HIs is in line with the evidence for
associarions of smoking with DLBCL and FL risk. Most epi-
demiologic studies did not observe an association between
smoking status or a positive dose-response relationship of
pack years of smoking and non-Hodgkin lymphoma (NHL)
risk [24]. When analyzed according to histologic subtype,
there seems to be a weak association with FL but no signifi-
cant association for DLBCL [25-27].

Moreover, this lack of association is in accordance with
results from studies that examined risk factors according to
1(14;18) starus of patients with DLBCL and FL (derected by

either fluorescence in situ hybridization [FISH] [28- 30@83‘Wri g Kt
Fuil

[21]), which also found no consistent association betw
smoking and t(14;18)-positive NHL. Two of three studies that
analyzed NHL cases according to the presence of a FISH-
detectablet{14;18) found only an associationbetweentobacco
exposure and t(14;18)-negative NHL, but no clear association
between t{14;18)-positive NHL and tobacco use [28,29]. The
study by Chang et al. did not find any association of smoking
habits and t(14;18)-positive DLBCL and FL [30]. An earlier
report from the Factors Affecting Rural Men (FARM) study
that used PCR for the identification of t(14;18)-positive NHL
[31] showed non-significant positive associations for cigarette
smoking with t(14; 18)-positive NHL (odds ratio [OR] 1.7, con-
fidence interval |CI] 0.9-3.3), and ORs were around unity for
all categories of high smoking exposure. These inconsistent
results indicate that there is - if any - only a weak association
between smoking and t(14;18)-positive NHL.

The results of the present study document clearly that
t{14;18) prevalence and frequency in His rise steadily with
increasing age. The 1(14;18) prevalence was highest in the age
group 50-59 years, and did not increase further in subjects
older than 60 years. Among the prevalent subjects {{14;18)
frequency increased up to the age group 60-69 years, with a
non-significant drop in the median frequency in subjects 70
years and older. Agopian ef al. demonsitrated in pesticide-
exposed persons but also in some unexposed subjects that
this increase in 1(14;18) frequency was mainly due to a clonal
expansion of one or two dominant t{14;18)-positive clones,
and not a result of the accumulation of an increasing number
of distinct clones [32]. These authors hypothesized that clonal
expansion results from an immunogenic effect of agricultural
pesticide exposure and other environmental factors, Higher
age by irself leads to an altered adaptive as well as innate
immune response [33], and these alterations might - in addi-
tion to other factors - contribute to both increased t(14;18)
frequency and increased FL incidence with increasing age.

In the present study we observed a higher t{14;18) preva-
lence in men than in women (43.3% vs. 33.7%, ratio 1.3,
p < 0.001) that parallels the higher incidence rates of FL and
DLBCL in men (US Surveillance, Epidemiology and End
Results [SEER]: male-female incidence rate ratios among
whites: 1.6 for DLBCL and 1.2 for FL) [34]. There was no dif-
ference in the frequency of t(14;18)-positive cells between
men and women.

A potential weakness of our results is the lack of informa-
tion on differentialblood counts of the samples, and therefore
we were unable to adjust the 1(14;18) results for the percent-
age of lymphocytes. However, using white blood cell countin
an alternative analysis based on absolute rather than relative
1(14;18) frequency did not change the parameter estimates.

To date this report is the largest population-based cross-
sectional study analyzing t(14;18) prevalence and frequency
in subjects without lymphoma. Our data confirm that the
detection of t(14;18)-positive cells is clearly associated with
the known FL risk factors age and sex and that there is no
association withsmoking. Recentstudies have demonstrared
that t(14;18)-positive cells harbor additional molecular
changes, indicating that these cells could be bona fide lym-
phoma precursor cells [32], suggesting the potential utility of

@d‘ ?ﬁ@?ﬁ%ﬁ“i‘fé%flfﬁ P risk. It remains to be
established Dy prospective studies in the future whether in
some of these subjects 1(14;18)-positive cells indeed trans-
form into malignant lymphoma cells, and which features
of malignant progression [e.g. 1(14;18) frequency, ongoing
activation-induced cytidine deaminase (AID) expression]
allow an early identification of individuals at risk.
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Supplemental Table Sl: t{14;18) Prevalence According to Age, Sex and Smoking Status

Men Women
t(14;18)- t(14;18)- t(14;18)- t(14;18)-
Age Smoking Positive Positive Positive Positive
[Years] | Status N % (n) (%) p-value N % (n) (%) p-value
Current
20-29 | Smoker 129 535 11 318 82 304 18 22
Ex-Smoker 33 13.7 8 24.2 27 10.0 6 222
Non-Smoker 79 328 24 304 0.70 161 59.6 26 16.2 0.48
All 241 100 73 30.3 270 100 50 18.5
Current
30-39 | Smoker 145 449 65 448 148 386 39 26
Ex-Smoker 75 23.2 27 36.0 45 11.8 12 26.7
Non-Smoker 103 31.9 34 33.0 0.14 190 496 59 31 0.61
All 323 100 126 39.0 383 100 110 28.7
Current
40-49 | Smoker 139 419 58 417 Copyright @sinfasma Healthcarm 3
Ex-Smoker 109 3238 50 45.9 60 16.0 20 33.3
Non-Smoker 84 25.3 41 48.8 0.57 208 55.6 85 313 0.86
All 332 100 149 44.9 374 100 116 31.0
Current
50-59 | Smoker 100 287 54 54.0 88 18.2 27 39.7
Ex-Smoker 143 411 70 49.0 43 11.5 20 46.5
Non-Smoker 105 30.2 52 495 0.72 262 702 117 44.7 0.72
All 348 100 176 50.6 373 100 164 44.0
Current
60-69 | Smoker 83 21.4 47 56.6 33 9.6 14 42.4
Ex-Smoker 219 564 101 46.1 35 10.2 14 40.0
Non-Smoker 86 222 28 326 0.007 276 802 114 M3 0.98
All 388 100 176 45.4 344 100 142 41.3
Current
>=70 | Smoker 39 11.8 18 46.2 13 5.0 6 46.2
Ex-Smoker 205 621 92 449 28 10.8 10 357
Non-Smoker 86 26.1 40 46.5 0.96 219 842 78 35.6 0.74
All 330 100 150 45.5 260 100 94 36.2
Current
All Smoker 635 324 283 446 450 225 135 30.0
Ex-Smoker 784 400 348 44.4 238 11.9 82 345
Non-Smoker 543 277 219 403 0.25 1316 657 459 34.9 0.16
All 1962 100 850 43.3 2004 100 676 33.7
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Abstract

Purpose  The t(14;18) translocation might represent an
intermediate step in the pathogenesis of follicular lymphoma
(FL), one of the most common subtypes of non-Hodgkin
lymphoma. Circulating t(14:18)-positive cells can also be
detected in 30-60 % of healthy individuals atlow frequencies.
Some studies found a negative association between repro-
ductive factors or use of menopausal hormone therapy (MHT)
with FL. The objective of this study was to evaluate whether
there is an association between number of frequencies, oral
contraceptive (OC) use, menopausal status and MHT, and
t(14;18) prevalence and frequency in a representative popu-
lation analysis based on an epidemiologic study in the north-
eastern part of Germany.

Methods The analysis is based on results of buffy coat
samples from 1,981 women of the Study of Health in Pomer-
ania (SHIP-0}) and data obtained in standardized face-to-face
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interviews. For prevalence, odds ratios (OR) and 95 % confi-
dence intervals (CI) were calculated using unconditional
logistic regression. Frequency data were analyzed using neg-
ative binomial regression. The multivariable models included
age, number of pregnancies, menopausal status (premeno-
pausal, natural, medical/surgical menopause), OC use and
MHT as a measure for exogenous hormone exposure use.
Results  We found no association between reproductive
history and combined exogenous hormone use on the preva-
lence of circulating t(14:18)-positive cells. Modeling MHT
and OC use separately in a sensitivity amalysis, the MHT
parameter yielded statistical significance [OR 1.37 (95 % CI
1.04;1.81)]. t(14:18) frequency was associated with use of OC
[incidence rate ratio (IRR) for ever use 3.18 {95 % CI
1.54;6.54)], current use [IRR 3.86(1.56;9.54)], >10 years use
[IRR 3.93 (1.67:9.23)] and MHT [restricted to postmeno-
pausal women; IRR 2.63 (95 % CI 1.01:6.85)] in bivariate
age-adjusted analyses. In the multivariable model, medical/
surgical menopause [IRR 246 (1.11:5.44)] and the category
ever use of OC and MHT were statistically significant
[IRR 241 (1.09:5.33)].

Exogenous hormone use might be a risk factor
for 1(14;18) frequency rather than for t(14;18) prevalence.
Further research on healthy individuals carrying a t(14:18)
translocation and possible risk factors for malignant lym-
phoma is necessary to determine the additional molecular or
immunological events that have to occur to develop FL.

Conclusions

Keywords t(14:18) translocation - Healthy individuals -
Reproductive history - Exogenous hormone use

Introduction

Non-Hodgkin lymphomas (NHL) comprise a heterogeneous
group of lymphoid malignancies of different morphology and

@ Springer
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genetic characteristics [1]. Causes for common NHL subtypes
remain largely unclear [2]. In epidemiologic studies, risk
factors for NHL were often associated with the immune sys-
tem [3], including HIV infection and immunosuppressive
therapy following organ transplantation [2]. Female hormones
like estrogen, progesterone, and prolactin modulate the
immune system and influence the immune response. Estrogen
decreases plasma levels of interleukin 6, which is a growth
factor for intermediate- and high-grade NHL [4, 5]. During
pregnancy, estrogen and progesterone levels rise [6, 7).
Hence, reproductive factors could explain the lower preva-
lence of NHL in females compared to males [8, 9].

The two most common subtypes of NHL are follicular
lymphomas (FL) with about 20 % and diffuse large B cell
lymphoma (DLBCL) with about 20-35 % of NHL cases
[10-12]. In the USA, for both lymphoma subtypes, higher
incidence rates have been reported in men than in women
[FL: male-female incidence rate ratio (IRR) of 1.2 for
Whites and Asians; IRR 1.6 for Blacks: DLBCL: male-
female IRR of 1.6 for Whites; IRR 1.8 for Blacks; IRR 1.4
for Asians] [13]. However, systematic gender differences
may be restricted to subgroups of the subtypes. Recent data
from Europe show no sex differences or even a slightly
reversed gender ratio of 0.9 for FL [14].

In both FL. and DLBCL, high t(14;18) translocation prev-
alence rates have been detected (FL: 70-90 %, DLBCL:
30-50 %) [15-17]. The t(14:18) translocation involves the
immunoglobulin heavy chain (IgH) locus on chromosome
14932 and the BCL-2 gene on chromosome 18q21 [18]. The
translocation results from an illegitimate V(D) -recombina-
tion [19] and leads to a constitutive overexpression of the
BCL-2 gene [20]. The resulting BCL-2 protein is involved ina
deregulation of apoptosis [21]. Hence, the t(14:18) translo-
cation might represent an intermediate step in the pathogen-
esis of both NHL subtypes [22, 23]. In animal studies, it was
shown that estrogen treatment reduces early cj+ pre-B cells
and IgH gene rearrangements [24]). So estrogen might
decrease the genesis of the t(14;18) translocation.

The t(14;18) translocation can also be detected in
healthy individuals, as first described by Limpens et al.
[25]. In Western countries, about 30-60 % of healthy
persons are carrying this genetic translocation, whereas in
Asia, lower prevalence rates were reported [26-28]. These
results are in line with the low incidence of FL in Japan
[29]. Similar to FL prevalence rates, higher prevalence
rates of the t(14;18) translocation in males compared to
females were observed in healthy individuals [26, 30-32].

Some studies reported negative association between FL
and higher sex hormone levels [33-37]. Changes in estrogen
hormone levels in women occur during and after pregnancy
and menopause and can also be influenced exogenously by
gender-specific drug use like oral contraceptives (OC) or
menopausal hormone replacement therapy (MHT).

@ Springer

Particularly high t(14:18) frequencies in healthy indi-
viduals have been shown to be an early biomarker for FL
[38]. Currently, it is unknown whether there is an associ-
ation between sex-specific hormone levels and the preva-
lence of the t(14:18) tramslocation in healthy women.
Therefore, the objective of our study was to evaluate a
possible association between both the prevalence and the
frequency of circulating t({14;18)-positive cells with num-
ber of pregnancies and menopausal status as well as gen-
der-specific use of extrancous hormones such as OC and
MHT in healthy women in a large representative popula-
ton-based cross-sectional analysis.

Malerials and methods
Study population

The Study of Health in Pomerania (SHIP-0) is a repre-
sentative sample of the general population in the north-
eastern part of Germany. Details on the study design,
recruitment and objectives have been published previously
[39]. Briefly, in a two-stage design, a population sample of
7,008 men and women between 20 and 79 years was drawn
randomly using German population registries. After
exclusion of migrated or deceased persons, the net sample
comprised 6,265 individuals. A total of 4,308 individuals
(2,192 females, 2,116 males) participated (response pro-
portion 68.8 %). Written informed consent was obtained
from each participant. Aims of SHIP-0 are to estimate the
prevalence of risk factors, subclinical disorders, and com-
mon clinical diseases as well as their complex associations.

Each participant underwent a comprehensive standard-
ized medical examination. Data collection included a
computer-aided personal face-to-face interview (CAPI) and
a health- and risk factor-related questionnaire to be com-
pleted by the participants. Blood samples were drawn from
the cubital vein according to standardized procedures. The
SHIP-0 study was approved by the Ethics Committee of the
University of Greifswald.

Biosamples

The detection of the t{14;18) translocation in this study
population was described previously [32]. The phenol-
chloroform method was used toisolate DNA from peripheral
blood buffy coat cells (nucleated cells, NC). DNA was stored
at —20 °C. The t{14:18) MBR (major break-point region) of
BCL2 was identified by using real-time quantitative PCR.
Wild-type K-RAS gene (reference gene, two copies per
genome) was determined as described previously [40]. For
the t(14;18) assay, five replicates of 1 pg DNA were used.
The t(14:18) MBR PCR assay had a sensitivity of one
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t(14:18)-positive cell in 5 x 10% nucleated cells. A forward
and reverse primer at a concentration of 400 nM, a TagMan
probe at a concentration of 200 nM, the standard TagMan
Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems, Weiters-
tadt, Germany), and 1.0 pg DNA in a total volume of 50 ul
were contained in the PCR mixture. The 2-min incubation at
50 °C to allow for cleavage by Uracil-N-Glycosylase was
followed by incubation at 95 °C for 10 min to activate
AmpliTaq Gold. Each PCR. cycle included 15 s denaturation
at 95 °C, and | min of combined annealingfextension at
61 °C. Dilution DNA of Karpas 422 cells was used to
establish standard curves for the t{14;18) MBR PCR and for
the K-RAS wild-type PCR. In all PCR experiments, appro-
priate positive and negative controls were included.

For analyzing the influence of reproductive history and
exogenous hormone exposure on prevalence and frequency
of circulating t(14;18)-positive cells, peripheral blood buffy
coat samples from a total of 2,008 (91.6 %) women were
available. A biosample was classified as t(14:18) MBR
positiveif =1 of the replicates was PCR positive. None of the
1(14:18) negative samples met our a priori exclusion criterion
of containing less 200,000 K-RAS genome equivalents. To
obtain the t(14:18) frequency, the t(14:18) copies from all
five replicates were summed up and afterward divided by the
sum of tested cells (WT K-RAS copies: 2). The result was
multiplied by 10° to express the frequency as t(14;18)-
positive cells per million NC.

Assessment of reproductive history and exogenous
hormone use

In the standardized computer-assisted personal interview
(CAPI), reproductive history and menopausal status as well
as gender-specific drug use including OC and MHT were
solicited from all female participants in SHIP-0.

The number of pregnancies and the number of births were
categorized as none, one, two, three, and four or more.
Women who responded “yes” to ever having taken OC were
classified as ever users. Women who responded “no” to the
same question were classified as non-users. Based on the
question concerning current use of OC, ever users were
differentiated in current and past users; unknown current
usage was categorized as unknown. Duration of OC use was
categorized to >0 to <5, 5 to <10, and =10 years.

The determination of menopausal status was based on
questions concerning presence of menstrual bleeding (yes/
no), age at last period, and reason of cessation of periods
(natural or medical/surgical). Women aged =40 years ful-
filling the criteria of no menstrual bleeding for at least
1 year prior to the interview were categorized as being
natural menopausal. Women reporting an induced cessa-
tion of menses were categorized as postmenopausal by
medical/surgical reasons. Ever users of MHT were defined

as women who answered “yes” to the following question:
“If you are menopausal, did you ever take any hormones
during the menopausal transition or thereafter, e.g., pat-
ches, tablets, injections?” Based on the reported duration
of hormone use, the MHT users were classified in two
categories (>0 to <5, =3 years). Approximate age at
menopause was categorized in tertiles.

In the invitation letters, all participants were asked to
bring their medication packages along and in the interview
prescribed medication over the seven preceding days was
solicited. On the basis of the provided medications, we
were able to identify current MHT users. For an explorative
analysis, we coded the medication according to the ATC
{Anatomical Therapeutic Chemical classification system)-
code subgroup GEO3 “Sex hormones and modulators of the
genital system.”

Statistical analysis

Statistical analyses were performed with the software
package STATA (Intercooled STATA, STATA/SE 10.1,
StataCorp., Texas, USA). In the descriptive statistics, cate-
gorical data were expressed as percentages; continuous data
were expressed as median and interquartile range (IQR).
Two group comparisons were calculated using Chi-squared
test (%" test) for categorial data and Mann—Whitney-U test
(MW -test) or Kruskal-Wallis test for continuous data. A
p value <0.05 was considered statistically significant. All
statistical tests were two-sided. Unconditional logistic
regression was used to calculate adjusted odds ratio (OR) and
95 % confidence intervals (CT). For frequency data, negative
binomial regression models were conducted and incidence
rate ratio (IRR) calculated including only 1(14;18) positive
women. All models were weighted by the number of tested
cells. The calculation of the likelihood ratio test is not pos-
sible with a simultaneous application of the weight option.
Applying the likelihood ratio test by calculating un-weighted
models yielded that our count data are over-dispersed. Since
the negative binomial regression can be regarded as a gen-
eralization of Poisson regression and should be used in cases
of over-dispersion, we decided to use the negative binomial
regression method as the non-conservative method.

Prior results concern age and sex as influencing factors
both to prevalence and frequency for 1(14;18). Since only
women were investigated, we included only age as potential
confounder in the full models. The remaining model vari-
ables operationalize major determinants of hormonal status,
e.g., number of pregnancies, menopausal status including
type of menopause (medical/surgical, natural) and exoge-
nous hormone exposure use (only OC, only MHT, OC and
MHT wvs. no exogenous hormone exposure). This opera-
tionalization was selected to reflect our hypotheses of a risk

@ Springer
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due to any exogenous female sex hormone rather than the
effect of any specific source. In a sensitivity analysis, we
provide corresponding results for a model in which ever use
of OC and MHT were modeled as separate variables.

Results

A total of 2,192 women (median: 49, IQR: 36-62 years)
participated in the SHIP-0 cohort. Results of biosamples
were available for 2,008 females. Altogether 17 women
were excluded from this evaluation: four of these declined
to be interviewed and 13 cases reported a history of cancer
at the time of the interview. Missing data of variables
included in the multivariable model yielded to an exclusion
of 23 women.

One thousand nine hundred and sixty-eight women
could be analyzed (89.8 % of the total study population)
for the prevalence of the t(14;18) translocation. Descriptive
characteristics of reproductive history (number of preg-
nancies, number of birth) and exogenous hormone use are
presented in supplementary Table S1.

Prevalence of 1(14;18)

In 33.4 % (N = 657) of the women, at least one t(14;18)
copy was detected per 10° cells [prevalence of t(14:18)]. In
older women, the prevalence was higher than in younger
women. The median age of t(14:18) prevalent females was
53 years (IQR: 40-63), whereas the non-prevalent women
had a median age of 406 years (IQR: 34-61) (MW-test:
p < 0.001). For increasing 10-year age categories, we found
a positive prevalence trend from 18.5 % in the age group
20-29 years up to 43.8 % in the age group 50-59 years,
followed by a3 % decline in the next age group 60-09 years
down to 35.5 % in the last group of =70 years (Table 1).

Reproductive history and exogenous hormone use as
potential risk factors for the prevalence of the t(14:18)
translocation are described in Table 1. In our study group.
85.3 % of the women had at least one pregnancy. The
maximum number of pregnancies in our sample was 12.
Women reporting two pregnancies represent the largest
group among the t{14:18) prevalent women. Among women
without any pregnancy, 25.3 % were (14;18) positive,
whereas the prevalence of t(14:18) among women with at
least one pregnancy was 34.8 % (¢ test: p = 0.001). The
prevalence of the t(14:18) translocation increased with
increasing number of pregnancies from 25.3 % in women
with zero pregnancies up to 38.6 % in women with four or
more pregnancies (Table 1). This positive association of the
t(14;18) prevalence with number of pregnancies was
observed in almost the same manner for an increasing
number of births.

@ Springer

Ever users of oral contraceptives had a lower t(14;18)
prevalence rate (31.3 %) than never users (38.1 %) ( 12 test:
p = 0.004). Among the postmenopausal women, a signif-
icant higher percentage was t(14:18) positive (39.8 %)
compared to premenopausal women (27.8 %, ¥° test:
p < 0.001). 1(14:18) prevalence did not differ for approx-
imate age at menopause (<48 years: 36.6 %, 48 to
=52 years: 44.4 %, >52 years: 39.7 %, y° test: p = 0.14).
The crude OR showed a positive association of the t(14:18)
prevalence with the number of pregnancies, use of oral
contraceptives and menopausal status, which are mostly
influenced by age (Table 1).

Analyses of hormone replacement therapy (MHT) were
restricted to postmenopausal women only. The t(14;18)
translocation was detected in almost half of the women
(47.3 %) who reported ever use of MHT. The prevalence of
never users was significantly lower (36.0 %, ¥ test:
p = 0.002). In bivariate age-adjusted analyses, ever use of
MHT compared to never use yielded a statistically signif-
icant OR of 1.47 (1.09:2.00) as well as MHT use =0 to
<5 years [OR 1.52 (1.07:2.18)].

In the multivariable model, we included age, number of
pregnancies, menopausal status including type of meno-
pause and exogenous hormone use for oral contraceptive
use and menopausal hormone replacement therapy. In this
model, only age showed a significant association with
t{14:18) prevalence with the highest OR of 2.93 in age
group 50-59 years (Table 1).

The risk estimates of age, number of pregnancies and
menopausal status in a logistic regression model including OC
and MHT as separate ever/never variables revealed compara-
ble OR with the model in which both types of use were oper-
ationalized in one variable. The OR for OC use in the sensitivity
model was 0.92 (0.69;1.23) and very similar to the OC/mo MHT
[OR 0.94 (0.67;1.32)] category, the OR for MHT use was 1.37
which is slightly lower as the parameter estimate for the cate-
gory no OC/MHT [OR 1.42 (0.93:2.16)], and reached statis-
tical significance (95 % CI 1.04:1.81).

Frequency of t(14;18)

Analyzing frequency data was restricted to t(14;18) positive
women (33.2 %). Supplementary Table S2 provides median
values of 1(14;18) frequency per 10° NC for reproductive
factors and exogenous hormone use categorized by age. The
mediannumber of positive NCs for the whole sample was 3.86
per 10°% NC (IQR: 1.98-8.27) and increased with increasing
age upto age group 6(-69 (median: 4.75) followed by a small
decrease in women aged =70 {median: 4.18). For the number
of pregnancies, we did not observe statistically significant
associations with t(14:18) frequency (Table 2). The age-
adjusted parameter estimates up to three pregnancies were
below one, only for women with more than three pregnancies
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Table 1 Association of 1(14:18) prevalence with reproductive history and exogenous hormone use

Total N 1(14:18)-negative  1(14:18)-positive (%} Crude OR Age-adjusted Multivariable®
1968 1311 657 (33.2) 95 % CI) OR (95 % CI) OR (95 % CI)
Age group
20-29 years 270 220 50 (18.5) 1 - 1
30-39 years 381 2N 110 (28.9) 1.78 (1.19;2.66) - 1.72 (1.10;2.68)
40-49 years 370 257 113 (30.5) 2.01 (1.34;3.01) 1.80 (1.13;2.87)
50-59 years 368 207 161 (43.8) 354 (239;526) - 2.93 (1.66;5.17)
60-69 vears 334 198 136 (40.7) 3.05 (2.05:4.56) - 2.57 (1.35:4.89)
=70 years 245 158 87 (35.5) 252 (1.6438T) - 2.25(1.12:4.53)
Number of pregnancies
Never pregnant (reference) 289 216 73.(25.3) 1 1 1
=1 1.679 1,095 584 (34.8) 151 (1.13;2.04)  1.01 (0.72;1.41) -
1 379 268 111 (29.3) 1.19 (0.82;1.71) 0.90(0.61;1.33)  0.89 (0.60;1.32)
2 607 398 209 (34.4) 143 (1.03;1.99) 097 (0.67:1.40)  0.98 (0.67;1.42)
3 348 217 131 (37.6) 1.82 (1.27:2.60)  1.21 (0.80:1.81)  1.23 (0.81;1.85)
=4 345 212 133 (38.6) 179 (1.252.57) 111 (0.74;1.66) 1.14 (0.751.72)
Number of births
None (reference) 318 235 83 (26.1) 1 1 -
=1 1,650 1,076 574 (34.8) 141 (1.06;1.87) 0.88 (0.64;1.22) -~
1 474 336 138 (29.1) 1.07 (0.76;1.50)  0.76 (0.53:1.09)
2 718 468 250 (34.8) 141(1.03;1.92) 091 (0.64;1.30y -
3 274 167 107 (39.1) 1.66 (1.15:2.39)  0.99 (0.65;1.49)
=4 184 105 79 (42.9) 213 (142,319 121 {(0.77:1.91y -
Use of OC
Never (reference) 609 377 232 (38.1) 1 1
Ever 1,359 934 425 (31.3) 0.75 (0.61:0.93) 0.99 (0.74;1.31} -
Past 676 479 197 (29.1) 0.83 (0.66:1.04) 097 (0.73;1.29) -
Current 403 300 103 (25.6) 056 (0.42:0.75) 096 (0.651.4) -
Past/current unknown 280 155 125 (44.6) 205 (0.854.90) 1.63(0.654.08) -
Total number of years of OC use”
=0 o <5 years 352 247 105 (29.8) 0.67 (0.50:0.91) 0.89 (0.63:1.26)
5 to <10 years 335 237 98 (29.3) 0.70 (0.52;0.95) 1.21 (0.82;1.77) -
=10 years 662 442 220 (33.2) 0.83 (0.65;1.06) 1.02(0.74;1.39) —
Menopausal status
Premenopansal (reference) 1,054 761 203 (27.8) 1 1 |
Postmenopansal 914 550 364 (39.8) 1.67 (1.37;2.05)  0.98 (0.66:1.45)
Type of menopause
Natural 647 390 257 (39.7) 1.64 (1.32;2.05) 093 (0.61;1.42)  0.94 (0.61;1.43)
Medical/surgical 267 160 107 (40.1) 1.76 (1.31;2.36)  1.04 (0.68;1.58) 097 (0.63;1.48)
Use of MHT*®
Never (reference) 603 386 217 (36.0) 1 1
Ever 311 164 147 (47.3) 154 (1.15:2.07) 1.47(1.09;2.00) -
Total number of years of MHT use™
=0 1o <5 years 188 98 90 (47.9) 1.59(1.12;2.25) 152(1.07;218) -
=5 years 119 o] 54 (45.4) 142 (0.93;2.16) 134 (0.86,2.07) -
Ever use of OC/MHT
No OC/mo MHT (reference} 467 302 165 (25.1} 1 1 1
No OC/MHT 142 745 67 (10.2) 153 (1.02;2.29) 137 (0.91;2.07)  1.42 (0.93;2.16)
OC/no MHT 1.110 796 314 (47.8) 072 (0.57:092) 096 (0.69:1.34) 094 (0.67;1.32)
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Table 1 continued

Total N 1(14;18)-negative  1(14;18)-positive (%) Crude OR Age-adjusted Multivariahle*
1,968 1311 657 (33.2) (95 % CI) OR (95 9% CI) OR (95 % CT)
OC/MHT 249 138 111 (16.9) 146 (1.05:2.03) 1.30 (0.89;1.90) 1.26 (0.86:1.86)

* Multivariable model including age, number of pregnancies, type of menopause, and exogenous hormone exposure use

® Do not sum up to 100 % due to missing data
¢ Restricted to menopansal women

OC, oral contraceptive; MHT, menopaunsal hormone therapy; OR, odds ratio (method: logistic regression); 95 9 CI, 95 % confidence interval

the TRR was about 2.1-fold greater compared (o never preg-
nant women that means t(14;18) frequency of women >4
pregnancies is over twice as high compared to never pregnant
women. Everuse (IRR 3.18) as well as current (IRR 3.86) and
past use (IRR 3.14) of OC showed a positive association with
1(14:18) frequency as well as OC use =10 years in the
bivariate age-adjusted models (Table 2). Median t(14;18)
frequency did not depend on age at menopause [<48 years:
3.9 (IQR: 1.8-10.0); 48 0 <52 years: 4.8 (IQR: 2.9-12.2);
>52 years: 3.9 (IQR: 1.9-8.8), p = 0.06]. The age-adjusted
IRR for women with medical/surgical menopause was
increased [TRR 3.52 (1.25;9.89)]. In the models restricted to
postmenopausal woman, a higher frequency of t(14;18) was
observed among ever users of MHT [IRR 2.63 (1.01;6.83)]
and among short-term users (=0 to <5 years) of MHT
[IRR 4.56 (1.01:20.58)], but not among long-term users
[=5 years, IRR 1.08 (0.50;2.33)] (Table 2).

We did not observe a linear trend in the association
between age and reproductive history and t(14;18) [requency
in the multivariable model (Table 2). No statistically sig-
nificant association was observed for number of pregnancies
(IRR between 0.74 and 0.99). Natural menopause showed no
association with 1(14;18) frequency. The IRR for medical/
surgical menopause, however, was significantly increased
[IRR 2.46(1.11;5.44)]. The multivariable model revealed no
statistically significant IRR for the subgroup of women who
had used only OC or MHT. For the subgroup of women who
had used both IRR were increased 241 (1.09:5.33)
(Table 2). In a sensitivity analysis, separate risk estimates
for OC use and MHT were calculated. The IRR for OC use
was statistically significant 2.29 (1.31;4.00), but not for
MHT [IRR 1.02 {0.65:1.61)].

Discussion

The biologic mechanisms for developing NHL are currently
unclear. The t(14;18) translocation is the genetic hallmark
for FLL and DLBCL, two of the most common subtypes of
NHL. The translocation can be found in 70-90 % of FL
cases and in 30-50 % of DLBCL cases [15-17]. In Western
countries, this mutation is detectable in about 30-60 % of

@ Springer

healthy individuals [26-28]. Prevalence and frequency of
t{14:18)-positive cells in healthy individuals are associated
with known FL risk factors like increasing age and male sex
[27. 28, 32, 41]. Roulland et al. [38] published very recently
that the presence of t(14;18)-positive cells in healthy indi-
viduals is associated with an increased risk for FL. and that
these cells represent true lymphoma precursors which are
clonally related to the clinically overt lymphoma that man-
ifests at a later time point.

Epidemiologic observations link reproductive factors
and gender-specific hormone use with risk of NHL [1, 9,
33]. Estrogen seems to be a protective factor for FL and
DLBCL.

To the best of our knowledge, this is the first study
investigating a possible association between circulating
t{14:18)-positive cells and reproductive factors and exoge-
nous hormone use in healthy females. In bivariate analyses,
we found some positive associations between the t(14;18)
prevalence and MHT use (ever vs. never, years of use). In
the multivariable model, only age remains a statistically
significant predictor showing a positive association with the
t(14;18) prevalence. In a sensitivity analysis including OC
use and MHT as separate variables in the model, an
increased OR for MHT was observed. Restricting the mul-
tivariable model to postmenopausal women did not change
the risk estimates significantly (data not shown).

Analyzing 1(14:18) frequency in the multivariable
model, the parameter estimates for age are less consistent
and only age group 60-69 was associated with a signifi-
cantly increased frequency (IRR 3.67). A positive associ-
ation of medical/surgical menopause was observed
(TRR 2.46). For ever use of both OC and MHT, the TIRR of
2.41 was statistically significant. Restricting the multivar-
iable model to postmenopansal women yielded comparable
risk estimates (data not shown). A sensitivity analysis of
OC use and MHT as separate variables in the model
including all women yielded a statistically significant IRR
for history of OC use. The separate parameter estimate for
MHT was not statistically significant. Approximately three
times as many women have ever taken OC compared to
MHT (Table 1). Compared to MHT, OCs were taken on
average at considerably younger ages. Based on these
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Table 2 Association of 1(14:18) frequency with reproductive history and exogenous hormone nse
Number (N = 657) Median (first; third quartile) Crude IRR Age-adjusted Multivariable®
of t(14;18) frequency (95 % CI) IRR (55 % CI) IRR (95 % CI)

ameng positives per 10° NC

Age group
20-29 years
30-39 years
40-49 years
50-59 years
6069 years
=70 years
Number of pregnancies
Never pregnant (reference)
=1
1
2
3
=4
Number of births
None (reference)
1

R =

=4
Use of OC
Never (reference)
Ever
Past
Current

Past/current unknown

50
1o
113
161
136

87

73
584
111
209
131
133

574
138
250
107

79

232
425
197
103
125

Total number of years of OC nse”

=0 o <5 years
5 to <10 years
=10 years
Menopausal status
Premenopansal (reference)
Postmenopausal
Type of menopause
Natural
Medical/surgical
Use of MHT*
Never (reference)

Ever

105
o8
220

293
364

257
107

217
147

Total number of years of MHT use™®

=0 to <5 years
=5 years
Ever use of OC/MHT
No OC/mo MHT (reference)
No OC/MHT
OC/no MHT

90
54

165
67
314

315 (1.77:5.03)
372 (1.99:5.16)
3.13 (1.93:6.25)
397 (1.99:8.58)
475 (2.27:10.12)
418 (1.90;10.01)

3.14 (1.79:5.63)
3.94 (1.99:8.38)
346 (1.83:6.80)
420 (2.11:9.08)
398 (243;7.99)
3.86 (1.92:9.11)

3.14 (1.76:5.63)
395 (1.99:841)
3.63 (1.93:8.16)
4.04 (2.03:9.01)
3.97 (244:7.37)
3.86 (1.76:9.13)

4.24 (212919
3.65 (1.92:6.91)
296 (181:5.61)
3.86 (2.22;6.25)
4.18 (1.83:9.13)

4.05 (1.92:8.29)
2.79 (1.80;5.75)
3.82 (2.00,7.10)

339 (1.91:5.33)
4.29 (2.05:9.49)

4.17 (2.03:8.99)
477 (2.10;11.27)

418 (2.05:8.46)
4.73 (2.09;12.05)

444 (2.17;12.23)
573 (1.99;11.93)

4.09 (2.00;8.34)
549 (2.60;12.23)
348 (1.92;6.04)

1
094 (0.34:2.41)
123 (0.47:3.22)
097 (0.40:2.32)
635 (1.06;37.96)
115 (0.39:3.37)

1

213 (0.66:6.91)
1.03 (0.47:2.26)
1.10 (0.54;2.24)
1.05 (0.48:2.28)
574 (1.00:33.11)

1

1.84 (0.55;0.14)
D87 (0.42;1.82)
091 (0.45;1.84)
6.03 (1.03;35.26)
0.68 (0.32:1.45)

1
254 (0.74:8.68)
3.01 (0.75;12.11)
1.29 (0.67:2.48)
0.68 (0.32;1.45)

1.00 (0.53;1.88)
0.93 (0.4%;1.74)
399 (0.92;17.38)

1
2,84 (0.80;10.18)

0.89 (0.61;1.29)
737 (1.48;36.58)

1
4.76 (0.89;25.49)

725 (1.2043.77)
0.90 (0.45;1.80)

1
0.63 (0.35:1.12)
097 (0.54:1.73)

1

0.98 (0.51;1.90)
0.95 (0.44;2.05)
0.86 (0.44:1.68)
0.87 (0.40;1.93)
213 (0.74:6.14)

1

0.82 (0.41;1.65)
0.81 (0.38;1.73)
0.71 (0.35:1.45)
2.26 {0.68:7.53)
038 (0.18:0.80)

1
3.18 (1.54;6.54)
3.14 (1.50:6.59)
3.86 (1.56:9.54)
1,70 (0.74;3.90)

2.05 (0.96:4.38)
205 (1.014.18)
393 (1.67:9.23)

1
1.16 (0.71;1.90)

0.68 (0.38:1.24)
352 (1.25:9.89)

1
2.63 (1.01:6.85)

4.56 (1.01;20.58)
1.08 (0.50:2.33)

1
0.79 (0.44;1.43)
193 (0.95:3.93)

1

1.08 (0.43:2.72)
143 (0.55:3.70)
1.15 (0.44:3.03)
367 (1.10;12.27)
219 (0.65:7.34)

1

081 (0.43:1.94)
0.85 (0.44;1.64)
0.74 (0.35;1.55)
0.99 (0.48:2.08)

0.68 (0.38;1.23)
246 (1.11;5.44)

1
0.68 (0.40;1.16)
177 (0.94;3.33)
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Table 2 continued

Number (N = 657)

Median (first; third quartile)
of 1(14:18) frequency

Crude TRR
(25 % CI)

Age-adjusted
IRR (95 % CI)

Multivariable®
IRR (95 % CT)

among positives per 10° NC

OC/MHT 111 391 (1.83:9.11)

596 (1.03;34.42) 455 (1.33;15.53) 241 (1.09;5.33)

Example of interpreting IRR. (1} age-adjusted IRR of postmenopausal women is 1.16; 1(14;18} frequency is 16 % higher compared to pre-
menopausal women, (2) age-adjusted IRR of women with | pregnancy is 0.95; ((14:18) frequency is 5 % less high compared to never pregnant

Women

* Multivarible model including age, number of pregnancies, type of menopause, and exogenous hormone exposure use

* Do not sum up to 100 % due to missing data

© Restricted to menopansal womien

OC, oral contraceptive; MHT, menopausal hormone therapy; IRR, incidence rate ratio (method: negative binomial regression); 95 % C1, 95 %

confidence interval; NC, nucleated cells

results, it could be speculated that exposure at younger
ages may have a positive impact on t(14;18), while it does
not affect prevalence.

Our multivariable analyses revealed no statistically
significant parameter estimates for number of pregnancies,
neither on prevalence nor on frequency. However, we
observed decreased risks on t(14;18) frequency for women
with at least one pregnancy. Several studies reported also a
negative association between number of pregnancies and
risk of DLBCL or FL [33-35, 42]. In line with this, two
other studies showed an enhanced risk of NHL for null and
low parity [43, 44].

Our results of the positive association between ever use
of OC and t(14;18) frequency are consistent with Costas
et al. [45] who reported slightly increased risks of FL
(OR 1.49) and DLBCL (OR 1.28) with ever use of OC.
Other studies reported inconsistent risks of NHL or its
subtypes FL and DLBCL with use of OC [34, 46, 47]. This
variation, however, might at least partly be attributable to
low sample sizes.

Type of menopause was investigated by Morton et al.
[9] in the National Institutes of Health-AARP Diet and
Health Study cohort. The authors observed increased risks
of women with surgical menopause versus women being
natural menopausal (aged 50-54 years) for FL and
DLBCL which is in line with our t(14;18) frequency
results.

Inconclusive findings were published for MHT use.
Among postmenopausal women, Mildon et al. [36] repor-
ted a decreased but statistically not significant risk of MHT
users compared to non-users for FL (OR 0.6) and DLBCL
(OR 0.7). Similar results were presented in a pooled ana-
lysis of the InterLymph case—control study for ever versus
never MHT users with an OR of 0.82 for FL and an OR of
0.66 for DCBCL [37]. However, data from the California
Teachers Study show elevated but not significant risks for
ever versus never MHT use (FL: RR = 1.57; DLBCL:
RE = 1.15) [47]. These results are in line with our
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bivariate age-adjusted findings restricted to postmeno-
pausal women. Ever use of MHT compared to never use
yielded a statistically significant OR of 1.47 in a prevalence
analysis and a statistically significant IRR of 2.63 in a
frequency analysis.

Cerhan et al. [48] compared current and former users
with never users of MHT analyzing data from the Iowa
Women's Health Study cohort and found significantly
increased risk estimates for FL. (RR current: 3.3; RR for-
mer: 2.6), but no association for diffuse NHL. The SHIP
interview did not differentiate between current use and
former use of MHT. Based on the 7-day medication, we
identified 13.7 % current MHT users among the 914
postmenopausal women with GEO3 medication based on
ATC classification. 44.8 % of these current users are car-
rying the t(14;18) translocation. The prevalence among
women currently not taking any menopausal therapy is
slightly lower (39.0 %) (p = 0.24). t(14:18) frequency of
women currently applying MHT is not different compared
to women who are not current users [4.47 (1.83;8.52) vs.
4.24 (2.10:10.11) per 10° NC, p = 0.75].

Analyzing only the subgroup of current MHT users, we
were able to differentiate estrogen, estrogen — progestin,
and progestin users. We did not observe a difference of
t{14:18) prevalence and frequency of women with current
use of only estrogen versus estrogen + progestin as MHT
[41 % vs. 46 %, p = 0.63; 3.58 (1.38;7.83) vs. 522
(2,31:8.61) per 108 NC; p = 0.20]. The t(14;18) prevalence
of MHT containing progestin only was 60 %, but this
finding is limited to a small sample size (N = 5). Morton
et al. reported similar risks for different types of MHT in
FL and DLBCL patients [9]. Data from the California
Teachers Study and the lowa Women’s Health Study
showed also increased risk estimates with duration of MHT
use compared to never users, although sample sizes are
often small [47, 48]. In bivariate age-adjusted analyses, we
observed a statistically significantly increased risk for
MHT use =>{) to <5 years for prevalence (OR 1.52) as well
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as for frequency (IRR 4.56) but not for MHT use =5 years.
We cannot completely exclude a possible bias due to a
changing pattern of MHT use over time (e.g., dose and/or
application pattern) or with respect to the application of
different formulation/types of MHT.

Heterogeneous results in published risk estimates con-
cerning NHL and hormone-associated factors in women
might be attributable to a lack of differentiation of the NHL.
subtypes in many analyses. Only very few studies assessed
possible risk factors separately for specific NHL subtypes.
Other influencing factors include study setting, selection of
confounding factors, small sample sizes, limited age range
of participants, formulation of exogenous hormones, and
duration of the application.

We observed a curvilinear association of age with both
translocation prevalence and frequency. This observation is
consistent with the age-specific incidence of FL. The median
age at diagnosis for FL is about 65 years [49], which is
comparable to the age with the highest t(14;18) prevalence
and frequency in our study group. Tt is, however, unclear,
why in older ages t(14:18) prevalence and frequency
decline, while lymphoma incidence continues to increase.

Our analysis is based on the baseline examination of a
population-based cohort, which is characterized by a high
life-time prevalence of OC and MHT use [50]. The popu-
lation-based sampling together with a high response pro-
portion compared to other German cohorts [51] limit major
selection bias and increases the external validity of these
results. The study size of well-characterized women redu-
ces statistical uncertainty. Information on reproductive
history (number of pregnancies, parity) and hormone use
(OC, MHT) was collected based on a standardized personal
face-to-face interview (CAPI) conducted in designated
study centers with each study participant. Reliability of
self-reporting of reproductive factors and women health
has been shown [52].

We were not able to evaluate the number of years after last
birth, the age at menarche, the number of years of ovulation,
and sex of the children born because the respective data were
not collected. Furthermore, we did not consider hormonal
influences of non-oral contraceptives like hormone injection
or patches. In Germany, however, these methods play a minor
role in contraception [53, 54], so we do not assume a con-
siderable bias. Prescribed medication was solicited over the
seven days preceding the interview. In the invitaton letters,
participants were asked to bring their medication packages
along, and most did so. Data about calendar year or age of first/
last OC medication, duration or pattern of application were not
collected. Therefore, we were neither able to consider changes
in OC formulation over the lifetime of women nor to perform a
dosc-response analysis.

In epidemiologic studies, no standardized definition for
menopausal status exists [55, 56]. Due to (1) a variety of

different definitions, (2) the complex processes of the
transition from pre- to postmenopausal status, which can
occur over several years or (3) a changing symptomology
because of the use of MHT or hysterectomy, it is not trivial
to characterize the menopausal status of women in popu-
lation-based studies. We cannot exclude a potential mis-
classification of some of the women regarding their
menopausal status. We used information on menstrual
bleeding, which is difficult to evaluate in women who are
taking MHT or had a hysterectomy or are in the peri-
menopausal status. Nevertheless, we only had 1.9 % of
women aged =40 years with an uncertain menopausal
status. Because of this small percentage, we assume no
major bias, if any.

The 1(14:18) translocation is the genetic hallmark for FL
and DLBCL. The complex relationship by which exoge-
nous hormone use like OC or MHT may lead to both NHL
subtypes is not fully understood. It is known that sex
hormones influence the B cell development [57]. Kane
et al. indicate that estrogen at physiological levels sup-
presses the humoral response, whereas the exogenous
estrogen from OC increases the humoral response. This
leads to a reduction of IFN-y and the enhancement of 1L-6
and IL-10, which together may induce an increase of the
number of B lymphocyte subpopulations and estrogen-
induced expression of the BCL-2 gene which reduces
apoptosis of B cells [42]. Both mechanisms could support
the persistence of cells carrying the t(14:18) translocation
over longer periods of time, which would explain the
positive associations between t(14:18) frequency and use of
OC and MHT observed in this study.

Conclusion

To our knowledge, this is the first study analyzing t(14:18)
prevalence and frequency data with regard to female
reprocluctive history and exogenous hormone use in a
population-based sample of healthy women.

In summary, we found a strong curvilinear trend of age
on the prevalence of the t(14;18) translocation with a
maximum among the 50-59 old and lower prevalence for
the younger and older women, respectively. Our results
suggest no relevant influence of number of pregnancies or
type of menopause on the prevalence of the t(14:18)
translocation.

For t(14:18) frequency, significant associations were
observed with age-adjusted ever use of OC, and especially
among current and long-term users. In the multivariable model,
medical/surgical menopause and the category ever use of both
OC and MHT showed significantly increased risk estimates.

Our results suggest that exogenous hormone use is a risk
factor for t(14:;18) frequency rather than for t(14;18)
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prevalence. In our study, some 80 % of all women prevalent
for 1(14;18) had only one clone. Only one woman had four
different clones, which was the highest number of different
clones observed. Hence exogenous hormone use might
rather act on the expansion of existing clones than causing
de novo mutations. Since it has been shown that the detec-
tion of t{14;18)-positive cells in healthy individuals repre-
sents a biomarker of increased FL risk [38], future research
should aim at defining which individuals are at highest risk
and which additional molecular or immunological events
ultimately lead to the transformation of a t(14;18)-positive
cell into a fully malignant lymphoma clone. A promising
starting point might be a systematic prospective follow-up of
healthy individuals carrying a t(14;18) translocation as a
possible FL precursor in the SHIP-cohort. In a prospective
approach, a variety of NHL risk factors can be monitored
and their respective contribution toward developing clinical
FL or DLBCL can be guantified.
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Supplemantary material: Weitmann K*, Hirt C, Schwarz S, Rabkin CS, Délken G, Hoffmann W.
Influence of reproductive history and exogenous hormone use on prevalence and frequency
of circulating t(14;18)-positive cells in a population-based cross sectional study. CANCER,

CAUSES & CONTROL. 2015 Mar;26(3):455-65

Table 81 Descriptive statistic of reproductive history, exogenous hormone use and age
(N=1968)

20-29 years | 30-39 years | 40-49 years | 50-59 years | 60-69 years | 270 years
Total N 270 381 370 368 334 245

Number of pregnancies

never pregnant 58.5% 9.2% 49% 7.3% 6.9% 11.4%
=1 41.5% 90.8% 95.1% 92.7% 93.1% 88.6%
1 26.7% 23.6% 16.5% 16.3% 14.4% 19.6%
2 9.3% 42.3% 34.9% 36.7% 28.7% 27.8%
3 41% 13.9% 24.9% 17.4% 23.7% 20.0%
=4 1.5% 11.0% 18.9% 22.3% 28.4% 21.2%

Number of births

none 64.4% 11.3% 5.4% 7.9% 6.9% 11.8%
=1 35.6% 88.7% 94.6% 92.1% 93.1% 88.2%
1 24.8% 31.0% 24.9% 22.3% 18.0% 22.5%
2 10.0% 47 0% 49 7% 44 6% 28 4% 28.2%
3 0.0% 8.9% 14.1% 14.7% 26.1% 19.2%
=4 0.7% 1.8% 6.0% 10.6% 20.7% 18.4%
Use of OC
never 4.8% 7.9% 8.7% 29.4% 56.0% 97.6%
ever 95.2% 92.1% 91.4% 70.7% 44.0% 2.5%
past 39.6% 52.2% 66.0% 34.2% - -
current 55.6% 39.9% 251% 2.2% - -
past/current unknown - - 0.3% 34.2% 44 0% 2.5%

Total num1ber of years

=0-<5 years 29.6% 20.5% 21.3% 26.2% 41.5% 50.0%
5-<10 years 56.0% 21.9% 16.6% 14.2% 13.6% 16.7%
210 years 14.0% 57.5% 61.5% 58.8% 42.2% 16.7%
Menopausal Status
premenopausal 100% 98.7% 84.9% 25.3% 0.3% -
postmenopausal - 1.3% 15.1% 74.7% 99.7% 100%

Type of menopause”

natural - - 28.6% 65.1% 78.1% 78.4%
surgical - 100% 71.4% 34.9% 21.9% 21.6%
Use of MHT-
never - 100% 69.6% 50.2% 63.1% 86.1%
ever - . 30.4% 49.8% 36.9% 13.9%
Total number of years
of MHT use'”’
=0-<5 years - - 88.2% 58.4% 58.5% 61.8%
=5 years - - 11.8% 40.9% 40.7% 32.4%

"do not always sum up to 100% due to missing values; * restricted to menopausal women; OC: oral contraceptive;
MHT: menopausal hormone therapy
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