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1 Einleitung

Die Neubildung von Koérpergewebe ist ein grundlegender und prézise regulierter Prozess eines
jeden vielzelligen Organismus. Kommt es jedoch zu einer unkontrollierten Vermehrung von
korpereigenen Zellen, so spricht man von einem Tumor. Grundsétzlich kann man gutartige (benige)
und bosartige (maligne) Tumore voneinander unterscheiden. Gutartige Tumore zeichnen sich durch
ein langsames und nicht-invasives Wachstum aus, wéhrend maligne Tumore umliegendes Gewebe
infiltrieren und zerstéren. Zudem bilden maligne Tumore héufig Absiedelungen, sog. Metastasen,
in entfernten Koérperbereichen und fithren haufig durch die Beeintrichtigung lebenswichtiger
Organfunktionen zum Tod (Pschyrembel, 2012).

Tumore des lymphatischen Systems werden auch als Lymphome bezeichnet und machen ca.
4,1% der weltweiten Krebsneuerkrankungen aus (Ferlay et al., 2010). Seit der Erstbeschreibung
von Thomas Hodgkin im Jahr 1832 hat sich unser Wissensstand iiber diese heterogene Gruppe von
Erkrankungen stetig erweitert. So deuten experimentelle Studien darauf hin, dass alle Lymphome
aus unterschiedlichen Vorlduferzellen der Lymphozyten entstehen, die sich durch die kumulative
Anreicherung von genetischen Lésionen Wachstumsvorteile verschaffen und auf Grundlage der
klonalen Evolution die Eigenschaften maligner Tumore erwerben (Greaves & Maley, 2012; Shaffer
et al., 2002b). Zudem weist die Beobachtung, dass der Grofiteil aller Lymphome von B-Zellen
abstammt, auf einen wesentlichen Einfluss der normalen B-Zell Entwicklung bei der Entstehung

von Lymphomen hin (Kiippers, 2005).

1.1 Entwicklung von B-Zellen

Die Entwicklung von B-Zellen findet beim Menschen im lymphatischen System statt. Es handelt
sich dabei um Gewebeverbiande und Organe, die alle an der Immunantwort beteiligten Zellen
zusammenfassen. Das Knochenmark und der Thymus gehoren zu den priméren lymphatischen
Organen, wihrend die Milz, die Lymphknoten und das mit der Schleimhaut-assoziierte Gewebe
die sekundiren bzw. peripheren lymphatischen Organe darstellen (Neumann, 2008).

Die B-Zell Entwicklung beginnt mit der Differenzierung von hidmatopoetischen Stammzellen in
reife, naive B-Zellen im Knochenmark bzw. in der fetalen Leber. Diese Differenzierung wird im
Wesentlichen von den Transkriptionsfaktoren PU.1, E2A und PAX5 koordiniert und ist durch
strukturelle Verdnderungen des B-Zell Rezeptors (BCR) geprégt (Busslinger, 2004).

Der BCR setzt sich aus jeweils zwei identischen schweren (H, heavy chain) und leichten (L, light
chain) Ketten der Immunglobuline (Ig) sowie den signaltransduzierenden Transmembranproteinen
CD79A und CD79B zusammen. Die membranstindigen Ig erméglichen die Bindung von Antigenen
und damit die Auslésung einer spezifischen Immunantwort gegen Pathogene. Sie bilden die

humorale Antwort des adaptiven Immunsystems. Um eine moglichst grofie Zahl unterschiedlicher
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Ig gegen eine Vielzahl von Pathogenen bilden zu kénnen, werden die kodierenden Gensegmente
wahrend der frithen B-Zell Entwicklung neu kombiniert. Dieser Prozess wird V(D)J-Rekombination
genannt (Murphy, 2012).

Die V(D)J-Rekombination

Die schweren und leichten Ketten der Ig besitzen konstante (Cy1-3 und Cp,) und variable (Vi und
V1) Regionen. Die variable Region der leichten und schweren Kette bildet die Antigenbindungs-
stelle und wird von mehreren Gensegmenten kodiert. Die variable Region der schweren Kette
wird von Vg (variable), Dy (diversity) und Jy (joining) Gensegmenten auf dem Chromosom 14
kodiert, wahrend die variable Region der leichten Kette von Vi, und J;, Gensegmenten auf dem
k-Lokus auf dem Chromosom 2 und dem A-Lokus auf dem Chromosom 22 kodiert wird. Durch
die zuféllige Zusammenlagerung einzelner Kopien dieser Segmente entsteht ein grofles Repertoire
an unterschiedlichen Antikérperspezifititen.

Die V(D)J-Rekombination wird im Wesentlichen von den Proteinen RAG1 und RAG2 (re-
combination-aktivated gene 1 and 2) katalysiert, die an eine Rekombinations-Signal-Sequenz
zwischen den kodierenden Gensegementen binden und DNA-Doppelstrangbriiche erzeugen. Diese
Doppelstrangbriiche werden daraufhin durch den zelleigenen Reparaturprozess non-homologous
end-joining (NHEJ) repariert (Fugmann et al., 2000). Auf diese Weise wird jeweils ein Vy, Dy
und Jy Gensegement der schweren Kette und ein Vi, und J;, Gensegment der leichten Kette
rekombiniert, die zur Erzeugung eines funktionsfihigen Ig notwendig sind.

Wahrend der B-Zell Entwicklung erfolgt zuerst die Dy—Jg Rekombination der schweren
Kette, gefolgt von der Vg—DgJy Rekombination. Durch das Hinzufiigen oder Entfernen von
Nukleotiden an den Schnittstellen der Segmente kann die Antikérperdiversitat zusétzlich erhéht
werden. Kommt es zu einer nicht-produktiven Rekombination, wird die Umlagerungsreaktion
auf dem zweiten Allel fortgesetzt. Ist auch diese nicht-produktiv, stirbt die B-Zelle ab. Eine
produktive Rekombination und Expression der schweren Kette wird fiir die weitere Differenzierung
der B-Zelle benotigt. Sie bildet den pra-BCR, dessen Expression die IgH-Rekombination des
zweiten Allels verhindert (Allelausschluss). Zusétzlich wird die Rekombination der leichten Kette
initiiert, die analog zur IgH-Rekombination ablauft (Jung et al., 2006).

Erfolgreich rekombinierte schwere und leichte Ketten werden als Teil des BCR exprimiert.
Ist dieser autoreaktiv, kommt es zu sekundéren Rekombinationen (dem sog. receptor editing),
oder zum programmierten Zelltod (Halverson et al., 2004). Sobald B-Zellen einen funktions-
tlichtigen und nicht autoreaktiven BCR exprimieren, verlassen sie als reife, naive B-Zellen das
Knochenmark und zirkulieren im Blut sowie in den sekundéren lymphatischen Organen. Bindet
ein passendes Antigen an den BCR, wird der Rezeptor samt Antigen in die Zelle aufgenommen
und das Antigen von MHC (major histocompatibility complex) Klasse-II Molekiilen auf der
Zelloberflache prasentiert. Erkennt nun eine T-Helferzelle (Ty) dieses Antigen, kommt es zu einer

Keimzentrumsreaktion (Rajewsky, 1996).
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1.1.1 Keimzentrumsreaktion

Die T-Zell-abhéngige Aktivierung von Antigen-bindenen B-Zellen findet in der T-Zellzone von
sekundaren lymphatischen Organen statt. Zur vollstdndigen Aktivierung benotigen B-Zellen neben
der Bindung des T-Zell Rezeptors an ihr MHC-II/Peptid-Komplex auch eine kostimulatorische
Interaktion zwischen ihrem CD40 Rezeptor und des Liganden CD40L der Ty-Zelle. Aktivierte
B-Zellen wandern zum (priméren) Lymphfollikel, einer Ansammlung zirkulierender B-Zellen
und follikuldr dendritischer Zellen (FDC) und proliferieren mit einer Verdopplungszeit von ca.
7 Stunden auBlergewohnlich schnell (Liu et al., 1991). Innerhalb weniger Tage bildet sich eine
charakteristische Struktur aus, die als Keimzentrum bezeichnet wird (Abbildung 1.1a, Seite 5).
Ein Lymphfollikel mit Keimzentrum wird auch Sekundérfollikel genannt (MacLennan et al.,
1992).

Das Keimzentrum selbst kann in eine dunkle und helle Zone unterteilt werden. Die dunkle Zone
wird von dicht gepackten und sich schnell teilenden B-Zellen, den sog. Zentroblasten, gebildet,
wahrend sich die helle Zone aus kleineren und sich nicht-teilenden B-Zellen, den sog. Zentrozyten,
Tg-Zellen und FDCs zusammensetzt. Wahrend der Keimzentrumsreaktion finden zwei Prozesse
statt, die zur weiteren Verdanderung des Ig beitragen: (a) Die somatische Hypermutation (SHM)
und (b) der Klassenwechsel (CSR).

(a) Die somatische Hypermutation

Als SHM wird das Einfiigen von Punktmutationen, kleinen Deletionen oder Duplikationen in die
variable Region der schweren und leichten Kette bezeichnet (Goossens et al., 1998; Kiippers et al.,
1993). Dieser Prozess findet nach der Differenzierung von aktivierten B-Zellen in Zentroblasten
innerhalb der dunklen Zone des Keimzentrums statt und fihrt letztendlich zur Affinitatsreifung
des Ig.

Die Mutationen werden von AID (activation-induced cytidine deaminase) vermittelt. AID
induziert durch die Desaminierung von Cytidinen fehleranfillige Reparaturmechanismen innerhalb
bestimmter Nukelotid-Sequenzen (sog. hotspot-Motive) der V(D)J-Region (Bross et al., 2000).
Dadurch steigt die Mutationsrate von etwa 1 : 100000000 (10~%) auf 1 : 1000 (10~3), d.h. dass
eine Mutation innerhalb von ca. 103 Basenpaaren auftritt (Araten et al., 2005). Da die von der
SHM betroffene Region die Bindungsstelle des Ig zum Antigen kodiert, konnen die Mutationen
die Bindungsaffinitiat erhohen oder verringern.

Nach Abschluss der SHM wandern die Zentroblasten in die helle Zone des Keimzentrums und
differenzieren in Zentrozyten. Dort treffen sie auf ihr spezifisches Antigen, das von FDC présentiert
wird. Weist der BCR eine erhohte Affinitét zu ihrem Antigen auf, so erhalten die Zentrozyten
ein Uberlebenssignal (positive Selektion). Zentrozyten mit einer verringerten Rezeptoraffinitiit
sterben ab (Allen et al., 2007).

(b) Der Klassenwechsel

CSR bezeichnet die Umlagerung der konstanten Region der schweren Kette. Dieser Prozess findet
in Zentrozyten mit affinitdtsgereiftem Ig innerhalb der hellen Zone des Keimzentrums statt und

fiihrt zur Entstehung verschiedener Antikérperklassen.
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Waéhrend die variable Region der schweren und leichten Kette die Antigenspezifitidt bestimmt,
legt die konstante Region der schweren Kette die Antikérperklasse und damit die Effektorfunktion
fest. Insgesamt gibt es fiinf verschiedene Klassen mit jeweils unterschiedlichen Funktionen wéhrend
der humoralen Immunantwort: IgG.4, IgE, IgM, IgD und IgA; 5. Da die V(D)J-Region wiahrend
des Klassenwechsels nicht verdndert wird, bleibt die Spezifitdt des Ig erhalten (Manis et al.,
2002).

Wie auch bei der SHM wird der Klassenwechsel durch AID induziert. Dabei kommt es zu
einem Austausch der urspriinglich exprimierten konstanten Region C, fiir IgM gegen andere
konstante Regionen der unterschiedlichen Klassen (Cs fiir IgD, C, fiir IgG, Ce fiir IgE und Cq
fiir IgA) durch eine Rekombination an den jeweils vorgelagerten switch Regionen.

Nach erfolgter CSR verlassen die Zentrozyten das Keimzentrum und differenzieren zu Ig-

sezernierenden Plasmazellen oder zu B-Gedachtniszellen.

1.1.2 B-Zell Entwicklung bei pathologischen Prozessen

Die drei Schliisselmechanismen der B-Zell Entwicklung (V[D]J-Rekombination, SHM und CSR)
gewéhrleisten eine sehr flexible und gezielte Immunabwehr gegen eine Vielzahl von Pathogenen.
Sie stellen allerdings auch eine stete Gefahr fir die genomische Integritdt dar, sobald die
Kontrollmechanismen versagen. So kénnen die Proteine RAG1/2 bei einer fehlerhaften V(D)J-
Rekombination zu einer chromosomalen Translokation wie t(14;18)(q32;q21) fiihren, die das
Gen BCL2 auf den IgH-Lokus transloziert und die Expression von BCL2 dereguliert (Bakhshi
et al., 1985). Im Zuge der SHM kann die Deregulation der AID-Aktivitat zu Mutationen in
Onkogenen wie ¢-MYC oder PIM]1 fiihren und deren Funktion verandern (Pasqualucci et al.,
2001). Zudem kann AID beim CSR eine aberrante switch Translokation induzieren, wie die
c-MYC-IgH Translokation (Lenz et al., 2007).

Diese Entgleisungen der Mechanismen der normalen B-Zell Entwicklung kénnen den ersten
Schritt bei der Entstehung von Tumoren des lymphatischen Systems darstellen und erklaren —
zumindest teilweise — die Anfélligkeit von B-Zellen zu malignen Transformationen (Abbildung
1.1b, Seite 5).

1.2 Maligne Lymphome

Bosartige Tumore des lymphatischen Systems werden als maligne Lymphome bezeichnet. Der
Begriff umfasst eine Reihe von Entitdten mit unterschiedlichen morphologischen, genetischen und
klinischen Eigenschaften. Die aktuelle Klassifikation der Weltgesundheitsorganisation (WHO)
sieht eine Unterteilung nach ihrer Morphologie, ihrem Phéno- und Genotyp sowie ihrer Herkunft
(B- und T-Lymphozyten) vor, wobei iiber 90% der malignen Lymphome von B-Zellen ausgehen
(Swerdlow et al., 2008).

Eine Vielzahl von experimentellen Studien deuten darauf hin, dass maligne B-Zell Lymphome
aus normalen Vorlauferzellen wéhrend der B-Zell Entwicklung entstehen (Alizadeh et al., 2000;
Klein et al., 2001; Rosenwald et al., 2002). Die Anhdufung genetischer Lasionen wie chromoso-

male Translokationen, Amplifikationen, Mutationen und Deletionen kann die normale B-Zell
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(a) Normaler Lymphknoten (b) Infiltrat eines DLBCL

Abbildung 1.1: Histologische Schnittpriparate. Histologischer Schnitt durch (a) einen
normalen Lymphknoten mit einem charakteristischen Keimzentrum und (b) ein Infiltrat eines
diffusen grofizelligen B-Zell Lymphoms (DLBCL) mit unregelméfig geformten Lymphomzellen.
Die unterschiedlichen Gewebestrukturen wurden mit Himatoxylin und Eosin angefdrbt. Mit
freundlicher Genehmigung von PD Dr. Korinna Johrens, Institut fiir Pathologie CCM/CVK,
Charité - Universitatsmedizin Berlin.

Entwicklung unterbrechen, indem sie die Proliferation der B-Zelle steigern, Apoptose verhindern
und eine weitere Differenzierung blockieren (Shaffer et al., 2002b). So scheinen maligne B-Zell
Lymphome in einem bestimmten Differenzierungsstadium arretiert zu sein. Entsprechend wei-
sen viele Lymphome Eigenschaften von bestimmten nicht-malignen Gegenstiicken auf, die zur

Klassifizierung herangezogen werden kénnen (Abbildung 1.2, Seite 6).

1.2.1 Diffuse groBzellige B-Zell Lymphome

Das diffuse grofizellige B-Zell Lymphom (DLBCL) stellt mit einem Anteil von 30-40% den héu-
figsten Lymphom-Subtyp dar (Nogai et al., 2011). Klinisch handelt es sich um ein sehr aggressives
Lymphom, das unbehandelt innerhalb weniger Monate zum Tod betroffener Patienten fiihrt. Bei
der Behandlung von DLBCL-Patienten hat sich eine Anthrazyklin-basierte Chemotherapie, meist
bestehend aus Cyclophosphamid, Hydroxydaunorubicin (Doxorubicin), Oncovin® (Vincristin),
Prednison (CHOP), bewéhrt (Fisher et al., 1993). Durch die zusétzliche Gabe des monoklonalen
CD20 Antikdrpers Rituximab (Handelsname Mabthera®) zum CHOP-Regime (R-CHOP) konnten
die Therapieergebnisse deutlich verbessert werden (Coiffier et al., 2010).

Das DLBCL ist eine heterogene Gruppe maligner B-Zell Lymphome, die nach der aktuellen
WHO-KIlassifikation in eine Vielzahl unterschiedlicher Varianten und Subtypen unterteilt werden.
Die Unterteilung basiert in erster Linie auf morphologischen, biologischen, immunhistochemischen
oder klinischen Parametern (Campo et al., 2011). Die WHO betont allerdings den provisorischen
Charakter dieser Parameter, die fiir die eindeutige Unterteilung aller DLBCL-Félle unzureichend
ist (Swerdlow et al., 2008).

Mit Hilfe der Genexpressionsanalysen gelang es erstmals, diese heterogene diagnostische Kate-
gorie in zwei vorherrschende molekulare Subtypen zu unterteilen: (a) Den Keimzentrums-B-Zell
(GCB) Subtyp und (b) den aktivierten B-Zell (ABC) Subtyp (Alizadeh et al., 2000; Rosen-
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Abbildung 1.2: Schematische Darstellung des Keimzentrums und der moglichen
Ursprungsorte der molekularen DLBCL-Subtypen. Reife, naive B-Zellen wandern nach
dem Antigenkontakt in sekundére lymphatische Organe und bilden ein Keimzentrum, dass
in eine dunkle und helle Zone unterteilt werden kann. In der dunklen Zone proliferieren die
Keimzentrums-B-Zellen, die sog. Zentroblasten, stark und fiigen zuféllige Mutationen in der
variablen Region ihrer Immunglobuline ein. Dieser Prozess wird somatische Hypermutation (SHM)
genannt. Anschlieend differenzieren die Zentroblasten in sog. Zentrozyten und wandern in die
helle Zone, wo der BCR von follikuléren dendritischen Zellen (FDC) und T-Zellen auf eine erhhte
Antigenspezifitat tiberpriift wird. Dort kommt es durch Rekombination der konstanten Region
der schweren Kette zum Klassenwechsel (CSR) der Antikorper, bevor sie als ausdifferenzierte
Plasma- oder Gedéchtniszellen das Keimzentrum verlassen. Kommt es allerdings wéhrend der
normalen B-Zell Entwicklung zu einer Anhdufung von genetischen Aberrationen, kann die weitere
Differenzierung unterbrochen und die Entstehung von B-Zell Lymphomen begiinstigt werden. Das
DLBCL ist eine heterogene diagnostische Kategorie und experimentelle Studien konnten zeigen,
dass eine Subgruppe den Keimzentrums-B-Zellen (GCB) dhnelt, wihrend eine andere Subgruppe
viele Eigenschaften von aktivierten B-Zellen (ABC) aufweist. Modifiziert nach Murphy (2012).

wald et al., 2002; Wright et al., 2003). Weitere Studien konnten zeigen, dass diese molekularen
Subtypen aus unterschiedlichen Vorlauferzellen wiahrend der B-Zell Entwicklung entstehen, un-
terschiedliche klinische Verldufe aufweisen und sich durch die Deregulation unterschiedlicher
Signalwege aufgrund rekurrenter genetischer Lésionen auszeichnen (Lenz & Staudt, 2010; Lenz
et al., 2008b;c).

(a) Der Keimzentrums-B-Zell Subtyp

Der GCB-Subtyp weist ein Genexpressionsprofil von Keimzentrums-B-Zellen auf. So zeichnen
sich GCB DLBCL durch eine hohe Genexpression von BCL6, MME (CD10) und LMO?2 aus, die
normalerweise von Keimzentrums-B-Zellen exprimiert werden (Alizadeh et al., 2000; Rosenwald
et al., 2002). Zudem weisen GCB DLBCL eine fortlaufende SHM der Ig-Gene auf, so dass ihr

Ursprung aus B-Zellen des Keimzentrums vermutet wird (Lossos et al., 2000).
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Tabelle 1.1: Charakteristische genetische Aberrationen von GCB und ABC DLBCL.

GCB ABC
Genetische Aberration DLBCL (%) DLBCL (%) Deregulation
PTEN Verlust 55 14 PI3K/mTOR Aktivierung
MDM?2 Amplifikation 12 0 . e
CDKN2A Deletion 4 30 Genomische Instabilitat
CREBBP Mutation 32 13
EZH2 Mutation 22 0 Epigenetische Verdnderungen
MLL2 Mutation 27 20
BCL2 Translokation 45 0 Hermm on Aboptose
BCL2 Amplifikation 10 34 mung von Apop
PRDM1 Mutation/Deletion 0 23 . . .
SPIB Amplifikation 3 2% Arrest in der Differenzierung
CARDI11 Mutation 4 10
A20 Mutation 2 25 .
MYDSS Mutation 10 40 NE-xB Aktivierung
CD79A /B Mutationen 3 20

Zusammengefasst aus Bea et al. (2005); Compagno et al. (2009); Davis et al. (2010); Lenz et al. (2008a;c); Morin
et al. (2010); Ngo et al. (2011); Pasqualucci et al. (2011a;b); Pfeifer et al. (2013); Wright et al. (2003)

ABC (aktivierter B-Zell Subtyp), GCB (Keimzentrums-B-Zell Subtyp), DLBCL (diffuses grofizelliges B-Zell Lym-
phom)

Zu den charakteristischen genetischen Lésionen des GCB-Subtyps zédhlt die Translokation
t(14;18)(q32;q21), die ca. 45% aller GCB DLBCL-Patienten aufweisen. Diese Translokation
bringt das anti-apoptotische Gen BCL2 unter die Kontrolle des IgH-Promotors, wodurch BCL2
iiberexprimiert und die Induktion von Apoptose inhibiert wird (Rosenwald et al., 2002). Des
Weiteren kommt es bei ca. 55% der GCB DLBCL-Patienten durch chromosomale Deletionen,
genetische Mutationen oder mutmafliche post-transkriptionelle Mechanismen zu einem Verlust
der Expression des Tumorsuppressor phosphatase and tensin homologue (PTEN) (Pfeifer et al.,
2013; Xiao et al., 2008). PTEN ist ein negativer Regulator des PI3K/AKT Signalweges, dessen
Aktivierung die Zellproliferation steigert und das Wachstum und Uberleben der Zelle fordert.
Ebenfalls kann bei ca. 10% der GCB DLBCL-Patienten eine Amplifikation des Onkogens MDM?2
detektiert werden, das die Expression des Tumorsupressors pb3 unterdriickt und damit wichtige
DNA-Reparaturmechanismen beeintréchtigt (Lenz et al., 2008a). Schliefllich weisen viele GCB
DLBCL-Patienten inaktivierende Mutationen in Genen auf, die an der Modifikation von Histonen
beteiligt sind. Neben der Histon-Acetyltransferase CREBBP sind die Histon-Methyltransferasen
EZH2 und MLL2 bei jeweils ca. 30%, 20% und 25% aller GCB DLBCL-Patienten mutiert, wobei
MLL2 Mutationen auch bei ca. 20% aller ABC DLBCL-Patienten vorkommen (Morin et al.,
2010; Pasqualucci et al., 2011a;b). Auch wenn die genauen Auswirkungen dieser Mutationen
aufgrund der genomweiten Einfliisse der Proteine auf die Regulation der Transkription noch
immer unklar sind, gibt es Hinweise auf eine gezielte Aktivierung bestimmter Onkogene bzw.
Inaktivierung bestimmter Tumorsupressorgene (Pasqualucci et al., 2011a). So konnten Pasqualucci
et al. (2011a) zahlreiche Mutationen in CREBBP mit einer geringen Acetylierung von BCL6 und
p53 in Verbindung bringen, die zu einer entsprechenden Aktivierung von BCL6 und Inaktivierung

von pH3 fiihren.
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(b) Der aktivierte B-Zell Subtyp

Der ABC-Subtyp weist eine Gensignatur aktivierter B-Zellen auf. So zeichnen sich ABC DLBCL
durch eine hohe Expression des Transkriptionsfaktors XBP1 aus, der fiir die terminale Diffe-
renzierung von Zentrozyten zu Ig-sezernierenden Plasmazellen unverzichtbar ist (Shaffer et al.,
2004; Wright et al., 2003). Eine hohe Anzahl an klonalen Mutationen innerhalb der Ig-Gene
ohne fortlaufende SHM deuten auf einen Ursprung aus Post-Keimzentrums-B-Zellen hin (Lossos
et al., 2000). Allerdings ist die vollstindige Differenzierung zu Plasmazellen durch verschiedene
genetische Aberrationen blockiert, so dass die meisten Lymphome des ABC-Subtyps keinen
Klassenwechsel durchfithren (Lenz et al., 2007).

Zu den charakteristischen genetischen Léasionen des ABC-Subtyps zéhlen Mutationen und
Deletionen von PRDM1, die ca. 25% der ABC DLBCL-Patienten aufweisen (Pasqualucci et al.,
2006). Da das von PRDM1 kodierte Protein Blimp-1 die Differenzierung zu Plasmazellen induziert,
indem es viele Gene der Keimzentrumsreaktion herunterreguliert, fihrt die Inaktivierung von
Blimp-1 zu einem Arrest in der weiteren B-Zell Entwicklung (Shaffer et al., 2002a). Alternativ
fithrt auch eine Amplifikation des Transkriptionsfaktors SPIB, eine Translokation des Repressors
BCL6 oder eine Uberexpression der microRNA let-7 zu einer Herunterregulation der Blimp-1
Expression (Igbal et al., 2007; Lenz et al., 2008c; Nie et al., 2010). Des Weiteren kann bei ca.
35% der ABC DLBCL-Patienten eine Amplifikation des BCL2-Lokus detektiert werden, die zu
einer Uberexpression von BCL2 und Hemmung von Apoptose fiihrt (Lenz et al., 2008c). Daneben
weisen etwa 30% der ABC DLBCL-Patienten eine chromosomale Deletion auf dem kurzen Arm
von Chromosom 9 auf, die u.a. CDKN2A betrifft. Die von CDKN2A kodierten Proteine p16INVK4A
und pl4ARF sind fiir die Regulation des Zellzyklus bzw. fiir die zellulire Antwort auf DNA-
Schédden von Bedeutung und ihre Inaktivierung kann zu genomischer Instabilitét fiihren (Lenz
et al., 2008¢c; Tagawa et al., 2005). Der ABC-Subtyp zeichnet sich weiter durch verschiedene
Mutationen in Mitgliedern des NF-kB-Signalweges aus, die zur konstitutiven Aktivierung des
Signalweges fithren und sowohl die Zellproliferation und das Uberleben der Zelle steigern als
auch die Induktion von Apoptose verringern (Davis et al., 2001; Karin, 2009). So kénnen bei ca.
10% aller ABC DLBCL-Patienten missense Mutationen im Stiitzprotein CARDI1 nachgewiesen
werden, ca. 20% weisen Mutationen in den signaltransduzierenden Transmembranproteinen
CD79A /B auf und bei ca. 40% kénnen Mutationen im Adapterprotein MYDS8S8 detektiert werden
(Davis et al., 2010; Lenz et al., 2008a; Ngo et al., 2011; siche Abschnitt 1.3.2, Seite 13). Zudem
weisen ca. 30% der ABC DLBCL-Patienten eine inaktivierende Mutation und/oder Deletion des
negativen NF-kB Regulators A20 (TNFAIP3) auf (Compagno et al., 2009).

1.3 Deregulierte Signalwege bei DLBCL

Die Deregulation bestimmter Signalwege bei DLBCL stellt nicht nur eine blofle Begleiterscheinung
(ein sog. Epiphdnomen) einer genomischen Instabilitdt dar, vielmehr sind die DLBCL-Subtypen
von der Aktivitdt bestimmter Signalwege abhéngig. In sog. achilles heel screens konnten unter-
schiedliche Gene bei den DLBCL-Subtypen identifiziert werden, die zentrale Mitglieder wichtiger

Signalkaskaden kodieren und deren Aktivitit essentiell fiir das Uberleben der Lymphomzellen ist
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(Bidere et al., 2009; Davis et al., 2010; Ngo et al., 2006; 2011; Rui et al., 2010). So konnte bei Zell-
linienmodellen gezeigt werden, dass die Lymphomzellen nach der Herunterregulation dieser Gene
absterben. Viele dieser Studien zeigen eine zentrale Eigenschaft von malignen Lymphomen: Die
Hemmung von Apoptose (Shaffer et al., 2002b). Einen Mechanismus zur Hemmung von Apoptose
stellen genetische Aberrationen von Mitgliedern des Apoptose-Apparates dar. Die Aufrechterhal-
tung anti-apoptotischer Stimuli durch die Aktivierung bestimmter Transkriptionsfaktoren macht

einen weiteren Mechanismus aus.

1.3.1 Apoptose

Bei Apoptose handelt es sich um einen physiologischen Prozess, der zum kontrollierten Zelltod
fithrt. Apoptose ist von zentraler Bedeutung fiir die Homoostase, fiir die Embryonalentwicklung
sowie fiir die Entwicklung des Immunsystems (Elmore, 2007). So ist Apoptose essentiell fiir die
Keimzentrumsreaktion, um B-Zellen nach erhéhter Bindungsaffinitét ihres BCR zu selektionieren
und B-Zellen mit autoreaktiven BCR auszuschliefen (Allen et al., 2007; siehe Abschnitt 1.1.1,
Seite 3).

Die Regulation von Apoptose ist stark konserviert und streng kontrolliert, da eine Fehlsteuerung
eine Reihe von pathologischen Erkrankungen hervorruft (Danial & Korsmeyer, 2004). Generell wer-
den zwei Signalwege zur Auslosung von Apoptose unterschieden: (a) Der extrinsische und (b) der
intrinsische Signalweg. Beide Signalwege aktivieren Cysteinyl-Aspartat-spezifische Proteasen
(Caspasen), die zahlreiche Proteine mit einer unspezifischen, aspartathaltigen Erkennungssequenz
spalten (Timmer & Salvesen, 2007). Diese Caspasen werden als inaktive Vorstufen, den sog.
Pro-Caspasen, synthetisiert und erst durch eine (auto)proteolytische Spaltung aktiviert. Je nach
Funktion werden Caspasen in Initiator- und Effektor-Caspasen unterschieden. Die Initiator-
Caspasen (u.a. Caspase 8, 9 und 10) lésen Apoptose aus und leiten frithe apoptotische Signale
an die Effektor-Caspasen (u.a. Caspase 3, 6 und 7) weiter, die wiederum zahlreiche Proteine
spalten und die Bestandteile der Zelle kontrolliert abbauen. Dariiber hinaus aktivieren Caspasen
auch bestimmte DNasen, sog. Caspase-aktivierte DNasen, die das Chromatin in charakteristische

Fragmente teilen (Enari et al., 1998).

(a) Der extrinsische Signalweg

Der extrinsische Signalweg der Apoptose wird durch die Bindung extrazelluldrer Liganden an
bestimmte Rezeptoren der tumor necrosis factor (TNF) Familie, den sog. Todesrezeptoren, akti-
viert, die in ihrem zytoplasmatischen Teil eine sog. Todesdoméne besitzen (Baker & Reddy, 1998).
Durch die Ligandenbindung kommt es zu einer Trimerisierung des Rezeptors und Ausbildung
einer intrazelluldren Stuktur, an die das Protein Fas-associated death domain protein (FADD)
und die inaktive Vorstufe der Initiator-Caspase 8, die Pro-Caspase 8, binden. Zusammen bilden
diese Proteine einen Komplex namens death-inducing signaling complex (DISC) (Kischkel et
al., 1995; Peter & Krammer, 2003). Aufgrund der rdumlichen Néhe kommt es zu einer auto-
proteolytischen Prozessierung und Aktivierung von Pro-Caspase 8 zu Caspase 8, die wiederum
die Effektor-Caspasen 3, 6 und 7 aktiviert (Hughes et al., 2009). Die Effektor-Caspasen spalten
daraufhin zahlreiche zelluldre Proteine und leiten Apoptose ein (Abbildung 1.3, Seite 11).
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Die Induktion des extrinsischen Signalweges kann durch die Caspasen-vermittelte Spaltung
von Bid (BCL2 homology 3 interacting domain death agonist) zu tBid (truncated Bid) verstarkt
werden, das eine Verbindung zum intrinsischen Signalweg herstellt (Kaufmann et al., 2007; siehe
Abschnitt 1.3.1, Seite 10). Abhéngig von der Aktivierung des intrinsischen Signalweges durch
die Rezeptor-vermittelte Apoptose werden Typ I und Typ II Zellen voneinander unterschieden:
Bei Typ I Zellen ist die Aktivierung der Effektor-Caspasen fiir die Induktion von Apoptose
ausreichend, Typ II Zellen sind hingegen auf die Aktivierung des intrinsischen Signalweges
angewiesen (Scaffidi et al., 1998).

(b) Der intrinsische Signalweg

Der intrinsische Signalweg wird von Proteinen der B-cell lymphoma 2 (BCL2) Familie reguliert,
deren Mitglieder sich durch konservierte BCL2 Homologie (BH) Doménen auszeichnen und in drei
Gruppen unterteilt werden koénnen: (i) Die anti-apoptotischen Mitglieder BCL2, BCL-XL, BCL-W,
BCL2A1 und MCL1 mit 4 BH-Doménen (BH1-4), (ii) die multidomain (BH1-3) pro-apoptotischen
Mitglieder Bax and Bak und (iii) die BH3-only pro-apoptotischen Mitglieder Bim, Bad, BMF,
NOXA, HRK, PUMA, Bik und Bid (Youle & Strasser, 2008).

Die pro- und anti-apoptotischen Mitglieder der BCL2-Familie kénnen iiber ihre BH-Doménen
miteinander interagieren und sich gegenseitig neutralisieren. So bilden die BH1-, BH2- und BH3-
Doménen der anti-apoptotischen Mitglieder eine hydrophobe Tasche, an die pro-apoptotische
Mitglieder mit ihrer BH3-Doméne binden koénnen (Liu et al., 2003; Petros et al., 2000; Sattler et
al., 1997). Jegliche Storung des Gleichgewichtes innerhalb der BCL2-Familie kann zur Induktion
oder Hemmung von Apoptose fithren (Adams & Cory, 1998).

Der intrinsische Signalweg kann durch DNA-Schéden, zelluldren Stress, UV-Strahlung und einen
Mangel an Wachstumsfaktoren ausgelost werden. In den meisten Féllen fithren die entsprechenden
Signale zur Induktion der BH3-only Proteine, den sog. Sensoren von Apoptose. Diese 16sen
daraufhin die Interaktion der anti-apoptotischen Proteine, den sog. Wéachtern von Apoptose,
mit den pro-apoptotischen multidomain Proteinen Bax und Bak, den sog. Effektoren von
Apoptose, aus. Die Freisetzung von Bax und Bak fiihrt zur Bildung von Poren in der dufleren
mitochondrialen Membran und zur Sekretion von pro-apoptotischen Faktoren (u.a. Cytochrom c)
aus dem Intermembranraum des Mitochondriums in das Zytoplasma (Green & Kroemer, 2004).
Cytochrom c¢ bindet an das Protein apoptotic protease activating factor 1 (APAF1) und einer
inaktiven Vorstufe der Initiator-Caspase 9 (Pro-Caspase 9). Zusammen bilden diese Proteine einen
Komplex namens Apoptosom (Srinivasula et al., 1998). Dieser Komplex fiihrt zur Aktivierung
von Caspase 9, die wiederum die Effektor-Caspasen 3, 6 und 7 aktiviert und Apoptose auslost
(Abbildung 1.3, Seite 11).

Deregulation von Apoptose bei molekularen DLBCL-Subtypen

Viele genetische Aberrationen, die man bei unterschiedlichen malignen Lymphom-Subtypen
nachweisen kann, fiihren zur Deregulation wichtiger Regulatoren von Apoptose (Shaffer et
al., 2002b). Insbesondere chromosomale Aberrationen stellen einen verbreiteten Mechanismus

zur Deregulation der Expression bestimmter Mitglieder des Apoptose-Apparates dar. So kann
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Abbildung 1.3: Schematische Darstellung der Induktion von Apoptose. Apoptose
kann iiber den intrinsischen und extrinsischen Signalweg ausgelost werden. Der intrinsische
Signalweg wird durch intrazellulire Signale induziert und von pro- und anti-apoptotischen
Mitgliedern der BCL2-Familie reguliert. Eine Verschiebung des Gleichgewichts zugunsten von pro-
apoptotischen BCL2-Proteinen fiihrt zur Permeabilisierung der dufleren Mitochondrienmembran
und Freisetzung von Cytochrom c¢. Cytochrom ¢ bildet mit APAF1 und Caspase 9 das Apoptosom
und 16st iiber eine Caspase-Kaskade Apoptose aus. Der extrinsische Signalweg wird durch die
Bindung extrazelluldrer Liganden an Rezeptoren der TNF-Familie und der Aktivierung einer
Caspase-Kaskade durch Caspase 8 ausgelost. Dabei kann die Spaltung des pro-apototischen
BCL2-Mitglieds Bid zu einer Aktivierung des intrinsischen Signalweges fithren. Modifiziert nach
Youle & Strasser (2008).

sowohl die Hemmung pro-apoptotischer Proteine durch chromosomale Deletionen als auch
die erhohte Expression anti-apoptotischer Proteine durch chromosomale Translokationen oder
Amplifikationen zur Hemmung von Apoptose beitragen (Galteland et al., 2005; Mestre-Escorihuela
et al., 2007).

Wie bereits in Abschnitt 1.2.1 (Seite 6 ff.) dargestellt, weisen ca. 45% der GCB DLBCL-
Patienten die chromosomale Translokation t(14;18)(q32;q21) auf. Diese Translokation bringt das
BCL2-Gen (auf dem chromosomalen Lokus 18q21) in die Nachbarschaft und unter die Kontrolle
des IgH-Enhancers (auf dem chromosomalen Lokus 14q32) und fithrt zu einer konstitutiven
BCL2 Expression (Huang et al., 2002; Rosenwald et al., 2002). Obwohl ABC DLBCL-Patienten
diese Translokation nicht aufweisen, ist eine hohe BCL2 Expression auch mit diesem Subtyp
assoziiert. Diese kann héufig auf eine Amplifikation des BCL2-Lokus zuriickgefithrt werden (Bea
et al., 2005; Lenz et al., 2008c; Monni et al., 1997). Abgesehen von chromosomalen Aberrationen
kann auch die konstitutive Aktivierung des NF-kB-Signalweges zu einer hohen BCL2 Expression
im ABC-Subtyp fithren (Catz & Johnson, 2001; siehe Abschnitt 1.3.2, Seite 12).
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MCL1

MCL1 ist ein anti-apoptotisches Mitglied der BCL2-Familie und verhindert die Induktion von
Apoptose, indem es die Oligomerisation von Bax und Bak blockiert. Die Apoptose-hemmende
Funktion von MCL1 kann durch die selektive Interaktion mit den pro-apoptotischen BH3-only
Proteinen NOXA, Bim und tBid oder durch diverse post-translationale Modifikationen von MCL1
verhindert werden (Chen et al., 2005). So weist die N-terminale Region von MCL1 eine PEST-
Sequenz auf, die reich an Prolin (P), Glutamat (E), Serin (S) und Threonin (T) ist und haufig bei
streng regulierten Proteinen mit einer kurzen Halbwertzeit vorkommt (Kozopas et al., 1993; Rogers
et al., 1986). Neben der Ubiquitinylierung kann auch die Spaltung und/oder Phosphorylierung
von MCL1 zu dessen Degradation und Induktion von Apoptose fithren (Opferman, 2006).

Die Expression von MCL1 wird durch verschiedene Differenzierungs-, Wachstums- und Uberle-
bensfaktoren tiber die Aktivierung verschiedener Signalwege, u.a. MAPK/ERK, JAK/STAT und
PIBK/AKT (Epling-Burnette et al., 2001; Townsend et al., 1999), induziert und spielt sowohl
wahrend der Embryonalentwicklung als auch bei verschiedenen Zelltypen des adulten Organismus
eine wichtige Rolle (Krajewski et al., 1995; Rinkenberger et al., 2000).

1.3.2 NF-kB-Signalweg

Zusétzlich zur Manipulation von Mitgliedern des Apoptose-Apparates stellt auch die Aktivierung
des NF-kB-Signalweges einen sehr verbreiteten Mechanismus zur Hemmung von Apoptose bei
Tumoren des lymphatischen Systems dar (Staudt, 2010). So fithrt die konstitutive Aktivierung
von NF-kB bei ABC DLBCL zur Expression der anti-apoptotischen Proteine BCL2, BCL-XL
und BCL2A1 (Catz & Johnson, 2001; Grumont et al., 1999; Lee et al., 1999).

NF-kB umfasst die strukturverwandten Untereinheiten RelA (p65), RelB, Rel (c-Rel), NF-kB1
(p50 und das Vorlaufer-Protein p105) und NF-kB2 (p52 und das Vorldufer-Protein p100) (Hayden
& Ghosh, 2008; Jost & Ruland, 2007). Diese Untereinheiten bilden Homo- oder Heterodimere und
werden bei nicht-stimulierten Zellen von verschiedenen Mitgliedern der inhibitor of NF-k B (IkB)
Familie im Zytoplasma gebunden und inaktiviert. Die Aktivierung kann je nach Stimulation
verschiedener Rezeptoren iiber zwei Signalwege erfolgen: (a) Den klassischen (kanonischen) und

(b) den alternativen (nicht-kanonischen) Signalweg.

(a) Der klassische Signalweg

Die Stimulation u.a. des BCR, des TNR, des TLR (Toll-like receptor) und des IL-1 (interleukin-1
receptor) induziert den klassischen NF-kB-Signalweg (Bonizzi & Karin, 2004). Die Induktion
fithrt zur Aktivierung des IxB-Kinase (IKK) Komplexes, der aus den Untereinheiten IKKa, -f
und -y (NEMO) besteht. IKKP katalysiert die Phosphorylierung von IkBa an den Serinen 32 und
36 (Brown et al., 1995). Diese Phosphorylierung fithrt zur Polyubiquitinierung von IkBa durch
die E3 Ubiquitin-Ligase p-TrCP und anschliefender Degradierung durch das Proteasom (Kroll et
al., 1999). Dadurch werden die von IkBa gebundenen NF-kB-Dimere (meist p50/p65) freigelassen,
translozieren in den Nukleus und regulieren die Expression spezifischer NF-kB-Zielgene (Hayden
& Ghosh, 2008).
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(b) Der alternative Signalweg

Eine Stimulation u.a. von CD40 oder des BAFF-R (B-cell activating factor receptor) induziert den
alternativen NF-kB-Signalweg (Bonizzi & Karin, 2004). Im Gegensatz zum klassischen Signalweg
fihrt die Induktion zur Aktivierung von IKKa-Homodimeren durch die NF-kB induzierende
Kinase (NIK) (Senftleben et al., 2001). IKKa phosphoryliert das Prékursor-Protein p100, das
im Zytosol meist mit RelB assoziiert ist. Diese Phosphorylierung fithrt zur Polyubiquitinierung
und proteasomalen Prozessierung von p100 zu p52 (Xiao et al., 2001). Das so entstandene p52
bildet mit RelB das NF-kB-Heterodimer p52/RelB, transloziert anschliefend in den Nukleus
und reguliert einen spezifischen Satz von NF-kB-Zielgenen (Hayden & Ghosh, 2008).

NF-kB-Aktivierung bei molekularen DLBCL-Subtypen

Die konstitutive Aktivierung des NF-kB-Signalweges ist ein charakteristisches Kennzeichen von
ABC DLBCL (Davis et al., 2001). Mit Hilfe von Genexpressionsanalysen konnte sowohl bei
DLBCL-Patienten als auch bei Zelllinienmodellen die Expression vieler NF-kB-Zielgene beim
ABC- im Vergleich zum GCB-Subtyp gezeigt werden (Compagno et al., 2009; Davis et al., 2001).
Viele dieser Gene spielen bei normalen B-Zellen eine physiologische Rolle bei der Regulation von
Entziindungsreaktionen, verringern aber bei Lymphomzellen die Induktion von Apoptose und
die Sensitivitdt gegeniiber chemotherapeutischen Wirkstoffen (Baldwin, 2001; Karin, 2009).

Zahlreiche funktionelle Analysen bei Zelllinienmodellen haben weitere Hinweise auf die Be-
deutung von NF-kB bei ABC DLBCL geliefert. So legte die konstitutive Phosphorylierung
von IkBa bei ABC DLBCL-Zelllinien die Aktivierung des klassischen Signalweges nahe (Davis
et al., 2001). Zusétzlich zeigte die Unterbrechung des NF-kB-Signalweges mittels einer nicht-
phosphorylierbaren IkBa-Mutante oder durch niedermolekulare Inhibitoren, dass der ABC-Subtyp
von der NF-kB-Aktivierung abhéngig ist (Davis et al., 2001; Lam et al., 2005).

Im Laufe der Zeit konnten verschiedene genetische Léasionen bei ABC DLBCL als Ursache fiir
diese konstitutive Aktivierung des NF-kB-Signalweges identifiziert werden (Staudt, 2010). Aller-
dings betreffen diese Lésionen in erster Linie Komponenten der vorgelagerten Signaltransduktion
und nicht die NF-kB-Untereinheiten selbst (Abbildung 1.4, Seite 15).

In einer wegweisenden Arbeit von Ngo et al. (2006) konnte zunéchst das Stiitzprotein CARD11
als wichtiger Regulator der NF-kB-Aktivierung bei ABC DLBCL identifiziert werden. Bei norma-
len B-Zellen bildet CARD11 mit BCL10 und MALT1 einen Signalkomplex (CBM-Komplex) nach
der Stimulation des BCR aus, der den klassischen NF-kB-Signalweg {iber die Phosphorylierung
von IKKp aktiviert (Rawlings et al., 2006). Missense Mutationen in der coiled-coil Doméne von
CARDI11, die ca. 10% der ABC DLBCL-Patienten ausfweisen, entkoppeln jedoch die Aktivierung
des CBM-Komplexes von der Stimulation des BCR und fithren zu einer konstitutiven Aktivierung
des NF-kB-Signalweges (Lamason et al., 2010; Lenz et al., 2008a).

Mit dem Nachweis von inaktivierenden Mutation und/oder Deletionen des negativen NF-
kB-Regulators A20 bei ca. 30% der ABC DLBCL-Patienten konnte anschlielend verdeutlicht
werden, dass auch Defekte in den selbstregulatorischen Mechanismen des NF-kB-Signalweges
zu dessen konstitutiven Aktivierung beitragen kénnen (Compagno et al., 2009; Kato et al.,

2009). So stellt die Expression von A20, die normalerweise von NF-kB induziert wird, eine
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negative Riickkopplungsschleife dar, bei der A20 u.a. IKKy und MALT1 deubiquitiniert und die
Aktivierung von NF-kB terminiert (Lin et al., 2008; Wertz et al., 2004).

Nachfolgend konnte eine chronisch aktive Stimulation des BCR bei ABC DLBCL festgestellt
werden (Davis et al., 2010). So exprimieren die Lymphomzellen einen Grofteil der Gene, die
auch bei normalen B-Zellen durch die Stimulation des BCR induziert werden (Alizadeh et
al., 2000; Davis et al., 2001). Der BCR setzt sich aus einem membranstindigem Ig und den
Transmembranproteinen CD79A und CD79B zusammen. Bindet ein Antigen an das Ig, kommt
es zur Aktivierung von Tyrosinkinasen der sarcoma (Src) Familie, die mit dem BCR assoziiert
sind (Gauld & Cambier, 2004). Diese Kinasen phosphorylieren bestimmte Tyrosine in dem sog.
ITAM (immunoreceptor tyrosine-based activation motif) von CD79A /B und aktivieren auf
diese Weise neben dem CBM-Komplex auch den mTOR-, MAP Kinase- und NFAT-Signalweg
(Dal Porto et al., 2004). Missense Mutationen der Tyrosine im ITAM von CD79A/B, die bei ca.
20% der ABC DLBCL-Patienten detektiert werden kénnen, steigern die Expression des BCR
auf der Zelloberflache und verringern deren Riickkopplungshemmung (Davis et al., 2010). Damit
stellt die chronische Aktivierung des BCR einen alternativen Mechanismus zur Aktivierung des
CBM-Komplexes und des NF-kB-Signalweges dar.

Schliellich konnten auch rekurrente Mutationen in dem Adapterprotein MYDS88 bei ca. 40%
der ABC DLBCL mit der konstitutiven Aktivierung des NF-kB-Signalweges assoziiert werden
(Ngo et al., 2011). Normalerweise wird MYD88 von Rezeptoren des angeborenen Immunsystems,
wie den TLR, aktiviert (Jiang et al., 2006). Mutationen in der Toll/IL-1 receptor (TIR) Doméne
von MYDSS fiihren allerdings zur spontanen Komplexbildung mit Kinasen der interleukin-1
receptor-associated kinase (IRAK) Familie (insbesondere IRAK1 und IRAK4) und damit zur
konstitutiven Signaltransduktion (Ngo et al., 2011).

Zusammenfassend weisen iiber 50% aller ABC DLBCL-Patienten somatische Mutationen in
Regulatoren des NF-kB-Signalweges auf (Compagno et al., 2009). Der Grofiteil dieser Lésionen
betrifft Mitglieder des klassischen NF-kB-Signalweges. Mutationen in Mitgliedern des alternativen
NF-kB-Signalweges sind bislang kaum dokumentiert, die Aktivierung dieses Signalweges konnte
allerdings bei ABC DLBCL-Patienten bereits beobachtet werden (Compagno et al., 2009).

Regulation der NF-kB-abhangigen Genexpression

Im Gegensatz zu den gut charakterisierten Mechanismen, die bei ABC DLBCL-Patienten zur
Aktivierung des NF-kB-Signalweges fiihren, ist die Regulation spezifischer NF-kB-Zielgene unklar.
So binden alle NF-kB-Dimere an die relativ unspezifische Konsensus-Sequenz GGGRNYYYCC
(das sog. kB-Motiv) in der Promotor- und Enhancer-Region ihrer Zielgene, aber auch in einer
Vielzahl anderer chromosomaler Regionen (Chen & Ghosh, 1999; Martone et al., 2003; Schreiber
et al., 2006). Die Zusammensetzung der Hetero- und Homodimere beeinflusst zwar die DNA-
Bindungsspezifitdt, kann aber weder die Vermittlung bestimmter zelluldrer Antworten auf
verschiedene Stimuli erkléren, noch wird sie der kritischen Rolle der NF-kB-Aktivierung fiir eine
Vielzahl von physiologischen Prozessen gerecht (Hoffmann et al., 2006).

Einen wesentlichen Beitrag zur spezifischen Genregulation wird der Rekrutierung unterschied-

licher Koaktivatoren und -repressoren durch die NF-kB-Dimere zugesprochen (Ghosh & Hayden,
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Abbildung 1.4: Schematische Darstellung der Aktivierung des NF-kB-Signalweges
bei ABC DLBCL. Die konstitutive Aktivierung des NF-kB-Signalweges ist ein charakteristi-
sches Merkmal bei ABC DLBCL-Patienten. Mutationen in CD79A /B fithren zur chronischen
Aktivierung des BCR und des CBM-Komplexes. Dieser aktiviert den klassischen NF-kB-Signalweg
iiber die Phosphorylierung von IKKf und kann durch CARDI11 Mutationen von der Stimulation
des BCR entkoppelt werden. Ebenfalls fithren Mutationen in dem Adapterprotein MYD88 zur
proteasomalen Degradation von IkBa und Freisetzung von p50/p65-Dimeren. Diese translozieren
in den Nukleus und regulieren die Expression bestimmter Zielgene. Im Gegensatz zum klassischen
Signalweg fithrt eine Stimulation u.a. des CD40- oder BAFF-Rezeptors zu einer Aktivierung von
NIK und IKKa-Homodimeren und zur Induktion des alternativen Signalweges. Die proteasomale
Prozessierung von pl00 zu p52 fithrt zur Translokation von p52/RelB-Dimeren in den Nukleus
und Expression bestimmter Zielgene. — (Singaltransduktion), --+ (Signaltransduktion iiber nicht
dargestellte Proteine), 4 (Inhibition der Signaltransduktion), I (Genexpression), * (genetische
Lésion), ® (Phosphorylierung)

2008). Insbesondere den atypischen Mitgliedern der IkB-Familie kommt eine unerwartete Funktion
bei der Regulation der NF-kB-abhéngigen Genexpression zu (Hinz et al., 2012). Im Gegensatz zu
den typischen IkB-Mitgliedern (IxBa, IkBp und IkBe), die konstitutiv exprimiert werden und im
Zytoplasma die NF-kB-Aktivitat inhibieren, zeichnen sich die atypischen IkB-Mitglieder (BCL3,
IkBZ, IxkBNS und IxBn) durch eine induzierbare Expression und vorwiegende Lokalisation im
Nukleus aus (Fiorini et al., 2002; Ohno et al., 1990; Yamamoto et al., 2004; Yamauchi et al.,
2010). Die Interaktion atypischer IkB-Mitglieder mit NF-kB-Dimeren kénnen die DNA-Bindung
stabilisieren und die Transkription von NF-kB-Zielgenen verhindern oder transaktivieren (Ghosh
& Hayden, 2008).
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Das atypische IxB-Mitglied IkB{ wird in ruhenden, nicht-stimulierten Zellen kaum exprimiert,
jedoch durch bestimmte Stimuli des angeborenen Immunsystems stark induziert. So induzieren
IL-1 und Lipopolysaccharide (LPS) eine hohe Expression von IkBZ (Eto et al., 2003; Yamamoto
et al., 2004; Yamazaki et al., 2001). IxkB{ interagiert im Nukleus mit NF-kB-Untereinheiten
iiber eine C-terminale Ankyrin-Doméne, die eine Homologie zu den atypischen IkB-Mitgliedern
BCL3 und IxkBNS aufweist (Fiorini et al., 2002; Kitamura et al., 2000; Ohno et al., 1990). Die
N-terminale Region zeigt allerdings keine Ahnlichkeiten zu bekannten Proteinen auf (Muta,
2006).

Die Wirkung von IkB{ auf den NF-kB-Signalweg ist bislang ungekléart. Wahrend erstmalige
Reporteranalysen auf eine inhibitorische Wirkung auf den NF-kB-Signalweg hinwiesen (Yamazaki
et al., 2001), konnte in Verbindung mit bestimmten NF-kB-Dimeren eine transaktivierende
Aktivitat von IkBT festgestellt werden (Motoyama et al., 2005; Yamamoto et al., 2004). So
binden IkB{ mit p50-Homodimeren an den IL-6 Promotor und induzieren dessen Expression
(Yamamoto et al., 2004).

1.4 Zielsetzung der Arbeit

Das DLBCL ist ein sehr aggressives Lymphom und fiihrt unbehandelt innerhalb weniger Monate
zum Tod. Mittlerweile kann ein Grofiteil der Patienten durch ein optimiertes Chemotherapie-
regime geheilt werden. Trotz dieser Fortschritte gibt es immer noch grofie Unterschiede in der
Uberlebensrate zwischen GCB und ABC DLBCL-Patienten (Lenz et al., 2008b). So weist der
GCB-Subtyp mit einer 5-Jahres-Uberlebensrate von iiber 70% einen deutlich besseren Verlauf
als der ABC-Subtyp mit einer 5-Jahres-Uberlebensrate von unter 50% auf (Lenz et al., 2008b).
Genetische Aberrationen, die zur Aktivierung unterschiedlicher Signalwege fithren, stellen einen
moglichen Grund fiir den unterschiedlichen Krankheitsverlauf der molekularen DLBCL-Subtypen
dar. Allerdings sind noch viele der zugrunde liegenden molekularen und zellbiologischen Me-
chanismen unverstanden und ihre genaue Bedeutung bei der molekularen Pathogenese der
DLBCL-Subtypen unklar.

Eine Vielzahl experimenteller Studien konnten belegen, dass die Lymphomzellen der DLBCL-
Subtypen von der Aktivitdt spezifischer Signalwege abhéngig sind (Davis et al., 2010; Lenz et al.,
2008c; Ngo et al., 2006; 2011; Pfeifer et al., 2013). Diese Abhéngigkeit bietet die Moglichkeit,
spezifische Zielstrukturen zu entdecken, die im Rahmen einer Lymphomtherapie pharmakologisch
inhibiert werden kénnen. Denn sollte es gelingen, Subtyp-spezifische Onkogene zu inhibieren,
lieen sich nicht nur DLBCL-Patienten effektiver behandeln, sondern auch Nebenwirkungen der
Behandlung verringern. Aus diesem aktuellen Problemfeld der Diagnose und Behandlung von

DLBCL-Patienten resultieren folgende Zielsetzungen der vorliegenden Dissertation:

1. Identifikation neuer Subtyp-spezifischer Onkogene und Signalkaskaden bei den molekularen
DLBCL-Subtypen.

2. Untersuchung der Onkogene auf eine Beteiligung bei der molekularen Pathogenese der
DLBCL-Subtypen.
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3. Funktionelle Validierung der Onkogene bei DLBCL-Zelllinienmodellen.

4. Analyse der Onkogene als potentielle Zielstrukturen, die im Rahmen einer Behandlung
von klinisch ungiinstig verlaufenden DLBCL-Patienten pharmakologisch inhibiert werden

kénnen.
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2 Veroffentlichte Ergebnisse

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation wurde die funktionelle Bedeutung Subtyp-spezifischer
Onkogene bei der molekularen Pathogenese der DLBCL-Subtypen untersucht. Der Schwerpunkt
lag auf der Untersuchung der molekularen Pathogenese des klinisch ungiinstig verlaufenden
ABC-Subtyps. Dabei konnten die Subtyp-spezifischen Onkogene MCL1 und Ik B{ identifiziert
und funktionell validiert werden. Die Ergebnisse wurden in den Fachzeitschriften LEUKEMIA
(Manuskript I) und BLoop (Manuskript II) veroffentlicht und stellen die Grundlage dieser

kumulativen Arbeit dar.

2.1 Manuskript |

Das Manuskript I mit dem Titel ,MCL1 is deregulated in subgroups of diffuse large B-cell
lymphoma* (Kurztitel: ,Role of MCL1 in DLBCL*) wurde am 6. September 2012 zur Verof-
fentlichung in der Fachzeitschrift LEUKEMIA eingereicht und am 17. Dezember akzeptiert. Die
Veroffentlichung erfolgte zunéchst als article preview am 21. Dezember und anschliefend in der
Druckausgabe Juni, Band 27, Nummer 6, Seite 1381-1390. Die Publikation kann unter folgender
DOI-Adresse abgerufen werden: http://dx.doi.org/10.1038/leu.2012.367. Die Eigenleistungen des
Autors an dem Manuskript sind in der Tabelle 2.1 dargestellt.

Tabelle 2.1: Eigenleistung des Autors am Manuskript I mit dem Titel ,MCLI is deregulated in
subgroups of diffuse large B-cell lymphoma*.

Kategorie Eigenanteil (%)
Versuchsplanung 70
Versuchsdurchfithrung 80
Auswertung der Daten 80
Verfassung des Manuskriptes 60

Zusammenfassung

Die Hemmung von Apoptose ist ein wesentliches Merkmal maligner Tumore und tragt zur Ent-
stehung von Resistenzen gegeniiber Chemotherapeutika bei. MCLI ist ein Apoptose-hemmendes
Mitglied der BCL2-Familie und wird bei unterschiedlichen soliden und hdmatologischen Tumoren
hoch exprimiert. Um die Rolle von MCL1 bei der molekularen Pathogenese von molekula-
ren DLBCL-Subtypen zu untersuchen, wurde die MCL1 Expression bei DLBCL-Patienten auf
RNA-Ebene mittels Genexpressionsanalysen (n = 350) und auf Protein-Ebene mittels Immunhi-

stochemie (n = 249) untersucht. Dabei konnte eine signifikante Uberexpression der MCLI-mRNA
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(p=2,7 x 10719) und des MCL1-Proteins (p = 0,001) bei ABC im Vergleich zu GCB DLBCL-
Patienten nachgewiesen werden. Zur Analyse der molekularen Mechanismen, die zur hohen MCL1
Expression beitragen, wurden die array comparative genomic hybridisation (aCGH) Daten von
203 DLBCL-Patienten ausgewertet. Bei mehr als 25% der ABC DLBCL-Patienten konnte eine
chromosomale Amplifikationen des MCLI-Lokus detektiert werden. Zudem konnte nachgewiesen
werden, dass die konstitutive Aktivierung des JAK/STAT Signalweges zur MCL1 Deregulati-
on bei ABC DLBCL beitragt. Funktionelle Analysen von MCL1 offenbarten, dass sowohl die
Herunterregulation der MCL1 Expression mittels small hairpin RNA (shRNA), als auch die
Behandlung mit dem MCL1-Inhibitor Obatoclax Zelltod bei Zelllinienmodellen mit einer hohen
MCL1 Expression induziert. Die Apoptose-hemmende Funktion von MCL1 konnte auf eine
Interaktion mit dem pro-apoptotischen Protein Bak mittels Immunprézipitation zuriickgefiihrt
werden. Zusétzlich konnte gezeigt werden, dass das Expressionslevel von MCL1 die Sensitivitét
von Zelllinien gegeniiber diversen Chemotherapeutika beeinflusst. Zusammenfassend verdeut-
lichen diese Ergebnisse, dass MCL1 eine zentrale Rolle bei der molekularen Pathogenese bei
MCL1-positiven DLBCL-Féllen spielt und dass die spezifische Hemmung von MCL1 bei der

Behandlung dieser Félle von therapeutischem Nutzen sein kann.

2.2 Manuskript Il

Das Manuskript II mit dem Titel ,, Ik B{ controls the constitutive NF-k B target gene network
and survival of ABC DLBCL* (Kurztitel: ,,Ix B¢ signaling in ABC DLBCL¥) wurde am 10. Juni
2013 zur Veroffentlichung in der Fachzeitschrift BLOOD eingereicht und am 10. Juli akzeptiert.
Die Veroffentlichung erfolgte zunéchst als first edition am 18. Juli und anschlieflend in der
Druckausgabe September, Band 122, Nummer 13, Seite 2242-2250. Die Publikation kann unter
folgender DOI-Adresse abgerufen werden: http://dx.doi.org/10.1182/blood-2013-06-508028. Die
Eigenleistungen des Autors an dem Manuskript sind in der Tabelle 2.2 dargestellt.

Tabelle 2.2: Eigenleistung des Autors am Manuskript II mit dem Titel ,,Ix B{ controls the
constitutive NF-kB target gene network and survival of ABC DLBCL.

Kategorie Eigenanteil (%)
Versuchsplanung 50
Versuchsdurchfithrung 60
Auswertung der Daten 60
Verfassung des Manuskriptes 50

Zusammenfassung

Das ABC DLBCL zeichnet sich durch die konstitutive Aktivierung des NF-kB-Signalweges aus.
Allerdings ist die Regulation spezifischer NF-kB-Zielgene noch weitgehend unklar. Um potentielle
Regulatoren des NF-kB-Signalweges zu identifizieren, wurden die Genexpressionsdaten von 350
primédren DLBCL-Patienten nach differentiell-exprimierten NF-kB Regulatoren untersucht. Dabei

konnte eine signifikante Uberexpression des atypischen IxB-Mitglieds IkB{ bei ABC im Vergleich
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zu GCB DLBCL-Patienten nachgewiesen werden (p = 5,7 x 10737). Die Herunterregulation von
IxB{ mittels shRNA induzierte nur bei ABC und nicht bei GCB DLBCL-Zelllinienmodellen
Zelltod. Uberraschenderweise zeigten Genexpressionsanalysen, dass die Herunterregulation von
IxB{ die Expression einer Vielzahl von typischen NF-kB-Zielgenen beeinflusst. Bei der Analyse,
durch welche molekulare Mechanismen IkB{ die Aktivitdt von NF-kB beeinflusst, konnte eine
starke Interaktion zwischen IkB{ und den NF-kB-Untereinheiten p50 und p52 mittels Luciferase-
Reporter-Assay und Immunprézipitation festgestellt werden. Diese Ergebnisse legen nicht nur
eine regulatorische Funktion von IkB{ auf den klassischen, sondern auch auf den alternativen NF-
kB-Signalweg bei ABC DLBCL nahe, dessen Rollen bei der molekularen Pathogenese noch immer
unklar ist. Zusammenfassend demonstrieren diese Ergebnisse, dass IkB{ eine essentielle Rolle bei
der Regulation NF-kB-abhéngiger Zielgene bei ABC DLBCL spielt und eine vielversprechende
Zielstruktur bei der Behandlung von ABC DLBCL-Patienten darstellen kann.
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Das DLBCL ist eine heterogene diagnostische Kategorie, die anhand von Genexpressionsanalysen
in zwei vorherrschende molekulare Subtypen unterteilt werden kann: Den GCB- und den ABC-
Subtyp. Der GCB-Subtyp zeichnet sich durch die Expression von Genen aus, die typischerweise von
Keimzentrums-B-Zellen exprimiert werden, wahrend der ABC-Subtyp vermehrt Gene exprimiert,
deren Expression fiir aktivierte B-Zellen kennzeichnend ist. Diese Unterteilung der DLBCL in
molekulare Subgruppen ist auch von grofler klinischer Bedeutung, da GCB DLBCL-Patienten
wesentlich besser auf eine Standardtherapie nach dem R-CHOP Protokoll ansprechen als ABC
DLBCL-Patienten.

Charakteristische genetische Lésionen der molekularen DLBCL-Subtypen stellen einen mog-
lichen Grund fiir das unterschiedliche klinische Verhalten dar. So zeichnet sich der GCB-Subtyp
u.a. durch chromosomale Translokationen von BCL2, Verlust von PTEN und Amplifikationen
von MDM?2 aus. Im Gegensatz dazu weist der ABC-Subtyp u.a. eine konstitutive Aktivierung des
NF-kB-Signalweges, Deletionen von CDKN2A und Amplifikationen von BCL2 auf. Allerdings
ist die Bedeutung vieler genetischen Aberrationen bei der molekularen Pathogenese der DLBCL-
Subtypen noch immer unklar.

Das Ziel der vorliegenden Dissertation war die Identifikation und funktionelle Untersuchung
von Onkogenen, die bei der molekularen Pathogenese der DLBCL-Subtypen eine Rolle spielen.
Denn obwohl eine Vielzahl von experimentellen Studien bereits belegen konnten, dass die
Lymphomzellen der DLBCL-Subtypen von der Aktivitit spezifischer Signalwege abhéngig sind
und nach deren Hemmung absterben (Davis et al., 2010; Ngo et al., 2006; 2011; Pfeifer et al.,
2013), sind viele der zugrunde liegenden molekularen und zellbiologischen Mechanismen weiterhin
unverstanden. Diese galt es in der vorliegenden Dissertation zu untersuchen, um potentielle

Zielstrukturen fiir eine spezifische Lymphomtherapie zu identifizieren.

3.1 Identifikation Subtyp-spezifischer Onkogene bei DLBCL

Mehrere Studien konnten bereits zeigen, dass sich die molekularen DLBCL-Subtypen in der
Expression von tausenden Genen unterscheiden (Alizadeh et al., 2000; Wright et al., 2003).
Einige dieser Gene koénnen aufgrund der unterschiedlichen Ursprungszellen beider Subtypen
differentiell exprimiert sein und die physiologische Verdnderung der Genexpression wiahrend der
B-Zell Entwicklung darstellen. Andere konnen aufgrund charakteristischer genetischer Lésionen
in einem der beiden Subtypen dereguliert sein. Je nach Funktion kénnen diese Subtyp-spezifischen
Gene unterschiedlich zur Entstehung von DLBCL beitragen.

Ein Ziel der vorliegenden Dissertation war die Identifikation von Subtyp-spezifischen Onkogenen,

die bei der molekularen Pathogenese von DLBCL beteiligt sind. Die differentielle Expression
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diente als erster Hinweis auf eine potentielle Subtyp-spezifische Funktion des entsprechenden

Proteins, die darauffolgend funktionell untersucht werden sollte.

3.1.1 Expressionsanalysen zur ldentifikation deregulierter Onkogene

Eine Voraussetzung zur Identifikation Subtyp-spezifischer Onkogene bei DLBCL ist die Kenntnis
iiber deren Expression in einem geeigneten Bezugssystem. Als solches diente (a) ein Patien-
tenkollektiv von 350 DLBCL-Patienten, das von Lenz et al. (2008b) mittels DNA-Microarrays
untersucht und (b) ein Patientenkollektiv von 249 DLBCL-Patienten, das von Nagel et al. (2010)

auf einem tissue-Microarray zusammengestellt worden war.

(a) DNA-Microarrays

Die Genexpressionsanalyse mittels DNA-Microarray stellt eine sehr effiziente Methode zur
parallelen Untersuchung der genomweiten Genexpression dar und hat wesentlich zur Aufdeckung
wichtiger pathogenetischer Informationen von DLBCL beigetragen (Lenz & Staudt, 2010). Die
DNA-Microarray Technologie basiert auf der Markierung der zu untersuchenden RNA mit
Fluoreszenzfarbstoffen (direkt oder indirekt) und anschlieBender Hybridisierung an Transkript-
spezifische Sonden, die an definierten Positionen eines Trigermaterials, dem sog. Microarray,
aufgebracht sind (Dalma-Weiszhausz et al., 2006). Die Expression eines Genes kann daraufhin
durch die Analyse des Fluoreszenzsignals einer korrespondierenden Sonde des Arrays ermittelt
werden, das proportional zur relativen Menge der RNA ist.

Die genomweite Quantifizierung der Genexpression von DLBCL-Patientenproben ermoglicht
die Identifikation von Genen, deren Rolle bei der molekularen Pathogenese der DLBCL-Subtypen
noch unbekannt sind. Dadurch kénnen véllig neue Aspekte der zugrunde liegenden Biologie der
DLBCL-Subtypen aufgedeckt werden, die anhand der individuellen Analyse einzelner Gene nur
schwer zu identifizieren sind (Staudt & Dave, 2005). Auch wenn u.a. die Integritat der RNA, die
Effizienz der Fluoreszenzmarkierung und die Spezifitdt der Hybridisierung die Quantifizierung
der Genexpression beeinflussen kann (Auer et al., 2003; Binder & Preibisch, 2005; Ma et al.,
2006), konnte die Reproduzierbarkeit und Zuverlassigkeit der Daten dieser Methode in vielen
Studien gezeigt werden (Staudt & Dave, 2005).

Das in der vorliegenden Dissertation verwendete Patientenkollektiv bestand aus insgesamt 350
Patienten, bei denen von mehreren Pathologen nach den Kriterien der WHO ein priméres DLBCL
diagnostiziert wurde (Lenz et al., 2008b). Mit Hilfe der genomweiten Genexpressionsanalyse
mittels DNA-Microarray konnte ein sog. Genexpressionsprofil fiir jeden DLBCL-Patienten erstellt
werden. Dieses Genexpressionsprofil war insbesondere fiir die Unterscheidung der molekularen
DLBCL-Subtypen wichtig, da das Expressionslevel eines einzigen Genes fiir die genaue Zuordnung
der Patienten nicht geeignet ist (Alizadeh et al., 2000; siehe Abschnitt 1.2.1, Seite 5). So erfolgte
die Einteilung der DLBCL-Patientenproben in die molekularen Subtypen anhand der Expression
spezifisch ausgewéahlter Gene (Lenz et al., 2008b; Wright et al., 2003).
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(b) Tissue-Microarrays

Die tissue-Microarray Technologie ermoglicht die parallele Untersuchung von kleinen Gewebe-
proben unterschiedlicher Patienten, die nebeneinander auf einem Objekttriager aufgebracht sind
(Tzankov et al., 2005). Zur Stabilisierung und Konservierung werden die Gewebeproben mit
Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet (sog. FFPE-Gewebe), aus denen dann zylindrische
Kerne gestanzt und in einem leeren Paraffinblock, dem sog. Empfangerblock, angeordnet werden.
Horizontale Schnitte durch diesen Empfingerblock werden daraufhin auf einen Objekttréiger
iibertragen und mittels verschiedener molekularer Methoden, u.a. Immunhistochemie, untersucht
(Tzankov et al., 2005).

Mit Hilfe von tissue-Microarrays kann das Expressionslevel von Proteinen bei vielen DLBCL-
Gewebeproben parallel untersucht werden. Auf diese Weise konnen abweichende Reaktionsbedin-
gungen ausgeschlossen sowie intra- und interindividuelle Unterschiede bei der Interpretation der
Ergebnisse minimiert werden, die bei einer sukzessiven Untersuchung einzelner Gewebeschnitte
haufig auftreten (Tzankov et al., 2005). So eignet sich die tissue-Microarray Technologie insbe-
sondere zur Validierung differentiell exprimierter Gene, die z.B. mit Hilfe von DNA-Microarrays
identifiziert wurden. Da der Tumorzellgehalt in Biopsien von DLBCL-Patienten in der Regel
relativ hoch ist, stellt die Ausstanzung repréasentativer Gewebeproben kein wesentliches Problem
dar. Zudem wird die Homogenitédt des Kerns durch regelméflige Himatoxylin und Eosin Fér-
bungen kontrolliert, so dass die Ergebnisse von tissue-Microarrays sehr gute Ubereinstimmungen
im Vergleich zur Analyse konventioneller Gewebeschnitte zeigen (Tzankov et al., 2003; 2005).

Der in der vorliegenden Dissertation verwendete tissue-Microarray setzte sich aus 249 Gewebe-
proben von DLBCL-Patienten zusammen (Nagel et al., 2010). Die Klassifikation der molekularen
DLBCL-Subtypen erfolgte anhand des sog. Tally-Algorithmus (Meyer et al., 2011). Dieser Algo-
rithmus ermdglichte die Einteilung der untersuchten DLBCL-Patienten in GCB und non-GCB
aufgrund der Expression Subtyp-spezifischer Proteine, die mittels Immunhistochemie quantifiziert
wurden. Die non-GCB Kategorie setzte sich aus ABC DLBCL und unklassifizierten DLBCL-
Patienten zusammen, wobei der ABC-Subtyp den Grofiteil dieser Kategorie ausmachte (Meyer
et al., 2011; Nagel et al., 2010). Im Gegensatz zu den Algorithmen von Choi et al. (2009) und
Hans et al. (2004) beriicksichtigte der Tally-Algorithmus alle Ergebnisse der Immunhistochemie
bei der Klassifikation und schrieb keine bestimmte Reihenfolge der Farbungen vor (Meyer et
al., 2011). So zeigte die Klassifikation von DLBCL-Patienten mit dem Tally-Algorithmus die
groBte Ubereinstimmung mit den Genexpressionsanalysen mittels DNA-Microarrays (Meyer et
al., 2011).

3.2 Funktionelle Validierung von MCL1 bei molekularen DLBCL-
Subtypen

Die Deregulation von anti-apoptotischen Proteinen spielt bei der Entstehung von malignen
Lymphomen eine zentrale Rolle (Shaffer et al., 2002b; siehe Abschnitt 1.3.1, Seite 10). Angesichts
der Beobachtung von Zhou et al. (2001), dass MCL1 transgene Méuse héufig Lymphome

entwickeln, die histologisch dem DLBCL sehr dhnlich sind, wurde im Rahmen der vorliegenden
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Dissertation die Rolle von MCL1 bei der molekulare Pathogenese von DLBCL untersucht.

MCL1 ist ein Apoptose-hemmendes Mitglied der BCL2-Familie (siehe Abschnitt 1.3.1, Seite
12). Mehrere Studien konnten bereits zeigen, dass MCL1 bei verschiedenen soliden und hématolo-
gischen Tumoren dereguliert ist und zur Hemmung von Apoptose beitragt (Derenne et al., 2002;
Kaufmann et al., 1998; Song et al., 2005; Zhang et al., 2011). Des Weiteren konnte gezeigt werden,
dass eine hohe MCL1 Expression zu einer Resistenz gegeniiber Chemotherapeutika fithren kann
(Nguyen et al., 2007; Pepper et al., 2008).

3.2.1 Deregulation von MCL1

Die Genexpressionsanalysen mittels DNA-Microarrays in einem Patientenkollektiv von 350
DLBCL-Patienten zeigte eine signifikante Uberexpression von MCL1 bei ABC im Vergleich zu
GCB DLBCL-Patienten (p = 2,7 x 10719). Diesen Ergebnissen entsprechend konnte in einem
unabhingigen Patientenkollektiv von 249 DLBCL-Patienten eine signifikante MCL1 Uberexpres-
sion bei ABC/non-GCB im Vergleich zu GCB DLBCL-Patienten auf Protein-Ebene detektiert
werden (p = 0,001). Ubereinstimmend konnte eine signifikante Uberexpression von MCL1 bei
ABC im Vergleich zu GCB DLBCL-Zelllinien auf RNA- und Protein-Ebene nachgewiesen werden.
Allerdings konnte sowohl bei einer kleinen Gruppe von GCB DLBCL-Patienten und -Zelllinien
eine hohe MCL1 Expression als auch bei manchen ABC DLBCL-Patienten und -Zelllinien eine
geringe MCL1 Expression festgestellt werden.

Diese Ergebnisse legen zum einen nahe, dass eine erhdhte Expression der MCLI-mRNA zu einer
erhohten Translation und Expression des MCL1-Proteins bei ABC DLBCL fiithrt. Zum anderen
implizieren die Ergebnisse, dass MCL1 hauptséchlich bei ABC DLBCL auf RNA- und Protein-
Ebene tiberexprimiert wird, wihrend bei GCB DLBCL eine deutlich geringere Expression von
MCLI vorliegt. Die sporadische Deregulation von MCL1 bei einigen GCB DLBCL verdeutlicht
aber, dass die MCL1 Expression bei beiden molekularen Subtypen dereguliert sein kann.

In einer Studie von Cho-Vega et al. (2004) konnte eine hohe MCL1 Expression bei 84% der
DLBCL-Patientenproben mittels Immunhistochemie nachgewiesen werden. Die Untersuchungen
im Rahmen der vorliegenden Dissertation zeigen aber, dass viele DLBCL-Patienten keine signifi-
kante MCL1 Expression aufweisen. Die Verwendung von zwei unabhéngigen Patientenkollektiven
und Detektionsmethoden bekréftigen diese Ergebnisse, da auf diese Weise eine Verzerrungen
der Ergebnisse durch eine selektive Zusammenstellung der Patienten und/oder durch metho-
denabhédngige Artefakte stark verringert wird. Zudem wurden in der Studie von Cho-Vega et
al. (2004) die DLBCL-Patienten nicht in die molekularen Subtypen differenziert. So kann nicht
ausgeschlossen werden, dass die hohe Anzahl an MCL1-positiven DLBCL-Patienten auf einer
Uberreprisentation des ABC-Subtyps in dem untersuchten Patientenkollektiv basiert. Da es
sich zudem in jener Studie um ein relativ kleines Patientenkollektiv (n = 31) handelt, kénnen
bereits kleine Verdnderungen in der Zusammenstellung der Patienten eine grofie Auswirkung auf
die relative Haufigkeit eines Subtyp-spezifischen Merkmals haben. Davon abgesehen erschwert
die Verwendung unterschiedlicher Férbemethoden, Antikérper und cut-offs zur Einteilung von

MCL1-positiven und -negativen Proben einen direkten Vergleich der Ergebnisse.
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3.2.2 Molekulare Mechanismen der Deregulation von MCL1

Als Ursache fiir die Deregulation der MCL1 Expression in DLBCL-Patienten und -Zelllinien
konnten verschiedene molekulare Mechanismen identifiziert werden. Angesichts der komplexen
chromosomalen Verdnderungen bei DLBCL, die héufig in einen funktionellen Zusammenhang
mit der Deregulation von bestimmten Onkogenen gebracht werden kénnen (Lenz et al., 2008¢),
wurde zundchst der MCLI1-Lokus auf chromosomale Verédnderungen mittels aCGH untersucht.
Diese Methode basiert auf der kompetitiven Hybridisierung fluoreszenzmarkierter DNA von
Tumorzellen und normalen Zellen an chromosomale Sonden eines DNA-Microarrays. Durch die
Markierung der Proben mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen kann das Verhéltnis der
entsprechenden Signale bestimmt und auf die Anzahl der Kopien einer bestimmten chromosomalen
Region geschlossen werden. Weicht das Verhéltnis von 1 : 1 ab, liegt je nach Orientierung der
Abweichung eine chromosomale Amplifikation oder Deletion beim Tumor vor.

Bei der Untersuchung des MCLI-Lokus auf Chromosom 1g21 mittels aCGH bei DLBCL-
Zelllinien konnten chromosomale Amplifikationen bei MCL1-positiven Zelllinien festgestellt
werden. Die MCLI1-Lokus Amplifikation ging mit einer hohen MCL1 Expression einher und
lieferte einen ersten Hinweis, dass chromosomale Amplifikationen zu einer erhéhten MCL1
Expression bei DLBCL beitragen kénnen.

Ubereinstimmend konnten MCLI-Lokus Amplifikationen auch bei DLBCL-Patienten detektiert
werden, wie die Analyse eines aCGH-Datensatzes von 203 primdren DLBCL-Patienten ergab.
Diese konnten signifikant hdufiger bei ABC im Vergleich zu GCB DLBCL-Patienten nachgewiesen
werden (p = 0,034). Zudem fiithrten die MCLI-Lokus Amplifikationen bei ABC DLBCL-Patienten
zu einer signifikanten Uberexpression von MCL1 (p = 0, 004). Bei GCB DLBCL-Patienten konnte
hingegen kein Zusammenhang zwischen MCLI1-Lokus Amplifikation und MCL1 Expression
festgestellt werden (p = 0, 85).

Diese Ergebnisse implizieren, dass die chromosomale Amplifikation des MCLI1-Lokus einen
molekularen Mechanismus zur Deregulation der MCL1 Expression bei einem signifikanten Anteil
von ABC DLBCL darstellt. Damit erweitern die Ergebnisse die Beobachtungen von Rao et
al. (1998) und Green et al. (2011), die in kleineren Studien eine MCLI-Lokus Amplifikationen
bei DLBCL-Patienten feststellen konnten, ohne jedoch die Subtyp-spezifische Pravalenz dieser
Amplifikationen bei ABC DLBCL-Patienten und deren Korrelation mit der MCL1 Expression zu
erkennen.

Neben numerischen Verdnderungen des MCLI-Lokus kénnten auch strukturelle Verdnderungen,
wie z.B. balancierte chromosomale Translokationen von MCLI, zu einer Uberexpression von
MCL1 beitragen. Diese konnten zwar mit Hilfe der aCGH nicht detektiert und daher nicht
untersucht werden, allerdings gibt es bisher weder bei DLBCL noch bei anderen Tumorentitéten
Hinweise auf solche balancierten Translokationen von MCL1 (Mitelman et al., 2014). Auch wenn
die chromosomale Region 1¢g21 bei vielen DLBCL-Patienten von Translokationen betroffen ist,
handelt es sich in der Regel um unbalancierte Translokationen, die zu quantitativen Verdnderungen
des entsprechenden Chromosomenabschnittes fiihren und somit auch mittels aCGH nachweisbar
sind (Manola et al., 2008; Morin et al., 2013).

Vorherige Arbeiten zeigten, dass die MCL1 Expression von dem Transkriptionsfaktor signal
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transducer and activator of transcription 3 (STAT3) reguliert werden kann (Isomoto et al., 2005;
Liu et al., 2011). STAT3 gehort zu der STAT-Familie, deren Mitglieder bei der Differenzierung,
der Zellproliferation und dem Uberleben der Zelle eine wesentliche Rolle spielen und durch
verschiedene Zytokine iiber eine Rezeptor-vermittelte Phosphorylierung von Janus Kinasen (JAK)
aktiviert werden (Calo et al., 2003). Die Aktivierung von STAT3 wird {iber die autokrine Sekretion
von IL-6 und IL-10 induziert (Finbloom & Winestock, 1995; Zhong et al., 1994). Eine Studie von
Lam et al. (2008) konnte durch die Expression einer nicht-phosphorylierbaren IkBa-Mutante
zeigen, dass die Expression von IL-6 und IL-10 von der Aktivierung des NF-kB-Signalweges
abhéngig ist. Da sich ABC im Vergleich zu GCB DLBCL durch eine konstitutive Aktivierung
von NF-kB auszeichnet (Davis et al., 2001; siehe Abschnitt 1.2.1, Seite 5), weist der ABC-Subtyp
eine relativ hohe Expression und Aktivierung von STAT3 auf (Ding et al., 2008; Lam et al.,
2008).

In der vorliegenden Dissertation konnte sowohl nach der Behandlung von MCL1-positiven Zellli-
nien mit einem pan-JAK-Inhibitor (JAK-Inhibitor I) als auch mit einem direkten STAT3-Inhibitor
(WP1066) ein deutlicher Riickgang der MCL1 Expression beobachtet werden. Ubereinstimmend
konnte eine erhohte Aktivierung in Form einer Phosphorylierung von STAT3 mittels Immunhisto-
chemie bei ABC DLBCL-Patienten detektiert werden, die signifikant mit der MCL1 Expression
korrelierte (p = 0,037).

Zusammenfassend verdeutlichen diese Untersuchungen, dass neben einer chromosomalen Am-
plifikation des MCLI1-Lokus auch eine Aktivierung von STAT3 zur MCL1 Deregulation bei
ABC DLBCL-Patienten beitrigt. Interessanterweise scheinen sich aber beide Mechanismen der
MCL1 Deregulation nicht auszuschliefen, wie die Detektion eines chromosomalen Zugewinns
des MCL1-Lokus und einer STAT3-abhéngigen MCL1 Expression bei der ABC DLBCL-Zelllinie
OCI-Ly3 verdeutlichte.

3.2.3 Funktionelle Analysen von MCL1

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation konnte sowohl bei primaren DLBCL-Patienten als
auch bei etablierten DLBCL-Zelllinien nachgewiesen werden, dass MCL1 signifikant bei ABC im
Vergleich zu GCB DLBCL iiberexprimiert wird. Insofern stellen DLBCL-Zelllinien ein geeignetes
Modellsystem fiir funktionelle Analysen dar.

Herunterregulation von MCL1 mittels shRNA

Um die funktionelle Bedeutung von MCL1 bei der molekularen Pathogenese von DLBCL zu
untersuchen, wurde die MCL1 Expression bei DLBCL-Zelllinien mittels RNA Interferenz her-
unterreguliert. Dazu wurden die DLBCL-Zelllinien mit bestimmten Oligonukleotidsequenzen
retroviral transduziert, die eine komplementére Sequenz zur mRNA des Zielgens aufwiesen.
Nach der Integration dieser Oligonukleotidsequenzen in das Wirtsgenom erfolgte deren Expres-
sion und Prozessierung zu sog. sShRNA durch ein zelleigenes Enzymsystem. Die anschlieende
Hybridisierung der shRNA an die mRNA des Zielgens induzierte dessen Degradation und ermog-
lichte dadurch eine sehr spezifische, post-transkriptionelle Herunterregulation der Genexpression
(Hannon, 2002).
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Die Herunterregulation der Expression von MCL1 mittels shRNA induzierte nur bei DLBCL-
Zelllinien mit einer hohen MCL1 Expression Zelltod. Weitere Analysen ergaben, dass dieser
toxische Effekt der MCL1-Herunterregulation auf der Induktion von Apoptose basierte. Bei den
iibrigen DLBCL-Zelllinien mit einer geringen MCL1 Expression hingegen hatte die Herunterregu-
lation von MCL1 keine Auswirkung auf deren Viabilitat.

Um einen sog. off-target-Effekt der verwendeten shRNA auszuschlieflen, bei der die Expression
unbeteiligter Gene durch eine unspezifische Bindung der shRNA an die entsprechende mRNA
beeintréachtigt wird (Jackson et al., 2003), wurden in der vorliegenden Dissertation zwei unter-
schiedliche shRNA gegen MCLI1 verwendet. Beide shRNA zeigten unabhéngig voneinander den
gleichen toxischen Effekt bei den untersuchten DLBCL-Zelllinien. Zudem konnte durch die Uber-
expression einer exogenen MCLI cDNA in einem sog. rescue-Experiment die shRNA-vermittelte
Toxizitat kompensiert werden.

Zusammenfassend implizieren diese Ergebnisse, dass MCL1 eine zentrale Rolle bei der Hemmung
von Apoptose bei MCL1-positiven DLBCL-Zelllinien spielt. Ubereinstimmend konnte auch bei
Zelllinienmodellen anderer Tumorentitaten, die sich durch eine Deregulation der MCL1 Expression
auszeichnen, eine Induktion von Apoptose nach der Herunterregulation von MCL1 nachgewiesen
werden (Derenne et al., 2002; Lestini et al., 2009; Zhang et al., 2011). Dariiber hinaus legen die
Ergebnisse der vorliegenden Dissertation eine nicht-redundante Funktion von MCL1 in Bezug auf
andere anti-apoptotische BCL2-Mitglieder nahe, die bei vielen DLBCL-Patienten und -Zelllinien
ebenfalls dereguliert sind (Mehra et al., 2002; Monni et al., 1997; Rosenwald et al., 2002). So
hatte die erh6hte Expression der anti-apoptotischen Proteine BCL2 und BCL-XL, die bei einer
Subgruppe von DLBCL-Zelllinien detektiert werden konnte, keinen Einfluss auf die Sensitivitéit
gegeniiber der Herunterregulation von MCL1. Folglich bildet die Deregulation von MCL1, die
in der vorliegenden Dissertation festgestellt werden konnte, die Grundlage bei der molekularen
Pathogenese einer Subgruppe von DLBCL.

FEine mogliche Erklarung fir die zentrale Rolle von MCL1 bei der molekularen Pathogenese
von DLBCL stellt dessen Bedeutung fiir die B-Zell Entwicklung dar. So konnte in konditionalen
MCL1 knockout Méausen gezeigt werden, dass MCL1 essentiell fiir die Entwicklung von T- und
B-Zellen sowie fiir das Uberleben von himatopoetischen Stammzellen ist (Opferman et al., 2003;
2005). Dazu konnte eine Studie von Vikstrom et al. (2010) zeigen, dass MCL1 eine wesentliche
Rolle bei der Bildung von Keimzentren spielt. Wie in Abschnitt 1.1.1 (Seite 3) dargestellt, fithrt
die Keimzentrumsreaktion u.a. zur positiven Selektion von B-Zellen mit einer erhéhten Affinitat
ihres BCR zu einem bestimmten Antigen. Diese Selektion wird durch die Expression pro- oder
anti-apoptotischer Proteine des intrinsischen und extrinsischen Apoptose-Signalweges gesteuert
(Fischer et al., 2007; Takahashi et al., 2001). Eine Erhohung der Rezeptoraffinitét fihrt zur
Expression anti-apoptotischer Mitglieder der BCL2-Familie (u.a. MCL1) und zum Uberleben
der B-Zelle (Smith et al., 1994; 2000). So konnten Vikstrom et al. (2010) zeigen, dass MCL1 ein
zentraler anti-apoptotischer Regulator fiir B-Zellen des Keimzentrums und aktivierte B-Zellen

ist.
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Charakterisierung der Interaktionspartner von MCL1

Die anti-apoptotische Funktion von MCL1 beruht auf der Interaktion von MCL1 mit einer Reihe
von anderen Proteinen (siehe Abschnitt 1.3.1, Seite 10 ff.). So bilden die BH-Doménen von MCL1
eine globuldre Tasche, an die pro-apoptotische BCL2-Mitglieder mit ihrer BH3-Domane binden
konnen (Sattler et al., 1997).

Bei der Suche nach Bindungspartnern von MCL1 bei DLBCL-Zelllinien konnte eine Interaktion
mit Bak, Bim und NOXA mittels Immunprézipitation festgestellt werden. Diese Ergebnisse
bestatigen die zuvor beschriebene Interaktion von MCL1 mit Bak (Willis et al., 2005), Bim (Han
et al., 2005) und NOXA (Chen et al., 2005). Im Gegensatz dazu konnte keine Interaktion mit tBid
detektiert werden, die in einer Studie von Clohessy et al. (2006) beschrieben wurde. Allerdings
konnte auch nur das vollstdndige, nicht-trunkierte Bid bei den untersuchten DLBCL-Zelllinien
nachgewiesen werden (Ergebnisse nicht dargestellt), mit dem MCL1 nicht interagieren kann
(Clohessy et al., 2006).

Die Apoptose-hemmende Funktion von MCL1 bei DLBCL konnte durch die hier dargestellten
Ergebnisse auf die Interaktion mit Bak und damit auf die Blockierung der Porenbildung in der
dufleren mitochondrialen Membran zuriickgefiihrt werden. Im Umkehrschluss suggerieren diese
Ergebnisse, dass die Freisetzung von Bak durch die Herunterregulation von MCL1 oder durch die
Interaktion der BH3-only Proteine Bim und NOXA mit MCL zur Freisetzung von Cytochrom c
und zur Induktion von Apoptose fithren kann. Entsprechend stellt die hohe Expression von MCL1,
die in der vorliegenden Dissertation bei DLBCL-Patienten und -Zelllinien gezeigt werden konnte,
einen effektiven Mechanismus zur Hemmung von Apoptose dar. Rekurrente Deletionen des MCL1
Interaktionspartners NOXA, die in einer Studie von Mestre-Escorihuela et al. (2007) bei DLBCL-
Patienten identifiziert werden konnten und einen analogen Mechanismus zur Deregulation von
MCLI1 darstellen, bekréftigen diese zentrale Stellung von MCL1 bei der Hemmung von Apoptose
bei DLBCL.

Bedeutung von MCL1 bei der Resistenz gegeniiber Chemotherapeutika

Chemotherapeutika konnen iiber unterschiedliche Mechanismen zu einer Induktion von Apoptose
fithren (Johnstone et al., 2002). Folglich spielt die Hemmung von Apoptose nicht nur bei der
Entstehung von DLBCL sondern auch bei der Resistenz von Lymphomzellen gegeniiber Chemothe-
rapeutika eine wichtige Rolle (Muris et al., 2006). Da viele Chemotherapeutika das Gleichgewicht
zwischen pro- und anti-apoptotischen BCL2-Proteinen storen, kommt den anti-apoptotischen
BCL2-Proteinen eine besondere Rolle bei der Ausbildung von Resistenzmechanismen zu (Adams
& Cory, 2007; Fulda & Debatin, 2006).

Um den Beitrag von MCL1 zur Entstehung von Chemoresistenzen bei DLBCL-Patienten zu
untersuchen, wurde MCL1 bei der MCL1-defizienten DLBCL-Zelllinie HT exprimiert bzw. bei den
MCLI1-positiven Zelllinien U2932 und TMDS8 herunterreguliert und mit den Chemotherapeutika
Doxorubicin, Etoposid und Vincristin behandelt, die auch zur Behandlung von DLBCL-Patienten
eingesetzt werden. Dabei konnte gezeigt werden, dass die Expression von MCL1 die Sensitivitét
gegeniiber diesen Chemotherapeutika verringert, wihrend die Herunterregulation von MCL1 die

Chemosensitivitat verstarkt.
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Diese Ergebnisse implizieren, dass MCL1 eine wesentliche Rolle bei der Ausbildung von
Resistenzmechanismen bei DLBCL-Zelllinien spielt. So verschiebt eine hohe Expression von MCL1
das sensible Gleichgewicht der BCL2-Proteine zugunsten des Uberlebens der Lymphomzellen und
erhoht deren Resistenz gegeniiber chemotherapeutischen Substanzen. Im Umkehrschluss fiihrt
die Herunterregulation von MCL1 zu einem Ungleichgewicht zugunsten der pro-apoptotischen
BCL2-Proteine und Induktion von Apoptose.

Zusammen mit bereits publizierten Daten aus anderen Tumorentitdten, die eine hohe MCL1
Expression mit einer Chemoresistenz bei Zelllinienmodellen und mit einem Therapieversagen bei
Patienten korrelieren konnten (Backus et al., 2001; Ji et al., 2009; Lestini et al., 2009; Saxena et al.,
2004), suggerieren die Ergebnisse der vorliegenden Dissertation, dass die pharmakologische Hem-
mung von MCL1 bei DLBCL-Patienten mit einer hohen MCL1 Expression von therapeutischen

Nutzen sein kann.

3.3 Funktionelle Validierung von IkB{ bei molekularen DLBCL-
Subtypen

Die konstitutive Aktivierung des NF-kB-Signalweges bei ABC DLBCL kann durch die Induktion
von anti-apoptotischen Proteinen zur Hemmung von Apoptose beitragen (Catz & Johnson, 2001;
Grumont et al., 1999; Lee et al., 1999). Allerdings ist die Regulation spezifischer NF-kB-Zielgene
noch immer unklar. Eine Studie von Lenz et al. (2008c) konnte eine rekurrente chromosomale
Amplifikation des Ix B{-Lokus bei ABC DLBCL-Patienten identifizieren, die eine Rolle von IkB{
bei der molekularen Pathogenese von DLBCL suggeriert und in der vorliegenden Dissertation
néher untersucht wurde.

IxBU ist ein atypisches Mitglied der IkB-Familie, das in ruhenden, nicht-stimulierten Zellen
kaum exprimiert, durch bestimmte Stimuli jedoch stark induziert wird (sieche Abschnitt 1.3.2,
Seite 16). Im Vergleich zur konstitutiven Expression der typischen IkB-Mitgliedern, die im
Zytoplasma NF-kB-Untereinheiten binden und inaktivieren, legt die induzierbare Expression
und vorwiegend nukledre Lokalisation von IkB{ eine transaktivierende bzw. transreprimierende

Funktion bei der Expression von NF-kB-Zielgenen nahe.

3.3.1 Deregulation von IkBY

Anhand der Genexpressionsanalysen mittels DNA-Microarrays konnte festgestellt werden, dass
Ik B¢ signifikant hoher bei ABC im Vergleich zu GCB DLBCL-Patienten exprimiert ist (p =
5,7 x 10737). Ubereinstimmend konnte bei ABC im Vergleich zu GCB DLBCL-Zelllinien eine
signifikante Uberexpression sowohl der Ik B-mRNA als auch des IkBZ{-Proteins detektiert werden.

Diese Ergebnisse legen nahe, dass eine erhdhte Expression der Ik B-mRNA zu einer erhdhten
Translation des IkBZ{-Proteins fithrt. Zudem suggeriert diese Korrelation zwischen Ik B-mRNA
und -Protein, dass sich ABC DLBCL-Patienten durch eine Uberexpression von IkB{ sowohl auf
mRNA- als auch auf Protein-Ebene auszeichnen.

Eine Deregulation von IkB{ wurde bei hamatologischen Tumoren bislang weder beschrieben

noch funktionell untersucht. Eine Studie von Goransson et al. (2009) bei Liposarkomen konnte
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allerdings zeigen, dass IkB{ mit bestimmten Onkogenen interagiert und die Expression von
bestimmten NF-kB-Zielgenen reguliert (sieche Abschnitt 3.3.3, Seite 32). Trotz der noch nicht
vollstéandig untersuchten Wirkung von IkB{ auf die Expression NF-kB-abhéngiger Zielgene deutet
die Uberexpression von Ik B bei ABC DLBCL auf eine aktivierende Funktion hin, da sich dieser
Subtyp durch die konstitutive Aktivierung von NF-kB auszeichnet.

3.3.2 Molekulare Mechanismen der Deregulation von IkBZ

Die Untersuchung des Ik B{-Lokus auf Chromosom 3q12 bei DLBCL-Zelllinien mittels aCGH
offenbarte keine numerischen Aberrationen in der Kopienzahl bei Zelllinienmodellen mit einer
hohen IxB{ Expression. Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen konnte eine Studie von Lenz et
al. (2008¢) bei primiren DLBCL-Patienten eine Amplifikation eines 1,08 Mb grofien Bereiches
auf dem kleinen Arm von Chromosom 3 identifizieren, auf dem u.a. Ik B{ kodiert ist. Diese
Amplifikation konnte in ca. 10% der ABC DLBCL-Patienten nachgewiesen werden, jedoch nicht
bei GCB DLBCL-Patienten (Lenz et al., 2008c).

Angesichts der hohen Ik Bl Expression bei ABC DLBCL-Zelllinien ohne chromosomale Am-
plifikation des Ix B{-Lokus legen diese Ergebnisse zumindest bei den Zelllinienmodellen einen
alternativen Mechanismus zur Deregulation der Ix B Expression nahe. Ubereinstimmend zeigten
weitere Analysen bei ABC DLBCL-Zelllinien, dass die Ik B{ Expression von NF-kB reguliert
wird. So fithrte die Expression positiver Regulatoren des NF-kB-Signalweges mit aktivierenden
Mutationen (MyD88 L265P und CARDI11 L244P), die bei ABC DLBCL-Patienten nachgewiesen
werden konnen (Tabelle 1.1, Seite 7), zu einer deutlichen Induktion der Ix B{ Expression.

Da die konstitutive Aktivierung des NF-kB-Signalweges ein charakteristisches Kennzeichen von
ABC DLBCL ist (Davis et al., 2001; siehe Abschnitt 1.3.2, Seite 13), implizieren diese Ergebnisse,
dass IkB{ in erster Linie durch die Aktivierung von NF-kB bei ABC DLBCL dereguliert wird.
So ist dieser Signalweg wahrscheinlich auch bei ABC DLBCL-Patienten mit einer chromosomalen
Amplifikation des Ik B{-Lokus konstitutiv aktiv und stellt moglicherweise die Ursache fiir die hohe
IxB{ Expression bei diesen Féllen dar. Abschlieend kénnen aber chromosomale Amplifikationen
als Ursache fir die hohe Ix B¢ Expression bei einem Bruchteil der ABC DLBCL-Patienten nicht
ausgeschlossen werden.

Allerdings konnte bei der NF-kB-abhingigen ABC DLBCL-Zelllinie U2932 keine Expression von
Ik B nachgewiesen werden. Zudem konnte weder bei Hodgkin Lymphom (HL)- und Multiples
Myelom (MM)-Zelllinien noch bei HL- und MM-Patienten eine hohe Expression von IkB{
nachgewiesen werden, obwohl beide Entitdten durch eine konstitutive Aktivierung von NF-kB
charakterisiert sind (Annunziata et al., 2007; Bargou et al., 1997). Diese Daten implizieren,
dass die Expression von Ik B von zusétzlichen Stimuli reguliert wird, die in dieser Arbeit nicht
weiter untersucht wurden. So konnte eine Studie von Yamazaki et al. (2005) zeigen, dass die
Stabilisierung der Ik B-mRNA durch post-transkriptionelle Mechanismen wesentlichen Einfluss

auf das Expressionslevel von Ik B{ hat.
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3.3.3 Funktionelle Analysen von IkBY

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation konnte sowohl bei primadren DLBCL-Patienten als auch
bei etablierten DLBCL-Zelllinien gezeigt werden, dass sich ausschliellich der ABC-Subtyp durch
eine hohe IkB{ Expression auszeichnet. Diese Ergebnisse zeigen damit, dass DLBCL-Zelllinien

ein geeignetes Modellsystem fiir funktionelle Analysen darstellen.

Herunterregulation von IkB{ mittels shRNA

Zur Untersuchung der funktionellen Bedeutung von IkBZ bei der molekularen Pathogenese von
DLBCL wurde dessen Expression bei DLBCL-Zelllinien mittels shRNA herunterreguliert und die
Viabilitat der Zelllinien gemessen, analog zur Untersuchung der funktionellen Bedeutung von
MCL1 (siehe Abschnitt 3.2.3, Seite 26).

Die Herunterregulation der Expression von [kB{ mittels shRNA induzierte nur bei ABC
DLBCL-Zelllinien mit einer hohen IkB{ Expression Zelltod. Im Gegensatz dazu wirkte sich die
Herunterregulation von IkB{ weder bei GCB DLBCL- noch bei HL- und MM-Zelllinien auf
deren Viabilitdt aus. Da die shRNA-vermittelte Toxizitat bei ABC DLBCL-Zelllinien sowohl mit
zwei unabhingigen shRNA gegen Ik B{ gezeigt, als auch durch die Uberexpression einer Ik B¢
c¢DNA in einem sog. rescue-Experiment kompensiert werden konnte, kénnen off-target-Effekte
als Ursache fiir den Zelltod weitgehend ausgeschlossen werden.

Diese Ergebnisse zeigen, dass IkBZ nicht nur durch die konstitutive Aktivierung des NF-kB-
Signalweges bei ABC DLBCL exprimiert wird, sondern auch fiir die Zellproliferation und das
Uberleben der Zellen benétigt wird.

Charakterisierung der Interaktionspartner von IkBY

Da IxkB{ eine C-terminale Ankyrin-Doméne besitzt, iiber die eine Interaktion mit NF-kB-
Untereinheiten moglich ist (Kitamura et al., 2000; sieche Abschnitt 1.3.2, Seite 16), wurde im
Rahmen der vorliegenden Dissertation nach potentiellen Bindungspartnern von IkBZ gesucht. Bei
293T-Zellen konnte zunéchst mittels Luciferase-Reporter-Assay eine Interaktion zwischen kB
und p50 sowie p52, aber nicht zwischen IkB{ und RelA, RelB und Rel nachgewiesen werden.
Diese Interaktionen konnten bei DLBCL-Zelllinien mittels Immunprézipitation bestétigt werden.

In Ubereinstimmung mit diesen Ergebnissen konnte eine Interaktion zwischen IkBZ und p50
ebenfalls in einer Studie von Trinh et al. (2008) beschrieben werden. Allerdings konnte in der
vorliegenden Dissertation keine Interaktion mit p65 festgestellt werden, die zuvor von Totzke et
al. (2006) beschrieben wurde. Vielmehr konnte eine Interaktion zwischen IkB{ und p52 detektiert
werden, die bislang noch nicht beschrieben wurde.

Waéhrend p50 eine wichtige Rolle im klassischen NF-kB-Signalweg spielt, ist p52 mit dem
alternativen NF-kB-Signalweg assoziiert (Bonizzi & Karin, 2004; siche Abschnitt 1.3.2, Seite 12).
Folglich zeigen die Ergebnisse, dass IkB{ sowohl mit Komponenten des klassischen als auch des
alternativen NF-kB-Signalweges interagiert.

Die Interaktion von IkB{ mit p52 deutet auf eine bisher unbekannte regulatorische Funktion
von [kB{ auf den alternativen NF-kB-Signalweg bei DLBCL hin. Da der Fokus vieler Studien
auf die konstitutive Aktivierung des klassischen NF-kB-Signalweges bei ABC DLBCL gerichtet
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wurde, ist die Rolle des alternativen NF-kB-Signalweges bei der molekularen Pathogenese von
DLBCL noch immer unklar (Jost & Ruland, 2007). Allerdings zeigte eine Studie von Pham et al.
(2011), in der eine Deregulation von NIK bei DLBCL nachgewiesen und mit einer Aktivierung des
alternativen NF-kB-Signalweges assoziiert werden konnte, dass der alternative NF-kB-Signalweg
ebenfalls konstitutiv bei ABC DLBCL aktiv ist. Zudem konnten Neri et al. (1991) bereits
chromosomale Aberrationen des NF-«k B2-Lokus bei DLBCL nachweisen, die zur Aktivierung
des alternative Signalweges fithren konnen (Ishikawa et al., 1997). Zusammen mit den bereits
publizierten Daten iiber die konstitutive Aktivierung des klassischen NF-kB-Signalweges bei
ABC DLBCL (Davis et al., 2001; siche Abschnitt 1.3.2, Seite 13), legen die im Rahmen der
vorliegende Dissertation gezeigten Ergebnisse eine zentrale Stellung von IkBC bei der Regulation
beider NF-kB-Signalwege bei ABC DLBCL nahe.

Bedeutung von IkBY fiir die NF-kB-Aktivitat

Die Wirkung von IxkBZ auf den NF-kB-Signalweg ist bislang ungeklart. So konnte IkBZ sowohl
eine transaktivierende als auch eine transreprimierende Funktion zugeschrieben werden (Kitamura
et al., 2000; Yamazaki et al., 2001; siche Abschnitt 1.3.2, Seite 16). Um den Einfluss von IxBZ
auf die Genexpression bei DLBCL zu untersuchen, wurde die Expression von IkB{ bei einer
ABC DLBCL-Zelllinie mittels shRNA herunterreguliert und die genomweite Verédnderung der
Genexpression mittels DNA-Microarrays analysiert.

Mit Hilfe der Genexpressionsanalysen konnte in der vorliegenden Dissertation gezeigt werden,
dass die Expression einer Reihe von Genen durch die Herunterregulation von IkB{ gehemmt
wird, die von NF-kB abhéngig sind oder eine wichtige Rolle bei Entziindungsreaktionen und bei
der Immunantwort spielen. So konnte u.a. eine signifikante Deregulation von SOCS3, BATF,
BCL3, CDC25A, IL5RA und EBI3 nachgewiesen werden.

Diese Ergebnisse implizieren, dass die Herunterregulation von IkB{ die Aktivitat von NF-«kB
dereguliert. Ubereinstimmend konnte mittels gene set enrichment analysis (GSEA) festgestellt
werden, dass die [kB{-Signatur eine signifikante Anreicherung von Genen enthélt, die auch durch
einen IKKpP-Inhibitor (MLN120b) dereguliert werden. Zudem stimmte die IkB{-Signatur signifi-
kant mit der eines MALT1-Inhibitors (z-VRPR-fmk) tiberein, der ebenfalls die Expression von
NF-kB-Zielgenen beeinflusst (Hailfinger et al., 2009). Dariiber hinaus konnte in der IkBZ-Signatur
auch eine signifikante Anreicherung von Genen identifiziert werden, durch deren Expression sich
ABC DLBCL auszeichnen und von anderen aggressiven Lymphomen unterscheiden.

Zusammenfassend suggerieren die hier dargestellten Ergebnisse, dass IkB{ eine essentielle
Rolle bei der Regulation von NF-kB-Zielgenen bei ABC DLBCL spielt. So konnte auch bei
anderen ABC DLBCL-Zelllinien die Hemmung von NF-kB-abhéngigen Zielgenen nach der
Herunterregulation von IkB{ nachgewiesen werden. Wie erwartet konnte zudem ein Riickgang
der Phosphorylierung von IkBa und STAT3 nach der Herunterregulierung von IxBZ beobachtet
werden, da die Phosphorylierung von STAT3 iiber die autokrine Sekretion von IL-6 und IL-10
induziert wird und diese von der Aktivierung von NF-kB abhéngig ist (Lam et al., 2008). Diese
IxBC-abhingige Aktivierung von STAT3 konnte auch die Korrelation zwischen NF-kB- und
STAT3-Aktivierung bei ABC DLBCL erkldren, die Lam et al. (2008) identifizieren konnte.
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3.4 Klinische Relevanz

Ein weiteres Ziel der vorliegenden Dissertation war die Analyse der identifizierten Onkogene
MCL1 und IxB{ als potentielle Zielstrukturen, die im Rahmen einer Behandlung von klinisch
ungiinstig verlaufenden DLBCL-Patienten pharmakologisch inhibiert werden kénnen. Obwohl
sich unser Wissensstand iiber das DLBCL seit dessen Erstbeschreibung signifikant verbessert
hat, bleiben zahlreiche Fragen bzgl. der Behandlung offen. So kommt es insbesondere bei ABC
DLBCL héufig zu einem Therapieversagen und einer Entstehung von Rezidiven, die sich nur

schwer therapieren lassen (Gisselbrecht et al., 2010).

3.4.1 Aktueller Stand der Diagnostik und Therapie

Im klinischen Alltag werden die molekularen DLBCL-Subtypen bislang nicht voneinander diffe-
renziert. Vor allem hélt die Komplexitédt der Genexpressionsanalyse und die Notwendigkeit nach
frischem oder tiefgefrorenem Gewebe deren Einzug in die Routinediagnostik ab. Die Verwendung
von wenigen immunhistochemischen Markern stellt zwar eine realisierbare Alternative zur Repro-
duktion der mit Hilfe von DNA-Microarrays identifizierten Subgruppen dar, ist aber noch nicht
ausreichend standardisiert (de Jong et al., 2007). So erfolgt heutzutage die Erstlinientherapie bei
fast allen DLBCL-Patienten nach dem gleichen R-CHOP Protokoll (Armitage, 2012; Diihrsen et
al., 2012).

3.4.2 Innovative Ansdtze zur Behandlung von DLBCL

Um die Prognose von DLBCL-Patienten mit klinisch ungiinstigem Verlauf zu verbessern, miissen
innovative Behandlungsanséitze fiir eine spezifische Lymphomtherapie entwickelt werden. In
der vorliegenden Dissertation konnte gezeigt werden, dass (a) MCL1 und (b) IkB{ attraktive
Zielstrukturen bei der Behandlung von DLBCL-Patienten darstellen.

(a) Hemmung von MCL1

Die hier gezeigte Rolle von MCL1 bei der Hemmung von Apoptose bei DLBCL und dessen
Bedeutung fiir die Sensitivitdt von DLBCL-Zelllinien gegeniiber diversen Chemotherapeutika
verdeutlicht, dass die spezifische Hemmung von MCL1 von therapeutischem Nutzen sein kann.
MCL1 kann pharmakologisch durch das BH3-Mimetikum Obatoclax (GX15-070) gehemmt werden.
Dieser sog. small molecule Inhibitor ist der BH3-Doméne pro-apoptotischer BCL2-Mitglieder
nachempfunden, die in der globuldren Tasche von MCL1 bindet (Nguyen et al., 2007).

Die Behandlung MCL1-positiver und -negativer DLBCL-Zelllinien mit diesem Inhibitor in der
vorliegenden Dissertation zeigte, dass MCL1-positive Zelllinien sensitiver gegeniiber Obatoclax
sind als MCL1-negative Zelllinien. Des Weiteren konnte eine Induktion von Apoptose gezeigt
werden, die durch die Freisetzung von Bak erklirt werden kann (Abbildung 3.1, Seite 34).
Allerdings handelt es sich bei Obatoclax um einen pan-BCL2-Inhibitor, der neben MCL1 auch
die anti-apoptotischen BCL2-Mitglieder BCL2, BCL-XL und BCL-W inhibiert (Nguyen et al.,
2007). Die Induktion von Apoptose kann also durch die Hemmung von BCL2, BCL-XL und
BCL-W nicht ausgeschlossen werden.
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Die hier gezeigten Daten legen nahe, dass die Hemmung von MCL1 einen effektiven thera-
peutischen Ansatz bei DLBCL-Patienten darstellen kénnte. Diese Hypothese wird durch eine
aktuelle Studie von Kelly et al. (2014) bei Mausmodellen bekréftigt, in der das Tumorwachstum
von ¢-MYC-abhidngen Lymphomen signifikant durch die Hemmung von MCL1 beeintrachtigt
werden konnte. Dariiber hinaus betont der hier gezeigte Einfluss der MCL1 Expression auf die
Chemosensitivitdt von DLBCL-Zelllinien dessen therapeutische Relevanz (siehe Abschnitt 3.2.3,
Seite 28). Ubereinstimmend mit diesen Daten konnte die Studie von Nguyen et al. (2007) zeigen,
dass Obatoclax die MCL1-vermittelte Apoptoseresistenz iiberwinden kann. Unabhéngig davon
konnte mit dem BCL2-spezifischen BH3-Mimetikum ABT-737, das MCL1 nicht binden kann
(Oltersdorf et al., 2005), gezeigt werden, dass die Entstehung von Resistenzen gegentiber diesem
Inhibitor maBgeblich von einer hohen Expression von MCL1 vermittelt wird (Konopleva et al.,
2006; van Delft et al., 2006).

Die Wirkung von Obatoclax wird bereits in mehreren klinischen Studien bei der Behandlung
von Lymphomen und Leukédmien untersucht (Goard & Schimmer, 2013). Auch wenn Obatoclax
als Monotherapeutikum bisher nur begrenzte Therapieerfolge aufweist, konnte die Kombination
mit dem Protease-Inhibitor Bortezomib vorléufige Erfolge bei der Behandlung von Mantelzelllym-
phomen und MM verzeichnen (Goy et al., 2007; Stewart et al., 2012).

|
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Abbildung 3.1: Schematische Darstellung des Wirkmechanismus von Obatoclax zur
Induktion von Apoptose. MCL1 verhindert die Induktion von Apoptose bei DLBCL, indem
es die Oligomerisation des pro-apoptotischen BCL2-Mitglieds verhindert (Willis et al., 2005).
Das BH3-Mimetikum Obatoclax besetzt die hydrophobe Bindungstasche von MCL1, verhindert
die Interaktion mit Bak und induziert bei MCL1-abhéngigen Zelllinien Apoptose (Nguyen et al.,
2007).

(b) Hemmung von IkBg

Angesichts der signifikanten Uberexpression von IkB{ bei ABC im Vergleich zu GCB DLBCL
und dessen Rolle bei der Regulation von NF-kB-Zielgenen stellt die Hemmung von IkBC eine
aussichtsreiche Therapieoption bei der Behandlung von ABC DLBCL-Patienten dar. Auch
wenn die direkte pharmakologische Hemmung von IkB{ aufgrund einer fehlenden katalytischen
Aktivitdt schwierig ist, fithren diverse Inhibitoren des NF-kB-Signalweges ebenfalls zu dessen

Herunterregulation. So konnte in der vorliegenden Dissertation eine signifikante Anreicherung
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der IkB{-Zielgene in den Signaturen detektiert werden, die mit Hilfe eines IKKP-Inhibitors und
eines MALT1-Inhibitors erstellt wurden. Sowohl der IKKp-Inhibitor MLN120b als auch der
MALT1-Inhibitor z-VRPR-fmk zeigten bereits vielversprechende Ergebnisse in vorklinischen
Studien (Hailfinger et al., 2009; Lam et al., 2005).

Unabhéngig von der Hemmung von IkB zeichnen die hier présentierten Daten die Expression
von kB als interessanten diagnostischen und prognostischen Marker von ABC DLBCL aus,
da sowohl DLBCL-Patienten als auch -Zelllinien eine Subtyp-spezifische Expression von IkBZ
aufwiesen. Sollte es zudem gelingen, Ik B{ immunhistochemisch zu detektieren, wére eine genauere
Einteilung von DLBCL-Patienten in die molekularen Subgruppen mittels immunhistochemischen
Markern denkbar.

3.5 Fazit

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation konnte sowohl das anti-apoptotische BCL2-Mitglied
MCL1 als auch das atypische IkB-Mitglied IkB{ als Subtyp-spezifische Onkogene von ABC
DLBCL identifiziert werden. Bei der funktionellen Untersuchung beider Proteine bei Zelllinien-
modellen konnten ihre zentrale Rollen bei der molekularen Pathogenese von DLBCL erstmals
charakterisiert werden. Angesichts der Bedeutung von MCL1 fiir die Sensitivitdt von Tumorzellen
gegeniiber diversen Chemotherapeutika und der Schliisselposition von IkB{ bei der Regulation
von NF-kB-abhéngigen Zielgenen stellt die therapeutische Hemmung beider Proteine einen
innovativen Behandlungsansatz fiir die spezifische Therapie von DLBCL-Patienten mit klinisch

ungiinstigem Verlauf dar.

3.6 Ausblick

Die Translation wissenschaftlicher Erkenntnisse in die klinische Anwendung ist eine zentrale
Aufgabe der modernen Medizin. Eine Voraussetzung zur Verbesserung der ungiinstigen Prognose
von ABC DLBCL-Patienten und zur Entwicklung neuer therapeutischer Behandlungsansétze ist
das Verstiandnis der molekularen Mechanismen der Pathogenese von DLBCL. Diese Bestrebung
wird zu spezifischen und weniger toxischen Behandlungsstrategien von Patienten mit DLBCL

fihren.
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4 Zusammenfassung

Das diffuse grofizellige B-Zell Lymphom (DLBCL) stellt mit einem Anteil von ca. 30-40% den
héufigsten Lymphom-Subtyp bei Erwachsenen dar. Es ist eine heterogene diagnostische Kategorie,
die anhand von Genexpressionsanalysen in zwei vorherrschende molekulare Subtypen unterteilt
werden kann: Den Keimzentrums-B-Zell (GCB) Subtyp und den aktivierten B-Zell (ABC)
Subtyp. Mehrere Studien konnten zeigen, dass diese molekularen Subtypen aus unterschiedlichen
Vorléduferzellen wahrend der B-Zell Entwicklung entstehen, von der Aktivierung bestimmter
Signalwege abhangig sind und unterschiedliche klinische Verlaufe aufweisen.

Die Deregulation bestimmter Onkogene und Signalwege kann zur Entstehung der unterschied-
lichen DLBCL-Subtypen beitragen. Allerdings sind viele der zugrunde liegenden molekularen
und zellbiologischen Mechanismen immer noch unverstanden. Daher sollte in der vorliegenden
Dissertation Subtyp-spezifische Onkogene bei den molekularen DLBCL-Subtypen identifiziert
und ihre molekulare Funktion bei der Pathogenese von DLBCL untersucht werden.

Bei primdren DLBCL-Patienten konnte mittels Genexpressionsanalysen (n = 350; p =
2,7 x 1071%) und Immunhistochemie (n = 249; p = 0,001) gezeigt werden, dass ABC DLBCL
eine signifikante Uberexpression des anti-apoptotischen Proteins MCL1 aufweisen. Die Auswer-
tung von array comparative genomic hybridisation (aCGH) Daten bei DLBCL-Patienten und
-Zelllinien zeigte, dass die aberrante MCL1 Expression héufig auf chromosomale Amplifikationen
zuriickzufiithren ist. Zudem konnte nachgewiesen werden, dass die konstitutive Aktivierung des
JAK/STAT Signalweges zu einer MCL1 Deregulation bei DLBCL fiihrt. Weitere funktionelle
Analysen von MCL1 bei DLBCL-Zelllinien haben gezeigt, dass sowohl die Herunterregulation der
MCL1 Expression mittels shRNA, als auch die Behandlung mit dem BH3-Mimetikum Obatoclax
nur bei Zelllinien mit einer hohen MCL1 Expression toxisch ist und Apoptose auslost. Zuséatzlich
konnte gezeigt werden, dass das Expressionslevel von MCL1 die Sensitivitdt von DLBCL-Zelllinien
gegeniiber diversen Chemotherapeutika beeinflusst.

Des Weiteren konnte bei der Analyse von Genexpressionsdaten von 350 priméren DLBCL-
Patienten eine signifikante Uberexpression von IkBZ, einem atypischen Mitglied der IxB-Familie,
bei ABC DLBCL identifiziert werden (p = 5,7 x 10737). Die Herunterregulation von IkB{ mittels
shRNA induzierte nur bei ABC DLBCL-Zelllinien und nicht bei GCB DLBCL-Zelllinien Zelltod.
Uberraschenderweise zeigten Genexpressionsanalysen, dass die Herunterregulation von IxBZ
die Expression einer Vielzahl von typischen NF-kB-Zielgenen beeinflusst. Zudem konnte eine
Interaktion zwischen IkB{ und den NF-kB-Untereinheiten p50 und p52 festgestellt werden, die
auf eine regulatorische Funktion von IkB{ auf den klassischen und alternativen NF-kB-Signalweg
deutet.

Zusammenfassend unterstreichen die Ergebnisse der vorliegenden Dissertation die funktionelle
Bedeutung von MCL1 und IxBZ bei der molekularen Pathogenese von DLBCL. Sowohl der
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4 Zusammenfassung

Einfluss von MCL1 auf die Sensitivitdt von Tumorzellen gegeniiber diversen Chemotherapeutika
als auch die Schliisselposition von kB bei der Regulation NF-kB-abhéngiger Zielgene zeigen,
dass eine spezifische Hemmung ihrer Aktivitdt einen therapeutischen Nutzen haben kann und

sprechen fiir weitere Evaluationen in zukinftigen Studien.

37



5 Summary

Diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL) accounts for approximately 30-40% of all malignant
lymphoma cases in adults. DLBCL is a heterogeneous diagnostic category and gene expression
studies have identified two major molecular subgroups of DLBCL, termed germinal center B-cell-
like (GCB) DLBCL and activated B-cell-like (ABC) DLBCL. Further studies revealed that these
subgroups arise from different stages of normal B-cell differentiation, utilize distinct oncogenic
mechanisms, and differ in their clinical behaviour.

Deregulation of certain oncogenes and signaling pathways may contribute to the development of
different DLBCL subtypes. However, many of the underlying molecular and biological mechanisms
are not yet fully understood. Therefore, the aim of the present study was to identify novel subtype-
specific oncogenes and to elucidate their molecular function in the pathogenesis of DLBCL.

Evaluation of gene expression profiling data from 350 DLBCL patient samples revealed the
anti-apoptotic BCL2-Family member MCL1 to be upregulated in ABC compared to GCB
DLBCL primary patient samples (p = 2.7 x 107'Y). Immunohistochemistry confirmed high
MCL1 protein expression predominantly in ABC DLBCL in an independent patient cohort
(n = 249; p = 0.001). Analysis of array comparative genomic hybridisation (aCGH) data of
DLBCL samples showed that aberrant expression of MCL1 is often caused by chromosomal
amplifications. Additionally, constitutive STAT3 signaling was shown as a different mechanism
leading to high MCL1 expression. Further analyses revealed that inhibition of MCL1 either
by shRNA or treatment with the BH3-mimetic obatoclax induced apoptotic cell death only
in MCL1 expressing DLBCL cell lines. Moreover, MCL1 expression levels affected sensitivity
of DLBCL cell lines to chemotherapeutic agents commonly used in the treatment of DLBCL
patients, indicating that MCL1 contributes to therapy resistance.

In addition to these results, gene expression analyses showed that the atypical IkB-family
member IkB{ is expressed in the ABC subtype of DLBCL at significant higher levels compared
to GCB DLBCL patients (n = 350; p = 5.7 x 10737). Knockdown of IxBZ using shRNA was
toxic to ABC but not to GCB DLBCL cell lines. Gene expression profiling after Ik B{ knockdown
revealed a large number of known NF-kB target genes to be regulated by IkB{. Further analyses
detected a physical interaction of IkBZ with both p50 and p52 NF-kB subunits, indicating that
IkB{ regulates a specific set of NF-kB target genes by interacting with components of the classical
and alternative NF-kB pathway in ABC DLBCL.

Collectively, the results of this study reveal the functional significance of IkB{ and MCLI in
the molecular pathogenesis of DLBCL. Both the effect of MCL1 on the sensitivity towards diverse
chemotherapeutic agents as well as the key position of IkBC in the regulation of NF-kB-dependent
target genes suggest that their specific inhibition might be an effective therapeutic approach,

and call for further evaluation in future studies.
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Anhang

5.1 Zusatzinformationen fiir Manuskript |

Die Zusatzinformationen fiir das Manuskript I mit dem Titel ,MCL1 is deregulated in subgroups
of diffuse large B-cell lymphoma* kénnen unter folgender DOI-Adresse abgerufen werden: http:
//dx.doi.org/10.1038/leu.2012.367.

5.2 Zusatzinformationen fiir Manuskript |l

Die Zusatzinformationen fiir das Manuskript II mit dem Titel ,, Ik B{ controls the constitutive
NF-x B target gene network and survival of ABC DLBCL* kénnen unter folgender DOI-Adresse
abgerufen werden: http://dx.doi.org/10.1182/blood-2013-06-508028.
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