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Einleitung

1. Einleitung
Maligne Lymphome sind Neoplasien des lymphatischen Systems, die aus den ver-
schiedenen B- und T-Zell-Kompartimenten der primaren, sekundaren und sekundar
besiedelten lymphatischen Organen hervorgehen (Bocker et al., 2004).
Die Einteilung erfolgt in zwei Gruppen:

- Hodgkin-Lymphome (HL) und

- Non-Hodgkin-Lymphome (NHL).
Die Pravalenz maligner Lymphome liegt in Europa bei ca. 5—7 pro 100.000
Einwohnern (Robert Koch Institut, 2008). Dabei stellt das Hodgkin-Lymphom ca.
30 % aller Lymphome (Stein, 2000).

1.1. Hodgkin-Lymphom

1.1.1. Klinisches Erscheinungsbild, Histologie und Klassifikation

Das Hodgkin-Lymphom ist ein B-Zell-Lymphom, das seinen Ausgang vor allem von
den zervikalen Lymphknoten nimmt (ca. 70 — 75 %). Im Frihstadium ist das Hodgkin-
Lymphom eine lokalisierte Lymphknotenerkrankung, die sich im weiteren Verlauf zu
einer granulomatdsen Systemerkrankung entwickelt mit zuerst lymphogener, spater
hamatogener Streuung. Dabei kennzeichnen Lymphknotenschwellungen und beglei-
tende Allgemeinsymptome das klinische Erscheinungsbild (Stein et al., 2000).

Die charakteristischen monoklonalen CD30-positiven B-Lymphozyten, sogenannte
Hodgkin Reed-Sternberg-(HRS)-Zellen, stammen aus den Keimzentren von Lymph-
knoten. Die einkernigen Hodgkin-Zellen und mehrkernigen Riesenzellen (Sternberg-
Reed-Zellen), die nur etwa 0,1 —1 % der Zellen eines betroffenen Lymphknotens
ausmachen, sind in ein begleitendes Inflammationsgewebe von reaktiven Lympho-
zyten, Monozyten, Fibroblasten, eosinophilen und neutrophilen Granulozyten, soge-
nannten Bystander-Zellen, eingebettet (Drexler, 1992; Haluska et al., 1994; Klppers
et al., 1996).



Einleitung

Die histologische Einteilung erfolgt nach der WHO-Klassifikation (Stein et al., 2000):

Das klassische Hodgkin-Lymphom (cHL) stellt mit ca. 95 % den Groliteil der
Hodgkin-Lymphome. Es wird in vier Subtypen unterteilt:

- Nodulare Sklerose (ca. 63 %)

- Gemischtzelliger Typ (ca. 27 %)

- Lymphozytenreicher klassischer Typ (ca. 4 %) und

- Lymphozytenarmer Typ (< 1 %).
Das lymphozytenreiche pradominante Hodgkin-Lymphom (LPHL) tritt mit ca. 5 %

aller HL seltener auf als das cHL (Stein et al., 2000).

HRS-Zellen zeigen histologisch einen prominenten, vergréf3erten, eosinophilen
Nukleolus mit hellem Chromatin (Stein et al., 2000). Der Nukleolus bildet das
morphologische Korrelat der ribosomalen RNA-(rRNA)-Synthese, da sich hier die
Chromosomenregionen, die fur die rRNA-Gene kodieren, zusammenlagern (Espada
et al., 2007).

1.1.2. Genetische Veranderungen beim Hodgkin-Lymphom

Im Gegensatz zu anderen hamatopoetischen Neoplasien sind typische Transloka-
tionen, die zu einer Onkogenfusion oder -aktivierung fihren, bei klassischen
Hodgkin-Lymphomen weitgehend unbekannt (MacLeod et al., 2000). Charakteris-
tische chromosomale Veréanderungen wurden mittels klassischer zytogenetischer
Verfahren bislang nicht gefunden (Falzetti et al., 1999; Siebert et al.,, 2001). Erst
Untersuchungen auf molekularzytogenetischer Ebene, wie z. B. mittels Fluoreszenz-
in-situ-Hybridisierung (FISH), gaben Einsicht in wiederkehrende chromosomale

Aberrationen.

Mangels einer ausreichenden Anzahl der malignen HRS-Zellen in den betroffenen
Lymphknoten scheitern konventionelle Chromosomenanalysen oft und flhren

entweder zum vollstandigen Fehlen von Metaphasen oder zu normalen Karyotypen,
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die sich von den nicht-neoplastischen Bystander-Zellen ableiten (Martin-Subero et
al., 2003). Sind konventionelle Chromosomenanalysen dennoch erfolgreich, was nur
in ca. 10 % der Fall ist, finden sich in den Tumorzell-Metaphasen typischerweise
hochgradig veranderte Karyotypen mit Chromosomenzahlen in hyperploidem
Bereich. Diese sind durch intraklonale Variabilitédt gekennzeichnet (Joos et al., 2003)
und weisen haufig komplexe strukturelle Veranderungen mit diversen Bruchpunkten
auf (Thangavelu und Le Beau, 1989; Atkin, 1998; Falzetti et al., 1999). Wieder-
kehrend sind vor allem Verédnderungen der Regionen 1p, 4q, 6q, 7q, 12q und 14q
sowie der Banden 4g35, 624 und 14932 (Cabanillas et al., 1988; Thangavelu und
Le Beau, 1989; Schouten et al., 1989; Ladanyi et al., 1991; Tilly et al., 1991; Ankathil
et al., 1992; Poppema et al., 1992; Déhner et al., 1992; Schlegelberger et al., 1994;
Pedersen et al., 1999). Fur die vorliegende Arbeit ist von Bedeutung, dass
strukturelle Rearrangements der kurzen Arme der akrozentrischen Chromosomen
13, 14 und 15, in denen die rRNA-Gene liegen, haufig bei cHL beschrieben wurden
(Falzetti et al., 1999).

Mittels molekularzytogenetischer Untersuchungen an mikrodissoziierten HRS-Zellen
konnten wiederkehrende Zugewinne - einschlie3lich Amplifikationen — in den
Chromosomenregionen 2p, 9p und 12g nachgewiesen werden (Joos et al., 2002).
Diese Veréanderungen betreffen u. a. die Gene REL/BCL11A (2p13-16) und JAK2
(9p24) (Joos et al., 2000 und 2002; Martin-Subero et al., 2002).

Der Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit liegt auf den oben erwahnten Charakteristi-
ka der HRS-Zellen, insbesondere der chromosomalen Instabilitdt, den Amplifika-
tionen des JAK2-Genortes im kurzen Arm von Chromosom 9 und den Verander-
ungen der rRNA-Gene in den kurzen Armen der akrozentrischen Chromosomen. Es
gibt Hinweise dafir, dass diese drei Charakteristika der Hodgkin Reed-Sternberg-
Zellen interagieren und sich gegenseitig bedingen (MacLeod et al., 2000). Die

folgenden Abschnitte beschreiben diese Charakteristika.
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1.1.2.1. Chromosomale Instabilitat

HRS-Zellen zeigen deutliche chromosomale Instabilitdt (Weber-Matthiesen et al.,
1995; Falzetti et al., 1999; Martin-Subero et al., 2002; Joos et al., 2003). Sie weisen
hochgradig verénderte Karyotypen mit einer ausgepragten Aneuploidie und multiplen
strukturellen und numerischen Aberrationen auf (Thangavelu und Le Beau, 1989;
Drexler, 1992; Deerberg-Wittram et al., 1996; Atkin, 1998; Falzetti et al., 1999).

Die Ursache dieser chromosomalen Instabilitat in HL ist weitgehend unbekannt
(Martin-Subero et al., 2003). Prinzipiell gilt, dass epigenetische Veranderungen zu
chromosomaler Instabilitat fihren konnen: Im Vergleich zu normalen Zellen treten in
Tumorzellen oft Hypo- oder Hypermethylierungen der DNA auf. Durch Methylierung
an Cytosin-Basen, die in CpG Dinukleotiden lokalisiert sind, werden Genexpression
sowie Chromatinstruktur beeinflusst. Diese CpGs treten vereinzelt, in repetitiven
Sequenzen sowie gruppiert in sogenannten CpG-Inseln in der Promotorregion von
Genen auf (Dunn, 2003). Hypermethylierungen von CpGs fuhren zu einer
Kondensation des Chromatins und damit zur Geninaktivierung; dahingegen fuhrt
Hypomethylierung zu Genaktivierung, da die Chromatinstruktur gelockert vorliegt. In
Tumorzellen ist die Gesamtzahl der methylierten CpGs erniedrigt. Dies gilt v. a. fur
repetitive Sequenzen wie z. B. rRNA-Gene (Ehrlich, 2002). Diese Hypomethylierung
resultiert Gber die Auflockerung des Chromatins in einer vermehrten ,Zerbrechlich-
keit“ der DNA und fiihrt dadurch zu einer Zunahme von chromosomalen Rearrange-
ments sowie chromosomaler Instabilitdt (Eden et al., 2003; Gaudet et al., 2003).

Eine zweite Erklarung fur die chromosomalen Instabilitat bei cHL entstammt der
Chromosomenanalyse von HL-Zelllinien. Hier findet sich eine Vervielfachung
kleinerer translozierter Segmente von ca. 1-8Mb, sogenannte segmentale
chromosomale Aberrationen (SCA) (Joos et al., 2003). Durch SCA erfolgt ein Anstieg
der Gendosis, da hierbei multiple Kopien eines bestimmten Chromosomensegments
in verschiedene Abschnitte des Genoms transloziert oder inseriert sind (Martin-
Subero et al., 2003). Bemerkenswerterweise wurden SCAs identifiziert, welche
rRNA-Gene und JAK2 in den Zellkernen enthielten (MacLeod et al., 2000; Joos et al.,
2003) (siehe unten).
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1.1.2.2. JAK / STAT-Signhalkaskade

In zytogenetischen Studien an Interphasen von HRS-Zellen zeigten sich in bis zu
33% der Falle Zugewinne in der fur JAK2 kodierenden Gensequenz in 9p24 (Joos et
al., 2000, 2002 und 2003). Die hochste Amplifikationsrate trat dabei in der cHL-
Zelllinie HDLM2 auf. Wie schon erwahnt, zeigte sich eine Assoziation zwischen JAK2
und SCAs. Diejenigen SCAs, die JAK2 betrafen, fanden sich in drei von vier
untersuchten HL-Zelllinien (Joos et al., 2003). Insertionen von rRNA-Sequenzen
zwischen einigen SCAs in der cHL-Zelllinie HDLM2 fiihrten zu dem Schluss, dass
komplexe chromosomale Rearrangements der rRNA-Loci zur Ausbildung von SCA
fihren kdnnten (MacLeod et al., 2000). Die rRNA konnte hierbei als ,, Transportmittel”
benutzt werden und so bestimmte chromosomale Segmente in unterschiedliche Teile
des Genom translozieren (MacLeod et al., 2000); u. a. wurde dieser Mechanismus
fur JAK2 angenommen (Martin-Subero et al., 2003). In der Zelllinie HDLM2 und in
einem primaren HL-Fall zeigten sich dann mittels FISH auch Co-Lokalisationen
zwischen rRNA-Sequenzen und den SCAs von 9p bzw. JAK2 (MacLeod et al., 2000;
Martin-Subero et al., 2003). In der HDLM2-Zelllinie fanden sich in drei von vier
untersuchten subtelomerischen Mikrosatelliten-Repeats Co-Amplifikationen in 9p2.
Diese Amplifikationen lagen in Abschnitten nicht-transkribierter rRNA (MacLeod et
al., 2000).

Das Gen JAK2 kodiert fur eine Tyrosinkinase, die zu den sogenannten Janus-
Kinasen (Jak) z&ahlt. Zusammen mit den STAT (signal transducers and activators of
transcription) Proteinen bilden sie die JAK/STAT-Signalkaskade. Die STAT Proteine
sind Transkriptionsfaktoren, die u.a. durch Zytokinrezeptoren via Jak aktiviert
werden (Ihle, 2001). Bindet ein Ligand an einem solchen Zytokinrezeptor, so erfolgt
eine Dimerisierung des Rezeptors (siehe Abbildung 1). An ihn kénnen nun Jaks
binden, die wiederum spezifische Tyrosinreste des Rezeptors phosphorylieren. Uber
SH2-Doménen kdonnen STATs binden, die nach Phosphorylierung dimerisieren. Die
dimerisierten STATs werden in den Zellkern transloziert, wo sie Einfluss auf die
Transkription spezifischer Gene nehmen (Levy und Darnell, 2002).

In der Mehrzahl der primaren cHL ist STAT3 und STAT6 aktiviert (Kube et al., 2001;
Skinnider et al., 2002; Brauninger et al., 2006). Die andauernde Aktivitdt von STAT3
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unterdrickt die Induktion der Apoptose (Holtick et al., 2005), wahrend die konstitutive
Aktivierung von STATG6 zu einer Zunahme der Proliferationsrate der HRS-Zellen fiihrt
(Kapp et al.,, 1999; Skinnider et al., 2001). Mdbglicherweise tragen die oben
erwahnten Amplifikationen in 9p24 sowie die SCAs, die JAK2 betreffen, zu der
typisch konstitutiven Aktivierung der JAK/STAT-Signalkaskade in cHL bei.

Abb. 1: Schematische Darstellung der JAK/STAT-Signalkaskade (modifiziert nach Loéffler, 2001).

| ]]ﬁ’ . ) — Em—

| &g "
I Sl sl

A B C

A) Es ist kein Ligand gebunden. B) Die Bindung eines Liganden l6st eine Dimerisierung des
Zytokinrezeptors aus. Dadurch konnen die Janus-Kinasen gebunden werden. C) Es erfolgt eine
Phosphorylierung der Tyrosinreste des Rezeptors, an den sich STATs anlagern konnen. D)
Phosphorylierte STATSs bilden einen Dimer und werden in den Zellkern transloziert. E) Phosphorylierte
STATs kénnen Anderungen der Transkription spezifischer Gene hervorrufen.

Jak = Janus-Kinase, STAT = signal transducers and activators of transcription, L = Ligand, P =
Phosphorylierung, N = Nukleolus.

1.1.2.3. rRNA-Gene
Die Funktion der rRNA besteht in der Bildung von Ribosomen, die fur die Protein-
biosynthese von essentieller Bedeutung sind. An ihnen wird entsprechend der
Basenfolge der DNA eine Aminosaurenkette synthetisiert, die die Primarstruktur des
herzustellenden Proteins bildet.
Humane rRNA-Gene sind in den kurzen Armen der akrozentrischen Chromosomen
(Chr. 13, 14, 15, 21 und 22) lokalisiert. Sie bestehen aus hintereinander geschalteten
Repeats, die mit mehreren hundert Einheiten in Gruppen zusammengefasst sind,
sogenannte nucleolus organizer regions (NORs). Die Basisstruktur von NORs wurde
beschrieben als 43-kb Repeat, die die transkribierten Regionen der rRNA-Gene 18S,
6
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5.8S und 28S sowie einen ,intergenetischen Spacer‘ (IGS) beinhalten (siehe
Abbildung 2) (Sylvester et al., 1986; Gonzalez und Sylvester, 1995). Die IGS sind
bezlglich ihrer L&nge sehr variabel, im Durchschnitt 34.2 + 5.4 kb, mit individuellen
IGS-Einheiten von 9 bis 72 kb (Caburet et al., 2005). Die ca. 8 - 14 kb groRen rRNA-
Gen-Repeats werden zusatzlich durch einen externen (ETS) und einen internen

transkribierten Spacer (ITS) untergliedert, die sich je am 5" und am 3" Ende befinden.

Abb. 2: Schematische Darstellung der rRNA-Repeats (modifiziert nach Singer und Berg, 1991).

| IGS | rRNARepeat | IGS | rRNARepeat | IGS | rRNA Repeat | IGS |

[ s16s | ©s5eETS | 188 | 511S [ 58S ] 3ITS | 28S | 3ETS] 31GS |

Préa-transkribierte rRNA Einheit

Oben: Basisstruktur der Anordnung von rRNA-Gen-Repeats und intergenischen Spacern. Unten:
Abfolge der ETS, ITS innerhalb der rRNA-Gene 18S, 5.8S und 28S.

Es wird angenommen, dass die rRNA-Einheiten alternierend angeordnet sind: Auf
eine transkribierte Region folgt ein nicht-transkribierter Abschnitt. Meistens besteht
eine Telomer-zu-Zentromer Orientierung der Repeats (Henderson et al., 1972;
Worton et al., 1988). Bei etwa einem Drittel aller gesunden Personen liegen diese
regelmafigen Einheiten nicht vor, stattdessen bilden sich Palindrom-Strukturen aus,
die wahrscheinlich zu funktionsuntiichtigen Pseudogenen fuhren (Caburet et al.,
2005).

Weiterhin ist ein hoher Grad an genetischer Instabilitat zu verzeichnen, der die
transkribierten sowie die nicht transkribierten Regionen der rRNA-Gene einbezieht.
Dieser ist durch standige Verénderungen durch Gen-Umbau, Produktion und
Elimination von Palindromen gekennzeichnet (Caburet et al., 2005). Dabei sind
wahrscheinlich sowohl inter- als auch intrachromosomale Ereignisse involviert (Elder
Jr. und Turner, 1995). Bruchpunkte an den kurzen Armen der akrozentrischen Chro-
mosomen, sogenannte acrocentric chromosome short arm rearrangements (ASA),

stellen bemerkenswerterweise eine der haufigsten chromosomalen Verénderungen
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in HL dar (MacLeod et al., 1999; Cabanillas et al., 1988; Koduru et al., 1989 und
1993; Schouten et al., 1989 und 1991; Banks et al., 1991; Ladanyi et al., 1991; Tilly
et al., 1991; Poppema et al., 1991; Déhner et al., 1992; Schlegelberger et al., 1994).
Da rRNA-Repeats an dieser Stelle die vorherrschenden kodierenden Gensequenzen
darstellen (Kaplan et al., 1993; Schmickel, 1987), sind diese durch die ASA am
haufigsten betroffen. ASA treten v. a. bei noch unbehandelten HL auf (Tilly et al.,
1991), wodurch eher an einen spontanen Ursprung und weniger an eine

therapeutische Induktion gedacht werden kann (MacLeod et al., 2000).

1.2. Fragestellung

Wie schon zuvor erwahnt, kdnnen die Grunde fir die, fur HL-typische chromosomale
Instabilitat vielfaltig sein. Eine Ubersicht dieser moglichen Ursachen findet sich in
Abbildung 3. Histologisch zeigen HRS-Zellen einen prominenten, vergréRerten
Nukleolus, wodurch suggeriert wird, dass eine Vermehrung bzw. Veranderung
bezlglich der rRNA besteht. Weiterhin fanden sich segmentale chromosomale
Aberrationen zwischen rRNA-Genen und dem JAK2-Locus in einer cHL-Zelllinie
sowie in einem primaren HL-Fall, resultierend in Genamplifikationen und Chromoso-
menveranderungen (MacLeod et al.,, 2000; Martin-Subero et al., 2003). Man
vermutet, dass eben diese chromosomalen Rearrangements und Genamplifikationen
durch Verdnderungen von DNA-Repeats, z. B. der rRNA-Gene, entstehen und

dadurch zu SCAs fuhren konnen.



Einleitung

Abb. 3: Ubersicht tiber die Fragestellung basierend auf bekannten Veranderungen in cHL.

Veréanderungen
der rRNA-Gene

A

A

Segmentale chromosomale Chromosomale Chromosomale
Aberrationen (SCA) Veranderungen Instabilitat

A A

Co-Lokalisationen Hypomethylierung
zwischen rRNA und JAK2 der rRNA
\ Genamplifikation CVer'anderungen der

von JAK2 rRNA Methylierung

Legende:

Bekannte Verander-
Fragestellung ungen in cHL

Aberrationen der rRNA-Gene kdnnen zu chromosomalen Verédnderungen filhren. Diese kdnnen
Amplifikationen des JAK2/PDCD1LG2-Genortes bewirken, welche Uber Co-Lokalisationen und

SCAs zwischen JAK2 und rRNA wiederum zu Rearrangements der rRNA fiihren. Des Weiteren
kénnen chromosomale Veranderungen der DNA-Methylierung, im Sinne von Hypomethylierungen der
DNA entstehen. Dies resultiert in einer vermehrten ,Zerbrechlichkeit® der DNA und damit in
chromosomaler Instabilitat. Dies kann ebenfalls einen Einfluss auf Veranderungen der rRNA-Gene

haben. AuRerdem wird vermutet, das diese Aberrationen sich gegenseitig beeinflussen kénnen.

Um Einblicke in die Ursache der chromosomalen Instabilitit von HRS-Zellen zu

gewinnen, wurden in der vorliegenden Arbeit folgende Fragen bearbeitet:

1) Treten genetische Veranderung der rRNA-Gene in cHL héaufig auf? Gibt es
Zusammenhange zwischen rRNA-Verédnderungen und dem Auftreten von
chromosomalen Verénderungen? Bestehen regelmafig nukleédre Co-Lokali-
sationen zwischen rRNA und JAK2 /PDCD1LG2 in 9p in HRS-Zellen von
cHL?

2) Bestehen Veranderungen des DNA-Methylierungsgrades in den rRNA-Genen
18S und 28S sowie in dem externen transkribierten Spacer 5-ETS beim cHL,
die zu chromosomaler Instabilitat fihren kénnen? Wenn ja, treten Hyper- oder

Hypomethylierungen auf?
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2. Materialien und Methoden

2.1. Untersuchungsmaterial

Im Folgenden werden Untersuchungs- und Labormaterialien aufgefiihrt. Standard-
Laborchemikalien wurden bezogen von Sigma (Deisenhofen, Deutschland), Serva
(Heidelberg, Deutschland) und Merck (Darmstadt, Deutschland) und sind hier nicht
detailliert aufgefuihrt. Ebenso werden Standard-Laborausstattungen wie Pipetten,

Objekttrager etc. nicht einzeln aufgelistet.

2.1.1. Kontroll-DNA

Methylierte und unmethylierte Kontroll-DNA fir die Natrium-Bisulfit-Sequenzierungen
wurden von Chemicon, Hampshire, England bezogen. Als Kontrolle wurde zusatzlich
die aus einer peripheren Blutprobe gewonnene DNA von freiwiligen gesunden
Probanden verwendet. Die Extraktion der DNA erfolgte nach Standardmethoden

durch Mitarbeiter des Institutes fir Humangenetik.

2.1.2. Primare Hodgkin-Lymphome

Es wurden sechs primére klassische HL, von denen Restmaterial aus der tumorzyto-
genetischen Diagnostik im Institut fir Humangenetik der Christian-Albrechts-Uni-
versitat zu Kiel asserviert waren, fur die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH)-
Analysen der rRNA-Gene sowie des JAK2 / PDCD1LG2-Genortes ausgewahlt. In
diesen Fallen fanden sich mittels FISH Amplifikationen von JAK2 / PDCD1LG2. Die
Studie erfolgte im Rahmen des Projektes B1 des Deutschen Krebshilfeverbundes
"Molekulare Mechanismen bei malignen Lymphomen", fir welche eine positives
Votum der Ethikkommission der Medizinischen Fakultat der Christian-Albrechts-Uni-
versitat zu Kiel vorliegt (D403/05). Die Diagnose der primaren cHL wurde von Refe-
renzpathologen des Verbundprojektes gestellt. Die Gewebe wurden im tumorzyto-
genetischen Labor des Instituts fir Humangenetik aufgearbeitet und die entstanden-
en zytogenetischen Suspensionen wurden in Carnoys Fixativ (Methanol : Eisessig
3:1) bei -20 °C asserviert.
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Tab. 1: Ubersicht iiber die untersuchten priméren cHL.

Diagnose —~ z|Karyotyp Mittels FISH
% g nachgewiesene
g Aberrationen in der
© Chromosomenregion 9p
Hodgkin Lymphom, |22 w | 67~86<4n>,XXX, nuc ish 9p24 (JAK2 prox
Gemischtzelliges der(1)t(1;9)(q43~44;921), X 7, JAK2 dist x 7)
cHL der(3)t(2;3)(p13;926), add(3) (p11),
add(3)(q26), dup(4) (q14qg21),
der(Nt(7;17)(921;921),
der(10)t(3;10)(p14;924~25),inc[cpl0]
Hodgkin Lymphom |16 w |46,XX* nuc ish 9p24 (JAK2 prox
x 9, JAK2 dist x 9)
Hodgkin Lymphom |20 w |46,XX* nuc ish 9p24 (JAK2 prox
x 8, JAK2 dist x 8)
Hodgkin Lymphom, | 13w |46,XX* nuc ish 9p24 (JAK2 prox
Gemischtzelliges x 5, JAK2 dist x 5),
cHL 9p21(P16 x 3), 9cen(CEP
9x2)
Hodgkin Lymphom, |80 w | Keine Metaphasen vorhanden nuc ish 9p24 (JAK2 prox
Gemischtzelliges X 6, JAK2 dist x 6)
cHL
Hodgkin Lymphom, | 19 m |78~84<4n>, -Y, -Y, -X, i(X)(q10), nuc ish 9p24 (JAK2 prox
Nodular +2, +2, add(2)(q14)x2, x 3, JAK2 dist x 3)
sklerosierendes inv(3)(q13g26)x2,+5,+5,
cHL add(5)(g23)x2,-6, i(6)(q10), i(8)(q10),
-11,+412,+12,+12, add(12)(p13), -13,-
14, i(15)(g10), add(17)(p11),
i(17)(p10), +2mar [cp 4].

* Dieser normale Karyotyp reprasentiert den Karyotyp normaler Bystander-Zellen. Es konnten keine
Tumorzell-Metaphasen gewonnen werden. p = kurzer Chromosomenarm; q = langer Chromosomen-
arm; der = derivatives Chromosom; t = Translokation; add = Addition; dup= Duplikation;
inv = Inversion; mar = Markerchromosom; nuc ish = Interphase-FISH; prox = proximal des Genlocus,
dist = distal des Genlocus; CEP = Zentromerprobe; x = Anzahl der Signale; cen = Zentromer;

w = weiblich; m = méannlich.
11
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2.1.3. Zelllinien
Es wurden Hodgkin Reed-Sternberg-(HRS)-Zellen sowie die DNA der HRS-Zellen

von vier klassischen Hodgkin-Lymphom-Zelllinien untersucht. Sie wurden von der

Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ) bezo-

gen. Eine detaillierte Beschreibung der Karyotypen findet sich im Anhang ab Seite
XIll. Die DNA-Extraktion der cHL-Zelllinien erfolgte nach Standardmethoden durch

Mitarbeiter des Institutes fur Humangenetik oder der DSMZ.

Tab. 2: Ubersicht iiber die untersuchten Zelllinien HDLM2, KMH2, L428 sowie L1236. (DSMZ)

Zelllinie | Diagnose Herkunft / Jahr der Referenzen
Etablierung
HDLM2 | Noduléare Sklerose, Pleuraerguss eines - Drexler et al., 1986.
Grad IV 74jahrigen Patienten - Drexler et al., 1988.
(1982) - Drexler et al., 1989.
- Drexler 1993.
- MacLeod et al., 2000.
KMH2 | Gemischtzelliger Typ / | Pleuraerguss eines - Kamesaki et al., 1986.
Lymphozyten arm, 37jahrigen Patienten - Drexler, 1993.
Grad IV bei Rezidiv (1974)
L428 Nodulare Sklerose, Pleuraerguss einer - Schaadt et al., 1979.
Grad IVB therapie- 37jahrigen Patientin - Schaadt et al., 1980.
refraktar, terminal (1978) - Drexler, 1993.
L1236 |Gemischtzelliger Typ, |Peripheres Blut eines - Wolf et al., 1996.

Grad 1V,
therapierefraktar,
terminal, drittes
Rezidiv

34jahrigen Patienten
(1994)

- Kanzler et al., 1996.
- Joos et al., 2003.
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2.2. Materialien

2.2.1. Reagenzien

Im Folgenden werden die in dieser Arbeit verwendeten Reagenzien und deren

Hersteller aufgelistet.

Tab. 3: Reagenzien und deren Hersteller

100 bp DNA-Ladder

New England Biolabs, Frankfurt am Main,
Deutschland

Carbenicillin

Sigma, Taufkirchen, Deutschland

Chloramphenicol

Sigma, Taufkirchen, Deutschland

Cot-1 DNA, humane (1 ng / m)

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

DAPI-Stammldsung (4" 6-Diamidino-2-
Phenylindoldihydrochlorid)

Serva, Heidelberg, Deutschland

dATP, dCTP, dGTP, dTTP (100mM)

Boehringer Mannheim, Mannheim, Deutschland

Dextransulfat

Sigma, Taufkirchen, Deutschland

dUTP-Spektrum green (1ImM)

Vysis, Downers Groove, USA

dUTP-Spektrum orange (1ImM)

Vysis, Downers Groove, USA

Ethidiumbromid (10 mg/ml)

Sigma, Taufkirchen, Deutschland

Formamid Sigma, Taufkirchen, Deutschland
IGEPAL Sigma, Taufkirchen, Deutschland
Paraformaldehyd Serva, Heidelberg, Deutschland

Pepsin Sigma, Taufkirchen, Deutschland

Photokleber: Rubber cement-Fixogum

Marabu, Tamm, Deutschland

Tryptone Peptone

Becton Dickinson, Sparks, USA

X-Gal (5-Brom-4chlor-3indolyl-R3-D-galktosid)

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Yeast Extract

Becton Dickinson, Sparks, USA

2.2.2. Kits

Es folgt eine Auflistung der fur die FISH und fir die Methylierungsanalyse verwen-

deten Kits.
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Tab. 4: Kits und deren Hersteller

Kits fir FISH

Amicon Microcon

Millipore, Billerica, USA

Bio Prime DNA Labeling System Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Perfectprep Plasmid Maxi Kit Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Kits fur Methylierungsanalysen

ABI PRISM BigDye Terminator Cycle Applied Biosystems, Foster City, USA

Sequencing Ready Reaction Kit

Accuprime Tag DNA Polymerase Kit Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Amicon Microcon

Millipore, Billerica, USA

DNA-Clean & Concentrator Kit Zymo Research, Orange, USA
EpiTect Bisulfite Kit Qiagen, Hilden, Deutschland
Goldstar DNA Polymerase Kit Eurogentec, Seraing, Belgien
TOPO TA Cloning Kit Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

2.2.3. Puffer und Losungen

Es folgt eine Auflistung der verwendeten Puffer und Ldsungen sowie deren

Herstellung.

Tab. 5: Puffer und Lésungen

2 %iges Agarose-
Gel

4 g Agarose werden in 200 m 1 x TBE-Puffer durch Aufkochen geldst. Nach
Abkuhlen auf Handwérme werden 10 m Ethidiumbromid hinzugegeben und

in eine handelsibliche Gelelektrophoresekammer gegossen.

Agar-Platte

10 g LB-Medium und Agar-Agar werden auf 500 ml Aqua dest. aufgefillt und
autoklaviert. Zu 500 ml LB-Medium werden 500 ul Carbenicillin und 1,25 ml
X-Gal zugegeben und anschlieBend in Platten gegossen.

Antifade-Lésung

Zu 90 ml Glycerin werden 10 ml PN-Puffer, der 23 mg / ml DABCO enthalt,
zugegeben und bei 4 °C lichtgeschiitzt gelagert.

Carnoy'’s Fixativ

Methanol und Eisessig werden im Verhaltnis 3 : 1 unter vorsichtigem
Schitteln gemischt.

Cot-1-DNA- 100 m Cot-1-DNA werden gefallt und in 9 m Mastermix 50 % gegeben.
Mastermix
DAPI-Ldsung 20 m DAPI-Stammlésung (4 6-Diamidino-2-Phenylindoldihydrochlorid)

werden mit 60 ml 2 x SSC vermischt und bei 4 °C lichtgeschiitzt gelagert.
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dNTP-Mixture mit
dUTP-Spektrum
green (10 x)

Je 2,5 M dATP (10 mM), dCTP (10 mM) und dGTP (10 mM) werden mit
1,25 M dTTP (10 mM), 1,25 mi dUTP-Spektrum green und 3,75 m Aqua dest.

vermischt.

dNTP-Mixture mit
dUTP-Spektrum
orange (10 x)

Je 2,5 M dATP (10 mM), dCTP (10 mM) und dGTP (10 mM) werden mit
1,25 M dTTP (10 mM), 1,25 ml dUTP-Spektrum orange und 3,75 m Aqua
dest. vermischt.

LB-Medium

10 g Tryptone Peptone, 5 g Yeast Extract und 5 g NaCl werden bei pH
7,4 mit NaOH auf 1 | aufgefiillt und anschlieRend autoklaviert.

Mastermix 50 %

2,5 ml Formamid (deionisiert), 1,25 ml 40-prozentiges Dextransulfat, 0,5 ml
20 x SSC und 0,25 ml Aqua dest. werden vermischt (pH 7,5) und bei —20 °C

eingefroren.

Paraformalde-

hydlésung

1 g Paraformaldehydpulver werden in 60 ml Aqua dest. geldst. Anschliel3end
wird die L6sung nach Zugabe von 5 Tropfen 10 N NaOH unter dem Abzug
auf 70 °C — 100 °C erhitzt, bis die Flussigkeit klar ist. Der pH-Wert wird
zwischen 7,0 und 7,5 eingestellt, das Volumen mit Aqua dest. auf 100 ml

aufgefillt und bei 4 °C lichtgeschutzt gelagert.

PBS-Puffer

80 g Natriumchlorid, 10,5 g di-Natriumhydrogenphosphat, 2 g Kaliumchlorid
und 2 g Kaliumdihydrogenphosphat werden in Aqua dest. gelést und
anschlieRend mit Aqua dest. auf ein Volumen von 1000 ml aufgeftillt. Der pH-

Wert wird auf 7,3 eingestellt.

SSC-Lésung
(20 x)

3 M NaCl und 0,3 M Natriumcitrat werden in 800 ml Aqua dest. geltst, auf
einen pH-Wert von 7,0 eingestellt und mit Aqua dest. auf 1000 ml aufgefiillt.
Durch entsprechende Verdinnung mit Aqua dest. der 20 x SSC-L6sung
erhélt man die 0,1 x SSC-Lésung

TBE-Puffer

10 x Stock Solution: 108 g Tris Base (890 mM), 55 g Borsaure (890 mM) und
40 ml 0,5 M EDTA, pH 8,0 (20 mM) werden in Aqua dest. auf eine

Gesamtmenge von einem Liter geldst.

Verdaulésung

5 mg Pepsin werden in 99 ml Aqua dest. geldst und anschlieRend 0,5 ml 2 N
HCI hinzugeflgt.

Waschlésung 1

2 ml 20 x SSC-L6sung und 300 M IGEPAL werden mit Aqua dest. auf 100 ml
aufgefullt.

Waschlésung 2

10 ml 20 x SSC-Ldsung und 100 m IGEPAL werden mit Aqua dest. auf
100 ml aufgefuillt.
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2.2.4. Gerate und Software

Im Folgenden werden die verwendeten Gerate sowie Software aufgefihrt.

Tab. 6: Gerate und Software

Brutschrank Function Line Heraeus, Hanau, Deutschland
Filtersatze AHF Analysentechnik Tabingen, Deutschland
Fluoreszenzmikroskop Zeiss Oberkochen bzw. Géttingen,

Deutschland

Geldokumentation

BioDoc Analyzer

Biometra, Gottingen, Deutschland

Kapillar-Sequenzierer

ABI PRISM 310 Genetic

Analyzer

Applied Biosystems, Darmstadt,

Deutschland

Klimakammer

Thermotron Klimakammer

Thermotron Industries, Holland, USA

Mikroskope Fluoreszenzmikroskop Oberkochen bzw. Géttingen,
Axioskop Zeiss Deutschland
Lichtmikroskop Zeiss Oberkochen bzw. Géttingen,
Deutschland
Mikrowelle M500 Philips, Hamburg, Deutschland
Mixer Thermomixer comfort Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Schuttler Inkubator / Laborchttler Edmund Buhler, Tubingen,
Deutschland
Ika-Labortechnik IKA, Staufen, Deutschland
Spektrophotometer NanoDrop ND-1000 pegLab Biotechnologie, Erlangen,
Spectrometer Deutschland
Thermocycler T3000 Thermocycler Biometra, Goéttingen, Deutschland
Wasserbad Julabo Seelbach, Deutschland
Rowa Heimsheim, Deutschland
Zentrifugen Biofuge 22 R Heraeus, Hanau, Deutschland
Mikro 200 Hettich Zentrifugen, Tuttlingen,
Deutschland
PicoFuge Stratagene, Cedar Creek, Texas, USA

Sorvall Super T 21

GMI, Ramsey, USA

FISH-Dokumentation

ISIS Software

MetaSystems, Altusheim, Deutschland

Messung der DNA-
Konzentration

NanoDrop Software (Version

3.2.1)

pegLab Biotechnologie, Erlangen,

Deutschland
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Auswertung und Sequencing Analysis 5.2 Applied Biosystems, Darmstadt,
Dokumentation der Software Deutschland
Methylierungsanalyse Sequencing Scanner v1.0 Applied Biosystems, Darmstadt,
Software Deutschland
Excel Microsoft

2.2.5. Plasmid- und BAC-Klone

Fur die Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) wurden die Plasmid-Klone Probe A
und Probe B freundlicherweise bereitgestellt von Prof. A. Bensimon (Unité de
Stabilité des Génomes Institut Pasteur, Paris, Frankreich) (Caburet et al., 2005). Sie
Uberspannen die transkribierte Region der rRNA-kodierenden Einheiten in den
kurzen Armen der akrozentrischen Chromosomen (Chr. 13, 14, 15, 21 und 22) (siehe
Abbildung 4). Des Weiteren erfolgten FISH-Analysen mit den BAC-Klonen
RP11-635N21 und RP11-574F11, die von der Firma Invitrogen GmbH (Karlsruhe)
bezogen wurden. Die Sonden RP11-635N21 und RP11-574F11 binden an den
JAK2 / PDCD1LG2-Lokus in 9p24.

Die Markierung der FISH-Sonden erfolgte mit dUTP-Spectrum green sowie dUTP-
Spectrum orange (Abbott Vysis).

Abb. 4: Ubersichtsdarstellung der Lokalisation der verwendeten FISH-Sonden.

[ 1IGS [ rRNARepeat | IGS | rRNARepeat | 1GS | rRNARepeat | IGS |
<« D
Telomer Zentromer
[ s1cs | s5ers | 188 | 5i1s [58S] 3UTS | 28S | 3ETS | 31GS |

Lokalisation der FISH-Sonden Probe A und Probe B innerhalb der rRNA-Repeats auf den kurzen
Armen der akrozentrischen Chromosomen.

IGS = Intergenischer Spacer, ETS = externer transkribierter Spacer, ITS = interner transkribierter
Spacer, kb = Kilobase.
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2.2.6. Primer

Die Primersequenzen fir die Methylierungsanalysen der rRNA-Gene 5-ETS, 18S
und 28S wurden der Arbeitsgruppe von Dr. M. Esteller aus dem Nationalen Zentrum
fur Tumorforschung (CNIO, Laboratory of Epigenetics, Madrid, Spanien) zur
Verfligung gestellt. Diese sowie die vektorspezifischen Primer wurden von
biomers.net GmbH bezogen. Letztere wurden basierend auf der Sequenz des TOPO
TA Cloning Vektors bestellt.

Tab. 7: Ubersicht Uiber die verwendeten Primer fiir die PCR-Reaktion.

Vorwarts-Primer Ruckwarts-Primer - g %' _’g _ PC_.’ c
£ 5% g3 £ %

Name und Primer-Sequenz sense Name und Primer-Sequenz antisense é g '?D'j % 'cc,g “_“é; z

Bisulfitsequenzierung (Primer fiir die rRNA-Gene 5-ETS, 18S und 28S) < % § ; < § g

BS-ribo-5ets-sense* BS-ribo-5ets-antisense* 62 = 325 40

5'GGAGAGGTTGGGTTTTYGGATG3' | 5'ACTCCRACCACCCCCCACT3'

BS-18s-sense* BS-18s-antisense* 60 425 40

5'GGTTTGTGGYGYGGGGTT3' 5'AACTCTAAAATTACCACAATTATCC3'

BS-ribo-28s-sense* BS-ribo-28s-antisense* 58 291 40

5'GAGTGAATAGGGAAGAGTTTAG3' |5AAAATTCTTTTCAACTTTCCCTTACS

Vektor

M13_sense** M13_antisense** 60 191 36

5'GAATTGTAATACGACTCACTATAG3' | 5TTCACACAGGAAACAGCTATGACCS!

* Primersequenz aus dem Nationalen Zentrum fur Tumorforschung (CNIO, Laboratory of Epigenetics,
Madrid, Spanien); ** TOPO TA Cloning Kit (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland)
bp = Basenpaare; BS = Bisulfit-Sequenzierung; ribo = ribosomale DNA; A = Adenin; C = Cytosin;

G = Guanin; T = Thymin; Y = Pyrimidinbase;

2.3. Methoden

2.3.1. Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH)

Die Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) bietet die Moglichkeit die klassische
Zytogenetik mit molekulargenetischen Techniken zu verbinden. Die FISH basiert auf
der Fahigkeit von fluoreszenzmarkierten DNA-Sonden, sich nach dem Prinzip der

spezifischen Basenpaarung selektiv an die komplementdre chromosomale DNA-
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Sequenz der zu untersuchenden Zelle anzulagern. Eine artifiziell hergestellte DNA-
Sequenz wird dazu mit einem Fluoreszenzfarbstoff (Fluorochrom) versehen. Die
doppelstrangigen DNA-Sonden sowie die zellulare DNA werden durch Denaturierung
in ihre Einzelstrdnge aufgespalten. Bei der anschlieBenden Renaturierung kdnnen
sich nun die komplementaren DNA-Sequenzen der Sonde und der Zelle verbinden.
Durch Waschen werden dann (berschissige, ungebundene sowie unspezifisch
gebundene Sonden entfernt. Es entsteht ein Fluoreszenzsignal, das nun mittels
eines Fluoreszenzmikroskops ausgewertet werden kann. Aufgrund der Signalmuster

lassen sich z. B. Amplifikationen, Deletionen oder Translokationen detektieren.

2.3.1.1. DNA-Isolierung

Die DNA-Sonden Probe A und Probe B sowie RP11-574F11 und RP11-635N21
wurden mit Hilfe des Eppendorf Perfectprep Plasmid Maxi Kit nach dem Protokoll
des Herstellers préapariert.

Hierzu wurden 24 Stunden vor der DNA-Isolierung je 100 mi der plasmidhaltigen
Escherischia coli Kultur mit je 250 ml flussigem LB-Medium und 25 m Chloramphe-
nicol angesetzt und tber Nacht bei 37 °C und kraftigem Schuitteln im Laborschdttler

inkubiert.

2.3.1.2. DNA-Quantifizierung

Die DNA-Quantifizierung erfolgte mit Hilfe des NanoDrop ND-1000. Der NanoDrop ist
ein Spektrophotometer mit dem die Absorption von DNA, RNA, Proteinen sowie die
optische Dichte von Kulturansatzen gemessen werden kann. Bei einer Wellenlange
von 260 nm wurde die optische Dichte von DNA-L&sungen bestimmt. Hierzu wurden
2 m der zu messenden DNA-Probe auf die untere Messapparatur pipettiert und der
Geratearm heruntergeklappt. Mit Hilfe der NanoDrop Software (Version 3.2.1.) wurde
die spektrophotometrische Messung durchgefuhrt, die gemessenen Werte konnten
direkt eingesehen werden. Mit einem Zellstoff wurden DNA-LOsungsreste abge-

wischt.
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2.3.1.3. Markierung der DNA-Proben

Die Markierung der Klone Probe A, Probe B und RP11-635N21, RP11-574F11
erfolgte mit Hilfe des Bio Prime DNA Labeling Systems (Invitrogen, Karlsruhe,
Deutschland).

Zur direkten Markierung wurde 1 mi DNA in 24 mi Aqua dest. gelést. Nach Zugabe
von 20 m 2,5x Random Primer wurde das Reaktionsgemisch kurz mittels PicoFuge
anzentrifugiert und fir funf Minuten bei 100 °C in einem Wasserbad inkubiert.
AnschlieBend wurden 5 m 10 x dNTP-Mixture mit der jeweiligen Farbe (spectrum
green bzw. spectrum orange) und 1 m Klenow-Fragment untergemischt, kurz mittels
PicoFuge anzentrifugiert und tGber Nacht bei 37 °C im Brutschrank inkubiert.

Am néachsten Tag wurden je 5 nml Stop-Puffer hinzugeben und das Reaktionsgemisch
anschlieBend auf die Microcon-Filter pipettiert. Nach 5 minutigem Zentrifugieren bei
17.000 rpom und Raumtemperatur wurde der Filter herausgenommen und der
Uberstand in dem Microcon-Réhrchen ausgegossen. Nun wurden 300 mi Aqua dest.
auf den Filter pipettiert und bei 17.000 rpm weitere 10 Minuten zentrifugiert; dieser
Schritt wurde ein zweites Mal wiederholt.

Um die markierten DNA-Proben von dem Microcon-Filter zu entfernen, wurden 50 ni
Aqua dest. auf den Filter gegeben. Dieser wurde nun umgedreht auf ein zweites
Microcon-Rohrchen gesetzt. Nach 3 minitigem Zentrifugieren bei 5000 rpm wurde

das Filtrat wieder zuriick in die Eppendorf-Rohrchen gegeben.

2.3.1.4. Vorbereitung der DNA-Proben

10 M der markierten DNA wurden mit 5 mi COT-1-DNA (1 ng/m) vermischt und
2,5m 3 M NaAC und das 2,5fache der Gesamtmenge an absolutem Ethanol (hier
68,75 m) hinzugeben. Nach 30 minutigem Zentrifugieren des Reaktionsgemisches
bei 17.000 rpm mit der Biofuge 22 R wurde der Uberstand vorsichtig absaugt und die
markierte DNA lichtgeschutzt getrocknet. AnschlieRend wurde 10 ml Mastermix 50 %
hinzugegeben und das Gemisch fur 30 Minuten auf dem Thermomixer bei 37°C und
400 rpm im Dunkeln inkubiert. Die markierte DNA-Sonde wurde lichtgeschutzt und

tiefgekuhlt gelagert.
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2.3.1.5. Erstellung von Praparaten

2.3.1.5.1. Konventionelle Auftropfpréparate

Die Zellen der Hodgkin-Zelllinien sowie die primaren HL wurden in Carnoys Fixativ
(Methanol / Eisessig 3 : 1) bei —20 °C gelagert. Das Auftropfen der Zellsuspension
erfolgte in einer Thermotron-Klimakammer auf handelsubliche Objekttrager. Hierzu
wurden mit einer Pipette aus gré3tmdoglichster Hohe einzelne Tropfen auf einen
umschriebenen Bereich des Objekttragers getropft und diese anschlielend ge-
trocknet.

Unter dem Lichtmikroskop erfolgte eine Kontrolle der Zellmorphologie sowie der Zell-
dichte; geeignete Areale fir die Hybridisierungsreaktion wurden mit einem Diamant-
schreiber auf der Riickseite der Objekttrager markiert.

Die Objekttrager wurden nun in einer Kivette mit Pepsinldsung bei 37 °C fir
5 Minuten inkubiert und anschlieBend mit Aqua dest. gewaschen. Nach Fixierung in
Paraformaldehydldésung fir 2 Minuten bei Raumtemperatur wurden die Proben
erneut mit Aqua dest. gewaschen. Nach jeweils 2 minttigem dehydrieren der Proben
in aufsteigender Alkoholreihe (70 %, 80 % und absoluter Ethanol) wurden die Objekt-

trager luftgetrocknet.

2.3.1.5.2. Fiber-FISH Préparate

Fiber-FISH ermdglicht zum Einen eine Darstellung der strukturellen Abfolge von z. B.

repetitiven DNA-Sequenzen. Zum Anderen kann die Lange einer DNA-Probe
beurteilt sowie eine Kartierung von FISH-Sonden in Relation zu einander erstellt
werden.

Um DNA-Fiber zu erlangen, erfolgt ein ,Ziehen* der DNA. Dazu wurde die Zellsus-
pension der cHL-Zelllinien auf den &uf3eren Rand eines Objekttragers aufgetropft
und dieser dann fir 15 Sekunden in 1 x PBS gelegt. AnschlieRend wurden 100 mi
eines Gemisches aus 3 ml absolutem Ethanol, 7 ml Aqua dest. und 0,5 ml 1 M NaOH
uber den senkrecht stehenden Objekttrager pipettiert und mit einem Deckglas
daruber gestrichen (siehe Abbildung 5). Zur Fixation wurden 100 m Methanoleisessig
Uber den Objekttrager getropft und dieser fir 24 Stunden getrocknet. Anschlie3end

wurden die DNA-Fiber, ebenso wie fur FISH, mit Fluoreszenz-Sonden hybridisiert.
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Abb. 5: Darstellung der Fiber-FISH-Technik.

aus absolutem Ethanol,
a dest. und 1M NaOH

Auftropfen der

DNA-Fiber
Zellsuspension

Inkubation
in1x PBS

Fixation mit
MethanolelseSS|g

A) Auftropfen der Zellsuspension auf den Objekttrager. B) Nach Inkubation in 1 x PBS erfolgt die
Zugabe des Ethanol-Gemisches und das Streichen des Deckglases tber den Objekttrager. C) Nach
Fixation mit Methanoleisessig konnen die DNA-Fiber mikroskopiert bzw. mit FISH-Sonden hybridisiert

werden.

Fiber-FISH erfolgte an den Zelllinien HDLM2, KMH2, L428 sowie L1236 zur Unter-
suchung der Anordnung und inneren Struktur der rRNA-Repeats mit der FISH-Sonde
Probe A (Spectrum green) und Probe B (Spectrum orange). Um die Co-Lokalisation
zwischen JAK2 / PDCD1LG2 und den rRNA-Genen zu analysieren, wurden Fiber-
FISH-Praparate der Zelllinie HDLM2 mit der Sonde Probe A (sgr) / RP11-574F11
(so) hergestellt.

2.3.1.6. Hybridisierung

Zur Hybridisierung der zu untersuchenden zellularen DNA mit der FISH-Sonde
wurden 1,3 mi DNA-Sonden-Mastermix auf ein markiertes Areal des Objekttragers mit
geeigneten Zellen pipettiert und mit einem Deckglaschen und Photokleber (Fixogum)
abgedichtet. Zur Denaturierung wurden die Objekttrager in einer feuchten Kammer
fur 7 Minuten in ein 75 °C heiRes Wasserbad gegeben und im Anschluss tuber Nacht
bei 37 °C im Brutschrank inkubiert.

Um uberschussige und nicht gebundene Sonden zu entfernen wurden die Praparate
am nachsten Tag gewaschen. Hierzu wurden zuerst das Deckglaschen sowie das
Fixogum entfernt, anschlieRend wurden die Proben fir 2 Minuten in Waschlésung |

bei 71 °C in einem Wasserbad inkubiert und eine weitere Minute in Lésung Il bei
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Raumtemperatur belassen. Nach kurzem Spulen in 2 x SSC, 5 minltigem Gegen-
farben in DAPI-Losung und weiterem kurzen Spulen in 2 x SSC wurden die Objekt-
trager mit Antifade-L6sung und einem Deckglaschen bedeckt, im Anschluss wurden

die Proben lichtgeschiitzt gelagert.

2.3.1.7. Auswertung und Dokumentation

Die fluoreszierenden Hybridisierungssignale wurden mit einem Zeiss Axioskop
Fluoreszenzmikroskop (Oberkochen bzw. Géttingen, Deutschland) und geeigneten
Filtern (Zeiss, Oberkochen bzw. Géttingen, Deutschland sowie AHF Analysetechnik
Tlbingen, Deutschland) ausgewertet und mittels der ISIS-Software der Firma
MetaSystems (Altusheim, Deutschland ) dokumentiert.

Die Auswertung der FISH-Préaparate mit der FISH-Sonde Probe A (sgr) / Probe B
(so) erfolgte im Vergleich zu nicht-neoplastischen Zellen: Als ,klein“ wurde das Signal
einer normalen Zelle definiert. ,Mittel-grof3e” Signale waren um den Faktor zwei bis
drei gro3er, ,groRe” Signale um den Faktor vier bis sechs.

Die Auswertung der FISH-Praparate mit den Sonden Probe B (sgr) / RP11-635N21
(so) und Probe B (sgr) / RP11-574F11 (so) erfolgte nach den Mustern, die in Abb. 15
bzw. 16 dargestellt sind.

2.3.2. Methylierungsanalyse der rRNA-Gensegmente 5-ETS, 18S und 28S

Der Methylierungsgrad der rRNA-Gensegmente 5-ETS, 18S und 28S wurden in den
cHL-Zelllinien HDLM2, KMH2, L428 sowie L1236 untersucht. Um diese Methy-
lierungsanalysen Uberhaupt mdglich zu machen, ist eine Differenzierung zwischen
methylierten und unmethylierten Cytosin-Basen nétig. Deshalb wurde die DNA zuerst

mit Natrium-Bisulfit behandelt.

2.3.2.1. Natrium-Bisulfit-Behandlung der DNA

Die Natrium-Bisulfit-Behandung ermdglicht eine Beurteilung des Methylierungsstatus
der DNA. Durch Inkubation der DNA mit Natrium-Bisulfit erfolgt eine Konvertierung
der unmethylierten Cytosin Reste nach Uracil, wahrend methlylierte Cytosin Reste

unverandert bleiben (siehe Abbildung 6).
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Abb. 6: Schematische Darstellung der Natrium-Bisulfit-Behandlung (modifiziert nach Richter, 2007)

A NH- NH- 0 jl\

HN= HSC,' HN"/ H i

A e T l < )

NR

Cytosin Uracil
= Dridinalsequenz Mach Matrium-EBisulfit-BEehandiung
Methylierte CpG-DMNA - N-C-G-MN-C-G-MN-C-T-N = MN-C-G-MN-C-G-MN-L-T-M
Unmethylierte DA MN-C - G-M-C - GAN-C-T-N NG L GoR-L-T -1

A) Darstellung der Desaminierung von unmethyliertem Cytosin zu Uracil. B) Beispiel einer Basen-
abfolge einer methylierten bzw. unmethylierten DNA-Sequenz vor bzw. nach Natrium-Bisulfit-Behand-
lung. Man beachte, dass Cytosin-Basen, die sich nicht in einem CpG-Dinukleotide befinden, denen
also keine Guanin-Base folgt, ebenfalls konvertiert werden.

R = Desoxyribose; C = Cytosin; G = Guanin; U = Uracil; N (in B) = beliebige Anzahl von beliebigen

Nukleotiden; m = methyliert; u = unmethyliert.

Die Zelllinien HDLM2, KMH2, L428, L1238 sowie, als Referenz, universell methy-
lierte DNA, universell unmethylierte DNA und normale / unbehandelte DNA aus
peripherem Blut wurden mit dem Qiagen EpiTect Bisulfite Kit nach Anleitung des
Herstellers behandelt. Hierzu wurden 1 ng — 2 ng DNA mit 85 ml Bisulfit-Mix und 35 m
DNA-Protektionspuffer vermischt. Anschlieend erfolgte die Bisulfit-DNA-Konversion

im Thermocycler mit folgendem Programm:

Schritt Zeit Temperatur
Denaturierung 5 min 99 °C
Inkubation 25 min 60 °C
Denaturierung 5 min 99 °C
Inkubation 85 min 60 °C
Denaturierung 5 min 99 °C
Inkubation 175 min 60 °C
Pause unendlich 20 °C
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Im Anschluss an die Inkubation wurde die konvertierte DNA mit dem BL Puffer des
EpiTect Kits behandelt, um eine Bindung der konvertierten Einzelstrang-DNA an die
Membran der EpiTect S&ulen zu ermoéglichen. Zur Entfernung des restlichen
Natrium-Bisulfits und zur Desulfonierung wurde die DNA mit je 500 mi Waschpuffer
(BW) respektive 500 m Desulfonierungspuffer (BD) mit Hilfe des EpiTect-Saulen-
systems gewaschen. Zur Elution wurden 20 m Aqua dest. auf die EpiTect-S&aulen

gegeben und diese bei 12.000 rpm fur eine Minute zentrifugiert.

2.3.2.2. Polymerasekettenreaktion (PCR)

Bei der Polymerasekettenreaktion kénnen spezifische DNA-Sequenzen amplifiziert
werden. Durch Denaturierung wird die doppelstrdngige DNA in ihre Einzelstrénge
zerlegt, an die sich nach raschem Abkihlen komplementéare Oligonukleotide anla-
gern koénnen. Die beiden Einzelstrange werden mittels einer thermostabilen DNA-
Polymerase, die sich an die spezifischen Primer bindet, zu je zwei Doppelstrdngen
komplementiert. Mit den nun vorhanden Doppelstrangen kann dieser Reaktions-
zyklus mehrfach wiederholt werden, um die gewilnschte DNA-Sequenz exponentiell

zu amplifizieren.

PCR an der mit Natrium-Bisulfit behandelten DNA

Die PCR an der mit Natrium-Bisulfit behandelten DNA erfolgte mit den Primern
5-ETS, 18S sowie 28S und dem Accuprime Taq DNA Polymerase Kit.

Pro 25 mi PCR-Ansatz wurden pipettiert:

25nm Puffer Il

0,5m Accu Taq Polymerase (10 U/ml) (68 °C)
je5,0m Primer (2 uM)

1m DNA der HL-Zelllinien

11m Aqua dest.
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Die PCR erfolgte in 40 Zyklen im Thermocycler unter folgenden Bedingungen:

95 °C 7 min

95°C 30 sec

Annealing Temperatur 30 sec 40 Zyklen
68 °C 30 sec

68 °C 10 min

4°C unendlich.

Annealing Temperatur der Primer: 5-ETS: 62 °C; 18S: 60 °C ; 28S: 58 °C.

Zur Kontrolle erfolgte im Anschluss eine Gelelektrophorese mittels eines 2 %igen
Agarose-Gels. Dazu wurden 4 g Agarose auf 200 ml mit 1XTBE-Puffer aufgefullt, in
einer Mikrowelle aufgekocht und anschlieRend auf Handwarme abgekihlt. Nach
Zugabe von 10 pl Ethidiumbromid wurde das Gel zum Erstarren in handelsibliche
Gelelektrophoresekammern gegossen. Zu 10 m des PCR-Produktes wurden 3,5 ni
Ladepuffer gegeben, vermischt und anschlieBend in die Kammern des Gels
pipettiert. Es wurde ein 100 bp-Langenstandard verwendet. Die Auftrennung wurde
bei einer Spannung von 10 V/ cm Gel fur ca. 45 min durchgefihrt. Dies ist moglich
da, die negativ geladene DNA von der Kathode zur Anode wandert. Die Gel-

Dokumentation erfolgte mit Hilfe des BioDoc Analyzer von Biometra.

2.3.2.3. Ligation und Klonierung

Bei der Ligation wird das frische PCR-Produkt und damit die spezifische DNA-
Sequenz in einen Vektor eingebracht. An das 3'Ende des PCR-Produkt wird durch
die terminale Transferaseaktivitdt der Taq-Polymerase ein einzelnes Desoxy-
adenosin-Molekil angeflgt. Dieses kann sich wiederum mit dem am 3’Ende uUber-
stehenden Desoxythymidin-Rest des TOPO TA Cloning Vektors verbinden. Dieser
Vektor wird dann in kompetente Bakterienstamme (Escherischia coli, E. coli)
transformiert. Die Ligation des PCR-Produktes erfolgte, wie oben erwahnt, mit dem
Invitrogen TOPO TA Cloning Kit nach Angaben des Herstellers. Anschliel3end wurde
nach Anleitung der TOPO Vektor in One Shot E. coli eingebracht und 100 ni der

Bakterien auf eine Agar-Platte gegeben und Uber Nacht bei 37 °C inkubiert.
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Am nachsten Tag wurden jeweils zehn Klone pro Zelllinie und Primer, die den TOPO
Vektor enthielten, von der Agar-Platte mittels einer Pipettenspitze selektiert. Sie
wurden sowohl auf eine Master-Platte (Agar-Platte) aufgetragen als auch in ein PCR-

Tube gegeben, in dem der vorgefertigte PCR-Ansatz (s.u.) enthalten war.

Kolonie-PCR der selektierten Klone

Um die Insertion der Fragmente zu Uberprifen und um eine ausreichende Anzahl
von DNA-Fragmenten zu bekommen, wurde erneut eine PCR durchgefuhrt. Hierzu
wurden die Primer 461 (sense) und 462 (antisense) (je 60 °C) sowie das Goldstar

DNA Polymerase Kit verwendet.

Insgesamt wurden 25 ni pro PCR-Ansatz pipettiert:

25m 10 x Puffer

0,2nm Goldstar Polymerase (4 U/m) (60 °C)
elm Primer (20 pmol/m)

4 m 25mM MgCI

1n dNTP Mix (5 nmol/m)

14,3 m Aqua dest.

1m DNA (entspricht Bakterien-Klone, s.0.)

Die PCR erfolgte in 36 Zyklen im Thermocycler unter folgenden Bedingungen:

95 °C 5 min

95 °C 30 sec

60 °C 30 sec 36 Zyklen
72 °C 30 sec

72 °C 10 min

4°C unendlich.

Zur Kontrolle der PCR-Amplifikate erfolgte im Anschluss eine Gelelektrophorese
(s.0.).
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Aufreinigen des PCR-Produktes zur Sequenzierung

Eine Aufreinigung des PCR-Produktes erfolgt, um stérende Restmolekile der PCR
zu entfernen (z. B. Polymerase, Primer, tUberschissige Nukleotide). Dies erfolgte mit
dem DNA-Clean & Concentrator Kit (Zymo Research) nach Anleitung des Her-
stellers.

2.3.2.4. Sequenzierung

Um im Anschluss an die Aufreinigung beide DNA-Strdnge separat sequenzieren zu
konnen, erfolgte eine Sequenz-PCR mit dem ABI Prism BigDye Terminator Ready
Reaction Kit. Hierzu wurden je zwei Anséatze pro DNA-Probe mit je einem Primer fur

den Originalstrang sowie einen Primer fir den komplementéaren Strang pipettiert:

1m BigDye Terminator

1 m aufgereinigtes PCR-Produkt der Kolonie-PCR
2m  Primer (20 pmol/m) (2 Anséatze pro Probe)
2m 10 x Puffer

14 m Aqua dest.

Die Sequenz-PCR erfolgte in 25 Zyklen im Thermocycler unter folgenden

Bedingungen:
96 °C 2 min
96 °C 10 sec
50 °C 5 sec 25 Zyklen
60 °C 4 min
4°C unendlich.

Aufreinigen des Seqguenzansatzes

Um storende Restmolekile der Sequenz-PCR zu entfernen, erfolgte eine Aufreini-
gung mit dem Microcon Kit:
In ein 1,5 ml Mikrozentrifugenréhrchen wurde die gesamte Menge der DNA-Probe

(PCR-Produkt) sowie 250 mi Aqua dest. auf eine Séule gegeben und fir 10 Minuten
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bei 12.000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, erneut 250 mi Aqua
dest. hinzugegeben und weitere 10 Minuten bei 12.000 rpm zentrifugiert. Anschlie-
Rend wurden 25 m Aqua dest. auf die Saulen pipettiert und diese umgedreht auf ein
frisches Mikrozentrifugenrohrchen gestellt und fir 5 Minuten bei 7.000 rpm zentri-
fugiert. Anschliel3end wurden die Proben in ein Sequenziertube pipettiert und mittels
ABI PRISM 310 Genetic Analyzer sequenziert. Die Laufzeit betrug 18 Minuten, die

Injektionszeit 10 Minuten.

Prinzip der DNA-Sequenzierung

Die hier verwendete DNA-Sequenzierung beruht auf einer tblichen Modifikation der
.Kettenabbruch-Methode* nach Sanger et al. (1977).

Hierbei werden zu dem Reaktionsansatz die zur Synthese des Doppelstranges not-
wendigen Nukleotide als Desoxyribonukleosid-Triphosphate dGTP, dATP, dTTP und
dCTP hinzugegeben. Zuséatzlich enthalt das Reaktionsgefal? eine geringe Menge an
fluoreszenz-markiertem Didesoxyribonucleosid-Triphosphat: ddGTP, ddATP, ddTTP
oder ddCTP, wobei jedes der vier ddNTPs mit einem unterschiedlichen Farbstoff
markiert ist. Wird nun anstelle eines normalen Nukleotides zufallig ein Didesoxyribo-
nucleosid-Triphosphat eingebaut, so wird ein Kettenabbruch induziert, da die DNA-
Polymerase an dieser Stelle keine weiteren Nukleotide anlagern kann. Anschliel3end
erfolgt eine Elektrophorese, bei der die Kettenabbruch-Produkte nach ihrer GroR3e
aufgetrennt werden - je kirzer die Fragmente, desto weiter wandern sie. Somit
konnen DNA-Fragmente, die sich in der Lange nur eines Nukleotides unterscheiden,
aufgeldst werden. Um die Banden der unterschiedlich langen DNA-Strange zu
identifizieren, werden nach Beendigung der Auftrennung mittels Lasertechnik die
fluoreszenz-markierten Nukleotide (dGTP - schwarz, dATP - griin, dTTP - rot und

dCTP - blau) an ihren Positionen abgelesen.

2.3.2.5. Auswertung und Dokumentation
Die Methylierungssequenzen wurden mit Hilfe der Sequencing Scanner v1.0
Software sowie der Sequencing Analysis 5.2 Software der Firma Applied Biosystems

(Darmstadt, Deutschland) dokumentiert. Anschlie@end wurden die Sequenzen
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ausgedruckt und manuell ausgewertet: Dazu erfolgte eine Unterteilung der mit

Natrium-Bisulfit behandelten CpG-Dinukleotide in

C = Cytosin entspricht urspringlich methylierten CpG-Dinukleotiden (da keine
Konvertierung erfolgt ist),

T = Thymin entspricht urspringlich unmethylierten CpG- Dinukleotiden (da
eine Konvertierung erfolgt ist),

mutiert (an der Position fand sich urspringlichen eine Cytosin-Base, die nun
durch eine Purinbase ersetzt wurde) und

nicht auswertbar (die Sequenz war vorzeitig abgebrochen oder nicht sicher

lesbar).

Im Anschluss wurden alle CpG-Dinukleotide eines Klons separat nach Originalstrang

und komplementaren DNA-Strang in ein Farbschema (methyliert — schwarz, un-

methyliert — weil3, nicht auswertbar — grau sowie mutiert — rot) Ubertragen und

gegeneinander (sense — antisense) aufgetragen um Vorwarts- und Ruckwarts-

sequenz miteinander zu vergleichen. Hierzu diente das Microsoft-Programm Excel.

Als Positiv-Kontrolle diente die Konvertierung der nicht in CpG-Dinukleotiden

liegenden Cytosin-Basen zu Thymin-Basen.
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3. Ergebnisse

Aufgrund der chromosomalen Instabilitdét der Hodgkin Reed-Sternberg-Zellen und
den segmentalen chromosomalen Aberrationen (SCAs) unter Beteiligung von rRNA-
Genen und JAK2 / PDCD1LG2, die sich unter anderem in der Zelllinie HDLM2 fan-
den (MacLeod et al., 2000; Martin-Subero et al., 2003), wurde die Hypothese auf-
gestellt, dass die chromosomale Instabilitat u. a. durch Aberrationen der rRNA-Gene

bedingt ist (siehe Abbildung 7). Daraus leitete sich folgende Fragestellungen ab:

1) Treten Veradnderung der rRNA-Gene in cHL gehauft auf? Gibt es
Zusammenhange zwischen rRNA-Aberrationen und dem Auftreten von
chromosomalen Veranderungen? Co-Lokalisieren rRNA-Gene und der
JAK2 / PDCD1LG2-Genort im Zellkern von HRS-Zellen?

2) Bestehen Veranderungen des DNA-Methylierungsgrades der rRNA-Gene
18S und 28S sowie des externen transkribierten Spacers 5-ETS bei cHL, die
zu chromosomaler Instabilitat fuhren kénnen? Wenn ja, treten Hyper- oder

Hypomethylierungen auf?

Abb. 7: Ubersicht (iber die Struktur dieser Arbeit: Auflistung moglicher Ursachen der chromosomalen

Instabilitdt und der diesbeziiglichen Untersuchungen.

rRNA-Gene
Veranderungen der rRNA-Gene Nachweis mittels
in cHL gegenuber Kontrollen FISH

6gliche|Ursache?

Veranderungen der Segmentale chromo- || Verénderungen der Mdogliche Ursachen
Struktur der somale Aberrationen rRNA-Methylierung fur die Veranderun-
rRNA-Repeats zwischen rRNA-Genen gen, die in der vor-
und 9p liegenden Arbeit
(JAK2 / PDCD1LG2) untersucht wurden
A A 4
Fiber-FISH FISH zur Untersuchung Natrium-Bisulfit- Untersuchungs-
far der Co-Lokalisation sequenzierungen methodik
rRNA-Gene zwischen rRNA-Genen | | der rRNA-Gene in den
und JAK2 / PDCD1LG2 cHL-Zelllinien

31



Ergebnisse

3.1. Genetische Veranderungen in den rRNA-Genen

Zuerst erfolgte mittels FISH die Quantifizierung der rRNA-Gene in den HRS-Zellen
im Vergleich zu den normalen Bystander-Zellen. Anschlie3end wurden die rRNA-
Repeats der HRS-Zellen mittels Fiber-FISH auf strukturelle Verdnderungen unter-
sucht. Zur Analyse der Co-Lokalisationen zwischen JAK2 / PDCD1LG2 und rRNA-
Genen erfolgten ebenfalls FISH-Analysen der HRS-Zellen.

3.1.1. Interphase FISH mit den Sonden fir die rRNA-Gene

Um Veranderungen der rRNA-Gene zu analysieren, wurden vier cHL-Zelllinien
mittels FISH und Fiber-FISH sowie acht primare HL mittels FISH mit den Plasmid-
Klonen Probe A und Probe B untersucht (siehe Abbildung 8). Diese Sonden
Uberspannen die transkribierte Region der rRNA-kodierenden Einheiten in den
kurzen Armen der akrozentrischen Chromosomen. Dabei flankiert Probe A den
externen transkribierten Spacer 5-ETS sowie das Gen 18S und Probe B die rRNA-
Gene 5.8S und 28S sowie die beiden internen transkribierten Spacer 5-ITS und
3-ITS (siehe auch Abbildung 4). Die HRS-Zellen wurden auf Anzahl, Gré3e und

Konstellation der FISH-Signale untersucht.

Eine Einteilung der Signale erfolgte in klein, mittel-grofld und grof3. Als ,klein“ wurde
dabei das Signal von normalen Zellen definiert. ,Mittelgrol3e* Signale waren um den
Faktor zwei bis drei groRRer, ,grof3e” Signale um den Faktor vier bis sechs. Eine

detaillierte Darstellung der Ergebnisse findet sich im Anhang, ab Seite XV.
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Abb. 8: Vergleich der Signal-Muster von normalen Zellen und HRS-Zellen mit der FISH-Sonde
Probe A / Probe B.

D AP

A)-D): A) DAPI-Farbung einer normalen Zelle. B)-D) Interphase-Nukleus derselben Zelle mit normaler
Signalkonstellation der Sonden Probe A (griin), Probe B (rot) und Uberlagerung beider Sonden fiir die
rRNA-Gene (D).

E)-H): E) DAPI-Féarbung einer Hodgkin Reed-Sternberg Zelle der cHL-Zelllinie L1236. Sichtbar ist die
geringere blaue Intensitat der Nukleoli der HRS-Zelle. F)-H) Dieselbe HRS-Zelle mit der FISH-Sonde
Probe A (griin), Probe B (rot) und Uberlagerung aller Fluoreszenzsignale (H) zeigt eine deutliche
VergrofRerung sowie eine hohere Anzahl an Nukleoli gegeniiber gesunden Zellen.

3.1.1.1. Anzahl der Nukleoli in cHL-Zelllinien

Es wurden die HRS-Zellen der cHL-Zelllinien HDLM2 (n=88 Zellkerne), KMH2 (n=95
Zellkerne), L428 (n=101 Zellkerne) und L1236 (n=100 Zellkerne) untersucht. Die
Signale fur die Probe A und Probe B waren immer co-lokalisiert. Es fand sich
mindestens ein Signal fur jede Sonde pro ausgewerteter HRS-Zelle, in der Mehrzahl
der Zellen fanden sich zwischen zwei und funf, gelegentlich auch mehr als funf
Signale. In den Zellen waren im Einzelnen vorhanden: ein Nukleolus (n=36), zwei
(n=88), drei (n=121), vier (n=70), funf (n=55) und groRer funf Nukleoli (n=14) (siehe
Abbildung 9A). Als Kontrollen wurden 500 Bystander-Zellen der primaren cHL
ausgewertet (siehe Abbildungen 9B und 10B). Hier fanden sich in Gber 400 Zellen
nur ein Signal fur die rRNA-Gene. Mehr Signale fanden sich nur selten. Auch hier

waren die Signale fir die Probe A und Probe B immer co-lokalisiert.
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Abb. 9: Auswertung der Anzahl der Nukleoli in cHL-Zelllinien bzw. Anzahl der Nukleoli in den

Bystander-Zellen in den priméren cHL.
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500

é 40 |_
ﬁ 30 — 400
= 300
3 20 ]
= 200 |
<
N 10 100
< I B
<, ‘ | . , 0

HDLM2 KMH2 L428 L1236 5 Primére cHL ins-
A n =88 n=95 n=101 n =100 B gesamt n = 500

A) Darstellung der Anzahl der Nukleoli in den Zelllinien HDLM2, KMH2, L428 und L1236. Am
haufigsten zeigten sich drei Fluoreszenz-Signale in den HRS-Zellen (Mittelwert 3,16). B) In den
insgesamt 500 ausgewerteten normalen Bystander-Zellen fand sich meist nur ein Signal, selten zwei
und nur gelegentlich drei oder mehrere Signale.

Man beachte die unterschiedlichen Skalierungen. n = Anzahl der ausgewerteten Zellkerne.

Insgesamt liel3 sich mittels FISH fir die rRNA-Gene in den HRS-Zellen der vier cHL-
Zelllinien signifikant mehr Nukleoli als in den Kontrollen nachweisen (Mittelwert
Zelllinien: 3,16 Nukleoli pro Zelle, Mittelwert Kontrollzellen: 1,22 Nukleoli pro Zelle,
p < 0,001).

3.1.1.2. Anzahl der Nukleoli in HRS-Zellen von priméaren cHL

In den primaren cHL wurden die HRS-Zellen aufgrund ihrer Zellkerngrof3e im
Vergleich zu den kleineren umgebenen Lymphozyten selektiert. Funf der acht
untersuchten cHL wiesen auswertbare HRS-Zellen auf. In den anderen drei Fallen
fanden sich entweder keine HRS-Zellen oder die Hybridisierungsqualitat der
Préparate war ungenigend.

Die Anzahl der Signale der rRNA-Sonden pro ausgewerteter Zelle variierte zwischen
einem und drei. Dabei waren die Signale fir Probe A und Probe B immer co-
lokalisiert. Die Einteilung erfolgte wie oben beschrieben. In den insgesamt 106 HRS-
Zellen der primaren cHL zeigten sich meist ein Nukleolus (n=70), seltener zwei
(n=30) und nur vereinzelt drei Nukleoli (n=6) (siehe Abbildung 10A). Als Kontrolle
dienten auch hier die normalen Bystander-Zellen der priméaren cHL. Auch hier fand
sich Uberwiegend nur ein Signal pro Zelle, in den Fallen 4 und 6 fanden sich

zusatzlich auch relativ haufig zwei Signale (siehe Abbildung 10B).
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Abb. 10: Auswertung der Anzahl der Signale in primaren cHL bzw. Darstellung der Anzahl der
Signale der normalen Bystander-Zellen in priméren cHL.
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A) Darstellung der Anzahl der Signale in den HRS-Zellen der finf cHL. In den HRS-Zellen von cHL1,
cHL2 und cHL6 waren vorwiegend nur ein Signal fiur die rRNA-Gene vorhanden. Hingegen fand sich
in den HRS-Zellen von cHL2 und cHL4 ein heterogeneres Verteilungsmuster.

B) Darstellung der Anzahl der Signale in den Bystander-Zellen der priméren cHL. Es wird deutlich,
dass sich in der Regel nur ein Signal pro Zelle fand. Eine héhere Anzahl an Signalen zeigte sich nur
selten. Des Weiteren zeigte sich, dass die Anzahl der Signale in den HRS-Zellen und denen der
normalen Bystander-Zellen korrelierten.

Man beachte die unterschiedlichen Skalierungen. n = Anzahl der ausgewerteten Zellkerne.

Insgesamt waren in den HRS-Zellen der primaren cHL weniger Nukleoli pro Zelle als
in den HRS-Zellen der Zelllinien vorhanden. Der Mittelwert in den HRS-Zellen der
primaren cHL lag mit 1,4 Nukleoli pro Zelle héher als der der Kontrollzellen mit 1,22
Nukleoli pro Zelle (p = 0,245). Diese Differenz war aber nicht signifikant, auch wenn

sich in Einzelféllen (cHL2 und cHL4) deutliche Unterschiede zeigten.
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3.1.1.3. GroRRe der Nukleoli in cHL-Zelllinien
Die cHL-Zelllinien HDLM2, KMH2, L428 und L1236 wurden ebenfalls hinsichtlich
GroRRe der FISH-Signale fur die rRNA-Gene untersucht. Als Referenz wurde die
Grole der Nukleoli der Bystander-Zellen der primaren cHL herangezogen. In diesen
waren ausschliel3lich kleine Signale fur die rRNA-Gene vorhanden. In den HRS-
Zellen der Zelllinien fanden sich am haufigsten grof3e Nukleoli, allerdings war die
Verteilung zwischen den Zelllinien recht homogen (siehe Abbildung 11): Von den
insgesamt 384 HRS-Zellen zeigten n=299 kleine, n=287 mittelgrole und n=324
grof3e Signale. Im Einzelnen waren das in den Zelllinien:
- HDLM2: In insgesamt 88 Zellen fanden sich 36,9 % kleine, 35,9 % mittelgrol3e
und 27,3 % groRRe Signale.
- KMH2: In insgesamt 95 Zellen waren 26,7 % kleine, 44,6 % mittelgroRe und
28,7 % grolRe Signale vorhanden.
- L428: In insgesamt 101 Zellen zeigten sich 30,4 % kleine, 22,2 % mittelgroRe
und 47,4 % groRRe Signale.
- L1236: In insgesamt 100 Zellen waren 38,8 % kleine, 22,3 % mittelgrol3e und
38,8 % grol3e Signale vorhanden.
Der Mittelwert fur kleine Signale in den vier cHL-Zelllinien lag bei 33,2 %, flr
mittelgrof3e Signale bei 31,25 % und fur grol3e Signale bei 35,55 %. Im Gegensatz
dazu fanden sich zu 100 % kleine Signale in den Bystander-Zellen der priméren cHL.
Somit konnte eine deutliche Gro3enzunahmen der Signale fir die rRNA-Gene in den

HRS-Zellen der Zelllinien gegenuber den Kontrollen verzeichnet werden.

Abb. 11: Auswertung der Grof3e der FISH-Signale in cHL-Zelllinien.
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Darstellung der kleinen, mittelgroRen und groRen Signale in den vier HL-Zelllinien. In den HRS-Zellen
zeigten sich am haufigsten grof3e FISH-Signale wobei die Verteilung recht homogen war. Kleine und

mittelgro3e Signale waren etwas seltener in den HRS-Zellen vorhanden.
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3.1.1.4. GrofRe der Nukleoli in priméaren cHL
Ebenso wie in den cHL-Zelllinien fanden sich auch in den primaren cHL meist grol3e
FISH-Signale fur die rRNA-Gene (siehe auch Abbildung 12). Die Grol3enanalyse der
FISH-Signale von den insgesamt 106 untersuchten HRS-Zellen ergab, dass in der
Mehrzahl grof3e Nukleoli vorherrschten (n=104), kleine (n=18) und mittelgrol3e (n=26)
Nukleoli waren hingegen seltener vorhanden. (Man beachte, dass ggf. mehr als ein
Nukleolus pro Zelle vorhanden war.) Im Einzelnen waren das in den Zelllinien:

- CcHL 1: 6,7 % kleine, 30 % mittelgroRe und 63,3 % grolRe Nukleoli.

- cHL 2: 29,0 % kleine, 9,7 % mittelgroRe und 61,3 % grof3e Nukleoli.

- cHL 3: 0 % kleine, 7,4 % mittelgroRe und 92,6 % grof3e Nukleoli.

- cHL 4: 20,6 % kleine, 35,3 % mittelgrof3e und 44,1 % grol3e Nukleoli.

- cHL 6: 0 % kleine, 0 % mittelgroRe und 100 % grof3e Nukleoli.
Der durchschnittliche Anteil der kleinen Signale in den funf priméren cHL lag bei
11,26 %, fur mittelgroRe Signale bei 16,48 % und fur groRe Signale bei 72,26 %. Hier
zeigt sich eine starkere GréRenzunahme der Nukleoli als in den HRS-Zellen der cHL-

Zelllinien.

Abb. 12: Auswertung der Grof3e der FISH-Signale in priméren cHL.
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Darstellung der kleinen, mittelgroRen und grofRen Nukleoli in den flunf primaren cHL. Es fanden sich

v. a. grof3e Signale in den HRS-Zellen, kleine und mittelgrof3e Signale waren selten.

In den HRS-Zellen der primaren cHL zeigte sich ein deutliches Uberwiegen der
grof3en Nukleoli. Dies wird vor allem in den Fallen cHL3 und cHL6 deutlich, da hier

nahezu ausnahmslos respektive ausschlief3lich groRe Nukleoli vorhanden waren.
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3.1.1.5. Korrelation zwischen Anzahl und GrofRRe der Nukleoli

Die GroRRenverteilung der Signale in den HRS-Zellen der Zelllinien war homogen. In

den HRS-Zellen der primaren cHL hingegen kamen vor allem grof3en Signale vor.

Allerdings zeigte sich eine inverse Korrelation zwischen Gr6Re und Anzahl der

Nukleoli: je mehr Nukleoli in einer Zelle vorhanden waren, desto kleiner waren die
FISH-Signale (siehe Abbildung 13 und 14). Dariber hinaus waren Probe A und
Probe B immer co-lokalisiert und somit keine Bruchereignisse in den rRNA-Loci

nachweisbar.

Abb. 13: Darstellung der Korrelation zwischen Gré3e und Anzahl der FISH-Signale pro HRS-Zelle der

Zelllinien.
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Darstellung der Relation zwischen Grofe und Anzahl der FISH-Signale in den Zelllinien. Es zeigt

sich, dass eine inverse Korrelation zwischen GroRe und Anzahl der Nukleoli besteht. Je groRer die

Nukleoli pro Zelle waren, desto weniger Signale fanden sich.
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Abb. 14: Darstellung der Korrelation zwischen Gré3e und Anzahl der FISH-Signale pro HRS-Zelle in
den priméaren cHL.
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Darstellung der Relation zwischen GrofRe und Anzahl der FISH-Signale in den priméren cHL.
Aufgrund der geringen Zahlen von HRS-Zellen ist die inverse Korrelation zwischen Grof3e und Anzahl
der Nukleoli hier nicht sehr deutlich. Aber auch hier zeigte sich, dass je groRer die Nukleoli pro Zelle

waren, desto weniger Signale waren vorhanden.

Im Vergleich zu Zellen, in denen vorwiegend kleine Nukleoli auftraten, zeigte sich
eine deutliche Abnahme der Anzahl der Nukleoli in Zellen, in denen grof3e Nukleoli
vorherrschten. Dies wird vor allem in den cHL-Zelllinien deutlich: So kamen drei

Signale pro Zelle mit groRen Nukleoli nur selten, vier Signale pro Zelle nie vor.

3.1.1.6. Fiber-FISH

Eine denkbare Ursache fir die chromosomalen Veranderungen in HRS-Zellen sind
Aberrationen der rRNA-Repeats. Deshalb wurden, um die genaue Abfolge der rRNA-
Repeats zu untersuchen, Fiber-FISH-Préparate mit der FISH-Sonde Probe A
(sgr) / Probe B (so) von vier cHL-Zelllinien (HDLM2, KMH2, L428 und L1236) erstellt.

39



Ergebnisse

Allerdings erbrachten die Versuche keine sicher auswertbaren Befunde hinsichtlich

der Anordnung der rRNA-Repeats.

3.1.2. FISH-Analysen von rRNA-Genen und JAK2 / PDCD1LG2

Als mdgliche Ursache fir die segmentalen chromosomalen Aberrationen (SCASs)
zwischen rRNA-Genen und der Chromosomenregion 9p24 (JAK2/PDCDI1LG2)
wurde die chromosomale Instabilitat diskutiert (siehe auch Abschnitt 1.1.2.1. und
1.1.2.2.). Dabei konnte die rRNA als ,Transportmittel“ fungieren, so dass Gene — wie
z. B. JAK2 / PDCD1LG2 in unterschiedliche Abschnitte des Genoms transloziert oder
inseriert werden (Martin-Subero et al., 2003). In HRS-Zellen fanden sich SCAs v. a.
in Metaphase Chromosomen, die ihren Ursprung aus bis zu sechs unterschiedlichen
Chromosomen nehmen (Joos et al., 2003). Die oben beschriebenen SCAs fanden
sich in der Zelllinie HDLM2 sowie in einem priméaren cHL-Fall (MacLeod et al., 2000;
Martin-Subero et al., 2003). Die Zelllinie HDLM2 wurde deshalb als Positiv-Kontrolle
verwendet.

Um mdgliche Co-Lokalisation von rRNA-Genen und JAK2 auch in weiteren cHL zu
untersuchen, wurden FISH-Analysen mit dem Plasmid-Klon Probe A und den BAC-
Klonen RP11-635N21 respektive RP11-574F11 (fur den JAK2 / PDCD1LG2-Locus in
9p24) durchgefihrt. Die FISH-Signale wurden in vier Muster eingeteilt (siehe
Abbildungen 15 und 16).

Abb. 15: Darstellung der Muster 1 bis 4 zur Einteilung der Co-Lokalisationen von rRNA-Genen (griin)
und JAK2 (rot).

MUSTER 1 MUSTER 2 MUSTER 3 MUSTER 4

In Muster 1 war der starkste Co-Lokalisierungsgrad zu verzeichnen — alle FISH-
Signale fur JAK2 / PDCD1LG2 befanden sich innerhalb der Signale der Sonden flr
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die rRNA-Gene. In Muster 2 bestanden Uberwiegend — etwa zu 70 % — Co-
Lokalisationen, Muster 3 wurde definiert als geringe — ca. 30 % — Co-Lokalisation
zwischen rRNA-Genen und JAK2. Muster 4 zeigte keine Co-Lokalisation — alle
Signale fur JAK2 / PDCD1LG2 lagen aul3erhalb der rRNA-Signale.

Abb. 16: FISH-Darstellung der Sonde Probe A/ RP11-635N21 zur Analyse der Co-Lokalisationen.

DAPI

[l Probe A (sgr)

RP11-635N21 (s0)
RP11-574F11 (s0)

A)-C) Beispiel einer Co-Lokalisation zwischen rRNA-Genen (griin) und JAK2/PDCD1LG2 (rot)
(Muster 1, weil3er Pfeil) in der cHL-Zelllinie HDLM2. D) HRS-Zellen des Patienten Nr. 4 in der keine Co-
Lokalisation zwischen den rRNA-Repeats und JAK2 / PDCD1LG2 auftrat (Muster 4).

3.1.2.1. Interphase FISH in cHL-Zelllinien

Es wurden HRS-Zellen der Zelllinien HDLM2, KMH2, L428 und L1236 auf eine
mogliche Co-Lokalisation zwischen rRNA-Genen und JAK2 /PDCD1LG2 mit den
FISH-Sonden Probe A/ RP11-635N21 respektive Probe A/ RP11-574F11 unter-
sucht. In der als Positiv-Kontrolle verwendeten Zelllinie HDLM2 zeigte sich eine
starke Co-Lokalisation: von 156 untersuchten HRS-Zellen fanden sich in etwa 83 %
Muster 1 (n=65) und 2 (n=65). Nur ca. 17 % der HRS-Zellen erfillten das Kriterium
fir Muster 3 (n=26). In den Ubrigen Zelllinien fanden sich im Gegensatz hierzu nur
limitiert Co-Lokalisationen zwischen den beiden Genorten: so zeigte sich Muster 3 in
155 Zellen und Muster 4 in 397 Zellen. Demzufolge konnten SCAs zwischen den hier

untersuchten Genloci nicht nachgewiesen werden.
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Abb. 17: Auswertung der cHL-Zelllinien.
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A) Auswertung der Co-Lokalisation von rRNA-Genen und JAK2 / PDCD1LG2 an den cHL-Zelllinien
mit den FISH-Sonden Probe A (sgr) und RP11-635N21 (so). B) Auswertung der Co-Lokalisation von
rRNA und JAK2 / PDCD1LG2 an den cHL-Zelllinien mit den FISH-Sonden Probe A (sgr) und RP11-
574F11 (so). Muster 1 bis 4 siehe auch Abb. 15.

3.1.2.2. Interphase FISH in priméaren cHL

Es wurden weiterhin FISH-Analysen von sechs primaren HL mit den beiden oben
beschriebenen FISH-Sonden durchgefiihrt. Diese Falle wurden ausgewéhlt, da
bereits Amplifikationen mittels FISH im Genort JAK2 / PDCD1LG2 nachgewiesen
wurden.

Uberwiegend fand sich in den untersuchten HRS-Zellen keine Co-Lokalisation
zwischen JAK2 /PDCDI1LG2 und rRNA-Genen: mit dem Muster 1 war 1 Zelle
vorhanden, das Kriterium fur Muster 2 erfillten 3 Zellen, Muster 3 und Muster 4
zeigte sich in 5 respektive 35 Zellen. Daher gibt es ebenfalls keinen Hinweis auf
segmentale chromosomale Aberrationen zwischen den rRNA-Genen und
JAK2 / PDCDI1LGZ2 in den hier analysierten primaren cHL.
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Abb. 18: Auswertung der priméaren cHL.
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A) Auswertung der Co-Lokalisation von rRNA-Genen und JAK2 / PDCD1LG2 an primaren cHL mit
den FISH-Sonden Probe A (sgr) und RP11-635N21 (so). B) Auswertung der Co-Lokalisation von
rRNA und JAK2 /PDCD1LG2 an primaren cHL mit den FISH-Sonden Probe A (sgr) und RP11-
574F11 (so0). Muster 1 bis 4 siehe auch Abb. 15.

3.1.2.3. Fiber-FISH

Um genauere Einblicke in die Co-Lokalisation zwischen rRNA-Repeats und
JAK2 / PDCDI1LGZ2 in der Zelllinie HDLM2 zu erlangen, wurden Fiber-FISH-Prapara-
te mit der FISH-Sonde Probe A (sgr) / RP11-574F11 (so) angefertigt. Allerdings
ergaben die Versuche keine sicher auswertbaren Befunde hinsichtlich der
Anordnung der Co-Lokalisationen zwischen diesen beiden Genorten (siehe auch
Abbildung 19).

Abb. 19: Fiber-FISH der Zelllinie HDLM2 mit der FISH-Sonde Probe A (sgr) / RP11-574F11 (so).

43



Ergebnisse

3.2. DNA-Methylierungsanalyse der rRNA-Gene

Veranderungen der DNA-Methylierung in den rRNA-Genen 18S und 28S sowie in
dem externen transkribierten Spacer 5'ETS kdnnten ein weiterer Grund fur die
chromosomale Instabilitdt darstellen, da z. B. Hypomethylierungen zu einer ver-
mehrten ,Zerbrechlichkeit” der DNA und dadurch zu einer Zunahme von chromoso-
malen Rearrangements fuhren (Eden et al., 2003; Gaudet et al., 2003). Da chromo-
somale Instabilitdt ein zytogenetisches Charakteristikum der HRS-Zellen ist, wurden
in der vorliegenden Studie Methylierungsanalysen der oben genannten Genloci von
den cHL-Zelllinien HDLM2, KMH2, L428 sowie L1236 durchgefuhrt. Hierzu erfolgten
Natrium-Bisulfit-Sequenzierungen der rRNA-Loci der cHL-Zelllinien. Pro Zelllinie und
Primer wurden jeweils zehn Klone sequenziert. Im Anschluss erfolgte die
Auswertung der Natrium-Bisulfit-Sequenzierungen, wobei zwischen methylierten,

unmethylierten und mutierten CpG-Dinukleotiden unterschieden wurde.

Abb. 20: Basensequenz und Elektropherogramm einer Natrium-Bisulfit-Sequenzierung.

A|TAGY GT YGAATTTTYGTTTYGYGGY GGGGY GY GGG ATATGT
BITAGCGT CGAATTTTCGTTTCGCGGCGGGGCOCGCGGGATAT GT

SIU 9|5 1UIU 1U|5 11|U 11|5 1%0 12|5

CITAGT GTTGAATTTTTGTTTTGT GGTGGGGTGTGGGATATGT

SIU SI5 1UIU 1U|5 11|U 11|5 1%0 12|5

A) Original Basensequenz eines DNA-Fragments des rRNA-Gens 28S. Cytosin-Basen der CpG-
Dinukleotide, die nach der Natrium-Bisulfit-Behandlung entweder methyliert oder unmethyliert
vorliegen, sind mit ,.Y* (Pyrimidinbase) gekennzeichnet. B) Elektropherogramm des rRNA-Gens 28S
der Zelllinie L428 (Klon 3) als Beispiel eines vollstandig methylierten Klons. C) Beispiel eines ganzlich
unmethylierten Klons der Zelllinie L1236 (Klon 3).
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3.2.1. Natrium-Bisulfit-Sequenzierung von 5-ETS

Im externen transkribierten Spacer 5-ETS wurden insgesamt 48 CpG-Dinukleotide
analysiert. Es wurden zehn Klone der Zelllinien HDLM2, KMH2 und L428 sowie 15
Klone der Zelllinie L1236 sequenziert und untersucht (siehe Abbildung 21). Als
methyliert wurde ein Klon bezeichnet, der tber 90 % methylierte CpG-Dinukleotide
aufwies. Unmethylierte Klone waren maximal bis zu 10 % methyliert.

In der Zelllinie HDLM2 waren vier Klone unmethyliert, einer methyliert und finf
weitere lagen im mittleren Bereich. In der Zelllinie KMH2 waren drei Klone unmethy-
liert und die restlichen sieben waren etwas starker (bis 29 %) methyliert. Vier Klone
waren in der Zelllinie L428 methyliert, sechs unmethyliert. Die deutlichste Hypo-
methylierung trat in der Zelllinie L1236 auf. Dreizehn sequenzierte Klone waren

unmethyliert, ein Klon methyliert und ein weiterer war zu 63 % methyliert.

Abb. 21: Darstellung analysierten und mit Natrium-Bisulfit behandelten CpG-Dinukleotide des exter-
nen transkribierten Spacers 5-ETS in den Zelllinien HDLM2, KMH2, L428 und L1236.
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Es wurden jeweils mindestens zehn Klone sequenziert und nach folgendem Schema kodiert:
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Methylierte CpG-Dinukleotide sind in schwarz, unmethylierte CpGs in weil3, nicht analysierbare CpG-

inseln in grau und Mutationen in rot markiert.
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3.2.2. Natrium-Bisulfit-Sequenzierung des rRNA-Gens 18S

Die Natrium-Bisulfit Sequenzierung des rRNA-Gens 18S zeigte eine nahezu voll-
stéandige Methylierung in allen vier Zelllinien. Insgesamt wurden 56 CpG-Dinukleotide
analysiert. Es wurden zehn Klone der Zelllinie HDLM2, jeweils zwdlf Klone der
Zelllinien KMH2 und L1236 sowie 17 Klone der Zelllinie L428 sequenziert (siehe
Abbildung 22).

Sieben Klone der Zelllinie HDLM2 waren vollstdndig, drei weitere bis zu 89 %
methyliert. In der Zelllinie KMH2 waren ebenfalls sieben Klone vollstandig methyliert.
Die restlichen funf Klone zeigten einen Methylierungsgrad zwischen 70 und 89 %.
Drei der 17 Klone der Zelllinie L428 waren unmethyliert, die Ubrigen 14 waren
vollstandig methyliert. In der Zelllinie L1236 fanden sich elf methylierte Klone und ein

weiterer fast komplett methylierter Klon (89 %).

Abb. 22: Analyse der Natrium-Bisulfit behandelten CpG-Dinukleotide des rRNA-Gens 18S in den Zell-
linien HDLM2, KMH2, L428 und L1236.
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Jeweils mindestens zehn Klone wurden sequenziert. Methylierte CpG-Dinukleotide sind in schwarz,
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unmethylierte CpGs in weil3, nicht analysierbare CpG-inseln in grau und Mutationen in rot markiert.
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3.2.3. Natrium-Bisulfit-Sequenzierung des rRNA-Gens 28S

In dem rRNA-Gen 28S wurden 31 CpG-Dinukleotide untersucht. Es wurden elf Klone
der Zelllinie HDLM2 und jeweils zehn Klone der Zelllinien KMH2, L428 und L1236
sequenziert (siehe Abbildung 23).

Sieben der elf HDLM2-Klone waren methyliert. Der Methylierungsgrad der Ubrigen
vier Klone lag zwischen 48 und 87 %. Vier Klone der Zelllinie KMH2 waren
vollstandig methyliert, alle weiteren lagen im Bereich zwischen 45 und 87 %. In der
Zelllinie L428 fanden sich zwei unmethylierte, vier methylierte und vier nahezu
vollstandig methylierte (87 %) Klone. Die Zelllinie L1236 war bis auf einen

methylierten Klon komplett unmethyliert.

Abb. 23: Darstellung der analysierten CpG-Dinukleotide der mit Natrium-Bisulfit behandelten Klone des
rRNA-Gens 28S in den Zelllinien HDLM2, KMH2, L428 und L1236.
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Auch hier wurden mindestens jeweils zehn Klone sequenziert. Methylierte CpG-Dinukleotide sind in
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schwarz, unmethylierte CpGs in weil3, nicht analysierbare CpG-inseln in grau und Mutationen in rot
markiert.

In den zwei analysierten rRNA-Genen 18S und 28S sowie in dem externen transkri-
bierten Spacer 5-ETS zeigte sich ein heterogenes Methylierungsmuster. Der externe

transkribierte Spacer zeigte eine maRige Methylierung bis hin zu einer starken
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Hypomethylierung in der cHL-Zelllinie L1236, wahrend das rRNA-Gen 18S in allen
Zelllinien nahezu vollstandig methyliert war. Das rRNA-Gen 28S war ebenfalls stark
methyliert, Ausnahme bildete wiederum die Zelllinie L1236. In den untersuchten
Zelllinien zeigte sich vor allem eine starke Korrelation zwischen 5-ETS und 28S.

Im Gegensatz zu den hier dargestellten analysierten Sequenzen zeigten Kontrollen
einer normalen Population einen Methylierungsgrad der rRNA-Gene 18S und 28S
zwischen 20 und 50 % (siehe Abbildung 24; unpublizierte Daten von Javierre und

Ballestar, CNIO, Madrid, Spanien).
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4. Diskussion

Chromosomale Instabilitét, Karyotypen in hyperploiden Rangen sowie multiple struk-
turelle und numerische Aberrationen sind zytogenetische Charakteristika der HRS-
Zellen in cHL (Weber-Matthiesen et al., 1995; Falzetti et al., 1999; Martin-Subero et
al., 2002; Thangavelu und Le Beau, 1989; Drexler, 1992; Deerberg-Wittram et al.,
1996; Atkin, 1998; Falzetti et al., 1999). Histologisch sichtbare Veranderungen des
rRNA-Syntheseortes - des Nukleolus, Co-Lokalisationen zwischen rRNA-Genen und
JAK2 / PDCD1LG2 sowie Anderungen des Methylierungsgrades innerhalb der rRNA-
Gene lassen auf Veradnderungen im Bereich der ribosomalen RNA-Repeats
schlieen (MacLeod et al., 2000; Martin-Subero et al., 2003). Basierend auf diesen
Daten wurden die rRNA-Loci in der vorliegenden Studie analysiert, um einen Einblick

in numerische, strukturelle und epigenetische Aberrationen zu erlangen.

4.1. Methodische Aspekte

In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene zyto- sowie molekulargenetische
Untersuchungsmethoden angewendet:

Um die zytogenetischen Veranderungen der HRS-Zelllen zu analysieren, wurde die
Fluoreszenz In Situ Hybridisierung (FISH) genutzt. Durch das Prinzip der spezifi-
schen Basenpaarung kénnen hierbei bestimmte Gensequenzen mit komplementaren
fluoreszierenden DNA-Sonden sichtbar gemacht werden. Mittels Interphase-FISH
konnen z. B. Translokationen oder Amplifikationen an bestimmten Loci in Inter-
phasen identifiziert werden. Vorteil dieser Methode ist es, dass keine Metaphasen
benttigt werden und sie, im Vergleich zu klassischer Zytogenetik, eine hohe Auf-
[6sung und Sensitivitat besitzt. Nachteil ist der begrenzte Umfang der Untersuchung:
Es konnen lediglich gezielt bekannte Chromosomenregionen mittels DNA-Sonde
hybridisiert und untersucht werden, unbekannte Aberrationen hingegen kénnen nicht
detektiert werden. In dieser Arbeit konnte mittels FISH in allen untersuchten Fallen,
d.h. vier cHL-Zelllinien und funf primaren cHL-Fé&llen, eine Vermehrung der rRNA
nachgewiesen werden. Des Weiteren konnten durch diese Methode Co-Lokalisa-
tionen zwischen rRNA-Genen und dem JAK2 / PDCD1LG2-Genort in 9p24 in den
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hier untersuchten Zelllinien und priméaren cHL nahezu ausgeschlossen werden.
Diese konnten zuvor in der cHL-Zelllinie HDLM2 nachgewiesen werden.

Zur Untersuchung und genaueren Darstellung der inneren Struktur der rRNA-Repeat-
Abfolge wurden Fiber-FISH-Analysen durchgefiihrt. Die DNA-Fiber werden mit Hilfe
eines Deckglases und einem Gemisch aus absolutem Ethanol, Aqua dest. und NaOH
erzeugt und kénnen anschlie3end mit einer FISH-Sonde hybridisiert werden. Caburet
et al. (2005) z. B. konnten mittels dieser Methode detaillierte Untersuchungen der
rRNA-Repeats in Werner-Syndrom-Zelllinien durchfuhren. In der vorliegenden Arbeit
wurden diverse Fiber-FISH-Praparate erstellt. Allerdings erbrachten sie nicht die
gewiinschten Ergebnisse. Urséchlich kénnten dafur z. B. zu hohe DNA-Konzentra-
tionen sein, die zu einem Uberlappen der Fiber fiihren. Dafiir spricht, dass die rRNA-
Repeats in HRS-Zellen gegenlber normalen Zellen vermehrt sind. In den Werner-
Syndrom-Zelllinien hingegen fanden sich zwar strukturelle Aberrationen der rRNA-
Repeats, jedoch zeigten sich, im Gegensatz zu den HRS-Zellen im cHL, keine
numerischen Veranderungen. Ein weiterer Grund dafir, dass die Fiber-FISH-
Analysen nicht auswertbar waren, kénnte in der Durchfiihrung liegen: durch zu viel
bzw. zu wenig Druck oder zu schnelles bzw. zu langsames Ziehen mit dem Deckglas
kénnen ungeeignete DNA-Fiber entstehen. Durch variieren der Methode wurde
versucht diesen Fehler zu umgehen. Es ist allerdings nicht auszuschlieRen, dass die
fragilen, vermehrten rRNA-Repeats hierbei ,beschadigt* wurden.

Darlber hinaus wurden 158 Natrium-Bisulfit-Sequenzierungen zur Analyse des
Methylierungsgrades der rRNA-Gene durchgefuhrt. Hierbei wird die DNA der zu
untersuchenden Zelle mit Natrium-Bisulfit behandelt, wodurch unmethylierte Cytosin
Reste zu Uracil konvertiert werden, wahrend methylierte Cytosin-Basen unverandert
bleiben. Anschliel3end erfolgt eine PCR mit den gewlnschten Primern sowie eine
Klonierung dieser PCR-Produkte. Klone mit der richtigen Insertion des DNA-
Fragments wurden selektiert und es erfolgte eine Kolonie-PCR, deren Produkt nach
einigen Aufreinigungsschritten sequenziert wird. Kritischster Schritt bei dieser
Methode ist die Konvertierung von unmethylierten Cytosin-Basen, da hierbei ggf. die
Konvertierungen nur partiell erfolgen und damit falsche Ergebnisse erzielt werden

kénnen. Bei den in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Experimenten trat das
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bereits in anderen Studien beschriebene Phéanomen auf, dass durch die Natrium-
Bisulfitbehandlung lange Bereiche mit aufeinander folgenden Thymin- respektive
Adeninnukleotiden entstehen (Li und Dahiya, 2002). Hierdurch wird oft ein
Strangabbruch induziert, da die DNA-Polymerase nicht oder nur sehr schwierig tber
eine so lange Strecke von Nukleotid-Wiederholungen synthetisieren kann.
Gegebenenfalls konnte dann nur eine Primersequenz — sense oder antisense —
ausgewertet werden. Mittels dieser Methode konnte der Methylierungsgrad der drei
untersuchten rRNA-Gensegmente 18S, 28S sowie 5-ETS in den vier cHL-Zelllinien
HDLM2, KMH2, L428 und L1236 ermittelt werden. Es wurden fir jedes der rRNA-
Gensegmente mindestens zehn Klone sequenziert, so dass man im Vergleich zu
Kontrollgruppen eine eindeutige Hypermethylierung, mit Ausnahme der Zelllinie
L1236, feststellen konnte.

4.2. Biologie des Hodgkin-Lymphoms

4.2.1. Veranderungen der rRNA-Gene in Hodgkin-Lymphomen

Der Nukleolus ist das Resultat aus einer Zusammenlagerung der kurzen Arme der
akrozentrischen Chromosomen, welche die in nucleolus organizer regions (NORS)
angeordneten rRNA-Gene tragen. In HRS-Zellen zeigte sich histologisch eine Ver-
gréBerung sowie eine Vermehrung der Nukleoli. Diese Beobachtung lasst auf
Zugewinne innerhalb der rRNA-Gene schlie3en, die hier mittels der FISH-Sonde
Probe A / Probe B in vier HL-Zelllinien (HDLM2, KMH2, L428, L1236) sowie in funf
primaren HL nachgewiesen werden konnten. Die beiden Sonden Uberspannen dabei
die gesamte Lange der rRNA-kodierenden Regionen (siehe auch 3.1.1.). Gegenuber
gesunden Zellen fanden sich innerhalb der HRS-Zellen zum Teil multiple - in der
Regel zwischen einem und sechs - Nukleoli mit deutlicher Vergréf3erung der Signale
der FISH-Sonde, wobei die Fluoreszenz-Signale fur Probe A und Probe B immer co-
lokalisiert waren.
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Zugewinne der rRNA-Repeats kdénnen z. B. durch fehlerhafte Aneinanderlagerung
der homologen Chromatiden wahrend der Zellteilung entstehen. Legen sich die repe-
titiven rRNA-Sequenzen beim Crossing-over versetzt aneinander, so kann daraus ein
Ungleichgewicht der Verteilungen der Repeats zwischen den jeweiligen homologen
Chromosomen resultieren. Zusatzlich kbnnen Aberrationen des Zentrosoms, die ver-
mutlich mit chromosomaler Instabilitéat einhergehen (Pihan et al., 1998; Nigg, 2002;
Kramer et al., 2002), eine Fehlverteilung der Chromosomen begunstigen. Durch die
essentielle Rolle des Zentrosoms bei der Organisation der Mitose sowie der Bildung
des Zytoskeletts und Spindelapparates kénnten Verdnderungen in diesem Bereich
zu mono- oder multipolaren Spindelapparaten fiihren, die wiederum in einer verén-
derten Chromosomenverteilung resultieren. In HRS-Zellen beobachteten Martin-
Subero et al. (2003), dass die Tumorzellen mit nur einem Zentrosom mononuklear,
die mit multiplen Zentrosomen multinuklear waren. Der Vergleich des medianen
Zentrosomen-Areals zwischen den HRS-Zellen und den Bystander-Zellen des um-
gebenen Infiltrats zeigte ein ca. dreimal grol3eres Zentrosomen-Areal seitens der
Tumorzellen. Allerdings war, in Korrelation mit der GréRe des Nukleus, die Gréle
des Zentrosomen-Areals nicht signifikant erhéht.

Nuclear Organizer Regions (NORSs) sind meist in einer Telomer-zu-Zentromer Orien-
tierung, in der transkribierte Regionen und nicht transkribierte Abschnitte alternierend
auftreten, angeordnet (Henderson et al., 1972; Worton et al., 1988). Teilweise liegt
diese regelmafige Anordnung nicht vor und es bilden sich Palindromstrukturen aus,
die zu funktionsunttchtigen Pseudogenen fiuhren kdnnen. Um die genaue Abfolge
der rRNA-Repeats in cHL zu untersuchen, wurden Fiber-FISH-Préaparate der vier
cHL-Zelllinien angefertigt und mit der FISH-Sonde Probe A/ Probe B hybridisiert.
Mittels Fiber-FISH konnten jedoch keine auswertbaren Ergebnisse erzielt werden

(siehe oben).

4.2.2. Aberrationen des JAK2 / PDCD1LG2-Genlocus
In HRS-Zellen finden sich Chromosomen, die ihren Ursprung aus bis zu sechs unter-
schiedlichen Chromosomen nehmen, wobei in ca. der Halfte dieser Chromosomen

segmentale chromosomale Aberrationen (SCAs) auftreten (Joos et al., 2003).
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MacLeod und Mitarbeiter (2000) suggerierten, dass u. a. chromosomale Rearrange-
ments der rRNA-Loci zur Ausbildung von SCAs fiihren kénnen. In FISH-Analysen
von zwei cHL-Fallen fanden sich SCAs zwischen rRNA-Genen und dem JAK2-Locus
in 9p24, die in Genamplifikationen und Chromosomenveranderungen resultieren
(MacLeod et al., 2000; Martin-Subero et al., 2003). Um diese Veranderungen auch in
weiteren cHL zu untersuchen, wurden hier die HL-Zelllinien KMH2, L428 und L1236
sowie sechs primare cHL mit den FISH-Sonden Probe A/RP11-635N21 und
Probe A/ RP11-574F11 analysiert. Die Zelllinie HDLM2 wurde als Positiv-Kontrolle
verwendet. Dementsprechend fanden sich, wie schon von Martin-Subero et al.
(2003) beschrieben, Uberwiegend Co-Lokalisationen zwischen rRNA-Genen und
JAK2 / PDCDI1LG2. In den Ubrigen cHL-Zelllinien KMH2, L428 und L1236 sowie in
den priméaren cHL hingegen waren, mit Ausnahme nur weniger Zellen, keine Co-

Lokalisationen vorhanden.

In der vorliegenden Studie wurde der Schwerpunkt der Analyse auf SCAs, die sowohl
rRNA-Sequenzen als auch JAK2 / PDCD1LG2 betrafen, gelegt. Da sich, auRRer in der
Zelllinie HDLM2, nur limitiert Co-Lokalisationen zwischen diesen DNA-Sequenzen
fanden, ist zu vermuten, dass SCAs die rRNA-Repeats und JAK2/PDCD1LG2
betreffen, keinen relevanten Anteil an den Veranderungen der rRNA-Gene in HRS-
Zellen haben. Allerdings kdnnen auch SCAs weitere Genloci betreffen. So zeigten
sich mittels Interphase-FISH in den cHL-Zelllinien HDLM2, KMH2, L428 und L1236
als beteiligte Sequenzen und mutmalfliche Onkogene z. B. FGFR3/MMSET, MYC
und CyclinD2 (Joos et al. 2003) sowie REL/BCL11A (Martin-Subero et al., 2003).
Zusatzlich besteht auch die Moglichkeit, dass weitere repetitive DNA-Sequenzen wie
z. B. Histongene, tRNA-Gene sowie Satelliten-DNA zur Ausbildung von SCAs fiihren
kdnnen.

Virale Infektionen, die anschlie3end zur Integration von viralem genetischen Material
in zellulare Chromosomen fiihren, kdnnen strukturelle und numerische chromosoma-
le Instabilitat hervorrufen, wie z. B. segmentale chromosomale Aberrationen. Dabei
kénnen entweder zuféllige oder spezifische Chromosomenaberrationen entstehen

(Lavia et al., 2003; Fortunato und Spector, 2003). Zusatzlich kénnen auch Genloci
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von Tumorsuppressorgenen sowie von Protoonkogenen von Aberrationen betroffen
sein. In diversen Studien konnten diese Mechanismen fur verschiedene Viren, z. B.
Herpes-simplex Virus, Zytomegalievirus, humanes Papillomavirus, Adenovirus sowie
Ebstein-Barr Virus nachgewiesen werden (Steffensen et al., 1976; Luleci et al., 1980;
Peat et al.,, 1986; AbuBakar et al., 1988; Scinicariello et al., 1994; Gaidano et al.,
1997; Moore und Chang, 2003; Pan et al., 2004; Kamranvar et al., 2007).

4.2.3. Veranderungen der DNA-Methylierung der rRNA-Gene

Epigenetische Veranderungen der DNA sind in diversen Tumorerkrankungen be-
kannt (Santoro et al., 2005; Ehrlich, 2002). Als Entstehungsmechanismus werden
chromosomale Instabilitat als Folge von DNA-Hypomethylierungen diskutiert (Ehrlich,
2002; Eden et al., 2003). Zusatzlich kann eine gesteigerte Transkription aus ver-
ringerter CpG-Methylierung resultieren. So zeigte sich z. B. in hepatozellularen Karzi-
nomzellen eine inverse Korrelation zwischen vermehrter Transkription der rRNA-
Gene und dem Gehalt an methylierten CpG-Dinukleotiden in der rRNA-Promotor-
region (Ghoshal et al., 2004). Um Veranderungen der DNA-Methylierung der rRNA-
Gene in cHL zu untersuchen, wurden in dieser Studie Natrium-Bisulfit-Sequenzier-
ungen von jeweils zehn Klonen der vier cHL-Zelllinien HDLM2, KMH2, L428 und
L1236 an den Genorten flir den externen transkribierten Spacer 5-ETS sowie den
rRNA-Genen 18S und 28S durchgefihrt. Der externe transkribierte Spacer 5-ETS
zeigte den geringsten Grad an Methylierungen der CpG-Dinukleotide auf, wobei die
Zelllinie L1236 am starksten demethyliert war. Das rRNA-Gen 18S wies in allen
Zelllinien ein fast vollstandiges Methylierungsmuster auf. Innerhalb des rRNA-Gens
28S fand sich ebenso eine starke Hypermethylierung, mit Ausnahme der Zelllinie
L1236.

Im Gegensatz zu den, in den Abbildungen 21 bis 23, dargestellten analysierten
Sequenzen zeigten Kontrollen einer normalen Population einen Methylierungsgrad
der rRNA-Gene 18S und 28S zwischen 20 und 50 % (siehe Abbildung 24,

unpublizierte Daten von Javierre und Ballestar, CNIO, Madrid, Spanien).
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Abb. 24: Darstellung der Kontrollgruppe 1 und 2 in den rRNA-Genen 18S und 28S.
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Freundlicherweise bereitgestellt von Javierre und Ballestar (CNIO, Madrid, Spanien, unpublizierte Daten).
In beiden Genen zeigt sich ein heterogenes Methylierungsmuster mit einem geringen Methylierungsgrad
von ca. 20 — 50 %.

Espada et al. (2007) zeigten, dass gegenuber Wildtypzellen, die zu ca. 33,3 %
methyliert waren, DNA-Methyltransferase 1-(Dnmtl)-Knockout-Zellen eine signifikan-
te Hypomethylierung der rRNA-Repeats aufwiesen. Das Enzym Dnmtl ist primar
verantwortlich fur die Aufrechterhaltung des DNA-Methylierungsmusters in soma-
tischen Zellen (Jaenisch und Bird, 2003; Espada et al., 2004). Ein Mangel an Dnmtl
fuhrte zu einer strukturelle Desorganisation des Nukleolus in humanen Karzinom-
zellen. Dabei waren, gegeniber Wildtyp-Zellen die rRNA-Gen-Cluster Uber den
ganzen Nucleus zerstreut. Diese Veranderungen waren dariber hinaus mit einem
spezifischen Verlust von CpG-Methylierungen der rRNA-Gene assoziiert (Espada et
al., 2007) und kénnen Uber diesen Mechanismus zu chromosomaler Instabilitat wie
z. B. DNA-Briichen, segmentalen chromosomalen Aberrationen sowie Genamplifika-
tionen fuhren.

Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen, den zwischen 20 und 50 % methylierten
Kontrollen (siehe Abbildung 24) und unseren Erwartungen fanden sich in den hier
untersuchten cHL-Zelllinien, mit Ausnahme der Zelllinie L1236, vorwiegend
Hypermethylierungen der rRNA-Gene. Darlber hinaus besteht aber die Mdglichkeit,
dass weitere epigenetische Mechanismen, wie z. B. Histon-Modifikationen, Grund fir

die vorherrschende chromosomale Instabilitat sind.
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4.3. Fazit

Insgesamt wurden in der vorliegenden Arbeit:

- eine deutliche VergréRerung der Fluoreszenz-Signale der Nukleoli der HRS-
Zellen im Gegensatz zu den Nukleoli der umgebenen Bystander-Zellen

gefunden.

- In den primaren cHL vor allem grof3e Nukleoli nachgewiesen, wéahrend die
Verteilung in den HRS-Zellen der Zelllinien relativ homogen war. Pro Zelle

lagen meist ein oder zwei Signale vor.

- Eine inverse Korrelation zwischen Grof3e und Anzahl der Nukleoli aufgezeigt:
Je mehr Nukleoli in einer Zelle vorhanden waren, desto kleiner waren die

Fluoreszenz-Signale.

- Gezeigt, dass Probe A und Probe B immer co-lokalisiert waren, so dass keine

Bruchereignisse in den rRNA-Loci nachweisbar waren.

- Segmentale chromosomale Aberrationen und damit Co-Lokalisationen
zwischen rRNA und dem Genloci fur JAK2/PDCD1LG2 in 9p24, mit
Ausnahme der als Positiv-Kontrolle dienenden Zelllinie HDLM2, nur limitierte

nachgewiesen. Es waren also keine Translokationen detektierbar.

- In den zwei analysierten rRNA-Genen 18S und 28S sowie dem externen
transkribierten Spacer 5-ETS ein sehr heterogenes Methylierungsmuster
gefunden. Zwischen 5-ETS und 28S bestand dartber hinaus eine Korrelation
des Methylierungsgrades. Die Zelllinie L1236 wies hierbei deutliche Hyper-
methylierungen der DNA auf. Im Vergleich zu Kontrollen, die zwischen 20 und
50 % methyliert waren, bestand in den rRNA-Genen der Zelllinien eine

starkere Methylierung - zwischen 45 und 100 %.
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4.4. Ausblick

Die Ergebnisse dieser Arbeit lassen auf eine Vermehrung der rRNA sowie
Hypermethylierungen der rRNA-Gene in den untersuchten Fallen schlieen.

Diese Ergebnisse sollten in weiteren Patientenkollektiven und Zelllinien verifiziert
werden, um mehr Uber die Bedeutung der Vermehrung der rRNA in HRS-Zellen
herauszufinden.

In Zukunft kdnnten weitere Analysen der rRNA im Bezug auf die pathogenetische
Rolle innerhalb des Hodgkin-Lymphoms durchgefuhrt werden. Mégliche Ansatz-
punkte waren dabei die Bestimmung der Aktivitat der rRNA sowie die Interaktion der
stark vermehrten rRNA innerhalb des Zellkomplexes.

Des Weiteren konnten Analysen der Dnmtl und Histon-Modifikationen zu einem
besseren Verstandnis fuhren und gegebenenfalls Aufschluss Uber weitere epigene-
tische Veranderungen in cHL und die damit verbundenen Auswirkungen auf chromo-
somale Instabilitat im klassischen Hodgkin-Lymphom geben.

Es bleibt zu hoffen, dass die hier identifizierten Veranderungen der rRNA-Gene neue

Ansatze fur die Diagnostik und Therapie des Hodgkin-Lymphoms liefern.
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5. Zusammenfassung

Zytogenetisches Charakteristikum der Hodgkin Reed-Sternberg-Zellen beim
klassischen Hodgkin-Lymphom ist die chromosomale Instabilitat, die eine Vielzahl an
Chromosomenveranderungen verursacht. Als mdgliche Ursache dieser chromoso-
malen Instabilitdét kommen Aberrationen der rRNA-Repeats in Betracht.

Die Ziele dieser Arbeit waren: die Quantifizierung der rRNA, die Detektion von
moglichen  Co-Lokalisationen  zwischen den  rRNA-Genen und dem
JAK2 / PDCD1LG2-Genort, die Bestimmung des Methylierungsgrades der rRNA-
Gene 18S, 28S und des externen transkribierten Spacers 5-ETS sowie deren
Auswirkungen auf die chromosomale Instabilitat bei cHL.

In der vorliegenden Arbeit wurden FISH-Analysen mit Sonden fur die rRNA-Gene
durchgefuhrt. Zur Detektion von in Voruntersuchungen beschriebenen segmentalen
chromosomalen Aberrationen (SCAs) wurden die FISH-Sonden fiur die rRNA-Gene
mit solchen fur den JAK2 / PDCD1LG2-Genort in 9p24 hybridisiert. Die FISH-Analy-
sen erfolgten jeweils an vier cHL-Zelllinien und fanf primaren cHL-Fallen. Zusatzlich
zu den Interphase-FISH-Analysen erfolgten Fiber-FISH-Analysen an den Zelllinien.
Anschlieend wurde der Methylierungsgrad der rRNA-Gensegmente 5-ETS, 18S und
28S in vier cHL-Zelllinien mittels Natrium-Bisulfit-Sequenzierungen bestimmt.

In den FISH-Analysen der rRNA zeigte sich eine deutliche Vergrof3erung und eine
signifikante Vermehrung der Fluoreszenz-Signale fiir die rRNA-Gene in den HRS-
Zellen im Vergleich zu den umgebenden Bystander-Zellen. Dariiber hinaus fand sich
in den HRS-Zellen, durch FISH-Analysen fiir die rRNA-Gene detektiert, eine inverse
Korrelation zwischen Grof3e und Anzahl der Nukleoli. Je mehr Nukleoli in einer Zelle
vorhanden waren, desto kleiner waren diese. Bruchereignisse in den rRNA-Loci
konnten mittels FISH nicht nachgewiesen werden.

Mit Ausnahme der als Positiv-Kontrolle dienenden Zelllinie HDLM2 fanden sich keine
Co-Lokalisationen der rRNA-Gene mit dem Genort JAK2 / PDCD1LG2.

Die Natrium-Bisulfit-Sequenzierungen ergaben in allen drei untersuchten Genseg-
menten ein sehr heterogenes Methylierungsmuster, wobei die Zelllinie L1236
deutliche Hypomethylierungen der DNA aufwies. Im Vergleich zu Kontrollen, die

zwischen 20 und 50 % methyliert waren, bestand in den rRNA-Genen der anderen
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Zusammenfassung

Zelllinien eine starkere Methylierung - zwischen 45 und 100 %. Weiterhin bestand
eine Korrelation des Methylierungsgrades in 5-ETS und 28S.

Zusammenfassend konnte die vorliegende Arbeit mittels Interphase-FISH eine Ver-
mehrung der rRNA-Genorte in den HRS-Zellen in cHL aufzeigen. SCAs konnten
nicht zwischen rRNA und JAK2 / PDCD1LG2 nachgewiesen werden. Es fanden sich
unterschiedliche Methylierungsmuster der rRNA-Gene, durch die die chromosomale

Instabilitat nicht zu erklaren ist.
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Anhang

7. Anhang

7.1. Chromosomale Aberrationen der analysierten Zelllinien (Joos et al., 2003)

Tab. 8: Karyotypen der analysierten Zelllinien HDLM2, KMH2, L428 und L1236.

HDLM-H2 (6 Mitosen, 350 Banden)

-dic(1;?)(p34;?)[5]
-dic(1?)(p34;?)trp(1)(p21.1p21.3)[2]
-der(1)ins(1;?)(p13;?)add(1)(g21)[4]
-add(1)(g24)[6]
-der(2)t(2;?13)(p14;914~21)
1(2;12)(914;921)t(12;19)(q24913)[6]
-add(3)(q13)[4]
-der(3)t(3;9)(q26,021)(3]
-der(3)t(3;5)(q26,023)[1]

-add(4)(q28)[4]
-der(7)t(3;7)(q24;p14)[6]
-der(8)t(2;8)(p12~13;g924)[4]
-der(9)hsr(9)(p13)[5]
-der(12)t(2;?;12)(p12;?;924)[6]
-der(13)t(11;?;13)(g13;?;p11)[6]
-add(14)(g32)[3]

5~6mar

KMH2 (4 Mitosen, ca. 250 Banden)

-der(1)add(1)(p36)add(1)(q12) [3]
-der(1)add(1)(p13)del(1)(g2?3932) [3]
-der(1)t(1;?;7)(p11;?;q11)del(7)(g32q34) [4]
-der(1;?)(p10;?) [4]

-del(1)(g22) [4]

-der(2)(?::3926->3913::?->?::2p13~14->2q33::?) [3]
-der(2)t(2;15)(p1?3;9271) [4]
-ider(2)(q10)add(2)(g33) [4]

-add(2)(q24) [4]
-der(3)del(3)(q12922)t(3;8)(926;023) [3]
-der(4)del(4)(p15p16)t(2;4)(p11;913)dup(2)(p?) [4]
-der(4)t(4;12)(g26;q921) [2]
-der(5)t(3;5)(p13~14;q34) [4]

-ins(7;?)(q31;?) [2]

-?der(10)t(1;10)(p11;p11) [2]
-der(10)t(10;16)(p13;p11) [1]
-der(10)add(10)(p1?3)del(10)(g24925) [1]

-add(11)(q12) [2]
-der(11)del(11)(g11~12)t(11;12)(q14;921) [4]

-?der(12)del(12)(p12)add(12)(q14) [2]
-der(13)t(13;21)(q21;q921) [4]
-der(15)t(15;18)(q24;q921) [4]

-der(16)del(16)(p12p13)add(16)(g21) [3]
-add(16)(g12) [4]

-del(17)(p12) [4]
~add(17)(q12) [3]

-der(18)t(5;18)(q11~12;922) [2]
-der(19)t(5;19)(q11~12;p13) [2]
-add(20)(q13) [2]
-add(22)(q21~22) [3]
-ider(X)(q10)add(X)(q21~22) [3]

+5mar
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Anhang

L 428 (8 Mitosen, 450 Banden)

-dup(1)(p21p31) [8]
-add(1)(q11) [2]
-trc(1;?;16)(p11;?;924) [8]

-i(2)(q10) [8]
-der(2)t(2;8)(p22;921) [8]

-der(3)t(3;15)(p25;q11) [8]

-del(4)(q22928) [7]
-add(4)(q12) [7]

-add(5)(p15) [5]
-add(5)(q12) [1]

-add(6)(q24) [4]

-del(7)(p15) [4]
-dup(7)(a214932) [8]

-add(8)(p23) [2]
-kein Chromosom 9 [8]
-del(11)(q14) [4]

-der(12)del(12)(p13)t(7;12)(922;q13) [8]
-der(12)t(1;12)(p31;914) [2]

-der(13)t(12;13)(g24;921) [8]

-der(14 )t(14;17)(932;924) [5]
-der(14)t(9;14)(922;932) [8]

-add(17)(p11) [4]
-der(17;21)(g10;q10) [5]

-add(18)(g21) [5]
-der(19)t(11;19)(g22;p13) [3]

+mar

L1236 (6 Mitosen, 350 Banden)

-der(1)t(1;14)(p33~34;921) [6]
-der(1)t(1;8)(p21:923) [5]

-der(2)dup(2)(p15p23)t(2;2)(p23;q32) [6]

-i(3)(p10) [5]

-i(3)(q10) [5]

-del(4)(922) [3]

-add(5)(p15) [1]
-der(6)t(6;?22)(q14;q11) [6]
-der(6)t(1;6)(p23;021)dup(1)(q?) [6]

-der(7)t(7;7)(p21;q11) [6]
-der(7)t(7;17)(p21~22;922) [6]
-del(7)(q11) [1]

-del(8)(p11) [6]
-add(8)(q24) [4]

-add(9)(p11) [1]
-der(9)t(2;9)(?;q34) [4]

-add(11)(q13) [1]
-der(14)t(1;14)(p32;921) [6]
-der(16)t(7;16)(q11;924)add(7)(g21) [2]
-del(17)(p11) [2]

-2 X imar [6]

+mar

p = kurzer Chromosomenarm; q = langer Chromosomenarm; dic = Dicentrisch; trp = Triplication;
der = derivatives Chromosom; ins = Insertion; add = Addition; t = Translokation; hsr = homogeneously
stainin region; mar = Markerchromosom; del = Deletion; ider = Isoderviatives Chromosom;

dup = Duplikation; trc = Tricentrisch; i = Isochromosom; imar = Isomarkerchromosom.
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Anhang

7.2. Auswertung der FISH-Sonden Probe A und Probe B

Tab. 9: Detailierte Auflistung der FISH-Ergebnisse in den Zelllinien.

Anzahl der Grol3e der Signale Anzahl der Zellen pro Signalkonstellation
co- und Zelllinie

lokalisierten | Klein Mittel Grof3 HDLM2 | KMH2 L428 L1236
Signale

1 0 0 1 13 3 8 12
2 0 0 2 5 6 3 5
2 0 2 0 5 7 4
2 0 1 1 9 9 5 6
2 1 0 1 8 4 6 6
3 0 0 3 1 5 2
3 0 3 0 6 7 3 1
3 3 0 0 4 2
3 0 2 1 3 7 7 3
3 2 0 1 7 6 7 7
3 2 1 0 5

3 0 1 2 3 2
3 1 1 1 1 4 4

3 1 0 2 3 4
3 1 2 0 3 7

4 0 4 0 1 3 2
4 4 0 0 4 1 1
4 0 3 1 2 2 2 3
4 3 0 1 1 4 3 8
4 2 0 2 1 4 4
4 2 2 0 3 6 1 2
4 2 1 1 3 3 1
4 1 1 2 1 4

5 4 0 1 2 3
5 2 2 1 1 4 1
5 Unterschiedliche Signalgrof3en 7 5 21 11
6 Unterschiedliche Signalgrof3en 1 1 3 9
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Anhang

Tab. 10: Detailierte Auflistung der FISH-Ergebnisse.

Anzahl der | GroR3e der Signale Anzahl der Zellen pro Signalkonstellation und Anzahl der
co-lo- Patient Zellen pro
kalisierten Primére cHL 1-6 Signal
Signale Klein |[Mittel |[GroR [cHL1 |[cHL2 |cHL3 |cHL4 |cHL6 [insgesamt
1 0 0 1 19 10 19 8 14 70

2 0 0 2 2 2 1 6 11

2 0 2 0 2 1 4 7

2 1 0 1 2 4 6

2 1 1 0 2 1 1 4

2 0 1 1 2 2

3 2 0 1 3 1 4

3 0 3 0 1 1 2
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