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1 Einleitung

1.1 Hodgkin-Lymphome und grof3zellige anaplastische Lymphome

Lymphome werden in die Kategorien der Hodgkin-Lymphome und der Non-Hodgkin-
Lymphome (NHL) eingeteilt.

Die Hodgkin-Lymphome sind morphologisch durch die Identifikation von multinukleédren
Reed-Sternberg-Zellen und mononukledren Hodgkin-Zellen abgrenzbar. Sie exprimieren das
Zelloberflachenantigen CD30 (Ki-1), das durch Immunfirbung nachgewiesen werden kann
(Schwab et al. 1982). Histologisch wird der klassische Morbus Hodgkin in vier Untergruppen
unterteilt: das nodulér-sklerosierende, das lymphozytenreiche, das mischzellige und das
lymphozytenarme Hodgkin-Lymphom. Der lymphozytenpriddominante Morbus Hodgkin wird
dagegen als selbstindige Entitdt aufgefasst. Zwei typische Marker der Reed-Sternbergzellen,
ndmlich CD15 und CD30, werden von den Tumorzellen dieses Typs nicht exprimiert.

Die NHL bilden eine heterogene Gruppe aus niedrigmalignen und hochmalignen
Lymphomen. NHL werden mit Hilfe morphologischer, immunologischer und genetischer
Kriterien, sowie nach Ursprung der Lymphomzelle klassifiziert. Die Mehrheit der NHL geht
von B-Lymphozyten aus. T- oder Null-Zellen werden seltener als Ursprungszellen
identifiziert (Foon et al. 1982). Die Inzidenz der NHL liegt bei 10-12 Félle/100000
Einwohner/Jahr.

Die REAL-Klassifikation (Harris et al. 1994) und die Kiel-Klassifikation (Stansfeld et al.
1988) dienten als die gebriuchlichsten Klassifikationsschemata und wurden von der aktuellen
WHO-Klassifikation abgeldst. Die Stadieneinteilung erfolgt nach der Ann Arbor-
Klassifikation (Tabelle 1.1).
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Tabelle 1.1: Stadieneinteilung nach der Ann Arbor-Klassifikation (1971)

Das groBzellige anaplastische Lymphom (,,anaplastic large cell lymphoma*, ALCL) wurde
erstmalig 1985 beschrieben (Stein et al. 1985). Es handelt sich dabei meist um ein
hochmalignes aggressives T- oder Null-Zell NHL, das haufig auch die Haut befillt. Das
Knochenmark, die Lungen, das Weichteilgewebe, die Leber und der Gastrointestinaltrakt

werden meistens in fortgeschrittenen Fillen befallen.
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Die anplastischen B-Zell-Lymphome, die sehr selten sind, wurden in der Kiel Klassifikation
als eigene Gruppe zusammengefasst. In der Real Klassifikation und laut WHO werden sie als
Variante des diffusen grof3zelligen B-Zell-Lymphoms angesehen (Stein et al. 1985, Chan et
al. 1989, Harris et al. 1994).

Die ALCL gehoren zu den seltenen NHL. Klinisch unterscheidet man primére und sekundére
Formen. Die primdren Formen werden in systemische, AIDS bezogene und primdre ALCL
der Haut unterteilt (Chadburn et al. 1993, Chott et al. 1990). Das primédre systemische ALCL
ist die hdufigste Form. Sie macht bei Erwachsenen circa 2%-8% und bei Kindern ungeféhr
20%-30% der NHL aus (Harris et al. 1994, Kadin et al. 1986, Mora et al. 2000). Das primire
ALCL der Haut betrifft vor allem éltere Menschen. Der Altersdurchschnitt liegt bei 60 Jahren.
Es macht circa 9% aller Hautlymphome aus (Willemze et al. 1997).

Durch histologische Untersuchungen wird die Heterogenitit dieses Lymphoms noch weiter
verdeutlicht. Man unterscheidet ,common type“, ,small cell, ,giant cell-rich®,
»lymphohistiocytic* und ,,Hodgkin-like* Varianten. Seltene Untertypen sind die “neutrophil-
rich”, “sarcomatoid” und die “hypocellular” Variante .

Das ALCL ist charakterisiert durch die Expression des Zytokinrezeptors CD30. Die CD30-
positiven ALCL, auch Ki-1 Lymphome genannt, betreffen vor allem Kinder und junge
Erwachsene. Das durchschnittliche Lebensalter betrigt ungefihr 34 Jahre. In dieser
Altersgruppe machen die ALCL circa 25% aller NHL aus (Morris et al. 1994). CD30-positive
ALCL haben im Vergleich zu anderen groBzelligen NHL eine sehr gute Prognose (Pileri et al.
1994, Bitter et al. 1990). Bei Diagnose liegt bei 30% ein lokalisiertes Stadium vor (Stadium
I/IT). Die Halfte der Patienten haben zu diesem Zeitpunkt Allgemeinsymptome und eine
erhohte LDH.

Morgan et al. beschrieben 1986 erstmals die chromosomale Translokation t(2;5). Diese ist bei
ALCL mit der Expression des chimiren Proteins NPM-ALK verbunden. In unterschiedlichen
Studien wurde bei ALCL eine sehr hdufige Assoziation (bis 100%) mit dieser Translokation
gezeigt (Le Beau et al. 1989, Mason et al. 1990). Andere Studien zeigten eine deutlich
geringere Assoziation (Greer et al. 1991, Lopategui et al. 1995). Das Durchschnittsalter von
Patienten mit NPM-ALK-positiver ALCL liegt mit ungefdhr 16,2 Jahren deutlich, namlich 35
Jahre, unter dem NPM-ALK-negativer Patienten (Shiota et al. 1995). Mehrere Studien
berichten iiber die Expression von NPM-ALK als eigenen unabhéngigen Prognosefaktor bei

systemischen ALCL (Falini et al. 1999, Gascoyne et al. 1999, Shiota et al. 1995, ten Berge et
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al. 2000). In den Studien lag die 5-Jahres-Uberlebensrate bei ALK-positiven ALCL zwischen
70% und 90%. Im Vergleich dazu lag sie bei ALK-negativen ALCL zwischen 30% und 40%.
NPM-ALK setzt sich aus dem N-terminalen Teil des nichtribosomalen Phosphoproteins NPM
(Nucleophosmin) und der zytoplasmatischen Doméne der ,anaplastic lymphoma kinase*
(ALK) zusammen (Morris et al. 1994, Pulford et al. 1997). Durch die chromosomale
Translokation entsteht die 80kDa schwere Tyrosinkinase NPM-ALK. Es handelt sich bei
NPM-ALK um eine hyperphosphorylierte und konstitutiv aktivierte Tyrosinkinase (Hiibinger
et al. 1999, Bischof et al. 1997, Bai et al. 1998).

Prinzipiell erfolgt die Therapie der hochmalignen NHL mit kurativem Ansatz. Aufgrund der
frithzeitigen Disseminierung miissen hochmaligne NHL schon im frithen Stadium als
systemische Erkrankung betrachtet werden. Als Standardverfahren dient deshalb die
systemische Chemotherapie. Beim ALCL im Stadium I und II besteht die Standardtherapie
aus einer Chemotherapie mit 3 Zyklen CHOP (Tabelle 1.2) und einer ,involved flied’
Bestrahlung. Im Stadium III und IV werden 6 Zyklen CHOP verabreicht.

Tabelle 1.2: ,CHOP’ Therapieprotokoll

CHOP:

Cyclophosphamid 750mg/m?/d v, dl

Doxorubicin 50mg/m?/d v, dl

Vincristin 1,4mg/m?/d i.v.  dl, maximal 2mg absolut
Prednison 100mg absolut p.o. dl1-d5

1.2 Der Zytokinrezeptor CD30

Der CD30 Rezeptor ist ein Mitglied der ,,Tumor-Nekrosis-Faktor-Rezeptor (TNFR)
Superfamilie, die durch strukturelle und funktionelle Homologien gekennzeichnet ist (Durkop
et al. 1992, Smith et al. 1994). Bekannte Mitglieder der TNFR-Superfamilie sind neben CD30
TNFR-I, CD95, NGFR, CD27, CD40 und TNFRII (Smith et al. 1994, Baker et al. 1996)). Die
meisten TNFR bestehen aus einer zytoplasmatischen Domine, einem transmembranen Teil
und einem extrazelluldren C-terminalen Bereich, der fiir die Erkennung und Interaktion mit
den passenden Liganden verantwortlich ist (Smith et al. 1994). Die Sequenzhomologie ist mit
20%-25% sehr gering und hauptsdchlich auf die extrazelluldre, cysteinreiche Doméne

beschriankt (Smith et al. 1994). Die meisten TNF-Rezeptoren bestehen aus drei oder vier
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homologen cysteinreichen Wiederholungen. CD30 ist der bisher einzig bekannte
Zytokinrezeptor, dessen extrazelluldrer Anteil sechs cysteinreiche Wiederholungen hat.

Der Zytokinrezeptor CD30 wurde urspriinglich als Oberfldchenprotein von Reed-Sternberg
und Hodgkin-Zellen identifiziert (Schwab et al. 1982, Stein et al. 1985). Jedoch wird CD30
nicht nur von Morbus Hodgkin-Zellen {iiberexprimiert. CD30 wird auch auf Burkitt
Lymphomen, B-Zell Lymphomen und ganz charakteristisch auf ALCL gefunden (Jones et al.
1995, Higgins et al. 1999, Stein et al. 2000). Dariiber hinaus findet man den Rezeptor auch
auf aktivierten und virustransformierten B- und T-Lymphozyten (Stein et al. 1985). Die
CD30-Expression in gesunden Individuen ist dagegen sehr beschrdankt. Im normalen
lymphatischen Gewebe in der parafollikuldren Region und den Keimzentren gibt es vereinzelt
CD30-positive Lymphozyten (Stein et al. 1985, Durkop et al. 1997). Abgesehen von
embryonalen Karzinomen wird CD30 von nicht-lymphatischen Tumoren nicht exprimiert.
Dies hilft bei der Differenzierung zwischen CD30-positiven embryonalen Neoplasien und
einem undifferenziertem Karzinom (Durkop et al. 2000, Pallesen et al. 1988, Latza et al.
1995).

Das menschliche Gen fiir CD30 liegt auf Chromosom 1p36 und wird in zwei mRNA
transkribiert. Die Transkriptionsprodukte sind 3,8kb und 2.6kb grof3 (Durkop et al. 1997). Der
Transkriptionsfaktor Spl und Mitglieder der Ets Familie wurden als Aktivatoren der CD30
Expression identifiziert, wiahrend der Transkriptionsfaktor Sp3 als Negativregulator dient
(Croager et al. 2000).

Durch Glykosylierung eines 86kDa Kernproteins entsteht das 90kDa Vorldufermolekiil. Der
120kDa schwere, reife Rezeptor entsteht durch Phosphorylierung des Vorlaufermolekiils an
den Tyrosin- und Serinresten (Forese et al. 1987, Nawrocki et al. 1988).

Einige der TNF-Rezeptoren liegen nicht nur als membrangebundene Form, sondern auch als
16sliche Form vor. Diese loslichen Formen entstehen durch proteolytische Spaltung des
membrangebundenen Proteins oder durch Spleilen (Hansen et al. 1995). Die 16sliche Form
von CD30 (sCD30) kann sowohl in Kulturldsungen von CD30-positiven Tumorzellen als
auch im Serum von Patienten mit einem CD30-positiven Lymphom nachgewiesen werden
(Josimovic-Alasevic et al. 1989). Aullerdem findet man bei Patienten mit rheumatoider
Arthritis, atopischen Erkrankungen, systemischer Sklerose, Koloncarzinom und einer Vielzahl
anderer Erkrankungen einen erhdhten Spiegel an sCD30 im Serum (Gerli et al. 1995,
Dummer et al. 1997, Giacomelli et al. 1997, Iwagaki et al. 1999). Studien haben gezeigt, dass
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Morbus Hodgkin Patienten, die bei Diagnosestellung einen erhéhten Serumlevel von sCD30
(sCD30>100U/ml) haben, eine schlechtere Prognose beziiglich 5-Jahres-Uberlebenrate und
Erreichen einer kompletten Remission haben (Nadali et al. 1998). Ahnliche Ergebnisse
wurden bei Patienten mit ALCL erzielt (Zinzani et al. 1998).

Im Vergleich zu CD30 ist die Expression des CD30 Liganden (CD30L) weniger
eingeschriankt. Dieses 26kDa bis 40kDa grofle Typ-II-Membranprotein findet sich auf
aktivierten T-Zellen, Granulozyten, Markophagen/Monozyten und auf normalen und
bosartigen B Lymphozyten (Smith et al. 1993, Armitage et al. 1994, Younes et al. 1996).
AuBerdem konnte die Expression von CD30L mRNA bei 60% aller akuten myeloischen
Leukdmien (AML), bei 54% aller akuten lymphatischen Leukdmien der B-Zellen und bei
68% aller Neoplasien, die von B-Zellen ausgehen, nachgewiesen werden (Gattei et al. 1997).
Im Gewebe von ALCL kann im Allgemeinen keine Expression des CD30L detektiert werden.
Im Gegensatz dazu sind die Mehrzahl der Hodgkin- und Reed-Sternberg-Zellen, die aus
Gewebe von Hodgkin-Lymphomen entnommen werden, CD30L-positiv. Auf diesen Zellen

findet man also eine Expression des CD30 Rezeptors und Liganden (Hsu et al. 2000).

1.3 TNFR assoziierte Proteine

Die Bindung des Liganden am Rezeptor fiihrt bei allen TNF-Rezeptoren zur Bildung eines
trimeren Komplexes (Smith et al. 1994). Die Trimerisierung der Rezeptoren kann zu
Zellaktivierung, Proliferation, Differenzierung, Zellzyklusarrest oder Apoptose fiihren (Smith
et al. 1994, Baker et al. 1998, Baker et al. 1996). Der gleiche Rezeptor vermittelt sowohl
Aktivierung der Zelle als auch Apoptose (Smith et al. 1994).

Da die TNF-Rezeptoren keine katalytische Aktivitdt besitzen, erfolgt die Signaltransduktion
iiber Adaptermolekiile. Zu diesen gehdren die Mitglieder der ,,TNFR-associated factor*
(TRAF) Familie (Baker et al. 1996, 1998). Bisher sind sechs Mitglieder der TRAF-Familie
identifiziert (Arch et al. 1998). Proteininteraktionen zwischen TRAF Molekiilen und anderen
Adapterproteinen wie TRADD (TNFR-associated death domain protein), FADD (Fas-
associated death domain protein), RIPs (receptor-interacting proteins), NIK (NFxB-inducing
kinase), TANK (TRAF-associated NF«B activator), cIAPs (cellular inhibitors of apoptosis)
und TRIP (TRAF-interacting protein) wurden gezeigt (Arch et el. 1998).

Einige TNF-Rezeptoren wie TNFR1, CD95 (Fas), Apo 3 enthalten eine homologe,

intrazelluldre Proteinbindungsdomine. Diese so genannte ,,death domain®“ fiihrt iiber die
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Interaktion mit Proteinen wie z.B. TRADD, FADD oder RIP, die weitere Adaptermolekiile
und Caspasen aktivieren, zur Apoptose (Baker et al. 1996, 1998, Tartaglia et al. 1993,
Ashkenazi et al. 1999). Interessanterweise induzieren RIP und TRADD nicht nur Apoptose,
sondern erhohen auch die NFxB abhingige Genexpression und damit das Zelliiberleben
(McCarthy et al. 1998, Hsu et al. 1995).

Die Induktion von Zelliiberleben und Zellaktivierung ist hdufig mit der Aktivierung des
Transkriptionsfaktors NFxB (nuclear factor kB) vergesellschaftet. TRAF2, TRAF5 und
TRAF6 sind hauptsdchlich fiir die Aktivierung von NFxB verantwortlich, da sie die
MAPKKK (mitogen-activated protein kinase kinase kinase) NIK aktivieren. NIK kann einen
Proteinkomplex, der aus den zwei IkB (inhibitor of nuclear factor kB) Kinasen IKKa und
IKKPB besteht, phosphorylieren. Dies fithrt zur Aktivierung der IKKs und der
Phosphorylierung von IxB, was wiederum zu dessen Degradierung und zur Translokation von
NF«xB Heterodimeren in den Nucleus und der NFxB-abhidngigen Genexpression fiihrt
(Woronicz et al. 1997, Ling et al. 1998, Nakano et al. 1998, Rothe et al. 1995, Kaye et al.
1996, Lee et al. 1998).

Die NFxB-abhingige Genexpression wird von den beiden Mitgliedern der IAP (inhibitor of
apoptosis) Familie c-IAP-1 und c-IAP-2 gefordert. Beide Proteine interagieren mit TRAF1
und TRAF?2 {iber ihre N-terminale ,,bacolovirus IAP repeat“ (BIR) Domédne (Rothe et al.
1995, Uren et al. 1996). Die ersten IAP Proteine wurden 1993 von Crook et al. in Baculoviren
identifiziert. Durch direkte Inhibition von Caspasen (hauptsdchlich Caspase 3 und 7) und Pro-
Caspasen sowie durch die Modulation des Transkriptionsfaktors NFkB wirken sie Apoptose
hemmend (Deveraux et al. 1999).

TRAF Proteine konnen aber auch einen der MAP (mitogen-activated protein) Kinase
Signalwege aktivieren. MAP Kinasen sind Serin/Threonin Kinasen, welche die Zellantwort
auf eine grofle Vielzahl an Stimuli vermitteln. Sowohl die Aktivierung der ,,jun N-teminal
Kinase* (JNK), als auch der ,,extracellular signal-regulated kinase* (ERK) und der p38 MAP
Kinase durch TRAF Proteine ist beschrieben (Reinhard et al. 1997, Dadgostar et al. 2000,
Grammer et al. 1998, Hatzoglou et al. 2000).

Jede dieser MAP Kinasen wird von spezifischen MAP Kinase Kinasen (MKK) durch
Phosphorylierung an einem Threonin und Tyrosin Rest aktiviert (Cobb et al. 1995, Cano et al.
1995). Die Aktivierung von MAP Kinasen fithrt zur Phosphorylierung von vielen
Zielproteinen, darunter auch Proteinkinasen wie MAPKAP-K1, MAPKAP-K2/3, Mnk1/2 und



1 Einleitung 8

MSK1 und Transkriptionsfaktoren wie SAP-1, Elk-1, c-Jun, ATF-2, MEF2C und CHOP
(Cohen 1997, New et al. 1998).

1.4 CD30-vermittelte Signalwege

Die Aktivierung von CD30 kann in Abhédngigkeit des exprimierenden Zelltyps,
kostimulatorischer Faktoren und/oder Versuchsbedingungen unterschiedliche Signalwege wie
Zellwachstum, Differenzierung oder Apoptose induzieren. Bei CD3-aktivierten T-
Lymphozyten und der Hodgkinzelllinie HDLM-2 findet sich eine erhohte Proliferation nach
CD30-Stimulation (Smith et al. 1993). Eine Stimulation des CD30 Rezeptors der
Hodgkinzelllinien L482 und KM-H2 =zeigt keinen Effekt beziiglich Proliferation und
Uberleben (Smith et al. 1993). Fiir die CD30-vermittelte Zellproliferation und das Uberleben
der Zellen ist eine Aktivierung des Transkriptionsfaktor NFkB verantwortlich (McDonald et
al.1995).

Da CD30 keine ,,death domain® wie CD95 oder TNFR-1 besitzt, ist der Signalweg, iiber den
CD30 Apoptose induziert, bisher umstritten. Die antiproliferativen, CD30-vermittelten
Effekte sind weniger gut untersucht und teilweise sehr kontrovers beschrieben (Schneider et
al. 2002 Review).

CD30-regulierte Apoptose bei CD3-aktivierten, murinen CD8 T-Zellen war unabhidngig von
CD95 (Fas) und TNFR-1 (Telford et al. 1997). Chiarle et al. 1999 untersuchten die CD30-
induzierte Apoptose im Thymus und fanden eine Beteiligung der Caspasen 1 und 2 am CD30-
induzierten Zelltod.

Andere Untersuchungen flihren die antiproliferativen Effekte bei ALCL und anderen CD30
positiven Lymphomen auf eine CD30-abhédngige Degradation von TRAF2 zuriick. Die
Degradation von TRAF2 vermindert die Féhigkeit der Zelle NFxB zu aktivieren und macht
sie dadurch fiir TNFR-1 induzierte Apoptose anfélliger (Duckett et al. 1997).
CD30-vermittelter Zelltod wurde bei vielen CD30-positiven Lymphomen untersucht. Die
Ergebnisse waren sehr unterschiedlich. Fiir die ALCL-Zelllinien PB-1 und McG-2 (Hsu et al.
2000) und JB6 (Hsu et al. 2000, Hiibinger et al. 2001) wurde kein Wachstumsstopp unter
CD30-Stimulation gefunden. Durch Stimulation mit immoblisiertem anti-CD30 Antikorper
(M44 oder HeFi-1) wurde bei den ALCL-Zelllinien Karpas 299 und Michel dagegen eine
Reduktion des Wachstums und eine Induktion von Zelltod erzielt (Tian et al. 1995, Mir et al.
2000, Grell et al. 1999, Smith et al. 1993).
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Von Hiibinger et al. werden jedoch fiir die ALCL-Zellen Karpas 299 keine Anzeichen fiir eine
CD30-induzierte Apoptose gefunden. Die Stimulation mit CD30 induzierte die Expression
des Zellzyklusinhibitors p21“*"™“""! und fiihrte zu einem GO/G1 Zellzyklusarrest (Hiibinger
et al. 2001, Schneider et al. 2004).

Der ,,cyclin dependent kinase* (CDK) Inhibitor p21 ist ein multifunktionales Protein. Das p21
Protein interagiert mit vielen Proteinen — ,proliferating cell nuclear antigen (PCNA),
GADD45/MYD118, den MAP Kinasen p38 und JNK und Casein Kinase II (Ball reviewed
1997). Entdeckt wurde p21 1992 als ein Protein des CDK Komplexes. Dieser Komplex wird
aus p21, Cyclin D, CDK4 und PCNA gebildet (Xiong et al. 1992).

Das p21 Protein ist selbst in der Lage zu einem Zellzyklusarrest zu fiihren, wird aber auch fiir
die p53-abhédngige Induktion eines Wachstumsarrests benodtigt (Chen et al. 1995, Luo et al.
1995, El-Deiry et al. 1993). P21 hat zwei verschiedene inhibitorische Effekte auf den
Zellzyklus. Zum einen inhibiert p21 die Phosphorylierung des ,,retinoblastoma protein® (Rb)
(Harper et al. 1993, Ball et al. 1996). Die Inhibition der Proliferation erfolgt iiber die Bindung
von hypophosphoryliertem Rb an dem Transkriptionsfaktors E2F (Hiebert 1993, Qian et al.
1992). Zum anderen inhibiert es die DNA Replikation via Interaktion mit PCNA. Hierfiir
bindet p21 direkt an PCNA (Chen et al.1995).

Die Stimulation mit immobilisiertem CD30-Antikérper (HeFi-1) fiihrte bei den ALCL-
Zelllinien Mac-1 und Mac-2 sogar zu einer vermehrten Proliferation, wobei das Zellwachstum

stark beschrénkt ist, wenn gleichzeitig die p38 MAP-Kinase inhibiert wird (Levi et al. 2000).

1.5 Aufgabenstellung

Der Zytokinrezeptor CD30 ist in der Induktion unterschiedlichster Signalkaskaden involviert.
Wiéhrend die CD30 vermittelten Effekte in Hodgkin Lymphom Zellen gut dokumentiert und
charakterisiert wurden, sind die Informationen beziiglich der Signaltransduktion in ALCL
Zellen sehr gegensitzlich und stiitzen sich hdufig nur auf Beobachtungen von einzelnen
Zelllinien. Besonders kontrovers wird die Moglichkeit einer CD30 induzierten Apoptose
diskutiert.

Das Ziel der hier dokumentierten Arbeit ist eine detailliertere Charakterisierung der CD30
vermittelten Effekte in etablierten ALCL Zelllinien. Dabei wurde der Schwerpunkt der Arbeit
auf folgende Fragen gelegt:
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Konnen Anzeichen eines CD30 induzierten Zelltodes in ALCL Zellen gefunden werden?
Durch den Einsatz verschiedener Analysemethoden sowie der Verwendung unterschiedlicher
Zelllinien unter standardisierten Bedingungen sollte eine Beteiligung des Rezeptors an der
Apoptoseregulation eindeutig bestitigt oder widerlegt werden.

Welchen Einfluss iibt der Rezeptor auf die Zellproliferation aus? Neben Apoptoseregulation
ist das Wachstumsverhalten von Krebszellen unter bestimmten Versuchsbedingungen eine
wichtige Information. Die Analyse der Proliferation soll zudem Hinweise darauf geben, ob
sich ALCL Zelllinien einheitlich beziiglich des CD30 regulierten Wachstums verhalten oder
ob unterschiedliche Effekte in der gleichen Lymphomzelle vermittelt werden.

Konnen Signalmolekiile identifiziert werden, die in die CD30 induzierte Signaltransduktion in
ALCL eine Rolle spielen? Dabei sollen sowohl bekannte Zielproteine von CD30 wie der
Zellzyklusinhibitor p21 in bisher nicht analysierten Zelllinien untersucht werden als auch

neue bisher unbekannte Zielproteine identifiziert und charakterisiert werden.



2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Standard-Chemikalien

7-Actinoaminomycin D, Smg, 97% Sigma-Aldrich, Steinheim
Albumin aus Rinderserum BSA Serva, Heidelberg
6-Aminohexansiure Sigma, Deisenhofen
APS Sigma, Deisenhofen
Aprotinin, Protease-Inhibitor Boehringer, Mannheim
Aqua ad iniectabilia Braun, Melsungen
Bromphenol Blau Serva, Heidelberg
Calciumchlorid CaCl, Roth, Karlsruhe
Chloroform-Isoamylalkohol, 24:1, Sigma, Deisenhofen
RNase/DNase frei

dNTP Mix, 10mM Gibco, Eggenstein

DTT, 100mM Promega, Heidelberg
DTT, 0,1M Gibco, Eggenstein

ECL Amersham Pharmacia, Freiburg
EDTA Roth, Karlsruhe
Essigsdure Roth, Karlsruhe

Ethanol Roth, Karlsruhe

First Strand Buffer 5x Gibco, Eggenstein

GEL 30 Acrylamid Roth, Karlsruhe

Glycerin Merck, Darmstadt

Glycin Roth, Karlsruhe

HEPES Biowhittaker, Walkersville
Isopropanol Roth, Karlsruhe

Kaliumchlorid

Merck, Darmstadt
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Leupeptin, Protease-Inhibitor
Magermilchpulver
Magnesiumchlorid

MgCl, Solution
Natriumchlorid
Natriumorthovanadat
Naphtol Blau Schwarz
Nonidet P40

Oligo(dT);,.1s Primer

PBS, 10 x, steril

PBS, 1 x, steril
PCR-Buffer 10x

Pepstatin, Protease-Inhibitor
PMSF, Protease-Inhibitor
Protein A-sepharose CL-4B
SDS

SEAKEM®LE agarose
Skim-Milk

TEMED, RNase/DNase frei
Tris-Base
Tris-Hydrochlorid

Trypan Blau

Tween 20

2.1.2 Enzyme

AmpliTag-DNA-Polymerase
DNase I, RNase frei

HPRI, Ribonuclease-Inhibitor
RNase, DNase frei
Superscript 11

Boehringer, Mannheim
Fluka, Buchs Schweiz
Sigma, Deisenhofen
Perkin Elmer

Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt

Fluka, Buchs Schweiz
Gibco, Eggenstein
Gibco, Eggenstein
Gibco, Eggenstein
Perkin Elmer, Uberlingen
Boehringer, Mannheim
Boehringer, Mannheim
Pharmacia, Uppsala, Schweden
Sigma, Deisenhofen
BioProdukts, Maine, USA
Difco, Detroit, USA
Sigma, Deisenhofen
USB, Cleveland USA
Roth, Karlsruhe
Seromed, Berlin

Sigma, Deisenhofen

PerkinElmer, Uberlingen
Boehringer, Mannheim
Amersham Pharmacia, Freiburg
Boehringer, Mannheim

Gibco, Eggenstein
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2.1.3 Antikorper

anti-actin
anti-caspase 3
anti-clAP2
anti-ERK 1
anti-goat
anti-IkB-a
anti-JNK 1
anti-JNK 2
anti-Ki-1/CD30
anti-mouse
anti-mouse
anti-NFxBa
anti-ALK11

anti-p-ATF-2
anti-p-p38
anti-p-IkB-a
anti-p-JNK
anti-p-ERK 1/2
anti-pl6
anti-p21
anti-p21
anti-p27
anti-p38
anti-PARP
anti-PCNA
anti-rabbit

rabbit polyclonal
rabbit polyclonal
rabbit polyclonal
rabbit polyclonal
HRP conjugated
rabbit polyclonal
rabbit polyclonal
rabbit polyclonal
mouse monoclonal
rabbit polyclonal
HRP-conjugated
rabbit polyclonal
rabbit polyclonal

rabbit-polyclonal
rabbit polyclonal
rabbit polyclonal
rabbit polyclonal
rabbit polyclonal
rabbit polyclonal
mouse monoclonal
mouse monoclonal
rabbit polyclonal
rabbit polyclonal
mouse monoclonal
mouse monoclonal

HRP-conjugated

200 pg/ml
200 pg/ml
200 pg/ml
200 pg/ml
400 pg/ml

200 pg/ml
200 pg/ml

200 pg/ml

200 pg/ml
10 pg/ml
200 pg/ml

Santa Cruz, Heidelberg
Pharmingen, Hamburg
Santa Cruz, Heidelberg
Santa Cruz, Heidelberg
Santa Cruz, Heidelberg
Bioloabs, Frankfurt
Santa Cruz, Heidelberg
Santa Cruz, Heidelberg
Dako, Danemark

Dako, Danemark

Amersham, Braunschweig

Santa Cruz, Heidelberg
Dr. S. W. Morris,
ST: Jude Children’s
Hospital, Memphis, USA
Biolabs, Frankfurt
Biolabs, Frankfurt
Biolabs, Frankfurt
Biolabs, Frankfurt
Biolabs, Frankfurt
Santa Cruz, Heidelberg
Santa Cruz, Heidelberg
Pharmingen, Hamburg
Santa Cruz, Heidelberg
Santa Cruz, Heidelberg
Stratagene, Heidelberg
Santa Cruz, Heidelberg

Amersham, Braunschweig



2 Material und Methoden

14

2.1.4 Kulturmedien

FCS, Fetales Bovine Serum
L-Glutamine
Penicillin-Streptomycin

RPMI 1640 Medium, ohne Glutamin, 1 x

2.1.5 Zytostatika
Epirubicin

Etoposid

2.1.6 GrofBlenstandards

100 bp DNA-ladder
PCR Molecular Weight Marker

Rainbow Protein Molecular Weight Marker

Serva, Heidelberg
Biowhittaker, Walkersville
Gibco, Eggenstein

Seromed, Berlin

Sigma, Deisenhofen

Amersham, Braunschweig

Amersham, Braunschweig
Amersham, Braunschweig

Amersham, Braunschweig

Full Range Rainbow Protein Molecular Amersham, Braunschweig

Weight Marker

2.1.7 Zelllinien (human)

Karpas 299 ALCL Suspensionszellen DSMZ, Braunschweig
DEL ALCL Suspensionszellen DSMZ, Braunschweig
IJB6 ALCL Suspensionszellen Dr. S. W. Morris,

St. Jude Children’s Research
Hospital, Memphis, USA

SU-DHL1  ALCL Suspensionszellen DSMZ, Braunschweig
SR 786 ALCL Suspensionszellen DSMZ, Braunschweig
SUP-M2 ALCL Suspensionszellen Dr. S. W. Morris,

St. Jude Children’s Research
Hospital, Memphis, USA

L82 ALCL Suspensionszellen DSMZ, Braunschweig
L-428 HD Suspensionszellen DSMZ, Braunschweig
HDLM?2 HD Suspensionszellen DSMZ, Braunschweig
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KM-H2 HD
HD-MY-Z HD

Suspensionszellen DSMZ, Braunschweig

adhérente Zellen = DSMZ, Braunschweig

U937 Histiozytares Lymphom Suspensionszellen DSMZ, Braunschweig

MUTZ-1 MDS

2.1.8 PCR-Primer

CD30-sense
CD30-anti-sense

cIAP1-sense
cIAP1-anti-sense

clAP2-sense
cIAP2-anti-sense

pl4/p15-sense
pl4/pl5-anti-sense

pl6-sense
pl6-anti-sense

p18-sense
p18-anti-sense

p19-sense
p19-anti-sense

p21-sense
p21-anti-sense

p27-sense
p27-anti-sense

p53-sense
p53-anti-sense

Survivin-sense
Survivin-anti-sense

XIAP-sense
XIAP-anti-sense

2.1.9 Standard-Gerite

Centrifuge 5415 C
Thermomixer 5436
Horizon 11-14
Minifuge T

Suspensionszellen DSMZ, Braunschweig

5’-GGC AGG GAT GAT TGT CAA GT-3’
5°-TTC AGA TCC AGG TCT GTC CC-3’

5’-CTG GGA ACC AAA GGA TGA TG-3°
5’-GGG TAG AAC ATG CCA AGT GG-3°

5’-CAA TTG GGA ACC GAA GGA TA-3°
5’-ATC CTG AGC AGC TTG CAA GT-3°

5’-GGG AGG GTA ATG AAG CTG AG-3°
5’-CGA TCC AGG TCA TGA TGA TG-3’

5’-CTT CTT GGA CAC GCT GGT-3°
5’-GGA TGT CTG AGG GAC CTT CC-3°

5’-CAG CCT GGT TAG GAG CAA AG-¥’
5’-GAG ATT GCC AGG AGA CTG CT-3’

5’-CTT CCA ATC CAT CTG GCA GT-3°
5’-GTC ACC CTC TCC AGC AAG AG-3’

5’-ACT TCC TCC TCC CCA CTT GT-3°
5’-ACT TTG GAG TCC CCT CAC CT-3’

5’-ACC CCT AGA GGG CAA GTA CG-3°
5°-TGG TGG ACC CAA AGA CTG AT-3’

5’-AGG GGA AAT GCT TAC ACA GC-3°
5°-TGA GCC AAG TGA GTA CAG CG-3’

5’-CAG ACT TGG CCC AGT GTT TC-3’
5’-CGT GAA AGA AGC GTC AAA GG-3°

5’-GAC AGG CCA TCT GAG ACA CA-¥’
5’-CTG CCA TGG ATG GAT TTC TT-3’

Eppendorf, Wesseling-Berzdorf
Eppendorf, Wesseling-Berzdorf

Horizontale Gel-Kammer Gibco, Eggenstein

Heraeus Sepatech
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2.1.10 Standard-Losungen und Standard-Puffer

Annexin Bindungspuffer:

Amidoschwarz-Farbelosung:

Amidoschwarz-Entfarbeldsung:

Blocking Puffer:

Erstantikorper Losungspuffer:

Kinase Puffer:

Laemmlie-Puffer (4x)

Lysispuffer I zur Proteinpriparation:

Lysispuffer II fiir Inmunprézipitationen:

10 mM HEPES

70 mM NaCl

1,25 mM CacCl,

0,2% Naphtol Blau Schwarz
25% Isopropanol

10% Essigséure

25% Isopropanol

10% Essigsédure

I1xTBS oder 1xPBS

0,05 - 0,1% Tween

5% Magermilchpulver
1xPBS

0,1% Tween-20

5% BSA

25 mM Tris Base (pH 7,5)
5 mM Glycerolphosphat
2mM DTT

0,1 mM Na3zVO,

10 mM MgCl,

2000 mM Tris HCI; pH 6,8
400 mM DTT

8% SDS

0,4% Bromphenol Blau
40% Glycerin

10 mM Tris-Puffer; pH 7,3
0,15 M NaCl

0,01 M MgCl,

0,05% NP40

1 mM PMSF

0,1 mM PLA

5% Triton X 100
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Lysispufter III fiir phosphorylierte Proteine:

Protease-Inhibitoren:
PMSF (100x)
PLA (100x)

SDS Sample Puffer (3x):

TBE-Puffer (1x):

TBS-Puffer (10x):

Transferpuffer zum Semidry Blotting:

Anoden I-Puffer (1x)

Anoden II-Puffer (1x)

50 mM Tris Base; pH 7,4
650 mM NaCl

25 mM EDTA, pH 8,0

1 mM PMSF

0,1 mM PLA

10 mM Tris Base; pH 7,5
130 mM NacCl

5mM EDTA

1% Triton X-100

1 mM NazVOy,

1 mM PMSF

5 mM in Ethanol

8,4 mM Pepstatin in Ethanol
0,6 mM Leupeptin in Ethanol
5,8 mM Aprotinin in H,O
0,25 Volumen Ethanol

187,5 mM Tris-HCI (pH 6,8)
6% w/v SDS

30% Glycerol

150 mM DTT

0,03% w/v Bromphenol Blau
2,25 mM Tris-Borat

1 mM EDTA; pH 8,0

2,42% Tris Base

8 % NaCl

pH 7,6 mit HCI einstellen

30 mM Tris-Base; pH 10,4
20% Methanol

300 mM Tris-Base; pH 10,4
20% Methanol
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Kathoden-Puffer (1x) 25 mM Tris Base; pH 9,7
40 mM 6-Aminohexansdure
20% Methanol
Tris-Glycin-Elektophorese-Puffer (5x): 125 mM Tris Base; pH 8,3
1,25 M Glycin
0,5% SDS
Stripping-Puffer (10x): 2 M Glycin (pH 2,5)
0,5% Tween

2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 Agarose-Gele zur Gelelektrophorese von DNA

Zur elektrophoretischen Auftrennung von DNA-Fragmenten dienen nichtdenaturierende
Agarose-Gele. In Abhéngigkeit der Fragmentgro3e der zu untersuchenden DNA werden Gele
mit 0,5% - 3% Agarose verwendet. Die Agarose wird in 1xTBE-Puffer gelost. Das Gieflen
der Gele und die Elektrophorese erfolgt horizontal in IBI-Gelkammern. Die DNA-Proben
werden vor dem Auftragen mit 5xBlue Run (Amersham Pharmacia, Freiburg) im Verhiltnis
4:1 gemischt. Als Laufpuffer wird 1xTBE verwendet. Abhéngig von der Gelkonzentration
wird die Elektrophorese mit einer konstanten Stromstérke zwischen 100 mA und 150 mA

durchgefiihrt.

2.2.2 Langenstandards fiir DNA-Fragmente

Zur Bestimmung der Lénge der DNA-Fragmente wird der PCR Molekular Weight Marker (50
— 1000 bp; Amersham Parmacia, Freiburg) und der 100 Base Pair-Marker (Amersham

Pharmacia, Freiburg) verwendet.

2.2.3 Photometrische Konzentrationsbestimmung von RNA

Die Konzentration einer Nukleinsdure wird durch die Messung der Extinktion bei
260 nm bestimmt. Hierzu wird die RNA-Ldsung in einem Gesamtvolumen von 100 ul 1:100

verdiinnt und die optische Dichte (OD,¢) gemessen.



2 Material und Methoden 19

2.2.4 Trizol-Isolation von RNA

Fiir die Isolation von Gesamt-RNA werden 1 x 10’ Zellen aus der Kultur entnommen und
zweimal mit 1xPBS gewaschen. AnschlieBend resuspendiert man das Zellpellet in 1 ml
Trizol. Die Probe kann bei —80°C verwahrt werden. Vor der Extraktion der RNA wird die
Probe fiir mindestens 24 h eingefroren. Nach dem Auftauen wird die Probe
5 min auf Eis inkubiert und anschliefend mit 200ul Chloroform 30sec kréftig geschiittelt. Die
Probe wird 2 — 3 min bei Raumtemperatur inkubiert, bevor sie 15 min bei 12000xg bei 4°C
zentrifugiert wird. Die obere, wissrige Phase wird in ein neues Reaktionsgefd3 iiberfiihrt und
nach Zugabe von 500ul Isopropanol fiir 10min auf Eis inkubiert. Nach einem weiteren
Zentrifugationsschritt (1200xg, 10 min, 4°C) wird der Uberstand verworfen und das RNA-
Pellet mit 1ml 75% Ethanol gewaschen. Es folgt eine 5 miniitige Zentrifugation mit 7500xg
bei 4°C. Der Uberstand wird verworfen und das RNA-Pellet auf dem Thermomixer bei 60°C
fiir 10 min getrocknet und in 50 pl H,O resuspendiert. Die Lagerung der RNA erfolgt bei —
80°C.

2.2.5 Reverse Transkription

Zur Synthese von cDNA aus RNA werden 3 pg RNA in 18,8 ul H,O aufgenommen. Die
Reinigung der RNA von DNA erfolgt mit 0,2 pul DNase, die 30 min bei 37°C inkubiert wird.
Durch 5 miniitiges Erhitzen auf 90°C wird die Reaktion beendet. Nach Zugabe von 1 pl
Oligo-dT wird das Gemisch 5 min bei 70°C denaturiert und anschlieBend auf Eis abgekiihlt.
Pro Probe werden 10 pl Pre-Mix zugegeben, der sich folgendermallen zusammensetzt:

6 ul RT-Puffer

1 ul RNase-Inhibitor

1 ul NTP

1 pl Superscript 11

1 ul0,1 M DTT
Der Ansatz wird 30min bei 42°C inkubiert und die reverse Transcriptase wird danach
5 min bei 90°C inaktiviert. Das Volumen wird mit Aqua ad iniectabilia (Braun, Melsungen)
auf 50 pl aufgefiillt. Die Reinigung der Probe erfolgt mit 1 ul RNase, DNase frei fiir 30 min
bei 37°C, die darauthin bei 90°C inaktiviert wird. Mittels -actin-PCR wird die Effizienz der

reversen Transkription {iberpriift.
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2.2.6 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Durch die Polymerase-Ketten-Reaktion ist die Anreicherung definierter DNA-Abschnitte aus
kleinsten DNA-Mengen moglich. Durch mehrfache Denaturierung, Primer-Bindung
(Hybridisierung) und DNA-Synthese (Extension) mit hitzebestindiger DNA-Polymerase
erfolgt die Anreicherung des DNA-Abschnitts.
Die B-actin-PCR wird mit einem Perkin Elmer Gene Amp System durchgefiihrt. Das
Reaktionsvolumen betriagt 47,4 ul. Fiir jeden Ansatz wird eine Negativkontrolle mitgefiihrt.
Zu 3 pl cDNA wird der folgende Pre-Mix gegeben:

36 ul H,O

5 ul 10xReaktionspuffer mit MgCl,

je 1 ul Primer (20 uM)

1 ul ANTP (10 mM)

0,4 ul Ampli Taq

Temperaturzyklus:
1.95°C 5 min
2.95°C 30 sec
3.64°C 30 sec 28-35 Zyklen
4.72°C 45 sec
5.72°C 10 min

Die iibrigen PCR-Reaktionen werden mit Trio-Thermoblocken von Biometra durchgefiihrt.
Das Reaktionsvolumen von 30 pl wird mit 30 ul Mineral6l iiberschichtet. Der Pre-Mix setzt
sich wie folgt zusammen:

18,75 ul H,O

3 ul 10xReaktionspuffer ohne MgCl,

1,5 ul MgCl, (25 mM)

je 1,5 pl Primer (x pM)

0,6 ul ANTP (10 mM)

0,15 pul Ampli Taq

Temperaturzyklus:
1.96°C 2 min
2.96°C 1 min

3.62°C 1 min 28-35 Zyklen
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4.73°C 1 min
5.73°C 5 min

2.3 Zellbiologische Methoden

2.3.1 Kaultivierung der Zelllinien

Die Kultivierung humaner Zelllinien erfolgt im Inkubator bei 37°C, 5% CO, und einer
relativen Luftfeuchtigkeit von 95%.

Das Kulturmedium der Suspensionszellen wird dreimal pro Woche erneuert. Abhingig von
der Zellkonzentration pro Milliliter Medium wird entweder ein Teil der Zellsuspension
geerntet bzw. verworfen und die iibrigen Zellen mit frischem Medium auf eine Konzentration
von circa 0,6x10° Zellen/ml verdiinnt oder die Zellsuspension wird 5min bei 400xg
zentrifugiert, der Uberstand zu 90% verworfen und die Zellen in frischem Medium
resuspendiert.

Die adhérent wachsenden Zellen der Zelllinie HD-MYZ werden mit Hilfe eines Schabers von
der Plastikoberfldache der Kulturflaschen gelost.

Die verwendeten Zelllinien werden in RPMI 1640 Medium (Seromed, Berlin) kultiviert.
Dieses enthidlt zusitzlich 1% L-Glutamin (Biowhittaker, Walkersville) und 1% Penicillin-
Streptomycin (Gibco, Eggenstein) sowie FCS (Serva, Heidelberg). Bis auf die ALCL Zelllinie
SR-786 und die Hodgkin Zelllinien HDLM2 und KM-H2, die 20% FCS benétigen, werden
alle anderen Zelllinien mit 10% FCS kultiviert.

2.3.2 Bestimmung der Zellzahl

Zur Bestimmung der Zellkonzentration wird die Zellsuspension im Verhéltnis 1:1 mit Trypan
Blau (Seromed, Berlin) versetzt. Der Farbstoff markiert tote Zellen und Zelltriimmer. Die
Zellen werden in einer Neubauer-Zdhlkammer gezéhlt und nach folgender Formel die
Konzentration bestimmt:

Anzahl der Zellen x Verdiinnungsfaktor

Zellen/ _—10*x
m] Anzahl der ausgezihlten 16er - Felder der Zahlkammer
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2.3.3 Einfrieren und Auftauen von Dauerkulturen

Zum Einfrieren von viablen Zellen werden 1x10 Zellen aus der Kultur entnommen und
zweimal mit sterilem 1xPBS gewaschen. Hierzu wird die Zellsuspension bei 400xg 5 min
zentrifugiert. Das Pellet wird auf Eis in 1,8 ml Einfiermedium (20% DMSO und 80% FCS)
aufgenommen und in einem Einfrierkontainer (Nalgene, Neerijse, Belgien) bei —80°C
eingefroren. Hierdurch wird ein kontinuierliches Abkiihlen von etwa 1°C/h ermoglicht. Nach
24 h kann die Probe in fliissigem Stickstoff gelagert werden.

Fiir die erneute Kultivierung werden die Dauerkulturen zweimal in sterilem 1xPBS bei 4°C

gewaschen, bevor sie in 37°C warmem Medium resuspendiert werden.

2.3.4 Separierung von viablen und toten Zellen

Die Zellsuspension wird 5 min bei 400xg zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen und
das Pellet in 5 ml sterilem 1xPBS resuspendiert. 5 ml Ficoll-Paque (Pharmacia, Uppsala
Schweden) werden in ein 15 ml Falcon-Réhrchen gegeben und mit der Zellsuspension
iiberschichtet. Nach 20 miniitiger Zentrifugation bei 500xg ohne Bremse konnen die viablen

Zellen aus der Interphase entnommen werden.

2.3.5 Anti-CD30-IgG Stimulation der Zellen

Die Stimulation erfolgt {iber die Vernetzung des Zelloberflachen-Rezeptors CD30 mit an der
Plastikoberfliche immobilisierten anti-CD30-IgG.

Die Petrischalen werden vor der Stimulation mit 1xPBS und 10 pg/ml M44 (anti-CD30-IgG,
Immunex, Seattle, Washington, USA) oder 10 pg/ml HeFi (anti-CD30-1gG, NCI-Frederick
Cancer Research and Development Center, Frederick, MD) fiir 12 h unter der Sterilbank
lichtgeschiitzt inkubiert. Die Schalen werden drei Mal mit sterilem 1xPBS gewaschen und mit
der Zellsuspension iiberschichtet. Die Zellsuspension enthlt eine Konzentration von 0,5x10°
Zellen/ml, die in frischem Medium aufgenommen wurden. Nach der gewiinschten
Inkubationszeit werden die Zellen mit einem sterilen Plastikschaber geldst, und zweimal mit

sterilem 1xPBS gewaschen und pelletiert. Die Lagerung der Zellpellets erfolgt bei —80°C.
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2.3.6 *H-Thymidinassay

Zur Proliferationsanalyse werden auf einer Zellkulturplatte mit 96 Vertiefungen (Nalgene
Neerijse, Belgien) pro Ansatz 12 Vertiefungen mit anti-CD30 beschichtet (siche 1.4.5). Jede
beschichtete Vertiefung sowie die gleiche Anzahl an unbeschichteten Vertiefungen werden
mit 200ul einer 0,05 - 0,1x10° Zellen/ml Zellsuspension gefiillt und 8 — 12 h bei 37°C
inkubiert. AnschlieBend werden pro Vertiefung 1 pl *H-Thymidin (1 pCi/ul, Amersham,
Braunschweig) in 25 pl Medium zugegeben. Mit dem Filtermate 196 Harvester (Packard,
Groningen) werden die Platten nach 6 — 8 h Inkubation bei 37°C gespiilt und die markierte
DNA auf die Filtermembran (Glass Fiber Filters, Packard, Groningen) aufgebracht.
Anschlieffend wird die Membran getrocknet. Die radioaktiv markierte DNA wird in je 3 ml
Ultima Gold Szintillationsfliissigkeit (Packard,Groningen) aufgenommen. Mit Hilfe des
Wallac 1410 Szintillationszéhler (Pharmacia, Uppsala, Schweden) erfolgt die anschlieende

Messung.

2.3.7 Durchfluflizytometrie (FACS)

Die Bestimmung der Apoptoserate erfolgt mit einer Doppelfarbung mit 7AAD und Annexin
V-PE.

Es werden 1x10° Zellen aus der Kultur entnommen und mit 1xPBS gewaschen
(Zentrifugation 3 min, 400xg, Raumtemperatur). Das Zellpellet wird in 1 ml Annexin
Bindungspuffer in ein 1,5 ml ReaktionsgefiB iiberfiihrt und sedimentiert. Der Uberstand wird
verworfen und das Sediment erneut mit Annexin Bindungspuffer gewaschen und
zentrifugiert. Das Zellpellet wird dann in 1 ml Annexin Bindungspuffer aufgenommen und
mit 5 pl Annexin V-PE versetzt. Die Losung inkubiert lichtgeschiitzt 15 min bei
Raumtemperatur bevor zwei weitere Waschschritte mit Annexin Bindungspuffer durchgefiihrt
werden. Nach dem zweiten Waschschritt wird das Sediment in 200 pl Bindungspuffer
resupendiert und mit 40 pl 7-Actinoaminomycin D (7AAD) versetzt. Die Inkubation erfolgt
lichtgeschiitzt fiir 20 min bei 4°C. Vor der Messung wird die Losung in ein FACS-Ro6hrchen
iiberfiihrt und mit 200 — 400 pl Annexin Bindungspuffer verdiinnt. Anschlieend werden die
Apotoseraten mit Hilfe des FACS Calibur Durchflulzytometers (Becton Dickinson,
Heidelberg) gemessen. Hierfiir misst man mit der Cell Quest Software (Becton Dickinson,
Heidelberg) 10000 Zellen pro Analyse. Durch einen Filter werden Zelltrimmer von der

Zéhlung ausgeschlossen. Zur Berechnug der durch CD30 induzierten Apoptose (reale
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Apoptoserate) wird die Formel von Friesen et al., zur Berechnung von medikamenten-
induzierter Apoptose verwendet (Friesen et al. 1996)

(CD30 - induzierte Apoptose - Spontanapoptose) x 100

reale Apoptoserate =
100 - Spontanapoptose

2.4 Proteinchemische Methoden

2.4.1 Herstellung von Zelllysaten

Zur Proteingewinnung werden 1x10” Zellen aus der Kultur entnommen und zwei Mal mit
1xPBS gewaschen. Der Uberstand wird dekandiert und das Zellpellet kann bei
—80°C aufbewahrt werden. Zur Zelllyse wird das Zellpellet auf Eis in 500 pl — 1000 pl
Lysispuffer I resuspendiert. Die Lyse erfolgt unter standiger Rotation 30 min bei 4°C. Nach
anschlieBender Zentrifugation mit 10000xg fliir 5 min bei 4°C werden die Zelltriimer
verworfen und das Zelllysat in ein neues Reaktionsgefdl iiberfiihrt. Das Zelllysat kann bei —

80°C gelagert werden.

2.4.2 Proteinbestimmung nach Bradford

Die Protein-Assay 5xStammlosung (Bio-Rad, Miinchen) wird mit H,0 im Verhéltnis 1:4
verdiinnt. Zu 1 ml dieser Losung werden je 5 pl Proteinldsung dazugegeben und gut
vermischt. Die photometrische Bestimmung erfolgt mit einem Doppelansatz bei
595 nm. Mit Hilfe einer Eichkurve kann die Proteinmenge in ug/ul errechnet werden.
SDS-Polyacrylamid Gel-Elektrophorese (SDS-PAGE)
Proteine werde mit Hilfe der SDS-PAGE aufgetrennt. SDS-Gele bestehen aus Trenn- und
Sammelgel. Das Sammelgel konzentriert die Proteine so, dass sie in einer Lauffront in das
Trenngel einlaufen. Das Trenngel enthilt, je nach Proteingrofle zwischen 8% und 15%
Polyacrylamid (PAA). Trenn- und Sammelgel setzen sich wie folgt zusammen:
Trenngel: 8-15% PAA

0,375 M Tris Base (pH 8)

0,1% SDS

0,1% APS



2 Material und Methoden 25

0,02-0,1% Temed
Sammelgel: 5,1% PAA

12 mM Tris Base (pH 6,8)

0,1% SDS

0,1% APS

0,1% Temed
Nach dem Gieflen wird das Trenngel mit 400ul Butanol iiberschichtet. Nach ca.
20 — 30 min ist das Gel polymerisiert und das Butanol wird verworfen. Darauthin wird das
Trenngel mit dem Sammelgel iiberschichtet.
Die Protein-Proben werden mit der entsprechenden Menge an Laemmlie-Puffer versetzt, 5
min bei 95°C denaturiert. Als Laufpuffer dient 1xTris-Glycin-Elektrophorese-Puffer. Die
Gelelektrophrese wird mit 80 V gestartet. Sobald die Proben ins Trenngel eingelaufen sind,
wird die Spannung auf 120 — 140 V erhoht. Die Elektrophorese kann aber auch bei konstanten
35-45V tiiber Nacht erfolgen.

2.4.3 Transfer von Proteinen durch Semidry Blotting

Um elektrophoretisch aufgetrennte Proteine darstellen zu konnen, miissen sie auf eine
Membran iibertragen werden. Dieser Vorgang erfolgt, abhéingig von der Proteingrofe, durch
Semidry oder Tank Blotting.

Der Transfer von Proteinen aus 10%-15%igen Gelen erfolgt mittels Semidry Blotting. Zu
diesem Vorgang werden jeweils drei Chromatographie-Papiere in Anoden I-, Anoden II-, oder
Kathoden-Puffer getrinkt. Auf die Graphitoberfliche der Apparatur werden zunéchst die mit
Anoden II-Puffer und dann die Anoden I-Puffer getrinkten Chromatographie-Papiere
gestapelt. Darauf werden zuerst die in Methanol angefeuchtete Transfermembran und dann
das Trenngel gelegt. Die oberste Schicht bilden die drei mit Kathoden-Puffer angefeuchteten
Chromatographie-Papiere. Um fiir einen gleichméfBigen Transfer zu sorgen, diirfen sich keine
Luftblasen zwischen den Schichten befinden. Aus diesem Grund wird der Stapel mit einer

Plastikpipette glattgerollt. Der Transfer erfolgt fiir 1h bei einer Stromstérke von 200 mA.

2.4.4 Transfer von Proteinen mittels Tank Blotting

Der Transfer von Proteinen, die iiber 80 kDa grof} sind, erfolgt mittels Tank Blotting. Fiir

diesen Vorgang wird Tank Blotting-Puffer verwendet. Die Chromatographie-Papiere werden
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in Blotting-Puffer getrdnkt. Zwischen die Gitter der Halterung werden zuerst zwei
Chromatographie-Papiere und dann die in Methanol getrinkte Membran gelegt. Darauf
werden das Trenngel und zwei weitere Chromatographie-Papiere geschichtet. Dieser Vorgang
erfolgt in einer mit Blotting-Puffer gefiillten Wanne. Es diirfen sich keine Luftblasen
zwischen den einzelnen Schichten befinden, da dies einen gleichmiBigen Transfer behindern
wiirde. Geblottet wird bei einer Stromstirke von 1000 mA fiir 2 h. Aufgrund der

Wirmeentwicklung muss eine konstante Kiihlung erfolgen.

2.4.5 Amidoschwarz-Farbung der Tansfermembran

Mit Amidoschwarz konnen die auf die Membran transferierten Proteine angefarbt werden.
Die Transfermembran wird fir 15 min in Amidoschwarz inkubiert und anschliefend mit

Amidoschwarz-Entfarbelsung entférbt.

2.4.6 Antikorper-Markierung der Transfermembran

Die Inkubation der Transfermembran in einer Antikdrperlosung dient der Detektion einzelner
Proteine.

Um eine unspezifische Hintergrund-Markierung durch die verwendeten Antikorper zu
reduzieren, wird die Transfermembran zunédchst mit Milch-Proteinen geblockt. Dies erfolgt
mit Blocking Puffer 1h bei Raumtemperatur oder 30 min bei 37°C oder bei 4°C {iber Nacht.
Die verwendeten Antikorper werden in Verdiinnungen zwischen 1:100 und 1:10000
eingesetzt. Der Verdiinnungsgrad ist abhéngig von der Spezifitit und der Konzentration der
Antikorper. Die Antikorper werden in 1xPBS und 0,05% Tween verdiinnt. Die Inkubation
erfolgt auf einem Schiittler um eine gleichmiBige Benetzung der Transfermembran wéihrend
der Inkubationszeit zu gewihrleisten. Dieser Vorgang dauert bei Raumtemperatur 1 — 2 h oder
iiber Nacht bei 4°C. Als Waschlosung wird 1xPBS und 0,05% - 0,2% Tween (PBST)
verwendet. Wéhrend des ersten Waschvorgangs wird die Membran 1x ca. 5 min und 2x ca.
15 min mit PBST gewaschen. Die optimale Inkubationszeit sowie die Tween-Konzentration
miissen fiir jeden Antikorper ausgetestet werden. Es folgt eine weitere Inkubation mit einem
zweiten HRP (Horse-Radish-Peroxidase) gekoppelten Antikorper, der spezifisch gegen den
FC-Anteil des Erstantikorpers gerichtet ist. Die Verdiinnung des Zweitantikorpers betrdgt
1:5000 bis 1:10000 und erfolgt wieder mit 1xPBS und 0,05% Tween. Die Inkubationszeit
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entspricht der des Erstantikorpers. Der folgende Waschvorgang dauert 1x ca. 5 min und 3x

ca. 15 min. Die Detektion erfolgt mit ECL-Ldsung.

2.4.7 Entfernen von Antikorpern von der Transfermembran

Wenn eine Transfermembran mit weiteren Antikorpern der gleichen Tierart markiert werden
soll, muss zuerst der zuvor verwendete Antikorper entfernt werden.

Die mit Methanol befeuchtete Membran wird 30 min bei 56°C in 1xStripping-Puffer
inkubiert. Die Membran wird kurz in 1xPBS + 0,05% Tween gewaschen. Vor erneuter
Antikdrper-Markierung wird die Membran in 1xPBS + 0,05% Tween + 5% Milchpulver

geblockt, um eine unspezifische Hintergrund-Markierung zu reduzieren.

2.4.8 Immunprizipitation und Koimmunprizipitation von Proteinen

Mit spezifischen Antikdrpern konnen durch Immunprézipitation einzelne Proteine aus einem
Zelllysat isoliert werden. Liegt das Protein als Komplex in der Zelle vor, so wird der ganze
Komplex isoliert und man spricht von einer Koimmunprézipitation.

Fiir die Immunprizipitation und fiir die Koimmunprizipitation werden jeweils 1x10” Zellen
verwendet. Die Zellen werden in 1xPBS gewaschen und in 1 ml Lysispuffer II resuspendiert.
Die Lyse erfolgt unter standiger Rotation fiir 30 min bei 4°C. Die Probe wird anschlieBend fiir
15 min mit 10000xg bei 4°C zentrifugiert und der Uberstand in ein neues Reaktionsgefif
tiberfiihrt. Die Inkubation mit den entsprechenden Antikorpern erfolgt bei 4°C bei stidndiger
Rotation. Handelt es sich bei dem spezifischen Antikdrper um einen monoklonalen
Antikorper, inkubiert man das Lysat fiir 1 h. Nach Zugabe eines polyklonalen
Zweitantikorpers erfolgt eine 3-stiindige Inkubation. Die Inkubationszeit mit einem
polyklonalen Erstantikdrper betrdgt 4h. Kontrollen werden mit einem unspezifischen
Antikdrper in gleicher Konzentration durchgefiihrt. Entsprechend dem spezifischen
Antikorper mufl der Kontroll-Antikorper polyklonalen oder monoklonalen Ursprungs sein.
Anschliefend werden 30 pl einer 75%-igen Protein A-Sepharose-Losung zugegeben. Die
Lysate werden 1h bei 4°C rotiert. Durch Zentrifugation (10000xg, 5 min, 4°C) wird der
Immunkomplex von anderen Proteinen im Uberstand getrennt. Das Sepharose-Pellet wird 3x

mit Lysispuffer I gewaschen. Die prizipitierten Proteine werden in 10 pul Laemmlie-Puffer
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resupendiert, bei 95°C fir 5 min denaturiert und anschlieBend gelelektrophoretisch

aufgetrennt.

2.5 Statistik

Die Ergebnisse der Wachstumsanalysen werden durch die jeweiligen Einzelwerte bzw. die
Mittelwerte aus mehreren Experimenten dargestellt. Zur statistischen Analyse von
Unterschieden zwischen stimulierten und unstimulierten Zellen werden der Mittelwert und die

Standardabweichung berechnet. Selbiges gilt fiir die Berechnung der Apoptoseraten.



3 Ergebnisse
3.1 CD30 und NPM-ALK Expression in ALCL Zelllinien

3.1.1 Untersuchung der CD30 Expression in Zelllinien mittels RT-PCR

Mittels RT-PCR wird die Expression des CD30 Zytokinrezeptors in sieben verschiedenen
ALCL Zelllinien untersucht. AuBlerdem werden noch die Hodgkin-Lymphom-Zelllinien
HDLM-2, L428, KM-H2, HD-MY-Z, die Histiozystire-Lymphom Zelllinie U937 und die
Myelodysplatisches Syndrom Zelllinie MUTZ-1 analysiert.

Fiir die Synthese von ¢cDNA werden je 3 ng Gesamt-RNA eingesetzt. Zur Kontrolle der
cDNA Synthese wird zunédchst eine B-Aktin PCR durchgefiihrt. Alle Zelllinien zeigen eine
gleichméfig starke Expression des 490 bp groBen Amplifikationsproduktes
(Abb. 3.1)

—~—[-Aktin

Abb. 3.1: Expression von B-Aktin in verschiedenen Zelllinien

Gesamt-RNA wird nach der Extraktion in definierten Mengen fiir die cDNA-Synthese eingesetzt. Fiir
die [-Aktin-PCR werden je 3 ul cDNA verwendet. Die Amplifikation erfolgt iiber 30 Zyklen. Nach
elektrophoretischer Auftrennung in einem 1,5%igen Agarose-Gel, zeigt das Amplifikationsprodukt die
erwartete Grofse von 490 bp. Als Grofenstandard wird der 100 bp DNA-Marker beniitzt. Als
Negativkontrolle dient H2O. Die Positivkontrolle(BJAB) wird mit ,,pos. Kont. * bezeichnet.

Unter Verwendung der CD30-Primer kann ein 290 bp Fragment amplifiziert werden. Fiir die
Amplifikation werden ebenfalls 3 pl der synthetisierten cDNA verwendet. Alle ALCL zeigen
eine deutliche Expression des CD30 Zytokinrezeptors. Bei den Hodgkin-Lymphom-Zelllinien
HDLM-2, L1428 und KM-H2 sind ebenfalls starke Signale zu erkennen. CD30 wird dagegen
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von HD-MY-Z und MUTZ-1 Zellen nur schwach exprimiert. U937 Zellen zeigen ein kaum
erkennbares Signal (Abb. 3.2)

500 bp -
400 bp -

300 bp -
200 bp -

ADbb. 3.2: Expression von CD30 in verschiedenen Zelllinien

Gesamt-RNA wird nach der Extraktion in definierten Mengen fiir die cDNA-Synthese eingesetzt. Fiir
die CD30-PCR werden 3 ul cDNA verwendet. Nach elektrophoretischer Auftrennung in einem
2,5%igen Agarose-Gel, zeigt das Amplifikationsprodukt die erwartete Grofie von 290 bp. Als
Groflenstandard wird der 100 bp DNA-Marker verwendet. Als Negativkontrolle dient H2O.

3.1.2 Untersuchung verschiedener Zelllinien auf CD30 Expression mittels Western

Blot Analyse

Mit Hilfe der Western Blot Analyse ist eine quantitative Untersuchung der CD30 Expression
moglich.

Je 1x10” Zellen werden in Lysispuffer I lysiert und die Proteinmenge nach Bradford
bestimmt. Je 20 pg Proteinlysat werden mittels SDS-PAGE (SDS-Polyacrylamid-Gel-
Elektorphorese) elektrophoretisch aufgetrennt und mit anti-CD30-IgG markiert. Als
Positivkontrolle wird eine CD30 Immunprézipitation aus 1x10” Karpas 299 Zellen verwendet.
Der CD30 Zytokinrezeptor wird von den ALCL unterschiedlich stark exprimiert. Der
Rezeptor besitzt die erwartete Gréf3e von 120 kDa. Die Zelllinien Karpas 299, DEL, JB6 und
SR-786 zeigen ein deutlich stirkeres Signal als SUDHL-1, SUP-M2 und L82 Zellen. Die
Hodgkin Lymphom Zelllinie HDLM-2 zeigt ebenfalls ein deutliches Signal. Bei den anderen
Hodgkin-Lymphom-Zelllinien kann nur ein sehr schwaches Signal nachgewiesen werden.
Weder bei U937 noch bei MUTZ-1 Zellen wird ein Signal detektiert (Abb. 3.3 a).

Zur Kontrolle der Proteinladung wird sowohl eine Markierung der Membran mit anti-Aktin-
IgG durchgefiihrt (Abb. 3.3 c) als auch eine Firbung mit Amidoschwarz (Daten nicht
gezeigt). Beide Markierungen zeigen eine etwas geringere Proteinmenge bei SUDHL-1 und
SUP-M2 Zellen. L82 Zellen dagegen zeigen sowohl im Western Blot mit anti-Aktin-IgG ein
deutliches Signal als auch bei der Firbung mit Amidoschwarz. Die Markierung mit anti-

Aktin-IgG zeigt eine fast gleichmdBige Ladung fiir die Hodgkin-Lymphom-Zelllinien. Das
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schwache Signal bei Markierung mit anti-CD30-IgG bei KM-H2, L428 und HD-MY-Z Zellen

detektiert eine schwichere Expression des Rezeptors im Vergleich zu HDLM-2 Zellen.

3.1.3 Untersuchung verschiedener Zelllinien auf NPM-ALK Expression

Mittels Western Blot Analyse wird die NPM-ALK Expression verschiedener Zelllinien
quantifiziert. Hierzu wird die gleiche Membran verwendet, die zur Untersuchung der CD30-
Expression diente. Nach Entfernung der Antikorper wird die Membran mit anti-NPM-ALK-
IgG inkubiert. Das erwartete Protein hat ein GroBe von 80 kDa. Als Positivkontrolle dient
eine NPM-ALK Immunprizipitation mit Karpas 299 Zellen.

Das 80 kDA NPM-ALK-Protein wird in den untersuchten ALCL Zelllinien in
unterschiedlicher Menge exprimiert. DEL und JB6 Zellen zeigen ein deutliches Signal. Die
restlichen ALCL-Zelllinien exprimiern NPM-ALK nur schwach. Trotz deutlichem Signal bei
Féarbung mit Amidoschwarz und Markierung mit anti-Aktin-IgG exprimieren Karpas 299,
SR786 und L82 Zellen NPM-ALK nur schwach. Die Hodgkin-Lymphom-Zelllinien, die
Histiozytidre Lymphom Zelllinie und die Myelodysplastisches Syndrom Zelllinie exprimieren

wie erwartet kein NPM-ALK (Abb. 3.3 b).

a)
~—CD30

b)
M —=—NPM-ALK

ADbb. 3.3: Quantitative Analyse der CD30 und NPM-ALK Expression

Je 20 ug Zelllysat werden in einem 10%igen SDS-Gel elektrophoretisch aufgetrennt. Als
Grofenstandard wird der Rainbow Protein Molecular Weight Marker verwendet. a) CD30
Expression: Antikorper: anti-CD30-1gG (1:500) und anti-mouse-I1gG (HRP-gekoppelt, 1:5000) b)
NPM-ALK Expression: Antikérper: anti-NPM-ALK-IgG (1:2000) und anti-rabbit-IgG (HRP-
gekoppelt, 1:5000) c) Aktin Expression: Antikérper: anti-Aktin-IgG (1:500) und anti-goat-1gG (HRP-
gekoppelt, 1:5000)
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3.2 Wachstumsverhalten verschiedener ALCL Zelllinien wund der

Hodgkin-Lymphom Zelllinie HDLM?2 wihrend CD30-Stimulation

Das Wachstumsverhalten von sieben CD30-positiven Zelllinien wird {iber einen Zeitraum von
72h analysiert. Als Kontrolle wird das Wachstumsverhalten der Zelllinien ohne Stimulation

untersucht.

3.2.1 Untersuchung des Wachstumsverhalten mit Trypanblau Fiarbung

Je 0,5x10° Zellen werden iiber einen Zeitraum von 72h mit anti-CD30-IgG stimuliert und ihr
Wachstumsverhalten mit dem von unstimulierten Zellen verglichen. Hierfiir werden zu den
Zeitpunkten 8 h, 24 h, 32 h, 48 h, 56 h und 72 h stimulierte und unstimulierte Zellen
entnommen und mittels Trypanblaufirbung und Zahlung in einer Neubauer-Zahlkammer die
Zellkonzentration bestimmt.

Alle Zelllinien wachsen ohne CD30-Stimulation exponentiell. Innerhalb von 72 h steigt die
Zellkonzentration im Kulturmedium von 0,5><106 Zellen/ml auf etwa 1,4-2,O><106 Zellen/ml
(Abb. 3.4).

Bei Karpas 299 Zellen wird ein antiproliferativer Effekt unter CD30-Stimulation beobachtet.
Die Zellkonzentration steigt innerhalb des Versuchzeitraumes von 0,5x10° Zellen/ml auf nur
etwa 0,8x10° Zellen/ml im Vergleich zu 2x10° Zellen/ml bei unstimulierten Zellen
(Abb. 3.4 a).

Ein antiproliferativer Effekt unter CD30-Stimulation wird auch bei der ALCL Zelllinie L82
beobachtet. Die Zellkonzentration betrigt nach 72 h 0,9x10° Zellen/ml. Im Gegensatz zu einer
Konzentration von 1,7x10° Zellen/ml bei unstimulierten L82 Zellen (Abb. 3.4 f).

Das Wachstumsverhalten der ALCL Zelllinien DEL, JB6, SUDHL-1 und SR-786 sowie der
Hodgkin-Lymphom Zelllinie HDLM2 wird durch die Stimulation mit CD30 wenig
beeinflusst. Die Zelllinien wachsen auch unter Stimulation exponentiell. Geringfligige
Unterschiede in der Zellkonzentration der stimulierten Zellen im Vergleich zu unstimulierten

Zellen sind experimentell bedingt.
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Abb. 3.4: Prolifertation von Zelllinien mit und ohne CD30-Stimulation.

Je 0,5x10° Zellen werden iiber einen Zeitraum von 72 h mit anti-CD30-1gG stimuliert und mit nicht
stimulierten Zellen im Wachstumsverhalten verglichen. Zu den Zeitpunkten 8 h, 24 h, 32 h, 48 h, 56 h
und 72 h werden die Zellen mit Hilfe eines Zellschabers gelost und die Zellkonzentration in einer
Neubauer-Zihlkammer bestimmt. Tote Zellen und Zelltriimmer werden durch die Fdrbung mit

Trypanblau markiert. Die Abbildung zeigt reprdsentative Ergebnisse von drei unabhdngigen
Versuchen. a) Karpas 299 b) DEL c¢) JB6 d) SUDHL-1 e) SR786 f) L82 g) HDLM-2

3.2.2 Untersuchung des Wachstumsverhaltens mittels Thymidin-Assays

Fiir die Untersuchung werden je 0,01x10° Zellen fiir 8 h — 12 h mit anti-CD30 IgG inkubiert.
AnschlieBend wird zu den stimulierten und den unstimulierten Zellen je 1 pl *H-Thymidin
zugegeben. Nach 6 h — 8 h Inkubation erfolgt die Messung in je 3 ml Szintillationsfliissigkeit.
Bei Karpas 299 Zellen wird ein ausgeprégter antiproliferativer Effekt beobachtet. Bei der
Messung werden durchschnittlich bis zu 57% weniger Signale gemessen als bei

unstimulierten Zellen.
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Auch L82, JB6, SR786 und DEL zeigen einen antiproliferativen Effekt, der bei L82 sehr
deutlich ausgeprigt ist. Die stimulierten L82 Zellen zeigen eine um 47% reduzierte Aktivitét.
Bei JB6, SR786 und DEL liegen die Aktivitdten der stimulierten Zellen 15%-42% tiefer als
bei unstimulierten Zellen.

Die ALCL-Zelllinie SUDHL-1 und die Hodgkin-Zelllinie HDLM-2 werden durch die
Stimulation wenig beeinflusst (Abb. 3.5).

° -
% 1359 B Unstimulierte
% Zellen
[}
= 1054
.E” m n n ry - - — Mittelwert der
17 95 | Stimulationen
mit anti_ CD30
- IgG
85 g
75 1
65
55 -:[-
45 -
35

Karpas 299 DEL JB6 SUDHL-1 SR786 L82 HDLM-2

Abb. 3.5: Untersuchung des Wachstumverhaltens mittels Thymidinassay

Je 0,01x106 Zellen fiir 8 h — 12 h mit anti-CD30 IgG inkubiert. Anschliefend werden zu den
stimulierten und den unstimulierten Zellen 1 ul 3H-Thymidin zugegeben. Nach 6 h — 8 h Inkubation
erfolgt die Messung in je 3 ml Szintillationsfliissigkeit. Gezeigt werden die Mittelwerte und die
Standardabweichungen aus 3 unabhdngigen Experimenten mit je 12 Messungen fiir die stimulierten
und die unstimulierten Zellen.

3.3 Expression von Zellzyklus inhibierenden Proteinen unter CD30-

Stimulation

3.3.1 Untersuchung der Expression von p16, p18, p19, p21 und p27 in verschiedenen
Zelllinien mittels RT-PCR

Mittels RT-PCR wird die Expression von pl16, p18, p19, p21 und p27 in sieben verschiedenen
ALCL Zelllinien untersucht. AuBBerdem werden die Hodgkin-Lymphom-Zelllinien HDLM-2,
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L428, KM-H2, HD-MY-Z, die Histiozystire-Lymphom Zelllinie U937 und die
Myelodysplatische Syndrom Zelllinie MUTZ-1 untersucht.

Fiir die RT-PCR wird wieder die unter 3.1.1 beschriebene cDNA verwendet.

Mit den verwendeten Primern zeigen alle Zelllinien bei der Amplifikation mit 35 Zyklen
gleichmidfBig starke Signale. Die Amplifikationsprodunkte besitzen die erwartete Grofle von
200 bp (pl16), 249 bp (p18), 265 bp (p19), 207 bp (p21) und 205 bp (p27) (Abb. 3.6). Das
schwache Signal der MUTZ-1 Zellen unter Verwendung des pl9 Primers ist nicht
reprisentativ, da in weiteren Versuchen ein starkes Signal des Amplifikationsprodukts erzielt

wurde (Daten nicht gezeigt).

b)

d)

—~—p27

ADbb. 3.6: Expression von pl16, p18, p19, p21 und p27 in verschiedenen Zelllinien

Gesamt-RNA wird nach der Extraktion in definierten Mengen fiir die cDNA-Synthese eingesetzt Fiir
die PCR werden 3 ul cDNA verwendet. Die Amplifikation erfolgt iiber 35 Zyklen. Nach
elektrophoretischer Auftrennung in einem 2,5%igen Agarose-Gel, zeigen die Amplifikationsprodukte
die Grofien von: a) p16.: 200 bp b) pl18: 249 bp c) p19: 265 bp d) p21: 207 bp e) p27: 205 bp. Als
Groflenstandard wird der 100 bp DNA-Marker verwendet
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3.3.2 Untersuchung der Expression von p16, p21 und p27 in stimulierten Karpas 299
Zellen unter CD30-Stimulation mittels RT-PCR

Da sich die Stimulation von CD30 antiproliferativ auf das Wachstum von Karpas 299 Zellen
auswirkt, wird die Expression von p16, p21 und p27 {iber einen Zeitraum von 32 h analysiert.
Fiir die Analyse wird aus je 1x10” unstimulierten Zellen sowie 8 h und 32 h CD30 stimulierte
Zellen Gesamt-RNA extrahiert und zur cDNA Synthese verwendet.

Zur Kontrolle der cDNA Synthese wird eine 3-Aktin PCR mit 28 Zyklen durchgefiihrt. Das
490bp groBe Amplifikationsprodukt zeigt eine gleichmiBig Expression (Abb. 3.7 d).

Durch schrittweise Verminderung der PCR-Zyklen von 35 auf 28 wird versucht eine
Regulation der Expression von pl6, p21 und p27 zu detektieren. Unter den gewihlten
experimentellen Bedingungen kann durch RT-PCR keine Regulation detektiert werden

(Abb. 3.7).
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Abb. 3.7: Expression von p16, p21 und p27 in CD30 stimulierten Karpas 299 Zellen

Gesamt-RNA wird nach der Extraktion in definierten Mengen fiir die cDNA-Synthese eingesetzt Fiir
die PCR werden 3 ul cDNA verwendet. Die Amplifikation erfolgt iiber 28 Zyklen. Nach
elektrophoretischer Auftrennung in einem 2,5%igen Agarose-Gel, zeigen die Amplifikationsprodukte
die Groflen von: a) pl6: 200 bp b) p21: 207 bp c¢) p27: 205 bp d) [(-Aktin: 490 bp, Gel: 1,5%
Agarose. Als Grofsenstandard wird der 100 bp DNA-Marker verwendet.

3.3.3 Quantitavie Untersuchung der Expression von p16, p21 und p27 Protein in

stimulierten Karpas 299 Zellen mittels Western Blot Analyse

Fiir die Analyse werden 1x10” Zellen jeweils 8 h und 32 h mit immobilisiertem anti-CD30-
IgG stimuliert, lysiert und in einem 12%igen SDS-Gel elektrophoretisch aufgetrennt. Die
Markierung der Membranen erfolgt mit den entsprechenden Antikorper. Die Ladung des
Blots mit gleichen Proteinmengen zu den einzelnen Zeitpunkten wird mit einer anti--Aktin
Markierung der Membran gesichert (Abb. 3.8 d). Hierzu wird die Membran nach Entfernung
der Antikorper mit anti-B-Aktin inkubiert.

In unstimulierten Karpas 299 Zellen ist in der Western Blot Analyse nur eine geringe Menge

an p21 Protein nachweisbar. Auch nach einer 8-stiindigen Stimulation mit anti-CD30-IgG ist
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nur wenig p21 Protein detektierbar. Eine deutliche Vervielfachung der p21 Proteinmenge ist
dagegen nach 32 Stunden Stimulation zu sehen (Abb. 3.8 a).

Die Stimulation von Karpas 299 Zellen mit CD30-IgG hat keinen mit Western Blot Analysen
nachweisbaren Effekt auf die Expression von pl16 und p27 Protein. Die Proteinmenge in den

Zelllysaten bleibt liber den Versuchszeitraum von 32 Stunden konstant.

Karpas 299
] 0 8 32 I[h] anti-CD30 IgG

a)

21 kDa - ——p2l
b) .

30 kDa -
¢)

14 kDa -
d)

46 kDa - Aktin

ADbb. 3.8: Quantitative Analyse der Expression von pl6, p21 und p27 Protein in stimulierten Karpas
299 Zellen

Je 20 ug Zelllysat von unstimulierten, 8 h und 32 h stimulierten Zellen wird in einem 12%igen SDS-
Gel elektrophoretisch aufgetrennt. Der Einsatz gleicher Proteinmengen pro Spur des SDS-Gels wird
durch anti--Aktin Markierung iiberpriift. Als Gréfienstandard wird der Rainbow Protein Molecular
Weight Marker verwendet. a) p21 Expression: Antikorper: anti-p21-1gG (1:500) und anti-mouse-IgG
(HRP-gekoppelt, 1:5000) b) p27 Expression: Antikorper: anti-p27-IgG (1:500) und anti-rabbit-IgG
(HRP-gekoppelt, 1:5000) c) pl6 Expression: Antikorper: anti-pl16-IgG (1:2000) und anti-rabbit-IgG
(HRP-gekoppelt, 1:5000) d) Aktin Expression: Antikorper: anti-Aktin-1gG (1:500) und anti-goat-IgG
(HRP-gekoppelt, 1:5000). Die Abbildung zeigt ein reprisentatives Ergebnis von drei unabhdngigen
Versuchen.

3.3.4 Expression von p21 in DEL, JB6, SUDHL-1, SR-786, L82 und HDLM-2

Die p21 Protein Expression wird anschliefend in weiteren CD30-positiven Zellen getestet.
Die Zellen werden ebenfalls 8 h und 32 h mit immobilisiertem anti-CD30-IgG stimuliert und
zur Western Blot Analyse verwendet.

Nach 32-stiindiger Stimulation mit CD30 kann in den ALCL Zelllinien DEL und SR-786 kein
Effekt auf die Expression von p21 nachgewiesen werden (Abb. 3.9. a). Die p21 Proteinmenge

wird mit der von Karpas 299 Zellen, die 32 Stunden stimuliert wurden, verglichen. DEL und
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SR-786 Zellen zeigen eine dhnlich starke p21 Expression wie 32h stimulierte und
wachstumsinhibierte Karpas 299 Zellen.

Die p21 Protein ist in unstimulierten SUDHL-1 Zellen nachweisbar. Nach 8h und 32h
stiindiger Stimulation hat sich die p21 Proteinmenge um ein vielfaches verringert (Abb 3.9 c).
Eine geringe Abnahme der CD30 Proteinmenge nach 32-stiindiger Stimulation kann auch bei
SR786 Zellen beobachtet werden (Abb. 3.9 d).

Bei L82 Zellen fiihrt eine 8-stiindige CD30-Stimulation zu einer deutlichen Zunahme des
Signals im Vergleich zu unstimulierten L82 Zellen. Nach 32 Stunden nimmt die p21-
Proteinmenge wieder ab (Abb. 3.9 e).

Die Ladung der Blots mit gleichen Proteinmengen zu den einzelnen Zeitpunkten wird durch

die Markierung der Membran mit anti-B-Aktin-IgG gesichert.
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ADbb. 3.9: Quantitative Analyse der Expression von p21 Protein in stimulierten DEL, JB6, SUDHL-

1, SR-786, L82 und HDLM-2 Zellen
Je 20 ug Zelllysat von unstimulierten, 8§ h und 32 h stimulierten Zellen werden in einem 12%igen SDS-
Gel elektrophoretisch aufgetrennt. Die Membran wird mit anti-p21-IgG (1:500) inkubiert. Als
Zweitantikorper wird ein anti-mouse-1gG (HRP-gekoppelt, 1:5000) verwendet. Der Einsatz gleicher
Proteinmengen pro Spur des SDS-Gels wird durch anti-f-Aktin Markierung iiberpriift.
Groflenstandard wird der Rainbow Protein Molecular Weight Marker verwenden. Karpas 299 Zellen
die 32h mit anti-CD30 stimuliert wurden, werden mit K32. a) DEL b)JB6 c¢) SUDHL-1 d) SR786
f) HDLM-2.abgekiirzt. Die Abbildung zeigt ein reprdsentatives Ergebnis von drei

e) L82
unabhdngigen Versuchen.

3.4 Koimmunprizipitation von PCNA3

Expression von PCNA3 in stimulierten Karpas 299 Zellen

Das p21 Protein wird unter CD30 Stimulation in Karpas 299 Zellen nach 32 h deutlich starker

exprimiert als in unstimulierten Zellen. Im Vergleich dazu findet keine Regulation von

Als
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PCNA3 unter CD30 Stimulation statt (Abb. 3.10 a). Die Proteinmenge bleibt wihrend der 32-
stiindigen Stimulation gleich.
Die Ladung der Blots mit gleichen Proteinmengen zu den einzelnen Zeitpunkten wird durch

die Markierung der selben Membran mit anti-B-Aktin-IgG gesichert (Daten nicht gezeigt).

3.4.1 Assoziation von p21 und PCNA3

Um die Interaktion zwischen p21 und PCNA3 in stimulierten und unstimulierten Karpas 299
Zellen zu untersuchen, wird eine Koimmunprizipitation mit dem p21 Antikorper
durchgefiihrt. Als Kontrolle dient eine Koimmunprizipitation mit einem Cyclin D3
Antikérper. Pro Prizipitat werden 1x107 Zellen von unstimulierten und 32 h stimulierten
Karpas 299 Zellen verwendet. Die Proben werden in einer Western Blot Analyse auf
prézipitiertes p21 und koprézipitiertes PCNA3 untersucht. Bei Karpas 299 Zellen zeigt sich,
wie erwartet, eine deutliche Zunahme der p21 Expression nach 32 h.

Bei 32 h stimulierten Karpas 299 Zellen ist ein deutliche Signal des koprizipitierten PCNA
Proteins detektierbar (Abb. 3.10 b).
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Abb. 3.10: Expression und Proteininteraktion von p21 und PCDNA3 in stimulierten Karpas 299

Zellen

Je 20 ug Zelllysat von unstimulierten, 8 h und 32 h stimulierten Zellen werden in einem 12%igen SDS-
Gel elektrophoretisch aufgetrennt. Die Membran wird mit anti-p21-1gG (1:500) und anti-mouse-I1gG
(HRP-gekoppelt, 1:5000) sowie anti-PCNA3 (1:1000) und anti-mouse-I1gG (HRP-gekoppelt, 1:5000)

inkubiert.

Je 1x10" unstimulierte und 32 h stimulierte Zellen werden fiir die Immunprdzipitation von p21 (p21-
IP) und Koimmunprdzipitation von PCNA (PCNA-KOIP) verwendet. Die IP erfolgt mit 2 ug anti-p21
Antikérper. Als Kontrolle dient ein 2 ug anti-Cyclin D3 Antikérper. Das Zelllysat wird mit 12%igen
SDS-Gel elektrophoretisch aufgetrennt. Die Membran wird mit anti-p21-1gG (1:500) und anti-mouse-
1IgG (HRP-gekoppelt, 1:5000) inkubiert. Die Detektion des koprizipitierten PCNA Proteins erfolgt mit
anti-PCNA3 (1:1000) und Protein A-HRP (1:10000). Als Gréfenstandard wird der Rainbow Protein

Molecular Weight Marker verwendet.
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3.5 CD30 vermittelte Apoptose in ALCL-Zelllinien

3.5.1 Messung der CD30-induzierten Apoptose durch FACS Analysen

Zur Messung der Apoptoserate wird bei unbehandelten und CD30-stimulierten Zellen eine
Doppelfdarbung mit Annexin V-PE und 7-Actinoaminomycin D (7-AAD) durchgefiihrt (Abb.
3.11). Hierfiir werden je 5x10° Zellen fiir 8 h, 32 h und 56 h mit immobilisiertem CD30-IgG
inkubiert. Die Apoptoserate der stimulierten Zellen wird mit der Spontanapoptoserate von
unstimulierten Zellen verglichen und die reale Apoptoserate nach der Formel von Friesen et
al. (1996) berechnet. Sowohl in allen sechs ALCL-Zelllinien als auch in der Hodgkin-
Zelllinie HDLM-2 konnte keine signifikante Anderung der Apoptoserate durch CD30-
Stimulation nachgewiesen werden. Die reale Apoptoserate in ALCL-Zelllinien reichte von —

2,4% bis +7,0%, in der Hodgkin-Zellinie HDLM-2 von —2.4 bis +2,5% (Abb. 3.12).
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ADbb. 3.11: FACS-Analyse der CD30-induzierten Apoptose durch CD30-Stimulation in ALCL und
Hodgkin Lymphom Zellen

Je 5x10° Zellen werden fiir 8 h, 32 h und 56 h mit immobilisiertem CD30-IgG stimuliert. Die FACS-

Analyse wird mit einer Annexin V-PE/7-AAD Doppelfirbung durchgefiihrt. Viable Zellen befinden

sich in dem Bereich M3, apoptotische Zellen im Bereich M4 der 7-AAD Fdrbung. Friih- und

spdtapoptoische Zellen gehiren zum rechten unteren (7-AAD neg. und Annexin V-PE pos.) und

rechten oberen (7-AAD pos. und Annexin V-PE pos.) Quadranten. Die reale Apoptoserate wird nach

der Formel von Friesen et al. berechnet. Das gezeigte Ergebnis ist reprdsentativ fiir drei unabhdngige
Experimente.
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ADbb. 3.12: Reale Apoptoserate in ALCL-Zelllinien und der Hodgkin-Zelllinie HDLM-2

Je 5x10° Zellen werden fiir 8 h, 32 h und 56 h mit immobilisiertem CD30-IgG stimuliert. Die FACS-
Analyse wird mit einer Annexin V-PE/7-AAD Doppelfdrbung durchgefiihrt. Mittelwerte der durch
CD30-induzierten Apoptoserate aus drei unabhdngigen Experimenten werden dargestellt. Zusdtzlich
ist die Standardabweichung eingetragen.

3.5.2 Aktivierung der Pro-Caspase-3 in ALCL-Zelllinien unter CD30 Stimulation

Sechs verschiedene ALCL-Zelllinien und die Hodgkin-Zelllinie HDLM-2 werden mit
immobilisiertem anti-CD30-IgG 8 h und 32 h stimuliert und zur Western-Blot Analyse
verwendet.

Mit dem anti-Caspase-3 Antikorper kann sowohl das 33 kDA groB3e Proenzym als auch die 20
kDA grof3e, aktive Untereinheit erkannt werden. Durch die Stimulation kommt es zu keiner
Aktivierung des Caspase-3-Proenzyms.

Als Positivkontrolle dienen Karpas 299 Zellen, die 24 h lang mit 7,5 pg/ml Etoposid
behandelt werden. Diese apoptotischen Zellen zeigen ein deutlich stirkeres Signal der p20
Untereinheit (Abb. 3.13).

Die Ladung der Blots mit gleichen Proteinmengen zu den einzelnen Zeitpunkten wird durch

der Markierung der Membran mit anti-f-Aktin-IgG gesichert.
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Abb. 3.13: Aktivierung der Pro-Caspase-3 in ALCL-Zellinien unter CD30 Stimulation

Je 20 ug Zelllysat von unstimulierten, 8 h und 32 h stimulierten Zellen werden in einem 12%igen SDS-
Gel elektrophoretisch aufgetrennt. Als Positivkontolle (in der Abbildung mit «E» bezeichnet werden
Karpas 299 Zellen mit 7,5ug/ml Etoposid iiber 24h inkubiert. Die Membran wird mit anti-Caspase-3-
IgG (1:500) inkubiert. Als Zweitantikorper wird ein anti-rabbit-IgG (HRP-gekoppelt, 1:5000)
verwendet. Der Einsatz gleicher Proteinmengen pro Spur des SDS-Gels wird durch anti-f-Aktin
Markierung iiberpriift. Als Gréfenstandard wird der Rainbow Protein Molecular Weight Marker
verwendet. a) Karpas 299 b)DEL ¢)JB6 d) SUDHL-1 e) SR786 f)L82 g) HDLM-2.

3.6 Expression von Apoptose inhibierenden Proteinen in ALCL-Zelllinien

3.6.1 CD30-Stimulation als Schutz vor Etoposid-induzierter Apoptose in
Karpas 299 Zellen

Karpas 299 Zellen werden 24h bis 72h mit Etoposid in verschiedenen Konzentrationen
behandelt. Die medikamenten-induzierte Apoptoserate wird mittels FACS-Analyse nach einer

Doppelfarbung mit Annexin V-PE und 7-AAD bestimmt. Die Apoptoserate zeigt eine Dosis-
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und Zeitabhidngigkeit (Daten nicht gezeigt). CD30-stimulierte und unstimulierte Zellen
werden dann mit 15ug/ml Etoposid fiir 72h behandelt. Wahrend Karpas 299 Zellen, die nur
mit immobilisiertem anti-CD30 Antikorper stimuliert werden, im Vergleich zu nicht
behandelten Karpas 299 Zellen keine Zunahme der Apoptoserate zeigen, ist die Apotoserate
in Karpas 299 Zellen, die mit Etoposid behandelt werden, deutlich erhoht. Bei Karpas 299
Zellen, die gleichzeitig mit anti-CD30 Antikoérper stimuliert werden und mit Etoposid
behandelt werden, ist die Apoptoserate deutlich geringer erhoht als bei Karpas 299 Zellen, die
nur mit Etoposid behandelt wurden. In Abb. 3.14 b werden die Apoptoseraten aus 3
unabhingigen Experimenten gezeigt. Im Durchschnitt wird die Etoposid-induzierte
Apoptoserate durch CD30-Aktivierung um bis zu 45% reduziert. Ahnliche Ergebnisse werden

mit Etoposidkonzentrationen zwischen 5 pg/ml und 20 pg/ml erzielt (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 3.14: Verminderte Etoposid-induzierte Apoptose durch CD30-Stimulation in Karpas 299
Zellen

Karpas 299 Zellen werden 72 h entweder mit anti-CD30 Antikorper oder 15 ug/ml Etoposid oder mit
anti-CD30 Antikérper und 15 ug/ml Etoposid inkubiert.

Die FACS-Analyse wird nach 24 h, 48 h und 72 h mittels Doppelfirbung mit Annexin V-PE und 7-
AAD durchgefiihrt. Viable Zellen befinden sich in dem Bereich M3, apoptotische Zellen im Bereich
M4 der 7-AAD Fdrbung. Friih- und spdtapoptoische Zellen gehéren zum rechten unteren (7-AAD neg.
und Annexin V-PE pos.) und rechten oberen (7-AAD pos. und Annexin V-PE pos.) Quadranten.

Die reale Apoptoserate wird nach der Formel von Friesen et al. 1996 berechnet. Die Ergebnisse
zeigen die Mittelwerte von drei unabhdngigen Experimenten.

3.6.2 Untersuchung der Expression von IAP1, IAP2, XIAP und Survivin mittels RT-
PCR

Die Expression von IAP1, IAP2, XIAP und Survivin wird in sieben verschiedenen ALCL
Zelllinien untersucht. Auerdem werden die Hodgkin-Lymphom-Zelllinien HDLM-2, 1.428,
KM-H2, HD-MY-Z, die Histiozytdre-Lymphom Zelllinie U937 und die Myelodysplatisches
Syndrom Zelllinie MUTZ-1 analysiert.

Fiir die RT-PCR wird die unter 3.1.1 beschriebene cDNA verwendet.

Mit den verwendeten Primern zeigen alle Zelllinien bei der Amplifikation mit 35 Zyklen
gleichméBig starke Signale. Die Amplifikationsprodukte besitzen die erwartete Grofle von

301 bp, 196 bp, 409 bp, und 248 bp. Das schwache Signal der JB6 Zellen in Abb. 3.15 a ist
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nicht reprdsentativ, da in weiteren Versuche ein starkes Signal des Amplifikationsprodukt

erzielt wurde (Daten nicht gezeigt).

\
WV
a)
b
) 300 bp -
200 bp - ~—]AP2
©) 600 bp -
500 bp -
400 bp - ——XIAP
300 bp -
d)  400bp -
300bp - ~=— Survivin
200 bp -

ADbb. 3.15: Expression von IAPI1, IAP2, XIAP und Survivin in verschiedenen Zelllinien
Gesamt-RNA wird nach der Extraktion in definierten Mengen fiir die cDNA-Synthese eingesetzt. Fiir
die PCR werden 3 ul cDNA verwendet. Die Amplifikation erfolgt iiber 35 Zyklen. Nach
elektrophoretischer Auftrennung in einem 2,5%igen Agarose-Gel, zeigen die Amplifikationsprodukte
die Gréfien von: a) IAP1: 301 bp b) IAP2: 196 bp c¢) XIAP: 409 bp d) Survivin: 248 bp. Als
Grofenstandard wird der 100 bp DNA-Marker verwendet

3.6.3 Untersuchung der Expression von IAP1, TAP2, XIAP und Survivin in CD30-
stimulierten Karpas 299 Zellen mittels RT-PCR

Fiir die Analyse wird die unter 3.3.2 verwendete Gesamt-RNA beniitzt.

Zur Kontrolle der cDNA Synthese wird eine 3-Aktin PCR mit 28 Zyklen durchgefiihrt. Das
490 bp grofBe Amplifikationsprodukt zeigt eine gleichmiBig Expression (Abb 3.16 b).

Durch schrittweise Verminderung der PCR-Zyklen von 35 auf 28 wird versucht eine
Regelung der Expression von IAP1, IAP2, XIAP und Survivin zu detektieren. Unter den
gewihlten experimentellen Bedingungen kann durch RT-PCR fiir IAP1, XIAP und Survivin
keine Regulation detektiert werden. Bei IAP2 ist eine leichte Hochregulation zu erkennen

(Abb. 3.16 a).
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ADbb. 3.16: Expression von IAPI1, IAP2, XIAP und Survivin in CD30 stimulierten Karpas 299
Zellen.

Gesamt-RNA wird nach der Extraktion in definierten Mengen fiir die cDNA-Synthese eingesetzt. Fiir
die PCR werden 3 ul cDNA verwendet. Die Amplifikation erfolgt iiber 28 Zyklen. Nach
elektrophoretischer Auftrennung in einem 2,5%igen Agarose-Gel, zeigen die Amplifikationsprodukte
die Groffen von: a) IAP1: 301 bp IAP2: 196 bp XIAP: 409 bp Survivin: 248 bp. b) [-Aktin: 490 bp,
Gel: 1,5% Agarose. Als Groflenstandard wird der 100 bp DNA-Marker verwendet. Fiir die
Negativkontrolle «-» wird H,O verwendet. Die Positivkontrolle wird mit «+» bezeichnet.

3.6.4 Quantitative Untersuchung der Expression von IAP2 Protein in stimulierten

Karpas 299 mittels Western Blot Analyse

Fiir die Untersuchung der IAP2 Expression wird das Proteinlysat von unstimulierten sowie

8 h und 32 h stimulierten Karpas 299 Zellen in einem 12%igen SDS-Gel elektrophoretisch
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aufgetrennt. Die Ladung gleichméaflige Proteinladung des Blots zu den einzelnen Zeitpunkten
wird durch eine anti-B-Aktin Markierung der Membran gesichert (Abb. 3.17 b).

In unstimulierten Karpas 299 Zellen wird nur eine geringe Menge an IAP2 Protein exprimiert.
Nach einer 8-stiindigen Stimulation mit anti-CD30-IgG ist deutlich mehr IAP2 Protein
detektierbar. Eine erhebliche Zunahme der IAP2 Proteinmenge ist nach 32-stiindiger

Stimulation zu sehen (Abb. 3.17 a).

Karpas 299
) ) 8 32 | [h] anti-CD30 IgG
a
—— . o LN
66 kDa -
b)

46kDa - | JEE—— ~=— Aktin

ADbb. 3.17: Quantitative Analyse der IAP2 Proteinexpression in stimulierten Karpas 299 Zellen

Je 20 ug Zelllysat von unstimulierten, 8h und 32h stimulierten Zellenwerden in einem 12%igen SDS-
Gel elektrophoretisch aufgetrennt. Der Einsatz gleicher Proteinmengen pro Spur des SDS-Gels wird
durch anti--Aktin Markierung iiberpriift. Als Grofienstandard wird der Rainbow Protein Molecular
Weight Marker verwendet. a) IAP2 Expression: Antikérper: anti-IAP2-1gG (1:1000) und anti-rabbit-
1IgG (HRP-gekoppelt, 1:5000) b) Aktin Expression: Antikorper: anti-Aktin-1gG (1:500) und anti-goat-
1gG (HRP-gekoppelt, 1:5000).

3.6.5 Aktivierung von NFkB durch CD30-Stimulation in Karpas 299 Zellen

Karpas 299 Zellen werden iiber Nacht in Kulturmedium mit 0,5% FCS inkubiert und dann fiir
0 min bis 120 min mit immobilisiertem anti-CD30-Antikérper stimuliert. Um
phosphoryliertes IkBa (Ser32) Protein, den Inhibitor von NF«B, nachzuweisen, wird ein
phospho-spezifischer Antikdrper beniitzt. In unstimulierten Zellen ist die Menge an
phosphoryliertem IxBa gering. Die Menge an Ser32-phosphoryliertem IkBa nimmt nach 15-
und 30-miniitiger Stimulation mit anti-CD30-Antikorper stark zu und féllt nach 60- und 120-
miniitiger Stimulation wieder ab (Abb. 3.18 a). Gleichzeitig wird die Expression von IkBa
mit einem Antikorper, der IkBa unabhéngig vom Phosphorylierungsstatus erkennt, analysiert

(Abb. 3.18 b). Unter CD30-Stimulation nimmt die Menge an [kBa Protein deutlich ab.
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ADbb. 3.18: Aktivierung von NFxB in CD30-stimulierten Karpas 299 Zellen

Karpas 299 Zellen werden in Kulturmedium, das 0,5% FCS enthdilt, iiber Nacht gehungert und
anschliefend Omin, 15 min, 30 min, 60 min und 120 min mit immoblilisiertem anti-CD30-Antikérper
stimuliert. Je 20 ug des Zelllysats werden in einem 12%igen SDS-Gel elektrophoretisch aufgetrennt.
Die Membran wird mit a) anti-p-IkBo. (1:1000) inkubiert. Als Zweitantikérper wird ein anti-rabbit-
1gG (HRP-gekoppelt, 1:5000) verwendet. Anschlieffend wird der Antikorper entfernt und die Membran
mit b) anti-IkBa (1:1000) inkubiert. Als Zweitantikorper wird ein anti-rabbit-IgG Antikorper (HRP-
gekoppelt, 1:5000) verwendet. Als Grofenstandard wird der Rainbow Protein Molecular Weight
Marker verwendet.

3.6.6 Inhibition von NFkB in Karpas 299 Zellen

Um zu analysieren, ob die antiapoptotischen Effekte unter CD30 Stimulation {iber den NFkB-
Signalweg laufen, werden Karpas 299 Zellen mit dem NFkB-Inhibitor PG490
(Pharmagenesis, Palo Alto, CA, USA) behandelt. Karpas 299 werden entweder mit CD30
oder PG490 oder mit CD30 und PG490 inkubiert. Die Bestimmung der Apoptoserate erfolgt
zum Zeitpunkt 8 h mittels Annexin V-Pe / 7-AAD Doppelfiarbung. Wie erwartet wird bei
Karpas-Zellen, die 8 h mit CD30 stimuliert werden keine Apoptose induziert. Die Inkubation
mit 20 ng/ml PG490 fiihrt nach 8 h zu einer Apoptoserate von ca. 19%. Wenn NF«B inhibiert
wird, fithrt eine Stimulation mit anti-CD30-IgG bei den Karpas 299 Zellen zu einer
Apoptoserate von ungefahr 38% (Abb. 3.19)
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ADbb. 1.19: Inhibition von NFkB in stimulierten Karpas 299 Zellen

Karpas 299 Zellen werden entweder mit anti-CD30-IgG, PG490 oder anti-CD30 und PG490
stimuliert. Die FACS-Analyse wird nach 8h mittels Doppelfirbung mit Annexin V-PE und 7-AAD
durchgefiihrt. Die reale Apoptoserate wird nach der Formel von Friesen et al. 1996 berechnet. Die
Ergebnisse zeigen die Mittelwerte von drei unabhdngigen Experimenten.

3.7 Aktivierung von MAP Kinasen in Karpas 299 Zellen in Abhingigkeit
von der CD30 Stimulation

3.7.1 p38 MAP Kinase Aktivitit in CD30 stimulierten Karpas 299 Zellen

Karpas 299 Zellen werden {iber Nacht in Kulturmedium, das 0,5% FCS enthalt, inkubiert und
anschliefend Omin bis 120min mit immobilisiertem anti-CD30-Antikorper stimuliert. Die
Zellen werden mit Lysispuffer III, der Orthovanadat enthilt, lysiert um die zelluldren
Phosphatasen zu inhibieren. Das Zelllysat wird in einem 12%igen SDS-Gel elektrophoretisch
aufgetrennt. Fiir die Western Blot Analyse werden ein phospho-spezifischer Antikorper, der
nur die phosphorylierte und somit aktivierte p-p38 MAP-Kinase erkennt, und ein Antikorper,
der die p38 MAP Kinase unabhingig von der Phosphorylierung erkennt, verwendet.

In unstimulierten Karpas 299 Zellen kann nur eine sehr geringe Menge an phosphorylierter
p38 (p-p38) MAP Kinase nachgewiesen werden. Nach 15-miniitiger Stimulation nimmt die

Menge an p-p38 MAP Kinase deutlich zu und nimmt nach 120 miniitiger Stimulation wieder

ab (Abb. 3.20 a).
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Um die gleichméaBige Proteinladung des Blot zu {iberpriifen, wird die Membran mit anti-p38-

Antikorper inkubiert (Abb. 3.21 b).

Karpas 299
I 0 15 30 60 120 | [min] anti-CD30 1eG
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S e s s —<—P-p38 MAP Kinase
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—— ol R e (KU VN Kinase
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ADbb. 3.20: Aktivitit der p38 MAP Kinase in Omin bis 120min stimulierten Karpas 299 Zellen

Karpas 299 werden in Kulturmedium, das 0,5% FCS enthdlt, iiber Nacht gehungert und anschlieffend
Omin, 15 min, 30 min, 60 min und 120 min mit immobilisiertem anti-CD30-Antikérper stimuliert. Je 20
ug des Zelllysats werden in einem 12%igen SDS-Gel elektrophoretisch aufgetrennt. Der Einsatz
gleicher Proteinmengen pro Spur des SDS-Gels wird durch anti-p38 Markierung tiberpriift. Als
Grofenstandard wird der Rainbow Protein Molecular Weight Marker verwendet. a) p-p38
Expression: Antikorper: anti-p-p38-IgG (1:1000) und anti-rabbit-IgG (HRP-gekoppelt, 1:5000) b)
P38 Expression: Antikérper: anti-p38-1gG (1:500) und anti-rabbit-IgG (HRP-gekoppelt, 1:5000).

3.7.2 Untersuchung der ERK und JNK MAP Kinase

Karpas 299 Zellen werden, wie unter 3.7.1 beschrieben, behandelt und mittels SDS-PAGE
elektrophoretisch aufgetrennt. Mit den phosphospezifischen Antikoérpern werden gleiche
Mengen an phosphoryliertem ERK2 (p-p42), JNKI1 (p-p46) und JINK2 (p-p54) in
unstimulierten und in 15min bis 120min stimulierten Karpas 299 Zellen festgestellt (Abb.
3.21 a, c). Die gleichméfige Proteinladung der Blots wird mit anti-ERK und anti-JNK
Antikorpern tiberpriift, die gleiche Mengen an ERK 1, ERK2, JNK1 und JNK2 nachweisen.



3 Ergebnisse 56

Karpas 299
I 0 15 30 60 120 | [min] anti-CD30 IgG

a)
46 kDa -
—=—p-p42 (p-ERK 2) MAP Kinase
b)
46 kDa -
—-a—p44 (ERK 1) MAP Kinase
—-=—p42 (ERK 2) MAP Kinase
©) —~a—p-p54 (p-JNK 2 MAP Kinase
46 kDa - ~=—p-p46 (p-JNK 1) MAP Kinase
d)

—-=—p54 (JNK 2) MAP Kinase

46 kDa - ~=—p46 (JNK 1) MAP Kinase

ADbb. 3.21: Aktivitit der ERK und JNK MAP Kinasen in Omin bis 120min stimulierten Karpas 299
Zellen

Karpas 299 werden in Kulturmedium, das 0,5% FCS enthdlt, iiber Nacht gehungert und anschlieffend
Omin, 15min, 30min, 60min und 120min mit immobilisiertem anti-CD30-Antikérper stimuliert. Je
20ug des Zelllysats werden in einem 12%igen SDS-Gel elektrophoretisch aufgetrennt. Der Einsatz
gleicher Proteinmengen pro Spur der SDS-Gele wird durch anti-ERK oder anti-JNK Markierung
tiberpriift. Als Grofsenstandard wird der Rainbow Protein Molecular Weight Marker verwendet. a) p-
ERK Expression: Antikérper: anti-p-p42-1gG (1:1000) und anti-mouse-1gG (HRP-gekoppelt, 1:5000)
b) ERKY: Expression: Antikorper: anti-ERK%-1gG (1:500) und anti-rabbit-IgG (HRP-gekoppelt,
1:5000). ¢) p-JNKY: Expression: Antikorper: anti-pp46-IgG und anti-p-p54-1gG (1:250) und anti-
mouse-1gG (HRP-gekoppelt, 1:5000) b) JNK: Expression: Antikérper: anti-JNK7:-1gG (1:500) und
anti-rabbit-IgG (HRP-gekoppelt, 1:5000).
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GroBzellig anaplastische Lymphome (ALCL) gehoren zur Gruppen der aggressiven Non-
Hodgkin-Lymphome (Stein et al. 1985). Sie sind durch die Expression des Zytokinrezeptors
CD30 charakterisiert. Ungefdhr 36% der systemischen ALCL weist die chromosomale
Translokation t(2;5) auf, die zur Expression der chimiren Tyrosinkinase NPM-ALK fiihrt
(Stein et al. 2000, Harris et al. 1994). Die NPM-ALK positiven ALCL haben charakteristische
immunphéinotypische Merkmale und eine gute Prognose (Gascoyne et al. 1999, Falini et al.
1999, Shiota et al. 1995).

Da ein Teil der ALCL nicht auf die aktuell verfiigbaren Therapien anspricht (Falini et al.
1999), wird nach alternativen Therapien gesucht. Eine weitere molekulare Charakterisierung
von ALCLs ist daher wiinschenswert, um die bestehenden Unterschiede zu erkldren, einen
moglichen  Therapieerfolg  vorauszusagen und die Suche nach alternativen
Therapiemoglichkeiten zu unterstiitzen.

Zunéchst wurden in dieser Arbeit mehrere ALCL Zelllinien mittels RT-PCR (Abb. 3.2) und
Western-Blotting (Abb. 3.3) auf die Expression von CD30 und NPM-ALK untersucht. Alle
ALCL Zelllinien exprimierten sowohl NPM-ALK als auch CD30. Bei der quantitativen
Analyse mittels Western-Blotting zeigten die verschiedenen ALCL Zelllinien eine
unterschiedlich stark ausgepréigte Expression des Rezeptors und der Tyrosinkinase. Hinweise
aus der Literatur deuten darauf hin, dass besonders die Expression des CD30-Rezeptors eine
Rolle bei der Therapie spielen kann. Radioaktiv markierte anti-CD30 Antikorper wurden z.B.
viel versprechend in vorklinischen und klinischen Studien eingesetzt (Koon et al. 2000).
Andere Studien berichteten iiber Apoptoseinduktion mittels anti-CD30 Antikorpern (Tian et
al. 1995, Pfeiffer et al. 1999). Die Inkubation der ALCL Zelllinien Karpas 299 und Michel
mit den anti-CD30 Antikorpern Hefi-1 und M44 fiihrte z.B. zu einer signifikanten Reduktion
des Zelliiberlebens. AuBerdem wurde das Gesamtiiberleben und das krankheitsfreie
Uberleben von SCID Miusen mit Metastasen von ALCL durch die Behandlung mit anti-
CD30 Antikdrpern deutlich verlidngert (Tian et al. 1995, Pfeiffer et al. 1999).

In den vorliegenden in vitro Untersuchungen von sechs ALCL Zelllinien und der Hodgkin-
Lymphom-Zelllinie HDLM-2 zeigte sich bei Trypanblaufiarbung bei zwei (Karpas 299 und
L82) der sechs Zelllinien ein anti-proliferativer Effekt (Abb. 3.4). Die anderen Zelllinien
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wiesen bei den CD30-stimulierten Zellen das gleiche bzw. ein nicht signifikant verringertes
Wachstum wie die entsprechenden nicht stimulierten Zellen auf. Geringfiigige Unterschiede
in der Zellkonzentration der stimulierten Zellen im Vergleich zu den unstimulierten Zellen
sind sehr wahrscheinlich experimentell bedingt. Hinweise auf einen CD30 vermittelten
Zelltod zeigten sich in diesem Experiment dagegen nicht. Jedoch konnten unterschiedliche
anti-CD30-Antikérper zu kongruenten Effekten in den Zelllinien fiihren. In dieser Arbeit
wurden mit den anti-CD30-Antikdrpern Hefi-1 und M44 die gleichen Ergebnisse erzielt
(Daten nicht gezeigt).

Einen sehr weit verbreiteten Assay zur Untersuchung von Zellproliferation stellt die Messung
der H’-Thymidin-Aufnahme im proliferierenden Zellpool dar. Durch diese Methode besteht
die Moglichkeit der direkten und nicht-invasiven Untersuchung des Zellwachstums (Naito et
al. 1987). Der anti-proliferative Effekt der Stimulation mit anti-CD30 auf Karpas 299 und L82
Zellen konnte durch den H’-Thymidinassay bestitigt werden (Abb. 3.5). Mit der sensitiveren
Methode wurde auch ein anti-proliferativer Effekt der Stimulation mit anti-CD30 auf JB6,
SR786 und DEL Zellen detektiert. Dieser war in den Wachstumsuntersuchungen durch
Trypanblau Férbung nicht sichtbar. Fiir Hodgkin-Lymphom-Zelllinien wird in der Literatur
sehr einheitlich ein das Uberleben fordernder Effekt durch CD30-Stimulation und die damit
verbundene NFxB beschrieben (Smith et al. 1993, McDonald et al. 1995). Sehr
unterschiedlich sind dagegen die Daten bei den ALCL. Smith et al. 1993 beschreibt fiir
Karpas 299 Zellen einen CD30-vermittelten Zelltod. Tian et al. 1995 und Hiibinger et al. 2001
beschreiben fiir die selbe Zelllinie einen Wachtumsarrest.

Alle eukaryotischen Zellen besitzen die Fahigkeit zur Regulation ihres Zellzyklus. Hiermit
wird ein Gleichgewicht zwischen Zellteilung, Wachstumsarrest und programmiertem Zelltod
erreicht. Die Regulation erfolgt {iber eine Familie von Protein-Kinase-Komplexen, die aus
einer katalytischen Untereinheit (CDK) und dem dazugehorigen Cyclin aufgebaut sind. Die
Cyclin-abhédngigen Kinase Inhibitoren (CKI) kénnen in zwei Gruppen unterteilt werden, die
sich in Sequenzhomologien und Interaktionsmechanismen unterscheiden (Hunter et al. 1994,
Coats et al. 1996).

Fiir die ALCL Zelllinie Karpas 299 konnte gezeigt werden, dass eine Stimulation mit anti-
CD30 Antikérpern nicht zur Induktion von Apoptose fiihrt, sondern zu einem GO0/G1
Zellzyklusarrest (Hiibinger et al. 2001, Schneider et al. 2004). Die Induktion von p21 wird in
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vielen Zellen durch das Tumorsuppressor Protein p53 reguliert (Zuo et al. 1998, Bunz et al.
1998).

P21 inhibiert verschiedene Cyclin/Cyclin-abhéngige Kinase Komplexe, was unter anderem
zu einer Nicht-Phosphorylierung des Retinoblastoma Proteins (RB) und dadurch zur
Inhibition des Transkriptionsfaktors E2F fiihrt (Hiebert 1993, Qian et al. 1992). Durch
Western Blot Analysen wurde in dieser Arbeit eine Hochregulation von p21 Protein in Karpas
299 Zellen gezeigt, nachdem diese fiir 32h mit anti-CD30-IgG stimuliert wurden. Dies
bestitigt die Daten von Hiibinger et al. (2001). Fiir p16 und p27 findet dagegen keine
Regulation statt. In der Abbildung 3.8 ist eine geringe Regulation von p27 zu erkennen.
Weitere Versuche mit stimulierten Karpas 299 Zellen haben jedoch ergeben, dass p27 unter
Stimulation mit anti-CD30-IgG nicht reguliert wird (Daten nicht gezeigt). Mit dem in dieser
Arbeit verwendeten Protokoll konnte mittels RT-PCR keine Regulation von p16, p21 und p27
nachgewiesen werden (Abb. 3.7), da moglicherweise durch die nicht quantitative
Amplifikation Expressionsunterschiede {iberlagert wurden.

Die Untersuchung der Expression des p21 Proteins in den anderen ALCL Zelllinien fiihrte zu
sehr unterschiedlichen Ergebnissen. Wie aus Abbildung 3.9 ersichtlich, bleibt die p21
Proteinmenge in JB6, DEL und HDLM-2 Zellen wéhrend der Stimulation unverindert. Die
Menge an p21-Protein ist in JB6 und HDLM-2 Zellen im Vergleich zu Karpas 299 Zellen
duBerst gering. SUDHL-1 und SR786 Zellen reagieren dagegen auf die Stimulation mit einer
Herunterregulierung der p21 Proteinmenge. L82, die einzige ALCL Zelllinie, die wie Karpas
299 auf die Stimulation mit anti-CD30-IgG mit einer verminderten Proliferation reagiert,
reguliert p21 nach 8-stiindiger Inkubation mit anti-CD30-IgG hoch. Bei L82 Zellen wird p21
Protein nach 32h jedoch schon wieder herunterreguliert. Auler durch die Stimulation des
CD30 Oberflichenrezeptors kann eine Regulation des p21-Proteins auch {iiber andere
Rezeptoren erfolgen. Marches et al. (1999) beschreibt eine Hochregulation von p21 in der
Burkitt Lymphom Zelllinie Daudi mittels IgM Crosslinking. In einer Vielzahl von Zellen
fiihrt die Uberexpression des Cyclin-abhiingige Kinase Inhibitors zur Induktion eines
Zellzyklusarrests (Givol et al. 1998, Boulaire et al. 2000). Diese Regulation von p21 kann
sowohl p53-abhingig als auch p53-unabhingig verlaufen (Macleod et al. 1995).

P21 Protein kann das ,,proliferating cell nuclear antigen* (PCNA) binden (Chen et al. 1995).
Hiibinger et al. zeigen eine Koimmunprézipitation von PCNA und p21 in stimulierten Karpas

299 Zellen (Hiibinger et al. 2001). Western Blot Analysen zeigten keine Regulation der



4 Diskussion 60

PCNA Expression unter CD30-Stimulation. Dagegen konnte nach 32 stiindiger Stimulation
mit anti-CD30-IgG eine vermehrte Bindung von p21 und PCNA gezeigt werden. Die
Assoziation von p21 und PCNA fiihrt zur Inhibtion von PCNA, das zur DNA-Synthese
benotigt wird (Cayrol et al. 1998, Waga et al. 1994).

In der Literatur sind widerspriichliche Angaben zu finden, ob eine Stimulation des CD30-
Rezeptors in ALCL zu Apoptose fiihrt. Eine sehr gut etablierte und hdufig angewendete
Methode zur Detektion von Apoptose ist die Durchflusszytometrie (Derby et al. 2001) mit
7AAD und Annexin V-PE Doppelfirbung. Diese ermdglichen die Unterscheidung von friih-
und spit-apoptotischen Zellen (Hasper et al. 2000). In keiner der ALCL-Zelllinien wurde eine
signifikante Steigerung der Apoptoserate durch CD30-Stimulation gefunden (Abb. 3.12). Die
etwas erhohte Apoptoserate der stimulierten Zellen im Vergleich zu den unstimulierten Zellen
diirfte experimentell bedingt sein, da diese Zellen mechanisch von der Kulturschale gelost
werden miissen. Dies steht in Gegensatz zu den Daten von Mir et al. 2000, der mittels
Durchflusszytometrie fiir Karpas 299 und Michel Zellen eine Apoptoseinduktion durch
Stimulation des CD30-Rezeptors mit dem anti-CD30 Antikorper M67 (Immunex) zeigte. Die
unterschiedlichen Ergebnisse konnten experimentell, durch die Verwendung verschiedener
anti-CD30-Antikdrper bedingt sein.

In apoptotischen Zellen kommt es zu einer Aktivierung von Cystein Proteasen (Degterev et al.
2003). Diese Proteasen gehdren zur Familie der Caspasen (Alnemri et al. 1996). Die meisten
Caspasen werden als inaktive Zymogene produziert, die durch proteolytische Spaltung
aktiviert werden. Dabei kann es sowohl zur autokatalytischen Aktivierung der Procaspase als
auch zur Aktivierung durch eine zuvor aktivierte Caspase kommen (Thornberry et al. 1997).
Die Aktivierung der Procaspase-8, -9 und —10 fiihrt zu einer Aktivierung der Caspase-3, -6
und -7, die wiederum spezifische Substrate durch proteolytische Spaltung aktivieren (Herr
und Debatin 2001). Zur Induktion von Apoptose wurde in dieser Arbeit der Topoisomerase II-
Hemmer Etoposid verwendet. Chemotherapeutika konnen sowohl iiber eine Regulierung des
Rezeptorsignalwegs und/oder eine Aktivierung des mitochondrialen Signalwegs und der
Aktivierung von Caspase 3 zur Apoptose fithren (Milner et al. 2002). Epirubicin fiihrt {iber
eine Aktivierung der Caspase 8 und Caspase 3 zur Apoptose (Wieder et al. 2001). Ein
Substrat der Caspase-3 ist z.B die ,,Caspase-aktivierte Dnase (CAD)“. Diese Nuklease
schneidet die genomische DNA und ist fiir die Entstehung der ,,DNA Ladder in
apoptotischen Zellen verantwortlich (Fischer et al. 2003, Degterev et al. 2003).
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Durch die Stimulation der untersuchten Zelllinien mit anti-CD30-IgG kam es zu keiner
Aktivierung der Procaspase-3. Im Gegensatz zur Stimulation mit anti-CD30-IgG, erfolgte bei
Karpas 299 Zellen nach Behandlung mit Etoposid eine Aktivierung Caspase-3 und die
Induktion von Apoptose (Abb. 3.13).

In dieser Arbeit wurden keine Anzeichen gefunden, dass eine CD30-Stimulation in ALCL zu
Apoptoseinduktion fiihren wiirde. Die widerspriichlichen Ergebnisse dariiber, ob eine
Stimulation des CD30 Oberfldchenrezeptors bei ALCL zur Induktion von Apoptose fiihrt,
hingt sehr wahrscheinlich von vielen Faktoren ab. Dazu gehdren neben unterschiedlichen
Antikorpern auch duflere Umstinde wie z.B. Kulturbedingen, Mutationen oder
kostimulatorischen Effekte.

Die CD30 vermittelte Signaltransduktion und ihr Einfluss auf Apoptose von ALCL Zellen
wurde anschliefend, unter Einbeziehung der Mitglieder der ,,Inhibitors of caspases (IAPs)*-
Familie, ndher charakterisiert. Diese werden in vielen verschiedenen Neoplasien
iiberexprimiert. Die IAP XIAP, IAP1 und IAP2 inhibieren die aktive Caspase-3 und -7 und
die Aktivierung der Caspase-9 durch Apaf-1 und Cytochrom-C. Survivin ist dagegen in die
Regulation von Zellzyklus und Mitose verwickelt (Fesik et al. 2000, Kaso et al. 2001).

Mittels RT-PCR konnte fiir alle in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien eine Expression von
cIAP1, cIAP2, XIAP und Survivin gezeigt werden. Um CD30-vermittelte Interaktionen noch
weiter zu untersuchen, wurden Karpas 299 Zellen 8h bzw. 32h mit anti-CD30-IgG stimuliert.
Die stimulierten Zellen exprimierten cIAP2 starker als unstimulierte Zellen. Dies deutet auf
einen CD30 vermittelten Schutz gegen eine Induktion von Apoptose hin. Ein CD30
vermittelter Schutz vor Apoptose durch Hochregulation von cIAP2 wurde ebenfalls von Muta
et. al (2000) und Hiibinger et al. 2004 beschrieben.

Um zu analysieren, ob die Stimulation mit anti-CD30-IgG tatséchlich ALCL Zellinien vor
Apoptose schiitzt, wurden die Zelllinien mit dem Zytostatikum Etoposid behandelt. Etoposid
ist ein Topoisomerase II Hemmer und fiihrt zur DNA Schéidigung, Aktivierung von Caspasen
und zum Zelltod (Martinsson et al. 2001). Etoposid vermittelter Zelltod wurde durch FACS-
Analysen bestitigt (Abb. 3.14). Die Stimulation mit anti-CD30-IgG reduzierte die
Apoptoseraten um bis zu 77,4% nach 24h und 55,2% nach 72h im Vergleich zu
unstimulierten Zellen. Ein dhnliches Ergebnis wurde von Roy et al. 1997 erzielt. Sie zeigte,
dass eine Uberexpression von cIAP1 und cIAP2 in 293 Zellen zu einer Inhibition der

Caspasen fiihrt und deshalb vor Etoposid-induzierter Apoptose schiitzt. Da Etoposid in der
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Behandlung von Non-Hodgkin-Lymphomen eingesetzt wird, ist die Inhibition von Etoposid-
vermittelter Apoptose durch Aktivierung von CD30 von moglicher Bedeutung. Weitere
Studien miissen kliren, ob unter Umstidnden eine Stimulation des CD30-Oberfldchenrezeptors
zu einer Progression der Erkrankung oder einem Versagen der Therapie fiihren konnen.

In Hodgkin Zellen funktionieren CD30-vermittelte Effekte, die das Uberleben férdern,
hauptsichlich iiber NFxB, das konstitutiv aktiviert ist (Bargou et al. 1997). Mir et al. (2000)
beschreiben, dass Karpas 299 Zellen in ihrer Fihigkeit NFkB zu aktivieren, beeintrachtigt
sind. Die Aktivierung von NF«kB erfolgt iiber die Phosphorylierung von IkB und pl05
(Bacuerle et al. 1994, Baldwin 1996, Cohen et al. 1998). Im Gegensatz dazu konnte in dieser
Arbeit eine starke Phosphorylierung und Degradation von IkBa gefunden werden. Dies zeigt,
dass eine CD30-vermittelte Aktivierung von NFkB in Karpas 299 Zellen moglich ist. Dieses
Ergebnis ist besonders relevant, da die Expression von Proteinen aus der IAP Familie
hauptséchlich tiber NFkB reguliert wird (LaCasse et al. 1998).

Um zu tiiberpriifen, ob der anti-apoptotische Effekt in ALCL Zelllinien iiber NFkB reguliert
wird, wurde der spezifische NFxB-Inhibitor PG490 verwendet (Liu et al. 2000). Die
Inhibition von NF«kB sensibilisierte Karpas 299 Zellen gegeniiber Apoptose. Zellen, die mit
PG490 und CD30 behandelt wurden, zeigten einen additiven apoptotischen Effekt im
Vergleich zu Zellen, die nur mit PG490 behandelt wurden. Dieses Ergebnis bestitigt die Rolle
von NFkB in der Vermittlung anti-apoptotischer Effekte in ALCL-Zelllinien.

Mitglieder der TNF-Rezeptor Familie, zu denen CD30 gehort, iibertragen extrazelluldre
Signale durch Bindung der so genannten TNF-Rezeptor assoziierten Faktoren (TRAFs)
(Baker et al. 1998, Baker et al. 1996) und durch die Aktivierung von Mitogen aktivierten
Proteinkinasen (MAP) (Wendtner et al. 1995).

Die MAP (mitogen-activated protein) Kinase Signalwege libertragen extrazelluldre Signale in
zelluldre Antworten (Elion 1998). Die Aktivierung der MAP-Kinasen erfolgt durch
Phosphorylierung. Mit anti-CD30-IgG stimulierte Karpas 299 Zellen zeigen eine
Phosphorylierung der p38 MAP-Kinase. Die MAP-Kinasen ERK1, ERK2 und JNK werden
durch eine Stimulation des CD30 Rezeptors nicht beeinflusst.

Die p38 und JNK Kaskade wird durch Stress wie z.B. UV Strahlung, Hitze,
Rontgenstrahlung, Proteinsyntheseinhibitoren und proinflammatorische Zytokine aktiviert
(Derijard et al. 1994, Freshney et al. 1994, Wang et al. 1996). Durch diese Arten von Stress
und durch proinflammatorische Zytokine wird Apoptose induziert (Verheij et al. 1996).
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Andererseits aktivieren viele hdmatopoetische Zytokine, Interleukine und Kolonie-
stimulierende Faktoren, die das Wachstum, das Uberleben und die Differenzierung von
hidmatopoetischen Zellen regulieren, nicht nur die MAP Kinase ERK sondern auch p38 und
JNK (Nagata et al. 1997, Flotz et al. 1997).

Die in dieser Arbeit prisentierten Daten deuten darauf hin, dass der CD30 Rezeptor neben den
NF«kB-Signalweg auch die Aktivierung von p38 MAP-Kinase nutzt, um externe Signale in
intrazelluldre Effekte umzuwandeln. Ob dies ein allgemeiner CD30-induzierter Signalweg in

ALCL Zellen ist, miissen weitere Untersuchungen kliren.



S Zusammenfassung

Ein typisches Merkmal der anaplastischen grofzelligen Lymphome (ALCL) ist die
Expression des Oberfldchenantigens CD30. In ca. 60% - 80% der ALCL findet man die
Translokation t(2;5)(p23;q35), die zu einer Fusion der Tyrosinkinase ALK und
Nucleophosmin/B23 (NPM) fiihrt.

In dieser Arbeit wurden CD30 vermittelte Signalwege in ALCL-Zelllinien untersucht. Die
CD30-vermittelte Signaltransduktion erfolgt iiber Mitglieder der TRAF-Familie (TNFR-
associated factor) und andere Adapter-Proteine. In der Literatur variieren die Effekte, die
durch eine Stimulation des CD30-Oberfldchenrezeptors erzielt werden, von Zellproliferation
bis zur Induktion von Apoptose.

In den ALCL-Zelllinien Karpas 299 und L82 1ste die Stimulation von CD30 einen
antiproliferativen Effekt aus. Dieser korrelierte mit der Induktion des Zellzyklus-
inhibierenden Proteins p21. In den anderen ALCL-Zelllinien fiihrte die CD30-Stimulation zu
keiner Inhibition der Zellproliferation.

Des Weiteren konnte fiir die ALCL-Zelllinie Karpas 299 nach CD30-Stimulation eine
vermehrte Proteinmenge des antiapoptotischen Proteins cIAP2 (inhibitor of apoptosis), sowie
eine Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFxB (nuclear factor kappa-B) gezeigt werden.
Eine Involvierung der MAP-Kinase (mitogen-activated protein) p38 in das ,,CD30-Signaling*
konnte ebenfalls gezeigt werden.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung des Einflusses der CD30-Stimulation
auf die Induktion von Apoptose. Anzeichen einer CD30-vermittelten Apoptoseinduktion
wurde fiir keine der untersuchten ALCL Zelllinien gefunden. Die Untersuchung an Karpas
299 Zellen zeigte einen Schutz vor der Induktion von Apoptose durch Etoposid bei
Stimulation mit anti CD30-IgG. Die hier gezeigten Daten wiedersprechen in der Literatur
dargestellten Ergebnissen.

Sehr wahrscheinlich spielen der verwendete Antikorper, kostimulatorische Faktoren und
spezifische Kulturbedingen eine zusitzliche Rolle, so dass in der Selben Zelllinie durch

CD30-Stimulation sowohl pro- als auch anti-apoptotische Effekte erzielt werden kdnnen.
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