Aus der Robert-Rossle-Klinik, Medizinische Klinik mit Schwerpunkt Hamatologie,
Onkologie und Tumorimmunologie
der Medizinischen Fakultit der Charité — Universitatsmedizin Berlin,

Campus Buch

dem Institut fiir Pathologie
der Medizinischen Fakultit der Charité — Universitdtsmedizin Berlin,

Campus Benjamin Franklin

und dem Max-Delbriick-Centrum fiir Molekulare Medizin Berlin-Buch

Dissertation

Untersuchungen zur Molekularpathologie
des Hodgkin-Lymphoms -
Klonierung des I kappa B epsilon Gens und

Mutationsanalyse in Einzelzellen

Zur Erlangung des akademischen Grades

Doctor medicinae (Dr. med.)

vorgelegt der Medizinischen Fakultéit Charité -

Universitatsmedizin Berlin

von Sebastian Theurich

aus Haan



Gutachter: 1. Professor Dr. med. Bernd Dorken

2. Professor Dr.med. L. Kanz

3. Professor Dr. med. R. Andreesen

Datum der Promotion: 7. Juli 2006



Meinen Eltern, Sabine und Henning Theurich,

und meiner GroBBmutter, Gisela Pheiffer.



ABSTRACT

The pathogenesis of Hodgkin-Lymphoma (HL) is still unclear. Previous investigations have
demonstrated constitutive nuclear activity of the transcription factor NF kappa B (NF-#B) in
Hodgkin/Reed-Sternberg (HRS) cells as an important prerequisite in protecting these cells from
apoptosis. As a molecular mechanism leading to constitutive NF-+B activity in HRS cells,
mutations of the NF-«xB inhibitor I kappa B alpha (I+:Br) have recently been identified in classical
(c) HL-derived cell lines in a patient with cHL. In this work, the NF-#B inhibitor I kappa B epsilon
(Ix:B=) has been analysed for somatic mutations in the same group of six patients already studied
for [+:Be mutations, as well as in cHL-derived cell lines. In the HRS cells of one patient, a
hemizygous mutation affecting the 5'-splicing site of intron 1 of the Bz gene was found, most
likely leading to misspliced mRNA products. Other work of our group showed a hemizygous
frame-shift mutation of the I+ B= gene in one cHL-derived cell line (L428), generating a pre-
terminal stop codon resulting in a severely truncated protein. These results, in combination with
recently described I+«Be mutations, indicate that defective NF-«B inhibitors appear more frequent
than previously thought and might explain the constitutive nuclear activity of NF-«B in a

significant proportion of cHL cases.

Keywords: Hodgkin/Reed-Sternberg cells , NF kappa B , | kappa B epsilon mutations
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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG
1.1 DAS HODGKIN-LYMPHOM

1832 berichtete der englische Arzt Thomas Hodgkin in seinem Artikel ,,On some morbid
appearances of the absorbent glands and spleen® von sieben Sektionsfallen, bei denen ihm stark
vergroferte, indurierte Lymphknoten und eine Splenomegalie aufgefallen waren. (Hodgkin, T.
1832 Med.-Chir. Trans 17: 68) Dies war die Erstbeschreibung einer Erkrankung, die zunéchst als
Morbus Hodgkin und spéter dann als Hodgkin-Lymphom bezeichnet wurde. Wie von Hodgkin
beschrieben, gehort zur Klinik des Lymphoms eine ausgeprégte nicht schmerzhafte
Lymphadenopathie, die insbesondere zervikal, supraklavikulér und axillar lokalisiert ist. AuBerdem
konnen weitere unspezifische klinische Merkmale als sogenannte B Symptome hinzu treten. Diese
umfassen Gewichtsverlust, Nachtschweill und Fieber — in manchen Féllen undulierend als

sogenanntes Pel-Ebstein-Fieber.

Erst viele Jahre nach der makroskopischen Beschreibung durch Hodgkin wurden die typischen
mono- und multinukledren Riesenzellen von Reed und Sternberg entdeckt. Mononukleére
Riesenzellen werden als Hodgkin, multinukledre als Reed-Sternberg Zellen bezeichnet. Hodgkin
und Reed-Sternberg (H/RS) Zellen stellen die charakteristischen und Diagnose bestimmenden
Tumorzellen des Hodgkin-Lymphoms dar, machen aber nur 1-2% der gesamten Tumorzellmasse
aus. Die Hauptmatrix des Lymphomgewebes wird dagegen von reaktiven Lymphozyten,

Epitheloidzellen, neutrophilen und eosinophilen Granulozyten gebildet. [1, 2]

In der WHO- Klassifikation maligner Lymphome von 2001 wird das selten vorkommende (ca. 2-
3%) Lymphozyten pradominante Hodgkin-Lymphom (LPHL) als eigene Entitdt vom klassischen
Hodgkin-Lymphom (cHL) abgegrenzt. Letzteres teilt man in die vier bekannten Subtypen auf:
Nodular-sklerosierend (ca. 60-70%), Mischtyp (ca. 25%), lymphozytenarmer Typ (ca. 1%) und
lymphozytenreicher Typ (ca. 3%). [3, 4]

1.2 ENTWICKLUNG UND EIGENSCHAFTEN VON H/RS ZELLEN

Der histologische Nachweis von H/RS Zellen bildet die Grundlage fiir die Diagnosestellung eines
Hodgkin-Lymphoms. In der klinischen Routine wurde dies durch den Nachweis des CD30
Molekiils erleichtert, welches an der Oberfldche von H/RS Zellen meist exprimiert wird. Mit
immunhistologischen Methoden lassen sich so die seltenen Tumorzellen darstellen. [5, 6] Aufgrund
ihres extrem geringen Vorkommens erdffnete aber erst die Entwicklung hochsensitiver Techniken,
wie die der Einzelzell-PCR mit mikrodissektierten Tumorzellen, den Zugang zum ndheren
Versténdnis zur Herkunft von H/RS Zellen und den dahinter stehenden pathophysiologischen

Mechanismen. [7]
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1.2.1 H/RS Zellen stammen von Lymphozyten des Keimzentrums ab

Der klonale Ursprung der H/RS Zellen konnte erst vor kurzem von Post-Keimzentrums B-
Lymphozyten abgeleitet werden, was die meisten klassischen Hodgkin-Lymphomfille betrifft. [8,
9, 10]

In seltenen Fillen (ca. 1 - 2%) stammen H/RS Zellen klonal von T-Zellen ab. [11, 12] Dariiber
hinaus zeigen phylogenetische Untersuchungen, dass das Hodgkin-Lymphom mit der Evolution
von lymphatischen Keimzentren bei Sdugetieren verbunden ist und betonen damit die Bedeutung

dieser Strukturen fiir die Pathogenese des Lymphoms. [13]
1.2.2 H/RS Zellen entgehen einer Selektion im Keimzentrum

In den hellen und dunklen Zonen der Keimzentren sekundérer Lymphfollikel reifen B-
Lymphozyten im Rahmen einer Immunantwort aus und erlangen dort die Fahigkeit, die Affinitit
der produzierten Immunglobuline zu steigern. Durch Hypermutation entstehen dabei in den
rearrangierten Genen der Immunglobulinketten vielféltige somatische Mutationen, die die Affinitat
der Antikorper zum Antigen erhéhen. Lymphozyten, die hoch affine und intakte Antikdrper
produzieren, werden durch Uberlebenssignale vor dem programmierten Zelltod bewahrt. Es konnen
aber auch Lymphozyten entstehen, die defekte, niedrig affine oder autoreaktive Immunglobuline
exprimieren. Normalerweise werden diese Zellen dann durch FAS/CD95 gesteuerte Apoptose
eliminiert. [14]Fiir H/RS Zellen konnte gezeigt werden, dass die FAS/CD95 gesteuerte Apoptose
einerseits durch Mutationen des FAS Gens beeintrachtigt sein kann, andererseits auch durch eine
gesteigerte Aktivitit des ,,cellular FADD-like interleukin 1beta-converting enzyme-inhibitory
protein® (c-FLIP) gehemmt wird. [15, 16, 17]

H/RS Zellen haben rearrangierte Immunglobulin Gene, in denen als Zeichen der Hypermutation
somatische Mutationen nachweisbar sind. Eine Expression von Immunglobulinen an der
Zelloberflache fehlt H/RS Zellen jedoch. [18]Defekte im Transkriptionsprozess, dysregulierte
Transkriptionsfaktoren, insbesondere Bob.1/OBF.1 und Oct2, und epigenetisches Silencing werden
fiir die fehlende Immunglobulinexpression verantwortlich gemacht. [19, 20, 21, 22]Trotz dieser

Tatsache entgehen H/RS Zellen der apoptotischen Selektion.

Ein weiteres wichtiges Molekiil fiir die Tumorigenese des cHL stellt der Transkriptionsfaktor
NOTCHI1 dar, der im Wesentlichen flir die Differenzierung der himatopoetischen Progenitorzellen
in die T- oder B-Zellreihe verantwortlich ist. NOTCHI ist in H/RS Zellen des cHL stark exprimiert
und wird durch die Interaktion mit dem dazugehdrigen Liganden, Jagged1, welcher von
umliegenden malignen und nicht malignen Zellen exprimiert wird, aktiviert. [23]Durch diese
Interaktion werden sowohl Proliferation als auch Apoptoseresistenz der H/RS Zellen massiv

erhoht.
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1.3 DAS NF-kB SYSTEM UND SEINE BEDEUTUNG FUR DAS HODGKIN-LYMPHOM

Neben der Notwendigkeit, der Selektion im Keimzentrum zu entgehen, ist es auch fiir das weitere
Uberleben von H/RS Zellen unabdingbar, in einem Mikromilieu zu existieren, das sie von
regulatorischen Einfliissen der Umgebung unabhéngig macht. Solche Eigenschaften umfafit das
System um den ,,nuclear factor for the kappa chain in B cells* (NF-kB), das seit einiger Zeit im
Mittelpunkt des Interesses steht. Als ein gemeinsames Merkmal von H/RS Zellen beschrieben
Bargou et al. 1996 erstmals eine konstitutive nukledre Aktivitit des Transkriptionsfaktors NF-kB in
sieben Hodgkin Zellinien und in primiren H/RS Zellen eines Patienten. [24]Dies hat nicht zuletzt
deswegen groBe Relevanz, weil NF-kB bei vielen Signalwegen mit beteiligt ist und sowohl in die

FAS induzierte Apoptose, als auch in die Regulation von NOTCH eingreift. [25, 26]
1.3.1 Die Regulation von NF-xB

Urspriinglich wurde NF-kB als Transkriptionsfaktor in B-Zellen gefunden, der die Synthese der
Immunglobulin Leichtkette k reguliert. Bald zeigte sich jedoch, dass NF-kB in fast allen
kernhaltigen Geweben zu finden ist und eine wichtige Rolle in der Embryonalentwicklung, bei

inflammatorischen Antworten und bei der Zellteilung spielt. [27, 28]

NF-kB bindet an seine DNA Zielsequenzen als Dimer, welches als Homo- oder Heterodimer aus
den Untereinheiten p65(RelA), p50, p52, c-Rel oder RelB zusammengesetzt ist. Die urspriinglich
entdeckte NF-xkB Form in B Zellen besteht aus dem Heterodimer p50/p65. Jede dieser
Untereinheiten trdgt aminoterminal eine sogenannte Rel-Homologie Doméne (RHD), die fiir die
Dimerisierung wichtig ist und auch DNA Bindungsstellen, sowie eine Kernlokalisationssequenz
(NLS) enthilt. Physiologischerweise wird NF-kB im nicht aktivierten Zustand von Proteinen der I
kappa B Familie (IxB) im Zytoplasma zuriickgehalten, von denen IxB-a, IxB -f und IxB-¢ als die
drei wichtigsten gelten. Strukturell weisen [kB Proteine eine wichtige gemeinsame Doméne auf:
Sechs so genannte Ankyrin Repeats einer Linge von 33 Aminosduren. Uber diese Ankyrin Repeats
binden IkB Proteine an die RHD von NF-kB, verdecken die NLS und halten NF-kB im Zytoplasma
zuriick. Als Antwort auf ein rezeptorvermitteltes Signal, oder aber auch durch unspezifische
Stimuli wie zum Beispiel elektromagnetische Strahlung, kommt es zur Aktivierung von NF-kB.
Dazu werden kB Molekiile an bestimmten Serinen durch den IkB Kinase Komplex (IKK)
phosphoryliert. Die sich anschlieBende Ubiquitinierung hat den Abbau der IkBs durch das
Proteasom zur Folge, so dass nun NF-kB frei im Zytoplasma vorliegt und in den Zellkern gelangen
kann (Abbildung 1). Der gerichtete nukledre Transport wird durch die Kernlokalisationssequenz

(NLS) gesteuert.
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Im Zellkern bindet NF-«xB als Transkriptionsfaktor an seine Zielsequenzen, wodurch ein weites
Spektrum von Zytokinen, Adhésionsmolekiilen, Akute Phase Proteinen und Apoptoseinhibitoren
reguliert wird. Als Beispiele seien IL-1, IL-2, IL-6, IL-12, TNF-a, Eotaxin, ICAM, VCAM, SAA,
und iNOS genannt.

(28]

Zellmembran

Zellkern

Phosphorylierung .
/ Transkription

Apo ptagé{
hemmu ng;

Degradation

Abbildung 1: Stark vereinfachte Darstellung der NF-kB Signaltransduktion. Eine Aktivierung kann unter anderem
spezifisch mittels TNFa tiber den FAS Ligandenrezeptor (FAS Lig.) oder unspezifisch (Stress) initiiert werden.
Der IkB Kinase Komplex (IKK) phosphoryliert IkB Molekiile, die daraufthin degradiert werden. NF-«B transloziert

in den Zellkern und initiiert die Transkription einer groen Anzahl von Zytokinen.
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1.3.2 IxB Proteine — IkB-a, IkB-$ und IkB-¢

Zehn verschiedene IkB Isoformen konnten bisher nachgewiesen werden, von denen jedoch nur
IxB-a, IxB-p und IkB-¢ stindig exprimiert werden. Die anderen Isoformen werden auf zelluldren
Stref reaktiv induziert, entstehen als Spaltprodukte aus Prékursoren oder durch alternatives

Splicing. [29, 30]

IxB-a [31], IkB-B [32] und IxB-¢ [33] unterscheiden sich unter anderem durch die Kinetik, mit der
sie mit NF-kB interagieren und in ihrer subzelluldren Lokalisation. IkB-a wurde als erstes kB
Protein kloniert. Es wird schnell exprimiert und degradiert, und ist in der Lage, NF-kB sowohl im
Zytosol zuriickzuhalten, als auch im Zellkern dessen Aktivitdt zu hemmen. [29] IkB-3, das wie

IxB-a mit denselben NF-kB Untereinheiten interagiert, und IxB-& werden langsamer degradiert.

IxB-¢ ist vorwiegend im Zytosol lokalisiert, wo es hauptsdchlich an p65 und cRel bindet (Tabelle
1). [33]Die stirkste Expression von [kB-¢ mRNA wurde in Milzgewebe, in der Lunge und im
Hoden gefunden. [34]Innerhalb der lymphatischen Zellpopulation zeigten Li et al. eine
hauptsiachliche Expression des [kB-g Wildtyps in B-Zellen, insbesondere transformierten B-Zellen.
Diskrepanterweise war jedoch in Méusen mit einem IkB-& Knockout eine Subpopulation von T-
Zellen um 50% reduziert. [35]IkB-¢ hat im Gegensatz zu IkB-a eine langsamere Kinetik, was sich
in der geringeren Geschwindigkeit, mit der NF-xB gehemmt wird, zeigt. Ebenso wird es langsamer

proteosomal degradiert und reinduziert. [33, 36]

Tabelle 1: Ubersicht der klassischen IkB Proteine, die konstitutiv exprimiert werden. Der Genlokus von humanem

IxB-¢ war zu Beginn der Untersuchung unbekannt.

IxB Protein (kDa) Genlokus =~ NF-kB Interaktion  Kinetik

alpha 37 14q13 p50,p52,p65,cRel schnell, Zytosol und Zellkern
beta 43 19q13.1 p50,p52,p65,cRel langsam, Zytosol und Zellkern
epsilon 45 Unbekannt  p65, cRel langsam, vorwiegend Zytosol

Ob sich IkB Isoformen in ihrer Funktion komplementar zueinander oder redundant verhalten, ist
weiterhin Gegenstand der Forschung und wurde nur zum Teil durch Knockout Experimente bei
Mausen geklart. IkB-o defiziente Mduseembryonen entwickelten sich bis zur Geburt normal,
zeigten jedoch postnatal schwere Dermatitiden und Immundefekte, die nach einer Woche letal
endeten. NF-xB war bei diesen Tieren in lymphatischen Zellen stark aktiviert, nicht jedoch in

Fibroblasten. Fiir diese Diskrepanz wurde eine stiarkere Expression von IkB-f3 in Fibroblasten



EINLEITUNG

verantwortlich gemacht, die die fehlende [kxB-o Wirkung kompensieren konnte. [37,
38]Gleichsinnig scheint in diesen Fibroblasten auch IxB-& kompensatorisch erhoht zu sein. [33]
Ein Knockout von murinem IkB-¢ zeigte einen normalen Phinotyp. In diesen Knockout Méusen
wurde jedoch neben konstitutiv erhohten Konzentrationen von IgM und IgG1 auch eine erhohte
mRNA Expression fiir IL-1c., IL-1p, IL-Ra und IL-6 gemessen. Aulerdem war eine Subpopulation
von T-Lymphozyten (CD44- / CD25+) um 50% reduziert. [35]

Die IkB Isoformen zeigen in vivo demnach sehr unterschiedliche Funktionen, die sich teilweise
auch zu widersprechen scheinen. Somit ist eine Antwort auf die Frage, ob sich IkB Proteine
komplementdr oder redundant zueinander verhalten, nach jetzigem Kenntnisstand nicht moglich.
Es scheint daher notwendig, die Rolle der IkB Molekiile zelltypspezifisch und situativ zu

bestimmen.
1.3.3 Konstitutive Aktivitit von NF-xB in H/RS Zellen

NF-kB wurde schon bei einer Reihe von Malignomen fiir Tumorprogression und
Chemotherapieresistenz verantwortlich gemacht. [39, 40]Beispielsweise wurde mittels adenoviral
eingebrachtem [kB-o in murine Fibrosarkomzellen eine iiberméBige NF-kB Aktivitit in vivo

gehemmt und die Chemosensibilitit wieder hergestellt, was zur Tumorregression fiihrte. [41]

Physiologischerweise ist in den meisten Zelltypen bis auf die Ausnahme von bestimmten Neuronen
[42] eine nukledre NF-kB Aktivitit nicht nachzuweisen und tritt sonst nur kurzzeitig als Antwort
auf einen Stimulus auf. [28]In aktivierten B-Lymphozyten finden sich NF-kB Heterodimere, die
sich aus p50 oder p52 und c-Rel oder RelB zusammensetzen. H/RS Zellen hingegen zeigen vor
allem eine konstitutive Aktivitdt des Heterodimers p50/p65. [24]Im Gegensatz zu anderen
Zellenlinien, lymphatischen und nicht lymphatischen Ursprungs, war die Proliferation der H/RS
Zellen von aktiviertem NF-kB abhingig. Wurden H/RS Zellen in Méuse mit schwerem
Immundefekt (SCID) transplantiert, konnten sie im Wachstum gehemmt und fiir Apoptose
sensibilisiert werden, wenn die NF-kB Aktivierung durch einen in die Zellen transfizierten
dominant negativen Inhibitor (IxB-a) blockiert wurde. [43]Vor diesem Hintergrund stellt der
Nachweis, dass H/RS als gemeinsame Eigenschaft konstitutiv aktives NF-kB (p50/p65) zeigen,
einen wichtigen Schritt fiir ein tiefer gehendes Verstdndnis der Pathophysiologie des Hodgkin-
Lymphoms dar. [24] Die Kernaktivitidt von NF-kB in H/RS Zellen ist neben seiner Restriktion auf
die Tumorzellen auch fiir das klinische Erscheinungsbild der Erkrankung interessant, da sie sowohl
molekulare Basis fiir die Entziindungssymptomatik, als auch die Eosinophilie und Invasion von

weiteren Leukozyten in das befallene Gewebe erkldren konnte. [44, 45]
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1.3.4 Defekte der NF-xB Regulation

Als Zielmolekiile, die zu einer ungeregelten NF-kB Aktivierung beitragen kdnnten, werden vor
allem Mitglieder der IkB Familie, des IKK und weiter aufwirts agierende Regulatoren diskutiert.
Eine aberrante Aktivierung der IKK, die zu einer verstirkten Degradation von IxB fiihrt, wurde
beschrieben. [46]In anderen Untersuchungen scheint die konstitutive Aktivitdt von NF-kB nicht
durch einen Mangel oder eine fehlende Expression von IkB Molekiilen verursacht zu sein.
Vielmehr wurden Mutationen im [kB-a Gen in den aus Hodgkin Zellen generierten Zellinien L428
und KM-H2, sowie im Primidrmaterial eines Patienten mit cHL gefunden. [47]Diese Mutationen
flihrten zu einem stark verkiirzten IkB-a Protein, das nicht mehr in der Lage war, die Aktivitdt von
NF-kB zu hemmen. Defekte des IikB-a Gens wurden in der Folgezeit auch von weiteren

Arbeitsgruppen beschrieben. [48, 49]
1.3.5 Mogliche Bedeutung von IkB-¢ fiir die NF-xB Aktivitiit in H/RS Zellen

Die bisher gefundenen Defekt der NF-kB Regulation kdnnen eine konstitutive Aktivitét in H/RS
Zellen nicht hinreichend erkldren. Zur Kldrung der Frage nach weiteren Stérungen war der

Inhibitor IkB-¢ ein geeigneter Kandidat.

IxB-& wurde urspriinglich als Inhibitor beschrieben, der besonders die NF-xB Untereinheiten p65
und cRel zu binden vermag, wohingegen seine Interaktion mit p5S0 und p52 schwécher scheint.
[33]Es wurde jedoch auch beobachtet, dass IkB-¢ eine vergleichbare Hemmung der Aktivitét des
Heterodimers p50/p65 bewirkt wie IkB-a. [34] Da in H/RS Zellen vorwiegend p50/p65 Komplexe
gefunden wurden, ergab sich die Frage nach der Bedeutung von IkB-¢ fiir die deregulierte NF-kB
Aktivitdt in diesen Tumorzellen. Ein weiterer Grund fiir die Untersuchung von IxB-¢ in H/RS
Zellen war die Verteilung der physiologischen Expression dieses Inhibitors in verschiedenen
Gewebetypen. IkB-¢ wird in B-Lymphozyten exprimiert, am stérksten jedoch in transformierten B-
Zellen. Im Gegensatz dazu steht eine sehr viel geringere Expression in T-Lymphozyten. [34]Da
H/RS Zellen fast immer von transformierten Keimzentrums B-Zellen abstammen, ergab sich auch

hieraus eine Motivation fiir diese Arbeit.
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1.4 FRAGESTELLUNG UND ZIELSETZUNG DER ARBEIT

Mit dem Nachweis einer konstitutiven Aktivitdt von NF-xB (p50/p65) in H/RS Zellen ist ein
zentraler Mechanismus fiir die Unabhéngigkeit der Tumorzellen von externen Stimuli und
Apoptoseresistenz entdeckt worden. Die Proteine, die direkt mit NF-kB in Kontakt treten und
dessen Aktivitit hemmen, sind die Mitglieder der IxB Familie. Dadurch stellen sie interessante
Kandidaten dar, die bei einem eventuellen Funktionsverlust zu einer Aktivitétssteigerung von NF-
kB fiihren konnten. Ziel dieser Arbeit war es daher, nach Veridnderungen des humanen IxB-¢ in

primédren H/RS Zellen zu suchen, die zu einer Deregulation des IkB/ NF-kB Systems beitragen.

Die Analyse von primiren H/RS Zellen auf DNA Ebene ist durch die Technik der Einzelzell-PCR
moglich geworden. Hierzu ist die Kenntnis der Genstruktur der Zielsequenz Voraussetzung. Zum
Zeitpunkt der Experimente waren von IkB-g nur mRNA und Proteinstruktur bekannt. Daher war
der erste Schritt dieser Arbeit die Klonierung des IkB-g Gens. Um die Frage nach moglichen
Pseudogenen zu kliren, wurde auBBerdem der chromosomale Genlokus gesucht. AnschlieBend sollte
eine kombinierte Einzelzell-PCR Methode etabliert werden, die es ermoglicht, das gesamte IkB-¢

Gen in primdren H/RS Zellen zu analysieren.
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2 MATERIAL UND METHODEN
2.1 MATERIAL
2.1.1 Zellinie (L1236)

Die Epstein-Barr-Virus (EBV) negative Zellinie L1236 wurde am Institut fiir Genetik der
Universitit Koln aus primiren Hodgkin/ Reed-Sternberg Zellen eines Hodgkin-Lymphoms des
gemischtzelluldren Typs generiert.[50]

2.1.2 Bakterien

Fiir die Klonierungsexperimente wurde Escherichia coli des Stammes XL.1-Blue (Stratagene,
Heidelberg) verwendet und nach Herstellerangaben kultiviert. Kompetente E. coli XL1-Blue
wurden nach Sambrook et al. (1989) hergestellt.[51]

2.1.3 Gewebeproben

Primére Tumorzellen wurden vom Institut fiir Pathologie des Universitétsklinikums Charité —
Campus Benjamin Franklin — zur Verfiigung gestellt und stammten allesamt aus
Lymphknotenbiopsien, anhand derer die Erstdiagnose eines Hodgkin-Lymphoms gestellt wurde.
Daher war das Primédrmaterial nicht durch eine Chemotherapie oder Radiatio verdndert. Eingeteilt
nach der WHO Lymphomklassifikation handelte es sich dabei immer um klassische Hodgkin-
Lymphome. Proben dieser Félle wurden schon zuvor von unserer Arbeitsgruppe auf
Veranderungen des IkB-o Gens untersucht.[47] Nach der operativen Entnahme wurden die
Lymphknotenbiopsien sofort in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur weiteren
Bearbeitung bei —70°C aufbewahrt. Von den insgesamt sechs Patienten war die Halfte weiblichen
Geschlechts, die Altersverteilung reichte von 16 bis 33 Jahren, in vier Fillen lag der nodular
sklerosierende Subtyp und in zweien der Mischtyp vor. In einem Fall (Nr. 4) konnte eine EBV-

Infektion anhand des ,,latent membrane proteins® (LMP) nachgewiesen werden (Tabelle 2).

Tabelle 2: Charakteristika der untersuchten Patientenfille

Fall-Nr. HL Subtyp Geschlecht Alter LMP-Nachweis
1 Nodnlir sklerosierend \\Y 23 negativ
2 Nodulér sklerosierend M 33 negativ
3 Nodulér sklerosierend w 30 negativ
4 Nodular sklerosierend W 27 positiv
5 Gemischtzellular M 16 negativ
6 Gemischtzellulér M 22 negativ
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2.1.4 DNA Bibliothek des Humangenoms

Es wurde eine Bibliothek humaner DNA vom Ressourcen Zentrum des Deutschen Humanen
Genomprojektes am Max-Planck-Institut fiir Molekulare Genetik in Berlin bezogen
(Bibliotheknummer: RZPD-Nr. 704; RPCI 1,3-5 human PAC; P. de Jong und P. loannou), welche

auf folgende Weise hergestellt worden ist:

Das Humangenom, extrahiert aus Leukozyten, wurde durch restriktionsenzymatischen Verdau in
ca. 120 kb lange Doppelstrange fragmentiert und in P1-artificial-chromosomes (PAC) kloniert. Als
PAC diente der Vektor pCYPAC2 mit einem Resistenzgen gegen Kanamycin zur Selektion.
(Abbildung 2)

NOTI (10720)
BAMHI (1)

L SCAI(21) PUC-LINK
SacB Promotor {7

SCAl (1789)

_~BCAl (2723)
—— BAMHI (2739}

T NOTI (2778)

P1 Lytic Replicon _

XHOI (13986)

chPﬁcz ESacBIlgana

. 18754 bp LoxP_
KANAMYCIN

; P1 Plasmid Replicon
SACIH {(10141) /
KHOI (89158)

PUC-Link is stuffer fragment. being replaced by insert DNA during cloning.
ector fragment does not contain siles for Ascl, SnaBl, Sac| & Sfil,

Abbildung 2: Schema des PAC Vektors pCYPAC2; der Abschnitt ,,PUC-Link* ist ein Platzhalter und wird beim
Klonieren durch den zu ligierenden DNA Strang ersetzt. pPCYPAC?2 trégt eine Kanamycin Resistenzgen.
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Durch unspezifische Restriktion und die Verwendung mehrerer Kopien des menschlichen Genoms

entstanden sich iiberlappende DNA-Bruchstiicke unterschiedlicher Linge, die entweder nur Teile,

oder aber die vollstdndige Sequenz einer Zielregion enthalten konnten. Das menschliche Genom ist

in dieser Bibliothek ungefahr drei bis sechsfach vorhanden. Nach der Transformation der

fragmenttragenden PAC Vektoren in E. coli Bakterien des Stammes DH10B, wurden die Klone auf

kanamycinhaltigen Ndhrboden selektiert. Die Vektor-DNA eines Klons wurde per Dot-Blot-

Verfahren in einem Koordinatensystem auf Nylonfilter aufgetragen, welche sich zur

Hybridisierung mit DNA-Proben eignen. Eine solche Hybridisierung wurde am Ressourcen

Zentrum des Max-Planck-Institutes durchgefiihrt. (www.rzpd.de)

2.1.5 Gerite, Reagenzien und Verbrauchsmaterial

Geriite

Elektrophoresekammer Sub-Cell, BioRad BRD
Fotodokumentation Drucker, Mitsubishi Japan
Fotokamera WV-GI 700, Panasonic Japan
Glaskiivetten QS 1000, Hellma BRD
Mikrokapillaren GD-1, Narishige Japan
Mikromanipulatoren PC-10 und PB-7, Narishige Japan
Mikropipetten Reference, Eppendorf BRD
Netzgerit St 606T, GibcoBRL USA

PCR-Reaktionsgefalie
Photometer
Plastikkiivetten
Sequenzierungsautomat
Serologische Pipetten
Sterile Arbeitsbank
Thermocycler
Thermocycler
Umkehrmikroskop
UV-Illuminator
Warmeschrank

Zellkulturflaschen

MicroAmp 0,2 ml, Perkin Elmer USA

8452A, Hewlett Packard USA

No. 67754, Sarstedt

310 und 377 Genetic Analyser, ABI Prism USA
Becton Dichinson Labware USA
MicroflowBiological Cabinet, Nunc Ddnemark
DNA Engine PTC-200, MJ Research

Gene Amp 9600, Perkin Elmer USA

Diaphot 300, Nikon Japan

GelDoc 2000, Biohead Laboratories USA
Function Line, Heraeus Instruments BRD

Nunclon Surface, Nunc Dianemark

11
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Kits

cDNA Synthese First Strand Synth. Kit, Roche Mannh. BRD
DNA Extraktion QIAamp DNA Mini, Quiagen Hilden
Gelextraktion QIAex, Quiagen Hilden

PCR-Aufreinigung
RNA Extraktion
Sequenzierung

PAC DNA Aufreinigung

QIAquick PCR Purification, Quiagen Hilden
RNeasy Mini Kit, Quiagen Hilden

BigDye ABI Prism, Perkin Elmer USA
Nucleobond AX PC-Kit 2000, Macherey & Nagel

Chemikalien und Losungen

Agar Agar

Agarose

Antikorper CD30 (murin, monoklonal)
Aqua dest.

Bacto-Agar, Bacto-Tryptone
Desoxyribonukleinsduren (ANTP)
Dimethylsulfoxid (DMSO)

DNA fraktioniert

DNA GroflenmalBstab (1 kb)
DNA GroflenmalBstab (100 bp)
Ethanol

Ethidiumbromid

Fotales Kalberserum (FCS)
Glasmilch

Hémalaun

Heringsperma DNA

IPTG

Isopropanol

Kalziumchlorid (CaCl2)
Magnesiumchlorid (MgCI2)
Neufuchsin

Oligonukleotide; HPLC gereinigt
PBS Puffer

DIFCO, Hamburg
Ultrapure Agarose, Gibco BRL, Karlsruhe

Institut fiir Pathologie, UKBF Charité Berlin
Delta Pharma und Boehr. Mannh.
DIFCO, Hamburg

Amersham Pharmacia, Braunschweig
Sigma, Deisenhofen

Cot-1, BRL Life Technologies USA
1 kb Ladder, Invitrogen

100 bp Ladder, Fermentas, Lettland
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Seromed Berlin

Quiagen Hilden

Institut fiir Pathologie,Charité Berlin CBB
Roche Mannheim

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

PE Applied Biosystems, USA

Sigma, Miinchen

Tib Mol, Berlin und BioTez, Berlin
PBS Dulbeccos, Gibco Karlsruhe

12
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Chemikalien und Losungen

PCR Puffer

Penicillin; Streptomycin
Polymer fiir die Sequenzierung
Proteinase K
Restriktionsenzyme

Taq Polymerase

Tris

Tris gepufferte Kochsalzlosung (TBS)
TSR Puffer

X-Gal

Zellkulturmedium RPMI 1640

Gold Buffer II, Perkin Elmer USA
Gibco BRL, Karlsruhe

POP-4, ABI Prism, Perkin Elmer USA
Boehringer Mannheim

MBI Fermentas, Lettland

Taq Gold, Perkin Elmer USA

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

ABI Prism, Perkin Elmer, USA

Gibco BRL, Karlsruhe

Seromed Berlin

Losungen und Puffer

Kanamycin

Ampicillin

20 x TBE Puffer

50 x TAE (Tris-Acetat-EDTA) Puffer

Luria-Bertani (LB)-Néhrlosung
Luria-Bertani (LB)-Platten

10 x Tris-EDTA-L6sung, pH 8,5

Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe

1 M Tris, 1 M Borsdure, 20 mM EDTA

2 M Tris-Base, 1 M Na-Acetat,

50 mM EDTA, pH 7,2

10 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt,10g/1 NaCl
10g Trypton, 5g/1 Hefeextrakt, 10g/l NaCl,
15g/1 Agar, H,O bidest. zu 11

100 mM Tris-Cl (pH 8,5),

10mM EDTA (pH 8,5)
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2.2 METHODEN - KLONIERUNG UND CHROMOSOMALE KARTIERUNG DES IkB-g GENS

Alle allgemeinen molekularbiologischen Methoden wurden, wenn nicht anders angegeben, nach

Sambrook et al. durchgefiihrt.[51] Das Flussdiagramm zeigt den methodischen Ablauf zur

Klonierung und Lokalisation des Gens an. Die Auflistung der Methoden im Folgenden richtet sich

danach.
Zellkultur " B \ Synthese komplem entérer DINA
(L1236) g RNA Priparation (cDNA)
RT-PCR Agarosegel Elektrophorese
(mit IxB-€ spez. Primern) und Extraktion
¢ Transformation
in E. coli X1.-10
Klonierung N Ligation v
(PCE Produkt) g in pGem Teasy Vektor Selektion der Klone,
Priparation vektorieller DIVA
cDNA-Sonde fiir ItB-£ - Screening . Priparation
im Vektor pGemT easy "| der hum anen PAC Bihliothek "] der positiven PAC Klone
Sequenzierung des PAC Klons
Primerwalking® —1 Sequenz des IxB-c Gens
Fluoreszenz N Chromosomale Lokalisation
in situ Hybridisierung des IKB-g Gens
2.2.1 Zellkultur

Kultiviert wurde die Zellinie L1236 in einem Brutschrank bei 37° C, 5% CO,-Gehalt und einer
relativen Luftfeuchtigkeit von 95%. Die Néhrlosung RPMI 1640, der 2 mM Glutamin, 1 mM

hitzeinaktiviertes fetales Kélberserum (FCS) und 1 mM Natriumpyruvat zugesetzt waren, enthielt

zusitzlich 1% Penicillin/ Streptomycin. Die Zelldichte wurde bei durchschnittlich 5 x 10° Zellen/ml

gehalten und mit einer Neubauer Zahlkammer gemessen.
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2.2.2 RNA Priparation

Nach Abernten von ca. 5 x 10° L1236 Zellen und Zentrifugieren (300 g; 5 Min. bei 4 °C) wurde mit
Hilfe des Rneasy-Kits (Qiagen) den Herstellerangaben entsprechend Gesamt-RNA isoliert. Die
Arbeiten wurden ziigig unter ribonukleasefreien Bedingungen durchgefiihrt. Nach Abschluss der
Priparation wurden die RNA Proben sofort in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei — 70 °C
aufbewahrt. Die Konzentration von 1 ul der praparierten RNA wurde anschlieSend photometrisch

bei 260 nm vermessen.
2.2.3 Polymerasekettenreaktionen - Optimierungen und Kontrollen

Durch die Polymerasekettenreaktion (PCR) ist es mdglich, spezifische Sequenzabschnitte der DNA
mit Hilfe einer hitzestabilen DNA-Polymerase beliebig oft zu kopieren. Dabei wird der Bereich der
zu vervielfaltigenden DNA durch kurze Oligonukleotide, sogenannte Primer, eingegrenzt, an denen
die Polymerase mit der Synthese beginnt. Wahrend eines PCR-Zyklus werden drei definierte
Temperaturstufen mehrfach durchlaufen, wodurch es zu einer exponentiellen Vervielfaltigung der
Ursprungssequenz kommt. Zunidchst trennt sich die DNA-Doppelhelix wéihrend der
Denaturierungstemperatur in Einzelstrdnge. Bei Erreichen der Anlagerungstemperatur hybridisiert
der Primer mit der komplementiren Matrix, worauf die Polymerase ihre optimale Syntheseaktivitit

im Bereich der Extensionstemperatur entwickelt.

Vorversuche dienten hier zum einen dem Eingrenzen der optimalen Temperaturen und zum
anderen der Einstellung der Konzentrationen von Primern, Nukleotiden und weiteren Zusitzen wie
MgCl, und Dimethylsulfoxid (DMSO). Alle hier verwendeten Primer wurden manuell ausgewéhlt
und mit Hilfe der Software ,,DNA-Star* thermodynamisch optimiert.

Zur Vergleichbarkeit der Reaktionsanséitze wurden sogenannte Mastermixes angesetzt. Fiir die
Negativkontrollen wurde Aqua dest. statt DNA eingesetzt. Im Falle der Einzelzell-PCR wurden ca.
2 pl des Puffers, mit dem das Gewebe bedeckt war, entnommen und in der Reaktion mitgefiihrt.
Als Positivkontrollen dienten bekanntermaflen gut funktionierende Primerkombinationen mit einer
ausreichenden Menge DNA von ca. 10 ng als Probe. Negativ- und Positivkontrollen wurden bei

jeder Einzelzell-PCR mitgefiihrt.
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2.2.4 Synthese komplementirer DNA (cDNA)

Wegen der groferen Instabilitdt von RNA im Vergleich zu DNA in der PCR muss diese in
komplementdre DNA (cDNA) umgeschrieben werden. Dazu bedient man sich der enzymatischen

reversen Transkription.

Die cDNA Synthese erfolgte mit Hilfe des ”’1* Strand cDNA Synthesis Kit* (Boehringer
Mannheim) laut Protokoll des Herstellers. Ein Reaktionsansatz (20 pl) enthielt 1 ug Gesamt-RNA,
2 pl Inkubationspuffer (10x), 1 mmol/l jedes Desoxyribonukleosid-triphosphats (AINTP)
(Amersham, Braunschweig), 5 mmol/l MgCl, und 500 ng Oligo-p(dT),5 Primer. Nach einer
Denaturierung dieses Ansatzes bei 65°C fiir 15 Minuten und anschlieBendem Abkiihlen auf Eis
wurden 20 U Reverse Transkriptase (RT) aus avian myeloblastosis virus (AMV) und 50 U RNAse-
Inhibitor zugegeben und bei 42°C fiir 1 h inkubiert. Abschliefend wurde die RT bei 95°C fiir 5
Minuten inaktiviert und der Ansatz auf Eis gekiihlt.

2.2.5 Reverse Transkription-PCR (RT-PCR)

Die Sequenz der cDNA von [kB-¢ weist eine hohe Schmelztemperatur durch einen groflen
Guanosin/Cytosin-Gehalt auf, weshalb das ,,Advantage-GC cDNA PCR* Kit (Clontech,
Heidelberg) zur Anwendung kam, wobei nach den Herstellerangaben gearbeitet wurde und die
Endkonzentration des ,,GC-Melt“-Agens 1 M betrug. Die Primer binden an den Positionen 410
und 1637 in der mRNA Sequenz, die unter der Registrierung NM_004556 in der Datenbank der
National Library of Medicine (NCBI) zu finden ist. (Tabelle 3)

Tabelle 3: Sequenzen der Primer fiir die RT-PCR; die Bezeichnung eines Primers bezieht sich auf die Position in

der mRNA Sequenz und seine Ausrichtung

Primer Sequenz in 5' - 3' Richtung
410.for CGG ATC CTG CTC AGA CCG
1637.rev AGG GCA CCA GAA GAG CAC ATA GC

Ein Reaktionsansatz (50 ul) enthielt 10 pl (5x) GC-PCR Puffer, 10 ul (SM) GC-Melt-Agens, 1 ul
DNA, je 1 pl (10uM) Primer, 1 pl (50x) ANTP Mix (je ANTP 10 mM), 1ul (50x) Polymerase-Mix
und 25 pl Aqua dest.. Es wurden 30 Zyklen durchlaufen (Tabelle 4).
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Tabelle 4: Programm fiir die RT-PCR

Temperatur Zeit in Min.
Initialdenaturierung 94 °C 5:00
Denaturierung 94 °C 1:30
Anlagerung 60 °C 1:30
Extension 72 °C 1:30 30 Zyklen
End-Extension 72 °C 5:00
Konservierung 4°C

2.2.6 Gelelektrophorese

Von jeder PCR-Reaktion wurden 20 pl auf einem 1 %-igen Agarosegel (1 % Agarose mit 1x TBE
Puffer) mit Ethidiumbromidzusatz aufgetragen und bei ca. 10 V/cm in 1x TBE Puffer
elektrophoretisch aufgetrennt. Als Gréenstandard lief fraktionierte DNA (100 bp ladder, MBI

Fermentas) mit.
2.2.7 Gelextraktion

Unter einem UV-Illuminator konnten die PCR Produkte als Banden sichtbar gemacht werden. Die
Banden, die der erwarteten GroBe entsprachen, wurden ausgeschnitten und mit Hilfe des QIlAex-
Kit (Quiagen), welches auf dem Prinzip der Glasmilchextraktion beruht, nach Herstellerprotokoll

gereinigt.

2.2.8 Klonierung von PCR-Produkten
2.2.8.1 Ligation

Bei der Transkription einer jeden eukaryontischen mRNA wird am 3’-Ende durch die RNA-
Polymerase II ein sogenannter Poly-A-Schwanz angefiigt, der auch in der RT-PCR repliziert wird.
Daher kann man ein solches PCR Produkt zur Ligation recht einfach in einen Vektor einfiigen, der
eine komplementire Poly-T-Klonierungsstelle besitzt. Der hier benutzte pGemTeasy-Vektor

(Promega) hat eine solche Klonierungsstelle (Abbildung 3).
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Abbildung 3: Der Vektor pGemTeasy: Die Klonierungsstelle fiir DNA Strange mit Poly-A-Schwanz befindet sich

zwischen T7 und SP6. pGemTeasy tragt ein Ampicillin Resistenzgen.

Gereinigtes RT-PCR-Produkt wurde mit dem Vektor pGemTeasy inkubiert, wobei das
Reaktionsgemisch laut Herstellerprotokoll 7 ul DNA, 1 pl Vektor, 1 pl 1x Ligase-Puffer und 1 pl
T4-Ligase enthielt. Die Ligation erfolgte im Wasserbad bei 14 °C fiir 16 Stunden.

2.2.8.2 Transformation und Klonierung

Fiir eine Klonierung der Vektoren aus einer Ligationsreaktion ist es erforderlich, das Gemisch aus
nicht ligierten Vektoren und solchen, die ein PCR-Produkt (Insert) eingebunden haben,
aufzutrennen und jeweils nur einen Vektor mif Insert in einem Bakterienklon zu vermehren. Dazu
wurde der Reaktionsansatz mit Bakterien inkubiert und anschlieBend die erfolgreich

transformierten Bakterienklone durch Blau-Weiss-Selektion ausgewihlt.

Zur Transformation kompetenter, also zur Plasmidaufnahme beféhigter E. coli Bakterien (XL-1)
wurde der gekiihlte Ligationsansatz mit der Bakteriensuspension fiir eine Minute bei 42 °C
inkubiert und sofort wieder auf Eis abgekiihlt. Uber Nacht wuchsen die Bakterien bei 37 °C im
Schiittler und wurden am néchsten Tag zusammen mit IPTG und X-Gal auf ampicillinhaltigen LB-
Agarplatten ausgestrichen. Nach einer weiteren Inkubationsnacht bei 37 °C war es moglich, die
Bakterienkolonien, die das Plasmid aufgenommen hatten, an ihrer weiflen Farbe von den nicht
plasmidhaltigen blauen Kolonien zu unterscheiden. Die Bakterien eines weiflen Klons wurden
wiederum in ampicillinhaltigem LB-Medium iiber Nacht bei 37 °C vermehrt. AnschlieBend wurden

die Plasmide aus den Bakterien prépariert.
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2.2.8.3 Préparation klonierter vektorieller DNA aus E. coli Bakterien

Aus den Ubernachtkulturen der selektierten Bakterienklone wurde die klonierte vektorielle DNA
mit Hilfe des Miniprep Kit (Qiagen, Hilden) nach Herstellerangaben prapariert. Die so nach dem
Prinzip der Ethanolfallung gereinigte DNA wurde in 150 pl Tris Puffer (pH 8,5) aufgenommen und

ihre Konzentration photometrisch bei 260 nm vermessen.

Anschlieend wurden die praparierten DNA Proben auf den korrekten Einbau eines Inserts mittels
enzymatischem Restriktionsverdau kontrolliert. Dazu wurden von jeder Préparation 10 pl zu einem
Reaktionsansatz (Gesamtvolumen 30 ul) gegeben, der zusdtzlich noch 3 pl 10x-Puffer (MBI
Fermentas), 0,5 pul EcoR1 (MBI Fermentas) und 16,5 pul Aqua dest. enthielt. Die Inkubation
erfolgte bei 37 °C fiir eine Stunde und wurde durch Erhitzen auf 95°C fiir 5 Minuten gestoppt.
Nach elektrophoretischer Auftrennung in einem mit Ethidiumbromid versetzten 1%-igen Agarose-
Gel (GIBCO BRL) wurde die Fragmentgrofle des herausgeschnittenen Inserts unter einem UV-

[lluminator ausgewertet.

2.2.9 Klonierung und Sequenzierung des IkB-¢ Gens aus der humanen DNA Bibliothek

2.2.9.1 Screening der humanen DNA Bibliothek RPCI 1, 3-5

Die in P1-artificial-chromosomes (PAC) klonierte DNA Bibliothek RPCI 1, 3-5 wurde vom
Ressourcen Zentrum des Deutschen Humanen Genom Projekts (RZPD) auf einen das IkB-¢ Gen

enthaltenden Klon untersucht.

Dabei kam eine 1,27 kb lange cDNA-Sonde mit der Bezeichnung IE410-1637 zum Einsatz, die
durch eine RT-PCR mit den Primern 410.for und 1637.rev hergestellt und anschliefend in den
Vektor pGemT-easy (Promega) kloniert worden war (Protokoll siche Abschnitt ,,Ligation). In
dieser Form wurde die Sonde mit Hilfe der Primer T7 und SP6 (Tabelle 5) in einer PCR
amplifiziert und gleichzeitig nach dem Verfahren von Feinberg et al. radioaktiv mit P**-

Cytosintriphosphat markiert. [52]

Tabelle 5: Sequenzen der Primer T7 und SP6

Bezeichnung des Primers Sequenz in 5° - 3" Richtung
T7 TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG
SP6 ATT TAG GTG ACA CTA TAG

In einem automatisierten Verfahren wurden mit der markierten Sonde Nylon-Filterplatten

hybridisiert, auf denen per Dot Blot die PAC-Klone der Bibliothek fixiert waren.

19



MATERIAL UND METHODEN

Nach erfolgreicher Hybridisierung der Sonde mit den entsprechenden PAC-Klonen wurden diese in
E. coli Bakterien als Glycerol-Stock an uns zur weiteren Sequenzanalyse geliefert. Die genauen

Protokolle des RZPD sind unter https://www.rzpd.de/info/protocols einzusehen.
2.2.9.2 Préparation von PAC DNA aus E. coli

Préparation fiir den Einsatz in einer Fluoreszenz in situ Hybridisierung

Aus den Glycerol-Stocks (E. coli DH10B) als Resultate des oben beschriebenen Screenings wurden
Kulturen angelegt, indem Proben eines Stocks zunichst auf LB-Agarplatten (+ Kanamycin 30
pg/ml) ausgestrichen und bei 37°C iiber Nacht bebriitet wurden. Einzelkolonien wurden
anschlieBend gepickt und in jeweils 10 ml LB-Medium (+ Kanamycin 30 ug/ml) bei 37°C iiber
Nacht im Schiittler inkubiert. Am Folgetag wurde nach dem Prinzip der alkalischen Lyse mit drei
verschiedenen Pufferlosungen die Plasmid DNA aus den Bakterienkulturen extrahiert, wobei das
QIAprep Mini Kit (Qiagen, Hilden) zur Anwendung kam mit den entsprechenden vom Hersteller
empfohlenen Modifikationen bei einer Péarparation grofier low copy Plasmide wie PAC. Hierzu
wurden die 10 ml Uber-Nacht-Kulturen der Bakterien bei 2000rpm zentrifugiert und das
entstandenen Pellet mit 500 pl Puffer P1 (Qiagen) resuspendiert. Nach Zugabe von 500 pl Puffer
P2 (Qiagen) inkubierte die Losung bei Raumtemperatur fiir 5 Minuten und wurde anschlieend mit
1000 pl Puffer N3 (Qiagen) neutralisiert und auf Eis fiir weitere 5 Minuten abgekiihlt. Nach
Zentrifugieren bei 15000 rpm fiir 10 Minuten wurde der Uberstand in ein sauberes Eppendorf-
Gefdl3 dekantiert, mit 1,6 ml Isopropanol versetzt und fiir 20 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Nochmaliges Zentrifugieren mit 15000 rpm fiir 10 Minuten bei 4°C fiihrte zum Absetzen
eines Pellets, das zweimal mit je 1 ml Ethanol (70%) gewaschen und anschlieend 10 Minuten lang
getrocknet wurde. Nach der Elution mit 100 - 150 ul Puffer EB (Qiagen; 10 mM Tris/ HCI pH 8,5)
und kurzer Inkubation bei 70 °C konnte der DNA Gehalt der Praparation mittels Photometer bei
260 nm bestimmt werden. Diese PAC DNA Priparation wurde bei der Fluoreszenz in situ

Hybridisierung (FISH) eingesetzt.
Préparation fiir den Einsatz bei der Sequenzierung des IkB-& Gens

Fiir die direkte Sequenzierung des IkB-g Gens aus DNA des isolierten PAC Klons wurde diese
DNA mit Hilfe des NUCLEOBOND AX PC-Kit 2000 (Macherey und Nagel, Diiren) nach
Herstellerangaben prépariert und gereinigt. Das Kit arbeitet ebenso nach dem Prinzip der
alkalischen Lyse und anschlieBendem Binden der DNA an Silikatséulen. Es wurden 500 ml einer

Uber-Nacht-Kultur in LB Medium eingesetzt.
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2.2.9.3 Primerwalking

Fiir die Analyse der [kB-¢ Genstruktur im identifizierten PAC Klon wurde das Verfahren des
sogenannten ,,Primerwalking* angewandt. Dabei sequenziert man von den Exons ausgehend, also
den bekannten Sequenzabschnitten, die der cDNA entsprechen, in die noch unbekannten Introns
hinein und entwirft auf der Grundlage der gefundenen Daten einen neuen Primer, mit dem weiter in
dieselbe Richtung sequenziert werden kann. Begonnen wurde die Analyse mit Primern fiir die T7-
und SP6-Klonierungsstellen des PAC Vektors pPCYPAC?2, gefolgt von den jeweils neu generierten
Primern (Tabelle 6).

Tabelle 6: Liste der beim Primerwalking eingesetzten Oligonukleotide; die numerischen Bezeichnungen beziehen

sich auf die Position in der IkB-g Gensequenz (AF261937)

Primerbezeichnung Sequenz in 5'-3"' Richtung

840.for CGG ATC CTG CTC AGA CCG

1371.rev GAG TTT GGA AGA GCG AAT GG
1314.rev GAC CTG TTG CGG CTC TTG G
3178.for GCT AGT TAA AGT TTG ATG TGT TCC
3713.rev AAA CTC TCT GTT AGG CTC CAT TC
3632.rev AGC AGC TGG TAT GTG TCT CTA TC
3937.for GGC TCG GTA GTATTT CCT TGG
4255.for CCA GAG CCA GGC AGA GGA ACATC
4375.rev CCC TAT CTC CTATGC CCTCCTC
4650.rev AGA TGC AAG TGT AGC TCC TAG G
4638.rev AGC TCC TAG GAT AAC GTC TGG C
5956.rev AGA ACC TCT CTC TGC TAT GGG
5289.for ACA TTG AGT GGG CTG TGA GTC
5339.for GAA GAG AGG GAG TTG GTG GAT G
5629.for CCTTGG CTG ACATCCTTATTCC
5692.rev GCC AGG TGC AGC GCT GTCTTA C
6825.rev AGG GCA CCA GAA GAG CAC ATA GC
6490.for CAG AGG GGC CACTATTTTGAGG
6506.for TTG AGG ATT CGT GTG AAG ATT TG
pacl mpiOl TTC CTT CTC CTG TGG TTC CTT G
mpi_02 an mpi01l GCA GCG AGG ACA AGG TTC GG
mpi_03 an mpi02 CGC ATG TAC TGT TTC CTT CTT TC
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Primerbezeichnung Sequenz in 5'-3' Richtung

mpi 04 an mpi03 CGG ACT ACC AAA GTGCTG GGA TTA C
pacl_mpi.05.rev CGA TCT GCC TGC CTC GGA CTA CC
pac-3927.for TGA CAG GGG AAG GGC TCG GTA GT
pac-2541.rev GGG GAA AAC GAA AGC CAGTGA TG
pac-3138.rev AAG TGA GGG TTG GTG TGG GAA GC

2.2.9.4 Sequenzierung des PAC Klons

Fiir alle Sequenzierungsreaktionen kam die Kettenabbruchtechnik nach Sanger mit
fluoreszensmarkierten Didesoxynukleotide ddNTP zur Anwendung (BigDye Terminator, ABI).
Dabei handelt es sich im Prinzip um eine PCR, bei der allerdings nur ein Primer und neben

Desoxynukleotiden (ANTP) auch Didesoxynukleotide (ddNTP) eingesetzt werden.

Kommt es zum Einbau eines solchen ddNTP in den DNA Strang, bricht die Kettensynthese ab.
Statistisch entstehen so fiir die gesamte Lénge der zu untersuchenden Sequenz Ketten, die jeweils
um eine Base verkiirzt sind und an deren 3'-Ende ein markiertes ddNTP steht, das komplementér
zum Gegenstrang ist. Nach elektrophoretischer Auftrennung wird das an das ddNTP gebundene
Fluorochrom mit einem Laser angeregt, detektiert und so die Reihenfolge der Basen in der

gesamten Sequenz ermittelt.

Die Sequenzreaktion wurde mit dem BigDye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit (Applied
Biosystems) und die anschlieBende elektrophoretische Trennung im 3700 DNA Analyzer (ABI)
durchgefiihrt. Eine Sequenzreaktion von 10 pl enthielt 1 pg PAC DNA, 40 pmol Primer, 4 pl

Premix (ABI) und entsprechend bis zum Endvolumen Aqua dest..
2.2.10 Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH)

Zur chromosomalen Lokalisation des [kB-& Gens durch die Technik der Fluoreszenz in situ
Hybridisierung (FISH) [53]wurde der beim Screening der PAC-Bibliothek identifizierte Klon
RPCI-5 1157N16 verwendet und nach einer Biotin bzw. Digoxigenin Markierung durch
Nicktranslation [54] mit Inter- bzw. Metaphasekernen normaler mononukledren Kontrollzellen
inkubiert. Zusétzlich wurden kommerziell erhdltliche chromosomenspezifische Sonden der Firma
Appligene ONCOR verwendet. Ein Inkubationsansatz zur Hybridisierung enthielt 250 ng markierte
PAC Klon DNA, 10 pg Cot-1 fraktionierte DNA und 10 pug Heringssperma DNA. Die jeweils als
Doppelfarbung, also aus PAC-Probe und chromosmenspezifischer Probe, angefertigten Praparate
wurden mit Hilfe eines Epifluoreszenzmikroskops (Axiophot, Zeiss Oberkochen) analysiert und
mit einer CCD (charge-coupled device) Kamera zur Dokumentation abgelichtet. (Xillix

Microimager MI 1400, Xillix Technologies, Richmond, Canada) Durch digitale Bildverarbeitung
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wurden anschlieBend die mit verschiedenen Filtern erhaltenen Bilder iiberlagert und somit die
Dokumentation von Zwei-Farben-Experimenten durch gleichzeitige Darstellung verschiedener
Signale ermdglicht. Hierzu wurden Computer-Programme auf Apple Macintosh-Basis verwendet:
Adobe Photoshop, Version D1-2.0.1 (Fa. Adobe Systems), IMaxx Video Capture Boards, Version
3.0.1b3 (Fa. Precision Digital Images, Redmond, USA). Auf diese Weise verarbeitete Bilder
wurden mit einer Spiegelreflexkamera vom Bildschirm eines Apple Macintosh-Computers (Quadra

950, Fa. Apple Computer, Ismaning) auf Kodak Ektachrome 160T Dia-Film aufgenommen.
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2.3 METHODEN - ANALYSE VON EINZELZELLEN AUS PRIMARMATERIAL

Etablierung der Etablierung der
Multiplex-PCR Seminested-PCR
Immumhistochemische
Firbung Mikroskopie
von Gefrierschnitien |
4
Isolierung und Extraktion
von Finzelzellen Protease Verdau
I
+
1. PCR:
Multiplex-PCR
2. PCR: Agarosegel- Aufreinioung
Seminested-PCR Elektrophorese der Amplifikate
Direkisequenzierung Analyse der Sequenzen

2.3.1 Immunfarbung der Biopsate

Die immunhistochemische Farbung dient der selektiven Visualisierung von Zellen mit bestimmten
Antigenstrukturen durch spezifische meist monoklonale Antikorper. Hier wurde die sogenannte
Alkalische Phosphatase Anti-Alkalische Phosphatase (APAAP) Methode auf das CD30 Epitop
angewandt. Das CD30 Antigen wird in normalem Gewebe bis auf die Ausnahme weniger
aktivierter T- und B-Lymphozyten nicht exprimiert. Besonders starke CD30 Expression zeigen
jedoch H/RS Zellen des Hodgkin-Lymphoms und Tumorzellen des anaplastischen grof3zelligen
Lymphoms. [6, 55]

Von den Gewebeproben der Patienten wurden Gefrierschnitte (10 um) angefertigt, 1 bis 2 Stunden
getrocknet, 10 Minuten mit Aceton fixiert und mit dem murinen monoklonalen CD30-Antikorper,
Ber-H2, bei Raumtemperatur (RT) fiir 30 Minuten inkubiert. Nach Waschen mit Tris-Puffer wurde
der Briickenantikorper, Kaninchen-Anti-Maus, fiir 30 Minuten bei RT zugegeben und ebenso mit

Tris-Puffer abgewaschen.
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Die anschlieSende Inkubation fiir 30 Minuten mit dem APAAP-Komplex wurde durch Waschen
mit Tris-Puffer beendet und die Immunférbung nach Zugeben von Neufuchsin abgeschlossen. Eine
unspezifische Gegenfarbung von Zellkernen wurde mit Himalaun durchgefiihrt. Die gefarbten
Schnitte wurden unmittelbar anschlieSend fiir die Einzelzellextraktion verwendet, um ein
Degradieren der DNA zu minimieren. Zur weiteren Aufbewahrung wurden die Schnitte mit
trisgepufferten Kochsalzlosungen (TBS) steigenden Ethanolgehalts (50% 2 Minuten, 80% 2
Minuten) und schlieBlich reinem Ethanol (96% fiir 10 Sekunden) dehydriert und bei —70 °C in

einem Behilter, der CaCl, als Feuchtigkeitsabsorbens enthielt, eingefroren.
2.3.2 AuswahlKkriterien der Zellen

Vor einer zellspezifischen DNA-Analyse steht die Extraktion der einzelnen Zelle aus dem
Gewebeverband, was seit der Einfiihrung von Mikromanipulationseinrichtungen unter dem
Lichtmikroskop mdglich ist. Als H/RS Tumorzellen wurden diejenigen Riesenzellen ausgewéhlt
und entnommen, die polynukledre Kerne aufwiesen und sich in der CD30 Immunférbung positiv
darstellten. Dabei sollten sie sich fiir eine kontaminationsfreie Entnahme in einer Ebene und ohne
Uberlappung mit den umliegenden Zellen befinden. Als reaktive nicht maligne Bystanderzellen
wurden Lymphozyten mit normaler Kern-Plasma-Relation und negativem CD30 Immunophénotyp

extrahiert.
2.3.3 Extraktion von Einzelzellen aus dem Gewebeverband

Zu Beginn einer jeden Zellextraktion mussten die Gefrierschnitte mithilfe eines TBS-Puffer-
Ethanolgemisches fallender Konzentration rehydriert werden (96% fiir 10 Sek.; 80% 2 Min.; 50% 2
Min.). AnschlieBend wurde das Gewebe mit phosphatgepufferter Kochsalzlosung (PBS) vorsichtig
gespiilt, in das Umkehrmikroskop (Diaphot 300, Nikon) eingespannt und mit PBS iiberschichtet.
Unter Sicht mit 600-facher VergroBBerung wurden aus dem Gewebe einzelne Zellen — sowohl H/RS
Tumorzellen als auch normale sogenannte Bystanderzellen - mit Hilfe von hydraulischen
Mikromanipulatoren (Narishige, Tokio) isoliert. Dabei wurde mit einer Glasspitze die ausgewéhlte
Zelle mobilisiert und vorsichtig aus dem Zellverband geldst. Bei der Zellextraktion musste ein
Verletzen der umliegenden Zellen unbedingt vermieden werden, um Kontaminationen durch DNA
anderer Herkunft als der aus der extrahierten Zelle zu verhindern. (Abbildung 4) Auflerdem wurde
zur Kontaminationskontrolle nach jeder Extraktion eine Pufferprobe aus dem Manipulationsgebiet
gezogen, die mindestens zehnmal so gro3 war (ca. 1ul) wie das Puffervolumen, in dem eine Zelle
extrahiert wurde (0,05-01ul). Die geldste Zelle wurde in einer Glaskapillare aufgefangen und in ein
100 ul PCR-Reaktionsgefal iiberfiihrt, das mit 10 ul PCR-Puffer (GeneAmp Buffer, PE Applied
Biosystems) und ProteinaseK 1 mg/ml (Boehringer, Mannheim) gefiillt war. Die Pufferproben
wurden parallel gleichermallen behandelt. Zum Verdau aller zelluldren Proteine wurde der Inhalt

der PCR-GefaBe anschlieBend kurz zentrifugiert und bei 50 °C fiir eine Stunde im Thermocycler
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inkubiert. Inaktiviert wurde die Proteinase K des Ansatzes durch abschlielendes Erhitzen auf 96 °C
fiir 10 Minuten und rasches Abkiihlen auf 4 °C. Jede Zellextraktion wurde fotografisch vor und
nach der Entnahme dokumentiert. Die so behandelten Zell- und Pufferextrakte dienten im

folgenden als Vorlage fiir die Polymerasekettenreaktionen (PCR).

Abbildung 4: Dokumentation des Extraktionsvorganges A) zeigt eine durch anti-CD30 rot geféarbte H/RS Zelle vor
der Extraktion. B) Zustand nach der Entnahme der H/RS Zelle. Die umliegenden Zellen wurden nicht verletzt.

2.3.4 Multiplex- und Seminested-PCR

Da eine einzige Reed-Sternberg-Zelle einen genomischen DNA-Gehalt von ca.10 pg hat, ist eine
einfache PCR nicht ausreichend, um die Sequenz des IkB-¢ Gens in analysierbarer Menge zu
kopieren. Deshalb musste die spezifische DNA einer jeden Zelle in zwei aufeinanderfolgenden

Schritten amplifiziert werden.

Um alle Exone und die angrenzenden Intron-Bereiche analysieren zu kdnnen, wurden fiinf
Gruppen mit jeweils drei Primern generiert, mit deren Hilfe fiinf sich nicht {iberlappende Produkte
entstanden. Dabei wurden in der ersten Reaktion im Sinne einer Multiplex-PCR alle fiinf
Amplifikate gemeinsam in einem einzigen Ansatz produziert. 1,5 pl daraus dienten in der
anschlieenden Seminested-PCR als Probe, wobei ein Primer aus der Priméramplifikation mit
einem zweiten neuen, etwas weiter innerhalb des Priméirproduktes hybridisierenden Primer
kombiniert wurde und somit aus dem Gemisch aller fiinf Primdramplifikate nur das jeweils

spezifische vervielfaltigt wurde (Abbildung 5).
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Abbildung 5: PCR Strategie: Exons des IkB-& Gens sind als Blocke dargestellt, dazwischen Introns. Die
waagerechten Zahlen geben die Grofie der Exons in bp an, die senkrechten die der Introns. Primer der
Primédramplifikation sind in der oberen Reihe dargestellt. Der zusdtzliche Primer zur Reamplifikation darunter. Die

PCR Produktgréfien resultieren aus der Reamplifikation.

Ein Reaktionsansatz der Primdramplifikation enthielt in einem Gesamtvolumen von 100 ul 1,8-

fach konzentrierten PCR-Puffer (GeneAmp Buffer, PE Applied Biosystems), 400 uM je dNTP
(Amersham Pharmacia Biotech), 2,5 mM MgCL, (PE Applied Biosystems), 100 nM je Primer
(Tabelle 7) (BioTez, Berlin-Buch), 2,5 % DMSO (Sigma) und 5 U AmpliTaqg- Gold (PE Applied

Biosystems).

Fiir die Reamplifikation galt folgendes: 1,5 ul DNA-Probe aus dem Priméransatz; 2-fach
konzentrierter PCR-Puffer; 200 uM je dNTP; 2,5,mM MgCL,; 90 nM je Primer (Tabelle 7), 2,5 %
DMSO und 5 U Tag-Polymerase.

Tabelle 7: Sequenzen der Primer, die bei der Multiplex- und Seminested-PCR eingesetzt wurden. Die erste Ziffer
in der Bezeichnung bezieht sich auf das zu amplifizierende Exon. Bei gleicher Ausrichtung (for = stromaufwirts
bzw. rev = stromabwirts) zeigt die zweite Ziffer an, ob der Primer in der Primér- (1) oder Sekundér-PCR (2)

eingesetzt wurde.

Primerbezeichnung Sequenz in 5'—3' Richtung

1.1.for CGG ATC CTG CTC AGA CCG

l.1.rev GAG TTT GGA AGA GCG AAT GG
1.2.rev GAC CTG TTG CGG CTCTTG G

2.1.for GCT AGT TAA AGT TTG ATG TGT TCC
2.1.rev AAA CTC TCT GTT AGG CTC CAT TC
2.2.rev AGC AGC TGG TAT GTG TCT CTA TC
3.1.for GGC TCG GTA GTA TTT CCT TGG
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Primerbezeichnung Sequenz in 5'—3' Richtung

3.1.rev AGA TGC AAG TGT AGC TCC TAG G
3.2.rev AGC TCC TAG GAT AAC GTC TGG C

4 5.1.rev AGA ACC TCT CTC TGC TAT GGG

4 5.1.for ACA TTG AGT GGG CTG TGA GTC

4 5.2.for GAA GAG AGG GAG TTG GTG GAT G
6.1.rev AGG GCA CCA GAA GAG CAC ATA GC
6.1.for CAG AGG GGC CACTAT TTT GAG G
6.2.for TTG AGG ATT CGT GTG AAG ATT TG

Es wurden je Reaktionsansatz 40 Zyklen durchlaufen (Tabelle 8). Als Positivkontrolle wurden in
Primér- und Reamplifikation 50 pg genomischer DNA (L1236) und entsprechend als
Negativkontrolle Aqua dest. mitgefiihrt. Zur Kontaminationskontrolle bei der Zellextraktion

dienten die an entsprechender Stelle beschriebenen Pufferproben.

Tabelle 8: Gemeinsames Programm fiir die Multiplex- und Seminested-PCR

Temperatur Zeit in Min.
Initialdenaturierung 95 °C 10:00
1. Denaturierung 94 °C 0:25 E
1. Anlagerung 60,3 °C 1:15. E
1. Extension 72 °C 1:15. i 10 Zyklen
2. Denaturierung 94 °C 0:25
2. Anlagerung 60,3 °C 0:45
2. Extension 72 °C 1:00 30 Zyklen
End-Extension 72 °C 10:00 dann auf 4 °C

2.3.5 Aufreinigung von PCR-Produkten

Eine Probe (7 pl) eines jeden PCR-Ansatzes wurde auf ein 1%-iges Agarose-Gel (GIBCO, BRL),
dem Ethidiumbromid zugefiigt war, aufgetragen und elektrophoretisch getrennt. Unter UV-Licht
konnten die gewiinschten Banden identifiziert, ausgeschnitten und anschlieBend die DNA aus dem

Gel mit Hilfe der Glasmilch-Technik (QIAquick, Qiagen) extrahiert werden.

War nur eine einzelne saubere Banden aus der Reamplifikation auf dem Kontrollgel zu erkennen,
wurde der gesamte Reaktionsansatz mit dem QIAquick PCR Purification Kit (Quiagen, Hilden)

iiber eine Saule gereinigt.
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2.3.6 Sequenzierung der Amplifikate aus Einzelzellen

Das generelle Prinzip der Sequenzierung ist unter 2.2.9.4 erldutert, und es gelten die dort
gemachten Angaben zur Durchfiihrung der Reaktion auch fiir die Sequenzierung der Amplifikate
aus Einzelzellen. Bei diesen wurden Strang und Gegenstrang direkt sequenziert, wobei die

entsprechenden Vorwiérts- und Riickwértsprimer der Seminested-PCR eingesetzt worden sind.

Eine Sequenzreaktion von 10 pl enthielt 10-100 ng PCR-Produkt oder in pGemTeasy klonierte
DNA bzw. 250 — 300 ng PAC DNA, 5 ng/ pl Primer, 4 pl Premix (ABI) und entsprechend bis zum
Endvolumen Aqua dest.. Die Sequenzierungs-PCR wurde im Hinblick auf die jeweiligen

Temperaturen in Anlehnung an die Bedingungen der Einzelzell PCR programmiert (Tabelle 9).

Tabelle 9: Programm fiir die Sequenzierungs-PCR

Temperatur Zeit in Min.
Initialdenaturierung 95 °C 2:00
Denaturierung 96 °C 0:15
Anlagerung (ramp 45) 45°C 0:15
Extension 60 °C 4:00 .25 Zyklen

Der Reaktionsansatz wurde anschlieBend mittels Ethanolfdllung [51] gereinigt und prézipitiert und
in 24 pl TSR-Puffer (ABI) aufgenommen. Nach einer Denaturierung bei 96 °C fiir 2 Minuten und
sofortiger Abkiihlung auf Eis konnte die DNA-Probe der Sequenzierung in den Automaten 310 und
377 (ABI) zugefiihrt werden.

2.4 VERWENDETE COMPUTERPROGRAMME

Fiir die Auswahl und thermodynamische Optimierung der Primer wurde das Programm
»Primerselect™ (DNA-Star) verwendet. Die Sequenzierungsergebnisse wurden als
Konsensussequenz vereinigt (Strang und Gegenstrang) und anschlieBend mit den Daten des IkB-¢
Gens (AF261937) verglichen. Dies geschah sowohl mit Hilfe des ,,SequenceNavigators* (ABI), als
auch mit ,,SeqMan‘ und ,,MegAlign“ (DNA-Star). Fiir die Motivsuche innerhalb der
Promotorregion des IkB-g-Gens wurde das internetgestiitzte Programm ,,TESS* der Universitét

Pennsylvania, USA, benutzt. www.cbil.upenn.edu/tess. [56]
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3 ERGEBNISSE
3.1 STRUKTUR UND CHROMOSOMALE LAGE DES IkB-g GENS
3.1.1 Klonierung und Sequenzierung

Die strukturelle Kenntnis des [kB-& Gens war Vorraussetzung fiir die Etablierung einer Einzelzell-

PCR, mit der primédre Tumorzellen auf genomische Aberrationen untersucht werden konnten.

Dazu wurden Primer aus den Daten der bekannten mRNA Sequenz von humanem IkB-¢
(NM_004556) an den Nukleotidpositionen 410 und 1637 generiert, mit deren Hilfe eine 1,27 kb
lange cDNA-Sonde hergestellt werden konnte. Als Vorlage diente dazu Gesamt-RNA aus Zellen
der Linie L1236. Das PCR-Produkt wurde nach dem Verfahren der klassischen Klonierung in den
Vektor pGemTeasy gebracht und durch Sequenzierung auf seine korrekte Sequenz iiberpriift. Die
so klonierte cDNA-Sonde wurde radioaktiv markiert und mit der humanen DNA-Bibliothek
RPCI1, 3-5 human PAC hybridisiert, um auf diese Weise einen die genomische Sequenz von IkB-¢
tragenden PAC Klon zu identifizieren. Insgesamt gaben vierzehn PAC-Klone ein positives Signal,
wovon der am stirksten signalgebende Klon mit der Bezeichnung RPCI-5 1157N16 ausgewahlt
und sequenziert wurde. Es zeigte sich, dass dieser den kodierenden Bereich des IkB-& Gens in

voller Linge enthielt.

Da die Lage der gesuchten Sequenz innerhalb des PAC Konstruktes unbekannt war, wurde die
Sequenzierung an den beiden Klonierungsstellen mit T7 und SP6 Primern begonnen. Es ergaben
sich jedoch unspezifische Sequenzen, weshalb zur Methode des Primerwalking mit
Oligonukleotiden auf der Basis der bekannten cDNA Sequenz gewechselt wurde. Hierdurch
konnten sich iiberlappende Einzelsequenzen gewonnen werden, die mit Hilfe der Software ,,DNA-
Star” zur Gesamtsequenz des IkB-& Gens zusammengefiigt und unter der Bezeichnung AF261937
in die NCBI Genbank eingespeist wurden. (Direkter Link:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&val=20530138)

Zusétzlich konnte die Abfolge weiterer 420 Basen iiber das aufgrund der mRNA Daten bekannte

5’-Ende hinaus ermittelt werden.
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3.1.2 Die Struktur des IxB-g Gens

Das IkB-¢ Gen ist aus sechs Exons (365 bp, 103 bp, 223 bp, 89 bp, 240 bp, 216 bp) und fiinf
Introns (2027 bp, 711 bp, 1088 bp, 168 bp, 758 bp) aufgebaut und umfalt ca. 6,8 kb. Die
Konsensussequenzen an den Intron-Exon-Ubergiingen folgen allesamt der so genannten ,,GT-AG
Regel” und markieren damit die Spleiistellen, an denen die Introns wéihrend des Prozessierens der

RNA herausgeschnitten werden. Das Startkodon fiir den Beginn der Translation liegt in Exon 1

(ATG - Pos. 884), das Stopkodon in Exon 6 (GAC - Pos. 6719).

Alle Mitglieder der IkB Familie konnen mit NFk-B tiber hochkonservierte Motive, so genannten
Ankyrinrepeats, interagieren. Diese bestehen aus 33 Aminoséuren und ermdglichen eine direkte
Protein-Protein-Bindung. IkB-¢ besitzt ebenso wie die anderen Inhibitoren der Familie sechs
Ankyrinrepeats, welche von den Exons 1 bis 5 kodiert sind. Die kodierenden Sequenzen der
Ankyrinrepeats 3, 5 und 6 liegen jeweils ununterbrochen auf einem Exon. Im Gegensatz dazu
werden die kodierenden Abschnitte fiir die Ankyrinrepeats lund 2 von je einem Intron (Nr. 1 bzw.

2) und des Repeat 4 von zwei Introns (Nr. 3 und 4) unterbrochen (Abbildung 6).

Anlgrine [ o v vV ¥
AN N | T

1 — 2= 3 | |4 [ 5 6

209 % 1w 2 773 %  Z 240 & 216

Abbildung 6: Schematische Darstellung des IkB-¢ Gens. Die Kéastchen (fiir Exons mit arabischer Nummerierung)
werden durch Strecken (fiir Introns) verbunden. Innerhalb der Késtchen sind unterschiedlich gemustert die
Ankyrinrepeats symbolisiert und durch rémische Zahlen nummeriert. Horizontal gedruckte Zahlen unterhalb der
Darstellung geben die GroBe der Exons in bp an; vertikal gedruckte die der Introns. Die abweichende
Léingenangabe des ersten Exons mit 809 bp statt 365 bp kommt durch zusétzliche nicht translatierte Abschnitte

jenseits des 5°Endes zustande.
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3.1.3 Unterschiede zwischen genomischer und mRNA Sequenz

Die Aufkliarung der genomischen Struktur von IxB-¢ brachte im Vergleich mit der bisher
bekannten mRNA-Sequenz (NM_004556) an acht Stellen Abweichungen zu Tage, die sowohl den
nichtkodierenden 5 -Bereich als auch mehrere kodierende Stellen der Exons 1, 3 und 5 betreffen.
Dabei haben die Sequenzveranderungen sowohl an den Positionen 654, 768 und 778 (nicht
kodierende Region), als auch bei 4185 (Intron 2) keine Auswirkungen auf Proteinebene. Zu einem
einfachen Aminosdureaustausch kommt es durch eine Transition in Exon 1 an Position 1163 und in
Exon 5 an Position 5665. Die grofite Veranderung der Aminosduresequenz entsteht durch eine
Kombination von Insertions- und Deletionsmutationen eng benachbarter Nukleotide in Exon 3 an
den Positionen 4219 und 4255. Diese Verdnderung liegt im dritten Ankyrin Repeat und damit als

einzige innerhalb eines Motivs (Tabelle 10).

Tabelle 10: Abweichungen der Sequenz des IkB-¢ Gens (AF261937) von der bisher bekannten cDNA
(NM_004556) und die entsprechenden Verdnderungen der Primérstruktur des resultierenden Proteins. Die Zahlen
geben jeweils die Position der Nukleotide in der entsprechenden Sequenz an. Die Positionsangaben der
Aminoséduren beziehen sich auf die Proteinsequenz von IkB-g. n.k. = nicht kodierende Region; del = Deletion;

sonst Standardabkiirzungen fiir Aminoséuren und Nukleotide

cDNA Gen Lage Resultierende Aminosduresequenz Ankyrin Repeat

(NM_004556) (AF261937)

222 ggc 654 ccg n.k. keine -
335 ¢ 768 c n.k. keine -
345 ¢ 778 c n.k. keine -
730 ¢ 1163 g Exonl 94P > A -
1014 a 4185t Intron 2 keine -
1048 t (del) 4219 ca Exon3 |200 SWPVPAACWKGG — 3
1081 g 4255 (del)  Exon3 HLACARCLLEGR 3
1237t 5665 a Exon5 263S—>T -

3.1.4 Nicht translatierte Region (UTR)

Uber das 5'-Ende der kodierenden Sequenz hinaus wurde die Abfolge weiterer Basen ermittelt und
versucht, potentielle Bindungsdoméinen von Transkriptionsfaktoren auszumachen. Bei diesen
Strukturen handelt es sich um regulatorische Elemente eines Gens, welche die Transkription

steuern.

Die theoretische Vorhersage, ob es sich um eine solche Doméne handeln konnte, wurde mit Hilfe

des internetgestiitzten Programms TESS, das auf eine Datenbank aus Konsensussequenzen fiir
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Transkriptionsfaktoren zuriickgreift, getroffen. Es sind hier nur solche Bindungsdoménen fiir
Faktoren aufgefiihrt, deren Kernsequenz eine hundertprozentige Homologie zu den experimentell

gefundenen Sequenzdaten aufweist (Abbildung 7).

CATCLLATESEL TACATGCCCTCCCCCAAAGATGCCAGCTTGTACGEACAATTAATAGATATTTCTTTTAAAACAAATGAATGATCCGGE S0
GATA-1

ACCGGTEECTCACAGCCTETAATCCCAGCACTTTGGTAGTCCGAGGCAGECAGATCGCTTGAACCCAGGAGTTCGAGACCAGCCTEGGCA 180

ACETAGCEAGACCCCCGTCTCTACTTETAGTCCCAGCTACTCEAAASSL TEASGCAGGAGAATCGCTTGAACCCAGEAGECGGEAGETTGE 270

cap signal
AETGAGCAGAGATCAACCACTGCACTCCAGCCTEGECAACAGAGCAAGACTTCETCTCAAAAAAA TAAAAAA TAAAAATAAAALAAATEA 360
TATA signal §
C/EBPbeta §

ATTAASAAATABI AGTGAARAGAAGEAAACAGTACATECETGEAACTAATEAATEEAGTEAAGGAGGAAGGGEEAAMGAGTEAATEAATGA 450
C/EDPbeta § cap signal

ATGAATEAATGAGTGAATBAATLAACGAASEAETEAG TLAAGGCCCEEEAMCCACAGACTCCAAGCCTACGCAGAGCCCEGGAAGEEEEA 540

AP 1 cap signal* NFKE
AP1*

TTCLECABEEELEEEEL LT T T CEBAAGCECCCRCCEGRERCEGREAEEREECEEEELLATLLELETGAGBCEACCCTETTRETCCGE B30

WF KB SP1 STATx SP1# SP1
GATA-2"

AGEEELEEEELENGGEAGGAGGACCCECTTGGECGGTTCEGCTGCCCACAGTAACCECTEE6TGGACCTEECCAGCGCTCCGAACCTTGTC 720
SP1
CTCGCTBECGCGCCERCCCCTCGGAGCCCCACAGCCCGEGAAGGAGGCCBGCLGCE66CCEERCECCCEGCTCTRCCAAGCEEACCCEGCAACE B0

CEGAAAGBECGGCECEGCEEAGCCTGEAGCCGEATCCTECTCAGACCGEGCCCCE6CLGECCAGAGCCECGEECATSTCEEAGGCELEEAA 900

EY

Abbildung 7: Darstellung der 5’-UTR: Potentielle Bindungsdoménen fiir Transkriptionsfaktoren sind unterstrichen
und die entsprechende Sequenz kursiv gedruckt. Nuclear Factor kappa B (NFk-B), Activator Protein 1 (AP-1),
Stimulating Protein 1 (SP-1), Runt-Factor (AML-1a), Protein C/EBP, Signal Transducer and Activator of
Transcription (STATx) , GC-Box, TATA-Box, Cap-Signal. Der Translationsstart ist mit “M” angegeben.

Fiir die Ubereinstimmung der Datenbank mit der Umgebung einer Dominenkernsequenz wurde
eine Homologie von mindestens 85 % - in den meisten Fillen jedoch mindestens 90% gewéhlt. Fiir
die nichttranslatierte 5°-Region des IkB-g Gens zeigten sich insbesondere potenticlle
Bindungsstellen fiir die Untereinheit p50 des ,,nuclear factor kappa B* (NFk-B), das ,,activator
protein 1 (AP-1), das ,,stimulating protein 1 (SP-1), den ,,runt-factor* (AML-1a), das Protein
C/EBP, das Motiv der ,,signal transducer and activator of transcription® (STATX) , die GC-Box, die
TATA-Box und das cap-Signal fiir den Transkriptionsstart. Dazu ist zu bemerken, dass sich
manche dieser Motive teilweise liberschneiden und sowohl auf dem kodierenden Strang als auch

auf dem Gegenstrang gefunden wurden (Tabelle 11).
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Tabelle 11: Zusammenfassung der potentiellen Bindungsdoménen fiir Transkriptionsfaktoren in der

nichttranslatierten 5’-Region des IkB-¢ Gens; alle aufgefiihrten Kernsequenzen haben eine Homologie von 100%

zu den bekannten Bindungsdoménen. Die Positionsangaben beziehen sich auf die Sequenz AF261937.

Doméne/ Motiv ~ Position Richtung 5'-3" Kernsequenz Matrix-Homologie
AML-1a 506--501 Gegenstrang TGTGGT 100%
AP-1 483--491 Strang GTGAGTCAA 99%
491--483 Gegenstrang TTGACTCAC 93%
cap-Signal 442--435 Gegenstrang TCACTCTT 96%
C/EBPbeta 359--372 Strang GAATTAAGAAATAG 91%
c-Rel 535--544 Strang GGGGGATTCC 97%
GC-Box 589--602 Strang AGGGGGCGGGGCCA 99%
546--559 Strang GAGGGGCGGGGCCT 99%
NFk-B 536--545 Strang GGGGATTCCG 90%
SP-1 589--601 Strang AGGGGGCGGGGCC 100%
546--558 Strang GAGGGGCGGGGCC 99%
630--642 Strang GAGGGGCGGGGCG 98%
STATx 561--569 Strang TTTCCGGAA 88%
569--561 Gegenstrang TTCCGGAAA 85%
TATA-Box 333--358 Strang AAATAAAAAAATAAA  86%
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3.1.5 Chromosomale Lokalisierung mittels FISH

Mit Hilfe der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) konnte fiir das [kB-g& Gen nachgewiesen
werden, dass es in einfacher Kopie im menschlichen Genom vorhanden ist und keine Pseudogene
existieren. Die IkB-¢ spezifische Sonde hybridisierte nahe des Zentromers auf dem kurzen Arm

von Chromosom 6, so dass aufgrund dieser Befunde die Lage des Gens auf 6p11 ermittelt wurde
(Abbildung 8).

Abbildung 8: Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) der IkB-¢ spezifischen PAC-Sonde an Meta- und
Interphasekernen normaler humaner Leukozyten. Unspezifische Kern-Farbung mit DAPI (blau) A)
Chromosom 6 erscheint griin (FITC-konjugierter Antikdrper; durch Digoxigenin markierte spezifische ,,hole
painting* Sonde fiir Chr. 6). Die Biotin-konjugierte IxB-g-Sonde hier rot sichtbar durch Streptavidin-Cy3. B)
Chromosom 6 spezifische Zentromer-Sonde (blau); die I[kB-g-Sonde (rot) hybridisiert zentromernah auf dem

kurzen Arm (6p).
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3.2 UNTERSUCHUNG DES IxkB-g¢ GENS IN HODGKIN/ REED-STERNBERG ZELLEN
3.2.1 Etablierung der PCR-Methode zur Untersuchung von Einzelzellen

Fiir die Untersuchung der kodierenden Abschnitte des IkB-& Gens in primidren Tumorzellen wurde
eine Einzelzell-PCR etabliert. Dazu wurden insgesamt 15 intronspezifische Primer hergestellt. Der
Ort der Hybridisierung wurde so gewéhlt, dass das resultierende Amplifikat nicht nur die exonische
Sequenz, sondern auch die entsprechenden 5'- und 3'- Splicestellen enthielt. Auch eine
Uberlappung der Amplifikate wurde vermieden. Nach Anpassung aller Primer im Hinblick auf ihre
Interaktionen einerseits, und nach thermodynamischer und chemischer Optimierung der PCR-
Bedingungen andererseits, musste die Sensitivitit der Methode auf den ungefdhren DNA-Gehalt
einer Zelle von 7-10 pg angepasst werden. Dabei kam genomische DNA der Zellinie L1236 in
immer hoherer Verdiinnung zum Einsatz (100 ng, 10 ng, 1 ng, 100 pg, 25 pg und 10 pg). Um
Fehler der Verdiinnungsschritte zu erkennen, wurden bei einer Test-PCR immer mindestens zwei
separat verdiinnte 10 pg DNA Proben eingesetzt.

Mit den fiinf Primerpaaren der ersten Reaktionsrunde entstanden fiinf priméire Produkte (531 bp,
535 bp, 713 bp, 667 bp, 335 bp), wobei nur drei auf dem Gel sichtbar wurden, was auf ihre
geringen Grofenunterschiede bei ca. 700 bp und 530 bp zuriickzufiihren war. Ab einer Vorlage von
1 ng genomischer DNA war nach der ersten Amplifikation (Multiplex-PCR) kein Produkt mehr in
der Gelelektrophorese zu erkennen (Abbildung 9A).

Von jeder Verdiinnungsstufe der ersten PCR wurde mit den entsprechenden sekundiren
Primerpaaren fiir jedes Amplifikat eine separate Seminested-PCR durchgefiihrt. Nach der
Reamplifikation folgte eine elektrophoretische Auftrennung der Produkte. Die Grofen der
sekundiren Produkte lagen bei 455 bp (Exon 1), 440 bp (Exon 2), 651 bp (Exon 3), 593 bp (Exons
4 + 5) und 308 bp (Exon 6) (Abbildung 9B).
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A)

0 hp

300 bp

B) aus 10 ng aus 1 ng aus 10 pz aus 10 pz

00 hp
500 hp
300 hp

Abbildung 9: A) Gelelektrophorese der Multiplex-PCR (Primiramplifikation); Optimierung der Methode auf den
DNA-Gehalt einer Einzelzelle von ca. 10 fg; Genomische DNA stammt aus L1236 Zellen; Leerkontrolle ist Aqua
dest. B) Gelelektrophorese der Seminested-PCR (Sekunddramplifikation) Obere Reihe: 5 ul aus den beiden 10 pg

Verdiinnungen der vorigen Multiplex-PCR als Vorlagen. Untere Reihe: Leerkontrollen mit Aqua dest.

Abschlielend wurden die Produkte aus dem Gel extrahiert und mit den entsprechenden sekundiren
Primern in beide Richtungen direkt sequenziert. Aus den beiden komplementiren Einzelsequenzen

wurde eine Konsensussequenz erstellt, um so Sequenzierungsfehler auszugleichen.
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3.2.2 Analyse von Einzelzellen

Aus Lymphknotengewebe von sechs Patienten mit klassischem Hodgkin-Lymphom wurden

insgesamt 228 einzelne CD 30 positive H/RS Zellen sowie 104 normale Lymphozyten extrahiert.

Negativkontrollen wurden parallel dazu unter denselben experimentellen Bedingungen in Form von

Pufferproben mitgefiihrt (Abbildung 10).

500 bp

buffer 1 buffer 2 buffer 3

so0bp [ LR

buffer 4 positive control  water control

500 bp

Abbildung 10: Gelelektrophorese einer Reamplifikation aus Einzelzellen. Gelegentlich war eine gleichzeitige
Amplifikation aller Produkte aus einer H/RS Zelle aufgrund der Instabilitdt der DNA nicht moglich. RS = Reed-
Sternberg Zelle; buffer = Pufferprobe; positve control = 10 ng DNA; negative control = Aqua dest.

Aus 52 H/RS Zellen konnten 194 spezifische Amplifikate sequenziert werden, die den gesamten
kodierenden Bereich des Gens umfassten. Insgesamt wurden dadurch durchschnittlich acht
Sequenzen jeder zu amplifizierenden Region ausgewertet, welche aus den Daten der Strang- und

Gegenstrangsequenz zusammengesetzt waren (Tabelle 12).
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Tabelle 12: Zusammenfassung der Ergebnisse der Einzelzellanalyse. H/RS = Reed/ Sternberg Zellen; Lymph =
Lymphozyten; wt = Wildtyp; mut = Mutation; y = Pyrimidinaustausch; g = Guanosin; t = Thymidin; ¢ = Cytosin; a
= Adenosin; Die Anzahl der sequenzierten Amplifikate bezieht sich durch Schrigstriche abgetrennt auf die

jeweilige Nummer des Amplifikats.

Fall Nr. Anzahl Anzahl Nr. des Anzahl der Art der Allele
extrahierter analysierter Amplifikats sequenzierten Mutation
Zellen Zellen Amplifikate
1 48 H/RS 9 H/RS 1/2/3/4/5 6/8/6/5/8 keine
2 30H/RS  7H/RS 1/2/3/4/5 6/5/5/5/5 keine
3 46 H/RS 14 H/RS 1/2/3 10/10/7 keine
4 5 5515t mut/ mut
5 10 keine
3 Poolsa8 24 Lymph. 4 3 Pools (24) 5515y wt/ mut
Lymph.
4 66 H/RS 10 H/RS 1 9 1253a mut/ mut
2/3 6/5 keine
6 5515t mut/ mut
7 keine
9 Poolsa8 72 Lymph. 1 8 Pools (64) 1253¢ wt/ wt
Lymph.
4 6 Pools (48) 5515y wt/ mut
5 16 H/RS 6 H/RS 1/2/3 5/6/6 keine
4 6 5515t mut/ mut
5 5 keine
6 22 H/RS 6 H/RS 1/2/3 6/6/6 keine
4 6 5515y wt/ mut
5 6 keine
1 Pool & 8 4 1 Pool (8) 5515¢ wt/ wt
Lymph.

Zunéchst wurden nur Hodgkin/Reed-Sternberg Zellen eines jeden Patientenfalls extrahiert und ihre
DNA sequenziert. Zeigten sich in diesen Zellen Verdnderungen der genomischen IkB-¢ Sequenz,
wurden von dem entsprechenden Fall zusétzlich normale Lymphozyten untersucht. Diese wurden
in Gruppen zu je acht Zellen, sogenannten Pools, extrahiert und auch als Gruppe der Einzelzell-
PCR zugefiihrt. Von allen Negativkontrollen wurden bei drei Proben Kontaminationen festgestellt
(1,3%), so dass das gesamte Material dieser entsprechenden Extraktionen verworfen wurde und

nicht in die Auswertung einging.
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Von den untersuchten sechs Féllen wurde in einem Fall (Nr. 4) eine Mutation an Position 1253g—a
(gtgagtat — gtgaatat) entdeckt, was dem 5° Splicedonor (+ 5 Nukleotide) zwischen Intron 1und
Exon 1 entspricht. Es konnte in allen neun analysierten H/RS Zellen nur diese verdnderte Sequenz
und keine des Wildtyps nachgewiesen werden. Dariiber hinaus war diese Mutation auf die H/RS
Zellen dieses Falls restringiert, da die analysierten normalen umliegenden Lymphozyten (insgesamt
72 Zellen) aus denselben Gefrierschnitten allesamt ausschlieflich den Wildtyp zeigten (Abbildung
11).

CACGTGAGTATGGGGG CACGTGAATATGGGGG
380 380

Abbildung 11: Elektrophdnogramme der Sequenzierung des Falls Nr. 4. Gezeigt ist ein Ausschnitt der Sequenz des
1. Amplifikats. Die Position 380 hier im Bild entspricht der Position 1253 der Gensequenz.
Links: Lymphozyten des Falls Nr. 4 zeigen die Wildtyp-Sequenz Rechts: H/RS Zellen des Falls Nr. 4 zeigen

allesamt einen Einzelbasenaustausch an Position 1253g — a

Weiterhin konnte in demselben Fall (Nr. 4) und in drei weiteren Féllen (Nr. 3, 5 und 6) eine
zusitzliche Sequenzalteration in Intron 4 an Position 5515¢c—t nachgewiesen werden, was einer
Lokalisation + 27 Nukleotide stromabwarts vom 5’-Splicedonor entspricht. Diese
Transitionsmutation an der Position 5515 stellte sich in den H/RS Zellen dreier Fille (Nr. 3, 4 und
5) als homozygot und in denen eines Falls (Nr. 6) als heterozygot heraus. In den Lymphozyten der
Félle Nr. 3 und 4 waren sowohl der Wildtyp als auch die mutierte Sequenz nachweisbar. Die

Lymphozyten des Falls Nr. 6 zeigten dagegen ausschlieBlich den Wildtyp.
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4 DISKUSSION
4.1 BEDEUTUNG DER APOPTOSERESISTENZ FUR H/RS ZELLEN

B-Lymphozyten mit fehlender Oberflichenexpression von Immunglobulinen fallen normalerweise
wihrend ihrer Entwicklung in lymphatischen Keimzentren dem programmierten Zelltod anheim.
Die H/RS Zellen des klassischen Hodgkin-Lymphoms, die aufgrund monoklonaler Umlagerungen
der Immunglobulingene und somatischer Hypermutationen Post-Keimzentrums B-Zellen
zugeordnet werden konnten, entkommen diesen Selektionsmechanismen trotz fehlender
Immunglobulinexpression. Es miissen daher Mechanismen existieren, die zu einer Resistenz
gegeniiber der apoptotischen Selektion fithren und damit essentiell fiir die Entwicklung und das
Uberleben von H/RS Zellen bzw. ihren Vorliuferzellen im Keimzentrum sind. Man nimmt dafiir

verschiedene Faktoren an, die alle im Zusammenspiel zur Entwicklung des cHL beitragen.

Es ist fiir H/RS Zellen ebenso typisch wie erstaunlich, dass sie trotz der genetischer Zuordnung zu
der B-Zellreihe nicht den entsprechend typischen Phinotyp zeigen. Die fehlende
Immunglobulinexpression wird dabei auf ein nicht funktionstiichtiges
Transkriptionsfaktorrepertoire, welches in B-Zellen typischerweise aktiv ist, zuriickgefiihrt. Dies
betrifft zum einen Transkriptionsfaktoren wie Oct2, Bob.1/OBF.1 und PU.1, aber auch weiter im
Signalweg abwirts gelegene Faktoren wie BLNK. [10, 19, 57] Es sind auBBerdem cHL Fille
beschrieben, in denen T-Zell typische Oberflichenmarker und eine gleichzeitige Umlagerung der
Immunglobulingene in denselben H/RS Zellen nachgewiesen werden konnten. [11]Diese H/RS
Zellen haben daher einen B-zelluldren Ursprung, zeigen sich aber in der Immunphénotypisierung
als T-Zellen. Sowohl die fehlende Ig-Expression, als auch das Erscheinen in nicht B-Zell typischen
Phinotypen konnten H/RS Zellen im Sinne einer molekularen Tarnung (Mimicry) helfen, den

Selektionsmechanismen zu entkommen.

Ein weiterer - auch im Sinne des molekularen ,,Mimicry* - wichtiger Regulator der Tumorigenese
stellt der Transkriptionsfaktor NOTCH1 dar, der im Wesentlichen fiir die Differenzierung
hamatopoetischer Progenitorzellen in die T- oder B-Zellreihe verantwortlich ist. NOTCH]1 ist in
H/RS Zellen des cHL stark exprimiert und wird durch die Interaktion mit dem dazugehdrigen
Liganden, Jaggedl, welcher von umliegenden malignen und nicht malignen Zellen exprimiert wird,
aktiviert. Dadurch erhalten die Tumorzellen einen enormen Proliferationsschub und zeigen sich
gegen Apoptose resistent. [23]Dartiber hinaus scheint NOTCHI1 als ein Schliisselmolekiil fiir den
diskrepanten T-zelluldren Phénotyp von einigen H/RS Zellen verantwortlich zu sein, da durch eine

NOTCH1 Aktivierung Gene supprimiert werden, die fiir die B-Zellentwicklung essentiell sind. [58]

Noch vor den bisher genannten Regulationsdefekten wurde allerdings die Dysregulation des NF-

kB Signalweges als ein gemeinsames Merkmal von H/RS Zellen des klassischen Hodgkin-

41



DISKUSSION

Lymphoms charakterisiert. Die damit einher gehende konstitutive Aktivierung von nukledrem NF-

kB ist fiir die Tumorentstehung und Apoptoseresistenz von aullerordentlicher Bedeutung. [43]

4.2 MOGLICHE URSACHEN FUR KONSTITUTIV AKTIVIERTES NF-xB

NF-kB spielt eine zentrale Rolle bei Malignomen und ist ein Schliisselmolekiil fiir die
Tumorentwicklung, Progression und Therapierbarkeit. Einige Tumoren sind schon in einem frithen
Stadium ihrer Entwicklung durch eine gesteigerte NF-kB Aktivitdt charakterisiert, andere erwerben
diese Eigenschaft erst im Verlauf - hdufig durch eine Chemotherapie induziert, wogegen sie sich
dann resistent zeigen. [59] Fiir das klassische Hodgkin-Lymphom wurde eine schon initial
vorhandene NF-kB Aktivierung in den Kernen der H/RS Zellen nachgewiesen. Sie ist fiir die
Proliferation und das Uberleben dieser Zellen essentiell, da eine Suppression der NF-kB Aktivitit

Zu einer massiv gesteigerten Apoptose fiihrt. [43]

Die Aktivitdt von NF-kB wird durch verschiedene Molekiile reguliert, zu denen der IkB Kinase
Komplex (IKK) und die Inhibitoren der IxB Familie (IkB-a, IkB-p, IxkB-¢) gehdren. Prinzipiell
sind verschiedene Mechanismen moglich, die zu einer erhohten Aktivitét beitragen kdnnen. Davon

wurden bisher folgende beschrieben:

Eine Uberaktivitit des IKK fiihrt zu einem verstirkten Abbau der IkB Molekiile und dadurch zu

einer Aktivierung von NF-kB. [46]

Chromosomale Aberrationen kdnnen zu einer erhdhten Aktivierung NF-«xB relevanter Gene fiihren:
Eine Amplifikation des REL Genlocus auf dem kurzen Arm des Chromosom 2, die zu einer

verstiarkten NF-kB Aktivitit beitrdgt, wurde in HL Zellinien nachgewiesen. [60]

NF-kB wird nach einer Infektion mit einem Virus, das onkogenes Potential trigt, aktiviert: Zum
Beispiel wurde fiir das durch das Epstein-Barr-Virus kodierte Latente Membran Protein 1 (LMP1)

eine Aktivierung von NF-«B nachgewiesen. [61]

Durch Mutation oder Verlust von IkB Molekiilen wird NF-kB nicht gehemmt und ist dadurch im
Zellkern aktiv: Charakterisiert wurden bisher inaktivierende Mutationen des IkB-o Gens, die
sowohl in den Hodgkin Zellinien L428 und KM-H2, als auch in primédren H/RS Zellen von einigen
Patienten nachgewiesen wurden, und zu einer konstitutiven NF-xB Aktivierung beitrugen. [47, 48,
49]

Diese Erkenntnisse erkldren den Befund der NF-kB Aktivitdt jedoch nicht hinreichend, so dass
weitere Regulationsdefekte vorhanden sein miissen. Aus Griinden, die im folgenden Abschnitt

erlautert werden, wurde in der vorliegenden Arbeit der NF-xB Inhibitor IkB-¢ untersucht.
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4.3 GRUNDE FUR DIE UNTERSUCHUNG DES IkB-g GENS

IxB-¢ wurde urspriinglich als Inhibitor beschrieben, der besonders die NF-xB Untereinheiten p65
und cRel zu binden vermag, wohingegen seine Interaktion mit p5S0 und p52 schwécher scheint. [33]
Demgegeniiber stehen Beobachtungen, dass [kB-¢ eine Aktivitit des Heterodimers p50/p65
vergleichbar effektiv hemmen kann wie IxB-o.. [34] Aufgrund der Tatsache, dass in H/RS Zellen
vorwiegend p50/p65 Komplexe gefunden wurden, war es naheliegend, [kB-¢ in diesen
Tumorzellen zu untersuchen. Auch die physiologischen Unterschiede der [kB-¢ Expression in
verschiedenen Gewebetypen machten diesen Inhibitor zu einem interessanten Kandidaten: Im
Gegensatz zu einer sehr viel geringeren Expression in T-Lymphozyten [34] wird IkB-¢ besonders
in B-Lymphozyten exprimiert, am stirksten jedoch in transformierten B-Zellen. H/RS Zellen

stammen fast immer von transformierten Keimzentrums B-Zellen ab.

Bei dem in unserer Arbeitsgruppe zuerst analysierten IkB Isotyp, IkB-a, konnten nicht in allen
zehn cHL Féllen Mutationen nachgewiesen werden [47], weshalb sich die Vermutung ergab, dass
sich Defekte unterschiedlicher IkBs in H/RS Zellen ergidnzen. Daher wurden in dieser Arbeit

dieselben Patientenfille untersucht.

4.4 DISKUSSION DER METHODIK

Zu Beginn der Untersuchungen waren nur mRNA- und Proteindaten von IkB-¢ bekannt, welche
aber aufgrund von Proteindegradation und der groBen Instabilitit von mRNA nicht fiir eine
Analyse des [kB-g Molekiils in primiren H/RS Zellen dienlich waren. Daher mufite zunéchst die
Gensequenz von IkB-¢ aufgeklart werden, wozu eine humane DNA-Bibliothek benutzt wurde. Fiir
die anschlieBende Einzelzellanalyse wurden sechs von den zehn Patientenféillen ausgewihlt, die
schon zuvor auf Mutationen des IxkB-a Gens untersucht worden waren — darunter auch der Fall mit
bekannter IxB-o Mutation. [47]Von diesen Féllen wurden gegen das CD30 Epitop
immunhistochemisch gefarbte Gefrierschnitte eingesetzt, aus denen mit Hilfe von
Mikromanipulatoren einzelne H/RS Zellen und normale Lymphozyten zur Kontrolle extrahiert
werden konnten. Sofort nach der Extraktion wurden die Zellen proteolytisch verdaut und
anschlieend der Einzelzell-PCR zugefiihrt. Zur Kontrolle von Kontaminationen liefen in der PCR
immer eine den Zellen entsprechende Anzahl von Pufferproben mit, die wéhrend der Zellextraktion

entnommen wurden.
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Wies eine der Pufferproben eine Kontamination auf, wurde die gesamte Ernte einer
Extraktionssitzung verworfen. Insgesamt kam es bei 1,3% aller Amplifikationen zu
Verunreinigungen. Da es sich bei der Einzelzell-PCR um eine Methode mit hoher Sensitivitit
handelt, war es fiir eine saubere Darstellung ebenso notwendig, wihrend der Mikromanipulation
einer Zelle die Umgebung nicht zu verletzen. Um solche Verunreinigungen zu erkennen, wurden
fiir jeden cHL Fall zwischen 6 und 14 H/RS Zellen und — bei nachgewiesenen Sequenzalterationen

— eine ebenso grofle Anzahl von normalen Lymphozyten ausgewertet.

Die ausgewerteten Sequenzen der einzelnen Amplifikate setzten sich immer aus den Daten der
beiden Einzelstrange zusammen, die zu einer Konsensussequenz iibereinandergelegt wurden.
Hierdurch konnten Sequenzierungsungenauigkeiten insbesondere an den Enden der Stringe

erkannt werden.

4.5 UNTERSCHIEDE DER KLONIERTEN DNA ZUR BISHER BEKANNTEN IxB-g£ SEQUENZ

Durch die Klonierung des IkB-¢ Gens wurden im Vergleich mit der bis dato bekannten RNA
Sequenz mehrere Abweichungen an den korrespondierenden Stellen gefunden. Diese sind am
ehesten auf einen Polymorphismus der zugrunde liegenden DNA bzw. RNA zuriickzufiihren, da
sich die resultierenden Aminosduresequenzen funktionell nicht unterscheiden. Denn die im
Vergleich grofite verdnderte Aminosaureabfolge im dritten Ankyrin Repeat (Exon 3) hat eine
hohere Homologie zur Konsensussequenz fiir Ankyrin Repeats als die aus der RNA abgeleitete.
Die beiden iibrigen Alterationen einzelner Aminoséuren liegen auBlerhalb funktionell
charakterisierter Proteinbereiche. Letztendlich hat ein Vergleich der hier klonierten IxkB-¢
Gensequenz mit den nunmehr bekannten Daten des humanen Genomprojekts die in dieser Arbeit

gewonnenen Ergebnisse bestitigt.
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4.6 DAS IxkB-g¢ GEN IM VERGLEICH MIT IxkB-a

Das IkB-¢ Gen besteht aus sechs Exons und fiinf Introns und ist damit der genomischen Struktur
von [kB-a sehr dhnlich. Im Gegensatz zu den insgesamt relativ kleinen Introns des IxB-o Gens
umspannen die Introns des IkB-g Gens Langen von 168 bis zu 2027 bp. Die Verteilung der die
Ankyrin Repeats kodierenden Bereiche ist bis auf den fiir Ankyrin Repeat Nr. 4 nahezu identisch
(Abbildung 12). Die funktionelle Charakterisierung von IkB-g im Vergleich mit anderen IxB
Isotypen findet sich an anderer Stelle. [33, 34, 35, 62]
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Abbildung 12: Vergleich des Aufbaus des IkB-a Gens (1) mit dem des [kB-¢ Gens (2): Die Késtchen stellen die
Exons dar, in denen die schraffierten Flachen die Ankyrin-Repeats symbolisieren (romische Zahlen). Die vertikal
gedruckten Zahlen geben die GroBe der Introns an, die horizontalen die der Exons. Bedeutung von potentiellen

Domiénen fiir Transkriptionsfaktoren im nicht translatierten Bereich des IkB-¢ Gens

Uber das translatierte 5’ -Ende des Exon 1 hinaus konnte die Sequenz weiterer 420 Basen ermittelt
werden, die der untranslatierten Region (UTR) des Gens entsprechen. In dieser 5°-UTR des Exon 1
konnten mehrere potentielle Bindungsstellen fiir Transkriptionsfaktoren identifiziert werden. Diese
Daten wurden durch einen computergestiitzten Homologievergleich der experimentell gewonnenen
Sequenzen mit bekannten Bindungsdomaénen fiir Transkriptionsfaktoren gewonnen (TESS
Programm). [56] Dadurch handelt es sich hier nur um einen theoretischen Hinweis auf mogliche
Transskriptionsfaktorbindungsstellen, die durch experimentelle Analysen bestéitigt werden miissen.
Im Ergebnisteil dieser Arbeit wurden nur solche Doménen beschrieben, die eine Homologie von
100% mit der eigentlichen Bindungskernsequenz aufzuweisen hatten. Vor dem Hintergrund der
bekannten Regulation des NF-kB Systems konnten Faktoren interessant sein, die in der zelluldren

Antwort auf Stress, Immunstimulation und Apoptoseresistenz eine Rolle spielen.
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Besonders erwidhnenswert scheinen daher in diesem Zusammenhang potentielle Bindungsstellen
fiir die Untereinheit p50 des ,,nuclear factor kappa B*“ (NFk-B), das ,,activator protein 1 (AP-1)
und das ,,stimulating protein 1 (SP-1), da fiir sie erhohte Aktivitidten in H/RS Zellen des

klassischen Hodgkin-Lymphoms nachgewiesen wurden. [63, 64]

Eine transkriptionelle Regulation durch NF-xB bzw. durch Interleukin 1, TNF-a, oder andere
Stimulantien, die zu einer NF-kB Aktivierung fiihren, wie sie fiir den Promotor des IxkB-a Gens
beschrieben wurde[65], ist auch fiir das IkB-& Gen sehr wahrscheinlich, da IkB-¢ mRNA in YT-

Zellen nach Stimulation mit diesen Molekiilen verstiarkt nachweisbar war. [34]

4.7 CHROMOSOMALE LAGE DES IxkB-£ GENS

Die FISH Analyse ergab fiir die Hybridisierung mit dem PAC Klon, der das [kB-¢ Gen in voller
Liange enthielt, ein zentromernahes Signal auf dem kurzen Arm von Chromosom 6, so dass
aufgrund dieser Daten der Genlokus bei 6p11 angegeben wurde. Mittlerweile wurde jedoch durch
das Fortschreiten des humanen Genomprojektes die gesamte Sequenz des Chromosom 6
verOffentlicht. [66] Aufgrund dieser Daten muf} die Lage des IkB-¢ Gens auf 6p21.1 korrigiert
werden. Zu finden ist der Genlokus in der Datenbank des Sanger Instituts (www.sanger.ac.uk)

zwischen den Nukleotiden 44272774 - 44280355 bp (44.3 Mb) auf Chromosom 6.
4.7.1 Mbogliche Bedeutung Genlokus 6p21 fiir eine Neoplasieentwicklung

Verschieden grofle chromosomale Verédnderungen des kurzen Arms des Chromosom 6 wurden in
soliden und hdmatologischen Malignomen nachgewiesen. Gerade fiir den Lokus 6p21 wurden
wiederkehrende chromosomale Aberration bei verschiedenen Neoplasien beschrieben. [67, 68, 69,
70] Dabei kann es sich zum Beispiel wie bei einigen B-Zell Lymphomen um eine Translokation
handeln, die im Falle t(3;6)(q27;p21) zu einer Fusion des BCL6-Gens mit einem H4-Histon-Gen
fiihrt und eine Uberexpression des BCL6 Proteins zur Folge hat. [67, 71]

Ebenso liegen auf dem kurzen Arm des Chromosom 6 (6p21) die Gene fiir den
Tumornekrosefaktor a (TNF-a), fiir Cyclin D3 und fiir die des HLA-Komplexes. Die Lage des
Gens fiir Cyclin D3 bei 6p21.1 wirft interessante Fragen auf, da eine Translokation von
t(6;14)(p21.1;q32.3) als ein zwar nicht haufiges, jedoch wiederkehrendes Merkmal von einigen B-
Zell Lymphomen und dem Multiplen Myelom beschrieben wurde. [72]Eine hohe Cyclin D3
Expression auf RNA und Protein Ebene wurde dabei in Fillen von reifen B-Zell Neoplasien mit

der t(6;14) Translokation nachgewiesen. [73]
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Es scheint dariiber hinaus einen Zusammenhang zwischen Alterationen bei 6p21 und dem
Hodgkin-Lymphom zu geben. Eine Chromosomenanalyse bei der Hodgkin generierten Zellinie
L1236 zeigte zwischen 6p21 und 6p22 grole Abschnitte mit einem Hetreozygotieverlust (LOH).
[74] Zwischen 6p21 und 6p22 liegen unter anderem die kodierenden Abschnitte des HLA
Komplexes. Ein partieller oder kompletter Verlust des HLA Haplotyps kdnnte einen
Uberlebensvorteil fiir H/RS Zellen bedeuten, was fiir andere Tumorentititen bereits nachgewiesen

wurde. [75]

Ebenso wire eine Beteiligung des [kB-& Gens an der Tumorigenese von L1236 Zellen denkbar, da
der beschriebene LOH tragende Chromosomenabschnitt grof ist und damit viele Gene umfassen
kann. Eine konkretere Angabe ist aber eben aufgrund der Ausdehnung des LOH Bereichs kaum
moglich. Weitere Untersuchungen kleinerer Teilabschnitte des Chromosomenarms 6p mit feineren
Methoden sind hierzu ebenso notwendig wie die Bestitigung der Spezifitit der LOH zwischen
6p21 und 6p22 in kultivierten L1236 H/RS Zellen, da es sich auch um Phdnomene chromosomaler
Instabilitdt oder Zellkulturartefakte handeln konnte.

Aufgrund des relativ hdufigen Nachweises von 6p21 Alterationen bei verschiedenen Neoplasien
wire eine Beteiligung des IkB-g& Gens jedoch auch bei anderen Tumorentititen als dem Hodgkin-

Lymphom mdoglich.
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4.8 BEDEUTUNG EINER EPSTEIN-BARR-VIRUS INFEKTION IM UNTERSUCHTEN

MATERIAL

Es ist bekannt, dass in industrialisierten Landern ca. 40% aller klassischen Hodgkin-Lymphome
Epstein-Barr-Virus (EBV) positiv sind und H/RS Zellen dieser Patienten das latente Membran
Protein 1 (LMP1) exprimieren. LMP1 selbst kann NF-kB {iber einen erhohten Umsatz von IxB-a
aktivieren. [61]In wieweit eine Assoziation von EBV mit cHL wirklich urséchlich oder
krankeitsfordernd ist, wird nach wie vor kontrovers diskutiert. In Industrielandern kommt der
nodulér sklerosierende Subtyp insgesamt am héufigsten vor und wird vor allem bei jungen
Erwachsenen der Altersklasse von 15 bis 24 Jahre angegeben. Die hdchste Assoziationsrate des
cHL mit einer EBV Infektion liegt jedoch bei Kindern und dlteren Erwachsenen, also jenseits des
cHL Inzidenzh6hepunktes. [76]Die Deutung dieser diskrepanten Befunde wird allerdings im Licht
der Fehleranfilligkeit des immunhistochemischen LMP1 Nachweises kritisch gesehen. [77]

In Bezug auf die Patientenfille, die in dieser Arbeit untersucht wurden, scheint eine EBV Infektion
nicht von erster Bedeutung zu sein. Auf den H/RS Zellen des Patienten mit der nachgewiesenen
Mutation im IxkB-a zeigte sich keine LMP1 Expression, wohingegen bei den Tumorzellen des cHL
Patienten mit einer Mutation im IkB-g Gen eine LMP1 Expression nachgewiesen werden konnte.
Insgesamt waren fiinf von sechs Fillen LMP1 negativ, daher kann hier EBV nicht die alleinige

Ursache fiir eine NF-kB Aktivierung sein.

4.9 MUTATIONEN DES IkB-¢ GENS IN EINZELZELLEN

Die Analyse des IkB-¢ Gens in priméren H/RS Zellen ergab in vier Féllen eine
Einzelbasensubstitution in Intron 5 (5515C—T). Da diese Alteration in einer Region des Introns
auftrat, die bisher nicht weiter funktionell charakterisiert wurde, und dariiber hinaus auch in den
zugehdrigen normalen Lymphozyten nachzuweisen war, wurde sie am ehesten als ein
Polymorphismus des IkB-& Gens gedeutet. Bemerkenswert erscheint jedoch die Tatsache, dass
dieser Basenaustausch in vier der sechs Fille nachzuweisen war und damit innerhalb des Kollektivs
haufig auftrat. Ob es sich dabei um eine zufillige Akkumulation handelte, oder einen Hinweis auf
tatsdchlich funktionelle Relevanz gab, lisst sich aufgrund der kleinen Zahl der untersuchten

Individuen im Rahmen dieser Untersuchung nicht beantworten.

In den H/RS Zellen des Falls Nr. 4 wurde jedoch eine Punktmutation am 5°-Ende des ersten Introns
nachgewiesen (1253G— A). Nur diese mutierte Sequenz konnte in den Tumorzellen mittels
Einzelzell-PCR amplifiziert werden. Dafiir gibt es verschiedene Erklédrungen: Es konnte aus
technischen Griinden nicht moglich gewesen sein, beide Allele zu amplifizieren, weil es

beispielsweise zu einer Teilung des groflen Kerns der analysierten H/RS Zelle beim Anfertigen des
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Gewebsschnitts gekommen war. Die generell recht hohe Instabilitét der DNA in priméren Zellen
trug zusétzlich sicherlich nicht zu optimalen Analysebedingungen bei. Durch die mitgefiihrten
Kontrollen und eine geniligend grofle Anzahl der untersuchten Zellen sind jedoch diese
Erklarungsmoglichkeiten unwahrscheinlich, so dass davon ausgegangen werden kann, dass in den
H/RS Zellen dieses Falles ausschlieBBlich mutierte Allele des IkB-¢ Gens vorhanden waren, oder
das Wildtypallel deletiert war. Diese Erklarung wird zudem durch den Befund unterstiitzt, dass alle
normalen Lymphozyten aus diesem Gewebe ausschlieBlich den Wildtyp aufwiesen. Die gefundene

Mutation (1253G— A) ist damit als tumorzellspezifisch zu werten.
4.9.1 Maogliche funktionelle Auswirkung der Mutation (1253G— A)

Durch die Einelbasensubstitution an der 5Splicestelle (+5 Nukleotide) zwischen Intron 1 und Exon
1 (1253G— A) kommt es hochstwahrscheinlich zu einem gestorten Splicevorgang. Bei
Untersuchungen defekter humaner Ul snRNA wurden analog zu der hier gefundenen Mutation
Verianderungen beschrieben, die zu einem Abbruch des Splicevorgangs fiihrten. [78] Der
Splicedefekt fiihrte dabei entweder zu einem Erhalt des flankierenden Introns in der mRNA, oder
ein Exon wurde deletiert. In beiden Féllen kam es zu einem vorzeitigen Abbruch des darauf
folgenden Translationsprozesses, da ein priaterminales Stopkodon in das Leseraster geriickt war.

Somit war das resultierende Protein stark trunkiert und funktionslos.

Ein entsprechend trunkiertes IxB-¢ Protein wére funktionslos, da die hier vorliegende Mutation
noch vor allen kodierenden Abschnitten fiir die Ankyrin Repeats liegt, und diese somit nicht mehr
im Protein enthalten wiren. (Abbildung 13) Es wurde gezeigt, dass fiir die physikalische
Interaktion zwischen IxB und NF-«xB intakte Ankyrin Repeats essentiell sind. [62] Somit wire das
erwartete trunkierte IkB-¢ Protein nicht mehr in der Lage, NF-«B zu binden. Die Tatsache, dass die
gefundene Splicemutation ausschlielich in H/RS Zellen auftritt, legt die Annahme nahe, dass eine
Verbindung zur Entwicklung des cHL bei diesem Patienten besteht. Mutationen dieser Art wurden
dariiber hinaus fiir verschiedene Tumorsuppressorgene wie zum Beispiel dem Ataxia-
teleangiektasia-Gen im Mantelzell Lymphom [79] und fiir das p53 Gen bei chronisch
lymphatischer B-Zell Leukdmie [80] beschrieben.
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A)
kB¢ Gen:
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wt ACGFAFACACgEgagtatgygggcta
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mut ACEFAFACACgEgaatab gggggcta
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Sequen:
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mBMNA: I

Abbildung 13: Mdgliche Verdanderungen des Splice-Vorgangs zwischen Exon 1 und Intron I. Exons des Gens sind
als Kédstchen dargestellt und arabisch nummeriert. Dazwischen liegen als Strecken die Introns mit romischen
Ziffern. Die Nukleotidpositionen richten sich nach der Gensequenz AF261937. Exons = GrofSbuchstaben; Introns =
Kleinbuchstaben wt = Wilttyp Sequenz; mut = mutierte Sequenz A) Normales Splicing erfolgt zwischen 1248C
und 1249g. Die Punktmutation 1253g — a ist unterstrichen. B) Das Splicing unterbleibt zwischen den Positionen
1248 / 1249, so dass die Sequenz des Intron I in der resultierenden mRNA enthalten ist. Bei spéterer Translation

der mRNA ergibt sich ein vorzeitiges Stopkodon 1250TGA, was zu einem stark verkiirzten Protein fithren kann.
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4.9.2 Diskussion der Bedeutung eines IkB-¢ Defekts in H/RS Zellen

In der Einleitung dieser Arbeit wurde zur Frage nach einer funktionellen Redundanz bzw.
Komplementaritét der IkB Isoproteine festgestellt, dass eine eindeutige Beantwortung derzeit nicht

moglich ist. Es gibt jedoch Hinweise auf Besonderheiten der einzelnen Isotypen.

Die physiologische Rolle von [kB-g wurde hauptséchlich durch Knockout Experimente (KO)
untersucht. Im Gegensatz zu einem KO von IkB-a fiihrte der komplette Ausfall von IxB-¢ nicht zu
einem letalen Phénotyp oder einer stark gesteigerten NF-kB Aktivitdt, wie dies bei [kB-a
defizienten Méusen der Fall war. Jedoch wurden bei IkB-¢ KO Miusen neben einer konstitutiven
Uberexpression der NF-kB gesteuerten Zytokine II-1a., I1-1B, II-1Ra und I1-6 auch erhéhte
Konzentrationen von IgM und IgG1 gemessen. [35] Dies kann ein Hinweis auf eine inhibitorische
Rolle fiir die Expression dieser Zytokine und Immunglobuline vorwiegend durch IkB-¢ sein, was
durch den Befund unterstiitzt wird, dass Mausen mit einem Knockout des IkB-o. Gens eine
Expression eben dieser Zytokine (II-1a, II-1B3, II-1Ra und 11-6) fehlt. [81] In Bezug auf die
Pathogenese des Hodgkin-Lymphoms konnten damit bei einem Ausfall von IxB-¢ H/RS Zellen

durch diese Zytokine auto- oder parakrin proliferativ stimuliert werden.

Mutationen des IkB-& Gens wurden nicht nur in Einzelzellen nachgewiesen, sondern dariiber
hinaus auch in den Tumorzellen der Hodgkin Zellinie L428. Es zeigte sich dort eine Deletion von
vier Basenpaaren in Exon 1 des IkB-¢ Gens, die zu einem praterminalen Stop der Translation
fiihrte. Es war kein IkB-¢ Protein in diesen Zellen nachweisbar. [82] Auch hierdurch wird eine
Bedeutung von IxB-¢ fiir die Pathogenese des Hodgkin-Lymphoms unterstiitzt, indem neben dem
erneuten Mutationsbefund auch ein absoluter IkB-¢ Proteinmangel in H/RS Zellen nachgewiesen

werden konnte, was in der Einzelzellanalyse aus technischen Griinden nicht mdglich war.

Fiir die Bewertung der Rolle von IkB-¢ fiir die Pathogenese des Hodgkin-Lymphoms sollte auch

die Kinetik des Molekiils betrachtet werden, und dies aus zwei Griinden:

Maiuse mit einem [kB-& Knockout wurden nur 4 bis maximal 12 Wochen nach der Geburt
beobachtet und analysiert. [35] Dadurch konnten aufgrund des bekannten langsamen Umsatzes des
IkB-¢ Proteins mogliche Spétfolgen einer IkB-g Defizienz im Sinne einer moglichen

Krankheitspradisposition unentdeckt geblieben sein.

Mit Hilfe von Experimenten, in denen Zellen nur einen einzelnen IkB Isotyp exprimieren konnten,
wurde die Dynamik der intrazelluliren NF-kB Konzentration in Reaktion auf einen einzelnen und
einen transienten TNFa Stimulus untersucht. Dabei zeigte sich, dass die IkB Isotypen zu
unterschiedlichen Zeitpunkten spezifische Aufgaben wahrnehmen. In Zellen mit einer

ausschlieBlichen IkB-a Expression war eine schnelle Erhdhung der intrazelluldren NF-xB
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Konzentration nach einem einzelnen TNFa Stimulus messbar, wobei diese starken Oszillationen
mit hohen Amplituden unterlegen war. Diese NF-kB Oszillationen hielten iiber den Messzeitraum
fast ungebremst an. Waren die Zellen jedoch in der Lage, jeweils nur IkB-€ oder B zu exprimieren,
fiihrte dies zu einer NF-xB Aktivierung auf gleich bleibend hohem Niveau ohne Oszillationen.
Eine kombinierte Expression von IkB-o mit B oder € ergab geddmpfte Oszillationen, bei der sich
die NF-xB Aktivierung auf ein mittleres Niveau mit minimalen Amplituden einstellte.[83] IxB-¢
und B sind also in der Lage, starke NF-kB Konzentrationsschwankungen abzufedern und auf ein
MittelmalR einzustellen. Unter physiologischen Bedingungen kommen hohe NF-kB Oszillationen
nicht vor und scheinen auf Dauer einen ausgeprigten Zellstress zu verursachen. [83] Ebenso
konnten je nach der Art der NF-xB Aktivierung - d.h. entweder in Form starker Oszillationen, oder
einer kontinuierlichen Aktivitit auf mittlerem Niveau — jeweils andere Genexpressionsmuster
nachgewiesen werden. [84] So gibt es Gene wie z.B. das Chemokin IP-10, die durch eine kurze
NF-kB Aktivitdtserhohung exprimiert werden. Wiederum andere, wie z.B. RANTES, erreichen erst

nach kontinuierlicher NF-kB Aktivitét ihr Expressionsoptimum. [83]

Aus den genannten Untersuchungen tiber die IxB Isoformen o, und € mit kombinierten Defekten
lasst sich folgern, dass die anfangliche Vermutung einer Funktionsiiberlappung der Isoformen nur
zum Teil richtig ist. Vielmehr gibt es sowohl redundante, d.h. kompensierbare Funktionen, als auch

solche, die fiir einen Isotyp spezifisch sind und damit nicht ersetzbar. [85]

Diese Beobachtungen sind aber auch im Hinblick auf die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
interessant, da ein Fehlen von IkB-g in H/RS Zellen zu einer ungeddmpften NF-kB Oszillierung
fiihren konnte und dadurch der zelluldre Stress im Sinne einer Daueraktivierung erhoht wiirde.
Auch das durch die Qualitéit der NF-kB Aktivierung verdnderte Genexpressionsmuster wére in
diesem Zusammenhang bei H/RS Zellen zu untersuchen und kénnte weiteren Aufschluss iiber die
Pathogenese des Hodgkin-Lymphoms geben. Weiterhin wird die Frage nach der Bedeutung von
IxB-p fiir die Pathogenese des cHL ist in diesem Zusammenhang aufgeworfen, da Hoffmann et al.
eine synergistische Wirkung von IkB-p und IkB-¢ bei der Oszillationsddmpfung zeigen konnten.
Bei einem funktionellen Knockout von IkB-¢ in H/RS Zellen wére bei einer sonst intakten
Signaltransduktion des NF-kB Weges nach den bislang bekannten Daten nur noch IxkB-f in der

Lage, die NF-kB Oszillationen zu ddmpfen.
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4.10 FAZIT UND AUSBLICK

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden sechs Falle des klassischen Hodgkin-Lymphoms auf
Einzelzellebene untersucht. Hierbei konnte zum ersten Mal eine biallelische Mutation des [kB-¢
Gens in einem dieser Félle nachgewiesen werden, die nach Datenlage zu einem Funktionsausfall
des Genproduktes fiihren diirfte. In einem weiteren Fall war in fritheren Untersuchungen eine
Mutation des IkB-a Gens mit Funktionsverlust gezeigt worden. AuBBerdem konnte eine genomische
Mutation des IkB-¢ Gens in Zellen der Linie L 428 nachgewiesen werden. Bei diesen Zellen fand
sich kein IkB-g Protein. Somit scheinen aberrante [kB Proteine in H/RS Zellen haufiger
vorzukommen als bisher bekannt. Aufgrund der kleinen Zahl der hier untersuchten Félle muss
jedoch die Frage nach der Signifikanz des Vorkommens von dysfunktionalem Ik-g in H/RS Zellen
an dieser Stelle offen bleiben. Weiterhin diirften fiir die konstitutive Aktivierung von NF-kB neben
noch nicht untersuchten IkB Isotypen auch andere Molekiile in Frage kommen, die im oberen Teil

der Signalkaskade des NF-xB Systems agieren.

Festzuhalten ist dariiber hinaus, dass IkB-¢ durch seine kinetischen Eigenschaften eine
pridominante Rolle bei der Regulation bestimmter Gene einnimmt und zusammen mit IkB-f3 fiir
eine Dampfung hoher intrazelluldrer Konzentrationsamplituden von NF-«xB sorgt. Entsprechend
regulierte Genprodukte wie Zytokine konnten stimulierend auf das Wachstum von H/RS Zellen,
bei denen IkB-¢ funktionslos ist, wirken. Ausserdem wére eine Prédisposition zur malignen
Transformation bei Zellen zu diskutieren, die durch dauerhaft hohe intrazellulére

Konzentrationsamplituden von NF-kB stimuliert werden.

Der Nachweis der chromosomalen Lokalisation des Iik-€ Gens bei 6p21.1 wirft Fragen nach einer
pathophysiologischen Beteiligung dieses Abschnitts bei weiteren Neoplasien auf, bei denen das

NF-kB System dereguliert ist.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Hodgkin und Reed-Sternberg (H/RS) Zellen sind die Tumorzellen des klassischen Hodgkin-
Lymphoms (cHL) und stammen in den meisten Féllen von Keimzentrums B-Zellen, sehr selten von
T-Zellen ab. Als einen zentralen Mechanismus fiir die zelluldre maligne Transformation und
Apoptoseresistenz von H/RS Zellen konnte eine deregulierte, konstitutive Aktivitét des
Transkriptionsfaktors NF-kB in H/RS Zellkernen nachgewiesen werden. Die transkriptionelle
Aktivitdt von NF-xB wird durch spezifische Inhibitoren, IxB-a, IkB-, IkB-y und IkB-¢, reguliert.
Jingst konnte ein Defekt des IkB-ow Gens im Primérmaterial eines Patienten mit cHL und in zwei

Hodgkin Zellinien nachgewiesen werden.

IkB-¢ als ein weiterer wichtiger Regulator der NF-kB Aktivitdt hat in murinen Zellen eine hohe
Affinitét zur NF-xB Untereinheit p65, welche in H/RS Zellen insbesondere als Heterodimer

p50/p65 vorkommt.

In dieser Arbeit wurde das humane IkB-g Gen kloniert und auf Mutationen in priméren
Tumorzellen untersucht. Das Primdrmaterial stammte aus denselben sechs Patientenfillen, die

schon zuvor auf Mutationen des IkB-a Gens untersucht worden waren.

Das IkB-¢ Gen liegt auf dem kurzen Arm des Chromosom 6 (6p21.1) und ist strukturell eng mit

den anderen IkB Molekiilen verwandt.

In primdren H/RS Zellen eines Patienten wurde eine homozygote Mutation an der 5'- Splicesite des
Intron 1 gefunden. Diese Mutation war spezifisch fiir H/RS Zellen dieses Falls, und normale

reaktive Lymphozyten wiesen ausschlieSlich den Wildtyp auf.

In Zusammenschau mit den bisher identifizierten Defekten des IkB/ NF-kB Systems zeigen diese
Ergebnisse, dass dysfunktionelle NF-xB Inhibitoren bei einem Teil der cHL Félle zu einer
Fehlregulation von NF-kB fiihren konnen und damit fiir die zellulire Pathophysiologie von

Bedeutung sind.
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