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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Cytokine steuern die Kommunikation von verschiedenen Zelltypen untereinander und
regulieren deren Uberleben, Differenzierung und Wachstum. Sie steuern dabei
Immunantworten bei Pathogenbefall und koordinieren zwischen den Antworten des
adaptiven und des angeborenen Immunsystems. Kommt es zu einer Deregulation der
Expression von Cytokinen oder deren Rezeptoren, kann es zu autoimmunen oder
malignen Erkrankungen kommen. Ein besonderes Beispiel der aberranten
Cytokinexpression ist das klassische Hodgkin Lymphom. Die malignen Hodgkin/Reed-
Sternberg (HRS) Zellen des Hodgkin Lymphoms stammen urspringlich aus
Keimzentrums B-Zellen, haben aber ihren B-Zell Phanotyp verloren. Sie exprimieren eine
Vielzahl von verschiedenen Cytokinen und Cytokinrezeptoren, die urspriinglich nicht in
einem Genexpressionsprogramm von B-Zellen vorkommen. In dieser Arbeit wurden zwei
dieser Cytokin-Rezeptorsysteme (IL-21/IL-21R und CSF-1/CSF1R) hinsichtlich ihrer

Funktionen fir die HRS Zellen des Hodgkin Lymphoms charakterisiert.

Das hauptséchlich von CD4" T-Zellen exprimierte Cytokin IL-21 ist in den untersuchten
HRS Zelllinien und in HRS Zellen von Gefrierschnitten betroffener Lymphknoten von
Hodgkin Patienten exprimiert. Es konnte gezeigt werden, dass durch die gleichzeitige
Expression des IL-21R in den HRS Zellen eine autokrine Stimulation stattfindet. IL-21
aktiviert STAT3 Proteine in den HRS Zelllinien, reguliert STAT3 Zielgene und konnte in
einer Zelllinie vor CD95 induzierter Apoptose schitzen. Des Weiteren wurde eine
Beteiligung von IL-21 an der Expression des CC-Chemokins MIP-30 demonstriert. In
Experimenten mit HRS Zelllinien konnte nachgewiesen werden, dass MIP-3a in der Lage
ist, die Migration von regulatorischen T-Zellen zu stimulieren. MIP-3a kdnnte damit zu
einem immunsuppressiven Umfeld der HRS Zellen in vivo beitragen und einer anti-
tumoralen Immunantwort vorbeugen. Zusammen mit der potentiell anti-apoptotischen
Wirkung von IL-21 bieten IL-21 und MIP-30 daher Ansatze fir neue spezifischere

Therapien fir das Hodgkin Lymphom.

Die myeloid-spezifischen Proteine CSF-1 und CSF1R wurden in dieser Arbeit als weiteres
B-Zell-fremdes Cytokin-/Rezeptorsystem in HRS Zellen identifiziert. In verschiedenen
Experimenten konnte gezeigt werden, dass die autokrine Stimulation des CSF1R zu einer
héheren Uberlebens- und Proliferationsrate in den HRS Zellen fihrt. Um eine Ursache der
CSF1R Expression in HRS Zellen zu finden, wurde die Regulation des CSF1IR Gens in
dieser Arbeit untersucht. Uberraschenderweise konnte eine klassische Regulation von
CSF1R, wie sie in myeloiden Zellen bekannt ist, ausgeschlossen werden. Statt dessen

konnte ein nicht-kanonisches Transkript identifiziert werden, das 6.5 kb stromaufwarts
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Zusammenfassung

des klassischen Promotors von einer LTR Region initiiert wird. LTR Regionen haben
Promotoreigenschaften, sind aber durch verschiedene Mechanismen transkriptionell
inaktiviert. Die in dieser Arbeit identifizierte LTR Region der MaLR Familie THE1B wird in
Non-Hodgkin Zelllinien von dem epigenetischen Co-Repressor CBFA2T3 an der Initiation
der Transkription gehindert. CBFA2T3 ist in den HRS Zellen nicht exprimiert und die
Herunterregulation von CBFA2T3 in Non-Hodgkin Zellen fihrt zur Induktion des nicht-
kanonischen CSF1R Transkripts.

Die auBergewdhnliche Regulation des CSFIR Gens stellt ein neues Beispiel fiur die
Aktivierung von potentiellen Onkogenen dar. Das nicht-kanonische CSF1R Transkript
kdnnte fir die Diagnostik bei der Identifizierung von symptomatisch &hnlichen

Tumorentitaten genutzt werden.



Widmung

Widmung

Fiir Andreas

Far away
This ship is taking me far away
Far away from the memories

Of the people who care if I live or die

(Starlight, Muse)
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Einleitung

1 Einleitung

Das menschliche Immunsystem reagiert mit zwei unterschiedlichen Antworten auf die
Infektion durch ein Pathogen. Die erste, unspezifische Reaktion ist die angeborene
Immunantwort, welche koérperfremde Antigene erkennt und Krankheitserreger
unspezifisch beseitigt. Die zweite, adaptive bzw. erworbene Immunantwort erfolgt
zeitlich verzégert nach dem ersten Kontakt mit einem Antigen und reagiert spezifischer.
Sie fuhrt zur Immunitaét des Wirtes gegen das jeweilige Pathogen [1]. Die verschiedenen
Zelltypen des Immunsystems entstehen aus gemeinsamen Vorlauferzellen, den
hamatopoetischen Stammzellen (HSZ) im Knochenmark. HSZ sind fir die Bildung aller
Zelltypen im Blut des Menschen verantwortlich. Das Immunsystem reagiert in
koordinierten Aktionen auf den Befall von Pathogenen, was eine Kommunikation der
einzelnen Zelltypen untereinander erfordert. Die Kommunikation zwischen den
verschiedenen Zellen wird durch bestimmte Proteine, den Cytokinen, realisiert. Die
funktionelle Charakterisierung von Cytokinen bei der Interaktion von Tumorzellen
untereinander und mit ihren umliegenden Stromazellen ist Thema dieser Arbeit. Der
Schwerpunkt liegt dabei auf Cytokinen, die in den Ursprungszellen der Tumorart nicht
exprimiert werden und im Folgenden als so genannte ‘linien-fremde Cytokine’ bezeichnet
werden. Die Expression von linien-fremden Cytokinen ist eines der charakteristischen
Merkmale des klassischen Hodgkin Lymphoms (im Folgenden als Hodgkin Lymphom
bezeichnet). Die Funktion dieser linien-fremden Cytokine fir die Tumorzellen des

Hodgkin Lymphoms soll hier néher untersucht werden.

1.1 Cytokine

Die Interaktion zwischen den Zellen des hamatopoetischen Systems bei der
Immunantwort findet Uber verschiedene Signalwege statt, die von Cytokinen aktiviert
werden [2]. Zu den Cytokinen zahlt man die Familien der Interleukine, Interferone,
Kolonie-stimulierende Faktoren und der Chemokine. Die einzelnen Cytokine haben
pleiotrope Effekte und entfalten ihre Wirkung je nach Zelltyp und Umgebung. Die
Funktionen reichen dabei von Proliferation, Differenzierung, Immunglobulinregulation,
Aktivierung von Immunreaktionen, Chemoattraktion bis hin zur Induktion des
programmierten Zelltodes (Apoptose). Dabei steuern sie nicht nur die Kommunikation
zwischen den einzelnen Zelltypen, sondern koordinieren auch zwischen der adaptiven
und der angeboren Immunantwort [3]. Die Cytokine bestehen aus einer einzigen
Polypeptidkette und kommunizieren mit Ihren Zielzellen dber membranstéandige

Rezeptoren.



Einleitung

Cytokine und Rezeptoren weisen dabei je nach Familie eigene Strukturmerkmale auf. Flr
die in dieser Arbeit betrachteten Beispiele (Interleukin-21 (IL-21) und Kolonie-
stimulierender Faktor-1 (CSF-1)) werden die jeweiligen Strukturmerkmale im Folgenden
naher beschrieben. Des Weiteren werden, so weit in der Literatur bekannt, Regulation,

Funktion und Krankheitsrelevanz dieser beiden Rezeptor-Cytokinsysteme erlautert.

1.2 Interleukin-21 und Interleukin-21 Rezeptor

Interleukin-21 (IL-21) ist ein Mitglied der Typ-I Cytokinfamilie, die sich durch eine
Struktur mit 4 a-Helizes auszeichnet [4]. Die dazu korrespondierenden Rezeptoren haben
die gemeinsame y-Kette (y.) als charakteristisches Merkmal. Eine Mutation in dieser
Kette ist Ursache fir die humane Krankheit ‘X-linked severe combined immune
deficiency’ (XSCID), bei der das Immunsystem nicht in der Lage ist T-, NK- sowie
funktionelle B-Zellen zu generieren [5]. Zu dieser Gruppe zahlen IL-2, IL-4, IL-7, IL-9,
IL-15 und IL-21, letzteres ist dabei das jingste Mitglied [6]. IL-21 wurde gemeinsam mit
seinem Rezeptor (IL-21R) im Jahr 2000 identifiziert. Die Expression von IL-21 konnte
bislang in CD4* T-Zellen, NKT-Zellen und Th17-Zellen gezeigt werden [4].

Die Expression des IL-21R dagegen ist Uber ein groBes Spektrum an hdmatopoetischen
Zelltypen verbreitet, wie zum Beispiel CD4* T-, CD8" T-, B-, NK- und dendritischen

Zellen, Makrophagen und Keratinozyten.

1.2.1 Struktur des Rezeptors und des Liganden

Der IL-21R ist dhnlich dem IL-2Rp und liegt auf dem Chromosom 16 direkt stromabwarts
des IL-4Ra [7]. Zusammen mit dem IL-21R bildet die gemeinsame y-Kette die
funktionelle Bindungsstelle fir IL-21 [8,9]. Das typische Merkmal eines Typ-I
Cytokinfamilienrezeptors, wie IL-21R oder IL-2Rp, ist die extrazelluldare Domane mit vier
konservierten Cysteinresten und einem WSXWS Motiv. Die cytoplasmatische Doméne
besteht aus einem Box 1 Motiv und enthdlt 6 Tyrosinreste [10]. Die mRNA des humanen
IL-21R Gens ist 3248 bp lang und codiert fir 538 Aminosauren [7].

Das IL-21 Gen liegt dagegen auf Chromosom 4 und codiert flir das reife Protein mit 131
Aminosauren und einer molekularen Masse von 15 kDa. Die Aminosduresequenz besitzt
eine signifikante Ahnlichkeit zu IL-2, IL-4 und IL-15 [6]. Die dreidimensionale Struktur
von IL-21 zeigt eine vierfach helikale Blndelstruktur, bei der sich ein Teil der Helix C als

besonders stabilisierend fiir die Rezeptorbindung erwiesen hat [11].
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1.2.2 Molekulare Grundlagen fir den IL-21 Signalweg

Nach der Bindung von IL-21 an den IL-21R findet die Signalkaskade wie bei den anderen
Typ-I Cytokinen Uber den Jak/STAT Signalweg statt. IL-21 aktiviert dabei vorrangig die
Familienmitglieder der 'Janus assoziierten Tyrosinkinasen’ (Jak)l und Jak3 [7,8,9]. Im
weiteren Verlauf kann IL-21 sowohl ‘Signhal Transducer and Activator of Transcription’
(STAT)1 und STAT3 aktivieren sowie STAT5a und STATS5b, wobei die Stimulation von
STAT3 nachhaltiger ist (Abb. 1.1) [4,12]. Bei der Aktivierung von STAT Proteinen durch
IL-21 sind die Tyrosinreste der cytoplasmatischen Domane des IL-21R entscheidend. Es
konnte gezeigt werden, dass Tyr510 phosphoryliert ist und als Bindungsstelle fir STAT1
und STAT3 dienen kann [4]. Neben den STAT Proteinen konnte auch eine Aktivierung des
MAPK und des PI3K Signalweges durch IL-21 identifiziert werden [10].

Zellmembran

Zytoplasma

Aktivierung von Zielgenen
Zellkern (MCL-1, IL-6, MIP-3a, etc.)

Abbildung 1.1: Schema des IL-21 Signalweges. Nach der Stimulation des IL-21R durch IL-21
kommt es an der intrazelluldren Domane des IL-21R zur Aktivierung von Jak Proteinen. Im
weiteren Verlauf kdnnen verschiedene STAT Proteine phosphoryliert werden und es kommt zur
Aktivierung von Zielgenen im Zellkern (modifiziert nach Leonard, Spolski; JLeukBiol; 2008)

1.2.3 Regulation, Expression und Funktion von IL-21 und IL-21R

Die Expression von IL-21 wird in CD4" T-Zellen Uber Signale des T-Zell Rezeptors (TZR)
induziert. In der IL-21 Promotorregion befinden sich ‘Nukledrer Faktor aktivierter T-
Zellen” (NFAT) Bindungsstellen, die hauptsachlich fir die Transkriptionsinitiation
verantwortlich sind [13,14].
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In NKT-Zellen wird die Expression von IL-21 vor allem durch mycobakterielle Antigene
induziert. Dies zeigt, dass die IL-21 Expression durch Mechanismen der angeborenen

Immunabwehr angeregt werden kann [15].

Die Expression von IL-21R ist in den spateren Entwicklungsstadien prominenter als in
den Vorlauferstadien der einzelnen Zelltypen. Dies deutet auf Funktionen von IL-21R vor
allem in reiferen Zellen hin und weniger bei der Differenzierung von Zellen [16]. IL-21R
Knock out (KO) Experimente zeigen eine normale Differenzierung der einzelnen Zelltypen
des hamatopoetischen Systems. In vivo und in vitro Experimente demonstrieren eine
stimulierende Wirkung von IL-21 auf die Proliferation von hamatopoetischen
Vorlauferzellen [17,18].

Die breite Expression von IL-21R in fast allen Zelltypen des hamatopoetischen Systems
deutet auf vielfache Wirkungsweisen von IL-21 hin [6,7,15,19,20,21]. In Mausversuchen
konnte nach der Uberexpression von IL-21 eine erhéhte Anzahl an unreifen Ged&achtnis-
B-Zellen und Plasmazellen identifiziert werden, was auf eine Proliferations-stimulierende
Wirkung hindeutet [22]. In vitro Experimente zeigen, dass je nach dem ko-
stimulatorischen Kontext auch anti-proliferative Antworten in B-Zellen durch IL-21
induziert werden kdnnen. So erfolgt eine Induktion der Proliferation in murinen
splenischen B-Zellen nach einer Stimulation mit anti-IgM (imitiert B-Zell Rezeptor (BZR)
Stimulation), anti-CD40 (imitiert T-Helferzellen Signale) und IL-21. Werden die gleichen
Zellen jedoch mit anti-IgM und IL-4 stimuliert, fiUhrt IL-21 zu einem Rlickgang der
Proliferation [22]. Dieser Effekt konnte im murinen und im humanen System mit der
Zugabe von anti-CD40 reduziert werden [22,23]. In Anwesenheit von Signalen wie LPS
oder CpG DNA induziert IL-21 sogar die Apoptose von B-Zellen, was im Gegensatz zu den
anderen Mitgliedern der Typ-I Cytokinfamilie steht [24]. Eine weitere wichtige Wirkung
von IL-21 auf B-Zellen ist die Induzierung von Aktivierungs-induzierter Cytidin
Deaminase (AID) und Isotypwechsel des BZRs von IgM zu IgG und IgA. Wieder im
Zusammenhang mit anti-CD40 und anti-IgM konnte diese Funktion sowohl in humanen
als auch in murinen Zellen nachgewiesen werden [25,26]. Die Induzierung von Blimp-1
als ein Regulator der terminalen Differenzierung von B-Zellen durch IL-21 ist eine
Erklarung fir die Rolle von IL-21 bei der Differenzierung von B-Zellen zu Plasmazellen
[27].

Die Wirkung von IL-21 auf T-, NK-, NKT- und dendritischen Zellen ist ebenso vielféltig
und soll hier nur kurz dargestellt werden. Innerhalb der T-Zellen befinden sich mit den
CD4" Th1-, Th2- und Th17-Zellen die Untergruppen, die hauptsachlich fiir die Expression
von IL-21 verantwortlich sind [4]. Es konnte gezeigt werden, dass IL-21 in diesen Zellen

an der Regulation seiner eigenen Expression beteiligt ist [28]. Eine weitere wichtige
12
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Funktion im Zusammenhang mit CD4* T-Zellen ist die bevorzugte Differenzierung in
Richtung Th17-Zellen gegenuber der Entwicklung zu regulatorischen T-Zellen (T.g) durch
IL-21 [28]. In CD8" Zellen fihrt IL-21 zusammen mit IL-7 oder IL-15 zu einer starkeren
Proliferation und steigert die Expression von Cytokinen, die zur Effektorfunktion von
CD8" T-Zellen fiihren (z.B. Granzyme B) [29].

NK-Zellen dagegen sind generell abhdéngig von Signalen der y.-Rezeptorkette. In y. KO
Mausen findet man keine reifen NK-Zellen, wahrend IL-21R KO Mause eine normale
Anzahl an NK-Zellen aufweisen [18]. Dennoch konnten auch hier, abhangig vom
Entwicklungsstadium der NK-Zellen, proliferative Wirkungen von IL-21 nachgewiesen
werden. Diese treten in frihen Entwicklungsstadien und im Zusammenhang mit IL-15
oder IL-2 auf [30]. Diese Funktion Ubt IL-21 auch bei den NKT-Zellen aus [31]. Da NKT-
Zellen, die dem angeborenen Immunsystems zugeordnet werden, nach Stimulation mit
mikrobiellen Antigenen auch eine groBe Menge IL-21 produzieren, wird dartber
spekuliert, ob sie als Ausgangspunkt der Formation einer adaptiven Immunantwort von
B- und T-Zellen stehen [4].

Im Gegensatz zu der stimulierenden Wirkung auf lymphoide Zellen steht die Uberwiegend
inhibitorische Wirkung auf myeloide dendritische Zellen. Unter IL-21 Einfluss wird die
Reifung von myeloiden dendritischen Zellen blockiert, wodurch eine verminderte

Antigenprasentation und eine Inhibition der T-Zell Aktivierung entsteht [15].

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass IL-21 pleiotrope Funktionen hat, die in
Abhangigkeit der Ko-Stimulatoren und des Entwicklungsstadiums der jeweiligen Zellen

stehen.

1.2.4 Die Rolle von IL-21 bei Tumoren und Autoimmunkrankheiten

In diesem Abschnitt soll auf die Funktion bzw. therapeutische Bedeutung von IL-21 bei
verschiedenen Krankheitsbildern des Immunsystems eingegangen werden. Die
pleiotropen Auswirkungen von IL-21 auf Zellen des Immunsystems sind dabei auch bei
der Behandlung von verschiedenen Tumorentitdten und Autoimmunkrankheiten zu

bertcksichtigen.

Untersuchungen in verschiedenen Mausmodellen konnten die unterstitzende Wirkung
von IL-21 bei der Bekampfung von Tumorzellen des Melanoms, Fibrosarkoms und
Darmkrebses durch NK- und CD8* T-Zellen nachweisen. Daher kam es in klinischen
Studien zur Anwendung von IL-21 bei inoperablen metastasierenden Melanomen und es
zeigten sich erste Anzeichen einer anti-tumoralen Wirkung [32]. Dabei hat IL-21 einige
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Vorteile gegeniber anderen y. Cytokinen wie IL-2, da es auch in héheren Dosen kaum
unerwiinschte Nebenwirkungen zeigt. Im Jahr 2009 wurde die zweite Stufe der Studie an
humanen Melanomen abgeschlossen. Ein kompletter Riickgang des Melanoms bei einem
Patienten und ein eingeschranktes Wachstum bei einem Teil der anderen 23 Patienten
sowie Vertraglichkeit ohne Nebenwirkungen bestatigten die Ergebnisse der ersten Studie
[33]. Insgesamt war der durchschnittliche Tumorrickgang von 8,3 % jedoch niedrig.
Positive Effekte von IL-21, die sich auf die Unterstitzung von anti-tumoralen Antworten
durch NK- und CD8" T-Zellen zurlckfiihren lassen, konnten zusammen mit IFN-a auch in
Nierenzellkarzinomen nachgewiesen werden [34]. Eine Aktivierung von STAT1 durch
rekombinantes (r)IL-21 fihrt in den Tumorzellen des Mantel Zell Lymphoms direkt zur

Induktion von Apoptose [35].

Die pleiotropen Effekte von IL-21 kénnen in anderen malignen Erkrankungen aber auch
unerwinschte Ergebnisse hervorrufen. Im multiplen Myelom kommt es durch IL-21 zu
einem Wachstum der Tumorzellen durch die Aktivierung von diversen Signalwegen
[36,37,38,39]. Daher ist es wichtig, die Wirkungen von IL-21 bei jeder malignen

Erkrankung individuell zu analysieren.

In Autoimmunkrankheiten beglnstigt IL-21 eher den Krankheitsverlauf. In verschiedenen
Mausmodellen konnte ein Anstieg der IL-21 und der Immunglobulin Konzentrationen im
Serum mit Fortschreiten der Krankheit gemessen werden. Das erhdhte Immunglobulin
Niveau kann auf die Funktion von IL-21 bei der Stimulierung der Differenzierung von
Immunglobulin produzierenden Plasmazellen zurlickgefiihrt werden [22,40]. Durch die
IL-21 Inhibition mit IL-21R:Fc Konstrukten bei Autoimmunkrankheiten in Mausmodellen

konnte ein Rickgang der Symptome beobachtet werden [41,42].

Sowohl in malignen Krankheiten als auch bei Autoimmunkrankheiten kann IL-21, je nach
Art der Erkrankung, zu therapeutischen Zwecken eingesetzt werden oder muss flir eine
Verbesserung der Prognose inhibiert werden. Um die Entscheidung flir einen der beiden
Wege zu treffen, muss die Funktion von IL-21 bei jedem Krankheitsbild genau

charakterisiert werden.

1.3 Kolonie-stimulierender Faktor und Kolonie-stimulierender

Faktor Rezeptor

Das Cytokin ‘Kolonie-stimulierender Faktor’ (CSF-1 oder auch MCSF) ist fir das
Wachstum und Uberleben sowie die Differenzierung und Funktion von mononukledren

Phagozyten (Monozyten, Makrophagen, Osteoklasten und den jeweiligen Vorlauferzellen)
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zustandig. Der korrespondierende Rezeptor (CSF1R oder auch MCSFR) wird durch das
Gen c-fms (im Folgenden CSF1R) kodiert und ist einer der friihen Differenzierungsmarker
far die mononukledren Phagozyten [43,44]. Defekte in der Regulation der Expression von
CSF1R oder CSF-1 koénnen zu verschiedenen Krankheitsbildern flhren. Bei der
rheumatoiden Arthritis im Menschen kommt es durch einen erhéhten CSF-1 Level zum
Beispiel zu einer héheren Uberlebensrate von inflammatorischen Makrophagen oder
Granulozyten. Bei der Arthritis, Nephritis, Lungenfibrose und Arteriosklerose fiihrt die
Blockade des CSF-1 Signalweges zu einem Rickgang der Symptome in Patienten [43]. In
einigen Tumorentitdten wird in der Literatur fir CSF-1 und CSF1R eine onkogene Rolle
diskutiert [44]. Besonders beim Mammakarzinom ist die Férderung der Metastasierung
durch CSF-1 bereits gezeigt worden [45]. Die Literaturdaten zur physiologischen Funktion
von CSF-1 und CSF1R in verschiedenen Zelltypen sowie die bisher bekannte Regulation,

besonders des CSFIR Gens, sollen in den folgenden Abschnitten behandelt werden.

1.3.1 Struktur des CSF-1 Cytokins

CSF-1 wird von Fibroblasten, Endothelialzellen, Stromazellen, Makrophagen, glatten

Muskelzellen und Osteoblasten exprimiert [43].

Das Gen des Cytokins CSF-1 ist auf dem langen Arm des Chromosoms 5 lokalisiert
(5933.1). Die mRNA existiert in drei verschiedenen SpleiBvarianten und codiert fir drei
verschiedene Isoformen des Proteins CSF-1, die sich in ihrer Glykolisierung und Lange
unterscheiden. Zwei dieser Isoformen werden sezerniert und zirkulieren im ganzen
Kdrper, wahrend die membrangebundene Isoform von CSF-1 an der lokalen Regulation
von Zielzellfunktionen beteiligt ist [46]. In allen drei Isoformen sind die biologisch aktiven
150 N-terminalen Aminosauren enthalten. Sie bilden vier a-Helices gebindelt mit p-
Faltblattstrukturen. In der aktiven Form bilden zwei dieser Bindel Uber Disulfidbriicken
Dimere und binden dann an den CSF1R [47]. Experimente in Mausen, die jeweils exklusiv
nur eine der drei Isoformen exprimieren, haben gezeigt, dass diese sich in ihrer Funktion
Uberlappen, aber alleine nicht alle Defekte einer CSF-1 defizienten Maus beheben kénnen
[46,48]. Uber die Regulation der verschiedenen SpleiBvarianten ist wenig bekannt. In
den CSF-1 exprimierenden Zellen kann die mRNA von allen drei Formen identifiziert
werden [49].
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1.3.2 Funktionen von CSF-1

Die wichtigsten Funktionen von CSF-1 im Zusammenhang mit Monozyten und
Makrophagen sind die Verstarkung von Cytotoxizitat, Superoxidproduktion, Phagozytose,
Chemotaxis und Cytokinproduktion [50]. CSF-1 ist damit ein wichtiger Faktor bei der
angeborenen Immunantwort. Nach Ko-Stimulation mit LPS und CSF-1 erfolgt eine
Aktivierung der Cytokinproduktion in Monozyten, die zur Bekampfung der bakteriellen
Infektion und zur Stimulation einer Th2 Antwort flihrt. Eine wichtige Eigenschaft von
Makrophagen ist die Mobilitat. CSF-1 Stimulation bei inaktiven Makrophagen fihrt zur
schnellen morphologischen Verdnderung durch Umlagerungen von Aktinfilamenten des
Cytoskeletts und Chemotaxis in Richtung der CSF-1 Quelle. Auch die Adhasionsfahigkeit
von Makrophagen wird durch die CSF-1 Stimulation erhdht [51].

In der frihen Phase der Entwicklung von myeloiden Zellen ist CSF-1 allein nicht in der
Lage die Proliferation und Differenzierung von multipotenten Vorlduferzellen zu
regulieren. CSF-1 koordiniert diese Aufgabe jedoch synergistisch mit anderen
Wachstumsfaktoren. Im Zusammenhang mit Stammzellfaktor (SCF) und IL-3
differenzieren multipotente Vorlauferzellen zu mononukledaren, phagozytischen
Vorlauferzellen, die dann durch Stimulation von CSF-1 allein zu funktionellen
Makrophagen ausdifferenzieren [52,53]. Wirkt CSF-1 dagegen zusammen mit dem
Rezeptor Aktivator des NF-kxB Liganden (RANKL), so differenzieren mononukleare

Phagozyten zu mehrkernigen Osteoklasten [54].

Korrespondierend zu den Daten der Stimulation mit CSF-1 sind die Defekte der CSF-1
defizienten Maus, die eine inaktivierende Mutation des Csf-1 Gens tragt. Die Anzahl an
Makrophagen in diesen Mausen ist signifikant reduziert, einige Populationen wie zum
Beispiel die Osteoklasten fehlen ganzlich. Die Folge sind Osteopetrose,

Skelettabnormalitaten sowie Zahn- und Nervensystementwicklungsstérungen [55].

1.3.3 Struktur des CSF1R

Das Cytokin CSF-1 stabilisiert die nicht-kovalent verbundenen Dimere des CSF-1
Rezeptors (CSF1R) und es aktiviert dessen Kinasedomadne. Das Gen CSFIR ist auf
Chromosom 5 (5g33.3) lokalisiert [56]. Die Transkription kann gewebeabhangig von zwei
verschiedenen Promotoren erfolgen. In Trophoblasten der Plazenta existiert eine CSF1IR
mRNA, die ihren Ursprung ungefdhr 26 kb stromaufwérts des Translationsstartes hat
[57]. In Monozyten erfolgt der Transkriptionsstart dagegen von einem Promotor, welcher

etwa 132 bp vor dem Transkriptionsstart liegt und einem Enhancer Element, das im

16



Einleitung

ersten Intron des CSF1R Gens lokalisiert ist. Die Struktur des Promotors und des
Enhancers sowie die Regulation der Transkription von CSF1R werden in dieser Arbeit in
einem eigenen Abschnitt ausfihrlich behandelt, da die Ursache fir die Expression von
CSF1IR im Hodgkin Lymphom bisher ungeklart ist und einen Schwerpunkt in dieser Arbeit

einnimmt.

Die mRNA des CSF1R Gens setzt sich aus 4006 bp zusammen und codiert das
transmembrane Glykoprotein CSF1R. Das Protein CSF1R besteht aus einem 512
Aminosauren langen N-terminalen  extrazelluléren Segment, welches die
Cytokinbindungsstellen enthdlt, einer 25 Aminosauren langen Transmembranregion und
einer 435 Aminosauren langen intrazelluldren Tyrosinkinasedoméane [58]. Das
extrazellulare Segment enthalt mehrere Schleifen, die durch Disulfidbricken verbunden
und den Immunglobulingen Superfamilien ahnlich sind. Diese Doméne ist im reifen
Protein stark glykolisiert und macht alleine 45 kDa des 150 kDa groBen CSF1R Proteins
aus [59]. Die intrazelluldare Region enthalt neben der Tyrosinkinase die ATP
Bindungsstelle rund um das Lysin 614 sowie sieben Tyrosinreste, die phosphoryliert
werden kénnen und unterschiedliche Signalwege  aktivieren [60]. Die
Tyrosinkinasedoméne ist durch ein Zwischenstiick in zwei Teile, den ATP bindenden und
den Tyrosinkinase enthaltenden, unterteilt [61]. Die Bindung von CSF-1 fihrt nach einer
ersten Kinaseaktivierung und Autophosphorylierung von Tyrosinresten zu einer
kovalenten Dimerbildung von CSF1R Monomeren durch Disulfidbriicken. AnschlieBend,
nach einer weiteren Tyrosinphosphorylierung und Ubiquitinierung, wird der Cytokin-
Rezeptor-Komplex internalisiert und lysosomal degradiert [49]. Die dabei aktivierten

Signalwege werden im ndchsten Abschnitt kurz charakterisiert.

1.3.4 Signalwege des CSF1R

Experimente in verschiedenen zelluldren Systemen haben gezeigt, dass geringe
Konzentrationen des CSF-1 Cytokins geniigen, um das Uberleben von Makrophagen zu
sichern, jedoch noch keine Proliferation induzieren. Es konnte demonstriert werden, dass
die Stimulation des Rezeptors unterschiedliche Konsequenzen haben kann und
unterschiedliche Signalwege stimuliert werden. Der PI3K Signalweg ist an dem
Uberleben, jedoch nicht an der Proliferation von Makrophagen und Osteoklasten beteiligt
[62,63]. PI3K wird durch zwei verschiedene Wege aktiviert, zum einen direkt durch
Bindung an die Tyrosinkinasedoman von CSF1R, zum anderen indirekt durch eine Src
Familien Kinase (SFK) [64].
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In Bezug auf die Proliferation ist bisher wenig Uber die genauen Signalwege bekannt.
Studien in CSF1R defizienten Mausen, in denen die Rezeptorfunktion mit mutierten
Tyrosinresten in der cytoplasmatischen Domane wieder hergestellt werden, zeigten, dass
besonders die Tyrosinreste 559 und 807 fir diese Funktion zustéandig sind [65].
Mutationsstudien haben gezeigt, dass das Adaptorprotein DAP12 und die daraus
resultierende Aktivierung von p-Catenin eine wichtige Rolle bei der CSF-1 induzierten

Proliferation von Makrophagen spielen [66].

Die Differenzierung wird ebenfalls durch SFK induziert, welches Pyk2 und damit
verbundenes Paxilin phosphoryliert. Aus Fibroblasten ist bekannt, dass aktiviertes Paxilin
zur Adhasion und Mobilitat beitréagt. SFK und Pyk2 sind beide mit dem aktivierten CSF1R
assoziiert [67,68]. CSF1R assoziierte Untereinheiten (p110p und p11038) der PI3K sind an
der Umlagerung von Aktinfilamenten des Cytoskelettes und damit an der Migration von

Fibroblasten beteiligt.

Der CSF1R nutzt fir seine Hauptfunktionen wie Proliferation, Differenzierung, Adhdasion
und Mobilitat vor allem den PI3K und den Src/Pyk2 Signalweg, die genaue Regulation
und Beteiligung anderer Signalwege soll hier nicht weiter diskutiert werden, da sie nicht
Gegenstand dieser Arbeit sind. Die Regulation des CSF1R Gens wahrend der Entwicklung
und Differenzierung von mononukledren Phagozyten ist in einigen Studien bereits
beschrieben. Die Mechanismen der aberranten Regulation der CSF1IR Expression im
Hodgkin Lymphom sind jedoch noch unbekannt und sollen in dieser Arbeit identifiziert
werden und daher wird in folgendem Abschnitt ausfiihrlich auf die bisher bekannten

Literaturdaten eingegangen.

1.3.5 Reqgulation des CSF1R Gens

Eine defekte Regulation des CSF1R konnte bereits in einigen Tumorentitaten
nachgewiesen werden. Eine verminderte oder fehlende Expression von CSF1R ist in der
akuten myeloiden Leukdmie beobachtet und mit Mausmodellen bestatigt worden [69].
Eine aberrante Expression von CSF1R wurde in soliden Tumoren, wie zum Beispiel dem
Mammakarzinom, gefunden [70]. Die Regulation von CSFIR ist in den letzten Jahren
intensiv untersucht worden. Dabei wurden nicht nur ausdifferenzierte Zellen analysiert,

sondern die Regulation von CSF1R wahrend der gesamten Hamatopoese betrachtet.

Die spezifische Genexpression in einem bestimmten Entwicklungsstadium einer Zelle wird
durch ein Zusammenspiel mehrerer Faktoren erméglicht. Dabei ist es wichtig, dass Gene,

die in einem bestimmten Zelltyp vorkommen (im Folgenden 'linien-spezifische Gene'),
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exprimiert werden, wahrend Gene, die charakteristisch flir andere Zelltypen sind (im
Folgenden ‘linien-fremde Gene’), reprimiert werden. Es hat sich gezeigt, dass bei der
Regulation von Genen neben den Transkriptionsfaktoren auch Chromatinmodifikationen
beteiligt sind. Durch epigenetische Veranderungen wird ein bestimmter Chromatinbereich
entweder zugénglicher fir Transkriptionsfaktoren oder unzugénglich fiar die

Transkriptionsinitiation gemacht [71].

Die Induktion und Steuerung dieser Vorgange bei der Differenzierung der einzelnen
Zelltypen des hamatopoetischen Systems ist in der Literatur kontrovers diskutiert und
wird am Beispiel der B-Zell-Entwicklung im nachsten Kapitel dieser Arbeit behandelt. Der
Verlauf der epigenetischen Modifikationen an regulatorischen Elementen des CSF1R Gens
wahrend der Hamatopoese konnte in den letzten Jahren durch drei verschiedene
experimentelle Ansatze naher charakterisiert werden: i) Identifizierung von homologen,
potentiell regulatorischen Sequenzen zwischen verschiedenen Spezies, ii) Analyse von
DNasel hypersensitiven (DHS) Chromatinbereichen, um funktionelle Elemente (Promotor,
Enhancer, etc.) zu charakterisieren und iii) Untersuchung dieser funktionellen Elemente

in transgenen Mausen [71].

Es zeigte sich, dass die Regulation des CSF1R Gens Uber zwei verschiedene Elemente
verlauft. Dies sind zum einen der Promotor, zum anderen ein Enhancer, der im ersten
Intron des Gens lokalisiert ist. Der Promotor besitzt keine klassische TATA Box. Als Ersatz
fir das Transkriptionsstart markierende TATA-bindungs Protein TBP dient bei
Makrophagengenen das EWS/FUS/TLS Protein. TBP kann aber zusatzlich im
Initiationskomplex identifiziert werden [72,73]. Die Transkriptionsfaktorfamilie 'Ets’ ist an
der Expression des CSF1R Gens beteiligt. Ein entscheidender Faktor fir die linien-
spezifische Promotoraktivitdat in Monozyten/Makrophagen ist das Ets Familienmitglied
PU.1, welches mehrere Bindungsstellen stromaufwarts der Transkriptionsinitiation hat
[74]. Der nachste hoch konservierte Bereich stromaufwarts ist die so genannte
RUNX/CEBP Bindungsstelle. Sie ist an der vollstandigen Aktivierung des Promotors
beteiligt und enthéalt Bindungsstellen fir RUNX1 und C/EBP-a [75].

Der 300 bp CSF1R Promotor allein aktiviert in Makrophagen das CSFIR Gen, allerdings
kann mit einer Sequenz, die einen gréBeren Chromatinbereich stromabwérts des CSF1R
Promotors abdeckt, diese Aktivierung noch gesteigert werden. Die konservierten
Regionen, in diesen stromabwarts des klassischen Promotors liegenden Bereichen,
zeigten im ersten Intron ein weiteres 300 bp groBes Segment mit regulatorischen
Eigenschaften [76]. In Makrophagen konnte eine spezifische DHS identifiziert werden.
Das ganze Segment wurde als ‘Fms-intronisches regulatorisches Element’ (FIRE)

bezeichnet. Als Transkriptionsfaktoren an dem FIRE Element wurden bisher PU.1, Spl
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und EGR2 identifiziert [73]. Ein weiterer Aspekt ist die Detektion von antisense RNA
Produkten, die vom FIRE Element stammen und auf eine antisense Regulation der CSFIR

Expression hindeuten [77].

Wahrend der Hamatopoese wird die Regulation des CSFIR Transkripts Uber die
Regulation des Chromatinstatus der regulatorischen Elemente Promotor und FIRE
realisiert. In hamatopoetischen Stammzellen (HSZ) und myeloiden Vorlauferzellen
kdénnen bereits geringe Mengen an CSFIR mRNA Transkript identifiziert werden. Hier ist
der Promotor des CSF1R Gens bereits vollstdndig mit Transkriptionsfaktoren besetzt.
Kommt es zur Differenzierung in Richtung Makrophagen, 6ffnet sich auch die FIRE Region
und eine vollstdndige Aktivierung der beiden regulatorischen Elemente fihrt zur CSF1R

Expression [78].

Im Laufe der lymphoiden Entwicklung hingegen wird das CSF1R Gen inaktiviert. Die
gemeinsame lymphoide Vorlauferzelle exprimiert noch CSFIR mRNA wahrend
differenziertere Stadien der Lymphozyten dieses Gen abgeschaltet haben. Dies geschieht
bei B- und T-Zellen mit unterschiedlichen Mechanismen. In T-Zellen findet eine
vollstandige Inaktivierung durch epigenetische Veranderung der regulatorischen
Elemente statt. Promotor und FIRE Element enthalten maximale DNA und Histon 3 Lysin
9 (H3K9) Methylierungen [71]. In B-Zellen sind diese epigenetischen Modulationen auf
einem geringeren Niveau und fur Transkriptionsfaktoren zugdngliches Chromatin kann
noch identifiziert werden. In Mausmodellen konnte bereits gezeigt werden, dass trotz der
Expression des PU.1 Proteins in B-Zellen [79] die Expression von CSF1IR mRNA durch
PAXS5 reprimiert wird [80]. Zusatzlich kann auch ein erhdéhter Level des FIRE getriebenen
antisense Produktes identifiziert werden. Ein Schema der epigenetischen Modulationen

wahrend der Hamatopoese ist in Abb. 1.2 gezeigt.
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Abbildung 1.2: DNA- und Chromatinmodifizierungen am klassischen CSF1R Promotor wéhrend
der Hadmatopoese. Bei der Differenzierung von B-Zellen wird die Stilllegung der CSF1R Expression
unter anderem durch PAX5 reguliert. Im Vergleich dazu sind die CSF1R exprimierenden
Makrophagen und die nicht exprimierenden T-Zellen bzw. Fibroblasten, in denen CSF1IR komplett
epigenetisch abgeschaltet ist, dargestellt (modifiziert nach Bonifer et.al, FrontBiosc, 2008). CFU-M
- Differenzierte Makrophagen Vorlauferzelle; GMP - Gemeinsamer myeloider Progenitor; GLP -
Gemeinsamer lymphoider Progenitor

Zusammenfassend sind an der Regulation der CSF1R Expression in der Hamatopoese
sowohl Transkriptionsfaktoren, als auch epigenetische Modulationen des Chromatin-

bereiches der regulatorischen Elemente Promotor und FIRE beteiligt.

In dieser Arbeit sollen die Ursachen und Wirkung der aberranten Cytokinexpression am
Beispiel des Hodgkin Lymphoms behandelt werden. Die malignen Tumorzellen dieser
Lymphomentitat haben ihren Ursprung im B-Zell Kompartiment des Hamatopoetischen
Systems. Da die Differenzierungsstufe der einzelnen Zelltypen sowohl bei der
Pathogenese des Lymphoms als auch bei der Wirkung von Cytokinen auf die jeweiligen

Zellen eine Rolle spielt, wird die B-Zell-Entwicklung hier kurz dargestellt.

1.4 Die B-Zelle

Als Teil des adaptiven Immunsystems sind die Hauptfunktionen der B-Zelle die

Expression und Sekretion von Antikérpern (Immunglobulinen), die bei einer mikrobiellen
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Infektion Antigene markieren und mit verschiedenen Effektorfunktionen bekdmpfen. Die
Evolution der B-Lymphozyten begann bereits vor 500 Millionen Jahren mit der
Entstehung der Wirbeltiere [81].

1.4.1 Die Entwicklung der B-Zelle

Die B-Zell-Entwicklung hat ihren Ausgangspunkt, wie die meisten hdmatopoetischen
Zelltypen, im Knochenmark. Auch die frihen Phasen der Entwicklung finden wahrend der
gesamten Lebensspanne eines Individuums dort statt [82]. Die gemeinsame
Ursprungszelle der hamatopoetischen Zellen im Knochenmark ist die hamatopoetische
Stammzelle (HSZ). Die HSZ hat sowohl die Fahigkeit sich selbst zu replizieren als auch
differenzierte  Vorlauferzellen der verschiedenen Zelltypen zu bilden. Die
Differenzierungsstufen der HSZ konnten in den letzten Jahren immer genauer definiert
werden. Dabei kommt es durch einen noch nicht genau geklarten Mechanismus der
asymmetrischen Teilung zundchst zu den Langzeit- (LT-) HSZs und dann zu Kurzzeit-
(ST-) HSZs, die weiter zu multipotenten Progenitorzellen (MPP) differenzieren [83].
Durch die Differenzierung in mehrere pluripotente Vorlauferzellen, bei der die Fahigkeit
der Zellen zur Selbsterneuerung abnimmt, wird die haufige Teilung der HSZ bei hohem
Zellbedarf vermieden. Die weitere Differenzierung der Zellen in die verschiedenen
Zelltypen ist in der Literatur kontrovers diskutiert. Zunachst ging man davon aus, dass
nach dem Stadium der MPP eine erste funktionelle Aufspaltung der Differenzierung
stattfindet. Die B- und T-Zellen entstehen aus einer gemeinsamen Iymphoiden
Progenitorenzelle (GLP), die Zellen der myeloiden Reihe (Makrophagen, Granulozyten,
usw.) aus der gemeinsamen myeloiden Vorlauferzelle (GMP) und die Megakaryozyten
und Erythrozyten haben ebenfalls eine gemeinsame Vorstufe (MEP) [83]. In neuren
Untersuchungen zeigte sich jedoch, dass Vorlduferzellen eine viel héhere Plastizitat
aufweisen, als in alteren Modellen angenommen. So kédnnen aus urspringlich lymphoiden
Progenitoren auch noch myeloide Zellen entstehen und selbst weiter differenzierte T-Zell
Vorlauferzellen konnten noch in B-, NK- und myeloide Zellen reprogrammiert werden
[84]. Die Erstellung eines Modells der Hamatopoese als unidirektionale Differenzierung
von einzelnen Zelltypen aus den jeweils eigenen Vorlauferzellen ist daher als zu
vereinfacht anzusehen. Vielmehr kann die Entwicklung eines differenzierten, reifen
Zelltyps im hamatopoetischen System aus einer Vielzahl verschiedener Vorlauferzellen
entstehen. Ob die Entscheidung in eine Richtung der Differenzierung intrinsisch Uber
Transkriptionsfaktornetzwerke initiiert oder tber Signale von den jeweiligen Cytokinen
aus dem Umfeld der Zellen induziert wird, ist ebenfalls Gegenstand kontroverser

Diskussionen in der Literatur [85]. Die Transkriptionsfaktoren sind auf jeden Fall
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entscheidend fir das jeweilige Genexpressionsprogramm der Zellen. Es ist jedoch unklar,
ob Cytokine nur fir die Expansion der differenzierenden Zellen nétig sind oder auch

zusatzlich entscheidende Signale fir die Initiation der Differenzierung bereitstellen [85].

Die weitere Differenzierung der B-Zellen im Knochenmark vollzieht sich Uber
Zwischenstufen. So hat man im humanen System diese Stufen in frihe B-, Pro-B-, Pra-
B1l-, groBe Pra-B2-, kleine Pra-B2- und unreife B-Lymphozyten-Stadien eingeteilt [86].
Das wichtigste Ereignis dabei ist die Bildung eines antigenspezifischen B-Zell-Rezeptors
(BZR), der essentiell fur das Uberleben und die spatere Funktion der
Antikoérperproduktion durch die B-Zelle ist [87]. Die Vielzahl von mdéglichen
Antikérpervariationen wird durch den Mechanismus der Genumlagerung der B-Zell-
Rezeptorgene erreicht und durch die Rekombinationsaktivierten Gen- (RAG) Proteine
durchgefihrt wird [88,89,90].

Bei der Steuerung der Differenzierungsstufen sind sowohl Transkriptionsfaktoren als auch
Cytokine beteiligt [82]. Bereits die Selbsterneuerungsfahigkeit der HSZ wird in
Stammzellnischen durch eine bestimmte Expression verschiedener Transkriptionsfaktoren
und der Zusammensetzung des Cytokinumfeldes erhalten. Die Cytokinzusammensetzung
wird von den so genannten Stromazellen gesteuert, die im direkten Umfeld der HSZ
liegen. Im Knochenmark sind dies zum Beispiel Osteoblasten, Osteoklasten,
Endothelialzellen und retikuldare Zellen. Die Wanderung von Vorlauferzellen zu den

Organen ihrer weiteren Entwicklung wird von Chemokinen gesteuert [83].

Die B-Zellen, die im Knochenmark heranreifen, werden auch als naive B-Zellen
bezeichnet, da sie noch keinem Antigen begegnet und daher nicht vollsténdig
ausdifferenziert sind. Sie wandern in Blut- und LymphgefaBen durch den Kérper. Dies
andert sich nach dem T-Zell-unterstitzten Antigenkontakt. Es kommt zur Bildung von
Keimzentren in den peripheren lymphoiden Organen (Milz, Lymphknoten, Peyer’s
Patches, Tonsillen) [91]. Durch Hochregulierung von Chemokinrezeptoren migrieren die
B-Zellen zunachst durch die T-Zell-Zone und es kommt zur Interaktion mit T-Zellen und
antigenprasentierenden Zellen (z.B. dendritischen Zellen), die zu einer vollen Aktivierung
der B-Zellen fihrt [91]. AnschlieBend formiert sich das Keimzentrum in dem aktivierte B-
Zellen extensiv proliferieren und sich eine dunkle Zone bildet. Die hier liegenden B-Zellen
werden Zentroblasten genannt, die wahrend ihrer Proliferation ihren Antigenrezeptor
durch den Prozess der somatischen Hypermutation modifizieren. In der hellen Zone
findet dann keine Proliferation mehr statt. Die hier befindlichen B-Zellen werden
Zentrozyten genannt und auf verbesserte Bindungsfahigkeit hinsichtlich ihres BZRs durch
die somatische Hypermutation getestet. Im Gegensatz zu der dunklen Zone, in der sich

ausschlieBlich B-Zellen aufhalten, sind in der hellen Zone auch wieder T-Zellen und
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antigenprasentierende, follikuldre, dendritische Zellen zu finden [91]. Auch innerhalb des
Keimzentrums findet die Migration entlang von Chemokingradienten statt [92]. Eine
unidirektionale Bewegung von der dunklen in die helle Zone ist jedoch nur schematisch -
in aktuellen in vivo Studien hat sich gezeigt, dass B-Zellen auch wieder den umgekehrten
Weg einschlagen kénnen [93,94,95,96].

Eine wichtige Eigenschaft der Zentroblasten B-Zellen ist, dass sie ohne exogene
Uberlebensfaktoren sehr schnell dem programmierten Zelltod (Apoptose) zugéanglich
sind, da ihnen anti-apoptotische Signale wie B-Zell Lymphoma 2 (BCL-2) fehlen und viele
pro-apoptotische Faktoren exprimiert werden (FAS, C-MYC, P53 und BAX) [97,98,99].
Dadurch kénnen die Keimzentrums B-Zellen, die durch die somatische Hypermutation
einen nicht-bindenden oder nicht-funktionellen BZR generiert haben, schnell eliminiert
werden [91].

Ein weiterer Schritt der B-Zell-Entwicklung im Keimzentrum ist der Isotypwechsel. Der
Isotypwechsel ist eine irreversible somatische Rekombination der konstanten Bereiche
der Antikdrper, wodurch unterschiedliche Effektorfunktionen entstehen [100]. Bei der
Induktion des Isotypwechsels spielen Cytokine, wie zum Beispiel IL-21, eine groBe Rolle.
Der Isotypwechsel findet sowohl in Zentrozyten, als auch in Gedachtnis-B-Zellen und
Plasmazellen statt, so dass dieser Prozess keiner Differenzierungsstufe vorbehalten
bleibt. Er ist jedoch zeitlich und rdumlich von der somatischen Hypermutation getrennt
[91].

Die terminale Differenzierung von aktivierten B-Zellen fihrt entweder zu der Bildung von
Plasmazellen oder Gedachtnis-B-Zellen, es ist jedoch unklar, wie diese Entscheidung
induziert wird [91]. Die Plasmazellen verlassen das Keimzentrum dann als Antikérper
sezernierende B-Zellen, die die akute Infektion mit ihrem spezifischen Antigen
bekdampfen. Die Gedéachtnis-B-Zellen patrouillieren als langlebige B-Zellen durch Lymph-
und BlutgefaBe und fuhren bei sekundéarem Kontakt mit dem Antigen zu einer schnelleren
adaptiven Immunantwort. Eine schematisch Abbildung der B-Zell-Entwicklung im

Keimzentrum des Lymphknotens ist in Kapitel 1.5.2. in Abb. 1.3 dargestelit.

In dem folgenden Abschnitt soll nun genauer auf die Transkriptionsfaktoren eingegangen

werden, die an der Differenzierung der B-Zellen beteiligt sind.

1.4.2 Transkriptionsfaktoren in B-Zellen

Cytokine steuern die Differenzierung der verschiedenen Zellen in dem sie an ihre
Rezeptoren auf der Zelloberfldche binden. Diese Interaktion induziert Signalkaskaden, die
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in der Aktivierung von Transkriptionsfaktoren im Zytoplasma und der Initiation oder
Repression der Translation von Zielgenen im Zellkern enden. Transkriptionsfaktoren
regulieren auch die Genexpression der jeweiligen Zelltypen und deren
Differenzierungsstufen. Dabei induzieren sie wiederum auch Cytokinrezeptoren der
jeweiligen Zelltypen und sind ebenfalls wichtig flir die Steuerung und Aufrechterhaltung
der Differenzierung. Der erste Differenzierungsschritt nach der HSZ ist die Abspaltung
der myeloiden Zellen. Die lymphoiden Vorlaufer exprimieren dabei IL-7R, wahrend die
myeloiden Progenitoren IL-7R™ bleiben [101]. Durch ektope Uberexpression von
Cytokinrezeptoren eines bestimmten Zelltyps kénnen Vorlauferzellen eines anderen
Zelltyps noch reprogrammiert werden [102]. Dies verdeutlicht die entscheidende Rolle
von Cytokinen in der Differenzierung von hamatopoetischen Zellen. Fir die Expression
der IL-7Ra Kette ist die Menge des Transkriptionsfaktors PU.1 in der Zelle wichtig. In
geringen Mengen induziert er die Expression von IL-7Ra und leitet die Zelle in Richtung
des lymphoiden Progenitors, wahrend PU.1 bei hohen Expressionsniveaus myeloide

Vorlaufer erzeugt [103].

Fur die weitere B-Zell-Entwicklung im Knochenmark gibt es eine hierarchische Anordnung
von essentiellen Transkriptionsfaktoren. Zunachst aktiviert das ‘Basic helix-loop-helix’
(bHLH) Protein E2A den ‘frihen B-Zell Faktor’ (EBF). Beide zusammen sind entscheidend
fir die Expression von friihen B-Zell-spezifischen Genen wie RAG1 und RAGZ2, Iga (mb-1)

und Igf [104,105]. Zelltyp-spezifische Transkriptionsfaktoren férdern nicht nur die

Expression ihrer eigenen Linie, sondern kdénnen auch repressorische Funktionen auf
Transkriptionsfaktoren anderer Zelltypen ausiben, um die Differenzierung aufrecht zu
erhalten. Der T-Zell-spezifische Transkriptionsfaktor Notchl flhrt zur Expression von
Hesl, einem bHLH Protein, welches Heterodimere mit E2A bilden kann und dessen
Funktion inhibiert [106]. Fir die NK-Zell-Differenzierung ist das HLH Protein ID2
verantwortlich, welches alle anderen lymphoiden Differenzierungen durch Bildung von

Heterodimeren mit den jeweiligen Transkriptionsfaktoren (z.B. E2A) blockt [107].

Ein weiterer notwendiger Faktor flir die B-Zell-Entwicklung ist PAX5 [108]. PAX5 ist in der
Lage, B-Zell-spezifische Gene hoch zu regulieren (z.B. CD19, BLNK, Iga) und sorgt daflr,
dass Gene anderer Zelltypen reprimiert werden (z.B. MPO, CSF1R), damit die B-Zell-
Identitat erhalten bleibt [109]. Dies konnte in Mausmodellen mit PAX5 Knock out
Experimenten in differenzierten B-Zellen gezeigt werden. Differenzierte B-Zellen waren
nach konditionalem Knock out von PAX5 wieder in der Lage, pluripotente Vorlauferzellen

zu bilden und in andere hamatopoetische Zelltypen zu differenzieren [109,110].
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Nach der initialen B-Zell-Entwicklung durch die drei Transkriptionsfaktoren E2A, EBF1
und PAX5, bei der es zur Ausbildung des BZRs kommt, ist ein ganzes Netzwerk an
Transkriptionsfaktoren fir die weiteren Differenzierungen ndétig. Sox4, IRF4 und IRF8
sind fir den Schritt von der Pro-B-Zelle zur Pra-B-Zelle verantwortlich, teilweise
allerdings in redundanter Funktion. Octamer-bindender Transkriptionsfaktor 1 (OBF-1) ist
dagegen flir den Schritt vom Pré-B-Zell Stadium zu unreifen bzw. naiven B-Zellen

verantwortlich [111].

Auch bei peripheren B-Zellen spielen Transkriptionsfaktoren bei der Differenzierung eine
wichtige Rolle. Die Transkriptionsfaktoren BLIMP1, XBP1 und IRF4 sind entscheidend an
der Plasmazellentwicklung beteiligt, wahrend BCL6, PAX5 und MITF die Keimzentrums B-
Zell-Identitat aufrechterhalten [112]. Der Transkriptionsfaktorkomplex NF-kB hat je nach
Komplexzusammensetzung verschiedene Funktionen in der B-Zell-Entwicklung. In
Mausen, denen die p50 Untereinheit fehlt, findet keine Differenzierung zu Marginal Zonen
B-Zellen statt, einem B-Zell-Subtyp in der Milz, der fir sehr schnelle
Antikoérperproduktion nach Infektion verantwortlich ist [113]. Ist dagegen REL-B, ein
weiterer Bestandteil des NF-kB Komplexes, nicht vorhanden, kdénnen sich keine
Keimzentren bilden und die Organisation der Marginalzone in der Milz ist beeinflusst
[114]. Weitere Knock out Experimente, die jeweils mehrere Komponenten betrafen,
konnten zeigen, dass NF-kB einen groBen Anteil an der Differenzierung von unreifen zu
reifen B-Zellen hat [115,116]. Durch die Kombination von Cytokinen und
Transkriptionsfaktoren wird die B-Zell-Entwicklung gesteuert und die Identitdt der
einzelnen Stadien aufrechterhalten. Es hat sich in den letzten Jahren gezeigt, dass diese
Entwicklung nicht irreversibel ist und B-Zellen ein hohes MaB an Plastizitédt besitzen. So
kann es durch eine deregulierte Expression von Transkriptionsfaktoren oder Cytokinen zu

einer Reprogrammierung in ihre jeweiligen Vorldufer kommen [117].

Ein Beispiel, wie eine Reprogrammierung in vivo durch malignen Krankheiten auftreten
kdnnte, ist das Hodgkin Lymphom. Es zeichnet sich durch die Expression von Cytokinen
und deren Rezeptoren der verschiedensten hamatopoetischen Zelltypen aus und ist daher
eine interessante Tumorentitat fur die Untersuchung von Konsequenzen der linien-
fremden Genexpression im lymphatischen System. Im Folgenden soll das Hodgkin

Lymphom kurz naher charakterisiert werden.

1.5 Das Hodgkin Lymphom

Das Keimzentrum von peripheren LymphgefaBen kann der Ursprung einer Vielzahl von

Lymphomen sein. Dabei wird die Rolle von nicht-malignen Zellen des Umfeldes von
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Tumorzellen, dem inflammatorischen Begleitinfiltrat, immer starker diskutiert [118]. Die
Steuerung von Migration, Differenzierung und Wachstum in der normalen B-Zell-
Entwicklung durch Cytokine kann sich auch auf das biologische Verhalten von
Tumorzellen auswirken und deren Pathogenese positiv beeinflussen. Zu den Lymphomen
des Keimzentrums zahlen unter anderem das Follikuldare Lymphom, das
angioimmunoblastische T-Zell Lymphom und das Hodgkin Lymphom [118]. Letzteres
nimmt dabei eine besondere Position ein, da es lange Zeit ungeklart blieb welchen
zelluldren Ursprung der Tumorzellen es hat und sich durch einen ungewoéhnlich hohen
Anteil des inflammatorischen Begleitinfiltrates (mehr als 99 % der Tumormasse)
auszeichnet [119,120]. Das Hodgkin Lymphom ist mit drei Féllen pro 100.000 Menschen
pro Jahr ein haufiges Lymphom und macht ungefdahr 30 % aller malignen Lymphome aus
[121,122]. Symptome eines Hodgkin Patienten sind geschwollene Lymphknoten,
Mudigkeit und Leistungsminderung. Spater kommen NachtschweiB, Fieber und
Gewichtsverlust hinzu. Unbehandelt fiihrt das Hodgkin Lymphom zu 90 % innerhalb von
2-3 Jahren zum Tode [122]. Die Weiterentwicklung der Strahlen-, kombiniert mit
Chemotherapien fihrte in den letzten Jahren zu einer Heilungsrate von 80-90 % [121].
Besonders Patienten im Alter von 19-25, die die gréBte Inzidenz an Hodgkin Fallen
aufweisen, sind bei diesen Therapien durch Nebenwirkungen wie zum Beispiel sekundéare
Neoplasien gefdahrdet [123]. Daher ist es immer wichtiger molekulare Ursachen zu

ergrinden, um spezifischere Therapien fiir das Hodgkin Lymphom zu finden.

Bevor der zelluldre Ursprung des Hodgkin Lymphoms naher beschrieben wird, soll nun

kurz die Geschichte des Hodgkin Lymphoms reflektiert werden.

1.5.1 Die Geschichte des Hodgkin Lymphoms

Im Jahre 1832 veroéffentlichte Thomas Hodgkin (1798 - 1866) erstmals einen Artikel, in
dem das Hodgkin Lymphom als eigenes Krankheitsbild eingestuft wurde. Er beschrieb
eine ungewdhnliche VergréBerung von Drisen- und Milzgewebe in sechs, post mortem

von ihm untersuchten, Patienten.

Bereits Cruickshank (1786) und Craigie (1828) berichten Uber &hnliche Beobachtungen,
schrieben diese aber immer Folgeerscheinungen durch andere Erkrankungen zu [124].
1865 wurde dann durch Sir Samuel Wilks der Name Hodgkin bis heute mit der Krankheit
verknUpft. Die ersten histopathologischen Beschreibungen der Tumorzellen gehen auf
Carl Sternberg (1898) und Dorothy Reed (1902) zurlick. Die Bezeichnung der Zellen nach
einkernigen Hodgkin (H) und mehrkernigen Reed-Sternberg (RS) Zellen begriindet sich
in den Arbeiten dieser beiden Autoren [125,126].
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Die Ursache der Krankheit wurde seitdem kontrovers diskutiert. Ein paralleles Auftreten
von Tuberkulose wurde sowohl von Thomas Hodgkin als auch Carl Sternberg
diagnostiziert und als Ursache in Erwagung gezogen. 1932 postulierte Gordon erstmals
eine Rolle von Viren, da Extrakte aus Lymphknoten von Hodgkin Patienten Enzephalitis in
Kaninchen verursachten [124]. Erst in den 1960er Jahren wurde das Hodgkin Lymphom
aufgrund der Klonalitdt und Aneuploidie der neoplastischen Zellen als maligne Krankheit
eingestuft [124].

1.5.2 Der zellulare Ursprung der HRS Zellen

Der zellulare Ursprung der Tumor Zellen des Hodgkin Lymphoms war aufgrund ihrer
Seltenheit im Tumorgewebe und ihres einzigartigen Expressionsmusters lange Zeit unklar
[127]. Vor allem die Ko-Expression von Oberflaichenmarkern verschiedener
hamatopoetischer Zelltypen machte eine klassische Einordnung im hamatopoetischen
System unmdglich. Durch die Mdoglichkeit von Einzelzell-Dissektion aus gefrorenen
Patientenproben konnte herausgefunden werden, dass die meisten HRS Zellen klonale
Umlagerungen und somatische Hypermutationen in ihren Immunglobulingenen
aufweisen. Diese Vorgange finden nur in B-Zellen statt, die durch ein Antigen aktiviert

wurden und sich in der Keimzentrumsreaktion befanden [128].

Zusatzlich kann man in einem ungewo6hnlich hohen Anteil (25 %) der Hodgkin Lymphom
Falle somatische Hypermutationen identifizieren, die einen urspringlich funktionellen
Rezeptor durch Einfigen von Stopp Codons zu einem nicht-funktionellen BZR
umwandeln. Diese so genannten destruktiven Mutationen fihren im Keimzentrum
normalerweise zur Apoptose. Aufgrund dieser Befunde wurden die HRS Zellen des

Hodgkin Lymphoms als pra-apoptotische Keimzentrums B-Zellen identifiziert [129].

Die gleichen Analysen fuhrten auch zur Entdeckung von HRS Zellen, die Umlagerungen in
den T-Zell-Rezeptor- (TZR) Genen aufwiesen. Der hier zu Grunde liegende T-Zell-
Ursprung trifft jedoch nur flir 2 % der Falle zu. Microarray Analysen von T-Zell-
abstammenden Hodgkin Lymphom Zelllinien (HDLM-2) haben gezeigt, dass diese in
ihrem Genexpressionsmuster den Hodgkin Lymphom Zellen zugeordnet werden kdénnen
[130]. Die ungewdhnliche Expression von T-Zell Genen kommt hauptsachlich in den von

B-Zell-abstammenden HL Fallen vor [131].

Ein Schema der B-Zell-Entwicklung im Lymphknoten und der vermutete Ursprung der
HRS Zellen ist in Abb. 1.3. dargestellt.
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Abbildung 1.3: Schema der B-Zell-Entwicklung im Lymphknoten. Dargestellt sind verschiedene
Differenzierungsschritte, die zeitlich und rdumlich voneinander getrennt stattfinden. T-Zellen und
dendritische Zellen (DC) sind dabei antigenprasentierende Zellen, die die Selektion von B-Zellen
mit funktionellen und hochaffinen B-Zell Rezeptoren unterstlitzen. Aufgrund von B-Zell Rezeptor

Genumlagerungen und somatischen Hypermutationen wird der Ursprung von HRS Zellen des
Hodgkin Lymphoms in B-Zellen, die bereits eine Keimzentrumsreaktion durchlaufen haben,
gesehen. Bemerkenswert ist dabei, dass HRS Zellen keinen funktionellen B-Zell Rezeptor
exprimieren und daher eigentlich der Apoptose zugefiihrt werden missten (modifiziert nach Klein
et.al., NatRevimm, 2008). (SHM - Somatische Hypermutationen)

Die Ereignisse, die zur Transformation der pra-apoptotischen Keimzentrums B-Zellen
fihren, sind dagegen weiterhin unklar. Dem Epstein-Barr-Virus (EBV) wird bei einem
signifikanten Anteil der Hodgkin Falle eine Verantwortung zugeschrieben. In der
westlichen Hemisphare findet man zu etwa 40 % den EBV in HRS Zellen, in den
Entwicklungslandern ist dieser Anteil héher [132]. Viral codierte Proteine (z.B. LMP1 und
LMP2A) kdnnen B-Zell Signalwege imitieren bzw. ersetzen. Aktiviertes CD40 kann durch
LMP1 imitiert werden und LMP2A kann die Funktion des BZRs ersetzen [133,134].
EBNA1, ein weiteres EBV Protein, reguliert das Tumor Suppressor Gen Protein-Tyrosin

Phosphatase-k herunter [135]. In vitro Experimente konnten zeigen, dass B-Zellen mit

nicht funktionierendem BZR durch EBV vor der Apoptose geschitzt werden kdnnen
[136,137,138]. In den EBV positiven Fallen hat EBV aus diesen Griinden vermutlich einen
groBen Anteil an der Transformation der HRS Zellen. Welche Proteine eine
Transformation der B-Zellen in EBV negativen Fallen verursachen ist spekulativ. Eine
inverse Korrelation mit dem EBV Status gibt es fiir verschiedene aktivierte
Rezeptortyrosinkinasen, wie ’'platlet derived growth factor receptor-o’ (PDGFRA) und
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'epithelial discoidin domain-containing receptor 2’ (DDR2), was zu der Vermutung flhrt,
dass die Rezeptortyrosinkinasen die Funktionen von EBV bei der Pathogenese von HRS

Zellen ersetzen kénnten [121].

Ein gemeinsames Merkmal aller Hodgkin Lymphom Zellen unabhangig vom EBV Status
ist jedoch die konstitutive Aktivitét einer Vielzahl von normalerweise streng regulierten
Transkriptionsfaktoren. Im  nachsten Kapitel wird naher auf deregulierte
Transkriptionsfaktornetzwerke eingegangen, die zur Expression von B-Zell-fremden
Genen fiuhren kdénnen bzw. zur Repression von B-Zell-spezifischen Genen beitragen. Es
wird dartber spekuliert, ob diese Vorgange bei dem Schutz vor der Apoptose einen
Vorteil fir die Tumorzellen darstellen. In dieser Arbeit soll gezeigt werden, dass HRS
Zellen in der Tat mit der Expression von B-Zell-fremden Genen durch autokrine oder
parakrine Stimulation sich und ihr Umfeld in einer Uberlebenssichernden Weise

beeinflussen.

1.5.3 Transkriptionsfaktornetzwerke in HRS Zellen

Der flir Lymphome und Leukdamien ungewdhnliche Verlust der B-Zell-Identitdt kann
zumindest teilweise durch den Verlust von wichtigen Transkriptionsfaktoren wie OCT?2,
BOB1 und PU.1 erklart werden [139,140,141]. Eine epigenetische Ursache der fehlenden
Expression von B-Zell-spezifischen Genen in HRS Zellen wird in der Literatur diskutiert.
Ushmorov et. al. konnten zeigen, dass durch die Demethylierung von DNA in HRS Zellen,
mittels 5-Aza-Deoxycyitidin (5-Aza-dC) Behandlung, B-Zell-spezifische Gene wie CD19,
CD20, CD79B, SYK, PU.1, BOB.1/0OBF.1, BCMA und LCK wieder hochreguliert werden
kdnnen [142]. Analysen der Promotorregionen einiger dieser Gene zeigten, dass die
Herunterregulierung in HRS Zellen mit dem hypermethylierten Status der Promotoren
korreliert [142].

EBF1, einer der Schlisselfaktoren fur die B-Zell-Differenzierung, wird ebenfalls nur auf
sehr geringem Niveau exprimiert. Dieser ist nicht nur flr die Expression von B-Zell-
Genen verantwortlich, sondern unterdriickt gleichzeitig auch die Expression von linien-
fremden Genen. Seine geringe Expression in HRS Zellen kdénnte daher auch zur

Hochregulierung von Genen der T- und myeloiden Zelltypen fihren [143,144].

Ein weiterer wichtiger Faktor in der B-Zell-Entwicklung ist E2A. E2A ist in den HRS Zellen
detektierbar, jedoch in der Funktion durch die beiden Inhibitoren °aktivierter B-Zell
Faktor 1° (ABF-1) und 'Inhibitor von Differenzierung und DNA Bindung 2  (ID2)
beeintrachtigt [145,146]. Die normale physiologische Rolle von ABF-1 ist unbekannt. ID2
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wird in dendritischen Zellen exprimiert und férdert deren Differenzierung, wahrend es die
B-Zell-Entwicklung unterdrickt [147,148].

Der dritte entscheidende Transkriptionsfaktor in der B-Zell-Differenzierung ist PAX5.
Obwohl PAX5 in HRS Zellen exprimiert ist, sind viele der Zielgene nicht detektierbar
[146,149]. Mutationen, die die Funktionsfahigkeit von PAX5 beeintrachtigen kdénnten,
sind bisher nicht bekannt [150]. Da die Expression von Genen jedoch oftmals die
konzentrierte Aktion mehrerer Transkriptionsfaktoren ist, fehlen vermutlich wichtige

andere Ko-Faktoren flir eine normale Funktion von PAX5.

Zu den Faktoren, die in HRS Zellen aberrant hochreguliert sind und damit sowohl die
Expression von B-Zell-Genen inhibieren, als auch Gene anderer Zelltypen hoch
regulieren, gehdrt Notchl [151]. Notchl wird aktiviert durch den Jaggedl Liganden, der
im Umfeld der Tumorzellen exprimiert wird und sorgt normalerweise flir die Erhaltung
und Differenzierung der T-Zell-Identitdt [152]. Es konnte auch eine Interaktion von
Notchl mit PAXS identifiziert werden, die evtl. eine Erklarung fir die Beeintrachtigung
der PAXS5 Funktion sein kénnte [152].

Die Expression von linien-fremden Transkriptionsfaktoren tragt nicht nur zu der
Hochregulation von B-Zell-fremden Genen bei, sondern unterdrickt auch die Expression
der B-Zell-spezifischen Gene. Faktoren, die nur in Stammzellen exprimiert werden,
kdnnten die Inhibition der Expression der B-Zell-spezifischen Gene in HRS Zellen
ausitiben. GATAZ ist ein Zielgen von Notchl und wird in HSZs und in Mastzellen, nicht
jedoch in normalen B-Zellen, exprimiert [153,154]. In HRS Zellen kann GATA2 ebenfalls
detektiert werden. Mehrere Mitglieder der Polycomb Gruppe (BMI1, RING1l) sind im
Hodgkin Lymphom exprimiert. Sie kénnen zu Chromatinmodifikationen flihren, B-Zell-
spezifische Gene herunterregulieren und sorgen in Stammzellen fir die parallele
Expression von Genen verschiedener Zelltypen [155,156,157]. Im nachsten Abschnitt

sollen weitere bisher bekannte Defekte der HRS Zellen kurz erlautert werden.

1.5.4 Molekulare Defekte in HRS Zellen

Durch Analysen von einzelnen HRS Tumorzellen und Zelllinien konnten in den letzten
Jahren immer mehr Mechanismen gefunden werden, die zur Deregulation des
Expressionmusters der HRS Zellen und potentiell zur Pathogenese des Hodgkin
Lymphoms beitragen. Ein wichtiger Schwerpunkt war dabei, wie die HRS Zellen als pra-
apoptotische Zellen vor dem programmierten Zelltod geschitzt werden. Mutationen in

pro- bzw. anti-apoptotischen Genen sind selten, abgesehen von Ausnahmen wie p53,
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welches in einigen Hodgkin Lymphom Zelllinien mutiert ist [158,159]. Translokationen,
die zum Beispiel BCL-6 als Regulator der Keimzentrums Differenzierung von B-Zellen

betreffen, sind in HRS Zellen seltene Ereignisse [160,161].

Viele anti-apoptotische Proteine wie zum Beispiel CASP8, c-FLIP und XIAP sind
hochreguliert und tragen durch ihre Uberexpression zur Apoptoseresistenz bei
[162,163,164].

Die groBten Aberrationen konnten bei Genen identifiziert, die den Jak/STAT und den NF-
kB Signalweg betreffen. Wie bereits in der EinfUhrung zu IL-21 beschrieben, flihren die
Signalwege vieler Cytokine Uber die Aktivierung von Jak Proteinen, die ihrerseits dann
zur Phosphorylierung und Transkriptionsaktivitdt von STAT Proteinen fihren. In HRS
Zellen findet man Amplifikationen des JAK2 Gens sowie Mutationen des ‘Suppressor of
Cytokine signalling” (SOCS1) Gens [165,166,167]. SOCS1 ist ein Inhibitor des Jak/STAT
Signalweges und wird durch die Mutationen inaktiviert. Die NF-kB Aktivitat in HRS Zellen
ist von einer Reihe genetischer Schaden beeinflusst. Fir das Gen REL konnten in einer
Vielzahl von Féallen Amplifikationen festgestellt werden. Gene fir Inhibitoren des NF-kB
Signalweges (IkBoa und IkBe) sind in einem signifikanten Anteil an Fallen mutiert
[168,169,170]. TNFAIP3, das Gen fir die Ubiquitinase bzw. Deubiquitinase A20, ist in
einigen Féallen mutiert. Dadurch wird das Enzym inaktiv und es kommt zu keiner
negativen Regulation der NF-kxB Aktivitat [171]. Weiterhin wurde beobachtet, dass
TNFAIP3 Mutationen in den Fallen auftraten, in denen der EBV Status negativ war. Die
Mutationen koénnten ein weiterer alternativer Mechanismus sein, der zur Hodgkin

Pathogenese beitragen kann.

1.5.5 Dereqgulierte Signalwege in HRS Zellen

Die konstitutive Aktivitat einiger Signalwege im Hodgkin Lymphom ist nicht immer
aufgrund genetischer Defekte zu erklédren. In HRS Zellen sind vier STAT Faktoren
(STAT3, STAT5A, STAT5B und STAT6) durch parakrine oder autokrine Stimulation
verschiedener Signalwege konstitutiv aktiviert, die genaue Ursache ist nur in wenigen
Fallen bekannt [172,173,174]. Fir STAT6 konnte bereits gezeigt werden, dass durch die
Expression von IL-13 und IL-13R eine autokrine Aktivierung in HRS Zellen erfolgt [175].
Auch flr die anderen Faktoren wird eine Aktivierung durch Cytokinrezeptoren oder

Rezeptortyrosinkinasen vermutet.

Fur die Aktivierung von NF-xB werden vor allem *Tumornekrosefaktor Rezeptor’ (TNFR)

Familienmitglieder verantwortlich gemacht. HRS Zellen exprimieren CD30, CD40, TACI,
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BCMA und RANK [176,177,178,179]. Die Liganden der jeweiligen Rezeptoren werden von
den HRS Zellen selber (BAFF im Falle von TACI und BCMA, RANKL bei RANK) [177,178]
oder vom Umfeld der Tumorzellen produziert. CD40L wird von T-Zellen exprimiert, die
unmittelbar neben den HRS Zellen lokalisiert sind [180], wahrend der Ligand von CD30
durch eosinophile Granulozyten oder Mastzellen der Umgebung zur Verfiigung gestellt
wird [181,182]. Fir CD30 konnte eine konstitutive ligandenunabhdngige Aktivierung des
CD30 Signalweges und ein gleichzeitiger Beitrag zur Aktivierung des NF-xB Signalweges
durch CD30 in HRS Zellen identifiziert werden [183]. APRIL, ein Ligand fir TACI und
BCMA, wird von neutrophilen Granulozyten im Tumorgewebe exprimiert [177]. Die
aberrante Expression und Aktivitdt von Notchl kann ebenfalls zur Aktivierung von NF-kB
beitragen [184].

Auch andere Signalwege sind in HRS Zellen dereguliert und konstitutiv aktiv. Dies betrifft
PI3K-Akt, den Erk Signalweg, APl und verschiedene Rezeptortyrosinkinasen
[185,186,187,188]. Die Ursachen fur diese Aktivierungen sind weitestgehend spekulativ.
Die Inhibition dieser Signalwege flihrt zum Proliferationsarrest oder sogar zum Zelltod
der Tumorzellen, so dass diese Signalwege essentielle Uberlebensfaktoren darstellen
[185,189]. Der PI3K-Akt Signalweg koénnte durch CD30, CD40, RANK und
Rezeptortyrosinkinasen aktiviert werden, ebenso wie der Erk Signalweg. Bei beiden sind
aktivierte Formen der jeweiligen zentralen Proteine des Signalweges in HRS Zellen
identifiziert worden (Serin/Threonin Kinasen Akt bzw. ERK1, 2 und 5). Substrate dieser
Enzyme kdénnen in den Tumorzellen in ihre aktive Form umgewandelt werden [186,189].
AP1 Transkriptionsfaktoren sind Dimere der Jun- und der Fos-Proteinfamilie. In HRS
Zellen wird vor allem JUN und JUNB exprimiert und AP1 Zielgene wie Galectinl und CD30
sind hochreguliert. Die Expression von JUNB wird durch die Aktivitdat von NF-«xB
gesteuert, wahrend der Mechanismus fur die Expression von JUN noch weitestgehend
ungeklart ist [187,190,191].

Eine weitere Besonderheit unter den Lymphomen stellt die hohe Anzahl an exprimierten
Phosphotyrosinkinasen im Hodgkin Lymphom dar. Zu ihnen zéhlen der 'Platelet-derived
growth factor-o’ (PDGFRA), die Tyrosinkinasen (TRK) A und TRKB, sowie DDR2 [188].
Mutationen in den einzelnen Doménen der Rezeptoren konnten bisher noch nicht
identifiziert werden, daher wird die Ursache der Aktivierung eher in der parakrinen oder

autokrinen Stimulation vermutet.

Bemerkenswert ist die Vielzahl von Defekten und deregulierten Signalwegen, die
gleichzeitig in den HRS Zellen auftauchen kénnen und zu dem einzigartigen Phanotyp
fihren. Hierbei ist zu beachten, dass die Expression von Cytokinen und die Interaktionen

mit dem Umfeld der Tumorzellen eine groBe Bedeutung haben. Genetische Mutationen
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kdnnen diese Effekte noch verstarken, es bleibt jedoch spekulativ, ob sie Ursache oder

sekundare Effekte der Pathogenese sind.

1.5.6 Das zelluldre Umfeld der HRS Zellen und die Rolle von Cytokinen im

Hodgkin Lymphom

Ein bereits genanntes charakteristisches Merkmal des Hodgkin Lymphoms ist das
umfangreiche Infiltrat an inflammatorischen Immunzellen, welches die HRS Zellen
umgibt. Es hat sich gezeigt, dass viele dieser T-, B-, Plasma- und Mastzellen sowie
neutrophile und eosinophile Granulozyten durch die HRS Zellen selber aktiv in das
Tumorgewebe angelockt werden. Durch die Sekretion von CCL5 (RANTES), CCL17
(TARC) und CCL22 (MDC) durch HRS Zellen migrieren zum Beispiel Th2 und
regulatorische T-Zellen (T.e) in Richtung der Tumorzellen [192]. IL-5, CCL5, CCL28 und
Granulozyten-Makrophagen Kolonie-stimulierender Faktor (GM-CSF) sorgen dagegen fir
die Rekrutierung von eosinophilen Granulozyten in das Hodgkin Lymphom Gewebe.
Durch CCL5 werden zusatzlich auch Mastzellen angelockt. IL-8, welches ebenfalls von
HRS Zellen exprimiert und sezerniert wird, fihrt zum Einwandern von neutrophilen

Granulozyten [192].

Einige Beobachtungen deuten darauf hin, dass die Tumorzellen abhangig von Signalen
ihres zelluldaren Umfeldes sind. Die primdren HRS Zellen sind schwer zu kultivieren und
kommen im peripheren Blut gar nicht oder nur zu einer sehr geringen Anzahl vor. Bei
Ansiedelung in nicht-lymphatischem Gewebe kann man das gleiche Umfeld an Zellen
sehen [193]. CD4" T-Zellen stellen dabei die groBte Population an infiltrierenden Zellen
dar. Sie bilden so genannte T-Zell Rosetten, die die HRS Zellen umgeben und versorgen
diese, wie schon erwahnt, zum Beispiel mit CD40L, aber auch mit IL-3, dessen Rezeptor
ebenfalls von HRS Zellen exprimiert wird [194]. Eine weitere Fahigkeit der HRS Zelle ist
die Koordination von Aktionen verschiedener Zelltypen untereinander. So kénnen sie
durch verschiedene Faktoren (z.B. TNFa oder TGFB) Fibroblasten dazu aktivieren CCL5
oder Eotaxin zu produzieren, was wiederum zur Anziehung von eosinophilen

Granulozyten oder T.g-Zellen fuhren kann [195].

Die Attraktion von T.g-Zellen hat einen weiteren Vorteil fir die HRS Zellen. Sie kénnen
dadurch einem Angriff durch cytotoxische T-Zellen oder nattrliche Killer Zellen entgehen.
Es konnte gezeigt werden, dass die Anhdaufung von T.g-Zellen im Tumorgewebe nicht
alleine auf Chemotaxis beruht, sondern auch durch induzierte Differenzierung von naiven

CD4" T-Zellen erfolgt [190]. Die Produktion der immunsuppressiven Cytokine IL-10,
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TGFp, Galectinl und Prostaglandin E; durch HRS Zellen fihrt zu einer weiteren
Repression der Immunantwort [190,192,196,197].

Dies zeigt, dass die Interaktion von Tumorzellen mit dem Umfeld durch Cytokine im
Hodgkin Lymphom eine besondere Rolle spielt und bei der Entwicklung neuer Therapien
mit einbezogen werden muss. Eine weitere Erforschung dieser Interaktionen ist daftr die

Grundlage.

1.6 Zielstellung der Arbeit

In dieser Arbeit geht es um die funktionelle Charakterisierung linien-fremder Cytokine im
Hodgkin Lymphom. Dabei soll die Beteiligung von neuen, linien-fremden
Cytokin/Rezeptorsystemen bei der Pathogenese des Hodgkin Lymphoms und die Wirkung
auf die Tumorzellen selber beurteilt werden. In zwei getrennten Teilen dieser Arbeit wird
dabei jeweils die Expression von IL-21/ IL-21R bzw. CSF-1/CSF1R Hodgkin Lymphom im
Vergleich zu anderen B-Zell Lymphomen und Leukamien analysiert. Aus diesen Analysen
kdnnen Rickschlisse auf eine differentielle Expression der Cytokine bzw. Rezeptoren im
Hodgkin Lymphom gezogen werden. Weiterhin kann gezeigt werden, ob die
Vorraussetzungen flr einen intakten Signalweg auf der Ebene des Rezeptors und des

Ligands gegeben sind.

Far IL-21 ist anschlieBend die Fragestellung, welcher der verschiedenen Signalwege
stromabwérts nach Stimulation des IL-21R in HRS Zellen genutzt wird. Daraus ergeben
sich dann die Untersuchung der aktivierten Zielgene und die Konsequenzen aus dieser

Zielgenaktivierung fur die Tumorzellen und deren zelluldres Umfeld.

Auch fir CSF-1 wird, nach der Analyse der Expression, die funktionelle Bedeutung der
CSF1R Stimulation fur die HRS Zellen untersucht. Dabei soll die Rolle von CSF-1 und
CSF-1R als Proliferation induzierende Faktoren in HRS Zelllinien naher charakterisiert
werden. In Experimenten mit stabilen Zelllinienklonen werden die Auswirkungen einer

Expression von CSF-1R in Non-Hodgkin Zellen untersucht.

Zusatzlich wird ein Schwerpunkt auf die Regulation von CSF-1 und CSF1R als B-Zell-
fremde Gene in HRS Zellen mit einem B-Zell Ursprung gelegt. Dabei ist vor allem die
Frage zu klaren, wie die Expression von CSF1R ermdéglicht wird, obwohl der als essentiell
beschriebene Transkriptionsfaktor PU.1 fehlt und der repressorische Transkriptionsfaktor
PAX5 in den HRS Zellen exprimiert ist. Wenn mdglich wurden die Daten aus den Zellinien

in primarem Material von Hodgkin Lymphompatienten verifiziert.

35



Material und Methoden

2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Substanz

Hersteller

5-Aza-2 " -Deoxycytidin (5-Aza-dC)
Acrylamid

Agarose

Agencourt magnetische Beads
Ammoniumpersulfat (APS)
Bacto Agar

Bacto Trypton
p-Mercaptoethanol

Blasticidin

Borsdure

Bromphenolblau

Bovine Serum Albumin (BSA)
Complete Mini Protease Inhibitor Cocktail
CpGenome Universal Methylated DNA
EDTA

EGTA

Ethidiumbromid

DEPC

DTT

Dynabeads® Protein G
Ethanol

ExpressHyb Ldsung

Ficoll

Fotales Kélberserum (FCS)
Formaldehyd

Formamid

Glutamax

Glycerol

Glycin

Glycerin

Hefeextrakt

HEPES

Kaliumchlorid

Low Molecular Weight Marker (LMW)
Magnesiumchlorid

Methanol

Microscint™ 0

MOPS

Natriumacetat

Natriumacid (NaN3)
Natriumcarbonat
Natriumchlorid

Natriumcitrat
Natriumdeoxycholat
Natriumfluorid
Natriumpyruvat
Natriumorthovanadat

NP40

Optimem

PBS

Sigma, St. Louis, MO, USA

Roth, Karlsruhe, Deutschland

BMA, Rockland, ME, USA
BeckmanCoulter, Danvers, MA, USA
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Difco/BD, Sparks, MD, USA
Difco/BD, Sparks, MD, USA

Gibco BRL, Billings, MT, USA
Calbiochem, Lalolla, CA, USA

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Merck, Whitehouse Station, NJ, USA
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roche, Basel, Schweiz

Millipore, Billerica, MA, USA

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma, St. Louis, MO, USA

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma, St. Louis, MO, USA
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Clontech, Palo Alto, CA, USA
Sigma, St. Louis, MO, USA
Biochrom, Berlin, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Gibco/Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Difco/BD, Sparks, MD, USA

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma, St. Louis, MO, USA

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland
PerkinElmer, Waltham, MA, USA
Sigma, St. Louis, MO, USA

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Biochrom, Berlin, Deutschland
Sigma, St. Louis, MO, USA
Calbiochem, La Jolla, CA, USA
Gibco/Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Gibco/Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland



Material und Methoden

Substanz

Hersteller

Penicillin

Phosphatase Inhibitor Cocktail II
poly[d(I-C)]

Ponceau-Rot
Protein-A-Sepharose
Protein-Assay (Bradford Reagenz)
RPMI-1640

SDS

Smart Ladder

Streptomycin

TEMED

Trichostatin A (TSA)
Trinatriumcitrat

PAN Biotech, Aidenbach, Deutschland
Sigma, St. Louis, MO, USA

Roche, Mannheim, Deutschland

Sigma, St. Louis, MO, USA

Amersham Bioscience, Uppsala, Schweden
BioRad, Minchen, Deutschland
Gibco/Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Eurogentec, Miinchen, Deutschland

PAN Biotech, Aidenbach, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland

Sigma, St. Louis, MO, USA

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Tris Roth, Karlsruhe, Deutschland

Triton X-100 Sigma, St. Louis, MO, USA

Trypanblau Sigma, St. Louis, MO, USA

Venimmun Centeon, Marburg, Deutschland

Xylencyanol Roth, Karlsruhe, Deutschland
2.1.2 Humane Zelllinien

Zelllinie Zelltyp

L428 Hodgkin Lymphom

L1236 Hodgkin Lymphom

KM-H2 Hodgkin Lymphom

L591 Hodgkin Lymphom

HDLM-2 Hodgkin Lymphom

L540 Hodgkin Lymphom

L540Cy Hodgkin Lymphom

Reh Akut lymphoblastische pra-B-Zell Leukamie

Blin Akut lymphoblastisches B-Zell Lymphom

Karpas1106 Mediastinales lymphoblastisches B-Zell Lymphom

SU-DHL-4 Diffus groBzelliges B-Zell Lymphom

SU-DHL-5 Diffus groBzelliges B-Zell Lymphom

SU-DHL-6 Diffus groBzelliges B-Zell Lymphom

Oci-Ly-3 Diffus groBzelliges B-Zell Lymphom

Oci-Ly-10 Diffus groBzelliges B-Zell Lymphom

Karpas422 Diffus groBzelliges B-Zell Lymphom

Namalwa Burkitt Lymphom

BL-60 Burkitt Lymphom

BJAB Burkitt Lymphom

Raji Burkitt Lymphom

Ramos Burkitt Lymphom

CA46 Burkitt Lymphom

HO Cutanes T-Zell Lymphom (Sezary)

Jurkat Akut lymphoblastische T-Zell Leukamie

KE37 Akut lymphoblastische T-Zell Leukamie

Molt 14 Akut lymphoblastische T-Zell Leukamie

Molt 4 Akut lymphoblastische T-Zell Leukamie

MM1.S Multiples Myelom

HL-60 Akut myeloide Leukamie

DEL Anaplastisch groBzelliges Lymphom

FEPD Anaplastisch groBzelliges Lymphom

HEK293 Transformierte humane embryonale Nierenzelllinie
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2.1.3 Bakterienstamme

E. coli XL1 blue

2.1.4 Radioaktive Verbindungen

Verbindung

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Hersteller

[«-72P]dCTP (3000 Ci/mmol, 10mCi/ml)

3[H]-Thymidin

2.1.5 Antikérper

NEN, Boston, MA, USA
NEN, Boston, MA, USA

Spezifitat Isotyp Hersteller Produktnummer
(Experiment)

IL-21 (WB, IHC, ELISA) Kaninchen Peprotech #500-P191
IL-21R (FACS) MausIgG1l R&D Systems #MAB9911
IL-21 (ELISA) Kaninchen Peprotech #500-P191Bt
p44/p42 (WB) Kaninchen CellSignaling #9102
pp44/p42 (WB) Kaninchen CellSignaling #9101

STAT3 (WB) Kaninchen CellSignaling #9132
pSTAT3 (WB) Kaninchen CellSignaling #9131

IL-6 (ELISA) Maus R&D Systems #MAB206

IL-6 (ELISA) Ziege R&D Systems #BAF206
CD30 (Ki-1)(Stimulation) Maus Pathologie Harald Stein, Charité, UKBF
CD95 (Apoptose) Maus Coulter-Immunotech #IM1504
MIP-3a (IHC) Ziege SantaCruz #sc-9775
MIP-3a (Migration) Ziege R&D Systems #AF360

CCR6 (FACS) Maus IgG2B R&D Systems #MAB195
CD127-PE (FACS) Maus IgG1 BD Pharmingen #557938
CD4-FITC (FACS) Maus IgG1 Miltenyi Biotec #130-080-501
CD25-PE (FACS) Maus IgG2B Miltenyi Biotec #130-091-024
FoxP3-APC Maus IgG1 Miltenyi Biotec #130-093-014
CSF-1 (FACS) Maus IgG2A R&D Systems #MAB216
CSF1R (FACS, IP) Maus IgG1 R&D Systems #MAB3291
CSF1R (WB) Kaninchen SantaCruz #sc-692
pTyrosin (WB) Maus IgG2B SantaCruz #sc-7020
IxkBa (WB) Kaninchen SantaCruz #sc-371

PU.1 (WB) Kaninchen SantaCruz #sc-352
H3K4me3 (ChIP) Kaninchen Abcam #ab4441
CBFA2T3 Kaninchen Raman Kumar Australien
FLAG M2 (WB) Maus Sigma Aldrich #F1804

Maus IgG1-PE (FACS) Ziege Dianova #115-116-071
p-Aktin (WB) Maus Sigma-Aldrich #A5316
PARP1 (WB) Ziege SantaCruz #sc-1561
Ziege IgG-HRP (WB Affe SantaCruz #sc-2020
Kaninchen IgG-HRP (WB) Ziege Promega #W401B

Maus IgG-HRP (WB) Ziege Promega #W402B
Isotypkontrolle Kaninchen SantaCruz #sc-3888
Isotypkontrolle Maus IgM Ancell #290-010
Isotypkontrolle Maus IgG2A R&D Systems #MABOO3
Isotypkontrolle Maus IgG1 R&D Systems #MABO0O02
Isotypkontrolle Maus IgG2B R&D Systems #MAB0041
Isotypkontrolle Ziege R&D Systems #AB-108-C
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2.1.6 Enzyme

Enzym

Hersteller

DreamTaq™ Polymerase
T4-DNA-Ligase
Klenow-Fragment
Restriktionsenzyme
AccuPrime™ Taq Polymerase

MBI Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland

Promega, Madison, WI, USA

MBI Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland
MBI Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

2.1.7 Kits

Kit Hersteller Produktnummer

1st Strand cDNA Synthesis Roche Indianapolis, IN, USA #11483188001

Kit for RT-PCR

AnnexinV-FITC/PI Kit Bender MedSystems, Wien, Osterreich # BMS500FI

ECL Amersham Bioscience, Uppsala, # RPN2132
Schweden

HexalabelKit MBI, Fermentas, St. Leon-Rot, # K0611
Deutschland

Nucleobond Maxi Kit Clontech, Palo Alto, CA, USA #740417

pGEM®Teasy cloning Kit Promega, Madison, WI, USA #TM042

QIAEXII Agarose Gel Qiagen, Hilden, Deutschland #20021

Extraction Kit

Qiaprep Spin Miniprep Kit Qiagen, Hilden, Deutschland #27106

RNeasy Mini Kit Qiagen, Hilden, Deutschland #74106

QuikChange® Site Directed Stratagene, Lalolla, CA, USA #200518

Mutagenesis Kit

Agencourt AMPure BeckmanCoulter, Brea, CA, USA #A50850

Power SYBR® Green PCR Applied Biosystems, Foster City, CA, #4367659

Master Mix USA

First Choice® RLM-RACE Kit Ambion, Austin, TX, USA #AM1700

Invisorb® SpinTissueMiniKit Invitek, Berlin, Deutschland #1032100200

EpiTect Bisulfit Conversion Qiagen, Hilden, Deutschland #59110

Kit

DuoSet® ELISA R&D Systems, Minneapolis, MN, USA #DY360

Development Kit MIP-3a

DuoSet® ELISA R&D Systems, Minneapolis, MN, USA #DY216

Development Kit CSF-1

Fix&Perm® Kit Caltag Laboratories, Buckingham, UK #GAS-003

CD19 Microbeads

CD33 Monocyte Isolation Kit
I

RNase-Free DNase Set
Dual-Luciferase® Reporter
Assay System

FoxP3 Staining Buffer Set

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Deutschland

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Deutschland

Qiagen, Hilden, Deutschland
Promega, Madison, WI, USA

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Deutschland

#130-050-301

#130-091-153

#79254
#E1960

#130-091-153
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2.1.8 Verbrauchsmaterialien

Material

Hersteller

Nylonmembran Zeta-Probe® Blotting
membran

Quick Spin Column
Nitrozellulosemembran Protran©
Transwell® Permeable Supports 3 um
Elektroporationskivetten
Whatmanpapier

X-omat LS Filme

UniFilter® - 96, GF/C®

2.1.9 Plasmide und BAC Klone

BioRad, Minchen, Deutschland

Roche, Basel, Schweiz

Schleicher&Schuell, Dassel, Deutschland

Costar, Corning, NY, USA
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Schleicher&Schuell Bio Science, Dassel

Kodak, Rochester, NY, USA
PerkinElmer, Waltham, MA, USA

Plasmid Hersteller
pcDNA3.1 Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
pEGFP-N3 Clontech, Palo Alto, CA, USA

pGEM®-T Easy
pEF6.5VHIS-CSF1R
pEF6.5VHIS
pcDNA3.1 CBFA2T3a
pcDNA3.1 CBFA2T3b
pRK5

pRKS5 IKKp (EE)
pGL2 Basic

pGL2 Promotor
pCR®2.1

BAC Klon RZPDB737C051001D

2.1.10 Oligonukleotide

2.1.10.1 PCR

Primerbezeichnung

Promega, Madison, WI, USA

Konstrukt v. M. Roussel, Memphis, TN,USA

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
s. Methoden

s. Methoden

BD Pharmingen, SanDiego, CA, USA
s. Methoden

Promega, Madison, WI, USA
Promega, Madison, WI, USA
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Imagenes, Berlin, Deutschland

Sequenz (5'>3')

CSF1R-805s

CSF1R-713as
CSF1R-595s
CSF1R-483as
CSF1R-169s
CSF1R-78as
CSF1R-100s
CSF1R-14as
CSF1R+1s
CSF1R+96as
CSF1R+59s
CSF1R+148as
CSF1R-5747s
CSF1R-5084as
CSF1R-5090s
CSF1R+148as

TGACCCCAGATGTAGAGGAT

GGCACCAGATTCGTGTCT
CTGGGCAACAGAGTGAAACTG
CCCTGATGTCCTGGCTTACAA
AGAAGAGGATCAGCCCAAGGA
AGGGATCGGGACACTGGAC
TGTGTCCAGTGTCCCGATCC
AAGTGGCAGGCAGGTGCAG
ATGGGCCCAGGAGTTCTG
TCCATCACACCCCAACAAAG
CCCAGTGATAGAGCCCAGTGT
CATTCCACGCTGCCATTG
GCGTGCTCAATAGTTTATGT
TTAAGTCAATGAAGCCAGTA
TTTTGCTACTGGCTTCATTGA
CATTCCACGCTGCCATTG
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Primerbezeichnung

Sequenz (5'>3')

CSF1R-6152s
CSF1R-143as
CSF1R+720s
CSF1R+1325as
CSFis

CSFlas
GAPDHs
GAPDHas
GAPDHSs (Real-Time)
GAPDHas (Real-Time)
TBPs

TBPas
CBFA2T3s
CBFA2T3as
TBP Ps

TBP Pas

IL-21s

IL-21as
IL-21Rs
IL-21Ras
MCL-1s
MCL-1as

IL-6s

IL-6as

TGF-pBs

TGF-pas

GCCTTCCACTATGATTCTGA
CCTCCTCCTTGGGCTGAT
AACACTAAGCTCGCAATCC
TCACACCTATCAGTGTGGCC
TGCTGTTGTTGGTCTGTCTCC
AGCTGTTGTTGCAGTTCTTGC
ATGCTGGCGCTGAGTAC
TGAGTCCTTCCACGATAC
CTCTGCTCCTCCTGTTCGAC
TTAAAAGCAGCCCTGGTGAC
CAGGAGCCAAGAGTGAAGAACA
AGCTGGAAAACCCAACTTCTGT
CGAGCACCTCAGCAAACG
GGGCCCTTCTTTGTGTCCTC
CTGGCGGAAGTGACATTATCAA
GCCAGCGGAAGCGAAGTTA
GGATTGTCATCTGTCTGATGG
TCACTTCCGTGTGTTCTAGAGG
GATGTATTCCACTTCATGGCC
TGACAAGCAGGAGGAGAAGC
GAGGAGGAGGAGGACGAGTT
ACCAGCTCCTACTCCAGCAA
CCACTCACCTCTTCAGAACG
TGACCAGAAGAAGGAATGCC
GGGACTATCCACCTGCAAGA
CGGAGCTCTGATGTGTTGAA

Erlauterungen: CSFI1IR Primer sind nummeriert relativ zum A (+1) des ATG Startcodons. Fett/kursive
Zahlenangaben beziehen sich auf die genomische Sequenz, kursive Angaben beziehen sich auf die relative
Position in der cDNA Sequenz (NM_005211). P - Promotor; s — sense; as — antisense

2.1.10.2 EMSA

Shiftoligo

Sequenz (5'>3')

NF-xB sense
NF-xB antisense
STAT3 sense
STAT3 antisense
STATS5 sense
STATS5 antisense

2.1.10.3 siRNA

AGCTCAGGGCTGGGGATTCCCCATCTCCACAGG
AGCTCCTGTGGAGATGGGGAATCCCCAGCCCTG
AGCTTCATTTCCCGTAAATCCCTA
AGCTTAGGGATTTACGGGAAATGA
AGCTAGATTTCTAGGAATTCAATCC
AGCTGGATTGAATTCCTAGAAATCT

siRNA Sequenz (5'>3')
shCBFA2T3 GAAGTGATCGACCACAAGC
shKontrolle GACACGCGACTTGTACCA
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2.1.10.4 Bisulfit-Pyrosequenzierung

5- Produkt-

Name Sequenz (5'>3') Modifikation lange
R1-2_s GTGAGTTTTTGTGGAGGGATAGATGGTTGGA Biotin
R1-2_as CCCCACCCTAACTAAAACCACAAACCTAACAACTACC 349bp
R1-2_seql CCCACAAAATAAATAAAAAATA
R1-2_seq2 CCCCCCACCAACCTA
R3_s TTTGTAGGTAGTTGTTAGGTTTGTGGTTTTAGTTAGGGTG
R3_as CAAACCCAACCCTCCCCCCTTCAAATCT Biotin 264bp
R3_seq TAGGAGGTTTTTAGGGTAG
R4_s TGGGAGGAGGAAGTTGTTGGAAGGTTAAA Biotin
R4_as CCTAAAAAACCCAAACCCTCCCCACCACCAACTAAATAT 289bp
R4_seq AAAAAAATCTCCCTACAACCT
R5_s AGGTGGTGGGGTGGGGGTAGAGA
R5_as CTCACCAACCCACCTACCCCAACT Biotin 183bp
R5-seq GGGTGGGGGTAGAGA

2.1.11 Rekombinante Proteine

Protein Hersteller

rhIL-21 R&D Systems, Minneapolis, MN, USA
rhCSF-1 R&D Systems, Minneapolis, MN, USA
IL-21R:Fc R&D Systems, Minneapolis, MN, USA
CSF1R:Fc R&D Systems, Minneapolis, MN, USA
rhMIP-3a R&D Systems, Minneapolis, MN, USA
rhIL-6 R&D Systems, Minneapolis, MN, USA
rhIL-21 Antigenex, Huntington Station NY, USA

2.1.12 Puffer

Puffer

Zusammensetzung

10x MOPS
10x Shift-Hybridisierungspuffer

20x SSC
4x Laemmlipuffer

Antikérperverdiinnungslésung (AKV)
Immunoblot-Transferpuffer
Immunoblot-Waschpuffer

LB Medium

NP40-Hochsalzlysepuffer

0.2 M MOPS, 0.05 M Natriumacetat,

0.01 M EDTA, pH 7.0

0.5 M Tris HCI pH 8.0, 0.7 M NaCl

3 NaCl, 0.3 M Trinatriumcitrat

200 mM Tris-HCI pH 6.8, 40 % Glycerol,
16 % SDS, 20 % p-Mercaptoethanol, 0.22 %
Bromphenolblau

1 % Venimmun, 0.01 % NaNs3 in PBS

35 mM Tris, 40 mM Glycin, 0.04 % SDS,
20 % Methanol

150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI pH 7.5,

1 % Triton-X100, 1 % Trockenmilchpulver
10 g Bacto-trypton, 5 g Hefeextrakt, 5 g
NaCl ad 11 H,O

20 mM HEPES pH 7.9, 350 mM NaCl, 1 mM
MgCl,, 1 mM EDTA pH 8.0, 0.2 mM EGTA
pH 8.0, 1 % NP40, 1x Complete Protease
Inhibitor Cocktail / 5ml, 1 mM NaF, 1 mM
NasVO4
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Puffer

Zusammensetzung

PBS

Protein-A-Sepharose Suspension
SDS-Laufpuffer
TBE

2.1.13 Gerate

Gerat

0.8 mM NayHPO,4, 0.2 mM NaH,PO,,

14 mM NacCl

50 % (vol/vol) Protein-A-Sepharose in H,O
50 mM Tris, 500 mM Glycin, 0.1 % SDS
0.1 M Tris, 0.1 M Borsdure, 2.5 mM EDTA

Hersteller

FACSAria™

FACSCantoII™

FACSCalibur™

FACSVantage™

Gene Pulser™ Xcell

Bioruptor™

ABI StepOnePlus™

VacuumPrep Tool

Nanodrop Spectrophotometer ND1000
SpectraMax 250 Microplate Reader
Mithras LB940 Luminometer

TOPCount NXT

2.1.14 Software

Software

BD Bioscience, Heidelberg, Deutschland
BD Bioscience, Heidelberg, Deutschland
BD Bioscience, Heidelberg, Deutschland
BD Bioscience, Heidelberg, Deutschland
BioRad, Minchen, Deutschland
Diagenode, Liége, Belgien

Applied Biosystems, Foster City, CA, USA
Biotage, Uppsala, Schweden

Peqglab, Erlangen, Deutschland
Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA
Berthold Technologies, Bad Wildbad,
Deutschland

PerkinElmer, Waltham, MA, USA

Hersteller

Cell Quest Pro
FACS Diva
Pyro Q-CpG 1.0.9

BD Bioscience, Heidelberg, Deutschland
BD Bioscience, Heidelberg, Deutschland
Biotage, Uppsala, Schweden
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2.2 Methoden
2.2.1 Zellkultur
2.2.1.1 Zellkulturbedingungen

Alle Zelllinien wurden in RPMI-1640 unter Zusatz von 10 % hitzeinaktiviertem fotalem
Kalberserum (FCS), 100 U/ml Penicillin, 100 uwg/ml Streptomycin, 2 mM Glutamax und
1 mM Natriumpyruvat bei 37 °C und 5 % CO; kultiviert. Je nach Zelllinie wurden sie mit

einer Dichte von 1x10° - 5x10° Zellen pro ml gehalten.

2.2.1.2 Aufreinigung primé&rer Zellen

Fur die Aufreinigung von CD19" oder CD33* primaren Zellen wurden mononukle&re
Zellen aus Blut von freiwilligen Spendern Uber eine Dichtezentrifugation (Ficoll) separiert.
AnschlieBend wurden die Zellen gezahlt und mit den jeweiligen Kits nach Angaben des
Herstellers Uber eine magnetische S&aule aufgereinigt. Fir CD19* Zellen wurden CD19
Microbeads (#130-050-301) genutzt und fir CD33* Zellen der ‘Monocyte Isolation Kit IT'
(#130-091153). Nach der Aufreinigung wurden die Zellen sofort lysiert und entweder
RNA oder Protein isoliert. Die Aufreinigungseffizienz wurde mittels spezifischer Antikérper
gegen CD20 (B-Zellen) bzw. CD14 (Monozyten) durchflusscytometrisch analysiert und
lag bei > 85 %. Im Falle der Migrationsexperimente wurden die gesamtem
mononukledren Zellen Uber den Zeitraum des Versuches in Migrationsmedium bzw. in
Zellkulturtiberstand inkubiert (s. Kap. 2.2.9).

2.2.1.3 Transiente Transfektion von Zellen

Fir die Transfektion von Zellen wurde die Methode der Elektroporation genutzt. Die
Menge benétigter Zellen wurde mit einer Dichte von 5 x 10° Zellen pro 500 ul Optimem
Transfektionsmedium aufgenommen und 30 ug/ Kivette Expressionsplasmids
hinzupipettiert (Abweichungen in der Plasmidmenge sind jeweils angegeben). Die Zellen
sind anschlieBend in eine Elektroporationskivette liberflihrt worden und die Transfektion
erfolgte in einem GenePulser™ Xcell Geréat nach einem exponentiellen Protokoll. Die

jeweiligen Bedingungen waren Zelllinien-abhangig und sind in Tab. 2.1 aufgefiihrt.
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Zelllinie Transfektions-
bedingungen
L428 950 uF; 180V
KM-H2 50 uF; 500 V
L591 500 uF; 300V
L540Cy 950 uF; 180V
Reh 500 uF; 300V
SU-DHL-4 950 uF; 230V
H9 950 uF; 250 V
Molt-14 950 uF; 260 V

Tabelle 2.1: Transfektionsbedingungen fir Zelllinien

Nach der Elektroporation wurden die Zellen nach einer 5-minttigen Inkubation bei 37 °C

in Standardmedium ohne Penicillin bzw. Streptomycin Uberfihrt.

2.2.1.4 Generierung stabiler Klone

Fir die Generierung von stabilen Klonen sind die Zellen nach Protokoll mittels
Elektroporation mit dem Plasmid pEF6.5VHis-CSFIR (10 upg) transfiziert worden. Nach
24 h sind die Zellen mit Blasticidin (s. Tab. 2.2) selektioniert und fiir 7 - 10 Tage unter

diesen Bedingungen weiterkultiviert worden.

Zelllinie Konzentration
Blasticidin (ng/ml)

SU-DHL-4 4
HO9 8
Molt-14 6

Tabelle 2.2: Blasticidin Konzentration bei der Generierung stabiler Klone

AnschlieBend wurden die Zellen verdinnt und in 96-Well Platten (0.5 bzw. 5 Zellen pro
Well) eingesdt. Nach weiteren 14 - 21 Tagen sind Kolonien, die aus einer Zelle
entstanden sind, geerntet und weiter kultiviert worden. Diese Zellen wurden auf
Expression des CSF1R Transgens mittels durchflusscytometrischer Zelloberflachenfarbung
mit CSF1R-spezifischen Antikdrpern analysiert. Entsprechende Kontrollen mit leerem

Vektor pEF6.5VHis (Mock) sind parallel kloniert worden.
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2.2.2 DN

Die Standardmethoden Plasmidpraparation, Klonierungsmethoden, Agarose-
Gelelektrophorese in TBE usw. wurden nach Sambrook et. al. [198] oder nach Angaben

der Hersteller durchgeftihrt.

2.2.2.1 Molekulare Klonierungen

Fir die Klonierung der Promotorkonstrukte zur Analyse der LTR Promotoraktivitdt wurde
die DNA des BAC Klones RZPDB737C051001D, der einen Teilbereich von Chromosom 5
abdeckt, genutzt. In diesem Bereich sind die regulatorische LTR Region des CSF1R Gens,
die klassischen regulatorischen Elemente des CSFIR Gens und das CSF1R Gen selber
enthalten. Mit Hilfe von Primern, die zusatzlich die Restriktionsstellen von Nhel (sense
primer) und Xhol (antisense Primer) enthalten (s. Tab. 2.3), wurden drei verschieden
lange Bereiche aus der Sequenz des THE1B LTRs amplifiziert, mittels Agarosegel-
Elelektrophorese aufgetrennt, aufgereinigt und Uber die Schnittstellen Nhel und Xhol in
den pGL2 Basic Vektor kloniert. Die Zahlen in der Primerbezeichnung beziehen sich auf
die Position der Primer, relativ zum Transkriptionsstart des Transkripts in der THE1B LTR
Sequenz (s. Abb. 3.46).

Primerbezeichnung Sequenz (5' - 3')

Promhuc-fmsLTR-382 s AC GCTAGC TTCCCCCTTATTGGCAATTT
Promhuc-fmsLTR-142 s AC GCTAGC TTGTAATAATTCCCACATGTCAA
Promhuc-fmsLTR-85 s AC GCTAGC GGCAGTTTTCCCCATACTGT
Promhuc-fmsLTR+14 as AC CTCGAG GGCAGGCAAAAGAGTATATG

Tabelle 2.3: Primer fir die Klonierung von Luciferasepromotorkonstrukten

Fir die Klonierung der CBFA2T3 Isoformen (CBFA2T3a und CBFA2T3b) sind PCR
Fragmente mit Primern, die jeweils an den 5’ und 3’ Enden des Transkripts liegen, und
cDNA von Zelllinien, die beide Isoformen exprimieren, generiert worden. Die Primer
enthielten Restriktionsschnittstellen, die eine Klonierung in das Expressionsplasmid
pcDNA3.1 erméglichen (s. Tab. 2.4). Die amplifizierten Fragmente wurden entsprechend
ihres Retentionsverhaltens in einer Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt und mit dem
'QIAEXII Agarose Gel Extraction Kit extrahiert. Durch einen Restriktionsverdau von
pcDNA3.1 und nachfolgender 'T4 DNA Ligase’ vermittelter Ligation nach Angaben des
Herstellers mit den Fragmenten wurde das Expressionsplasmid hergestellt. Parallel
erfolgte eine Sequenzierung des PCR-Amplifikats. Durch Transfektion des Plasmides in
HEK293 Zellen und Expressionskontrolle mittels Western Blot Analysen wurde die

Funktionsfahigkeit der Konstrukte untersucht.
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Primerbezeichnung

Sequenz (5' - 3')

CBFA2T3b BamHI s
CBFA2T3a Nhel s
CBFA2T3b+a Xhol as

GGATCCGCCACCATGCCGGACTCCCCAG
AGCTAGCGCCACCATGCCGGCTTCAAGATG
CTCGAGTCAGCGGGGCACGGTGTC

Tabelle 2.4: Primer fir die Klonierung der CBFA2T3 Isoformen

Das IKKB (EE) Expressionsplasmid wurde durch Punktmutagenese des pRK5 IKKp

Konstruktes (bereitgestellt von der Arbeitsgruppe von Prof. Claus Scheidereit) generiert.

Wie bei Delhase, et. al. [199] beschrieben, wurden dabei durch zwei Punktmutationen
(‘QuikChange® Site Directed Mutagenesis Kit') die Serine S177 und S181 jeweils in

Glutamate umgewandelt (S177E und S181E). Die Primer, die flir die Mutagenese genutzt

wurden sind in Tab. 2.5 aufgefihrt:

Primerbezeichnung

Sequenz (5' - 3')

IKKB S177E s

IKKB S177E as

IKKB 177E S181E s
IKKB 177E S181E as

GAGCTGGATCAGGGCGAACTTTGCACATCATTCG
CGAATGATGTGCAAAGTTCGCCCTGATCCAGCTC
GAGCTGGATCAGGGCGAACTTTGCACAGAATTCG
CGAATTCTGTGCAAAGTTCGCCCTGATCCAGCTC

Tabelle 2.5: Primer fur die Mutagenese des IKKB Expressionsplasmides

2.2.2.2 Sequenzierung von DNA

Die Sequenzierung von DNA wurde von der Firma AGOWA in Berlin durchgefiihrt.

2.2.2.3 Mutagenese von Promotorkonstrukten

Die Mutation der Transkriptionsfaktorbindungsstellen in dem pGL2-LTR-cfms-142/+14

Konstrukt erfolgte mit dem ‘QuikChange® Site Directed Mutagenesis Kit' nach Angaben

des Herstellers. Die genutzten Primer sind in der Tab. 2.6 aufgefiihrt.

Primerbezeichnung

Sequenz (5' - 3')

LTRmutkB1 s
LTRmutkB1 as
LTRmutkB2 s
LTRmutkB2 as
LTRmutkB3 s
LTRmutkB3 as
LTRmutAP1dist s
LTRmutkAPdist as
LTRmMutGATAprox s
LTRmMutGATAprox as
LTRmutSP1prox s
LTRmutSP1prox as

ATAAATGGCGTTCCCTG
CAGGGGAACGGCCATTTAT
ATAAATGGCCGTTAACCTGC
GCAGGTTAACGGCCATTTAT
ATAAATGGCCTTTAACCTG
CAGGTTAAAGGCCATTTAT
GGAGATAATTGAATTGTGGGGGCAG
CTGCCCCCACAATTCAATTATCTCC
CAGGTGGACTTAATTGAATC
GATTCAATTAAGTCCACCTG
CATGTCAAGTTTGGGGCCACCTGG
CCACCTGGCCCCAAACTTGACATG
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Primerbezeichnung Sequenz (5' - 3')

LTRmutAP1distGATAprox s GGGGCAGGTGGACTTAATTGAATTGTGGGGGCAGTTTTC
LTRmutAP1distGATAprox as GAAAACTGCCCCCACAATTCAATTAAGTCCACCTGCCCC

Tabelle 2.6: Primer fur die Mutagenese der Luciferasepromotorkonstrukte

Die mutierten Plasmide wurden jeweils sequenziert und auf die gewilinschten Mutationen

hin analysiert.

2.2.2.4 PCR Techniken

2.2.2.4.1 Reverse Transkriptase-PCR

Die reverse Transkriptase (RT-) PCR Analysen sind mittels DreamTaqg ™ Polymerase nach
Standardmethoden [198] und nach Angaben des Herstellers durchgefihrt worden. Die

genutzten Primer sind in Kap. 2.1.10.1 aufgefihrt.

2.2.2.4.2 Quantitative Real-Time PCR

Die quantitativen Real-Time Analysen wurden mit dem ‘Power SYBR® Green PCR Master
Mix" nach Angaben des Herstellers angefertigt. Die Experimente wurden mit dem ABI
StepOnePlus™ Gerat durchgefiihrt. Der cDNA Gehalt wurde dabei jeweils auf die Menge
der GAPDH oder TBP Amplifikate normalisiert.

2.2.2.4.3 5'-RLM-RACE PCR

Die 5'-RLM-RACE PCR Analysen sind im Labor von Prof. Constanze Bonifer in Leeds, UK

durchgefihrt worden.

Die Transkriptionsstartstellen des CSF1IR Gens in verschiedenen Zelllinien wurden mit
dem ‘First Choice® RLM-RACE’ Kit nach Angaben des Herstellers bestimmt. Die daflr
genutzten CSFIR Gen-spezifischen Primer waren als duBerer Primer CSF1R-14 as und als
innerer Primer CSF1R-78 as (s. Kap. 2.1.10.1). Von jeder RLM-RACE Reaktion wurden
die Produkte in den pCR®2.1 Vektor kloniert (*TA Cloning Kit') und je 10 individuelle

Bakterienkolonien sequenziert.
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2.2.2.5 Methylierungsexperimente

Die Bisulfit Pyrosequenzierungen wurden in Zusammenarbeit mit dem Labor von Prof.
Reiner Siebert in Kiel, Deutschland durchgefiihrt. Dafir sind finf verschiedene Amplikons
genutzt worden, die die Transkriptionsstartstellen (TSS) der CBFA2T3 Isoformen (Isoform
A: NM_005187.4; Isoform B NM_175931) abdecken. Die genomische DNA der Zelllinien
und der priméaren Lymphome wurde mit dem ‘Invisorb® SpinTissueMiniKit’ nach Angaben
des Herstellers prapariert. Diese wurde dann mit dem ‘EpiTect Bisulfit Conversion Kit'
Bisulfit konvertiert. In der folgenden PCR Reaktion wurden die lokusspezifischen Primer
genutzt, wobei einer der beiden Primer biotinyliert war (s. Kap. 2.1.10.4). Bei der PCR
wurde die 'AccuPrime™ Taq Polymerase’ und Puffer 2 genutzt sowie 75 ng Bisulfit
konvertierter DNA und Primer in einem Gesamtvolumen von 25 ul. Nach der initialen
Denaturation wurde die PCR mit 45 Zyklen (95 °C fir 30 s; Annealing Temperatur fiur 30
s, 68 °C fur 30 s) und einer finalen Synthese bei 68 °C fir 2 min durchgefiihrt. Die
Amplifikation wurde mittels Agarose-Gelelektrophorese dberprift. Mit Hilfe des
VacuumPrep Tool wurden Einzelstrange prapariert, gefolgt  von einem
Denaturierungsschritt bei 85 °C fiir 2 min und einer Sequenzprimerhybridisierung. Die
Pyrosequenzierung erfolgte mittels ‘Pyrosequencer ID' und der DNA Methylierungs
Analyse Software ‘Pyro Q-CpG 1.0.9'. Alle Experimente wurden optimiert und bewertet
mit kommerzieller, komplett methylierter DNA. Die Ergebnisse wurden kontrolliert mittels
gesammelter DNA aus peripherem Blut von 10 gesunden, mannlichen und weiblichen

freiwilligen Spendern.

2.2.3 RNA
2.2.3.1 RNA Préparation

Die Zellen wurden einmal mit PBS gewaschen und dann mit dem “RNeasy Mini Kit" nach
Angaben des Herstellers lysiert und RNA extrahiert. Um DNA Kontaminationen zu
verhindern, wurde wahrend der Extraktion ein DNase Verdau mit ‘RNase Free DNase Set’
durchgefihrt. Die RNA wurde bei -80 °C gelagert. Konzentrationsbestimmungen erfolgten

photometrisch an einem Nanodrop Spectrophotometer ND100O.

2.2.3.2 cDNA Synthese

Die cDNA Synthese erfolgte mit dem ‘First Strand cDNA Synthesis Kit' und wurde mit 1
ug RNA nach Protokoll durchgefihrt. Fur die Synthese wurden Oligo-dT Primer genutzt.
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2.2.3.3 Northern Blot

Die Northern Blot Sonden fiir CSF-1, CSF1R und GAPDH wurden durch PCR Reaktionen

mit cDNA aus Zelllinien und spezifischen Primern hergestellt. (s. Tab. 2.7)

Primerbezeichnung Sequenz (5' - 3')
CSF1R+720s AACACTAAGCTCGCAATCC
CSF1R+1325as TCACACCTATCAGTGTGGCC
CSFl1s TGCTGTTGTTGGTCTGTCTCC
CSFlas AGCTGTTGTTGCAGTTCTTGC
GAPDHSs ATGCTGGCGCTGAGTAC
GAPDHas TGAGTCCTTCCACGATAC

Tabelle 2.7: Primer fir die Generierung von Northern Blot Sonden

Die Produkte aus dieser PCR wurden lber ein Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt
und das amplifizierte DNA Fragment aus dem Gel ausgeschnitten und mit dem ‘QIAEXII
Agarose Gel Extraction Kit' eluiert. Durch Vergleich mit dem quantifizierenden Marker
(Smart Ladder) ist die ungefahre Menge des Amplifikats bestimmt worden; durch
Klonierung in den pGEM®-T Easy Vektor wurde die Sequenz des amplifizierten Produktes

kontrolliert.

Fir die Northern Blot Experimente wurden jeweils 60 ng der amplifizierten DNA
Oligomere mit Hilfe des Hexalabel Kit radioaktiv markiert. Nicht eingebautes [a-3?P]dCTP
wurde durch GrdBenausschlusschromatographie mit Hilfe von Quick Spin S&ulen nach

Angaben des Herstellers entfernt.

Die RNA Agarose-Gelelektrophorese wurde nach folgendem Protokoll und mit den

entsprechenden Materialen durchgefihrt:

RNA Gel 1.2 % Agarose, 1.1 % Formaldehyd, 1x MOPS

Pramix 1.3x MOPS, 3 M Formaldehyd, 4 % Formamid

Ladepuffer | 1 mM EDTA (pH 8.0), 0.25 % Bromphenolblau(gesattigt), 0.25 %
Xylencyanol, 50 % Glyzerol

10x MOPS | 0.2 M MOPS, 0.05 M Natriumacetat, 0.01 M EDTA (pH 7.0)

20xSSC 3 M NaCl, 0.3 M Trinatriumcitrat

Fur die elektrophoretische Auftrennung wurden 10 ug Gesamt-RNA in 12 ul H,O mit 39 ul
Préamix, 10 ul Ladepuffer und 1 ul Ethidiumbromid (1 ug/ul) aufgeftllt, fir 15 min bei
55 °C denaturiert und auf das Gel aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte bei 80 V und in
1x MOPS Laufpuffer. Nach dem vollsténdigen Einlaufen der Proben in das Gel wurde der

Laufpuffer stdndig zwischen den Elektrodenrdumen umgewadlzt. Nach der Auftrennung
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wurden die 28S (4.7 kb)-, 18S (1.87 kb)- und die 5S (0.16 kb)-ribosomale RNA Banden

unter UV-Licht sichtbar gemacht und dokumentiert.

Nach der elektrophoretischen Auftrennung erfolgte tber Nacht ein Ubertrag durch

Kapillarkrafte auf eine Hybond-N-Membran. Als Transferpuffer diente 20x SSC.

Am néachsten Tag erfolgte die Fixierung der RNA auf der Membran durch UV-Strahlung
(120 mJ/cm?). Fir die spezifische Detektion von RNA Banden wurde die Membran nach
folgendem Protokoll mit den radioaktiv markierten Sonden hybridisiert: Die Membran ist
zunachst 30 min bei 68 °C in 15 ml ExpressHyb inkubiert worden. AnschlieBend wurde
die radioaktive DNA Sonde zunachst 5 min bei 95 ©°C inkubiert und mit einer
Endkonzentration von 1-3 x 10° cpm/15 ml zu der Membran gegeben und iiber Nacht bei
68 °C unter standiger Rotation inkubiert. Am nachsten Tag wurden die folgenden

Waschschritte vorgenommen:
1. 2x SSC, 0.05 % SDS 20 min bei RT
2. wiel
3. 0.1x SSC, 0.1 % SDS 20 min bei RT

Die Membran wurde in Folie eingeschwei3t und belichtete X-omat Filme bei -80 °C.

2.2.4 Protein

2.2.4.1 Praparation von Gesamtprotein

NP40- 20 mM Hepes (pH 7.9), 350 mM NaCl, 1 mM MgCl,, 1 mM EDTA

Hochsalzlysepuffer | (pH 8.0), 0.2 mM EGTA (pH 8.0), 1 % NP40, 1x Complete Mini
Protease Inhibitor Cocktail / 3 ml, 1 mM NaF,
1 mM NasVO,

Fir die Praparation von Gesamtprotein wurde, wenn nicht anders angegeben, die
Hochsalzlyse gewahlt. Die Proteine liegen dabei in ihrer nativen Form vor. Nach einem
Waschschritt mit PBS wurden die Zellen in dem Lysepuffer resuspendiert, 10 min auf Eis
inkubiert und fiir weitere 10 min bei 14000 rpm abzentrifugiert. Der Uberstand wurde
anschlieBend vom Pellet  getrennt und bei -80 °C gelagert. Die

Konzentrationsbestimmung der Proteine erfolgte nach Bradford.
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2.2.4.2 Western Blot und Immunoblotdetektion

4x Laemmlipuffer 200 mM Tris-HCI (pH 6.8), 40 % Glycerol, 16 % SDS, 20 % p-
Mercaptoethanol, 0.22 % Bromphenolblau

SDS Laufpuffer 50 mM Tris, 500 mM Glycin, 0.1 % SDS

Immunoblot- 35 mM Tris, 40 mM Glycin, 0.04 % SDS, 20 % Methanol

Transferpuffer

Immunoblot- 150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI pH 7.5, 0.1% Triton X-100, 1 %

Waschpuffer Trockenmilchpuffer

Wenn nicht anders angegeben, wurden pro Spur 20 ug Protein fir 5 min in 1 X
Laemmlipuffer inkubiert, zusammen mit einem entsprechenden GrdéBenmarker mittels
SDS Gelelektrophorese aufgetrennt und auf eine Nitrozellulosemembran transferiert.
Durch Ponceaurot Farbung wurden anschlieBend die Proteinbanden sichtbar gemacht und
die Markerbanden markiert. Fir die Immunoblot Farbung ist die Membran 90 min in
Immunoblot-Waschpuffer geblockt und fir weitere 90 min mit dem Erstantikérper
(1:1000 in Immunoblot-Waschpuffer) inkubiert worden. Es folgte die Inkubation mit dem
Zweitantikdrper flir 45 min (1:5000 in Immunoblot-Waschpuffer). Nach 3 x 10 min
Waschschritten wurde die Membran mit dem ECL-Kit behandelt, um dann anschlieBend

X-omat LS Filme zu belichten.

2.2.4.3 EMSA

| 10x Shift-Hybridisierungspuffer | 0.5 M Tris HCI (pH 8.0), 0.7 M NaCl |

Die Hybridisierung der einzelstrangigen DNA Oligomere erfolgte bei 95 °C fir 10 min und
anschlieBender Abkihlung Giber Nacht auf Raumtemperatur. Es wurden jeweils 200 ng/ul

der sense- und antisense Oligomere in insgesamt 50 ul Shift-Puffer eingesetzt.

Die radioaktive Markierung der hybridisierten Oligomere erfolgte Uber einen AGCT
Uberhang am 5'-Ende, welcher mit Hilfe des Klenow-Enzyms durch dNTPs aufgefillt
wurde. Das dCTP wurde dabei durch [a-3?P]dCTP ersetzt. Der Reaktionsansatz sah dabei

wie folgt aus:

Shift Oligomer 1.25 ul
10x Klenowpuffer 2.5 ul
[a-32P]dCTP 4 ul
dNTPs (ohne CTP) 1 mM
Klenow-Enzym 1 ul
H,0 Ad 25 ul
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Der Ansatz wurde 30 min bei 37 °C inkubiert. Nicht eingebautes [a-*?P]dCTP wurde durch
GroéBenausschlusschromatographie mit Hilfe von Quick Spin-Saulen nach Angaben des

Herstellers entfernt.

20x TBE 1 M Tris, 1 M Borsaure, 20 mM EDTA-Na;x2H,0

2x Shiftpuffer 40 mM Hepes (pH 7.9), 120 mM KCI, 8 % Ficoll,
10 mM DTT, 1 mg/ml BSA, 0.2 ug/ml poly[d(I-C)]

Gel 1x TBE, 5 % Acrylamid-Bisacrylamid, 0.4 ml 10 %
APS, 40 ul TEMED, ad 60 ml H,0

Fir den EMSA sind 5 ug Gesamtprotein zusammen mit 10 ul 2x Shiftpuffer und
20000 cpm des radioaktiv markierten Oligomers (auf 20 ul mit H,O aufgefillt) fir 10 min
bei RT inkubiert worden. AnschlieBend wurden die Proben durch Gelelektrophorese bei
180-240 V aufgetrennt. Dabei wurde 1x TBE als Laufpuffer eingesetzt. Nach der
Auftrennung erfolgte ein Transfer auf Whatmanpapier bei Unterdruck und 80 °C fir 30
min. Die Belichtung von X-omat LS Filme erfolgte dann mit dem auf Filterpapier

getrockneten Gel bei -80 °C.

2.2.4.4 Stimulation mit rekombinanten Proteinen, Rezeptor :Fc Konstrukten

und agonistischen Antikérpern

Fir die Stimulation mit rekombinanten Proteinen wurden exponentiell wachsende Zellen
Uber Nacht in 0.5 % FCS Medium inkubiert. Am nachsten Tag sind die Zellen mit
20-100 ng/ml rhIL-21 bzw. 100-200 ng/ml rhCSF-1 oder den entsprechenden Mengen
H,O als Kontrolle stimuliert worden. Nach den angegebenen Zeitpunkten wurden
entweder Protein- und/oder RNA-Préparationen durchgefiihrt sowie Ubersténde fiir ELISA
Analysen (s. Kap. 2.2.4.6) generiert (rhIL-21). In rhCSF-1 Stimulationsexperimenten
sind die stimulierten Zellen fiir die Immunprazipitationen des Rezeptors (s. Kap.
2.2.4.5) genutzt sowie in *[H]-Thymidin Experimenten hinsichtlich ihrer Proliferation
untersucht worden(CSF1R:Fc)(s. Kap. 2.2.8). Bei Ko-Stimulationen wurden die Zellen
zusatzlich zu rhIL-21 auch noch mit 100 ng/ml bzw. 500 ng/ml der aktivierenden
Antikdérpern CH11 (CD95) bzw. Ki-1 (CD30) inkubiert (s. Kap. 3.1.4).

Fiar die spezifische Blockade der jeweiligen Signalwege wurden Rezeptor:Fc Konstrukte
genutzt. Diese wurden zur Uberpriifung ihrer Effizienz bei der Inhibition von den
jeweiligen rekombinanten Proteinen getestet. Dazu sind die Konstrukte (Konzentration s.
Tab. 2.8) mit den Cytokinen fir 90 min bei RT vorinkubiert worden und nach Stimulation
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der Zellen, wie in den oben genannten Versuchen, auf ihre Fahigkeit zur Blockierung des
jeweiligen Effektes analysiert worden. Mit diesen Konzentrationen wurde auch die
Inhibition von endogen exprimierten Cytokinen (IL-21 bzw. CSF-1) bei der Regulation

von Sighalkaskaden und Zielgenen (IL-21) bzw. der Proliferation (CSF-1) untersucht.

Konstrukt Konzentration

IL-21R:Fc 20-50 ug/ml
CSF1R:Fc 80 ug/ml

Tabelle 2.8: Konzentrationen der Rezeptor:Fc Konstrukte

2.2.4.5 Immunoprézipitation von CSFI1R

IP Lysepuffer Hepes (pH7.4), 137 mM NaCl, 2 mM EDTA, 1 % Triton X-100, 10 %
Glycerol, 1 mM NaF, 1 mM NasVO,, Phosphatase Inhibitor Cocktail II,
Complete Mini Protease Inhibitor Cocktail

Fir die Immunopréazipitation (IP) von CSF1R wurden pro Ansatz 6x10’ Zellen
unbehandelt oder behandelt mit rhCSF-1 (s.0.) in PBS gewaschen und dann in IP
Lysepuffer fir 15 min auf Eis lysiert. Das Lysat wurde fir 10 min bei 14000 rpm und bei
4 °C zentrifugiert. Es erfolgte eine Bestimmung der Proteinkonzentration im Uberstand
nach Bradford. Fur eine Reduktion der unspezifischen Bindungen wurden 2.5 mg Protein
zunachst mit 30 ul gequollener Protein-A-Sepharose flir 30 min rotierend bei 4 °C
inkubiert. Nach einer Zentrifugation mit 1600 rpm fir 1 min bei 4 °C wurde der
Uberstand mit 2 ug/ml des monoklonalen anti-CSF1R Antikérper bzw. der Maus IgG1
Isotypkontrolle sowie jeweils 25 ul gequollener Protein-A-Sepharose flir 6 h rotierend bei
4 °C inkubiert. Nach 4 Waschschritten mit IP Lysepuffer (Zentrifugation bei 4 °C, 1600
rpm, 1 min) mit jeweiligem Verwerfen des Uberstandes wurde die Protein-A-Sepharose
mit dem immunprazipitierten Protein in 25 ul 2x Lammli resuspendiert, flir 5 min bei 95
°C aufgekocht und anschlieBend einer SDS - Gelelektrophorese unterzogen. Die
Gelelektrophorese und die nachfolgenden Immunoblots sind in Kapitel 2.2.4.2

beschrieben.

2.2.4.6 ELISA

Fir die Bestimmung von sezernierten Cytokinen wurden folgende ELISA Experimente
jeweils nach den Angaben des Herstellers durchgefiihrt: Es wurden 0.8 x 10° Zellen pro

ml in frischem Standardmedium aufgenommen und in einer 24-Well Platte ausgesat.
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Nach 48 h wurde die Platte geerntet und die Zellen abzentrifugiert. Mit den Ubersténden
erfolgte eine Analyse der Cytokinexpression mit den ‘DuoSet® ELISA Development Kits'
fir MIP-3a (DY360) und CSF-1 (DY216). Fir IL-6 wurden die Antikérper der oben
genannten Kits durch #MAB206 als Capture, #BAF206 als Detektionsantikdérper und der
Proteinstandard durch rhIL-6 (#206-IL) ersetzt. Fir IL-21 wurde der Antikérper #500-
P191 als Capture, #500-P191Bt als Detektionsantikérper und rhIL-21 (#HC51215) als
Standard genutzt. Die optische Dichte wurde bei 450 nm gemessen. Eine Korrektur fur
optische Fehler der Platten wurde bei 570 nm durchgeflihrt. Die Extinktion wurde

photometrisch an einem SpectraMax 250 Microplate Reader gemessen.

2.2.4.7 Durchflusscytometrie

| Antikorperverdiinnungslésung (AKV) | 1 % Venimmun, 0.01 % NaN; in PBS |

Fur die Analyse von Oberflaichenproteinen sind pro Ansatz 1x10° Zellen einmal in PBS
gewaschen, in Antikérperverdinnungslésung (AKV) aufgenommen und fir 15 min bei
4 °C inkubiert worden. AnschlieBend wurden die Antikérper (s. Kap. 2.1.5) mit einer
Konzentration von 10 ug/ml verdinnt in AKV auf die Zellen gegeben und flir weitere
10 min bei 4 °C inkubiert. Dieser Schritt wurde mit den jeweiligen Zweitantikérpern, die
1:100 eingesetzt worden sind, wiederholt. Zwischen den Inkubationen und vor der
durchflusscytometrischen Analyse sind die Zellen jeweils einmal mit PBS gewaschen
worden. Die Analyse im FACSCanto II Gerat erfolgte in PBS und bei der entsprechenden
Wellenldnge, abhdngig von den Fluorochrom-konjugierten Zweitantikdrpern (s. Kap.

2.1.5). Die Analysen wurden mittels 'CellQuest’ Software ausgewertet.

Intrazelluldre Férbungen wurden mit dem ‘Fix&Perm® Kit’ nach Angaben des Herstellers
durchgefihrt. Konzentrationen der Antikérper waren aquivalent zu den
Oberflachenfarbungen und auch die Messung und Auswertung der

durchflusscytometrischen Analyse erfolgte nach demselben Protokoll.

Fir die Farbung von FoxP3 wurde der ‘FoxP3 Staining Kit' genutzt und nach Angaben des

Herstellers durchgefthrt.

2.2.5 Immunhistologie

Alle beschriebenen Falle stammen aus dem Konsultations- und Referenzzentrum der

Hamatopathologie am Institut fur Pathologie, Campus Benjamin Franklin, Charité und
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wurden dort von Mitarbeitern der Pathologie von Prof. Harald Stein analysiert. Die
Diagnosen wurden nach den Richtlinien der Welt-Gesundheitsorganisation (WHO)

gestellt.

2.2.5.1 Immunhistochemische Fdrbung

Fir die immunhistochemischen Analysen wurden 4 um Schnitte von Formalin fixierten
und in Paraffin eingebettetem Patientenmaterial genutzt. Fir die Farbungen von IL-21
und MIP-3a wurden folgende Hodgkin Subklassen analysiert: Sechs Félle vom Mischtyp
und vier Falle von Nodularer Sklerosis. Zwei dieser Falle exprimierten das EBV Protein
“Latentes Membran Protein-1" (LMP1). Als primare Antikdrper wurden anti-IL-21, anti-
MIP-3a und anti-CBFA2T3 genutzt. Fir die Kontrolle der Spezifitdt der Farbung wurden

entsprechende Isotypkontrollen angefertigt.

Bevor die Schnitte mit den primaren Antikdrpern inkubiert wurden, sind sie in Citratpuffer
(10 mM, pH 6.0) getaucht und in einem Hochdruck-Kocher auf hohe Temperatur erhitzt
worden. Die gebundenen Antikdrper wurden mit der ‘Streptavidin-Biotin-Alkaline-
Phosphatase’ (AP) Methode und FastRed als Chromogen detektiert.

2.2.5.2 In situ Hybridisierung

Fir die RNA in situ Hybridisierung (ISH) sind in Paraffin eingebettete Gewebeproben
entwachst und mit Proteinase K (DAKO, 1:10 verdinnt) behandelt worden. Die
Hybridisierung erfolgte mit Biotin markierten CSFIR Sonden (CSFIR +720/+1325; sense
(Negativkontrolle) und antisense Orientierung) in einem DAKO Hybridisierer iber Nacht
bei 50 °C. Die hybridisierten Proben sind unter stringenten Bedingungen gewaschen
worden, um unspezifische Bindungen zu vermeiden. Nach einer Blockierung von
endogenem Biotin sind die spezifischen Bedingungen mit einem ‘Streptavidin-AP’
Konjugat und NBT/BCIP als Substrat detektiert worden.

2.2.6 Behandlung von Zellen mit agonistischen Antikérpern gegen CD95
oder CSF1R inhibierenden Molekiilen

2.2.6.1 CD95 Stimulation

Fir die CD95 Stimulation wurden HDLM-2 Zellen im exponentiellen Wachstum mit einer

Dichte von 2 x 10° Zellen/ml in jeweils dreifachen Ansatzen ausgesat und mit 10 bzw.
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20 ng/ml Antikdérper gegen CD95 (CH11l) (oder der entsprechenden Isotypkontrolle)
alleine oder mit 25 bzw. 50 ng/ml rhIL-21 (oder der Wasserkontrolle) stimuliert. Die
Zellen wurden dann nach 48 h Inkubation bei 37 °C durchflusscytometrisch auf Annexin-
FITC/PI analysiert bzw. der *[H]-Thymidin Einbau wéhrend dieser Zeit gemessen (s. Kap.
2.2.7 bzw. Kap. 2.2.8).

2.2.6.2 Stimulation von Zellen mit CSF1R inhibierenden Molekiilen

Als Test flir die Funktion der CSF1R inhibierenden Molekiile CYC10268, CYC12200 und
CYC12752 im CSF-1 Signalweg wurden L540Cy Zellen Uber Nacht auf 0.5 % FCS
Zellkulturmedium gesetzt, am nachsten Tag mit den inhibierenden Molekilen fir 60 min
inkubiert, anschlieBend mit 100 ng/ml rhCSF-1 fiir 5 min stimuliert und in einer

Immunoprazipitation die Phosphorylierung des Rezeptors untersucht (s. Kap. 2.2.4.5)

Fir die Inhibition der vermuteten autokrinen Schleife von CSF-1 und CSF1R in den HRS
Zellen wurden die Zellen mit einer Dichte von 3 x 10° Zellen/ml in 24-Well Platten in
Standard Zellkulturmedium ausgesat und mit den inhibierenden Molekiilen CYC10268,
CYC12200 und CYC12752 bei dieser Zelldichte bei 37° inkubiert. Zu den angegebenen
Zeitpunkten wurden jeweils durchflusscytometrische Analysen einer AnnexinV-FITC und
PI Farbung durchgeflihrt (s. Kap. 2.2.7).

2.2.7 Messung der Apoptoserate mit Annexin-FITC/PI Farbung

Die Rate der apoptotischen Zellen wurde in allen Versuchen mit dem 'AnnexinV-FITC/PI
Kit' nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Nach der Farbung wurden die Zellen
durchflusscytometrisch analysiert und die doppelt negativen (AnnexinV-FITC/PI) Zellen
als Population der lebenden Zellen definiert. Die Wirkungsweise des Kits beruht auf der
Tatsache, dass AnnexinV an Phosphatidylserin (PS) bindet, welches zunachst auf der
intrazellularen Membranseite verankert ist [200]. Bei der Induktion von Apoptose wird PS
an der Zelloberflache exponiert und ist dadurch fir AnnexinV-FITC zugéanglich. Bei
weiterem Fortschreiten der Apoptose kommt es zu einer Porenbildung in der Membran,
wodurch das Propidiumiodid (PI) in die Zelle eindringen wund in der
fluoreszenzcytometrischen Analyse detektiert werden kann. Die entsprechenden
Fluoreszenzemissionen bei denen FITC (Fluorescein-Iso-Thio-Cyanat) und PI gemessen

wurden, waren 519 nm bzw. 617 nm.
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2.2.8 Messung der DNA Syntheserate durch 3[H]-Thymidin Einbau

Die Analyse von Proliferationsraten erfolgte indirekt tiber die Messung des *[H]-Thymidin
Einbaus in die neu synthetisierte DNA wahrend der Zellteilung. Daflir wurden die Zellen
je nach Versuch in Standardmedium oder serumreduziertem Medium mit entsprechenden
stimulatorischen Zusatzen (s. Kap. 2.2.4 und 2.2.6) inkubiert und dann mit einer Dichte
von 1 x 10* Zellen/Well in eine 96-Well Platte eingesdt und fiir die angegebenen
Zeitpunkte bei 37 °C inkubiert. Die jeweils letzten 24 h wurden die Zellen zusatzlich mit
1 uCi/Well 3[H]-Thymidin inkubiert. Nach der gesamten angegeben Inkubationszeit wurde
die Platte Uber Nacht bei -20 °C eingefroren und die Zellen dadurch lysiert. Am nachsten
Tag wurde die Platte auf eine UniFilter®-96,GF/C® Filterplatte geerntet, auf der nur in
DNA eingebautes *[H]-Thymidin zuriickgehalten wird. AnschlieBend wurde die Filterplatte
getrocknet, jedes Well mit ‘Microscint ® 0’ Scintillationsflissigkeit versehen, versiegelt

und in einem Scintillationszéhler (TOPCount NXT) gemessen.

2.2.9 Experimente zur Migration von Zellen

Fir die Migrationsexperimente wurden Transwells® genutzt, die aus einer 24-Well Platte
bestehen, bei der in den Boden des Wells 0.2 % FCS Zellkulturmedium mit und ohne
rhMIP-3a in einem Gesamtvolumen von 500 ul eingesat wurde. Zusatzlich wurden in zwei
weiteren Ansdtzen ein inhibitorischer Antikérper gegen MIP-3a (AF360) bzw. dessen
Isotypkontrolle zusammen mit dem rekombinanten Protein eingesat. In jedes Well wurde
anschlieBend ein Einsatz mit einer Collagen behandelten, feinporigen (3.0um
Porendurchmesser) Membran als Boden eingesetzt. In jedem dieser Einsdtze wurden
jeweils 1 x 10° frisch aufgereinigte, periphere, mononukleére Blutzellen (PBMZ) eingesét.
Diese Zellen kénnen nur durch aktive Migration durch die Membran in Richtung Medium
wandern. Nach einer Migrationszeit von 2.5 h wurden die Membraneinsdtze wieder
entfernt und von jedem Ansatz die Zellzahl der migrierten Zellen als Triplikate der Wells
mit einer Trypanblaufarbung bestimmt. Die Zellzéhlung erfolgte mit einer Neubauer
Zahlkammer. Fir die Auswertung wurden alle Ergebnisse auf die Spontanmigration
gegen Medium ohne zusatzliche Faktoren bezogen. Eine Steigerung der Migration um den

Faktor 1.5 wurde als signifikant bezeichnet.

In weiteren Experimenten wurde anstatt Medium Zellkulturiberstand von verschiedenen
Zelllinien als Migrationsmedium genutzt. Dazu wurden die Zellen mit einer Dichte von 6 x

10° Zellen/ml in einer Zellkulturschale in frischem 0.2 % FCS Zellkulturmedium ausgesit,
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nach 4 Tagen geerntet und abzentrifugiert. Pro Well wurden 500 ul Uberstand alleine

oder mit der Isotypkontrolle oder dem inhibitorischen Antikérper gegen MIP-3a eingesat.

2.2.10 Reportergenstudien

Fir die Reportergenstudien wurden die Zellen wie in Kapitel 2.2.1.3 beschrieben
transfiziert. Bei jeder Transfektion wurde zusatzlich ein Ansatz mit 10 ug GFP transfiziert
und es erfolgte eine durchflusscytometrische Analyse der GFP Expression nach 24 h und
48 h zur Uberpriifung der Transfektionsrate. Die Plasmidmengen fiir die (ibrigen Ansatze

sind in Tab. 2.9 zusammengefasst:

Zelllinie Renilla Luciferase Plasmid Firefly Luciferase
/Kiivette Firefly /Kiivette

L428 250 ng pGL2 Basic 10 ug

KM-H2 400 ng pGL2 Promotor 10 ug

L591 200 ng pGL2 -85/+14 10 ug

L540Cy 200 ng pGL2 -142/+14 |10 ug

pGL2 -382/+14 |10 ug

pGL2 -142/+14
mutierte
Konstrukte Je 10 ug

Tabelle 2.9: Plasmidmengen fiir die Luciferasereporterexperimente

Pro Ansatz wurden 3.5 x 10° Zellen transfiziert. Nach der Transfektion sind die Zellen in
2 ml Medium/Ansatz aufgenommen und bei 37 °C inkubiert worden. Nach 24 h wurde 1
ml der Zellen abgenommen, zentrifugiert (1200rpm, 5 min) und einmal in PBS
gewaschen. Danach erfolgte die Lyse und Luciferase Messung mit dem ‘Dual-Luciferase®
Reporter Assay System’ nach Angaben des Herstellers an einem Mithras LB940
Luminometer. Fir die Auswertung sind flir jeden Ansatz die Verhaltnisse von Firefly zu
Renilla Messwerten kalkuliert und die Mittelwerte sowie Standardabweichungen der
Triplikate berechnet worden. Die Werte wurden dann jeweils auf den Ansatz mit leerem

pGL2 Vektor bezogen, dessen Wert 1 gesetzt wurde.

2.2.11 Behandlung von Zellen mit 5-Aza-dC und/oder TSA

Fir die Behandlung von HRS und Non-Hodgkin Zelllinien mit 5-Aza-dC/TSA sind pro
Ansatz 1 x 10° Zellen in 3 ml Zellkulturmedium in 6-Well Platten ausgesat worden. Sie
wurden dann mit 3 uM 5-Aza-dC fir 72 h und mit 625 nM TSA fir 24 h stimuliert.

AnschlieBend wurden die Zellen pelletiert und RNA bzw. Gesamtprotein prapariert.
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3 Ergebnisse

Die Auswahl der untersuchten Cytokine erfolgte aufgrund von Genexpressionsanalysen
mit HRS Zellen, kombiniert mit einer Literatursuche nach Cytokinen und
Cytokinrezeptoren, deren Expression bis dahin als spezifisch fiir bestimmte B-Zell-fremde
Zelltypen bekannt war. Die Cytokine IL-21 und CSF-1 und deren Rezeptoren wurden
unabhéngig voneinander untersucht. Daher erfolgt im Ergebnisteil und in der Diskussion

der Doktorarbeit eine getrennte Darstellung der Ergebnisse der beiden Projekte.

3.1 IL-21/IL-21R

3.1.1 Expression von IL-21 und IL-21R in HRS Zellen

Die Expression von IL-21 und IL-21R in den Hodgkin/Reed-Sternberg (HRS) und Non-
Hodgkin Zelllinien wurde auf mRNA- und Proteinebene analysiert. Fiir die Untersuchung
der Auspragung der Expression von IL-21 und IL-21R innerhalb B-Zellen
unterschiedlichen Ursprungs wurden HRS (L428, L1236, KM-H2, L591, HDLM-2, L540 und
L540Cy), pra-B-Zell Leukamie (Reh) und verschiedene B-Zell Non-Hodgkin Lymphom
(Namalwa, SU-DHL-4) Zelllinien sowie aufgereinigte CD19* B-Zellen aus Tonsillen,
miteinander verglichen. Fir die mRNA Analysen wurden reverse Transkriptase PCRs (RT-
PCR) durchgefiihrt (Abb. 3.1).
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Abbildung 3.1: Analysen der IL-21 und IL-21R mRNA Expression. RT-PCR Analysen von cDNA
aus HRS Zelllinien (L428, L1236, KM-H2, L591, HDLM-2, L540, L540Cy), pré-B-Zell Leukémie
Zelllinien (Reh), Non-Hodgkin Lymphom Zelllinien (Namalwa, SU-DHL-4) und priméren CD19"

tonsillaren B-Zellen mit Primern spezifisch fur IL-21 und IL-21R. Die Expression von GAPDH diente
als Kontrolle.

Es zeigt sich eine differentielle Expression von IL-21 in 4 von 7 HRS Linien, jedoch in

keiner der Vergleichszellen. Dabei ist eine hohe Expression in den Linien KM-H2, L540
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und L540Cy detektierbar und eine etwas geringere auch in L591. IL-21R wird in allen
Zellen exprimiert auBer der Reh Zelllinie, die mit dem pra-B-Zell Ursprung in
Ubereinstimmung mit Literaturdaten keine IL-21R Expression zeigt [16]. Dabei ist das

Expressionsniveau in den HRS Zelllinien héher als in den anderen B-Zell Populationen.

Fir die Proteinanalyse von IL-21 wurde der Gesamtextrakt von den HRS sowie Reh und
Namalwa Zelllinien im Western Blot Verfahren analysiert. Es zeigte sich eine starke
Expression in den Zelllinien KM-H2, L540, L540Cy und etwas abgeschwacht in den L591.
Die Non-Hodgkin Linien Reh und Namalwa waren dagegen negativ. Trotz der geringen
Qualitat des Antikdrpers bestatigte die Analyse der Proteinexpression die Daten der RT-
PCR (Abb. 3.2).
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Abbildung 3.2: Analyse der Proteinexpression von IL-21. Western Blot mit 30ug
Proteingesamtextrakt der angegebenen Zelllinien. Die Membran wurde anschlieBend mittels
Immunoblot mit Antikdrpern gegen IL-21 bzw. p-Aktin geféarbt. Die Detektion von p-Aktin diente
als Ladekontrolle.

Fir die Untersuchung, ob IL-21 von den HRS Zellen sezerniert wird und damit aktiv
Auswirkungen auf die umliegenden Zellen in einer in vivo Situation haben kann, sind
verschiedene ELISA Protokolle getestet worden. Die Ergebnisse waren Uberwiegend
unspezifisch oder zeigten auch in Positivkontrollen (rekombinant humanes IL-21) keine
Farbung. In Abb. 3.3 ist das Ergebnis eines ELISA Protokolls gezeigt, das IL-21

spezifisch detektierte.

Es konnte eine groBe Menge an sezerniertem IL-21 in den Uberstdnden der KM-H2 und
L540 Zellen nachgewiesen werden. Alle anderen Zelllinieniberstéande waren dagegen
negativ, wobei nicht beurteilt werden kann, ob dies an der geringen Sensitivitdt des

ELISAs oder einer nicht vorhanden Sekretion durch die Zellen liegt.
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Abbildung 3.3: Analyse der IL-21 Sekretion mit verschiedenen Zelllinien. Fur die Experimente
wurden Zellen der angegebenen Zelllinien fur 48 h in frischem Medium inkubiert und anschlieBend
der Uberstand auf IL-21 Protein mittels ELISA untersucht. Die Standardabweichungen sind aus den
Duplikaten jeder Probe errechnet worden. Das Ergebnis ist reprasentativ fir drei Experimente. Der
Puffer fir die Verdiinnung der Standardreihe (Puffer D), PBS und Medium dienten dabei als
Kontrolle.

Das IL-21R Protein wurde in Ilebenden Zellen auf der Oberflaiche mittels der

durchflusscytometrischen Analyse nachgewiesen (Abb. 3.4).
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Abbildung 3.4: Analysen der IL-21R Proteinexpression in HRS Zelllinien.
Durchflusscytometrische Analysen von HRS Zelllinien (L428, L1236, KM-H2, L591, HDLM-2, L540
und L540Cy; grau hinterlegt) mit einem Antikdérper gegen IL-21R (offener Graph) bzw. dessen
Isotypkontrolle (gefillter Graph) im Vergleich zu den Non-Hodgkin Zelllinien Reh, Namalwa und

SU-DHL-4.

IL-21R wird in allen Zelllinien auBer den Reh Zellen exprimiert und auch die hdhere
Expression in den HRS Zellen bestétigt die Daten der mRNA Analyse (s. Abb. 3.1).
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Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse eine Hodgkin Lymphom-spezifische Expression
von IL-21. Die gleichzeitige Expression des Rezeptors lieB auf eine parakrine, in einigen
Zelllinien sogar auf eine autokrine Stimulation schlieBen. Die Konsequenzen dieser

Stimulation wurden im Folgenden néher untersucht.

3.1.2 IL-21 fuhrt zur Aktivierung von STAT3 Proteinen in HRS Zellen

In einem ersten Schritt zur Analyse der Konsequenzen der IL-21 Expression ist die
Funktionalitdt der IL-21/IL-21R Signalkaskade untersucht worden. Als potentielle
Zielproteine in diesem Signalweg findet man in der Literatur vor allem Mitglieder der
JAK/STAT Familie, die allgemein bei Typ-I Cytokinen als Mediatoren aktiviert werden
[10].

Im speziellen Fall von IL-21 sind es die Proteine STAT1, STAT3 und STAT5, aber auch
MAPK und Akt [10]. In dieser Arbeit wurden zunachst die Aktivierung der MAPK p44/p42
und die STAT Proteine STAT5 und STAT3 in den Hodgkin Lymphom Zelllinien untersucht.
HRS Zellen, die nur den IL-21R exprimieren, wurden dazu mit rhIL-21 stimuliert und
anschlieBend Gesamtproteinextrakt aus diesen Zellen prapariert. In Western Blot
Experimenten wurde die phosphorylierte und damit aktive Form von p44/p42, STATS und
STAT3 analysiert und/oder in einem EMSA auf DNA Bindungsaktivitat dieser
Signalwegkomponenten getestet (Abb. 3.5-3.7).
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Abbildung 3.5: Kinetik der Phosphorylierung von p44/p42 in HRS Zellen nach Stimulation mit
rhIL-21. Die HRS Zelllinien (L428, L236, HDML-2)wurden mit 100 ng/ml rhIL-21 stimuliert. Nach
15, 30, 60, 120, 180 und 240 min ist jeweils Gesamtprotein aus Pellets extrahiert worden. 30 ug
Protein sind mittels SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt und anschlieBend in einem Immunoblot mit
einem spezifischen Antikdrper auf die Phosphorylierung von p44/p42 untersucht worden. Die
Farbung der Membran mit einem Antikérper gegen das gesamte p44/p42 dient als Kontrolle. Der 0O
min Wert entspricht unstimulierten Zellen.

Die Western Blot Experimente der IL-21 Kinetik hinsichtlich der Aktivierung von p44/p42
waren im Vergleich der verschiedenen Zelllinien nicht konsistent. In den L428 Zellen sind
keine Veranderungen der Phosphorylierung von p44/p42 festzustellen, wahrend die

Phosphorylierung in den L1236 Zellen nach 15 min leicht zunimmt und nach 120 min
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wieder das Ausgangsniveau erreicht hat. In den HDLM-2 Zellen nimmt die
Phosphorylierung von p44/p42 dagegen sogar Uber den gesamten Zeitraum von 240 min
ab (Abb. 3.5).

In einem EMSA wurden die Gesamtextrakte auf die DNA Bindungsaktivitat von STAT5
nach der Stimulation der HRS Zelllinien mit rhIL-21 untersucht (Abb. 3.6).
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Abbildung 3.6: STAT5 Bindungsaktivitdt nach IL-21 Stimulation. Die Bestimmung der DNA
Bindungsaktivitat von STATS in den HRS Zelllinien L428, L1236 und HDLM-2 erfolgte mittels EMSA
mit den Gesamtextrakten der Experimente in Abb. 3.5. 5 ug Gesamtproteinextrakt wurden
zusammen mit einem radioaktiv markierten DNA Oligomer, welches die STAT5 Bindungsstelle
enthalt, auf einem Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt und DNA-Protein Komplexe
autoradiographisch sichtbar gemacht. n.s. - nicht spezifisch

Hier ergibt sich ein divergentes Bild zwischen den einzelnen Zelllinien. Wahrend die DNA
Bindungsaktivitdt von STAT5 in den L428 Zellen kontinuierlich Gber den gesamten
Zeitraum abnimmt, steigt sie in den L1236 Zellen zunachst sehr schnell (15 min) an, um
dann nach 180 min wieder auf das Ausgangsniveau abzusinken. In den HDLM-2 Zellen
steigt die Aktivitat nach 120 min leicht an und bleibt dann auf diesem Niveau (Abb. 3.6).

Die Analyse der IL-21 Stimulation hinsichtlich der STAT3 Proteine ergab eine robuste
STAT3 Aktivierung. Dies konnte sowohl Uber die Phosphorylierung (Abb. 3.7a) als auch
durch eine erhdhte DNA Bindungsaktivitat (Abb. 3.7b) von STAT3 nach 15 min rhIL-21
Stimulation in allen drei untersuchten HRS Zelllinien gezeigt werden. Im Verlauf der
Kinetik nahm die Aktivierung von STAT3 kontinuierlich ab und lag nach 240 min nur

geringfiigig Uber dem Ausgangsniveau (Abb. 3.7a und b).
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Abbildung 3.7: Kinetik der STAT3 Aktivierung in HRS Zellen nach IL-21 Stimulation. Fir diese
Versuche wurden die Gesamtextrakte der in Abb. 3.5 beschriebenen Kinetik genutzt. (A) Die
Phosphorylierung von STAT3 Proteinen nach IL-21 Stimulation wurde mittels Western Blot mit
30 ug Gesamtprotein untersucht. Die Membran wurde dabei mit einem spezifischen Antikérper

gegen pSTAT3 in einem Immunoblot gefarbt. Die Analyse der gleichen Membran mit einem
Antikdrper gegen STAT3 diente als Kontrolle. (B) Die DNA Bindungsaktivitat von STAT3 wurde
mittels EMSA analysiert. Dazu wurden 5 ug Gesamtprotein mit einem radioaktiv markierten DNA

Oligomer, welches die Bindungsstelle von STAT3 enthalt, elektrophoretisch aufgetrennt und DNA-

Protein Komplexe autoradiographisch sichtbar gemacht. n.s. — nicht spezifisch

In einer Stimulation mit verschiedenen Mengen rhIlL-21 wurde getestet, ob diese
Stimulation des STAT3 Signalweges nicht nur zeit-, sondern auch konzentrations-
abhangig ist. Mit zunehmender Konzentration von rhIL-21 steigt die Aktivierung von
STAT3 nach 15 min deutlich an (Abb. 3.8).

Zeit (min) 0 15
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Abbildung 3.8: Aktivierung von STAT3 durch IL-21 ist konzentrationsabhéngig. L428 Zellen sind
mit 5, 10, 20 und 50 ng/ml rhIL-21 fir 15 min stimuliert worden. AnschlieBend wurden 30 ug des
Proteingesamtextrakts mittels SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt und in einem Immunoblot mit
einem spezifischen Antikdérper der Anteil an pSTAT3 detektiert. Die Stimulation mit H,O und die

Farbung der Membran mit einem Antikérper gegen das gesamte STAT3 Protein dienten als
Kontrolle.

Die Stimulationsversuche mit rhIL-21 zeigten fir die Signalwege p44/p42 und STAT5
inkonsistente Daten. Fir STAT3 konnte jedoch eine robuste Aktivierung des STAT3
Signalweges in den HRS Zelllinien demonstriert werden. Durch die gleichzeitige

Expression von IL-21 und IL-21R wurde eine potentiell autokrine Aktivierungsschleife
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vermutet und es erfolgte die Analyse unstimulierter Zellen hinsichtlich des
Phosphorylierungsstatus von STAT3. Dazu wurden die HRS Linien mit pra-B-Zell
Leukédmie und Non-Hodgkin B-Zell-Lymphomzellinien hinsichtlich der Phosphorylierung
ihrer STAT3 Proteine untersucht (Abb.3.9). Im Vergleich zu den Non-Hodgkin Zellen
zeigt sich in allen HRS Zelllinien ein erhdhtes pSTAT3 Niveau. In den L428 und L1236
Zelllinien fallt die Aktivierung von STAT3 nur sehr gering aus, in den KM-H2 Zellen ist sie
ein wenig deutlicher und eine besonders robuste konstitutive Phosphorylierung von
STAT3 ist in den Zelllinien L591, HDLM-2, L540 und L540Cy zu identifizieren.

Hodgkin Zelllinien

I 1 v
v 3 RN
o N Y & K
o oL XN Q O Q
ini PV QPN SSLSY
Zellinie . P & QPG €L S
pSTAT3 = :W"*W ;.—97kDa
PARP1 = s W _ 116 kDa

Abbildung 3.9: STAT3 ist in den HRS Zellen konstitutiv aktiviert. 10 ug Kernproteinextrakt von
unstimulierten HRS Zellen (L1428, L1236, KM-H2, L591, HDLM-2, L540 und L540Cy) und
unstimulierten Non-Hodgkin Zelllinien (Reh, Namalwa, SU-DHL-4) wurden mittels Western Blot und
einem Immunoblot mit einem spezifischen Antikérper gegen pSTAT3 hinsichtlich der
Phosphorylierung von STAT3 untersucht. Die Farbung der Membran mit einem Antikdérper gegen
das Kernprotein PARP1 diente dabei als Ladekontrolle.

In allen vier HRS Zelllinien, die sowohl IL-21 als auch IL-21R exprimieren (KM-H2, L591,
L540 und L540Cy), ist ein erhdhtes pSTAT3 Niveau festzustellen. Zusatzlich hat auch die
HDLM-2 Zelllinie einen ahnlich hohen Phosphorylierungsstatus von STAT3, was durch
bereits bekannte Mutationen in SOCS Proteinen und JAK2 Amplifikationen begriindet sein
kann [166,201].

Ein weiterer Ansatz die Beziehung zwischen IL-21 und der STAT3 Aktivierung
darzustellen ist die Blockade von IL-21 mit einem inhibitorischen Fusionsprotein, welches
aus einem Teil der IL-21R Kette (AS 20 - 236) und einer unspezifischen humanen IgG1
Kette (AS 100 - 300) besteht (IL-21R:Fc). In Stimulationsexperimenten mit L428 Zellen
zeigte sich eine spezifische Inhibition der rhIL-21 induzierten Aktivierung von STAT3
durch IL-21R:Fc (Abb. 3.10a).
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Abbildung 3.10: IL-21R:Fcinhibiert IL-21 induzierte Phosphorylierung von STAT3. (A) Die
Western Blot Experimente wurden mit 30 ug Gesamtprotein von L428 Zellen, die mit 20 ng/ml IL-
21 (vorinkubiert mit BSA, 30 ug/ml des Kontrollkonstrukts IgG1:Fc bzw. IL-21R:Fc) fur 15 min
stimuliert worden sind, durchgeflihrt. Der Immunoblot erfolgte mit einem Antikérper gegen
pSTAT3. Die Analyse von STAT3 diente als Kontrolle. (B) Die Western Blot Analyse erfolgte mit
10 ug Kernextrakten aus KM-H2 Zellen, die mit 50 ug/ml IgG1:Fc bzw. IL-21R:Fc fur 6 h inkubiert
wurden. In Immunoblot Experimenten wurde die Membran mit spezifischen Antikdrpern gegen
pSTAT3 bzw. PARP1 als Kontrolle inkubiert.

Nachdem die Wirksamkeit des IL-21R:Fc Konstruktes gezeigt wurde, ist es eingesetzt
worden, um den Einfluss einer Inhibition von IL-21 auf die konstitutive Phosphorylierung
von STAT3 in KM-H2 Zellen zu bestimmen. Mit dem IL-21R:Fc Konstrukt konnte die
konstitutive Phosphorylierung in den KM-H2 HRS Zellen deutlich reduziert werden (Abb.
3.10b).

Durch die Stimulations- und Inhibitionsexperimente wird deutlich, dass IL-21 zur STAT3

Aktivierung im Hodgkin Lymphom beitragt.

3.1.3 IL-21 aktiviert STAT3 Zielgene in HRS Zellen

Die Aktivierung von STAT3 lieB vermuten, dass dieser Signalweg auch zur Aktivierung
von STAT3 Zielgenen fuhrt. Nach der Stimulation von L428, L1236 und HDLM-2 Zellen
mit rhIL-21 (Abb. 3.11a) ist daher die Aktivierung von STAT3 Zielgenen mittels RT-PCR
untersucht worden. Die Zielgene MCL-1 und IL-6 wurden durch eine Literaturrecherche
identifiziert [202]. Diese Gene werden im Hodgkin Lymphom nach IL-21 Stimulation
hochreguliert (Abb. 3.11b). Bei dem anti-apoptotischen Gen MCL-1 gibt es eine lange
und eine kurze Isoform, nach IL-21 Stimulation wird die kurze Variante starker
hochreguliert. Das Auftreten einer Doppelbande bei der IL-6 Expression nach IL-21
Stimulation ist dagegen unklar (Abb. 3.11b), die Sequenzierung der Banden ergab
jeweils IL-6.

67



Ergebnisse

<<0
Zelllinie  L428 L1236 HDLM-2 - RTON
rhiL-21 - + - + - + MCL-1-

PSTAT3Z 0 e 707

= 97 kDa

STATS - e e GAPDH-
B Zellinie L1428 L1236 HDLM2
ZeitrhlL-21(h) 0 2 4 8 24 0 2 4 8 24 0 2 4 8 24
ror -

Abbildung 3.11: IL-21 aktiviert die STAT3 Zielgene MCL-1 und IL-6. (A) Western Blot Kontrolle
der STAT3 Aktivierung durch die IL-21 Stimulation der HRS Zelllinien L428, L1236 und HDLM-2.
Dafir wurden die Zellen mit 100 ng/ml rh IL-21 fir 15 min stimuliert und anschlieBend
Gesamtprotein extrahiert. 30 ug des Proteingesamtextraktes wurden anschlieBend in einer SDS-
Gelelektrophorese aufgetrennt und in einem Immunoblot die Phosphorylierung von STAT3 mit
pSTAT3 spezifischen Antikdérpern untersucht. Die Farbung der Membran mit einem STAT3
spezifischen Antikérper diente als Kontrolle. (B) RT-PCR Analyse der STAT3 Zielgene MCL-1 und IL-
6 nach Stimulation der HRS Zelllinien L428, L1236 und HDLM-2. Nach 0, 2, 4, 8 und 24 h
Stimulation der Zellen mit 100ng/ml rhIL-21 wurde jeweils die cDNA synthetisiert. Die Analyse der
TGF-B und GAPDH mRNA Expression diente als Kontrolle. (C) RT-PCR von MCL-1 und IL-6 in IL-
21R:Fc behandelten KM-H2 Zellen. Die cDNA Synthese erfolgte nach 6 h Inkubation der KM-H2
Zellen mit IL-21R:Fc bzw. BSA oder IgG1:Fc (s. Abb. 3.10). Die Analyse von GAPDH diente als
Kontrolle. Die Reduktion der konstitutiven STAT3 Aktivierung durch IL-21R:Fcist in Abb. 3.10b
dargestellt.

Die beiden STAT3 Zielgene MCL1 und IL-6 sind auch in KM-H2 Zellen analysiert worden,
deren konstitutiv aktiviertes STAT3 zuvor mit IL-21R:Fc inhibiert wurde (s. Abb. 3.11c).
Die Expression von IL-6 und MCL-1 wurde durch die Blockade von IL-21 verringert. In
der Zelllinie KM-H2 wird nur die lange Isoform von MCL-1 exprimiert und in diesen

Experimenten negativ reguliert (Abb. 3.11c).

Die Stimulation der Expression von IL-6 durch IL-21 wurde mittels ELISA auch auf
Proteinebene untersucht. In den HRS Zelllinien, die IL-21 nicht exprimieren (L428, L1236
und HDLM-2), konnte ein deutlicher Anstieg der IL-6 Proteinmenge im Uberstand der mit

rhIL-21 stimulierten Zellen im Vergleich zu den unstimulierten Zellen festgestellt werden.
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In KM-H2 Zellen, die IL-21 selber produzieren, konnte die IL-6 Produktion nicht durch
zusatzliches rhiL-21 verstarkt werden (Abb. 3.12a).
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Abbildung 3.12: IL-6 wird nach IL-21 Stimulation von HRS Zellen verstarkt sezerniert. (A) Fur
die Analyse der IL-6 Sekretion die HRS Zelllinien (L428, L1236, KM-H2 und HDLM-2) mit 100 ng/ml
rhIL-21 stimuliert. Diese Stimulation ist nach 8 h und 16 h wiederholt worden. Nach 24 h sind die
IL-6 Konzentrationen in den Zellkulturiiberstanden mittels ELISA gemessen worden. Als Kontrolle
wurden die Zellen jeweils mit dem gleichen Volumen H,0 (Kontrolle) stimuliert. (B) Die
Bestimmung der IL-6 Konzentrationen in den Zellkulturiberstanden von unstimulierten HRS (L428,
L1236, KM-H2, L591, HDLM-2, L540) und pra-B-Zell Leukamie (Reh) Zelllinien erfolgte mittels IL-
6-spezifischen ELISA durchgefihrt. Medium und Verdiinnungspuffer fir die Standardansatze (Puffer
D) dienten jeweils als Kontrolle. Die Standardabweichung wurde aus Duplikaten errechnet, es ist
jeweils ein reprasentatives von drei Experimenten gezeigt. Statistische Analysen wurden mit dem
Zweistichproben t-Test gleicher Varianzen durchgefihrt. NS - nicht signifikant

In einem IL-6-spezifischen ELISA mit unstimulierten Zelllinien konnte die konstitutive
Sekretion von IL-6 durch HRS Zellen gezeigt werden (Abb. 3.12b). Die Daten korrelieren
mit bereits bekannten Expressionsdaten zu IL-6 im Hodgkin Lymphom aus der Literatur
[203]. Eine Beteiligung von IL-21 an der IL-6 Expression konnte in den

Stimulationsversuchen mit rhIL-21 nachgewiesen werden.
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In diesem Abschnitt konnte durch Stimulations- und Inhibitionsexperimente eine
Beteiligung von IL-21 an der Regulation von STAT3 Zielgenen gezeigt werden. In den

folgenden Abschnitten sollen nun die Konsequenzen dieser Regulation dargestellt werden.

3.1.4 IL-21 fuhrt zur Resistenz von HRS Zellen gegeniber CD95

induzierter Apoptose

Aus der Literatur ist bekannt, dass IL-21 unterschiedliche Funktionen erfillt, auch
abhangig von den ko-stimulatorischen Faktoren. Solche Faktoren kénnen zum Beispiel
Mitglieder der TNFR Familie sein (CD30, CD40 oder CD95), die auch in HRS Zellen
exprimiert sind [162,176,204]. In Stimulationsexperimenten soll gezeigt werden, ob die
gleichzeitige Stimulation von IL-21 und CD30 bzw. CD95 eine synergistische Wirkung auf
die Aktivierung von STAT3 in HRS Zellen austibt (s. Abb. 3.13a). Fir die untersuchten
Zelllinien (L428, L1236) war das AusmafB der Phosphorylierung von STAT3 Proteinen
unabhéngig davon, ob mit rhIL-21 alleine oder im Zusammenhang mit einem der
Moleklile CD95 (stimuliert durch den agonistischen Antikérper CH-11) oder CD30
(stimuliert durch einen aktivierenden CD30 Antikérper) stimuliert wurde (Abb. 3.13a).
Bei der Analyse von MCL-1 als STAT3 Zielgen konnte in den L428 Zellen mit den
Komponenten rhIL-21, CD30 und CD95 alleine jeweils eine Induktion, vor allem der
kurzen Variante von MCL-1, detektiert werden. Bei den Kombinationen IL-21/CD30 bzw.
IL-21/CD95 konnte jedoch keine synergistische Wirkung erzielt werden (Abb. 3.13b).
Damit die Analyse dieser Ko-Stimulation nicht auf den STAT3 Signalweg konzentriert ist,

wurde die Proliferation der stimulierten Zellen untersucht (Abb. 3.13c).
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Abbildung 3.13: Ko-Stimulationen mit IL-21 und CD30 bzw. CD95 zeigen keine synergistische
Wirkung auf HRS Zellen. Fir die Stimulationen wurden die HRS Zelllinien L428 (A, B, C), HDLM-2
(C) und L1236 (A, C) mit 100 ng/ml rhIL-21 allein, 500 ng/ml eines agonistischen Antikérpers
gegen CD30 bzw. 100 ng/ml eines agonistischen Antikérpers gegen CD95 (CH-11) allein oder in
Kombination mit rhIL-21 inkubiert. (A) Nach 15 min der Stimulation wurde mittels SDS-
Gelelektrophorese und anschlieBendem Immunoblot mit einem pSTAT3 spezifischen Antikdrper die
Aktivierung von STAT3 untersucht. Die Expression von STAT3 insgesamt diente als Kontrolle. (B)
Nach 0, 2, 4, 8 und 24 h der Stimulationen von L428 Zellen wurden jeweils cDNA Synthesen
durchgefiihrt und mittels RT-PCR Analysen auf die Expression von MCL-1 mRNA untersucht. Die
GAPDH mRNA Expression diente als Kontrolle. (C) Nach 48 h Stimulationen wurden die Zellen
zuséatzlich fur 24h mit 3[H]-Thymidin inkubiert und anschlieBend der 3[H]-Thymidin -Einbau in neu
synthetisierte DNA gemessen. Bemerkenswert ist, dass L428 und L1236 keine signifikanten
Unterschiede in der Menge an 3[H]—Thymidin Einbau in den verschiedenen Stimulationen zeigen,
wahrend die HDLM-2 Zelllinie sensitiv gegenlber CD95 induzierter Apoptose ist. Dieser Effekt in
HDLM-2 Zellen ist mit der zusatzlichen Gabe von IL-21 reduzierbar. Statistische Analysen (P)
erfolgten mit dem Zweistichproben t-Test gleicher Varianzen. Wenn keine Wahrscheinlichkeiten
angegeben sind, waren die Unterschiede nicht signifikant.
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Die Stimulation mit rhIL-21 allein und mit CD30 bzw. CD95 in Kombination brachte bei
den untersuchten HRS Zelllinien L428 und L1236 keine signifikanten Unterschiede zu den
unstimulierten Ansatzen. In der HDLM-2 Zelllinie konnte ein Wachstumsarrest bei den
CD95 stimulierten HDLM-2 Zellen beobachtet werden, der in der Ko-Stimulation mit rhIL-

21 zusammen weniger dramatisch ausfiel (Abb. 3.13c).

Diese Beobachtung wurde ndher untersucht und es bestatigte sich bei den HDLM-2 Zellen
eine, von der CD95 Stimulation konzentrationsabhéngige Reduzierung des 3[H]-Thymidin
Einbaus. Die Reduzierung dieses Effekts mit rhIL-21 war ebenfalls Konzentrations-
abhangig (Abb. 3.14a).
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Abbildung 3.14: IL-21 schitzt HRS Zellen vor CD95 induzierter Apoptose. Die HRS Zelllinie
HDLM-2 ist fir 48 h mit den angegeben Mengen des CD95 (CH-11) Antikoérpers bzw. der
entsprechenden Isotypkontrolle allein und in Kombination mit 25 bzw. 50 ng/ml rhIL-21 stimuliert
worden. (A) Nach 24 h der Stimulation mit Antikdérpern und rhIL-21 wurden die Zellen zusatzlich
mit 3[H]—Thymidin inkubiert und nach Beendigung der Stimulation der Einbau von 3[H]—Thymidin in
neu synthetisierte DNA gemessen. (B) Die stimulierten Zellen wurden nach 48 h
durchflusscytometrisch auf Annexin V FITC / PI analysiert. Doppelt negative Zellen wurden dabei
als lebende Population identifiziert. Es ist jeweils eines von drei Experimenten dargestellt. Alle
statistischen Analysen (P) wurden mit einem Zweistichproben t-Test gleicher Varianzen
durchgefihrt.

Annexin V-FITC/PI Férbungen zeigten, dass durch die CD95 Stimulation mit dem

agonistischen Antikérper CH-11 Apoptose in HDLM-2 Zellen induziert werden kann, die
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mit Zugabe von rhIL-21 weniger stark auftrat (Abb. 3.14b). Diese Effekte waren
konzentrationsabhéngig fir CH-11 bzw. rhIL-21. Andere Hodgkin Lymphom Zelllinien
waren flr diese Analysen nicht zuganglich, da dort eine konstitutive Expression von c-
FLIP Proteinen vorliegt, die die Zellen bereits vor CD95 induzierter Apoptose schuitzt
[162].

3.1.5 IL-21 ist an der Regulation des Chemotaxis induzierenden Proteins
MIP-3a beteiligt

Ein weiteres, aus der Literatur bekanntes, Zielgen des IL-21 Sighalweges ist MIP-3a
[205]. Die Fokussierung auf dieses Zielgen in den folgenden Untersuchungen beruht auf
der Eigenschaft von MIP-3a, die Migration von T-Zellen zu férdern. Dies ist fir das
Verstandnis der Mechanismen der Entstehung des benignen Umfeldes der HRS Zellen von
Bedeutung. In RT-PCR Analysen wurde die Expression von MIP-3a mRNA in den HRS
Zelllinien im Vergleich zu verschiedenen Non-Hodgkin Lymphom B-Zelllinien untersucht
(Abb. 3.15). Dabei zeigte sich eine starke Expression in den HRS Zelllinien KM-H2, L591
und L428 sowie in geringerem AusmaBe in den HRS Zelllinien L1236 und HDLM-2. Keine
MIP-3a mRNA Expression wiesen die L540 und L540Cy Zelllinien und auch keine der Non-
Hodgkin Lymphom B-Zelllinien auf (Abb. 3.15). Fir die Zelllinien KM-H2 und L591
korreliert die MIP-3a Expression mit der gleichzeitigen Expression von IL-21 und IL-21R,

was eine Beteiligung von IL-21 an der MIP-3a Regulation vermuten lieB.
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Abbildung 3.15: MIP-3« ist in HRS Zellen exprimiert. Analysen der mRNA Expression von MIP-
3ain den HRS Zelllinien (L428, L1236, KM-H2, L591, HDLM-2, L540, L540Cy), pra-B-Zell Leukamie
Zelllinien (Reh) und Non-Hodgkin Lymphom Zelllinien (Namalwa, SU-DHL-4) mittels RT-PCR
Analysen. Die Expression von GAPDH mRNA wurde als Kontrolle analysiert.

Mit der Blockade von IL-21 durch IL-21R:Fc in KM-H2 Zellen und anschlieBender RT-PCR
wurde die Beteiligung von IL-21 an der Regulation von MIP-3a naher untersucht. Dabei
ist eine Reduktion der MIP-3a mRNA festzustellen (Abb. 3.16).
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GAPDH =

Abbildung 3.16: IL-21 reguliert MIP-3a Expression. Die cDNA Synthese wurde mit KM-H2 Zellen
durchgeflihrt, die zuvor fir 6 h unbehandelt, mit BSA oder mit 80 ug/ml IL-21R:Fc bzw. der
Kontrolle IgG1:Fc behandelt, inkubiert wurden. Mittels RT-PCR Analysen wurde die mRNA
Expression von MIP-3a bestimmt. Die Analyse der Expression der GAPDH mRNA diente als
Kontrolle.

Da MIP-3a in der Literatur als Chemotaxis induzierendes Protein [205] beschrieben ist,
wurde die Sekretion des Proteins durch HRS Zellen in den Uberstand mittels ELISA
untersucht. In den KM-H2 und L591 HRS Zelllinien konnte dabei eine MIP-3a Sekretion

identifiziert werden (Abb. 3.17).
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Abbildung 3.17: MIP-3a wird von HRS Zellen sezerniert. Die Ubersténde von HRS (L428, L1236,
KM-H2, L591, HDLM-2, L540, L540Cy), pra-B-Zell Leukdmie (Reh) und Non-Hodgkin Lymphom
Zelllinien (Namalwa, SU-DHL-4) wurden mittels ELISA auf die MIP-3a Protein Sekretion untersucht.
Ein reprasentatives von drei Experimenten ist dargestellt, die Standardabweichung wurde aus

Duplikaten errechnet. Der Puffer flr die Verdinnung der Standardreihe (Puffer D) und Medium
dienten dabei als Kontrolle.

Nachdem die Expression von MIP-3a in HRS Zellen gezeigt wurde, sollte nun die Funktion
dieser Expression ndher untersucht werden. Dazu erfolgte zunachst eine Analyse der CC-
Chemokin Rezeptor 6 (CCR6) Expression, da CCR6 der korrespondierende Rezeptor zu

MIP-3a ist und eine autokrine Stimulation der HRS Zellen mdéglich machen kénnte.
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Durchflusscytometrische Analysen zeigten jedoch, dass die HRS Zellen kein CCR6
exprimieren (Abb. 3.18).
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Abbildung 3.18: CCR6 ist nicht in HRS Zellen exprimiert. Durchflusscytometrische Analyse von
HRS Zelllinien (L428, L1236, KM-H2, L591, HDLM-2, L540 und L540Cy; grau hinterlegt) sowie einer
pra-B-Zell Leukamie Zelllinie (Reh) mit einem spezifischen Antikérper fir CCR6 (offener hellgrauer
Graph) bzw. dessen Isotypkontrolle (gefiillter, dunkelgrauer Graph). Die Férbung von peripheren
mononukledren Blutzellen (PBMZ) diente als Positivkontrolle des Antikdrpers.

Die Untersuchung der Funktion von MIP-3a beschrankte sich aufgrund dieser Tatsache

auf die Wirkung des sezernierten Proteins auf das Umfeld der HRS Tumorzellen.

3.1.6 MIP-3a induziert Chemotaxis von regulatorischen T-Zellen

Wie bereits erwdhnt, induziert MIP-3a hauptséachlich die Chemotaxis von T-Zellen [205].
Daher konzentrierten sich die folgenden Analysen auf die Migrationsinduktion durch MIP-
3a. Im Zusammenhang mit dem Hodgkin Lymphom ist dies ein interessanter Aspekt, da
bisher kaum geklart ist, wie das inflammatorische, benigne Umfeld der HRS Zellen im

Tumor, welches ca. 99 % der Tumormasse ausmacht, zustande kommt.

Um diesen Sachverhalt zu untersuchen, wurde zunachst mit rhMIP-3a ein
Migrationsassay etabliert. Als Kontrolle ist ein inhibitorischer Antikdérper gegen MIP-3a
eingesetzt worden. Es zeigte sich, dass MIP-3a die Migration von peripheren
mononukledren Blutzellen (PBMZ) induziert und dieser Effekt durch den spezifischen

Antikérper gegen MIP-3a inhibiert werden kann (Abb. 3.19a).
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Abbildung 3.19: MIP-3c induziert Migration von PBMZ. Fiir diese Migrationsversuche wurden
PBMZs von freiwilligen Spendern eingesetzt. Die PBMZs migrierten in Transwells durch eine
Membran mit Porendurchmessern von 3 um in die Richtung von Medium ohne und mit 50ng/ml
rhMIP-3a (A) oder gegen Zellkulturiiberstand von HRS (KM-H2, L591) (B) und Non-Hodgkin
Lymphom Zelllinien (Namalwa) (C). Als weitere Kontrolle wurde ein inhibitorischer Antikérper
zusatzlich ins Medium bzw. den Zellkulturiiberstand gegeben. Ziege Isotypkontrolle (IK) diente als
Isotypkontrolle dieses Antikdrpers. Alle Werte wurden auf die Spontanmigration der Zellen gegen
Medium ohne alles bezogen. Die Standardabweichungen wurden aus den Triplikaten errechnet.
Jeweils ein reprasentatives von drei Experimenten ist dargestellt. Die statistischen Analysen (P)
wurden mit einem Zweistichproben t-Test gleicher Varianzen durchgefiihrt. NS - nicht signifikant

AnschlieBend wurde der Zellkulturiberstand von KM-H2 und L591 Zellen fir die
Migrationsanalyse genutzt und als Kontrolle ebenfalls der inhibitorische Antikérper gegen
MIP-3a eingesetzt. Es zeigte sich eine starke Induktion der Migration im Vergleich zur
Spontanmigration gegen Medium. Die Migration konnte bei beiden Zelllinienliberstéanden
durch den inhibitorischen Antikérper gegen MIP-3a reduziert werden (Abb. 3.19b). Die
Induktion der Migration durch HRS Zelllinieniberstand fiel deutlich héher aus als mit
rhMIP-3a, was durch die Tatsache begriindet sein kdnnte, dass HRS Zellen auch andere
Chemokine sezernieren. Die signifikante Reduktion durch den inhibitorischen Antikdrper
zeigt, dass MIP-3a einen Anteil an der Migration hat. Ein weiterer Grund flir die

76



Ergebnisse

Unterschiede zu den Versuchen mit rhMIP-3a sind eventuelle Modifikationen des
endogenen MIP-3a oder die Abwesenheit von Ko-Stimulatoren in dem rhMIP-3a Ansatz.
Als Kontrolle wurden die Migrationsexperimente auch mit Uberstand der Non-Hodgkin
Lymphomzelllinie Namalwa durchgefihrt, die kein MIP-3a exprimiert. Hier zeigte sich nur
eine sehr geringe, nicht signifikante, Induktion der Migration, die nicht durch den
inhibitorischen MIP-3a Antikdrper beeinflusst wurde (Abb. 3.19c¢).

Eine weitere Kontrolle des spezifischen Effekts von MIP-3a auf die Migration von PBMZs
wurde mit der Analyse des Phanotyps der migrierten Zellen durchgefiihrt. Der
korrespondierende Rezeptor fur MIP-3a ist CCR6. Fir die Untersuchung sind die
migrierten Zellen (Abb. 3.20a) in einer durchflusscytometrischen Analyse auf die
Oberflachenexpression von CCR6 im Vergleich zu nicht migrierten, aber in KM-H2
Uberstand inkubierten, PBMZ analysiert worden. Es zeigte sich, dass nahezu alle
migrierten Zellen CCR6 positiv waren (Abb. 3.20b).
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Abbildung 3.20: Zellkulturiiberstand der HRS Zelllinie KM-H2 induziert Migration von
regulatorischen T-Zellen. (A) Kontrolle der gesteigerten Migration in Richtung des KM-H2
Zellkulturiberstandes im Vergleich zur Spontanmigration in Richtung Medium. Die Triplikate
wurden jeweils gemittelt und als ein Vielfaches auf den Wert der Spontanmigration bezogen. Die
statistischen Analysen (P) wurden mit einem Zweistichproben t-Test mit gleichen Varianzen
durchgefiihrt. (B) PBMZ, die in Richtung des KM-H2 Uberstand migriert sind, wurden gesammelt
und durchflusscytometrisch auf verschiedene Zelloberflachen- und intrazellulédre Marker von Treq
Zellen untersucht. Der graue offene Graph stellt dabei die jeweilige Expression der migrierten
Zellen dar. Der schwarze ausgeflllte Graph zeigt die Expression der Marker auf bzw. in nicht
migrierten, wahrend der Dauer der Migration in KM-H2 Uberstand inkubierten, PBMZ.

Da im Hodgkin Lymphom die Anwesenheit von immunsuppressiven regulatorischen T-
Zellen (Treg) zwar bekannt [206], deren Ursache aber weitgehend ungeklart ist, wurden

weitere Analysen des Phanotyps mittels Durchflusscytometrie auf weitere Markerproteine
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von Tgeg-Zellen durchgefiihrt. Die migrierten Zellen waren CD4'CD25FoxP3* und
CD127"®9 ynd entsprachen daher dem charakteristischen Phanotyp der regulatorischen
T-Zellen (Abb. 3.20b). Die Farbung des FoxP3 Proteins fiel dabei schwach, jedoch

reproduzierbar positiv aus.

3.1.7 IL-21 und MIP-3a Expression in primaren Lymphomen

Die Expressionsanalyse der Proteine IL-21 und MIP-3a in primdaren Lymphomfallen
wurden von den Pathologen Ioannis Anagnostopoulos und Korinna Jéhrens vom Institut
fur Pathologie des Universitatsklinikums Benjamin Franklin (UKBF) der Charité Berlin
mittels immunhistochemischer Farbungen durchgefihrt. Fiir die Analyse von IL-21 sind
verschiedene B-Zell Lymphome (10 klassische Hodgkin Lymphome, 10 B-Zell chronisch
lymphatische Leukédmien, 6 Mantelzell Lymphome, 10 follikuldre Lymphome und 2 Burkitt
Lymphome) untersucht worden (s. Tab. 3.1). Dabei waren 9 von 10 Hodgkin Féllen
positiv flir aberrant exprimiertes IL-21. In den 42 Proben von anderen Entitaten wurde in
drei Fallen eine Expression von IL-21 detektiert. Dies deutet darauf hin, dass die IL-21
Expression in den untersuchten B-Zell Lymphomen und - Leukamien nahezu auf das
Hodgkin Lymphom beschrankt ist (Abb. 3.21 und Tab. 3.1).

IL-21

Abbildung 3.21: IL-21 und MIP-3a werden in HRS Tumorzellen von Patientenproben exprimiert.
Reprasentative immunhistochemische Farbungen mit Antikérpern spezifisch fir IL-21 (oben) und
MIP-3a (unten) in Lymphknoten von Hodgkin Lymphom Patienten. Die VergréBerung betragt
110-fach, Pfeile markieren die HRS Zellen.

Fir MIP-30 wurden zehn klassische Hodgkin Falle gefarbt. Neun von diesen zehn Fallen
zeigten eine deutliche MIP-3a Expression, die unabhéngig von dem Epstein-Barr Virus
(EBV) Status des jeweiligen Falles war (Abb. 3.21 und Tab. 3.1). Auch diese Daten

bestatigten die zuvor gezeigten in vitro Daten.
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Lymphome Positiv Negativ

IL-21 Farbung

Klassisches Hodgkin Lymphom 9* 1
Diffus groBzelliges Lymphom 1# 13
B-Zell chronisch lymphatische Leukamie 2# 8
Mantelzell Lymphom 0 6
Follikuldres Lymphom 0 10
Burkitt Lymphom 0 2
MIP-3a Farbung

Klassisches Hodgkin Lymphom 9% 1

Tabelle 3.1: Zusammenfassung der immunhistochemischen Farbungen fir IL-21 und
MIP-3a in verschiedenen Lymphomen. (* in drei Fallen sind weniger als 50 % der HRS Zellen
positiv; # mehr als 50 % der Zellen sind positiv, # in vier Fallen sind weniger als 50 % positiv)

Zusammenfassend trégt das Cytokin IL-21 zur Pathogenese des Hodgkin Lymphoms bei.
Es reguliert mit STAT3 einen essentiellen Signalweg im Hodgkin Lymphom [174,207] und
schitzt HRS Zellen mdglicherweise auch in vivo vor CD95 induzierter Apoptose. Durch
die Regulation von MIP-3a konnte ein indirekter Einfluss von IL-21 auf die Komposition
des Tumorumfeldes gezeigt werden. MIP-3a induziert die Migration von Tgreg Zellen und
tragt damit wahrscheinlich zu einem immunsuppressiven Umfeld der Tumorzellen bei. In
dem folgenden Kapitel werden die funktionellen Konsequenzen und die Ursachen der

Expression des B-Zell fremden Cytokin/Rezeptor Systems CSF-1/CSF1R untersucht.
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3.2 CSF-1/CSF1R

3.2.1 Expression von CSF-1 und CSF1R in HRS Zellen

Die Expressionsdaten von CSF-1 und CSF1R in Hodgkin und Non-Hodgkin Lymphom
Zelllinien wurden zum Teil schon in meiner Diplomarbeit gezeigt. In der Doktorarbeit wird
nun das Spektrum der Zelllinien erweitert und durch weitere Experimente ergénzt. In
einem RT-PCR Ansatz konnte die mRNA Expression von CSF-1 in sechs von sieben
Hodgkin Lymphom Zelllinien detektiert werden, wahrend die Kontrolllinien anderer B-Zell
Lymphome und Leukdmien sowie primare, aufgereinigte B-Zellen negativ waren.
Letzteres traf auch auf die mRNA Expression von CSF1R zu, wahrend hier alle sieben

Hodgkin Lymphom Zelllinien positiv waren (Abb. 3.22).
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Abbildung 3.22: CSF-1 und CSFI1R sind differentiell in HRS Zelllinien exprimiert. Die Expression

von CSF-1 und CSFIR mRNA in den HRS (L428, L1236, KM-H2, L591, HDLM-2, L540 und L540Cy),

pra-B-Zell Leukamie (Reh), Non-Hodgkin Lymphom B-Zelllinien (Namalwa, BJAB, BL-60, SU-DHL-

4), Multiplen Myelom (MM1.S) Zelllinien sowie in CD19* primé&ren B-Zellen wurde mittels RT-PCR
analysiert. Die Analyse der GAPDH Expression diente als Kontrolle.

In einer Northern Blot Analyse konnten diese Daten weitgehend bestatigt werden. Die
Expression von CSFI1IR in L428 und L1236 Zellen ist nur sehr schwach und erst bei
langerer Belichtung detektierbar. Ein Vorteil dieser Methode ist, dass die Expression der
verschiedenen SpleiBvarianten von CSF-1 gut zu detektieren ist (Abb. 3.23). In den HRS
Zelllinien L428 und HDLM-2 sind alle drei Varianten exprimiert, wahrend in den Linien
L1236, KMH2, L540 und L540Cy nur die beiden langeren Varianten detektierbar sind. Die
L591 und die B- und T-Zell Vergleichslinien sind negativ.

80



Ergebnisse

Hodgkin Zelllinien

Zelllinie

CSF-1 -

CSF1R = .- we

GAPDH- s » e EBe~mee

Abbildung 3.23: HRS Zellen exprimieren verschiedene CSF-1 mRNA SpleiBvarianten. In
Northern Blot Experimenten mit HRS (L428, L1236, KM-H2, L591, HDLM-2, L540 und L540Cy),
pra-B-Zell Leukamie (Reh), Non-Hodgkin Lymphom B-Zelllinien (Namalwa, BL-60) und akut
lymphoblastische T-Zell Leukdmie (KE37) Zelllinien wurde die Expression von CSF-1 und CSF1R
mRNA untersucht. Eine GAPDH Sonde diente als Kontrolle. (n.s. — nicht spezifisch)

Fiar die Analyse der Expression auf Proteinebene wurden verschiedene
durchflusscytometrische Analysen durchgefihrt. In einer intrazellulédren Farbung mit
fixierten und permeabilisierten Zellen konnte die Expression von CSF-1 Protein gezeigt
werden (Abb. 3.24) und war konsistent mit den RNA Daten.
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Abbildung 3.24: CSF-1 Protein Expression in HRS Zellen. HRS (L428, L1236, KM-H2, L591,
HDLM-2, L540 und L540Cy; grau hinterlegt), pra-B-Zell Leukéamie (Reh) und Non-Hodgkin
Lymphom B-Zelllinien (Namalwa, BJAB, BL-60, SU-DHL-4) wurden zunachst fixiert und
permeabilisiert, bevor sie mit einem spezifischen Antikérper gegen CSF-1 (grauer offener Graph)
bzw. dessen Isotypkontrolle (schwarzer geschlossener Graph) intrazelluldr gefarbt wurden.
AnschlieBend ist eine durchflusscytometrische Analyse der Fluoreszenz der gebundenen Antikdrper
durchgefiihrt worden.
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Da die Northern Blot Analyse die Expression aller drei SpleiBvarianten, von denen eine
membransténdig ist [49], in den HRS Zellen gezeigt hat, sind die gleichen Zelllinien auch

mit einem extrazelluldaren Ansatz untersucht worden (Abb. 3.25).
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Abbildung 3.25: CSF-1 Protein Expression an der Oberflache von HRS Zellen. Die HRS (L428,
L1236, KM-H2, L591, HDLM-2, L540 und L540Cy; grau hinterlegt), pra-B-Zell Leukamie (Reh) und
Non-Hodgkin Lymphom B-Zelllinien (Namalwa, BJAB, BL-60, SU-DHL-4) wurden extrazellular mit
einem spezifischen Antikérper gegen CSF-1 (grauer offener Graph) bzw. dessen Isotypkontrolle
(schwarzer geschlossener Graph) gefarbt und mittels Durchflusscytometrie analysiert.

Diese Daten =zeigen, dass die HRS Zelllinien CSF-1 auch an der Zelloberflache

exprimieren. Im Vergleich zu dem intrazelluldaren Ansatz sind die Ergebnisse konsistent.

Eine weitere Eigenschaft von CSF-1 ist die Induktion von Migration monozytischer Zellen
[49]. Dazu ist es notwendig, dass das Cytokin von den Zellen sezerniert wird. Die
Sekretion wvon CSF-1 wurde im Rahmen dieser Arbeit mittels ELISA von
Zellkulturiberstdnden der HRS und Non-Hodgkin Lymphom Zelllinien untersucht (Abb.
3.26). Mit Ausnahme der L591 Zelllinie, die auch auf mRNA Ebene negativ flir CSF-1 ist,
und der L540 Zelllinie sezernieren alle HRS Zellen CSF-1. Eine Beurteilung, ob die L540
Zellen kein CSF-1 sezernieren oder nur unterhalb der Sensitivitétsgrenze des ELISA

liegen, kann hier nicht erfolgen.
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Abbildung 3.26: CSF-1 Protein wird von HRS Zellen sezerniert. Die HRS (L428, L1236, KM-H2,
L591, HDLM-2, L540 und L540Cy), pra-B-Zell Leukéamie (Reh) und Non-Hodgkin B-Zell Lymphom
Zellkulturiberstande (Namalwa, SU-DHL-4) wurden mittels ELISA auf die Sekretion von CSF-1 hin
untersucht. Die Standardabweichungen wurden aus Duplikaten errechnet. Es ist ein reprasentatives
von drei Experimenten dargestellt.

Zusammenfassend geht aus den Expressionsanalysen hervor, dass die Zelllinien L428,
L1236, KM-H2 und HDLM-2 stark CSF-1 exprimierende Zelllinien sind, wahrend L540 und
L540Cy eine geringe und L591 keine CSF-1 Expression aufweisen. Insgesamt exprimieren
die Hodgkin Lymphom Tumorzellen CSF-1 differentiell im Vergleich zu anderen B-
Zelllinien oder CD19* B-Zellen, die das B-linien-fremde Gen CSF-1 erwartungsgemaB

nicht exprimieren.

Neben der potentiellen Wirkung auf andere Zellen durch die Sekretion des CSF-1 Proteins
ist auch eine autokrine Wirkung auf die Tumorzellen selber mdglich. Dazu ist jedoch die
Expression des korrespondierenden Rezeptorproteins CSF1R notwendig. Die CSF1R
Expression an der Zelloberflaiche wurde mittels Durchflusscytometrie untersucht.
Abbildung 3.27 zeigt eine deutliche CSF1R Proteinexpression in den HRS Zelllinien KM-
H2, L540 und L540Cy und eine schwache Expression in den HRS Zelllinien L428, L1236,
L591 und HDLM-2, wahrend die Non-Hodgkin B-Zelllinien keine CSF1R Expression zeigen.
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Abbildung 3.27: CSF1R Protein Expression in HRS Zellen. Extrazelluldre Durchflusscytometrie
der HRS (L428, L1236, KM-H2, L591, HDLM-2, L540 und L540Cy; grau hinterlegt), pra-B-Zell
Leukémie (Reh) und Non-Hodgkin Lymphom B-Zelllinien (Namalwa, BJAB, BL-60, SU-DHL-4) mit
einem spezifischen Antikdrper gegen CSF1R (grauer offener Graph) bzw. dessen Isotypkontrolle
(schwarzer geschlossener Graph).

Die schwache Farbung des Rezeptors in den Linien L428 und L1236, die eine mRNA
Expression aufweisen, kann durch die Tatsache erklarbar sein, dass beide Zelllinien viel
CSF-1 exprimieren und es vermutlich zu einer standigen Aktivierung und Internalisierung
des Rezeptors kommt. Diese Probleme konnten in einem spateren Experiment vermieden
werden, in dem zur Kontrolle die Expression von CSF1R Protein mittels eines

Immunoblots analysiert wurde. (s. Abb. 3.30)

Eine wichtige Uberpriifung der Zellliniendaten ist die Analyse der Expressionsdaten in
primaren Gewebeproben von Hodgkin Lymphom Patienten. Durch das geringe
Vorkommen an Tumorzellen im Gewebe eines betroffenen Lymphknotens kann mit
diesen Zellen keine funktionelle Analyse durchgeflihrt werden. In Zusammenarbeit mit
dem Labor der Pathologie von Prof. Harald Stein des Charité Universitatsklinikums
Benjamin Franklin konnte mit in situ Hybridisierungen eine Untersuchung der Expression
CSF1R mRNA in den Tumorzellen erfolgen. Das Ergebnis ist in Abbildung 3.28
dargestellt. Fir CSFIR konnte die mRNA mittels in situ Hybridisierung in HRS

Tumorzellen detektiert werden.
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Abbildung 3.28: CSF1R mRNA Transkripte sind in den HRS Zellen von betroffenen Lymphknoten
von Hodgkin Patienten exprimiert. (links) Eine reprasentative CSF1R in situ Hybridisierung von
insgesamt zehn analysierten Fallen. (rechts) Die sense Probe von CSF1R wurde als Kontrolle
hybridisiert. Pfeile markieren die HRS Tumorzellen.

Fir CSF-1 konnte in der Literatur bereits eine Protein Expression in HRS Zellen von

Hodgkin Patienten nachgewiesen werden [208].

Zusammenfassend kann sowohl flir CSF-1 als auch fir CSF1R eine differentielle
Expression in den HRS Zellen des Hodgkin Lymphoms festgestellt werden. In den
folgenden Abschnitten werden nun die funktionellen Konsequenzen dieser potentiellen

autokrinen Schleife untersucht.

3.2.2 Funktionelle Charakterisierung von CSF-1 und CSF1R in HRS Zellen

Die Aktivierung des CSF-1 Rezeptors erfolgt nach der Bindung des Cytokins CSF-1 Uber
eine Autophosphorylierung der verschiedenen intrazelluldren Tyrosine [49]. Die
Funktionalitat des Rezeptors in den HRS Zellen wurde dementsprechend lber die Analyse
der Phosphorylierung nach Stimulation des CSF1R mit CSF-1 untersucht. Dazu wurde die
Methode der Immunoprazipitation gewahlt, die bereits in meiner Diplomarbeit etabliert,
jedoch nicht zur Analyse der Phosphorylierung genutzt wurde. HRS Zelllinien, die wenig
CSF-1 und viel CSF1R exprimieren (L540Cy), sind mit rekombinantem, humanem
(rh)CSF-1 stimuliert worden. AnschlieBend wurde der Phosphorylierungsstatus des CSF1R
mittels Immunoprazipitation und Immunoblot untersucht. Der immunprazipitierte
Rezeptor zeigte eine robuste Phosphorylierung nach Stimulation mit rhCSF-1 (Abb.
3.29).
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Abbildung 3.29: CSF1R wird in L540Cy HRS Zellen durch rhCSF-1 Stimulation phosphoryliert.
L540Cy Zellen wurden mit 100 ng/ml rhCSF-1 fur 5, 10 und 20 min stimuliert. Nach der Proteinlyse
wurde eine Immunprazipitation mit einem CSF1R spezifischen Antikérper bzw. dessen
Isotypkontrolle (IK) durchgefiihrt. Das prazipitierte Protein wurde mittels SDS-Gelelektrophorese
aufgetrennt und in einem Immunoblot mit einem spezifischen Antikdrper gegen phosphoryliertes
Tyrosin (pTyr) analysiert. Die Farbung der Membran mit einem CSF1R Antikdrper diente als
Kontrolle.

540Cy
= 205 kDa

In einem nachsten Schritt wurde untersucht, ob Zellen, die sowohl Rezeptor als auch
Cytokin exprimieren, eine konstitutive Aktivierung von Tyrosinresten am CSF1R
aufweisen. Daflr wurde die Immunoprazipitation des CSF1R in unstimulierten HRS
Zelllinien durchgefuhrt (Abb. 3.30). Das Ergebnis zeigte bei den HRS Zelllinien eine
konstitutive Aktivierung von Tyrosinresten des immunprazipitierte CSF1R. Besonders KM-
H2 und L540 Zellen zeigen eine starke Phosphorylierung im Vergleich zu L428, L1236,
L591 und HDLM-2, die allerdings auch weniger CSF1R Protein exprimieren.

IP CSF1IR |K

Zelllinie L540Cy
thCSF1 - + +
p-Tyr |

= 205 kDa

= 205 kDa

CSF1R - e i

Abbildung 3.30: Der CSF1R ist konstitutiv phosphoryliert in HRS Zelllinien. Fir die
Immunoprazipitation (s. Abb. 3.29) des CSF1R wurde Gesamtprotein von unstimulierten HRS
Zelllinien verwendet. Der immunprazipitierte Rezeptor wurde dann in einer Western Blot Analyse
auf die Phosphorylierung des Rezeptors hin untersucht. Die Stimulation von L540Cy Zellen mit
rhCSF1 fur 5 min wie in Abb. 3.29, die Isotypkontrolle (IK) und die Férbung der Membran mit
einem Antikérper gegen CSF1R dienten als Kontrolle.

In Proliferationsassays, die ich bereits in meiner Diplomarbeit gezeigt habe, konnte
demonstriert werden, dass die Inkubation von L540Cy Zellen mit rhCSF-1 zu einer
Stimulation der Proliferation fiihrte. Mit verschiedenen Ansatzen sollte versucht werden,

die Interaktion zwischen CSF-1 und CSF1R in HRS Zelllinien, die beides exprimieren, zu
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unterbrechen und die Konsequenzen daraus zu untersuchen. In meiner Diplomarbeit
wurden bereits siRNA gegen CSF-1 und CSF1R sowie inhibitorische Antikdrper gegen
CSF-1 und CSF1R getestet. Beides zeigte nur geringe Effekte auf das Wachstum der HRS
Zellen. In der Doktorarbeit wurden nun zwei weitere Ansatze gewahlt, die eine effektive
Inhibition der Interaktion zwischen CSF-1 und CSF1R ermdglichen sollten. Als erstes
wurde ein chimares Rezeptormolekil (CSF1R:Fc) eingesetzt, das um die Bindung von
CSF-1 kompetiert. Es besteht aus dem CSF-1 bindenden Teil des CSF1R mit einer
Domane des Immunglobulins G (IgG). Die Fahigkeit dieses Konstruktes CSF-1 zu
inhibieren wurde mit der anaplastisch groBzelligen Lymphomzellinie (ALCL) DEL getestet,
die ebenfalls eine hohe CSF1R Expression aufweisen [209]. DEL Zellen wurden mit
rhCSF-1 stimuliert, welches zuvor mit CSF1R:Fc inkubiert wurde. Die Phosphorylierung
des CSF1R durch CSF-1 konnte in den DEL Zellen durch CSF1R:Fc inhibiert werden (Abb.
3.31), d.h. dass der CSF1R Signalweg mit dem CSF1R:Fc Konstrukt blockiert werden

kann.
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Abbildung 3.31: CSF1R:Fc inhibiert die CSF-1 induzierte Stimulation des CSF1R in DEL Zellen
und fuhrt zu einer Reduktion der DNA Synthese in KMH-2 Zellen. (A) 100 ng/ml rhCSF-1 wurden
90 min vor der Stimulation mit 80 ug/ml des chimaren Rezeptorkonstruktes CSF1R:Fc vorinkubiert.
Nach einer 5 min Stimulation der DEL Zellen mit Cytokin allein und in Kombination mit CSF1R:Fc
wurden die Zellen lysiert und eine Immunprazipitation mittels CSF1R spezifischen Antikérper bzw.
dessen Isotypkontrolle (IK) durchgefiuhrt. Das immunprazipitierte Protein wurde mittels SDS-
Gelelektrophorese aufgetrennt und in einem Immunoblot mit spezifischem Phosphotyrosin (pTyr)
Antikdrper analysiert. Die Vorinkubation von rhCSF-1 mit BSA oder IgG1:Fc, unstimulierte DEL
Zellen sowie die Farbung der Membran mit spezifischem CSF1R Antikérper dienten als Kontrolle.
(B) KM-H2 Zellen sind fir 48 h mit 80 ug/ml CSF1R:Fc bzw. der Kontrolle IgG1:Fc inkubiert
worden. Fir die letzten 24 h wurden die Zellen zusatzlich mit 3[H] - Thymidin inkubiert. Nach 48h
wurde der Einbau von 3[H] - Thymidin in neu synthetisierte DNA gemessen und im Vergleich zu
BSA stimulierten Zellen analysiert. Statistische Analysen wurden mit einem Zweistichproben t-Test
gleicher Varianzen durchgefihrt. (NS - nicht signifikant)

Nachdem die Wirksamkeit von CSF1R:Fc bei der Blockade der CSF-1 induzierten
Aktivierung des CSF1R gezeigt werden konnte, sollten die Konsequenzen einer solchen
Blockade bei der autokrinen Stimulation von CSF-1 in HRS Zellen untersucht werden.
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Dazu wurden HRS Zellen (KM-H2), die sowohl CSF-1 als auch CSF1R exprimieren, mit
CSF1R:Fc inkubiert. Das Wachstum der Zellen mit CSF1R:Fc wurde indirekt Uber den
Einbau von radioaktivem Tritium Thymidin in neu synthetisierte DNA untersucht. Dabei
konnte eine signifikant geringere DNA Syntheserate der mit CSF1R:Fc inkubierten Zellen
festgestellt werden (Abb. 3.31b).

Ein zweiter Ansatz, die autokrine Schleife von CSF-1 und CSF1R zu unterbrechen, waren
CSF1R inhibierende Molekille, die von der Firma Cytopia in Australien bereitgestellt
wurden [210,211]. Diese Molekile wurden zunéchst in ihrer Fahigkeit, die Aktivierung
von CSF1R durch rhCSF1 in HRS Zellen (L540Cy) zu inhibieren, getestet. Alle drei
getesteten Molekiile zeigten eine vollstdndige Inhibition der Phosphorylierung von CSF1R
nach Zugabe von rhCSF-1 (Abb. 3.32a).

Die CSF1R inhibierenden Molekiile wurden nun mit CSF1R exprimierenden HRS und
nicht-exprimierenden Non-Hodgkin Zelllinien inkubiert und zu verschiedenen Zeitpunkten
mittels Annexin V/PI Farbung und durchflusscytometrischer Analyse hinsichtlich der
Apoptoserate untersucht. Doppelt negative Zellen wurden dabei als viable Zellen
definiert. Die HRS Zellen KM-H2, HDLM-2 und L540 zeigten eine erhéhte Apoptoserate im
Vergleich zu den Non-Hodgkin Zelllinien Reh und Namalwa. Es zeigten sich Unterschiede
in der Rate dieser Apoptoseinduktion. Der Effektivste der drei Inhibitoren war das Molekiil
CYC10268, welches in den L540 Zellen zu einer maximalen Sterberate von fast 100 %
fihrte, wahrend die Moleklle CYC12200 und CYC12752 eine geringere Reduktion der
Viabilitat der HRS Zelllinien verursachten (Abb. 3.32b).
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Abbildung 3.32: CSF1R inhibierende Molektle induzieren Apoptose in HRS Tumorzellen.

(A) 100 ng/ml rhCSF-1 wurden fir 90 min ohne und mit 2 uM CYC10268, 15 uM CYC12752 oder 15
uM CYC12200 vorinkubiert. AnschlieBend wurde damit die HRS Zelllinie L540Cy fir 5 min
stimuliert. Es folgten eine Immunoprazipitation und Western Blot Analyse wie in Abb. 3.29. Die
Isotypkontrolle (IK) sowie die Stimulation mit rhCSF-1 und DMSO dienten als Kontrolle. (B)
Kinetiken der Inkubation von HRS Zellen (KM-H2, HDLM-2 und L540) und Non-Hodgkin B-Zelllinien
(Reh und Namalwa) mit den CSF1R inhibierenden Molekiilen CYC10268, CYC12752 und CYC12200.
Zu den angegebenen Zeitpunkten fanden durchflusscytometrische Analysen von Annexin V/PI
Farbungen der Zellen statt. Doppelt negative Populationen wurden als viable Zellen definiert.

Zusammenfassend erganzen diese Ergebnisse die Arbeiten aus meiner Diplomarbeit und
zeigen, dass eine Inhibition der Interaktion zwischen CSF-1 und CSF1R zu einer
verringerten Wachstumsrate und zum Zelltod der Tumorzellen fihrt. Zusammen mit den
Ergebnissen einer Proliferationssteigerung durch die rhCSF-1 Stimulation von HRS Zellen
in der Diplomarbeit, kann eine autokrine Wachstumsschleife sowie der Schutz vor Zelltod

durch die Expression von CSF-1 und CSF1R in HRS Tumorzellen vermutet werden.
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3.2.3 Stabile ektope Expression von CSF1R in Non-Hodgkin B- und T-

Zelllinien

Die Expression des B-linien-fremden myeloid-spezifischen Proteins CSF1R in HRS Zellen
bietet den Zellen einen Wachstumsvorteil bei gleichzeitiger Stimulation mit dem Cytokin
CSF-1. Um zu klaren, ob die Expression linien-fremder Gene auch in anderen Non-
Hodgkin Tumorentitdten Auswirkungen auf die Zellen haben kann, wurden verschiedenen
Non-Hodgkin B- und T-Zell Lymphom bzw. Leukdmie Zelllinien mit einem
Expressionvektor, der das CSF1R Gen enthalt, transfiziert und durch Antibiotikaselektion
stabile Klone generiert. Durchflusscytometrische Analysen zeigten eine deutliche
Expression von CSF1R in den CSFIR Klonen der diffus groBzelligen B-Zell
Lymphomzelllinie SU-DHL-4 und den T-Zell Leukédmie Linien H9 und Molt-14 (Abb. 3.33
links).

Immunprazipitationen des Rezeptors nach rhCSF-1 Stimulation in den CSFIR Klonen der
Zelllinien SU-DHL-4, H9 und Molt-14 zeigten eine Phosphorylierung des Rezeptors nach
Stimulation mit rhCSF-1 und in den H9 CSFIR Klonen Zellen zusétzlich eine geringe
konstitutive Phosphorylierung von CSF1R (Abb. 3.33 rechts).
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Abbildung 3.33: CSF1R kann in B- und T-Zelllinien stabil und funktionsfahig exprimiert werden.
(links) Durchflusscytometrische Analyse der stabilen Expression von CSF1R in SU-DHL-4 (A), H9
(B) und Molt-14 (C) Non-Hodgkin Zelllinien im Vergleich zu Mock transfizierten Zellen mit einem

spezifischen Antikérper gegen CSF1R (grauer offener Graph) bzw. dessen Isotypkontrolle
(schwarzer geschlossener Graph). (rechts) Immunoprazipitation des mit rhCSF-1 stimulierten
CSF1R in den Klonen der Non-Hodgkin Zelllinien SU-DHL-4 (A), H9 (B) und Molt-14 (C) und
anschlieBender Western Blot Analyse der Phosphorylierung von CSF1R wie in Abb. 3.29.

Dargestellt sind jeweils drei reprasentative Klone. Die Stimulation der ALCL Zelllinie FEPD, die eine

hohe endogene CSF1R Expression hat [209], diente als Kontrolle. Die Isotypkontrolle (IK) und die
Farbung der Membran mit einem CSF1R Antikérper dienten ebenfalls als Kontrolle.

Die Oberflachenexpression und die Aktivierung des CSF1R zeigte die Funktionalitét des
Rezeptors in den stabilen Klonen. Es folgte die Analyse, ob die stabil CSF1R
exprimierenden Zellen einen Wachstumsvorteil nach rhCSF-1 Stimulation haben. Dies
wurde indirekt mit der Messung des Tritium Thymidin Einbaus in neu synthetisierte DNA
ermittelt. Diese Analysen ergaben in der DNA Syntheserate weder einen Unterschied
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zwischen unstimulierten und stimulierten Zellen, noch zwischen Mock Klonen und CSF1R
exprimierenden Klonen (Abb. 3.34). Neben den Auswirkungen auf Wachstum und
Uberleben durch CSF1R ist auch die Anderung des Expressionmusters von nicht-
myeloiden Zellen durch CSF-1 Signale eine Mdglichkeit der Konsequenz der stabilen
Expression von CSF1R. Fur die Untersuchung, ob B- oder T-Zelllinien CSFIR Klone durch
die CSF1R Expression in die Richtung der myeloiden Zelltypen reprogrammiert werden
kdnnen, bedarf es einer detaillierten Analyse der Veranderung des Genexpressions-
musters der Klone nach rhCSF-1 Stimulation. Diese weiterfihrenden Arbeiten wurden im

Rahmen meiner Doktorandenzeit nicht mehr durchgefiihrt.
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Abbildung 3.34: Ektope Expression von CSF1R in Non-Hodgkin Lymphom B-Zellen bietet keinen
Wachstumsvorteil fir die Zellen. Klone der Zelllinie SU-DHL-4, stabil transfiziert mit einem leeren
Vektor (Mock) oder mit einem CSF1R codierenden Plasmid, wurden fir 48 h mit und ohne rhCSF-1
inkubiert. Die letzten 24 h der Inkubation wurden den Zellen zusatzlich noch 1 uCi/Well 3[H] -
Thymidin zugegeben. Nach 48 h wurde die Menge an in neu synthetisierte DNA eingebautem 3[H] -
Thymidin gemessen. Kontrolle — Stimulation mit H,O

3.2.4 Requlation der CSF-1 Expression in HRS Zellen

Nachdem die funktionellen Auswirkungen der aberranten Expression von Cytokinen und
deren Rezeptoren flir die HRS Zellen des Hodgkin Lymphoms untersucht wurden, soll in
den folgenden Abschnitten die Regulation von CSF-1 und CSF1R in HRS Zellen und damit

die Ursache fur deren aberrante Expression analysiert werden.

Die Regulation von Cytokinen in Zellen hangt stark von ihrer Funktion und dem
jeweiligen Zelltyp ab. Wird ein Cytokin nur im Falle einer Entzindungsreaktion
exprimiert, um eine Immunantwort zu steuern, so muss diese Expression streng reguliert
und auch wieder abschaltbar sein [212]. Die Regulation wird unter anderem auf der

Ebene der Transkription durch Transkriptionsfaktoren erreicht. Fir CSF-1 ist eine
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Regulation durch den Transkriptionsfaktor NF-xB bekannt. Der Promotorbereich von
CSF-1 enthélt NF-«xB Bindungsstellen. Eine Regulation von CSF-1 durch NF-kB wurde
bereits in zelluldren Systemen gezeigt [213,214,215].

Die konstitutive Aktivierung von NF-kB im Hodgkin Lymphom [216,217] ist somit eine
madgliche Erklérung flir die Expression von CSF-1. Um diese Vermutung zu Uberprifen, ist
die NF-kB Aktivitdt in HRS Zelllinien mit einer mutierten Version des 'Inhibitor von NF-xB
o' (IkBa) Proteins reduziert worden. Dem mutierten IkBa Konstrukt (IkBaAN) fehlen die
70 aminoterminalen Aminosduren, in denen Tyrosin- und Serinreste enthalten sind, die
bei der Aktivierung des NF-xB Signalweges phosphoryliert werden. Durch die
Phosphorylierung kommt es zur Degradation von IkBo, daher ist der aminoterminale
Bereich von IkBa fur die Aktivierung von NF-kB verantwortlich. IkBaAN ist in der Lage
NF-kB zu binden, es kann durch die fehlende Tyrosin- bzw. Serinphosphorylierungen am
N-Terminus aber nicht proteasomal degradiert werden und somit NF-kB nicht in den
aktiven Status entlassen [218]. Die Fahigkeit von IxkBaAN zur Reduktion der NF-xB
Aktivitat in HRS Zelllinien beizutragen, wurden in Arbeiten der Forschungsgruppen von
Prof. Bernd Dérken und Prof. Claus Scheidereit durchgeftihrt [216,217,219].

Die Reduktion der NF-xB Aktivitdat durch die Expression von IkBaAN in HRS Zelllinien
(L428 und KM-H2) wurde genutzt, um die Regulation der CSF-1 Expression in
Abhangigkeit der NF-kxB Aktivitdt zu untersuchen. KM-H2 und L428 Zellen wurden mit
IkBaAN und GFP ko-transfiziert und die GFP positiven Zellen durchflusscytometrisch auf
die CSF-1 Expression analysiert. Im Vergleich zur Mock Kontrolle zeigte sich eine
deutliche Reduktion der CSF-1 Expression in L428 und KM-H2 Zellen. In den KM-H2
Zellen konnte die Reduktion von CSF-1 Protein nach 24 h in den IkBaAN transfizierten
Zellen beobachtet werden. In den L428 Zellen begann die Abnahme der CSF-1
Proteinmenge nach 48 h (Abb. 3.35a und b). Fir beide Zelllinien konnte auch noch
nach 72 h eine geringere CSF-1 Expression in den IkBoAN transfizierten Zellen detektiert
werden. Die Expressionskontrolle nach 72 h zeigte eine robuste Expression von IkBaAN
(Abb. 3.35a und b).
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Abbildung 3.35: Die CSF-1 Expression ist abhéngig von der NF-kB Aktivitdt. Die HRS Zelllinien
KM-H2 (A) und L428 (B) wurden mit IxkBaAN und GFP ko-transfiziert und nach 24, 48 sowie 72 h
fixiert und permeabilisiert. AnschlieBend wurden die Zellen intrazelluldr durchflusscytometrisch auf
die Expression von CSF-1 Protein untersucht. Die Histogramme zeigen jeweils die lebenden, GFP
positiven Zellen. Es wurden jeweils die Fluoreszenzintensitaten der CSF-1 Farbung zwischen den
Mock transfizierten Zellen (schwarzer ausgefillter Graph) mit denen der CSF-1 Farbung der IkBoAN
transfizierten Zellen (dunkelgrauer Graph) und der Isotypkontrolle (hellgrauer Graph) verglichen.
Nach 72 h wurde zusatzlich auch Gesamtprotein von den Zellen prapariert und mittels Western Blot
und einem Immunoblot mit einem spezifischem Antikdrper gegen IkBa analysiert. Die Western Blot
Analysen zeigen die Expression der transfizierten Zellen nach 72 h im Vergleich mit endogenem
IxBa in Non-Hodgkin Zelllinien (Reh, Namalwa).

AbschlieBend kann fir die Regulation von CSF-1 eine Beteiligung von NF-xB postuliert

werden. In den nachsten Abschnitten geht es um die Regulation des korrespondierenden
Rezeptors CSF1R in HRS Tumorzellen.

3.2.5 Requlation der CSF1R Expression in HRS Zellen

Die Regulation des CSF1R Gens ist in den letzten Jahren sehr detailliert erforscht worden.
Wie bereits in der Einleitung beschrieben, ist dabei der Transkriptionsfaktor PU.1
entscheidend fir die Regulation des Genes verantwortlich. In B-Zellen ist PU.1 auf einem
niedrigen Niveau exprimiert, wahrend CSFIR bereits epigenetisch abgeschaltet ist. In den
von B-Zellen abstammenden Zellen des Hodgkin Lymphoms werden eine Reihe von B-
Zell-fremden Transkriptionsfaktoren exprimiert [121], die fir die Expression linien-
fremder Proteine verantwortlich sein kdnnten. Bereits in friiheren Arbeiten konnte gezeigt
werden, dass in HRS Zellen PU.1 nicht exprimiert ist [220]. Dieses Ergebnis ist hier auf
Zelllinienebene noch einmal bestatigt worden (Abb. 3.36). Eine Expression von PU.1 in
den HRS Zelllinien konnte lediglich in der L591 Zelllinie detektiert werden, wahrend alle

Non-Hodgkin Lymphom B-Zelllinien positiv fir die Expression von PU.1 waren.
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Abbildung 3.36: PU.1 ist in HRS Zelllinien nicht exprimiert. Kernprotein der HRS (L428, L1236,
KM-H2, L591, HDLM-2, L540 und L540Cy), pra-B-Zell Leukamie (Reh) und Non-Hodgkin Lymphom
B-Zelllinien (Namalwa, SU-DHL-4, BJAB, BL-60) wurden mittels SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt
und in einem Immunoblot mit einem Antikdrper spezifisch fur PU.1 analysiert. Die Expression des
Kernproteins PARP1 diente als Ladekontrolle.

Der Transkriptionsfaktor PU.1 ist also wahrscheinlich nicht fir die Expression von CSF1R

in HRS Zellen verantwortlich.

3.2.5.1 Der klassische CSF1R Promotor ist nicht aktiv in HRS Zelllinien

In Untersuchungen zur transkriptionellen Aktivitdt des CSF1IR Promotors sollten Hinweise
auf die Beteiligung anderer Transkriptionsfaktoren zur Expression von CSF1R in HRS
Zellen gefunden werden. Dazu wurden DNasel in vivo Footprint Analysen in Kooperation
mit dem Labor von Prof. Constanze Bonifer in Leeds, UK durchgefihrt. Mit in vivo
Footprint Analysen werden Positionen in einem gewlinschten DNA Bereich kartiert, die flr
die Anlagerung von Proteinen (Enzymen oder Transkriptionsfaktoren) zuganglich sind.
Durch elektrophoretische Auftrennung mittels Polyacrylamidgel und einer radioaktiv
markierten Sonde, kdénnen diese Fragmente flir den gewlnschten Teilbereich des
Genoms sichtbar gemacht werden. Dabei weist dicht kondensierte DNA, die nicht
zuganglich fir Transkriptionsfaktoren ist, eine geringere Dichte an DNA Fragmenten auf
dem Gel auf. Als Positivkontrolle diente in diesen Versuchen die myeloide Zelllinie HL-60,
die CSF1R exprimiert und eine hohe Dichte an DNA Fragmenten bei der Hybridisierung
mit einer radioaktiv markierten Sonde mit der Sequenz des klassischen CSF1IR Promotors
aufwies (Abb. 3.37a).

Fir die Analyse der Situation in Hodgkin Lymphom Zelllinien wurden die HRS Zelllinien
L428, L540Cy, KM-H2 und L591 mit der Non-Hodgkin B-Zell Lymphom Zelllinie Namalwa,
die CSF1R nicht exprimiert, verglichen. Ahnlich der nicht-myeloiden Zelllinie Namalwa
zeigte sich im CSF1R Promotorbereich der HRS Zelllinien eine unerwartet geringe

Bandenintensitat. Dies bedeutete, dass an den entscheidenen Transkriptionsfaktor-
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bindungsstellen im klassischen CSFIR Promotorbereich in den HRS Zellen, im Gegensatz
zu den HL-60 Zellen, kein offenes Chromatin vorlag. (Abb. 3.37a).

Ein weiterer Hinweis flr transkriptionell aktives Chromatin ist die Tri-Methylierung von
Lysin 4 des Histons 3 (H3K4me3). Chromatin Immunoprazipitation (ChIP) von DNA mit
einem Antikdrper gegen H3K4me3 und anschlieBender PCR Analyse mit Primern, die in
der Promotorregion binden, ermdglichen die Analyse dieser Modifizierung. Fir die
H3K4me3 ChIP Experimente wurde genomische DNA von Hodgkin Lymphom Zelllinien
(L428, L591, L540Cy und KM-H2), der Non-Hodgkin B-Zell Lymphomzelllinie Namalwa
und der myeloiden Zelllinie HL-60 hergestellt. Die myeloide HL-60 Zelllinie zeigte eine
deutliche Prézipitation des klassischen CSFIR Promotors mit dem Antikdrper gegen
H3K4me3 im Vergleich zur Prazipitation mittels Isotypkontrolle. Die prazipitierte Menge
von Sequenzen des klassischen CSFIR Promotorbereichs in den HRS Zelllinien war
dagegen geringfigig hdher als in der jeweiligen Isotypkontrolle. Dieser Anstieg war
vergleichbar mit dem in der CSF1R nicht exprimierenden Zelllinie Namalwa (Abb.
3.37b).
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Abbildung 3.37: Der klassische CSF1R Promotor in HRS Zelllinien ist nicht zuganglich fir die

Transkriptionsinitiation. (A) DNase Footprint Analysen des klassischen CSF1R Promotors in den

HRS Zelllinien (L428, L540Cy, KM-H2 und L591), Non-Hodgkin Lymphom B-Zelllinien (Namalwa)
und einer CSF1R exprimierenden myeloiden Leukéamie Zelllinie (HL-60). Die Analyse des TBP

Promotors in diesen Zelllinien diente als Kontrolle. (B) Quantitative Real-Time PCR Analysen der
H3K4me3 ChIP Experimente mit den HRS Zelllinien (L428, L591, L540Cy und KM-H2), einer
myeloiden Leukamie Zelllinie (HL-60) und einer Non-Hodgkin Lymphom Zelllinie (Namalwa).

Analysiert wurden die beiden angegeben Bereiche des CSF1R Promotors; die Zahlenangaben sind
relativ zum ATG Startcodon. IgG bezeichnet die Isotypkontrolle der ChIP Experimente. Beide

Experimente wurden im Labor von Prof. Constanze Bonifer in Leeds, UK durchgefthrt.

Gemeinsam betrachtet, zeigten die DNase Footprint Analysen und H3K4me3 Experimente

einen inaktiven Chromatinzustand am klassischen CSF1R Promotor in den HRS Zelllinien.
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Der Chromatinzustandes in HRS Zellen unterschied sich nicht zu dem in Non-Hodgkin B-
Zell Lymphomzelllinie, die keine CSFIR mRNA Expression aufweist. Um eine Vorstellung
Uber den Startbereich des CSF1R Transkripts in HRS Zellen zu bekommen, wurde im

Labor von Prof. Constanze Bonifer das mRNA Transkript von CSF1IR naher analysiert.

3.2.5.2 Das CSF1R Transkript in HRS Zellen unterscheidet sich von dem in

myeloiden Zellen

Nach den Analysen des klassischen CSF1IR Promotors in Kapitel 3.2.5.1 ist dieser
wahrscheinlich nicht das regulatorische Element der CSFIR mRNA Expression in den HRS
Zellen. Aus der Literatur ist bekannt, dass in Trophoblastenzellen die Expression von
CSFI1R mRNA durch einen Promotor reguliert wird, der im Genom 25 kb stromaufwarts
des klassischen Promotors lokalisiert ist [57]. Mit Hilfe von quantitativen Real-Time PCR
Analysen sollte untersucht werden, ob sich das CSFIR mRNA Transkript in HRS Zellen im
5’-Bereich von dem myeloiden Transkript unterscheidet. Dazu wurden Primer genutzt, die
verschiedene Bereiche in der Umgebung des Translationsstartes ATG der CSFIR mRNA
amplifizieren (s. Schema in Abb. 3.38).
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Abbildung 3.38: Der 5’-Bereich des CSF1R Transkripts in HRS Zellen unterscheidet sich von
dem in myeloiden Zellen. (A) Quantitative Real-Time PCR Analysen von mRNA aus HRS (L428,
L591, L540Cy und KM-H2) und myeloiden (HL-60) Zelllinien. Die Primerpaarbezeichnungen sind
relativ zum A des ATG Startcodons des CSFIR mRNA Transkripts (+1). Die Transkriptmenge ist
jeweils bezogen auf TBP mRNA. Die Analyse der mRNA von Namalwa Zellen diente als
Negativkontrolle (n.d. — nicht detektierbar). (B) Das Schema zeigt die Positionen der jeweiligen
Primerpaare auf dem 5’-Bereich der CSFIR genomischen bzw. mRNA Sequenz. Der hellgraue
Streifen ist dabei die 5’-untranslatierte Region (UTR), die schwarzen Balken sind translatierte
Bereiche. Die gestrichelte Linie symbolisiert genomische DNA Bereiche, die nicht im klassischen
prozessierten CSFIR mRNA Transkript vorkommen. Die Experimente wurden im Labor von Prof.
Constanze Bonifer in Leeds, UK durchgefihrt.
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Die Primerpaare -805/-713, -595/-483 und -169/-78 lagen dabei stromaufwarts
auBerhalb des Transkriptionsstartes der myeloiden CSF1IR mRNA. Dadurch sollte
herausgefunden werden, ob sich die Herkunft und Lange des Transkripts in Hodgkin
Lymphom Zelllinien von dem in myeloiden Zellen unterscheidet. Als interne Kontrolle der
Verunreinigung mit genomischer DNA wurde bei jeder Zelllinie eine PCR durchgefihrt,
deren sense Primer in einem Exon lag, der antisense Primer in einem Intron (+1/4+96).
Die Nummern der Primer beziehen sich dabei jeweils auf die Positionen der Nukleotide
relativ zum A des ATG Startcodons. In allen Zelllinien konnte mit diesem Primerpaar kein

Amplifikat identifiziert werden.

Das Primerpaar +59/+148 liegt im Exon 2 des klassischen Transkripts und wurde sowohl
in den HRS Zelllinien (L428, L591, L540Cy, KM-H2) als auch in der myeloiden Zelllinie
(HL-60) amplifiziert. Auch das Primerpaar -100/-14 wurde in diesen Zelllinien gefunden,
da es eine -132 bp lange 5’-untranslatierte Region (UTR) in dem klassischen CSFI1R
Transkript gibt. Die Ubrigen drei Primerpaare (-169/-78; -595/-483; -805/-713) ergaben
dagegen nur in den vier HRS Zelllinien ein Amplifikat und nicht in der myeloiden HL-60
Zelllinie (Abb. 3.38).

Mittels eines 5'-RACE Experiments wurde mit einem weiteren Ansatz das 5’-Ende des
CSF1R Transkripts in Hodgkin Lymphom Zelllinien und myeloiden Zellen untersucht.
Dabei wird an das unbekannte 5’-Ende der mRNA ein Adapter ligiert, der eine
Primersequenz enthalt, welche als sense Primer in einer PCR Reaktion genutzt wird. Der
antisense Primer ist Gen-spezifisch und lag in diesem Fall in der 5’-UTR des CSF1R Gens.
Mit dem Amplifikat wurde dann eine zweite PCR mit weiter intern liegenden Primern
durchgefihrt, um die Menge an Amplifikat zu steigern. Im Vergleich zu der myeloiden
HL-60 Zelllinie, konnte in den beiden Hodgkin Lymphom Zelllinien KM-H2 und L540Cy ein
ca. 200 bp léangeres Produkt identifiziert werden (Abb. 3.39).
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Abbildung 3.39: Der 5’-Bereich des CSF1R Transkripts ist langer als in myeloiden Zellen. (A)
Schema der PCR Reaktionen fir die 5'-RACE PCR mit mRNA, an die am 5’-Ende ein Adapter ligiert
wurde. In der ersten PCR Reaktion wurde ein Primer in diesen Adapter gelegt, der reverse Primer
war CSF1R Gen-spezifisch. In der zweiten PCR Reaktion war die Lage des Primerpaares etwas
weiter intern. (B) Ergebnis der 5'-RACE PCR Analysen der mRNA von HRS Zelllinien L540Cy und
KMH-2 im Vergleich zur myeloiden Zelllinie HL-60. Die Transkripte der CSFIR mRNA 5’-UTR in den
HRS Linien (schwarzer Pfeil) sind etwa 200 bp langer als das in HL-60 Zellen (grauer Pfeil). Die 5'-
RACE PCR wurde im Labor von Prof. Constanze Bonifer in Leeds, UK durchgefihrt.

In zwei verschiedenen Ansatzen wurde hier gezeigt, dass das CSF1R Transkript der
Hodgkin Lymphom Zelllinien im Vergleich zu myeloiden Zellen in dem Bereich der 5-UTR

langer ist. Es folgte eine Analyse der Herkunft dieses langeren Transkripts.

3.2.5.3 Das CSF1R Transkript im Hodgkin Lymphom initiiert -6.5 kb

stromaufwérts des myeloiden Promotors

Die amplifizierten Produkte aus den 5-RACE PCR Experimenten wurden aufgereinigt und
jeweils sequenziert. Die Ergebnisse der Sequenzierung sind schematisch in Abbildung
3.40 gezeigt. Die Sequenzierung des HL-60 Produkts ergab die erwartete 132 bp lange
5’-UTR des klassischen CSF1R Gens, im Folgenden als kanonisches Transkript bezeichnet
(Abb. 3.40 unten). Ein (berraschendes Ergebnis ergab die Sequenzierung der PCR
Produkte aus den beiden Hodgkin Lymphom Zelllinien. Das CSF1IR Transkript startete
weder am klassischen Transkriptionsstart des myeloiden Gens, noch an dem aus
Trophoblastenzellen bekannten Startbereich -25 kb stromaufwarts des klassischen
Transkriptionsstartes. Stattdessen begann die 5-UTR des CSF1R Transkripts von HRS
Zelllinien -6.5 kb stromaufwarts des ATG Startcodons, beinhaltete zwei Introns und
bestand in der prozessierten Form aus 373 bp. Im Folgenden wird das CSF1R Transkript

aus den HRS Zelllinien als nicht-kanonisches Transkript bezeichnet (Abb. 3.40 oben).
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Da beide Transkripte im Bereich des ATG Startcodons identisch sind, scheint eine

normale Translation des CSF1R auch durch das nicht-kanonische Transkript mdglich.

nicht-kanonisches Transkript

-6152 -5090 -143 +148 +720 +1325
- - - - - -
88 bp 105 bp 180 bp
... -//-//-//-//
_ 132bp
975 bp 4.849 bp 1-//-%-%(.-//
+
Exon1 Exon2 Exon4 Exon7

kanonisches Transkript

Abbildung 3.40: Schema der CSF1R Transkripte abgeleitet aus der Sequenzierung der 5’-RACE
PCR Produkte und einem Vergleich mit der humanen genomischen Sequenz. Das nicht-kanonische
Transkript stammt aus der Sequenzierung der Produkte aus den HRS Zelllinien KM-H2 und L540Cy,
das kanonische Transkript aus der Sequenzierung der Produkte der myeloiden Zelllinie HL-60 (s.
Abb. 3.39). Zusatzlich sind die Primerpositionen fir die folgenden PCR Analysen eingezeichnet.
Kursive Ziffern beziehen sich auf die Position in der cDNA (NM_005211), wahrend sich gerade
Ziffern auf die genomische Sequenz von CSF1R beziehen, beides relativ zum A des ATG
Translationsstartes. Graue Balken stellen untranslatierte Regionen dar, wahrend schwarze Balken
translatierte Sequenzen reprasentieren. Gestrichelte Linien sind intronische Sequenzen.

In Abbildung 3.40 sind die Positionen von Primern eingezeichnet, die fiir die folgende
Validierung der Ergebnisse in Zelllinien und primaren Zellen genutzt wurden. Die Ziffern
in der Primerbezeichnung geben die Position relativ zum A des ATG Startcodons an.
Zunachst wurden die HRS Zelllinien (L428, L1236, KM-H2, L591, HDLM-2 und L540) mit
den Non-Hodgkin Zelllinien (Reh, Namalwa) und aufgereinigten CD33* myeloiden Zellen
(CD33_#1-#5) von PBMZs freiwilliger Spender verglichen. Die erste Primerkombination
(+720/+1325) liegt dabei in der translatierten Region zwischen Exon 4 und Exon 7 und
damit vollstdndig im kanonischen und nicht-kanonischen Transkript. Die HRS Zelllinien
und die CD33" Zellen waren positiv fir das kanonische Transkript, wéhrend die Non-
Hodgkin Lymphom B-Zelllinien kein PCR Produkt aufwiesen. Die Kombination -
5090/+148 deckt die mRNA Sequenz des nicht-kanonischen Transkripts aus den HRS
Zellen bis zur codierenden Region des CSFIR Gens im Exon 2 ab. Hier waren nur die HRS
Zelllinien positiv und weder in den myeloiden Zellen, noch in den Non-Hodgkin B-
Zelllinien tauchte dieses Transkript auf. Genauso verhielt es sich mit der dritten
Kombination (-6152/-143), die ausschlieBlich in der nicht-kanonischen 5’-UTR des
Hodgkin Lymphoms liegt (Abb. 3.41).
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Hodgkin Zelllinien

CSF1R +720/+1325 =

CSF1R -5090/+148 =

CSF1R -6152/-143 =

GAPDH =

Abbildung 3.41: Die Expression des kanonischen und des nicht-kanonischen CSF1R Transkripts
in HRS Zelllinien und primaren myeloiden Zellen. Mit den HRS (L428, L1236, KM-H2, L591, HDLM-2
und L540), Non-Hodgkin Zelllinien (Reh, Namalwa) und aus PBMZs aufgereinigte CD33" myeloide
Zellen wurde eine cDNA Synthese durchgefiihrt. AnschlieBend wurden RT-PCR Analysen mit
verschiedenen Primerkombinationen flir das CSF1R Transkript durchgefiihrt. Die Positionen der
Primer sind in Abb. 3.40 dargestellt. Die Analyse der mRNA Expression von GAPDH diente als
Kontrolle. (* - kanonisches Transkript; ** - nicht-kanonisches Transkript)

Diese Daten sollten nun auch auf Patientenproben validiert werden. Dazu wurde RNA aus
Gefrierschnitten betroffener Lymphknoten aus Hodgkin Lymphom Patienten prapariert
und mit RNA aus Gefrierschnitten von Tonsillen nicht malig erkrankten Patienten
verglichen (alle RNA Proben von primaren Tumorféllen, die in den folgenden Analysen
genutzt wurden, sind von der Pathologie des Charité Universitatsklinikums Benjamin
Franklin unter der Leitung von Prof. Harald Stein bereitgestellt worden). Die cDNA dieser
Proben wurde dann mit den Primern spezifisch flr die verschiedenen CSF1R Transkripte
(schematisch dargestellt in Abbildung 3.40) analysiert. Die Non-Hodgkin B-Zelllinie Reh
diente als Negativ-, die HRS Zelllinie KM-H2 als Positivkontrolle. Das kanonische
Transkript kam in allen Proben vor, wahrscheinlich verursacht durch in den jeweiligen
Geweben vorhandenen Makrophagen. Die nicht-kanonischen Transkripte konnten

dagegen nur in den Hodgkin Proben identifiziert werden (Abb. 3.42).
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Abbildung 3.42: Das nicht-kanonische CSF1R Transkript ist in befallenen Lymphknoten von
Hodgkin Patienten exprimiert. Analysiert wurden cDNAs synthetisiert aus RNA befallener
Lymphknoten von Hodgkin Patienten (HL_#1-#3) und Tonsillen von nicht malig erkrankten
Patienten (Tonsille_#1-#9 mittels RT-PCR Analysen mit verschiedenen Primerkombinationen fur
das CSF1R Transkript. Die Positionen der Primer sind in Abb. 3.40 dargestellt. Die Analyse von
mMRNA aus KM-H2 und Reh Zellen diente als Positiv- bzw. Negativkontrolle. Die Analyse der
Expression von GAPDH diente als Kontrolle. (* - kanonisches Transkript; ** - nicht-kanonisches
Transkript)

CSF1R -6152/+143 =

GAPDH - [ b T T

Da die Expression von CSF1R auch in Tumorzellen des mehrheitlich aus T-Zellen
abstammenden anaplastisch groBzelligen Lymphoms (ALCL) beschrieben ist [209], stellte
sich als nachstes die Frage, welche der Transkripte in diesem Lymphom exprimiert
werden. Fir die Untersuchung dieser Fragestellung wurde mRNA aus befallenen
Lymphknoten von ALCL Patienten des Universitatsklinikums Benjamin-Franklin
untersucht. Als Positivkontrolle diente die HRS Zelllinie KM-H2. Als Negativkontrolle
diente die pra-B-Zell Leukdmie Zelllinie Reh. Die drei benutzten Primerpaare (s. Abb.
3.40) ergaben ein Produkt in vier von finf ALCL Proben; hier ist also CSF1R als T-Zell

fremdes Gen ebenfalls von einer alternativen Startsequenz aus exprimiert. (Abb. 3.43).

CSF1R +720/+1325 =
CSF1R -5090/+148 =
CSF1R -6152/-143 =

GAPDH =

Abbildung 3.43: Das nicht-kanonische CSF1R Transkript wird in Lymphknoten von ALCL
Patienten exprimiert. Jeweils 1 ug RNA aus Gefrierschnitten befallener Lymphknoten von ALCL
Patienten (ALCL_#1-#5) wurde fir die cDNA Synthese eingesetzt. Die RT-PCR Analysen wurden
mit mehreren Primerkombinationen fir das CSF1R Transkript durchgefihrt. Die Positionen der
Primer sind in Abb. 3.40 dargestellt. Die Analyse von mRNA aus KM-H2 und Reh Zellen diente als
Positiv- bzw. Negativkontrolle. Die Analyse der Expression von GAPDH diente als Kontrolle.

(* - kanonisches Transkript; ** - nicht-kanonisches Transkript)
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In weiteren RT-PCR Experimenten wurde mRNA von B- und T-Zelllymphomen und
—-leukamien, bei denen keine aberrante CSF1R Expression bekannt ist, analysiert. Sowohl
die mRNA von Zelllinien (Abb. 3.44a) als auch Proben von Patienten (Abb. 3.44b,c)
waren negativ flir das nicht-kanonische Transkript. Die Patientenproben wiesen eine
Expression des kanonischen Transkripts auf, was vermutlich durch das Vorkommen von

Makrophagen in dem entnommenen Material begriindet ist.

A

CSF1R +720/+1325 =
CSF1R -5090/+148 =
CSF1R -6152/-143 = F

GAPDH =

CSF1R +720/+1325 = E2d
CSF1R -5090/+148 =
CSF1R -6152/-143 =

GAPDH =

c AN
<<\//(<\//<<\//<(\//<<\//

CSF1R +720/+1304 =
CSF1R -5090/+148 =

CSF1R -6152/-143 =

Abbildung 3.44: Das nicht-kanonische CSF1R Transkript wird nicht in verschiedenen B- und T-
Zell abstammenden Tumorentitaten exprimiert. Analysiert wurde cDNA von Non-Hodgkin B-
Zelllinien (Reh, Blin, Namalwa, Daudi, BL-60, SU-DHL-4), T-Zell Tumorzelllinien (Molt-4, Jurkat,
H9, KE37) (A), Gefrierschnitten aus Geweben von Patienten mit B-Zell chronisch lymphoider
Leukémie (B-CLL_#1-#5), Mantel Zell Lymphom (MCL_#1-#5) (B) und follikularem Lymphom
(FL_#1-#5) (C). Die RT-PCR Analyse erfolgte mit verschiedenen Primerkombinationen fir das
CSF1R Transkript. Die Positionen der Primer sind in Abb. 3.40 dargestellt. Analysen von mRNA der
Zelllinien KM-H2 und Reh dienten als Positiv- bzw. Negativkontrolle. Die Analyse der Expression
von GAPDH diente als Kontrolle. (* - kanonisches Transkript; ** - nicht-kanonisches Transkript)
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Die Expression des nicht-kanonischen CSF1R Transkripts konnte in den Tumorentitaten
gezeigt werden, bei denen die CSFIR Expression eine potentiell pathogene Bedeutung
hat. In den nachsten Abschnitten geht es um die Untersuchung der regulatorischen

Elemente, die die Expression des nicht-kanonischen CSF1R Transkripts verursachen.

3.2.5.4 Die Expression des nicht-kanonischen CSF1R Transkripts wird von

einer LTR Region reguliert

Nach der Identifikation des Ursprungs des nicht-kanonischen CSFIR Transkripts wurden
nun die regulatorischen Elemente naher untersucht. Die Region des nicht-kanonischen
Transkriptionsstartes liegt -6.5 kb stromaufwarts des normalen, myeloiden
Transkriptionsstartes. In Zusammenarbeit mit dem Labor von Prof. Constanze Bonifer
wurde mittels DNase Hypersensibilitdtsexperimenten untersucht, ob diese Region im
Hodgkin Lymphom zuganglich fir Transkriptionsfaktoren ist. Dabei zeigte sich, dass zwei
DNasel Restriktionsstellen nur in Hodgkin Lymphom Zelllinien zuganglich sind, da sie

eine héhere Bandenintensitat aufwiesen (Abb. 3.45).

DHS § ¥
-8370 -7004 -5988  -5577 -5030
{ ‘ TSS ‘ ; ;
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5 1 -6197
1 kb Sonde
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<« L540Cy KM-H2 HL-60 Namalwa
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=)

e e =] =1 _ "1 DNasel
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Abbildung 3.45: Die Region des nicht-kanonischen Transkriptionsstartes in HRS Zellen enthalt
zwei DNasel Hypersensibilitatsstellen (DHS). DHS Analysen der chromosomalen Regionen rund um
den Transkriptionsstart des nicht-kanonischen CSF1R Transkripts in HRS (L540Cy, KM-H2),
myeloiden (HL-60) und der Non-Hodgkin Lymphom B-Zelllinie Namalwa. Die Zelllinien wurden
jeweils mit steigenden Konzentrationen der DNase I behandelt. Das oben dargestellte Schema
skizziert die Position der Restriktionsstellen der verwendeten Restriktionsenzyme, der
Transkriptionsstartstelle (TSS) des nicht-kanonischen CSFIR Transkripts und die Position der
radioaktiv markierten Sonde. Die Ziffern sind dabei relativ zum ATG Translationsstart der CSFIR
Sequenz im genomischen Kontext. Die DHS Analysen wurden in der Arbeitsgruppe von Constanze
Bonifer in Leeds, UK angefertigt.
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In HL-60 Zellen und in Namalwa Zellen ist das Chromatin in dem Bereich des
Transkriptionsstarts des nicht-kanonischen Transkripts dagegen dicht gepackt und flr

DNase und damit auch fur Transkriptionsfaktoren nicht zuganglich.

Die untersuchte Sequenz -6.5 kb stromaufwarts des myeloiden Transkriptionsstarts
wurde mit dem humanen Genom verglichen. Die Analyse ergab, dass sich unmittelbar in
der Umgebung der Startstelle des nicht-kanonischen Transkripts ein ‘Long-Terminal
Repeat’ (LTR) Element der MalR Familie - namentlich THE1B - befindet (Abb. 3.46). LTR
Elemente sind Sequenzen von endogenen Retroviren oder Retrotransposons und weisen
auf frihere Integrationsstellen hin [221]. Obwohl LTR Elemente in mehreren tausend
Kopien im Genom vorkommen, ist Gber Ihre Funktion bisher wenig bekannt. Sie besitzen
funktionale Promotorelemente und werden in normalen Zellen durch verschiedene
Mechanismen still gelegt [222]. Sequenzanalysen des THE1B Elements im Bereich der
nicht-kanonischen Startstelle von CSF1IR im Hodgkin Lymphom zeigten, dass sich dort
mehrere potentielle Bindungsstellen von Transkriptionsfaktoren befinden, welche im
Hodgkin Lymphom konstitutiv aktiv sind (z.B. NF-xB, AP1, GATA) [121] (Abb. 3.46).

HL CSF1R -6.5 kB Promotor

chr5:149,452,780

|
TTTTCATAGTGCAGTAGTTCCCCCTTATTGGCAATTTCAGTTACTTGTGATCAATCCATGTC
L> -382
E-Box GATA

CAAAAATATGAAGGTACTTTGAGAGAGAGAGAGAGACTACATTCACGTGGCTTTTATCACAG

TGTAGTGTTATAATTGTCTTATTGTATTATTAGTTATTATTGTTGATCTCTTACTTTGCCTA

GATA GATA GATA SP1
ACTGATAAACTTTATCATAGGTATGTAGqTGATATGGTTTGGC TGTGTCCCCACCCAATTCT |

E-Box SP1 GATA  AP-1
| CACCTTGAATTGTAATAATTCCCACATGTCAAGGGTGGGGCCAGGTGGAGATAATTGAATCA |

L>-142

| TGGGGGCAGTTTTCCCCATACTGTTCTCGTGGTAGTGATTAAGTCTCACGAGATCTGATGGT |

Ly -85
TATA NF-<B HL-spezifische START Stelle (-6197)
| TTTATAAATGGGAGTTCCCCTGCATATACTCTTTIGCCTGCCATCATGTTGGATGTGATTCT |

+14
AP-1

| GCTCCTCCTTTGCCTTCCACTATGATTCTGAGGCCTCCTCAGCCATGCTGAACTGTGAGTCA |

| ATTAAACCTCCTTTCCTTTAGAAATCACCCAGTCTTGGGTATGTCTTTATTAGCAGTATGAG |

AACAGACTAATACAGTAGGTATAGGAAAAAAACATGGCATATACAGGGTTTAGTACTATCTG

|
chr5:149,452,161

[ LTR Region (THE1B)

Abbildung 3.46: Sequenz des Transkriptionsstarts des nicht-kanonischen CSF1R Transkripts mit
den verschiedenen potentiellen Transkriptionsfaktorbindungsstellen. Der graue Kasten reprasentiert
die THE1B LTR Sequenz. Die Pfeile markieren die Léange der drei Konstrukte, die flr
Reporterexperimente genutzt wurden. Die Zahlen sind dabei relativ zur Transkriptionsstartstelle
des nicht-kanonischen CSF1R Transkripts.
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Fir die Analyse der potentiellen Promotorfunktion wurden drei verschieden lange
Teilbereiche des LTR Elements in einen Firefly Luciferase basierten Reportervektor
kloniert. Die verschiedenen Reportergenkonstrukte enthielten eine unterschiedliche
Anzahl der in der gesamten Sequenz enthaltenen Transkriptionsfaktorbindungsstellen.

Die jeweiligen Abschnitte sind in Abbildung 3.46 mit Pfeilen markiert.

Die drei Reportergenkonstrukte wurden in verschiedene Hodgkin Lymphom Zelllinien
transfiziert. Das Expressionsplasmid 'pGL2 Promotor diente als Positivkontrolle und
enthielt den SV40 Promotor und zeigte in allen verwendeten HRS Zelllinien (L428, KM-
H2, L591, L540Cy) eine Aktivierung der Luciferase Expression. Die maximale Aktivierung
der Luciferase Expression konnte in allen vier HRS Zelllinien mit dem mittleren Konstrukt
(-142/+14; Zahlen relativ zum Transkriptionsstart des nicht-kanonischen CSFIR
Transkripts) beobachtet werden (Abb. 3.47).

L428 KM-H2

pGL2 Basic
pGL2 Kontrolle * | NS * | Ns
pGL2 -85/+14
pGL2 -142/+14 * *
pGL2 -382/+14 * *
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L591 L540Cy
pGL2 Basic
pGL2 Kontrolle * | NS % | Ns
pGL2 -85/+14
pGL2 -142/+14 * *
pGL2 -382/+14 * *
| 1 L) T T L) 1 - L 1 1 1 1 1 1
0 2 4 6 8 10 12 0 10 20 30 40 50 60 70
Luciferase Aktivitat Luciferase Aktivitat
(Relativ zu pGL2 BASIC) (Relativ zu pGL2 BASIC)

Abbildung 3.47: Die LTR Region des Transkriptionsstarts des nicht-kanonischen CSF1R
Transkripts hat eine Promotorfunktion. Fir die Analyse der Promotoraktivitdt des THE1B LTRs
wurden verschieden lange Teilbereiche der THE1B LTR Sequenz in den pGL2 Basic Firefly Luciferase
Vektor kloniert (s. Abb. 3.46). AnschlieBend wurden diese Vektoren zusammen mit einem
Plasmid, welches das Gen fir eine Renilla Luciferase enthélt, in HRS Zelllinien (L428, KM-H2, L591
und L540Cy) ko-transfiziert. Nach 48 h sind die Zellen lysiert und die Mengen der beiden Luciferase
indirekt Giber photometrische Messungen bestimmt worden. Die Triplikate der Firefly
Lumineszenzmessungen wurden auf die Renilla Luciferase normalisiert. Werte des leeren pGL2
Basic Vektors sind auf 1 gesetzt und alle anderen Werte als ein Vielfaches davon dargestellt
worden. Die Fehlerbalken symbolisieren die Standardabweichungen der Triplikate. (* - P < 0.001
im Vergleich zu leerem pGL2 Control Vektor; NS - nicht signifikant)
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Die klrzere Variante zeigte keine signifikante Steigerung der Luciferaseinduktion,
wahrend das langere Konstrukt eine moderate Steigerung zeigte. Die Ergebnisse waren
in allen Zelllinien vergleichbar, unterschieden sich nur in der Auspragung der
Luciferaseinduktion (Abb. 3.47).

Im nachsten Schritt sollte gezeigt werden, welchen Anteil die einzelnen
Transkriptionsfaktorbindungsstellen an der LTR regulierten Expression haben. Dazu
wurden in dem Konstrukt mit der maximal aktivierten Promotoraktivitat (-142/+14)
einige dieser Bindungsstellen durch Punktmutationen einzeln oder in Kombination still
gelegt (s. Schema Abb. 3.48 links). Die mutierten Konstrukte wurden in L428 und
KM-H2 Zellen transfiziert und auf die Expression von Luciferase hin untersucht. Es zeigte
sich eine deutliche Abnahme der Luciferaseexpression bei allen Einzelmutationen, die sich
in den L428 Zellen durch die Kombinationen von zwei Faktoren noch synergistisch
verstarkte (Abb. 3.48 rechts). Unterschiede bestanden zwischen KM-H2 und L428
Zellen in der Hohe der Aktivierung des Reportergens und in der Intensitat der Reduktion
dieser Aktivierung durch die einzelnen Mutationen. Wéhrend in L428 Zellen die Mutation
von APl alleine die groBte Reduktion der Reportergenaktivierung bei den
Einzelmutationen verursachte, ist in den KM-H2 Zellen NF-xB der Faktor mit dem gréBten
Einfluss. Die Kombinationen von Mutationen in der NF-xB, AP1 bzw. SP1 Bindungsstelle
fihrten zu keiner weiteren Verstdrkung der Reduktion der Reportergenaktivierung Uber
das Niveau der NF-xB Einzelmutation hinaus. In den KM-H2 und L428 Zellen konnte eine
synergistische Inhibition der dreifachen Mutation der SP1, AP1 und GATA Bindungsstellen
identifiziert werden (Abb. 3.48 rechts).
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A L428

mutierte Konstrukte

B
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Abbildung 3.48: Die Transkriptionsfaktorbindungsstellen innerhalb der LTR Sequenz des
-142/+14 Konstruktes haben Einfluss auf die Reportergenaktivierung. Fir diese Analysen wurden
einzelne Transkriptionsfaktorbindungsstellen in der THE1B LTR Region des -142/+14 (s. Abb.
3.46) pGL2 Firefly Luciferase Konstruktes mutiert. Diese Konstrukte wurden zusammen mit einem
Renilla Luciferase Expressionsplasmid in die HRS Zelllinien L428 (A) und KM-H2 (B) ko-transfiziert.
Nach 48 h wurden die Zellen lysiert und indirekt auf die Expression der beiden Luciferasen
photometrisch untersucht. Auf der linken Seite ist die jeweilige Art der Mutation skizziert. Die
Triplikate der Firefly Lumineszenzmessungen sind normalisiert auf die Renilla Luciferase. Die Werte
des pGL2 Basic Vektors sind jeweils 1 gesetzt und alle anderen Werte als ein Vielfaches davon
dargestellt worden. Die Fehlerbalken symbolisieren die Standardabweichung der Triplikate.

(* - P < 0.001 im Vergleich zu nicht mutiertem Konstrukt; NS - nicht signifikant)
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3.2.5.5 Epigenetische Modifikationen flihren zu einer Aktivierung des LTR
getriebenen CSF1R Transkripts in Non-Hodgkin Zelllinien

In normalen Zellen sind LTR Elemente unter anderem durch epigenetische Faktoren (DNA
Methylierung, Histon Deacetylierungen u.d.) reprimiert [223]. Daher wurde untersucht,
ob epigenetische Veranderungen zu einer Aktivierung des THE1B LTR Elements bzw. zur
CSF1R Expression in Non-Hodgkin Zelllinien fiuhrt. Non-Hodgkin Zelllinien (Reh,
Namalwa) sind mit 5-Aza-2’-Deoxycytidin (5-Aza-dC), einem Inhibitor der DNA
Methylierung, und Trichostatin A (TSA), einem Inhibitor von Histon Deacetylasen, allein
und in Kombination behandelt worden. In beiden Zelllinien konnte nach der Behandlung
eine Induktion des CSFI1R Transkripts (CSF1R +720/+1325) beobachtet werden (Abb.
3.49).
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Abbildung 3.49: Die Behandlung von Non-Hodgkin Zellen mit 5-Aza-dC und TSA fihrt zur
Aktivierung des nicht-kanonischen CSF1R Transkripts. Die Non-Hodgkin Zelllinien Reh und
Namalwa wurden mit 5-Aza-dC und/oder mit TSA behandelt. AnschlieBend wurden jeweils cDNA
Synthese durchgefiihrt. (A) In RT-PCR Analysen wurde mit verschiedenen Primerkombinationen die
Expression des CSF1R mRNA Transkripts untersucht. * - kanonisches CSF1R Transkript; ** - nicht-
kanonisches CSF1R Transkript. H,O und KM-H2 sind Negativ- bzw. Positivkontrollen. GAPDH wurde
als Ladekontrolle analysiert. (B) Quantitative Real-Time PCR Analysen der (oben) beschriebenen
cDNA von behandelten Reh und Namalwa Zellen sind mit dem Primerpaar (-6152/-143) angefertigt
worden. Die jeweilige Transkriptmenge wurde dabei auf die GAPDH Expression normalisiert.
Fehlerbalken reprasentieren ein 95 %-Konfidenzintervall.
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Die beiden Primerpaare, die spezifisch das nicht-kanonische CSFi1R Transkript
amplifizieren (-5090/+148; -6152/-143), ergaben eine Induktion der CSFIR mRNA,
sowohl in der RT-PCR als auch in der quantitativen Real-Time PCR flr das Primerpaar
CSF1R -6152/-143. Dabei konnten die CSF1R Transkripte in den Ansatzen mit 5-Aza-dC
bzw. TSA allein und synergistisch in dem Kombinationsansatz (5-Aza-dC/TSA)
identifiziert werden (Abb. 3.49).

Die Behandlung mit 5-Aza-dC und/oder TSA wurde zur Kontrolle auch mit einigen
Hodgkin Lymphom Zelllinien (L428, L1236, KM-H2, L591 und L540) durchgefiihrt. Dabei
gab es nur eine geringe Induktion des CSFI1R Transkripts in den Zelllinien, die nur eine
geringe CSF1R Expression aufweisen (L428, L1236, L591). Die Zellen mit einer hohen
konstitutiven CSFIR Expression (KM-H2, L540) =zeigten keine Veranderung der

Expressionsmenge im Vergleich zu unstimulierten Zellen. (Abb. 3.50).
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Abbildung 3.50: Die Behandlung von HRS Zellen mit 5-Aza-dC und TSA fiihrt zu geringen
Verdanderungen der Menge der CSF1R Transkripte. Die HRS Zelllinien L428, L1236, KM-H2, L591
und L540 wurden mit 5-Aza-dC und/oder mit TSA behandelt. AnschlieBend sind jeweils cDNA
Synthesen durchgefiihrt worden. (A) In RT-PCR Analysen wurde mit verschiedenen
Primerkombinationen die Expression des CSF1IR mRNA Transkripts untersucht. * - kanonisches
CSF1R Transkript; ** - nicht-kanonisches CSF1R Transkript. GAPDH wurde als Ladekontrolle
analysiert. (B) Quantitative Real-Time PCR Analysen der (oben) beschriebenen cDNA von
behandelten L428, KM-H2 und L540 Zellen sind mit dem Primerpaar (-6152/-143) angefertigt
worden. Die jeweilige Transkriptmenge wurde dabei auf die GAPDH Expression normalisiert.
Fehlerbalken reprasentieren ein 95 %-Konfidenzintervall.

110



Ergebnisse

Durch die Ergebnisse der 5-Aza-dC/TSA Experimente wurde ein Defekt der
epigenetischen Repression des THE1B Elements in HRS Zellen vermutet. Daher wurden
Daten aus der Literatur und Genchip Experimente analysiert, um evtl. differentiell
exprimierte Faktoren zu finden, die an der epigenetischen Modulation beteiligt sind.
Analysierte Proteine sind zum Beispiel Mitglieder der HDAC Familie, N-CoR, LSH, DNMT
Familienmitglieder, MTG Proteine und Sin3 Familienmitglieder. Von diesen Faktoren war
nur das MTG Familienmitglied CBFA2T3 differentiell exprimiert (Abb. 3.52). Die
Expression von CBFA2T3 und die Konsequenzen daraus werden im folgenden Abschnitt

dargestellt.

3.2.6 Der Verlust der CBFA2T3 Expression ist verantwortlich fur die De-

Repression des THE1B LTR Elements und die Expression von CSF1R

im Hodgkin Lymphom

Um die genaue Position der beiden Isoformen von CBFA2T3 (CBFA2T3a und CBFA2T3b)
im Western Blot zu identifizieren, wurden die beiden Varianten kloniert und anschlieBend
in HEK293 Zellen transfiziert. In einem weiteren Western Blot sind beide ektop
exprimierten Varianten mit endogen exprimiertemm CBFA2T3 der Zelllinien SU-DHL-4 und
Reh verglichen worden (Abb. 3.51). In den folgenden Experimenten wurden diese
Ergebnisse genutzt um die endogene Expression der beiden CBFA2T3 Isoformen in

weiteren Zelllinien zu beurteilen.
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Abbildung 3.51: Positionierung der beiden CBFA2T3 Isoformen im Western Blot. HEK293 Zellen
wurden jeweils mit einer der beiden Isoformen von CBFA2T3 transfiziert und 30 ug Gesamtprotein
48 h nach der Transfektion im Western Blot auf die Expression von CBFA2T3 Protein mit einem
spezifischen Antikdérper analysiert. Die CBFA2T3 exprimierenden Zelllinien SU-DHL-4 und Reh
wurden als Vergleich aufgetragen. Eine Transfektion der HEK293 Zellen mit leerem Vektor (Mock)
diente als Negativkontrolle.

Die Expression des CBFA2T3 Gens wurde auf mRNA Niveau in verschiedenen Hodgkin

Lymphom und Non-Hodgkin Zellen untersucht. Es ergab sich eine deutliche Reduktion
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(KM-H2, L591) oder sogar ein Verlust des Transkripts in den HRS Zellen (L428, L1236,
HDLM-2, L540, L540Cy). In den Non-Hodgkin B-Zelllinien (Reh, Namalwa, BL-60, BJAB,
SU-DHL-4), der multiplen Myelom Zelllinie MM1.S und primaren CD19" B-Zellen konnte
eine deutliche Expression von CBFA2T3 mRNA detektiert werden. Das Ergebnis konnte
auf Proteinebene in einem Western Blot Experiment mit einem Antikdrper spezifisch fur
beide CBFA2T3 Isoformen bestdtigt werden (Abb. 3.52).
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Abbildung 3.52: CBFA2T3 Expression ist differentiell reduziert in HRS Zelllinien. (A) RT-PCR
Analysen von cDNA der HRS (L428, L1236, KM-H2, L591, HDLM-2, L540 und L540Cy), pra-B-Zell
Leukamie (Reh), Non-Hodgkin Lymphom B-Zelllinien (Namalwa, BJAB, BL-60, SU-DHL-4), Multiplen
Myelom (MM1.S) Zelllinien sowie CD19* primé&ren B-Zellen mit Primern spezifisch fiir CBFA2T3
mRNA. GAPDH Expression diente als Kontrolle. (B) Aus den (oben) beschriebenen Zelllinien wurden
30 ug Gesamtprotein mittels SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt und auf eine Membran
transferiert. Mit einem spezifischen Antikérper gegen CBFA2T3 wurde die Expression von CBFA2T3
in den Zelllinien untersucht. Die Expression von p—-Aktin wurde als Ladekontrolle analysiert.

Die Ursache flir die verminderte CBFA2T3 Expression in den HRS Zellen wurde in
Zusammenarbeit mit dem Labor von Prof. Reiner Siebert in Kiel untersucht. Dort wurden
die DNA-Methylierungszustande der Promotoren beider CBFA2T3 Isoformen analysiert. Es
wurden insgesamt 29 CpG Inseln in den regulatorischen Elementen gefunden und auf
ihre Methylierung hin untersucht. Dabei konnte festgestellt werden, dass in den Linien
HDLM-2, L428, L1236 und L540 mindestens 22 CpGs mit mehr als 50 % methyliert sind.
In den Zelllinien KM-H2 und L591, die eine schwache CBFA2T3 Expression aufwiesen, ist
der Promotorbereich der kurzen Variante methyliert, wahrend die lange Variante weniger
stark methyliert ist (Abb. 3.53).
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Abbildung 3.53: Die Promotorbereiche der CBFA2T3 Isoformen weisen eine starke DNA-
Methylierung in den HRS Zelllinien auf. (unten) Bisulfit Pyrosequenzierung der CpG Inseln in dem
Promotorbereich der kurzen und der langen CBFA2T3 Isoform in verschiedenen lymphatischen und

leukdmischen Zelllinien. Die insgesamt 29 CpG Inseln wurden in finf Regionen analysiert, von
denen die Regionen eins bis drei flr die Expression der kurzen Variante verantwortlich sind und
vier und funf die lange Variante regulieren (s. Schema oben). Die Methylierungskontrolle DNA
stellt die durchschnittlich mdégliche Methylierung an dieser DNA Sequenz dar. Die
Methylierungskontrolle PBMZ ist der durchschnittliche Methylierungszustand in gesammelten PBMZ
von freiwilligen Spendern an dieser Sequenz. Die Bisulfit Pyrosequenzierung wurde in der
Arbeitsgruppe von Prof. Reiner Siebert in Kiel durchgefthrt.

Als Kontrolle wurden Non-Hodgkin Zelllinien untersucht, die fast alle unmethylierte
Promotorbereiche aufwiesen. Ausnahmen waren hier die Linien RC-K8, Karpas 110, Raji,
K562 und SU-DHL-5, bei denen in der kurzen Variante eine mittlere bis starke
Methylierung detektiert werden konnte (Abb. 3.53). Diese Analysen zeigten, dass die
Expression von CBFA2T3 im Hodgkin Lymphom wahrscheinlich durch eine

Hypermethylierung reprimiert ist. In den anderen Tumorentitdten ist die Expression

zumindest der langen Variante noch mdéglich.

In Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Prof. Harald Stein wurde die Expression
von CBFA2T3 in mehreren Proben von Lymphompatienten untersucht. Diese Analysen
bestatigten die Daten aus den Zelllinien und zeigten keine Expression von CBFA2T3 in
den HRS Zellen der Hodgkin Félle. Eine robuste Expression konnte in diffus groBzelligem
B-Zell Lymphom (DLBCL), B-Zell chronische lymphoblastische Leukdamie (B-CLL) und
Mantel Zell Lymphom (MCL) Patienten sowie in Tonsillen Proben detektiert werden (Abb.

3.54).
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HL x? ~,

Abbildung 3.54: CBFA2T3 ist in den Tumorzellen von primaren Hodgkin Lymphom Fallen nicht
exprimiert. Immunhistochemische Analysen der CBFA2T3 Expression in Tonsillen, DLBCL, MCL, B-
CLL und zwei Hodgkin Lymphom (HL) Proben. Gefrierschnitte der verschiedenen Proben wurden
dabei mit einem spezifischen Antikdérper gegen CBFA2T3 gefarbt und mittels der 'Alkalin
Phosphatase anti—-alkaline Phosphatase' Methode und FastRed als Chromogen sichtbar gemacht.
Die Pfeile markieren HRS Tumorzellen. Die Farbungen wurden in der Arbeitsgruppe von Prof.
Harald Stein, Berlin durchgefihrt.

Der funktionelle Zusammenhang zwischen der fehlenden Expression von CBFA2T3 und
der aberranten Expression von CSF1R, getrieben durch das THE1B LTR Element, wurde in
einem shRNA Experiment untersucht. Dabei ist die Non-Hodgkin pra-B-Zell Leukamie
Zelllinie Reh mit einer shRNA transfiziert worden, die die Expression von CBFA2T3
inhibieren soll. Zusatzlich wurden die Zellen mit einem GFP Expressionsplasmid
transfiziert und die lebenden, GFP positiven Zellen wurden nach 72 h
durchflusscytometrisch aufgereinigt. Zur Kontrolle der shRNA vermittelten Verminderung
der CBFA2T3 Expression wurde aus diesen Zellen Protein prapariert und auf das
Expressionsniveau von CBFA2T3 analysiert, welches eine robuste aber nicht vollstédndige
Abnahme der Expression zeigte. Daten aus RT-PCR und Real-Time PCR Analysen von
diesen Zellen zeigten eine schwache Induktion des THE1B LTR getriebenen CSFIR
Transkripts (Abb. 3.55a und d).
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Abbildung 3.55: Die Herunterregulierung von CBFA2T3 und die Aktivierung von NF-xB in der
Non-Hodgkin B-Zell Leukéamie Zelllinie Reh fuhrt zur Expression des nicht-kanonischen CSF1R
Transkripts. Reh Zellen wurden mit einer shRNA gegen beide Isoformen von CBFA2T3 und mit

einem konstitutiv aktiven IKKp (EE) Konstrukt (enthalt zusatzlich ein Flag-Tag) allein und in

Kombination transfiziert. Zusatzlich wurde in alle Ansatze GFP ko-transfiziert. Nach 48 h sind die

lebenden, GFP positiven Zellen durchflusscytometrisch aufgereinigt worden. Die Zellen der Mock

Kontrolle wurden mit einer unspezifischen shKontrolle bzw. leerem Vektor transfiziert. (A) Western
Blot Analysen mit 25 ug Gesamtprotein der aufgereinigten Zellen mit einem spezifischen Antikdrper
gegen CBFA2T3 und dem Flag-Tag zum Nachweis der CBFA2T3 bzw. IKKB(EE) Expression. Die
Expression von p-Aktin wurde als Ladekontrolle analysiert. (B) Mittels RT-PCR Analysen wurde die
cDNA der aufgereinigten Zellen mit verschiedenen Primerkombinationen auf die Expression der
CSF1R mRNA hin untersucht (Primerpositionen s. Abb. 3.40). GAPDH Expression diente als
Ladekontrolle. (C) Die NF-xB Aktivitat wurde mittels EMSA analysiert. Dazu wurden 10 ug
Gesamtprotein der jeweiligen Ansatze mit einer radioaktiv markierten Sequenz der NF-xB
Bindungsstelle inkubiert, anschlieBend elektrophoretisch aufgetrennt und autoradiographisch
sichtbar gemacht (n.s. - nicht spezifisch). Die SU-DHL-4, KM-H2 und Reh Zelllinien wurden jeweils
als Kontrollen mitgeftihrt. (D) Die cDNA der Reh Zellen, transfiziert mit shCBFA2T3 allein, wurde in
quantitativen Real-Time Analysen mit einem Primerpaar spezifisch flir die Expression des nicht-
kanonischen CSF1R Transkripts (Primerpaar CSF1R-6152/-143) analysiert. Als Vergleich diente
cDNA der Reh Zellen transfiziert mit der Kontroll-siRNA. Die CSFIR Transkripte wurden mit der
Messung der GAPDH Expression normalisiert. Die Standardabweichung reprasentiert ein 95 %-
Konfidenzintervall.

Fir eine vollstandige Aktivierung des THELB LTR Lokus sind verschiedene
Transkriptionsfaktoren ndétig, wie die Reportergenstudien in Kapitel 3.2.5.4 gezeigt

haben. Einer der konstitutiv aktiven Transkriptionsfaktoren in HRS Zellen ist NF-xB [121].
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Durch Klonierung und Mutation der IkB Kinase g (IKKB) wurde eine konstitutiv aktive
IKKB(EE) erzeugt, die zu einer Induktion der NF-xkB Aktivitét in den transfizierten Zellen
fuhrt [199]. IKKB(EE) wurde allein und zusatzlich zur shRNA gegen CBFA2T3 in die Reh
Zellen transfiziert. Die Expression von IKKB(EE) ist Gber einen FLAG Tag in einem
Western Blot kontrolliert und die Aktivitdt von NF-xB in einem EMSA analysiert worden.
In dem Doppelansatz konnte dadurch in den Reh Zellen eine Situation erzeugt werden,
wie sie zumindest flir NF-xB und CBFA2T3 auch in Hodgkin Zellen vorliegt (vgl. KMH2
Zellen mit Reh shCBFA2T3+ IKKpB (EE) in Abb. 3.55a - ¢). RT-PCR Analysen zeigten in
den Reh Zellen durch die Transfektion von shCBFA2T3 und IKKB(EE) eine synergistische
Aktivierung des THE1B LTR getriebenen CSF1R Transkripts (Abb. 3.55a). Quantitative
Real-Time PCR Experimente bestatigten die Aktivierung des nicht-kanonischen
Transkripts durch die Verminderung der CBFA2T3 shRNA allein (Abb. 3.55d).

AbschlieBend kann festgestellt werden, dass fir die Expression von CSF1R im Hodgkin
Lymphom eine aberrante Aktivierung des THE1B LTR Elements verantwortlich ist. Die
Abwesenheit von CBFA2T3 als Ko-Repressor ist an der Aktivierung dieser THE1B LTR
Region beteiligt.
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4 Diskussion

Die aberrante Expression von Cytokinen und deren Rezeptoren wird in verschiedenen
Tumorentitdten als eine der Ursachen fiir die Transformation, das Uberleben und die
Metastasierung von entarteten Zellen beschrieben [224,225,226,227,228]. Ein
besonderes Beispiel der Expression von linien-fremden Cytokinen ist das klassische
Hodgkin Lymphom. Die urspringlich von B-Zellen abstammenden Tumorzellen
exprimieren eine Vielzahl von B-Zell-fremden Cytokinen und Rezeptoren, wahrend B-Zell-

spezifische Gene nicht mehr exprimiert werden [121,192].

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die pathologischen Konsequenzen sowie die Ursachen
der Expression linien-fremder Cytokin-/Rezeptorsysteme in HRS Zellen des Hodgkin
Lymphoms untersucht. Dabei wurden das T-Zell-spezifische Cytokin IL-21 und das
myeloide Cytokin-/Rezeptorsystem CSF-1/CSF1R né&her charakterisiert. Aufgrund der
Seltenheit der HRS Zellen im Tumorgewebe ist es technisch schwierig, eine ausreichend
groBe Population von Tumorzellen fir Experimente zur funktionellen Charakterisierung
von Cytokin-/Rezeptorsystemen zu isolieren. Auch Experimente mit Mausen konnten
nicht durchgeflihrt werden, da ein geeignetes Modell fir das Hodgkin Lymphom nicht zur
Verfligung steht. Zur funktionellen Charakterisierung der Expression linien-fremder Gene
im Hodgkin Lymphom sind daher in dieser Arbeit Gberwiegend Zelllinien genutzt worden.
Wenn mdglich, wurden die Ergebnisse aus Expressionsstudien in Tumorproben von
Hodgkin Lymphom Patienten validiert. Die Diskussion der einzelnen Ergebnisse erfolgt

aus Ubersichtsgriinden getrennt fiir beide Cytokine.

4.1 Pathologische Konsequenzen linien-fremder Sighalwege

im Hodgkin Lymphom

4.1.1 IL-21/IL-21R

In dieser Arbeit konnte die linien-fremde differentielle Expression von IL-21 in dem von
B-Zellen abstammenden Hodgkin Lymphom demonstriert werden. Die Expression von IL-
21 in den HRS Zellen wurde parallel auch in anderen Arbeiten bestatigt [172]. Es konnte
gezeigt werden, dass die Expression von IL-21 in den betroffenen Lymphknoten von
Hodgkin Patienten auf die Tumorzellen des Hodgkin Lymphoms beschrankt ist. Die
gleichzeitige Expression des IL-21R in den HRS Zellen war nicht ausschlieBlich auf die
HRS Zellen beschrankt, deutet jedoch auf eine potentiell autokrine Aktivierung von IL-

21R Signalwegen im Hodgkin Lymphom hin. Durch Stimulation mit rekombinantem IL-21
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in Zelllinien, die nur eine geringe oder keine Cytokinexpression aufwiesen, konnte eine
Funktionalitét des Signalweges durch die Phosphorylierung von STAT3 sowie die
Induktion von verschiedenen Zielgenen durch rhIL-21 nachgewiesen werden. Die
autokrine Stimulation von IL-21 ist wahrscheinlich eine der Ursachen fir die konstitutive
Phosphorylierung von STAT3 in Zellen, die IL-21 und IL-21R exprimieren, wie durch
Experimente mit einem IL-21R:Fc Konstrukt gezeigt werden konnte. Die spezifische
Blockade von IL-21 durch IL-21R:Fc in HRS Zellen, die Cytokin und Rezeptor
exprimieren, flihrte zu einer Reduzierung der konstitutiven STAT3 Aktivitat und einer
verminderten Expression der STAT3 Zielgene MCL-1 und IL-6. Die Ergebnisse verstarken
damit die These der autokrinen Stimulation von IL-21 in HRS Zellen. Die IL-21
vermittelte Aktivierung von STAT3 Zielgenen mit einer anti-apoptotischen Funktion, wie
MCL-1 [229], deutete auf eine Funktion von IL-21 bei Wachstum und Uberleben der HRS
Zellen hin. Fir eine HRS Zelllinie (HDLM-2) konnte ein Schutz der HRS Zellen vor CD95
induzierter Apoptose durch die Uberleben sichernde Funktion fiir IL-21 nachgewiesen
werden. Ein ahnlicher Beitrag zum Schutz vor der induzierten Apoptose der HRS Zellen in

vivo kann hier nur vermutet werden.

Eine weitere Ebene der Betrachtung von linien-fremden Proteinen im lymphatischen
System, neben der Wirkung auf die Tumorzellen selber, ist der Effekt auf die umgebenen
Zellen. In dieser Arbeit konnte neben der Sekretion von IL-21 auch die Sekretion der
IL-21 Zielgene IL-6 und MIP-30 gezeigt werden. Fur IL-6 und MIP-3a sind pleiotrope
Effekte auf ihre Zielzellen bekannt, die im Folgenden kurz erldutert und auf ihre mégliche

Funktion fir die HRS Zellen betrachtet werden.

IL-6 hat durch die Aktivierung von Signalwegen wie STAT3 proliferative Effekte auf
hamatopoetische Vorlauferzellen, Megakaryozyten, T-Zellen, aber auch auf Zellen
auBerhalb des hamatopoetischen Systems. IL-6 ist zusatzlich an der Differenzierung von
Makrophagen und cytotoxischen B-Zellen beteiligt [230,231]. Fir IL-6 ist eine IL-6
Rezeptorexpression auf den HRS Zellen gezeigt [232]. Eine autokrine Schleife durch IL-6
in den HRS Zellen konnte bisher in vitro nicht nachgewiesen werden, was eine
Aktivierung in vivo zum Beispiel von STAT3 im Zusammenhang mit anderen Ko-Faktoren
(wie z.B. IL-21) jedoch nicht ausschlieBt [174]. Uber eine Funktion von IL-6 bei der
Komposition des zelluldren Umfeldes der HRS Zellen im Hodgkin Lymphom kann hier nur
spekuliert werden. Der hohe Anteil gutartiger Zellen im Umfeld von HRS Zellen kdnnte
eventuell auch durch die proliferationsstimulierende Funktion von IL-6 verursacht werden
[231].

Das Chemokin MIP-3a induziert Chemotaxis von verschiedenen T-Zell-Populationen und

hat in einigen Tumorentitéten eine autokrine proliferative Wirkung auf Tumorzellen, die
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den korrespondierenden Rezeptor CCR6 exprimieren [233,234]. CCR6 wird in den HRS
Zellen nicht exprimiert, daher steht hier die extrazelluldare Wirkung auf das Umfeld des
Hodgkin Lymphoms im Vordergrund. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass MIP-
3a von HRS Zelllinien sezerniert wird und eine Chemotaxis-induzierende Wirkung auf
CCR6* T-Zellen hat. Eine Charakterisierung der migrierten Zellen ergab einen T-
regulatorischen (Treg) Phdanotyp. Treg-Zellen im Umfeld der HRS Zellen kénnten die
Tumorzellen vor einer inflammatorischen Reaktion des Immunsystems schitzen. In
anderen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass Tgreg-Zellen haufig in der Nahe von HRS
Zellen zu identifizieren sind [206]. Proteine wie IL-7 und Galectin-1, die von den HRS
Zellen exprimiert werden, verursachen eine Expansion von Tgeg-Zellen [190,235,236].
Gemeinsam mit den Ergebnissen der Chemotaxis-induzierenden Wirkung auf Treg-Zellen
von HRS Zellen durch MIP-3a in der vorliegenden Arbeit kann also angenommen werden,
dass die Zusammensetzung des anti-inflammatorischen Umfeldes der HRS Zellen lber
die Attraktion und Stimulation des Wachstums von Tgeg-Zellen durch verschiedene
Cytokine erfolgt. Ein weiterer Hinweis auf die Verschiebung des Gleichgewichts von
inflammatorischen zu immunsuppressiven Stromazellen des Hodgkin Lymphoms ist in der
Betrachtung der cytotoxischen T-Zellen zu finden. Cytotoxische T-Zellen werden
vermutlich durch die CD95L exprimierende HRS Zellen der Apoptose zugefihrt. CD95,
der korrespondierende Rezeptor zu CD95L, wird zwar auch von HRS Zellen exprimiert,
sie sind jedoch vor der Apoptose durch eine erhdhte c-FLIP Expression [162,163] bzw.
durch IL-21 und IL-21R Expression geschitzt, wie in dieser Arbeit zumindest in einer

Zelllinie gezeigt werden konnte.

Uber die Funktion von IL-21 selber, bei der Migration von Zellen in das benigne Umfeld
der HRS Zellen, kann hier nur aufgrund der Literaturlage spekuliert werden. Fir IL-21 ist
eine weitere indirekte Induktion der Migration von CD4% T-Zellen durch die
Aufrechterhaltung der Expression des Chemokine Rezeptors CCR7 bekannt. CCR7 ist
verantwortlich fur die, durch das Chemokine CCL21 induzierte, Migration von T-Zellen in

die sekundaren lymphoiden Organe [237].

In Mausmodellen konnte gezeigt werden, dass die Blockade von IL-21 durch spezifische
Antikoérper bei einer Spender-gegen-Empfanger-Reaktion (‘Graft versus Host disease’
(GVDH)) zu einer Verringerung der Sterblichkeitsrate [238] flhrt. Die Blockade durch
inhibitorische Antikérper oder IL-21R:Fc Konstrukte in humanen ex vivo Modellen fihrt
beim Morbus Crohn oder der Zdliakie zu einer Verringerung der Symptome [239,240].
Fir das Hodgkin Lymphom kdnnen die Ergebnisse in dieser Doktorarbeit zur Wirkung von
IL-21 auf die HRS Zellen selber, als auch dessen Wirkung auf das zelluldre Umfeld, zu

spezifischeren Therapieansatzen flihren. Die Inhibition des IL-21 Signalweges, die zur
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Herunterregulation von IL-6, MCL-1 und MIP-3«a fuhrt, stellt einen Ansatzpunkt flr eine
therapeutische Anwendung dar. Wenn die MIP-3a Sekretion durch eine Inhibition des IL-
21 Signalweges reduziert werden kann, kdénnte das Verhaltnis von Treg zu Thl Zellen im
Umfeld der Tumorzellen zugunsten der cytotoxischen Thl Zellen verandert werden. Dies

wirde vermutlich eine anti-tumorale Reaktion des Immunsystems beglnstigen.

4.1.2 CSF-1/CSF1R

Auch fir CSF-1 und den korrespondierenden CSF1R konnte eine Expression der B-Zell-
fremden Proteine in den HRS Zelllinien gezeigt werden. Die Expression von CSFIR mRNA
in betroffenen Lymphknoten von Hodgkin Lymphom Patienten wurde ebenfalls in dieser
Arbeit demonstriert, wahrend die CSF-1 Expression in priméren HRS Zellen des Hodgkin

Lymphoms bereits bekannt war [208].

Die Funktionalitdat von CSF1R in HRS Zellen wurde durch die Phosphorylierung des CSF1R
mittels rhCSF-1 Stimulation von HRS Zelllinien, die wenig endogenes CSF-1 exprimieren,
demonstriert. Durch die endogene Expression von CSF-1 in den HRS Zelllinien und im
primdren Patientenmaterial hat die Aktivierung von CSF1R HRS Zellen potentiell eine
autokrine Ursache. In dieser Doktorarbeit konnte in den HRS Zelllinien, die CSF-1 und
CSF1R exprimieren, ein Hinweis auf eine autokrine Schleife in der konstitutiven
Phosphorylierung des CSF1R gefunden werden. Die Steuerung von Proliferation und
Uberleben als Funktion der CSF-1/CSF1R Expression in HRS Zellen konnte ebenfalls in
dieser Arbeit gezeigt werden. Durch die Stimulation der Proliferation mit rhCSF-1 bzw.
die Induktion von Wachstumsarrest und Apoptose durch die Inhibition des CSF-1/CSF1R
Signalweges konnte nachgewiesen werden, dass zumindest eine wichtige Aufgabe des
fehlenden B-Zell Rezeptors von B-linien-fremden Proteinen in vitro in HRS Zellen
Ubernommen werden kdénnte. In der Literatur wird diskutiert, dass die BZR Funktion in
den EBV positiven HRS Zellen durch das EBV Protein LMP2A (ibernommen werden kann
[133,134]. In EBV negativen Fallen kdnnten Rezeptortyrosinkinasen den BZR ersetzen
[121]. Da in den HRS Zellen bisher keine Mutationen in den Genen der
Rezeptortyrosinkinasen gefunden werden konnten, wird eine autokrine und/oder
parakrine Stimulation vermutet [121]. Die Daten zur Proliferationsinduktion durch CSF-1,
zusammen mit der Induktion von Apoptose durch Inhibition des CSF-1/CSF1R
Signalweges in HRS Zelllinien in dieser Doktorarbeit, kdnnten ein Beispiel fir die
autokrine Aktivierung der Rezeptortyrosinkinase CSF1R im Hodgkin Lymphom darstellen.

Eine Bestatigung dieser These muss aber zum Beispiel durch den Nachweis von
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phosphoryliertem CSF1R in HRS Zellen betroffener Lymphknoten von Hodgkin Lymphom

Patienten noch erfolgen.

Die Analyse der genauen Signhalkaskade des CSF-1/CSF1R im Hodgkin Lymphom ist
Aufgabe zuklnftiger Studien. Die Aufklarung der Signalkaskade kann Hinweise auf die
durch CSF1R regulierten Gene geben und eventuelle weitere therapeutische Ziele
aufzeigen. Fehlende Mitglieder in der Signalkaskade in Non-Hodgkin Zelllinien kénnen
auch eine Erklédrung fir die fehlenden Konsequenzen bei den, in dieser Arbeit

generierten, Non-Hodgkin Zelllinien mit einer stabilen Expression von CSF1R sein.

Die Sekretion von CSF-1 durch HRS Zellen lasst auf eine Funktion auf das Umfeld der
Tumorzellen schlieBen. Uber die Funktion von CSF-1 bei der Migration von Zellen in das
benigne Umfeld der HRS Zellen kann hier nur aufgrund von Literaturdaten spekuliert
werden. Fir CSF-1 ist in diversen Studien gezeigt, dass es eine direkte Induktion der
Migration auf myeloide Zellen bewirkt [49,241,242]. Neuere Studien zeigen eine deutlich
schlechtere Prognose in Hodgkin Lymphom Fallen mit einem hohen Anteil an
Makrophagen im Tumorgewebe [243]. Ob dieser erhdhte Anteil an Makrophagen auf die
Sekretion von CSF-1 durch HRS Zellen zurickzufihren ist, muss jedoch noch

experimentell gezeigt werden.

Die Ergebnisse der Experimente dieser Doktorarbeit beziglich CSF-1 und CSF1R kénnten
auch in zuklnftigen Therapieansatzen des Hodgkin Lymphoms Anwendung finden. Die
Induktion von Apoptose in HRS Zellen durch Inhibition des CSF-1/CSF1R Signhalweges
kdnnte auch bei Hodgkin Lymphom Patienten zu einer Reduktion des Tumors flihren. Eine
Anwendung von CSF1R inhibierenden Molekilen ist in der Brustkrebstherapie und im
Zusammenhang mit tumorassoziierten Makrophagen bei soliden Tumoren in

Mausmodellen bereits erfolgreich getestet worden [244,245,246].

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass IL-21/IL-21R und CSF-
1/CSF1R als linien-fremd exprimierte Gene einen Vorteil fir HRS Zellen beziglich
Uberleben und Wachstum darstellen. Die Beteiligung von IL-21 und CSF-1 an der
Komposition des Umfeldes der HRS Zellen im Hodgkin Lymphom ist aufgrund einiger
Experimente dieser Doktorarbeit bezliglich des IL-21 Zielgens MIP-3a, der Literaturlage
und der Tatsache, dass beide Cytokine von den HRS Zellen sezerniert werden, sehr

wahrscheinlich.

Neben der Erforschung der Konsequenzen einer B-Zell-fremden Expression von
Cytokinen und Rezeptoren in HRS Zellen ist es ebenfalls wichtig, die Ursache fir die
Expression der linien-fremden Gene zu ergrinden, um spezifischere Therapien zu
entwickeln. Daher beschaftigt sich das folgende Kapitel der Diskussion mit der Regulation
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der Expression linien-fremder Proteine im lymphatischen System. In der Doktorarbeit lag
der Fokus auf der Regulation der Gene CSF-1 und CSFIR und wird in folgendem
Abschnitt diskutiert.

4.2 Regulation der Expression linien-fremder Proteine im

Hodgkin Lymphom

Bei der Suche nach der Ursache einer aberranten Expression von Genen, ist die
Betrachtung der entsprechenden Transkriptionsfaktoren dieser Gene ein erster
Anhaltspunkt. Die Analyse von Transkriptionsfaktorbindungsstellen im Promotorbereich
der jeweiligen Gene kann dabei erste Hinweise auf die verantwortlichen
Transkriptionsfaktoren liefern. Im Promotorbereich des Gens fir das Cytokin CSF-1 sind
u.a. NF-xB Bindungsstellen bekannt [213,215]. Eine konstitutive NF-xB Aktivitat ist ein
Merkmal der HRS Zellen des Hodgkin Lymphoms und daher wurde NF-xB als potentieller
Transkriptionsfaktor flr die CSF-1 Expression untersucht. Dabei konnte NF-kB als einer
der Faktoren fir die CSF-1 Expression identifiziert werden. Die bereits bekannte
Assoziation dieses Transkriptionsfaktors mit dem CSF-1 Gen bei der Regulation von
Immunantworten [214] konnte in HRS Zellen durch eine Verringerung der CSF-1
Expression nach Reduzierung der konstitutiven NF-kB Aktivitédt bestdtigt werden. Die
Reduktion der CSF-1 Expression war in keiner der beiden HRS Zelllinien (L428 und KM-
H2) vollstdndig. Dies kann in der restlichen NF-kB Aktivitdt oder in der Stabilitdt des
CSF-1 Proteins begrindet sein. Auch eine Beteiligung weiterer Transkriptionsfaktoren an
der Regulation von CSF-1 ist nicht ausgeschlossen, da der Promotorbereich neben NF-xB
auch Bindungsstellen von SP1, AP1, C/EBP, NF-IL6 und weiteren Faktoren enthalt [215],

von denen einige auch in HRS Zellen aktiviert sind [121].

Die Expression von CSF1R als linien-fremdes Gen war dagegen nicht mit der in der
Literatur bekannten Expression der entsprechenden Transkriptionsfaktoren zu erklaren.
Der Transkriptionsfaktor PU.1, einer der wichtigen Regulatoren fir die Expression von
CSF1R, ist im Hodgkin Lymphom nicht exprimiert [220]. Der Repressor des CSF1R Gens
PAX5 dagegen ist in einigen Hodgkin Lymphom Zelllinien und in 28 von 31 priméaren
Fallen exprimiert [146,149]. Diese beiden Fakten sprachen gegen eine klassische
Regulation der Expression des CSF1R Proteins, wie sie in der Literatur fir myeloide
Zellen bisher beschrieben ist. Um einen Anhaltspunkt flr die potentiell nheue Regulation
des CSF1R Gens zu bekommen, erfolgte die Analyse des Chromatins von HRS Zelllinien
im Bereich des klassischen CSF1R Promotors hinsichtlich DNase Hypersensibilitdtsstellen

(DHS) in HRS Zellen. Das Chromatin des CSF1R Promotors der HRS Zellen zeigte einen
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inaktiven und fir Transkriptionsfaktoren und Faktoren der RNA Transkriptionsinitiation
nicht zuganglichen Zustand. Durch Sequenzierung der 5’ Enden der CSF1R mRNA im
Hodgkin Lymphom konnte gezeigt werden, dass das CSF1IR Transkript im Hodgkin
Lymphom nicht von seinem normalen Promotor initiiert wird, sondern 6.5 kb
stromaufwarts startet und von einem LTR Element der ‘Mammalian apparent LTR

Retrotransposon’ (MalR) Familie reguliert wird.

LTR Elemente sind Sequenzen, die bei einer Integration von Retroviren oder
Retrotransposons im Genom Ubrig geblieben sind. Das menschliche Genom besteht zu
7 % - 8 % aus nahezu kompletten, aber nicht infektidsen retroviralen Elementen, die
neben zwei LTR Regionen die Gene flir den Virusbau gag, pro, pol und env enthalten
[247,248]. Die heute im menschlichen Genom vorkommenden Viren nennt man
endogene Retroviren (HERV) und sie sind evolutionar bis zu mehreren Millionen Jahren
zuriuckzuverfolgen. In einigen Fallen kénnen Proteine von HERVs wahrend dieser Zeit
auch eine Funktion fir den menschlichen Organismus dbernommen haben. Das Gen fir
das Protein Syncytin-1 wird im Trophoblasten exprimiert und ist fir die Formation des
Syncytiums in der Plazenta verantwortlich. Syncytin-1 ist das env Gen einer stabilen,

endogenen, retroviralen Integration, die bereits seit 44 Mio. Jahren existiert [249].

Bei einem Transposonereignis kann es auch zu einer Rekombination von zwei LTR
Elementen kommen, wobei am Ursprungsort ein einzelnes LTR lbrig bleibt [248]. Die
LTR Regionen sind flir den Virus ein wichtiger Bestandteil bei der Genregulation. Sie
kdnnen zum Beispiel Sequenzen enthalten, die homolog zu Transkriptionsfaktor-
bindungsstellen sowie TATA Boxen im menschlichen Genom sind und zur Initiation der
Expression von viralen Genen im Wirtsgenom flihren [248]. Das eukaryotische Genom ist
gegen die ungewollte Genregulation durch LTR Elemente Uber verschiedene Mechanismen
geschitzt. Dazu zahlen epigenetische Mechanismen, wie zum Beispiel die DNA
Methylierung, aber auch RNA Interferenz und Repeat induzierte Punktmutation
[250,251]. In der Literatur wird diskutiert, ob die Methylierungsmaschinerie ihren

evolutionaren Ursprung in der Funktion der Kontrolle von HERVs hat [252].

Systembiologische Analysen haben gezeigt, dass retrovirale Sequenzen und LTR
Elemente weniger innerhalb und in unmittelbarer Umgebung von Genen zu finden sind,
als im Vergleich zu anderen Teilen des Genoms. Integrationen in der Néhe von Genen
sind Uberwiegend junge Integrationen, die erst seit wenigen Generationen bestehen
[221]. In der Literatur wird daher ein Selektionsdruck postuliert, der daflr sorgt, dass
nur solche Elemente im Genom stabil Uber eine lange Zeit integriert bleiben, die sich
vorteilhaft oder zumindest nicht nachteilig auf die normale Genexpression auswirken
[248].
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Seit mehr als 30 Jahren wird die Beteiligung von viralen Elementen an der Entstehung
und Pathogenese von Krankheiten diskutiert. Die Entdeckung von Viren als potentielle
Ursachen fir bestimmte Tumorarten, wie zum Beispiel humane Papillomaviren beim
Zervixkarzinom [253], aber auch EBV im Hodgkin Lymphom [121], fUhrte dazu, dass
auch eine Beteiligung von endogenen Retroviren an der Entstehung von Tumoren
vermutet wurde [254]. Bei allen, bisher im Zusammenhang mit Tumorentitdten
gefundenen, HERV Proteinexpressionen konnte jedoch nicht geklért werden, ob die HERV

Proteine Ursache oder Konsequenz der Erkrankung bzw. Fehldiagnosen waren [248,254].

Die Regulation von Genen bzw. von SpleiBvarianten durch LTR Elementeist dagegen in
einigen Fallen in der Literatur beschrieben [248]. Dabei kédnnen die LTR Elemente sowohl
als Promotoren dienen, wie im Falle der Amylaseproduktion in Speicheldriisen [255] oder
auch als Enhancer Elemente fir den eigentlichen Promotor, wie bei dem Apolipoprotein
C-I [256]. Solche Regulationen von Genen kdnnen auch Uber einen groBen genomischen
Abstand hinweg erfolgen (mehr als 100 kb) [222]. Eine Aktivierung von Proto-Onkogenen

im humanen Genom ist jedoch bis jetzt nicht bekannt [248].

Das in dieser Arbeit detektierte LTR Element THE1B ist seit 1993 in der MaLR Familie von
LTR Elementen klassifiziert und kommt mit tausenden Kopien im gesamten Genom vor
[257]. Es enthalt keinerlei virale Proteine, einige LTRs umschlieBen jedoch einen ORF der
fir eine Integrase von Retrotransposons codiert. Als Retrotransposons werden
verstimmelte Retroviren bezeichnet, die nicht in der Lage sind komplette infektiose
Virions zu bilden. Sie nutzen die LTR Region sowohl als Integrationsstellen durch
homologe Rekombination als auch als Promotoren [257]. In dieser Doktorarbeit konnte
eine Kopie der THE1B Sequenz im Bereich des nicht-kanonischen Transkriptionsstarts des
CSFIR Gens in HRS Zellen identifiziert werden. Luciferasereporterexperimente
demonstrierten eine Promotoraktivitdt der THE1B Region in den HRS Zelllinien. Durch die
Mutation der entsprechenden Bindungsstellen in der THE1B Sequenz konnten die, an der
Expression beteiligten, Transkriptionsfaktoren identifiziert werden. Es hat sich gezeigt,
dass die im Hodgkin Lymphom aktiven Faktoren NF-kB, AP-1 und SP1 die Aktivitat des
THE1B LTR Promotors in den HRS Zellen hochregulieren. Sie tragen damit vermutlich
auch zur aberranten Expression der CSFIR mRNA in HRS Zellen von diesem LTR

Promotor aus bei.

Die differenzierte Expression des aberranten CSF1R Transkripts in den HRS Zellen wurde
in dieser Arbeit durch den Vergleich von primaren Tonsillen aus Hodgkin Patienten mit
Tonsillen aus Patienten ohne maligne Erkrankungen sowie primdren myeloiden CD33"
Zellen aus gesunden Spendern gezeigt. Die Tonsillen von Patienten mit keiner malignen

Erkrankung enthalten eine dhnliche Zellkomposition wie Tonsillen von Hodgkin Patienten
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mit Ausnahme der HRS Zellen, wéhrend die myeloiden CD33* Zellen die klassische
Regulation des CSF1IR Gens aufweisen. So kann demonstriert werden, ob die aberrante
Regulation des CSF1IR Transkripts einzigartig in den HRS Zellen ist oder auch bei der
klassischen Regulation in einer der in Tonsillen vorkommenden Zelltypen vertreten ist. In
den RNA Proben aus tonsilldren Zellen von Patienten ohne maligne Erkrankung und in
RNA aus frisch isolierten und aufgereinigten CD33* Zellen konnten kanonische CSFIR
Transkripte, reguliert durch den klassischen Promotor, identifiziert werden. Es wurden
jedoch keine nicht-kanonischen CSF1IR Transkripte, die durch die THE1B LTR Region
reguliert wurden, nachgewiesen. Dies verstarkte die These, dass die Aktivierung des
CSF1R Transkripts durch die THE1B LTR Region im Hodgkin Lymphom auf die

Tumorzellen beschrankt ist und ein Merkmal der HRS Zellen darstellt.

Eine linien-fremde Expression des CSF1R Proteins konnte im anaplastisch groBzelligen
Lymphom (ALCL) gezeigt werden [209]. Bei dieser Entitat wird die Expression zumindest
teilweise durch das THE1B LTR Element reguliert, was durch die Expression des nicht-
kanonischen Transkripts demonstriert wurde (Abb. 3.43). Trotzdem bleibt die Expression
auf distinkte Lymphomarten beschrankt. Andere getestete Lymphome wie follikuldres
Lymphom, diffus groBzelliges Lymphom und Mantelzell Lymphom waren dagegen negativ
fir das aberrante CSF1R Transkript. Bei der klinischen Diagnose phanotypisch ahnlicher
Entitdten kdnnten solche unterschiedlichen Transkripte ein entscheidendes und leicht zu

detektierendes Unterscheidungsmerkmal darstellen.

Bei der Suche nach der Ursache fiir die Deregulation des THE1B LTR Elementes in
malignen Zellen kommen mehrere Mechanismen in Betracht. Neben der RNA Interferenz
sind auch Repeat induzierte Mutationen und epigenetische Mechanismen fir die
Stilllegung von LTR Regionen im Genom verantwortlich [250,251]. Die alleinige Aktivitat
der Transkriptionsfaktoren NF-kB, AP-1 und SP1 ist nicht ausreichend, um die Aktivierung
des LTR Transkripts zu erklaren, da diese Faktoren zumindest teilweise in anderen
Entitéten aktiv sind. Eine NF-xB Aktivitdt ist zum Beispiel fir Subtypen des diffus
groBzelligen B-Zell Lymphoms (DLBCL) gezeigt [258], aberrante CSF1R Transkripte sind
in dieser Entitat nicht zu detektieren. In einem ersten Ansatz wurden in der Doktorarbeit
epigenetische Ursachen flir die Aktivierung des THE1B LTR Elements gesucht. Die
Experimente, bei denen Non-Hodgkin B-Zelllinien mit den Inhibitoren von DNA
Methylierungen (5-Aza-dC) und Histon Deacetylierungen (TSA) behandelt wurden, zeigen
zumindest indirekt, dass epigenetische Modulationen verantwortlich fir die Stilllegung
des THE1B LTR Elements sind. Besonders in der synergistischen Wirkung von beiden
Inhibitoren zusammen war eine deutliche Aktivierung des aberranten CSF1R Transkripts

zu detektieren. Ob eine epigenetische Regulation direkt in der THE1B LTR Region
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stattfindet, konnte nicht gezeigt werden. Es ist ebenso mdglich, dass durch die
Behandlung mit 5-Aza-dC und/oder TSA, Proteine, die eine LTR aktivierende Funktion
haben, hochreguliert bzw. Proteine, die LTR Regionen reprimieren, herunterreguliert

werden.

Fir die epigenetische Inaktivierung von Chromatinbereichen ist eine Reihe von Proteinen
verantwortlich, die fir die entsprechenden Modulationen des Chromatins und deren
Aufrechterhaltung sorgen. Eine zentrale Rolle bei der Koordination der epigenetischen
Modulationen spielt die Proteinfamilie der MTG Proteine [259]. Proteine der MTG Familie
sind in der Lage, Netzwerke mit nukledren Ko-Repressoren (z.B. Sin3a, N-CoR und
SMRT) sowie mit Chromatin modifizierenden Proteinen (z.B. Histon Deacetylasen) und
DNA bindenden Transkriptionsfaktoren zu bilden. Damit sind sie entscheidend bei der
Etablierung einer entwicklungs- und differenzierungs-spezifischen Genregulation beteiligt
[259]. In dieser Arbeit konnte die Abwesenheit des MTG Familienmitgliedes CBFA2T3
(MTG16, Eto2) in HRS Zellen im Vergleich zu anderen B-Zell Lymphomen und primaren

B-Zellen gezeigt werden.

Die alleinige Reduzierung der CBFA2T3 Proteinmenge durch siRNA in Non-Hodgkin B-
Zelllinien fUhrte zu einer Hochregulation des nicht-kanonischen CSFIR Transkripts,
welches in dem THE1B LTR initiiert. Damit konnte eine indirekte Beteiligung von CBFA2T3
an der Stabilisierung der THE1B LTR Suppression gezeigt werden. Eine synergistische
Verstarkung der LTR-CSF1R Expression konnte mit zusatzlicher Aktivierung von NF-kB
erreicht werden. Die Reduktion von CBFA2T3 und die Aktivierung von NF-kB in Non-
Hodgkin Lymphom Zellen simuliert flir diese beiden Faktoren eine Situation, wie sie in
den HRS Zellen vorkommt und kdnnte ein Modell fir die Entstehung des CSFIR
Transkripts in HRS Zellen darstellen. Die Abwesenheit des epigenetischen Regulators
CBFA2T3 fihrt zu einer Offnung des Chromatinbereichs der THE1B LTR Region, wodurch
Transkriptionsfaktoren, wie zum Beispiel NF-xB, die Transkription von aberranten
Transkripten initiieren kénnen. Die Daten in der Literatur zu Cbfa2t3 Knockout Mausen
unterstitzen dieses Modell. Die Cbfa2t3 Knockout Mause weisen eine Verschiebung der
Differenzierung von myeloiden Vorlduferzellen hin zu Granulozyten/Makrophagen auf und
zeigen eine Verringerung der Megakaryocyten-erythroiden Population [260]. Des
Weiteren sind in diesen Mausen Gene hochreguliert, die auch eine entscheidende Rolle in
der Hodgkin Pathogenese spielen [121], wie zum Beispiel Stat Proteine, C/EBP Proteine,
Id2 und Csflr [260]. Der gleiche Mechanismus der THE1B LTR Aktivierung ist hier jedoch
unwahrscheinlich, da dies LTR Region bisher nur im Genom von Primaten identifiziert

wurde.
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Die Tatsache, dass das THE1B LTR und andere Mitglieder dieser LTR Familie in
tausendfacher Kopienzahl im Genom vorkommen, fihrt zu der Spekulation, dass auch
andere Sequenzbereiche durch die Abwesenheit von CBFA2T3 einen Transkription
erméglichenden Status haben und eventuell weitere Gene aufgrund dieses Mechanismus
aktiviert sind. Dies muss jedoch in zukilinftigen Studien noch untersucht werden. In
dieser Doktorarbeit konnte die Aktivierung eines Proto-Onkogens durch eine endogene
LTR Region in einer humanen malignen Krankheit demonstriert werden - ein
Mechanismus, der seit langem vermutet wurde und auch fir andere Onkogene

vorstellbar ist.
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