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ABKURZUNGEN

ABF-1 activated B cell factor 1

ALCL anaplastic large cell lymphoma; anaplastisches grof3zelliges Lymphom.
ALL akute lymphatische Leukémie

ALK anaplastic lymphoma kinase

ALPS autoimmun-lymphoproliferatives Syndrom

AP-1 activator protein-1

BCL3 B-cell CLL/lymphoma 3

BCR B cell receptor; B-Zell-Rezeptor

CLL chronisch lymphatische Leukédmie

CBFA2T3 core-binding factor, runt domain, alpha subunit 2; translocated to, 3
cHL classical Hodgkin lymphoma; klassisches Hodgkin-Lymphom
CD cluster of differentiation

CDK6 cyclin-dependent kinase 6

CGH comparative genome hybridization

c-IAP cellular inhibitor of apoptosis

CSF-1 colony stimulating factor-1

CSF1R CSF-1-Rezeptor

CSL CBF1, Suppressor of Hairless, LAG-1

CTCL cutaneous T cell lymphoma; kutanes T-Zell-Lymphom
DISC death inducing signaling complex

DNA deoxyribonucleic acid; Desoxyribonukleinsidure

EBV Epstein-Barr-Virus

ETO eight-twenty-one

FADD Fas-associated via death domain

FISH fluorescence in situ hybridization

FLIP FLICE-inhibitory protein

FRA2 Fos-related antigen 2

GC germinal center; Keimzentrum

HHV humanes Herpesvirus

HLH helix-loop-helix

HRS Hodgkin-/Reed-Sternberg

ID2 inhibitor of DNA binding 2; inhibitor of differentiation 2
IxkBa inhibitor of kappa Ba

IKK IxkB-Kinase-Komplex

IL Interleukin

IL-21R Interleukin-21-Rezeptor



IRF interferon regulatory factor

LTR long terminal repeat

MaLR mammalian apparent LTR retrotransposon
MAPK Mitogen-aktivierte Proteinkinase

MCL-1 myeloid cell leukemia 1

MIP-3a macrophage-inflammatory protein-3a

mRNA messenger RNA

NEMO NF-kB essential modifier

NF-xB nuclear factor kappa B

NK natural killer

NPM nucleophosmin

NTC NOTCH transcriptional complex

PEL primary effusion lymphoma; priméres Effusionslymphom
PI3K phosphoinositide 3-kinase

RNA ribonucleic acid; Ribonukleinsdure

RTK Rezeptor-Tyrosin-Kinase

SCID severe combined immunodeficiency

SeSy Sézary-Syndrom

siRNA small interfering RNA

STAT signal transducer and activator of transcription
TCF T cell factor

TCR T cell receptor; T-Zell-Rezeptor

TF Transkriptionsfaktor

Th2 T helper 2 lymphocyte

TNF Tumornekrosefaktor

TNFR Tumornekrosefaktor-Rezeptor

TRE TPA (12-0-tetradecanoylphorbol 13-acetate) response element

Treg regulatorische T-Zelle



1. EINLEITUNG

In den bisherigen Jahren meiner Forschungstitigkeit habe ich mich insbesondere mit der
molekularen Pathogenese lymphatischer Neoplasien beschéftigt. Schwerpunkt der Forschungstatigkeit
war dabei die Erforschung der Pathogenese des klassischen Hodgkin-Lymphoms (classical Hodgkin
lymphoma; cHL), des anaplastischen groBzelligen Lymphoms (anaplastic large cell lymphoma;
ALCL) sowie kutaner T-Zell-Lymphome (cutaneous T cell lymphomas; CTCL), und die aus diesen
Arbeiten resultierende Entwicklung neuer zielgerichteter Therapiestrategien. Vor allem das cHL und
das ALCL sind Gegenstand der hier priasentierten Arbeit, weshalb auf diese beiden Lymphomentitdten

in der Einleitung ausfiihrlicher eingegangen wird.

1.1 Das klassische Hodgkin-Lymphom

Das cHL ist beim Erwachsenen mit einer Inzidenz von 3 auf 100.000 eines der hiufigsten
malignen Lymphome. Histologisch ldsst sich das cHL unter anderem durch die Zusammensetzung des
zelluldren Begleitinfiltrats und durch den Anteil Bindegewebs-dhnlicher Strukturen in vier Subtypen
unterteilen: nodulér-sklerosierendes, gemischtzelliges, lymphozytenreiches und lymphozytenarmes
cHL (1-3). Insbesondere aus zwei Griinden unterscheidet sich das cHL von so gut wie allen anderen
hdmatologischen Neoplasien und sogar allen anderen bdsartigen Erkrankungen. Zum einen stellen die
bosartigen einkernigen Hodgkin- und mehrkernigen Reed-Sternberg-Zellen (im Nachfolgenden als
Hodgkin-/Reed-Sternberg- oder HRS-Zellen zusammengefasst) in der Regel nur einen sehr kleinen
prozentualen Anteil der erkrankten Lymphknoten dar. So betrdgt der Anteil der HRS-Zellen im
befallenen Lymphomgewebe meist nur wenige Prozent (3, 4). Die HRS-Zellen werden dabei von
einem inflammatorischen Begleitinfiltrat umgeben, das sich aus unterschiedlichen hdmatopoetischen
Zellen wie Makrophagen, regulatorischen T-Zellen (sogenannten T,-Zellen), eosinophilen
Granulozyten und Mastzellen zusammensetzt (4). Nach gidngiger Ansicht werden die Zellen des
inflammatorischen Begleitinfiltrats durch die auBergewo6hnliche Vielzahl der von den HRS-Zellen
produzierten Zytokine und Chemokine angelockt und unterstiitzen ihr Uberleben durch intensiven
Zell-Zell-Kontakt (4). Das zweite einzigartige Charakteristikum des cHL ist der ungewohnliche
Phinotyp der HRS-Zellen (1, 5). HRS-Zellen tragen Merkmale von verschiedenen hidmatopoetischen
Zelllinien wie Makrophagen, T-Zellen oder dendritischen Zellen sowie selten von B-Zellen und sind
deshalb keiner himatopoetischen Linie eindeutig zuzuordnen (1, 5). Im Gegensatz zum meist klaren
histo-morphologischen Bild der Erkrankung blieb deshalb der zelluldre Ursprung der HRS-Zellen
lange Zeit unklar. Erst mit den technischen Mdglichkeiten der Einzelzellisolation von HRS-Zellen aus
Lymphknotengewebe und der Analyse der Immunglobulingene auf Einzelzellebene konnte der
Nachweis erbracht werden, dass HRS-Zellen eine klonale Tumorzellpopulation darstellen und von B-
Zellen abstammen (1, 6, 7). Die Mechanismen und zellbiologischen Konsequenzen dieser unter

hdmatologischen Neoplasien sehr ungewohnlichen Dedifferenzierung, d.h. dem bei einer B-Zell-



Abstammung bestehenden Verlust der Expression B-Zell-spezifischer Gene (8), sind bis heute nur
teilweise geklért (3) und unter anderem Gegenstand der hier dargestellten Arbeiten.

In den letzten Jahren konnten verschiedene molekulare und genomische Defekte der HRS-
Zellen identifiziert werden, die zur Pathogenese dieses Lymphoms beitragen. Auf einige fiir die
eigenen Arbeiten besonders relevanten Defekte soll in diesem Absatz eingegangen werden. Als ein
zentraler molekularer Defekt der HRS-Zellen kann die konstitutive Aktivitdt des Transkriptionsfaktors
(TF) nuclear factor kappa B (NF-xB) angesehen werden (3). Das cHL war eine der ersten
Erkrankungen, in denen die onkogene Funktion von NF-kB beschrieben werden konnte (9, 10). NF-
kB treibt das Wachstum der HRS-Zellen, schiitzt sie vor programmiertem Zelltod und ist fiir einen
signifikanten Anteil des HRS-Zell-spezifischen Genexpressionsprogramms verantwortlich (10-12).
Die zentrale Bedeutung von NF-kB fiir die Biologie der HRS-Zellen wird durch verschiedene
genomische Defekte von Komponenten des NF-kB-Signalwegs unterstrichen. So zeigen HRS-Zellen
beispielsweise rekurrente Defekte der NF-kB-Inhibitorproteine /kBa (NFKBIA) oder IkBe (NFKBIE)
sowie des Negativregulators A20 (TNFAIP3), welche alle die Aktivierung des NF-kB-Signalwegs
begiinstigen (13-16). Weiterhin sind HRS-Zellen durch eine starke Aktivierung verschiedener signal
transducer and activator of transcription (STAT)-Faktoren, vor allem STAT3, STATS und STATS6,
charakterisiert (1). Auch hier bestdtigen genomische Defekte wie beispielweise Amplifikationen der
STAT-aktivierenden Kinase JAK2 oder deletire Mutationen der JAK-STAT-inhibitorischen
Phosphatase PTPNI die essentielle Bedeutung des JAK/STAT-Signalwegs fiir die HRS-Zellen (17-
19). Wie unter 2.1.1 weiter ausgefiihrt wurde in eigenen Arbeiten mit dem TF activator protein-1 (AP-
1) eine weitere TF-Familie beschrieben, die in HRS-Zellen in ungewohnlicher Stirke dereguliert ist
und neben der Bedeutung fiir das Wachstum der HRS-Zellen fiir die Biologie der HRS-Zellen zentrale
Gene wie LGALSI (Galectin-1) oder cluster of differentiation (CD) 30 (CD30) reguliert (20-22).
Zudem hat der NOTCH-Signalweg eine wichtige Funktion im cHL (3, 23, 24).

Welche Mechanismen zu einer Aktivierung dieser Signalwege fiihren ist weitgehend unklar.
Eine wichtige Rolle kdnnte dabei das Epstein-Barr-Virus (EBV) haben. EBV kann in HRS-Zellen von
ca. 40 — 50% der cHL-Falle nachgewiesen werden, und die akute EBV-Infektion (die sogenannte
infektiose Mononukleose) ist in den nachfolgenden 3 — 5 Jahren mit einer gesteigerten cHL-Inzidenz
vergesellschaftet (1, 25). EBV kann u.a. iiber das Membranprotein LMP1 die NF-xB- und AP-1-
Signalwege aktivieren (26). Dariiberhinaus wird die EBV-Infektion von HRS-Zellen mit dem Verlust
des B-Zell-spezifischen Genexpressionsprogramms in Verbindung gebracht (27). Ein weiterer
Hinweis auf eine Rolle von EBV in der Pathogenese des cHL ist der Befund, dass einige der
Mutationen von Genen des NF-kB-Signalwegs eher in EBV-negativen cHL-Féllen gefunden werden,
also die EBV-Infektion die Aktivierung dieses Signalwegs moglicherweise tibernimmt (15, 28).

Der Verlust des B-Zell-Phinotyps im cHL scheint eher funktioneller Natur zu sein. So wurde
uv.a. durch eigene Forschungsarbeiten eine funktionelle Blockade des B-Zell-spezifischen

Transkriptionsfaktornetzwerks beschrieben (29). Fiir eine solche funktionelle Blockade B-Zell-
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spezifischer Gene spricht weiterhin, dass HRS-Zellen in einem prozentualen Anteil der cHL-Félle
immer wieder, wenn auch meist schwicher als normalerweise in B-Zellen, neben dem B-Zell-
spezifischen TF Pax5 B-Zell-spezifische Gene wie CD20 exprimieren (30, 31). Weiterhin wurden
epigenetische Verdnderungen beschrieben, die zu dem Expressionsverlust B-Linien-spezifischer Gene
fihren (3, 32). In diesem Zusammenhang ist bemerkenswert, dass pharmakologisch induzierte
epigenetische Verdnderungen in non-Hodgkin-Zellen zur Aktivierung eines cHL-dhnlichen
Genexpressionsprogramms fithren (33).

Im Hinblick auf die Behandlung stellt das cHL eine auBBergewdhnliche Erfolgsgeschichte dar.
Durch Polychemotherapie und gegebenenfalls Kombination mit Bestrahlung lassen sich in den frithen
Stadien deutlich iiber 90% der cHL-Patienten heilen, und auch bei Patienten mit weit
fortgeschrittenem Erkrankungsstadium ist die Heilungsrate hoch (34). Allerdings ist dieser
Therapieerfolg mit einer relevanten Therapie-assoziierten Friihtoxizitdt (hier sind vor allem
Organschiden und schwere infektiose Komplikationen zu nennen) und Spéttoxizitdt (vor allem
Organschidden, Zweitneoplasien und Unfruchtbarkeit) behaftet (34). Aufgrund des oft jungen Alters
der cHL-Patienten werden im Gegensatz zu anderen bosartigen Erkrankungen, die im spéteren Alter
auftreten, diese Komplikationen von den Patienten meist noch erlebt. Aus diesen Griinden ist die
Entwicklung neuer zielgerichteter und vor allem weniger toxischer Therapiestrategien zur Behandlung
des cHL von grofler Bedeutung (35). Mit der Einfiihrung des Chemotherapie-gekoppelten CD30-
Antikorpers Brentuximab wurde in den letzten Jahren ein zielgerichtetes Therapieprinzip fiir die cHL-
Behandlung erfolgreich etabliert (36). Ziel der Erforschung der cHL-Pathogenese ist die Entwicklung
weiterer, auf molekularen Defekten der bosartigen HRS-Zellen basierenden Therapiestrategien, um die
Behandlung mit Polychemotherapeutika weiter zu reduzieren oder ganz verzichtbar zu machen.

Zuletzt sei zum cHL bemerkt, dass die Seltenheit und Fragilitit der HRS-Zellen die
Forschungsarbeit mit aus Lymphknoten isolierten HRS-Zellen erschwert. Auch wenn die
Aufreinigung von HRS-Zellen aus frischem Lymphknotengewebe und die Analyse genomischer
Defekte in den so aufgereinigten HRS-Zellen oder in den durch Mikrodisseketion gewonnenen
Einzelzellen machbar sind (37, 38), sind molekularbiologische Studien mit solchen Zellen so gut wie
nicht durchfiihrbar. Aus diesem Grund wurden molekularbiologische und zellbiologische
Untersuchungen an HRS-Zellen fast ausnahmslos an Zelllinien durchgefiihrt. Hierzu steht eine zwar
begrenzte aber gut charakterisierte Anzahl von HRS-Zelllinien zur Verfiigung, die teilweise einen B-
Zell-, aber auch einen T-Zell-Ursprung haben (39-41). Die Identifikation wegweisender molekularer
sowie genomischer Defekte der cHL-Pathogenese hat in einer Vielzahl von Untersuchungen den
Nutzen dieser Zelllinien als Modelle fiir HRS-Zellen bestétigt (16, 17, 42, 43). Die meisten der
etablierten HRS-Zelllinien wurden fiir die hier vorgestellten experimentellen Arbeiten genutzt. Dabei
wurden alle Schliisselbefunde an priméaren cHL-Féllen immunhistochemisch oder molekularbiologisch

iiberpriift.



1.2 Das anaplastische grofizellige Lymphom

Das ALCL ist eine recht seltene Lymphomentitit, die in der Regel von T-Zellen abstammt und
durch groBzellige, pleomorphe CD30-positive Tumorzellen charakterisiert ist (44). Erstmals im ALCL
wurde mit der t(2;5)(p23;q35) eine charakteristische Translokation beschrieben, die iiber die Fusion
des N-Terminus von nucleophosmin (NPM) mit dem C-terminus der anaplastic lymphoma kinase
(ALK) zur Expression des NPM-ALK Fusionsproteins und damit zur konstitutiven Aktivierung der
onkogenen ALK fiihrt (45, 46). Diese Kinase wird normalerweise in lymphatischen Zellen nicht
exprimiert (47). NPM-ALK transformiert verschiedene Zelltypen in vitro; dieses transformierende
Potential wurde zudem in verschiedenen Mausmodellen in vivo bestitigt (47, 48). Sein
transformierendes Potential vermittelt NPM-ALK iiber eine durch die ALK-Kinasedoméne vermittelte
Aktivierung verschiedener onkogener Signalwege und TF wie beispielsweise STAT3 oder AP-1 (47,
48). Im Weiteren werden ALCL mit ALK-Translokation als ALK-positive ALCL bezeichnet.

Passend zu einer zentralen Funktion von ALK im ALK-positiven ALCL fiihrt die spezifische
ALK-Hemmung zum Zelltod verschiedener ALCL-Zelllinien, zur Regression von ALCL-
Xenotransplantaten in vivo sowie zur Remission von ALK-positiven ALCL in Patienten (49-51). Zu
erwihnen ist, dass neben NPM mittlerweile eine groflere Zahl anderer Translokationspartner von ALK
beschrieben wurde; je nach Translokationspartner befindet sich dabei das Fusionsprotein eher oder
ausschlieBlich im Zellkern oder Zytoplasma (44, 48). Interessanterweise werden ALK-
Translokationen nur in ca. 40 — 60% der ALCL-Félle gefunden (44, 48). In den iibrigen Féllen lassen
sich trotz so gut wie nicht zu unterscheidendem pathologisch-anatomischem Erscheinungsbild ALK-
Translokationen nicht nachweisen (im Weiteren als ALK-negative ALCL bezeichnet). Auch auf mehr
globaler Ebene, beipielsweise durch microarray-basierte Genexpressionsanalysen, zeigen sich viele
Gemeinsamkeiten zwischen ALK-positiven und ALK-negativen ALCL. Auch wenn es beispielsweise
im Expressionsprofil der micro-RNAs oder in den genomischen Aberrationen signifikante
Unterschiede zwischen diesen ALCL-Formen gibt (52, 53) werden Unterschiede insbesondere auf
durch ALK-aktivierte Signalwege zuriickgefiihrt (54, 55). Vor allem aufgrund des unterschiedlichen
klinischen Verlaufs werden ALK-positive und ALK-negative ALCL derzeit in der aktuellen WHO-
Klassifikation als (wenn auch vorldufige) eigenstdndige Lymphomentititen klassifiziert (56). Der
Pathogenesemechanismus der ALK-negativen ALCL ist derzeit unklar.

Das ALCL weist eine Reihe von pathogenetischen und biologischen Parallelen und
Gemeinsamkeiten mit dem cHL auf. So wie die von B-Zellen abstammenden HRS-Zellen ihren B-
Zell-Phéanotypen verloren haben, zeigen die von T-Zellen abstammenden ALCL-Zellen in den
allermeisten Féllen einen Verlust des T-Zell-Phénotypen (44, 57). Insbesondere weisen ALCL-Zellen
dabei einen ausgeprigten Verlust der Expression des T-Zell-Rezeptors (TCR) sowie TCR-assoziierter
Signalproteine auf (57, 58). Neben der im cHL und ALCL gemeinsamen aberranten Expression des
Tumornekrosefaktor-Rezeptor (TNFR-)-Superfamilienmitglieds CD30 gibt es eine Uberlappung

deregulierter Signalwege wie beispielsweise einer ausgeprigten NF-kB-Aktivierung im cHL und



ALK-negativen ALCL, einer starken Expression des NF-kB-modulierenden Faktors B-cell
CLL/lymphoma 3 (BCL3) oder der konstitutiven AP-1-Aktivierung (20, 55, 59, 60). Diese Befunde
legen nahe, dass es bestimmte Gemeinsamkeiten in der Biologie sowie in grundlegenden Aspekten der
Pathogenese von cHL und ALCL gibt.

Im Gegensatz zum cHL ist der Therapieerfolg beim ALCL schlechter (61). Insgesamt
scheinen ALK-positive ALCL eine etwas bessere Prognose als ALK-negative ALCL zu haben (44,
61), was unter anderem auf die Immunogenitit von NPM-ALK zuriickgefiihrt wird (62). Neben
konventionellen Chemotherapeutika steht mit dem CD30-Immuntoxin Brentuximab fiir beide ALCL-
Entitdten eine innovative Substanz zur Verfligung, die in klinischen Studien zu beeindruckenden
Therapieerfolgen gefiihrt hat (63). Einige NPM-ALK-positive ALCL-Patienten wurden zudem bereits
mit dem spezifischen ALK-Inhibitor Crizotinib behandelt, was ebenfalls in der Mehrzahl der Patienten
zu einem sehr guten Ansprechen fiihrte (50, 51). Wie effektiv diese Substanzen in Hinblick auf einen
Langzeittherapieerfolg beim ALCL sein werden ist derzeit nur schwer beurteilbar.

In dem nachfolgenden Teil der Habilitationsschrift werden ausgewdhlte eigene Arbeiten

ausfiihrlich dargestellt.



2. AUSFUHRLICHE DARSTELLUNG EIGENER ARBEITEN

2.1 Deregulierte Transkriptionsfaktoren und ihre Bedeutung fiir Wachstum und

Apoptoseschutz der HRS-Zellen

2.1.1 Die aberrante Expression und Aktivitit von AP-1-Transkriptionsfaktoren in HRS-Zellen

Mathas, S., Hinz, M., Anagnostopoulos, 1., Krappmann, D., Lietz, A., Jundt, F., Bommert, K.,
Mechta-Grigoriou, F., Stein, H., Dorken, B., Scheidereit, C. Aberrantly expressed c-Jun and JunB are
a hallmark of Hodgkin lymphoma cells, stimulate proliferation and synergize with NF-xB. EMBO
Journal. 2002; 21:4104-4113.

Wie schon in der Einleitung ausgefiihrt ist in den malignen HRS-Zellen des cHL der TF NF-
kB im Gegensatz zur physiologischen transienten Aktivierung konstitutiv aktiviert (9). Diese NF-xB-
Aktivitdt stellt einen zentralen molekularen Defekt der HRS-Zellen dar und ist wesentlich an der
Pathogenese des cHL beteiligt (3, 10). Die konstitutive NF-kB-Aktivitdt treibt das Wachstum der
HRS-Zellen, schiitzt die Zellen vor programmiertem Zelltod und reguliert wesentliche Komponenten
des HRS-Zell-spezifischen Genexpressionsprogramms (10-12). Als ein in mehreren Hodgkin-
Zelllinien nachzuweisender Grund fiir die konstitutive NF-kB-Aktivitit wurde eine Aktivierung des
inhibitor of kappa B- (IkB-)-Kinase Komplexes (IKK) nachgewiesen (64). Da die IKK-Aktivierung
einen zentralen NF-kB-Aktivierungsmechanismus in HRS-Zellen darstellt, sind die IKK-
Aktivierungsmechanismen in diesen Zellen von besonderem Interesse. Viele Signalkaskaden, welche
im physiologischen Kontext auf eine Aktivierung des IKK-Komplexes und damit NF-xB zulaufen,
fihren ebenfalls zu einer Aktivierung der Mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAPK) und
nachfolgend des AP-1-TF-Komplexes. Interessanterweise agieren dabei die TF NF-kB und AP-1 oft
synergistisch, was insbesondere fiir biologisch relevante Zielgene wie Zykline und Zytokine gezeigt
werden konnte (65, 66). Aus diesem Grund wurde von mir in der im EMBO Journal erschienenen
Arbeit (20) die Aktivitdit des AP-1-Komplexes und der MAPK in Hodgkin- und non-Hodgkin-
Zelllinien analysiert.

Die vergleichende Analyse verschiedener Hodgkin- und non-Hodgkin-Zelllinen in Hinblick
auf die DNA-Bindungsaktivitit am klassischen AP-1 ,,TPA response element* (TRE)-DNA-
Bindungsmotif TGAGTCA erbrachte den Befund einer massiven AP-1-Bindungsaktivitit in HRS-,
nicht aber in non-Hodgkin-Zelllinien. Weiterfilhrende Analysen zeigten, dass der AP-1-Komplex der
Hodgkin-Zelllinien insbesondere die Jun-Familienmitglieder c-JUN und JUNB enthilt. Passend hierzu
konnten wir sowohl in den HRS-Zelllinien als auch in HRS-Zellen in cHL-befallenem
Lymphknotengewebe eine hohe Proteinexpression der AP-1-Faktoren c-JUN und JUNB bei
weitgehendem Fehlen von klassischen Fos-Faktoren nachweisen. Diese ungewdohnliche
Zusammensetzung des AP-1-Komplexes ging mit der Abwesenheit einer MAPK-Aktivierung einher.

Wir konnten zudem zeigen, dass c-JUN in HRS-Zellen positiv autoreguliert ist, wiahrend die hohe
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JUNB-Expression zumindest teilweise durch NF-kB getrieben wird. Weiterhin verlangsamte sich das
Wachstum der HRS-Zelllinien nach Blockade der AP-1-Aktivitdt durch Transfektion der cHL-Zellen
mit einer dominant-negativen FOS-Variante, und NF-kB und AP-1 regulierten in HRS-Zellen
gemeinsam biologisch relevante Zielgene wie den Zellzyklusregulator Zyklin D2, den Chemokin-

Rezeptor CCR7 oder das Protoonkogen c-MET.

11



DOI-Verlinkung Mathas et al., EMBO J, 2002, 21:4104
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2.1.2 Die Inhibition von NF-x B vermittelt Arsen-induzierte Apoptose in HRS-Zellen

Mathas, S., Lietz, A., Janz, M., Hinz, M., Jundt, F., Scheidereit, C., Bommert, K., Dorken, B.
Inhibition of NF-kB essentially contributes to arsenic-induced apoptosis. Blood. 2003; 102:1028-
1034.

Das im vorangegangenen Absatz beschriebene Fehlen einer MAPK-Aktivitdt, das u.a. auf eine
Rezeptor-nahe Verschiebung des Gleichgewichts zwischen der IKK- und MAPK-Aktivierung
zuriickzufiihren ist (20, 67), unterstreicht die zentrale Bedeutung der IKK-Aktivierung fiir die Biologie
der HRS-Zellen. In der in Blood erschienenen Nachfolgearbeit wurde deshalb von mir untersucht,
inwieweit sich die Blockade des IKK-Komplexes in HRS-Zellen therapeutisch nutzen ldsst (68).
Folgende Mechanismen der NF-kB-Aktivierung in HRS-Zellen waren zu diesem Zeitpunkt bekannt:
Deletidre Mutationen der NF-kB-Inhibitor-Proteine IxkBa und IkBe sowie die bereits genannte
konstitutive Aktivitit des IkB-Kinase (IKK)-Komplexes (3). Der IKK-Komplex ist zentraler
Vermittler der ,klassischen* NF-kB-Aktivierung verschiedener Signalwege (69). Er besteht u.a. aus
den katalytisch aktiven Untereinheiten IKKoa und IKK( sowie der regulatorischen Untereinheit
IKKY/NEMO. Nach Aktivierung des IKK-Komplexes kommt es zur IKK-vermittelten
Phosphorylierung der IxB-Proteine, welche nachfolgend ubiquitinyliert und degradiert werden. Nach
erfolgter Degradation der IxkB-Proteine kann freies NF-kB in den Kern translozieren und dort
transkriptionell aktiv werden (69). Es konnte in vitro gezeigt werden, dass Arsenverbindungen mit
einer fiir die Aktivierung von IKKf kritischen Domine interagieren und damit die Aktivierung des
IKK-Komplexes blockieren kdnnen (70). Unter mehreren getesteten Substanzen, die mdglicherweise
mit dem NF-kB-Signalweg interferieren, hatte in unseren Experimenten Arsen den starksten Effekt in
Hinblick auf eine Apoptoseinduktion der HRS-Zellen (unpublizierte Daten). In oben angefiihrter
Arbeit haben wir untersucht, ob Arsenverbindungen die NF-kB- und IKK-Aktivitit in HRS-Zellen
blockieren konnen, und inwieweit die Blockade von NF-kB zur Arsen-vermittelten Apoptose beitragt.

Diese Experimente wurden sowohl mit Natriumarsenit (NaAsO,) als auch Arsentrioxid
(As,03) durchgefiihrt. Da fiir beide Substanzen sehr dhnliche biologische Effekte beobachtet wurden,
wird im Folgenden fiir beide Substanzen der Begriff ,,Arsen* verwendet. Wir konnten zeigen, dass es
durch die Behandlung von HRS-Zelllinien mit Arsen zu einer dosis- und zeitabhéngigen Abnahme der
NF-kB-DNA-Bindungsaktivitit kam. Die Arsen-Behandlung fiihrte zu einer Stabilisierung und somit
Zunahme der Proteinexpression des NF-kB-Inhibitors IkBa bei gleichzeitiger Abnahme der IkBa
mRNA-Expression, was indirekt auf eine Blockade des IKK-Komplexes hindeutete. Eine Arsen-
vermittelte Blockade der IKK-Aktivitdit in HRS-Zellen konnte direkt durch Messung der IKK-
Aktivitdt nachgewiesen werden. Weiterhin konnten wir zeigen, dass die Arsen-vermittelte NF-xB-
Blockade zur Herunterregulation von NF-kB-Zielgenen wie 1L-13, c-IAP2 oder CCR7 und zu einer
Apoptoseinduktion von HRS-Zelllinien mit konstitutiver IKK-/NF-kB-Aktivitét fiihrte. Die zentrale

Bedeutung der NF-kB-Inhibition fiir Arsen-induzierte Apoptose wurde experimentell insbesondere
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dadurch belegt, dass die Transfektion von HRS-Zelllinen mit der NF-kB-Untereinheit p65 die Arsen-
induzierte Apoptose blockierte. Die Arsen-vermittelte Apoptoseinduktion durch NF-kB-Blockade in
HRS-Zelllinien konnten wir ebenfalls in vivo nachweisen. Hierzu wurde ein SCID-Maus-
Xenotransplantationsmodell der HRS-Zelllinien L540Cy (konstitutive IKK-/NF-kB-Aktivitit, Arsen-
sensibel) und HD-MyZ (nur geringe NF-kB-Aktivitit, Arsen-resistent) gewahlt. Da in der Behandlung
von Patienten in der Regel As,O; eingesetzt wird, wurden die Mausexperimente entsprechend nur mit
As;0; durchgefiihrt. Die Behandlung von Maiusen mit Arsen filhrte zu einer ausgepriagten
Wachstumsverlangsamung oder sogar zu einer kompletten Remission von Tumoren der Zelllinie
L540Cy. Tumore der Zelllinine HD-MyZ waren gegeniiber der Arsenbehandlung resistent.
Einhergehend mit der biologischen Aktivitit zeigte sich in explantierten L540Cy-Tumoren eine
Arsen-vermittelte Abnahme der NF-kB-Aktivitit, nicht aber in Zellen der Linie HD-MyZ. Diese
Daten haben gezeigt, dass die IKK-/NF-kB-Blockade ein wirksames Therapieprinzip des cHL darstellt
und die Behandlung von HL-Patienten mit Arsenderivaten in klinischen Studien getestet werden
sollte. In diesem Zusammenhang ist ein Fallbericht aus dem Jahr 1937 erwdhnenswert, in dem bei

einem cHL-Patienten von der Induktion einer Remission durch Arsen berichtet wird (71).
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2.1.3 Die Blockade Todesrezeptor-vermittelter Apoptose in HRS-Zellen durch c-FLIP

Mathas, S.*, Lietz, A.*, Anagnostopoulos, I., Hummel, F., Wiesner, B., Janz, M., Jundt, F., Hirsch,
B., Johrens-Leder, K., Vornlocher, H.-P., Bommert, K., Stein, H., Dorken, B. c-FLIP mediates
resistance of Hodgkin/Reed-Sternberg cells to death receptor-induced apoptosis. The Journal of
Experimental Medicine. 2004; 199:1041-1052. *, geteilte Erstautorschaft.

Neben den Mechanismen der Aktivierung von NF-kB haben wir uns mit der Frage beschéftigt,
wie HRS-Zellen vor programmiertem Zelltod geschiitzt werden. Ein zentrale Funktion von NF-«B ist
dabei der Schutz der Zellen vor Todesrezeptor-induziertem Zelltod. Todesrezeptoren spielen eine
zentrale Rolle in der Regulation des lymphatischen Systems. Insbesondere hdngt die Negativselektion
lymphatischer Zellen im Rahmen der B- und T-Zell-Ontogenese wihrend der Keimzentrumsreaktion
und im Thymus vom Todesrezeptor CD95 ab. Im B-Zell-System unterstreichen folgende Tatsachen
die Bedeutung des CD95-Systems fiir die Balance zwischen B-Zell-Proliferation und -Apoptose: (a)
Miuse ohne funktionstiichtige CD95-Expression leiden an Lymphadenopathie,
Autoimmunerkrankungen und einer hoheren Inzidenz von B-Zell-Lymphomen (72, 73); (b)
aufgereinigte Keimzentrums (GC)-B-Zellen sterben rasch durch CD95-induzierten Zelltod (74), und
CD95 steuert die Negativselektion von B-Zellen im GC (75); (c) Patienten mit autoimmun-
lymphoproliferativem Syndrom (ALPS) haben Keimbahnmutationen in Genen, die Apoptose in
Lymphozyten regulieren (76). Gemeinsames Resultat dieser Defekte in ALPS-Patienten ist, dass das
CD95-System nicht mehr funktionstiichtig ist und es deshalb zum Auftreten von
Autoimmunerkrankungen und Lymphomen kommt (77); (d) klonale deletire CD95-Mutationen
wurden in humanen Lymphomen identifiziert, insbesondere in Lymphomen mit einem Ursprung in
GC-B-Zellen (78).

Die malignen HRS-Zellen des cHL stammen nach bisherigen Erkenntnissen von GC- oder
post-GC-B-Zellen ab, haben aber einen Grof3teil des B-Zell-spezifischen Genexpressionsprogramms
einschlieflich Komponenten des B-Zell-Rezeptors (BCR) verloren, und in einem Anteil der cHL-Fille
lassen sich sogar deletidre Mutationen der Immunglobulingene nachweisen (3). Normalerweise werden
B-Zellen ohne funktionstiichtigen BCR im GC im Rahmen der Negativselektion durch CD95-
induzierte Apoptose eliminiert (79). Dies trifft offensichtlich fiir HRS-Zellen nicht zu. Zum Zeitpunkt
der hier besprochenen Arbeit war bekannt, dass CD95 in HRS-Zellen in der Regel nicht mutiert ist
und HRS-Zellen resistent gegeniiber CD95-induzierter Apoptose sind (80, 81). Damit stellte sich die
Frage, wie sich HRS-Zellen vor Todesrezeptor-induzierter Apoptose schiitzen, und welche Rolle die
konstitutive NF-kB-Aktivitédt dabei spielt.

In einem ersten Schritt haben wir in der im Journal of Experimental Medicine erschienenen
Arbeit (82) die Proteinexpression der Komponenten des sogenannten death-inducing signaling
complex (DISC; bestehend aus CD95, FADD, Caspase 8, Caspase 10) untersucht. Jede dieser
Komponenten zeigte eine Expression in HRS-Zelllinien sowie - bei Verfiigbarkeit von
funktionstiichtigen Antikdrpern - in HL-Patientenproben. Im Gegensatz zu vielen anderen

Tumorentititen, in denen oft eine Abnahme der CD95-Expression beobachtet wird (83), zeigte CD95
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interessanterweise eine sehr starke Expression in HRS-Zellen. Durch Immunpréizipitationen konnte
weiterhin eine starke Bildung des DISC in HRS-Zellen nachgewiesen werden. Wir haben aufgrund
dieser Daten postuliert, dass in HRS-Zellen eine funktionelle Blockade der CD95-vermittelten
Apoptoseinduktion vorliegt. Tatsdchlich konnten wir in HRS-Zelllinien im Gegensatz zu CD95-
sensitiven Zellen eine rasche Inkorporation von FLICE-inhibitory proteins (FLIPs) in den DISC
nachweisen. FLIPs konnen im DISC die DISC-nahe Aktivierung von Caspasen und damit Zelltod
blockieren (84). Passend zu diesem Befund konnten wir eine NF-kB-abhéngige starke Expression von
c-FLIPs in HRS-Zellen nachweisen. Einen direkten Zusammenhang zwischen der hohen FLIP-
Expression und der Blockade von Todesrezeptor-induzierter Apoptose konnten wir experimentell
dadurch belegen, dass die selektive Herunterregulation von FLIPs mittels small-interfering (si)RNAs
HRS-Zellen gegen Todesrezeptor-induzierte Apoptose sensitivierte. Dieser Befund untermauerte die

Bedeutung von NF-kB fiir das Uberleben der HRS-Zellen.
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2.1.4 Die Identifikation von IRFS5 als Schliisselregulator in HRS-Zellen

Kreher, S., Bouhlel, M.A., Cauchy, P., Lamprecht, B., Li, S., Grau, M., Hummel, F., K&chert, K.,
Anagnostopoulos, 1., Johrens, K., Hummel, M., Hiscott, J., Wenzel, S.-S., Lenz, P., Schneider, M.,
Kiippers, R., Scheidereit, C., Giefing, M., Siebert, R., Rajewsky, K., Lenz, G., Cockerill, P.N., Janz,
M., Dorken, B., Bonifer, C., Mathas, S. Mapping of transcription factor motifs in active chromatin
identifies IRF5 as key regulator in classical Hodgkin lymphoma. Proceedings of the National
Academy of Sciences USA. 2014; 111:E4513-4522.

Neben der konstitutiven NF-xB und AP-1-Aktivitit zeichnen das cHL komplexe
Verianderungen weiterer TF aus. Es stellte sich deshalb die Frage, wie mdglichst unvoreingenommen
transkriptionelle Schliisselregulatoren in HRS-Zellen identifiziert werden kdnnen. Hierzu haben wir in
der in PNAS erschienenen Arbeit (85) in Kooperation mit C. Bonifer (Birmingham, UK) in einem
ersten Schritt mittels DNase [-Verdau von HRS- im Vergleich zu non-Hodgkin-Zellen HRS-Zell-
spezifische offene Chromatinregionen definiert, um in einem zweiten Schritt in diesen Regionen
iiberrepréisentierte TF-Bindungsmotive zu identifizieren (beide Untersuchungen wurden im Labor von
C. Bonifer durchgefiihrt) und letztendlich die biologische Funktion zugehdriger TF weiter
aufzuarbeiten. Die Analyse von im offenen Chromatin von HRS-Zellen angereicherten TF-
Bindungsmotiven erbrachte den Befund eines gehduften Auftretens von Bindungsmotiven fiir
induzierbare TF, insbesondere NF-kB, AP-1, STAT und IRFs. Diese Analyse bestdtigte somit zum
einen die bereits bekannten wichtigen Funktionen von NF-kB-, AP-1- und STAT-Faktoren fiir die
cHL-Pathogenese (3), zum anderen validierte dies unseren experimentellen Ansatz. Aufgrund der
bekannten Rolle von NF-kB, AP-1 und STATS fiir HRS-Zellen entschieden wir uns zur Analyse einer
moglichen Funktion von IRF-Faktoren in der cHL-Pathogenese. Die Analyse der neun bekannten
verschiedenen IRF-Faktoren in HRS-Zellen zeigte neben der bereits bekannten starken Expression von
IRF4 (86) eine HRS-Zell-spezifische, massive Expression von IRF5 nicht nur in allen HRS-Zelllinien
sondern auch so gut wie allen cHL-Patientenfillen. IRF5 ist ein Schliisselfaktor fiir die
transkriptionelle Regulation einer Vielzahl von pro-inflammatorischen Genen wie in HRS-Zellen stark
exprimierten Zytokinen (87, 88). Durch funktionelle Analysen mittels IRF5-Blockade in HRS-Zellen
durch dominant-negative IRF5-Varianten oder spezifische IRF5-Herunterregulation mittels siRNA
konnten wir nachweisen, dass IRF5 zusammen mit dem TF NF-kB in HRS-Zellen tatsdchlich fir die
hohe Zytokinexpression verantwortlich ist und zudem das Uberleben der HRS-Zellen sicherstellt.

In komplementiren Experimenten haben wir die Frage gestellt, ob die Aktivierung von IRF5
mit oder ohne NF-kB-Aktivierung in non-Hodgkin-Zellen wie im cHL zu einer Aktivierung pro-
inflammatorischer ~Gene oder sogar zu HRS-Zell-dhnlichen Verdnderungen weiterer
Genexpressionsmuster fithrt. Hierzu haben wir eine konstitutiv aktive IRF5-Variante (IRF5-4D) (89)
sowie, zur Aktivierung von NF-kB, eine aktive IKKp-Variante (IKKBEE) (90) in non-Hodgkin-Zellen
eingebracht. Dies fiihrte in diesen Zellen zur Hochregulation einer grof8en Zahl pro-inflammatorischer
Gene, die mit dem cHL assoziiert sind. Ahnliche IRF5-vermittelte Effekte waren in murinen

splenischen B-Zellen zu beobachten. In diesen Zellen kam es weiterhin zu einer Hochregulation von
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HRS-Zell-charakteristischen Gene wie CD30, ABF-1, ID2 oder c-MET, wohingegen es zu einem
teilweise kompletten Verlust B-Zell-spezifischer Gene sowie des epigenetischen Koregulators
CBFA2T3 kam. Neben diesen Effekten auf die Genregulation konnten wir nachweisen, dass die
Aktivierung von IRFS iiber einen transkriptionellen crosstalk zur Aktivierung einer HRS-Zell-
charakteristischen AP-1-Aktivierung fiihrte. Diese Daten zeigen somit, dass durch die aberrante
Aktivierung einer kleinen Zahl von TF die meisten charakteristischen Anderungen von HRS-Zellen in

non-Hodgkin-Zellen nachvollzogen werden kdnnen.
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2.2 Mechanismen und Konsequenzen von Alterationen Linien-spezifischer TF in lymphatischen

Neoplasien

2.2.1 Die ABF-1- und ID2- vermittelte Reprogrammierung der HRS-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., Dorken, B. Intrinsic
inhibition of transcription factor E2A by HLH proteins ABF-1 and Id2 mediates reprogramming of
neoplastic B cells in Hodgkin lymphoma. Nature Immunology. 2006; 7:207-215. *, geteilte
Erstautorschaft.

Ein weiterer Forschungsschwerpunkt von mir sind die Mechanismen und Konsequenzen der
Dedifferenzierung des klassischen Hodgkin Lymphoms sowie bestimmter non-Hodgkin-Lymphome.
Das cHL unterscheidet sich anatomisch-pathologisch insbesondere durch zwei Befunde von so gut wie
allen anderen Lymphomen: Neben der nur geringen Zahl von Tumorzellen in den vom cHL befallenen
Lymphknoten lassen Oberfichenmarker- oder Genexpressionsprofil der HRS-Zellen keinen
Riickschluss auf die zelluldre Identitit der Ursprungszelle zu (3). Hierbei ist vor allem der
Expressionsverlust B-Zell-spezifischer Gene ungewdhnlich ein (8). Uber die molekularen
Mechanismen des Verlusts B-Zell-spezifischer Gene in HRS-Zellen war zu Beginn der in Nature
Immunology publizierten Arbeit (29) nur wenig bekannt. Wir haben deshalb in oben genannter Arbeit
Expression und Aktivitdt der Transkriptionsfaktoren E2A, EBF und Pax5 analysiert, welche zentral an
der Initiierung und Aufrechterhaltung des B-Zell-Differenzierungsprogramms beteiligt sind (91).

Schliisselbefund der Pax5-, EBF- und E2A-mRNA- und Protein-Expressionsanalysen sowie
der Analysen der jeweiligen Protein-DNA-Bindungsaktivititen war der Nachweis einer
ungewohnlichen E2A-DNA-Bindungsaktivitdt in HRS-Zelllinien. Im Gegensatz zu non-Hodgkin-
Zelllinien mit einer B-Zell-Abstammung, die eine erwartete E2A-DNA-Bindungsaktivitit aus E2A-
Homodimeren aufwiesen, zeigte sich in allen untersuchten HRS-Zelllinien ein schneller im Gel
laufender Protein-DNA-Bindungskomplex. Weitere Analysen fiilhrten zu dem Befund einer
Uberexpression des Helix-Loop-Helix (HLH)-Proteins activated B cell factor 1 (ABF-1) in HRS-
Zellen. Es handelt sich dabei um einen HLH-Faktor, der als transkriptioneller Repressor wirken, mit
E2A interagieren und zu einem verdnderten Laufverhalten von E2A-haltigen Protein-DNA-
Komplexen fiihren kann (92). Wir konnten zeigen, dass in HRS-Zellen ABF-1 zusammen mit E2A an
das E-Box DNA-Bindungsmotiv bindet und dort als Repressor E2A-getriebener Genexpression
wirken kann. Zusitzlich identifizierten wir in HRS-Zellen eine Uberexpression des HLH-Proteins
inhibitor of DNA-binding 2 (1D2), das ebenfalls zu einem Funktionsverlust von E2A fiihren kann (93).
Da der TF E2A als einer der zentralen Regulatoren des B-Zell-Expressionsprogramms bekannt ist (91)
lieBen unsere Daten vermuten, dass die ABF-1- und ID2-vermittelte E2A-Blockade zentral an der
Ausldschung des B-Zell-spezifischen Genexpressionsprogramms in HRS-Zellen beteiligt ist.

Dieses Konzept konnten wir durch Transfektion von non-Hodgkin-Zellen mit ABF-1 und ID2

bestitigen. Dies fiihrte zu einer Anderung des Laufverhaltens der E2A-DNA-Proteinkomplexe wie in
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HRS-Zelllinien und resultierte funktionell nicht nur in einer verminderten Aktivitit von
Promoterkonstrukten B-Zell-spezifischer Gene sondern auch in einem Expressionsverlust endogener
B-Zell-Gene wie z.B. POUF2, CD19, AICDA oder CD794. In murinen B-Lymphozyten fiihrt der
Verlust von B-Zell-Transkriptionsfaktoren wie Pax5 oder E2A nicht nur zur Herunterregulation B-
Zell-spezifischer Gene, sondern resultiert zudem in einer gesteigerten Expression B-Linien-fremder
Gene und erlaubt die Umdifferenzierung in Zellen anderer hidmatopoetischer Linien wie
beispielsweise T-Zellen oder myelomonozytire Zellen (94, 95). Wir haben postuliert, dass die
funktionelle E2A-Blockade in HRS-Zellen in dhnlicher Art und Weise die ,,Wiederer6ffnung* eines
friithen Progenitorzell-dhnlichen Genexpressionsprofils verschiedener hématopoetischer Linien
(multilineage priming) erlaubt. Tatsédchlich lieB sich in HRS-Zelllinien sowie in HRS-Zellen eines
Teils primérer HL-Patientenproben eine Expression von T-Zell-Transkriptionsfaktoren wie GATA3
und TCF7 oder des myelomonozytiren Gens CSFI/R nachweisen. Von besonderem Interesse war der
Befund, dass in HRS-Zelllinien nach Rekonstitution einer E2A-Aktivitdt oder Herunterregulation von
ABF-1 mittels siRNAs ein zumindest teilweiser Expressionsverlust B-Linien-fremder Gene zu
beobachten war. Wir konnten somit einen molekularen Mechanismus beschreiben, der sowohl den
Verlust der B-Zell-spezifischen Genexpression als auch die Hochregulation B-Linien-fremder Gene
erklart. Diese Arbeit hat zudem gezeigt, dass humane Lymphozyten eine hohe zelluldre Plastizitét
besitzen und eine solche Plastizitdt moglicherweise zur malignen Transformation lymphatischer

Zellen beitragt (5, 29, 96).
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2.2.2 Die Bedeutung des Th2-Zytokins IL-21 fiir HRS-Zellen und das inflammatorische
Begleitinfiltrat des cHL

Lamprecht, B., Kreher, S., Anagnostopoulos, 1., Johrens, K., Monteleone, G., Jundt, F., Stein, H.,
Janz, M., Dorken, B., Mathas, S. Aberrant expression of the Th2 cytokine IL-21 in Hodgkin
lymphoma cells regulates STAT3 signaling and attracts T, cells via regulation of MIP-3alpha. Blood.
2008; 112:3339-3347.

Welche zellbiologischen Konsequenzen haben der ausgeprigte Verlust B-Zell-spezifischer
Gene und die damit einhergehende Hochregulation B-Linien-fremder Gene, d.h. von Genen, die
normalerweise nicht in B-Zellen, sondern anderen hdmatopoetischen Zelltypen exprimiert werden, in
HRS-Zellen? Wir haben postuliert, dass die Expression solcher B-Linien-fremder Gene in HRS-Zellen
fiir Uberleben und Wachstum der Zellen erforderlich ist und méoglicherweise fiir das Fehlen von
Uberlebenswegen, die die Expression B-Zell-spezifischer Gene erfordern, kompensiert (29, 96).
Ausgangspunkt der in Blood erschienenen Arbeit (97) war der Nachweis einer Expression des
Zytokins IL-21 in den HRS-Zellen. Eine Expression von IL-21 war zum Zeitpunkt der Publikation nur
in CD4" T-Zellen und NK-Zellen beschrieben, nicht aber in Zellen mit einem B-Zell-Ursprung (98). In
HRS-Zellen handelt es sich somit bei IL-21 um eine B-Linien-fremde Genexpression. Im Gegensatz
zu IL-21 ldsst sich der IL-21-Rezeptor (IL-21R) auf verschiedenen hidmatopoetischen Zellen,
einschlieBlich T-, NK-, myeloischen und B-Zellen nachweisen (98). Die biologischen Effekte von IL-
21 auf diese unterschiedlichen Zelltypen sind vielfdltig und reichen von einer Wachstumsstimulation
oder Stimulation von Immuneffektorzellen bis hin zur Apoptoseinduktion der behandelten
Zellpopulation (98, 99).

In verschiedenen HRS-Zelllinien konnten wir eine aberrante, starke IL-21-Expression, sowie
in allen Linien eine IL-21R Expression nachweisen. Wir konnten weiterhin zeigen, dass IL-21 zur
Aktivierung des STAT3-Signalwegs in HRS-Zellen beitragt und STAT3-Zielgene wie das Zytokin IL-
6 oder das anti-apoptotische Gen MCLI1 reguliert. Experimentell konnten wir dies sowohl durch
Stimulation von HRS-Zelllinien mit IL-21 als auch umgekehrt durch IL-21-Blockade mittels IL-
21R:Fc-Konstrukten, die zur funktionellen Inaktivierung von IL-21 fithren, nachweisen. Passend zur
IL-21-vermittelten Regulation von MCL1 fiihrte die Stimulation von HRS-Zelllinien mit IL-21 zu
einem Schutz vor CD95-Todesrezeptor-vermittelter Apoptose. Weiterhin konnten wir in HRS-Zellen
eine zum Teil IL-21-abhidngige Expression des Chemokins macrophage-inflammatory protein-3a
(MIP-3a) beschreiben. MIP-3a induzierte eine Migration von regulatorischen T-Zellen zu HRS-
Zellen und tragt somit zur Verhinderung einer effizienten Immunantwort gegen die HRS-Zellen bei.
Zusammengefasst konnten wir erstmals in Tumorzellen mit einer B-Zellabstammung eine endogene
IL-21-Expression nachweisen. IL-21 hat einerseits autokrin vermittelte Effekte auf die Tumorzellen
selbst, beeinflusst aber zudem die Zusammensetzung des inflammatorischen Begleitinfiltrats der durch
das cHL-befallenen Lymphknoten. Diese Daten unterstiitzen unsere Hypothese, dass B-Linien-fremde

Gene eine pathogenetisch wichtige Funktion in der Biologie des cHL haben.

68



DOI-Verlinkung Lamprecht et al., Blood, 2008, 112:3339

http://dx.doi.org/10.1182/blood-2008-01-134783

69



70



71



72



73



74



75



76



77



2.2.3 Die Derepression einer repetitiven DNA-Region fiihrt zur Aktivierung des CSFI1R-

Protoonkogens in humanen Lymphomzellen

Lamprecht, B., Walter, K., Kreher, S., Kumar, R., Hummel, M., Lenze, D., Kdchert, K., Bouhlel,
M.A., Richter, J., Soler, E., Stadhouders, R., J6hrens, K., Wurster, K.D., Callen, D.F., Harte, M.F.,
Giefing, M., Barlow, R., Stein, H., Anagnostopoulos, 1., Janz, M., Cockerill, P.N., Siebert, R., Dorken,
B., Bonifer, C., Mathas, S. Derepression of an endogenous long terminal repeat activates the CSF/R
proto-oncogene in human lymphoma. Nature Medicine. 2010; 16:571-579.

Das unter 2.2.2 eingefiihrte Konzept wurde durch die Analyse der Expression, der
funktionellen Bedeutung und des Mechanismus der Deregulation des myeloischen Gens CSF1R weiter
bestétigt. In der in Nature Medicine publizierten Arbeit (100) konnten wir in einem ersten Schritt mit
unterschiedlichen experimentellen Ansétzen zeigen, dass die aberrante B-Linien-fremde Expression
von CSFIR in HRS-Zellen zu Wachstum und Uberleben dieser Zellen beitrigt. Unter anderem mit
pharmakologischen CSF1R-Inhibitoren konnten wir Apoptose in HRS-, nicht aber in non-Hodgkin-
Zellen auslosen. In weiteren Analysen haben wir die Regulation des CSF/R-Gens in HRS-Zellen
aufgearbeitet. Diese Analysen erbrachten den Nachweis, dass in HRS-Zellen CSFIR nicht durch
seinen reguldren Promoter reguliert wird, sondern von einer aberrant aktivierten LTR-Region der
mammalian apparent LTR retrotransposon (MalLR)-Familie, THEIB. Diese THEIB-Region ist
spezifisch in HRS-Zellen, nicht aber in non-Hodgkin-Zellen aktiviert, wie in Kooperation mit dem
Labor von C. Bonifer (Birmingham, UK) u.a. durch DNase I-Hyersensitivitdtsanalysen und Versuche
mit Reporterkonstrukten nachgewiesen werden konnten. Aberrante, THEB-getriebene CSFIR-
Transkripte konnten wir nur in HRS-Zelllinien und priméren cHL-Féllen sowie in einem Teil der
analysierten ALCL-Patientenproben nachweisen, nicht aber in einer Vielzahl anderer gut- oder
bosartiger Proben. Die Analysen des THE1B-Aktivierungsmechanismus zeigten, dass die Abschaltung
dieser Repeatregion in non-Hodgkin-Zellen normalerweise durch Methylierung sowie vor allem durch
Chromatinumorganisation erfolgt. Passend zu diesem Ergebnis konnten wir in HRS-Zellen einen
Expressionsverlust des epigenetischen Regulators CBFA2T3 identifizieren. Der Nachweis von einem
genomischen CBFA2T3-Verlust in einem Teil der analysierten cHL-Patientenfdlle unterstreicht die
pathogenetische Bedeutung dieses Befundes. Zuletzt haben wir den Nachweis erbracht, dass die
aberrante LTR-Aktivierung nicht nur auf CSF/R-Transkripte beschrinkt ist, sondern in HRS-Zellen
eine Vielzahl von Transkripten durch THE/-Repeats aberrant reguliert wird. Welcher Art diese
Transkripte sind und welchen Effekt diese Aktivierung auf die Genexpression in HRS-Zellen hat ist
derzeit unklar. Zusammengefasst haben diese Daten unsere Hypothese weiter untermauert, dass B-
Linien-fremde Gene eine zentrale biologische Funktion in HRS-Zellen haben. Zudem konnten wir mit
der THEIB-getriebenen CSFIR-Aktivierung einen neuen Mechanismus einer Proto-

Onkogenaktivierung in humanen Tumorzellen beschreiben.
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2.2.4 BAY 43-9006/Sorafenib blockiert CSF1R und induziert Apoptose in HRS-Zellen

Ullrich, K., Wurster, K.D., Lamprecht, B., Kdchert, K., Engert, A., Dorken, B., Janz M., Mathas, S.
BAY 43-9006/Sorafenib blocks CSF1R activity and induces apoptosis in various classical Hodgkin
lymphoma cell lines. British Journal of Haematology. 2011; 155:398-402.

Da CSFIR ein onkogener Tyrosinkinaserezeptor ist und die CSF1R-Blockade in HRS-Zellen
zu Wachstumsarrest und Zelltod fiihrte, stellte sich die Frage einer therapeutischen Nutzung der
CSF1R-Blockade zur Behandlung des cHL, die wir in der im British Journal of Haematology
erschienenen Publikation aufgearbeitet haben (101). Wir haben in dieser Arbeit die Wirkung des
Multi-Tyrosinkinase-Inhibitors BAY 43-9006/Sorafenib auf die Aktivierung von CSFI1R sowie das
Uberleben verschiedener HRS-Zelllinien untersucht. Wir haben fiir diese Arbeit BAY 43-9006
gewdhlt, da diese Substanz u.a. CSFIR blockiert, zur Behandlung anderer maligner Erkrankungen
bereits in der Klinik eingesetzt wird und ein begrenztes Nebenwirkungsprofil aufweist (102). Durch
Immunprézipitationsexperimente konnten wir eine spezifische Blockade der CSF1R-Aktivierung
durch BAY 43-9006 in HRS-Zelllinien belegen. Zudem wurde durch die BAY 43-9006-Behandlung
Zelltod in HRS-Zelllinien mit einer CSF1R-Expression ausgeldst, aber nicht oder nur bei sehr hohen
Konzentrationen in non-Hodgkin-Zelllinien ohne CSF1R Expression. Um eine Vorstellung von der
Spezifitit der Wirkung von BAY 43-9006 auf die HRS-Zelllinien zu bekommen analysierten wir
Aktivitdt und Wirkung von BAY 43-9006 auf 42 Rezeptor-Tyrosin-Kinasen (RTK) in verschiedenen
HRS-Zelllinien mittels eines humanen phospho-RTK-Array-Kits. Diese Analysen erbrachten den
Nachweis einer nur begrenzten Zahl aktivierter RTKs in HRS-Zellen mit einer durchgehenden
Blockade von insbesondere CSF1R durch BAY 43-9006, so dass zumindest von einer relativen
Spezifitit der Wirkung von BAY 43-9006 auf die HRS-Zelllinien iiber eine CSF1R-Blockade
ausgegangen werden kann. In Experimenten mit einer Behandlung verschiedener HRS-Zelllinien mit
BAY 43-9006 in Kombination mit konventionellen Chemotherapeutika wie Doxorubicin oder
Vincristin, die {iblicherweise in der Behandlung des cHL angewendet werden, konnten wir
nachweisen, dass HRS-Zelllinien durch die Behandlung mit BAY 43-9006 gegentiber konventionellen
Chemotherapeutika sensibilisiert werden. Zusammengefasst legen diese Daten nahe, dass die aberrante
Expression B-Linien-fremder Gene in HRS-Zellen als therapeutische Zielstruktur genutzt werden

kann.
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2.3 Die deregulierte Genexpression im Umfeld chromosomaler Bruchpunkte pridisponiert fiir

die Entstehung von Translokationen im ALCL

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., Schrock, E., Misteli, T.,
Doérken, B. 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. 2009; 106:5831-5836.

Chromosomale Translokationen sind ein wesentliches Charakteristikum bosartiger Zellen und
werden als zentrales, oft kausales Ereignis der Transformation von vor allem hdmatopoetischen und
mesenchymalen Tumoren angesehen (103). Auf molekularer Ebene fiihrt eine Translokation entweder
zur Deregulation von Genen in der Ndhe eines Bruchpunkts oder aber zur Fusion von Genen beider
Bruchpunkte. Im Gegensatz zur insbesondere durch moderne Hochdurchsatzverfahren rasch
zunehmenden Anzahl identifizierter chromosomaler Translokationen ist nur wenig dariiber bekannt,
wie Translokationen in vivo entstehen (103, 104). Es ist offenkundig, das DNA-Strangbriiche der in
eine Translokation involvierten Chromosomen auftreten miissen. Weniger offensichtlich ist allerdings
bereits, wie sich die gebrochenen chromosomalen Enden im Zellkern finden. Zur Erklarung hierfiir
wurden zwei unterschiedliche Hypothesen vorgeschlagen: die sogenannte "contact-first"-Hypothese
geht davon aus, dass sich die an der Translokation beteiligten Chromosomenarme zum Zeitpunkt der
DNA-Schéadigung bereits in rdaumlicher Nédhe befinden (105), wohingegegen die "breakage-first"-
Hypothese davon ausgeht, dass sich gebrochene Chromosomenarme frei im Zellkern bewegen konnen
bis der entsprechende Translokationspartner gefunden wurde (106). Zum Zeitpunkt oben angefiihrter
Arbeit sprachen in Sdugerzellen mehr Daten fiir das contact-first-Modell als Mechanismus
chromosomaler Translokationen (104, 105, 107, 108).

In oben angefiihrter Arbeit haben wir ALCL-Zellen als Modellsystem zur Untersuchung der
Mechanismen der Translokationsentstehung gewihlt. Das ALCL wurde deshalb ausgewdhlt, da es
sich, wir unter 1.2 ausgefiihrt, bei ALK+ und ALK- ALCL um in vielen Aspekten &hnliche
Lymphomtypen handelt. Wir haben in ALCL-Zellen, unabhingig vom ALK-Translokationsstatus,
verschiedene deregulierte Gene mit prinzipiell transformierendem Potential identifiziert, die sowohl in
ALK+ als auch ALK- ALCL im Gegensatz zu verschiedenen non-ALCL-Lymphomen eine
Deregulation zeigten. Hierzu zéhlen der onkogene TF FOS-related antigen 2 (FRA2; lokalisiert auf
Chromosom 2p23), das HLH-Protein ID2 (2p25), sowie der onkogene Tyrosinkinase-Rezeptor CSF1R
(5933.1). Fiir diese Gene konnten wir sowohl in ALK+ als auch ALK- ALCL wichtige biologische
Funktionen in Hinblick auf Wachstum, Apopotoseschutz und Dedifferenzierung beschreiben. Wir
haben darauthin postuliert, dass die Deregulation dieser Gene zu einer Chromatinumorganisation
filhrt, die die Entstehung der NPM-ALK-Translokation begiinstigt oder sogar erst ermdglicht. Im
Einklang mit dieser Annahme konnten wir in Kooperation mit dem Labor von T. Misteli (Bethesda,
USA) durch Zweifarben-fluorescence in situ hybridization (FISH)-Analysen unterschiedlicher

Genloci-Paare auf den in die Translokation involvierten Chromosomen 5q und 2p nachweisen, dass
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sich die entsprechenden Chromosomenarme auch in ALK- ALCL im Zellkern in rdumlicher Nihe
befinden. Zudem konnten wir durch Applikation von genotoxischem Stress auf ALK- ALCL sowie
non-ALCL-Zellen nachweisen, dass nur in Zellen mit einer Deregulation bruchpunktnaher Gene die
NPM-ALK-Translokation induzierbar war. Interessanterweise konnten wir in bestimmten kutanen
CD30-positiven lymphoproliferativen Erkrankungen, die mit dem Auftreten von ALCL assoziiert
sind, ebenfalls eine - wenn auch schwicher ausgeprédgte - Deregulation Bruchpunkt-naher Gene wie
FRA2 und ID2 nachweisen, was diese Assoziation auf molekularer Ebene untermauert. Diese Daten
waren einer der ersten Nachweise, dass die rdumliche Néhe von mdglichen Translokationspartnern das
Auftreten von Translokationen begiinstigt, und fiithrte zu neuen Pathogenese- und Therapie-relevanten

Einsichten in Hinblick auf das ALCL.
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3. DISKUSSION

3.1 Deregulierte Signalwege und Transkriptionsfaktoren im cHL

Ein Schwerpunkt der eigenen Forschungsarbeiten ist die Identifikation deregulierter
Signalwege und TF im cHL. Ausgangspunkt dieser Arbeiten war die Beobachtung, dass in HRS-
Zellen der TF NF-kB konstitutiv aktiv ist und iiber die Regulation von Wachstum und Uberleben
sowie eines GroBteils cHL-spezifischer Gene von zentraler Bedeutung fiir die cHL-Pathogenese ist (3,
9-12). Neben verschiedenen genomischen Lisionen in NF-kB-aktivierenden Signalwegen trégt eine
dauerhafte Aktivierung des IKK-Komplexes zu dieser NF-kB-Aktivierung bei (64). Viele Signalwege,
die zu einer IKK- und damit NF-kB-Aktivierung fiihren resultieren oft in einer parallelgeschalteten
Aktivierung der MAPK und damit des TF AP-1 (109). Um die IKK-/NF-xB-
Aktivierungsmechanismen besser zu verstehen haben wir in initialen Arbeiten den Aktivierungsstatus
der MAPK und des TF AP-1 in HRS-Zellen untersucht (20). Es zeigte sich dabei, dass HRS-Zellen in
einer ungewoOhnlichen Stirke eine konstitutive AP-1-DNA-Bindungsaktivitidt aufweisen, wohingegen
eine solche Bindungsaktivitit in non-Hodgkin-Zelllinien so gut wie nicht nachzuweisen war. Neben
der Aktivierungsstirke ist die Zusammensetzung des AP-1-Komplexes in HRS-Zellen ungewdhnlich.
So ist dieser Komplex nicht wie in vielen anderen stimulierten Zelltypen aus JUN/FOS-Heterodimeren
zusammengesetzt, sondern besteht vor allem aus JUN/ATF-Heterodimeren (20, 110). Vor allem die
sehr starke und in allen cHL-Fillen zu findende Expression von JUN und JUNB ist dabei
bemerkenswert. Durch eigene Arbeiten sowie vielfdltige Studien anderer Arbeitsgruppen konnte
nachgewiesen werden, dass AP-1 fiir die cHL-Pathogenese zentrale Gene wie ID2, Zyklin D2, CD30
oder GALECTIN-1 reguliert (20-22, 29). Dariiber hinaus fiihrt die Blockade der AP-1-Aktivitét in
HRS-Zellen zu einem Wachstumsarrest (20). In Hinblick auf die Zielgenaktivierung konnten wir einen
transkriptionellen Synergismus von AP-1 mit NF-kxB nachweisen, wie beispielsweise fiir die
Regulation des Chemokinrezeptors CCR7 oder des Zellzyklusregulators Zyklin D2 gezeigt, welche
beide in HRS-Zellen ungewdhnlich stark exprimiert werden (20, 111, 112). Interessanterweise ist die
Aktivierung des AP-1-Komplexes in HRS-Zellen zumindest teilweise unabhingig von einer MAPK-
Aktivitét (20, 67). Dies deutet auf eine rezeptornahe Verschiebung des Aktivierungsverhiltnisses von
MAPK und IKK zum IKK/NF-kB-Signalweg in HRS-Zellen hin (67). Dieser in HRS-Zellen
ungewohnliche Aktivierungsmechanismus ist bisher nur teilweise verstanden. Neben einer durch das
Umgebungsinfiltrat induzierten Aktivierung von MAPK in primdren HRS-Zellen (4) konnten wir
zeigen, dass der AP-1-Signalweg hierarchisch unterhalb einer konstitutiven IRF5-Aktivierung
anzusiedeln ist (Ref. 85; siche unten). Zudem trigt die konstitutive NF-kB-Aktivitit zur
Hochregulation von JUNB in HRS-Zellen bei (20). Wie unter 1.1 und 2.2.1 ausgefiihrt ist in HRS-
Zellen die Aktivitdt B-Linien-spezifischer TF funktionell blockiert (1, 29, 113). An diesem Prozess
sind die E2A-Antagonisten ID2 und ABF1 und deregulierte TF wie FOXOI1 beteiligt; zudem tragt
eine epigenetische Abschaltung B-Linien-spezifischer TF zu diesem Prozess bei (1, 32, 114, 115).
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Weiterhin zeigen HRS-Zellen eine durch verschiedene Mechanismen bedingte Aktivierung
verschiedener STAT-TF, vor allem STAT3, STATS und STAT6 (3). Alle diese Verdnderungen der
TF-Landschaft in B-lymphatischen Zellen machen das cHL zu einer Erkrankung mit hochst
komplexen TF-Verdnderungen.

Um einen detaillierten Uberblick iiber deregulierte TF-Aktivititen in HRS-Zellen zu
bekommen und die Mechanismen dieser aberranten TF-Aktivierungen und -Abschaltungen besser
verstehen zu kdnnen, haben wir in einer vor kurzem publizierten Arbeit einen genomweiten Ansatz
zur Identifikation deregulierter TF beschrieben, auf den im Folgenden eingegangen wird (85). Hierzu
wurden in Kooperation mit dem Labor von C. Bonifer mittels DNase I-Verdau vergleichende
Analysen von HRS- und non-Hodgkin-Zelllinien durchgefiihrt. Hierdurch konnten wir genomweit
spezifisch in HRS-Zellen zugdngliches und damit aktiviertes Chromatin identifizieren. In einem
nichsten Schritt haben wir diese HRS-Zell-spezifisch aktivierten Chromatinregionen auf angereicherte
TF-Bindungsmotive analysiert. Dabei zeigte sich mit Bindungsmotiven fiir NF-xB-, AP-1-, STAT-
und IRF-Faktoren insbesondere eine Anreicherung von normalerweise nur kurzzeitig aktivierten TF.
Die bereits bekannte pathogenetische Bedeutung von NF-kB-, AP-1- und STAT-Faktoren fiir das cHL
(3, 85) wurde durch unsere Analysen erneut belegt. Dariiberhinaus konnten wir mit dem TF IRF5
einen Faktor identifizieren, der in HRS dereguliert ist und fiir die Fehlregulation einer Vielzahl von
zentralen pathogenetischen Aspekten des cHL verantwortlich ist. Dabei soll hier vor allem der
transkriptionelle Synergismus mit NF-kB hervorgehoben werden. Passend zu Literaturdaten, dass der
TF IRFS u.a. zusammen mit NF-xB inflammatorische Gene wir Zytokine und Chemokine reguliert
(87, 116, 117), konnten wir in HRS-Zellen einen transkriptionellen Synergismus von IRF5 und NF-xB
aufzeigen. Dieser Synergismus ist die wahrscheinlichste Erkldrung fiir die ungewodhnlich hohe
Zytokinexpression der HRS-Zellen (3, 4). Neben dem transkriptionellen Synergismus mit NF-kB
konnten wir zudem nachweisen, dass die konstitutive AP-1-Aktivitit der IRF5-Aktivierung
nachgeschaltet ist (85). Ein solcher transkriptioneller ,,crosstalk* zwischen IRF- und AP-1-TF konnte
damit erstmals in HRS-Zellen nachgewiesen werden. Ob eine in der Literatur beschriebene
physikalische Interaktion zwischen IRF-TF und NF-kB (118) in HRS-Zellen von Relevanz ist bleibt
Gegenstand zukiinftiger Untersuchungen. Zusammengefasst haben diese Analysen nicht nur zu
besseren Einsichten in die transkriptionelle Regulation cHL-spezifischer Gene gefiihrt sondern

Einsichten in die Hierarchie pathogenetisch relevanter TF im HL geliefert.

3.2 Therapeutische Implikationen deregulierter Signalwege in HRS-Zellen

Die Therapie des cHL stellt mit dem Erreichen einer Heilung bei sogar dem groften Teil der
Patienten in fortgeschrittenen Erkrankungsstadien eine ungewdhnliche Erfolgsgeschichte dar (34).
Durch die mit Polychemotherapie mit oder ohne Bestrahlung erreichten Therapieerfolge gehort das
cHL zu den am besten zu behandelnden bésartigen Erkrankungen iiberhaupt (34). Die mit diesen

Behandlungsstrategien verbundenen Nebenwirkungen sind allerdings nicht unproblematisch. Zu
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nennen sind hier die in einem recht hohen prozentualen Anteil auftretende direkte Therapie-assoziierte
Friihtoxizitdt sowie die erst nach Jahren auftretende Spéttoxizitit (34). Zur Frithtoxizitdt gehdren unter
anderem das Auftreten schwerer Organtoxizititen, Infertilitit und Therapie-assoziierte Mortalitit, zur
Spattoxizitit ebenfalls Organschidden sowie insbesondere Therapie-assoziierte Zweitneoplasien (34).
Aus diesen Griinden ist fiir das cHL die Entwicklung weniger toxischer, zielgerichteter neuer
Therapiestrategien wiinschenswert und notwendig (35). Ein Ziel der hier vorgestellten Arbeiten war
die auf der Identifikation molekularer Defekte basierende Entwicklung neuer Therapiestrategien fiir
das cHL.

Die konstitutive Aktivitdt des TF NF-xB stellt, wie unter 1.1 ausgefiihrt, einen zentralen
molekularen Defekt der HRS-Zellen und damit ein Ziel moglicher zielgerichteter Therapiestrategien
dar. Wir haben uns damit beschiftigt, die konstitutive Aktivitidt des IKK-Komplexes als Ziel solcher
Therapiestrategien zu evaluieren. Unter den in Hinblick auf eine Blockade des IKK-Komplexes und
damit der NF-kB-Aktivitdt getesteten Substanzen stellten sich Arsen-Derivate als besonders effektiv
heraus (68). Arsenderivate konnen durch Interaktion mit der Aktivierungsdomédne von IKKf die
Aktivierung des IKK-Komplexes effektiv unterbinden (70). Trotz der bekannten karzinogenen
Wirkung (119) haben sich Arsen-Derivate als wirksame und sichere Medikamente zur Behandlung
bestimmter bosartiger Erkrankungen herausgestellt (120). Die Behandlung von HRS-Zelllinien mit
Arsenderivaten flihrte zur Zeit- und Dosis-abhédngigen Induktion von Zelltod durch Apoptose. Wir
konnten in den HRS-Zellen nachweisen, dass Arsen den IKK-Komplex blockiert, zur Blockade der
konstitutiven NF-kB-Aktivitat fithrt und letztendlich Zelltod in HRS-Zelllinien auslost. Diese Effekte
konnten wir ebenfalls in einem Mausmodell mit xenotransplantierten HRS-Zelllinien in vivo
nachweisen. Dabei fiihrt die Behandlung mit Arsen nicht nur zu einer Wachstumsverlangsamung,
sondern auch zu einer raschen Remission groflerer xenotransplantierter Tumore. Diese Daten zeigen,
dass die Blockade des IKK-Komplexes eine wirksame Strategie zur Behandlung des cHL darstellen
konnte. Interessanterweise lassen sich in der Literatur Fallberichte zur Behandlung von cHL-Patienten
mit Arsenderivaten und einem teilweise sehr guten Ansprechen finden (71, 121). Zu bedenken ist
hierbei sicherlich, dass in einem Teil der cHL-Fille Mutationen der IkxB-Proteine zu finden sind (3, 13,
14), durch die in einem Teil der HRS-Zellen die Wirksamkeit von Substanzen, die {iber den IKK-
Komplex wirken, abgeschwicht werden konnte. Experimentell konnten wir in der Tat zeigen, dass
Zelllinien mit Mutationen der [kB-Proteine IkBa und IkBe weniger sensitiv gegeniiber einer Arsen-
induzierten Apoptoseinduktion waren. Neben der Blockade von NF-kB fiihrt die Behandlung von
Zellen mit Arsenderivaten zu einer Aktivierung von MAPK/JNK (122), wobei die Aktivierung von
JNK in vielen Zelltypen mit einer Apoptoseinduktion einhergeht. Insbesondere JNK ist im cHL nicht
oder nur abgeschwicht aktiv (20, 67), und eine Arsen-vermittelte JNK-Aktivierung trigt
moglicherweise zur effektiven Apoptoseinduktion in den HRS-Zellen bei. Das genaue Verstdndnis der

Aktivierungsmechanismen von u.a. NF-kB kann moglicherweise fiir die Entwicklung neuer NF-xB-
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Inhibitoren genutzt werden, die gezielt in malignen Zellen aktiv sind. Eine solche Strategie konnte
kiirzlich fiir das Plasmozytom entwickelt werden (123).

Weiterhin soll in diesem Teil der Arbeit auf die sich aus der Dedifferenzierung der HRS-
Zellen ergebenden therapeutischen Konsequenzen eingegangen werden. Wie unter 1.1, 2.2.2-4
ausgefithrt ~ vermittelt die  aberrante  Expression  B-Linien-fremder Gene  alternative
Uberlebenssignalwege fiir die HRS-Zellen. Neben dem IL-21/IL-21R-System konnten wir dies
insbesondere fiir die aberrante CSF-1/CSF1R-Expression in HRS-Zellen zeigen, auf das hier ndher
eingegangen werden soll. CSFIR ist ein onkogener Tyrosinkinaserezeptor, fiir den ein
transformierendes Potential in verschiedenen Zelltypen nachgewiesen wurde (124). In HRS-Zellen ist
die aberrante CSF1R-Aktivierung unter anderem als Konsequenz der E2A-Blockade anzusehen und
resultiert aus einer aberranten Aktivierung repetitiver DNA-Elemente (29, 42). Wir konnten
experimentell CSF1R auf verschiedenen Ebenen blockieren, was zu einem Wachstumsarrest und zum
Zelltod von HRS-Zelllinien fiihrte. Neben dem Einsatz neuartiger, CSF1R-spezifischer small
compound-Inhibitoren (42) haben wir dabei den Effekt bereits klinisch eingesetzter
Tyrosinkinaseinhibitoren auf HRS-Zelllinien untersucht (101). Neben CSFIR sind in HRS-Zellen
verschiedene andere RTKs aktiviert (125, 126). Wir sind deshalb davon ausgegangenen, dass eine
inhibitorische Wirkung auf weitere RTKs als therapeutischer Vorteil anzusehen ist, und haben deshalb
den Effekt des Breitspektrum-RTK-Inhibitors BAY 43-9006/Sorafenib (127) (102) auf HRS-Zellen
untersucht. Die Behandlung von HRS-Zellen mit BAY 43-9006 blockierte effizient die CSFIR-
Aktivitdt in HRS-Zellen und resultierte in einer Induktion von Zelltod. Interessanterweise zeigte der
klinische Einsatz von BAY 43-9006 in refraktiren Lymphompatienten insbesondere im cHL ein
Ansprechen (128). Diese Effekte basieren moglicherweise nicht nur auf einer CSF1R-Blockade der
HRS-Zellen selbst, sondern auch auf einer Wirkung auf Makrophagen im umgebenden Infiltrat der
HRS-Zellen, die mit einer schlechten Prognose in Verbindung gebracht werden (129). Neben
Sorafenib wurden in weiteren klinischen Studien die CSF1R-Inhibitoren PLX3397 und JNJ-40346527
in cHL-Patienten getestet, was in einem Teil der Patienten mit therapierefraktirer fortgeschrittener
Erkrankung zu einem Therapieansprechen fiihrte (130, 131).

Zusammengefasst zeigen die hier beschriebenen Beispiele, wie die Identifikation molekularer

Defekte zur Entwicklung neuer Therapiestrategien fiir lymphatische Neoplasien beitragen kann.

3.3 Alterationen der E2A-AKktivitiit als Defekt lymphatischer Neoplasien

Es ist ein immer noch giiltiges Konzept, dass sich der Prozess der malignen Transformation
verschiedenster Zelltypen unter anderem aus einer Kombination von Defekten zusammensetzt, durch
die einerseits Dedifferenzierungsprozesse in Gang gesetzt und andererseits Wachstum und Schutz vor
Zelltod vermittelt werden (132). In den hier vorgestellten Arbeiten konnten wir nachweisen, dass
Alterationen des Transkriptionsfaktors E2A, einem zentralen Differenzierungsfaktor lymphatischer

Zellen (91), in verschiedenen lymphatischen Neoplasien zu finden sind. Konkret haben wir
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funktionelle oder genomische Alterationen von E2A im cHL, ALCL, PEL und SeSy identifiziert (29,
58, 133, 134). Im cHL wird E2A durch die aberrante Expression seiner Antagonisten ID2 und ABF1
inhibiert (29, 96). ID2 blockiert E2A durch Bildung von Heterodimeren, die aufgrund der fehlenden
DNA-Bindungsdoméne von ID2 nicht mehr an die DNA binden konnen (93), wohingegen ABF-1 als
transkriptioneller Repressor zwar die Bindung von E2A-ABF-1-Heterodimeren an E-Box-
Bindungsmotive, nicht aber eine transkriptionelle Aktivierung entsprechender Gene zuldsst (92). Es
konnte gezeigt werden, dass die hohe ID2-Expression in HRS-Zellen durch die konstitutive AP-1-
Aktivitdt vermittelt wird, was zudem durch genomische Alterationen des /D2-Genlokus begiinstigt
wird (29, 113). Der Mechanismus, der zur aberranten ABF-1-Expression in HRS-Zellen fiihrt ist
derzeit unklar. Interessant ist jedoch, dass ABF-1 initial aus EBV-positiven lymphoblastoiden
Zelllinien kloniert wurde (92), und die EBV-Infektion mit der Pathogenese des cHL in Verbindung
gebracht wurde (3, 25). In PEL-Zellen, die durch eine EBV- und HHV8-Infektion gekennzeichnet sind
zeigte sich ebenfalls eine Uberexpression von ID2 und, wenngleich schwiicher ausgepriigt, ABF-1 als
Ursache der fehlenden E2A-DNA-Bindungsaktivitét (133).

In T-Zellen besteht die E-Box-Bindungsaktivitit in der Regel aus E2A-HEB-Heterodimeren
(135). Erwartungsgemdl konnten wir eine so zusammengesetzte E-Box-Bindungsaktivitdt in den von
uns untersuchten T-Zell-Leukdmielinien nachweisen (58). Im Gegensatz dazu zeigten ALCL-
Zelllinien, &hnlich wie HRS-Zelllinien, einen weitgehenden Verlust einer solchen E-Box-
Bindungsaktivitit. Ursdchlich fiir die fehlende E2A-Aktivitit identifizierten wir eine ungewdhnlich
starke Expression von ID2, zumindest teilweise vermittelt durch Zugewinne des /D2-Genlokus im
groBten Teil der analysierten ALCL-Patientenfille (58). In Ubereinstimmung mit einer postulierten
Funktion von E2A als Tumorsuppressor in lymphatischen Zellen konnten wir weiterhin mit dem von
T-Zellen abstammenden SeSy eine bdsartige lymphatische Erkrankung nachweisen, die durch den
genomischen Verlust von £24 auf 19p13.3 gekennzeichnet ist (134). Zusammen mit aus der Literatur
bekannten rekurrenten Translokationen des E2A4-Genlokus in B-Zell-Leukédmien, der Begilinstigung
von T-Zell-Leukdmien durch eine TALI1/SCL-vermittelte E2A-Blockade sowie Daten aus
Mausmodellen kann von einer Funktion von E2A als Tumorsuppressor in humanen lymphatischen
Zellen ausgegangen werden (136-139). Die Komplexitit und Abhéngigkeit eines solchen Effekts vom
Zelltyp und jeweiligen Differenzierungsstadium spiegelt sich darin wider, dass E2A als Onkogen im
Burkitt-Lymphom beschrieben wurde (140).

Funktionell treibt E2A eine Vielzahl von Genen, die fiir die Initiierung und Aufrechterhaltung
des B- und T-lymphatischen Differenzierungsprogramms essentiell sind (91, 135). Passend hierzu
zeigen HRS-, ALCL- und PEL-Zellen tiefgreifende Anderungen des lymphatischen
Differenzierungsprogramms (8, 57, 141), ein unter lymphatischen Neoplasien ungewohnliches
Phinomen mit stdrkster Ausprigung im cHL. Welche Konsequenzen hat der Verlust einer E2A-
Aktivitdt in den genannten lymphatischen Neoplasien? In HRS- und ALCL-Zellen ist die blockierte
E2A-Aktivitét als eine der Hauptursachen fiir die Ausléschung des B-Zell-spezifischen bzw. fiir die
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Herunterregulation des T-Zell-spezifischen Genexpressionsprogramms anzusehen (29, 58). Neben
dieser Deregulation Linien-spezifischer Gene fiihrt eine E2A-Rekonstitution in PEL-Zelllinien sowie
in SeSy-Zellen zu Apoptoseinduktion und Proliferationsarrest (133). Diese Resultate stimmen mit
komplementéren, in Mausmodellen generierten Daten iiberein, in denen E2A nicht nur zentraler
Bestandteil eines regulatorischen Netzwerks zur Regulation lymphatischer Genexpression ist, sondern
der Verlust von E2A zum Auftreten aggressiver Lymphome fiihrt (139). Zudem 16st eine E2A-
Rekonstitution in diesen murinen transformierten Zellen Apoptose und Wachstumsarrest aus (142).
Obwohl der molekulare Mechanismus dieser Effekte derzeit nicht komplett verstanden ist konnten
bereits u.a. durch eigene Arbeiten interessante E2A-regulierte Zielgene identifiziert werden, die
moglicherweise als therapeutische Zielstrukturen genutzt werden konnen. Darunter sind in erster Linie
MYC, CDK6 und Komponenten des Ras-Signalwegs zu nennen (134). Passend zu insbesondere der
hohen MYC-Expression in diesen Lymphomentitdten ist der Tumorsuppressor p53 durch verschiedene
Mechanismen in diesen Lymphomen teilweise inaktiv (143, 144). Die Aufarbeitung einer moglichen
Nutzung dieser Gene als therapeutische Zielstrukturen sollte das Ziel zukiinftiger Studien sein.

Im cHL findet sich, wie unter 2.2.1 ausfiihrlich dargestellt, die stirkste Ausprigung einer
funktionellen E2A-Blockade, die einem so gut wie kompletten E2A-Funktionsverlust entspricht. In
murinen lymphatischen Zellen konnte gezeigt werden, dass eine dhnliche Stérung Linien-spezifischer
Transkriptionsfaktoren nicht nur zu einem Identitétsverlust der entsprechenden lymphatischen Zellen
filhrt, sondern eine Dedifferenzierung im Sinne einer Riickdifferenzierung auf ein friihes
hdmatopoetisches Vorlduferzellstadium einleitet. Dies konnte beispielsweise fiir den Verlust der TF
E2A und Pax5 sogar in reifen lymphatischen Zellen gezeigt werden (94, 145). In diesen Modellen
erlaubte die Inaktivierung von E2A oder Pax5 die Reaktivierung von im Laufe der B-Zell-
Differenzierung unterdriickten alternativen Differenzierungswegen, wie denen von myeloischen oder
T-lymphatischen. Dieser Prozess trdgt zur malignen Transformation bei, wie am Beispiel des
Auftretens von Progenitorzelltumoren nach Pax5-Inaktivierung in murinen B-Zellen gezeigt wurde
(145). Basierend auf oben angefiihrten Daten haben wir postuliert, dass die funktionelle E2A-
Blockade in HRS-Zellen neben dem Verlust des B-Zell-spezifischen Genexpressionsprogramms zu
einer Reaktivierung von normalerweise in B-Zellen unterdriickten alternativen Linienprogrammen
filhrt und damit eine Erkldrung fiir den ungewohnlichen Phanotyp der HRS-Zellen darstellt (5, 96).
Wir konnten in HRS-Zellen belegen, dass es durch die Hochregulation von ABF-1 und ID2 und dem
damit einhergehenden funktionellen E2A-Verlust zur Induktion B-Linien-fremder Gene wie T-Zell-
Transkriptionsfaktoren (GATA3, TCF-1, T-bet) und myeloischen Genen wie CSFI1R kommt (29).

Neben der auf diesen Befunden basierenden molekularen Erkldrung des ungewo6hnlichen
Phinotyps der HRS-Zellen haben wir die Hypothese aufgestellt, dass die auf dem Verlust der E2A-
Aktivitdt basierende Reprogrammierung des B-Zell-Genexpressionsprogramms - und die damit
einhergehende Generierung des ungewdhnlichen Phénotyps - nicht nur ein Epiphdnomen der HL-

Entstehung ist, sondern einen zentralen Prozess der malignen Transformation der HRS-Zellen und
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damit der HL-Pathogenese darstellt (96). Konzeptuell ist bisher nur teilweise verstanden, wie die von
B-Zellen abstammenden HRS-Zellen ohne Expression des BCR {iberleben konnen, da dieser
normalerweise fiir das Uberleben von B-Zellen unabdingbar ist. Mechanistisch konnte kiirzlich
nachgewiesen werden, dass solche B-Zellen durch die Aktivierung geeigneter Signalwege wie
beispielsweise des PI3K-Signalwegs unabhéngig von einer BCR-Expression iiberleben kénnen (146).
In Hinblick auf HRS-Zellen sind wir von der Uberlegung ausgegangen, dass B-Linien-fremde Gene
und assoziierte Signalwege den Verlust des BCR auf HRS-Zellen kompensieren und alternative
Uberlebenssignale vermitteln konnen. Dieses Konzept haben wir in HRS-Zellen fiir das
normalerweise nur in bestimmten T- und NK-Zellpopulationen exprimierte IL-21/IL-21R-System
sowie das physiologischerweise auf myeloische Zellen beschrankte CSF-1/CSF1R-System belegt (97,
100).

Fiir die aberrante CSF1R-Expression auf HRS-Zellen konnten wir einen fiir Protoonkogene
neuartigen Regulationsmechanismus in bosartigen Zellen aufdecken (42, 100). Ausgehend von der
Beobachtung, dass in HRS-Zellen weder der normalerweise in myeloischen Zellen genutzte CSFIR-
Promoter noch das entsprechende Enhancer-Element im ersten Intron Orte des CSFIR-
Transkriptionsstarts sind, identfizierten wir ein oberhalb des kanonischen Promoters gelegenes
regulatorisches LTR-Element als treibenden Promoter (100). Dies ist ein sehr ungewdhnlicher Befund,
da solche repetitiven DNA-Elemente normalerweise epigenetisch stillgelegt werden (147). Die
aberrante Aktivierung von LTRs wird mit der Entstehung verschiedener Krankheiten in Verbindung
gebracht, die pathogenetische Relevanz einer solchen LTR-Aktivierung war zum Zeitpunkt unserer
Arbeit allerdings unklar (148). Vereinbar mit einer normalerweise epigenetischen Kontrolle von LTR-
Elementen zeigen HRS-Zellen durch genomische Alterationen und aberrante Methylierung
regulatorischer Elemente den Verlust des epigenetischen Schliisselregulators CBFA2T3 (auch als
ETO2 bekannt) (100). Wir konnten nachweisen, dass es durch eine Chromatin-Umorganisation, die
zumindest teilweise durch den CBFA2T3-Verlust vermittelt wird, sowie die konstitutive Aktivierung
der TF NF-xB und AP-1 zur LTR-getriebenen CSF1R-Aktivierung in HRS-Zellen kommt. Die hohe
Spezifitit der LTR-CSF1R-Transkripte fiir das cHL sowie die Apoptoseinduktion in HRS-Zellen nach
Blockade der CSF1R-Aktivitdt in HRS-Zellen zeigen die diagnostische und therapeutische Relevanz
dieser Befunde, die in zukiinftigen Studien weiter untersucht werden muss.

Zusammengefasst konnten wir in den angefiihrten Arbeiten zeigen, dass Alterationen der
Aktivitdt des TF E2A in verschiedenen lymphatischen Neoplasien zu finden sind und E2A in diesen
Lymphomentitdten zentrale biologische Funktionen als Tumorsuppressor ausiibt. Unsere Daten lassen
zudem den Schluss zu, dass die Aufarbeitung der molekular- und zellbiologischen Konsequenzen der
E2A-Inhibition zur Entwicklung neuer Therapiestrategien fiir diese Lymphomtypen genutzt werden

kann.

3.4 Einsichten in die Pathogenese des ALCL
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Wie in der Einleitung ausgefiihrt, stammt das ALCL von T-Zellen ab. Insgesamt ist die
Prognose des ALCL im Vergleich zum cHL deutlich schlechter, zudem ist die Pathogenese des ALCL
nur schlecht verstanden. Beim ALK+ ALCL ist die Entstehung der Translokation t(2;5)(p23;q35) mit
dem resultierenden onkogenen Fusionsprotein NPM-ALK als ein zentral an der Pathogenese
beteiligtes Ereignis anzusehen (48). Im ALK- ALCL ist bisher ein vergleichbares pathogenetisches
Ereignis nicht bekannt. In den eigenen Forschungsarbeiten ist neben dem cHL ein weiterer
Forschungsschwerpunkt die ALCL-Entstehung. Dies ist unter anderem deshalb der Fall, da das cHL
und das ALCL biologische Gemeinsamkeiten aufweisen, die in dieser Art und Weise nicht zwischen
dem cHL und anderen Lymphomentitdten zu finden sind. Hierzu gehdren beispielsweise die hohe
Expression des TNFR-Familienmitglieds CD30 oder der Verlust des jeweiligen Phinotyps der
entsprechenden Ursprungszelle (siehe Einleitung). In den eigenen Forschungsarbeiten konnten
verschiedene molekulare Defekte in ALCL nachgewiesen werden, die fiir die Entstehung des ALCL
relevant sind. Neben dem cHL ist das ALCL die zweite Lymphomentitit, in der wir eine starke
konstitutive Aktivierung des TF AP-1 nachweisen konnten (20). Es zeigte sich dabei eine in so gut wie
allen ALCL-Fillen nachzuweisende JUNB-Uberexpression, zudem ist fiir ALCL-Zellen die
Expression von c-JUN charakteristisch. AP-1 schiitzt ALCL-Zellen vor Zelltod und reguliert eine
Vielzahl ALCL-charakteristischer Gene, was die zentrale Bedeutung der AP-1-Aktivitdt fiir das ALCL
unterstreicht. Neben JUNB ist die aberrante Epression des AP-1-Faktors FRA2 fiir das ALCL
charakteristisch, und die resultierenden JUNB-FRA2-Heterodimere sind in so gut wie allen ALCL-
Zellen zu finden (58). Die pathogenetische Relevanz der konstitutiven AP-1-Aktivitdt wird dadurch
untermauert, dass sowohl fiir JUNB als auch FRA2 genomische Alterationen der entsprechenden
Genloci beschrieben wurden (58, 149). In ALK+ ALCL tragt zudem NPM-ALK {iber die Aktivierung
von JNK/MAPK zur JUNB-Hochregulation bei (150). Ob eine Blockade von JNK oder MAPK und
damit auch AP-1 als Therapiestrategie fiir ALCL genutzt werden kann bleibt Untersuchungen in
zukiinftigen Studien vorbehalten.

Im Gegensatz zur AP-1-Aktivitdt zeigen sich in Hinblick auf NF-xB deutliche Unterschiede
zwischen ALK+ und ALK- ALCL. Wihrend ALK- ALCL eine mit HRS-Zellen vergleichbare NF-xB-
Expression aufweisen, fehlt in ALK+ ALCL-Zellen eine solche Aktivierung klassischer NF-xB-
Komponenten (59, 60). Dies wird unter anderem darauf zuriickgefiihrt, dass NPM-ALK die
Aktivierung klassischer NF-kB-Faktoren unterdriickt (60). Gleichwohl ist iibergreifend in beiden
ALCL-Entitdten eine Aktivierung von NF-kB p50-Homodimeren nachzuweisen (59). Urséchlich fiir
diese Aktivierung zeigen ALCL eine Uberexpression von BCL3, das strukturelle Ahnlichkeit mit IxB-
Proteinen hat sowie die NF-kB-Aktivitit iiber Bindung an p50 oder p52 modulieren und in
lymphatischen Zellen antiapoptotisch wirken kann (151-153). Die Aktivierung von BCL3-Zielgenen
in ALCL sowie genomische Alterationen des BCL3-Genlokus lassen eine biologisch wichtige
Funktion von BCL3 in ALCL-Zellen vermuten (59). Die genaue Bedeutung der BCL3-Expression in
ALCL ist derzeit allerdings unklar.
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In weiteren Arbeiten haben wir verschiedene spezifisch in ALCL deregulierte Gene
identifiziert, die in der Ndhe der moglichen chromosomalen Bruchpunkte der Chromosomenarme 2p
und 5q liegen, die beide in die Entstehung der t(2;5)(p23;q35) involviert sind. Wir konnten zeigen,
dass diese Gene unabhingig vom jeweiligen Translokationsstatus der ALCL-Zellen gleichermallen
dereguliert sind, d.h. dass weder in ALCL-Zelllinien noch primdren ALCL-Fillen relevante
Unterschiede in der Expression dieser Gene zwischen ALK+ und ALK- ALCL-Zellen zu beobachten
waren. Wie unter 2.3 ausgefiihrt, gehdren zu diesen Genen ID2, FRA2 und CSFIR (58). Fiir jedes
dieser Gene konnten wir wichtige biologische Funktionen in ALCL-Zellen aufzeigen. Erwéhnenswert
ist vor allem, dass die starke ID2-Expression zum bekannten Verlust T-Zell-spezifischer Gene in
ALCL (57) beitrigt, dass mit FRA2 eine weitere deregulierte Komponente des AP-1-Komplexes in
ALCL identifiziert wurde, der in ALCL zum Uberleben und zur Deregulation charakteristischer
Zielgene beitrdgt (20, 154, 155), und dass die Blockade des onkogenen Tyrosinkinaserezeptors CSF1R
in ALCL zum Zelltod fiihrte (100). Wir haben zudem nachgewiesen, dass sich auch in ALCL-Zellen
ohne t(2;5)(p23;q35) die Chromosomenarme 2p und 5q im Zellkern in rdumlicher Ndhe zueinander
befinden, und diese Nihe die Entstehung der t(2;5)(p23;q35)-Translokation begiinstigt (58). Uber die
Mechanismen der Entstehung der t(2;5)(p23;q35)-Translokation ist nur wenig bekannt. Wir haben
postuliert, dass die Deregulation der genannten Bruchpunkt-nahen Gene Voraussetzung fiir die
Entstehung der t(2;5)(p23;q35) ist.

ALK+ und ALK- ALCL lassen sich histomorphologisch so gut wie nicht voneinander
unterscheiden (44). Allerdings sind insbesondere der klinische Verlauf sowie die Altersverteilung
beider ALCL-Entititen unterschiedlich (44), was in der aktuellen WHO-Klassifikation zur Einteilung
der ALCL in ALK+ und ALK- ALCL als (wenn auch vorldufige) eigenstindige Lymphomentitdten
fiihrte (56). Neben dem unterschiedlichen klinischen Verlauf unterscheiden sich beide ALCL-
Entitdten in Hinblick auf genomische Aberrationen (52). Hervorzuheben ist hier, dass ALK- ALCL
insgesamt ein deutlich heterogeneres Muster genomischer Aberrationen zeigen als ALK+ ALCL, in
denen neben t(2;5)(p23;q35) generell nur recht wenig genomische Aberrationen zu finden sind (52).
Allerdings werden bei ansonsten recht &hnlichem Expressionsprofil Unterschiede im
Genexpressionsmuster in beiden ALCL-Entitdten vor allem durch NPM-ALK-induzierte Signalwege
vermittelt (55). Die von uns erhobenen Daten lassen vermuten, dass ALK+ und ALK- ALCL trotz der
genannten Unterschiede biologisch verwandte Erkrankungen sind, was in zukiinftigen Studien weiter

aufzuarbeiten bleibt.

Zusammengefasst zeigen die dargestellten Arbeiten, wie die Aufarbeitung von in Lymphomzellen
deregulierten Signalwegen und Transkriptionsfaktoren nicht nur neue Pathogenese-relevante
Einsichten fiir die jeweiligen Lymphomentitdten liefert, sondern auch zu neuen Therapiestrategien

fithren kann.
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4. ZUSAMMENFASSUNG

Schwerpunkt der eigenen wissenschaftlichen Arbeiten ist die Erforschung der Pathogenese reifzelliger
lymphatischer Neoplasien. Es ist das Ziel dieser Arbeiten, molekulare und/oder genomische
Schliisseldefekte zu identifizieren, um zum einen die Pathogenese dieser Erkrankungen besser verstehen
zu kénnen und zum anderen, basierend auf entsprechenden Defekten, zielgerichtete Therapiestrategien
zu entwickeln. Fokus der eigenen Arbeiten ist dabei insbesondere die Analyse deregulierter
Transkriptionsfaktoren und Signalwege sowie deren Rolle fiir Wachstum, Schutz vor Zelltod sowie
Storung zelluldrer Differenzierungsprogramme. Im Rahmen dieser Arbeiten konnten insbesondere
Schliisselbefunde der Pathogenese des klassischen Hodgkin-Lymphoms (cHL), des anaplastischen
grofzelligen Lymphoms (ALCL) sowie des Sézary-Syndroms, einer Sonderform kutaner T-Zell-
Lymphome, erhoben werden. Insbesondere wurde im cHL und ALCL u.a. die pathogenetisch wichtige
aberrante AP-1-Aktivitit beschrieben, und es wurden Mechanismen der Apoptoseresistenz oben
genannter Lymphomentititen aufgearbeitet. Dariliber hinaus konnten wir einen Mechanismus der
ungewohnlichen Dedifferenzierung der Hodgkin-/Reed-Sternberg (HRS)-Zellen beschreiben, der auf
der funktionellen Blockade B-Linien-spezifischer Transkriptionsfaktoren beruht. Basierend auf dieser
Arbeit wurde ein Konzept der Reprogrammierung der HRS-Zellen entwickelt, welches neben einer
moglichen prognostischen und therapeutischen Relevanz zur Identifizierung eines neuen Mechanismus
der Onkogenaktivierung iiber long-terminal-repeat-Elemente der DNA fiihrte. Wir konnten zudem
aufzeigen, dass sich am cHL erhobene Befunde und Konzepte auf andere Lymphomentititen wie
beispielsweise das primire Effusionslymphom {ibertragen lassen. Im Hinblick auf einen moéglichen
translationalen Ansatz konnten, basierend auf den identifizierten molekularen Defekten, bereits
vielversprechende in vitro- und teilweise in vivo-Untersuchungen u.a. mit Tyrosinkinase-Rezeptor-
Inhibitoren, Arsenderivaten oder CSF1R-blockierenden Substanzen durchgefiihrt werden. Letztendlich
ist es das Ziel der eigenen Arbeiten, einen Beitrag zur Entwicklung zielgerichteter und wenig toxischer

Therapiestrategien zur Behandlung maligner Lymphome zu leisten.
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Wissenschaftlern/Wissenschaftlerinnen und mit technischen Hilfskraften sowie die
verwendete Literatur vollstdndig in der Habilitationsschrift angegeben wurden,

- mir die geltende Habilitationsordnung bekannt ist.

Ich erklére ferner, dass mir die Satzung der Charité — Universitdtsmedizin Berlin zur Sicherung Guter

Wissenschaftlicher Praxis bekannt ist und ich mich zur Einhaltung dieser Satzung verpflichte.

Berlin, 08.12.2014 Dr. med. Stephan Mathas
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