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1. Einleitung

1.1 E-Proteine als zentrale Regulatoren der lymphatischen Differenzierung

Die Differenzierung hamatopoetischer Stammzellen in definierte Zellreihen wird durch ein
komplexes Netzwerk von Transkriptionsfaktoren gesteuert, die Linien-spezifische
Genexpressionsprogramme etablieren und/oder alternative Entwicklungswege unterdricken.
Eine Schlusselrolle fur die Differenzierung in B- und T-Lymphozyten spielt die Familie der E-
Proteine, die von den Transkriptionsfaktoren E12, E47, HEB und E2-2 gebildet wird (Murre,
2005). Sie gehoren strukturell zur Gruppe der basischen Helix-Loop-Helix (bHLH)-Proteine.
Die HLH-Domane ist verantwortlich fir die Bildung von Homo- oder Heterodimeren, wahrend
die basische Region die spezifische Bindung an eine DNA-Konsensussequenz vermittelt, die
als E-Box bezeichnet wird (CANNTG) (Murre et al.,, 1989). E-Proteine weisen zwei hoch
konservierte Regionen auf, AD1 und AD2, Uber die Koaktivator- oder Korepressor-Komplexe
rekrutiert werden kdnnen, wodurch sie je nach Dimerisierungspartner und Zell- oder
Promotorkontext als Aktivatoren oder Repressoren der Transkription wirken (Quong et al.,
1993). Als zusétzliche Besonderheit werden E12 und E47 vom selben Gen, E2A, kodiert und
entstehen durch alternatives Splicing eines Exons im Bereich der bHLH-Domane, woraus
unterschiedliche DNA-Bindungsaktivitaten resultieren (Murre et al., 1989).

Bemerkenswert ist, dass E-Proteine von der hamatopoetischen Stammzelle bis zu den
spaten Reifungsstadien lymphatischer Zellen wichtige Kontrollpunkte der Differenzierung
beeinflussen (Abb. 1). In der frihen Phase der Hamatopoese ist E2A an der
Aufrechterhaltung des Pools von Stammzellen und friihen Vorlauferzellen beteiligt (Semerad
et al.,, 2009). E2A fordert dabei die Entwicklung in Richtung lymphatisch gepragter
multipotenter Progenitoren (LMPPs), indem es bereits auf dieser Stufe an der Etablierung
einer Gensignatur mitwirkt, die fir Lymphozyten charakteristisch ist, einschlieBlich der Gene
fur Rag1, II7r, Dntt, Igh6 und Notch1 (lymphoid priming) (Dias et al., 2008). Anschliel’end
treten die lymphatischen Vorlauferzellen in die B- oder T-Zell-Entwicklung ein, wobei
Umgebungssignale, wie z. B. die Stimulation Gber Notch-Liganden im Thymus, die weitere
Entwicklung in eine der beiden Reihen malgeblich beeinflussen (Rothenberg et al., 2008).
Im weiteren Verlauf besteht die DNA-Bindungsaktivitdt der E-Proteine in B-Zellen
vorwiegend aus E47-Homodimeren, wahrend im T-Zell-System Heterodimere aus E47 und
HEB vorherrschen (Sawada und Littman, 1993; Shen und Kadesch, 1995).

In der frihen B-Zell-Entwicklung ist E2A an einem regulatorischen Netzwerk beteiligt, das im
Wesentlichen aus den Transkriptionsfaktoren E2A, EBF1 und Pax5 besteht und den Eintritt
in die B-Zell-Linie und die Aufrechterhaltung des B-Zell-spezifischen

Genexpressionsprogramms kontrolliert (lineage specification and commitment) (Busslinger,



2004). Der Verlust von E2A im Mausmodell fihrt zu einem Block in der B-Zell-
Differenzierung noch vor Einsetzen der V(D)J-Rekombination der Immunglobulin (Ig)-Gene
(Bain et al, 1994). E2A ist notwendig flr die Aktivierung der Transkription und
Rekombination der Ig-Loci, vermittelt durch die Bindung an Enhancer-Elemente der Ig-Gene
sowie die Induktion der Rekombinationsenzyme Rag1 und Rag2 (Hsu et al., 2003; Kee,
2009). Zusatzlich induziert E2A die Expression der Transkriptionsfaktoren EBF1 und
FOXO1, was im Zusammenspiel mit IRF4, IRF8 und PU.1 wiederum zur Aktivierung von
Pax5 flhrt (Decker et al., 2009; Lin et al., 2010). In unterschiedlichen Kombinationen sind
diese  Faktoren letztendlich ~ fir  die  Etablierung des  B-Zell-spezifischen
Expressionsprogramms  verantwortlich, beispielsweise fir die Transkription der
Komponenten des pra-B-Zell-Rezeptors (B cell receptor, BCR; Ig-a, Ig-B, A5 und Vpre-B)
oder des Korezeptors CD19 (Kee, 2009). Verglichen mit der friihen B-Zell-Entwicklung ist die
Rolle von E-Proteinen in den spaten Stadien der B-Zell-Reifung weniger gut charakterisiert.
Im Hinblick auf die Keimzentrumsreaktion ist bekannt, dass die E2A-DNA-Bindungsaktivitat
bei Aktivierung von reifen B-Zellen stark ansteigt und E47 vor allem in Zentroblasten hoch
exprimiert wird (Quong et al.,, 1999; Rutherford und LeBrun, 1998). Hervorzuheben ist in
diesem Zusammenhang vor allem die Bedeutung von E2A fir die Induktion des Enzyms
activation-induced cytidine deaminase (AID, kodiert durch das Gen AICDA), das fur die
somatische Hypermutation und den Ig-Klassenwechsel unabdingbar ist (Gonda et al., 2003;
Sayegh et al., 2003). Der gezielte knockout von E2A in reifen B-Zellen der Maus fuhrt zu
einer beeintrachtigten Bildung von Keimzentrums-B-Zellen nach Immunisierung, was sich in
einer verminderten Zahl und GréRe entstehender Keimzentren niederschlagt (Kwon et al.,
2008).

Ahnlich wie bei B-Lymphozyten fiihrt der knockout von E2A in T-Zellen zu einem friihen,
allerdings unvollstandigen Stopp in der T-Zell-Differenzierung beim Ubergang vom doppelt-
negativen Stadium 1 zum Stadium 2 (double-negative 1/2, DN1/2) (Bain et al., 1997). E-
Proteine regulieren verschiedene kritische Prozesse in T-Zellen: Sie aktivieren die
Expression T-Zell-assoziierter Gene, fordern die Rekombination des T-Zell-Rezeptors f
(TCRP) und kontrollieren den Ubergang zu spateren Stadien der T-Zell-Entwicklung (Murre,
2005). Bei der Induktion von T-Zell-Genen besteht eine Kooperation mit dem Notch-
Signalweg, der fur die T-Zell-Entwicklung essentiell ist. E-Proteine verstarken die zellulare
Antwort auf Notch-vermittelte Stimuli, indem sie mehrere Komponenten des Notch-
Signalwegs transkriptionell aktivieren, u. a. Notch1 und 3, und zuséatzlich synergistisch an der
Induktion von Notch-Zielgenen mitwirken (z. B. Hes1, CD7 und pre-TCRa) (lkawa et al.,
2006). Das TCRp-Rearrangement wird dadurch vorangetrieben, dass E-Proteine an der
Induktion von Rag1 und Rag2 beteiligt sind und die Zuganglichkeit des TCRp-Locus durch

Rekrutierung von Koaktivatoren erhéhen (Agata et al., 2007). Gleichzeitig verlangsamen E-



Proteine die Zellzyklusprogression und blockieren die Differenzierung solange, bis ein
produktives Rearrangement des TCRp stattgefunden hat. Erst nach erfolgreicher
Rekombination wird die E-Protein-Aktivitat durch pra-TCR-abhangige Signale reduziert und
die zelluldre Expansion freigegeben (Engel et al.,, 2001). Eine ahnliche Situation besteht
beim Ubergang vom doppelt-positiven (CD4+ CD8+) zum einfach-positiven Stadium (CD4+
versus CD8+). E2A und HEB sind notwendig, um in dieser Phase die Reifung bis zu einem
kompletten Rearrangement der TCRo-Kette zu verzégern (Jones und Zhuang, 2007).
Vergleichbar mit dem pra-TCR wird die E-Protein-Aktivitdt anschlie®end durch TCRof-
vermittelte Signale, die Uber die Stimulation von MAP-Kinasen und die Induktion von Id3
verlaufen, weiter abgesenkt (Bain et al., 2001).

Die Aktivitat der E-Proteine wird auf mehreren Ebenen reguliert. Ein zentraler Mechanismus
ist die Kontrolle ihrer DNA-Bindungsaktivitat durch die Interaktion mit anderen HLH-
Proteinen. Besonders bedeutende Interaktionspartner sind die Faktoren der Id-Familie
(inhibitor of DNA binding 1 — 4). Id-Proteine besitzen eine HLH-Domane, aber keine basische
Region fir die Bindung an DNA, so dass sie nach Bildung von Heterodimeren mit E-
Proteinen deren DNA-Bindungsaktivitat blockieren (Murre, 2005). Die Wechselwirkungen
zwischen E-Proteinen  und Id-Faktoren  haben  starke  Auswirkungen  auf
Linienentscheidungen in der Hamatopoese. Dies beginnt bereits auf der Ebene fruher
multipotenter Vorlauferzellen, in denen eine hoéhere Expression von Id1 oder I1d2 — und
daraus resultierend eine verminderte E2A-Aktivitdt — die Differenzierung von einer
lymphatischen Orientierung in Richtung myeloischer bzw. erythroider Zellen verschiebt
(Cochrane et al., 2009; Ji et al., 2008). Besonders ausgepragt ist der Effekt von 1d2 in Bezug
auf die Linienentscheidung zwischen Iymphatischer Differenzierung und NK-Zell-
Entwicklung. Im Zuge der Differenzierung in NK-Zellen steigt die Expression von Id2 stark
an. Dem entspricht die Beobachtung, dass der knockout von 1d2 in der Maus zu einer
betrachtlichen Reduktion von NK-Zellen fihrt (Yokota et al., 1999). Die zuséatzliche Deletion
von E2A in Id2-defizienten Mausen wiederum bewirkt eine teilweise Wiederherstellung der
NK-Zell-Reifung (Boos et al., 2007). Zusammengenommen ergibt sich daraus ein Szenario,
in dem die Abschwachung der E2A-Aktivitat durch Induktion von Id2 eine entscheidende
Voraussetzung fir die Entwicklung von Vorlauferzellen in reife NK-Zellen ist. Ein sehr
ahnlicher Mechanismus ist bei der Entwicklung bestimmter Subtypen dendritischer Zellen
erkennbar. Wahrend der Entwicklung dendritischer Zellen sinkt einerseits die Expression von
E2A, wahrend andererseits 1d2 induziert wird, was in der Summe die E-Protein-Aktivitat stark
reduziert (Hacker et al., 2003).

Ein zweites Grundprinzip der Regulation der Aktivitat von E-Proteinen ist ihre Interaktion mit
bHLH-Proteinen, die ihre transaktivierende Wirkung modifizieren. Beispiel hierflr ist die

Interaktion mit dem bHLH-Faktor activated B cell factor 1 (ABF1), der eine Repressor-



Domane besitzt. Dies hat zur Folge, dass E2A/ABF1-Heterodimere in Reporterassays nach
Bindung an das E-Box-Motiv nicht mehr wie E2A-Homodimere als Aktivatoren wirken,
sondern die Transkription hemmen, d. h. es ist denkbar, dass durch die Wirkung von ABF1
der Effekt von E-Proteinen am Zielpromotor umgekehrt wird (Massari et al., 1998).
Vergleichbares gilt fir die Wechselwirkung von E-Proteinen mit weiteren bHLH, wie z. B.
TAL1/SCL (O'Neil und Look, 2007). TAL1/SCL kann ebenfalls Heterodimere mit E-Proteinen
bilden, was durch die Rekrutierung von Korepressor-Komplexen wie mSin3a/HDAC eine

Inhibition von Zielgenen zur Folge hat (O'Neil et al., 2004).
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Abb. 1. Ubersicht iiber die Funktion von E-Proteinen wihrend der hamatopoetischen
Differenzierung. Dargestellt ist die Reifung von der hamatopoetischen Stammzelle Uber die
multipotenten Progenitorstadien bis hin zur T- und B-Zell-Reihe (Adolfsson et al., 2005; lwasaki und
Akashi, 2007). Fur die einzelnen Reifungsschritte ist jeweils die Funktion der E-Box-
Transkriptionsfaktoren angegeben. Zuséatzlich ist die Modulation der E-Box-Aktivitat durch die HLH-
Proteine Id1 und 1d2 wahrend der Differenzierung in Richtung myeloische und dendritische Zellen
sowie NK-Zellen markiert (Referenzen siehe Text und Kee, 2009). Rot hervorgehoben ist der
Entwicklungsblock in der T- und B-Zell-Entwicklung nach E2A knockout im Mausmodell sowie die
daraus resultierenden zellbiologischen Folgen (Entwicklung von T-Zell-Lymphomen bzw. Ausbildung
eines multipotenten Entwicklungspotentials; siehe Abschnitt 1.2). LT-HSC, long-term reconstituting
hematopoietic stem cell; ST-HSC, short-term reconstituting HSC; LMPP, lymphoid primed multipotent
progenitor; CLP, common Iymphoid progenitor, CMP, common myeloid progenitor; GMP,
granulocyte/macrophage progenitor; MKEP, megakaryocyte/erythroid progenitor; T, T cell (prog,
progenitor; DP, double-positive, SP, single-positive); B, B cell (prog, progenitor, immat, immature; mat,

mature), SHM, somatic hypermutation; CSR class switch recombination.



1.2 Die Bedeutung gestorter Differenzierung und zellularer Reprogrammierung fiir die

Transformation lymphatischer Zellen

Untersuchungen im Mausmodell

Die gezielte Inaktivierung oder Uberexpression von Transkriptionsfaktoren im Mausmodell
zeigte ihre entscheidende Bedeutung fiir die Etablierung und Aufrechterhaltung eines Linien-
spezifischen Expressionsprogrammes. Zusatzlich offenbarten diese Analysen aber auch eine
Uberraschende zellulare Plastizitat lymphatischer Zellen, sobald die Aktivitat dieser Faktoren
gestort wird (Abb. 2). So fuhrt die Inaktivierung von Pax5 in der frihen oder spaten B-Zell-
Entwicklung zu einem Verlust des B-Zell-Phanotyps. Pax5-defiziente B-Zellen zeigen ein
Entwicklungspotential, das mit dem undifferenzierter hamatopoetischer Vorlauferzellen
vergleichbar ist, d. h. sie kénnen unter entsprechenden Bedingungen in verschiedenste
Zellreihen differenzieren, unter anderem in Granulozyten, Monozyten, NK- und T-Zellen
(Horcher et al., 2001; Mikkola et al., 2002; Nutt et al., 1999; Rolink et al., 1999). Dartber
hinaus fuhrt die Expression myeloischer Transkriptionsfaktoren wie C/EBPa und GATA-
Faktoren in Pax5-defizienten pro-B-Zellen zu einer Transdifferenzierung in die myeloische
Richtung (Heavey et al., 2003). Auf molekularer Ebene geht diese zellulare Plastizitat nach
Pax5 knockout mit dem Verlust der Expression B-Zell-assoziierter Gene und der Aktivierung
B-Zell-fremder Gene einher, wozu z. B. Csf1r, Mpo, Gata1, Perforin und pre-Ta zahlen (Nutt
et al., 1999). Dieses Muster lasst sich durch die duale Aktivitat von Pax5 als transkriptioneller
Aktivator einerseits und transkriptioneller Repressor andererseits erklaren (Cobaleda et al.,
2007b). Bemerkenswerterweise haben nachfolgende Untersuchungen zu E2A und EBF1
gezeigt, dass das Auftreten eines pluri- oder multipotenten Differenzierungspotentials nach
Verlust eines Linien-typischen Transkriptionsfaktors nicht auf Pax5 beschrankt ist, sondern
ein wiederkehrendes Prinzip darstellt. In E2A-defizienten Vorlauferzellen des Knochenmarks
findet sich eine gleichzeitige Expression von Genen, die normalerweise mit verschiedenen
hamatopoetischen Differenzierungsrichtungen assoziiert sind, wie z. B. Tcf1 und Gata3 fur T-
Zellen, Gata1 und Epor (EPO-Rezeptor) fur erythroide Zellen sowie Csf1r (M-CSF-Rezeptor)
und Csf3r (G-CSF-Rezeptor) fir myeloische Zellen (lkawa et al., 2004). Dieses
Expressionsmuster ahnelt dem friher pluri- oder multipotenter Progenitorzellen (multilineage
priming) (Enver und Greaves, 1998). Dies entspricht der Beobachtung, dass E2A-/- Zellen
experimentell tatsachlich pluripotente Eigenschaften besitzen, d. h. sie kdénnen zu
erythroiden, myeloischen und dendritischen Zellen sowie NK- und T-Zellen ausreifen (lkawa
et al., 2004). Ebenso zeigen EBF1 knockout Zellen sowohl ein myeloisches als auch ein
lymphatisches Entwicklungspotential (Pongubala et al., 2008; Zhang et al., 2003). Die
Wiederherstellung der EBF1-Aktivitdt induziert eine Differenzierung in die B-Zell-Reihe,

wahrend gleichzeitig das myeloische Potential unterdriickt wird, vermutlich durch eine



Inhibition der myeloischen Faktoren C/EBPo und PU.1 (Pongubala et al., 2008). Ein
besonders ausgepragtes Beispiel fir die hohe zellulare Plastizitdt innerhalb des
hamatopoetischen Systems ist die Beobachtung, dass murine B-Lymphozyten des
Knochenmarks oder der Milz — d. h. B-Zellen, die bereits als voll differenziert gelten — nach
ektoper Expression von Transkriptionsfaktoren der C/EBP-Familie in Zellen
transdifferenzieren, die phanotypische und sogar funktionelle Merkmale von Makrophagen
aufweisen (Xie et al., 2004). Sehr ahnliche Beobachtungen treffen auch fir das T-Zell-
System zu: frihe thymische Progenitoren koénnen durch ektope Expression und
entsprechende Stimulation von Zytokinrezeptoren, z. B. GM-CSF-Rezeptor oder IL-2-
Rezeptor B, in eine granulozytare/monozytare Differenzierungsrichtung gelenkt werden
(lwasaki-Arai et al., 2003; King et al., 2002). Selbst T-Zellen, die bereits weiter in der T-Zell-
Entwicklung vorangeschritten sind (double-negative 3/4, DN3/4), kénnen unter dem Einfluss
von C/EBP-Faktoren oder PU.1 noch in Makrophagen bzw. dendritische Zellen umgewandelt
werden (Laiosa et al., 2006b).

Diese Beobachtungen widersprechen der friiheren Ansicht, dass zellulare Differenzierung
einen linearen, unumkehrbaren Prozess darstellt. Inwieweit derartige Vorgénge jenseits
experimenteller Systeme eine Rolle spielen, ist nicht abschlieRend geklart. Es zeichnet sich
jedoch in zunehmendem Male ab, dass insbesondere im Rahmen der Leukamie- und
Lymphomentstehung vergleichbare Mechanismen eine wesentliche Bedeutung besitzen
(siehe unten). Zusammenfassend betrachtet ist die hamatopoetische Differenzierung ein
aulerst dynamischer Prozess, der sowohl eine Aktivierung Linien-spezifischer Gene als
auch eine Repression Linien-fremder Gene erfordert. Dies geht einher mit einem graduellen
Verlust alternativer Entwicklungsmdglichkeiten und einer zunehmenden Festlegung auf ein
bestimmtes zellulares Schicksal (lineage specification and commitment). Hervorzuheben ist,
dass die Stabilitat des Phanotyps differenzierter hamatopoetischer Zellen weiterhin von der
Aktivitat Linien-assoziierter Transkriptionsfaktoren abhangig bleibt und es bei Stérungen
dieser Faktoren zu einer fehlerhaften Expression Linien-fremder Gene kommt — ein Prozess,
der letztendlich bis zu einer kompletten zelluldren Transdifferenzierung bzw.

Reprogrammierung fiihren kann (Cobaleda und Busslinger, 2008; Laiosa et al., 2006a).

Eine entscheidende Erkenntnis dieser Analysen war, dass Verdnderungen in der
physiologischen Aktivitdt von Transkriptionsfaktoren an der malignen Entartung
lymphatischer Zellen beteiligt sind. Eine ektope Expression von Pax5 in multipotenten
hamatopoetischen Vorlauferzellen der Maus interferiert mit der normalen lymphatischen
Entwicklung und hat die Entstehung unreifer T-lymphoblastischer Lymphome zur Folge
(Souabni et al.,, 2007). Eine konditionale Deletion von Pax5 in reifen B-Lymphozyten flihrt

nicht nur wie oben beschrieben zum Verlust des B-Zell-Phanotyps, sondern dariber hinaus



auch zur Entwicklung aggressiver Lymphome (Cobaleda et al., 2007a). Ahnliches gilt fir E2A
knockout Mause: Ein Verlust von E2A geht zusatzlich zu einer Stérung der B- und T-Zell-
Differenzierung mit dem Auftreten von T-Zell-Lymphomen einher (Bain et al., 1997). Wird der
E2A-Antagonist TAL1/SCL, der eine wichtige Rolle bei akuten lymphatischen T-Zell-
Leukéamien spielt, in einem heterozygoten genetischen Hintergrund flr E2A exprimiert (d. h.
in E2A+/- Zellen), fuhrt dies zu einer deutlichen Beschleunigung der TAL1-vermittelten
Tumorentstehung (O'Neil et al., 2004).
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Abb. 2. Zelluldre Plastizitdt und Transdifferenzierung von B-Zellen. Schematisch dargestellt ist
die Beobachtung, dass experimentelle Veradnderungen in der Aktivitdt von Linien-spezifischen
Transkriptionsfaktoren zu einer erheblichen Stérung des Differenzierungsprozesses filhren. Bei einer
Deletion der B-Zell-assoziierten Transkriptionsfaktoren Pax5 und E2A kommt es zu einem friihen
Block in der B-Zell-Entwicklung. Die dabei entstehenden Pax5- oder E2A-defizienten Zellen sind durch
ein Wiederauftreten eines multipotenten Entwicklungspotentials gekennzeichnet, das normalerweise
auf dieser Stufe der Differenzierung bereits erloschen ist. Pax5 und E2A knockout Zellen kdnnen unter
entsprechenden Bedingungen in vitro und/oder in vivo in andere hamatopoetische Zellreihen
ausreifen. Fir Pax5 ist gezeigt worden, dass dies auch bei einem Verlust von Pax5 in reifen, voll
differenzierten B-Zellen gilt und mit der Entwicklung von Lymphomen einhergeht, die ihrem
Genexpressionsprofil nach zu urteilen als Progenitor-Lymphome einzuordnen sind. Ebenso fiihrt die
ektope Expression von Transkriptionsfaktoren der C/EBP-Familie, die normalerweise eine zentrale
Rolle in der myeloischen Differenzierung spielen, zu einer Transdifferenzierung von B-Zellen in

Makrophagen. Referenzen siehe Text.
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Beobachtungen im humanen System

Inzwischen ist deutlich geworden, dass diese Beobachtungen im Maussystem auch eine
grol’e Relevanz fir die Pathogenese humaner Leukdmien und Lymphome besitzen. Bei
akuten lymphatischen B-Zell-Leukdmien (B-ALL) sind in einem hohen Prozentsatz
Deletionen, Mutationen oder Translokationen von Genen zu beobachten, die flr
transkriptionelle Regulatoren der B-Zell-Differenzierung kodieren, so z. B. PAX5, EBF1, E2A,
E2-2, LEF1, IKFZ1 (IKAROS) und IKFZ3 (AIOLOS) (Kuiper et al., 2007; Mullighan et al.,
2007). Ein gemeinsames Prinzip dieser genetischen Aberrationen ist die verminderte
Expression der entsprechenden Faktoren und/oder die Bildung von Varianten mit reduzierter
oder veranderter transkriptioneller Aktivitat. Veranschaulicht wird dies durch das Beispiel des
PAX5-Gens, das in ca. 30% aller B-ALL-Falle von Deletionen betroffen ist, die zumeist
monoallelisch auftreten und entweder zu einem Verlust der PAX5-Expression vom
betroffenen Allel oder zur Bildung trunkierter Proteinvarianten fihren (Mullighan et al., 2007).
Als weitere PAX5-Aberrationen finden sich Mutationen, die vorwiegend die DNA-
Bindungsdoméane oder die Transaktivierungsdomane betreffen, sowie Translokationen, bei
denen PAX5-Fusionsproteine mit unterschiedlichen Partnern, wie z. B. ETV6, FOXP1 oder
ZNF521, entstehen. Folge dieser Defekte ist eine verminderte oder aberrante Funktion von
PAXS5, wie dies experimentell anhand von Reporterassays fur PAX5-Zielgene, z. B. CD19
und mb1/Cd79a, gezeigt werden konnte (Mullighan et al., 2007). Die exakten Mechanismen,
durch die eine Inhibition der PAX5-Funktion zur Leukédmieentstehung beitragt, sind nicht
geklart. Auffallend ist, dass bei der B-ALL zusatzlich hdufig Deletionen von Inhibitoren des
Zellzyklus (z. B. CDKN2A/INK4A-ARF, CDKN1B/p27 und RB1) zu beobachten sind, so dass
hier ein Zusammenwirken zwischen dem Verlust Linien-spezifischer Transkriptionsfaktoren
und gestorter Zellzykluskontrolle denkbar ist (Kuiper et al., 2007; Paulsson et al., 2008). Des
Weiteren gibt es Hinweise fiir eine Interaktion mit klassischen rekurrenten Translokationen,
wie z. B. im Fall BCR-ABL1-positiver Leukamien, bei denen in ca. 80% IKAROS- und in 50%
PAX5-Deletionen zu finden sind (Mullighan et al.,, 2008). Bemerkenswert ist in diesem
Zusammenhang, dass im Mausmodell eine Haploinsuffizienz von Pax5 allein nicht zur
Tumorinduktion ausreicht, aber im Zusammenwirken mit aktiviertem Stat5 (wie es bei BCR-
ABL1-positiven Fallen nachweisbar ist) eine sehr schnelle Leukdmieentwicklung zur Folge
hat (Heltemes-Harris et al., 2011). In der Summe weisen diese Beobachtungen darauf hin,
dass bereits geringe Veranderungen in der Gen-Dosis von Schllisselfaktoren der B-Zell-
Differenzierung zur Tumorentstehung beitragen, wahrscheinlich als Resultat einer Stérung
der Linien-spezifischen Genexpression in Kooperation mit zusatzlichen onkogenen Lasionen.
Ahnliche Mechanismen sind bei den B-ALL-assoziierten Translokationen t(1;19) und t(17;19)
zu erkennen, die zu einer Fusion der Transaktivierungsdomane von E2A mit der DNA-
Bindungsdomane des HOX-Kofaktors PBX1 (E2A-PBX1) bzw. des bZIP-
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Transkriptionsfaktors HLF (E2A-HLF) fihren (Inaba et al., 1992; Kamps et al., 1990). Durch
die Translokationen wird einerseits ein E2A-Allel zerstort und dadurch die E2A-Dosis in
leukdmischen Zellen reduziert, andererseits entstehen Fusionsproteine mit veranderten
DNA-Bindungs- und Transaktivierungseigenschaften, die — z. B. durch die Induktion von
BMI1 und die daraus resultierende Repression von INK4A-ARF — eine transformierende
Wirkung besitzen (O'Neil und Look, 2007; Smith et al., 2003).

Bei B-Zell-Non-Hodgkin-Lymphomen existieren ebenfalls mehrere Defekte, die den
Zusammenhang zwischen gestorter Differenzierung und Tumorentstehung verdeutlichen.
Das PAX5-Gen ist bei diffusen grofzelligen B-Zell-Lymphomen (diffuse large B cell
lymphoma, DLBCL) das Ziel einer aberranten somatischen Hypermutation (aSHM) wahrend
der Keimzentrumsreaktion, was zu Mutationen im Promotor und im 5-Bereich der
kodierenden Region fihrt (Pasqualucci et al., 2001; siehe auch 1.3). Zuséatzlich pradisponiert
der Mechanismus der aSHM zur Entstehung chromosomaler Translokationen in der
betroffenen Region (KuUppers, 2005). In der Tat ist PAX5, wenngleich in relativ niedriger
Frequenz, bei verschiedenen Lymphomentitdten in Translokationen verwickelt, die den
PAX5-Genlocus auf Chromosom 9p13 unter die Kontrolle des IgH-Locus auf 1432 bringen
und dadurch zu einer deregulierten PAX5-Aktivitat fihren (Busslinger et al., 1996; lida et al.,
1996; Poppe et al., 2005). Ein weiteres Beispiel fiur die Deregulation eines zentralen B-Zell-
assoziierten transkriptionellen Regulators ist E2A, das im Burkitt-Lymphom aufgrund von
inaktivierenden Mutationen des E2A-Antagonisten ID3 sowie aktivierenden bzw. die Aktivitat
modulierenden Mutationen in der E2A-bHLH-Domane eine verstarkte Aktivitat aufweist
(Richter et al., 2012; Schmitz et al., 2012). Die dadurch ausgeldsten transkriptionellen
Veranderungen bewirken eine erhdhte Aktivitat des PI3-Kinase- und des BCR-Signalwegs
sowie vermittelt Gber Cyclin D3 eine verstarkte Zellzyklusprogression (Schmitz et al., 2012).
Bei diffusen grolzelligen Lymphomen des Keimzentrums finden sich als charakteristisches
Ereignis genetische Aberrationen, die das BCL6-Gen betreffen (Ye et al., 1993). BCL6 ist ein
transkriptioneller Repressor, der wesentliche Aspekte der Keimzentrumsreaktion kontrolliert
und am Ende der Keimzentrumsreaktion wieder abgeschaltet wird (Klein und Dalla-Favera,
2008). Durch Mutationen und Translokationen in der regulatorischen Region des BCLG6-
Locus wird die Herunterregulation von BCL6 inhibiert, woraus ein Block in der B-Zell-
Differenzierung resultiert (Pasqualucci et al., 2003; Saito et al., 2007). Prinzipiell dhnliche
Konsequenzen ergeben sich aus Mutationen und Deletionen des Transkriptionsfaktors
BLIMP1 (PRDM1), der ein essentieller Regulator der Plasmazell-Entwicklung ist. Bei
diffusen groRzelligen Lymphomen des ABC-Subtyps (activated B cell-like DLBCL) sind
inaktivierende Veranderungen des BLIMP1-Gens nachweisbar, die den Ubergang von

Keimzentrums-B-Zellen in die terminale Differenzierung verhindern (Calado et al., 2010;
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Mandelbaum et al., 2010; Pasqualucci et al., 2006). Fir alle hier aufgefiihrten Beispiele
ergibt sich als gemeinsame funktionelle Konsequenz, dass durch genetische Defekte die
physiologische, d. h. Linien- und Stadien-spezifische Regulation des jeweiligen
transkriptionellen Regulators aufgehoben wird, was zu einer Stérung des normalen

Differenzierungsprozesses fuhrt und die Neigung zur malignen Entartung erhoht.

Ein auffallendes Merkmal bei akuten lymphatischen Leukdmien der T-Zell-Reihe ist die
Aktivierung von Onkogenen, die fir bHLH-Proteine kodieren, wie z. B. TAL1/SCL, TAL2,
LYL1 und BHLHB1 (Ferrando et al., 2002). TAL1 ist in bis zu 60% aller T-ALLs als Folge von
Translokationen, interstitiellen Deletionen, Mutationen oder Veranderungen vorgeschalteter
Signalwege uberexprimiert (O'Neil und Look, 2007). Die onkogene Wirkung der T-ALL-
assoziierten bHLH-Faktoren wird vor allem darauf zurtickgefiihrt, dass sie mit der normalen
Funktion der Transkriptionsfaktoren E2A und HEB in der T-Zell-Entwicklung interferieren.
TAL1 bildet Heterodimere mit E2A oder HEB, wobei die daraus resultierenden Komplexe im
Vergleich zu E2A-Homodimeren oder E2A/HEB-Heterodimeren veranderte transkriptionelle
Eigenschaften besitzen, wie z. B. eine geringere Aktivierung von E-Box-Reporterkonstrukten
oder die Rekrutierung von Korepressor- statt Koaktivatorkomplexen (Hsu et al., 1994a; Hsu
et al., 1994b; O'Neil und Look, 2007). Durch Genexpressionsanalysen lasst sich fur TAL1-
und LYL1-Uberexprimierende Leukamien jeweils eine Assoziation zu bestimmten Stadien der
normalen T-Zell-Entwicklung erkennen, d. h. die funktionelle Inhibition von E2A und HEB
scheint mit Stérungen auf bestimmten Ebenen der T-Zell-Entwicklung assoziiert zu sein
(Ferrando et al., 2002). Ein dhnliches molekulares Prinzip — d. h. die Blockade eines Linien-
assoziierten Transkriptionsfaktors mit daraus resultierender Differenzierungsstérung — findet
sich mit der Inhibition der E2A-Aktivitat auch beim Hodgkin-Lymphom, wobei in diesem Fall
die Auswirkungen auf den Phanotyp noch drastischer ausfallen als bei den oben

beschriebenen Beispielen (Mathas/Janz et al., 2006; siehe eigene Arbeiten).

1.3 Die Keimzentrumsreaktion als Schliisselereignis in der Lymphompathogenese

Die Entstehung maligner B-Zell-Lymphome ist eng mit der physiologischen Differenzierung
von B-Zellen verknlpft, da B-Lymphozyten wahrend ihrer Reifung mehrere Stadien
durchlaufen, die mit einer Modifikation ihres Genoms einhergehen. Durch die V(D)J-
Rekombination der Immunglobulin (Ig)-Gene wahrend der Entwicklung im Knochenmark
erlangen B-Zellen die Fahigkeit zur Bildung von Immunglobulinen, die als Bestandteil des
BCR auf der Zelloberflache prasentiert werden (Jung et al., 2006). Nach Antigenkontakt

kommt es im Rahmen der Keimzentrumsreaktion zu einer starken Proliferation der B-Zellen,
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zur somatischen Hypermutation (SHM) der variablen Region und zum Klassenwechsel der
konstanten Region der Ig-Gene (class switch recombination; CSR) (Klein und Dalla-Favera,
2008). B-Lymphozyten, deren Ig als Folge der SHM eine hdhere Affinitat zum
entsprechenden Antigen aufweisen (Affinitatsreifung), werden positiv selektiert, wahrend
eine niedrige Affinitat oder der Verlust der BCR-Expression zur Apoptose fliihren (Rajewsky,
1996). Die Keimzentrumsreaktion umfasst also eine massive Expansion des aktivierten B-
Zell-Klons in Kombination mit Mutationsvorgangen und Rekombinationen des Genoms — ein
Prozess, der mit einem deutlich erhéhten Risiko fir die Anhdufung genetischer Aberrationen
einhergeht und zur Entstehung maligner B-Zell-Lymphome pradisponiert. Das
Schlisselenzym sowohl fiir den physiologischen Prozess der Hypermutation und des
Klassenwechsels als auch fur das Auftreten onkogener Lasionen ist die activation-induced
cytidine deaminase (AID) (Muramatsu et al., 2000; Okazaki et al., 2007). AID fihrt durch
Desaminierung von Cytosin-Positionen Basen-Fehlpaarungen in die DNA ein. Dies ist der
Ausgangspunkt einerseits fiir die Entstehung von Mutationen in den variablen Regionen der
Ig-Gene im Zuge der SHM, andererseits flr das Auftreten von DNA-Doppelstrangbriichen
mit anschlieBender Verknipfung nicht-homologer DNA-Enden beim Klassenwechsel
(Chaudhuri et al.,, 2007; Teng und Papavasiliou, 2007). Eine fehlgeleitete und/oder
unzureichend korrigierte AID-Aktivitat ist von zentraler Bedeutung fur zwei wichtige Formen
genetischer Aberrationen bei Keimzentrums-Lymphomen: onkogene Mutationen und
chromosomale Translokationen (Klein und Dalla-Favera, 2008). Durch
Sequenzierungsvergleiche zwischen Wildtyp und AID knockout Mausen wurde deutlich, dass
die AlD-vermittelte Hypermutation nicht allein die variablen Regionen der Ig-Gene, sondern
auch zahlreiche andere Gene betrifft, die in Keimzentrums-B-Zellen transkriptionell aktiv sind
(Liu et al., 2008). Als Folge dieser fehlerhaften SHM kdnnen Mutationen in Genen mit
onkogenem Potential entstehen, wie sie bei einem groRen Teil aller DLBCL-Falle
nachweisbar sind, darunter in BCL6, MYC, PIM1, RHOH, PAX5, SOCS1, CD79A und
CD79B (Gordon et al., 2003; Mottok et al., 2009; Pasqualucci et al., 1998; Pasqualucci et al.,
2001). Entsprechend dem Muster der AID-Aktivitat betreffen chromosomale Translokationen
bei lymphatischen Malignomen, die sich vom Keimzentrum ableiten, haufig die Zielregionen
der fehlerhaften SHM sowie die rearrangierten V(D)J-Segmente der Ig-Genloci oder die sog.
switch Regionen der konstanten Abschnitte der IgH-Klassen, wodurch Proto-Onkogene unter
den Einfluss regulatorischer Elemente der Ig-Gene geraten. Aus diesen Translokationen
resultiert eine deregulierte Expression onkogener Faktoren, wie dies beispielweise fir BCLG,
MYC, PAX5, FGFR3/MMSET oder MAF gezeigt wurde (Klein und Dalla-Favera, 2008;
Klppers, 2005).

Im Hinblick auf die Tumorgenetik des klassischen Hodgkin-Lymphoms (classical Hodgkin

lymphoma, cHL), das sich ebenfalls von Keimzentrums-B-Zellen ableitet (siehe 1.4), fallen
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allerdings mehrere Besonderheiten auf. Im Gegensatz zu B-Zell-Non-Hodgkin-Lymphomen,
die haufig durch charakteristische Translokationen gekennzeichnet sind, wurde beim cHL
eine derartige genetische Leitlasion bisher nicht nachgewiesen. Zwar konnten durch eine
detaillierte Analyse der Ig-Loci in einem Teil der cHL-Falle Bruchpunkte und ihre
Fusionspartner identifiziert werden, doch ergab sich dabei kein konsistentes Muster (Martin-
Subero et al., 2006). Vielmehr zeichnet sich das cHL durch einen ungewéhnlich komplexen
Karyotyp sowie haufige segmentale chromosomale Aberrationen aus, bei denen bestimmte
chromosomale Regionen mehrfach in andere Bereiche des Genoms integriert sind (MacLeod
et al.,, 2000). Dies fuhrt zu einer Amplifikation der betroffenen Regionen mit einer
Dosiserhéhung der entsprechenden Gene, wie dies z. B. fur REL und JAK2 gezeigt wurde
(Joos et al., 2003; Martin-Subero et al., 2003). Obwohl sich auch fiir das cHL vermuten I3sst,
dass die genomische Instabilitat im Laufe einer fehlerhaften Keimzentrumsreaktion ihren

Anfang nimmt, ist der genaue Zusammenhang noch unklar.

1.4 Das Hodgkin-Lymphom

Einteilung und Histopathologie

Das Hodgkin-Lymphom, erstmalig beschrieben von Thomas Hodgkin im Jahr 1832 (Hodgkin,
1832), besitzt einzigartige histologische, molekulare und klinische Eigenschaften, weshalb es
innerhalb der Klassifikation maligner Lymphome von allen anderen Lymphomformen
abgegrenzt wurde (Hodgkin- versus Non-Hodgkin-Lymphome, NHL). Histologisch ist das
klassische Hodgkin-Lymphom (cHL) durch grofe einkernige Hodgkin- und mehrkernige
Reed-Sternberg-Zellen charakterisiert, die die maligne Zellpopulation des Tumors bilden
(Stein et al., 2008). Die Hodgkin-/Reed-Sternberg (HRS)-Zellen machen zahlenmaRig nur
einen geringen Anteil innerhalb des Gewebes befallener Lymphknoten aus und sind
eingebettet in ein Infiltrat nicht-maligner entziindlicher Zellen, zu denen T-Zellen, B-Zellen,
Monozyten/Makrophagen, Eosinophile und Neutrophile gehdéren. Basierend auf der
zellularen Zusammensetzung werden vier histologische Subtypen unterschieden: nodular-
sklerosierend, gemischtzellig, lymphozytenreich und Iymphozytenarm. Diese Formen
unterscheiden sich hinsichtlich klinischer Merkmale (z. B. Altersgipfel und Lokalisation) sowie
ihrer Assoziation mit dem Epstein-Barr-Virus, weisen aber prinzipiell die gleichen
immunphanotypischen und molekulargenetischen Charakteristika auf. Hierzu zéhlen u. a. die
Expression von CD30 und CD15 sowie der Verlust des B-Zell-Phanotyps (siehe unten)
(Stein et al., 2008). Vom cHL abgegrenzt wird das nodulare Lymphozyten-pradominante HL
(nodular lymphocyte predominant HL, NLPHL), das durch lymphozytische und/oder

histiozytische Zellen (L&H-Zellen) gekennzeichnet ist, die morphologische Ahnlichkeit zu
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HRS-Zellen besitzen kénnen. Allerdings zeigt das NLPHL im Allgemeinen keine CD30 und
CD15 Expression, wahrend Marker der B-Zell-Differenzierung nachweisbar sind (Nogova et
al., 2006; Poppema et al., 2008).

Der zellulare Ursprung der Hodgkin/Reed-Sternberg (HRS)-Zellen

Als eine besondere Schwierigkeit erwies sich die genaue Charakterisierung des zelluldren
Ursprungs der HRS-Zellen. Dies beruhte vor allem auf zwei Faktoren: einerseits der
geringen Anzahl von HRS-Zellen im betroffenen Gewebe, wodurch konventionelle
molekularbiologische Analysen nicht moglich waren, und andererseits auf dem
aulergewdhnlichen Phanotyp, der keine eindeutige Zuordnung zu einer bestimmten
Zellreihe zulie®. HRS-Zellen zeigen ein inkonsistentes und variierendes Expressionsmuster
von Markern, die mit ganzlich verschiedenen Differenzierungsrichtungen der Hamatopoese
assoziiert sind, beispielsweise mit dendritischen Zellen (CCL17/TARC), Granulozyten und
Makrophagen (CD15, CSF1, CSF1-Rezeptor), B-Zellen (PAX5, IRF4) sowie T-Zellen (CD3,
CD4, Perforin, Granzym B) (Kiippers, 2009). Ein Durchbruch gelang erst durch die Isolierung
von HRS-Zellen aus dem umgebenden Gewebe mittels Mikromanipulation und die
anschlieRende genomische Analyse ihrer 1g-Gene auf Einzelzell-Ebene. In der
uberwaltigenden Zahl der Falle zeigte sich ein klonales V(D)J-Rearrangement der Ig-Gene
mit einer hohen Zahl somatischer Mutationen in den variablen Regionen, d. h. HRS-Zellen
besitzen die molekulargenetische Signatur von Keimzentrums- oder Post-Keimzentrums-B-
Zellen (Kanzler et al.,, 1996; Kippers et al., 1994; Marafioti et al.,, 2000). Das
Mutationsmuster weist dabei teilweise auf eine initiale Antigen-Selektion hin, was nur bei
reifen aktivierten B-Zellen mit funktioneller BCR-Expression stattfinden kann (Kanzler et al.,
1996; Marafioti et al., 2000). Als weiteres Merkmal einer abgelaufenen
Keimzentrumsreaktion ist bei Hodgkin-Zelllinien ein Klassenwechsel der konstanten Region
der Ig-Gene nachweisbar (Irsch et al., 2001). In primaren HRS-Zellen finden sich bei einem
Teil der Falle ebenfalls Hinweise auf einen Klassenwechsel und chromosomale
Translokationen, die den IgH-Genlocus betreffen (Martin-Subero et al., 2006). Ein
zusatzliches Argument fir eine B-Zell-Abstammung der HRS-Zellen liefern sog. composite
lymphomas, bei denen das cHL entweder gleichzeitig oder nacheinander in Kombination mit
einem reifen B-NHL auftritt und sich beide Lymphome vom gleichen malignen Zellklon
ableiten. Dies ist erkennbar an einem identischen V(D)J-Rearrangement in beiden
Lymphomen und gleichen sowie zusatzlich unterschiedlichen somatischen Mutationen in den
variablen Ig-Regionen (Brauninger et al., 1999; Marafioti et al., 1999). Bei einem geringen
Prozentsatz von cHL-Fallen ist anstelle einer Umlagerung der Ig-Gene ein Rearrangement
der T-Zell-Rezeptor-Gene nachweisbar, so dass eine Herkunft von T-Zellen angenommen

werden muss (Mischen et al.,, 2000; Seitz et al., 2000). Hervorzuheben ist, dass auch
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innerhalb der Gruppe der Hodgkin-Falle mit positivem Nachweis von T-Zell-Markern die
groBe Mehrheit keinen T-Zell-, sondern einen B-Zell-Ursprung besitzt, so dass die
Expression von T-Zell-Faktoren bei diesen Tumoren als Linien-fremd anzusehen ist.

In ungefahr 25% aller cHL-Falle sind innerhalb der korrekt V(D)J-rekombinierten 1g-Gene
somatische Mutationen oder Deletionen zu erkennen, die die Expression eines
funktionsfahigen Ig und damit die Prasentation eines BCR verhindern (crippling mutations)
(Kanzler et al., 1996; Marafioti et al., 2000). Auch in den ubrigen Fallen ist durch
verschiedene Mechanismen (siehe unten) die Bildung von Ig bzw. des BCR gestort. Unter
physiologischen Bedingungen werden Keimzentrums-B-Zellen, die keinen BCR exprimieren,
unweigerlich durch Apoptose eliminiert. Diese Beobachtungen fiihrten zu der Hypothese,
dass die Rettung von BCR-negativen, pra-apoptotischen B-Zellen des Keimzentrums durch
transformierende Ereignisse ein zentraler Schritt in der Pathogenese des cHL sein muss
(Kuppers und Rajewsky, 1998).

Im Gegensatz zum cHL verweisen die Charakteristika des NLPHL eindeutiger auf eine
Abstammung der L&H-Zellen von B-Zellen. Dem entspricht genetisch der Nachweis eines
klonalen Rearrangements der Ig-Gene mit den Zeichen einer anhaltenden somatischen
Hypermutation (Brauninger et al., 1997; Marafioti et al., 1997) und phéanotypisch die
Expression von B-Zell-Markern, wie z. B. CD20, CD79A, BCL6, AID und Ig (Carbone et al.,
1998; Greiner et al., 2005; Poppema et al., 2008). Genexpressionsprofile sprechen dabei fir
eine Beziehung zu B-Zellen, die sich im Ubergang von Keimzentrums- zu Gedachtnis-B-
Zellen befinden (Brune et al., 2008).

Das Epstein-Barr-Virus in der Pathogenese des klassischen Hodgkin-Lymphoms

Als ein transformierender Faktor von HRS-Zellen wird das Epstein-Barr-Virus (EBV)
diskutiert, das in bis zu 50% aller cHL-Falle nachweisbar ist (Kapatai und Murray, 2007;
Kippers, 2009). In EBV-positiven HRS-Zellen werden die EBV-Gene EBNA1, das flr den
Erhalt des viralen Genoms erforderlich ist, sowie LMP1 und LMP2A exprimiert (latency Il)
(Deacon et al., 1993). LMP1 (latent membrane protein 1) zeigt strukturelle und funktionelle
Ahnlichkeiten zu Oberflachenproteinen der TNF-Rezeptor-Familie und simuliert viele
Funktionen des CD40-Rezeptors, der fir die Aktivierung von B-Zellen sowie die Ausbildung
der Keimzentrumsreaktion essentiell ist (Eliopoulos und Young, 2001). LMP2A ist ein
Membranprotein, das ein Immun-Tyrosin-Aktivierungs-Motiv (ITAM) mit Homologie zu dem
des Antigenrezeptors in B- und T-Zellen besitzt (Fruehling und Longnecker, 1997). LMP2A
kann Signale vermitteln, die denen eines aktivierten BCR &hneln. Die Expression von
LMP2A im Mausmodell fihrt dazu, dass physiologische Kontrollpunkte der B-Zell-
Entwicklung umgangen werden, BCR-negative B-Zellen in der Peripherie erscheinen und

das Uberleben BCR-negativer Keimzentrums-B-Zellen méglich wird (Caldwell et al., 1998;
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Casola et al.,, 2004). Die Infektion von humanen B-Zellen mit EBV in vitro schitzt BCR-
negative B-Zellen vor Apoptose und ermdglicht ein klonales Auswachsen BCR-negativer
lymphoblastoider Zelllinien (Bechtel et al., 2005; Chaganti et al., 2005; Mancao et al., 2005).
Daher ist denkbar, dass EBV durch die CD40-Rezeptor- bzw. BCR-ahnlichen Wirkungen von
LMP1 und LMP2A zumindest initial zum Uberleben von B-Zellen beitragt, die wahrend der
Keimzentrumsreaktion ihre BCR-Expression verlieren, und damit einen entscheidenden
Schritt zur Entartung leistet. Ein Zusammenhang zwischen EBV-Infektion und cHL wird auch
durch epidemiologische Studien unterstitzt, die ein erhdhtes Risiko flir EBV-positive cHL-
Falle nach einer Erkrankung an infektidser Mononukleose zeigen (Hjalgrim et al., 2003;
Hjalgrim et al., 2007).

Molekulare Grundlagen des malignen Wachstums der HRS-Zellen

HRS-Zellen weisen vielfaltige funktionelle und genetische Aberrationen auf, die eine
verstarkte Proliferation und Apoptoseresistenz bewirken. Ein besonderes Kennzeichen ist die
konstitutive Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-xB (Bargou et al., 1996).
Normalerweise wird NF-kB in unstimulierten Zellen durch Bindung an inhibitorische Proteine,
inhibitors of NF-xB (IkB), im Zytoplasma zurickgehalten und dadurch inaktiviert. Externe
Stimuli  fuhren zur Aktivierung des IkB-Kinase (IKK)-Komplexes, der IkB-Proteine
phosphoryliert, wodurch ihr proteosomaler Abbau und die Freisetzung von NF-xB induziert
wird (Vallabhapurapu und Karin, 2009). Im cHL bestehen auf mehreren Ebenen dieses
Signalwegs Veranderungen. Der IKK-Komplex ist in HRS-Zellen konstitutiv aktiv (Krappmann
et al., 1999), wobei die Ursachen der Aktivierung heterogen sein durften. Diskutiert wird eine
Liganden-abhangige oder -unabhangige Aktivierung durch die Rezeptoren CD30, CD40 und
RANK (receptor activator of NF-xkB) sowie — in EBV-positiven Fallen — durch LMP1
(Annunziata et al., 2000; Fiumara et al., 2001; Horie et al., 2002). Besonders auffallend sind
Mutationen und Deletionen des TNFAIP3/A20-Gens, die in etwa 30-40% aller Falle
nachweisbar sind (Kato et al., 2009; Schmitz et al., 2009). Sie fihren zum Ausfall des NF-
kB-Inhibitors A20, der eine zentrale Rolle bei der Begrenzung der NF-kB-Aktivierung besitzt
(Wertz et al., 2004). Als weitere rekurrente genetische Lasionen finden sich Mutationen und
Deletionen in NFKBIA und NFKBIE, die fur die NF-xB-Inhibitoren IkBa bzw. IkBe kodieren,
sowie genomische Amplifikationen von REL und BCL3, wodurch die NF-xB-DNA-
Bindungsaktivitat verstarkt und modifiziert wird (Emmerich et al., 1999; Emmerich et al.,
2003; Joos et al., 2002; Jungnickel et al., 2000; Mathas et al., 2005). NF-xB spielt durch die
Induktion von Zielgenen eine herausragende Rolle fir mehrere Aspekte der Tumorbiologie
des cHL: (1) fur die Proliferation, vermittelt z. B. Uber Cyclin D2, STATS5 und IL-13, (2) fur die
Apoptoseresistenz, zurtickzufiihren u. a. auf BCL-XL, A1/Bfl-1, clAP2 und FLIP, sowie (3) fur
die Bildung von Zytokinen und Chemokinen, z. B. Lymphotoxin o, TNFa, MIP-1a, CX3CL1,

18



MDC/CCL22 und IL-6 (Bargou et al., 1997; Hinz et al., 2002; Mathas et al., 2004). Es ist
allerdings anzumerken, dass eine konstitutive NF-kB-Aktivierung nicht spezifisch fir das cHL
ist, sondern bei mehreren lymphatischen Neoplasien gefunden werden kann, so z. B. beim
ABC-Subtyp des DLBCL (Compagno et al.,, 2009; Lenz et al.,, 2008), beim primaren
mediastinalen B-Zell-Lymphom (Lam et al., 2005; Rosenwald et al., 2003), beim Multiplen
Myelom (Annunziata et al., 2007; Keats et al., 2007) und beim Marginalzonen-Lymphom
(Novak et al., 2009). Dies bedeutet, dass in HRS-Zellen zuséatzliche Veranderungen
vorliegen mussen, die erst in ihrer Gesamtheit zum charakteristischen Phanotyp des cHL
fuhren.

Eine zweite stark deregulierte Signaltransduktionskaskade in HRS-Zellen ist der JAK/STAT-
Signalweg. Als eine rekurrente genetische Veranderung wird im cHL die Amplifikation der
chromosomalen Region 9p23-p24 beobachtet, in der sich der JAK2-Genlocus befindet (Joos
et al., 2000). Zusatzlich sind Mutationen des JAK-Inhibitors SOCS1 (suppressor of cyokine
signaling 1) nachweisbar, wobei eine signifikante Assoziation zwischen Mutationen in
SOCS1 und der nukledren Akkumulation von phosphoryliertem STAT5 beschrieben wurde
(Weniger et al., 2006). Hier zeichnet sich eine Quervernetzung zwischen dem JAK/STAT-
und dem NF-kB-Signalweg ab, da sowohl die Expression als auch die DNA-Bindungsaktivitat
von STAT5 ebenfalls durch NF-xB positiv reguliert werden (Hinz et al., 2002). Die
funktionelle Bedeutung von STATS wird dadurch unterstrichen, dass die Expression einer
konstitutiv aktiven STAT5-Variante in primaren humanen B-Zellen zur Immortalisierung fuhrt
und einen Hodgkin-ahnlichen Phanotyp induziert (Scheeren et al.,, 2008). Darlber hinaus
sind HRS-Zellen durch eine hohe Aktivitdt von STAT3 und STAT6 gekennzeichnet, die eine
verstarkte Proliferation und Resistenz gegeniiber Apoptose vermitteln (Holtick et al., 2005;
Kube et al., 2001; Skinnider et al., 2002). Zur Aktivierung scheinen dabei zusatzlich zu den
genetischen Veranderungen autokrine und/oder parakrine Mechanismen beizutragen, so z.
B. durch IL-13 fur STAT6 sowie IL-21 fur STAT3 und STAT5 (Lamprecht et al., 2008; Rui et
al., 2010; Scheeren et al., 2008; Skinnider et al., 2002).

Eine dritte herausragende Gruppe transkriptioneller Regulatoren mit hoher Aktivitat im cHL
sind Faktoren der AP1- und ATF/CREB-Familie. HRS-Zellen zeigen eine starke Expression
der AP1-Faktoren cJUN und JUNB (Mathas et al., 2002). Die AP1-Aktivitat treibt die
Tumorzellproliferation und induziert — teilweise in Kooperation mit NF-kB — die Expression
von Cyclin D2, MET und CCR7. Ein wichtiges AP1-Zielgen ist das immunregulatorische
Glycan-bindende Protein Galectin-1, dessen Expression zu einem Uberwiegen von TH2-
Zellen und regulatorischen T-Zellen im Microenvironment des cHL und damit zur
Unterdriickung der Immunantwort gegen den Tumor beitragt (Juszczynski et al., 2007). Die

AP1-Aktivitat wird vermutlich zusatzlich verstarkt und modifiziert durch die Uberexpression
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des ATF/CREB-Faktors ATF3, der mit AP1-Proteinen interagieren kann (Hsu et al., 1992)
und das Uberleben von HRS-Zellen férdert (Janz et al., 2006b; siehe eigene Arbeiten 2.2).

Zusammengefasst ist das cHL gekennzeichnet durch eine hohe Aktivitdt mehrerer
Transkriptionsfaktor-Familien, insbesondere NF-xB, STAT, AP1 und ATF/CREB, die als
Schlusselregulatoren des malignen Wachstums wirken. Eine wesentliche Aufgabe der
Zukunft wird sein, das Zusammenspiel dieser und weiterer Signalwege (siehe unten)
genauer zu charakterisieren, um zu einem Ubergreifenden Konzept fir die Pathogenese des

cHL zu kommen.

Der Verlust des B-Zell-Phanotyps beim klassischen Hodgkin-Lymphom

Besonders auffallig ist, dass HRS-Zellen trotz ihrer genetisch nachweisbaren Abstammung
von B-Zellen den groten Teil des B-Zell-spezifischen Genexpressionsprogramms verloren
haben. Dies bezieht sich nicht nur auf den Verlust der Ig-Expression, sondern auch auf
weitere Komponenten des BCR und BCR-assoziierte Signalmolekile, darunter 1g-a/CD79A,
Ig-p/CD79B, BLNK, LCK, BLK und LYN (Schwering et al., 2003; Tiacci et al., 2012).
Zusatzlich exprimieren HRS-Zellen — in unterschiedlichem Ausmall — Gene, die als typische
Marker fur andere Differenzierungsrichtungen innerhalb der Hamatopoese gelten (siehe
oben; van den Berg et al., 1999; Atayar et al., 2005; Asano et al., 2006; Mathas/Janz et al.,
2006). Dies deutet auf eine schwerwiegende Stérung des transkriptionellen Programms von
HRS-Zellen hin und bildet einen deutlichen Kontrast zu anderen B-Zell-Neoplasien, bei
denen ganz Uberwiegend der B-Zell-Phanotyp erhalten bleibt und sogar weiterhin Stadien-
spezifische Charakteristika ihrer Ursprungszellen erkennbar sind wie z. B. beim DLBCL oder
follikularen Lymphom (Alizadeh et al., 2000; Harris et al., 2008). Als mdgliche Ursachen fir
die Differenzierungsstérung von HRS-Zellen sind mehrere Mechanismen beschrieben
worden. Sequenzanalysen der variablen Region der Ig-Gene haben Mutationen gezeigt, die
zu Stopp-Codons oder Verschiebungen des Leserasters fihren und dadurch die Ig-
Expression an sich verhindern (Kanzler et al., 1996; Marafioti et al., 2000). Da auch in den
Fallen, in denen keine derartigen Mutationen nachweisbar sind, ein Verlust der Ig-Expression
besteht, miissen weitere Veranderungen in regulatorischen Regionen und/oder funktionelle
Ursachen postuliert werden. Tatsachlich fehlt in HRS-Zellen die Expression mehrerer
Faktoren, die normalerweise an der Transkription der Ig-Loci beteiligt sind, wie z. B. OCT2,
BOB.1/OBF1 und SPI1/PU.1 (Hertel et al., 2002; Jundt et al., 2002b; Re et al., 2001; Stein et
al., 2001). Inzwischen ist deutlich geworden, dass im cHL nicht nur ein selektiver Defekt der
Ig-Transkription, sondern eine generelle, grundlegende Stdérung des B-Zell-spezifischen
Differenzierungsprogramms besteht. Untersuchungen zur Expression und Funktion der
Transkriptionsfaktoren E2A, EBF1 und PAX5, die als die zentralen Regulatoren der B-Zell-

Entwicklung gelten, zeigten, dass in HRS-Zellen die fir B-Zellen charakteristische E2A-
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Aktivitat durch die Uberexpression der E2A-Antagonisten ID2 und ABF1 blockiert ist
(Kippers et al., 2003; Mathas/Janz et al., 2006; Renné et al., 2006). Die ektope Expression
von ID2 und/oder ABF1 fuhrt in Non-Hodgkin-Zelllinien zur Suppression B-Zell-spezifischer
Gene, u. a. von CD19, POU2F2/0CT2, CD79A, EBF1 und AICDA. Zusatzlich ist der Verlust
der E2A-Funktion in HRS-Zellen an der aberranten Aktivierung B-Zell-fremder Gene beteiligt,
einschliellich der Expression der T-Zell-Transkriptionsfaktoren GATA3 und TCF1 sowie des
Rezeptors fur CSF1 (Mathas/Janz et al., 2006). Eine weitere Stérung der B-Zell-
Differenzierung koénnte auf der Ebene des Transkriptionsfaktors EBF1 bestehen, der in
Hodgkin-Zelllinien im Vergleich zu Keimzentrums-B-Zellen und Non-Hodgkin-Zelllinien eine
verminderte Expression zeigt und dessen ektope Expression in Hodgkin-Zelllinien zur
Induktion von B-Zell-assoziierten Genen fuhrt (Bohle et al., 2013). Im Hinblick auf den hohen
Prozentsatz an EBV-positiven Hodgkin-Fallen ist bedeutsam, dass LMP2A die Expression B-
Zell-typischer Transkriptionsfaktoren inhibiert. Dies gilt insbesondere fir E2A, dessen
Aktivitdt zusatzlich durch die LMP2A-abhangige Induktion der E2A-Antagonisten ID2 und
SCL reduziert wird (Portis und Longnecker, 2003). Genexpressionsanalysen haben gezeigt,
dass LMP2A oder LMP1 in B-Zellen transkriptionelle Veranderungen bewirken, die denen im
cHL ahneln (Portis et al., 2003; Vockerodt et al., 2008). Als weiterer Mechanismus wurden in
HRS-Zellen epigenetische Modifikationen im Bereich B-Zell-spezifischer Gene identifiziert,
die mit einer transkriptionell inaktiven Chromatinstruktur assoziiert sind. Hierzu gehort eine
verstarkte Methylierung von Histon 3 an Lysin 9-Positionen (H3K9me) im IgH-Genlocus
(Ushmorov et al., 2004) sowie eine DNA-Hypermethylierung der Gene fir CD19, CD79A,
CD79B, PU.1, POU2AF1/BOB.1, POU2F2/0CT2 und SYK (Ammerpohl et al., 2012;
Ushmorov et al., 2006). Durch die Behandlung von Hodgkin-Zelllinien mit Inhibitoren der
DNA-Methylierung (5-aza-dC) und Histon-Acetylierung (Trichostatin A) ist es experimentell
maoglich, die Expression von B-Zell-spezifischen Genen partiell wieder zu reaktivieren
(Ushmorov et al., 2006; Ushmorov et al., 2004), doch sind diese Effekte relativ schwach
ausgepragt und fihren — genomweit betrachtet — nicht zu einer Wiederherstellung des B-
Zell-Phanotyps (Ehlers et al., 2008). Uberraschenderweise induziert aber eine derartige
Behandlung in B-Non-Hodgkin-Zelllinien ein Genexpressionsprofil mit Ahnlichkeiten zum cHL
(Ehlers et al., 2008). Diese Beobachtungen deuten auf eine Stérung der epigenetischen
Kontrolle in der Pathogenese des cHL hin. Unterstlitzt wird diese Annahme durch Arbeiten
unserer eigenen Gruppe, die sich mit den Ursachen fiir die Linien-fremde Expression des
Makrophagen-spezifischen CSF1-Rezeptors (CSF1R/c-FMS) im cHL beschaftigten
(Lamprecht et al.,, 2010). In HRS-Zellen verlauft die Aktivierung nicht Uber die typischen
Promotorelemente des CSF1R-Gens, sondern Uber ein 5-liegendes endogenes repetitives
DNA-Element, das zu den long terminal repeats (LTRs) der MaLR-Familie gehért. Grundlage

ist ein Verlust der epigenetischen Kontrolle, die zumindest teilweise auf eine fehlende
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Expression des Korepressors CBFA2T3 (ETO2) zuriickzufiihren ist. Bemerkenswerterweise
scheint dieser Defekt nicht auf dieses eine Element beschrankt zu sein, sondern mit einer
ausgedehnten De-Repression zahlreicher repetitiver Sequenzen im Hodgkin-Genom
einherzugehen (Lamprecht et al., 2010).

Die Expression B-Zell-fremder Gene in HRS-Zellen kann zusatzlich durch extrinsische und
intrisische Faktoren verstarkt werden, die normalerweise die zellulare Differenzierung in
andere Richtungen lenken. HRS-Zellen sind gekennzeichnet durch eine hohe NOTCH-
Aktivitat (Jundt et al., 2008; Jundt et al., 2002a; Kdchert et al., 2011), die eigentlich einen
Schlusselfaktor fur die T-Zell-Differenzierung darstellt (Radtke et al., 2010). Die Inaktivierung
von Notch1 in der Maus blockiert die T-Zell-Lymphopoese (Radtke et al., 1999), wahrend die
Expression einer aktiven Notch1-Variante (infracellular ~ Notch1, NotchIC) in
Knochenmarkzellen die Differenzierung von T-Zellen auf Kosten der B-Zell-Entwicklung
verstarkt (Pui et al., 1999). Zudem besitzt NOTCH1 ein starkes onkogenes Potential, wie es
insbesondere durch das haufige Auftreten aktivierender NOTCH1-Mutationen in T-ALLs
verdeutlicht wird (Weng et al., 2004). Die NOTCH-Aktivitdt im cHL beruht auf mehreren
Veranderungen, wozu eine hohe NOTCH1- und NOTCH2-Expression, der Verlust des
NOTCH-Inhibitors DELTEX1 und die Uberexpression des aktivierenden Kofaktors MAML2
gehoren. Dies fuhrt einerseits zu einer verstarkten Proliferation und Apoptoseresistenz von
HRS-Zellen (Jundt et al., 2002a; Koéchert et al., 2011) sowie andererseits zu einer

Suppression B-Zell-typischer und Aktivierung B-Zell-fremder Gene (Jundt et al., 2008).

1.5 Das Multiple Myelom

Genetische Veranderungen in der Pathogenese des Multiplen Myeloms

Das Multiple Myelom (MM) ist eine maligne Erkrankung, die sich von terminal differenzierten,
Antikdrper-produzierenden B-Zellen ableitet. Basierend auf  zytogenetischen
Untersuchungen, vergleichender Genom-Hybridisierung (comparative genomic hybridization,
CGH) und Genexpressionsprofilen konnten charakteristische Muster molekularer
Veranderungen beim MM identifiziert werden, die verschiedene Pathogenesewege
widerspiegeln. In Bezug auf chromosomale Veranderungen wird das MM grundsatzlich in
hyperdiploide und nicht-hyperdiploide Falle unterteilt (Smadja et al., 1998). Der Karyotyp
hyperdiploider Tumoren weist zwischen 48 und 74 Chromosomen auf und ist von einem
Zugewinn insbesondere der Chromosomen 3, 5, 7, 9, 11, 15, 19 und 21 in unterschiedlichen
Kombinationen gekennzeichnet. Gegenubergestellt wird die nicht-hyperdiploide Form mit
hypodiploiden, pseudodiploiden und tetradiploiden Karyotypen. Hyperdiploide Myelome

machen etwa 50% aller Falle aus und sind mit einer besseren Prognose vergesellschaftet
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(Smadja et al.,, 2001). Charakteristisch fur nicht-hyperdiploide Tumoren ist ihre enge
Assoziation (> 85%) mit spezifischen Translokationen, die die Ig-Loci betreffen, wahrend
derartige Veranderungen bei hyperdiploiden Fallen seltener (< 30%) auftreten (Fonseca et
al., 2003). Diese Translokationen entstehen durch einen fehlgeleiteten Klassenwechsel
und/oder eine aberrrante somatische Hypermutation im Verlauf der Keimzentrumsreaktion
und werden als frihe genetische Veranderungen in der Pathogenese des MM angesehen.
Sie werden daher auch als sog. primare Translokationen von sekundaren chromosomalen
Aberrationen abgegrenzt (Bergsagel und Kuehl, 2001). Formal lassen sich bei den primaren
Translokationen drei Gruppen unterscheiden, bei denen jeweils ein Mitglied einer
bestimmten Gruppe von Onkogenen unter die Kontrolle eines Ig-Enhancers, zumeist vom
Locus der schweren Ketten auf Chromosom 14q32, gerat (Kuehl und Bergsagel, 2002). Zur
ersten Gruppe gehoéren Translokationen, durch die verschiedene Mitglieder der Cyclin D-
Familie dereguliert werden: Cyclin D1 (11q13; ca. 15%), Cyclin D2 (12p13; < 1%) und Cyclin
D3 (6p21; ca. 2%). Im zweiten Fall handelt es sich um Gene, die flir Transkriptionsfaktoren
der MAF-Familie kodieren: cMAF (16923; ca. 5%), MAFB (21912; ca. 2%) und MAFA (8g24;
< 1%). Die dritte Gruppe betrifft zwei Gene, die auf 4p16 lokalisiert sind: einerseits MMSET,
das fir eine Histonmethyltransferase kodiert, und andererseits das Gen fur den fibroblast
growth factor receptor 3 (FGFR3). In diesem Fall fihrt die Translokation in der Mehrzahl der
Falle zur gleichzeitigen Deregulation beider Gene, wobei MMSET vom der(4) Chromosom
und FGFR3 vom der(14) Chromsom aus durch regulatorische Ig-Elemente aktiviert werden
(Tonon, 2007). Interessanterweise sind fast alle Myelomfalle trotz ihres relativ niedrigen
Proliferationsindex durch eine Uberexpression eines der drei Mitglieder der Cyclin D-Familie
gekennzeichnet. Dies gilt auch fir Myelome, bei denen keine Translokation von D-Cyclinen
oder MAF-Transkriptionsfaktoren, die Cyclin D2 als Zielgen induzieren, vorliegt (Bergsagel et
al., 2005). Die Deregulation von Cyclin D-Proteinen gehdrt damit zu den haufigsten
Aberrationen beim MM. Das Muster der Cyclin D-Uberexpression wurde gemeinsam mit den
primaren Translokationen als Grundlage einer molekularen Klassifikation des MM
vorgeschlagen (Bergsagel und Kuehl, 2005; Fonseca et al., 2009).

Die Tumorpathogenese wird als ein fortschreitender Prozess betrachtet, der mit einer
Anhaufung genetischer Defekte einhergeht. Beim MM existieren zahlreiche genomische
Veranderungen, die als Ausdruck einer solchen Progression gelten. Hierzu zahlen z. B.
Aberrationen des Chromosoms 1 (1p Deletionen und 1q Amplifikationen), Verluste des
Chromosoms 13 (Monosomie oder interstitielle Deletionen) oder Deletionen im Bereich
17913, die das Tumorsuppressorprotein p53 betreffen (Tonon, 2007). Als sekundare
Veranderungen werden ebenfalls Aberrationen des MYC-Locus angesehen. Im Gegensatz
zu anderen B-Zell-Neoplasien, die durch MYC Translokationen charakterisiert sind, ist das

Muster der Veranderungen im MM jedoch heterogener. Nur ein Teil der Myelomfalle zeigt
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den klassischen Typ einer reziproken Translokation mit den Ig-Loci der schweren oder
leichten Ketten. Haufiger handelt es sich um komplexe Translokationen mit teilweise nicht
charakterisierten genomischen Regionen sowie um Amplifikationen, Inversionen oder
Insertionen (Avet-Loiseau et al., 2001; Shou et al., 2000). Zusatzlich ist beim MM eine
Aktivierung des NF-kB-Signalwegs nachweisbar. Myelomzellen zeigen zu einem grofRen Teil
eine verstarkte Akkumulation von NF-kxB-Transkriptionsfaktoren im Kern sowie eine hohe
Expression von NF-kB-Zielgenen. DarlUber hinaus sind sie empfindlich gegeniber einer
pharmakologischen Hemmung des IKK-Komplexes oder Proteasom-Inhibitoren (Annunziata
et al., 2007; Hideshima et al., 2002; Hideshima et al., 2006). Dies korreliert mit der
verstarkten Expression und/oder mit aktivierenden genetischen Veradnderungen
(Translokationen, Amplifikationen) positiver Regulatoren des kanonischen und nicht-
kanonischen NF-kB-Signalwegs, u. a. NIK, NFKB1 (p105), NFKB2 (p100) und CD40.
Alternativ oder zusatzlich finden sich Deletionen oder inaktivierende Mutationen in mehreren
NF-kB-Inhibitoren, wie beispielsweise in TRAF3 und CYLD (Annunziata et al., 2007,
Demchenko et al.,, 2010; Keats et al., 2007). Obwohl die prozentuale Haufigkeit der
einzelnen Veranderungen relativ gering ist, fihren sie in ihrer Summe sowie in Kombination
mit externen NF-kB-induzierenden Signalen des Microenvironments letztendlich bei einem
hohen Anteil aller Myelomfalle zu einer verstarkten NF-kB-Aktivitdt. Damit zeigen sich
Parallelen zu anderen B-Zell-Neoplasien, wie z. B. dem cHL oder dem ABC-Subtyp des
DLBCL, in denen ebenfalls zahlreiche unterschiedliche Aberrationen zur Induktion dieses
Signalwegs beitragen (Compagno et al., 2009; Kato et al., 2009; Lenz et al., 2008). Dies
verdeutlicht eindrucksvoll den starken positiven Selektionsdruck fir die Akkumulation von
aktivierenden NF-xkB Veradnderungen, der wahrend der malignen Transformation

lymphatischer Zellen besteht.

Das Knochenmark-Microenvironment als zentraler Faktor fiir das maligne Wachstum von

Myelomzellen
In den vergangenen Jahren ist immer klarer geworden, dass das Tumorwachstum nicht

isoliert als Zell-autonomes Geschehen betrachtet werden kann, sondern dass zahlreiche
Wechselwirkungen zwischen Tumorzellen und ihrer Umgebung bestehen (Dave et al., 2004;
Steidl et al., 2010). Das MM ist ein besonders ausgepragtes Beispiel fur diesen Aspekt der
Tumorbiologie. Der neoplastische Zellklon ist bei dieser Erkrankung in erster Linie im
Knochenmark lokalisiert. Dies ist Ausdruck der engen wechselseitigen Beziehungen
zwischen den malignen Plasmazellen und dem Microenvironment des Knochenmarks,
woraus wichtige Wachstums- und Uberlebenssignale fir Myelomzellen resultieren. Vermittelt
werden diese Effekte einerseits durch I6sliche Faktoren und andererseits durch die direkte

Interaktion von Tumorzellen mit der extrazellularen Matrix oder akzessorischen Zellen,
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einschliefllich Stromazellen, Endothelzellen, Osteoblasten und Osteoklasten (Hideshima et
al., 2007).

Zu den Faktoren, die von Zellen des Knochenmarks gebildet werden und das Wachstum und
Uberleben von Myelomzellen férdern, zahlen u. a. IL-6, IL-15, IL-21, TNFa (tumor necrosis
factor o), IGF-1 (insulin-like growth factor 1), VEGF (vascular endothelial growth factor), HGF
(hepatocyte growth factor) und MIP-1a. (macrophage inflammatory protein 1a) (Mitsiades et
al., 2007). Durch die Adhasion von Myelomzellen an Stromazellen des Knochenmarks,
vermittelt z. B. Gber ICAM-1 (intercellular adhesion molecule 1) oder VLA4 (very late antigen
4), kann die Expression dieser Faktoren zusatzlich gesteigert werden, wodurch autokrine
und parakrine Proliferations- und Uberlebenssignale verstarkt werden. So fiihrt die
Interaktion von Myelomzellen mit Knochenmarkstroma zur vermehrten Produktion von IL-6
durch Stromazellen, das wiederum als Wachstums- und Resistenzfaktor auf die
Myelomzellen zurtuckwirkt (Chauhan et al., 1996; Uchiyama et al., 1993). Zusatzlich kann IL-
6 in Myelomzellen die Bildung verschiedener Faktoren, z. B. VEGF und bFGF (basic
fibroblast growth factor), induzieren, wodurch weitere biologische Prozesse angestof3en
werden, wie z. B. die Neubildung von Gefalien (Bisping et al., 2003; Dankbar et al., 2000).
Die beschriebenen Wechselwirkungen sind auch wesentlich an der Ausbildung eines
Zytostatika-resistenten Phanotyps beteiligt. Myelomzellen kénnen durch die Kokultur mit
Stromazellen des Knochenmarks vor der apoptotischen Wirkung zytotoxischer Substanzen,
wie z. B. Dexamethason, geschitzt werden, wobei der protektive Effekt wiederum sowohl
durch I6sliche Faktoren als auch Uber Oberflachenmolekile vermittelt wird. Dartber hinaus
bewirkt die Bindung der Myelomzellen an Bestandteile der extrazellularen Matrix, z. B. die
B1-Integrin-vermittelte Adhasion an Fibronectin, eine Aktivierung des NF-xB-Signalwegs und
eine verstarkte Resistenz gegeniber zytostatischen Substanzen (cell adhesion-mediated
drug resistance, CAM-DR) (Damiano et al., 1999; Landowski et al., 2003).

Als Resultat der vielfaltigen Interaktionen zwischen Tumor und Microenvironment kommt es
in Myelomzellen zur Aktivierung mehrerer mitogen und anti-apoptotisch wirkender
Signaltransduktionswege. Besonders hervorzuheben sind der JAK/STAT3-, der RAS/MAPK-,
der PI3K/AKT- und der NF-kB-Signalweg, wobei zahlreiche Quervernetzungen mit ahnlichen
zellbiologischen Konsequenzen bestehen. Der JAK/STAT-Signalweg wird typischerweise
Uber Zytokine wie IL-6, IL-15 oder IL-21 induziert. Dies hat, vermittelt Uber die
Phosphorylierung und Aktivierung von Januskinasen, die Phosphorylierung, Dimerisierung
und nukledre Translokation von STAT-Faktoren zur Folge, wobei im MM in erster Linie
STATS aktiviert wird. Die Aktivierung des JAK/STAT-Weges fuhrt Uber die Induktion der anti-
apoptotischen Proteine BCL-XL und MCL1 zu erhéhter Apoptoseresistenz (Catlett-Falcone
et al., 1999; Puthier et al., 1999). Der RAS/MAPK-Signalweg kann in malignen Plasmazellen
durch verschiedene Faktoren, wie z. B. IL-6, IGF-1, VEGF, TNFaq, IL-21 und SDF-1 stimuliert

25



werden. Dabei kommt es unter Beteiligung zwischengeschalteter Kinasen (RAF1, MEK) zur
Aktivierung der MAP-Kinasen ERK1 und ERK2 (Ogata et al., 1997). Durch Phosphorylierung
von Transkriptionsfaktoren bewirkt ERK die Induktion von Zielgenen, die essentiell fur den
Ubergang von der G1- in die S-Phase des Zellzyklus sind. Neben den genannten Faktoren
kénnen RAS-Mutationen zu einer Aktivierung von MAP-Kinasen fuhren. Beim MM sind in
Abhangigkeit vom Krankheitsstadium in bis zu 50% aller Falle aktivierende KRAS- oder
NRAS-Mutationen zu finden (Chapman et al., 2011; Chng et al., 2008). Durch mehrere
Faktoren des Knochenmarks, insbesondere IL-6 und IGF-1, kann der PI3K/AKT-Signalweg
in Myelomzellen induziert werden (Tu et al., 2000). Die anti-apoptotische Wirkung dieses
Signalweges beruht u. a. auf der Phosphorylierung und Inaktivierung des Pro-Apoptose-
Proteins BAD, der Inhibition der katalytischen Aktivitdt von Caspase 9 und der Inaktivierung
der pro-apoptotisch wirkenden Transkriptionsfaktoren der Forkhead-Familie (Hideshima et
al., 2001). Des Weiteren bewirkt AKT eine verstarkte Progression durch den Zellzyklus. Dies
resultiert einerseits aus dem verzégerten Abbau von Cyclin D1, vermittelt durch die Inhibition
der Glykogensynthase-Kinase 3p (GSK3p), und andererseits aus einer verminderten
Expression oder Aktivitat von Inhibitoren des Zellzyklus, wie z. B. CDKN1A (WAF1/p21) und
CDKN1B (KIP1/p27) (Hideshima et al., 2001). Die Uberexpression von konstitutiv aktiven
AKT-Konstrukten flhrt bei Myelomzellen zu verstarkter Proliferation und Resistenz
gegeniiber Dexamethason-induzierter Apoptose (Hsu et al., 2002), wahrend eine Hemmung
des IGF-1-Rezeptors oder der nachgeschalteten PI3-Kinase durch pharmakologische
Inhibitoren oder dominant-negative Konstrukte die proliferationsfordernden und anti-
apoptotischen Effekte von IGF-1 und IL-6 blockiert (Mitsiades et al., 2004; Tu et al., 2000).
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2. Originalarbeiten zum Habilitationsthema

2.1 Inhibition der E2A-Aktivitit als molekularer Mechanismus der gestorten

Differenzierung lymphatischer Zellen

Mathas, S.*, Janz, M.*, Hummel, F., Hummel, M., Wollert-Wulf, B., Lusatis, S.,
Anagnostopoulos, I., Lietz, A., Sigvardsson, M., Jundt, F., Johrens, K., Bommert, K., Stein,
H., Dérken, B. (2006). Intrinsic inhibition of transcription factor E2A by HLH proteins ABF-1
and Id2 mediates reprogramming of neoplastic B cells in Hodgkin lymphoma. Nature
Immunology 7, 207-215. *contributed equally (http://dx.doi.org/10.1038/ni1285)

Lietz, A., Janz, M., Sigvardsson, M., Jundt, F., Dérken, B., Mathas, S. (2007). Loss of bHLH
transcription factor E2A activity in primary effusion lymphoma (PEL) confers resistance to
apoptosis. British Journal of Haematology 737, 342-348. (http://dx.doi.org/10.1111/j.1365-
2141.2007.06583.x)

Mathas, S., Kreher, S., Meaburn, K. J., Johrens, K., Lamprecht, B., Assaf, C., Sterry, W.,
Kadin, M. E., Daibata, M., Joos, S., Hummel, M., Stein, H., Janz, M., Anagnostopoulos, 1.,
Schréck, E., Misteli, T., Doérken, B. (2009). Gene deregulation and spatial genome
reorganization near breakpoints prior to formation of translocations in anaplastic large cell
lymphoma. Proceedings of the National Academy of Sciences USA 106, 5831-5836.
(http://dx.doi.org/10.1073/pnas.0900912106)

Zu den eigentimlichsten Merkmalen der HRS-Zellen im cHL gehdrt das variable und
inkonsistente Expressionsmuster von Markern, die mit unterschiedlichen
Differenzierungsrichtungen der Hamatopoese assoziiert sind. Ziel unserer Arbeiten war und
ist es, die molekularen Ursachen und die tumorbiologischen Konsequenzen dieser
ausgepragten Differenzierungsstérung zu verstehen. Ausgehend vom offensichtlichen
Widerspruch zwischen dem genetischen Nachweis einer B-Zell-Abstammung und dem
weitgehenden Verlust des B-Zell-Phanotyps analysierten wir in HRS-Zellen die Expression
und Aktivitat der Transkriptionsfaktoren E2A, EBF1 und PAXS5, die die physiologische B-Zell-
Entwicklung kontrollieren. Als zentrale Beobachtung zeigte sich, dass die DNA-
Bindungsaktivitat des bHLH-Faktors E2A in Hodgkin-Zelllinien grundlegende Unterschiede
zum Bindungsverhalten in allen anderen B-Zelllinien aufweist (Mathas/Janz et al., 2006). Die
genaue Charakterisierung dieses Befundes ergab, dass die Achse der B-Zell-spezifischen
Transkriptionsfaktoren in HRS-Zellen auf der Ebene von E2A durch die Expression der E2A-
Antagonisten ID2 und ABF1 funktionell gestort ist. ID-Proteine sind HLH-Proteine, die keine
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basische Region fir die Bindung an DNA besitzen und dadurch nach Interaktion mit bHLH-
Faktoren deren transkriptionelle Aktivitat blockieren. ABF1 ist ein bHLH-Protein, das
Heterodimere mit E-Proteinen bilden kann, im Unterschied zu diesen allerdings nach
Bindung an die DNA als starker Repressor fungiert (weitere Details zu HLH- bzw. bHLH-
Faktoren siehe 1.1). In der Tat besteht im cHL die DNA-Bindungsaktivitdt von E2A nicht
mehr aus den fur B-Zellen charakteristischen E47-Homodimeren, sondern ist vollstandig
durch E47/ABF1-Heterodimere ersetzt. Durch die gemeinsame Expression von ID2 und
ABF1 ist es experimentell moglich, die Aktivitdt von E47-Homodimeren fast vollstandig zu
blockieren und eine DNA-Bindungsaktivitdt zu generieren, die der in Hodgkin-Zellen
entspricht. Die Transfektion von B-Zelllinien mit ID2 und/oder ABF1 fiihrt zu einer
Unterdriickung B-Zell-spezifischer Gene, wie wir fir CD19, CD79A, OCT2, EBF1 und AICDA
zeigen konnten. Zusatzlich erlaubt der Verlust der E47-Homodimer-Aktivitdt in Hodgkin-
Zelllinien die Expression von Genen, die normalerweise in B-Zellen nicht abgelesen werden.
Beispiele hierfiir sind die T-Zell-typischen Transkriptionsfaktoren TCF1 und GATA3 sowie
der Makrophagen-spezifische Rezeptor fir CSF1 (CSF1R). Zusammengefasst zeigen diese
Daten, dass die Stérung der E2A-Aktivitat sowohl am Expressionsverlust B-Zell-typischer
Gene als auch an der Induktion B-Zell-fremder Gene in HRS-Zellen beteiligt ist und damit
einen wichtigen molekularen Mechanismus fur den auRergewdhnlichen Phanotyp des cHL
darstellt. Zudem veranschaulichen diese Beobachtungen, dass humane lymphatische Zellen
unter bestimmten Bedingungen eine erstaunliche zellulare Plastizitat aufweisen kénnen —
eine Eigenschaft, wie sie vorher fast ausschlieflich im Mausmodell beschrieben worden war
(Janz et al., 2006a).

Interessanterweise sind hier Parallelen zum HHV8-assoziierten primaren Effusionslymphom
(PEL) zu erkennen. Dieses Lymphom leitet sich von B-Lymphozyten ab, die die molekulare
Signatur einer abgelaufenen Keimzentrumsreaktion aufweisen und in ihrem Phanotyp
Gemeinsamkeiten zu Immunoblasten und Plasmazellen besitzen (Jenner et al., 2003; Klein
et al., 2003; Matolcsy et al.,, 1998). In Analogie zum cHL zeigte sich, dass PEL-Zelllinien
ebenfalls durch eine veranderte E2A-Aktivitdt gekennzeichnet sind (Lietz et al., 2007). Dies
ist auf ein vermindertes E2A-Expressionsniveau bei gleichzeitiger Expression von ID2 und
ABF1 zurickzufiihren, wodurch das Verhaltnis zwischen E2A und seinen Antagonisten
verschoben und die Bildung von B-Zell-typischen E2A-Homodimeren gehemmt wird.
Funktionell fuhrt die Wiederherstellung der E2A-Aktivitat in PEL-Zelllinien zu einer
verstarkten Apoptose, was auf eine Wirkung von E2A als Tumorsuppressor hinweist (Lietz et
al., 2007).

Eine dritte Lymphomentitdt, die sich durch eine Uberexpression von 1D2 und ABF1
auszeichnet, ist das anaplastische grofRzellige Lymphom (anaplastic large cell lymphoma,

ALCL). Basierend auf dem Nachweis eines Rearrangements der T-Zell-Rezeptor-Gene kann
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das ALCL der Gruppe der T-Zell-Lymphome zugeordnet werden (Foss et al., 1996). Trotz
der Abstammung von T-Zellen zeigen sich mehrere auffallende Gemeinsamkeiten mit dem
cHL. Immunphanotypisch ist das ALCL einerseits durch die Farbung fir CD30, andererseits
— sozusagen spiegelbildlich zum Verlust des B-Zell-Phanotyps bei HRS-Zellen — durch eine
fehlende Expression T-Zell-typischer Moleklle charakterisiert. In einem hohen Prozentsatz
ist es nicht moglich, den TCRp und TCR-assoziierte Molekule, z. B. CD3 und ZAP70, oder
klassische T-Zell-Marker wie CD5, CD4 oder CD8 nachzuweisen (Stein et al., 2000). In
Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe zeigte sich, dass in ALCL-Zelllinien die fir T-Zellen
typische DNA-Bindungsaktivitdt von E2A/HEB-Heterodimeren verloren gegangen ist (Mathas
et al, 2009). Dies korreliert mit einer erhdhten Expression von ID2, die u. a. auf
Amplifikationen des genomischen ID2-Locus zurtckzufuhren ist. Experimentell fuhrt die
Uberexpression von ID2 in Zelllinien, die sich von T-Zell-Leukédmien ableiten und ein
erhaltenes T-Zell-Markerprofil aufweisen, zu einer teilweisen Suppression T-Zell-typischer
Faktoren. Das ALCL kann =zusatzlich anhand des Vorliegens oder Fehlens von
Translokationen, die zu einer deregulierten Aktivitat der anaplastic lymphoma kinase (ALK)
auf Chromosom 2p23 flihren, in ALK-positive und ALK-negative Falle unterteilt werden
(Chiarle et al., 2008; Medeiros und Elenitoba-Johnson, 2007). Als besonderes Merkmal
konnte bei ALK-negativen Beispielen eine Uberexpression von ABF1 identifiziert werden, die
sich — soweit bisher zu beurteilen — nur auf diese Untergruppe beschrankt und in dieser
ALCL-Form eine mit dem cHL vergleichbare E-Box-DNA-Bindungsaktivitat zur Folge hat
(Mathas et al., 2009).
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2.2 ATF/CREB-Transkriptionsfaktoren in der Pathogenese des Hodgkin-Lymphoms

Janz, M., Hummel, M., Truss, M., Wollert-Wulf, B., Mathas, S., J6éhrens, K., Hagemeier, C.,
Bommert, K., Stein, H., Doérken, B., Bargou, R. C. (2006). Classical Hodgkin lymphoma is
characterized by high constitutive expression of activating transcription factor 3 (ATF3),
which promotes viability of Hodgkin/Reed-Sternberg cells. Blood 107, 2536-2539.
(http://dx.doi.org/10.1182/blood-2005-07-2694)

Um einen Einblick in die spezifischen transkriptionellen Veranderungen von HRS-Zellen zu
gewinnen, haben wir von Hodgkin- sowie von Non-Hodgkin-Zelllinien, die unterschiedliche
lymphatische Neoplasien bzw. Reifungsstufen der B-Zell-Differenzierung reprasentieren,
Microarray-basierte Genexpressionsprofile erstellt (Janz et al., 2006b). Auffallend war, dass
mehrere Transkriptionsfaktoren der ATF/CREB-Familie eine starke Uberexpression in
Hodgkin-Zelllinien zeigten, einschlielBlich ATF3, BATF und BATF3 (activating transcription
factor, ATF; cyclic AMP response element binding protein, CREB) (Janz et al., 2006b und
unverodffentlichte Ergebnisse, Abb. 3). ATF/CREB-Faktoren gehdren strukturell zur Gruppe
der basic region leucine zipper (bZIP)-Proteine, wobei die basische Region fiir die DNA-
Bindung und das Leucin-Zipper-Motiv fir Protein-Protein-Interaktionen verantwortlich ist.
ATF/CREB-Proteine binden als Homodimere oder Heterodimere spezifisch an
Zielsequenzen der DNA. Durch Interaktionen untereinander sowie mit anderen bZIP-
Faktoren der C/EBP-, MAF- und AP1-Familie sind zahlreiche Kombinationen méglich, die je
nach Zusammensetzung der Komplexe und Promotorkontext als Aktivatoren oder
Repressoren der Transkription wirken (Chen et al., 1994; Hsu et al., 1992; Hsu et al., 1991).
Funktionell sind die Mitglieder der ATF/CREB-Familie an der Antwort auf vielfaltige extra-
und intrazellulare Stimuli beteiligt, wie z. B. Proliferations- und Stresssignale oder
genotoxische Schadigung (Hai et al., 1999; Thompson et al., 2009). Zusatzlich wirken sie an
der Regulation der Entziindungsantwort und der Differenzierung im hamatopoetischen
System mit (Gilchrist et al., 2006; Schraml et al., 2009).

In unseren Array-Analysen gehoérte ATF3 zu den am starksten differentiell exprimierten
Transkriptionsfaktoren. Wir konnten durch Untersuchungen an Zelllinien sowie durch
immunhistochemische  Farbungen von  primdrem  Tumormaterial  verschiedener
Lymphomentitaten bestatigen, dass ATF3 in nahezu allen Beispielen des cHL hoch
exprimiert ist, wahrend es in anderen Lymphomen nicht oder nur in wenigen Fallen
nachgewiesen werden kann. Eine interessante Ausnahme bildet das anaplastische
grolRzellige Lymphom (ALCL), bei dem in ca. 70% der Félle eine Expression von ATF3
beobachtet wird (Janz et al., 2006b). Dies ist ein weiteres Beispiel flr die ausgepragten

molekularen Parallelen zwischen diesen beiden Lymphomtypen, wozu beispielsweise auch
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die hohe Expression von AP1-Faktoren oder E2A-Anatgonisten gehort (Mathas et al., 2009).
Nach knockdown von ATF3 durch RNA-Interferenz zeigte sich eine Reduktion der
Proliferationsrate und eine betrachtlich eingeschrankte Viabilitdt von Hodgkin-Zelllinien, was

die tumorbiologische Bedeutung der ATF3-Expression verdeutlicht (Janz et al., 2006b).
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Abb. 3. Expressionsmuster der ATF/CREB-Transkriptionsfaktoren BATF und BATF3 in
lymphatischen Neoplasien. RT-PCR-Analyse der mRNA-Expression der ATF/CREB-Faktoren BATF
und BATF3 in Zelllinien, die sich von Lymphomen und Leukdmien unterschiedlicher
Differenzierungsrichtungen und -stadien ableiten. HL, Hodgkin-Lymphom: L428, L1236, KM-H2, L591
(B-Zell-Abstammung), HDLM-2, L540, L540Cy (T-Zell-Abstammung); B cell: Reh, Blin (pra-B-ALL),
Daudi, Namalwa (Burkitt-Lymphom), SUDHL-4 (germinal center B cell-like DLBCL), MM.1S (Multiples
Myelom); ALCL, anaplastic large cell lymphoma: SUDHL-1, K299, DEL, JB6 (anaplastic lymphoma
kinase (ALK)-positiv), FEPD, Mac1, Mac2a, DL40 (ALK-negativ); T cell: Jurkat, H9, KE37, Molt14 (T-
ALL). GAPDH mRNA wurde als interne Kontrolle amplifiziert.
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2.3 Analyse p53-abhangiger und p53-unabhangiger Apoptosewege im Hodgkin-
Lymphom

Janz, M., Stihmer, T., Vassilev, L. T., Bargou, R. C. (2007). Pharmacologic activation of
p53-dependent and p53-independent apoptotic pathways in Hodgkin/Reed-Sternberg cells.
Leukemia 21, 772-779. (http://dx.doi.org/10.1038/sj.leu.2404565)

Das Tumorsuppressorprotein p53 ist ein zentraler Integrationspunkt fiir die zellulare Antwort
auf DNA-Schaden und die inadaquate Aktivierung von Onkogenen, wodurch p53 eine
entscheidende Barriere gegen die maligne Transformation darstellt. Zusatzlich ist der p53-
Status von Tumorzellen ein maligeblicher Parameter, durch den die Wirksamkeit
genotoxischer Zytostatika beeinflusst wird (Levine und Oren, 2009). Um die funktionelle
Aktivitdt von p53 im cHL zu analysieren, haben wir Hodgkin-Zelllinien mit dem MDM2-
Antagonisten Nutlin-3 behandelt. Diese Substanz blockiert die Interaktion von MDM2 mit p53
und fihrt damit zu einer Stabilisierung und Aktivierung von p53, vorausgesetzt dass es als
Wildtyp-Protein vorliegt (Vassilev et al., 2004). Von sechs getesteten Hodgkin-Zelllinien
sprachen nur drei auf eine Nutlin-Behandlung mit einer Induktion von p53-Zielgenen (MDM?2,
p21) und nachfolgender Apoptose an, was auf p53-Defekte in den Ubrigen Zelllinien hinwies
(Janz et al., 2007). Dieser Befund war Uberraschend, da im cHL bisher nur selten p53-
Mutationen beschrieben worden waren (Kupper et al., 2001; Maggio et al.,, 2001,
Montesinos-Rongen et al., 1999). Eine genaue Analyse ergab, dass in den Nutlin-resistenten
Zelllinien Deletionen von p53 vorliegen. Wir konnten — in Ubereinstimmung mit Feuerborn et
al. (2006) und Drakos et al. (2007) — zeigen, dass es sich dabei um Veranderungen handelt,
die zu einem teilweisen Verlust der DNA-Bindungsdomane und/oder der
Tetramerisierungsdomane und damit vermutlich zur transkriptionellen Inaktivierung fihren.
Strukturell liegen diesen Veranderungen genomische Deletionen zugrunde, die eine GroRe
zwischen 33 und maximal 12 000 Basenpaaren aufweisen und zu fehlerhaften Splice-
Produkten der p53 mRNA fiihren (Abb. 4). Dieses Muster der p53-lnaktivierung ist
ungewohnlich, da bei anderen Tumorentitdten ganz Uberwiegend Punktmutationen als
Ursache vorliegen (IARC TP53 Datenbank; http://p53.iarc.fr). Wir betrachten dies als einen
weiteren Hinweis dafiir, dass die Mechanismen der genomischen Instabilitdt im cHL von
denen in anderen Lymphomen abweichen. Die p53-Deletionen in Hodgkin-Zelllinien waren
mit den Ublicherweise angewandten Verfahren flr den Nachweis von p53-Mutationen, bei
dem eine PCR-Amplifikation der Exone 5 bis 8 durchgefihrt wird, nur teilweise detektiert
worden. Insofern besteht die Mdglichkeit, dass die Haufigkeit von p53-Veranderungen im

cHL bisher unterschatzt wurde.
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Im Hinblick auf die Bedeutung von p53 fir das Ansprechen auf DNA-schadigende
Chemotherapeutika konnten wir beobachten, dass eine Kombination des MDM2-
Antagonisten Nutlin-3 mit Vincristin, Doxorubicin oder Etoposid im Vergleich zu einer
Einzelbehandlung eine deutlich starkere Apoptoseinduktion bei Hodgkin-Zelllinien mit p53-
Wildtyp bewirkt. Um zu testen, inwieweit der p53-Status auch die Reaktion auf nicht-
genotoxische Substanzen beeinflusst, haben wir die Effekte einer pharmakologischen
Blockade des Hitzeschock-Proteins HSP90 durch Geldanamycin untersucht. HSP90 ist ein
Chaperon-Molekil, das fur die Stabilisierung von Signaltransduktionsmolekilen notwendig
ist und die Weiterleitung onkogener Signale in Tumorzellen férdert (Trepel et al., 2010). Im
cHL wird HSP9O fir die Biosynthese der IKK-Komponenten a und 3 sowie die konstitutive
IKK-Aktivierung benétigt (Broemer et al., 2004), weshalb es in Anbetracht der Schlusselrolle
von NF-xB fiir die Proliferation, Apoptoseresistenz und Zytokin-Produktion von HRS-Zellen
eine vielversprechende Zielstruktur darstellt. Wir konnten beobachten, dass eine Behandlung
von Hodgkin-Zelllinien mit Geldanamycin zur Apoptose fuhrt, wobei sich eine Korrelation mit
dem Mutationsstatus der IkB-Proteine abzeichnete. Zelllinien mit intakten IkB-Faktoren
waren durch eine hdhere Apoptoserate gekennzeichnet, vermutlich da es in diesen Fallen
nach einer Hemmung der IKK-Aktivitdt zur Akkumulation von IkB-Proteinen und zur
Retention von NF-xB im Zytoplasma kommt, was bei mutierten lkB-Faktoren nicht moglich
ist. Obwohl durch die HSP90-Inhibition wahrscheinlich mehrere Signalwege in ihrer Wirkung
beeintrachtigt werden (wie z. B. zusatzlich die JAK-STAT-Signalubertragung; Schoof et al.,
2009), spricht fur einen besonders engen Zusammenhang zwischen HSP90-induzierter
Zytotoxizitat und NF-kB-Blockade, dass die Wirkung von Geldanamycin durch die ektope
Expression der NF-kB-Untereinheit p65 (RelA) erheblich abgeschwacht werden kann.
Bemerkenswert ist, dass einerseits p53-deletierte Hodgkin-Zelllinien gegenuber einer
Inhibition des NF-kB-Signalwegs empfindlich bleiben und andererseits Hodgkin-Zelllinien mit
IkB-Mutationen noch auf eine Nutlin-Behandlung ansprechen. Dies weist darauf hin, dass die
Apoptoseinduktion durch p53-Aktivierung und NF-kB-Inhibition offenbar voneinander
unabhangig vermittelt werden und als einander erganzende therapeutische Strategien

dienen konnten.
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Abb. 4. Deletionen des p53-Gens im cHL. (A) Schematische Darstellung der Exon-Intron-Struktur
des p53-Gens sowie der p53-Deletionen in den Hodgkin-Zelllinien L428, L1236 und HDLM-2. In L428-
Zellen liegt eine interne Deletion von 33 Basenpaaren im Exon 4 vor. Bei den Zelllinien L1236 und
HDLM-2 fiihren die Deletionen jeweils zu einem aberranten Splicing mit Sequenzen aus dem 3’-
Bereich des p53-Gens. (B) Auswirkungen der p53-Deletionen auf Proteinebene. In der Zelllinie L428
bleibt das Leseraster erhalten. Die Deletion der Aminosduren 112 bis 122 betrifft den N-terminalen
Bereich der p53-DNA-Bindungsdoméane. In L1236-Zellen entsteht ein C-terminal trunkiertes Protein,
bei dem Anteile der Tetramerisierungsdoméne deletiert sind. In HDLM-2-Zellen betrifft der Verlust
Teile der DNA-Bindungsdomane und den C-Terminus.
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2.4 Wachstums- und Uberlebenssignale beim Multiplen Myelom

Fagerli, U.-M., Ullrich, K., Stihmer, T., Holien, T., Kochert, K., Holt, R. U., Bruland, O.,
Chatterjee, M., Nogai, H., Lenz, G., Shaughnessy, J. D., Mathas, S., Sundan, A., Bargou, R.
C., Dorken, B., Barset, M., Janz, M. (2011). Serum/glucocorticoid-regulated kinase 1 (SGK7)
is a prominent target gene of the transcriptional response to cytokines in multiple myeloma
and supports the growth of myeloma cells. Oncogene 30, 3198-3206.
(http://dx.doi.org/10.1038/onc.2011.79)

Maligne Plasmazellen erhalten durch Zytokine des Knochenmarks und unmittelbare
Wechselwirkungen mit den Zellen des Tumor-Microenvironments essentielle Proliferations-
und Uberlebenssignale. Die Anzahl der beschriebenen Faktoren und Mechanismen ist in den
vergangenen Jahren sehr stark angewachsen, so dass es schwer fallt, den Beitrag einzelner
Signalwege innerhalb dieses Netzwerks und damit auch ihre potentielle Bedeutung fir
therapeutische Interventionen abzuschatzen (Hideshima et al.,, 2007). Wir haben in
Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe um Magne Bgrset (Norwegian University of Science
and Technology, St. Olavs University Hospital, Trondheim, Norwegen) die Frage untersucht,
ob sich durch die Testung verschiedener Stimulationsbedingungen eine begrenzte Zahl von
Genen identifizieren lasst, die wiederkehrend induziert werden, d. h. Gene, die eine zentrale
Stellung in der zellularen Antwort von Myelomzellen auf externe Signale besitzen. Hierfur
wurden Genexpressionsprofile von Myelomzelllinien erstellt, die mit ausgewahlten Zytokinen
stimuliert oder mit Stromazellen des Knochenmarks kokultiviert wurden. Als ein besonders
stark induziertes Gen erwies sich unter allen experimentellen Bedingungen SGK1
(serum/glucocorticoid-regulated kinase 1), das flr eine Serin/Threonin-Kinase kodiert
(Fagerli et al., 2011). SGK1 weist eine hohe Homologie zur AKT-Kinase auf und ist wie AKT
Teil des Phosphoinositid-3 (PI3)-Kinase Signalwegs (Park et al.,, 1999) (Abb. 5). Im
Gegensatz zu den meisten anderen Kinasen, die konstitutiv exprimiert und in erster Linie
posttranslational durch Phosphorylierung reguliert werden, unterliegt SGK1 zuséatzlich einer
ausgepragten transkriptionellen Regulation und wird durch externe Signale wie Zytokine oder
zellularen Stress induziert (Leong et al., 2003; Webster et al., 1993). Wir konnten zeigen,
dass SGK1 in Myelomzellen schnell und stark durch Wachstums- und Uberlebenssignale
des Knochenmarks hochreguliert wird, wie z. B. durch IL-6, IL-15, IL-21 und TNFa sowie
primare Stromazellen. Diese Induktion verlauft Uber  den JAK/STATS3-
Signaltransduktionsweg, flr den bereits eine herausragende Rolle beim Multiplen Myelom
beschrieben wurde (Catlett-Falcone et al., 1999; Mitsiades et al., 2007). Die funktionelle
Bedeutung von SGK1 wird dadurch verdeutlicht, dass eine Inhibition der SGK1-Expression

durch RNA-Interferenz zu einer verminderten Proliferation und Viabilitat von Myelomzelllinien
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fuhrt. Genexpressionsanalysen nach knockdown von SGK1 zeigten, dass eine verminderte
SGK1-Expression auf molekularer Ebene mit einer Induktion von Zellzyklus-inhibierenden
Faktoren (CDKN1A/p21, CDKN1B/p27 und CDKN2D/p19) und einer Abnahme von positiven
Regulatoren der Zellproliferation (CDK6 und RBL2/p130) einhergeht (Fagerli et al., 2011).
Zusammengefasst weisen unsere Ergebnisse darauf hin, dass SGK1 eine funktionelle
Schnittstelle zwischen der transkriptionellen Antwort auf externe Stimuli und intrazellularen
Phosphorylierungskaskaden bildet, d. h. dass SGK1 nach seiner Induktion in seiner
Eigenschaft als Kinase die zellulare Antwort von Myelomzellen auf Wachstumssignale
zusatzlich verstarkt. Damit stellt SGK1 ein interessantes potentielles Zielmolekiil fiir eine

pharmakologische Inhibition beim Multiplen Myelom dar.
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Abb. 5. Stellung der Serin/Threonin-Kinase SGK1 innerhalb intrazellularer Signalwege. Die
Expression des SGK7-Gens wird durch eine Vielzahl extrazellularer Stimuli induziert. Im
Zusammenhang mit dem MM gehoren hierzu beispielsweise die Zytokine IL-6, IL-15 und IL-21, wobei
die Induktion — zumindest im Fall von IL-6 — Gber STAT3 verlauft. Die Kinaseaktivitat des SGK1
Proteins selbst wird durch Phosphorylierung aktiviert, die in Abhangigkeit vom jeweiligen zellularen
System uber unterschiedliche Signalwege vermittelt werden kann: z. B. (a) durch BMK1/ERK5 nach
Stimulation mit Wachstumsfaktoren (Hayashi et al., 2001), (b) durch PDK1 im Zuge einer Aktivierung
der PI3-Kinase (Biondi et al., 2001) und (c) durch den mTOR-Multiproteinkomplex (mTORC1 und/oder
mTORC2) (Garcia-Martinez und Alessi, 2008; Hong et al., 2008). Zu den Substraten von SGK1 gehort
u. a. der Transkriptionsfaktor FOXO3, der die Expression von Genen aktiviert, die Zellzyklusarrest und
Apoptoseneigung verstarken (wie z. B. p27 und BIM). Die Phosphorylierung von FOXO3 fordert durch
die Interaktion mit 14-3-3 Proteinen den Export von FOXO3 aus dem Kern und fiihrt dadurch zu einer
Inhibition der FOXO3-abhangigen Transkription. SGK1 und AKT kdénnen gleiche und unterschiedliche
Positionen in FOXO3 phosphorylieren, d. h. sich gegenseitig in ihrer Wirkung ergadnzen und

verstarken (Brunet et al., 2001).
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3. Diskussion

Schwerpunkt der hier beschriebenen Arbeiten ist die molekulare Pathogenese reifer B-Zell-
Neoplasien. Obwohl sich ein grof3er Teil der Projekte in erster Linie auf das cHL bezieht,
beschrankt sich das Interesse unserer Arbeitsgruppe nicht auf krankheitsspezifische
Veranderungen, sondern gilt darUber hinaus allgemeinen Prinzipien der onkogenen
Transformation im lymphatischen System. Dabei hat sich das cHL — trotz seiner einmaligen
Stellung innerhalb der Klassifikation der Lymphome — als hervorragendes Modellsystem
erwiesen. Beispiele sind die konstitutive NF-kB- und NOTCH-Aktivierung, die Induktion von
Transkriptionsfaktoren der AP1/ATF-Familie sowie die funktionelle Hemmung der E2A-
Aktivitat in HRS-Zellen. In allen Fallen sind zahlreiche Parallelen in anderen B- und T-Zell-
Malignomen zu erkennen, wodurch die am cHL gewonnenen Erkenntnisse in einem sehr viel
breiteren Kontext stehen und eine direkte Bedeutung auch fur die Pathogenese anderer

Entitaten haben.

3.1 Veranderungen der Aktivitat des Transkriptionsfaktors E2A als Mechanismus der

malignen Transformation lymphatischer Zellen

Hauptthema meiner wissenschaftlichen Arbeit sind die Ursachen und Konsequenzen einer
veranderten Aktivitdt von Transkriptionsfaktoren im Rahmen der Lymphomentstehung.
Exemplarisch wird dies durch unsere Untersuchungen zu B-Zell-spezifischen
Transkriptionsfaktoren im cHL verdeutlicht (siehe Originalarbeiten 2.1; Mathas/Janz et al.,
2006; Janz et al.,, 2006a). Als zentrales Ergebnis konnten wir in diesen Analysen eine
funktionelle Blockade auf der Ebene des Transkriptionsfaktors E2A identifizieren. In HRS-
Zellen wird die E2A-Aktivitat durch die Expression der HLH-Proteine ID2 und ABF1
gehemmt. Dies hat weitreichende Konsequenzen fir den Phanotyp und die Tumorbiologie
des cHL. Die E2A-Inhibition tragt wesentlich zum Verlust der B-Zell-spezifischen
Genexpression sowie zur fehlerhaften Expression B-Zell-fremder Gene bei, d. h. sie ist ein
Schllsselereignis flr die Differenzierungsstérung der HRS-Zellen. Im weiteren Verlauf
unserer Arbeiten wurde deutlich, dass sich derartige funktionelle E2A-Veranderungen nicht
auf das cHL beschranken, sondern bei weiteren B- und T-Zell-Neoplasien anzutreffen sind.
Dies gilt beispielsweise flr das zumeist von Post-Keimzentrums-B-Zellen ausgehende
primare Effusionslymphom (PEL), das durch einen weitgehenden Verlust der E2A-
Homodimer-Aktivitat gekennzeichnet ist, bedingt durch eine verminderte Expression von E2A
bei gleichzeitiger Hochregulation der Antagonisten ID2 und ABF1 (Lietz et al.,, 2007).

Wahrend als zellbiologische Konsequenz der E2A-Inhibition beim PEL eine erhdhte
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Apoptoseresistenz gezeigt werden konnte (Lietz et al., 2007), ist der Einfluss auf den
Phanotyp der Tumorzellen nicht so klar zu definieren wie beim cHL. Zwar ist das PEL ahnlich
wie das cHL durch einen Verlust von B-Zell-Markern gekennzeichnet, allerdings ist nicht
sicher abzugrenzen, inwieweit diese Veranderungen auf eine teilweise abgelaufene
terminale B-Zell-Differenzierung oder aber eine abnorme Aktivitdt B-Zell-assoziierter
Transkriptionsfaktoren zurtickzufuhren sind (Arguello et al., 2003; Jenner et al., 2003; Klein
et al., 2003). Als weiterer Unterschied lasst sich im PEL keine mit dem cHL vergleichbare
Induktion B-Zell-fremder Gene beobachten, was mit der wesentlich schwacheren Expression
von ID2 und ABF1 in PEL-Zellen in Zusammenhang stehen kdnnte (Lietz et al., 2007). Als
Beispiel fir eine abnorme E-Box-Aktivitat bei T-Zell-Lymphomen konnte das anaplastische
grofizellige Lymphom (ALCL) identifiziert werden (Mathas et al., 2009). In dieser Entitat ist
die normalerweise in T-Zellen aus E2A/HEB-Heterodimeren bestehende DNA-
Bindungsaktivitdt verloren gegangen, wobei dies ebenfalls wesentlich auf eine
Uberexpression von ID2 und/oder ABF1 zuriickzufiihren ist. Bemerkenswert ist, dass unsere
zellbiologischen Untersuchungen darauf hinweisen, dass die Inhibition der E-Protein-Aktivitat
ahnlich wie beim cHL zu tiefgreifenden Veranderungen des Phanotyps fiuhrt, d. h. in diesem
Fall zum Verlust von T-Zell-assoziierten Faktoren. Des Weiteren konnte in neueren Arbeiten
unter Beteiligung unserer Arbeitsgruppe beim Sézary-Syndrom, einer aggressiven Form
kutaner T-Zell-Lymphome, eine rekurrente monoallelische Deletion des E2A-Gens
identifiziert werden, wobei die reduzierte E2A-Aktivitat durch Deregulation von CDK6, MYC
und Komponenten des RAS-Signalwegs zu einer verstarkten Zellzyklusprogression flhrt
(Steininger et al., 2011). Ahnliche molekulare Prinzipien sind dariiber hinaus auch bereits bei
akuten lymphatischen Leukdmien beschrieben worden: Hierzu zahlt der Verlust eines
funktionsfahigen E2A-Allels im Zuge der t(1;19) oder t(17;19) Translokation bei der B-ALL
sowie die E2A-Inhibition durch Deregulation verschiedener bHLH-Faktoren bei der T-ALL
(Aspland et al., 2001; O'Neil und Look, 2007; siehe auch 1.2).

Gemeinsame Folge der oben beschriebenen Verdnderungen ist ein partieller oder
vollstandiger Verlust der physiologischen E2A-Aktivitat, was auf eine Funktion von E2A als
Tumorsuppressor hindeutet. Diese Annahme wird durch Untersuchungen der E2A-Funktion
im Mausmodell unterstitzt: E2A-defiziente Mause entwickeln aggressiv wachsende
Lymphome, die immunphanotypisch als unreife T-Zell-Lymphome eingeordnet werden
kdnnen (Bain et al.,, 1997). Wird der E2A-Verlust durch ektope Expression in den
Lymphomzellen wieder ausgeglichen, kommt es zur Apoptoseinduktion (Engel und Murre,
1999). Ein entscheidender Punkt in Bezug auf die Lymphomentstehung ist die Mitwirkung
von E-Proteinen an wichtigen Kontrollpunkten der T-Zell-Entwicklung: Physiologischerweise
verzogert E2A die lymphozytare Proliferation, bis nach erfolgreicher Rekombination und

Prasentation des pra-TCR bzw. des TCRaf die E2A-Aktivitat durch Rezeptor-vermittelte
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Signale reduziert wird und die Zellen in die nachste Phase der Differenzierung eintreten
kénnen (Bain et al., 2001). Dementsprechend ist bei einer E2A-Defizienz schon im Vorfeld
der Lymphomentwicklung eine starkere Zellzyklusprogression der T-Zellen zu beobachten
(Engel und Murre, 2004). E2A-defiziente Zellen kdnnen zudem die Kontrollpunkte der T-Zell-
Differenzierung trotz unvollstdndiger Reifung durchlaufen, d. h. es kommt zur Expansion von
Zellen mit fehlender Expression des pra-TCR oder TCRap (Engel et al., 2001; Jones und
Zhuang, 2007). Die negative Wirkung von E2A auf die Proliferation wird molekular vor allem
auf die Repression des Zellzyklusregulators Cdk6 (cyclin-dependent kinase 6) und die
daraus resultierende Inhibition der Retinoblastom-Protein (Rb)-E2F-Achse zurtckgefuhrt
(Schwartz et al., 2006). Ein besonderes Merkmal der Lymphome in E2A-defizienten Mausen
ist zudem die fast durchgehend zu beobachtende Aktivierung des Myc-Onkogens, was auf
eine entsprechende Kooperation in der Lymphompathogenese hinweist (Bain et al., 1997).
Zusatzlich wurde beschrieben, dass bei E2A-defizienten Lymphomen in der Maus
aktivierende Mutationen in Notch1 auftreten, die das maligne Wachstum férdern und als
zusatzlicher Schritt in der Tumorentstehung angesehen werden (Reschly et al., 2006).
Wahrend ein mdglicher Zusammenhang zwischen E2A und MYC im cHL bisher nicht
genauer untersucht wurde, lassen sich im Hinblick auf den E2A-Verlust und die Notch-
Aktivierung deutliche Parallelen zur Situation in HRS-Zellen erkennen (Jundt et al., 2002a;
Kochert et al., 2011).

Inzwischen ist klar geworden, dass nicht nur ein E2A-Verlust, sondern auch eine erhdhte
E2A-Aktivitdt an der Lymphomentstehung beteiligt sein kann. Eine solche Situation findet
sich beim humanen Burkitt-Lymphom (BL), das sich von B-Zellen des Keimzentrums ableitet.
Das BL ist in einem hohen Prozentsatz durch inaktivierende Mutationen des E2A-
Antagonisten ID3 charakterisiert, allein oder in Kombination mit E2A-Mutationen, die die
Funktion von E2A verstarken (Richter et al., 2012; Schmitz et al., 2012). Aus diesem
Mutationsmuster resultiert daher, im Gegensatz zum cHL, eine gesteigerte E2A-Wirkung, die
funktionell zu einer verstarkten Zellzyklusprogression, einer erhdhten Expression von
Komponenten des BCR-Komplexes und zu einer Aktivierung des PI3-Kinase-Signalwegs
fuhrt (Schmitz et al.,, 2012). Die Entitdten BL und cHL reprasentieren somit die beiden
extremen Varianten einer Stérung der E2A-Funktion. In der Zusammenschau verdeutlichen
diese Beobachtungen, dass Abweichungen von der physiologischen E2A-Aktivitat —
sozusagen in beide Richtungen — zur onkogenen Transformation pradisponieren und ein

wiederkehrendes Prinzip in der Pathogenese lymphatischer Tumoren darstellen.
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3.2 Zelluldre Plastizitit und Reprogrammierung in der Pathogenese lymphatischer

Neoplasien

Die Differenzierungsstérung beim cHL und — etwas geringer ausgepragt — beim PEL oder
ALCL geht weit Uber das hinaus, was bei anderen Lymphomen oder Leukdmien zu
beobachten ist. In den meisten Fallen ist die Tumorentstehung im lymphatischen System mit
einem Block der Differenzierung verbunden, wobei bis zu einem gewissen Grad
Gemeinsamkeiten zwischen der malignen Zellpopulation und den entsprechenden
physiologischen Reifungsstufen erhalten bleiben. Eine solche Korrelation ist beim cHL nicht
mehr moglich. Die Abweichungen vom B-Zell-Phanotyp haben bei HRS-Zellen solche
Ausmale erreicht, dass man teilweise von einer zelluldren Reprogrammierung bzw.
Transdifferenzierung sprechen kann. Diese Begriffe wurden urspriinglich fiir Beobachtungen
im Mausmodell gepragt, um die hohe zellulare Plastizitat lymphatischer Zellen nach einer
experimentellen Modulation der Aktivitdt von Linien-spezifischen Transkriptionsfaktoren zu
beschreiben. Prominentestes Beispiel ist der knockout von Pax5 in B-Zellen, der eine
vollstandige Umdifferenzierung in Zellen anderer hadmatopoetischer Reihen erlaubt (Nutt et
al., 1999; Rolink et al., 1999). Die Deletion von Pax5 in reifen B-Zellen fihrt zu einer
Entdifferenzierung zu frihen, nicht Linien-gebundenen Vorlauferzellen, die dann wiederum in
andere Reihen (z. B. T-Zellen) ausreifen kdnnen und als Zeichen ihrer B-Zell-Abstammung
rearrangierte Ig-Gene aufweisen. Bemerkenswerterweise geht dieser Prozess mit der
Entwicklung von Lymphomen einher, wobei diese Tumore einen Verlust von B-Zell-Markern
zeigen und anhand ihres Genexpressionsprofils als Progenitor-Lymphome eingeordnet
werden missen (Cobaleda et al., 2007a). Ahnliche Veranderungen im Sinne eines erneuten
Auftretens multipotenter Eigenschaften finden sich auch bei B-Vorlauferzellen nach knockout
von E2A, was im Hinblick auf unsere Arbeiten von besonderer Relevanz ist (lkawa et al.,
2004). In der Tat zeigen sich auffallige Gemeinsamkeiten in der Genexpression zwischen
E2A-defizienten Zellen im Maussystem und HRS-Zellen. In beiden Fallen findet sich eine
verminderte Bildung von B-Zell-Markern, u. a. CD79A/mb-1, CD79B/B29, Ilun und EBF1,
sowie eine Expression von B-Zell-fremden Faktoren, wie z. B. TCF1, GATA3, CSF1- und
EPO-Rezeptor (lkawa et al., 2004; Mathas/Janz et al., 2006; Lamprecht et al., 2010). Diese
Daten unterstitzen die Hypothese, dass es in der Pathogenese des cHL in Analogie zu den
beschriebenen Mausmodellen zu  einer Instabilitdt des  B-Zell-spezifischen
Expressionsprogramms gekommen ist, was sowohl zum Verlust des B-Zell-Phanotyps als
auch zur Aktivierung B-Zell-fremder Faktoren und Signalwege gefiihrt hat.

Als alternative Erklarung flr den Phanotyp der HRS-Zellen wurde wiederholt eine
plasmazellulare Differenzierung diskutiert, da in der terminalen B-Zell-Entwicklung

physiologischerweise zahlreiche typische B-Zell-Marker herunterreguliert werden. Der
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Ubergang von Keimzentrums-B-Zellen zu Plasmazellen wird durch ein Netzwerk von
Transkriptionsfaktoren kontrolliert, zu dessen Schlisselkomponenten PAX5, BCL6, IRF4 und
BLIMP1 gehdren (Nutt et al., 2011). PAX5 und BCL6 sind wesentlich fur die Auspragung des
Genexpressionsprogramms von B-Zellen bzw. von Keimzentrums-B-Zellen verantwortlich,
wahrend IRF4 und BLIMP1 die Etablierung des Plasmazell-spezifischen Genprofils
kontrollieren, wobei sich diese beiden Gruppen von Faktoren gegenseitig antagonistisch
beeinflussen. So fiihrt z. B. die Induktion von BLIMP1 zur Suppression zahlreicher B-Zell-
assoziierter Gene, wie BCL6, PAXS5, ID3, CD79A, BTK, SYK, SPIB und AICDA, ein Effekt,
der teilweise indirekt auf die Repression von PAXS5 zuruckzuflhren ist (Shaffer et al., 2002).
In Bezug auf diese zentralen Transkriptionsfaktoren zeigt das cHL insofern eine
ungewohnliche Konstellation, als in HRS-Zellen eine gleichzeitige Expression von PAX5 und
IRF4 besteht, wahrend BCL6 und BLIMP1 jeweils bei einem Teil der Falle nachweisbar sind,
d. h. es liegt eine Situation vor, die keine klare Zuordnung zu Keimzentrums-B-Zellen oder
Plasmazellen erlaubt, aber eindeutig gegen eine vollstandige terminale Differenzierung der
HRS-Zellen spricht (Buettner et al., 2005; Falini et al., 2000; Foss et al., 1999). Diese
Beobachtung wird unterstitzt durch genomweite Analysen des Genexpressionsprofils von
primaren HRS-Zellen im Vergleich zu Keimzentrums-B-Zellen und Plasmazellen: HRS-Zellen
zeigen einen Verlust des far Keimzentrums-B-Zellen charakteristischen
Genexpressionsprofils, ohne dass jedoch signifikant Plasmazell-assoziierte Gene
hochreguliert worden sind (Tiacci et al., 2012). Eine ahnliche Situation scheint auch auf der
Ebene epigenetischer Modifikationen zu bestehen, da nur geringe Uberlappungen im Muster
der Histon H3-Acetylierung des Genoms von HL- und Myelomzelllinien bestehen (Seitz et al.,
2011). In der Summe sprechen diese Daten gegen eine terminale Differenzierung der HRS-
Zellen als Ursache der Ausléschung des B-Zell-assoziierten Genprofils. Nicht
ausgeschlossen werden kann allerdings eine sogenannte abortive
Plasmazelldifferenzierung, d. h. ein Szenario, bei dem der Phanotyp der HRS-Zellen eine
unvollstandig abgelaufene Differenzierung in Richtung Plasmazellen widerspiegelt, bei der
das Keimzentrumsprogramm bereits weitgehend erloschen ist, ohne dass ein Eintritt in die
normale terminale Differenzierung stattgefunden hat (Buettner et al., 2005). Es ist bisher
aber weder mdglich gewesen, ein physiologisches Stadium zu definieren, das diesem
Zustand entsprechen wirde, noch kénnte dadurch die ausgedehnte Expression B-Zell-
fremder Gene erklart werden. Dies deutet darauf hin, dass das besondere Genprofil von
HRS-Zellen weniger durch ein spezifisches Differenzierungsstadium als vielmehr durch
Transfomations-assoziierte Ereignisse bestimmt wird, die zu einem Block in der B-Zell-

Entwicklung bei gleichzeitig gesteigerter zellularer Plastizitat geflhrt haben.
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3.3 Der Verlust des B-Zell-Phanotyps und des B-Zell-Rezeptors in der Pathogenese

des klassischen Hodgkin-Lymphoms

Die Expression eines funktionsfahigen Antigenrezeptors ist die Voraussetzung fur das
Uberleben und die Expansion normaler B-Zellen (Kraus et al., 2004; Lam et al., 1997). In
ahnlicher Form scheint diese Aussage auch fir einen erheblichen Teil aller malignen B-Zell-
Neoplasien zu gelten. Bei den meisten Lymphomentitdten ist, zusammen mit weiteren
Merkmalen der B-Zell-Differenzierung, die Expression des BCR weiterhin nachweisbar. Es
existieren mehrere Hinweise darauf, dass auch in malignen B-Zellen ein positiver
Selektionsdruck fir die Prasentation eines Antigenrezeptors besteht: Lymphom-assoziierte
Translokationen, an denen die Ig-Loci beteiligt sind, betreffen fast immer das nicht-produktiv
rearrangierte Allel, so dass dadurch die Bildung eines BCR nicht beeintrachtigt wird (Kiippers
und Dalla-Favera, 2001). Zudem zeigen mehrere B-Zell-Lymphome eine anhaltende
somatische Hypermutation der variablen Region der Ig-Gene, wie z. B. das follikulare
Lymphom (FL) oder der germinal center B cell-like (GCB)-Subtyp des DLBCL. Obwohl durch
die fortgesetzte Einflihrung von Mutationen ein substantielles Risiko fiir eine Inaktivierung
der Ig-Gene besteht, bleibt auch bei diesen Entitaten die Expression des Antigenrezeptors
erhalten (Kappers, 2005). Ein weiteres Argument flr eine aktive Rolle BCR-assoziierter
Signale in der Lymphompathogenese ergibt sich aus Beobachtungen beim ABC-Subtyp des
DLBCL: Experimentell ist das Uberleben dieser Lymphomzellen abhangig von der
Expression des Antigenrezeptors und BCR-assoziierter Signaltransduktionsmolekiile.
Dartber hinaus finden sich Mutationen im Immunrezeptor-Tyrosinkinase-Motiv (ITAM) der
BCR-Untereinheiten CD79A und CD79B, die zu einer verstarkten Oberflachenexpression
des BCR fuhren (Davis et al., 2010). Daraus resultiert im Zusammenspiel mit weiteren
Mutationen eine Aktivierung BCR-abhangiger Signalwege, insbesondere von NF-kB, die als
chronic active BCR signaling bezeichnet wird (Staudt, 2010). Eine 8hnliche, wenngleich nicht
identische Konstellation findet sich im BL, das ebenfalls eine Abhangigkeit von BCR-
vermittelten Signalen zeigt (Schmitz et al., 2012). Ein wichtiger Mechanismus ist dabei die
durch E2A vermittelte Verstarkung BCR-induzierter Signale, wobei in diesem Fall eine
erhdhte Aktivitdt des PI3-Kinase-Signalwegs im Vordergrund steht, was Ahnlichkeiten zur
Signallbertragung in ruhenden reifen B-Zellen und damit zum sogenannten tonic BCR
signaling aufweist (Srinivasan et al., 2009).

Diese Befunde stehen in starkem Kontrast zur Situation im cHL, wo es zu einem kompletten
Verlust der Expression des BCR und BCR-assoziierter Signalmolekile gekommen ist
(Schwering et al., 2003), d. h. ein grundlegendes Prinzip der Hodgkin-Pathogenese muss die
Aktivierung molekularer Mechanismen sein, die es BCR-negativen B-Lymphozyten erlauben

zu Uberleben und zu expandieren (Kippers, 2009; Kippers und Rajewsky, 1998). Im Fall
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EBV-positiver cHL-Falle ist es denkbar, dass der Verlust des Antigenrezeptors durch BCR-
aquivalente Signalkaskaden kompensiert wird. Das EBV-kodierte Membranprotein LMP2A
kann Funktionen des BCR simulieren und BCR-defiziente Keimzentrums-B-Zellen vor
Apoptose schitzen, wodurch sie von physiologischen Uberlebenssignalen unabhéngig
werden (Bechtel et al., 2005; Chaganti et al., 2005; Mancao et al., 2005). Diese Annahme
wird unterstitzt durch die Beobachtung, dass eine positive Korrelation zwischen dem
Vorliegen von inaktivierenden Mutationen der Ig-Gene und dem Nachweis von EBV in HRS-
Zellen besteht (Brauninger et al., 2006). Betrachtet man die komplexen Veranderungen des
Hodgkin-Phanotyps in ihrer Gesamtheit, ergibt sich allerdings ein Bild, dass uber die Rettung
BCR-negativer Vorlauferzellen durch BCR-ahnliche Signale hinausgeht: In diesem Szenario
durchbricht die zellulare Reprogrammierung der HRS-Zellen die Abhangigkeit von BCR-
vermittelten Stimuli und ermdglicht durch die Induktion B-Linien-fremder Gene die Nutzung
alternativer Uberlebenssignalwege (Janz et al.,, 2006a). Beispiele fiir derartige
Wachstumssignale, die B-Zellen ansonsten nicht oder nur eingeschrankt zur Verfigung
stehen und erst im Laufe der Hodgkin-Pathogenese aktiviert werden, sind die Expression der
Rezeptoren fir RANK-Ligand (receptor activator of nuclear factor-kappa B), IL-13 oder CSF1
(colony stimulating factor 1) (Fiumara et al., 2001; Lamprecht et al., 2010; Skinnider et al.,
2001). Der CSF1-Rezeptor, der zur Gruppe der Rezeptor-Tyrosinkinasen (RTK) gehdort, wird
normalerweise nur in myeloischen Zellen exprimiert und ist ein zentraler Faktor fur das
Wachstum und die Differenzierung von Monozyten und Makrophagen (Pixley und Stanley,
2004). Unsere Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass in HRS-Zellen eine hohe Expression
sowohl des CSF1-Rezeptors als auch seines Liganden CSF1 besteht und dass die
konstitutive CSF1R-Aktivierung fir das Uberleben von Hodgkin-Zellen notwendig ist
(Lamprecht et al., 2010). Uber den CSF1R hinaus existieren noch weitere Beispiele fiir eine
Uberexpression von RTK in HRS-Zellen, darunter PDGFRA, DDR2, EPHB1, RON, TRKA
und TRKB (Renné et al., 2005). Fur diese Rezeptoren wurde aullerdem gezeigt, dass sie
gehauft in EBV-negativen Hodgkin-Fallen exprimiert werden, was zu der Uberlegung gefiihrt
hat, dass eine hohe RTK-Aktivitat zumindest teilweise die Funktion von EBV in HRS-Zellen
ersetzen koénnte (Renné et al., 2007). Diese Befunde lassen vermuten, dass die
pharmakologische Hemmung von RTK beim cHL als therapeutisches Prinzip nutzbar sein
koénnte. In der Tat konnten wir zeigen, dass eine Behandlung von Hodgkin-Zelllinien mit dem
Multi-Tyrosinkinase-Inhibitor Sorafenib Apoptose induziert und die Empfindlichkeit
gegeniber konventionellen Zytostatika erhéht (Ullrich et al., 2011). Nur unvollstandig
verstanden ist die funktionelle Bedeutung T-Zell-assoziierter Transkriptionsfaktoren im cHL,
einschlief3lich TCF1, GATA3 und T-BET (Mathas/Janz et al., 2006). TCF1 ist beispielsweise
Bestandteil des Wnt/g-Catenin-Signalwegs, der insbesondere flr die proliferative Expansion

in der frihen T-Zell-Entwicklung essentiell ist (Rothenberg und Taghon, 2005), wahrend
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seine Rolle im cHL experimentell noch nicht untersucht wurde. Fur GATA3 konnte gezeigt
werden, dass dieser Transkriptionsfaktor die Expression der typischerweise im cHL
exprimierten Faktoren IL-5, IL-13 und STAT4 induziert (Stanelle et al., 2010). Diese
Beobachtung unterstitzt die Annahme, dass B-Zell-fremde Transkriptionsfaktoren in HRS-
Zellen T-Zell- und NK-Zell-assoziierte Zytokin-Systeme aktivieren kdnnen, die normalerweise
von B-Zellen nicht genutzt werden. Wir haben als Beispiel flir diesen Mechanismus in
neueren Arbeiten eine Uberexpression der IL-15-Rezeptoren o und p sowie des Liganden IL-
15 im cHL identifiziert (unverdffentlichte Ergebnisse), die eigentlich von entscheidender
Bedeutung fir die Entwicklung von NK-Zellen und CD8-positiven Gedachtnis-T-Zellen sind
(Kennedy et al., 2000; Lodolce et al., 1998).

Die Existenz EBV-positiver und EBV-negativer Hodgkin-Falle weist auf Unterschiede in der
Pathogenese dieser Subtypen hin. Allerdings muss es sich dabei nicht um einander
ausschlieBende Mechanismen handeln. Vielmehr kénnten diese Pathogenesewege starke
Gemeinsamkeiten aufweisen, was letztendlich in einen gemeinsamen Phanotyp einmindet.
Beispielsweise ist beschrieben worden, dass eine Infektion mit EBV die Expression von
ABF1 und ID2 induziert (Massari et al., 1998; Portis et al., 2003) und LMP1 die Aktivierung
von NF-kB- und AP1-Faktoren bewirkt (Eliopoulos und Young, 1998; Laherty et al., 1992), so
dass auf unterschiedlichen Wegen gleiche Charakteristika des Hodgkin-Phanotyps
entstehen koénnten. Diese Annahme wird durch genomweite Expressionsanalysen von
primaren HRS-Zellen gestitzt, bei denen nur geringe Unterschiede im Expressionsprofil

EBV-positiver und EBV-negativer Hodgkin-Falle beobachtet wurden (Tiacci et al., 2012).

3.4 ATF/CREB-Transkriptionsfaktoren in der Tumorbiologie des klassischen Hodgkin-

Lymphoms und des anaplastischen groRzelligen Lymphoms

Zusatzlich zum ungewdhnlichen Expressionsmuster hamatopoetischer Marker ist das zweite
herausragende Merkmal der HRS-Zellen ihr hoher Aktivierungszustand. Dies geht einher mit
der Expression von Aktivierungsmarkern und einer ausgepragten Zytokin-Produktion, was
sich morphologisch durch das Umgebungsinfiltrat und klinisch durch die B-Symptomatik
manifestiert. Ein wesentlicher Teil dieses Phanotyps dirfte auf die hohe konstitutive NF-kB-
Aktivitat und die Induktion von NF-kB-Zielgenen, wie z. B. Lymphotoxin a, TNFa, MIP-1a
und IL-6, zurlckzufihren sein (Hinz et al.,, 2002). HRS-Zellen sind allerdings noch durch
zwei weitere Gruppen von Transkriptionsfaktoren gekennzeichnet, die typischerweise mit
einer starken zellularen Aktivierung in Verbindung gebracht werden: AP1- und ATF/CREB-
Proteine. Beide Gruppen gehdren zu den bZIP-Proteinen und werden aufgrund ihrer engen

Verwandtschaft und zahlreichen Interaktionen gelegentlich zu einer Klasse
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zusammengefasst (Hess et al., 2004). Die konstitutive AP1-Aktivitat in HRS-Zellen wird von
c¢JUN, JUNB und JUND gebildet, wahrend aus der ATF/CREB-Familie die Faktoren BATF,
BATF3 und ATF3 hoch exprimiert werden (Janz et al., 2006b; Kippers et al., 2003; Mathas
et al., 2002 und siehe 2.2). Bemerkenswerterweise findet sich in den Tumorzellen des ALCL,
das sich von T-Zellen ableitet, eine sehr ahnliche molekulare Konstellation: auch hier besteht
eine starke konstitutive AP1-Aktivitat, die sich vorwiegend aus FRA2- und JUNB-Proteinen
zusammensetzt, in Kombination mit einer hohen Expression aller ebenfalls in HRS-Zellen
Uberexprimierten ATF-Faktoren (Janz et al., 2006b; Mathas et al., 2009 und unveréffentlichte
Ergebnisse).

Wir konnten erstmals die selektive Expression von ATF3 in Zellen des cHL und des ALCL
demonstrieren und eine Beteiligung von ATF3 am Wachstum und Uberleben von HRS-Zellen
nachweisen (Janz et al., 2006b). Die Ursachen der ATF3-Aktivierung sowie die genauen
Mechanismen der ATF3-Wirkung sind noch unklar, doch gibt es eine Reihe interessanter
Ansatzpunkte: ATF3 wird durch mitogene Stimuli induziert, vor allem Utber den JNK- oder
MAPK-Signalweg und die damit einhergehende Bindung von cJUN/ATF2-Komplexen am
ATF3-Promotor (Cai et al.,, 2000; Hai et al., 1999). Darlber hinaus ist ATF3 sowohl ein
Zielgen von MYC als auch gleichzeitig ein wichtiger Vermittler der proliferationsférdernden
Funktionen von MYC (Tamura et al., 2005). Im Hinblick auf die gemeinsame Expression von
ATF3 mit JUN-Proteinen im cHL und ALCL ist hervorzuheben, dass die Interaktion dieser
Transkriptionsfaktoren, vermittelt Gber die Induktion von HSP27 und die Aktivierung der
Proteinkinase AKT, in neuronalen Zellen stark anti-apoptotisch wirken kann (Nakagomi et al.,
2003). Ein weiteres Beispiel fur die Zusammenarbeit von ATF- und AP1-Faktoren ist die
gemeinsam vermittelte Expression des Zytokins RANTES in monozytaren Zellen, das
ebenfalls stark in HRS-Zellen exprimiert wird (Boehlk et al., 2000; Fischer et al., 2003).
Zusatzlich kann ATF3 direkt oder indirekt mit NF-xB interagieren, wobei sowohl agonistische
als auch antagonistische Wirkungen beschrieben wurden (Gilchrist et al., 2006; Kaszubska
et al., 1993). Inwieweit die aufgefiuihrten zellbiologischen Funktionen von ATF3 auf das cHL
und das ALCL Ubertragen werden kdnnen, ist zurzeit noch unklar. Perspektivisch wird es von
besonderem Interesse sein, die Interaktionen der ATF/CREB-Faktoren untereinander sowie
mit Mitgliedern der AP1- und NF-xB-Familie zu charakterisieren und die daraus
resultierenden Effekte fir die Proliferation, die Apoptoseresistenz und den aktivierten

Phanotyp von lymphatischen Tumorzellen zu bestimmen.

88



3.5 Neue therapeutische Ansatze fiir die Behandlung lymphatischer Malignome

Die Therapiemdglichkeiten flr das cHL haben sich im Laufe der letzten Jahrzehnte durch die
EinfUhrung und Weiterentwicklung von Polychemotherapie und Bestrahlung erheblich
verbessert. In kontrollierten klinischen Studien kénnen heute komplette Remissions- und
Heilungsraten von Uber 80% erzielt werden (Evens et al.,, 2008). Trotz der beachtlichen
Erfolge bleiben zwei grundlegende Probleme bestehen: (1) Es existiert weiterhin eine
Gruppe von Patienten, bei denen es zu einem therapierefraktaren Verlauf oder zu einem
Rezidiv der Erkrankung kommt. Dies betrifft nicht nur vor allem die fortgeschrittenen Stadien,
sondern auch Hodgkin-Falle im Alter von Uber 60 Jahren (Halbsguth et al., 2011; Mendler
und Friedberg, 2009). (2) Die bisherigen Behandlungsstrategien fiir das cHL sind mit einer
nicht unerheblichen Langzeittoxizitdt verbunden. Dazu zahlt insbesondere ein erhdhtes
Risiko fur sekundare Malignome, einschlief3lich akuter myeloischer Leukdmien und solider
Tumoren (Dores et al., 2002; Hodgson et al., 2007; Schonfeld et al., 2006). Dartber hinaus
finden sich gehauft kardiovaskuldare Erkrankungen (Aleman et al., 2007),
Schilddrisenfunktionsstérungen (llles et al., 2003) und Infertilitdt (Behringer et al., 2013).
Diese Probleme bekommen eine besondere Relevanz durch die Tatsache, dass das cHL in
einem hohen Prozentsatz junge Patienten betrifft. Neue therapeutische Ansatze missen
daher darauf abzielen, sowohl wirksame Substanzen bzw. Behandlungsschemata fir
refraktare oder rezidivierte cHL-Falle zu identifizieren als auch die Toxizitat bisheriger
Strategien zu reduzieren.

Mdogliche Ansatzpunkte fir die Entwicklung derartiger Therapiekonzepte sind der Einsatz von
Antikdrpern gegen Zielstrukturen auf HRS-Zellen, die Blockade zentraler intrazellularer
Signalwege sowie die Hemmung von Interaktionen zwischen Tumorzellen und
Microenvironment (Boll et al., 2010; Younes, 2009). Im Hinblick auf die Beeinflussung Zell-
intrinsischer Mechanismen des Tumorwachstums haben wir verschiedene Strategien
getestet: zum einen die pharmakologisch induzierte Aktivierung des Tumorsuppressors p53
durch den MDM2-Inhibitor Nutlin-3, zum anderen die Inhibition des Hitzeschock-Proteins
HSP90, das fir die Aktivitdt mehrerer intrazellularer Signalwege, insbesondere des NF-kB-
Signalwegs, essentiell ist (Janz et al., 2007). Unsere Untersuchungen mit Nutlin-3 zeigten,
dass Hodgkin-Zelllinien mit Wildtyp-p53 auf eine Induktion von p53 mit Apoptose ansprechen
und dass die Verwendung von Nutlin-3 eine Dosisreduktion konventioneller Zytostatika in
vitro ermdglicht. Diese Ergebnisse sprechen dafiir, dass eine nicht-genotoxische Aktivierung
des p53-Signalwegs prinzipiell ein zusatzliches therapeutisches Prinzip darstellen kdnnte,
um den Einsatz genotoxisch wirkender Substanzen zu verringern. Zum jetzigen Zeitpunkt ist
allerdings die klinische Anwendbarkeit noch nicht abzuschatzen, nicht zuletzt im Hinblick auf

die mogliche Toxizitat einer generalisierten p53-Aktivierung im Organismus, insbesondere
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bei Kombination mit konventioneller Chemotherapie (Cheok et al., 2011). Zusatzlich ist zu
beachten, dass die Untersuchungen unserer und anderer Gruppen darauf hingewiesen
haben, dass Veranderungen im p53-Gen beim cHL — zumindest in fortgeschrittenen Stadien,
von denen sich die etablierten Zelllinien-Modelle ableiten — doch haufiger sein kénnten als in
frheren Arbeiten angenommen wurde (Drakos et al., 2007; Feuerborn et al., 2006; Janz et
al., 2007). Diese Befunde in Kombination mit dem ungewohnlichen Muster der p53-
Inaktivierung (Deletionen statt Punktmutationen) und der ausgepragten genetischen
Instabilitdt im cHL zeigen, dass weitere grundlegende Untersuchungen zur Funktion des
p53-Systems in HRS-Zellen notwendig sein werden.

Da ein breites Spektrum von lymphatischen Neoplasien durch eine konstitutive NF-xB-
Aktivierung charakterisiert ist, stellt die Hemmung des NF-kB-Signalwegs einen
vieldiskutierten Ansatz zur Behandlung dieser Entitdten dar. Die experimentellen Daten zur
NF-kB-Inhibition beim cHL unterstitzen eine prinzipielle Anwendbarkeit dieses
therapeutischen Prinzips. Beispiele fir getestete Substanzen sind Arsen (Mathas et al.,
2003), Bortezomib (Zheng et al., 2004), Geldanamycin (Broemer et al., 2004; Janz et al.,
2007), DHMEQ (Watanabe et al., 2007), Curcumin (Mackenzie et al., 2008b), Procyanidin B2
(Mackenzie et al., 2008a) sowie der HSP90-Inhibitor BIIB021 (Boll et al., 2009), die alle,
wenn auch in unterschiedlichem AusmafR, das Uberleben und/oder das Wachstum von
Hodgkin-Zelllinien hemmen. Allerdings scheint die Situation in vivo komplexer zu sein als
durch Untersuchungen in vitro zu erwarten ist. Diese Problematik wird verdeutlicht durch die
unterschiedliche klinische Wirksamkeit des Proteasom-Inhibitors Bortezomib beim cHL und
MM. Fur Bortezomib wird postuliert, dass seine Effekte teilweise auf einem verzogerten
proteosomalen Abbau und einer Stabilisierung des NF-kB-Inhibitors [kB beruhen
(Palombella et al., 1998). Obwohl bei beiden Entitaten eine konstitutive NF-kB-Aktivierung
beschrieben wurde (Annunziata et al., 2007; Bargou et al., 1997; Keats et al., 2007), spricht
das MM auf Bortezomib gut an, wahrend beim cHL in den bisherigen Studien keine oder
allenfalls eine minimale Wirksamkeit beobachtet wurde (Trelle et al., 2007; Younes et al.,
2006). Eine solche Diskrepanz kann theoretisch auf mehrere Ursachen zurlckzufihren sein:
auf Unterschiede im Mechanismus der NF-xB-Wirkung (unterschiedlich beeinflussbare
Ursachen und Folgen der NF-kxB-Aktivierung), auf Unterschiede in der Interaktion
verschiedener Signalwege (Kompensationsméglichkeiten durch andere Uberlebenssignale)
oder auf ein unvollstdndiges Verstdndnis der Wirkmechanismen der eingesetzten
Substanzen (zusatzliche, bisher unerkannt oder unterschéatzt gebliebene Wirkungen auf
andere zellulare Zielstrukturen). In der Tat ist deutlich geworden, dass die auliergewdhnliche
Wirksamkeit von Proteasom-Inhibitoren beim MM vermutlich nicht in erster Linie auf eine NF-
kB-Inhibition, sondern auf die starke Akkumulation fehlerhaft gefalteter Proteine und die

damit verbundene Auslosung einer endoplasmatischen Stressantwort zurickzufiuhren ist —
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ein Mechanismus, fir den Myelomzellen aufgrund ihrer hohen Ig-Produktion besonders
anfallig sind und der beim cHL in dieser Form nicht existiert (Obeng et al., 2006). Zusatzlich
ist gerade beim cHL, das durch eine starke Aktivierung mehrerer mitogener und anti-
apoptotischer Signalwege sowie zahlreiche Interaktionen mit dem Microenvironment
charakterisiert ist, sehr gut denkbar, dass bei Anwendung einer einzelnen Substanz und der
pradominanten Hemmung einer Signalkaskade, z. B. von NF-xB, alternative Signale als
Kompensationsmechanismen  greifen  konnen. Letztendlich unterstreichen diese
Beobachtungen, dass eine sehr genaue Kenntnis der molekularen Tumorpathogenese sowie
der Wirkmechanismen eingesetzter Inhibitoren eine entscheidende Voraussetzung fur die
rationale und erfolgreiche Entwicklung gezielter therapeutischer Strategien bildet, wenn man
Uber das Prinzip von ,Versuch und Irrtum® hinauskommen mdchte.

Im Hinblick auf die molekulare Pathogenese des MM und daraus ableitbare neue
Behandlungsmaéglichkeiten haben wir als Ausgangspunkt unserer Arbeiten die Beobachtung
genutzt, dass Myelomzellen in besonderem MaRe von Wachstums- und Uberlebenssignalen
des Microenvironments abhangig sind. Basierend auf Expressionsdaten, die nach
Stimulation von Myelomzellen mit wichtigen Zytokinen des Knochenmarkmilieus gewonnen
wurden, konnten wir eine umschriebene Gruppe von Genen identifizieren, die konsistent
unter allen Bedingungen induziert wurden und fiir die dementsprechend eine zentrale Rolle
in der Antwort maligner Plasmazellen auf externe Signale angenommen werden kann. Die
zugrunde liegende Uberlegung war dabei, dass es flr therapeutische Interventionen
effektiver sein konnte, direkt diese Schliusselfaktoren zu beeinflussen als einzelne Zytokine
oder redundant aktivierbare Signalwege zu inhibieren. Unter den identifizierten
Kandidatengenen stach die Serin/Threonin-Kinase SGK1 hervor, die mitogen und anti-
apoptotisch wirken kann und Bestandteil des PI3-Kinase/AKT-Signalwegs ist, fir den bereits
eine herausgehobene Bedeutung fir das maligne Wachstum von Plasmazellen beschrieben
worden war (Catlett-Falcone et al., 1999; Mitsiades et al., 2007). Unsere zell- und
molekularbiologischen Arbeiten zeigten, dass die Ausschaltung von SGK1 durch RNA-
Interferenz zu einer Hemmung der Proliferation und des Uberlebens von Myelomzellen fiihrt,
wobei dies mit einer verminderten Expression von Cyclin-abhangigen Kinasen (CDK4,
CDK6) bzw. einer vermehrten Expression von Zellzyklusinhibitoren (CDKN1A/p21,
CDKN1B/p27) korrelierte (Fagerli et al., 2011). Weiterfllhrende Arbeiten werden zeigen, ob
eine Inhibition von SGK1 durch pharmakologische Substanzen in der Tat als therapeutisches

Prinzip beim MM in Frage kommt.
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3.6 Ausblick: Mausmodelle fiir die Analyse onkogener Defekte in vivo

Trotz erheblicher Fortschritte ist die Komplexitat der Lymphomentstehung, insbesondere das
Zusammenwirken einzelner molekularer Defekte in vivo, weiterhin nur unvollstandig
verstanden. Daher wird ein Hauptthema meiner weiteren Arbeit die Generierung von
Mausmodellen sein, in denen zentrale Schritte der Lymphompathogenese in vivo
nachvollzogen werden kdnnen. In diesen Modellen sollen definierte molekulare Defekte im
Hinblick auf ihre Bedeutung flir Proliferation, Apoptoseresistenz und Stérung der zellularen
Differenzierung charakterisiert werden, wobei insbesondere die Interaktion verschiedener
Signalwege und Transkriptionsfaktoren im Verlauf der malignen Transformation analysiert
werden soll. Mittel- und langfristig sollen dadurch verbesserte, klinisch starker relevante
Modelle humaner Lymphome entwickelt werden, um die Identifizierung und
Charakterisierung von Zielstrukturen fir therapeutische Ansatze zu ermdglichen. Fir das
cHL sind diese Uberlegungen besonders bedeutsam, da funktionelle Untersuchungen an
primdren Tumorzellen aufgrund ihrer geringen Anzahl im betroffenen Gewebe nicht
durchfiihrbar sind (und — soweit absehbar — auch in Zukunft sehr problematisch bleiben
dirften). Die Arbeiten an transgenen Mausmodellen wurden bereits als Kooperation mit dem
Labor von Prof. Klaus Rajewsky am Immune Disease Institute in Boston begonnen und
werden jetzt, nach dem Wechsel seiner Arbeitsgruppe an das Max-Delbriick-Centrum in
Berlin-Buch, in enger raumlicher und inhaltlicher Zusammenarbeit weitergefuhrt.
Experimentell nutzen wir transgene Techniken, durch die Lymphom-relevante Gene gezielt
in definierten Entwicklungsstadien lymphatischer Zellen der Maus aktiviert werden kdnnen.
Dafur werden cDNAs fur Lymphom-assoziierte Faktoren durch homologe Rekombination in
das Genom der Maus eingebracht, wobei eine vorgeschaltete, von LoxP-Motiven flankierte
Stopp-Sequenz durch Cre-vermittelte Rekombination nach Kreuzung mit ausgewahlten Cre-
Mausstammen entfernt wird (z. B. spezifische Aktivierung in B-Zellen mit CD19-Cre, in
Keimzentrums-B-Zellen mit Cy1-Cre oder in T-Zellen mit CD4-Cre) (Casola et al., 2006; Lee
et al., 2001; Rickert et al., 1997). Im Hinblick auf das cHL sind fiir die maligne Proliferation
und den aktivierten Phanotyp insbesondere der NF-kB-Signalweg, die Mitglieder der AP1-
und ATF/CREB-Familie und die EBV-Faktoren LMP1/LMP2A von Interesse, wahrend fir die
Frage nach der gestdrten Differenzierung und Reprogrammierung vor allem die E2A-
Antagonisten ID2 und ABF1 sowie NOTCH relevant sind. Die Austestung der genannten
Faktoren einzeln und in Kombination wird es erlauben, sich systematisch einem
Tumormodell flir das cHL anzunahern. Durch diesen experimentellen Ansatz kann der
Prozess der Tumorentstehung detailliert in vivo untersucht werden: Welche Faktoren sind
entscheidend flr die Zellzyklusprogression und Apoptoseresistenz? Welche molekularen

Mechanismen steuern die Differenzierungsstérung von HRS-Zellen und welche funktionellen
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Konsequenzen resultieren aus dem Verlust des B-Zell-Programms bzw. der Induktion B-Zell-
fremder Gene? Welche zusatzlichen genetischen und epigenetischen Veranderungen sind
im Verlauf der Tumorentstehung notwendig fir die vollstdndige Ausbildung und Progression
des malignen Phanotyps? Die in vivo Modelle werden die Grundlage fur eingehende zell-
und molekularbiologische Untersuchungen bilden, einschlieBlich der Analyse von
Signalwegen, Transkriptionsfaktoraktivititen, genetischen und epigenetischen Defekten
sowie fur die Testung pharmakologischer Substanzen. Da ein groRer Teil der oben
genannten molekularen Defekte nicht nur beim cHL, sondern auch bei anderen Lymphomen
oder Leukadmien auftritt (erinnert sei an die konstitutive NF-kB-Aktivierung beim DLBCL und
MM, die Uberexpression von AP1/ATF-Faktoren beim ALCL sowie die reduzierte oder
veranderte E2A-Aktivitat beim PEL, ALCL, Sézary-Syndrom und B- und T-ALLs), kdnnen wir
ihre Relevanz fir die Lymphom- bzw. Leukdmiepathogenese auch in einem breiteren
Kontext und in unterschiedlichen Modellsystemen untersuchen. Dies wird dazu beitragen,
sowohl gemeinsame Prinzipien als auch krankheitsspezifische Unterschiede in der

Pathogenese lymphatischer Neoplasien zu erkennen.
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4. Zusammenfassung

Thema der hier beschriebenen Arbeiten ist die molekulare Pathogenese reifer B-Zell-
Neoplasien. Den Schwerpunkt bilden Untersuchungen zu den Ursachen und Konsequenzen
einer veranderten Aktivitat von Transkriptionsfaktoren im Zuge der malignen Transformation.
Ein groRer Teil der Untersuchungen wurde am klassischen Hodgkin-Lymphom (cHL)
durchgefihrt, das aufgrund seiner Vvielseitigen molekularen Veranderungen ein
ausgezeichnetes Modellsystem fur die grundsatzliche Analyse onkogener Veranderungen im
lymphatischen System darstellt. Dies gilt insbesondere fur die Frage nach dem
Zusammenhang zwischen gestorter Differenzierung und Lymphomentstehung. In
offensichtlichem Widerspruch zu ihrer genetisch nachweisbaren Abstammung von
Keimzentrums- oder Post-Keimzentrums-B-Lymphozyten zeigen Hodgkin-/Reed-Sternberg
(HRS)-Zellen einen weitgehenden Verlust des B-Zell-Phanotyps, einschliel3lich des B-Zell-
Rezeptors und nachgeschalteter Signalkomponenten (Kanzler et al., 1996; Schwering et al.,
2003). Daruber hinaus exprimieren HRS-Zellen eine Vielzahl von Markern anderer
hamatopoetischer Differenzierungsrichtungen, so dass sich in der Summe ein
Expressionsprofil ergibt, das Merkmale einer teilweisen zellularen Reprogrammierung bzw.
Transdifferenzierung der Tumorzellen besitzt (Kiippers et al., 2012). Ausgehend von einer
detaillierten Analyse B-Zell-assoziierter Transkriptionsfaktoren in HRS-Zellen konnten wir als
zentrale Ursache dieses Phanomens eine funktionelle Stérung des E-Proteins E2A
identifizieren, das eine essentielle Rolle in der physiologischen Entwicklung von B- und T-
Lymphozyten spielt (Janz et al., 2006a; Mathas/Janz et al., 2006). Der Transkriptionsfaktor
E2A wird in HRS-Zellen durch die hohe Expression der antagonistisch wirkenden Faktoren
ID2 und ABF1 blockiert. Wahrend die DNA-Bindungsaktivitdt an E2A-Zielsequenzen in
normalen B-Zellen von E2A-Homodimeren gebildet wird, weisen HRS-Zellen eine vollstandig
veranderte E-Protein-Aktivitdt in Form von E2A-ABF1-Heterodimeren auf. Dies fuhrt
einerseits zur Inhibition B-Zell-spezifischer Gene, wie z. B. CD19, CD79A, OCT2, EBF1 und
AICDA, und ist andererseits an der Induktion B-Zell-fremder Gene, u. a. der T-Zell-typischen
Transkriptionsfaktoren TCF1 und GATA3 oder des Makrophagen-spezifischen CSF1-
Rezeptors, beteiligt. Unsere Daten weisen darauf hin, dass unter speziellen Bedingungen im
humanen System eine ahnliche zellulare Plastizitat auftreten kann, wie sie zuvor in
Mausmodellen nach Deletion Linien-spezifischer Transkriptionsfaktoren beobachtet wurde.
In der Maus ist dieses Phanomen exemplarisch fir Pax5- und E2A-defiziente B-
Vorlauferzellen beschrieben worden, in denen es zur Expression von Genen verschiedenster
hamatopoetischer Differenzierungsrichtungen kommt, was mit dem Auftreten eines
multipotenten Entwicklungspotentials korreliert und mit einer verstarkten malignen Entartung
dieser Zellen einhergeht (Bain et al., 1997; Cobaleda et al., 2007a; Ikawa et al., 2004; Nutt et
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al., 1999). Tumorbiologisch betrachtet, eréffnen sich fir HRS-Zellen aus der Abweichung
vom B-Zell-typischen Expressionsprofil (lineage infidelity) alternative Wachstums- und
Uberlebenssignale, die normalen B-Zellen nicht zur Verfigung stehen und zum B-Zell-
Rezeptor-unabhangigen Tumorwachstum beitragen (Janz et al., 2006a; Lamprecht et al.,
2010; Ullrich et al., 2011). Weitere Arbeiten unserer Gruppe zeigten, dass eine funktionelle
Hemmung der E2A-Aktivitdt nicht auf das cHL begrenzt ist, sondern auch bei anderen
Lymphomen zu finden ist, die als gemeinsames Charakteristikum eine Abweichung vom
normalen Linien-spezifischen Expressionsprogramm aufweisen. Dies gilt z. B. fir das
priméare Effusionslymphom (PEL), das sich von reifen B-Zellen ableitet, oder — als Beispiel im
T-Zell-System — flir das anaplastische grof3zellige Lymphom (anaplastic large cell lymphoma,
ALCL) (Lietz et al., 2007; Mathas et al., 2009). Unsere Ergebnisse erganzen Befunde, die
eine E2A-Inhibition bei der T-ALL, eine E2A-Beteiligung an der t(1;19) oder t(17;19)
Translokation bei der B-ALL sowie eine verstarkte E2A-Funktion beim Burkitt-Lymphom
beschrieben haben (O'Neil und Look, 2007; O'Neil et al., 2004; Schmitz et al., 2012; Richter
et al., 2012). In ihrer Gesamtheit zeigen diese Beobachtungen, dass Abweichungen von der
physiologischen E2A-Aktivitdt eng mit der malignen Transformation lymphatischer Zellen
verbunden sind und ein wiederkehrendes, haufiges Prinzip in der Pathogenese
lymphatischer Tumoren darstellen.

Neben Stdérungen des Differenzierungsprozesses bilden unkontrollierte Proliferations- und
Uberlebenssignale ein weiteres Hauptmerkmal der onkogenen Transformation. Bezogen auf
die Pathogenese des cHL spielen dabei insbesondere der NF-xB-, AP1- und JAK/STAT-
Signalweg eine herausgehobene Rolle (Klippers, 2009). Wir konnten mit der Familie der
ATF/CREB-Faktoren eine zusatzliche Gruppe von Transkriptionsfaktoren identifizieren, die
sowohl beim cHL als auch beim ALCL stark exprimiert werden. Hierzu zahlen nicht nur wie
bereits von uns publiziert ATF3 (Janz et al., 2006b), sondern auch BATF und BATF3 (Janz,
unverdffentlichte Ergebnisse). Besonderes Interesse kommt diesen Proteinen durch ihre
Interaktionen mit AP1-Faktoren zu. Die Analyse dieser Wechselwirkungen wird ein Thema
zukunftiger Arbeiten sein wird, um die daraus resultierenden Effekte fir das Wachstum, die
Apoptoseresistenz und den aktivierten Phanotyp von lymphatischen Tumorzellen zu
bestimmen.

Mittel- und langfristiges Ziel unserer Arbeiten ist es, die Grundlagen fir neue Therapieformen
zu entwickeln. Dabei besteht beim cHL die besondere Herausforderung darin, einerseits
Behandlungsstrategien fiir therapieresistente oder rezidivierte Falle zu entwickeln sowie
andererseits die Toxizitat bestehender Therapieschemata zu senken. Unsere Arbeiten zielen
darauf ab, molekulare Defekte im cHL als Ansatzpunkte flir neue Therapien zu identifizieren.
Experimentelle Beispiele hierfiir sind die Inhibition von molekularen Chaperonen wie HSP90

mit der daraus resultierenden Hemmung intrazellularer Signalwege, insbesondere der NF-
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kB-Signaltransduktion, sowie die pharmakologische Beeinflussung der p53-Antwort (Janz et
al., 2007). Im Hinblick auf das Multiple Myelom konzentrieren sich unsere Untersuchungen
auf intrazellulare Signale, die aus der Interaktion zwischen malignen Plasmazellen und dem
Tumor-Microenvironment resultieren. In diesem Zusammenhang konnten wir die durch
zahlreiche Wachstumsfaktoren des Knochenmarks induzierte Serin/Threonin-Kinase SGK1
identifizieren, die wichtige Wachstumssignale fur Myelomzellen vermittelt und daher ein
vielversprechendes Kandidatengen fiir eine pharmakologische Intervention darstellt (Fagerli
etal., 2011).
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6. Abkuirzungsverzeichnis

ABF1
AID
ALCL
ALL
ATF
AP1
BCR
bHLH
BL
C/EBP
cHL
CSR
DLBCL

LMP1/2A
MM
NF-xB
NK-Zellen
NLPHL
PEL
PI3K
PMBL
SGK1
SHM
TAL1
TCR
TNF

activated B cell factor 1
activation-induced cytidine deaminase
anaplastic large cell lymphoma, anaplastisches grof3zelliges Lymphom
akute lymphatische Leukamie
activating transcription factor
activator protein 1
B cell receptor, B-Zell-Rezeptor
basic helix-loop-helix domain, basische Helix-Loop-Helix-Domane
Burkitt-Lymphom
CCAAT/enhancer binding protein
classical Hodgkin lymphoma, klassisches Hodgkin-Lymphom
class switch recombination
diffuse large B cell lymphoma, diffuses grof3zelliges B-Zell-Lymphom
ABC DLBCL, activated B cell-like DLBCL
GCB DLBCL, germinal center B cell-like DLBCL
early B cell factor 1
Epstein-Barr-Virus
HelLa E-box-binding factor
Humanes Herpesvirus 8
inhibitor of DNA binding, inhibitor of differentiation
Immunglobulin
Interleukin
latent membrane protein 1/2A
Multiples Myelom
nuclear factor kappa B
natural Killer cells, naturliche Killer-Zellen
nodular lymphocyte predominant Hodgkin lymphoma
primary effusion lymphoma
phosphoinositide-3-kinase, Phosphoinositid-3 (PI3)-Kinase
primary mediastinal large B cell ymphoma
serum/glucocorticoid-regulated kinase 1
somatic hypermutation, somatische Hypermutation
T cell acute lymphocytic leukemia 1
T cell receptor, T-Zell-Rezeptor

tumor necrosis factor, Tumornekrosefaktor
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gemaR § 4 Abs. 3 (k) der Habilitationsordnung der Medizinischen Fakultat Charité —

Universitatsmedizin Berlin

Hiermit erklare ich, dass

- weder friiher noch gleichzeitig ein Habilitationsverfahren durchgefihrt oder
angemeldet wurde,

- die vorgelegte Habilitationsschrift ohne fremde Hilfe verfasst, die beschriebenen
Ergebnisse selbst gewonnen sowie die verwendeten Hilfsmittel, die
Zusammenarbeit mit anderen Wissenschaftlern/Wissenschaftlerinnen und mit
technischen Hilfskraften sowie die verwendete Literatur vollstandig in der
Habilitationsschrift angegeben wurden,

- mir die geltende Habilitationsordnung bekannt ist.

Berlin, 24. April 2013 Dr. med. Martin Janz
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