Institut fiir Zellbiologie

(Tumorforschung)

I

Bedeutung von B-Zell-spezifischen Transkriptionsfaktoren,
insbesondere EBF1,

fur die Tumorzellen des Hodgkin-Lymphoms

Inaugural-Dissertation

zur
Erlangung des Doktorgrades
Dr. rer. nat.
der Fakultat fur Biologie
an der

Universitat Duisburg-Essen
vorgelegt von

Verena Bohle

aus Steinfurt

Februar 2012



Die der vorliegenden Arbeit zugrunde liegenden Experimente wurden am Institut fur

Zellbiologie (Tumorforschung) der Universitat Duisburg-Essen durchgefuhrt.

1. Gutachter: Prof. Dr. Ralf Klppers

2. Gutachter: Prof. Dr. Shirley Knauer

Vorsitzender des Prufungsausschusses: Prof. Dr. Astrid Westendorf

Tag der mundlichen Prufung: 04. April 2012



INHALTSVERZEICHNIS

Inhaltsverzeichnis
INhaltSVerzeiChnis ... 3
AbBKUrzungsverzeiChnis ... s s e 6
AbbildungsverzeiChnis ... ———————————— 8
TabellenverzeiChNis... ... s 9
1. Einleitung ... 10
1.1 Das humane IMmunsystem ... 10
1.1.1 Angeborenes IMMUNSYSIEM ... 10
1.1.2 Adaptives IMMUNSYSIEM ..o 10
1.1.3 B-ZelleNtWICKIUNG . ... s e 11
1.1.4 Transkriptionsfaktoren der B-ZellentwickIung ...........coooiiiiiiiieee e 13
1.1.5 Early B Cell Factor 1 (EBF 1) ..ot a e 17
I 1 F- 11T [ 1= IR Y7 1 4 o T o 1T 19
1.21 B-Non-Hodgkin-Lymphome (B-NHL)..........cc.uuiiiiiiii i 19
1.2.1.1 Diffus groRRzelliges B-Zell-Lymphom (DLBCL) ........cccoiiiiiiiiiiiiiiiiie e 20
1.2.1.2  Follikulares Lymphom (FL) ......coooiiiiiiiiie e 20
1.2.1.3  Burkitt LYMPhom (BL) .....coocuiiiiiieiiie ettt st e e snee e nnaeesnneeans 20
1.2.2 HodgKin-LYMPhom (HL) ...eeoiieeee et e e e e e e e e e 21
1.3 Zielsetzung der Arbeit..........coooiiiiiiiiiiiiiiir e —————— 24
2. Material und Methoden ... 26
70t T4 | | (01 (T 26
211 Verwendete Zelllinien und Zellkulturmedien................oiiiiiiieeee e 26
21.2 KUIEIVIErUNG VON ZEIIEN ... 26
213 ZellZahIbeStIMMUNG ...ttt e snanee s 27
214 Untersuchung auf MyCOPIASIMEN .......cooiiiiiiiiiiiie et e e 27
2.1.5 Identifikation von HL-Linien mittels Sequenzierung ............ccccoveeeveeiiiiciiieeee e, 27
21.6 Durchflusszytometrische Analyse und Sortierung von Zellen (FACS)........cccoceeeenee 29
21.7 VT SoAASSAY ettt ettt a et e e a bt e e e bt e e b e e e e b e e a b e e e nb e e e 29
2.2 Bakterielle-Arbeitstechniken ..............o e 29
221 BaKterieNKUIIUT .......ooii e e e e 29
222 Transformation vON BaKIerien ...........oooiiiiiiiiiiie e 30
2.3  RNA-TEChNIKEN......eee s 31
2.31 RINA ISOIAEION ... e e e e e e e e e e 31
2.3.2 Reverse TransKriptioN....... ..o oot e e e e e e e e e 31
233 Konzentrationsbestimmung von RNA...........ooi e 31
234 Y od o BN 4 = | RSP PRPPRPR 32
2.4 DNA-Arbeitstechniken...........oo e e 33
241 Isolierung genomischer, eukariotischer DNA ..o, 33
242 Plasmidisolierung aus ESCherichia COli................ccoueveiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee e 33



INHALTSVERZEICHNIS

243 Konzentrationsbestimmung von DNA..........oooir e 34
244 (840 0 1T=T ¥ T PSP 35
24410 TA-KIONIEIUNG .....ueieiiiiiteee ettt ettt ettt s et e et e s e bb e e e s e nbe e e e enees 35
2.4.4.2 Produktion von Uberhangenden A-Enden ... 35
2443 ReSHKHONSVEITAU ... e e 35
2.4.4.4 Klenow-Fragment: Auffillen bzw. abdauen von DNA-Enden ..........cccccoovviiiiineennn. 36
2445 DNA-DephoSphOryli€rUNG.......ccooiiuiiiiiiiiiiieiiiee e 36
2446 DNA-PhOSPhOrYIEIUNG ......couiiiiiiiiiei e 36
2.4.4.7 Ligation VON DNA ..ottt ettt e e e e e e e e e e e e e e e 36
245 07l I Tor o] T (Y o [PPSR 37
A T I O SRR 37
2452 RT-PCR ettt ettt ettt e et e et e e e te e e eneeesneeeanteeeenreeeneeans 39
2453 SORT-PCR ..ottt ettt 39
2454 Quantitative RT-PCR ..ot 40
2.4.5.5 Quantitative PCR - Copy NUMDEr ASSaY.........ccoiiiiiiiiiiiiieiiee e 40
2.4.5.6 DNA-SEQUENZIEIUNG......oeiiiiiiiiieiiiiee ettt s bbb e e s e b e e e abbee e e enees 41
2.4.5.7 BisUlfit-SEQUENZIEIUNG ......uuviiiieeiieiieiei e e e e e e e e e e e e e e e s raaeeeaee s 43
246 Reinigung von PCR-Fragmenten ............oooiiiiiiie et 45
247 1= [T oY Qo] o] g o] =TT SRR 45
248 Reinigung von DNA- bzw. PCR-Fragmenten aus Agarosegelen...........ccccccceevvieeeennne 45
2.5 Protein-ArbeitsteChniKen ...... ..o e 45
251 Isolation von Keimzentrums B-Zellen aus humanen Tonsillen .............cccoccciiiiiiinnee. 45
2.5.1.1 Aufreinigung von TMCs mittels Dichtegradientenzentrifugation ..............c.ccccoveeeee.. 46
2.5.1.2 CDTT-MACS ... ..ottt ettt e e st e e te e et e e e e beeaaneeeenseeenseeeaneeeeneaans 46
2.5.1.3 CD20-CD38-SOMIEIUNG ...c.ciuueieieiiiiiieiiiiee ettt st e e e nneee e e enees 47
252 WESTEIN BIOL ... e e e 47
2521 Protein [SOIAtioN .......coooiiiiiiie s 48
2.5.2.2 Konzentrationsbestimmung von Proteinen.............cccoiiiiiiicnc e 48
2.5.2.3 S S-PagE .. ittt e e b e e e et e eneeeanteeanreeeanreeaneaan 49
2.5.2.4 Ubertragung der Proteine auf eine Nitrocellulosemembran (Blotting)....................... 49
2.5.2.5 Immunologischer Nachweis von Proteinen mit Antikdrpern...........cccccovevvvivivinnnn. 49
2.5.2.6 Detektion der untersuchten Proteine im Western Blot ..., 50
2.6 Retrovirale Arbeitstechniken...........cccoo s 51
2.6.1 Herstellung von ViruspartiKeln ... 51
26.2 VIFUSTIIFAEION ...t e e e 52
26.3 1 2= S o o SRR 52
264 Sortierung infizierter Zellen per FACS ... e 53
26.5 ,CDNA®-Synthese viraler RNA ....... .o 53
[0 1= o 4 == = 54
3.1 Herunterregulation des B-Zelltranskriptionsfaktors E2A in B-Zelllinien unter
Verwendung von shRNA-exprimierenden Retroviren..........cccceeeciiimeceiienecannnnns 54
3.1.1 Herstellung der pSM2¢ ShRNA-VEKLOren .........cueeiiiiiiiiiiiiie e 54



INHALTSVERZEICHNIS

3.1.2 Virusproduktion mit pSM2-shPSMC2 und pSM2-shPSMC5 Vektoren ..............cc......... 55

3.1.3 Umklonierung der ShRNAS iN PVig....coovoviiiiiieeeeee e 56

314 Virusproduktion mit pVig-shPSMC2 und pVig-shPSMCS5 Vektoren..........ccccccooovennnee. 56

3.1.5 Infektion von B-Zelllinien mit pVig-shPSMC2 und pVig-shPSMCS5 Viren...................... 57

3.1.6 Virusproduktion mit dem pGIPZ-shRNA-System .........cccccooiiiiiiiiieii e, 58

3.1.7 Optimierung der Infektion mit pGIPZ-Viren ..........cccceeiiiiiiiiieiie e 58

3.1.8 Infektion von B-Zelllinien mit pGIPZ-Viren.........oooo i 59

3.2 Expression des B-Zelltranskriptionsfaktors EBF1 in HL-Linien........................ 60

3.2.1 Etablierung der EBF 1-Reexpression in Hodgkinzellen ...............cccooiiiiiiiiiiiiiiec e, 60

3.2.1.1 Klonierung des pGIPZ-Spe-EBF1 Plasmids...........cccoocuiiiiiiieeiiiiiiiieeeee e 60

3.2.1.2 EBF1-Expression in HL-LINI€N .......cccoooiiiiiieee e 62

3.2.1.3 Analyse der EBF1-Reexpression in HL-Linien ..., 63

3.2.2 Anderungen der Genexpression durch EBF1-ReeXpression ............ccccceeveeeveeeveuenane.. 65

3.2.2.1 Analyse positiv und negativ regulierter EBF1-Zielgene per RT-PCR..........c...c........ 65

3.2.2.2 Genchipanalysen von EBF1-transduzierten HL-Linien .............cccccveviieiiiiiiinennennn. 69

3.2.2.3 Wird CD79A-Protein in EBF1-transduzierten Zellen reexprimiert? .............cccccccc...... 77

3.2.3 Promotormethylierungen in EBF1-transduzierten HL-Linien............ccccccooiieiiiinne 78

3.24 EBF1 MutationSanalySe.........cooooviiiiiiiiee e 82

3.25 Analyse der Fitness EBF1-transduzierter HL-Linien ..............ccoooeeeei i 83

3.2.5.1 Stoffwechselaktivitdten EBF 1-transduzierter HL-Linien ..o, 83

3.2.5.2 Lost die EBF1-Reexpression vermehrtes Zellsterben aus?...................c.co 85

T S L= U == T o N 89
4.1 Herunterregulation des B-Zelltranskriptionsfaktors E2A in B-Zelllinien unter

Verwendung von shRNA-exprimierenden Retroviren..........cccceviiniiininninnnnnnnnnn, 90

4.2 Expression des B-Zelltranskriptionsfaktors EBF1 in HL-Linien........................ 91

421 Anderungen der Genexpression durch EBF1-ReeXpression ............cccoceeveeeveeeveenne.. 92

422 Promotormethylierungen in EBF1-transduzierten Hodgkinzellen .............cccccooviieenne 97

4.3 Schlussfolgerung und Ausblick ... 99

5. Zusammenfassung der Arbeit.......cccccccceiiiiiiiiiiiri 102

6. LiteraturverzeiChnis ... e 103

7. ANhaNg..... 116

7.1  Weitere Daten zur qRT-PCR der EBF1-Zielgene (3.2.2.1).....ccccciviiiiiinnennnnnn. 116

Publikationen ... 117

[ F= T €= T 11 g o 118

Eidesstattliche Erklarungen ... 119

Lebenslauf........ .. 120



ABKURZUNGSVERZEICHNIS

Abkurzungsverzeichnis

AK
AS
BL
BSA

CpG
SWR
DLBCL
DMEM
DMSO
DNA
DTT
EBF1
EDTA
engl.
FACS
FCS
FDR
FL

GAPDH
GC
gDNA
GFP
GSEA
HF

HL
HRP
IMDM
LB

mA
MACS
Mi-2/NuRD
MPP

Adenin

Antikérper

Aminosaure

Burkitt Lymphom

Rinderalbumin aus Blutserum (engl. Bovine serum albumin oder "Fraction V")
Cytosin

CpG-Dinukleotid/Cytosin-Phosphat-Guanin (5" — 3)

Klassenwechsel (engl. class switch recombination)

Diffus groRzelliges B-Zell-Lymphom (engl. diffuse large B cell lymphoma )
Zellkulturmedium: Dulbecco’s modified Eagle Medium

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsaure (engl. Deoxyribonucleic acid)

Dithiothreitol

friher B-Zell-Faktor (engl. early B cell factor)

Ethylendiamintetraacetat bzw. Ethylendiamintetraessigsaure

englisch

Durchflusszytometrische Zellsortierung (engl. fluorescence activated cell sorting)
Fetales Kélberserum (engl. fetal calf serum)

Rate der falsch-positiven Ergebnisse (engl. false discovery rate)
Follikulares Lymphom

Guanin

Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase

Keimzentrum (engl. germinal centre)

genomische DNA

grun fluoreszierendes Protein

Gengruppen Anreicherungs Analyse (engl. gene set enrichment analyse)
High Fidelity Polymerase (Fermentas)

Hodgkin-Lymphom

Meerrettichperoxidase (engl. horseradish peroxidase)

Iscove's Modifiziertes Dulbecco’s Medium

Medium zur Kultivierung von Bakterien (engl. lysogeny broth)

milli Ampere

magnetisch-aktivierte Zellsortierung (engl. magnetic activated cell sorting)
engl. Mi-2/nucleosome remodeling and histone deacetylase

multipotente Vorlauferzelle (engl.multipotent progenitor)



ABKURZUNGSVERZEICHNIS

mRNA
MSigDB
PBS
PBS
PBS **
PCR

PE

RNA
RPMI

RT
SDS-PAGE

SHM
shRNA
siRNA
SNP
SOB
SOC
SWI/SNF
T

tGFP
TMC

u

\Y

\Y

Vs

Boten-RNA (engl. messenger RNA)

Datenbank der GSEA (engl. Molecular Signatures Database)
Phosphatgepufferte Salzlésung (engl. phosphate buffered saline)

PBS ohne Magnesium, ohne Calcium

PBS mit Magnesium, mit Calcium

Polymerase-Kettenreaktion (engl. polymerase chain reaction)
Phycoerythrin

Ribonukleinsaure (engl. ribonucleic acid)

RPMI-1640, Lymphozytenmedium, entwickelt am Rosswell Park Memorial Institute
Raumtemperatur

Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (engl. sodium dodecyl
sulfate polyacrylamide gel electrophoresis)

somatische Hypermutation

kurze Haarnadeln-bildende RNA (engl. short-hairpin RNA)

kleine inhibierende RNA (engl. small interfering RNA)
Einzelnukleotid-Polymorphismus (engl. single nucleotide polymorphism)
komplexes Medium fur Bakterienkultur (engl. super optimal broth)
SOB-Medium plus 20 mM Glucose

engl. related to yeast switch/sucrose non-Fermenter

Thymin

TurboGFP/Turbo grin fluoreszierendes Protein

Tonsillare mononukleare Zellen (engl. tonsillar mononuclear cells)
Uracil

Volt

Viren

versus

Watt



ABBILDUNGSVERZEICHNIS

Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1:

Abbildung 2:
Abbildung 3:
Abbildung 4:
Abbildung 5:

Abbildung 6:
Abbildung 7:
Abbildung 8:
Abbildung 9:

Abbildung 10:
Abbildung 11:
Abbildung 12:

Abbildung 13:

Abbildung 14:
Abbildung 15:
Abbildung 16:

Abbildung 17:

Abbildung 18:
Abbildung 19:
Abbildung 20:
Abbildung 21:

Expression von Transkriptionsfakoren im Laufe der B-Lymphopoese

(Ramirez et al., 2010)......cceeeiiiieeeece e 14
Netzwerk von Transkriptionsfaktoren in B-Zellen (Kee, 2009) ........ 15
Die Struktur von EBF ... 17
Schematische Darstellung des retroviralen Vektors pSM2.............. 55
Analyse verschiedener env-Proteine auf die Infizierbarkeit von

B-ZellliNIEN ..o 59
Real-time PCR von shRNA-behandelten Karpas-422...................... 60
Strategie zur Herstellung des Vektors pGIPZ-Spel. ... 61
EBF1-Expression in HL-Linien .........cccooooiiiiiii e, 63

Semiquantitative RT-PCR von EBF1 in EBF1- und empty-infizierten
HL-LINIEN L.
EBF1-Proteinanalyse in EBF1- und empty-infizierten HL-Linien ..... 65
Regulation von EBF1 Zielgenen in EBF1-infizierten HL-Linien. ...... 67
EBF1-Zielgen gRT-PCR von EBF1- und empty-transduzierten

HL-LINIEN e 68
Unsupervised Hierarchical Clustering von transduzierter L-1236

0 Lo I 3 70
CD79A-Proteinanalyse in EBF1-transduzierten HL-Linien.............. 77
Oligonukleotidpositionen der Bisulfidsequenzierungen.................... 79
Komprimierte Darstellung der untersuchten PCR-Fragmente und
ZelllYPeN.....ooiiiiiii 80
Darstellung aller sequenzierten CpGs der untersuchten PCR-
Fragmente und Zelltypen ..o, 81
MTS-Assay von transduzierten L-1236-Zellen ............cccccceeeee.. 84
PItGFP-FACS transduzierter HL-Linien............cccooooiiiiiiiiiinnee. 86
Replikate der tGFP qPCR zur Stabilitatsprifung.........cccoovvveeeeen. 87
Transduzierte Zellen der Pl-positiven Population............................ 88



TABELLENVERZEICHNIS

Tabellenverzeichnis

Tabelle 1:
Tabelle 2:
Tabelle 3:
Tabelle 4:
Tabelle 5:
Tabelle 6:
Tabelle 7:
Tabelle 8:
Tabelle 9:

Tabelle 10:
Tabelle 11:
Tabelle 12:
Tabelle 13:
Tabelle 14:

Tabelle 15:

Tabelle 16:
Tabelle 17:

PCR-Ansatze der spezifischen Mutationen in HL Linien ..................... 28
Verwendete Restriktionsenzyme. ... 36
Kontrollfarbungen CD77-MACS ..o 47
Verwendete AK fur Kontrollfarbung des CD77-MACS............ccccco... 47
Farbeansatze CD20-CD38-Sortierung .............eeueeeeeeemmemeemiiiiiiiiiiiiinnnns 47
Zusammensetzung SDS-Polyacrylamid Gel............cccccoviiiiiiiiiiiiinnnnnn. 49
Verwendete 1. ANtIKOIPEr........ooeiiiiiiee e 50
Verwendete 2. ANtIKOIPET ........cooiiiiiiee e 50
Verwendete Plasmide zur Herstellung viraler Partikel.......................... 51
Anderungen der qRT-PCR Gene in den Genchips............cccoeveveenenen. 70

Differentiell ausgepragte Gene zwischen EBF1- und empty-
transduzierten Zellen ... 71

Gemeinsam ausgepragte Gene zwischen den Linien L-1236 und

Uberblick tiber die durch EBF1-Expression demethylierten CpGs....... 82
AA Ct-Werte der qRT-PCR der EBF1 Zielgen........cccccooovvviviiiieeeeennn. 116



EINLEITUNG

1. Einleitung

Der in dieser Arbeit untersuchte Tumortyp, das Hodgkin-Lymphom (HL), hat seinen
Ursprung in B-Zellen. Diese sind wichtiger Bestandteil des Immunsystems und
werden daher im Folgenden in einen groben Kontext gestellt und deren Entwicklung

genauer betrachtet.

1.1 Das humane Immunsystem

Die Aufgaben des Immunsystems bestehen in der Abwehr von Pathogenen wie z. B.
Viren, Bakterien und Pilzen, anderen korperfremden Stoffen wie Toxinen und in der
Vernichtung eigener entarteter Zellen. Es unterteilt sich in das evolutionar altere
angeborene Immunsystem und das jungere adaptive Immunsystem, das ab der

Uberklasse der Gnathostomata (Kiefermauler) beschrieben wird.

1.1.1 Angeborenes Immunsystem

Das angeborene Immunsystem, das auch unspezifisches Immunsystem genannt
wird, liefert eine erste schnelle Reaktion auf Pathogene. Die Mehrheit der Infektionen
im menschlichen Korper wird so abgewehrt. Teil dieses Systems sind physische
Barrieren wie z. B. die Haut, die durch Sekretion von Lipiden und Peptiden au3erdem
noch bakterizid ist. Zellulare Bestandteile sind eosinophile Granulozyten, basophile
Granulozyten, plasmazytoide dendritische Zellen, Makrophagen, naturliche
Killerzellen (NK) und neutrophile Granulozyten. Einige der Zellen tragen Rezeptoren
(z. B. toll-ahnliche Rezeptoren, engl. Toll-like Receptor - TLR) gegen Bestandteile
von Pathogenen, die so spezifisch erkannt und Uber Phagozytose eliminiert werden
konnen. Weiterer Bestandteil ist das Komplementsystem. Dies ist eine Gruppe von
Plasmaproteinen, die der Abwehr von Mikroorganismen dient. Bei einer krankhaften
Fehlfunktion kann aber auch eigenes Gewebe geschadigt werden. Bestimmte
Proteinfragmente dieser Gruppe kénnen die Membranen von Pathogenen bedecken
und kennzeichnen diese somit fur Phagozyten als fremd. Andere Fragmente locken
als Chemokine weitere Phagozyten an. Einige Proteine des Komplementsystems

bilden Poren in den Membranen von Bakterien, so dass diese auslaufen.

1.1.2 Adaptives Immunsystem
Das adaptive Immunsystem, das auch erworbenes Immunsystem genannt wird,
erlernt den Umgang mit Pathogenen und kann diese Informationen in Form von

Gedachtniszellen speichern. Es ubt seine Aufgabe entweder direkt uUber Zellen
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EINLEITUNG

(zellvermittelte Immunantwort) oder Uber spezifische Antikérper (humorale
Immunantwort) aus. Die Zellen des Adaptiven Immunsystems sind professionelle
antigenprasentierende Zellen (APC), dendritische Zellen, sowie T-Lymphozyten (T-
Zellen) und B-Lymphozyten (B-Zellen). T-Zellen entwickeln sich im Knochenmark
und im Thymus. Allen T-Zellen ist die Expression des T-Zellrezeptors (TCR)
gemeinsam. Die drei Subtypen, zytotoxische T-Zelle, regulatorische T-Zelle und T-
Helferzelle, haben jeweils unterschiedliche Funktionen. Erstere erkennen von
Pathogenen befallene Zellen an einer Antigenprasentation Gber den MHC-I-Komplex
(Haupthistokompatibilitatskomplex) und koénnen sie bei der Bindung weiterer
Rezeptoren in die Apoptose treiben. Regulatorische T-Zellen Uberwachen die
Immunantwort und verhindern damit Uberschieliende Immunreaktionen, die dem
Koérper mehr schaden als nutzen. T-Helferzellen erkennen Antigene, die Uber den
MHC-II-Komplex prasentiert werden. Je nach T-Helfer-Subtyp fuhrt das zur
Stimulierung der zellvermittelten oder humoralen Immunantwort. B-Zellen stammen
postnatal aus dem Knochenmark und konnen sich in den Keimzentren der
Lymphknoten  oder  Tonsillen weiter differenzieren. Sie  produzieren
antigenspezifische Antikérper, die das Antigen auf verschiedene Weise der
Vernichtung zufuhren. Die Vielzahl unterschiedlicher Antikorper ist nicht direkt durch
die Keimbahn kodiert, sondern wird durch Prozesse wie V(D)J-Rekombination und
somatische Hypermutation (SHM) gewonnen. B-Zellen werden entweder Uber die
haufigere T-Zell-abhangige oder die seltenere T-Zell-unabhangige Immunantwort
aktiviert. Bei der T-Zell-abhangigen Antwort werden Antigene uber den B-Zellrezeptor
(BCR) aufgenommen und diese T-Zellen uber den MHC-II-Komplex prasentiert. Fur
die T-Zell-unabhangige Antwort wird nur die Aufnahme bestimmter Antigene durch
den BCR bendtigt; die folgende Reaktion ist jedoch nicht so intensiv und lang

anhaltend wie die durch T-Zellen stimulierte.

1.1.3 B-Zellentwicklung

Die B-Zellentwicklung beginnt im Knochenmark aus hamatopoetischen Stammzellen.
In einer festgelegten Reihenfolge findet mit Hilfe der Enzyme RAG-1 und RAG-2
(recombination-activating genes) die somatische Rekombination der Immunglobuline
(Ilg) statt (McBlane et al., 1995), die jede B-Zelle mit einem individuellen BCR
ausstattet. Der Antikorper (AK) besteht aus zwei identischen schweren und zwei
identischen leichten Ketten, die jeweils eine variable und eine konstante Region

enthalten. Die variable Region der schweren Ketten besteht aus je einem V-, D- und

11



EINLEITUNG

J-Segment, die der leichten Ketten aus je einem V- und J-Segment. Von jedem
dieser Segmente sind zwischen vier und 50 Stick je Allel vorhanden (Cook und
Tomlinson, 1995; Hieter et al., 1982; Kawasaki et al., 1997; Schable und Zachau,
1993; Vasicek und Leder, 1990; Williams et al., 1996). In der schweren Kette wird
zunachst D mit J verknupft, dann V mit DJ. In der leichten Kette wird V direkt mit J
verknupft. Es wird zunachst die schwere Kette, dann die leichte Kette hergestellt. Es
gibt einen schwere Kettenlocus, von dem nur ein Allel vollstandig rekombiniert wird.
Wenn das entstandene Protein nicht funktional ist, wird das zweite Allel rekombiniert.
Ahnlich wird auch bei der leichten Kette verfahren, nur dass hier zwei Loci existieren,
Ilgk und IgA. Zuerst werden die k-Allele rekombiniert und ggf. anschliefend die A-
Allele (Blackwell und Alt, 1989; Gellert, 2002). Die Verbindung der VDJ- bzw. VJ-
Segmente findet nicht basengenau statt, so dass hier Uber zwei verschiedene Wege
P- bzw. N-Nukleotide eingefligt werden kénnen. Der so entstehende BCR wird im
Laufe der V(D)J-Rekombination mehrfach auf Funktionalitat und Autoreaktivitat
gepruft. Zellen die keine weiteren Moglichkeiten einer sinnvollen Rekombination
haben oder autoreaktiv sind, werden eliminiert. Uberlebende Zellen verlassen als
naive B-Zellen das Knochenmark und zirkulieren im Blut und im peripheren

lymphatischen Gewebe.

In einem Keimzentrum (GC, engl. germinal centre), z. B. in Tonsillen oder
Lymphknoten, wird der BCR von aktivierten B-Zellen, die Kontakt zu einem
passenden Antigen hatten und von T-Zellen aktiviert wurden, modifiziert (KUippers et
al.,, 1993). Die sogenannten Centroblasten proliferieren im GC stark; ihre
Verdopplungszeit betragt nur sechs bis zwdlf Stunden (Allen et al., 2007;
MacLennan, 1994). Die V-Gene der Centroblasten werden im GC mutiert, so dass
die Wabhrscheinlichkeit steigt, dass ein noch spezifischerer AK entsteht.
Entscheidendes Enzym fur die sogenannte SHM ist AID (activation-induced cytidine
deaminase) (Muramatsu et al., 2000; Revy et al., 2000). AID desaminiert vorwiegend
Cytidine von spezifischen Erkennungssequenzen der DNA der variablen Regionen
(VuDudy und Vi Ji) der schweren und leichten Immunglobuline in Centroblasten
(Neuberger und Milstein, 1995; Rogozin und Kolchanov, 1992). Das entstehende
Uracil wird mit Hilfe fehleranfalliger Reparaturmechanismen inkorrekt ausgetauscht,
so dass hauptsachlich Punktmutationen seltener Deletionen oder Duplikationen
entstehen (Goossens et al.,, 1998). Die Antigenaffinitat des neuen BCRs der

sogenannten Centrocyten wird mit Hilfe von T-Zellen und follikuldren dendritischen
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Zellen im GC getestet. Rezeptoren mit geringerer Affinitat oder Autoreaktivitat fihren
die Zelle der Apoptose zu. Eine verbesserte Affinitat kann zu einer nochmaligen SHM
(Kepler und Perelson, 1993) oder zu der weiteren Differenzierung fuhren.

Centrocyten konnen im GC einer weiteren somatischen Veranderung unterliegen,
dem Klassenwechsel (CSR, engl. class switch recombination). Naive B-Zellen
exprimieren IgM und IgD, die durch alternatives SpleiRen gewonnen werden. Beim
CSR findet eine Veranderung des C-Terminus der schweren Kette auf genomischer
Ebene statt. Die stromaufwarts liegenden Isotypen IgM und IgD werden Uber DNA
Rekombination mit Hilfe des sogenannten non-homologous end joining aus der DNA
entfernt und der nun nachstliegende Isotyp (IgG, IgA oder IgE) exprimiert. Die
unterschiedlichen Isotypen haben jeweils verschiedene Aufgaben und Wirkbereiche.
Bedeutendes Enzym fur diese Reaktion ist ebenfalls AID (Muramatsu et al., 2000;
Okazaki et al., 2002; Revy et al., 2000). Der CSR kann auch unabhangig von T-
Zellen aullerhalb des GCs erfolgen. Zellen, die das GC verlassen, differenzieren zu

Gedachtnis-B-Zellen oder Antikorper sezernierenden Plasmazellen.

1.1.4 Transkriptionsfaktoren der B-Zellentwicklung

Die Entwicklung von B-Zellen kann aus Sicht der aktiven Transkriptionsfaktoren in
mindestens drei Bereiche unterteilt werden: a) Entwicklung von Hamatopoetischen
Stammzellen (HSC) zur B-Zelle, b) Aufrechterhaltung des B-Zellprofils und c)
Differenzierung von GC-B-Zellen zu AK sezernierenden Plasmazellen oder
Gedachtnis-B-Zellen. Aufgrund einer Vielzahl von Mausmodellen sind die Daten
mehrheitlich in der Maus gewonnen, es wird jedoch angenommen, dass diese

Uberwiegend auf das humane System Ubertragbar sind.

Wichtige Transkriptionsfaktoren in der frihesten B-Zellentwicklung sind lkaros (Gen:
lkzf1), Gfi1, PU.1 (SPI-1; Gen: Sfpi1) und E2A (TCF-3, E12/E47; Gen: Tcfe2a)
(Abbildung 1). PU.1 entscheidet mit seinem Expressionslevel Uber eine myeloide
oder lymphoide Entwicklung (DeKoter und Singh, 2000). Ein niedriger Spiegel fuhrt
dabei zu B-Zellen ein hoher zu myeloiden Zellen. Gfi1 ist ein Repressor, der in der
Lage ist die positive autoregulatorische Expression von PU.1 zu durchbrechen
(Spooner et al., 2009), wodurch der PU.1 Level sinkt und die lymphoide Linie
bevorzugt wird. Die Expression von Gfi1 wiederum wird vom Transkriptionsfaktor
Ikaros begunstigt. Zusammen mit E2A leiten lkaros und PU.1 die Transkription

verschiedener lymphoider Gene ein (Dias et al., 2008).
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Abbildung 1: Expression von Transkriptionsfakoren im Laufe der B-Lymphopoese (Ramirez et
al., 2010)

Die schattierten Balken zeigen, in welchen Entwicklungsstufen die Transkriptionsfaktoren exprimiert
werden. Die Grau-Intensitat stellt den Expressionslevel dar, wobei schwarz hohe Expression bedeutet.
HSC (hematopoietic stem cell), MPP (multipotent progenitor), LMPP (lymphoid-primed MPP), ELP
(early lymphoid progenitor), CLP (common lymphoid progenitor), CMP (common myeloid progenitor),
ETP (early T lineage progenitor).

Haupttranskriptionsfaktoren der B-Zelle sind E2A, EBF1 (early B cell factor 1; OLFA1,
COE-1 - Collier, OIf and EBF transcription factor 1) und PAX5 (paired box gene 5;
BSAP - B cell specific activator protein) (Bain et al., 1994; Lin und Grosschedl, 1995;
Urbanek et al., 1994; Zhuang et al., 1994). Frihere Analysen u. a. mit sogenannten
knockout (ko) Mausen legten den Schluss nahe, dass E2A EBF1 aktiviert und dieses
wiederum PAX5. Mit der Zeit hat sich das Bild erweitert und es scheint eher ein Netz
von Regulationen zu sein (Abbildung 2). Alle drei Faktoren werden in der weiteren B-
Zellentwicklung, mit Ausnahme der Plasmazellen, exprimiert. Viele B-Zellgene
werden von verschiedenen Kombinationen dieser Transkriptionsfaktoren gemeinsam

reguliert.

Von E2A werden zwei SpleilRvarianten E12 und E47 exprimiert (Murre et al., 1989).
Durch die komplette Abschaltung von E2A in Mausen bleibt die B-Zellentwicklung im
Stadium der Pro-B-Zelle stehen (Bain et al.,, 1994; Zhuang et al., 1994). In
sogenannten conditional knockouts zeigt sich, dass E2A fur Pro-B-, Pre-B- und
unreifen B-Zellen im Knochenmark notwendig ist, auRerdem ist hier die Entwicklung
der Keimzentren gestort. Entbehrlich ist E2A fur reife B-Zellen und Plasmazellen

(Kwon et al., 2008). Transkriptionsfaktoren anderer Linien wie z. B. Notch1 aus der
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T-Zelllinie und ID2 aus der NK-Linie, kbnnen E2A und damit die B-Zelllinie inhibieren

(Becker-Herman et al., 2002; Nie et al., 2003; Ordentlich et al., 1998).

EBF1 wird in den CLPs uber IL-7 (IL-7 — IL-7R — pSTATS) (Dias et al., 2005) und u.
a. uber E2A (Roessler et al., 2007; Smith et al., 2002) aktiviert (siehe 1.1.5).
Zusammen mit E2A kann EBF1 die Expression verschiedener B-zellspezifischer
Gene, wie z. B. A5, VpreB, CD79A (Iga, mb-1), CD79B (IgB, B29), RAG1 und RAG2
positiv regulieren (O'Riordan und Grossched|, 1999). Zielgen von EBF1 ist aulRerdem
PAX5 (O'Riordan und Grosschedl, 1999).
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Abbildung 2: Netzwerk von Transkriptionsfaktoren in B-Zellen (Kee, 2009)

E2A und IL-7-Signale aktivieren EBF1, wobei E2A in CLP durch Notch1-Signale abgebaut werden
kann. Gewinnen E2A und EBF1 die Oberhand und aktivieren PAX5, so kann PAX5 die Notch1-
Transkription inhibieren. PAX5 aktiviert auch EBF1, EBF1 wiederum sich selbst und E2A, so dass eine
stabile Expression der drei Haupttranskriptionsfaktoren in B-Zellen aufgebaut werden kann.

Der PAX5-Locus hat zwei verschiedene Promotoren (Busslinger et al., 1996;
Palmisano et al., 2003), die zu zwei alternativen Exon 1 fiihren. Uber alternatives
Spleiken werden verschiedene Isoformen in normalen und malignen B-Zellen
exprimiert (Arseneau et al., 2009). Ein sogenannter Enhancer in Intron 5 hat
Bindungsstellen fur PU.1, IRF4, IRF8 und NF-kB (Decker et al., 2009). EBF1
produziert im PAX5 Promotor hypersensitive Stellen, die Transkription ermoglichen
(Decker et al., 2009). Die Expression von PAX5 erfolgt in der Pro-B-Zelle (VDJ-
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Rekombination der schweren Kette). Die Funktion liegt in der Unterdrickung fremder
Gene, wie z. B. Repression des T-Zell Faktors Notch1 und Aktivierung von B-
zelltypischen Genen (Delogu et al., 2006; Holmes et al., 2008; Pridans et al., 2008;
Schebesta et al., 2007; Souabni et al., 2002).

Nach der Aktivierung durch T-Zellen regulieren B-Zellen BCL6 (B cell CLL/lymphoma
6), ein Repressor, der die Keimzentrumsreaktion und Antikérperreifung kontrolliert,
hoch (Dent et al., 1997; Fukuda et al., 1997; Ye et al., 1997). Zum Ende der
Keimzentrumsreaktion wird die BCL6 Expression durch BCR- und CDA40-Signale
wieder heruntergefahren. Weiterer Faktor in Keimzentren ist BOB1 (OCAB,
POU2af1: POU domain class 2, associating factor 1), dessen Fehlen in ko Mausen
die Bildung von Keimzentren und CSR stort (Hess et al.,, 2001; Kim et al., 1996;
Schubart et al.,, 1996). BOB1 stimuliert zusammen mit OCT1 (Octamer-binding
transcription factor 1) und OCT2 die Transkription von Ig-Genen (Scheidereit et al.,
1987; Shah et al., 1997).

Um nach der erfolgreich abgeschlossenen Keimzentrumsreaktion Antikérper
sezernierende Plasmazellen zu bilden, wird PAX5 herunterreguliert und Blimp1 (B-
lymphocyte-induced maturation protein 1; Gen: Prdm 1) hochreguliert (Kallies et al.,
2007; Nera et al., 2006; Turner et al., 1994). Letzteres kann erst nach
Herunterregulation von BCL6 erfolgen, da Blimp1 ein reprimiertes Zielgen von BCL6
ist (Shaffer et al., 2000). Gleichzeitig ist Blimp1 in der Lage BCL6 auszuschalten,
ebenso wie E2A, EBF1, PAXS, Ikaros und PU.1 (Schebesta et al., 2002; Shaffer et
al., 2002), wodurch weitere typische B-Zellgene herunterreguliert werden. Neben
XBP1 (X-box binding protein) (Reimold et al., 2001) ist auch IRF4 (interferon
regulatory factor 4, MUM1) (Klein et al., 2006; Sciammas et al., 2006) ein Faktor, der
fur die vollstandige Differenzierung von Plasmazellen notwendig ist. Ebenso wie
Blimp1 ist IRF4 (Saito et al., 2007; Sciammas et al., 2006) in der Lage BCL6 zu

reprimieren, wodurch die Zelle die Moglichkeit bekommt sich weiter zu differenzieren.

Die Zusammenhange zur Differenzierung von Gedachtnis-B-Zellen sind bisher nicht
gut untersucht. Es bestehen Widerspriche Uber die Notwendigkeit von BCL6. Auf der
einen Seite scheint BCL6 nicht fur Gedachtnis-B-Zellen notwendig zu sein (Kuo et
al., 2007; Toyama et al., 2002). Auf der anderen Seite wird beschrieben, dass
phosphoryliertes STATS Uber die Expression von BCL6 die weitere Differenzierung in
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Richtung Gedachtnis-B-Zellen lenkt (Scheeren et al., 2005). Hier besteht weiterer
Klarungsbedarf, insbesondere uber die Rolle von STATS.

Neben den hier erwahnten Transkriptionsfaktoren gibt es noch einige weitere, die
eventuell nicht essentiell sind, oder deren Bedeutung aufgrund mangelnden Wissens

zurzeit unterschatzt wird.

1.1.5 Early B Cell Factor 1 (EBF1)

EBF1 ist Teil der EBF/OIf/Collier-Familie. EBF bedeutet early B cell factor, OLF
stammt von olfactory neuronal transcription factor 1, Collier beruht auf einem
entsprechenden Gen aus Drosophila melagonaster. EBF1 wird auch COE1 genannt,
entsprechend der Bedeutung Collier, OIf and EBF transcription factor 1. Die Familie
wird ab den Metazoen exprimiert und hat in Maus und Mensch je vier Mitglieder
(Daburon et al., 2008). EBF1 wird nicht nur in B-Zellen, sondern auch in Neuronen
und Adipozyten ausgepragt (Akerblad et al., 2002; Wang und Reed, 1993; Wang et
al., 1997).

Das 591 Aminosauren lange Protein besteht aus mehreren Domanen (Abbildung 3).
N-Terminal beginnt es mit der DNA-binde-Doméane (DBD) mit einem sogenannten
Zinc-knuckle gefolgt von der IPT/TIG-Domane (immunoglobulin, plexins, transcription
factors-like/transcription factor immunoglobulin) und einer atypischen helix-loop-helix
Domane. C-Terminal schliel3t das Protein mit einer Transaktivierungsdomane (TAD)
ab. Die DBD ist mitsamt Zn-knuckle fur DNA-Bindung zustandig; sie bindet die
palindromische Konsensussequenz 5-TCCCNNGGGA-3* (Travis et al., 1993; Treiber
et al., 2010b). Die ITP/TIG-Domane scheint ebenso wie die HLHLH-Domane die
Homodimerisierung zu vollziehen (Fields et al., 2008; Hagman et al., 1995; Siponen
et al., 2010; Treiber et al., 2010a). Die atypische Helix-Loop-Helix-Domane ist

evolutionar aus verdoppelten Exons entstanden (Daburon et al., 2008).

L e T s

DBD IPT/TIG  HLHLH TAD

Abbildung 3: Die Struktur von EBF1

DBD - DNA-binde-Domaéane; Zn — zinc-knuckle; IPT/TIG - immunoglobulin, plexins, transcription
factors-like/transcription factor immunoglobulin; HLHLH - atypische helix-loop-helix Doméane, besser
helix-loop-helix-loop-helix; TAD - Transaktivierungsdomane
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EBF1 besitzt zwei Promotoren. Der etwas schwachere, stromaufwarts liegende
(Ebf1a) wird von IL-7-Signalen, E47 und EBF1 selbst reguliert. Der starkere
Promotor (Ebf1B) wird von Ets1, PAX5 und PU.1 aktiviert (Roessler et al., 2007,
Smith et al., 2002). Es entstehen zwei Isoformen, die sich in bisherigen

Untersuchungen funktional nicht unterscheiden (Roessler et al., 2007).

In EBF1 knockout Mausen entwickeln sich B-Zellen nur bis zum Beginn der IgH
Rekombination, es ist folglich essentiell fur die weitere Differenzierung der B-Zelllinie
(Lin und Grosschedl, 1995). In der Vergangenheit wurde PAX5 als wichtigster Faktor
der B-Zellentwicklung und Aufrechterhaltung bezeichnet (Cobaleda et al., 2007).
Eventuell wird hier die Bedeutung von EBF1 unterschatzt, das in Zellen ohne PU.1,
IL-7R, IL-7 oder E2A in der Lage ist, die B-Zellentwicklung zu vollziehen (Dias et al.,
2005; Kikuchi et al., 2005; Medina et al., 2004; Seet et al.,, 2004). In den E2A
defizienten B-Vorlauferzellen wird gezeigt, dass die Expression von EBF1 zu CD19-
positiven Zellen geflhrt hat, wahrend durch die Reexpression von PAX5 in diesen
Zellen sich keine CD19-positiven Zellen entwickeln (Seet et al., 2004). Ebenso kann
es in Vorlauferzellen (MPP), die kein PAX5 exprimieren, alternative Linien
unterdricken und die B-Zelldifferenzierung einleiten. Dabei wurde in Pro-B-Zellen
festgestellt, dass Notch1 (T-Zellfaktor) und ID2 (NK-Zellfaktor), auch unabhangig von
PAX5, durch EBF1 in der Expression unterdrickt werden (Pongubala et al., 2008).
Im Gegenzug dazu scheint Notch1 aber auch in der Lage zu sein die DNA-Bindung
von EBF1 zu storen (Smith et al., 2005). Untersuchungen zu der vermutlich bisher
umfangreichsten Liste positiv und negativ regulierter EBF1 Zielgene der Maus zeigen
auch, dass viele dieser Gene in Kollaboration mit anderen wichtigen
Transkriptionsfaktoren wie E2A und insbesondere PAXS exprimiert werden (Treiber
et al., 2010b).

EBF1 scheint auch bei der Modifizierung von Chromatin eine Rolle zu spielen. Fur
den CD79A-Locus (mb-1) wurde gezeigt, dass EBF1 CpGs demethylieren und
Chromatin umstrukturieren kann (Maier et al., 2004). Weitere Analysen legen dar,
dass EBF1 mit Unterstutzung von PAX5 Uber Chromatin umstrukturierende
Komplexe den CD79A-Promotor umorganisieren kann; SWI/SNF spielt dabei eine
aktivierende Rolle, wahrend Mi-2/NuRD hemmend wirkt (Gao et al., 2009). EBF1-
Expression in einer T-Vorlauferzelllinie zeigt, dass es in der Lage ist, Promotoren

positiver Zielgene zu besetzen und entsprechende Histone uUber H3K4m2 zu
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modifizieren, was fur ein zur Transkription vorbereitetes Chromatin spricht (Treiber et
al., 2010b).

1.2 Maligne Lymphome

Lymphome sind monoklonale Neoplasien der Ilymphoiden Zellen. Die
Weltgesundheitsorganisation (WHO) teilt diese in Non-Hodgkin-Lymphome (NHL)
und HL ein (Swerdlow, 2008). Die NHL werden in B-Zell-, T-Zell- und NK-
Zelllymphome unterteilt. Das HL gehort zu den B-Zelllymphomen, obwohl es
gelegentlich (in ca. 1 - 2 % der Falle) von T-Zellen abstammt (Muschen et al., 2000a;
Seitz et al., 2000). Eine weitere Unterteilung der Gruppen findet unter

zytomorphologischen, immunologischen und genetischen Gesichtspunkten statt.

Etwa 95 % der Lymphome haben ihren Ursprung in B-Zellen (Kuppers, 2005). Dies
liegt vermutlich darin begrindet, dass die B-Zellentwicklung mehrere Prozesse
beinhaltet, die transformierende Ereignisse in den Zellen hervorrufen konnen.
Reziproke chromosomale Translokationen konnen bei der V(D)J-Rekombination im
Knochenmark sowie der SHM oder dem CSR im GC entstehen, da hier DNA-
Strangbriche induziert werden. Die SHM kann in Form von der aberranten SHM
(ASHM) auch nicht Ig-Gene betreffen (Gordon et al., 2003; Liu et al., 2008; Muschen
et al., 2000b). Wie in der SHM ist auch hier nur die 5-Region der Gene betroffen.
Bekanntestes betroffenes Gen ist der Keimzentrumsfaktor BCL6 (Pasqualucci et al.,
1998; Shen et al., 1998). B-Zelllymphome (B-NHL) stammen vorwiegend von
Keimzentrums- oder Postkeimzentrums-B-Zellen ab, wie Analysen der somatisch

mutierten IgV-Gene gezeigt haben (Kuppers et al., 1999; Stevenson et al., 1998).

1.2.1 B-Non-Hodgkin-Lymphome (B-NHL)

Es gibt eine Vielzahl von Lymphomen, die in indolente (schmerzfrei — langsam
verlaufend) und aggressive Entitaten unterteilt werden. Die beiden haufigsten B-NHL
sind das Diffus grofzellige B-Zell-Lymphom und das Follikulare Lymphom, die ca. ein
Drittel bzw. ein Funftel aller B-NHL ausmachen. Das Burkitt-Lymphom ist mit 2 %
aller B-NHL eher selten. Es betrifft im Allgemeinen Kinder und Jugendliche und ist in
dieser Population mit 35 % als haufig zu bezeichnen (Fisher, 2003). In vielen B-NHL
sind die Ig-Gene an chromosomalen Translokationen beteiligt (Kippers und Dalla-
Favera, 2001).
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1.2.1.1 Diffus groRzelliges B-Zell-Lymphom (DLBCL)

Das DLBCL gehort zu den aggressiven Lymphomen und wird in drei Gruppen
unterteilt, die Uber Microarrayanalysen festgelegt wurden: Das GC-DLBCL (germinal
centre-like), das ABC-DLBCL (activated B cell-like) und das seltene primér
mediastinale B-Zell-Lymphom (PMBL) (Alizadeh et al., 2000; Rosenwald et al., 2002;
Rosenwald et al., 2003; Savage et al., 2003; Wright et al., 2003). Die drei Subtypen
entstehen aus unterschiedlichen Differenzierungsstufen von B-Zellen, verwenden
unterschiedliche onkogene Signalwege und werden unterschiedlich behandelt
(Staudt und Dave, 2005). Im Gegensatz zum GC-DLBCL haben ABC-DLBCL und
PMBL einen konstitutiven NF-kB Signalweg. Aullerdem wurde in den
Genexpressionsanalysen entdeckt, dass PMBL dem HL auf molekularer Ebene
ahnelt. Typische genetische Veranderungen sind BCL2/IgH Translokationen und Rel-
Amplifikation im GC-DLBCL, BCL6-Translokationen im ABC-DLBCL und PMBL
sowie Rel-Amplifikationen ebenfalls im PMBL (Igbal et al., 2007; Joos et al., 1996;
Rosenwald et al., 2002). Sowohl GC-DLBCL als auch ABC-DLBCL zeigen mutierte
IgV-Gene, was auf einen Keimzentrumsursprung hinweist, wobei SHM im ABC-Typ

nicht mehr aktiv ist (Lossos et al., 2000).

1.2.1.2 Follikulares Lymphom (FL)

Das FL gehort zu den indolenten Lymphomen. Eine rasche Medikation ist meist nicht
notwendig. In einigen Fallen kann es sich aber im langjahrigen Verlauf zu einem
aggressiven sekundaren B-NHL entwickeln (Bende et al., 2007). In 90 % der Falle ist
eine IgH-Translokation mit dem anti-apoptotischen BCL2 (BCLZ2/IgH) vorhanden
(Bende et al., 2007; Cleary und Sklar, 1985; Tsujimoto et al., 1985), die allein aber
nicht pathogen ist, wie normale Zellen die diese Translokation tragen, zeigen.
Weitere transformierende Ereignisse sind bisher nicht beschrieben. Wie mutierte IgV-
Gene und aktive SHM zeigen, stammt das FL vermutlich von GC-B-Zellen ab (Bahler
und Levy, 1992).

1.2.1.3 Burkitt Lymphom (BL)

Das BL gehort ebenfalls zu den aggressiven Lymphomen. Es wird in drei Typen
unterteilt: Das endemische BL, das eine der haufigsten Tumorerkrankung von
Kindern in Malaria verseuchten Gebieten des tropischen Afrikas ist und auch
vorwiegend dort vorkommt. Es ist in 95 % der Falle mit dem Epstein-Barr Virus (EBV)

assoziiert. Das sporadische BL, das Uberwiegend in gemalligten Klimazonen
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vorkommt und nur in 30 % der Falle mit EBV assoziiert ist (Kutok und Wang, 2006).
Das HIV-assoziierte BL, das in Kombination mit einer HIV-Infektion auftritt. Das BL ist
ein extrem schnell wachsender Tumor. Ursprung des BLs ist wahrscheinlich das GC,
wie die CD77-Expression (Aiello et al., 1990) und die mutierten IgV-Gene mit aktiver
SHM vermuten lassen (Chapman et al., 1995; Klein et al., 1995). Gemeinsam ist
allen Subtypen die MYC/lg Translokation (Hummel et al., 2006). Haufig ist das BL
auch mit Mutationen in p53 assoziiert (Gaidano et al., 1991).

1.2.2 Hodgkin-Lymphom (HL)

Das HL ist in der westlichen Welt eines der haufigsten Lymphome. Bevorzugt trifft es
Menschen im Alter von 20 bis 30 Jahren oder wieder ab dem 65. Lebensjahr, dabei
erkranken Manner etwas haufiger als Frauen. Die Inzidenz liegt in Deutschland bei
etwa drei Fallen pro 100.000 Einwohner. Symptome sind u. a. schmerzlose
Lymphknotenschwellungen am Hals oder hinter dem Brustbein (Mediastinum),
Fieber, Gewichtsverlust, Midigkeit. Uber Chemo- und/oder Strahlentherapie werden
mittlerweile ca. 90 % der fruh diagnostizierten Patienten geheilt (Diehl et al., 2005).
Dennoch ist die allgemeine Lebenserwartung aufgrund von Sekundarerkrankungen
durch die Therapie reduziert (Aleman et al., 2003; Hancock und Hoppe, 1996; Henry-
Amar und Somers, 1990; Mauch et al., 1995; Ng et al.,, 2002). Es wird Uber
Morphologie, Immunophanotyp und Klinik in zwei Gruppen unterteilt, das klassische
HL (cHL; ca. 93 % der HL) und das nodulédre Lymphozyten-prédominanten HL
(NLPHL; ca. 7%). Das cHL wird histologisch weiterhin unterteilt in nodular-
sklerosierend (ca. 60 % der HL), gemischtzellig (28 %), lymphozytenreich (5%) und
lymphozytenarm (0,3 %). Typisch fur das cHL sind die grofden einkernigen bzw.
mehrkernigen Hodgkin-/Reed-Sternberg (HRS)-Zellen, die nur ca. 1 % des
Tumorgewebes ausmachen. Das die HRS-Zellen umgebende Gewebe ist infiltriert
von T-Zellen, B-Zellen, Plasmazellen, neutrophilen und eosinophilen Granulozyten

sowie Mastzellen (Weiss, 2007).

Der Ursprung des cHL ist im Allgemeinen eine reife B-Zelle. Erst spat wurde Uber
Einzelzellanalysen gezeigt, dass HRS-Zellen rekombinierte V-Gene haben, die
bedingt durch SHM mutiert und innerhalb eines Tumors klonal verwandt sind
(Brauninger et al., 1999; Irsch et al., 1998; Kanzler et al., 1996; Klppers et al., 1994).
Ca. 25 % der cHL-Falle zeigen sogenannte “verkrippelte” BCRs (Kanzler et al.,

1996). Dies wuirde in normalen B-Zellen zu Apoptose fuhren (Lam et al., 1997) und
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lasst fur das cHL annehmen, dass der Ursprung dieser Entitat in pra-apoptotischen
GC-B-Zellen liegt, die durch weitere, transformierende Ereignisse der Apoptose
entkommen sind (Kanzler et al., 1996; Kuppers et al., 1998). Viele Falle mit
verkrippelten BCRs sind gleichzeitig EBV-positiv (Brauninger et al., 2006). EBV kann
durch die Expression von LMP2a die BCR-Aktivitat imitieren und stellt somit eventuell
einen Mechanismus zum Uberleben dar (Bechtel et al., 2005; Caldwell et al., 1998;
Mancao und Hammerschmidt, 2007). In seltenen Fallen stammt das cHL auch von T-
Zellen ab, wie die Anwesenheit eines rekombinierten TCR in Abwesenheit eines
rekombinierten BCR zeigt (Muschen et al., 2000a; Seitz et al., 2000).

Das HL hat einen konstitutiven NF-kB-Signalweg, ein Fehlen dieses Signals fuhrt in
HL-Linien zur Apoptose (Bargou et al., 1997). Die Oberflachenrezeptoren CD30,
CD40 und RANK, die auf HRS-Zellen exprimiert werden, kdnnen NF-kB aktivieren
(Carbone et al.,, 1995a; Carbone et al.,, 1995b; Fiumara et al., 2001; Horie et al.,
2002). Verschiedene Mutationen in Proteinen, die am NF-kB-Weg beteiligt sind,
aktivieren diesen Signalweg ebenfalls: Chromosomale Gewinne von Rel (40 % der
Falle) und NIK (20 %, NF-kB-incucing kinase) sowie inaktivierende Mutationen in NF-
kB-Inhibitoren IkBa (10%, NFKBIA), IkBe (10 %, NFKBIE) und A20 (40%, TNFAIP3)
(Cabannes et al., 1999; Emmerich et al., 1999; Joos et al., 2002; Jungnickel et al.,
2000; Kato et al., 2009; Lake et al., 2009; Martin-Subero et al., 2002; Schmitz et al.,
2009a; Steidl et al., 2010). Interessanterweise tritt die A20-Mutation vorwiegend in
EBV-negativen Fallen auf. In EBV-positiven Fallen ist das Virusprotein LMP1 in der
Lage CD40 zu imitieren und so NF-kB zu aktivieren (Gires et al., 1997). Eine kurzlich
im Internet erschienene Publikation zeigt, dass Notch1 ebenfalls NF-kB im HL

aktivieren kann (Schwarzer et al., 2011).

Ebenfalls konstitutiv aktiv ist der JAK/STAT-Signalweg (Januskinasen - Just another
kinase/ Signal Transducers and Activators of Transcription) im HL (Baus und
Pfitzner, 2006; Kube et al.,, 2001; Scheeren et al., 2008; Skinnider et al., 2002).
Inaktivierende Mutationen im SOCS1-Gen, einem negativen Regulator von STAT-
Aktivitat, sind in 40 % der HL Falle gefunden worden (Weniger et al., 2006). Es wird
aulderdem noch eine Aktivierung des JAK/STAT-Signalwegs durch die Cytokine IL13
und IL21, die von HRS-Zellen exprimiert werden, beschrieben (Kapp et al., 1999;
Lamprecht et al., 2008). Eine chromosomale Amplifikation von 9p24, in der JAK2
liegt, wurde im HL auch nachgewiesen (Joos et al., 2003; Joos et al., 2000).
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Beim cHL wird von einem Verlust der B-Zellidentitat gesprochen. Dies zeigt sich
durch einen Phanotyp der sowohl in immunhistologischen Analysen als auch auf
molekularer Ebene keiner normalen hamatopoetischen Linie ahnelt. So haben
Genexpressionsanalysen gezeigt, dass es einen allgemeinen Verlust der Expression
von B-zellspezifischen Genen gibt (Schwering et al., 2003). Betroffen sind u. a. Gene
wie CD79A, CD79B, CD20, CD19, BLNK, BOB1 (OBF), Pu.1 (Spi1) und OCT2 (Re
et al., 2001; Stein et al., 2001; Torlakovic et al., 2001; Watanabe et al., 2000).
Linienfremde Gene, wie z. B. Granzym B, CD3 und CD4 der T-Zelle, TARC und
Fascin der dendritischen Zelle sowie CD15 der Granulozyten und auch wichtige
Transkriptionsfaktoren wie Notch1 (T-Zelle), Gata3 (T-Zelle) und ID2 (NK-Zelle)
werden dagegen in HRS-Zellen ausgepragt (Atayar et al., 2005; Jundt et al., 2002b;
Oudejans et al., 1996; Pinkus et al., 1997; Renne et al., 2006; van den Berg et al.,
1999). Es wird spekuliert, dass der Verlust der B-Zellgene zum Uberleben der HRS-
Zellen beitragt. Eine normale B-Zelle bendtigt zum Uberleben ein konstitutives BCR-
Signal; fehlt dieses, so wird die Apoptose eingeleitet. Zellen mit defekten BCR
kénnen somit nur Uberleben, wenn sie ihren Phanotyp verandern. Bisher wurde noch

kein transformierendes Ereignis beschrieben, das diese Reprogrammierung auslost.

Die heterogene Expression verschiedener Regulatorproteine hat auch Einflisse auf
die drei Haupt-B-Zelltranskriptionsfaktoren E2A, EBF1 und PAX5. Der B-
Zelltranskriptionsfaktor E2A wird in HRS-Zellen exprimiert (Hertel et al., 2002;
Mathas et al., 2006), jedoch meist schwacher als in Kontrollzellen. Aufserdem wird er
von den zwei linienfremden Proteinen ID2 (inhibitor of differentiation and DNA
binding 2; NK-Zellen) und ABF1 (activated B cell factor) an der Auslibung seiner
Funktion als Transkriptionsfaktor gestort (Kuppers et al., 2003; Mathas et al., 2006;
Renne et al., 2006). EBF1 mRNA wird im Vergleich zu Kontrollzellen schwacher bis
gar nicht in HL-Linien ausgepragt (Hertel et al., 2002; Mathas et al., 2006).
Interessanterweise zeigt EBF1 in Linien, die von T-Zellen abstammen eine starkere
Expression als in B-Zell-HL-Linien (Hertel et al., 2002). Eine immunhistologische
Untersuchung der EBF1-Expression in primaren Fallen steht noch aus. Notch1, das
stark in HRS-Zellen exprimiert wird (Jundt et al., 2002a), scheint in diesen die
Expression von E2A und EBF1 und seiner Zielgene zu inhibieren (Jundt et al., 2008).
PAX5 wird haufig im cHL exprimiert. Es gibt jedoch grof3e Variationen in der Anzahl
wie auch in der Intensitat der positiven Zellen von primaren Fallen; ebenso zeigen die

Linien nur teilweise eine meist schwachere Expression (Foss et al., 1999; Hertel et
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al., 2002; Krenacs et al., 1998; Mathas et al., 2006). Untersuchungen auf Mutationen
im PAX5-Gen in HL-Linien verliefen negativ (Schwering et al., 2003).

Neben dem gestorten Gleichgewicht der Transkriptionsfaktoren scheinen auch
epigenetische Faktoren bei der aberranten Genexpression im HL eine Rolle zu
spielen. Fir die B-Zellgene SYK, BOB.1 (OBF1) und CD79B wird gezeigt, dass ihre
Promotoren in Linien und primaren Fallen methyliert sind (Doerr et al., 2005;
Ushmorov et al., 2006). Uber eine 5-aza-dC- (5-aza-desoxycytidin) Behandlung
konnte die Expression der methylierten Gene erreicht werden (Doerr et al., 2005;
Ushmorov et al., 2006). Eine genomweite Analyse der DNA-Methylierung in HL-
Linien zeigt, dass hypermethylierte Promotoren bevorzugt in B-Zellgenen zu finden
sind (Ammerpohl et al., 2012). Untersuchungen zu Histonmodifikationen in HL-Zellen
zeigen inaktivierte H3K9/14-deacetylierte und H3K27-trimethylierte Histone in B-

zellspezifischen Genen (Seitz et al., 2011).

1.3 Zielsetzung der Arbeit

Trotz der guten Heilungschancen des HLs ist es fiur eine spezifischere
nebenwirkungsarmere Therapie notwendig die Biologie des HLs zu verstehen. Die
Bedeutung des ,Verlustes der B-Zellidentitat” fur die Pathogenese des HL ist bisher
nicht geklart. Wenn eine pra-apoptotische GC-B-Zelle durch ein unbekanntes
transformierendes Ereignis ihre B-Zellsignatur verliert, so kann sie vielleicht ihrer
Bestimmung entgehen und Uberleben. Ziel der vorliegenden Arbeit ist es zu klaren,
ob deregulierte Transkriptionsfaktoren wie E2A und EBF1 zum HRS-zelltypischen
Phanotyp beitragen und das Uberleben dieser Zellen beeinflussen kénnen.

Der Verlust der B-Zellsignatur soll Uber eine Herunterregulation von E2A in CG-B-
Zellen simuliert werden. Hierflr soll zunachst ein E2A-shRNA-exprimierendes virales
Vektorsystem in B-Zelllinien etabliert werden. Die Inhibierung von E2A in B-Zellen
soll zeigen, ob dies zu einem HL-ahnlichen Phanotyp fuhrt (Fehlen von B-Zellgenen,
Expression linienfremder Gene wie z. B. ID2 und ABF1) und ob E2A essentiell fur die

Auspragung verschiedener B-Zellgene ist.

In einer weiteren Experimentreihe soll getestet werden, ob und mit welchen
Konsequenzen in HL-Zellen die B-Zellsignatur wieder hergestellt werden kann. Es
soll in dem Zusammenhang eine stabile Expression von EBF1 Uber virale Vektoren in

HL-Linien etabliert werden. In EBF1-transduzierten HL-Linien soll das
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Expressionsmuster von EBF1-Zielgenen untersucht und mit dem von B-Zellen
verglichen werden. Hierbei sollen sowohl positiv regulierte Zielgene der B-Zelle als
auch linienfremde negativ regulierte Zielgene individuell untersucht werden.
Genchipanalysen sollen Aufschluss Uber die Expression weiterer bekannter und
unbekannter EBF1 Zielgene geben. Wenn der Verlust der B-Zellidentitat zum
Uberleben der HRS-Zelle beitragt, kann die Wiederherstellung des B-Zellstatus in
HL-Zellen im Extremfall zur Apoptose fuhren. Daher soll die Fitness der EBF1-
Transduzierten Zellen untersucht werden. Das HL zeigt im Vergleich zu B-Zellen ein
degeneriertes DNA-Methylierungsmuster. EBF1 scheint in normalen B-Zellen in
diesem Bereich eine regulierende Funktion einzunehmen. Hier soll untersucht
werden inwieweit diese auch in HL-Zellen eine Bedeutung hat. Die Suche nach
Mutationen in EBF1 soll klaren, ob dies die Ursache flr die mangelnde EBF1-

Expression in HRS-Zellen ist.
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2. Material und Methoden

2.1 Zellkultur

2.1.1 Verwendete Zelllinien und Zellkulturmedien

Tabelle 1: Verwendete Zelllinien

Linie Zelltyp Optimale Medium’ Literatur
Zelldichte  (+10-20% FCS
[Zellen/mL]  und 1x P/S)

L-1236 humanes HL 0,3-0,5 x 10° RPMI 1640 (Wolf et al., 1996)
L-428 humanes HL 0,2-0,5 x 10° RPMI 1640 (Schaadt et al., 1979)
6 80% IMDM + 20%
U-HO1 humanes HL 0,4-1,0x 10 RPMI 1640 (Mader et al., 2007)
KM-H2 humanes HL 0,3-1,0 x 10° RPMI 1640 (Kamesaki et al., 1986)
HDLM-2 humanes HL 0,5-1,0 x 10° RPMI 1640 (Drexler et al., 1986)
Raiji humanes BL 0,5-1,0 x 10° RPMI 1640 (Pulvertaft, 1964)
293T humane - DMEM (Graham et al., 1977)

embryonale Niere

* Die Medien RPMI 1640, IMDM und DMEM sind mit stabilem Glutamat versetzt. P/S -
Penicillin/Streptomycin (PAA)

2.1.2 Kultivierung von Zellen

Die Zelllinien wurden bei 37 °C, 5 % CO, und 95 % Luftfeuchtigkeit kultiviert.
Suspensionszellen wurden durch Zugabe von frischem Medium oder durch
Zentrifugation (115-180 g, 4 °C, &°), Entnahme von verbrauchtem Medium und
anschliellender Zugabe von frischem Medium in der optimalen Zelldichte gehalten.
Bei adharenten Zellen wurde bei dichten Platten das Medium abgesaugt, der
Zellrasen mit 1x PBS™ (phosphatgepufferte Salzlésung, Invitrogen) gewaschen und
die Zellen einige Sekunden mit Trypsin-EDTA (PAA) Uberschichtet, um diese zu
I0sen. Die abgelosten Zellen wurden in Medium aufgenommen und mit frischem
Medium in geringerer Konzentration zur Kultivierung auf neue Platten Uberfuhrt.
Eingefrorene Zellaliquots wurden im 37 °C warmen Wasserbad aufgetaut, die Zellen
wurden mit ca. 10 mL vorgewarmtem Medium versetzt, gewaschen, in frischem

Medium aufgenommen und in eine Kulturflasche/-schale uberfuhrt.

Zur Lagerung wurden Zellen eingefroren. Die Zellen wurden gezahlt und zentrifugiert.
Je 5x10° Zellen wurde 1,5 mL Gefriermedium (Zelltypspezifisches Medium mit 10 %

DMSO) auf das Zellpellet gegeben und die Zellen resuspendiert. In jedes
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Kryoréhrchen wurden ca. 1,5 mL Suspension gegeben, die langsam in einem
Kryoeinfriergerat auf ca. -80 °C abgekuhlt wurden. Danach wurden die Zellen in
flussigem Stickstoff gelagert.

2.1.3 Zellzahlbestimmung

Die Zellzahl einer Suspension (adharente Zellen vorher mit Hilfe von Trypsin I6sen)
wurde in einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Hierfur wurden von den neun
GroRquadraten die vier Eckquadrate (jeweils 16 Kleinquadrate) ausgezahlt, wobei
auf den Linien liegende Zellen nur gezahlt wurden, wenn sie auf der oberen oder
linken Linie lagen. Um vitale (ungefarbte) von toten (blau gefarbten) Zellen
unterschieden zu kdénnen, wurde die Zellsuspension mit Trypanblauldésung

(Invitrogen) versetzt. Die Zellkonzentration einer LOsung wurde wie folgt berechnet:

x 10* x Verdiinnung

) Zellen1 (X vier Eckquadrate)
Zellkonzentration ] =

mL 4

2.1.4 Untersuchung auf Mycoplasmen

Die parasitar lebenden Bakterien der Gattung Mycoplasma kdnnen den Stoffwechsel
von befallenen Zellen und damit auch Ergebnisse einiger Experimente beeinflussen.
Die verwendeten Zelllinien wurden daher regelmalfig mit dem PCR Mycoplasma Test

Kit von AppliChem nach Herstellerangaben getestet.

2.1.5 Identifikation von HL-Linien mittels Sequenzierung

Die Vertauschung bzw. Kontamination von Zelllinien ist ein verbreitetes und
bekanntes Problem. Die verwendeten HL-Linien wurden daher mittels bekannter
Mutationen identifiziert: Es wurde gDNA isoliert (2.4.1), PCRs mit den in Tabelle 2
und Tabelle 3 beschriebenen Oligonukleotiden (Primern) sowie Reagenzien aus
Tabelle 4 angesetzt. Die DNA-Fragmente wurden bei folgenden PCR-Bedingungen
amplifiziert:

IkBa Exon3/4 + A20 95 °C 5/(95 °C 307/61 °C 30”/72 °C 90”)x40/72 °C 5'/15 °C
IkBa Exon5 95 °C 5/(95 °C 307/63 °C 30”/72 °C 90”")x40/72 °C 5'/15 °C

Die PCR-Produkte wurden gereinigt und in eine Standardsequenzierreaktion (2.4.5.6)

mit den in Tabelle 2 und Tabelle 3 angegebenen Primern eingesetzt und sequenziert.
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Tabelle 2: Mutationen in HL-Linien

Linie Gen Mutation PCR-Primer Seq-Primer Quelle
IkBa (Cabannes et al.,
KM-H2  (GI-187423894; éf;‘ﬁ;ﬁ?;% ?Vit ;‘j 4 bo, KNIH2 530 bo) 22 1999: lto et al.,
NG_007571.1) P. P 1995)
IkBa
1-428  (GI:187423894; ggﬁf ?3?815(5 ; 22 G1:6688191
NG_007571.1) P
e fgﬁg’;gg? ﬁgggigg?? bZW. A20E2intF, A20E2R A20E2seqF  (Schmitz etal,
AY248754.1) Eron 2 (Wt 464 bp, UHO1 456 bp) ~ A20E2R 2009b)
A20/TNFAIP3 A20E2intF, A20E2R
altj)?- (G1:28932977; E;‘gr'] 3010'6019 (wt: 464 bp, SUP-HD1 474 ﬁgggﬁqu (Kiippers, 2011)
AY248754.1) bp)
L1935 fgﬁg’;gg? G9482A A20E3intF, A20E3R A20E3seqF  (Schmitz etal,
AY248754.1) Exon 3 (307 bp) A20E3R 2009b)
DML f\éf’g';ggs? Dupl.10230-10258  A20E4-5intF, A20E4-5R A20E4-5intF (Schmitz et al.,
AY248754.1) Exon 4 (wt: 589, HDLM2 618 bp) A20E4-5R  2009b)
Primer = Oligonukleotid
Tabelle 3: Oligonukleotidsequenzen der spezifischen Mutationen in HL Linien
Primer Sequenz (5’-3°) Gen
3a CCT GTC TAG GAG GAG CAG CAC IkBa
4c ATA AGC ACG AGG AGC CTG ACT CA IkBa
5a AGC AGA AAT TCC AAA TGC AGC CAT IkBa
5c GGA GGG TGA AGG GAA TGG CAC IkBa
A20E2intF GTT TCC TGC AGG CAG CTA TAG AGG A20
A20E2R AGC TTC ATG AAT GGG GAT CCA GCA G A20
A20EZSeqF CCT TTT CAG GTG TTG GAG AG A20
A20E3intF ACC TTT GCT GGG TCT TAC ATG CAG A20
A20E3R TAT GCC CAC CAT GGA GCT CTG TTA G A20
A20E3seqF TCC TTT CTG TCC TCA GGT A20
A20E4-5intF TAC AGG GAG TAC AGG ATA CAT TCA AGC A20
A20E4-5R GGA AAA CCC TGA TGT TTC AGT GTC TAG A20
Tabelle 4: PCR-Ansitze der spezifischen Mutationen in HL Linien
IkBa: Exon3/4 IkBa: Exon5 A20
dNTP (2 mM) 5 uL 5 uL 5 L
10xPCR-Puffer (HF2) 5L 5L 5 uL
Primer forward (2,5 yM) 2,5uL 2,5uL 2,5uL
Primer reverse (2,5 uM) 2,5 L 2,5 L 2,5 L
MgCl, (25 mM) 2 uL 1L 3L
Betain (5M) 10 pL 10 l 10 l
H20 20,7 uL 21,7 uL 20,7 uL
DNA (ca. 100 ng) 2 uL 2 4l 1l
Polymerase 0,3 uL 0,3 uL 0,3 uL

HF2 = Puffer 2 aus Expand High Fidelity PCR System (Roche)
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2.1.6 Durchflusszytometrische Analyse und Sortierung von Zellen (FACS)

Die durchflusszytometrischen Analysen bzw. Sortierungen von transduzierten Zellen
(tGFP+) wurden an einem BD FACSCanto bzw. FACSDiva (BD Biosciences)
durchgefiihrt. Vor der Messung wurden die Zellen 1 bis 5-mal in PBS™/0,5 % BSA
gewaschen, in 0,5 — 3 mL PBS"/0,5 % BSA resuspendiert und in ein
Analyserohrchen Uberfuhrt. Durch Zugabe von 1 - 2 pL 500 pg/mL Propidiumiodid
(PI, Invitrogen) wurden tote Zellen identifiziert. Pl diffundiert durch die Membran von
Zellen. In lebenden wird es wieder herausgepumpt und in toten interkaliert es in DNA

und farbt diese rot.

Durch Zugabe einer definierten Menge CountBright™ Absolute Counting Beads for
flow cytometry (Invitrogen) zu einem definierten Volumen ungewaschener Zellen
kann man die zu analysierenden Zellen zahlen bzw. die Zellzahl in groReren

Volumina hochrechnen.

2.1.7 MTS-Assay

Diese Methode dient dazu den Energieumsatz und damit die Fitness von Zellen zu
bestimmen. Einer definierten Zellzahl (hier 10.000 oder 20.000 Zellen/well) in 100 uL
Medium, jeweils im Quadruplikat in einer flachen 96-well-Platte, wurden 20 pL
CellTiter 96 AQueous One Solution Reagent (Promega) zugegeben. NADH und
NADPH der Zellen bioreduziert das MTS-Tetrazoliumsalz des Reagenzes, das zu
farbigem Formazan wird. Diese Reaktion wurde Uber vier Stunden bei 490 nm im
ELISA-Reader dokumentiert.

2.2 Bakterielle-Arbeitstechniken

2.2.1 Bakterienkultur

Bakterien, insbesondere Escherichia coli, werden zur Vermehrung von Plasmiden
verwendet. Fur Plasmidisolationen wurden diese in LB-Medium (engl. lysogeny broth,
Carl Roth) bei 37 °C und ca. 250 rpm geschuttelt. Zur Vereinzelung wurden die
Bakterien auf agarosehaltigen LB-Platten (Agar-Agar, Carl Roth) ausgestrichen und
im Brutschrank bei 37 °C kultiviert.

Die verwendeten Medien/Platten wurden entsprechend der Sequenz der Plasmide
mit Antibiotikum versetzt, um die Bakterien positiv zu selektionieren: Ampicillin (100
pMg/mL), Kanamycin (50 pg/mL) und Chloramphenicol (50 pg/mL).
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2.2.2 Transformation von Bakterien
Um Plasmide zu vermehren mussen diese zunachst per Transformation in
kompetente Bakterien gebracht werden. Durch einen kurzen Hitzeschock nehmen

die (meist mit Calciumionen) vorbehandelten Bakterien DNA auf:

Es wurden 30 yL kompetente Bakterien (hier XL1-blue, Stratagene; DH10Bpir116,
Open Biosystems; DH5a, Invitrogen) mit 0,5 uL pS-Mercaptoethanol 10 Minuten
inkubiert. Nach Zugabe von DNA (0,1 - 50 ng Plasmid-DNA: oder 3 uL
Ligationsansatz) wurde das Gemisch 30 Minuten auf Eis gegeben. Die Bakterien-
DNA-Mischung wurde 45 Sekunden bei 42 °C geschockt und anschlielend 2
Minuten auf Eis gekuhlt. Das Reaktionsvolumen wurde mit 970 uL warmem SOC-
Medium (Sigma-Aldrich) aufgefullt und eine Stunde bei 37 °C geschuttelt. Es wurden
je 20 und 200 pL der Bakterien auf Antibiotika-haltige LB-Platten ausgespatelt und
uber Nacht bei 37 °C wachsen gelassen.

Konnte eine sogenannte ,Blau-Weil3-Selektion® durchgefuhrt werden, wurde auf den
Platten vor der Verwendung 100 pL IPTG (100 mM) und 20 pL X-Gal (50 mg/mL)
ausgespatelt und vollstandig einziehen gelassen.
IPTG (100 mM): 1,2 g Isopropyl-p-D-thiogalactopyranosid (IPTG)

50 mL H,O

sterilfiltrieren
Lagerung 4 °C

X-Gal (50 mg/mL): 50 mg 5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-B3-D-galactopyranosid (X-Gal)

1mL N,N-Dimethylformamid

Lagerung -20 °C
Die “Blau-Weil3-Selektion” ermdglicht ein schnelleres Auffinden von positiven Klonen:
Dabei enthalt das Plasmid an der Klonierungsstelle das lacZ Gen, das fur (-
Galactosidase codiert. Bei einem Plasmid ohne Insert kann das Enzym (-
Galactosidase vollstandig exprimiert werden und X-Gal mit Hilfe von Sauerstoff in
einen blauen Farbstoff umwandeln. Die betroffenen Kolonien sind blau. Hat das
Plasmid ein Insert aufgenommen, ist das lacZ Gen unterbrochen; B-Galactosidase
wird nicht exprimiert und die Kolonien bleiben weild. IPTG stimuliert dabei den lac-

Promotor.
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2.3 RNA-Techniken

2.3.1 RNA Isolation

Die RNA von sortierten Zellen wurde nach Herstellerangaben mit einem Kieselgel-
basierten Kit, dem RNeasy® Micro Kit (QIAGEN), isoliert. Hierbei wurde das
Protokoll fiir < 1x10° Zellen ohne DNase-Verdau verwendet. Die RNA wurde in 12 pL

RNase-freiem Wasser eluiert.

Grollere RNA-Mengen wurden Uber eine Phenol-Chloroform-Fallung gewonnen.

Hierbei wurde Trizol (Invitrogen) nach Herstellerangaben verwendet.

2.3.2 Reverse Transkription

Die Reverse Transkription kleiner RNA-Mengen (< 50 ng) wurde nach
Herstellerangaben mit dem Sensiscript® Reverse Transcription Kit (QIAGEN)
durchgefuhrt. Mehr als 50 ng RNA wurden mit dem Omniscript® Reverse
Transcription Kit in cDNA umgeschrieben. Die verwendeten Oligonukleotide waren
Random Hexamers (Applied Biosystems) und der RNase-Inhibitor RNasin Plus

(Promega).

Fir die cDNA-Synthese mit genspezifischen Oligonukleotiden (3.2.4) wurde
SuperScript Ill (Invitrogen) nach Herstellerangaben verwendet. Diese Reverse
Transkriptase synthetisiert optimal bei einer relativ  hohen Temperatur von
42 — 55 °C, was bei der Verwendung von genspezifischen Oligonukleotiden (hier:
EBF2136R: 5'-CTC TGG GAC TTG TAT CAG ATT ACT C-3') vorteilhaft ist.

2.3.3 Konzentrationsbestimmung von RNA

Die Konzentration von RNA wurde unter Anwendung des Lambert-Beerschen
Gesetzes photometrisch bei einer Wellenlange von 260 nm bestimmt. Entweder im
NanoDrop ND-1000 Spektrometer (Thermo scientific), das die Konzentration
automatisch im Computer berechnet oder im BioMate 3 UV/VIS-Spektrophotometer

(Thermo Spectronic). Im letzteren wird die RNA-Konzentration wie folgt berechnet:

. ng " ng

RNA — Konzentration [E] = O0Dy40nm X Verdinnung X 40E
Mit der zusatzlichen Messung der Absorption bei 280 nm und Bestimmung des
Quotienten OD2gp nm/OD2go nm €rhalt man ein Maf fur die Reinheit der Nukleinsaure.

Fur RNA ist ein Wert von 2,0 optimal.
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2.3.4 Micro-Arrays

Die Genchipanalysen wurden vom BioChip Labor im Hause (PD Dr. L. Klein-Hitpass)
nach folgendem Protokoll durchgefuhrt: Je Chip wurden 150 ng gesamt RNA (siehe
2.3.1; RNeasy Micro Kit, GIAGEN) mit dem Ambion WT Expression Kit (Applied
Biosystems) amplifiziert und Uber den GeneChip WT Terminal Labeling and
Hybridization Kit (Affymetrix) markiert und hybridisiert. Das Waschen und die
Farbung erfolgten nach dem Standard Affymetrix GeneChip Protokoll (Version 2) in
der GeneChip Fluidics Station 450 (Affymetrix), die Messung auf dem GC Scanner
3000 7G (Affymetrix).

Die Arraydaten wurden mit Hilfe der Bioinformatikerin Dr. Claudia Doéring (Institut fur
Pathologie, Universitatsklinikum Frankfurt am Main) folgenden statistischen Analysen

unterzogen:

e Um technische Variabilitdat zu bertcksichtigen wurden die Chip-Daten nach dem
VSN-Modell von Huber normalisiert (Doring, 2009).

o Differentielle Genexpression: Die statistische Analyse wurde mit der Software R,
Version 2.12 durchgefuhrt (R Development Core Team, 2005). Weitere Software
Pakete wurden vom Bioconductor Projekt verwendet (Gentleman et al., 2004). Die
Daten wurden zunachst uber einen Intensitats- und einen Varianzfilter bereinigt.
Hierbei sollten Intensitaten von Gber 100 in mindestens 25 % der Proben erreicht
werden, wenn die zu vergleichenden Gruppen gleich grold waren (Intensitatsfilter).
AuRerdem sollten der Quartilsabstand der log2 Intensitdten mindestens 0,5
betragen, wenn die zu vergleichenden Gruppen gleich grol3 waren (VarianZzfilter).
P-Werte wurden mit dem Zweistichproben t-Test (bei gleicher Varianz) berechnet,
um differentiell exprimierte Gene der beiden Gruppen zu identifizieren. Die Rate
der falsch Positiven (FDR) wurde nach Benjamini und Hochberg berechnet, um
das Problem des Multiplen-Testens zu berucksichtigen (Hochberg und Benjamini,
1990). AuRerdem wurde ein sogenannter fold change (FC, n-fache Anderung) fiir
jedes Gen der beiden Gruppen berechnet. Die Listen der differentiellen
Genexpression wurden, wie im Ergebnisteil angegeben, nach verschiedenen FDR
und FC Kriterien gefiltert.

e Durchfuhrung einer Gene Set Enrichment Analyse (Mootha et al., 2003;
Subramanian et al.,, 2005), um durch EBF1 regulierte Gengruppen zu

identifizieren. Es wurde mit der Permutationstypeinstellung ,Phenotype”
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ausgewertet. Diese Einstellung wird bevorzugt empfohlen; optimal ist jedoch eine
Gruppengrofde von mindestens sieben. In der hier vorliegenden Arbeit sind nur
drei Wiederholungen pro Gruppe vorhanden. Da es sich hier um stabile Replikate
einer Zelllinie handelte und nicht um variable Replikate z. B. von verschiedenen
Patienten, die mit einem Medikament behandelt wurden, wurde trotz geringer
Gruppengrolle die Permutationstypeinstellung ,Phenotype“ verwendet. Des
Weiteren wurden Standardeinstellungen angewandt. Die drei analysierten
Kollektionen (c2 alle, c2 Biocarta Signalwege oder KEGG Signalwege)
entstammten der Gruppe c2, die sogenannte curated genes aus verschiedenen

Signalweg Datenbanken und Publikationen aus PubMed enthielten.
2.4 DNA-Arbeitstechniken

2.41 Isolierung genomischer, eukariotischer DNA
Genomische, eukariotische DNA wurde Uber den Gentra Puregene Kit (QIAGEN),
QIAamp DNA Micro Kit (QIAGEN) oder QIAamp DNA Mini and Blood Mini Kit

(QIAGEN) - wenn nicht anders angegeben - nach Herstellerangaben isoliert.

Bei dem Gentra Puregene Kit wurden die Zellen lysiert und die DNA nach einer
Reinigung alkoholisch gefallt. Diese Methode wurde z. B. bei der DNA Isolierung zur

Bisulfidsequenzierung (2.4.5.7) verwendet.

Die beiden QlAamp Kits verwenden Kieselgelsaulen an der die DNA der lysierten
Zellen gebunden wird. Diese wird anschlieBend gewaschen und eluiert. Der DNA
Micro Kit eignet sich besonders fur kleine Zellmengen und kleine Elutionsvolumina
wie z. B. bei der tGFP-gPCR (3.2.5.2).

2.4.2 Plasmidisolierung aus Escherichia coli

Kleine Plasmidmengen (ca. 2 — 3 mL Bakterienkultur) wurden mit dem QI/Aprep
Miniprep Kit (QIAGEN) nach Herstellerangaben oder nach folgendem Protokoll ohne
Kieselgelsaulen isoliert:

5 mL LB-Medium mit 10 pL Ampicilin (50 ng/uL) versetzen, mit einer

Bakterienkolonie animpfen und Uber Nacht bei 37 °C und ca. 200 rpm schutteln.
Bakterien eine Minute bei 13000 rpom (= ca. 16000 g) und RT in einem 1,5 mL

Reaktionsgefall abzentrifugieren. Pellet in 300 yL S1 (Resuspension Buffer aus
Nucleobond PC 500, Macherey-Nagel) lésen. 300 pL S2 (Lysis Buffer aus
Nucleobond PC 500) zugeben, vorsichtig umschwenken, 5 Minuten bei RT
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inkubieren. 300 yuL S3 (Neutralization Buffer aus Nucleobond PC 500) zugeben,
vorsichtig umschwenken, 10 Minuten auf Eis inkubieren. Zelltriummer 15 Sekunden
bei 13000 rpm (ca. 16000 g) (RT oder 4 °C) abzentrifugieren. Uberstand (ca.
900 pL) in neues 1,5 mL Reaktionsgefal® geben, 630 uL Isopropanol zugeben und
20x schwenken. Plasmide 30 Sekunden bei 13000 rpm (ca. 16000 g) (4°C oder RT)
pelletieren und mit 500 pL 70% EtOH waschen. Das Pellet wird anschliel3end
getrocknet und in 30 — 50 pL H20 oder TE (QIAGEN) aufgenommen.

Groliere Plasmidmengen (ca. 100 mL Bakterienkultur) wurden mit NucleoBond® PC
500 (Macherey-Nagel) oder EndoFree Plasmid Purification Kit (QIAGEN) nach
Herstellerangaben isoliert. Beide Kits verwenden Kieselgelsaulen zur DNA
Gewinnung. Der EndoFree Plasmid Purification Kit hat einen zusatzlichen
Reinigungsschritt bei dem Endotoxine (Lipopolysaccharide - LPS) entfernt werden.
Endotoxine beeinflussen die Transfektionseffizienz und mussen daher z. B. bei der

Virusherstellung (2.6.1) entfernt werden.

2.4.3 Konzentrationsbestimmung von DNA

Die Konzentration von DNA wurde wie die RNA-Bestimmung unter Anwendung des
Lambert-Beerschen Gesetzes photometrisch bei einer Wellenlange von 260 nm
bestimmt, entweder im NanoDrop ND-1000 Spektrometer (Thermo scientific), das die
Konzentration automatisch im Computer berechnet oder im BioMate 3 UV/VIS-
Spektrophotometer (Thermo Spectronic). Im letzteren wurde die DNA-Konzentration wie
folgt berechnet:

ng

n
DNA — Konzentration [H_ﬂ = 0D,60nm X Verdiinnung x 50 "

Mit der zusatzlichen Messung der Absorption bei 280 nm und Bestimmung des
Quotienten ODysp nm/OD2go nm erhalt man ein Mal} fur die Reinheit der Nukleinsaure.
Reine DNA ergibt einen Wert von 1,8. Ist der Wert kleiner, spricht das fur eine

Verunreinigung mit Phenol oder Proteinen.

Die Konzentration von DNA (z. B. PCR-Fragmente fur die Sequenzierung) kann auch
im Agarosegel (2.4.7) bestimmt werden. Es wurde dafur ein geringes definiertes
Volumen der Probe neben einem definierten Volumen einer Massenleiter (z. B. Low
Mass Ladder — Invitrogen) auf ein Gel aufgetragen. Die Massenleiter zeigt die

Intensitat verschiedener DNA-Mengen an. Vergleicht man diese mit der Intensitat der
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Probe, kann deren Masse abgeschatzt werden. Dabei wurde beachtet, dass DNA-
Mengen unter 5 — 10 ng im Gel kaum mehr sichtbar sind, dass aber zu starke
Banden wegen Ubersattigung schlecht abgeschatzt werden kdnnen.

2.4.4 Klonierung

Klonierung ist die Vervielfaltigung von DNA. Hierbei wird ein DNA-Fragment in einen
Vektor bzw. ein Plasmid integriert. Das Plasmid kann mittels Transformation (2.2.2)
in Bakterien gebracht, dort vervielfaltigt und anschlieBend wieder isoliert (2.4.2)

werden.

Je nach weiterer Verwendung der Plasmide reicht eine schnelle TA-Klonierung aus
(z. B. fur die Sequenzierung, 3.2.4, 3.2.3). Oder die einzelnen Fragmente werden
Uber Restriktionsverdau, Dephosphorylierung des Vektors, Phosphorylierung des
Inserts, Auffullen/Abdauen von Uberhangenden 5'/3-Enden und Ligation exakt

passend zueinander gebracht (z. B. EBF1-Plasmid zur Virusproduktion 3.2.1.1).

2.4.4.1 TA-Klonierung

Zur schnellen Klonierung steht der pGEM-T Easy Vector (Promega) zur Verfligung.
Dieser Kit enthalt ein gedffnetes Plasmid mit 3° Gberhangenden Thymidin-Enden. Da
einige thermostabile Polymerasen (z. B. Taq Polymerase) uberhangende Adenin-
Enden produzieren, konnen die so amplifizierten PCR-Produkte direkt in den Vektor
ligiert werden. Diese Klonierung wurde im Allgemeinen nach Herstellangaben
durchgefuhrt. Im Zusammenhang mit massenhaften pGEM-T Easy Klonierungen fur
die Methylierungsstudie (2.4.5.7) wurde das Protokoll wie folgt verandert: Der
Gesamtansatz wurde auf 7 yL verkleinert, wobei die Ligase und der Vektor je um die

Halfte auf 0,5 yL reduziert wurden.

2.4.4.2 Produktion von uberhangenden A-Enden
PCR-Produkte, die keine Uberhangenden A-Enden haben, wurden wie folgt fur die

TA-Klonierung vorbereitet:

X DNA [ng]
2 uL 10 x Fermentas Puffer
2 yL 25mM MgCl, (Fermentas)
2 uL dNTPs (2 mM)
0,3 uyL Taq DNA Polymerase (Fermentas)
ad 20 uL H,O
Inkubation 30 Minuten bei 72 °C

2.4.4.3 Restriktionsverdau

Die Restriktionsenzyme wurden nach Herstellerangaben verwendet.
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Tabelle 5: Verwendete Restriktionsenzyme

Enzym Puffer Hersteller
BamHI BamHI Fermentas
BamHI/Hindlll Tango Fermentas
Xbal/Hindlll Tango Fermentas
EcoRI/Xhol Orange Fermentas
Sall/Bpil = Bbvll = Bbsl Orange Fermentas
BamHI/ Bpil = Bbvll = Bbsl Green Fermentas
EcoRI EcoRI Fermentas
Spel/BamHI Tango Fermentas
Ncol Tango Fermentas
Xhol Red Fermentas
EcoRI/Notl Orange Fermentas

2.4.4.4 Klenow-Fragment: Auffiillen bzw. abdauen von DNA-Enden

Das Klenow-Enzyme (Roche) kann DNA-Fragmente mit einzelstrangigen,
Uberhangenden 5‘-Enden aufflllen bzw. 3‘-Enden abdauen und damit sogenannte
,blund ends® fur eine entsprechende Ligation produzieren. Das Klenow-Fragment

wurde nach Herstellerangaben verwendet.

10x Filling Buffer 500 mM Tris (pH 7,5)
100 mM MgCl,
10 mM DTT
500 pg/mL BSA
2.4.4.5 DNA-Dephosphorylierung
Calf Intestinal Alkaline Phosphatase (CIP, New England Biolabs) katalysiert die
Entfernung von 5-Phosphatgruppen von DNA, z. B. Plasmiden und verhindert damit

die Religation von Vektoren. Das Enzym wurde nach Herstellerangaben verwendet.

2.4.4.6 DNA-Phosphorylierung
T4 Polynukleotide Kinase (Fermentas) phosphoryliert 5° Enden von DNA. Dies
optimiert die Ligation von Inserts in Vektoren. Das Enzym wurde nach

Herstellerangaben verwendet.

2.4.4.7 Ligation von DNA

Die Ligation von DNA-Fragmenten in linearisierte Vektoren wurde im Allgemeinen mit
der T4 DNA Ligase (Fermentas) nach Herstellerangaben durchgefuhrt. Der pGEM-T
Easy Vector von Promega enthalt im Kit eine eigene Ligase, die entsprechend

verwendet wurde.
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2.4.5 PCR-Techniken

2451 PCR
e Zur Klonierung von GFP aus pADTracksiGata3 in verschiedene pSM2-
Vektoren (Open Biosystems, Thermo Scientific) wurde GFP mit Primern, die

einen Uberhang fiir einen BamHI-Restriktionsverdau besitzen (griin markiert),

amplifiziert:
Primer Sequenz (5°-3°)
GFP5031F TAA TAG GGG ACC GGATCC CAT TTT ATG TTT CAG GTT CAG GGG G
GFP19421R TTG GAC TCG GGG GGATCC ATA GTA ATC AAT TAC GGG GTC ATT AG
Reagenzien Primer/Volumina [ul]
Primer GFP503IF + GFP1942IR
Endkonz. dNTPs [mM] 0,2
Endkonz. je Primer [uM] 0,2
10x High Fidelity Puffer 2 [uL] 5
DNA [ud] 0,1
High Fidelity Enzyme Mix (Roche) 0,75
ad H,O [uL] 50

Programm: 95 °C 5'/(95 °C 15"/60 °C 30"/72 °C 2°)35x/72 °C 5'

e Kontroll-PCR, um zu testen, ob pSM2-Virusuberstand Viruspartikel enthalt:

Primer Sequenz (5°-3)

GFP1188F GTG GTG CAG ATG AAC TTC AGG

GFP1939R GTA ATC AAT TAC GGG GTC ATT AG

PSM-03F ATC GTT GCC TGC ACA TCT TGG

SM2839R GAA GTG ATC TTC CGT CAC AGG

Reagenzien Primer/Volumina [ul]

Primer GFP1188F + GFP1939R
PSM-03F + SM2839R

Endkonz. dNTPs [mM] 0,2

Endkonz. je Primer [uM] 0,3

10x Puffer [uL] 5

»,CDNA" [uL] 9

Taq DNA Polymerase (Fermentas) 0,75

ad H,O [pL] 50

Programm: 95 °C 5'/(95 °C 15"/60 °C 30"/72 °C 2°)45x/72 °C 5'

e Herstellung des Plasmids pGIPZ-Spel

Primer Sequenz (5'-3")
pGIPZ-Spel-F ATT ACC ACT AGT GCG TCT GGA ACA ATC AAC CTC TGG ATT AC
pGIPZ-Spel-R CTC GGT ACT AGT GGT ATT ATC GTG TTT TTC AAA GGA AAA CCA C
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Reagenzien Primer/Volumina [ul]
Primer pGIPZ-Spel-F+ pGIPZ-Spel-R
Endkonz. dNTPs [mM] 0,2

Endkonz. je Primer [uM] 0,4

3,3x Puffer Il [uL] 15

Endkonz. Mg®* [mM] 1,6

DNA [5 ng/pL] 20 yL

rTth DNA Polymerase (Applied Biosystems) 1 uL (Hot Start)

ad H,0O [uL] 50

Programm: 94 °C 1'/(94 °C 15"/57 °C 30"/68 °C 10)45x/72 °C 10'

e Herstellung des EBF1-Inserts mit Uberhangenden Spel-Enden

Primer Sequenz (5°-3°)

EBF-Spel-F CAT CTA ACT AGT ATG TTT GGG ATT CAG GAA AGC ATC C
EBF-Spel-R CAT CTA ACT AGT TCA CAT AGG AGG AAC AAT CAT GCC
Reagenzien Primer/Volumina [ul]
Primer EBF-Spel-F+ EBF-Spel-R
Endkonz. dNTPs [mM] 0,2

Endkonz. je Primer [uM] 0,3

10x Puffer [uL] 2,5

DNA [100 ng/uL] 1uL

Ultra Pfu Polymerase (Agilent Technologies) 0,2 L

ad H20 [uL] 25

Programm: 95 °C 2,5'/(95 °C 30"/61 °C 30"/72 °C 4,5%)43x/72 °C 10’

e Zur Sequenzierung von EBF1 gDNA in KMH2 wurden zwei PCRs im Bereich

von Exon 1, Intron 1 und Exon 2 durchgefuhrt:

Primer Sequenz (5°-3°)

EBF243F TTC AAG GGG GAG GAG ATT TTC C

EBF8844R CAG CAG CTG CCG CTG CC

EBF243F TTC AAG GGG GAG GAG ATT TTC C

EBF6677R CGG CTG CTT CTC AAA GTG AGC

Reagenzien Primer/Volumina [ul]
Primer EBF243F, EBF8844R EBF243F, EBF6677R
Endkonz. dNTPs [mM] 0,2 0,2
Endkonz. je Primer [uM] 0,3 0,3
10x Puffer + KCI [uL] 5 5
MgCl, [mM] 2,5 1
Betain [M] 1 1
DNA [ud] 1 1
Taq DNA Polymerase (Fermentas) 0,75 0,75
ad H,O [uL] 50 50

Programm: 95 °C 5'/(95 °C 30"/58 °C 30"/72 °C 3)45x/72 °C 5'
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2.4.5.2 RT-PCR

Zur Sequenzierung der EBF1 mRNA wurden vier verschiedene Uberlappende RT-

PCRs durchgefuhrt:

Primer Sequenz (5°-3°)

EBF243F TTC AAG GGG GAG GAG ATT TTC C

EBF616R CCG GTA GTG AAT TCC GTT ATT GG

EBF483F AAT CCA ACT TCT TCC ACT TCG TCC

EBF1068R GGA GTA GCA TGT TCC AGA TAA GAG

EBFO938F GTC AAT GTG GAT GGC CAT GTC C

EBF1610R GTT GTC CAC TGA ACG AAT TCA CG

EBF1474F GGA AAT CAT TCT GAA GAG AGC GG

EBF2136R CTC TGG GAC TTG TAT CAG ATT ACT C

Reagenzien Primer/Volumina [ul]
EBF243F, EBF616R EBF1474F, EBF2136R
EBF483F, EBF1068R

Primer EBF938F, EBF1610R

Endkonz. dNTPs [mM]
Endkonz. je Primer [uM]
10x Puffer + KCI [uL]

MgCl, [mM]
Betain [M]

cDNA Menge [ug]

Taq DNA Polymerase (Fermentas)

ad H,O [uL]

0,2 0,2
0,3 0,3
5 5
4 2,5
1 1
1 1
0,75 0,75
50 50

Programm: 95 °C 3'/(95 °C 20"/58 °C 20"/72 °C 40")42x/72 °C 5'

2.4.5.3 sqRT-PCR
Es wurde die Expression der mRNA/cDNA verschiedener EBF1-Zielgene und EBF1

in EBF1/Kontrollvektor-infizierten HL-Linien per semiquantitativer RT-PCR uberprift.

PCR-Zyklen

Primer Sequenz (5°-3°) mRNA L1236 1428 KMH2
ACt23F AGC CTC GCC TTT GCC GAT C B-Aktin 57 30 30
Act96R AGC GCG GCG ATA TCA TCA TCC
GDH85F CCA CAT CGC TCA GAC ACC ATG
GDH193R TGA AGG GGT CAT TGA TGG CAA C GAFDH 27 30 30
EBF1170F GTA CCA TGC TGG TCT GGA GTG
EBF1262R GTG TGA CTT CCA CAA CAC CAG G EBFL 36 36 36
CD19 854F CAA CCT GAC CAT GTC ATT CCA CC cpis 39 A5 A5
CD19 976R  CAC AGG CAG AAG ATC AGA TAA GCC
CD79a 133F ATC TGG TAC CCT GGG ACT GC

- 7
CD79%a 300R GGA CCT TGT GCA TCC ACA GG cD79a 36 45 45
CD79b 36F AGC CTC GGA CGT TGT CAC G
CD79> 195R GAT TCC GGT ACC GGT CCT C CD79b 42 45 45
PAX5 899F  GTC CCA GCT TCC AGT CAC AG
PAX5 1069R CGG AGA CTC CTG AAT ACC TTC G PAXS 33 39 39
ID2 423F CTC GCA TCC CAC TAT TGT CAG C - 30 33 31
ID2 601R GAA CAC CGC TTA TTC AGC CAC AC
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Nol 96F GAA TGG CGG GAA GTG TGA AGC

Nol 261R  TGC AGG CAT AGT CTG CCA CG Notehl 36 39 36
Reagenzien Primer/Volumina [ul]

Primer fur alle Amplikons

Endkonz. dNTPs [mM]

Endkonz. je Primer [uM]

10x Expand High Fidelity Buffer 3 (Roche) [uL]
25 mM MgCl, (Roche) [mM]

Betain [M]

cDNA (10000 Zellen/20 yL cDNA) [uL]

Taq DNA Polymerase (Fermentas)

ad H,O [uL]

0,2
0,3
2
2,5
1
1
0,3
20

Programm: 95 °C 3'/(95 °C 15"/60 °C 15"/72 °C 20")Xx

2.4.5.4 Quantitative RT-PCR

Die Messungen wurden auf dem 7900HT Fast Real-Time PCR System (Applied
Biosystems) mit bereits validierten TagMan Gene Expression Assays (Primer/Sonde)
fur  GAPDH  (Hs99999905 m1), pB-Actin  (Hs99999903 m1), CD79b/mb1
(Hs00236881_m1), E2A/TCF3 (Hs00413032_m1), PSMC2 (Hs00792473_m1),
PSMC5 (Hs00267687_m1), ID2 (Hs00747379_m1), CD19 (Hs00174333_m1), Pax5
(Hs00277134_m1), Notch1 (Hs01062014_m1), Foxo1 (Hs01054576_m1) sowie fir
dieses Projekt hergestellte Primer-Sonden-Mischungen (Assays-by-Design, Applied
Biosystems) fur Pax5-alpha und Pax5-beta nach Herstellerangaben durchgefihrt.
Alle Primer-Paare sind Exon-uberspannend, d. h. sie konnen keine genomische DNA
amplifizieren, sofern das uUberspannte Intron ausreichend grof3 ist. Es wurde der
TagMan Universial PCR MasterMix, No AmpErase UNG (Applied Biosystems)
verwendet. Die cDNA wurde im Messansatz (10 bzw. 20 pL) 1:10 - 1:30 verdunnt
eingesetzt, um Inhibition der PCR durch Reagenzien der Reversen Transkription zu
vermeiden. Das verwendete Programm lautet 10’ 95°C/(15“ 95°C/1’ 60°C)x45.

Unterschiede in der Genexpression wurden mit der AACt-Methode berechnet:

AACt = (Cthl - CtRG)Probe - (Cthl - CtRG)Kontrollprobe

Ct = Cycle threshold, Messwert der Real-time PCR; Gvl = Gen von Interesse; RG =
Referenzgen; Probe = EBF1 infiziert; Kontrollprobe = Kontrollinfektion

2.4.5.5 Quantitative PCR - Copy Number Assay

Die Messungen wurden auf dem 7900HT Fast Real-Time PCR System (Applied
Biosystems) mit bereits validierten TagMan Copy Number Assays (Primer/Sonde) fur
RNase P (# 4403326) sowie fur dieses Projekt hergestellte Primer-Sonden-

40



MATERIAL UND METHODEN

Mischungen (Custom TagMan Copy Number Assay, Applied Biosystems) fur tGFP
(# tGFP_CC70K86, 4400294) nach Herstellerangaben durchgefuhrt. Die beiden
Sonden tragen unterschiedliche Farbstoffe, so dass die Reaktion als Duplex-PCR
stattfinden konnte. Es wurde der TaqMan Universial PCR MasterMix, No AmpErase
UNG (Applied Biosystems) mit 20 ng DNA pro Messansatz verwendet. Das
durchgefuhrte Programm lautet 10" 95°C/(15% 95°C/1’ 60°C)x45. Unterschiede der
Kopienzahl der Gene wurden mit der AA-Methode berechnet:

AACt = (Cthl - CtRG)Probe - (Cthl - CtRG)Kontrollprobe

Ct = Cycle threshold, Messwert der Real-time PCR; Gvl = Gen von Interesse; RG =

Referenzgen; Probe = Pl-positive Zellen, Kontrollprobe = Pl-negative, tGFP-positive
Zellen der gleichen Infektion

2.4.5.6 DNA-Sequenzierung

Die DNA-Sequenzierung wurde nach der Methode von Sanger (Sanger et al., 1977)
auf einem 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) durchgefuhrt. Es wurde der
BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) vorwiegend nach
Herstellerangaben verwendet. Das verwendete Volumen Big Dye Terminator wurde,
um Kosten zu sparen, von 4 uL auf 0,5 pL in einem 20 pyL-Ansatz reduziert. Das

Volumen des Puffers wurde entsprechend angepasst.

Die erhaltenen Fragmente wurden Uber folgende ethanolische Fallung gereinigt: Den
20 uL Sequenzieransatz mit 40 yL Wasser, 150 yL Ethanol (100%) und 6 uL 3M
Natriumacetat/Dextranblau versetzen, mischen und 30 Minuten bei Raumtemperatur
und 13000 rpm (ca. 16000 g) abzentrifugieren. Uberstand abnehmen, leicht blaues
Pellet mit 200 uL Ethanol (70%) waschen und an der Luft trocknen. Bis zur Messung

Lagerung bei ca. 4 °C.

Die erhaltenen Daten/Elektropherogramme wurden je nach Fragestellung und
Umfang der Datenmenge manuell gesichtet, mit Sequenzen aus der PubMed-
Datenbank (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) verglichen oder mit der
Analysesoftware SeqScape (Version 2.5; Applied Biosystems) untersucht.

Folgende Primer wurden fur Sequenzierreaktionen verwendet:

GFP-PCR-Produkt (3.1.1):

Primer Sequenz (5°-3°)
GFP503F CAT TTT ATG TTT CAG GTT CAG GGG G
GFP1266R GCC ACA AGT TCA GCG TGT CC
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GFP1188F GTG GTG CAG ATG AAC TTC AGG

GFP1939R GTA ATC AAT TAC GGG GTC ATT AG

Kontrolle Minis (3.1.1):

Primer Sequenz (5°-3°) Bemerkung
GFP1188F GTG GTG CAG ATG AAC TTC AGG GFP-spezifisch
GFP1939R GTA ATC AAT TAC GGG GTC ATT AG GFP-spezifisch
PSM-03F ATC GTT GCC TGC ACA TCT TGG Plasmid-spezifisch
SM2839R GAA GTG ATC TTC CGT CAC AGG Plasmid-spezifisch
Kontrolle komplettes pSMC2-Plasmid (3.1.1):

Primer Sequenz (5°-3°)

PSM-01F GGG CCA AGA ACA GAT GGT CC

PSM-02F GCG TCT TGT CTG CTG CAG C

GFP503F CAT TTT ATG TTT CAG GTT CAG GGG G

GFP1266R GCC ACA AGT TCA GCG TGT CC

GFP1188F GTG GTG CAG ATG AAC TTC AGG

GFP1939R GTA ATC AAT TAC GGG GTC ATT AG

CMVrev GCT ATG AAC TAA TGA CCC CG

PSM-03F ATC GTT GCC TGC ACA TCT TGG

PSM-04F TCT GGA GTG AAT ACC ACG ACG

PSM-05F GCA GCT CGC GTC GTG CAG

PSM-06F CGT GGT TCC TGG CCA CCG T

PSM-07F GAG AGG CTC TAA GGG CTT CTC

PSM-08F TAC CGT AAA GCA CGA GGA AGC

PSM-09F GCG AAA CGA TCC TCA TCC TG

PSM-01R TCT CTC TAA CAG CCT TGT ATC G

SM2839R GAA GTG ATC TTC CGT CAC AGG

Kontrolle EBF1-Sequenz (3.2.1):

Primer Sequenz (5°-3°)

pPCEP4 US AAA TGG GCG GTA GGC GTG TAC G

pPCEB4 LS CTG CAT TCT AGT TGT GGT TTG TCC

EBF SRUS1 GAT TCC AGG TCG TGG TGT CTA CG

EBF SRUS2 GGG ATG CCA CAC AAC AAC CAG G

EBF SRUS3 CTA CGT GCG CCT CAT TGA CTC C

EBF SRUS4 GTA CGT GCC GAG CAC CAC TCC

Kontrolle pGIPZ-Spel-EBF1 (3.2.1):

Primer Sequenz (5°-3°)

pGIPZ-4473F CAC GTT GTG AGT TGG ATA GTT GIG G

EBF1-Spel-F ATT ACC ACT AGT GCG TCT GGA ACA ATC AAC CTC TGG ATT AC
EBF SRUS3 CTA CGT GCG CCT CAT TGA CTC C

EBF SRUS1 GAT TCC AGG TCG TGG TGT CTA CG

EBF SRUS2 GGG ATG CCA CAC AAC AAC CAG G

EBF SRUS4 GTA CGT GCC GAG CAC CAC TCC

PGIPZ-IRES-R GAA AGC CAT ACG GGA AGC AAT AGC

EBF1 Mutationsanalyse (3.2.4):

Primer Sequenz (5°-3%)

EBF243F TTC AAG GGG GAG GAG ATT TTC C
EBF616R CCG GTA GTG AAT TCC GTT ATT GG
EBF483F AAT CCA ACT TCT TCC ACT TCG TCC
EBF1068R GGA GTA GCA TGT TCC AGA TAA GAG
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EBF938F GTC AAT GTG GAT GGC CAT GTC C
EBF1610R GTT GTC CAC TGA ACG AAT TCA CG
EBF1474F GGA AAT CAT TCT GAA GAG AGC GG
EBF2136R CTC TGG GAC TTG TAT CAG ATT ACT C

Sequenzierung von EBF1 auf genomischer Ebene in KM-H2 (3.2.4):

Primer Sequenz (5°-3°)

EBF243F TTC AAG GGG GAG GAG ATT TTC C
EBF8844R CAG CAG CTG CCG CTG CC
EBF6677R CGG CTG CTT CTC AAA GTG AGC
EBF8724R GCA GAC AGC TCC AGG TCC

2.4.5.7 Bisulfit-Sequenzierung

In humaner DNA koénnen bestimmte Cytosine nur, wenn dem C ein G folgt (= CpG),
uber Methylierungen markiert werden. Gene, deren Promotorbereich methyliert ist,
werden im Allgemeinen nicht transkribiert. Das Methylierungsmuster einer DNA kann
durch Sequenzierung Bisulfit-behandelter DNA untersucht werden. Durch die
Bisulfitbehandlung wird unmethyliertes Cytosin zu Uracil. In einer folgenden PCR und
anschlieBender Sequenzierung klonierter PCR-Fragmente zeigt sich, welche
Cytosine methyliert waren und Cs bleiben sowie welche zu Us/Ts transformiert
wurden. Man beachte, dass die verwendeten Primer spezifisch fur Bisulfit-behandelte
DNA sein mussen (keine oder wenig CpGs) und dass mit einem Primerpaar nur einer

der beiden DNA-Strange amplifiziert wird.

Zur DNA-Gewinnung wurden 100.000 tGFP-positive sortierte Zellen in das Protokoll
(inkl. RNase-Verdau) fur 10.000 - 100.000 Zellen (Gentra Puregene; siehe 2.4.1)
eingesetzt. Die DNA wurde in 25 pL Elutions Puffer geldst.

Die geldste DNA wurde durch Zugabe von 2,5 yL 3 M NaOH und Inkubation fir 30
Minuten bei 42 °C denaturiert. Zur Modifikation unmethylierter Cs wurden 255 pL
3,9 M Natriumhydrogensulfit (= Bisulfit; Sigma; pH 5,0; frisch angesetzt), 15 uL
10 mM Hydrochinon (Sigma; frisch angesetzt) und 2,5 yL Wasser zur DNA gegeben.
Der Ansatz wurde Uber Nacht bei 55 °C inkubiert und dreimal bei 95 °C denaturiert:
(3h 55 °C, 5° 95 °C) x3, 3h 55 °C. Die DNA wurde mit DNA Clean and Concentrator
(Zymo Research) gereinigt und in 25 pL TE (QIAGEN) resuspendiert. Durch Zugabe
von 2,5 yL 3 M NaOH und Inkubation fur 15 Minuten bei 37 °C wurde die DNA
denaturiert. Zur Neutralisierung wurden 13,8 yL 9 M Ammoniumacetat (pH 7,0)
zugegeben. Uber eine ethanolische Fallung wurde die DNA gereinigt: 124 uL 100%
EtOH und 1 pL Glykogen zugeben und mischen; 10 Minuten Inkubation bei —20 °C;
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Zentrifugation 10 Minuten 14000 rpm (ca. 18000 g) 4°C; 2x mit 200 yL 70% EtOH
waschen; trocknen; resuspendieren in 50 yL. Die modifizierte DNA ist instabil und

wurde bei -20 °C gelagert und innerhalb weniger Wochen verwendet.

FUr die Promotoren von CD19, CD79B, Pax5a und Pax5B wurden je ein bis zwei

CpG-reiche Fragmente amplifiziert, Uber ein Agarosegel aufgetrennt, mit dem QIAEX
I Kit (QIAGEN) gereinigt und in 20 yL 10 mM Tris (pH 8,5) eluiert:

Primer

Sequenz (5°-3°)

CD19-BS-1aF

CD19-BS-1aR

CD19-BS-2aF

CD19-BS-2aR

CD79b-BS-1aF
CD79b-BS-1aR
CD79b-BS-2aF
CD79b-BS-2aR
PAX5a-BS-1aF
PAX5a-BS-1aR
PAX5b-BS-1aF
PAX5b-BS-1aR
PAX5b-BS-2bF
PAX5b-BS-2bR

TAT TTT GGT
CAA AAA TAT
AAG GGG TTT
AAA CAC CCA
GTT TTG GGT
TAC TCC CCT
AGG ATT TTA
CTA AAA ATA
TTG GAT GGT
CCC AAA CTT
TTT TGG AGA
CCC CAT TAA
TTT GTG GGT
AAA AAA ACA

GTT
AAA
ATA
ACC
TTT
CTA
GTT

TGG
TTA
TTT
CTA
TGT
AAA

TAG
CCC
TTT
ACA
TTT
TCT
GTG
ACA
GAA
TAA
TTT
AAC
TTA
AAT

GTT
CTT
TTG
ACT
AGA
ATA
TTG
AAC
TTT
AAA
TTA
AAC
GTT
CCC

GGA
AAA
TGT
CAA
TGT
CTT
TTT
CCC
TG

TTA
TTT
CCA
AAT
AAC

GTG
ATA
AGA
AT
TTG ATT T
ACC C

AAG TTG G
ACA AAC

TAG T
AAA ACC
AAA TAG AA

AAA
TTA
CA
GGG G

CAC CAA

AAA A
TTT TTT AAT

AAC

Reagenzien

Primer/Volumina [ul]

Primer

CD79b-BS-2aF + CD79b-BS-2aR

CD19-BS-1aF + CD19-BS-1aR
CD19-BS-2aF + CD19-BS-2aR
CD79b-BS-1aF + CD79b-BS-1aR
PAX5a-BS-1aF + PAX5a-BS-1aR
PAX5b-BS-1aF + PAX5b-BS-1aR

Endkonz. dNTPs [mM] 0,2 0,2
Endkonz. je Primer [uM] 0,3 0,3
HF3 10x Puffer [uL] 5 5
HF MgCl, [mM] 2,5 4,0
Betain [M] 1 1
DNA Menge [ug] 0,1 0,1
High Fidelity Enzyme Mix

(Roche) [uL] 0,75 0,75
ad H,0 [uL] 50 50

Programm: 94 °C 5'/(94 °C 30"/56 °C 30"/72 °C 45") 45x/72 °C 5'

Reagenzien

Primer/Volumina [ul]

Primer

Endkonz. dNTPs [mM]

Endkonz. je Primer [uM]

HF3 10x Puffer [uL]

HF MgCl, [mM]

Betain [M]

DNA Menge [ug]

High Fidelity Enzyme Mix (Roche) [uL]
ad H,O [uL]

PAX5b-BS-2bF + PAX5b-BS-2bR
0,2
0,3
5
4,0
1
0,1
0,75
50
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Programm: 94 °C 5'/(94 °C 30"/62 °C 30"/72 °C 45") 45x/72 °C 5'

Die PCR-Fragmente wurden per TA-Klonierung (2.4.4.1) in Plasmide gebracht und

sequenziert.

2.4.6 Reinigung von PCR-Fragmenten
Zur direkten Reinigung von PCR-Produkten wurde der MinElute PCR Purification Kit
(QIAGEN) oder der QIAquick PCR Purification Kit (QIAGEN) nach Herstellerangaben

verwendet. Beide Kits verwenden Kieselgelsaulen zur Fixierung der DNA.

2.4.7 Gelelektrophorese

Die zu untersuchenden Proben (z. B. Restriktionsverdau, PCR) wurden
entsprechend ihrem Volumen mit Gelladepuffer (6x Orange DNA Loading Dye,
Fermentas) versetzt und in die Taschen eines 0,8 — 2 %igen TAE-Agarosegels
(grollere DNA = geringer prozentiges Gel; kleinere DNA-Fragmente = hoher
prozentiges Gel) geladen. Durch Anlegen einer Spannung von 100 — 120 V wird die
negativ-geladene DNA zur Anode gezogen und trennt sich dabei ihrer GroRe nach
auf. Die DNA wird durch Zugabe von DNA-interkalierenden Farbstoffen und UV-Licht
sichtbar gemacht. Dabei wurden 5uL Ethidiumbromid (Ethidiumbromidlésung 1 %,
Carl Roth) pro 100 mL Gel bis Frahjahr 2010, danach 10 pyL GelRed (Biotium) pro

100 mL Gel verwendet.

50 x TAE Puffer 2 M Tris-Acetat

50 mM EDTA, pH 8,0

ad 1 L ddH20
2.4.8 Reinigung von DNA- bzw. PCR-Fragmenten aus Agarosegelen
Zur Elution von DNA-Fragmenten, die Uber ein Agarosegel getrennt und damit
aufgereinigt wurden, wurde der QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN) oder der
QIAEX Il Kit (QIAGEN) verwendet. Der erstgenannte Kit verwendet Kieselgelsdulen
zum Binden der DNA. Der andere benutzt Kieselgelpartikel, die mit der gebundenen

DNA abzentrifugiert werden kénnen.
2.5 Protein-Arbeitstechniken

2.5.1 Isolation von Keimzentrums B-Zellen aus humanen Tonsillen
Als Positivkontrolle flr den Western Blot wurden humane CD77-positive GC-B-Zellen
aus tonsillaren mononuklearen Zellen (TMCs) per MACS isoliert. CD77 galt als

Centroblastenmarker (Mangeney et al., 1991; Pascual et al., 1994), neuere Analysen
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haben aber gezeigt, dass im Expressionsprofil von CD77+ und CD77- GC-B-Zellen
kein Unterschied besteht (Hogerkorp und Borrebaeck, 2006; Klein et al., 2003b).
Alternativ wurden aus technischen Grinden CD20-positive CD38-intermediare Zellen

- eine Markerkombination, die fur gesamt GC-B-Zellen steht - aus TMCs sortiert.

2.5.1.1 Aufreinigung von TMCs mittels Dichtegradientenzentrifugation

Die Tonsillen wurden mechanisch zerkleinert und Uber verschiedene Siebe (= 50 uM)
von Bindegewebe gereinigt. Je 35 mL der Zellsuspension in PBS™/0,5 % BSA wurde
in einem 50 mL Falcon Uber 15 mL Ficoll Paque PLUS (Amersham)/ Pancoll (PAN
Biotech) oder LSM 1077 Lymphozytentrennmedium (PAA) geschichtet. Die
verschiedenen Zelltypen wurden 35 Minuten in der Zentrifuge bei 1500 rpm (389 rcf)
und 4 °C getrennt. Die tonsillaren mononuklearen Zellen (TMC), die die GC-B-Zellen
enthielten, befinden sich in der Phase zwischen Ficoll/Pancoll/LSM 1077 und PBS™.
Diese Zellen wurden abgenommen, zweimal in PBS™/0,5 % BSA gewaschen, in
PBS™/0,5 % BSA resuspendiert und gezahlt.

2.51.2 CD77-MACS

Die Zellen von Interesse tragen den Oberflachenmarker CD77 und kénnen somit
positiv angereichert werden. Pro 108 TMCs wurden 80 pL AK (FITC Mouse Anti-
Human CD77, BD # 551353) und 170 uL PBS™/0,5 % BSA zu den Zellen gegeben
und 20 Minuten auf Eis inkubiert. Ungebundener AK wurde mit ca. 20 mL
PBS™/0,5 % BSA bei 1500 rpm (389 rcf) und 4 °C ausgewaschen.

Je 107 potentieller CD77-positiver Zellen (Annahme: max. 20 % der TMCs sind
CD77-positiv) wurden 10 yL FITC-Beads (Miltenyi Biotec, #120-000-293) und 40 uL
PBS”/0,5 % BSA zu den Zellen gegeben und 30 Minuten auf Eis inkubiert.
Ungebundene Beads wurden mit ca. 20 mL PBS™/0,5 % BSA bei 1500 rpm (389 rcf)

und 4 °C ausgewaschen.

Das Pellet wurde in ca. 50 mL PBS™/0,5 % BSA resuspendiert und Uber die mit
PBS™/0,5 % BSA kalibrierte, im Magneten befindliche S&ule gegeben. Die
Saulen/Zellen wurden dreimal mit je 3 mL PBS”/0,5 % BSA gewaschen. Nach
Entfernung des Magneten wurden die Zellen von Interesse dreimal mit je 3 mL
PBS™/0,5 % BSA eluiert.

Die TMCs, der Durchlauf und das Eluat wurden mit verschiedenen Farbungen im
FACS kontrolliert:
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Tabelle 6: Kontrollférbungen CD77-MACS

Zellen AK1 AK2 Bedeutung der Farbung

T™MC CD19 CD3 Verteilung B- und T-Zellen in TMC (50:50)
TMC CD20 CD77 Verteilung GC- (15-25%) und andere B-Zellen
DL CD19 CD3 Verteilung B- und T-Zellen

DL CD20 CD77 Verteilung GC- und andere B-Zellen

EL CD20 CD77 Reinheit GC-B-Zellen

Es wurden dabei folgende Antikérper mit einem Volumen von 5 uL /0,5 — 1x108
Zellen verwendet, die je in 20 yL PBS™/0,5 % BSA 10 — 15 Minuten bei RT mit den
entsprechenden Zellen inkubiert wurden:

Tabelle 7: Verwendete AK fiir Kontrollféirbung des CD77-MACS

CD3 FITC anti-human CD3, BD # 555332

CD19 PE anti-human CD10, BD # 555413

CD20 PE Mouse Anti-Human CD20, BD # 555623
CD77 FITC Mouse Anti-Human CD77, BD # 551353

Die gefarbten Zellen wurden mit 900 pL PBS'/0,5 % BSA gewaschen und im BD

FACSCanto (BD Biosciences) gemessen.

2.5.1.3 CD20-CD38-Sortierung
Im Zusammenhang mit einem degradierten CD-77-Antikbrper wurden alternativ
CD20-positive CD38-intermediare GC-B-Zellen sortiert.

Die beiden TMC-Proben wurden mit folgenden AK-Volumina versetzt:

Tabelle 8: Farbeansitze CD20-CD38-Sortierung

Tonsille  CD20-PE (BD #555623) [uL]  CD38-Fitc (BD #555459) [uL] TMC-Volumen [L]
1 50 35 450
2 60 40 500

Die Zellen wurden 20 Minuten auf Eis gefarbt, mit PBS™/0,5 % BSA gewaschen, mit
der FACSDiva sortiert und im BD FACSCanto (BD Biosciences) reanalysiert.

2.5.2 Western Blot

Ein Western Blot dient zur qualitativen Untersuchung von Proteinen; in einem groben
MalRe kann er auch fur quantitative Bestimmungen verwendet werden. Hierflr
wurden Proteine isoliert, in einem Polyacrylamidgel der GroRe nach getrennt, die
getrennten Proteine wurden auf eine Hybond ECL Nitrocellulosemembran
(Amersham) transferiert und die zu untersuchenden Proteine mit spezifischen, HRP-
markierten Antikérpern und ECL Plus Western Blotting Detection Reagents

(Amersham) sichtbar gemacht.
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Die Ladekontrolle sollte mindestens 10 kDa zum Protein von Interesse

unterschiedlich sein, damit fur beide Analysen derselbe Blot verwendet werden kann.

2.5.2.1 Protein Isolation
Es wurden folgende Reagenzien hergestellt:

Ripa-Puffer: 5mL 1 M Tris-HCI pH 7,2
3mL 5 M NaCl
0,5mL 20% SDS (Endkonzentration 0,1%)
19 Natriumdesoxycholat
1 mL Triton X100

ad 100 mL  H,O bidest
steril filtrieren mit 0,45 ym Filter
Lagerung bei 4 °C

10x Proteaseinhibitionslosung: 1 Tablette cOmplete Protease Inhibitor Cocktail (Roche)
700 pL Ripa-Puffer
Lagerung bei -20 °C

Verwendete Zellen wurden 10 Minuten bei 4 °C und 1000-1400 rpm (190-372 rcf)
pelletiert. 1x Proteaseinhibitorlosung wurde mit Ripa-Puffer hergestellt. Das Zellpellet
wurde in 1x Proteaseinhibitorlésung resuspendiert und in ein frisches, gekuhltes
ReaktionsgefaR iberfiihrt. 1x10° — 5x10° Zellen wurden dabei mit 25 — 100 pL Ripa-
Puffer lysiert. Der Ansatz wurde 30 Minuten auf Eis inkubiert. Zelltrimmer wurden 15
Minuten bei 1400 rpm (372 rcf) und 4 °C abzentrifugiert. Der proteinhaltige
Uberstand wurde in ein neues gekiihites ReaktionsgefaR (iberfiihrt und auf Eis

gestellt. Die Proben wurden ggf. bei -80 °C gelagert.

2.5.2.2 Konzentrationsbestimmung von Proteinen

Der Messansatz wurde wie folgt zusammen gegeben:

700 pL H,O

99 uL PBS ™

1uL Zellextrakt/1x Proteaseinhibitor-Ripa-Puffer (=Leerprobe)

200 yL Bradford-Reagenz (Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent Concentrate, Bio Rad,
Raumtemperatur)

Alle Proben wurden im doppelten Ansatz gemessen. Die Messung erfolgte zwischen
5 und 30 Minuten nach Ansetzten der Messlosungen. Die Messung erfolgte bei 595
nm im Photometer, als Leerprobe diente 1x Proteaseinhibitor-Ripa-Puffer. Mit Hilfe

einer Eichgeraden wurde die Konzentration der Proben interpoliert.
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2.5.2.3 SDS-Page
Das Gel setzt sich aus einem 4 %igen Sammelgel und einem 10 %igen Trenngel
(Trennbereich von ca. 20 — 150 kDa) zusammen, die Ubereinander zwischen zwei

Glasplatten gegossen wurden:

Tabelle 9: Zusammensetzung SDS-Polyacrylamid Gel

je 2 Gele: Sammelgel Trenngel 10%
H,O 6,5 mL 10 mL
0,5 M Tris-HCI/0,4% SDS (w/v) pH 6,8 2,5mL -

1,5 M Tris-HCI/0,4% SDS (w/v) pH 8,8 - 5mL

40 % AA 1mL 5 mL
TEMED 11 uL 12 uL
APS 17 uL 34 uL

Entsprechende Mengen der Proteinproben (10 - 150 ug) wurden mit 1 M DTT
(Endkonzentration 0,1 M), 5x Gelladepuffer (Non-Reducing Lane Marker Sample
Puffer, Thermo Scientific) und Wasser versetzt. Bei 99 °C wurden die Proteine 5
Minuten denaturiert und auf Eis gegeben. Die Proben sowie 10 uL einer Proteinleiter
(SM0671, Fermentas) wurden in die Taschen des Gels gegeben und bei einer
Spannung von 100 V laufen gelassen bis die Banden von Interesse ausreichend

getrennt waren.

2.5.2.4 Ubertragung der Proteine auf eine Nitrocellulosemembran (Blotting)
Alle folgenden Papiere und Membranen wurden jeweils einzeln in 1x Blotpuffer
getrankt. Vier Whatman-Papiere wurden in der Blotkammer (Trans-Blot SD, Semi-
Dry Transfer Cell, BIO-RAD) luftblasenfrei Ubereinander geschichtet, darauf eine
Hybond ECL Nitrocellulosemembran (Amersham) sowie das Gel und vier weitere
Whatman-Papiere. Die Kammer wurde geschlossen und fur 90 Minuten bei 70
mA/Blot und 300 W laufen gelassen.
5x Blot-Puffer: 125mM  Tris (M = 121 g/mol)

970 mM  Glycin (M =75 g/ml)

pH 8,3
2.5.2.5 Immunologischer Nachweis von Proteinen mit Antikorpern
Je Antikérper wurde das verwendete Reagenz und die verwendete Konzentration
optimiert. Bei der Verwendung von Milchpulver (Merck) wurden alle folgenden
Waschschritte mit TBS-Losungen durchgefuhrt. Bei der Verwendung von Blocking

Reagenz (Roche) fanden PBS **-Lésungen (10x PBS **, Invitrogen) Verwendung.
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10x TBS: 200 mM  Tris (M = 121,14 g/mol)
1,35M  NaCl

TBST/PBST = plus Tween20 (Sigma-Aldrich)

Um unspezifische Antikérperbindung zu reduzieren, wurde die Membran eine Stunde
in 10 % Milchpulver (in TBST 0,1 %) bzw. 2,5 % Blocking-Reagenz (in PBS **)
geschwenkt und damit geblockt. Nach Moglichkeit wurde die geblockte Membran
horizontal zwischen Protein von Interesse und Ladekontrolle durchgeschnitten. Die
beiden Membranteile wurden je mit der entsprechenden 1. Antikoérperlosung (AK in
5 % Milchpulver/TBST 0,1 % oder in 0,5 % Blocking Reagenz) uberschichtet und
Uber Nacht/ mindestens 1 Stunde bei 4 °C schitteln gelassen. Uberschiissiger AK
wurde mit einer Serie von Waschschritten entfernt: 3x kurz in
TBST 0,1 %/PBST 0,1 %, 2x 10 Minuten in TBST 0,1 %/PBST 0,1 % schwenken.
Der HRP gekoppelte 2. AK wurde in 5 % Milchpulver/TBST 0,1 % oder in 0,5 %
Blocking Reagenz gelost und fur eine Stunde bei RT auf die gewaschene Membran
gegeben. Nach der Inkubation wurde die Membran wie folgt gewaschen: 3x kurz in
TBST 0,1 %/PBST 0,1 %, 2x 10 Minuten in TBST 0,1 %/PBST 0,1 % und 1x 10
Minuten in TBST 0,2 %/PBST 0,1 % schwenken.

Tabelle 10: Verwendete 1. Antikorper

Antikorper Spezies Hersteller Verdinnung Reagenz
EBF1 Maus HO00001879-M01, Abnova 1:100 - 1:10000 MP/TBS
EBF (C20) Ziege sc-15888, Santa Cruz 1:100 MP/BR
COE1 Kaninchen AB5949, Chemicon International 1:333 MP/BR
CD79A Kaninchen ab-79414, abcam 1:500 BR
CD79B Ratte sc-59115, Santa Cruz 1:100 BR
B-Aktin Ziege sc-1616, Santa Cruz 1:500 MP/BR
GAPDH Ziege sc-31915, Santa Cruz 1:200 MP
B-Tubulin Maus 69126, MP Biomedicals 1:200 BR

MP — Milchpulver (Merck), BR — Blocking Reagenz (Roche)

Tabelle 11: Verwendete 2. Antikorper

Antikorper Hersteller Verdiinnung
Anti-Kaninchen 711-036-152; Jackson Immuno Research 1:10000
Anti-Maus 115-036-062, Jackson Immuno Research 1:2000
Anti-Ziege sc-2350, Santa Cruz 1:10000
Anti-Ratte 112-035-003, Dianova 1:5000

2.5.2.6 Detektion der untersuchten Proteine im Western Blot

Die AK-gebundenen Membranen wurden mit 1 mL ECL Plus Western Blotting
Detection Reagents (Amersham) nach Herstellerangaben Uberschichtet. Die
abgetropfte Membran wurde in eine Fotokassette gelegt und ein Film (Amersham
Hyperfiim ECL, GE Healthcare) - je nach Antikorper - fur Sekunden oder Minuten
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belichtet. Die Filme wurden in einem Curix 60 (AGFA) entwickelt. Auf den

entwickelten Filmen wurden die Banden der Leiter Ubertragen.

2.6 Retrovirale Arbeitstechniken
Im Rahmen dieser Arbeit wurden Viruspartikel hergestellt, die zur Bestimmung der

Infektiositat titriert und fur Infektionen von HL- bzw. B-Zelllinien verwendet wurden.

Der Umgang mit viralen Partikeln unterliegt den Sicherheitsbestimmungen der Stufe
S2.

2.6.1 Herstellung von Viruspartikeln

FUr die Herstellung viraler Partikel missen das leere modifizierte Virusgenom und die
viralen Gene gag, pol und env gleichzeitig in einer Zelle sein. Hierfur werden im
Allgemeinen drei Plasmide cotransfiziert. Es gibt aber auch Systeme, wie das unten
beschriebene LinX-System, in dem die notwendigen viralen Gene von den
Produktionszellen stabil exprimiert werden. Hier wird dann nur das Virusgenom

transfiziert. Folgende virale Systeme wurden verwendet:

Tabelle 12: Verwendete Plasmide zur Herstellung viraler Partikel

Virus- Plasmid-

genom gag/pol env verhaltnis Produktionszellen
pSM2 - - - LinX (gag/pol/env)
pVig Asp2 HitG (VSV-G) 2,5:1,75:1 293T

pGIPZ psMPAX2 pMD2.G (VSV-G) 2,5:1,75:1 293T

pGIPZ psMPAX2 HitG (VSV-G) 2,5:1,75:1 293T

pGIPZ psMPAX2 pGALV-DAW/M620 (GALV) 2,5:1,75:1 293T

pGIPZ psMPAX2 Galv-TM (GALV) 2,5:1,75:1 293T

pGIPZ psMPAX2 RD114-TR (RD114) 2,5:1,75:1 293T

pGIPZ psMPAX2 pCI-MEA (MuLV) 2,5:1,75:1 293T

Es wurden verschiedene Transfektionsmethoden getestet. Hierbei wurden CalPhos
(Clontech), PolyFect (QIAGEN), Lipofectamine LTX (Invitrogen), Fugene HD
(Promega), ExGen (Fermentas), Tfx 20 (Promega), GenedJuice (Merck) und

Transfast (Promega) nach Herstellerangaben verwendet.

Eine weitere Calcium-Phosphat-Transfektion wurde nach folgendem Protokoll
durchgefuhrt:

Am Vortag der Transfektion wurden 3x10° Zellen (293T/LinX) in einer 10 cm
Zellkulturschale ausgesat. Das Medium wurde drei bis vier Stunden vor der
Transfektion gewechselt. 20 ug Plasmid (293T)/10 ug Plasmid (LinX) wurden in 240
ML HoO vorgelegt, 240 uL 37 °C warmer Puffer A wurde zugeben und 2 Minuten
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inkubiert. Unter vortexen wurde 480 pL Puffer B zugetropft und 30 Minuten inkubiert.
Das Prazipitat wurde auf die ausgesaten Zellen getropft und Uber Nacht kultiviert.
Nach 16 Stunden wurde das Medium abgenommen und durch ein geringeres
Volumen (6 mL DMEM) ersetzt.

Puffer A 0,5 M CacCl,
0,1 M HEPES
ad 250 mL H,O dest.
pH 6,95
steril filtrieren, Lagerung bei 4 °C

Puffer B 0,05 M HEPES

0,75 mM NaH,PO,

0,75 mM Na,HPO,

0,28 M NaCl

ad 250 mL H,0 dest.

pH 6,95

steril filtrieren, Lagerung bei 4 °C
Der Virus wurde fur alle Methoden zwei bzw. drei Tage nach der Transfektion
geerntet. Dafir wurde das Medium abgenommen, mit 45 pym Filtern steiffiltriert,

aliquotiert und bei -80 °C gelagert.

2.6.2 Virustitration
Um die Infektiositat der Virusuberstdnde zu bestimmen, wurden diese auf der
Produktionszelllinie getestet. Es wurde dabei angenommen, dass eine tGFP-positive

Zelle ein Viruspartikel aufgenommen hat.

Jeder Virusuberstand wurde mit zwei Verdinnungen (z. B. 1:10, 1:50, 1:100, 1:200)
je im Duplikat vermessen. In entsprechend viele Wells einer 24-well-Platte wurden
am Vortag der Infektion je 1x10° Zellen ausgesét, so dass man annehmen kann, dass
am Tag der Infektion 2x10° Zellen je Well vorhanden sind. Fiir die Infektion wurden
die Virusverdunnungen in einem Gesamtvolumen von 500 yL mit DMEM angesetzt
und auf den mediumfreien Zellrasen gegeben. Drei Tage spater wurden die Zellen
mechanisch geldst, gewaschen und im FACS (mit Pl) vermessen. Mit Hilfe des

Anteils tGFP-positiver Zellen wurde der Virustiter (VT) berechnet:

Viren] _ Anzahl 293T Zellen X Anteil GFP — positiver Zellen

mL verwendetes Volumen Virus [mL]

2.6.3 Infektion
In Testreihen wurden die optimalen MOls (muiltiplicity of infection) der verschiedenen

verwendeten Viren und Zelllinien bestimmt. Fiur HL Linien und das letztendlich
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verwendete pGIPZ-System sind acht MOI optimal. Fur die Infektion wurden die
Zellen abzentrifugiert (4 °C, 1000 rpm/ 173 rcf, 5 Minuten), das Medium bis auf
5 - 15% entfernt, frisches Medium und der entsprechende Virusuberstand (in
Abhangigkeit von der MOI, dem Virustiter und der Zellzahl) hinzugegeben, so dass
sich die Zellen in einer optimalen Dichte befanden. Zur besseren Infektion wurde
0,5 pyL/mL (Stock 10 pg/uL) Polybren (= Hexadimethrinbromid) hinzugefugt. Bis zur
Analyse wurden die Zellen in Zellkulturflaschen im Inkubator kultiviert.

2.6.4 Sortierung infizierter Zellen per FACS

Das letztendlich verwendete pGIPZ-System exprimiert TurboGFP (tGFP, aus dem
RuderfulRkrebs Pontellina plumata). Dieser Farbstoff ermoglicht eine Sortierung
infizierter Zellen per FACS (2.1.6) und stellt fur weitere Analysen nahezu 100%
infizierte Proben zur Verfugung.

2.6.5 ,,cDNA“-Synthese viraler RNA

Um den Virusuberstand per PCR zu testen, wurde er wie folgt behandelt:
DNase-Verdau, um moglicherweise noch vorhandenes Plasmid zu beseitigen:

34 uL  Virusiberstand (Kontrollen: H,O, Plasmid)
4 uL 10x Puffer

2 uL RQ1 RNase-free DNase (Promega)

30 Minuten, 37 °C

Die RNA-Isolation wurde mit Trizol nach Herstellerangaben durchgefihrt. RNA wurde

als Pellet in die nachste Reaktion eingesetzt.

Die cDNA-Synthese wurde mit dem QIAGEN SensiScript Kit und Random Hexamer

(Applied Biosystems) nach Herstellerangaben durchgefuhrt.
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3. Ergebnisse

3.1 Herunterregulation des B-Zelltranskriptionsfaktors E2A in B-Zelllinien
unter Verwendung von shRNA-exprimierenden Retroviren

Da das cHL weitestgehend die Expression von B-Zellgenen inklusive typischer

Transkriptionsfaktoren verloren hat, soll in einem ersten Teilprojekt untersucht

werden wie sich B-Zelllinien verhalten in denen der Transkriptionsfaktor E2A

ausgeschaltet wird.

3.1.1 Herstellung der pSM2c shRNA-Vektoren

Es wird von Open Biosystems pSM2 (pSHAG-MAGIC version 2.0) ein MSCV (Murine
Stem Cell Virus) retroviraler Vektor vertrieben, der mit einer Bibliothek
unterschiedlicher shRNAs (short hairpin RNA) ausgestattet ist. Da der Verlust von B-
Zelltranskriptionsfaktoren in B-Zellen zu einem raschen Tod fluhren kdnnte, werden
zunachst Kontrollplasmide verwendet, um das virale System als Ganzes zu
etablieren. Die verwendeten Plasmide codieren shRNAs gegen die
Proteasomuntereinheiten PSM2 und PSMS5 und sind in der Literatur bereits
erfolgreich getestet worden (Silva et al.,, 2005). pSM2 enthalt kein farbiges
Markergen flr Sortierungen, so dass zunachst in beide Vektoren GFP einkloniert
werden soll. Das grin-fluoreszierende Protein wird mitsamt CMV-Promotor aus dem
im Labor vorliegenden Vektor pAdTracksiGata3 amplifizert (2.4.5.1). Die Primer
haben Uberhangende Enden, die einen BamHI-Verdau ermdglichen. Das verdaute
Fragment wird phosphoryliert (2.4.4.6), um die Ligation zu beglnstigen. Vor der
Klonierung wird per Sequenzierung kontrolliert, dass das Fragment der Sollsequenz
entspricht. Die Plasmide werden zunachst mit einem BamHI/Hindll- bzw.
Xbal/HindllI-Verdau positiv auf ihre Identitat gepruft. Sie haben eine BamHI-
Schnittstelle zwischen dem LTR und dem U6-Promotor, in die GFP einkloniert
werden soll. Nach dem Verdau werden die Vektoren dephosphoryliert (2.4.4.5), um
die Religation der BamHI gedffneten Vektoren zu minimieren. Fur die Transformation
(2.2.2) der Ligationsansatze werden DH10Bpir116- Bakterien verwendet, die das 1r-
Protein (Pir-Gen) enthalten, das flr die Replikation des Plasmids bendtigt wird. Diese
Klonierungsstrategie fuhrt, auch nach mehreren Versuchen, nicht zum gewlnschten
Erfolg wie verschiedene Restriktionsverdaue (BamHI/Hindlll) bzw.
Kontrollsequenzierungen zeigen. Es wird nur ein einzelnes pSMC2-shPSMC5-

Plasmid gewonnen.
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Die Strategie wird wie folgt verandert: Ein weiteres pSM2-Plasmid mit einer shRNA
gegen Gata3 aus unserer Arbeitsgruppe aus einem Projekt von Jens Stanelle konnte
erfolgreich Uber die BamHI-Schnittstelle mit GFP erganzt werden. Dieses Plasmid
dient als Grundlage zur Umklonierung der shRNAs gegen PSMC2 und PSMC5
entweder Uber Xhol/EcoRI- oder Uber Sall/Bpil-Schnittstellen. Das einzelne Plasmid
aus der ersten Klonierungstrategie und funf weitere aus der neuen Strategie werden

komplett sequenziert und stimmen mit der Sollsequenz Uberein.

Abbildung 4: Schematische Darstellung des retroviralen Vektors pSM2.

U6, PKG = Promotor; Puro = eukaryotische Selektion; Cmr (Chloramphenicol), Kan (Kanamycin) =
bakterielle Selektion; RK6, OriT = bakterielle Gene fiir Replikation und Transfer; LTR = 5° long
terminal repeat, sinLTR = 3’ selbst inaktivierendes long terminal repeat, Sequenzen zur Integration ins
Wirtsgenom und Steuerung der Expression umliegender Gene.

3.1.2 Virusproduktion mit pSM2-shPSMC2 und pSM2-shPSMC5 Vektoren

Passend zum Vektor pSM2 bietet Open Biosystems die ebenfalls von Greg Hannon
(Cold Spring Harbor Laboratory) entwickelte Verpackungslinie LinX an. Die auf HEK
293T Zellen (humane embryonale Niere) basierende Linie enthalt die Virusgene gag,
pol und env, die fur Verpackung und Replikation bendtigt werden, stabil integriert ins

Genom.

In diese Linie werden per Calcium-Phosphat-Transfektion die beiden Vektoren mit
shRNAs gegen PSMC2 und PSMC5 gebracht. Der Virusuberstand wird steril filtriert
und auf 293T Zellen der Titer bestimmt. Die niedrige Transfektionseffizienz spiegelt
sich im virus-freien Virusuberstand wider — es werden bei der Titration keine GFP-

positiven Zellen detektiert.

Eine deutlich bessere Transfektionseffizienz von 50 — 70 % zeigt die Verwendung

des Transfektionsreagenz PolyFect (QIAGEN). Bei der Titration kdnnen jedoch keine
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GFP-positiven Zellen im FACS nachgewiesen werden. Um zu testen, ob wenige oder
nicht infektiose Viren produziert wurden, werden die Virusuberstande aulderdem per
PCR (2.4.5.1) mit Primern, die spezifisch fur GFP bzw. den Vektor sind, kontrolliert.
Hierfiir wird zunachst virale cDNA aus dem Uberstand hergestellt (2.6.5), die als
Template der PCR dient. Die Positiv-Kontrollen und Negativ-Kontrollen zeigen, dass
die Strategie grundsatzlich funktioniert, doch die produzierten Virusuberstande
enthalten keine nachweisbaren Mengen Viren.

3.1.3 Umklonierung der shRNAs in pVig

Das lentivirale pVig-System und seine Coplasmide (Asp2 und HitG) werden hier im
Labor bereits erfolgreich verwendet. Bevorzugt soll die teilweise bereits validierte
shRNA-Bibliothek des pSM2-Vektors weiter verwendet werden. Es werden daher die
beiden vorhandenen shRNAs mitsamt Promotor Uber die BamHI- und Bpil-
Schnittstellen in diesen Vektor umkloniert. Die shRNAs PSMC2 und PSMC5 werden
mit den beiden Enzymen ausgeschnitten und mit einem Klenow-Fragment (2.4.4.4)
sogenannte blunt-ends (glatte DNA-Enden) produziert. Das pVig-siGata3-Plasmid
wird Sall Xhol verdaut, so dass die Gata3-siRNA-Kassette entfernt wird.
Anschliellend wird das Plasmid ebenfalls mit dem Klenow-Fragment behandelt und
dephosphoryliert (2.4.4.5). Die beiden shRNAs werden in das Plasmid ligiert und XL1
blue Zellen damit transformiert. Vier Minipraparationen (3x shPSMC2 und 1x
shPSMCS5) werden Uber drei Restriktionsverdaue (EcoRlI, Spel/BamHI- bzw. Ncol) fur
richtig befunden.

3.1.4 Virusproduktion mit pVig-shPSMC2 und pVig-shPSMC5 Vektoren
Eine Virusproduktion mit den Coplasmiden Asp2 und HitG auf 293T Zellen per
Calcum-Phosphat-Transfektion und eine anschlielRende Titration auf 293T Zellen

zeigt, dass der Virusuberstand geringe Mengen infektioser Partikel enthalt.

Um zu testen, ob sich evtl. andere Zellen besser zur Titration eignen, werden mit
einem funktionierenden Virusuberstand von Jens Stanelle (pVig-siGata3) 293T
Zellen mit HeLa- und 293-Zellen verglichen. Hierbei werden je Linie Triplikate von
1:10 und 1:100 Verdiinnungen des Virus auf je 1x10° Zellen gegeben und drei Tage
spater im FACS analysiert. 293T Zellen lassen sich durchschnittlich zu 69 %, 293
Zellen zu 54 % und Hela Zellen zu 21 % infizieren. Mit 293T Zellen verwenden wir
bereits gut infizierbare Zellen.
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Zur Optimierung der Virusproduktion werden verschiedene Transfektionsmethoden
mit pVig samt Coplasmide Asp2 und HitG getestet und die Transfektionseffizienz im
FACS Uber den Anteil GFP-positiver Zellen bestimmt und verglichen. Es werden in
diesem Experiment PolyFect (QIAGEN), CalPhos (Clontech), Lipofectamine LTX
(Invitrogen), Fugene HD (Roche/Promega), ExGen (Fermentas), Tfx 20 (Promega)
und Transfast (Promega) verwendet. ExGen =zeigt mit 61% die hochste
Transfektionseffizienz, gefolgt von Lipofectamine mit 55 % und Fugene mit 36 %. Die
Titerung dieser Virusuberstande auf 293T Zellen zeigt, dass die mit Lipofectamine
(2,9 x10° V/mL), Fugene (1,7 x10° V/mL) und ExGen (1,0 x10°> V/mL) produzierten
Viren auch die hochsten Titer haben. Obwohl ExGen in dieser Messung nicht den
besten Titer produziert, wird aus laborinternen Grinden zunachst mit diesem

Reagenz gearbeitet.

3.1.5 Infektion von B-Zelllinien mit pVig-shPSMC2 und pVig-shPSMC5 Viren

In weiteren in unserer Arbeitsgruppe geplanten Experimenten sollen auch Gene in
HL-Linien herunter reguliert werden. Zwar gelten HL-Linien als schwer infizierbar,
aber wenn das System mit diesen Zellen funktioniert, wird es vermutlich auch mit
anderen B-Zelllinien funktionieren. Es werden daher L1236- und L428- Zellen (beides
HL) infiziert, aus dem gesamten Ansatz nach 48, 72 bzw. 96 Stunden RNA isoliert
und per Real-time PCR die Expression von PSMC2 und PSMC5 kontrolliert. Bei der
Messung von L1236, die eine Infektionseffizienz von 43 - 48 % der lebenden Zellen
aufweist, wird die PSMC2 mRNA nach 72 Stunden soweit herunter reguliert, dass sie
in 40 Zyklen nicht mehr nachweisbar ist. PSMC5 zeigt nach 72 Stunden keine
Reduktion. Die Analyse von L428, die eine Infektionseffizienz von 35 - 50 % der
lebenden Zellen aufweist, zeigt keine Regulation von PSMC2 oder PSMC5 mRNA.
Die bestimmten Infektionseffizienzen liegen im Bereich der lebenden Zellen; die RNA
wird aber aus allen Zellen gewonnen. Hier liegt der Anteil der GFP-positiven Zellen z.
B. fir L428 nur bei maximal 2,5 %. Fur weitere Analysen ware die Sortierung von
GFP-positiven Zellen im FACS sinnvoll. Da dies jedoch mehr experimentellen
Aufwand bedeutet und fur Folgeexperimente eine deutliche Materialbeschrankung (z.
B. fur Western Blot) mit sich bringt, wird zunachst noch das folgende System

getestet:
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3.1.6 Virusproduktion mit dem pGIPZ-shRNA-System

Die pGIPZ-Plasmide sind, wie die pSMC2-Vektoren, mit vielen verschiedenen
shRNAs erhaltlich und codieren bereits fur tGFP als Marker. Die dazu gehdrigen
Verpackungsplasmide sind psPAX2 (Addgene plasmid 12260, Didier Trono,
Lausanne) und pMD2.G (Addgene plasmid 12259, Didier Trono, Lausanne). Es
werden Plasmide mit shRNAs gegen GAPDH, PSMC2 (Kontrollen) und gegen E2A
sowie ein non-silencing Vektor erworben. Nach der Cotransfektion der drei Plasmide
(pGIPZ, psPAX2 und pMD2.G) in 293T-Zellen mit ExGen konnten Virusuberstande
mit einer Konzentration von 3 — 6 x10° Viren/mL gewonnen werden. Hiermit kdnnen
Zellen infiziert werden ohne die jeweils empfohlene Mindestdichte der Linien zu

unterschreiten.

3.1.7 Optimierung der Infektion mit pGIPZ-Viren

Um eine passende B-Zelllinie fur die Herunterregulation von E2A zu finden, werden
verschiedenen Linien (Daudi & BL2 (BL), Karpas-422 & OCI-LY7 (DLBCL)) mit
verschiedenen MOI (1 — 10) eines ,non-silencing® Konstrukts infiziert und die
Infektionseffizienz im FACS bestimmt. Mit 10 MOI erreichen Daudi-Zellen 70% tGFP-
positive Zellen, Karpas-422 erreicht 30 %, BL2 knapp 15 % und OCI-LY7 unter 1 %
GFP-positive Zellen. Um die Sortierung von Zellen zu vermeiden, sollen die

Infektionsraten gesteigert werden.

Der Pseudotyp bestimmt Uber das Hullprotein, welche Zellen infiziert werden kdnnen.
Er wird vom envelope-Gene (env) festgelegt. Die im Labor vorliegenden env-
Plasmide werden mit dem pGIPZ-non-silencing und dem psPAX2 Plasmid in eine
Virusproduktion eingesetzt und verschiedene B-Zelllinien (Daudi, Raji, Ramos & BL2
(BL), L1236, L428, KMH2 & HDLM2 (HL)) damit infiziert.

Die beiden VSV-G Plasmide (pMD2.G und HitG) haben bei finf der acht getesteten
Linien (L1236, BL2, Daudi, Ramos, HDLM2) die hochste Infektiositat. Bei der Linie
L428 infiziert zwar der GALV-Pseudotyp (34% + 28 %) besser, doch ist der
Unterschied zu VSV-G (28 % + 23 %) nicht extrem. Die Linien KMH2 und Raji lassen
sich von GALV bzw. RD114 (Abbildung 5) deutlich besser infizieren. Da 75% der
Linien gut mit dem fir das pGIPZ-Konstrukt vorgesehenen Plasmid pMD2.G zu
infizieren sind, wird es weiterhin fur Produktionen verwendet. Die Sortierung von

tGFP-positiven Zellen lasst sich nun aber nicht mehr vermeiden.
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Abbildung 5: Analyse verschiedener env-Proteine auf die Infizierbarkeit von B-Zelllinien

HitG und pMD2.G codieren fiir VSV-G, pGALV-DAW/M620 und Galv-TM fir GALV, RD114-TR fiir
RD114 und pCI-MEA fiir MuLV.

3.1.8 Infektion von B-Zelllinien mit pGIPZ-Viren

Fur die Infektion einer B-Zelllinie mit dem shRNA-Virus gegen PSMC2, GAPDH und
E2A wird Karpas-422 (DLBCL) gewahlt, die bei der Testung verschiedener MOls
hohe Infektionsraten erreicht hat. Daudi hat in den Vorversuchen (3.1.7) zwar hohere
Infektionsraten, ist jedoch EBV positiv und wird der Sicherheitsstufe 2 zugeordnet,
daher wird sie zunachst nicht fur Analysen verwendet. Vier Tage nach der Infektion
von Karpas-422 werden je Konstrukt tGFP-positive und Pl-negative Zellen sortiert.
Von den sortierten Zellen wird cDNA hergestellt, die in einer Real-time PCR
gemessen werden. Hierbei wird B-Aktin als Referenzgen und der Virus mit der non-

silencing-Sequenz als Normalkontrolle verwendet.

Die AACt-Werte zum non-silencing Konstrukt und zum Referenzgen B-Aktin liegen
bei allen drei getesteten shRNA-Viren um null (Abbildung 6), d. h. es hat keine

Regulation stattgefunden.
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Abbildung 6: Real-time PCR von shRNA-behandelten Karpas-422.

Gemessen wurden jeweils die mRNAs, die von den shRNAs reguliert werden sollten und das
Referenzgen B-Aktin. Normalisiert wurde gegen das Referenzgen und die Normalkontrolle des non-
silencing Virus.

Auf Grund der maRigen inhaltlichen Erkenntnisse aus diesem Teilprojekt und dem
parallel stattfindenden, erfolgversprechenderem Teilprojekt 3.2, wird an dieser Stelle
die Herunterregulation von B-Zelltranskriptionsfaktoren in B-Zelllinien bis auf weiteres

ruhen gelassen.

3.2 Expression des B-Zelltranskriptionsfaktors EBF1 in HL-Linien

Zellen des HL haben das Expressionsmuster ihrer Herkunftszellen, der B-Zellen, zum
groRen Teil verloren. Was passiert, wenn ein wichtiger B-Zelltranskriptionsfaktor in
diesen Zellen reexprimiert wird? Kann die B-Zellsignatur wieder hergestellt werden?
Werden die Promotoren bisher stillgelegter Gene wieder demethyliert? Kann eine
HRS-Zelle, von der vermutet wird, dass der Verlust der Expression der B-Zellgene
das Uberleben der Zellen ermdglicht, die Expression eines B-Zelltranskriptionsfaktors

uberleben? Diese Fragen sollen in den folgenden Experimenten untersucht werden.
3.2.1 Etablierung der EBF1-Reexpression in Hodgkinzellen

3.2.1.1 Klonierung des pGIPZ-Spe-EBF1 Plasmids

In Zusammenarbeit mit Roland Schmitz aus unserer Arbeitsgruppe entsteht per PCR
aus dem pGIPZ-non-silencing-Vektor (3.1.6) ein Plasmid, das nach der IRES-site
eine Spel-Schnittstelle enthalt, in die ein beliebiges Gen, hier EBF1, zur Expression

kloniert werden kann:
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Abbildung 7: Strategie zur Herstellung des Vektors pGIPZ-Spel.

Zeo + Amp = bakterielle Selektionsmarker; pUC ori = Sequenz zur Replikation und Verbleib in E. coli;
cPPT = zentraler Polypurintrakt, hilft bei der Translokation in den Zellkern von nicht teilenden Zellen;
tGFP = Turbo GFP, Marker zur optischen Erkennung z. B. FACS; Puro = eukaryotischer
Selektionsmarker; CMV = RNA Polymerase Il Promotor; IRES = interne ribosomale Eintrittsstelle,
initiiert Bindung von mRNA an Ribosomen; 5LTR = 5° long terminal repeat, sinLTR = 3‘ selbst
inaktivierendes long terminal repeat, Sequenzen zur Integration ins Wirtsgenom und Steuerung der
Expression umliegender Gene.

Von unserer Kooperationsgruppe aus Frankfurt am Main haben wir den Vektor
pCEP4_EBF_20 bekommen, der die mRNA von EBF1 (Gl 36054140 im Bereich von
279 — 2063 bp; cds 284...2059) enthalt. Die Sequenz wird von uns mit
verschiedenen Primern per Sequenzierung Uberprift. Mit diesem Plasmid als Matrize
und Oligonukleotiden, die uberhangende Spel-Enden besitzen, wird ein EBF1-PCR-
Produkt hergestellt, das in die Spel Schnittstelle des pGIPZ-Spel kloniert wird. Ein
per EcoRI/Notl-Restriktionsverdau analysierter und fur richtig befundener Klon (#4)
wird im Bereich von EBF1 per Sequenzierung ebenfalls bestatigt. Die EBF1-
Expression des Vektors in 293T-Zellen wird im WB mit untransfizierten und B-Zellen
zum Vergleich gezeigt. Der pGIPZ-Spel Klon #15 wird als Kontrollplasmid verwendet
und in folgenden Experimenten mit ,empty” bezeichnet.
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3.2.1.2 EBF1-Expression in HL-Linien

Bevor EBF1 in HL-Linien Uberexprimiert wird, soll untersucht werden, wie hoch die
endogene EBF1 Expression ist. Die Literatur ist hier nicht ganz eindeutig: Zum einen
wird gezeigt, dass die HL-Linien L-1236, L-428, KM-H2 und HDLM-2 im Vergleich zu
anderen B-Zelllinien EBF1 mRNA nicht exprimieren, im Gegensatz zu L591 (Mathas
et al., 2006). Zum anderen wird eine leichte Expression in L-428 und KM-H2 und eine
starkere in L540 und HDLM-2 prasentiert (Hertel et al., 2002).

Fir den Western Blot (WB) werden drei verschiedene EBF1-Antikorper in
verschiedenen Konzentrationen und verschiedenen Blocking Reagenzien getestet.
Der monoklonale Antikdrper von Abnova ist den beiden polyklonalen deutlich
uberlegen. Als Ladekontrolle wird GAPDH etabliert.

Da angenommen wird, dass die Ursprungszellen des HL aus dem GC stammen,
werden als Vergleichskontrolle in dem WB CD77-positive GC-B-Zellen aus Tonsillen
verwendet. CD77+ galt als Marker fur Centroblasten (Pascual et al., 1994). Es wurde
allerdings Uber Genchips gezeigt, dass die Unterteilung Centroblasten, Centrocyten
Uber CD77 nicht so klar vorgenommen werden kann (Hogerkorp und Borrebaeck,
2006; Klein et al., 2003a; Klein et al., 2003b). Fur unsere Analyse spielt das jedoch
eine untergeordnete Rolle, da allgemein GC-B-Zellen als EBF1 Positivkontrolle

ausreichend sind.

Die Ladekontrolle GAPDH (Abbildung 8) =zeigt in mehreren WBs einen
unterschiedlichen Gehalt in einer konstanten Menge Protein (15 pjg) in
verschiedenen Proben. Im Bereich der quantitativen RT-PCR wird darauf
hingewiesen, dass sogenannte Haushaltsgene oder besser Referenzgene z. B.
durch Proliferation reguliert werden (Caradec et al., 2010; Glare et al., 2002; Meyer-
Siegler et al., 1992). Daher sollte im quantitativen Bereich die Wahl eines
Referenzgens optimiert werden oder mehrere Referenzgene verwendet werden. Fur
die nur bedingt quantitative Aussage eines Western Blots wird das nicht empfohlen,
scheint hier aber angebracht. Es wird ebenfalls B-Aktin verwendet, was aber zu
technisch unsauberen Blots fuhrt. Andere Ladekontrollen, wie z. B. Tubulin, sind mit

ihrem Molekulargewicht zu nah an EBF1, weshalb weiterhin GAPDH verwendet wird.

SUP-HD1 und die von T-Zellen abstammende HDLM-2 exprimieren geringe Mengen
EBF1 (Abbildung 8). Werden diese mit den beiden GC-B-Zellproben verglichen, so

62



ERGEBNISSE

zeigt sich eine ahnlich hohe Expression, wenn sich auf die absolute Proteinmenge je
Spur (15 pg) bezogen wird und eine niedrigere Expression, wenn diese mit der
GAPDH-Menge normalisiert wird. KM-H2, L-428 und L1236 exprimieren nur Spuren
von EBF1 im Vergleich zu GC-B-Zellen, unabhangig von der Ladekontrolle. Die
jungste HL-Linie, U-HO1, zeigt eine deutliche EBF1-Bande. Im Vergleich zur
absoluten Proteinmenge je Spur kann von einer Uberexpression gesprochen werden.
Wird der EBF1-Gehalt zur Ladekontrolle normalisiert, so hat diese Linie ahnlich viel
EBF1 wie GC-B-Zellen.

HDLM-2  SUP-HD1 KM-H2 L-428 L-1236 U-HO1 GCB1 GCB2

- e - S e o

 —— o e e GAPDH

Abbildung 8: EBF1-Expression in HL-Linien

Die Linien HDLM-2 und SUP-HD haben geringe Mengen EBF1-Protein. KM-H2, L428 und L1236
zeigen hier kein EBF 1-Signal. U-HO1 exprimiert deutlich EBF1, ebenso die GC-B-Zellen (GCB) zweier
Donoren. Die GAPDH-Banden zeigen gleichmafige Ladung im Bereich der Lymphomproben, die
Kontrollen haben ein deutlich schwacheres Signal.

3.2.1.3 Analyse der EBF1-Reexpression in HL-Linien

Per semiquantitativer RT-PCR (2.4.5.3) und WB (2.5.2) wird die EBF1-Expression
des Konstrukts in verschiedenen HL-Linien untersucht. Die Zellen werden mit je acht
MOI des EBF1- bzw. empty-Virus infiziert. An drei Zeitpunkten, im Bereich von drei
bis zehn Tagen nach der Infektion, werden tGFP+/PI- Zellen per FACS sortiert und
fur eine cDNA-Synthese bzw. Proteinlysate verwendet. Als Positivkontrolle im WB
und zum Vergleich der Expressionstarke werden ebenfalls Lysate von CD77+ oder
CD20+/CD38-intermediaren GC-B-Zellen aufgetragen. Als Ladekontrolle im Western
Blot wird ebenfalls B-Aktin verwendet, das jedoch haufig zu technischen Problemen
fuhrt. In spateren Experimenten wird daher GAPDH als Ladekontrolle verwendet.

Die semiquantitative RT-PCR fur EBF1 zeigt eine deutlich erhohte Expression der
EBF1 mRNA in den Zellen, die mit dem EBF1-Virus transduziert wurden (Abbildung
9).
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Abbildung 9: Semiquantitative RT-PCR von EBF1 in EBF1- und empty-infizierten HL-Linien

Die B-Aktin-Banden zeigen, dass die verschiedenen cDNAs eine vergleichbare Konzentration
aufweisen. Die EBF1-Expression ist in allen drei Linien an allen drei untersuchten Zeitpunkten deutlich
zu sehen. n. i. = nicht infiziert.

Die Western Blots zeigen in allen untersuchten Linien im Gegensatz zu nicht
infizierten (UB) und empty-transduzierten Kontrollzellen eine deutliche EBF1-
Expression in EBF1-transduzierten Zellen (Abbildung 10). Der EBF1-Uberstand ist
also in der Lage EBF1-Protein in HL-Zellen zu exprimieren. Im Vergleich zu den
tonsillaren GC-B-Zellen (GCB) muss in unserem Experiment von einer
Uberexpression gesprochen werden, es liegt also kein physiologischer EBF1-Level
vor. In den Linien L-1236, L-428 und KM-H2 ist der EBF1-Level von nicht infizierten
(UB) und empty-transduzierten Kontrollzellen deutlich niedriger als vom gesunden
Pendant, den GC-B-Zellen. Die Linie U-HO1 zeigt eine schwache EBF1 Expression,
die vielleicht sogar ahnlich hoch ist wie die der Kontrollzellen. Dennoch zeichnet auch
diese Linie einen Verlust der B-Zellidentitat aus, z. B. durch fehlende Immunglobulin
und CD19 Expression (Mader et al., 2007). Moglicherweise liegt EBF1 hier in einer
defekten oder inaktiven Form vor.
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Abbildung 10: EBF1-Proteinanalyse in EBF1- und empty-infizierten HL-Linien

Die L-428, L-1236 und KM-H2 Blots zeigen deutliche EBF1-Expression in GC-B- und EBF-1-
transduzierten Zellen und weniger bis keine EBF1-Expression in nicht- und empty-transduzierten
Zellen. Die Linie U-HO1 zeigt in nicht-transduzierten Zellen fast so viel EBF1-Protein wie in GC-B-
Zellen. CGB = tonsillare GC-B-Zellen (L-1236, KM-H2, U-HO1: CD77+; L-428:
CD20+/CD38intermediar); UB = unbehandelte Zellen der entsprechenden Linie; T = Tag nach der
Infektion.

Insgesamt zeigen die sqRT-PCR und der Western Blot, dass der EBF1-Virus EBF1

sowohl auf mMRNA- als auch auf Protein-Ebene exprimiert.
3.2.2 Anderungen der Genexpression durch EBF1-Reexpression

3.2.2.1 Analyse positiv und negativ regulierter EBF1-Zielgene per RT-PCR
Zunachst wird die kostenglnstige, aber aufwandiger zu etablierende Methode der
semiquantitativen PCR (2.4.5.3) angewendet, um ausgewahlte EBF1-Zielgene zu
untersuchen. Aus Mangel an humanen Daten wurden teilweise EBF1-Zielgene aus
Untersuchungen an Mausen ausgewahlt. Positive Zielgene sind CD19 (Gisler et al.,
1999; Mansson et al., 2004; Walter et al., 2008), CD79A (= mb-1/Iga) (Gisler et al.,
2000; Hagman et al., 1991), CD79B (= B29/IgB) (Akerblad et al., 1999) und PAX5
(O'Riordan und Grossched|, 1999). Die Expression von ID2 und Notch1 soll laut
(Pongubala et al., 2008; Thal et al.,, 2009) von EBF1 inhibiert werden. Als
Referenzgene werden 3-Aktin und GAPDH (ohne Abbildung) verwendet.

Die PCR-Reaktionen werden wie folgt optimiert: Die Oligonukleotide sind so
entworfen, dass kurze Amplikons mit einer Lange von 100 — 200 bp entstehen, die

uber einem Intron liegen. Aullerdem haben die  Oligonukleotide
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Schmelztemperaturen in einem ahnlichen Bereich, so dass mdglichst wenig
unterschiedliche PCR-Maschinen verwendet werden mussen. Jedes Amplikon wird
bei drei verschiedenen Oligonukleotid-Anlagerungstemperaturen und drei
unterschiedlichen Magnesiumkonzentrationen getestet, denn gerade im Bereich
einer quantitativen Bestimmung konnen nicht optimale PCR-Bedingungen

Ergebnisse verzerren.

Je Linie und Amplikon wird der exponentielle Bereich der PCR auf folgende Weise
bestimmt: Es werden je Amplikon vier gleiche PCR-Reaktionen angesetzt, die jeweils
im Abstand von drei Zyklen aus der PCR-Maschine entfernt werden. Eine konstante
Menge des PCR-Ansatzes  wird im Agarosegel analysiert. Bei
Aufnahmeeinstellungen, die nicht zu uberbelichteten Banden fuhren, kann sehr
deutlich erkannt werden, ab welcher Zykluszahl die Banden eine Sattigung erreichen.

Je Linie wird dieses Etablierungsexperiment mehrfach wiederholt.

Die Zelllinien L1236, L428 und KMH2 werden mit EBF1 bzw. empty-Virustberstand
infiziert. An drei Zeitpunkten, zwischen drei und zehn Tagen nach der Infektion,
werden 10.000 tGFP+/Pl- Zellen sortiert. Aus diesen wird RNA gewonnen, die
komplett in eine cDNA-Synthese eingesetzt wird. Die cDNAs werden in die
semiquantitative PCR eingesetzt und im Gel analysiert. Die Zellzahl je PCR-Reaktion
betragt durchschnittlich 500 Zellen.

Die Linie L1236 (Abbildung 9) zeigt eine Hochregulation der B-Zellgene CD19,
CD79A und -B sowie PAX5. Unerwarteter Weise wird der T-Zelltranskriptionsfaktor,
Notch1, ebenfalls hochreguliert, obwohl fur die Maus eine Herunterregulation durch
EBF1 beschrieben wird (Pongubala et al., 2008). Zur Kontrolle, ob die Notch1-
Oligonukleotide evil. ein anderes Gen amplifizieren und wir deshalb eine
Hochregulation sehen, wird dieses PCR-Produkt sequenziert. Es handelt sich hierbei
tatsachlich um Notch1. ID2 andert seine Expression durch die Anwesenheit von
EBF1 nicht.

Die Linie L428 (Abbildung 9) exprimiert in den EBF1-infizierten Zellen ebenfalls die
B-Zellgene CD19, CD79A und -B. PAXS bleibt in diesen Zellen in seiner Expression
unverandert, ebenso der T-Zelltranskriptionsfaktor Notch1. ID2 (ohne Abbildung)

zeigt keine Expressionsanderung.
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KMH2 (Abbildung 9) reagiert auf EBF1-Reexpression ebenfalls mit einer
Hochregulation von CD19, CD79A und -B. PAX5, Notch1 und ID2 &andern ihre
Expression nicht.

L-1236 L-428 KM-H2
Tag3 Tag6/7 Tag9 Kontrollen Tag 3 Tag7 Tag9 Kontrollen Tag3 Tag6/7 Tag9 Kontrollen
ni. e E e E e E - + ni e E e E e E - + ni. e E e E e E - +
N - = .= & - == o
. - - = I ]
e e
N - - - & coree [

Abbildung 11: Regulation von EBF1 Zielgenen in EBF1-infizierten HL-Linien.

Alle B-Aktin-Banden zeigen, dass die verschiedenen cDNAs eine vergleichbare Konzentration
aufweisen. Linie L-1236, obere RT-PCR: CD19 wird an Tag 3 und Tag 7 hochreguliert. CD79A,
CD79B und PAXS5 werden an allen drei Tagen hochreguliert, ebenso das eigentlich negativ regulierte
Notch1. ID2 verandert die Expression nicht. Untere RT-PCR: In einer weiteren Transduktion zeigt
CD19 eine Hochregulation an allen drei Messtagen. Linie L-428: CD19 wird an Tag 7 und Tag 9
hochreguliert. CD79A wird an allen drei Tagen hochreguliert, CD79B nur an Tag 7. PAX5 und Notch1
verandern die Expression nicht. Linie KM-H2, obere RT-PCR: CD19 wird an Tag 7 und Tag 9
hochreguliert, CD79A an allen drei Tagen, CD79B nur an Tag 7 und 9. PAX5, Notch1 und ID2
verandern die Expression nicht. In einer weiteren Transduktion zeigt CD79B eine Hochregulation an
allen drei Messtagen. n.i. = nicht infizierte Zellen.

Fir jede Linie wurde die sgRT-PCR mindestens dreimal von zwei unabhangigen
Transduktionen durchgefuhrt. Die Reexpression der B-Zellgene CD19, CD79A und
-B ist immer zu beobachten, wobei die Intensitat der Hochregulation an den
verschiedenen Tagen nicht immer konstant ist. Da sie jedoch regelmaRig auftritt,

muss sie als Reaktion auf die EBF1-Reexpression gedeutet werden.

Die Ergebnisse der semiquantitativen RT-PCR zeigen deutliche Tendenzen, die mit
einer TagMan Real-time PCR Uberpruft werden sollen. Unterschiede in der
Genexpression zwischen EBF1- und empty-tranduzierten HL-Zellen werden Uber die
AACi-Methode (2.4.5.4) berechnet. Da B-Zellgene in HRS-Zellen im Allgemeinen
nicht oder kaum exprimiert werden und der entsprechende Ci-Wert dann vom Gerat
als ,Undetermined“ bezeichnet wird, wird flr die Berechnung der AAC-Werte flr

diese Falle der letzte gemessene Zyklus als hypothetischer C-Wert angenommen.

»
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Je negativer der AAC-Wert, desto hdher ist die Hochregulation des entsprechenden

Gens.

Im Jahr 2007 wurde eine neue HL-Linie U-HO1 beschrieben (Mader et al., 2007), die
sich gut transduzieren lasst. Diese wird ebenfalls per qRT-PCR untersucht. In die
Analyse wird Foxo1 (forkhead box O7), ein weiteres EBF1-Zielgen der Maus,
aufgenommen (Zandi et al., 2008). Genchipanalysen unserer Gruppe zeigen, dass
das Gen in verschiedenen B-Zelluntergruppen deutlich starker exprimiert wird als in
Patientenproben und HL-Linien, es scheint daher ein gutes Kandidatengen zu sein.
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Abbildung 12: EBF1-Zielgen gRT-PCR von EBF1- und empty-transduzierten HL-Linien

Es sind hier unterschiedliche Transduktionen und gRT-PCRs der Linien zusammengefasst. Alle
Proben sind jeweils gegen den zugehdérigen empty-Wert und -Aktin normalisiert worden. In allen vier
Linien wird deutlich CD19 und CD79B reexprimiert. PAX5, Foxo1 und ID2 andern ihre Expression in
allen Linien nicht. Notch1 erreicht in L-1236 den Schwellenwert von -1, so dass dies als
Hochregulation gewertet werden muss. In den anderen Linien andert es seine Expression nicht.

Auch die Real-time PCR (Abbildung 12) zeigt die Hochregulation der B-Zellgene
CD19 und CD79B in transduzierten HRS-Zellen. Rein rechnerisch werden diese
Gene zwischen 1,9-fach (U-HO1, CD19, Tag 6/7) und uUber 5000-fach (KM-H2,
CD79B, Tag 9/10) hochreguliert. Bei der Interpretation dieser Werte ist allerdings
Vorsicht angebracht, da der Ct-Wert der empty-Kontrollzellen haufig ,undetermined”
ist und somit der letzte gemessene Zyklus als Ct-Wert angenommen wird.
Theoretisch wird damit die Hochregulation unterschatzt, es kann aber nicht mit letzter
Sicherheit ausgeschlossen werden, dass trotz positiver Kontrolle das empty-

Duplikat/Quadruplikat aus technischen Grinden negativ ist.
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PAXS5 wird in diesen Messungen nicht reguliert. Auch eine Analyse der beiden PAX5-
Isoformen, PAX5a und PAXB (Palmisano et al., 2003), zeigt keine Regulation durch
EBF1-Reexpression (Tabelle 17). Ebenso verhalten sich Foxo1 und ID2.

Die Daten der beiden RT-PCR-Techniken zeigen, dass EBF1 in der Lage ist,

einzelne B-Zellgene in HL-Linien wieder zu aktivieren.

3.2.2.2 Genchipanalysen von EBF1-transduzierten HL-Linien

Die positiven RT-PCR-Ergebnisse der EBF1-Zielgene legen nahe, nach weiteren
regulierten Genen Uber Genchipanalysen zu suchen. Es werden die beiden Linien L-
1236 und L-428 mit dem EBF1- und dem Kontrolliberstand transduziert. Von jeder
Linie werden je drei Ansatze jeweils mit beiden Viren infiziert. Acht Tage nach der
Infektion werden aus allen zwolf Ansatzen jeweils mehrere hunderttausend
tGFP+/PI- Zellen per FACS sortiert. Deren isolierte RNA wird per NanoChip im
Agilent 2100 Bioanalyzer auf ihre Qualitat gepruft. Die RNA wird fir den Human
Gene 1.0 ST Array (Affymetrix) verwendet. Die Sonden des Chips sind jeweils Uber
die gesamte Lange eines Gens verteilt, mit durchschnittlich 26 Sonden pro Gen,
wodurch verschiedene Transkripte detektiert werden. Mehr als 99 % der RefSeq-
Datenbank werden durch den Chip abgedeckt. Die statistischen Auswertungen
werden von der Bioinformatikerin Dr. Claudia Doring (Institut fur Pathologie,
Universitatsklinikum Frankfurt am Main), wie in Material und Methoden beschrieben,
durchgefuhrt.

Ein sogenanntes Unsupervised Hierarchical Clustering zeigt deutlich, dass sich die
jeweiligen empty- und EBF1-transduzierten Zellen voneinander unterscheiden
(Abbildung 13). Die Gruppierung der Linien zueinander und damit die Trennung der
beiden EBF1-transduzierten Falle veranschaulicht, dass der biologische Unterschied
der Linien groRer ist als der gemeinsame Effekt, den die EBF1-Reexpression in den

Linien erzielt.
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Abbildung 13: Unsupervised Hierarchical Clustering von transduzierter L-1236 und L-428
Die 464 verwendeten Gene im Cluster haben eine Standardabweichung von mindestens eins. Die

Grafik stammt aus R (www.r-project.org).

Die gezielte Suche nach den in der gqRT-PCR untersuchten Genen zeigt, dass der
Effekt fir die Mehrheit der Gene Uberraschend gering ist (Tabelle 13). Nur CD79A
mit einem 2,3-fachen (False discovery rate (FDR) 0,009) und Notch1 mit einem 1,6-
fachen Anstieg (FDR 0,024) in L-1236 zeigen einen signifikanten Effekt. Dennoch
bestatigen die Messwerte die RT-PCR Ergebnisse. Auch hier wird die Hochregulation
von Notch1 in L-1236 gesehen, obwohl laut Literatur eine Herunterregulation
(Pongubala et al., 2008) erwartet wirde. Des Weiteren wird eine schwache, nicht
signifikante Hochregulation von CD79A (FDR 0,106) in L-428 und CD79B (FDR
0,051) in L-1236 gesehen, die aufgrund der Signalstarke vom Hintergrundrauschen

kaum unterschieden werden kann.

Tabelle 13: Anderungen der qRT-PCR Gene in den Genchips

Linie Gen Symbol n-fache Anderung FDR n-fache Anderung
(EBF1 vs. empty) (EBF1 vs. empty) Beschreibung
L428 EBF1 22,8 0,009 EBF1 hoch vs empty
CD79A * 1,2 0,106 EBF1 hoch vs empty
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L1236 EBF1 62,8 0,002 EBF1 hoch vs empty
CD79A 2,3 0,009 EBF1 hoch vs empty
CD79B * 1,2 0,051 EBF1 hoch vs empty
NOTCH1 1,6 0,024 EBF1 hoch vs empty

* Wird bei diesen Genen ein Intensitatsfilter angewendet, der schwache Signale die vom
Hintergrundrauschen kaum unterschieden werden kénnen, eliminiert, so erscheinen diese Gene als
nicht exprimiert.

Die beiden Linien zeigen einen deutlichen Unterschied in der Anzahl der Gene, die
durch EBF1-Expression reguliert werden. Bei einer FDR von 5% und Verwendung
eines Intensitatsfilters (Daten mit durchweg niedrigen Expressionswerten, die nahe
dem Hintergrundrauschen sind, werden nicht ausgewertet) hat die Linie L-1236 298
differentiell exprimierte Gene und L-428 nur 113. Davon sind fir L-1236 30 annotierte
Gene (34 insgesamt) und fur L-428 21 Gene um mehr als das Doppelte hoch- oder

um weniger als die Halfte herunterreguliert (Tabelle 14).

Tabelle 14: Differentiell ausgepragte Gene zwischen EBF1- und empty-transduzierten Zellen

Gensymbol FC RefSeq Transkript ID Genname

In EBF1-transduzierten L-1236 Zellen im Vergleich zu Kontrollzellen (empty)

EBF1 62,8 NM_024007 8115543 early B cell factor 1
solute carrier family 22 (organic
SLC22A4 5,0 NM_003059 8107909 cation/ergothioneine transporter),
member 4
PLXNA1 3,4 NM_032242 8082314 plexin A1
OR5E1P 32 NR 027711 7938261 olfactory receptor, family 5, subfamily
- E, member 1 pseudogene
CCL22 29 NM_002990 7996022 chemokine (C-C motif) ligand 22
FAR2 2,7 NM_018099 7954631 fatty acyl CoA reductase 2
LRP1 27 NM 002332 7956301 low density lipoprotein-related protein 1
’ - (alpha-2-macroglobulin receptor)
SEMA7A 2.6 NM 003612 7990345 semaphorin 7A, GPl membrane anchor
- (John Milton Hagen blood group)
IL7 2,6 NM_000880 8151447 interleukin 7
FCER2 25 NM 002002 8033420 Fc fragment of IgE, low affinity I,
’ - receptor for (CD23)
CST1 2,5 NM_001898 8065412 cystatin SN
CYP4Z1 2.4 NM 178134 7901287 cytochrome P450, family 4, subfamily
- Z, polypeptide 1
CD79A 23 NM 001783 8029136 CD79a molecule, immunoglobulin-
- associated alpha
DUSP7 2,2 NM_001947 8087833 dual specificity phosphatase 7
MAPKBP1 22 NM 014994 7982985 mitogen-activated protein kinase
- binding protein 1
NTRK1 22 NM 001007792 7906244 neurotrophic tyrosine kinase, receptor,
B type 1
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Gensymbol FC RefSeq Transkript ID Genname
CYP4Z2P 22 NR 002788 7915896 cytochrome P450, family 4, subfamily
- Z, polypeptide 2 pseudogene

X-prolyl aminopeptidase

XPNPEP2 2,0 NM_003399 8169836 (aminopeptidase P) 2, membrane-
bound

NCF4 -2,0 NM_013416 8072744 neutrophil cytosolic factor 4, 40kDa

NMI -2,0 NM_004688 8055702 N-myc (and STAT) interactor

CCR4 -2,1 NM_005508 8078442 chemokine (C-C motif) receptor 4

CP110 -2,1 NM_014711 7993664 CP110 protein

WDR63 -2,1 NM_145172 7902660 WD repeat domain 63

MOSC2 22 NM_017898 7909866 MOCO sulphurase C-terminal domain
containing 2

HOXB9 -2,2 NM_024017 8016476 homeobox B9

NCF2 -2,2 NM_000433 7922773 neutrophil cytosolic factor 2

CRLF2 -2,3 NM_022148 8171105 cytokine receptor-like factor 2

’ - A, polypeptide 1
HLA-DQA1 -2,3 NM 002122 8118556 major histocompatibility complex, class
- Il, DQ alpha 1
SLC26A4 -2,5 NM_000441 8135436 solute carrier family 26, member 4

In EBF1-transduzierten L-428 Zellen im Vergleich zu Kontrollzellen (empty)

EBF1
FCER2

MRAP2

SLC26A4
CXCL9
TFPI2

SEMATA

NELF
GNG11

PRKCDBP
CHRNA1

PRKCH

CD40

FOS

CCL22
LGALS3BP

GCET2

22,8
5,1

3,5

3,5
3,1
2,6

2,5

2,2
2,2

2,1
2,1

2,1
2,1
2,1

2,0
2,0

NM_024007
NM_002002

NM_138409

NM_000441
NM_002416
NM_006528

NM_003612

NM_001130969

NM_004126

NM_145040

NM_001039523

NM_006255
NM_001250
NM_005252

NM_002990
NM_005567

NM_001008756

8115543
8033420

8120961

8135436
8101118
8141016

7990345

8165552
8134257

7946142
8056877

7974835

8063156

7975779

7996022
8018975

8089478

early B cell factor 1

Fc fragment of IgE, low affinity I,
receptor for (CD23)

melanocortin 2 receptor accessory
protein 2

solute carrier family 26, member 4
chemokine (C-X-C motif) ligand 9
tissue factor pathway inhibitor 2

semaphorin 7A, GPl membrane anchor
(John Milton Hagen blood group)

nasal embryonic LHRH factor

guanine nucleotide binding protein (G
protein), gamma 11

protein kinase C, delta binding protein
cholinergic receptor, nicotinic, alpha 1
(muscle)

protein kinase C, eta

CD40 molecule, TNF receptor
superfamily member 5

FBJ murine osteosarcoma viral
oncogene homolog

chemokine (C-C motif) ligand 22

lectin, galactoside-binding, soluble, 3
binding protein

germinal center expressed transcript 2
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RFTN1 -2,0 NM_015150 8085665 raftlin, lipid raft linker 1

AICDA -2,3 NM_020661 7960910 activation-induced cytidine deaminase
CRLF2 -2,5 NM_022148 8171105 cytokine receptor-like factor 2
MYBPC2 -3,7 NM 004533 8030677 myosin binding protein C, fast type

Die differentiell exprimierten Gene sind signifikant mit einer FDR von 5 %. Nicht annotierte Gene sind
nicht aufgefuhrt.

Die Liste der Gene, die bei einer FDR von 5% und einem FC < -1,5 und > 1,5 in
beiden Linien durch EBF1 reguliert wird, belauft sich auf 22, davon sind 21 annotiert
(Tabelle 15). Fur 21 der 22 Gene findet die Regulation in beiden Linien in die gleiche
Richtung statt. Im Fall von SLC26A4 wird in L-1236 eine Herunterregulation und in L-
428 eine Hochregulation gemessen.

Tabelle 15: Gemeinsam ausgepragte Gene zwischen den Linien L-1236 und L-428

Gensymbol (L-|1:2CBG) (L5128) Transkript ID  Genname

EBF1 62,8 22,8 8115543 early B cell factor 1

SLC22A4 5,0 1,7 8107909 solute carrier family 22 (organic
cation/ergothioneine transporter), member 4

CCL22 29 2,0 7996022 chemokine (C-C motif) ligand 22

SEMA7A 26 25 7990345  semaphorin 7A, GPI membrane anchor (John
Milton Hagen blood group)

FCER2 25 5.1 8033420  Fcfragment of IgE, low affinity Il, receptor for
(CD23)

DUSP7 2,2 1,6 8087833 dual specificity phosphatase 7

DPCR1 1,9 1,6 8118061 diffuse panbronchiolitis critical region 1

SCARB1 1,6 1,8 7967544 scavenger receptor class B, member 1

CCDC126 1,6 1,9 8131871 coiled-coil domain containing 126
potassium large conductance calcium-

KCNMB1 1,6 1,6 8115756 gactivated channel, subfamily M, beta member
1

CD274 1,5 1,9 8154233 CD274 molecule

CTNS 1,5 1,7 8003824 cystinosis, nephropathic

GCET2 -1,6 -2,0 8089478 germinal center expressed transcript 2

ZNF589 -1,6 -1,6 8079598 zinc finger protein 589

IL2RB -1,6 -1,6 8075886 IL2RB // interleukin 2 receptor, beta

ANKRD26 -1,6 -1,6 7932637 ankyrin repeat domain 26

TSPAN2 1,7 15 7918857 tetraspanin 2 // 1p13.2 // 10100 ///
ENST00000369516 // T

TMBIM4 1,7 15 7964745  transmembrane BAX inhibitor motif
containing 4

SDC4 -1,8 -1,9 8066513 syndecan 4

SMC6 -1,8 -1,5 8050443 structural maintenance of chromosomes 6

NCF4 -2,0 -1,5 8072744 neutrophil cytosolic factor 4, 40kDa

CRLF2 -2,3 -2,5 8171105 cytokine receptor-like factor 2

SLC26A4 -2,5 3,5 8135436 solute carrier family 26, member 4

Alle Gene sind signifikant mit einer FDR von 5% und haben mindestens eine Regulation von FC £ 1,5.
Nicht annotierte Gene sind nicht aufgefihrt.
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Die Liste der Gene, die auf den ersten Blick offensichtlich in einem B-
Zellzusammenhang stehen und durch EBF1 hochreguliert werden, z. B. CD79A,
CD40, ist kurz. Es werden daher an dieser Stelle exemplarisch einige differentiell

exprimierte Gene kurz in einen B-Zell oder HRS-Zell-Zusammenhang gebracht:

IL7 wird in L-1236 Zellen bei EBF1-Expression 2,6-fach hoch reguliert. In der
Literatur wird gezeigt, dass HRS-Zellen IL7 mRNA exprimieren (Foss et al., 1995),
aufderdem pragen HL-Linien und HRS-Zellen den zugehorigen Rezeptor IL7R aus —
es scheint hier eine autokrine Wirkung vorzuliegen (Cattaruzza et al., 2009). Die
Expressionswerte beider Gene zeigen, dass auch empty- und EBF1-transduzierte
Zellen beide Gene exprimieren. Die eigene Stimulation findet moglicherweise auch

hier statt.

Der bereits in der sqRT-PCR gemessenen Co-Faktor des BCR, CD79A, wird in der
Linie EBF1-transduzierten L-1236 signifikant hochreguliert.

CXCL9/MIG, normalerweise von Monocyten und Makrophagen exprimiert, wird auch
in HRS-Zellen ausgepragt (Maggio et al., 2002). Die eigenen Chip-Daten zeigen,
dass es in L-428 ebenfalls vorhanden ist, wobei es in EBF1-transduzierten Zellen
3,1-fach hoch reguliert wird. Es scheint, als wirde die aberrante Genexpression hier

noch verstarkt.

AICDA/AID, ein Schlisselenzym der SHM und des CSR, wird in B-Zellen des GC
exprimiert. Im cHL wird es im Allgemeinen nicht ausgepragt (Greiner et al., 2005).
Dies stimmt soweit Uberein mit der Linie L-1236. L-428 exprimiert AID, wobei es
unter EBF1-Einfluss herunterreguliert wird, aber trotzdem noch vorhanden bleibt.
Teile der B-Zellsignatur werden hier nicht wiederhergestellt, wobei deutlich gesagt

werden muss, dass AID nicht zur B-Zellsignatur auf3erhalb des GC gehort.

CCL22/MDC/ABCD-1 wird von aktivierten B-Zellen und dendritischen Zellen
exprimiert und ist in der Lage aktivierte T-Zellen Uber Chemotaxis anzulocken
(Schaniel et al., 1998). Fur HRS-Zellen wird ebenfalls die Auspragung dieses Gens
beschrieben (Maggio et al., 2002). Es wird vermutet, dass u. a. Uber die Sekretion
dieses Chemokins Zellen des im HL typischen Infiltrats angelockt werden (Poppema,
2005). In L-1236 wird es 2,9-fach in L-428 2-fach in EBF-1-transduzierten Zellen

hochreguliert, es wird hier also das HL-typische Expressionsprofil verstarkt.
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Der oben angesprochene Rezeptor der T-Zellen, die durch CCL22 angelockt werden,
ist CCR4, welcher in HRS-Zellen nicht exprimiert wird (Vermeer et al., 2002). Auch
Genchip-Daten aus unserer Arbeitsgruppe zeigen keine Expression in primaren HL-
Fallen und HL-Linien (Brune et al., 2008 und personliche Kommunikation mit V.
Brune). Die Genchips der transduzierten Linien zeigen jedoch deutliche
Expressionen fur alle vier Ansatze und eine signifikante negative 2,1-fache
Regulation in L-1236/EBF1-Zellen. Offenbar gibt es auch Artefakte, die trotz
Verwendung eines Kontrollviruses zu falschen Ergebnissen fuhren. Die gleichzeitige
Messung nicht transduzierter Zellen und der Vergleich dieser mit den empty-

transduzierten konnte den Effekt durch die Infektion besser eingrenzen.

GCET2/HGAL ist ein in GC exprimiertes Gen, wahrend es in anderen B-Zelltypen
kaum zu finden ist (Pan et al., 2003). Es ist ein Membranprotein, das vermutlich mit
den Protein Tyrosin Kinasen (PTK) LYN, LCK oder SYK in B-Zellen interagiert (Pan
et al., 2007). Fur das HL wird eine Expression in 75 % der Falle beschrieben
(Natkunam et al., 2007). In den EBF1-transduzierten Linien L-1236 und L-428 wird es
1,6-fach bzw. 2-fach herunterreguliert. Interessant ware es, das GCET2-
Expressionsniveau der HL-Linien zum Niveau in normalen GC-Zellen zu vergleichen.
Die in unserer Arbeitsgruppe durchgefiihrten Genchips (Brune et al.,, 2008 und
personliche Kommunikation mit V. Brune) zeigen flr dieses Transkript in nahezu
allen Fallen jedoch nur Expressionswerte, die im Bereich des Hintergrundrauschens
liegen und damit als nicht exprimiert gelten.

IL2RB/p75/CD122 wird in differenzierten B-Zellen, wie Centroblasten, Centrocyten
und Gedachtnis-B-Zellen, ausgepragt (Klein et al., 2003b). Primare HL-Falle und HL-
Linien, bis auf HDLM-2, werden als negativ fur IL2RB-Protein beschrieben (Gruss et
al., 1992; Hsu et al., 1990). Die hier untersuchten Linien zeigen in allen vier Ansatzen
eine |IL2RB-Auspragung und eine je 1,6-fache signifikante Herunterregulation in
EBF1-tranduzierten Zellen. Die im Rahmen eines anderen Projekts in unserer
Arbeitsgruppe durchgefihrten Genchips zeigen eine deutlich starkere Expression in
primaren HL-Fallen und HL-Linien im Vergleich zu Centroblasten, Centrocyten und
Gedachtnis-B-Zellen (Brune et al., 2008 und personliche Kommunikation mit V.
Brune). Hiernach wirde sich die IL2RB-Auspragung durch die Reexpression von
EBF1 wieder dem normalen B-Zellniveau annahern. Anzumerken bleibt jedoch eine

widerspruchliche IL2RB-Expression auf mRNA und Protein-Niveau. Die Genchips
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messen den mMRNA-Gehalt, wahrend in den anderen Studien Proteine mit AK
detektiert wurden. Maoglicherweise wird die exprimierte mRNA nicht translatiert. Ein
negatives Ergebnis kann auch immer durch einen technischen Ausfall verursacht
sein. Weitere Farbungen mit unterschiedlichen AK und Positivkontrollen kdnnten den
tatsachlichen IL2RB-Status von HRS-Zellen klaren.

Eine Gene Set Enrichment Analyse (GSEA) vergleicht vorgefertigte Gengruppen, die
z. B. in einem inhaltlichen oder ortlichen Zusammenhang stehen, mit den
Ergebnissen von Genchipanalysen. In der vorliegenden Arbeit werden die Listen
c2alle, c2 Biocarta Signalwege oder KEGG Signalwege (MSigDB database v3.0), die
sogenannte curated genes aus verschiedenen Signalweg Datenbanken und
Publikationen aus PubMed enthalten, verwendet. Hierbei zeigt die GSEA bei einer
maximalen FDR von 25% keine regulierten Gengruppen, die mit Daten der Literatur
in einen sinnvollen Zusammenhang gebracht werden koénnen. Eine kurzlich
erschienene Veroffentlichung mit positiv und negativ regulierten EBF1 Zielgenen der
Maus aus ChlP-Sequenzierungs und ChIP auf Chip Experimenten (Treiber et al.,
2010b) zeigt ebenfalls keine Gengruppen, die in den EBF1-transduzierten Zellen
signifikant reguliert sind. Zwei EBF1-Zielgene aus der Treiber-Publikation werden in
den hier transduzierten Zellen der Linien L-1236 und L-428 ebenfalls signifikant
reguliert: SEMA7A und DUSP7, wobei DUSP7 in der Maus herunter- und in diesen
Zellen hoch reguliert wird. Fur beide Gene ist kein B-Zellzusammenhang
beschrieben. SEMA7A wird in aktivierten T-Zellen exprimiert (Suzuki et al., 2007) und
DUSP7/PYST2 ist z. B. stark ausgepragt in AML (Levy-Nissenbaum et al., 2003).
Das in beiden Linien hochregulierte SLC22A4 — in L-1236 mit FC 5,0 — ist zwar kein
in der Treiber-Studie beschriebenes EBF1-Zielgen, aber der SLC22A-Promotor wird
von Runx1 reguliert (Maeda et al., 2007), welches in der Treiber-Liste EBF1-Zielgen
ist. In L-1236 wird Runx1 1,7-fach (FDR 0,0002) reguliert, wahrend L-428 keine
signifikante Anderung zeigt. Es scheint als sei SLC22A4 indirekt von EBF1
ausgepragt worden.

Auch, wenn die Genchip-Daten mit den Ergebnissen der qRT-PCR konform sind, so
zeigen sich auch einige differentiell exprimierten Gene, die mit einer B-Zellsignatur
nicht in Zusammenhang gebracht werden kdnnen. Die Situation in HL-Zellen scheint
komplexer, als dass ein einziger reexprimierter Transkriptionsfaktor den B-Zellstatus

wieder herstellen kdnnte.
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3.2.2.3 Wird CD79A-Protein in EBF1-transduzierten Zellen reexprimiert?

Die sqRT-PCR und der Microarray der Linie L-1236 zeigt, dass CD79A mRNA in
EBF1-transduzierten Zellen exprimiert wird. Fir CD79B wird dies in der sqRT-PCR
und der qRT-PCR gezeigt. Moglicherweise kann hier auch die Expression der
Proteine nachgewiesen werden. Der schnellste Weg ein Oberflachenprotein wie
CD79 nachzuweisen ware eine FACS Analyse. Die starke tGFP-Expression
erschwert es jedoch eine weitere Farbe (z. B. PE) zu detektieren, da extrem grine
Zellen in den roten PE-Kanal scheinen und eventuelle Effekte damit Uberdecken.
Dies zeigt eine erfolglose Messung von CD19 in transduzierten HL-Linien (ohne
Abbildung). Es werden daher WBs mit CD79-Antikorpern durchgefuhrt. Der CD79B-
Antikorper zeigt in der Etablierungphase mit B-Zellprotein nur sehr schwache Signale
bei sehr langer Belichtungszeit. Um auch moglicherweise schwache Reexpression zu
erkennen wird der Western Blot nur mit dem sensitiveren CD79A-Antikorper
durchgefuhrt.

Die Linien L-428, U-HO1 und L-1236 wurden mit je acht MOI des empty- und des
EBF1-Konstruktes transduziert. Neun Tage nach der Infektion wurden mehrere
hunderttausend PI-tGFP+-Zellen sortiert und flr das Proteinlysat genutzt. CD79A
wiegt 43 kDa und kann daher nicht mit den normalerweise verwendeten
Ladekontrollen B-Aktin (43 kDa) und GAPDH (30-40 kDa) verwendet werden. [3-
Tubulin ist hier mit 55 kDa als Kontrolle geeignet.

L-428  U-HO1 Raji L-1236 Raji

empty EBF1 empty EBF1 empty EBF1

CD79A i _ ‘

B-TubuIn (o e M e ’V‘

Abbildung 14: CD79A-Proteinanalyse in EBF1-transduzierten HL-Linien
Im L-428/U-HO1-WB sind 70 ug Protein je Lane geladen, im L-1236-WB 30 ug Protein je Lane. Raji
fungiert als CD79A-Positivkontrolle, B-Tubulin ist die Ladekontrolle.

Je Blot zeigt die Tubulinkontrolle eine gleichmaRige Ladung. Die Raji-Positivkontrolle
zeigt deutlich eine CD79A-Expression, die in den EBF1-transduzierten HL-Linien
nicht vorhanden ist. Eine CD79A sqRT-PCR aus den identischen Transduktionen
dieser Western Blots zeigt, dass CD79A-mRNA exprimiert wird. Es ist moglich, dass
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aus der RNA zu wenig Protein exprimiert wird, so dass der WB nicht sensitiv genug
ist. CD79A wird im Komplex mit je zwei Immunglobulin-schwere- und -leichte-Ketten-
Proteinen sowie CD79B aus dem Endoplasmatischen Retikulum (ER) entlassen
(Brouns et al., 1995). In HRS-Zellen werden Immunglobuline nicht exprimiert, somit
bleibt das Protein im ER und geht evtl. bei der Zelllyse zum grofl3en Teil verloren. Es
sind weitere Experimente notwendig um zu klaren, ob das Fehlen der Bande ein

technisches Artefakt ist oder dem Expressionsstatus entspricht.

3.2.3 Promotormethylierungen in EBF1-transduzierten HL-Linien

Uber HRS-Zellen ist bekannt, dass einige Promotoren B-zellspezifischer Gene
methyliert sind. So wird Uber Bisulfitsequenzierung gezeigt, dass der CD79B-
Promotor in HL-Linien methyliert ist (Doerr et al., 2005). Das Gleiche wird fur den
CD79B-Promotor in primaren HL-Fallen gezeigt (Ushmorov et al., 2006). Aul3erdem
wird Uber methylierungssensitiven Restriktionsverdau dargestellt, dass der CD19-
Promotor in HL-Linien methyliert ist (Ushmorov et al., 2006). In Mauszellen wird
gezeigt, dass EBF1 direkt oder indirekt die Haufigkeit von Methylierungen an fernen
CpGs des CD79A Promotors reduzieren kann (Maier et al., 2004). Es liegt daher
nahe, in den EBF1-transduzierten Zellen nach Veranderungen im Promotorbereich
von B-Zellgenen zu schauen. Es werden die drei HL-Linien L-1236, L-428 und KM-
H2 mit EBF1- und empty-Uberstand transduziert. Neun Tage nach der Infektion
werden je 1x10° PI-tGFP+-Zellen per FACS sortiert und daraus DNA isoliert. Die
DNA wird per Bisulfit-Behandlung konvertiert und fur PCRs im Promotorbereich von
CD19, CD79B, PAX5a und PAX583 verwendet. Die PCR-Fragmente werden in pGEM

T-easy ligiert und in den Plasmiden sequenziert.

Die verwendeten Oligonukleotide werden mit Hilfe der Software MethPrimer von (Li
und Dahiya, 2002) entworfen und decken ungefahr den Bereich von 500 bp vor Exon
1 und Teile von Exon 1 ab (Abbildung 15). Einige CpGs des CD19- und des CD79B-
Promotors sind durch die Arbeiten von (Doerr et al., 2005) und (Ushmorov et al.,

2006) in HL-Linien bereits untersucht und sind tendenziell methyliert.
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Abbildung 15: Oligonukleotidpositionen der Bisulfidsequenzierungen

Fur die vier Promotorregionen von CD19, CD79B, PAX5a und PAX5B werden insgesamt acht PCR-
Produkte entworfen. Die Oligonukleotide (griin, gelb, grau) liegen dabei in CpG-freien Regionen.
CpGs werden durch rote, kurze und vertikale Linien unterhalb der Basennummerierung dargestellt.
Das erste PCR-Produkt ist mit griinen Oligonukleotiden markiert, die Gelben zeigen jeweils das zweite
PCR-Fragment an, in grau sind nicht funktionierende Primer markiert. Blau schattiert sind CpG-Inseln,
hier: Bereiche von mindestens 100 bp mit einem GC-Anteil von mindestens 50 % und einem
beobachtetem/erwartetem CpG-Quotienten von mindestens 0,6.

Die Plasmide werden nur in einer Richtung sequenziert, da es aus technischen
Grinden kaum maoglich ist den T-reichen Strang im Gegensatz zum A-reichen Strang
zu sequenzieren. Je Ansatz (Linie, Vektor, Gen, PCR-Fragment) werden sieben bis
elf Plasmide sequenziert. Zum Vergleich werden die mutmafRlichen Ursprungszellen
des HL, CD77-positive GC-B-Zellen aus Tonsillen, sequenziert. Die
Zusammenfassung der Sequenzdaten (Abbildung 16) zeigt, dass CD77-positive
tonsillare GC-B-Zellen in allen untersuchten Bereichen unmethyliert sind. Die HL-
Linien sind, bis auf CpGs in den PAX5B-Amplikons, verschieden stark methyliert. In
einigen Fallen sind leichte Unterschiede in den Grautdnen zwischen den
entsprechenden empty- und EBF1-transduzierten Linien zu beobachten. Entgegen
den Erwartungen aus (Maier et al., 2004) scheint es so als wirde die EBF1-
Reexpression die Methylierung fur das Amplikon CD19-1 in der Linie L-428
verstarken, ebenso fur PAX5a in KM-H2. Den Erwartungen entspricht die Linie KM-
H2 mit dem Amplikon CD19-1 und L-1236-Zellen mit PAX5a-1.
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Abbildung 16: Komprimierte Darstellung der untersuchten PCR-Fragmente und Zelltypen

Alle CpGs eines PCR-Fragmentes sind in einem Quadrat zusammengefasst. WeilRe Quadrate (o)
bedeuten 100 % unmethyliert, schwarze Quadrate (m) 100 % methyliert, die grauen Felder sind
zwischen den beiden Zustédnden angeordnet. Das Diagramm entstammt der Software BiG Analyzer
HAT (Lutsik et al., 2011).

Die Betrachtung der verschiedenen CpGs der Amplikons (Abbildung 17) zeigt
einzelne Positionen, die eventuell durch EBF1-Reexpression demethyliert werden
(Tabelle 16): Im CD19-Promotor der Linie L-428 ist CG6 des zweiten Fragments in
empty-Zellen zu 10 % (1/10) unmethyliert und in EBF1-Zellen zu 36 % (4/11). Im
gleichen Fragment in der Linie KM-H2 ist CG1 in empty-Zellen zu 0% (0/9) und in
EBF1-Zellen zu 63% (5/8) unmethyliert. Der CD79B-Promotor in KM-H2 scheint an
drei CpGs durch EBF1 demethyliert zu werden: CG4 (empty 0 % (0/9), EBF1 50 %
(3/6)), CG5 (empty 0 % (0/9), EBF1 56 % (5/9)) und CG6 (empty 0 % (0/9), EBF1 33
% (3/9)). In L-1236 im Fragment CD79B-2 werden CG5 (empty 13 % (1/8), EBF1 63
% (5/8)), CG6 (empty 0 % (0/8), EBF1 50 % (4/8)) und CG7 (empty 0 % (0/8), EBF1
25 % (2/8)) demethyliert. Der PAX5a-Promotor wird in der Linie L-1236 Uber die
gesamte gemessene Lange von CG1 bis CG29 tendenziell durch EBF1-Expression
demethyliert (Abbildung 17). Die Linien L-428 und KM-H2 verhalten sich hier der L-
1236 entgegengesetzt und scheinen tendenziell durch EBF1 methyliert zu werden.
Der PAX5B-Promotor ist in HL-Linien, wie in CD77-positiven GC-B-Zellen
unmethyliert und bleibt es auch unter EBF1 Einfluss.
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CD19

L-1236 empty

L-1236 EBF1
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CD79B

L-1236 empty
L-1236 EBF1

L-428 empty

L-428 EBF1

KM-H2 empty
KM-H2 EBF1

CD77+ GCB

PAX5-alpha

L-1236 empty

L-1236 EBF1

L-428 empty
L-428 EBF1

KM-H2 empty
KM-H2 EBF1

CD77+ GCB

PAX5-beta

L-1236 empty

L-1236 EBF1
L-428 empty
L-428 EBF1

KM-H2 empty
KM-H2 EBF1

CD77+ GCB

Abbildung 17: Darstellung aller sequenzierten CpGs der untersuchten PCR-Fragmente und
Zelltypen

Jedes CpG jedes sequenzierten Klons ist durch ein Rechteck dargestellt. Jede Reihe in jedem Block
(CpGs sind jeweils ab CG1 durchnummeriert) entspricht dabei einem Klon. Blaue Rechtecke
entsprechen unmethylierten, rote methylieten CpGs. Weille lassen keine Aussage Uber den
Methylierungszustand zu. Die einzelnen Diagramme entstammen der Software BiG Analyzer HT
(Lutsik et al., 2011). GCB = GC-B-Zellen.
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Tabelle 16: Uberblick iiber die durch EBF1-Expression demethylierten CpGs

PCR Linie CG empty EBF1 CG empty EBF1 CG empty EBF1

CD19-2 L-428 CG6 10 % (1/10) 36 % (4/11)

CD19-2 KM-H2 CG1 0% (0/9) 63% (5/8)

CD79B-1 KM-H2 CG4 0% (0/9) 50%(3/6) CG5 0% (0/9) 56%(5/9 CG6 0%(0/9) 33%(3/9)
CD79B-2 L1236 CG5 13%(1/8) 63%(5/8) CG6 0% (0/8) 50% (4/8) CG7 0% (0/8) 25% (2/8)
PAX5a  L-1236 komplett

Es ist der Anteil der unmethylierten CpGs dargestellt, in Klammern befindet sich die Anzahl der
unmethylierten Positionen von allen Positionen.* Nicht in die Berechnung einbezogen wurden CpGs
deren Methylierungszustand unklar ist (weilRe Kennzeichnung - Abbildung 17).

Bei den wenigen durch EBF1 veranderten CpGs konnte es sich eventuell um
Positionen mit regulatorischer Bedeutung handeln. Im Ganzen muss jedoch gesagt
werden, dass EBF1 die Methylierung der verschiedenen Promotoren, bis auf PAX5a

in L-1236, kaum beeinflusst.

3.2.4 EBF1 Mutationsanalyse

Der Verlust der B-Zellsignatur in HRS-Zellen bezieht sich nicht nur auf diverse
Zielgene der B-Zelltranskriptionsfaktoren, sondern auch auf einige B-
Zelltranskriptionsfaktoren selbst. EBF1 ist auRerdem als Zielgen der aberanten SHM
beschrieben, wenn auch mit einer niedrigeren Mutationsrate als z. B. BCL6 (Liu et
al., 2008). Im folgenden Abschnitt soll geklart werden, ob Mutationen in der EBF1-
Sequenz vorliegen, die zu einem nicht funktionellen Protein fUhren oder die

Expression z. B. Uber Nonsens-vermittelten mMRNA-Abbau (NMD) verhindern.

Es wird aus den HL-Linien L-1236, L-428, KM-H2, HDLM-2, U-HO1 und SUP-HD1
sowie als Kontrolle CD77-positive Zellen von zwei Spendern gesamt RNA isoliert und
in einer genspezifischen cDNA-Synthese revers transkribiert. Vier Uberlappende
PCR-Produkte (2.4.5.2) Uber die gesamte kodierende mRNA (Exon 1 bis Exon 16;
Gl:36054140) werden je Linie sequenziert. Das dritte Amplikon muss aufgrund von
vier verschiedenen Isoformen kloniert und dann sequenziert werden. Die
Sequenzierung der CD77-positiven Zellen zeigt, dass diese Isoformen auch in

normalen GC-B-Zellen vorkommen.

Der SNP rs1368298 zeigt fur L-1236, L-428 und U-HO1 einen heterozygoten
Zustand, es sind mindestens in diesen Linien beide Allele vorhanden.

In den Linien L-1236, L-428, HDLM-2, U-HO1 und SUP-HD1 liegen keine Mutationen
im kodierenden Bereich vor. KM-H2 zeigt in der RT-PCR eine Doppelbande fir das
Amplikon 1. Die Sequenzierung dieses Bereichs (2.4.5.1, 2.4.5.6) von KM-H2 auf

genomischer Ebene (Chromosom 5) mit Hilfe zweier PCRs zeigt auf einem Allel eine
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T158526351G Transition im Intron1 in der Spleilstelle zum Exon 1 und eine Insertion
158526347insG in Intron 1, ebenfalls nahe der Spleilstelle. Dies fuhrt zur
Verwendung einer alternativen Spleil3stelle, wodurch Exon 1 um 56 bp verkirzt wird
und eine Leserasterverschiebung entsteht. Das veranderte Leseraster hat ein
frihzeitiges Stopp-Codon zur Folge, das auf dem betroffenen Allel theoretisch zu
einem verkurztem Protein (35 AS, normal 591 AS) fuhrt, wenn es nicht Uber NMD

vernichtet wird.

Das Ergebnis zeigt, dass die Linien HDLM-2, SUP-HD1 und U-HO1, die im Western
Blot EBF1-Signale zeigen (Abbildung 8), wt EBF1 exprimieren. Von den drei nicht
exprimierenden Linien, L-1236, L-428 und KM-H2, hat nur eine bzw. ein Allel eine
Mutation. Hier kann nicht von einem haufigen Ereignis gesprochen werden.
Mutationen in der kodierenden Sequenz von EBF1 sind damit vermutlich nicht die

Ursache fur fehlendes Protein oder die fehlende Expression der EBF1 Zielgene.

3.2.5 Analyse der Fithess EBF1-transduzierter HL-Linien

Es wird vermutet, dass der Verlust der B-Zellidentitdt ausschlaggebend fir das
Uberleben der pra-apoptotischen Vorlauferzellen des HL ist. In Abschnitt 3.2.2.1 wird
gezeigt, dass durch die EBF1-Reexpression B-Zellgene wieder exprimiert werden.
Moglicherweise wird durch die teilweise Wiederherstellung des B-Zellprofils die
Fitness der HRS-Zellen eingeschrankt. Dies wird mit zwei unterschiedlichen

Methoden Uberpruft:

3.2.5.1 Stoffwechselaktivitaten EBF1-transduzierter HL-Linien

Mit dem CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay (Promega)
wird die Stoffwechselaktivitat von EBF1- und empty-transduzierten Zellen bestimmt.
In diesem sogenannten MTS-Assay wird gelbes Tetrazoliumsalz durch NADH und
NADPH zu einem blau-violetten, wasserunldslichen Formazan reduziert. Dieser
Farbumschlag wird im ELISA-Reader Uber vier Stunden in 10 Minuten Intervallen
gemessen und steht fur die Glykolyseaktivitat der Zellen.

Mindestens zweimal werden die vier HL-Linien L-1236, L-428, KM-H2 und U-HO1 mit
je acht MOI des empty- und des EBF1-Uberstandes transduziert. Je drei bzw. finf
Tage nach der Infektion werden eine konstante Anzahl PI-AGFP+-Zellen (10.000
bzw. 20.000, je als Quadruplikat) sortiert und in je einem Well einer 96-Well-Platte
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zur Erholung in Kultur genommen. Zwei Tage spater wird der Stoffwechsel per MTS-

Assay (2.1.7) im ELISA-Reader bei 490 nm gemessen.

Die Linien L-428, KM-H2 und U-HO1 werden jeweils mindestens zweimal gemessen
und zeigen keine Anderung in der Stoffwechselaktivitat zwischen empty- und EBF1-
transduzierten Zellen (ohne Abbildung). Die Linie L-1236 (Abbildung 18) zeigt eine

Verringerung der Stoffwechselaktivitat in EBF1-transduzierten Zellen.
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Abbildung 18: MTS-Assay von transduzierten L-1236-Zellen

Die Zellen werden drei Tage nach der Infektion in Aliquots & 10.000 Zellen sortiert, fur zwei Tage
kultiviert und dann im ELISA-Reader be| 490 nm gemessen. Der Zweistichproben-t-Test fir gepaarte
Proben ergibt einen p-Wert von 5,4 x 10™® fur die beiden Messreihen.

Die EBF1 Reexpression und die Reexpression direkter und indirekter EBF1-Zielgene
reduziert die Fitness der Linie L-1236 im MTS-Assay. Der starkste Effekt wird bei der
Sortierung nach drei Tagen und Messung nach funf Tagen beobachtet. Die Linien L-
428, KM-H2 und U-HO1 sind bisher nur nach funf Tagen sortiert und nach sieben
Tagen gemessen worden. Wenn diese Linien ebenfalls drei Tage nach der
Transduktion sortiert wirden, kdnnte hier evtl. auch noch ein Effekt beobachtet
werden. Unter Berucksichtiung der Ergebnisse der Genchipanalysen, die zeigen,
dass sich das Expressionsmuster in L-1236 durch EBF1-Reexpression deutlich
starker andert als in L-428, so ist es auch mdglich, dass die Anderung der

Expression in L-428 nicht ausreicht, um die Zellen in ihrer Fitness zu beeintrachtigen.

Durch die Kultivierung der Zellen nach der Sortierung kann dieser Assay nicht
zeigen, ob die niedrigere Stoffwechselrate durch ein Absterben der Zellen und damit
einer geringeren Zellzahl nach zwei Tagen oder durch eine geringere
Stoffwechselrate pro Zelle verursacht wird. Wenn die Zellen allerdings direkt nach

der Sortierung gemessen wiurden, wird der Stoffwechsel von extrem gestressten
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Zellen gemessen, was vermutlich das Ergebnis auch beeinflussen wirde. Es soll

daher untersucht werden, ob durch EBF1-Reexpression vermehrt Zellen sterben.

3.2.5.2 Lost die EBF1-Reexpression vermehrtes Zellsterben aus?

Wie schon im vorherigen Abschnitt erwahnt, wird vermutet, dass HRS-Zellen durch
den Verlust der B-Zellidentitat Gberleben kénnen. Durch die EBF1-Expression und
dessen Zielgene koénnte vermehrtes Zellsterben ausgeldst werden. Transduzierte
Zellen sind mit tGFP-markiert und lassen sich im FACS in der lebenden Population
leicht detektieren. Wie wir beobachten konnen und auch in der Literatur fur GFP
beschrieben ist, verliert die Zelle durch den Zelltod ihre Fluoreszenz (Lowder et al.,
2000). Tote Zellen (Pl-positiv) erscheinen im FACS tGFP-negativ. Es wird daher im
FACS die Anzahl tGFP+/Pl- (transduzierte, lebende Zellen) und tGFP-/Pl+

(transduzierte und nicht transduzierte, tote Zellen) bestimmt und verglichen.

Es werden HL-Linien und zur Kontrolle Raiji (BL) mit empty- und EBF1-Uberstand
transduziert. Der Ansatz wird entsprechend der Anzahl der Messtage (Triplikat pro
Messung) in 100 pL Aliquots in einzelne Wells Uberfuhrt. Je Messtag wird das
komplette Wellvolumen mit einer definierten Menge sogenannter Counting Beads
(Invitrogen) versetzt und im FACS gemessen.

Abbildung 19 zeigt deutlich, dass weniger HL-Zellen EBF1-transduziert sind als
empty-transduziert. Aber auch die Kontrollzellen Raji zeigen diesen Effekt. Wenn
EBF1-Reexpression und dessen Folgen einen toxischen Effekt hat, dann ist er nicht
nur auf HL-Linien beschrankt. Vielleicht handelt es sich hier aber auch um ein
technisches Artefakt, da die beiden viralen Konstrukte mit ca. 5700 bp (empty) und
ca. 7500 bp (EBF1) unterschiedlich gro3 sind. Dadurch sind die beiden Viren evtl.
unterschiedlich effizient in der Infektion oder Integration ins Genom. Fir dieses
Teilexperiment ware es sinnvoll einen weiteren empty-Vektor zu erstellen, der neben
tGFP noch ein weiteres Gen (z. B. Luciferase) enthalt, damit die Virusgrole
vergleichbar ist.

Die Anzahl der toten Zellen bei den empty- und EBF1-transduzierten U-HO1 und Raiji
Zellen unterscheidet sich nicht. Die Linie L-428 zeigt aber deutlich, dass die EBF1-
transduzierte Kultur mehr Pl-positive Zellen enthalt als die empty-Kontrollkultur
(Abbildung19). Dadurch, dass tGFP in toten Zellen nicht mehr fluoresziert, kann im

FACS nicht unterschieden werden, ob hier mehrheitlich transduzierte oder nicht
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transduzierte Zellen gestorben sind. Um den Anteil transduzierter Zellen in der PI-

positiven Population zu messen wird eine qPCR fur tGFP etabliert.
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Abbildung 19: PI/tGFP-FACS transduzierter HL-Linien

Die Linie L-428 wird jeweils mit beiden Uberstdnden transduziert. Die Anséatze
werden gleichmalig auf je eine Kulturfasche pro Messtag aufgeteilt. An den
Messtagen (Tag 4 & 6) werden jeweils 100 yL homogenisierte Kultur (im Duplikat)
wie oben beschrieben zur Zellzahlbestimmung im FACS gemessen und mit dem
absoluten Kulturvolumen verrechnet. Aullerdem werden tGFP-/Pl+ und tGFP+/PI-
Zellen in Aliquots zu 25.000 aus den restlichen Zellen sortiert und zur Isolation von
DNA verwendet. In der g°PCR werden RNase P als Referenzgen und tGFP jeweils im
Quadruplikat gemessen. Die tGFP Ci-Werte werden gegen RNase P und gegen die
entsprechende tGFP-positive Population des Tages und des Virus normalisiert. Es
wird dabei angenommen, dass pro Zelle nur ein viraler Partikel aufgenommen wird.
Wenn die Pl-positive Population den gleichen AC-Wert hat wie die tGFP-positive, so
waren alle toten Zellen transduziert; ist er kleiner, so gibt der AACi-Wert den Anteil
der tGFP-positiven Zellen in der toten Population an. Diese werden wiederum mit

den im FACS bestimmten Zellzahlen verrechnet.

Die zu messenden tGFP und RNase P CiWerte liegen vermutlich sehr nahe
beieinander. Um zu untersuchen, ob Messschwankungen den zu messenden Wert
uberdecken konnen, werden aus jeweils drei parallelen Zellaliquots einer Sortierung
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(Tag 4 und Tag 6; empty und EBF1) DNA isoliert und jeweils eine gPCR-Analyse
durchgefuhrt. Rein technisch betrachtet ist die qPCR sehr stabil. Obwohl die zwolf
gemessenen AAC-Werte sehr nahe beieinander im Bereich von -1,2 bis 0,6 liegen
und je vier C-Werte pro AAC-Werte flir Schwankungen verantwortlich sein kénnen,

sind die Werte sehr gut reproduzierbar (Abbildung 20).
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Abbildung 20: Replikate der tGFP qPCR zur Stabilitatsprifung

Ein AAC-Wert von null bedeutet, dass alle Zellen in der Pl-positiven Population transduziert sind, ein
positiver Wert, dass die Zellen der Pl-positiven Population teilweise transduziert sind und ein negativer
Wert, dass theoretisch mehr als 100% tGFP-positive Zellen in Pl+ sind.

Die Verbindung dieser Werte mit den im FACS gemessenen Zellzahlen (Abbildung
21) zeigt, dass unter den toten Zellen der EBF1-Transduktion (Balken 5 und 11) im
Vergleich zur lebenden Population (Balken 4 und 10) Uberproportional viele tGFP-
positive Zellen sind. Die empty-behandelten Kontrollzellen haben ebenfalls
Uberproportional viele transduzierte Zellen unter den toten (Balken 2 und 8 im
Vergleich zu Balken 1 und 7). Der toxische Effekt stammt offensichtlich nicht von der
EBF1-Reexpression, sondern von der Infektion an sich. Auffallig ist auch, dass
theoretisch in der Pl-positiven Population mehr als 100% der Zellen tGFP-positiv sind
(vergleiche negative AAC-Werte in Abbildung 20). Das bedeutet, dass die toten
Zellen vermutlich mehr virale Partikel aufnehmen als die transduzierten lebenden und
nicht alle toten Zellen tGFP-positiv sind, sondern einige viel tGFP-DNA enthalten und
andere wiederum negativ sind. Damit ist aber die Grundannahme, dass je Zelle ein
viraler Partikel aufgenommen wird, nicht gegeben und es kann nicht berechnet
werden wie viele der toten Zellen transduziert sind. Der qPCR-Assay ist somit
ebenfalls nicht zur Untersuchung des Zellsterbens durch EBF1-Reexpression

geeignet.
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Abbildung 21: Transduzierte Zellen der Pl-positiven Population

Es werden die Messtage vier und sechs analysiert, jeweils empty- und EBF1-transduzierte Zellen. Die
drei Balken dieser vier Gruppen unterteilen sich wie folgt: Der erste Balken stellt die Anzahl der
lebenden Zellen (PI-) dar, transduzierte in grin ® und nicht transduzierte in blau ®, gemessen im
FACS mit Counting Beads. Der zweite Balken hat die Héhe der im FACS gezahlten toten Zellen, die
Farben zeigen den durch die gPCR gemessenen Anteil transduzierter @ und nicht transduzierter @.
Zellen in dieser Population. Der dritte Balken hat ebenfalls die Hohe der toten Zellen, die Unterteilung
in transduzierte @ und nicht transduzierte © Zellen erfolgt aufgrund der Annahme, dass sich die toten
Zellen so verhalten wie die lebenden (Balken 1).

Mit den bisherigen Experimenten konnte nicht geklart werden, ob EBF1-
Reexpression HL-Zellen vermehrt in die Apoptose fihrt. Der MTS-Assay hat
allerdings gezeigt, dass transduzierte L-1236 Zellen einen verringerten Stoffwechsel

haben.

Um diesen Aspekt der EBF1-Reexpreesion weiter zu verfolgen, kdnnen auch weitere
Apoptoseassays etabliert und durchgefuhrt werden, beispielsweise kann die Aktivitat

friher Caspasen in transduzierten Zellen bestimmt werden.
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4. Diskussion

Die Pathogenese des HL ist noch nicht vollstandig geklart. Neben EBV, konstitutiv
aktiven Signalwegen, vermuteter pra-apoptotischer Abstammung, chromosomale
Instabilitat und Einflisse des Mikromilieus, spielt vermutlich auch der Verlust der B-
Zellidentitat eine wichtige Rolle. Ein Kennzeichen der GC-B-Zellen ist die
Apoptoseanfalligkeit, die durch die mangelnde Expression von anti-apoptotischen
Faktoren wie z. B. BCL2 (Klein et al., 2003b) im GC erreicht wird. Die normale GC-B-
Zelle erhalt essentielle Uberlebenssignale Gber den BCR, hierbei wird sie im GC
regelmaRig auf einen funktionalen bzw. nicht autoreaktiven BCR gepruft. Bei einem
negativen Ergebnis kann durch das Fehlen anti-apoptotischer Faktoren in der Zelle
schnell die Apoptose ausgelost werden. Eine GC-B-Zelle, die dieser Prufung nicht
entspricht, kann vermutlich durch das Fehlen der typischen B-Zellgene und damit der
typischen B-Zellsignalwege der Apoptose entkommen. Unklar ist bisher, welches
transformierende  Ereignis den Verlust der B-Zellidentitdt auslost. Da
Transkriptionsfaktoren eine entscheidende regulatorische Funktion in der
zelltypischen Genexpression ausuben und diese neben den allgemeinen B-
Zellgenen ebenfalls im HL dereguliert sind, wird hier untersucht, welchen Effekt diese
in der Pathogenese des HLs haben. Deskriptive Analysen sind notwendig, aber nur
beschrankt aussagekraftig. Daher werden hier funktionelle Untersuchungen in
Zelllinien durchgefuhrt. Zelllinien haben zwar den Nachteil, dass sie an die Kultur
adaptiert sind und evtl. nicht tumortypische Merkmale tragen, dennoch entsprechen
sie im Wesentlichen dem tumorspezifischen Phanotyp. Aulzerdem sind Zelllininen, im
Gegensatz zu selten erhaltlichen primaren Fallen, die nur wenige HRS-Zellen
enthalten und nicht kultivierbar sind, in groReren Mengen verfugbar.

Die Aufgaben der Transkriptionsfaktoren werden von unterschiedlichen
Standpunkten aus untersucht. Zum einen kann die Herunterregulation dieser in B-
Zelllinien zeigen, inwiefern B-zellspezifische Gene weiterhin ausgepragt werden
und/oder ob linienfremde Gene in ihrer Expression steigen. Zum anderen kénnen in
HL-Linien reexprimierte B-Zelltranskriptionsfaktoren vielleicht die Auspragung von B-
zellspezifischen Genen begunstigen und/oder die Auspragung linienfremder Gene
unterdricken. Falls somit eine Art B-Zellsignatur wieder hergestellt wird, wird ggf.

auch die Apoptosesensitivitat erneut aktiv und es tritt vermehrtes Zellsterben auf.
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4.1 Herunterregulation des B-Zelltranskriptionsfaktors E2A in B-Zelllinien
unter Verwendung von shRNA-exprimierenden Retroviren

Zu Beginn der hier beschriebenen Experimente ist bekannt, dass die

Transkriptionsfaktoren E2A und EBF1 fur die Differenzierung von B-Zellen notwendig

sind (Bain et al., 1994; Lin und Grosschedl, 1995; Zhuang et al., 1994). Inwieweit die

beiden Transkriptionsfaktoren fur die Aufrechterhaltung des B-Zellphanotyps eine

Bedeutung haben, ist noch nicht geklart. Daher wird mittels shRNA-Expression

zunachst die Funktion von E2A in GC-B-Zelllinien untersucht.

Die Transfektion von hamatopoetischen Zelllinien, insbesondere des HL, ist nicht
trivial. FUr eine Elektroporation liegen kaum etablierte Protokolle der hier
verwendeten Linien vor. Experimente aus unserer Arbeitsgruppe haben gezeigt,
dass nur wenige Zellen die Prozedur uberleben. Die Lipofektion mit kationischen
Lipidvesikeln war mit einigen der hier verwendeten Zielzellen ebenfalls nicht
erfolgreich. Die Verwendung eines retroviralen Vektors hat neben hohen
Uberlebensraten und relativ hohen Transduktionsraten in den verwendeten Linien

noch den Vorteil einer stabilen Transduktion.

Mit dem Vektor pSM2 konnte kein Virus-haltiger Uberstand produziert werden.
Moglicherweise hat die Umklonierung von GFP in den Vektor das essentielle
Verpackungssignal W (Psi) zerstort. Die vorhandenen Vektorkarten sind ungenau
und zeigen dessen Position nicht prazise an, so dass dies nicht mit Sicherheit
ausgeschlossen werden kann. Die ungefahre maximale retrovirale Genomgrofe wird
mit 8 — 10 kb angegeben (Miller, 1997). Der Vektor (ca. 7100 bp) und das Insert
(1440 bp) haben zusammen 8,5 kb, hier besteht die Mdglichkeit, dass der Virus nicht

verpackt wird und das dies die Ursache fur die fehlende Virusproduktion ist.

Der Virus aus dem Vektor pVig transduziert nur wenige Zellen und zeigt kaum
Regulation der shRNA Zielgene. Die mangelnde Regulation beruht vermutlich auf der
Tatsache, dass in der qRT-PCR sogenannte bulk Zellen (transduzierte und nicht
transduzierte, lebende und tote) gemessen werden. Hierbei Uberlagern die
mehrheitlich nicht transduzierten Zellen die Messung. Die geringe Infektionseffizienz
vermag am niedrigen Titer der pVig-Viren von maximal 3x10° V/mL liegen. Bei einer
Infektion mit 10 MOI haben die Zellen eine Konzentration von 3x10* Zellen/mL, dies
ist fir B- und HL-Linien weit unterhalb der empfohlenen Dichte von ca. 2x10° — 1x10°

Zellen/mL. Dies bedeutet neben der Infektion weiteren Stress fiir die Zelle und
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beeinflusst u. U. die Transduktionsrate und die Rate der Uberlebenden Zellen. Bei
der Verwendung dieses Konstrukts ware eine Konzentration der Viren per
Ultrazentifugation angebracht und u. U. auch die Sortierung transduzierter Zellen per
FACS.

Obwohl mit dem pGIPZ-Virus technisch eine optimale Infektion mit hohen Virustitern
durchgefuhrt wird und die transduzierten Zellen fur die gqRT-PCR per FACS sortiert
werden, kann keine Regulation der drei shRNA-Zielgene detektiert werden. Zwei der
shRNAs (GAPDH und PSMC2) werden in anderen Linien als erfolgreich
beschrieben. Aus laboreigenen Erfahrungen ist bekannt, dass gleiche shRNA-
Sequenzen in unterschiedlichen Linien unterschiedlich effizient sein kénnen. Aus
diesem Grund werden in der Etablierungsphase eines Experiments meist gleichzeitig
mehrere shRNAs gegen ein Zielgen getestet. Bei einer moglichen Weiterfuhrung

dieses Experiments ware dies theoretisch das weitere Vorgehen.

Im Jahr 2008 zeigt eine Publikation Uber sogenannte E2A conditional knockouts
(Aicda-cre und CD23-cre), dass fehlendes E2A zwar die Anzahl und GroéfRe der GC
reduziert, nicht aber den CSR oder die allgemeine Genexpression behindert (Kwon
et al., 2008). Hiernach ware vermutlich kein Effekt durch E2A-shRNA in GC-B-
Zelllinien auf die B-zellspezifische Genexpression detektiert worden. E2A scheint

also notwendig in GC, aber nicht essentiell.

4.2 Expression des B-Zelltranskriptionsfaktors EBF1 in HL-Linien

Bisher wurden keine umfangreichen Untersuchungen zum Fehlen von EBF1 in HL-
Linien durchgefuhrt. In B-Vorlauferzellen aus E2A-defizienten Mausen kann durch
die Expression von EBF1 die Reifung von CD19-positiven Zellen detektiert werden
(Seet et al., 2004). EBF1 scheint essentiell fur die B-Zellentwicklung und Expression
von B-zellspezifischen Genen zu sein. Aus einer Studie des Jahres 2002 geht hervor,
dass transiente EBF1 Reexpression in HL-Linien in der Lage ist plasmidcodierte
Reportergene, die unter der Kontrolle des CD79A- bzw. CD19-Promotors stehen, zu
exprimieren (Hertel et al., 2002). Eine Untersuchung zum endogenen CD19-
Promotor konnte bei Hertel et al. per FACS keine Reexpression feststellen. Weiter

reichende Experimente wurden hier nicht durchgefihrt.
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4.21 Anderungen der Genexpression durch EBF1-Reexpression

Die Reexpression von EBF1 in den HL-Linien L-1236, L-428, KM-H2 und U-HO1
induziert die Auspragung einzelner B-Zellgene, wie hier per sqRT-PCR und Real-
time RT-PCR gezeigt werden konnte. Dabei wird CD19, CD79A und CD79B in allen
untersuchten Linien hochreguliert und PAX5 nur in L-1236. Der Transkriptionsfaktor
EBF1 ist also aktiv in HL-Zellen und kann Teile der B-Zellsignatur wiederherstellen.
Im Gegensatz zu den Reportergenexperimenten von Hertel et al. (2002; siehe 4.2)
kann hier endogene Expression nachgewiesen werden. Im Unterschied zu deren
Studie wird hier der Nachweis auf mRNA-Ebene erbracht, was die Verwendung von

sensitiveren Methoden erlaubt.

Auffallig sind die Schwankungen der Expressionen an unterschiedlichen Messtagen
in beiden Experimenten. Die hohe verwendete Zyklenzahl in der sqRT-PCR und die
spaten Ct-Werte in der Real-time RT-PCR zeigen, dass die Auspragung der B-
Zellgene zwar vorhanden ist, aber nicht so stark wie in normalen B-Zellen. Dieser
Messbereich unterliegt hohen technischen Schwankungen. Daher ist es auch
sinnvoll, die theoretisch berechenbaren n-fachen Anderungen als Tendenzen zu
betrachten und nicht als fixe Werte. Dennoch sind die erhaltenen Ergebnisse real, da
eine hohe Anzahl von Wiederholungen und die Untersuchung mit zwei
verschiedenen PCR-Techniken, die jeweils unterschiedliche Primer-Paare

verwenden, identische Ergebnisse zeigen.

Die Promotoren verschiedener (B-Zell-)Gene werden im Allgemeinen von Gruppen
von Faktoren reguliert. Der CD79A-Promotor z. B hat Bindestellen fur Ets,
EBF1/BlyF, LyF/micro B (IKAROS) und Sp1 (Leduc und Cogne, 1996) und CD79B
fur Sp1, Ets, OCT, IKAROS/LyF1 und EBF1 (Akerblad et al., 1999; Thompson et al.,
1996). Die verschiedenen regulatorischen Elemente des CD19-Promotors der Maus
werden von E2A, EBF1 und PAXS aktiviert (Walter et al., 2008). Der PAX5-Locus
tragt Bindestellen fur die regulatorischen Elemente EBF1, STAT5 (Hirokawa et al.,
2003) und EBF1, PU.1, IRF4, IRF8 und NF-kB (Decker et al., 2009). Weitere EBF1-
Zielgene werden vermutlich ein ahnlich heterogenes Spektrum von Faktoren zur
Auspragung bendtigen. Da HL-Zellen ein aberrantes Expressionsprofil aufweisen,
werden madglicherweise einige dieser Faktoren im HL nicht exprimiert. Dies kann
erklaren, warum die alleinige Reexpression von EBF1 den B-Zellstatus nicht im

vollen Umfang herstellen kann. Entweder sind die Cofaktoren zur Reexpression von
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CD79A, CD79B und CD19 nicht von groller Bedeutung, oder sie werden in
ausreichendem Male in HL-Linien exprimiert, oder sie sind ihrerseits EBF1 Zielgene
und werden hier reexprimiert. Gegen die letzte Annahme spricht jedoch, dass die
Genchipdaten (3.2.2.2) keine Regulation der hier genannten Faktoren zeigen. Der
Vergleich der gPCR-Daten und Genchip-Daten (3.2.2.2) zeigt allerdings auch, dass
die gqRT-PCR deutlich sensitiver ist und Gene geringerer Expressionsstarke im
Hintergrundrauschen des Arrays verschwinden. Weitere Real time RT-PCR Analysen

konnten die Expression dieser Faktoren in transduzierten HL-Linien klaren.

Ein anderer Grund fur die relativ schwache Reexpression von B-Zellgenen kdnnte die
weiterhin vorhandene Auspragung der hemmenden Faktoren ID2 und Notch1 sein.
Die beiden Faktoren andern ihre Expressionsstarke unter Einfluss von reexprimierten
EBF1 nicht — mit Ausnahme einer sogar hoheren Notch1-Expression in L-1236 -,
obwohl eine Notch1 Herunterregulation Uber EBF1 durch Hinweise aus normalen B-
Zellen (Pongubala et al., 2008) und tber PAX5 (Souabni et al., 2002) erwartet wird.
EBF1 wird durch das virale Konstrukt exprimiert und PAXS ist in Malien vorhanden,
wie die ACt-Werte der empty-Kontrollzellen zeigen. Wobei die Expression sehr
heterogen ist: L-428 und KM-H2 exprimieren etwas PAX5a und kein PAX5(; L-1236
exprimiert etwas PAX5a und viel PAX5B; U-HO1 exprimiert beide Isoformen stark.
Die gemessenen PAX5-Niveaus sind in allen HL-Linien im Vergleich zu einer
exemplarisch gemessenen cDNA aus CD77-positiven GC-Zellen niedriger (ohne
Abbildung). Folgende Effekte werden den beiden Proteinen Notch1 und ID2
zugeschrieben: Notch1 wird im HL als Inhibitor von E2A und EBF1 und deren
Zielgenen dargestellt (Jundt et al., 2008), wodurch die endogene E2A-Expression
hier evtl. weiterhin niedrig gehalten wird. Die EBF1-Expression sollte hiervon nicht
betroffen sein, da sie nicht Uber den eigenen Promotor reguliert wird. ID2 wird eine
hemmende Interaktion mit PAX5 in Uberexpressionsexperimenten in Fibroblasten
zugesprochen (Roberts et al., 2001). Diese konnte allerdings in HL-Linien bisher
nicht nachgewiesen werden (Eickernjager, 2010). Aulierdem hemmt ID2 die Funktion
von E2A in HL-Zellen (Eickernjager, 2010; Mathas et al., 2006; Renne et al., 2006).
Somit kénnen insbesondere EBF1-Zielgene, die in Kooperation mit E2A aktiviert
werden (ca. zwei Drittel der EBF1-Zielgene (Lin et al., 2010)), nicht vollstandig
angeschaltet werden.
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Unter der Annahme, dass sich empty-infizierte Kontrollzellen wie die entsprechende
unbehandelte Linie verhalten, so kann man Uber die ACt-Werte (zu B-Aktin) die
Expressionen der untersuchten Gene vergleichen. Die Betrachtung der ACt-Werte
der Linie U-HO1 zeigt, dass CD19 und CD79B genauso schwach exprimiert werden
wie in den anderen drei untersuchten HL-Linien, und dass PAX5 (ohne
Unterscheidung zwischen der a- und B-Form) zwar starker als in L-428 und KM-H2
exprimiert wird, aber vergleichbar zu L-1236 ist. Interessant ist daher die Frage,
warum U-HO1 trotz relativ hoher EBF1-Expression (vergl. WB, 3.2.1.2) eine
schwache B-Zellsignatur hat und auch in der Real-time PCR die niedrigsten
Reexpressionsraten von EBF1-Zielgenen (Abbildung 12) zeigt. Moglicherweise sind
Notch1 und ID2 hier der reprimierende Faktor. Im Vergleich zu den drei anderen
untersuchten HL-Linien sind Notch1 und ID2 in der Linie U-HO1 am starksten

exprimiert (ohne Abbildung).

Auffallig ist noch die Tatsache, dass Notch1 in der Linie L-1236 sogar hoch reguliert
wird, obwohl eine Herunterregulation durch EBF1 in Maus-B-Zellen beschrieben wird
(Pongubala et al., 2008). Hierfur wurde bisher keine Erklarung gefunden. Trotz der
starkeren Expression dieses Inhibitors der B-Zellsignatur wird in der gRT-PCR
(Abbildung 12) hier die hochste CD19-Reexpression detektiert. Bei Betrachtung der
ACt-Werte in empty-Kontrollzellen zeigt sich, dass L-1236 die niedrigste Notch1-
Expression der untersuchten Linien hat. Durch die Hochregulation von Notch1 in
EBF1-tranduzierten L-1236 Zellen hat es eine Expression vergleichbar zu U-HO1
und KM-H2.

Zusammenfassend ist EBF1 in der Lage die B-Zellsignatur teilweise und in einer
milden Auspragung wieder herzustellen, nicht aber linienfemde, reprimierende

Faktoren wie ID2 und Notch1 in ihrer Expression zu inhibieren.

Der Vergleich der transduzierten HL-Linien Uber die Daten der Genchipanalyse zeigt
in einem Unsupervised Hierarchical Clustering, dass die beiden Hauptarme von den
beiden Linien gebildet werden und nicht von den beiden viralen Konstrukten. Die
beiden Linien sind in ihrer Genexpression also unterschiedlicher als der
gemeinsame Effekt der induzierten EBF1-Expression. Dies verwundert nicht bei der
Beobachtung, dass nur vier Gene jeweils in beiden Linien mindestens 2-fach hoch-
oder herunterreguliert sind (Tabelle 15). Eine Ursache fur die mangelnde

gemeinsame differentielle Genexpression kann die Heterogenitat der Linien sein, ein
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Umstand fir den HRS-Zellen bekannt sind. Viele Gene werden nur in einigen HL-

Fallen exprimiert und dann auch nicht in allen HRS-Zellen des Klons.

Die Ergebnisse der Real-time PCR konnen im Kern mit den Ergebnissen der
Genchips bestatigt werden. Einige der in der gRT-PCR detektierten Gene kdnnen in
den Genchips aufgrund der Nahe zum Hintergrundrauschen nicht ausgewertet
werden. Wahrend in der Real-time PCR unabhangig von der Zellzahl wenige Kopien
pro Ansatz detektieren werden kdnnen, so bendtigt ein Genchip mehrere Kopien pro
Zelle (bei 30.000 Zellen, 150 ng RNA pro Chip), um ein Signal zu bekommen.
Schwach exprimierte Gene und deren differentielle Expression kdnnen mit einem

Genchip kaum nachgewiesen werden.

Auffallend ist auch die Anzahl der differentiell exprimierten Gene der beiden Linien L-
1236 und L-428. So werden in der ersteren 2,6-fach mehr Gene reguliert. Auch dies
ist ein Hinweis auf die Heterogenitat der Linien. Die beiden Linien exprimieren
moglicherweise unterschiedliche (Mengen von) Faktoren, die EBF1 unterstitzen oder
in seiner Aktivitdt hemmen koénnen. Hierbei konnen Proteine wie z. B.

Transkriptionsfaktoren oder Enzyme flr epigentische Aktivitaten eine Rolle spielen.

Eines der stark regulierten Gene der Genchipanalyse ist FCER2/CD23. Es wird von
B-Zellen und anderen hamatopoetischen Zellen exprimiert. Genchips zeigen, dass es
in B-Zellen hauptsachlich von Gedachtniszellen und in einem schwacheren Umfang
von Centroblasten und Centrocyten ausgepragt wird (Klein et al., 2003b). U. a. ist es
an der Regulation der IgE-Expression beteiligt (Acharya et al., 2010).
Immunhistologische  Untersuchungen  von primaren HL-Fallen  zeigen
widerspruchliche Ergebnisse bezuglich der Expression. Wahrend drei Studien HRS-
Zellen eine seltene CD23 Expression bescheinigen (Angel et al., 1987; Jarrett et al.,
1991; Salama et al., 2010) zeigt eine Publikation haufige Expression (Rowlands et
al., 1990). In den EBF1-transduzierten Zellen ist es mit einer 5,1-fachen
Hochregulation in L-428 das am starksten regulierte Gen. In L-1236 wird es 2,5-fach
positiv reguliert und liegt damit im Bereich der zehn am starksten regulierten Gene.
Die Expressionswerte der in dieser Arbeit durchgefuhrten Genchips zeigen eine
starke Expression in L-1236 und eine mittlere Expression in L-428, die in EBF1-
transduzierten Zellen auf den L-1236/empty-Level ansteigt. Durch die EBF1-
Reexpression scheint die bereits vorhandene CD23-Expression weiter verstarkt zu

werden. Moglicherweise wird dies durch die verstarkte Auspragung von CD40 (2,1-
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fach hochreguliert in L-428/EBF1) erreicht. Aktiviertes CD40 kann die CD23-
Expression positiv beeinflussen (Sukumar et al., 2006). Wie CD40 aktiviert wird ist
allerdings unklar, denn der Ligand CD40L liegt in den hier untersuchen Zellen mit
seinen Expressionswerten (5,6 — 5,9) knapp unter dem Schwellenwert von sechs, der
fur nicht interpretierbare Daten wegen des Hintergrundrauschens angenommen wird.
Evtl. liegt aber dennoch eine Expression vor, die ausreichend ist, um CD40 zu
aktivieren. Der CD40-Promotor wiederum hat eine EBF1-Bindestelle, dessen
Chromatin im Laufe der B-Zellentwicklung zu reiferen, EBF1-exprimierenden B-
Zellen schrittweise aktiviert wird (Treiber et al., 2010b). Da die Linien auch in den
empty-Kontrollzellen CD23 und CD40 exprimieren, kann nicht pauschal von einer
Wiederherstellung des B-Zellstatus gesprochen werden, sondern muss auch der
Expressionslevel dieser Daten mit denen in normalen B-Zellen verglichen werden;

solche Daten liegen jedoch hier nicht vor.

Insgesamt zeigen die Genchipdaten, dass in einzelnen Bereichen durchaus eine B-
Zellsignatur wieder hergestellt wird (z. B. fur CD79A), die jedoch auch immer im
Zusammenhang mit normalen B-Zellen zu betrachten ist. Andererseits zeigen auch
einige Gene eine gegenteilige Entwicklung (z. B. CXCL9), die vermutlich auf
weiterhin ~ vorhandene  dominante, linienfremde, regulatorische  Proteine

zurickzufihren ist.

Die Analyse der Expression des B-zellspezifischen Proteins CD79A in HL-Zellen per
Western Blot zeigt kein Signal fur dieses Protein in EBF1-transduzierten Zellen. Wie
bereits im Abschnitt 3.2.2.3 erwahnt, kann es sein, dass aufgrund der geringen
mRNA-Mengen nur sehr wenig Protein exprimiert wird. Moglicherweise kann eine
Lyse der Zellen in unterschiedliche Fraktionen (Holden und Horton, 2009) eine
vollstandige Zersetzung aller Kompartimente und eine Anreicherung von CD79A in
der Membranfraktion bewirken. Somit stande ein konzentriertes Praparat fur einen
weiteren Western Blot zur Verfligung. Bei den hier notwendigen Mengen von
mehreren Millionen tGFP-positiver Zellen ist eine technische Limitierung zu
beachten. Alternativ konnte jedoch versucht werden, sortierte Zellen durch weitere

Kultivierung zu vermehren.

Moglicherweise kann CD79A hier aber auch nicht als Protein nachgewiesen werden.
Zum einen ist die Expression von CD79A vermutlich stark reguliert, wie der

Zusammenbau des BCR-Komplexes, bei dem CD79A eine limitierende Rolle spielt,
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zeigt (Brouns et al., 1995). Wenn diese Regulation auf posttranskriptionaler Ebene
oder durch Hemmung der Translation stattfindet und im HL aktiv ist, ist es auch
moglich, dass die Translation des Proteins nicht erfolgt. Zum anderen ist CD79A nur
im Komplex mit dem BCR und CD79B stabil. Dieser Komplex wird im
endoplasmatischen Retikulum (ER) assembliert. Durch den in HL-Zellen fehlenden
BCR findet im ER keine Zusammenbau statt. CD79A wird evtl. nicht korrekt gefaltet
und dadurch posttranslational degradiert.

4.2.2 Promotormethylierungen in EBF1-transduzierten Hodgkinzellen

Die Promotoren der untersuchten Gene CD19, CD79B, PAX5a und PAX5B zeigen
nur an einzelnen CpGs tendenziell eine Demethylierung durch EBF1. Die tGFP-
positive Population besteht offensichtlich aus einem Gemisch von Zellen, in deren
DNA nur einige CpGs demethyliert werden und das auch nicht in jeder Zelle/jedem
Allel. An Mausen wurde gezeigt, dass die Menge des exprimierten EBF1 einen
Einfluss auf die exprimierten Zielgene zu haben scheint (Mansson et al., 2008); evtl.
ist auch der mogliche Einfluss von EBF1 auf Methylierungen dosisabhangig.
Mogliche Ursache fur unterschiedliche EBF1-Expressionsraten konnte die Menge
Virus sein, die eine Zelle aufgenommen hat. Zusatzlich wirkt sich wahrscheinlich

auch die Integrationsstelle auf den Level der EBF1-Expression aus.

Die untersuchten Promotoren von CD19 und CD79B in empty-transduzierten
Kontrollzellen entsprechen im Allgemeinen der gangigen Vorstellung, dass
methylierte Bereiche keine oder wenig mRNA exprimieren. Der PAX5B-Promotor
weicht davon jedoch ab. Er ist in HL-Linien, wie in CD77-positiven GC-B-Zellen,
unmethyliert (und bleibt es auch unter EBF1 Einfluss). Interessanterweise wird
PAX5B mRNA nur in L-1236 (empty und EBF1), nicht aber in L-428 und KM-H2
exprimiert, wie Real-time PCRs zeigen (ohne Abbildung). Es gibt hier offensichtlich
einen von Promotor-Methylierungen unabhangigen hemmenden Mechanismus, der
die Transkription von PAX5(3 in L-428 und KM-H2 unterdrickt. Moglicherweise ist
hier der kurzlich beschriebene, durch DNA-Methylierungen regulierte Enhancer in
Intron funf inaktiv (Decker et al., 2009). Es ist aber auch denkbar, dass in den HL-
Linien, die in Bezug auf ihre Genexpression sehr heterogen sind, unterschiedliche
Level von weiteren, an der Transkription von PAX5( beteiligten Faktoren ausgepragt
werden und somit in L-428 und KM-H2 PAX5 nicht exprimieren.
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Die Demethylierung des PAX5a-Promotors in EBF1-transduzierten L-1236 wirkt sich
nicht in einer verstarkten Expression der a-lsoform aus, wie Isoform-spezifische
Real-time RT-PCRs zeigen (Tabelle 17). Die Betrachtung des entsprechenden L-
1236/empty ACt-Wertes und der Vergleich mit einer exemplarisch gemessenen
Probe CD77-positiver GC-B-Zellen (ohne Abbildung) zeigt, dass PAX5a zwar in L-
1236 exprimiert wird, aber mit einem deutlich geringeren Level als in den GC-B-
Zellen. Auch hier scheint, wie schon im oberen Abschnitt erlautert, ein von
Methylierungen des Promotors unabhangiger Mechanismus die vollstandige

Expression von PAX5a in L-1236 zu unterdricken.

Bisulfidsequenzierungen in nicht transduzierten weiteren HL-Linien (ohne Abbildung)
zeigen einen unmethylierten PAX5B-Promotor in U-HO1 und in der von T-Zellen
abstammenden HD-LM2 einen methylierten Zustand. Hier zeigen exemplarisch
durchgefuihrte RT-PCRs die entsprechend erwartete Expression (ohne Abbildung).
Obwohl in der Decker-Studie fur den PAX5-Promotor der Maus in normalen B-Zellen
keine epigenetische Regulation durch DNA-Methylierungen vermutet wird (Decker et
al., 2009), ist fur PAX5a in den Lymphom-Linien L-1236, L-428, KM-H2 sowie HDLM-
2 und far PAX5B in HDLM-2 eine Methylierung der DNA detektierbar. Auch in
anderen Tumoren wie dem Mammakarzinom und Bronchialkarzinom wurden
methylierte Bereiche in den a- und B-Promotoren beschrieben (Palmisano et al.,
2003). Eine weitere umfangreiche Studie bestatigt, dass Hypermethylierung im cHL
vorwiegend B-zellspezifische Gene betrifft (Ammerpohl et al., 2012) und somit
vermutlich zum Verlust der B-Zellidentitat beitragt. Trotz des beschriebenen
Einflusses von EBF1 auf Methylierungen im CD79A-Locus (Maier et al., 2004) kann
in diesem Lymphom-Umfeld keine weitreichende Demethylierung detektiert werden.
Interessanterweise wird in der Publikation von Maier et al. (2004) Runx1 als
Kooperationspartner bei der Aktivierung von CD79A beschrieben. Die Genchip-
Analyse (aus 3.2.2.2) zeigt, dass in L-1236 Runx1 1,7-fach (FDR 0,0002) und auch
CD79A 2,3-fach (FDR 0,0003) hochreguliert wird.

Vielleicht ware bei der Analyse des CD79A-Promotors in L-1236 eine deutlichere
Demethylierung festgestellt worden. Die Genchip-Analyse zeigt keine Expression flr
Runx1 in L-428/EBF1, was vielleicht den geringen Einfluss von EBF1 auf die
schwache CD79A-Expression (FC 1,2; FDR 0,106) erklart. Die Analyse des CD79A-
Promotors konnte zeigen, ob in HL-Zellen die Demethylierung im Allgemeinen gestort
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ist oder ob die Funktion von EBF1 in diesem Zusammenhang nur auf den CD79A-

Promotor beschrankt ist.

In der globalen Methylierungsstudie des cHL von Ammerpohl sind weitere
hypermethylierte Gene beschrieben (Ammerpohl et al., 2012), die hier in den
Genchips der EBF1-transduzierten Zellen hochreguliert werden. Hierzu gehéren
FCER2 (L-1236 2,5-fach; L-428 5,1-fach) und SEMAT7A (L-1236 2,6-fach; L-428 2,5-
fach). Auch hier kdnnen weitere Analysen klaren, ob EBF1 in Linien des cHL eine

demethylierende Funktion einnimmt.

Bis auf die Demethylierung durch EBF1 im PAX5a-Promotor in der Linie L-1236 sind
die Effekte eher auf einzelne CpGs beschrankt oder nicht vorhanden. Trotzdem
zeigen die Ergebnisse der quantitativen RT-PCRs (3.2.2.1) eine Reexpression von
CD19 wund CD79B in den untersuchten Linien. Madglicherweise sind die
entscheidenden regulatorischen CpGs nicht in dieser Analyse detektiert worden. Ein
anderer Grund fur die schwache detektierte Demethylierung kdnnte sein, dass nicht
jede Zelle CD19 und/oder CD79B reexprimiert, sondern nur einzelne transduzierte
Zellen. Vielleicht ist damit die Anzahl der hier analysierten Klone (sieben bis elf pro
PCR-Fragment) zu gering und es werden vorwiegend unbeeinflusste Klone

gemessen.

4.3 Schlussfolgerung und Ausblick

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte eine EBF1-Expression in verschiedenen
HL-Linien erfolgreich etabliert werden. Analysen der Genexpression in EBF1-
transduzierten HL-Linien per RT-PCR und Genchips zeigen, dass EBF1 einen
Einfluss auf einzelne, nicht aber auf die globalen B-Zellgene hat. EBF1 hat damit
eine Funktion im Zusammenhang mit der verlorenen B-Zellsignatur. Eine weitere
unbekannte Hurde verhindert jedoch eine umfangreichere Reexpression von B-
Zellgenen, die vermutlich HL-spezifisch ist. Dies lasst eine Studie mit
plasmidcodierten Reportergenen unter dem Einfluss des CD79A- bzw. CD19-
Promotors vermuten, in der das Reportergen in Daudi Zellen im Gegensatz zu HL-
Zellen vielfach erhoht exprimiert wird (Hertel et al.,, 2002). Real-time RT-PCR-
Analysen koénnten das Expressionsniveau weiterer notwendiger B-Zell-
Transkriptionsfaktoren in EBF1-transduzierten Zellen messen und Hinweise auf das
Fehlen einer globalen B-Zellsignatur liefen.
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Ein Hinweis auf verstarke Apoptose in EBF1-transduzierten Zellen wurde noch nicht
erbracht. Es konnte allerdings gezeigt werden, dass EBF1-Reexpression die
Stoffwechselaktivitat von L-1236 reduziert. Hier sind noch weitere Untersuchungen,
wie z. B. die Messung der Aktivitat von frihen Caspasen in transduzierten Zellen,

notwendig.

Die Transkriptionsfaktoren der lymphatischen Linie scheinen in einem empfindlichen
netzartigen Gleichgewicht zueinander zu stehen und nicht in einem linearen on-off-
Verhaltnis. Um einen weitreichenderen Einblick in deren Wechselwirkungen im HL zu
erhalten, sollte dies in weiteren funktionellen Experimenten berlcksichtigt werden. Es
mussen daher in einer Vielzahl von Experimenten regulatorische Proteine, wie E2A,
EBF1, PAX5, ID2, ABF1 und Notch1, einzeln und in diversen Zweier, Dreier Gruppen
usw. durch Reexpression oder shRNAs ein- bzw. ausgeschaltet und das jeweilige
Transkriptom analysiert werden. Mindestens sollte in einem dieser Arbeit folgendem
Experiment neben einer EBF1-Reexpresion parallel eine Inhibierung von ID2, ABF1
und Notch1 erfolgen. HL-Zellen lassen sich vermutlich nicht mit verschiedenen Viren
gleichzeitig transduzieren; aullerdem muss die mehrfache Selektion praktikabel sein,
weshalb stabile Linien etabliert werden sollten. Diese kdnnen schrittweise mit
weiteren Eigenschaften erganzt werden. Falls das neue Transkriptom nicht zu vitalen
Zellen fUhrt, mUssen die jeweiligen Faktoren induzierbar sein. Anschliefende ChIP-
Seqg- und Genchip-Analysen konnen zeigen, wo die Transkriptionsfaktoren in dem
jeweiligen Zellzusammenhang binden und welche Gene exprimiert werden.
Individuelle ChIP oder RT-PCR-Analysen waren bei der Vielzahl von Proben zu
zeitaufwandig, auch wenn sie verlasslichere und sensitivere Ergebnisse liefern

wiulrden.

In dieser sehr umfangreichen Experimentreihe wurden andere regulatorische
Faktoren, wie Inhibierung der Translation durch siRNAs und Epigenetik, noch nicht
bertcksichtigt. Diese scheinen auch eine wichtige Rolle in der B-Zelldifferenzierung
bzw. im HL einzunehmen. So ist die Bildung von GC durch fehlende siRNAs (Dicer
knockout in Aicda-Cre) gestort (Xu et al., 2012). Globale Methylierungsstudien in HL-
Linien zeigen methylierte B-Zellgene, die Uberwiegend nicht exprimiert werden
(Ammerpohl et al., 2012). Untersuchungen zu Histonmodifikationen in HL-Zellen
zeigen inaktivierte H3K9/14-deacetylierte und H3K27trimethylierte Histone in B-
zellspezifischen Genen (Seitz et al., 2011). Auch diese Effekte kdnnen nicht durch
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individuelle Experimente in den etablierten Linien gemessen werden, sondern
mussen uber genomweite siRNA-Analysen, Methylierungsstudien (Bibikova et al.,
2011; Bibikova et al., 2009) und histonspezifische ChIP-on-Chip oder ChIP-Seq
Experimente analysiert werden. Die erhaltenen Daten kann ein interdisziplinares

Team aus Biologen und Bioinformatikern verarbeiten.

Bisher zeigt die Datenlage, dass der Verlust von EBF1 zur verlorenen B-Zellsignatur

im HL beitragt und die Fitness der HL-Zellen steigert.
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5. Zusammenfassung der Arbeit

Besonderes Charakteristikum des von B-Zellen abstammenden Hodgkin-Lymphoms
ist die heterogene Auspragung verschiedenster Gene. Diese umfasst neben einem
Verlust der B-Zellsignatur die aberrante Auspragung von Genen anderer
hamatopoetischen Linien. Die Rolle dieses ungewohnlichen Expressionsmusters fur

die Pathogenese des HL ist bisher unbekannt.

Um einen Einblick in die mdglichen Mechanismen dieser Dedifferenzierung zu
erhalten wurde EBF1, einer der wichtigsten B-Zelltranskriptionsfaktoren der B-Zelle,
der in HL-Linien im Allgemeinen nicht oder nur schwach ausgepragt ist, reexprimiert.
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte die Expression von EBF1 in HL-Linien
erfolgreich etabliert werden. Die funktionellen Experimente mit den transduzierten
Linien haben gezeigt, dass EBF1 in der Lage ist verschiedene positiv regulierte B-
Zellzielgene wie CD19, CD79A und CD79B in HL-Linien wieder auszupragen. Fur
andere B-Zellzielgene wie PAX5 und Foxo1 trifft das nicht zu. Ebenso konnten
negativ regulierte Zielgene anderer Linien wie ID2 und Notch1 nicht in ihrer
Auspragung unterdrickt werden. Im Gegenteil, in der Linie L-1236 war ein Anstieg
der Notch1-Expression zu beobachten. Eine globale B-Zellsignatur konnte durch die
Reexpression von EBF1 nicht wieder hergestellt werden, wie Analysen Uber
Genchips gezeigt haben. Der in der Literatur beschriebene Einfluss von EBF1 auf
DNA-Methylierungen in nicht malignen Zellen konnte flr einzelne untersuchte CpGs
in den Promotoren von CD19, CD79B und PAX5a bestatigt werden. Ein Nachweis
eines negativen Einflusses der EBF1-Reexpression auf die allgemeine Fitness der
Zellen konnte fur die Linie L-1236 erbracht werden. Eine Mutationsanalyse der EBF1
cDNA in den HL-Linien L-1236, L-428, KM-H2, HDLM-2, U-HO1 und SUP-HD1
detektiert eine Protein-verklirzende Mutation in einem der KM-H2-Allele. Mutationen
in EBF1 sind somit vermutlich nicht der Grund fur fehlendes EBF1-Protein.

Die Daten zeigen, dass EBF1 in der Lage ist die B-Zellsignatur teilweise wieder
herzustellen. Es beeinflusst das DNA-Methylierungsmuster geringfluigig und kann in
der Linie L-1236 die Fitness der Zellen reduzieren. EBF1 tragt somit zum Verlust des
B-Zellphanotyps bei. Weitere funktionelle Analysen, die andere B-
Zelltranskriptionsfaktoren und reprimierende Faktoren anderer Linien umfassen,

kénnen diesen gewonnen Einblick noch vertiefen.
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ANHANG

7. Anhang

7.1 Weitere Daten zur qRT-PCR der EBF1-Zielgene (3.2.2.1)

Tabelle 17: AA Ct-Werte der qRT-PCR der EBF1 Zielgen

D19 cD798 PAXS PAX5a PAXSb Foxo1
Infektion | Linie | 3 &7 910] 3 67 90| 3 67 90| 3 67 oM0| 3 &7 910 67 90| 3 67 910
1 |Li23 1826 12[-08[-18[-07][13]03[-05[-1.0[02 14]02
1 |uiz3s 06|04 02|-06|00|05]|04]02]04 080500
2 |L123s 22 08 04| 04| -01]-13|07 |01 |04 04|06 05 | 04
3 |Li23s 1.9 20102 2] -0, 05|05 t
1 [kwkz 080103 04| + |01]05] t+ |02]01|08|05|08] t |05
1 |kumz 05| 0609|0107 03 | 00 10 3219
2 KMH2 0,2 02 |-03|-07|-01]|-04)|-04 -10(-07|-14[-12| 05 |-05]|-05
3 |kmHz A7 t |o5] 06| + [01]o08| t |-14]08] t+ |08|13] t |03]00] t
4 |kmH2 h 02|10 06
1 |Lazs -03]-08]-03]-05|-08[03]09]-01 -08]-09]-07[00[-01]07
1 |Lazs 09 |-1.1] 04|10 [-11] 06 23| 02 00 |-08]02
2 |4zs [0z t |14 t loalor| t |03 o6 t 00| t [04]03]| t |08 T
3 |Laze 05 | -1.2 020103 -0.5 | -0.7 NP+
4 |Lazs 01]-07]-06
1 |uHo t o6l t [t |51+t |01l +t]t[os]t]|+ [-18]t
2! UHO1 -10/02|-02|(-13|-18|03|-05|02 |07 |-12|-16|-13]|01 |-02]|-0,2
3 UHO1 -01|-06|-04[-05|-11/-08|02] 01 02|-09|-08|-06|/04|-01/02]|-07]|-13]|-03
4 |uHot 06|09 -04

*

zu GAPDH, da Actin nicht detektiert; T nicht gemessen, technischer Ausfall oder Bakterien in

Transduktion; Identische Transduktionen mit jeweils unabhangigen Zellaliquots/cDNA-Synthese/qRT-

PCR
Legende:
_ Hochregulation
AA Ct<-2 Hochregulation
AA Ct<-1 Hochregulation
AA Ct [-1; O[ | vermutlich keine Regulation
AA Ct]0; 11 | vermutlich keine Regulation

_ Herunterregulation
E

BF1 und empty undetermined
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