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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1. Lymphome

Lymphome sind klonale bdsartige Erkrankungen, die durch die Proliferation
neoplastisch transformierter Zellen des lymphatischen Systems entstehen. Diese
werden primar in Hogkin-Lymphome (HL) und Non-Hodgkin-Lymphome (NHL) und
diese wiederum in B-Zell- und T-Zell-Lymphome gegliedert. Weitere Vorschlage zur
Unterteilung basieren auf dem klinischen Verlauf in indolente und aggressive
Verlaufsformen sowie der Lokalisation in extranodale und nodale Lymphome [38].
Die malignen Zellen kdnnen in verschiedenen Kompartimenten des Immunsystems
(primare lymphatische Organe: Knochenmark, Thymus; sekundare lymphatische
Organe: Lymphknoten, Milz, Mukosa-assoziiertes lymphatisches Gewebe = MALT)
entstehen und sich zunachst dort, aber auch in anderen Organen ausbreiten. In etwa

95 % der Félle entstehen Lymphome aus Zellen der B-Zell-Reihe.

Zur Diagnose werden Lymphknoten- und Knochenmarkbiopsien histologisch und
zytologisch untersucht und zur weiteren Subtypisierung immunhistologische/
zytologische Methoden zum Nachweis membranstandiger, zytoplasmatischer
und/oder nuklearer Antigene durch spezifische Antikorper eingesetzt. Aufgrund der
klonalen Abstammung weisen die neoplastischen Zellen identische Umlagerungen
der Immunglobulingene (B-Zell-Lymphome) bzw. der T-Zell-Rezeptorgene (T-Zell-
Lymphome) auf. Diese Klonalitatsanalyse erfolgt mittels konventioneller Polymerase-
Ketten-Reaktion mit genspezifischen Primern und dient, falls morphologisch und
immunhistologisch nicht moéglich, zur Abgrenzung der Diagnose gegeniber nicht-

neoplastischen Ereignissen, wie entzuindlichen Reaktionen.
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1.2. Gastrointestinale B-Zell-Lymphome

1.2.1. Epidemiologie

Non-Hodgkin-Lymphome des Gastrointestinaltraktes (GIT) stellen mit 30-40 % der
Falle die groRte Gruppe extranodaler Lymphome dar. Im Vergleich zu anderen
Malignomen des Gl-Traktes ist der Anteil der Lymphome mit 1-3 % niedrig. Der
uberaus grof3te Anteil dieser Tumorentitat ist im Magen lokalisiert (74,7 %), gefolgt
von Dunndarm (8,6 %) und lleozokalregion (7 %). Ein isolierter Befall von Duodenum
und Kolon tritt nur sehr selten auf. In 6,5 % sind mehrere Abschnitte des
Gastrointestinaltraktes betroffen [50]. Die Inzidenz gastrointestinaler Lymphome
betragt 0,6-0,8/100.000 pro Jahr, Manner sind dabei etwas haufiger betroffen als
Frauen (1,23:1). Lymphome des Gastrointestinaltraktes treten gehauft in der 6.-7.
Lebensdekade auf. Unterschieden werden die gastrointestinalen Lymphome nach
aktueller WHO in extranodale Marginalzonen-B-Zell-Lymphome (MZBL,; international
code of disease for oncology ICD-O: 9699/3), die sekundéar in diffus grof3zellige B-
Zell Lymphome (ICD-O: 9680/3) transformieren konnen und primére diffus
grol3zellige B-Zell Lymphome (DLBL, die ebenfalls unter der ICD-O: 9699/3 gefihrt
werden. Weitere Formen sind Burkitt-Lymphome, die intestinale Polypose (ICD-O:
9673/3), die eine Variante des Mantelzell-Lymphoms darstellt, das
immunoproliferative Syndrom des Diunndarms (IPSID; ICD-O: 9764/3) sowie die
seltenen gastrointestinalen priméaren und Sprue-assoziierten T-Zell-Lymphome (ICD-
0O: 9702/3 und 9717/3).

1.2.2. Atiologie

Es gibt erhebliche Evidenzen fir eine Assoziation der gastralen MALT-Lymphome
mit Helicobacter pylori: Einerseits kommt primar im Magen kein lymphatisches
Gewebe vor, sondern wird sekundar als Folge eines chronischen
Entzindungsprozesses akquiriert, die durch eine Helicobacter-pylori-Infektion
induziert werden kann; umgekehrt kann bei 60-90 % der MZBL Helicobacter pylori
nachgewiesen werden. Es konnte gezeigt werden, dass durch eine antibiotische
Helicobacter-pylori-Eradikationsbehandlung in einem Grol3teil der Félle eine
Regression des Lymphoms erreicht werden kann [115,116]. Auch das
immunoproliferative Syndrom des Dinndarms (IPSID) scheint durch eine chronische

Antigenstimulation im Rahmen von Infektionen wie z.B. mit Campylobacter jejuni
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ausgelost zu werden, somit erscheint eine zumindest initiale Antigenabhangigkeit bei

der Entstehung des primar gastrointestinalen Lymphoms wahrscheinlich.

1.2.3. Histologie

In der 1988 von Isaacson et. al [37] vorgeschlagenen Klassifikation fur Lymphome
des GlI-Traktes werden gastrointestinale B-Zell-Lymphome des MALT-Typs mit
niedrigem und hohem Malignitatsgrad von nodalen Lymphomen abgegrenzt, die
ebenfalls im Bereich des Gastrointestinaltraktes auftreten bzw. sekundar auf diesen
Ubergreifen kénnen. Extranodale Marginalzonen B-Zell-Lymphome vom MALT-Typ
(MZBL-GI, MALT = mucosa associated lymphatic tissue) werden als eigenstandige
Tumorentitat definiert. Dieser Lymphomtyp imitiert initial das physiologische MALT
und kann deshalb oft ein erhebliches diagnostisches Abgrenzungsproblem von einer

ausgepragten chronischen Gastritis darstellen.

Histologische Hauptcharakteristika des entzindungsassoziierten MALT sind
intramukodse Lymphfollikel, diffuse lympho-plasmazelluldre Infiltrate der Lamina
propria sowie vereinzelte intraepitheliale B-Lymphozyten. Letztere entstammen der
die Follikel umgebenden Marginalzone und dienen der Kontaktaufnahme mit
intraluminalen Antigenen. Beim MZBL-GI sind diese intraepithelialen lymphoiden
Zellen in Form von sogenannten lymphoepithelialen Lasionen (>3 intraepitheliale,
gruppierte neoplastische B-Zellen) vermehrt und zerstéren das Epithel. Diese
lympho-epithelialen  Lasionen sind ein  differentialdiagnostisches  Haupt-
charakteristikum. Hinzu kommt die monomorphe intramukdse Proliferation der
Marginalzonenzellen, welche oft Ahnlichkeiten mit Zentrozyten zeigen (centrocyte-
like cells = CCL-Zellen) und deren Monoklonalitat z.B. anhand der Leichtketten-
Restriktion nachgewiesen werden kann. Als weiteres Hauptphanomen zeigen sie
eine  Kolonisierung und/oder Destruktion der follikularen Keimzentren.
Differentialdiagnostisch ist das MZBL-GI von gelegentlich vorkommenden priméren
follikularen Lymphomen des Gl-Traktes abzugrenzen, vor allem aber von der
ausgepragten reaktiven oligoklonalen Ilymphoiden Hyperplasie, welche die
Charakteristika des normalen MALT, aber keine Monoklonalitdt, keine echten
lymphoepithelialen L&asionen und keine Kolonisierung von Keimzentren aufweist.
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Der typische Immunophénotyp der MZBL lautet: sIG+ (M,G,A), IgD-, CD 5-, CD 10-,
CD 19+, CD 20+, Cd 79a+, CD 23-, CD 43+/-, CD 11c+/- [37].

Zytogenetisch teilen sich die MZBL grob in eine t(11;18)-positive und eine t(11;18)-
negative Gruppe auf, die Daten hinsichtlich einer Trisomie 3 sind umstritten [117]. In
ersten zytogenetischen Arbeiten zu extranodalen Marginalzonen-B-Zell-Lymphomen
des Gastrointestinaltrakts konnte diese Aberration 1989 zum ersten Mal als eine
reziproke Translokation zwischen dem Chromosom 11 und dem Chromosom 18

beschrieben werden [55].

Ott et al. gelang es erstmals, die Translokation t(11;18)(g21;921) als rekurrente
Aberration in 40 % der extranodalen Marginalzonen-B-Zell-Lymphome als einzige
nachweisbare chromosomale Aberration nachzuweisen, wahrend diese Aberration in
diffus grof3zelligen Lymphomen des GlI-Traktes nicht vorlag [77]. Da in der t(11;18)-
positiven Gruppe diese Aberration die einzige aktuell nachweisbare genomische
Veranderung ist, zeichnen sich diese Lymphome durch eine hohe genomische
Stabilitat aus. Die t(11;18)-positive Variante scheint nicht in ein grof3zelliges B-Zell-
Lymphom malignisieren zu kdnnen, so dass davon ausgegangen wird, dass dieser
Lymphomtyp durch diese Translokation in einem biologisch inerten Zustand arretiert

ist.

Im Gegensatz dazu ist die Gruppe der t(11;18)-negativen Lymphome genetisch
durch ein typisches Muster von rekurrenten sekundaren Verdnderungen
charakterisiert wie Zugewinnen von chromosomalem Material auf dem langen Arm
von Chromosom 1, 7 und 12 sowie auf dem kurzen Arm von Chromosom 2
charakterisiert [8,102].

1.3. Mechanismen zur Aktivierung von Proto-Onkogenen
Grundlegende physiologische Prozesse wie Wachstum, Entwicklung und
Differenzierung sowie die Zellteilung, aber auch die Apoptose sind notwendigerweise
streng reguliert, um die Physiologie eines Organismus in seinen kompensierten
Grenzen zu gewahrleisten. Storungen oder Ausfélle in der Regulation dieser
Prozesse kénnen zur Transformation und schlie3lich zur Tumorentstehung fihren.
Vor allem hamatologische Neoplasien zeigen oft charakteristische chromosomale
Veranderungen, die hochspezifisch mit einer Lymphomentitat vergesellschaftet sein
4
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konnen und oft einen Einblick in die Pathophysiologie des entsprechenden
Lymphoms erlauben. Diese an der Onkogenese beteiligten Gene kénnen generell in
zwei Klassen eingeteilt werden, in denen verschiedene Mutationen die
Transformation und Tumorbildung verursachen: Tumorsuppressorgene und Proto-

Onkogene.

Die Produkte von Tumorsuppressorgenen agieren beispielsweise als Inhibitoren des
Zellzyklus oder von Signaltransduktionswegen. Durch inaktivierende Mutationen
kommt es zu einem Funktionsverlust, wodurch sie tumorigen wirken kénnen. Der
Funktionsverlust muss, der Two-hit-Hypothese von Knudson folgend biallelisch sein,
demzufolge werden diese Mutationen als rezessiv bezeichnet, denn es wird davon
ausgegangen, dass ein funktionsfahiges Allel ausreichend fir die Physiologie der
Zelle ist. Die prominentesten Vertreter dieser Klasse sind die Tumorsuppressorgene
TP53 und RB (Retinoblastoma), die typischerweise in der negativen Regulation des
Zellzyklus oder Zellwachstums, der DNA-Reparatur sowie der Apoptose involviert

sind.

Die Produkte von zellularen Proto-Onkogenen spielen ebenfalls eine Rolle in
Prozessen wie dem Zellzyklus oder der Zellproliferation, in denen sie als Liganden,
Zelloberflachenrezeptoren, intrazellulare Signalmolekile oder Transkriptionsfaktoren
involviert sind. Im Gegensatz zu den Tumorsuppressorgenen reprasentiert die
Aktivierung von Proto-Onkogenen zu Onkogenen einen Funktionsgewinn, in dem das
zellulare Proto-Onkogen durch eine Mutation abnormal aktiviert wird. Aktivierte
zellulare Onkogene sind in ihren Effekten dominant, d.h. die Mutation einer Kopie

kann bereits onkogen sein.

Im Folgenden werden drei wichtige Mechanismen beschrieben, die zur Aktivierung

von Proto-Onkogenen flihren kbnnen.
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1.3.1 Chromosomale Translokationen

In malignen hamatopoetischen Neoplasien kommen neben unbalancierten haufig
rekurrente reziproke Translokationen vor, die als wesentlicher Mechanismus zur
Aktivierung von Proto-Onkogenen aufgefuhrt werden [114]. Diese Translokationen
sind zum Teil definierend mit der jeweiligen Lymphomentitat assoziiert. Auf
molekularer Ebene fihren chromosomale Translokationen in der Regel durch zwei
Mechanismen zur Aktivierung von Proto-Onkogenen [52].

Der erste Mechanismus fiihrt zu einer deregulierten Expression des translozierten
Proto-Onkogens, wenn es unter die Kontrolle eines Enhancer-Elements des
Translokationspartners kommt [53]. Bei B-Zell-Neoplasien findet sich der Bruchpunkt
haufig im Immunglobulin-Schwerketten-Lokus auf Chromosom 14932, etwas seltener
sind die Loci der k-Leichtkette (2q11) oder der A-Leichtkette (22q11) involviert. Zum
Beispiel kann das Proto-Onkogen c-Myc auf 824 durch eine reziproke
chromosomale Translokation in Burkit- Lymphomen aktiviert sein [62]. Die héaufigste
Translokation im Burkitt-Lymphom ist die t(8;14)(g24;932.3). Alternativ und seltener
wird der distale Anteil von 8q reziprok nach 2gql1l oder 22ql1l transloziert. Es wird
davon ausgegangen, dass es durch den Einfluss des Promoters der schweren oder
leichten Ketten der Immunglobuline zu einer aberrant erhéhten Expression des
Transkriptionsfaktors c-Myc kommt, wodurch dieses vermehrte Proto-Onkogen auf
vielschichtige Weise in die Zellphysiologie eingreift und so fur die Lymphomgenese
mitverantwortlich zu sein scheint [114]. Wenn ein Proto-Onkogen mit anti-
apoptotischer Funktion durch Translokation und Uberexpression onkogen aktiviert
wird, fuhrt dies zu einer Hemmung der Apoptose. Das BCL2-Gen ist beispielsweise
in 80-90 % der follikularen Lymphome als  Translokationspartner in der
t(14;18)(g32;g21) involviert. Dies fiihrt zur Uberexpression des BCL2-Proteins und
zur Hemmung der Apoptose, was als wesentlicher onkogener Mechanismus in

follikularen Lymphomen angesehen wird [39,40,106,114].

Im zweiten Mechanismus sind die Loci der Immunglobulinketten nicht an der
Translokation beteiligt, sondern es werden zwei Gene bzw. Teile von Genen als
Folge der reziproken Translokation fusioniert. Wenn durch die Translokation ein
funktionsfahiges Fusionsprotein synthetisiert werden kann, wird dessen onkogene

Eigenschaft durch eine unkontrollierte und konstitutive Aktivitdt verursacht. Als
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bekanntestes Beispiel ist hier die bcr-abl-Translokation beim sogenannten
Philadelphia-Chromosom 1(9;22)(gq34;q11) zu nennen, die sich in Uber 90 % der
Patienten mit chronisch-myeloischer Leukamie (CML) findet.

1.3.2 DNA-Amplifikationen

Die Amplifikation von DNA ist ein weiterer Mechanismus, der Proto-Onkogene
aktivieren kann und daher eine Rolle in der Malignomentstehung spielt [104,110]. Die
GroRRe des amplifizierten DNA-Abschnittes kann von wenigen hundert Kilobasen bis
hin zu mehreren Megabasen variieren. Es wird davon ausgegangen, das die erhéhte
Kopienzahl zu einer Uberexpression des Produktes des entsprechenden Proto-
Onkogens fuhrt und so eine konstitutive und onkogene Aktivitat induziert.

Eines der bekanntesten Beispiele ist das Her2/neu-Gen in Mammakarzinomen, das
amplifiziert vorliegen kann und mit einer erhdhten Proteinexpression fir einen
entsprechenden Wachstumfaktor einhergeht. Die Blockade des Rezeptors durch den
monoklonalen Antikorper Trastuzumab oder den Tyrosinkinaseinhibitor Lapatinib ist
heute fester Bestandteil der postoperativen Chemotherapie bei Karzinomen mit

nachgewiesener Her2/neu-Amplifikation.

In B-Zell-Lymphomen sind Genamplifikationen aus unterschiedlichen funktionellen
Gruppen wie Transkriptionsfaktoren (z.B. JunB und c-Rel), Zellzyklusregulatoren
(z.B. MDM2 und CCND3) oder Kinasen (z.B. JAK2 und CDK4) beschrieben
[2,48,63,79,111].

Die prazisen Mechanismen, die zur DNA-Amplifikation fuhren, sind weitgehend
ungeklart [20,104]. Das amplifizierte Material kann extrachromosomal oder
intrachromosomal vorliegen. So genannte Double Minute-,Chromosomen* (DM,
kleine  winzige Chromosomen) reprasentieren extrachromosomale DNA-
Amplifikationen. Es handelt sich dabei um Chromatin-ahnliche Strukturen, die in
Abhangigkeit der Anzahl der Genkopien und des Amplikons in ihrer GroRRe variieren.
Sie kommen in vielen soliden Tumoren und Leuk&mien vor und haben
typischerweise kein Zentromer, d.h. sie werden wahrend der Zellteilung nicht regular
an die Tochterzellen weitergegeben. 2006 wurden in follikularen Lymphomen

erstmals DMs beobachtet, die das Gen des Transkriptionsfaktors c-Rel
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enthielten [83]. Dagegen reflektieren HSRs (homogeneously staining regions) DNA-
Amplifikationen innerhalb eines Chromosoms, die sich meistens auf dem
Chromosom des urspringlichen Genlokus befinden. Sie sind seltener in Tumoren
und haufiger in Tumorzelllinien zu finden. Als Bestandteil des Chromosoms kdnnen

sie im Gegensatz zu DMs wéahrend der Zellteilung normal weitergegeben werden.

1.3.3 Intragenische Mutationen

Im Gegensatz zu den oben genannten Mechanismen kommen Punktmutationen,
Deletionen und Insertionen auch in Tumorsuppressorgenen vor. Der funktionelle
Unterschied liegt darin, dass die Tumorsuppressorgene durch diese Mutationen
inaktiviert (z.B. TP53, RB-1) und die Proto-Onkogene aktiviert werden (z.B. K-Ras).

1.4. Der NF-kB-Signalweg

Jede Zelle steht mittels vielfaltiger Rezeptoren in der Zellmembran in Kontakt mit der
LAulBenwelt“. Signale aus dem extrazellularen Raum kénnen mit Hilfe intrazellularer
Mediatoren ins Zellinnere Ubertragen werden. Haufig findet eine Signalibertragung
(Transduktion) bis in den Zellkern statt. Dabei initileren eingehende Signale zum Tell
vielfach  verzweigte  Signaltransduktionskaskaden, an deren Ende oft
Transkriptionsfaktoren stehen. Diese sind Proteine, die mittels spezifischer
Bindungsstellen innerhalb der Kontrollregion bestimmter Gene interagieren und
dabei deren Expression und Aktivitat beeinflussen, um so die Anpassung der Zelle
an wechselnde Umweltbedingungen und somit das Uberleben zu ermoglichen.

Einer dieser Transkriptionsfaktoren mit einer Vielzahl von Effektorgenen ist dabei der
Nuclear Factor kB. Dieser wurde 1986 von Sen und Baltimore erstmals in B-Zellen
entdeckt und zunachst als ein B-Zell-spezifischer Transkriptionsfaktor angesehen,
der die Expression der Immunglobulin-Leichtkette Typ k mitreguliert [98]. Mittlerweile
ist bekannt, dass NF-kB in praktisch allen kernhaltigen Zellen vorhanden ist,
allerdings normalerweise in inaktiver Form. Dabei liegt der Faktor im Zytoplasma
gebunden an spezifische Inhibitorproteine, sog. IkBs (inhibitors of NF-kB) oder als
ungebundene Form vor. Durch das ,Pooling“ des Transkriptionsfaktors in einer
inaktiven Form ist eine unmittelbare Transkriptionsaktivierung durch Kontrolle der
subzellularen Translokation wesentlich schneller mdglich, als wenn der

Transkriptionsfaktor erst selbst induziert und translatiert werden musste.
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NF-kB hat eine ausgesprochen pleiotrophe Wirkung und spielt eine zentrale Rolle bei
Immun- und Entzindungsreaktionen, bei der Aufrechterhaltung der Homoostase in
verschiedenen Organen, bei der Embryonalentwicklung sowie der Entstehung von
Tumoren. ,NF-kB* ist hierbei nicht die Bezeichnung fir ein einzelnes Protein,
sondern fur ein Homo- oder promiske Heterodimere aus mindestens zwei Proteinen
der Rel/NF-kB-Transkriptionsfaktorfamilie. Beim Menschen sind bisher 5 Rel/NF-kB-
Proteine beschrieben worden: p50 mit seinem Vorlauferprotein p105; p52 mit seinem
Vorlauferprotein p100, RelA (p65), RelB und c-Rel. Zusammen mit den bei
Drosophila melanogaster gefundenen Proteinen Dorsal, Dif und Relish bilden sie die
Rel/NF-kB/Dorsal-Transkriptionsfaktorfamilie [24]. Gemeinsames Merkmal dieser
Proteine ist die hochkonservierte Rel-Homologiedomane (RHD) im N-terminalen
Anteil. Diese enthélt das nukleare Translokationssignal sowie die Sequenzen fir die
Dimerisierung und DNA-Bindung. Im Gegensatz zu p50 und p52 besitzen RelA, RelB
und c-Rel an ihrem C-terminalen Ende eine transkriptionsaktivierende Domane
(Transaktivierungsdomane, TAD). Demzufolge wirken nur Dimere, die eines dieser
Proteine enthalten, als Transkriptionsaktivatoren. Umgekehrt kénnen z.B. p50-
Homodimere die NF-kB-induzierte Transkription inhibieren, wahrscheinlich indem sie
Bindung transkriptionell aktiver NF-kB-Komplexe blockieren [Abbildung 1].
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Abbildung 1: Die NF-kB Untereinheiten

Alle Untereinheiten von NF-kB besitzen N-terminal die Rel-Homologie-Doméne (blau). Die
carboxyterminalen Sequenzen von c-Rel, RelA und RelB umfassen eine Transkriptions-aktivierende
Doméne (griin), wahrend pl105 und pl00, die Vorlaufer von p50 und p52, so genannte Ankyrin-
Wiederholungen (grau) in ihren C-terminalen Enden besitzen. Gemeinsam ist allen Proteinen eine
Kernlokalisierungssequenz (NLS, grau) am Ende der RHD. p50/p105 und p52/p100 haben eine
Glycin-reiche Region (GRR, orange) kurz hinter der Kernlokalisierungssequenz, die eine

Signalsequenz fir die proteolytische Spaltung von p105 und p100 zu p50 bzw. p52 darstellt.

In unstimulierten Zellen befindet sich NF-kB im Zytoplasma gebunden an spezifische
Inhibitorproteine, die sog. IkBs. Es gibt verschiedene IkBs (IkB-a, IkB-p, IkB-¢ etc.),
Uber deren funktionelle Unterschiede wenig bekannt ist. Gemeinsam sind den IkBs
repetitive  Ankyrin-Sequenzen, die sich auch im C-terminalen Ende der
Vorlauferproteine p105 und pl100 der NF-kB-Proteine p50 bzw. p52 finden. Die
Ankyrinrepeats vermitteln zum einen die IkB -Bindung an die Rel-Homologiedomé&ne
(RHD) der Rel/NF-kB-Proteine, zum anderen maskieren sie die nukleare
Translokationssequenz,  wodurch  die  NF-kB-Komplexe im  Zytoplasma
zurtckgehalten werden. Nach Stimulation der Zelle erfolgt Uber verschiedene
proximale Kinasen (Akt, MEKK-1, NAK) die Aktivierung des IkB-Kinase-Komplexes
(IKK) aus IKK-a, IKK-B und IKK-y/NEMO. IKK/NF-kB-aktivierende Faktoren sind z.B.
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Chemikalien, Stress, ionisierende Strahlung, TNF-o. bei bakteriellen und viralen

Infektionen, Zytokine und Wachstumsfaktoren.

Der aktivierte IKK-Komplex phosphoryliert kB an zwei spezifischen Serinresten im
N-terminalen Anteil. Die Phosphorylierung von I«B fihrt zu seiner Markierung mit
Ubiquitin, welche wiederum die sofortige Degradation des IkB-Proteins einleitet.
Nach der proteolytischen Spaltung von IkB im Proteasom wird NF-«B freigesetzt
und mittels seines nuklearen Translokationssignals in den Zellkern transloziert, um

die Transkription von Zielgenen zu aktivieren.

NF-xB bindet an die regulatorischen Untereinheiten (Promoter-, Enhancerregionen)

einer Vielzahl von Genen und reguliert dabei u.a. die Expression von:

¢ Proinflammatorischen Zytokinen wie TNF, IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, IL-12

e Adhasionsmolekilen wie ICAM-1, VCAM-1, ELAM-1

e Akute-Phase-Proteinen (Angiotensinogen, C3, saures Glykoprotein-al)
e Matrix-Metalloproteinase-1 (Kollagenase-1) und -3 (Stromelysin)

e Cyclooxygenase-2

¢ Induzierbare NO-Synthetase

e Antiapoptotischen Proteinen wie TRAF-1, TRAF-2, clAP-1, clAP-2

Zu den durch NF-kB induzierten Genen zéhlen auch diejenigen fir die IkB’s.
Zumindest fur IkBa ist gesichert, dass es imstande ist, nukleares NF-kxB wieder von
der DNA zu lésen und aktiv ins Zytoplasma zurtick zu transportieren, so dass die

Wirkung von NF-xB durch einen Feedbackmechanismus gewahrleistet ist.

Durch die pleiotrophe Wirkung der durch NF-xB aktivierten Gene wird eine
Beteiligung von NF-xB in verschiedenen Erkrankungen wie der chronischen
Polyarthritis, Asthma bronchiale, beim septischen Schock, Arteriosklerose sowie bei
der Transplantatabstof3ung diskutiert [5,13,25,68,87].

11
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Weiterhin ist die Beteiligung von NF-xB an einer Reihe von hamatologisch-
onkologischen Erkrankungen gesichert. Eine konstitutive, d.h. dauerhafte und nicht
bedarfsadaptierte Aktivierung von NF-kB (nachgewiesen durch eine uberwiegend
nukleare Lokalisation von NF-kB) konnte fir die Mehrzahl der Hodgkin-Lymphome
[26], bestimmte Unterarten der akuten myeloischen Leukamie [70] sowie in Mamma-

und Koloncarcinomen nachgewiesen werden [28].

Dabei wird davon ausgegangen, dass die konstitutive Aktivierung von NF-xB die
Tumorzellen vor Zelltod durch Apoptose schitzt und ihnen somit einen
Selektionsvorteil verschafft. NF-xB unterstitzt die Zellzyklusprogression und die
Proliferation durch Induktion von c-Myc und Cyclin D1. Allerdings konnte auch
gezeigt werden, dass es im Rahmen einer Chemo-/Radiotherapie zu einer
konstitutiven NF-kB-Aktivierung und einem verminderten Ansprechen auf weitere
Therapiezyklen kommen kann [17,90]. Grundsatzlich stellt die NF-xB-
Signaltransduktionskaskade einen interessanten Ansatzpunkt flr innovative

zielgerichtete Therapieoptionen dar[56,76,89].

1.5. Die Aktivierung von NF-kB

Wie oben ausgefuhrt, erfolgt die Aktivierung von NF-kB typischerweise durch
hintereinander geschaltete Phosphorylierungsschritte [109] einschliel3lich der
aktivierenden Phosphorylierung des IKK-Komplexes, der schlie3lich IkB
phosphoryliert [26]. Die phosphorylierten IkB Proteine werden daraufhin mit
Ubiquitinproteinen markiert und im Proteasom abgebaut [16]. Die freien NF-«kB
Dimere kénnen daraufhin in den Zellkern translozieren und dort die Transkription von

mehr als hundert heute bekannten Zielgenen regulieren.

Unterschiedliche Kombinationen von NF-kB Untereinheiten haben Uberlappende aber
dennoch verschiedene Eigenschaften in der Spezifitat und Affinitdt der DNA Bindung
[34,58,74,80,91]. So ist inzwischen beschrieben, dass auch NF-kB Untereinheiten
phosphoryliert werden. Beispielsweise kann RelA zum Beispiel von IKKa und IKKf
an Serin 536 in der transkriptionsaktivierenden Domane phosphoryliert werden, was
dessen Transkriptionseffizienz erhoht [41,92,109]. Neben weiteren post-
translationalen Modifikationen, wie die Acetylierung von RelA, kénnen Interaktionen
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von NF-kB mit anderen Faktoren (z. B. p300/CBP und Spl), die Transkriptions-

aktivitat beeinflussen [4, 15].

1.5.1. Der klassische NF-kB-Signalweg

Im klassischen NF-kB-Signalweg erfolgt nach der Degradation von IkBa die
Aktivierung und anschlielBende Translokation von zytoplasmatischem NF-kB in den
Zellkern nach der Degradation von IkBa (siehe auch Abb. 2). In diesem Signalweg
besteht der IKK Komplex aus den beiden katalytischen Untereinheiten, IKKa und
IKKB sowie mehreren sogenannten NEMO-Proteinen (NF-xB essential modulator).
Die Aktivierung kann durch diverse Molekile erfolgen, wie z.B. durch
inflammatorische Zytokine wie TNFa und IL-1, deren Signaltransduktion zur
Aktivierung des NF-kB Signalwegs gut beschrieben ist:

Die Bindung von TNFa an den TNF-Rezeptor 1 (TNFR1) fiuhrt zur Oligomerisierung
der Rezeptormolekile und der Inhibitor SODD (Silencer of death domains) I6st sich
von diesem Komplex. Nacheinander werden die Adaptorproteine TRADD (TNF
receptor associated death domain), RIP (receptor interacting protein) und TRAF
(TNF receptor associated factor) 2 rekrutiert [42,103]. #

TRAF2 (Tumor necrosis factor receptor [TNFR] associated factor 2) vermittelt
daraufhin die Rekrutierung des IKK-Komplexes zum TNF-Rezeptorkomplex. In Folge
kommt es zu Modifikationen des IKK Komplexes einschlie3lich Ubiquitinylierung und
Phosphorylierung von NEMO und Phosphorylierung von zwei Serinresten in der
Aktivierungsschleife von IKKB (Serl77 und Serl81). Aktiviertes IKKB wiederum
phosphoryliert IkBa an den Serinen 32 und 36, was IkBa als Substrat fir den
Ubiquitinligasekomplex zuganglich macht; ubiquitiniertes IkBa wird anschlieRend vom
Proteasom abgebaut. Dadurch wird die Kernlokalisierungssequenz von NF-kB
freigelegt und der aktivierte Transkriptionsfaktor transloziert in den Zellkern, um die

Expression seiner Zielgene zu induzieren.

Der Abbruch der Signaltransduktion im klassischen NF-kB Signalweg kann auf
unterschiedlichen Wegen erfolgen. Am besten bekannt ist die Induktion der
Transkription fur IkBa durch aktivierte NF-kB-Dimere, d.h. in einem Feedback-

Mechanismus wird die Expression des negativen Regulators erhoht. Auf diese Weise
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neu synthetisiertes IkBa transloziert in den Zellkern, bindet NF-kB und exportiert es

zurlick in das Zytoplasma [26].

1.5.2. Der alternative NF-kB-Signalweg

Einige Aktivatoren wie CD40L (CD40 Ligand), Lymphotoxin-B, BAFF (B-cell
activating factor) und LPS (Lipopolysaccharid) kénnen nicht nur den klassischen,
sondern auch den alternativen NF-kB Signalweg aktivieren. Die Bindung von CD40L
an seinen Rezeptor fihrt, wie im klassischen Signalweg, zur Rekrutierung der
zytoplasmatischen Adaptorproteine TRAF2, TRAF3 und TRAF6. Im Gegensatz zum
klassischen wird im alternativen Signalweg daraufhin die Kinase NIK (NF-kB inducing
kinase) rekrutiert und durch Phosphorylierung aktiviert. In alternativen Signalweg
besteht der IKK Komplex aus einem IKKa Homodimer, der wiederum von NIK
phosphoryliert, d.h. aktiviert, wird. In Folge phosphoryliert IKKa p100, so dass nach
dessen proteolytischer Prozessierung aktives p52 entsteht und es zur Aktivierung
von NF-kB Dimeren kommt, die in diesem Signalweg hauptséchlich aus p52:RelB
bestehen [Abbildung 2].

Durch Aktivierung der beiden bekannten Signalwege entstehen unterschiedliche
Kompositionen von nukledren NF-kB Komplexen, die an ein unterschiedliches
Spektrum von Promotoren/Enhancern binden und damit die Transkription

verschiedener Zielgene regulieren [88,95].
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Abbildung 2: Aktivierung des klassischen und des alternativen NF-kB Signalwegs
Schematische Darstellung des klassischen (rote Pfeile) NF-kB Signalwegs, der Gber die Bindung des
Liganden (TNF) an seinen Rezeptor (TNFR1) eine Signalkaskade auslost, die die Adapterproteine
TRADD, TRAF und RIP rekrutiert, bevor der IKK Komplex aktiviert wird. IkBa wird phosphoryliert und
abgebaut und der freie NF-kB transloziert in den Zellkern, wo er an die kB Stelle im
Promoter/Enhancer seiner Zielgene bindet. Die Bindung von CD40L an CD40 I8st auch den
alternativen Signalweg (griine Pfeile) aus, der tber TRAF Proteine NIK aktiviert. NIK phosphoryliert
IKKa und IKKa phosphoryliert p100, das zu p52 prozessiert wird, so dass NF-kB in den Kern eintreten
kann (nach Viatour et al. [109]).
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1.6. NF-kB in B-Zell-Lymphomen

Chromosomale Veranderungen, die die Loci der NF-kB Untereinheiten betreffen,
konnen mit erhohter und konstitutiver Aktivitat von NF-kB assoziiert sein [12]. Der
c-Rel-Lokus in der chromosomalen Bande 2pl16.1 ist in Lymphomen oft
Uberreprasentiert, wahrend chromosomale Rearrangements des RelA-Lokus (11g13)
und des NF-KB1-Lokus (4g24) fur p50/p105 nur selten betroffen sind [108]. Es sind
keine Mutationen des RelB-Lokus (19q13) in Leuk&mien oder Lymphomen bekannt,
wohingegen chromosomale Translokationen des NF-KB2 Lokus (10qg24) for
p52/p100 in vereinzelten Fallen flir Leukamien (ALL, CML) beschrieben wurden
[1,32]. Die chromosomalen Veradnderungen des NF-KB2-Lokus fihren in p100 zu
Deletionen im C-Terminus und induzieren eine konstitutive Aktivitat von p52. In
anderen malignen B-Zell-Lymphomen, wie einer Subgruppe der diffus grof3zelligen
B-Zell-Lymphome (DLBCL), mediastinalen B-Zell-Lymphomen und Hodgkin-
Lymphomen ist eine erhohte, konstitutive NF-kB Aktivitat nachgewiesen worden [12].
Beim Hodgkin-Lymphom ist als atiologischer Mechanismus eine erhohte DNA

Bindungsaktivitat der Untereinheiten c-Rel, RelA und p50 postuliert worden [55].

Basierend auf den Ergebnissen aus Genexpressionsanalysen folgerten Alizadeh und
Kollegen 2000, dass die DLBCLs aus mindestens zwei Gruppen bestehen, die
derzeit weitlaufig als Keimzentrums-ahnliche (GCB, germinal center B-cell like)
DLBCLs und aktivierte (ABC, activated B-cell like) DLBCLs bezeichnet werden
[3,101]. Das bedeutet, dass diese Gruppen ein ahnliches RNA-Expressionsprofil wie
die entsprechenden zellularen Aquivalente (Keimzentrums-B-Zellen bzw. aktivierte B-
Zellen) zeigen sollen. In weiteren Studien, die neben DLBCLs auch mediastinale B-
Zell-Lymphome (MBL) und einige klassische Hodgkin-Lymphome (cHL) sowie
entsprechende Zelllinien untersuchten, fanden sich sowohl Gemeinsamkeiten als
auch Unterschiede in den entsprechenden Genexpressionsprofilen [88,95]. Die
Transkriptionsanalyse hinsichtlich der Signatur von NF-kB Zielgenen zeigte, dass
MBLs eine signifikant erhdhte Expression einer grol3en Zahl von NF-kB Zielgenen im
Vergleich zu anderen DLBCLs aufweisen [41]. Um die erhéhte Expression dieser NF-
KB Zielgene zu reproduzieren, wurde dies an unabhéngigen, offentlich zugénglichen
Transkriptionsprofilen von DLBCLs und MBLs getestet. Auch in dieser Serie zeigten
die MBLs eine signifikant hohere Expression von 79 % der getesteten NF-kB

Zielgene. In Genexpressionsanalysen zeigten ABC-DLBCLs eine erhdohte Expression
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einer Gruppe von NF-kB Zielgenen, die nicht in den GCB-DLBCLs beobachtet wurde,
obwohl ausschlie3lich in GCB-DLBCLs (ca. 15 %) Amplifikationen von c-Rel
gefunden wurden [41]. Allerdings wurden in ca. 20 % der Lymphome einer anderen
Serie von DLBCLs erhohte Kopienzahlen von c-Rel in allen Subtypen gefunden [23].
Aullerdem konnte gezeigt werden, dass sich die aktiven NF-kB-Proteine aus
Kernextrakten von ABC- bzw. GCB-DLBCL-Zelllinien unterscheiden: in Zellen der
ersteren finden sich am haufigsten p50:RelA-Dimere und in denen der GCB-DLBCL-
Zelllinien mehr c-Rel enthaltende Komplexe. Eine DNA-Bindungsanalyse zeigte,
dass ABC-DLBCL-Zelllinien eine hohere konstitutive Bindeaktivitait von NF-xB
aufweisen als GCB-DLBCL-Zelllinien. Desweiteren wurde die Proliferation der Zellen
einer ABC-DLBCL-Zelllinie durch einen IkBa-Superrepressor gehemmt, wohingegen
dies in Zellen einer GCB-DLBCL-Zelllinie nicht der Fall war [19]. Die unterschiedliche,
teils widerspruchliche Aktivitat und die Bedeutung der verschiedenen NF-«xB-
Komplexe in den beiden DLBCL-Subtypen spiegeln die den pleiotrophen Effekt der
NFkB-Proteine wider und weisen auf die komplexe Regulation dieses

Signaltransduktionsweges hin.

1.7. Die NF-kB-Untereinheit c-Rel

Die Entdeckung und Bezeichnung c-Rel geht auf das Retikuloendotheliose-Virus
Rev-T, ein Retrovirus, zurtick, das in verschiedenen Vogelarten Leukamien induziert.
Dessen Onkogen v-Rel wurde 1983 von Stephens und Kollegen isoliert [100]. Zwei
Jahre spater wurde von Brownell aus der gleichen Arbeitsgruppe das humane
Homolog c-Rel beschrieben [35]. Das c-Rel-Gen besteht aus 11 Exonen und liegt auf
Chromosom 2p16.1. Die kodierende Sequenz der mRNA umfasst 1860 bp und wird
in ein c-Rel-Protein mit 619 AS von 68,5 kDa translatiert. Das c-Rel-Protein wird in
allen Stadien der B-Zell-Entwicklung exprimiert und zeigt die hdchste Expression und
konstitutive Kernlokalisation in reifen B-Zellen. In reifen B-Lymphozyten binden
hauptsachlich p50:c-Rel-Heterodimere an die kB-DNA-Sequenzen, wohingegen
Pra-B-Zellen Uberwiegend induzierbare p50:RelA-Komplexe besitzen. Die
Charakterisierung von c-Rel-knockout Mausen zeigte, dass c-Rel fir die Entwicklung,
das Wachstum und das Uberleben von B-Zellen wichtig ist. Die Mause entwickeln

sich normal, zeigen aber Immundefizienzen [51,107].
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Beim klassischen M. Hodgkin sind Zugewinne bzw. Amplifikationen von c-Rel mit
nuklear lokalisiertem c-Rel-Protein assoziiert, was zu der Annahme fiuhrte, dass eine
Erhohung der Kopienzahl von c-Rel tber einen Gendosis-Effekt in einem kausalen
Zusammenhang mit der erhohten NF-kB-Aktivitat steht [9]. Andere Studien sprechen
gegen eine solche Korrelation, da c-Rel-Zugewinne bzw. -Amplifikationen im GCB-
DLBCL Subtyp zwar haufiger sind als in ABC-DLBCLSs, aber letztere eine deutlichere
NF-kB Signatur aufweisen [36]. Weiterhin wurde eine erh6hte Expression von NF-kB-
Zielgenen auch unabhangig von Veranderungen des c-Rel-Lokus gefunden [23].
Diese Daten wurden weiter kompliziert durch die Beobachtung, dass Lymphome mit
einer c-Rel-Amplifikation vermehrt c-Rel-Protein im Kern aufweisen, wahrend
anderen Berichten zu Folge, diese Korrelation nicht vorhanden sei. [23,36,95].
Ebenso sind bislang die funktionellen Untersuchungen hinsichtlich der genauen Rolle
von NF-kB in den DLBCL Subtypen nicht eindeutig [30].

1.8. Das Proto-Onkogen BCL11A

Das Gen BCL11A (B-cell lymphoma/leukaemia 11a) ist auf 2pl16.1 lokalisiert und
kodiert einen Transkriptionsrepressor. Dieser besitzt ein charakteristisches DNA-
bindendes Motiv, das als Zinkfinger bezeichnet wird [22]. Das namensgebende
Element besteht aus einem Abschnitt von ungefahr 30 Aminosauren, die
klassischerweise von zwei Cysteinen und zwei Histidinen eingefasst werden. Diese
vier Aminoséauren binden in ihrer Mitte ein Zinkion, so dass die dazwischen liegenden
Aminosauren eine finger-ahnliche Struktur bilden. Typischerweise haben

Zinkfingerproteine mehrere dieser Motive in ihrer Sequenz hintereinander geschaltet.

Durch alternatives Spleil3en der pra&-mRNA von BCL11A entstehen mindestens drei
Transkriptvarianten mit einer Lange von 5,8 kb, 3,8 kb und 1,5 kb. Entsprechend
ihrer Lange erhielten die Proteine die Bezeichnungen BCL11A-XL, BCL11A-L und
BCL11A-S. Die mRNA-Expression von BCL11A ist in normalen humanen Geweben
generell niedrig. Die hochsten Level finden sich im fetalen Gehirn sowie in adulten
Lymphknoten, Thymus und Knochenmark [94]. Besonders in den Keimzentren von
Lymphknoten scheinen die Transkripte zu akkumulieren, wie eine in situ-
Hybridisierung mit einer RNA-Sonde zeigen konnte. In normalen B-Zellpopulationen
und in plasmozytoiden dentritischen Zellen wird hauptsachlich das langste Transkript

fur die BCL11A-XL Isoform exprimiert [60,81]. Inzwischen gibt es Hinweise fur die
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Existenz weiterer Transkriptvarianten, wobei die Exone 1 und 2 von BCL11A
konsistent in allen Isoformen vorkommen. Die unterschiedliche Verwendung von
Exon 4-Sequenzen hat zur Folge, dass die BCL11A-Isoformen unterschiedliche
Anzahlen von Zinkfingermotiven besitzen, die an den invarianten N-terminalen
Zinkfinger der Exone 1 und 2 angefligt werden. Das langste Protein BCL11A-XL

beispielsweise enthalt 6 Zinkfingermotive [59,95].

Das humane und das murine BCL11A (Evi9 [ecotropic viral integration site 9]) weisen
eine zu 94 % identische Nukleotidsequenz und zu 95 % identische Proteinsequenz
auf. Auch in der Maus wurden verschiedene Isoformen identifiziert. BCL11A-
knockout-Mause sterben wenige Stunden nach der Geburt aus ungeklarter Ursache.
Immunphanotypische Analysen in diesen Mausen haben ergeben, dass BCL11A
nicht fur die Entwicklung von Makrophagen, Granulozyten oder Zellen der
erythroiden Linie erforderlich ist. Allerdings fehlen ihnen B-Zellen der frihen
Entwicklungsstadien, d.h. BCL11A spielt in der Entwicklung der B-Zell-Reihe eine
entscheidende Rolle [60]. Frihere Beobachtungen zeigten, dass die L-Isoform der
Maus mit BCL6, ebenfalls ein Repressor der Transkription, ko-lokalisiert, wenn dieser
ektopisch  exprimiert wird.  Ko-Transfektionen und anschlieende Ko-
Immunpréazipitationen zeigten, dass humanes BCL11A-L und BCL6 ebenfalls
interagieren. Spater wurde gezeigt, dass auch BCL11A-XL mit BCL6 interagiert,
wahrend keine Interaktion zwischen BCL11A-S und BCL6 detektiert wurde.Eine
ahnliche Versuchsreihe zeigte, dass alle drei BCL11A Isoformen sowohl Homo- als

auch Heterodimere ausbilden kdnnen[59].

Erste Hinweise, dass BCL11A eine Rolle in hamatologischen Erkrankungen spielt,
beruhen auf der Beobachtung von retroviralen Insertionen in der Nahe des murinen
BCL11A-Lokus. Diese fuhren zu dessen Aktivierung und Kkorrelieren mit der
Entwicklung von myeloischen Leukdmien und B-Zell-Lymphomen [57]. In der
humanen Burkitt Lymphom Zelllinie NAB-2 wurde die Integration des Epstein-Barr-
Virus (EBV) in der Nahe des BCL11A-Lokus auf 2p16 beschrieben [61]. Im Vergleich
mit anderen EBV-positiven und EBV-negativen Burkitt-Lymphom-Zelllinien zeigten
NAB-2 Zellen eine erhohte BCL11A-Expression. Des Weiteren ist BCL11A in der

Lage Zellen der murinen Fibroblastenzelllinie NIH3T3 zu transformieren [73].
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Satterwhite und Kollegen untersuchten die Translokation t(2;14)(p13;932.3) von vier
Patienten mit malignen B-Zell-Neoplasien und zeigten, dass das BCL11A Gen auf
den IgH-Lokus transloziert und deswegen die Expression dereguliert ist [94]. Diese
Translokation wurde in B-Zell-Lymphomen jedoch nur selten nachgewiesen.
Dagegen kommen chromosomale Zugewinne und Amplifikationen der Region 2pl6
wesentlich haufiger vor und wurden z.B. in 20-50 % der DLBCLSs, in ca. 50 % der
cHLs und in bis zu 47 % der MBLs gefunden. Molekulargenetische Analysen zeigten,
dass diese Veranderungen auch BCL11A betreffen [6,65,111].

In diversen humanen lymphoiden Zelllinien wurde eine endogene Expression von
BCL11A-XL nachgewiesen [59,81]. Die Mehrheit der Zelllinien, die von T-Zell-
Leukamien, multiplen Myelomen und Hodgkin Lymphomen stammten, war negativ fur
BCL11A-XL. Da normale Plasmazellen keine Expression von BCL11A-XL Proteinen
zeigten, wird angenommen, dass die Expression des BCL11A-Gens wahrend der
Differenzierung zu Plasmazellen herunterreguliert wird [81]. Zielgene, die von

BCL11A reguliert werden, sind derzeit noch nicht identifiziert.
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1.9. Ziel der Arbeit

Die Vermehrung der Kopienzahl eines Proto-Onkogens durch Amplifikation ist einer
der bekannten Mechanismen, der zur Aktivierung des entsprechenden
Protoonkogens fiihrt. Dabei wird davon ausgegangen, dass es auf Grund des
vermehrten Gens kausal zu einer erhéhten Expression auf mMRNA-Ebene kommt und
diese wiederum in einer vermehrten Translation des entsprechenden Proteins
mindet. Bekanntestes Beispiel fir einen solchen Gendosismechanismus ist das
Protoonkogen ErbB2 (=Her2/neu) im Mammakarzinom.

Aufgrund der Beobachtung von haufigen chromosomalen Zugewinnen und
Amplifikationen des kurzen Arms von Chromosom 2 einschliel3lich der kritischen
Region 2pl6 sowohl in Hodgkin- als auch in verschiedenen Non-Hodgkin-
Lymphomen wurden 13 gastrointestinale B-Zell-Lmphome hinsichtlich eines
maoglichen Gendosismechanismus fir die Kandidatengene c-Rel und BCL11A

untersucht.

Arbeitsziele waren im Einzelnen:

1. Erhebung des genomischen Status von c-Rel und BCL11A in einem Kollektiv
von 13 gastrointestinalen B-Zell-Lymphomen.

2. Korrelation des genomischen Status mit der Expression der beiden
Kandidatengene c-Rel und BCL11A auf mMRNA-Ebene mittels real-time PCR.

3. Immunhistochemische Untersuchungen zur Bestimmung der Expression auf
Proteinebene.

4. Kritische Evaluation eines moglichen Gendosis-Effektes der beiden
Kandidatengene in gastrointestinalen B-Zell-Lymphomen am Beispiel von 5
extranodalen marginalen B-Zell Lymphomen vom MALT Typ (MZBL-GI) und 8
diffus groRRzelliger B-Zell Lymphome des Gastrointestinaltraktes auf dem

Boden der erhobenen Datenmatrix.
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2.1.Gerate

Analysenwaagen

Axiophot Mikroskop (JVC KYF754)

Axiophot 25 Inversmikroskop

Becherglaser 10, 100, 250, 500 mi

CCD-Kamera
Deckglaser

Eismaschine

Fluoreszenzmikroskop Axiophot2

Gelkammer

Heizplatte

ICycler Detektionssystem
ImageMaster VDS
Kryo-Mikrotom

Mikrozentrifuge

Milli-QUF Plus

Objekttrager Superfrost Color
PCR-Thermocycler

pH-Meter

Photometer Ultrospec 2100pro
Pipetten 10, 100, 1000 pl
Schuttler

Thermofast 96-well PCR Platte
Thermomixer comfort

Tubes 0,5 ml/1,5ml

Vortex Genie 2

Wasserbader

Zentrifuge 5417 C

Zentrifuge 5417 R
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Sartorius, Gottingen, Deutschland
Zeiss, Oberkochen, Deutschland
Zeiss, Oberkochen, Deutschland
Schott, Zwiesel, Deutschland
Hamamatus, Haga, Japan

Menzel, Braunschweig, Deutschland
Inco-Ziegra, Isernhagen, Deutschland
Zeiss, Oberkochen, Deutschland

AGS, Heidelberg, Deutschland

Pfennig Apparatebau, Kiel, Deutschland
Biorad, Munchen, Deutschland
Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden
Reichert-Jung, Nuf3loch, Deutschland
Neolab, Heidelberg, Deutschland
Millipore, Schwalbach, Deutschalnd
Menzel, Braunschweig, Deutschland
MWG Biotech, Ebersberg, Deutschland
WtW, Weilheim Deutschland
Amersham, Freiburg, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Kottermann, Edison, U.S.A.

Abgene, Epsom, Surrey, UK
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Scientic Industries, Bohemia, U.S.A
Koéttermann, Edison, U.S.A.

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
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2.2. Software und Online-Tools
Adobe Photoshop Version 5.5
Microsoft Office 2000

Isis Version 3.02

Diskus Software Version 4.5

ICycler iQ Optical System Version 3.1

Image Master VDS
Dynatech MRX Verson 1.3.1.

2 Material und Methoden

Adobe systems, San Jose, CA, U.S.A.
Microsoft, U.S.A.

Metasystems, Altusheim, Deutschland
Hilgers, Konigswinter, Deutschland
BioRad Laboratories, Hercules, CA,
U.S.A.

Pharmacia, Uppsala, Schweden

Dynatech Laboratories, Chantilly, VA,

U.S.A.
BLAST http://www.ncbi.nlm.nih.gov./BLAST/
ClustalWw

Primer 3 Express

http://www.ebi.ac.uk./clustalw/index.html
http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/ primer3/

primer3 www.cgi

2.3. Materialien

2.3.1. Lymphomkollektiv

Fur die Untersuchung wurden insgesamt 13 Falle ausgewahlt, die aus dem
diagnostischen Routineeingang der pathologischen Institute der Universitaten
Heidelberg und Ulm stammen. Die CGH-Daten waren bereits im Zusammenhang mit
fruheren Publikationen generiert worden und wurden fir diese Arbeit
freundlicherweise zur Verfugung gestellt [9]. Die Lymphome wurden anhand der
Morphologie und immunhistologisch (CD20, CD5, CD23; CD11c, CD38 und Ki-67)
als extranodale Marginalzonen-B-Zell-Lymphome vom MALT-Typ (MZBL-GI) oder
primare diffus grof3zellige B-Zell-Lymphome des Gastrointestinal-Traktes (DLBL-GI)
nach den gangigen Kriterien der aktuellen WHO klassifiziert (ICD-0:9699/3; 9680/3;
Tumours of haematopoietic and lymphoid tissues; Blue Books; pp 157-160).
5 der 13 Tumoren wurden als MZBL-GI Kklassifiziert, die Ubrigen 8 als diffus
grol3zellige Lymphome (DLBL-GI). Eine durch CGH bestatigte genomische
Amplifikation der chromosomalen Region 2p14-16 fand sich hierbei in 3 Fallen, zwei
DLBL-GI und einem MZBL-GI. Die Ubrigen 10 untersuchten Lymphome wurden als
Vergleichsgruppe untersucht. Fir die real-time-PCR wurde ausschlief3lich

kryoasserviertes Material verwendet, fur die immunhistochemischen Untersuchungen
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2 Material und Methoden

(soweit Material hierflr verfigbar) in Paraffin eingebettetes Tumormaterial. Das

Gewebe wurde gemald den deutschen Rechtlinien "Fur die (Weiter-) Verwendung

von menschlichen Korpermaterialien fir Zwecke der medizinischen Forschung”
(Bundesarztekammer 2003, (Deutsches Arzteblatt 2003; 100 A1632)) gehandhabt.

Die Zustimmung zu diesen Studien wurde von der hiesigen Ethikkommission

erhalten.

2.3.2. Reagenzien
Aceton

Agarose

Antifade Lésung
DNA-ladder (1kb)
Citronensaure

DAPI

dNTP’s (20 mM)
DTT

EDTA

Essigsaure (99,8 %)
Ethanol (absolut)
Ethidiumbromid
First Strand cDNA Puffer (5x)
Fixogum

Formamid

Glucose

Glycerin

Hamalaun

HCI

H202

Isopropanol

KCI

KOH
3-Mercaptoethanol
Methanol (reinst)
MgCI2

J.T. Baker, Deventer, Niederlande
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Vector Labs., Burlingame, CA, US
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Amersham, Freiburg, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Riedel-de Haen, Seelze, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Marabu, Tamm, Deutschland

Baker, Deventer, Niederlande

Merck, Darmstadt, Deutschland

Baker, Deventer, Niederlande

Merck, Darmstadt, Deutschland
Riedel-de Haen, Seelze, Deutschland
J.T. Baker, Deventer, Niederlande
Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland
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NaOH

NaCl

NaH2PO4

NH4CI

NaSCN

Proteinase K

RNAsin (RNAse-Inhibitor)
SDS (Natriumdodecylsulfat)
SuperScript Il Reverse Transkriptase
Tag-Polymerase

Tris

Tween 20

Xylol

2.3.3. Losungen und Puffer

2 Material und Methoden

Merck, Darmstadt, Deutschland
Riedel-de Haen, Seelze, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Roche, Mannheim, Deutschland
Promega, Madison, WI, USA
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Amersham, Freiburg, Deutschland
USB, Cleveland, USA

Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

In der vorliegenden Arbeit wurden folgende Lésungen und Puffer verwendet:

80,0g NaCl; 2,0gKCI; 11,6 g NaZHPO4; 20g KHZPO4; in 10

48,4 g Tris; 11,4 ml Essigsaure; 20 ml 0,5 M EDTA; in 1L

175,3 g NaCl; 88,2 g NaCitrat; in 1 L mHZO; pH 7
4 mg AEC; in 0.5 ml Formamid; 2,1 ml 0,1 M Essigsaure; 7,4

mli 0,1 M NaCHscOO; 5ul HZO2

1,9 g Citronensaure; 0,7 g NaOH; in 800 ml mHZO; pH 6

49 ml Formamid; 7 ml 20 x SSC; 7 ml 0,05 M NaPO4; auf 70

10x PBS
L mHZO; pH 7-7,3
10x TAE
mH 2O; pH 7
20x SSC
AEC L6sung
Citratpuffer
DAPI Losung 70 pl DAPI; in 70 ml 2 x SSC
Denaturierungs-
lsung ml mit mH_O; pH 7

Waschlosung A
Waschlésung B
Waschlésung C

150 ml Formamid; 30 ml 20 x SSC; 120 ml mHZO; pH 7,0-7,2
2,5 ml 20 x SSC; 500 ml mH,O; pH 7,0-7,2
500 ml 2 x SSC; 0,5 ml Tween 20
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2 Material und Methoden

2.4. Methoden

2.4.1. RNA-Extraktion mit Trizol

Die RNA wurde aus Gefrierschnitten von kryokonserviertem (-80° C) Tumormaterial
gewonnen. Dazu wurden entsprechende Gefrierschnitte am Mikrotom geschnitten
und in ein FastPrep-Rohrchen mit 1 ml Trizol-Reagenz aufgenommen. Dieses wurde
dann 30 Sekunden in einer Zentrifuge mit 5000 U/min durchmischt, anschliel3end
300 ul Chloroform zugegeben und nach erneutem Durchmischen fir 15 Sekunden
und 5 Minuten Ruhezeit fur 15 Minuten in einer Kihlzentrifuge bei 4° C und
12000 U/min zentrifugiert. Anschlie3end zeigte sich eine Auftrennung in 3 Phasen:
am Boden des Rohrchens eine rote proteinhaltige Phenolchloroform-Phase,
dazwischen eine weil3e DNA-haltige und dartiber die farblose RNA-haltige Phase.
Diese wurde in ein neues Eppendorfgefald pipettiert, 500 pl Isopropanol zugefiigt und
zur RNA-Prazipitation erneut bei 4° C und 12000 U/min fur 10 Minuten zentrifugiert.
AnschlieRend wurde die RNA gewaschen. Dazu wurde zunachst der Uberstand
abpipettiert, 1 ml Ethanol 70 % zugegeben, die Mischung kurz aufgemischt,
anschlielRend 5 Minuten bei 4° C und 7500 U/min zentrifugiert, der Uberstand erneut
abpipettiert und der Ansatz im Brutschrank bei 37° C ca. 20 Minuten getrocknet, bis
am Boden des Eppendorfgefal3es ein gelartiges Pellet tbrig blieb. Dieses wurde in
50 ul 1x RT-Puffer vorsichtig resuspendiert und 5 Minuten im Schiittler bei 50° C
geldst. Anschliel3end wurden je Ansatz 2 ul DNAse (10 U/ml) hinzugefugt und der
Ansatz fur 30 Minuten bei 37° C im Schiuttler inkubiert, um eventuell vorhandene
DNA zu verdauen. Anschliel3end wurden die EppendorfgefaRe auf Eis gestellt, 1 ml
Ethanol 100 % zugefugt und der Ansatz zum Ausfallen der RNA Uber Nacht bei
—20° C in den Kihlschrank gestellt.

Am nachsten Tag wurden die Eppendorfgefae fur 10 Minuten bei 4° C und
12000 U/min zentrifugiert, der Uberstand abpipettiert, die RNA erneut mit 1 ml
Ethanol 70 % gewaschen und erneut fir 10 Minuten bei 12000 U/min und 4° C
zentrifugiert. AnschlieBend wurde das RNA-Pellet erneut im Brutschrank bei 37° C
getrocknet, in 50 pl autoklaviertes DEPC-Wasser aufgenommen und 10 Minuten bei
55° C im Schiuttler geldst. Ein Aliqguot von 5 ul wurde zur Qualitatskontrolle in ein
RNAse-freies einprozentiges Agarosegel mit 100 pl Ethidiumbromid pipettiert sowie
eine photometrische Bestimmung der RNA-Konzentration durchgefuhrt. Als
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Qualitatsmerkmal der erfolgreichen RNS-Extraktion wurden dabei die deutlich

sichtbaren Banden der 28S- und 16S-Fragmente der ribosomalen RNA gewertet.

2.4.2. RT-PCR zur Gewinnung von cDNA

Es wurden jeweils 5 pg RNA im entsprechenden Volumen in ein Eppendorf-Gefald
pipettiert und mit DEPC-Wasser auf 12 pl aufgefillt. Zusatzlich wurde 1 pl Random
Hexamer-Primer hinzugefugt und der Ansatz fir 5 Minuten bei 80° C denaturiert,
kurz anzentrifugiert und auf Eis gestellt. Parallel wurde der Mastermix fir die

einzelnen Proben (je 12 ul) entsprechend

5,00 ul 5x RT-Puffer
2,50 ul DTT

1,25 ul DNTPs

1,25 pl DEPC-Wasser
1,00 pl RNASsIn

1,00 pl Superscript Reverse Transkriptase

vorbereitet und hinzugefligt, so dass sich ein Gesamt-Reaktionsvolumen von 25 pl
ergibt. AnschlieRend wurden alle Proben auf 12° C im Cycler 5 Minuten gekuhlt und

das Syntheseprogramm fir cDNA wie folgt durchlaufen:

20° C 5 min
37° C 15 min
45° C 30 min
50° C 15 min
95° C 2 min

Nach Kihlung auf 4° C wurden die Proben wurden durch Zugabe von 175 ul

Millipore-HZO auf eine Konzentration von 25 ng/pl aufgefullt und bei —20° C

eingefroren. Ein Aliquot von 5 pl wurde zur Qualitatskontrolle in ein 1%iges

Agarosegel mit 100 ul Ethidiumbromid pipettiert.

27



2 Material und Methoden

Anschlieend wurde zur Primeraustestung und Optimierung der Reaktions-

bedingungen einmalig eine PCR wie folgt durchgefihrt:

Mastermix:

5 ul 10x PCR Puffer

2,5 ul dNTPs

2,5 ul Taq Polymerase

1 pl forward Primer (aus 1:10 Verdinnung)
1 pl reverse Primer (aus 1:10 Verdinnung)
4 ul Template (100 ng cDNA)

auf 50 pl mit mHZO aufftllen

Der Reaktionsansatz wurde jeweils in 0,5 ml Tubes auf Eis pipettiert. Die Proben
wurden bei 95° C in den Thermocycler gestellt und folgendes Programm benutzt:

1 Zyklus: 95°C 5 min
2 Zyklen: 95°C 1 min
63° C 45 sek
72° C 1 min
2 Zyklen: 95° C 1 min
62° C 45 sek
72° C 45 sek
2 Zyklen: 95° C 1 min
61° C 45 sek
72° C 45 sek
30 Zyklen: 95° C 1 min
60° C 45 sek
72° C 45 sek
1 Zyklus: 72°C 10 min

abschliel3end: 10° C
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2.4.3. Agarosegelelektrophorese

Die Auftrennung von PCR-Produkten wurde mittels Elektrophorese in einem
einprozentigen Agarosegel durchgefuhrt. Dazu wurden 1,5 g Agarose in 150 ml
einfachen TAE-Puffer in der Mikrowelle gelost, danach wurden 150 pl
Ethidiumbromid (0,5 mg/ml) zur spéateren Visualisierung der PCR Produkte
hinzugefigt und die flissige Agarose in eine Gelform gegossen. Die
elektrophoretische Auftrennung erfolge bei einer Spannung von 100 bis 120 Volt. Zur
Langebestimmung wurde ein Standard von 100 bis 2000 Basenpaaren verwendet.
Unter UV-Licht wurden Bilder der Agarosegele zur Dokumentation aufgenommen
(Image Master VDS).

2.4.4. Quantitative Real-time-PCR

Die Real time quantitative polymerase chain reaction (RT-PCR) ist eine
Vervielfaltigungsmethode fir Nukleinsduren, die auf dem Prinzip der herkdmmlichen
Polymerase-Kettenreaktion (PCR) beruht, und zusatzlich die Moglichkeit der
Quantifizierung bietet. Die Quantifizierung wird mit Hilfe von Fluoreszenz-Messungen
wéahrend bzw. am Ende eines PCR-Zyklus (daher der Name "Real Time")
durchgefiihrt und unterscheidet sich somit von anderen gquantitativen PCR-Methoden
(QPCR), die erst nach Ablauf der PCR quantitativ ausgewertet werden. Die
Fluoreszenz nimmt proportional mit der Menge der PCR-Produkte zu, was eine
Quantifizierung maoglich macht. Eine gelelektrophoretische Auftrennung der
Fragmente ist nicht nétig; die Daten sind sofort verfiugbar und das
Kontaminationsrisiko ist gering. Die einfachste Mdglichkeit der Quantifizierung der
PCR-Produkte ist die Nutzung von interkalierenden DNA-Farbstoffen (z.B.
Ethidiumbromid oder SYBR® Green). Diese Fluoreszenzfarbstoffe lagern sich in die
DNA ein (interkalieren) bzw. binden an die doppelstrangige DNA, wodurch die
Fluoreszenz dieser Farbstoffe ansteigt. Die Zunahme der Target-DNA korreliert

daher mit der Zunahme der Fluoreszenz von Zyklus zu Zyklus.

Ein Nachteil diese Verfahrens ist die geringe Spezifitdt, da zwischen verschiedenen
PCR-Produkten nicht unterschieden werden kann. AufRerdem koénnen keine
Multiplex-Messungen durchgefuhrt werden. Der Vorteil ist, dass nach abgelaufener
PCR eine Schmelzkurvenanalyse durchgefihrt werden kann, anhand derer die
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Fragmentlange(n) und dadurch die Spezifitdt bestimmt werden kann. Bei dieser
Kurvenanalyse wird die DNA durch Temperaturerhbhung ,aufgeschmolzen* und
dann die Temperatur langsam erniedrigt. Bei einer fur jede Sequenz spezifischen
Temperatur (abhangig vom Anteil der Wasserstoffbrickenbindungen) bildet sich aus
den Einzelstrangen wieder ein Doppelstrang, so dass die Fluoreszenz ansteigt.
Verschiedene Rechenmodelle werden fur die Quantifizierung herangezogen, wobei
meistens ein Referenz-Gen (z.B. fur GAPDH, Actin, Tubulin) mitgemessen wird, um

einen relativen Mengen-Vergleich durchzufiihren (relative Quantifizierung).

Der PCR-Prozess besteht aus einer Anzahl von 30 bis 50 Zyklen, die in einem

Thermocycler durchgefuhrt werden. Jeder Zyklus besteht aus drei Schritten:

1. Denaturierung (o0.a. Melting, Schmelzen): Zunéchst wird die doppelstrangige

DNA auf 95° C erhitzt um die Strange zu trennen. Die Wasserstoff-
brickenbindungen, die die beiden DNA-Strange zusammenhalten, werden
aufgebrochen. Im ersten Zyklus wird die DNA oft fur l&ngere Zeit erhitzt um
sicherzustellen, dass sich sowohl die Ausgangs-DNA als auch die Primer

vollstandig voneinander getrennt haben und nur noch Einzelstrange vorliegen.

2. Primerhybridisierung (primer annealing): Nach der Trennung der Strange wird
die Temperatur gesenkt, so dass die Primer sich an die einzelnen DNA-
Strange anlagern kdnnen. Die Temperatur wahrend dieser Phase hangt von
den Primern ab und liegt normalerweise 2-3 C unter ihrem Schmelzpunkt,
typischerweise zwischen 50 und 65° C. Wird die Temperatur falsch gewahlt,
kann das dazu fuhren, dass die Primer sich nicht (Temperatur zu hoch) oder
an falschen Stellen (Temperatur zu niedrig) an der Ausgangs-DNA anlagern.

3. Elongation (Polymerisation, Verlangerung): SchlieBlich fillt die DNA-
Polymerase die fehlenden Strange mit freien Nukleotiden auf. Sie beginnt am
3'-Ende des angelagerten Primers und folgt dann dem DNA-Strang. Der
Primer wird nicht wieder abgel6st, da er den Anfang des Einzelstrangs bildet.
Die Temperatur hangt nun von der verwendeten DNA-Polymerase ab
(zwischen 68 und 72° C); die Zeit, die dieser Schritt bendtigt, ebenfalls von der
verwendeten DNA-Polymerase und der Lange des DNA-Fragments, das

vervielfaltigt werden soll.
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Die Messung wurde am i-Cycler der Firma Biorad (Munchen, Deutschland)
durchgefihrt. Fur die Untersuchung von c-Rel wurden zwei Primerpaare ausgewabhilt;
eins lag im Transaktivierungsdomane (TAD) codierenden Teil, das andere in der Rel-
Homologie-Doméane (RHD). Die entsprechenden Primersequenzen sind in Tabelle 1

dargestellt.

Tabelle 1: Ubersicht liber die verwendeten Primer und ihre Sequenzen fiir die zu untersuchenden
Gene c-Rel und BCL11A die Housekeeping-Gene GAPDH und LMNBL1.

Gen Primer Sequenz

c-Rel (RHD) |forward (Exon 5) 5-CCT GTT GTC TCG AAC CCA AT-3
reverse (Exon 7) 5-TCC CAATCG TTC AAC ACA AA-3

c-Rel (TAD) |forward (Exon 10) 5°-CGG TTC AAT TGG AGA AGG AA-3
reverse (Exon 11) |5-CCA TTG AGG CAT GAT GTG AC-3

BCL11A forward (Exon 1) 5-AAC CCC AGC ACT TAA GCA AA-3
reverse (Exon 2) 5-CCA ATG GGA AGT TCA TCT GG-3

GAPDH forward (Exon 5) 5°-CGA GAT CCC TCC AAA ATC AA-3
reverse (Exon 6) 5-TTC ACA CCC ATG ACG AAC AT-3

Lamin B1 forward (Exon 5) 5"-CCA GGG AAG AAC TGA TGG AA-3
reverse (Exon 6) 5-CCGCCATCTCTCTCTCTT TG-3

Zunachst wurden die c-Rel- bzw. BCL11A-Transkriptlevel in lymphatischem Gewebe,
(Tonsillen) bestimmt, um einen Schwellenbereich zu definieren. In diesem gRT-PCR-
Experiment wurden die cDNAs von drei Tonsillen bezuglich der c-Rel- und BCL11A-
Transkriptlevel analysiert, um den Mittelwert und die Standardabweichung zu
ermitteln. Wie in diesem Experiment wurde in jedem gRT-PCR-Durchlauf ein
Gemisch dieser Tonsillen cDNAs als Kalibrator verwendet. Der normale
Expressionsbereich wurde schlie3lich aus dem Mittelwert = der vierfachen
Standardabweichung berechnet. Als interne Kontrollen wurden RNA Expressionen
von c-Rel und BCL11A auf diejenige der ubiquitdr exprimierten Gene GAPDH
(glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) und LMB1 (Lamin B1) bezogen.
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-AAC
Die relative RNA Expression wurde nach der Formel 2 . berechnet, wobei CT

(Cycle Threshold), der von der Herstellersoftware (iCycler iQ, BioRad) ermittelte
PCR-Zyklus ist, bei dem die SYBR Green-Fluoreszenz fur das entsprechende
Produkt die Hintergrundfluoreszenz tberschreitet, d.h. die Amplifikation des Produkts

in die exponentielle Phase Ubergeht. ACT ist die Differenz zwischen dem Messwert

fir die Referenz, d.h. der Mittelwert von GAPDH und LMNB1, und dem Messwert fiir
c-Rel bzw. BCL11A. AACT ist die Differenz zwischen dem ACT Wert fir die Probe

(MBL bzw. Zelllinie) und dem ACT Wert fur den Kalibrator (Tonsille).

Die Proben und DEPC-HZO als NTC (non template control, Negativkontrolle) wurden

in Dreifach-Bestimmungen auf einer Thermo-Fast 96-well PCR Platte (ABgene,
Epsom, Surrey, UK) aufgetragen. Jeder Reaktionsansatz von 20 pl enthielt folgende
Komponenten und die gqRT-PCR Bedingungen waren wie folgt:

Reaktionsmix:

12,5 ng Template (cDNA)

je 300 nMI Primer

10 pl SYBR Green Supermix
auf 20 pl mit H,O

Reaktionsbedingungen:

1 Zyklus: 95°C 3 min
38 Zyklen: 95° C 25 sek

60° C 15 sek
1 Zyklus 95°C 1 min

Schmelzkurvenanalyse:
66° C 1 min + 0,5° C (59x)
15° C

Zur Uberprifung der Spezifitat der PCR Produkte wurde an das Programm zur
Amplifikation eine Schmelzkurvenanalyse angefligt. Dabei wird mit einer Temperatur

von 66° C begonnen, die sukzessive um 0,5° C erhoht wird bis 95° C erreicht sind,
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so dass die PCR Produkte bei ihrer entsprechenden Temperatur denaturieren. Da
der SYBR Green-Fluoreszenzfarbstoff nur in doppelstrangigen PCR Produkten
integriert, nimmt die Fluoreszenz bei der Denaturierungstemperatur ab und es
entsteht in der Temperaturkurve fur jedes Produkt ein spezifischer Peak. Sollten in
der PCR Reaktion weitere Produkte entstanden sein, wirden diese in der Kurve als

zusatzliche Peaks erscheinen.

2.4.5. Fluoreszenz in situ-Hybridisierung (FISH)

Zur Bestimmung der Genkopienzahl von c-Rel und BCL11A wurde die molekular-
zytogenetische Methode der Fluoreszenz in situ-Hybridisierung (FISH) durchgefuhrt.
Dazu wurden genspezifische BAC (bacterial artificial chromosomes) Sonden
verwendet (BCL11A-Lokus: BAC Klon RP11-440P5 markiert mit Spectrum Orange
(SO; Vysis, Downers Grove, IL, USA); c-Rel-Lokus: BAC Klon RP11-373L24 markiert
mit Spectrum Green (SG; Vysis)). Die FISH-Analyse wurde an Schnitten von
paraffiniertem Tumorgewebe durchgefihrt.

Die Schnitte wurden zunachst dreimal fir 10 min in Xylol entparaffiniert und zweimal
fur 5 min in Ethanol (absolut) dehydriert. Nach kurzem Trocknen an der Luft wurden

die Objekttrager 20 min in eine Kivette mit 0,2 M Salzsaure gestellt, 3 min in mHZO

und weitere 3 min in zweifachem SSC gewaschen. Danach folgte eine Behandlung
fur 30 min in einmolarer NaSCN-L6sung (80° C), anschliel3end wurden die Praparate
erneut gewaschen. Es folgte ein Verdau mit Pepsin (0,2 mg/ml Pepsin in HCI) fur
8 bis 10 min; nach zweimaligem Waschen fur 5 min in zweifachem SSC wurden die

Proben 15 min in einprozentigem Paraformaldehyd plus 40 ml 0,5 M MgCIZ-Lbsung

fixiert. Die Schnitte wurden 10 min in Denaturierungslésung bei 80° C inkubiert und
danach je 5 min in einer aufsteigenden Ethanolreihe (70 %, 90 %, absolut) auf Eis
dehydriert. Der Sondenmix wurden entsprechend der Herstellerangaben der Firma

Vysis zusammen gegeben (0,2 ul je Sonde + 1,4 ul Puffer + 0,4 pl mHZO) und 5 min

bei 72° C denaturiert, bevor sie auf das zuvor markierte Areal pipettiert wurden. Dann
wurde der Bereich mit einem Deckglas (@ 10 mm) und Fixogum luftdicht versiegelt

und bei 37° C Uber Nacht in einer feuchten Kammer hybridisiert.
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2 Material und Methoden

Nach Entfernen des Deckglases und des Fixogums wurden die Praparate dreimal
5 min in Waschlésung A (42° C) und dann dreimal 5 min in Waschlésung B (60° C)
unter Schitteln gewaschen. Danach wurden die Schnitte zur Gegenfarbung der DNA
5 min in einer DAPI-L6sung (4,6-Diamidino-2-phenylindol-dihydrochlorid) bei RT
(Raumtemperatur) inkubiert und anschlieend 3 min in Waschlésung C gewaschen.
Um die Fluoreszenz vor zu schnellem Ausbleichen zu schitzen wurden die

Praparate in Antifade-L6sung (Vectashield) eingedeckelt.

Die Dokumentation der FISH Praparate erfolgte an einem Zeiss Axioskop
Fluoreszenzmikroskop mit CCD (charged coupled device) Kamera; mit der Isis
Software von Metasystems wurden reprasentative Bilder der jeweiligen Praparate
aufgenommen. Zur weiteren Darstellung der Abbildungen wurden mit der Adobe
Photoshop Software gearbeitet.

2.4.6. Immunhistochemie an Paraffinschnitten

Zum Nachweis der Proteinexpression wurden immunhistochemische bzw.
immunzytochemische Analysen durchgefiihrt, mit denen gleichzeitig die subzellulare
Lokalisierung des untersuchten Antigens bestimmt werden konnte. Daflr standen
Paraffinschnitte von 16 der 20 MBL Geweben sowie Schnitte von paraffinierten
Zellpellets von MedB-1, Karpas1106P und RC-K8 zur Verfiigung. Zur Markierung von
c-Rel-Proteinen wurden zwei polyklonale Antikdrper (Kaninchen) verwendet, die
freundlicherweise von Dr. N. Rice und Dr. M. Ernst des National Cancer Institute —
Frederick Cancer Research and Development Center (NCI-FCRDC, Frederick, MD,
USA) zur Verfiigung gestellt wurden. Der c-Rel-Antikérper #1158 (Aminosauren 66 —
84) bindet an ein N-terminales Epitop der RHD (Rel-Homologiedoméane) und der
Antikorper #265 an ein C-terminales Epitop (Aminoséuren 573 — 587) der TAD
(Transaktivierungsdomane). Zur Bestimmung der Expression und Lokalisation des
Bcl11A-XL-Proteins wurde der monoklonale Antikdrper Bcll1A/123 (aus Maus)
freundlicherweise von Dr. K. Pulford (Nuffield Department of Clinical Laboratory
Sciences, University of Oxford, UK) und Prof. M. Dyer (MRC Toxicology
Unit/Leicester University, UK) zur Verfiigung gestellt.
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Der Nachweis von gebundenem Primar-Antikbrper wurde mit dem Envision System
(Dako, Carpintera, CA, USA) fur die Detektion gebundenen Antikdorpers nach
Herstellerangaben durchgefuhrt. Nachdem die Schnitte auf den Objekttragern
dreimal 10 min in Xylol entparaffiniert und eine Rehydrierung durch eine absteigende
Acetonreihe (Aceton; absolut, 70 %, 40 %) erfolgte, wurden sie zur Rickgewinnung
des Antigens fir 20 min in 10 mM Citratpuffer (pH 6) in der Mikrowelle erhitzt. Die
Objekttrager wurden in einer Kivette unter flieBendem Leitungswasser abgespuilt
und danach in eine feuchte Kammer gelegt. Bevor 100 pl des spezifischen Primar-
Antikoérpers in der entsprechenden Verdinnung zugegeben wurden (c-Rel 1:100;
Bcl11A/123 1:10), wurde der Schnitt auf dem Objekttrdger mit einem Fettstift

markiert.

Im Anschluss an die Inkubation von 30 bis 60 min wurde der ungebundene Primér-
Antikorper in einfachem PBS ausgewaschen. Es folgte die Inkubation mit dem
sekundaren Antikorper (anti-Maus oder anti-Kaninchen; Envision), der mit HRP
(horseradish peroxidase) gekoppelt ist. Die Objekttradger wurden in PBS gewaschen
und zur Visualisierung wurden 100 pl AEC-Losung (3-amino-9-ethyl-carbazole),
welches als Chromogen fur die Peroxidase fungiert, auf den Schnitt pipettiert. Die
Farbung wurde lichtmikroskopisch kontrolliert und schlie3lich durch Spulen unter
Leitungswasser abgestoppt. Um die Gewebestruktur darzustellen, wurden die
Schnitte mit Hamalaun gegen gefarbt und 10 min unter flielBendem Leitungswasser

geblaut, bevor das Praparat in Kaisers Glycerolgelatine eingedeckelt wurde.

Fur die Dokumentation wurden Bilder der Praparate mit einem Axioskop
Fotomikroskop (Zeiss), einer CCD (charged coupled device) Kamera und der Diskus
Software aufgenommen. Zur weiteren Darstellung der Abbildungen wurde mit der

Adobe Photoshop Software gearbeitet.
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3 Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene Versuchsreihen durchgefihrt, um zu
untersuchen, ob eine Vermehrung der Kopienzahl fur die Proto-Onkogene c-Rel und
BCL11A zu erhohter RNA- und Proteinexpression fuhrt. Dieser postulierte
Gendosismechanismus soll hier an 13 Lymphomen des Gastrointestinaltraktes
analysiert werden. In Fallen mit MZBL-GI sowie DLBL-GI wurden mittels CGH in 3/13
Fallen (23 %) DNA-Zugewinne in der chromosomalen Region 2p16 gefunden, die die
Loci fur Gene c-Rel und BCL11A beinhalten. In der Literatur sind diese vielfach als

Zielgene dieser chromosomalen Region, nicht nur im MZBL, beschrieben worden.

3.1. Genomischer Status von c-Rel und BCL11A

Von 13 Fallen mit B-Zell-Lymphomen des Gastrointestinaltraktes wurde an
Paraffinmaterial von 12 Fallen mittels FISH (Fluoreszenz in situ-Hybridisierung) eine
Analyse des Genomstatus durchgefthrt, d.h. die Kopienzahl von c-Rel und BCL11A
bestimmt. Von drei Fallen (1, 2, 3) war aufgrund vorhergehender CGH-
Untersuchungen bekannt, dass sie uUber vermehrtes Material von Chromosom 2
einschlie3lich der Bande 2p16 verfugen. Zur FISH Analyse wurden spezifische BAC
(bacterial artificial chromosome) Sonden fir die c-Rel- (RPCI-49805; Biotin-gelabelt)
bzw. BCL11A- (RCPI-P544; Digoxigenin-gelabelt) Loci verwendet.

Tabelle 2: Ergebnisse der FISH-Analysen. R rot (BCL11A-Signal; BCL B cell lymphoma), G griin (c-
Rel-Signal), F Fusionssignal aufgrund raumlicher Nahe, co Genkopien, CGH comparative genomic

hybridization, FISH Fluoreszenz in situ Hybridisierung

Fall | CGH (amp2p) | Auszahlung FISH Bewertung
1 amp2p 94 % 5F, 1 % 6F, 5 % 4F1R1G 5-6 co

2 amp2p 22 % 2F, 63 % 3F, 10 % 4F, 5 % 3F1R1G 3-4 co

3 amp2p 6 % 2F, 72 % 3F, 6 % 4F, 2 % 3F2R, 4 % 1F 3(4) co

4 andere 87 % 2F, 3% 3F, 4 % 1F1R1G, 6 % 2F1R 2 co

5 0.B. 87 % 2F, 11 % 3F, 2 % 1F1R1G 2-3 co

6 0.B. 79 % 2F, 19 % 1F, 2 % 1F1R1G 1-2 co

7 andere 93 % 2F, 3 % 3F, 4 % 1F1R1G 2 co

8 andere 64 % 2F, 29 % 3F, 3 % 1F1R1G, 3 % 4F, 1 % 1F |2-3(4) co
9 andere 93 % 2F, 1 % 1F1R1G, 6 % 1F 2 co

10 |andere 92 % 2F, 7 % 3F, 1 % 1F1R1G 2(3) co
11 |andere 81 % 2F, 11 % 3F, 6 % 1F1R1G, 2 % 1F 2-3 co
12 |andere 78 % 2F, 2 % 3F, 5 % 1F1R1G, 15 % 1F 1-2 co
13 |o.B: Kein Material fur FISH
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3 Ergebnisse

Die Ergebnisse der FISH-Analyse korrelierten dabei mit Daten der CGH
(siehe Abbildung 3 und Tabelle 2). In allen 3 Fallen mit Zugewinn in der
chromosomalen Region 2pl16 konnten zusatzliche Kopienzahlen nachgewiesen
werden (3-6). Weiterhin fanden sich Zellen mit mehr als 2 Kopien in Lymphomen

ohne Zugewinn auf 2p in der CGH.

> >

B-C-

Abbildung 3: Dargestellt sind die CGH-Profile von Chromosom 2 der Félle 1-3 (A, mit freundlicher

Genehmigung von Prof. Dr. med. T. Barth) sowie exemplarisch FISH-Analysen der Falle 1 (B) mit 4-5
Genkopien/Zelle und (C) 4 mit 2 Genkopien/Zelle. Eingesetzt wurden jeweils genspezifische Sonden
fur c-Rel (griin) und BCL11A (rot). CGH comparative genomic expression, FISH Fluoreszenz in situ

Hybridisierung

37
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3.2. RNA-Expressionslevel von c-Rel und BCL11A

Zur Bestimmung der Transkriptlevel von c-Rel und BCL11A wurde eine quantitative
Real-time-PCR (gRT-PCR) durchgefuhrt. Dazu wurde aus Kkryoasserviertem
Tumormaterial RNA extrahiert und mittels reverser Transkription cDNA gewonnen.
Diese diente als Ausgangsmaterial (template) fiir die qRT-PCR. Als BezugsgrolR3e fur
die RNA-Expression der beiden Gene in humanem lymphatischen Gewebe wurde in
dieser Arbeit die RNA bzw. cDNA aus drei unterschiedlichen Tonsillen verwendet.
Ein Gemisch dieser cDNAs diente in jedem gRT-PCR Experiment als Kalibrator. Zur
Berechnung der relativen Transkriptniveaus von c-Rel und BCL11A wurden die RNA
Expressionen der beiden ,housekeeping“-Gene GAPDH und LMNB1 gemittelt und

anschlieBend die RNA Expression der Zielgene darauf bezogen.

Zur relativen Quantifizierung niedriger, normaler oder erhohter RNA Expression der
Zielgene c-Rel bzw. BCL11A wurden die Werte fur die drei Tonsillen in einem
separatem gRT-PCR Experiment jeweils bestimmt. Dazu wurde der Mittelwert
berechnet und die vierfache Standardabweichung subtrahiert bzw. addiert. Auf diese
Weise wurde der Bereich zuverlassig festgelegt, in dem die RNA-Expression von
c-Rel bzw. BCL11A in den Proben unterhalb, innerhalb oder oberhalb der Expression
in den Tonsillen liegt. Im Folgenden wird dieser als normaler Expressionsbereich
oder normale Expression bezeichnet. Die Schwellenwerte (cut off) wurden hierbei
wie folgt festgelegt: c-Rel TAD/RHD 0,37-1,49, BCL11A 1,37-3,69.

Zur Detektion von c-Rel-Transkripten wurden zwei Primerpaare verwendet: Das erste
Primerpaar amplifiziert ein Fragment der Rel-Homologie-Domane (RHD) und das
zweite Primerpaar ein Fragment der Transaktivierungsdomane (TAD). Grund fur die
getrennte  Detektion beider Domanen ist die Beschreibung trunkierter

Proteinvarianten in lymphombasierten Zelllinien [46].

Als eine interne Kontrolle standen cDNAs von HEK (human embryonic kidney) 293-
Zellen zur Verfigung, von denen ein Teil mit einem Leervektor (H-) und ein anderer
Teil mit einem c-Rel-Expressionsvektor (H+) transfiziert wurden [92]. Die RNA-
Expression von c-Rel ist in den HEK 293-Zellen mit Leervektor wie erwartet niedriger

und in den mit c-Rel transfizierten Zellen hdéher als der normale Expressionsbereich.
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Abbildung 4 zeigt die Daten fiir die relative RNA-Expression von c-Rel (A) und BCL11A (B).
TD Transaktivierungsdoméane, RHD Rel-Homologiedoméane, BCL B cell lymphoma H+ c-Rel-

transduzierte HEK-Zellen H- Leervektor-transudzierte HEK-Zellen, HEK human embryonic kidney

Hierbei zeigt sich bei 2 Fallen (1 und 3) mit Zugewinn an genomischem Material auf
2p eine deutliche Uberexpression von c-Rel auf RNA-Ebene (Abbildung 4), jedoch
findet sich auch ein Fall (13) ohne Zugewinn in der CGH, der eine vergleichbar hohe
Expression aufweist. Ahnlich stellt sich die Datenlage beziiglich der Expression von
BCL11A dar; auch hier zeigen 2/3 CGH-positiven Féllen (1 und 3) eine deutliche
Uberexpression. Zur Qualitatskontrolle der jeweiligen gRT-PCR wurde nach jedem
Lauf eine Gelelektrophorese in 1,5 %igem Agarosegel durchgefihrt, um zusatzlich
zur durchgefiihrten Schmelzkurvenanalyse die Amplifikation eines einzelnen DNA-
Fragmentes definierter Basenpaarlange verifizieren zu konnen. Die Durchfiihrung der
PCR erfolgte jeweils in Triplikaten, um eine Kontamination oder Evaporation wahrend
des Laufes auszuschlie3en, als Negativkontrolle wurde autoklaviertes Aqua dest.

verwendet.
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3.3. Expression und intrazellulare Verteilung der c-Rel- und BCL11A-
Proteine

Zur Analyse der Proteinexpression der Produkte von c-Rel und BCL11A konnten 11
von 13 Fallen mittels Immunhistochemie (IHC) an Paraffinmaterial untersucht
werden. Fir die Analyse von c-Rel-Proteinen wurden zwei polykonale Antikérper
(Ak) verwendet, wobei der Ak #1158 ein Epitop der RHD und der Ak #265 ein Epitop
der TAD von c-Rel binden. Die Auswertung der IHC und ICC Farbungen und
Intensitaten fur c-Rel erfolgten im Vergleich zu denen c-Rel-positiver Zellen in den
Keimzentren humaner Tonsillen (Abbildung 5).

Abbildung 5: Expression von c-Rel in humaner Tonsille

Die Zellen im Keimzentrum (KZ) zeigen eine starke Farbung fir c-Rel-Protein (hier: IHC mit c-Rel-
Antikérper #265). B zeigt einen Ausschnitt vom Rand des Keimzentrums, C Zellen des extra-
follikularen  Bereiches (EF) sind bis auf einzelne Immunoblasten c-Rel negativ.

Keimzentrumsmakrophagen in B (Pfeil) sind c-Rel negativ. IHC Immunhistochemie
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Fur die Expressionsanalyse des BCL11A-Proteins wurde der monoklonale Antikérper
BCL11A/123 verwendet (freundlicherweise zur Verfugung gestellt von Karen
Pulford), der spezifisch die BCL11A-XL-lIsoform detektiert. Zur Auswertung der
Bcl11A-XL Proteinmarkierung wurde die starke Farbung von Zellen in der tonsillaren
Mantelzone und in der extrafollikularen Region als Vergleich herangezogen
(Abbildung 6). Die Ergebnisse der immunhistochemischen Untersuchungen fur c-Rel

sind in Tabelle 3 zusammengefasst.

Abbildung 6: BCL11A-XL Proteinexpression in humaner Tonsille.

In A ist die positive Farbung fir BCL11A-XL in den verschiedenen Arealen der Tonsille zu erkennen.
Schwach BCL11A-XL-positive Zellen finden sich in den Zellen des Keimzentrums (KZ). Die Zellen der
Mantelzone sowie einige Zellen im extrafollikularen Raum (EF)sind stark positiv fir BCL11A-XL (B).
Die Pfeilkbpfe zeigen auf zwei reprasentative stark Bcl11A-XL positive Zellen im extrafollikuldren
Raum.

KZ-Keimzentrum, MZ-Mantelzone, EF-extrafollikularer Raum, BCL B cell lymphoma

Skala (A)=100 pm, Skala (B)=50 pm.

Insgesamt sieht man eine deutliche zytoplasmatische Akkumulation von
c-Rel-Protein in den Falle mit durch CGH bestatigter Amplifikation im Bereich der
chromosomalen Region 2p13-16., wahrend sich im Kern nur in 10-50 % der Zellen
c-Rel-Protein nachweisen lasst. Bei den Ubrigen Fallen ist die Verteilung sehr
heterogen, so findet sich im Fall 9 beispielsweise ebenfalls in allen Zellen
zytoplasmatisches c-Rel, wahrend andere Félle kaum oder nur eine schwache
Anreicherung zeigen. Abbildung 7 zeigt exemplarisch den Fall 1.
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Tabelle 3: Ergebnisse der Immunhistochemie fiir die intrazellulare Anbfarbung von c-Rel-Protein.
TAD Transaktivierungsdomane, RHD Rel-Homologiedomane, cyt zytoplasmatische Anfarbung, nuc
nukledre Anfarbung IHC Immunhistochemie

Fall | Immunhistochemie Rel TAD (#265) | Immunhistolochemie Rel RHD (#1158)
1 cyt.. 100 % nuc.: 50 % cyt.: 100 % nuc.. 50 %
2 cyt.. 100 % nuc.: 40% Cyt.: 100 % nuc.: 10-20 %
3 cyt.. 100 % nuc.. 5-10 % Cyt.: 100 % nuc.. neg.
4 cyt:. 30% nuc.: 10% Ccyt.. 30 % nuc.: 10%
5 cyt.: 70-80 % nuc.: 10-20 % cyt.. schwach nuc.: 10-20 %
6 cyt.: 20-30 % nuc.. 10% cyt.: schwach nuc.. 10%
7 cyt.: 70-80 % nuc.: 10% cyt.. schwach nuc.: neg.
8 cyt.: 10-20 % nuc.: 5% cyt.. schwach nuc.: 5%
9 cyt.. 100 % nuc.: 50 % Cyt.: 100 % nuc.: 50 %
10 Kein Material fir IHC
11 cyt:. 30% nuc.: 5% Cyt.: 100 % nuc.: 10%
12 cyt.. neg. nuc.: neg. cyt.: 10 % nuc.: neg.
13 Kein Material fur IHC

Die Verteilung des Bcll1A-XL-Proteins ist ebenfalls heterogen, in der Mehrzahl der
Falle findet sich eine deutliche nukledare Anreicherung; jedoch gibt es auch Falle
ohne detektierbares Bcl11A-XL.

Abbildung 7: Fall 1: Immunhistochemie c-Rel (A RHD; B TD) und Bcl11A-XL (C). Vergrof3erung 20x,

Insert 40x. RHD Rel-Homologiedoméne TD Transaktivierungsdoméane

In Tabelle 4 sind alle Ergebnisse aus dieser Arbeit zusammengefasst. Als
Schwellenwerte fir die relative Uber-bzw. Unterexpression wurden ermittelt: Fur
c-Rel (RHD und TAD) 1,49/ 0,37; fur BCL11A 3,69/ 1,37.
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Tabelle 4: Zusammenfassung der Ergebnisse. Fur die Bewertung des immunhistochemischen Nachweises von BCL11A-XL qilt:
+ bis 30 % positive Zellen, ++ 30-70 % positive Zellen, +++ mehr als 70 % positive Zellen.
Fall CGH (nur FISH FISH RNA c- [RNA c-Rel RNA IHC c-Rel TD| IHC c-Rel BCL11A
2p) c-Rel BCL 11A |Rel (TAD)| (RHD) BCL11A (#265) RHD (#1158)
1 (DLBL) amp 2p 5(94%) | 5 (94%) 11,39 3,89 5,35 c: +100%; n:|c: + 100%; n: +++
+ 50% + 50%
2 (DLBL) amp 2pl4-| 3(63%) | 3 (63%) 1,73 1,78 1,75 c: + 100%; n:| c: pos; n: negativ
pl5 4 (15%) | 4 (15%) + 40% ~10-20%
3 (MZBL) amp 2pl4-| 3(72%) 3 (72%) 5,11 4.4 11,8 c: + 100%; n:|c: + 100%; n: ++
pl6 +5-10%. neg.
4 (DLBL) andere 2 (87%) | 2(87%) 0,56 0,57 0,65 c: (+) 30%; n:|c: (+) 30%; n: ((+)
*) *)
5 (DLBL) 0.B. 2(87%) | 2(87%) 0,68 0,67 1,29 c: +70-80%; | c: (+); n: + 10+ (+)
n: + 20% 20%
6 (DLBL) 0.B. 2(79%) | 2 (79%) 0,6 0,52 0,18 c:+20-30%;| c:+, ni+ negativ
1 (19%) 1 (19%) n: + 10% 10%
7 (DLBL) andere 2 (93%) 2 (93%) 0,69 0,49 2,02 c: + 70-80%; c:+;n:- +++
n: + 10%
8 (DLBL andere 2 (64%) | 2 (64%) 1,35 1,25 3,55 c: +10-20%;| c:(+); n:+ (++)
3 (29%) | 3 (29%) n: + 5% <5%
9 (DLBL) andere 2 (93%) | 2 (93%) 0,56 0,65 1,78 c: +100%; n:|c: + 100%; n:| (+++)
+ 50% + 50%
10 (MZBL) andere 2 (92%) 2 (92%) 0,12 0,11 0,06 C:-;Nn:- n.a. negativ
11 (MZBL) andere 2 (81%) | 2(81%) 0,33 0,39 0,47 c: (+) 30%; n:| c: + 100%; n: (+)
3(17%) | 3(17%) (+) 5% + 10%
12 (MZBL) andere 2 (78%) | 2 (78%) 0,93 0,74 1,05 cC:-;n:- c: +10%; n: -| negativ
3(17%) | 3(17%)
13 (MZBL) 0.B. k.M. k.M. 3,15 2,58 6,5 k.M. k.M. k.M.
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4 Diskussion

Amplifikationen von genetischem Material wurden initial in Mammakarzinomen und
Neuroblastomen beschrieben [97]. Uber die Relevanz von DNA-Amplifikationen in
B-Zell-Lymphomen ist dagegen weniger bekannt. In verschiedenen aggressiven B-
Zell-Lymphomen, wie z.B. diffus groR3zelligen B-Zell-Lymphomen (DLBCL),
mediastinalen B-Zell-Lymphomen (MBL), follikularen B-Zell-Lymphomen (FL) und
Hodgkin-Lymphomen (HL), konnte durch vergleichende genomische Hybridisierung
(CGH, comparative genomic hybridization) gezeigt werden, dass auf dem kurzen
Arm von Chromosom 2 sehr oft ein Zugewinn an genetischem Material
nachzuweisen ist; die Definition der minimal Uberreprasentierten Region beinhaltet
die Banden 2p13-p16. Durch eine Vielzahl von CGH-Studien an B-Zell-Lymphomen
kristallisierte sich heraus, dass diese Region zu den haufigsten aberranten Region in
B-Zell-Lymphomen Uberhaupt zahlt. Als attraktivste Kandidatengene dieser Region
gelten die beiden Proto-Onkogene c-Rel und BCL11A in der chromosomalen Bande
2p16, die in einem Abstand von etwa 300 Kilobasen liegen. Anfanglich stand
aufgrund der groRReren Informationsmenge Uber das transformierende Potential von
c-Rel dieses im Mittelpunkt der Untersuchungen und wurde oftmals in erhéhter
Kopienzahl durch FISH mittels genspezifischer Sonden oder Southern Blot-Analysen
in DLBCLs [35,82], in MBLs [44,78], in FLs [31] und in HLs [9] gefunden. BCL11A
rickte etwas spater in den Mittelpunkt wissenschaftlicher Studien und konnte
erstmals 2001 von Satterwhite und Kollegen in B-Zell-NHLs beschrieben und
anschlieend von Martin-Subero et al. (2002) in HLs konsistent koamplifiziert mit

c-Rel nachgewiesen werden [65,94].

Im Rahmen der eigenen Untersuchungen wurde in Versuchsreihen auf DNA-,
Transkript- und Proteinebene gepriift, ob eine Uberreprasentation der Gene c-Rel
und BCL11A in extranodalen Marginalzonen-B-Zell-Lymphomen (MZBL-GI) zu einer
erhohten Expression der entsprechenden Transkripte und Proteine fuhrt. Hierzu
wurde anhand von 13 B-Zell-Lymphomen des GI-Traktes (MZBL-GI und DLBL-GI)
die Zahl der Genkopien mittels FISH bestimmt und anschlieBend die Transkriptlevel
(mittels real-time-PCR) sowie die Proteinexpression (mittels Immunhistochemie)
untersucht. Fur Genamplifikationen ist ein sogenannter Gendosismechanismus

(engl.: gene dose effect) postuliert; d.h. eine Amplifikation genetischer Sequenzen
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fuhrt zu erhdhter Transkription und Translation der Genprodukte. Es wird hierbei
davon ausgegangen, dass die onkogene Aktivitdt durch die aberrant erhoéhte
Expression des entsprechenden Proteins erworben wird und es zu einer
Dysregulation normaler physiologischer Prozesse (z.B. Zellproliferation oder
-Uberleben) kommt. In der Literatur beschriebene Beispiele fur diesen Mechanismus
sind Amplifikationen von BMI1 in Mantelzell-Lymphomen [10], CCND3 und BYSL in
DLBCLs [48,], MCM7 in Prostatakarzinomen [86], N-myc in Neuroblastomen [54],
Her2/neu und Six1 in Mammakarzinomen [67,84] sowie CDK4 und MDM2 in
malignen Melanomen [72]. Einige Proto-Onkogene kénnen sowohl sowohl durch
DNA-Amplifikationen als auch durch chromosomale Translokationen onkogen
aktiviert werden, wie z.B. CCND1 in Mammakarzinomen [85], MALT1 in B-NHLs [93]
oder BCL2 in DLBCLs [69].

4.1. Der genomische Status von c-Rel und BCL11A in malignen B-Zell-
Lymphomen

Joos et al. beschrieben 1996 erstmals haufige segmentale Imbalancen der
Chromosomen 2, 9, 12 und X in der CGH bei mediastinalen B-Zell-Lymphomen.
Aufgrund von high level-Amplifikationen auf dem kurzen Arm von Chromosom 2
konnte die Konsensusregion auf die chromosomalen Banden 2p13-pl6 eingegrenzt
und c-Rel als ein Kandidatengen der Lymphomgenese im Bereich dieses Amplikons

identifiziert werden [44].

Houldsworth et al. fanden ebenfalls 1996 erhdhte Kopienzahlen des c-Rel-Gens in
diffus grof3zelligen B-Zell-Lymphomen (DLBCL) mittels Southern Blot [35].
Inzwischen wurden weitere B-Zell-Lymphome mit genomischen Zugewinnen und
Amplifikationen von 2p16 einschlief3lich c-Rel beschrieben. In Hodgkin-Lymphomen
wurden in 56 % (22/39) bzw. 55 % (24/44) vermehrte Kopienzahlen von c-Rel
detektiert [45,65].

Satterwhite et al. identifizierten 2001 BCL11A als weiteres potentielles
Kandidatengen in der Zielregion 2pl13 und zeigten zum einen eine vermehrte
Kopienzahl von BCL11A in B-NHLs sowie zum anderen eine gemeinsame
Amplifikation von BCL11A und c-Rel [94].
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Martin-Subero et al. beschrieben 2002 eine erhdhte Kopienzahl von c-Rel und
BCL11A in 55% der untersuchten Hodgkin-Lymphome [65]. Lediglich in einem der
HL-Falle wurde eine Amplifikation ausschlieBlich von c-Rel beobachtet, so dass
c-Rel als das wahrscheinlichere relevante Kandidatengen der Amplifikation in der
chromosomalen Region angesehen wurde. Amplifikationen von c-Rel wurden
aulBerdem in kutanen CD30-positiven anaplastisch-grof3zelligen Lymphomen
gefunden[63].

Weniger et. al. zeigten 2006 eine erhdhte Kopienzahl von c-Rel und BCL11A in 75 %
(15/20) mediastinaler B-Zell-Lymphome. Dies stellt nicht nur die hdchste
beschriebene Aberrationsrate fur diese beiden Gene in B-Zell-Lymphomen, sondern
auch die haufigste genetische Aberration in MBLs Uberhaupt dar. Fur B-Zell-
Lymphome des GlI-Traktes liegen aktuell keine Daten beziglich genetischer
Amplifikationen im der Region 2p16 vor [112,113].

In der vorliegenden Arbeit wurden durch den Einsatz von spezifischen Sonden fir
c-Rel und BCL11A mittels FISH die Befunde einer vorhergegangenen CGH-Analyse
bestétigt. Hierbei wurden in 3/13 Fallen (23%) von B-Zell-Lymphomen des Gl-
Traktes (MZBL-GI und DLBL-GI) Zugewinne an genetischem Material in der
chromosomalen Rgion 2p13-2p16 gefunden. Die Resultate der FISH zeigten in 2
dieser Falle sowie in einem Fall ohne Zugewinn in der CGH-Analyse eine erhdhte
Kopienzahl (3-4) von c-Rel und BCL11A.

4.2. Transkriptlevel von c-Rel und die Proteinexpression von c-Rel in B-

Zell-Lymphomen des GI-Traktes

Basierend auf Beobachtungen, dass eine vermehrte Expression von c-Rel zu einer
Transformation hamatopoetischer Zellen fuhren kann [108] und der haufigen
Uberreprasentation von c-Rel in B-Zell-Lymphomen wird eine vermehrte Kopienzahl
von c-Rel als Ursache fir eine konstitutive Aktivierung von NF-xB diskutiert. In situ-
Hybridiserungen von Mausembryos und adulten Geweben zeigen eine Expression
von c-Rel-mRNA in sich entwickelnden hamatopetischen Zellen [109]. Das c-Rel-
Protein wird in allen Stadien der B-Zellentwicklung translatiert; die hochsten
Expressionslevel finden sich dabei in reifen B-Zellen, in denen es konstitutiv nuklear

nachgewiesen werden kann [29,33,49,105].
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Die in der vorliegenden Arbeit als Referenz fur die Expressionsanalyse verwendeten
humanen Tonsillen zeigten eine starke Expression des c-Rel-Proteins in den
Keimzentrumszellen und in einigen Zellen der extrafollikularen Bereiche. Dies
entspricht den o.g. Daten und unterstitzt die Annahme; dass c-Rel in der
Ontogenese der B-Zellen und in der Keimzentrumsreaktion eine Rolle spielt
(Abbildung 5).

Verschiedene Autoren haben sich der Fragestellung angenommen, ob eine
Erh6éhung der Kopienzahl von c-Rel in Lymphomen zu einer erhéhten Transkription
und Translation und letztlich zu einer konstitutiven Aktivierung von NF-xB flhrt,
kommen dabei jedoch zu unterschiedlichen Ergebnissen [30]. Eine konstitutive
Aktivierung von NF-xB wurde zuerst in Zelllinien von Hodgkin-Lymphomen und
spater in mikrodissezierten Hogkin- und Reed-Sternberg-Zellen (HRS) beschrieben,
wobei die NF-kB-Aktivierung durch p50, p65 und c-Rel vermittelt wurde [7,12]. In
einer der ersten Studien, die sich mit dem Gendosismechanismus von c-Rel
beschaftigte, wurden 2003 von Barth et al. klassische Hodgkin-Lymphome mittels
FICTION untersucht [9]. Diese Studie basierte auf der Beobachtung, dass HRS des
klassischen Hodgkin-Lymphoms oftmals Zugewinne und Amplifikationen von c-Rel
aufweisen [65]. Beim Vergleich klassischer Hodgkin-Lymphome mit erhéhtem und
mit diploidem c-Rel konnte mittels Immunhistochemie und FICTION (fluorescence
immunophenotyping and interphase cytogenetics as a tool for investigations of
neoplasms) gezeigt werden, dass in der ersten Gruppe ein signifikant hoherer Anteil
der HRS eine nukleére Farbung fur c-Rel zeigte. In Analogie dazu zeigten Savage et
al. ebenfalls 2003 eine nukleare Farbung fur c-Rel in 5 von 6 MBLSs, die mit einer
erhohten mRNA-Expression von c-Rel korrelierte. Allerdings fehlte in dieser
Untersuchung die Bestimmung der Kopienzahl von c-Rel, so dass die Frage nach
einem Gendosismechanismus in dieser Untersuchung letztlich ungeklart bleibt [95].
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Kalaitzides et al. publizierten 2002 die Beobachtung, dass die Zelllinie RC-K8 (die
aus einem diffus grol3zelligen B-Zell-Lymphom etabliert wurde) eine trunkierte Form
des c-Rel-Proteins exprimiert, welches zu einer konstitutiven Aktivierung von NF-xB
fuhrt [46,47]. In der vorliegenen Arbeit wurden daher die immunhistochemischen
Untersuchungen fir c-Rel mit 2 Antikérpern durchgefihrt: zum einen mit dem
polyklonalen Antikorper #1158 gegen ein Epitop der C-terminal gelegenen Rel-
Homologie-Doméne (RHD) und mit dem Ak #265 gegen ein Epitop der N-terminal
gelegenen Transaktiverungsdoméane (TAD) von c-Rel.

Basierend auf den FISH, gRT-PCR und IHC-Analysen lie3 sich in der vorliegenden
Arbeit kein eindeutiger Zusammenhang der Kopienzahl von c-Rel mit der mRNA-
Expression und der Proteinexpression bzw. subzellularen Lokalisation von c-Rel
erkennen. Obwohl 2 der 3 Falle mit bestéatigten Zugewinnen in CGH und FISH
(1 und 3) eine deutlich erhéhte Expression der c-Rel-mRNA zeigten, konnte nur im
Fall 1 eine nukledre Farbung fur c-Rel in 50 % der Lymphomzellen nachgewiesen
werden, hingegen im Fall 3 nur in 5-10 % der Zellen. Ein weiterer Fall (13) zeigte
eine erhbhte mRNA-Expression, jedoch stand leider kein Material fur die weiteren
Untersuchungen zur Verfigung. In einem weiteren Fall (09) zeigte sich eine starke
nukleédre Farbung fir c-Rel, ohne dass in diesem Fall eine erhdhte Anzahle von
c-Rel-Kopien nachgewiesen werden konnte. Ein signifikanter Unterschied in der

Farbung zwischen den beiden Antikérpern konnte nicht nachgewiesen werden.
Diese Beobachtungen stellen somit den postulierten Gendosismechanismus in Frage

und weisen moglicherweise auf weitere Regulationsmechanismen der c-Rel-

Proteinexpression hin.
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4.3. Transkriptlevel von BCL11A und die Proteinexpression von
BCL11A-XL in B-Zell-Lymphomen des GI-Traktes

Durch alternatives Spleilen der BCL11A-pra&-mRNA entstehen verschiedene
Isoformen. Satterwhite et al. beschrieben 2001 anfanglich 3 Haupttranskripte [94],
inzwischen wurde eine vierte Variante beschrieben [59]. Somit existieren
verschiedene Isoformen des Bcll11A-Proteins, die mit XL, L, S und XS bezeichnet
werden. In normalen humanen Geweben wird primar das Transkript fur die BCL11A-

XL-Isoform exprimiert [81,94].

Ein Antikorper zur Detektion der XL-Isoform von BCL11A wurde erst 2006 publiziert.
Pulford et al. detektierten nukledres BCL11A-XL-Protein in Zellen der Mantelzone, in
den meisten Zellen des Keimzentrums und in sogenannten plasmazytoiden
dendritischen Zellen in den interfollikularen Bereichen von Tonsille und Lymphknoten
[81] (vgl. Abbildung 6). In der vorliegenden Untersuchung wurde der Antikodrper
BCL11A/123 zum Nachweis von BCL11A-XL freundlicherweise von der

Arbeitsgruppe um Karen Pulford zur Verfigung gestellt.

Die Datenlage zur Rolle von BCL11A in der Entstehung maligner Lymphome ist
sparlich. Pulford et al. untersuchten DLBCLs mittels Gewebsmikroarrays und
folgerten, dass die Transkriptlevel von BCL11A nicht durch Zugewinne bzw.
Amplifikationen der chromosomalen Region 2p13-p16 beeinflusst werden und somit
fur BCL11A kein Gendosismechanismus postuliert werden kann [81].

Bea. et. al. analysierten neben BCL11A und c-Rel 12 weitere Gene der Region 2p14-
pl6 hinsichtlich deren RNA-Expression bei Auftreten von mittels CGH
nachgewiesenen Zugewinnen bzw. Amplifikationen in MBLs und DLBCLs (ABC-
DLBCLs und GCB-DLBCLSs) [11]. Einschrankend muss angemerkt werden, dass die
Kopienzahl der weiteren Kandidatengene nicht detailliert mittels genspezifischer
DNA-Sonden analysiert wurde. Die Expression der entsprechenden Transkripte
wurde nur in den Féllen von DLBCLs mit Zugewinnen im Bereich 2pl14-p16
untersucht. Eine Uberexpression von BCL11A auf mRNA-Ebene fand sich dabei in
keiner der DLBCL-Untergruppen [11].
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In der vorliegenden Arbeit wurden in 4/13 (30 %) der Falle eine deutliche nukleare
Farbung fur BCL11A-XL gefunden. Ein eindeutiger Zusammenhang zwischen
genomischem Status, Expressionslevel und Proteinnachweis zeigte sich hierbei
nicht. Ein Gendosiseffekt fir BCL11A-XL in der Pathophysiologie maligner B-Zell-
Lymphome lasst sich somit nicht eindeutig fir diesen Lymphomtyp definieren.

Weniger et al. hatten in 20 MBLs in tber 80 % Proteinmarkierungen fur BCL11A-XL
nachgewiesen, wobei der Anteil der Zellen mit Kernfarbung als auch die Intensitat
der Farbung heterogen war. Zwei Falle waren komplett negativ, obwohl ein Zugewinn
und normale bzw. erniedrigte BCL11A RNA-Expression vorlagen. Ein konsistenter
Gendosismechanismus wurde fir BCL11A in drei MBLs im Sinne einer erhdhten
Genkopienzahl mit erhéhten Transkriptleveln und nuklearer Akkumulation von
BCL11A-XL nachgewiesen. In dieser Arbeit zu MBL wurde die Schluf3folgerung
gezogen, dass fur BCL11A der Gendosismechanismus in einzelnen MBLs eine
Erklarung fur erhéhte RNA- und Proteinexpression sein kann [112,113].

Im gegebenen Zusammenhang ist die unterschiedliche Frequenz des
Proteinnachweis fuir BCL11A in MZBL-GI und DLBL-GI interessant und weist auf
eine unterschiedliche Bedeutung von BCL11A in diesen Lymphomtypen hin. Zwar
sind beide Lymphome vom B-Zell-Typ und als extranodale B-Zell Lymphome
definiert, beide weisen jedoch in der Immunologie, Genetik und letztendlich auch in

der Klinik erhebliche Unterschied auf.

Die Ergebnisse der vorgelegten Arbeit weisen auf weitere regulatorische
Mechanismen hin, die eine verstarkte Expression von BCL11A Proteine ohne
messbar erhdhte Transkription begunstigen bzw. férdern. Festgehalten werden
muss, dass BCL11A ebenso wie c-Rel aufgrund ihrer héaufig nukledren
(konstitutiven?) Akkumulation eine biologische Bedeutung Rolle auch in Lymphomen

des GI Trakts zu spielen scheinen.
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B-Zell-Non-Hodgkin-Lymphome des Gastrointestinaltraktes (Gl) stellen mit 30-40 %
der Falle die grof3te Gruppe extranodaler Lymphome dar. Unterschieden werden die
gastrointestinalen Lymphome nach aktueller Klassifikation der WHO (World Health
Organization) als jeweils eigenstandige Entitéaten in extranodale Marginalzonen B-
Zell-Lymphome (MZBL-GI), die sekundar in diffus grof3zellige B-Zell-Lymphome
transformieren kénnen und primare diffus grol3zellige B-Zell-Lymphome (DLBL-GI).
In einigen Fallen finden sich Zugewinne von genetischem Material im Bereich der
chromosomalen Region 2p13-p16. In dieser Region lokalisieren die beiden Proto-
Onkogene c-Rel und BCL11A, die folglich interessante potentielle Kandidatengene
fur die Entstehung und/oder Progression des malignen Zellklons darstellen. Trotz
zahlreicher Untersuchungen ist bislang nicht detailliert geklart, ob diese beiden Gene
die tatsachlichen Zielgene der gefundenen Amplifikationen sind und welche Rolle
ihnen in der Pathogenese der gastrointestinalen B-Zell-Lymphome zukommit.

Molekularzytogenetische Untersuchungen an Hodgkin-Lymphomen konnten zeigen,
dass Zugewinne an genomischem Material in dieser Region mit einer nuklearen
Akkumulation von c-Rel-Protein im Kern einhergehen und somit fir diese Gene in
Analogie zu Her2/neu beim Mamma-Karzinom oder N-Myc in Neuroblastomen ein

mdglicher Gendosismechanismus postuliert werden kann.

In der vorliegenden Arbeit wurden diesbeziglich Versuchsreihen auf Ebene der
DNA, der mRNA-Expression und der Protein-Translation durchgefuhrt, um zu
untersuchen, ob bei MZBL und DLBL des Gastrointestinaltraktes eine erhdhte
Genkopienzahl von c-Rel und BCL11A zu einer erhthten Expression der
entsprechenden Transkripte und Proteine fuhrt und somit fir diese Subgruppen der
B-NHL ein Gendosismechanismus postuliert werden kann. Dazu wurden insgesamt
13 Falle gastrointestinaler B-NHL (5 extranodale Marginalzonen-B-Zell-Lymphome
und 8 diffus grof3zellige B-Zell-Lymphome des Gastrointestinaltraktes) mittels FISH
(Fluoreszenz in  situ  Hybridisierung), gRT-PCR (quantitative Echtzeit-

Polymerasekettenreaktion) und immunhistochemischer Techniken analysiert.

Vorhergehende CGH-Analysen (comparative genomic hybridization) zeigten in 3 von
13 Fallen (23 %) Zugewinne auf dem kurzen Arm von Chromosom 2 einschlie3lich
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der chromosomalen Region 2p16, die in allen 3 Fallen durch FISH bestétigt werden
konnten. Weiterhin zeigte ein weiterer Fall eine erhdhte Kopienzahl von c-Rel und
BCL11A in der FISH trotz normalem 2p-Profil in der CGH. In 4/13 Fallen (30 %) der
Falle konnte durch FISH mit genspezifischen Sonden fir c-Rel und BCL11A ein
Zugewinn an genetischem Material fur die beiden untersuchten Gene festgestellt

werden. Beide Gene lagen in der vorliegenden Studie jeweils koamplifiziert vor.

Ein eindeutiger Zusammenhang zwischen genomischem Status und Ausmald der
Transkription liel3 sich nicht zeigen. Aufgrund der geringen Fallzahl und der
eingeschrankten Materialverfigbarkeit wurde auf eine explizite statistische
Auswertung verzichtet. Zwar zeigten zwei der CGH-positiven Falle auch eine deutlich
erhohte Transkription, jedoch wies der dritte CGH-positive Fall keine erhohte
Transkription auf. Umgekehrt fand sich in einem Fall mit unauffalligem genomischen
Status bezuglich der untersuchten Gene eine erhdhte Expression sowie eine deutlich
erhdhte Expression in einem vierten CGH-negativen Fall. Interessanterweise
verhielten sich die Transkriptlevel beider Gene jeweils gleichlaufig, d.h. entweder war
die Transkription beider Gene erhdht bzw. im definierten Normalbereich.

Der immunhistochemische Proteinnachweis ergab ebenfalls keine eindeutige
Korrelation im Sinne eines Gendosismechanismus. Nukledres c-Rel-Protein konnte
in  5/13 (38 %), ebenso in 5 Fallen (38 %) nukledres Bcll11A-XL-Protein
nachgewiesen werden. Ein konsistenter Gendosismechanismus fur beide Gene

konnte nur in einem DLBL nachgewiesen werden.

Zusammenfassend scheint ein Gendosismechanismus fur c-Rel und BCL11A nur in
Einzelféllen von B-Zell-Lymphomen des Gastrointestinaltraktes eine Erklarung fur die
Tumorgenese stringent im Sinne eines Gendosiseffektes darzustellen. Die
Ergebnisse der vorgelegten Arbeit weisen darauf hin, dass weitere regulatorische
Mechanismen existieren, die eine verstarkte Expression beider Proteine unabhéngig
von erhohten Transkriptleveln fordern. Aufgrund ihrer héaufigen nuklearen
Lokalisation kann postuliert werden, dass in den Fallen, die eine nukleare
Lokalisation des c-Rel und BCL11la-Proteins aufweisen, diesen eine biologische,
moglicherweise konstitutive Bedeutung in der Pathophysiologie vom marginalen B-

Zell-Lymphomen und diffus grof3zelligen B-NHL des Gastrointestinaltraktes zukommit.
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