
Aus dem Institut für Humangenetik 

(Direktor: Prof. Dr. med. R. Siebert) 

im Universitätsklinikum Schleswig-Holstein, Campus Kiel 

an der Christian–Albrechts–Universität zu Kiel 

 

 

 

 

MOLEKULARZYTOGENETISCHE ANALYSE CHROMOSOMALER ABERRATIONEN 

ALS MÖGLICHE URSACHE DER JAK/STAT-AKTIVIERUNG UND VON 

ZENTROSOMENABERRATIONEN IM KLASSISCHEN HODGKIN-LYMPHOM 

 

 

 

 

 

Inauguraldissertation  

zur  

Erlangung der Doktorwürde 

der Medizinischen Fakultät 

der Christian-Albrechts-Universität zu Kiel  

 

 

 

vorgelegt von 

JENNIFER OATES 

aus Flensburg 

 

 

 

 

 

Kiel 2012 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Referent: Prof. Dr. Reiner Siebert, Institut für Humangenetik 

 

Koreferent: Prof. Dr. Wolfram Klapper, Institut für Pathologie 

 

Tag der mündlichen Prüfung: 22. August 2013 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Für meine Eltern 



Inhaltsverzeichnis                                                                                                                      I 

     Seite 

I)HALTSVERZEICH)IS                    I-III 

 

ABKÜRZU)GSVERZEICH)IS                 IV-VI 

      

1 EI)LEITU)G          1 

1.1   Pathologie des Hodgkin-Lymphoms     1 

1.2   Ätiologie des Hodgkin-Lymphoms     2 

1.3   Molekulare Pathogenese des Hodgkin-Lymphoms   2 

1.4   Zytogenetische Veränderungen beim Hodgkin-Lymphom  3 

1.5   Die JAK/STAT-Signaltransduktionskaskade und die Aufgaben  

der einzelnen Mitglieder      4 

1.5.1   JAK/STAT in der Onkogenese     6 

1.5.2   JAKs und STATs als Kandidatenonkogene im klassischen  

Hodgkin-Lymphom       7 

1.5.3   Lage der JAK/STAT-Gene      8 

1.6   Zentrosomen und chromosomale Instabilität    8 

1.6.1   STK15 und PLK1 und ihre Rolle in der Onkogenese  10 

1.7   Fragestellung        11 

 

2 MATERIAL U)D METHODE)       13 

2.1   Material        13 

2.1.1   Probenmaterial       13 

2.1.1.1   Klassische Hodgkin-Lymphome     13 

2.1.1.2   Zelllinien        14 

2.1.1.3   Tissue Microarrays       15 

2.1.1.4   Kontrollen        15 

2.1.2   Chemikalien        15 

2.1.3   Geräte         16 

2.1.4   Lösungen und Puffer       16 

2.1.5   BAC- und PAC-Klone      18 

2.1.6   Verwendete kommerziell erhältliche Zentromersonden  18 

2.1.7   Kits         18 

2.2   Methoden        20 



Inhaltsverzeichnis                                                                                                                   II 

 

 

2.2.1   Kultivierung von Bakterienklonen     20 

2.2.2   DNA-Extraktion       20 

2.2.3   DNA-Markierung, Reinigung und Herstellung der Assays  20 

2.2.4   Protokoll für die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung an 

Carnoys-fixierten Zellen aus Lymphknotengewebe   22 

2.2.5 Protokoll für die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung an 

Paraffin-Präparaten       22 

2.2.6 Waschprotokoll       23 

2.3 Auswertung        24 

2.3.1 Auswahl der Sonden und mögliche Signalmuster   24 

2.3.2 Nachweisgrenzen für Bruchereignisse, Gewinne und Verluste 25 

 

3 ERGEB)ISSE          28 

3.1   Etablierung der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierungs-Assays 28 

3.2   Kontrollen und Nachweisgrenzen     31          

3.3   Ergebnisse der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierungs- 

Untersuchungen an klassischen Hodgkin-Lymphomen  33 

3.3.1 Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierungs-Analysen von klassischen 

Hodgkin-Lymphomen und Zelllinien für die Gene der 

JAK/STAT-Signaltransduktionskaskade    35 

3.3.2 Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierungs-Analysen an klassischen 

Hodgkin-Lymphomen und Zelllinien für die Zentrosomen- 

Gene PLK1 und STK15      39 

3.4 Varianz der Signale innerhalb eines Falles    41 

3.5 Weiterführende Untersuchungen zur Eingrenzung von  

Amplifikationen und Bruchereignissen    42 

3.5.1 12p Amplifikation in Fall Nr. 12     42 

3.5.2 12q Amplifikation in der Zelllinie L1236    44 

3.5.3   17q Bruchereignis in der Zelllinie HDLM-2    45 

3.6   Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierungs-Analysen des JAK2-Gens 

an Tissue Microarrays      46 

3.7   Zusammenfassung der Ergebnisse     47 

 

 



Inhaltsverzeichnis                                                                                                                   III 

 

 

4 DISKUSSIO)          48 

4.1   Technischer Ansatz       48 

4.1.1   Methoden        48 

4.1.2   Nachweisgrenzen       49 

4.1.3   Interpretation der Ergebnisse      51 

4.2   Chromosomale Instabilität im klassischen Hodgkin-Lymphom 

und die Rolle der Zentrosomengene PLK1 und STK15  51 

4.2.1 Bedeutung der Zentrosomengröße in Hodgkin-Reed- 

Sternberg-Zellen       52 

4.3   Bedeutung von Veränderungen der Gene der JAK/STAT- 

         Signaltransduktionskaskade in der Pathogenese des klassischen  

Hodgkin-Lymphoms            52       

4.3.1 Segmental Chromosomal Aberrations    54 

4.3.2 Alternative Mechanismen, die zur konstitutiven Aktivierung der 

JAK/STAT-Signaltransduktionskaskade führen könnten  55 

4.4 Fazit         56 

4.5 Ausblick        57 

4.5.1 Folgen der JAK2-Amplifikationen     57 

4.5.2 Ursache der chromosomalen Instabilität im klassischen  

Hodgkin-Lymphom       57 

4.5.3 Klinische Bedeutung der Ergebnisse     57 

 

5 ZUSAMME)FASSU)G         59 

 

6 LITERATURVERZEICH)IS        60 

 

7 A)HA)G                      76 

 

8 DA)KSAGU)G          82 

 

9 LEBE)SLAUF          83



Abkürzungsverzeichnis                                                                                                          IV 

Abl   Abelson murine leukemia viral oncogene homolog 

AML   Akute myeloische Leukämie 

APRF   Akute Phase Response Faktor 

Aqua dest.  Destilliertes Wasser 

BAC   Künstliches Bakterienchromosom 

BTAK   Breast tumour activated kinase 

CD   Cluster of differentiation 

CGH   Komparative genomische Hybridisierung 

cHL   Klassisches Hodgkin-Lymphom 

CIITA   MHC-Klasse-II-Transaktivator-Gen 

CIN   Chromosomale Instabilität 

CML   Chronisch myeloische Leukämie 

Cot1-DNA  DNA-Fraktion mit einem hohen Anteil hochrepetitiver Sequenzen 

DABCO  Diazabicyclooctane 

DAPI   Diamidinophenylindol 

dATP   Desoxyadenosintriphosphat 

dCTP   Desoxycytidintriphosphat 

DEAC   Diethylaminocoumarin 

dGTP   Desoxyguanosintriphosphat 

DNA   Desoxyribonukleinsäure 

dNTP   Desoxynukleosidtriphosphat 

dTTP   Desoxythymidintriphosphat 

dUTP   Desoxyuridintriphosphat 

EBV   Epstein-Barr-Virus 

EDTA   Ethyldiamintrichloressigsäure 

ET   Essentielle Thrombozythämie 

FICTION  Fluorescence immunophenotyping and interphase cytogenetics as a tool 

   for investigation of neoplasms 

FISH   Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung 

gp130   Glykoprotein 130 

HCl   Chlorwasserstoff 

HRS   Hodgkin-Reed-Sternberg 

IL   Interleukin 

IL6R   Interleukin-6-Rezeptor 



Abkürzungsverzeichnis                                                                                                          V 

 

 

IL6ST   Interleukin-6 signal transducer 

JAK   Janus-Kinase 

LB-Medium  Lysogeny broth-Medium 

LD   Lymphozytenarm 

LMP1   Latent membrane protein1 

LR   Lymphozytenreich 

MBL   Primäres mediastinales B-Zell-Lymphom 

MC   Gemischte Zellularität 

MPS   myeloproliferatives Sydrom 

MHC   Haupthistokompatibilitätskomplex 

Na   Natrium 

NaAc   Natriumacetat 

NaCl   Natriumchlorid 

NaOH   Natriumhydroxid 

NF-κB   Nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells 

NHEJ   Non-homologous-end-joining 

NHL   Non-Hodgkin-Lymphom 

NLPHL  Noduläres lymphozyten-prädominantes Hodgkin-Lymphom 

NS   Noduläre Sklerose 

OMF   Osteomyelofibrose 

PAC   Künstliches Chromosom, abgeleitet vom Phagen P1 

PCR   Polymerase-Ketten-Reaktion 

PDL   Programmed death ligand 

PLK   Polo-like-Kinase 

PV   Polyzythämia vera 

SA   Spectrum aqua 

SDS   Sodium Dodecyl Sulfate 

SG   Spectrum green 

SO   Spectrum orange 

S-Phase  Synthesephase 

(c-)Src   Tyrosinkinase (Name zusammengesetzt aus cellular und sarcoma) 

SSC   Standard Saline Citrate 

STAT   Signal transducer and activator of transcription 

STK   Serin-Threonin-Kinase 



Abkürzungsverzeichnis                                                                                                          VI 

 

 

TMA   Tissue Microarray 

WHO   World health organization 



Einleitung                                                                                                                                   1 

1 Einleitung 

 

Das Hodgkin-Lymphom (HL) - auch Morbus Hodgkin genannt - ist eine maligne Erkrankung 

des lymphatischen Systems. Es wurde nach seinem ersten Beschreiber Thomas Hodgkin 

benannt (Hodgkin, 1832). Die jährliche Neuerkrankungsrate beträgt 3/100.000. Es hat einen 

Häufigkeitsgipfel um das 25. Lebensjahr und einen weiteren, kleineren Gipfel um das 60. 

Lebensjahr. Männer erkranken häufiger als Frauen (Geschlechterverhältnis m:f 10:6) (Diehl 

und Pfreundschuh, 1997). 

Bei Diagnosestellung imponiert das HL zumeist durch eine derbe, schmerzlose Vergrößerung 

der Lymphknoten. Klinisch wird das HL in vier Stadien eingeteilt (Lister et al., 1989). 

Therapie und Prognose sind je nach Stadium verschieden. HL sind strahlen- und 

chemosensibel. Die Mehrzahl der Patienten kann geheilt werden. In frühen Stadien mit 

günstigen Zusatzkriterien liegt die 10-Jahres-Überlebensrate sogar bei mehr als 90% 

(Yahalom, 2006). 

 

1.1 Pathologie des Hodgkin-Lymphoms 

 

Charakteristisch für das HL ist die Population großer einkerniger Hodgkin-Zellen (H) und 

zwei- oder mehrkerniger Reed-Sternberg-Zellen (RS). Diese finden sich meist nur in sehr 

geringer Zahl (z.T. < 1%) im betroffenen Gewebe (Weiss et al., 1999). Umgeben werden die 

HRS-Zellen von einem reaktiven Infiltrat aus Lymphozyten, Plasmazellen, Histiozyten, 

eosinophilen und neutrophilen Granulozyten (Küppers, 2002; Staudt, 2000). Typisch für das 

cHL ist die Bildung einer Vielzahl von Zytokinen, u.a. IL-6 und IL-13, durch die HRS-Zellen 

(Skinnider et al., 2001). Die Interaktion der Zytokine mit ihren spezifischen 

Oberflächenrezeptoren führt zur Aktivierung intrazellulärer Signaltransduktionskaskaden, die 

Auswirkungen auf viele Zellfunktionen haben (Skinnider und Mak, 2002). 

Mit dem Begriff HL werden zwei verschiedene Erkrankungen bezeichnet: a) das noduläre 

lymphozyten-prädominante HL (NLPHL), auch als noduläres Paragranulom bekannt, und b) 

das klassische HL (cHL) (Mani und Jaffe, 2009). Das NLPHL macht 4-5% der HL aus. Diese 

Arbeit beschäftigt sich nur mit dem cHL, daher wird im Folgenden das NLPHL nicht weiter 

berücksichtigt. Das cHL wird nach der WHO-Klassifikation wiederum in vier Subtypen 

unterteilt: noduläre Sklerose (NS), lymphozytenreiche Form (LR), gemischte Zellularität 

(MC) und lymphozytenarme Form (LD) (Stein et al., 2008). Der häufigste Subtyp des cHL ist 

die NS, die zusammen mit der MC ~90% der Fälle des cHL ausmacht (Harris, 1999). 
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1.2 Ätiologie des Hodgkin-Lymphoms 

 

Die Ätiologie des HL ist derzeit nicht geklärt. Alter, Geschlecht, Rasse und 

sozioökonomischer Status scheinen bei der Entstehung des HL eine Rolle zu spielen 

(Nakatsuka und Aozasa, 2006). Schon immer wurde auch eine infektiöse Ursache für das HL 

diskutiert. Zumindest in einem Teil der Fälle ist ein Zusammenhang mit einer Epstein-Barr 

Virus (EBV)-Infektion wahrscheinlich (Weinreb et al., 1996). 

Einige Studien zeigten das gehäufte Auftreten dieser relativ seltenen Krankheit innerhalb von 

Familien (Mueller und Grufferman, 1999). Dies deutet auf eine genetische Disposition hin. 

Bemerkenswerterweise haben Untersuchungen gezeigt, dass ein Zusammenhang zwischen der 

genetisch determinierten Höhe des Interleukin-6 (IL-6)- Spiegels und dem Erkrankungsrisiko 

besteht (Cozen et al., 2004). Zudem zeigen Patienten mit erhöhtem IL-6-Spiegel häufiger eine 

B-Symptomatik und haben eine schlechtere Prognose (Reynolds et al., 2002). 

 

1.3 Molekulare Pathogenese des Hodgkin-Lymphoms 

 

Der zelluläre Ursprung der HRS-Zellen war lange Zeit ungeklärt. Erst durch Polymerase-

Kettenreaktion (PCR)-Analysen einzelner HRS-Zellen konnte ihr lymphoider Ursprung 

nachgewiesen werden (Küppers et al., 1994). Nur B-Lymphozyten unterlaufen in ihrer 

Entwicklung im Keimzentrum einer Neuordnung ihrer Immunglobulingene. Jede 

nichtmaligne B-Zelle besitzt eine einzigartige Sequenz der Immunglobulingene. In allen 

Fällen des HL wurde jeweils in allen HRS-Zellen dieselbe Neuordnung gefunden (Stein et al., 

1999). Dies beweist nicht nur den B-Zell-Ursprung der HRS-Zellen, sondern auch ihre 

Klonalität, eine Eigenschaft maligner Zellen. Manchmal treten bei einem Patienten ein HL 

und ein B-Zell-Non-Hodgkin-Lymphom (B-NHL) gleichzeitig oder nacheinander auf. 

Interessanterweise wurde in einigen dieser Fälle dieselbe Immunglobulin-Umlagerung in den 

HRS-Zellen sowie in den malignen Zellen des B-NHL entdeckt (Bräuninger et al., 1999; 

Schmitz et al., 2005). Dies legt die Vermutung nahe, dass beide Erkrankungen aus derselben 

Vorläuferzelle hervorgegangen sind - ein weiterer Hinweis auf den B-Zell-Ursprung des HL 

(Küppers, 2002). Nur in seltenen Fällen leitet sich das HL von T-Zellen ab (Küppers et al., 

2001). 

 

Obwohl sie zumeist von B-Lymphozyten abstammen, zeigen HRS-Zellen nur wenige 

biologische Charakteristika dieser Zellen (Staudt, 2000). Sie bilden keine Immunglobuline 
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und tragen selten typische B-Zell-Marker wie z.B. das CD20-Antigen. Immunphänotypisch 

exprimieren die Tumor-Zellen des cHL die CD15- und CD30-Antigene und sind meist CD20- 

und CD45-negativ (Kanzler et al., 1996; von Wasielewski et al., 1997). 

Eines der pathophysiologischen Kennzeichen des cHL ist die konstitutive Aktivierung von 

Signaltransduktionskaskaden wie dem NF-κB- und JAK/STAT-Signalweg, die zu 

Proliferation und Überleben der HRS-Zellen führt (Bargou et al., 1997; Küppers, 2009). Da 

die Untersuchung chromosomaler Veränderungen, die die JAK/STAT-Gene betreffen, eines 

der Hauptziele dieser Arbeit war, werden diese Transduktionskaskade und ihre Bedeutung 

beim cHL in Absatz 1.5 näher beleuchtet.  

 

1.4 Zytogenetische Veränderungen beim Hodgkin-Lymphom 

 

Konventionelle zytogenetische Untersuchungen des HL sind aufgrund der niedrigen Tumor-

Zellzahl im Gewebe und der geringen Mitoserate der HRS-Zellen schwierig (Fonatsch et al., 

1999). Meist sind HRS-Zellen tri- oder tetraploid. Bis zu 100% der Tumorzellen weisen 

numerische Chromosomenaberrationen auf (Weber-Matthiesen et al., 1995a). Sie zeigen 

komplexe und instabile Karyotypen, d.h. sie weisen nicht nur den mehrfachen 

Chromosomensatz einer normalen Zelle auf, sondern auch sehr komplizierte 

Chromosomenaberrationen wie Brüche und Translokationen (Schouten et al., 1989; Tilly et 

al., 1991). Die Instabilität führt zu einer Variabilität der Chromosomenaberrationen in den 

Metaphasen eines Klons (Weber-Matthiesen, 1995a). Diese Charakteristika erschweren die 

zytogenetische Beurteilung zusätzlich.  

Neuere Methoden wie die Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) und fluorescence 

immunophenotyping and interphase cytogenetics as a tool for investigation of neoplasms 

(FICTION) ermöglichen die zytogenetische Untersuchung an Interphase-Kernen (Siebert und 

Schlegelberger, 1997). FICTION kann zusätzlich das Auffinden der seltenen Tumorzellen 

durch Anfärben speziell der CD30-positiven Zellen mittels Antikörper erleichtern (Weber-

Matthiesen et al., 1995b). Die Vergleichende genomische Hybridisierung (CGH) erfasst 

Zugewinne und Verluste von genetischem Material in Zellen. Um einzelne Zellen 

untersuchen zu können, müssen sie mikrodisseziert werden, d.h. sie werden unter 

mikroskopischer Sicht aus dem Gewebe gekratzt oder geschossen und untersucht. Durch 

CGH-Studien an mikrodissezierten HRS-Zellen konnte gezeigt werden, dass diese häufig 

Zugewinne genetischen Materials aufweisen. Dies gilt insbesondere für die 

Chromosomenarme 2p (54%), 9p (24% der Fälle), 12q (37% der Fälle), 16p (24% der Fälle), 
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17q und 20q (je 20% der Fälle) (Joos et al., 2002; Joos et al., 2003; Chui et al., 2003). Diese 

Regionen enthalten unter anderem einige der in dieser Arbeit untersuchten Gene. Verlässliche 

Aussagen über die betroffenen Gene können mit der CGH-Methode aufgrund ihrer niedrigen 

Auflösung allerdings nicht gemacht werden. Spezifische numerische oder strukturelle 

chromosomale Veränderungen, welche die maligne Transformation erklären würden, wurden 

für das cHL noch nicht gefunden (Atkin, 1998; Deerberg-Wittram et al., 1996).  

Wie eben erwähnt, gehören Zugewinne der Chromosomenregion 9p zu den häufigsten 

Aberrationen im cHL. Hier liegt u.a. das Gen der Tyrosin-Kinase JAK2 (9p24). Frühere 

Arbeiten zeigten, dass HRS-Zellen mit 9p23-24 Amplifikation eine erhöhte Anzahl von 

Kopien des JAK2-Gens aufwiesen (Joos et al., 2000). Die Tyrosin-Kinase JAK2 spielt in der 

JAK/STAT-Signaltransduktionskaskade eine bedeutende Rolle. Diese Kaskade steuert 

wichtige Zellfunktionen, deren Fehlregulation eine maligne Transformation zur Folge haben 

könnte. Interessanterweise konnte eine konstitutive Aktivierung des JAK/STAT-

Signaltransduktionsweges für das cHL gezeigt werden (Skinnider und Mak, 2002). 

In zwei Hodgkin-Zelllinien konnten außerdem Zentrosomenaberrationen nachgewiesen 

werden, die die chromosomale Instabilität erklären könnten (Pihan et al., 1998). Zwei 

Kandidatenonkogene (STK15 und PLK1), die die Zentrosomenfunktion steuern, liegen in 

Chromosomenregionen, die im cHL genetisches Material hinzugewinnen (Zhou et al., 1998; 

Golsteyn et al., 1994). Ziel dieser Arbeit war es daher, im cHL die Genloci der JAK/STAT-

Signaltransduktionskaskade und der Zentrosomengene STK15 und PLK1 mittels FISH-

Technik auf Veränderungen zu untersuchen. 

 

1.5 Die JAK/STAT-Signaltransduktionskaskade und die Aufgaben der einzelnen 

Mitglieder 

 

Signal Transducers and Activators of Transcription (STATs) überführen ein Signal von der 

Zelloberfläche zum Kern und sind Teil von Gen-Regulationsprozessen. Die STATs haben 

Einfluss auf wichtige Zellfunktionen wie z.B. Proliferation, Differenzierung, Entwicklung 

und Überleben (Jove, 2000). Es fällt auf, dass dies Funktionen sind, die bei der malignen 

Transformation von Zellen eine wichtige Rolle spielen (Bowman et al., 2000). Über diese 

Mechnismen sind Veränderungen in der JAK/STAT-Signaltransduktionskaskade an der 

malignen Entartung von Zellen beteiligt.  

Viele Zytokine, Hormone und Wachstumsfaktoren nutzen STATs. Einige Tyrosinkinasen wie 

auch die Mitglieder der Janus-Kinasen (JAK)- Familie induzieren den STAT-
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Signaltransduktionsweg (Jove, 2000). Die STAT-Familie zählt sieben identifizierte Proteine 

(STAT 1, 2, 3, 4, 5A, 5B und 6) (Bromberg und Darnell, 2000).  

Die Signaltransduktionskaskade beginnt mit der Bindung eines Liganden an den 

Oberflächenrezeptor, der dadurch aktiviert wird. Rezeptoren ohne eigene Tyrosinkinase-

Aktivität rekrutieren Mitglieder der JAK-Familie (Bowman et al., 2000). Diese besteht aus 

vier Mitgliedern (TYK2, JAK1, JAK2 und JAK3) (Reddy et al., 2000). Die JAKs befinden 

sich in inaktivem Zustand im Zytoplasma. Sie binden an den Rezeptor und phosphorylieren 

sich selbst (Ihle et al., 1995). Die so aktivierten Tyrosinkinasen phosphorylieren nun einen 

Tyrosinrest am zytoplasmatischen Ende des Rezeptors, an den sich inaktive STAT-Monomere 

binden. Die Tyrosinkinasen phosphorylieren jetzt die STAT-Monomere (Darnell, 1997). 

Diese dimerisieren daraufhin. Die aktivierten Homo- oder Heterodimere wandern in den 

Zellkern, binden an bestimmte Stellen der DNA und aktivieren die Transskription (Schindler 

und Darnell, 1995) (s. Abbildung 1).  

Rezeptoren mit intrinsischer Tyrosinkinase-Aktivität, wie die Rezeptoren für 

Wachstumsfaktoren, benötigen keine zytoplasmatischen Tyrosinkinasen, sie  phosphorylieren 

die STATs direkt (Ihle, 1996). Weiterhin gibt es noch zytoplasmatische Tyrosinkinasen, z.B. 

Src und Abl, die die STATs auch rezeptorunabhängig phosphorylieren können (Kazansky et 

al., 1999). 

 

STAT1 hemmt in aktiviertem Zustand das Zellwachstum und fördert die Apoptose (Levy und 

Gilliland, 2000). STAT3, ursprünglich „Akute Phase Response Faktor“ (APRF) genannt, ist 

wichtig für die Transduktion von Signalen, die durch IL-6 generiert werden (Wegenka et al. 

1993). IL-6 bindet an seinen Rezeptor und bewirkt über STAT3 eine veränderte Gen-

Expression. Interessanterweise ist die IL-6/STAT3-Signaltransduktionskaskade 

mitverantwortlich für B-Zellwachstum und –differenzierung und könnte so zur Entstehung 

von lymphoplasmozellulären Neoplasien beitragen (Hirano et al., 2000). 

Der IL-6-Rezeptor besteht aus einer IL-6-spezifischen Rezeptorkette (IL6R) und der IL-6 

signal transducer-Kette (IL6ST/gp130), die sich IL-6 mit mehreren anderen Zytokinen teilt. 

Die Bindung von IL-6 an den IL6R löst die Assoziation von IL6R und IL6ST aus (Kishimoto 

et al., 1995). JAKs phosphorylieren das intrazytoplasmatische Ende von IL6ST, woran sich 

wiederum STATs binden (Heinrich et al., 1998). 

STAT5A und STAT5B werden u.a. durch IL-2, IL-5, Erythropoietin und Prolaktin aktiviert. 

Sie spielen eine Rolle bei der antigen-induzierten Rekrutierung eosinophiler Granulozyten, 

bei der Bildung von T-Zellen und haben Einfluss auf Wachstum und Überleben von 
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Vorläufern der roten Zellreihe (Lin und Leonard, 2000; Kagami et al., 2000; Smithgall et al., 

2000). 

Im Gegensatz zu den anderen Mitgliedern der STAT-Familie reagieren STAT2, STAT4 und 

STAT6 nur auf wenige extrazelluläre Stimuli (Skinnider et al., 2002). STAT4 und STAT6 

vermitteln spezifisch Signale vom IL-4-, IL-12- und IL-13-Rezeptor und beeinflussen so 

Proliferation, Differenzierung und Funktion von Lymphozyten (Wurster et al., 2000). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 1: Schematische Darstellung der JAK-STAT-Signaltransduktionskaskade (modifiziert nach  

Reddy et al., 2000) 
a) Die Bindung spezifischer Liganden an Zytokin- oder Wachstumsfaktorrezeptoren ohne intrinsische  
    Tyrosinkinaseaktivität führt zu einer Konformitätsänderung der Rezeptoren 
b) Dies ermöglicht die Bindung der JAKs 
c) Aktivierung der Rezeptor-assoziierten JAKs durch Selbstphosphorylierung 
d) Phosphorylierung von Tyrosinresten am zytoplasmatischen Ende des Rezeptors durch aktivierte JAKs 
e) Bindung von inaktiven STAT-Monomeren an die phosphorylierten Tyrosinreste 
f) Phosphorylierung der STATs durch JAKs. Dimerisieren der aktivierten STATs und Wanderung in den  
    Zellkern 
 

 

1.5.1 JAK/STAT in der Onkogenese 

 

Es gibt zahlreiche Hinweise darauf, dass die Aktivierung von STAT-Proteinen eine Rolle in 

der Onkogenese spielt. Die Aktivierung der STATs erfolgt durch onkogene Tyrosin-Kinasen 

z.B. der JAK-Familie, der Src-Familie oder der Abl-Familie (Bowman et al., 2000). 

JAKJAK JAKJAK PP

JAKJAK PP

PP

JAKJAKP P

STAT STAT

JAKJAKP P

STAT STAT P P

STAT STATP P

Ligand

Zellkern

a) b) c)

f)e)d)

STAT STATP P
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Außerdem führen bestimmte Onkoproteine zur konstitutiven STAT-Aktivierung. In der 

akuten lymphatischen Leukämie (ALL) konnte z.B. gezeigt werden, dass eine chromosomale 

Translokation t(9;12)(p24;p13) zur Bildung des TEL-JAK2-Fusionsproteins führt, welches 

konstitutive Kinaseaktivität zeigt (Lacronique et al., 1997). Dieses Fusionsprotein verursacht 

daraufhin die konstitutive Aktivierung von STAT1, STAT3 und STAT5 (Ho et al., 1999). 

Weitere Onkoproteine, die eine konstitutive STAT-Aktivierung bedingen, sind u.a. das 

Genprodukt des Philadelphia-Chromosoms BCR/ABL (Lin et al., 2000) und vABL, das über 

eine Bindung an JAKs auf die Signalkaskade Einfluss nimmt (Danial und Rothman, 2000). 

Im myeloproliferativen Syndrom (MPS) wurde eine JAK2-Punktmutation (JAK2V617F) 

entdeckt, die zu einer konstitutiven Aktivierung der JAK2-Tyrosinkinase führt (Levine et al. 

2005). 

Die Aktivierung spezifischer JAKs und STATs konnte in verschiedenen malignen 

hämatologischen Erkrankungen inklusive Lymphomen und Leukämien gezeigt werden (Lin et 

al., 2000; Coffer et al., 2000). So konnte die konstitutive Aktivierung von STAT1 und STAT5 

in der akuten myeloischen Leukämie (AML) und der chronisch myeloischen Leukämie 

(CML) mit aktivierter BCL/ABL-Tyrosinkinase nachgewiesen werden (Chai et al., 1997; 

Frank und Varticovski 1996; Ilaria und Van Etten, 1996). Im multiplen Myelom kommt es 

durch IL-6 zur konstitutiven Aktivierung von STAT3 (Catlett-Falcone et al, 1999). Weitere 

maligne Tumore, die eine konstitutive Aktivierung von STAT-Proteinen aufweisen, sind u.a. 

Plattenepithelkarzinome des Kopf/Hals-Bereiches, das Mammakarzinom, das 

Prostatakarzinom und das Ovarialkarzinom (Bowman et al., 2000; Song und Grandis, 2000; 

Levy und Gilliland, 2000).  

 

1.5.2 JAKs und STATs als Kandidatenonkogene im klassischen Hodgkin-Lymphom 

 

Wie bereits ausgeführt, ist die konstitutive Aktivierung der JAK/STAT-

Signaltransduktionskaskade eines der pathophysiologischen Kennzeichen des cHL. In 5 von 7 

Hodgkin-Zelllinien ließen sich hohe Konzentrationen von aktiviertem STAT3 nachweisen 

(Kube et al., 2001). Eine konstitutive Aktivierung von STAT3 fand sich außerdem in 87% der 

cHL-Primärfälle, STAT5 dagegen war zwar in 3 von 5 Hodgkin-Zelllinien, aber nur in 26% 

der Primärfälle konstitutiv aktiviert (Skinnider et al., 2002).  
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Ein weiteres Charakteristikum von HRS-Zellen ist die Produktion von IL-6 sowie die 

Expression von IL6R und IL6ST, was somit einen autokrinen Mechanismus nahelegt (Jücker 

et al., 1991; Herbst et al., 1997). 

Eine zum Teil durch autokrine IL-13-Produktion bedingte konstitutive Phosphorylierung von 

STAT6 konnte in allen 5 untersuchten HRS-Zelllinien sowie in 78% der primären cHL-Fälle 

(95% bei NS) gezeigt werden (Skinnider et al., 2002; Skinnider und Mak, 2002). 

 

Diese Zusammenhänge legten die Untersuchung dieser Kandidaten auf genetischer Ebene 

nahe. 

 

1.5.3 Lage der JAK/STAT-Gene 

 

Die Gene, die für die Mitglieder der o.g. Signaltransduktionskaskade kodieren, liegen auf 

unterschiedlichen Chromosomen. Das Gen für IL6ST liegt auf dem langen Arm des 

Chromosoms 5 in der Region 5q11 (Rodriguez et al., 1995). Das JAK2-Gen befindet sich auf 

dem kurzen Arm des Chromosoms 9 (9p24) (Joos et al., 2003). Die Gene STAT2 und STAT6 

sind in der Chromosomenregion 12q13 eng benachbart, und ebenso dicht beieinander liegen 

die Gene STAT3, STAT5A und STAT5B auf dem langen Arm des Chromosoms 17 (17q21) 

(Ambrosio et al., 2002). 

Es fällt auf, dass alle diese Chromosomenregionen zu jenen gehören, die in CGH-Studien von 

cHL Imbalancen aufweisen (Joos et al., 2002; Joos et al., 2003; Chui et al., 2003). 

Dies und der Umstand, dass die entsprechenden Gene Zellfunktionen steuern, die in malignen 

Zellen gestört sind, bzw. deren Störung eine maligne Entartung ermöglicht, lassen die Gene 

der JAK/STAT-Signaltransduktionskaskade als ideale Kandidatenonkogene für die 

Entstehung des cHL erscheinen. 

Da Amplifikationen des JAK2-Gens und die konstitutive Aktivierung von STATs im cHL 

bereits nachgewiesen wurden, liegt ein Zusammenhang mit der Pathogenese der Erkrankung 

umso näher. 

 

1.6 Zentrosomen und chromosomale Instabilität 

 

Wie bereits erwähnt, zeichnen sich die HRS-Zellen durch außergewöhnlich komplexe und 

instabile Karyotypen aus (Deerberg-Wittram et al., 1996). Deswegen könnte ein weiterer 
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pathogenetischer Mechanismus der Entstehung des cHL eine gestörte 

Chromosomensegregation sein. 

Als Organisationszentrum der Mikrotubuli spielen Zentrosomen u.a. für die Bildung der 

Mitosespindel eine wichtige Rolle. Die meisten eukaryoten Zellen besitzen Zentrosomen 

(Merdes and Cleveland, 1997). 

Sie setzen sich aus einem Zentriolenpaar und dem perizentriolären Körper zusammen. 

Zentriolen bestehen aus neun mikrotubulären Triplets. Vom perizentriolären Körper geht die 

Bildung von Mikrotubuli aus. Vor der Zellteilung verdoppeln sich die Zentriolen, sodass zwei 

Zentrosomen entstehen. In der Prometaphase der Mitose wandern die Zentrosomen zu den 

entgegengesetzten Polen der Zelle. Zwischen ihnen bildet sich die Mitosespindel aus. Die 

Kinetochormikrotubuli setzen am Kinetochor (Zentromer) der Chromosomen an. Während 

der Anaphase werden die Tochterchromosomen von den Mikrotubuli zu den Zellpolen 

auseinander gezogen. So wird das in der S-Phase identisch reduplizierte genetische Material 

gleichmäßig auf die Tochterzellen verteilt. (Absatz aus: Junqueira und Carneiro, 1996). 

Jede Tochterzelle erhält eines der Zentrosomen (Nigg, 2002). 

 

Bereits 1914 stellte T. Boveri die Hypothese auf, dass maligne Entartung durch aberrante 

Replikation und Aktivität von Zentrosomen zustande kommen könnte (Boveri, 1914). Die 

Ausbildung von zusätzlichen Mitosespindeln könnte zu Zugewinnen oder Verlusten von 

Chromosomen führen. Auch die abweichende äußere Form der Krebszellen könnte so erklärt 

werden. Diese Vermutung geriet lange Zeit in Vergessenheit. Die Tatsache, dass fast alle 

soliden Tumoren des Menschen aneuploid sind und dass Zentrosomenaberrationen in 

malignen Zellen häufig vorkommen, führten zu einer Wiederaufnahme dieses Gedankens 

(Brinkley und Goepfert, 1998). 

Viele Tumorzellen besitzen überzählige Zentrosomen. Ein Zusammenhang zwischen 

fehlerhafter Chromosomentrennung und dem Vorhandensein multipolarer Mitosespindeln 

konnte unter anderem bereits im Pankreaskarzinom nachgewiesen werden (Sato et al., 2001). 

Unkontrollierte Zentrosomenduplikation führt zu chromosomaler Instabilität, die in beinahe 

jedem malignen Tumor des Menschen nachweisbar ist. So konnte für Brustkrebs eine positive 

Korrelation zwischen Zentrosomengröße, Zentrosomenzahl und der Aneuploidie 

nachgewiesen werden (Lingle et al., 2002). Pihan et al. zeigten für das Prostatakarzinom 

einen Zusammenhang zwischen Zentrosomenanomalien und chromosomaler Instabilität 

(Pihan et al., 2001). 
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Mögliche Ursachen für die außergewöhnliche Chromosomeninstabilität und die numerischen 

Aberrationen in Hodgkin-Zellen können Defekte der für die Chromosomensegregation bei der 

Zellteilung entscheidenden Zentrosomen sein. Bisher wurden nur wenige Untersuchungen 

über Zentrosomen im cHL durchgeführt. Hervorzuheben ist, dass die zwei einzigen bisher 

analysierten Hodgkin-Zelllinien beide Zentrosomenunregelmäßigkeiten aufwiesen (Pihan et 

al., 1998). Dies und die ungewöhnlich komplexen Karyotypen der HRS-Zellen lassen auf 

einen Zusammenhang zwischen Zentrosomenaberrationen und maligner Transformation 

schließen. 

 

1.6.1 STK15 und PLK1 und ihre Rolle in der Onkogenese 

 

Eine Reihe von Genen und Genprodukten u.a. PLK1 und STK15 beeinflussen die 

Zentrosomenfunktion maßgeblich. Bemerkenswert ist, dass diese beiden Gene in 

Chromosomenbereichen liegen, die im cHL häufig chromosomale Zugewinne zeigen (16p 

und 20q) (Joos et al., 2002; Joos et al., 2003; Chui et al., 2003). Eine Überexpression ihrer 

Proteine könnte zu Störungen der Zentrosomenfunktion führen und so zur Pathogenese des 

HL beitragen. 

Polo ist eine Serin-Threonin-Kinase (STK), die bei der Fruchtfliege Drosophila malanogaster 

eine wichtige Rolle in der Mitose spielt. Wirbeltierzellen besitzen drei Polo-like-Kinasen 

(PLK), die einen sehr ähnlichen Aufbau wie die Polo zeigen: PLK1 (PLK), PLK2 (Snk) und 

PLK3 (Fnk/Prk) (Glover et al., 1998).  

PLK1 ist an der Regulierung der Zentrosomenfunktion beteiligt. Der genaue molekulare 

Mechanismus ist noch unklar. Eine Inhibition der Enzymaktivität führte jedoch zu der 

Ausbildung einer monopolaren Mitosespindel, die von verdoppelten, aber nicht getrennten 

Zentrosomen ausging (Dai et al., 2002). PLK1 reguliert also wahrscheinlich nicht die 

Verdopplung, sondern die Reifung der Zentrosomen. Außerdem ist sie an der Aktivierung 

weiterer Kinasen beteiligt, die wiederum Einfluss auf den Zellzyklus haben. 

Interessant ist, dass eine Überexpression des PLK1-Gens Zentrosomenamplifikationen zu 

verursachen scheint (Meraldi et al., 2002). Über fehlerhafte Zellteilung und 

Chromosomenverteilung könnte dies zu Aneuploidie und schließlich zu maligner Entartung 

führen. 

 

STK15 – auch BTAK (breast tumour activated kinase) oder Aurora-A genannt – ist eine 

Mitose-assoziierte Kinase (Nigg, 2001). Sie ist beteiligt an der Duplikation, Separation und 
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Reifung der Zentrosomen. Außerdem spielt das Enzym eine Rolle bei der Bildung und 

Stabilisierung der Mitosespindel (Dutertre et al., 2002). Diese Funktionen erfüllt STK15 u.a. 

durch Rekrutierung anderer für die Funktion des Zentrosoms wichtiger Proteine. 

In vielen Tumoren, wie z.B. dem Kolonkarzinom, ist das STK15-Gen amplifiziert und das 

Genprodukt überexprimiert (Katayama et al., 2001; Bischoff et al., 1998) und führt so, wie 

z.B. bei Brustkrebs beschrieben, zu Zentrosomenaberrationen (Zhou et al., 1998; Meraldi et 

al., 2002). Für das Harnblasenkarzinom konnte ein Zusammenhang zwischen STK15-

Amplifikation mit Überexpression der entsprechenden Kinase und der Aneuploidie sowie der 

Aggressivität des Tumors nachgewiesen werden (Sen et al., 2002). Eine STK15-

Überexpression könnte also über Zentrosomenvermehrung und Aneuploidie eine 

Transformation und maligne Entartung der Zelle verursachen. 

 

Das Gen STK15 befindet sich in der Chromosomenregion 20q13 (Zhou et al., 1998), das Gen 

PLK1 liegt auf dem kurzen Arm des Chromosoms 16 (16p12) (Golsteyn et al., 1994). Wie 

oben bereits beschrieben, konnten im cHL in beiden Bereichen überdurchschnittlich häufig 

Chromosomenimbalancen nachgewiesen werden. 

Eine deregulierte Expression der Gene STK15 und/oder PLK1 mit nachfolgender 

Zentrosomenstörung könnten im cHL die Aneuploidie und die Chromosomeninstabilitäten 

erklären.  

 

1.7 Fragestellung 

 

Das cHL ist ein malignes Keimzentrums-B-Zell-Lymphom, über dessen 

Entstehungsmechanismen bisher nur wenig bekannt ist. 

Ein wichtiges, im cHL häufig beobachtetes Phänomen ist die konstitutive Aktivierung der 

JAK/STAT-Signaltransduktionskaskade. Jedes der an der Kaskade beteiligten Proteine wird 

von Genen kodiert, die in den Regionen lokalisiert sind, die im cHL häufig genetisches 

Material hinzugewinnen (Tabelle 1). 
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Tabelle 1: Lage der an der JAK/STAT-Signaltransduktion beteiligten Gene  
 

Gen Lokalisation 

IL6ST 5q11 

JAK2 9p24 

STAT2/6 12q13 

STAT3/5 17q21 

 

Ein weiteres Charakteristikum der cHL sind die hochkomplexen und instabilen Karyotypen 

der HRS-Zellen. Chromosomensegregation und Zellmorphologie werden von den 

Zentrosomen mitbestimmt. Zwei Gene (PLK1 und STK 15), die unter anderem für die 

Zentrosomenfunktion verantwortlich sind, liegen wiederum in Chromosomenbereichen, die 

im cHL gehäuft Imbalancen aufweisen (Tabelle 2). 

 

Tabelle 2: Lage der Gene PLK1 und STK15 
 

Gen Lokalisation 

PLK1 16p12 

STK15 20q13 

 

Basierend auf diesen Beobachtungen war es Ziel dieser Arbeit, mittels Fluorenzenz in situ 

Hybridisierung (FISH) Alterationen der oben genannten Gene im cHL zu erfassen und 

folgende Fragen zu beantworten: 

- Ist die Aktivierung des JAK-STAT-Signaltransduktionsweges in HRS-Zellen des cHL 

durch chromosomale Veränderungen der Genorte bedingt, welche für die Komponenten 

dieser Signalkaskade kodieren? 

 

- Gibt es wiederkehrende Aberrationen der Genloci STK15 und PLK1, welche die 

Zentrosomenaberrationen im cHL bzw. die chromosomale Instabilität der HRS-Zellen 

bedingen könnten? 

 

Da für die zu untersuchenden Genloci keine kommerziellen Sonden zur Verfügung stehen, 

mussten als Voraussetzung für die Bearbeitung dieser Fragestellung zunächst geeignete FISH-

Assays etabliert werden. 
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2 Material und Methoden 

 

2.1 Material 

 

In diesem Abschnitt werden die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Materialien 

beschrieben. In Laboratorien allgemein gebräuchliche Chemikalien wurden von der Firma 

Sigma (Deisenhofen, Deutschland) oder anderen Anbietern bezogen und sind ebenso wie 

allgemein gebräuchliche Laborgerätschaften, wie z.B. Pipetten und Glaswaren, nicht 

gesondert aufgeführt. 

 

2.1.1 Probenmaterial 

 

2.1.1.1 Klassische Hodgkin-Lymphome 

 

In dieser Arbeit wurde aufgearbeitetes, in Carnoys-Fixativ asserviertes Lymphknotengewebe 

von 36 Patienten untersucht. Bei allen Patienten war die pathologische Diagnose eines 

klassischen Hodgkin-Lymphoms gestellt worden. In allen Fällen handelte es sich um 

Restmaterial aus der tumorgenetischen Routine-Diagnostik des Institutes für Humangenetik 

des Universitätsklinikums Schleswig-Holstein Campus Kiel, welches den Patienten nach 

entsprechender Aufklärung und mit ihrem Einverständnis für die Untersuchung entnommen 

wurde 

Diese Studie wurde im Rahmen des Verbundprojektes der Deutschen Krebshilfe „Molekulare 

Mechanismen bei malignen Lymphomen“ durchgeführt, für das ein positives Votum der 

Ethikkommission der Medizinischen Fakultät der Christian-Albrechts-Universität zu Kiel 

vorlag. 

 

Aufgrund der oft sehr geringen Zahl an HRS-Zellen waren von diesen 36 Fällen nur 21 für die 

Untersuchungen auswertbar. 

Die nachstehende Tabelle gibt einen Überblick über die auswertbaren Fälle (Tabelle 3). 
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Tabelle 3: Charakteristika der ausgewerteten cHL-Fälle 

 

Fall-)r. Alter Geschlecht 

1 49 M 

2 19 M 

3 23 W 

4 22 M 

5 15 M 

6 22 W 

7 20 W 

8 16 W 

9 13 W 

10 20 M 

11 14 W 

12 32 M 

13 15 W 

14 63 M 

15 18 M 

16 15 W 

17 19 M 

18 17 W 

19 19 W 

20 36 M 

21 66 M 

 

 

2.1.1.2 Zelllinien 

 

Für die Analysen standen zudem die vier klassischen cHL-Zelllinien HDLM-2, L428, L1236 

und KM-H2 zur Verfügung. 

Die Zelllinien wurden von Dr. J. Wolf (Köln), Prof. Dr. M. Dyer (Leicester, UK) und Dr. R. 

Küppers (Köln) zur Verfügung gestellt. Beschrieben wurden die Zellinien u.a. in „The 

Leukemia-Lymphoma cell-Line facts Book“ (Drexler, 2001). 

Detaillierte zytogenetische Analysen dieser Zelllinien wurden von unserer Arbeitsgruppe 

publiziert (Joos et al., 2003). 

 

 

 



Material und Methoden                                                                                                          15 

 

 

2.1.1.3 Tissue Microarrays (TMA) 

 

Weiterhin wurde in Paraffin fixiertes Gewebe von insgesamt 33 cHL-Fällen untersucht. Diese 

Fälle wurden freundlicherweise als Tissue Microarrays (TMA) von Dr. Teresa Marafioti 

(University of Oxford) zur Verfügung gestellt. Durch die TMA-Technik war es möglich, alle 

33 Fälle auf nur zwei Objektträgern unterzubringen. Zum Teil befanden sich auf den beiden 

zur Verfügung stehenden Objektträgern mehrere Gewebeteile eines Falls. Die Microarrays 

wurden nur mit dem JAK2-FISH-Assay analysiert. 

 

2.1.1.4 Kontrollen 

 

Für die Kontroll-Untersuchungen wurden fixierte Zellen aus peripherem Blut freiwilliger 

Probanden mit normalem Karyotyp verwendet. 

 

2.1.2 Chemikalien 

 

Aqua ad iniectabilia (Braun, Melsungen, Deutschland) 

Chloramphenicol (Sigma, Steinheim, Deutschland) 

Cot1-DNA, human (1mg/ml) (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) 

DABCO (Sigma, Steinheim, Deutschland) 

DAPI (Merck, Darmstadt, Deutschland) 

Deionisiertes Formamid (Merck, Darmstadt, Deutschland) 

Dextransulfat (Sigma, Steinheim, Deutschland) 

dATP, dCTP, dGTP, dTTP (Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland) 

dUTP DEAC (Perkin Elmer Life Sciences, Boston, USA) 

dUTP spectrum green (1mM) (Vysis Abbott, Wiesbaden, Deutschland) 

dUTP spectrum orange (1mM) (Vysis Abbott, Wiesbaden, Deutschland) 

EDTA (Merck, Darmstadt, Deutschland) 

Eisessig (Merck, Darmstadt, Deutschland) 

Ethanol (Merck, Darmstadt, Deutschland) 

Fixogum-Kleber (Marabu, Tamm, Deutschland) 

Glaswolle (Sigma, Steinheim, Deutschland) 

Glycerol 87% (Merck, Darmstadt, Deutschland) 

HCl (Merck, Darmstadt, Deutschland) 
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Hefeextrakt (Difco, Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland) 

Igepal CA-630 (Sigma, Steinheim, Deutschland) 

Kanamycin (Sigma, Steinheim, Deutschland) 

Karbenicillin (Sigma, Steinheim, Deutschland) 

Methanol (Merck, Darmstadt, Deutschland) 

NaAc (Merck, Darmstadt, Deutschland) 

Na3Citrat (Merck, Darmstadt, Deutschland) 

NaCl (Sigma, Steinheim, Deutschland) 

NaOH (Merck, Darmstadt, Deutschland) 

Paraformaldehyd (Serva, Heidelberg, Deutschland) 

Pepsin (Sigma, Steinheim, Deutschland) 

Rotihistol (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland)  

SDS (Serva, Heidelberg, Deutschland) 

Sephadex G-50 (Amersham Biosciences, Uppsala, Schweden) 

Tris-HCl (Merck, Darmstadt, Deutschland) 

Trypton-Pepton (Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland) 

 

2.1.3 Geräte 

 

Brutschrank (Heraeus, Hanau, Deutschland) 

Feinwaage MC1 620P (Sartorius, Göttingen, Deutschland) 

Filtersätze (AHF, Tübingen, Deutschland) 

Fluoreszeszmikroskope: Axioskop und Axioskop 2 (Zeiss, Oberkochen, Deutschland) mit 

Kamera und ISIS-Software (Metasystems, Altussheim, Deutschland) 

Fotometer: Ultrospec III (Pharmacia, Erlangen, Deutschland) 

Inkubator für Zellkulturen (Edmund Bühler, Hechingen, Deutschland) 

Schnellkochtopf Clipso 6 Liter (Tefal, Offenbach am Main, Deutschland) 

Wasserbad (Labortechnik Köttermann, Hänigsen, Deutschland) 

Zentrifugen: Sorvall SuperT21 (Sorvall von Kendro, Hanau, Deutschland) 

  Biofuge 22R (Heraeus, Hanau, Deutschland) 

 

2.1.4 Lösungen und Puffer 

 

In Tabelle 4 sind die in der Arbeit verwendeten Lösungen und Puffer aufgeführt. 
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Tabelle 4: Zusammensetzung der Lösungen und Puffer 
 

Lösung/Puffer Ansatz 
Antifade 230 mg DABCO; 800 µl Aqua dest.; 200 µl 1 M Tris-HCl pH 8,0; 

9 ml Glycerol 
Carnoys-Fixierlösung für Zellen Methanol/Eisessig im Verhältnis 3:1 
DAPI-Gebrauchslösung 6 µl DAPI Konzentrat (0,2 mg/ml DAPI in H2O) 

60 ml 2 x SSC 
dNTP-Lösung 2,5 µl dATP (10mM); 2,5 µl dCTP (10mM); 2,5 µl dGTP 

(10mM); 1,25 µl dTTP (10mM); 12,5 µl dUTP-X1 (1mM); 3,75 
µl ddH2O 

EDTA-Puffer (0,5 M) 186,1 g EDTA; 700 ml Aqua dest. 
mit NaOH auf pH 8,0 einstellen 
mit Aqua dest. auf 1000 ml auffüllen 

LB-Medium 10 g Trypton-Pepton 
5 g Hefeextrakt 
5 g NaCl 
in 800 ml Aqua dest. lösen 
mit NaOH auf pH 7,4 einstellen 
mit Aqua dest. auf 1000 ml auffüllen 
sterilisieren 

Mastermix 2,5 ml deionisiertes Formamid 
1,25 ml Dextransulfat 40% 
0,5 ml 20 x SSC 
mit NaOH auf pH 7,5 einstellen 
mit Aqua dest. auf 4,5 ml auffüllen 

Paraformaldehydlösung 1% 1 g Paraformaldehyd 
in 60 ml Aqua dest. lösen 
5 Tropfen 10 N NaOH 
unter dem Abzug auf 70-100 °C erhitzen bis die Lösung klar wird 
auf pH 7,0-7,5 einstellen 
mit Aqua dest. auf 100 ml auffüllen 
bei 4 °C lichtgeschützt lagern  

Säulenpuffer 10 mM Tris-HCl pH 8,0 
1 mM EDTA 
0,1 % SDS 
mit Aqua dest. auf 250 ml auffüllen 

Sephadex G-50 Suspension 10 g Sephadex G-50 
160 ml Aqua dest. 
30 min bei Raumtemperatur quellen lassen 
4 min bei 1200 U/min zentrifugieren 
Überstand dekantieren 
Sephadex zweimal mit Aqua dest. waschen und zentrifugieren 

20 x SSC 175,3 g NaCl 
88,2 g Na3Citrat 
in 800 ml Aqua dest. lösen 
mit HCl auf pH 7,0 einstellen 
mit Aqua dest. auf 1000 ml auffüllen 

SSC-Lösung 1 2 ml 20 x SSC 
100 µl Igepal CA-630 
mit Aqua dest. auf 100 ml auffüllen 

SSC-Lösung 2 10 ml 20 x SSC 
300 µl Igepal CA-630 
mit Aqua dest. auf 100 ml auffüllen 

Verdaulösung 1 5 mg Pepsin; 0,5 ml 2 N HCl 
in 99,5 ml Aqua dest. Lösen 

Verdaulösung 2 10 mg Pepsin; 0,5 ml 2 N HCl 
in 99,5 ml Aqua dest. Lösen 

 
                                                                 
1 X steht hierbei für den jeweils gewünschten Fluoreszenzfarbstoff SO, SG oder DEAC 
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2.1.5 BAC- und PAC-Klone 
 
Da für die zu untersuchenden Gene keine kommerziellen Sonden zur Verfügung standen, 

mussten zunächst FISH-Assays hergestellt und etabliert werden. Dabei waren die Sonden für 

die Gene JAK2 und IL6ST bereits von unserer Arbeitsgruppe eingeführt worden. 

Als Grundlage für die in dieser Arbeit entwickelten FISH-Assays dienten BAC- bzw. PAC-

DNA aus Bakterienklonen, die von der Firma Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland) oder 

anderen Anbietern bezogen wurden, und Plasmid-DNA, die von Dr. Mariano Rocchi 

(Universität Bari, Italien) zur Verfügung gestellt wurde. Die Auswahl der BACs und PACs 

erfolgte mit Hilfe der UCSC Genome Bioinformatics Datenbank (http://genome.ucsc.edu). 

Einen Überblick über die verwendeten Klone gibt Tabelle 6 auf Seite 19. 

 
2.1.6 Verwendete kommerziell erhältliche Zentromersonden 

 

Tabelle 5 zeigt die in dieser Arbeit für die Herstellung der Assays genutzten kommerziell 

erhältlichen Zentromersonden. 

 

Tabelle 5: In der Arbeit verwendete kommerziell erhältliche Zentromersonden 
 

)ame Hersteller Chromosomale Lokalisation Markierung 

CEP 9 Vysis Abbott (Wiesbaden) Zentromer Chromosom 9 Spectrum aqua (SA) 

CEP 16 Vysis Abbott (Wiesbaden) Zentromer Chromosom 16 Spectrum aqua (SA) 

CEP 17 Vysis Abbott (Wiesbaden) Zentromer Chromosom 17 Spectrum aqua (SA) 

 

 

2.1.7 Kits 

 

Zur Extraktion der DNA aus den Bakterien diente das Perfectprep Plasmid Maxi Kit 

(Eppendorf, Hamburg, Deutschland). 

Das Bioprime DNA-Labeling System (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) wurde zur 

anschließenden Markierung der DNA mit Fluoreszenzfarbstoffen verwendet. 
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Tabelle 6: In der Arbeit verwendete Bakterienklone 
 

)ame Bibliothek Typ Chromosomale Lokalisation Markierung 
2227I18 CTD BAC 5q11.2 Spectrum orange 
332C17 RP11 BAC 5q11.2 Spectrum green 
574F11 RP11 BAC 9p24.1 Spectrum orange 
140C18 RP11 BAC 9p24.1 Spectrum orange 
39K24 RP11 BAC 9p24.1 Spectrum orange 
125K10 RP11 BAC 9p24.1 Spectrum green 
6J24 RP11 BAC 9p24.1 Spectrum green 
525I3 RP11 BAC 12p13.2 DEAC 
434C1 RP11 BAC 12p13.2 DEAC 
615I16 RP11 BAC 12p12.1 DEAC 
100C20 RP11 BAC 12p12.1 DEAC 
252K13 RP11 BAC 12p12.1 DEAC 
114G22 RP11 BAC 12p12.1 Spectrum orange 
1060J15 RP11 BAC 12p11 Spectrum green 
268P4 RP11 BAC 12p12.1 Spectrum green 
64J22 RP11 BAC 12p12.1 Spectrum orange 
666F17 RP11 BAC 12p12.1 Spectrum green 
64N21 RP11 BAC 12p12.1 Spectrum orange 
pBR 12  Plasmid 12 Zentromer DEAC 
973D8  RP11 BAC 12q13.2 Spectrum green 
112B10 RP11 BAC 12q13.3 Spectrum orange 
507N3 RP11 BAC 12q13.3 Spectrum orange 
145A4 RP11 BAC 12q13.3 Spectrum green 
474N8 RP11 BAC 12q13.3 Spectrum green 
183H16 RP11 BAC 12q13.3 Spectrum green 
176O5 RP11 BAC 12q14.13 Spectrum orange 
1077C21 RP11 BAC 12q13.3 Spectrum orange 
936I7 RP11 BAC 12q13.3 Spectrum orange 
184F14 RP11 BAC 16p12.2 Spectrum orange 
2385L22 CTD BAC 16p12.2 Spectrum green 
156E6 RP11 BAC 17q21.2 Spectrum orange 
400F19 RP11 BAC 17q21.2 Spectrum green 
194N12 RP11 BAC 17q21.2 Spectrum orange 
1151G10 RP11 BAC 17q21.2 Spectrum orange 
242D8 RP11 BAC 17q21.31 Spectrum orange 
266I24 RP11 BAC 17q21.31 Spectrum orange 
380D15 RP11 BAC 20q13.31 Spectrum orange 
1167H4 RP5 PAC 20q13.31 Spectrum orange 
1153D9 RP5 PAC 20q13.31 Spectrum green 
PZ 20  Plasmid 20 Zentromer Spectrum green 
 
BAC = künstliches Bakterienchromosom, PAC = vom Phagen P1 abgeleitetes künstliches Chromosom 
CTD = Caltech library D, RP = Roswell Park Cancer Institute 
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2.2 Methoden 

 

Die Methoden folgen den Standardarbeitsanweisungen des Institutes für Humangenetik. 

 

2.2.1 Kultivierung von Bakterienklonen 

 

Zur Vermehrung der bestellten Bakterienklone wurden Übernachtkulturen angelegt. Dazu 

wurden 50 µl Bakterienstab in 150-200 ml LB-Medium gegeben. Je nach Resistenzlage 

wurde als Antibiotikum Chloramphenicol, Kanamycin oder Karbenicillin zugefügt. Die 

Kultur wurde bei 37°C über Nacht schwenkend inkubiert. 

 

2.2.2 D)A-Extraktion 

 

Die Extraktion der BAC-, PAC- und Plasmid-DNA wurde mit dem Perfectprep Plasmid Maxi 

Kit (Eppendorf, Hamburg, Deutschland) nach Anleitung des Herstellers durchgeführt. 

 

2.2.3 D)A-Markierung, Reinigung und Herstellung der Assays 

 

Bei der FISH wird mit Hilfe einer DNA-Sonde, die durch einen Fluoreszenzfarbtsoff sichtbar 

gemacht wird, die zur Sonde komplementäre DNA im Untersuchungsgut angefärbt. Als 

Grundlage für die Assays wurde die extrahierte BAC-, PAC- und Plasmid-DNA der oben 

aufgeführten Bakterienklone verwendet. Die Markierung der DNA mit 

Fluorenszenzfarbstoffen erfolgte durch den Einbau markierter Nukleotide mit Hilfe des 

Bioprime DNA-Labeling Systems (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland). Dabei werden durch 

ein Enzym an denaturierter DNA aus den beigefügten Nukleotiden (dNTPs) kurze Stücke 

neuer DNA generiert. Eines der Nukleotide ist dabei zum Teil mit einem Fluoreszenzfarbstoff 

markiert. Durch den Einbau dieses markierten Nukleotids kann die Sonde später unter dem 

Mikroskop zur Emission von Licht angeregt werden.  

 
Durchführung der DNA-Markierung 

1. 1 µg DNA wurde mit Aqua dest. auf 24 µl verdünnt. 

2. Hinzu kamen 20 µl 2,5 x Random Octamers. 

3. Diese Mischung wurde 5 min in kochendem Wasser denaturiert und anschließend sofort 

eisgekühlt. 
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4. Dazu kamen 5 µl dNTPs mit dem gewünschten Fluoreszenzfarbstoff. 

5. Im Folgenden wurde 1 µl Klenow-Fragment zugegeben, gründlich vermischt und kurz 

zentrifugiert. 

6. Der Ansatz wurde über Nacht bei 37°C im Brutschrank inkubiert. 

7. Am nächsten Tag wurde die Reaktion durch Zugabe von 5 µl Stopppuffer beendet. 

 

Aufreinigung der DNA-Probe mittels Sephadex G-50-Säule 

1. Sialinisierte Glaswolle wurde bis max. zur 0,2 ml Markierung einer 1 ml Spritze gestopft. 

Dann wurde Sephadex G-50 Lösung bis zum oberen Rand dazugegeben. Die Spritze 

wurde in ein 15 ml Zentrifugenröhrchen gehängt. 

2. Nun wurde bei Raumtemperatur für 10 min mit 2000 g zentrifugiert. 

3. Das Auffüllen mit Sephadex G-50 Lösung und die Zentrifugation wurden so lange 

wiederholt bis die Säule die 1 ml Markierung der Spritze erreichte. 

4. Anschließend wurden 100 µl Säulenpuffer hinzugegeben. Wiederum wurde 10 min bei 

Raumtemperatur mit 2000 g zentrifugiert. 

5. Dieser Vorgang wurde noch zweimal wiederholt. 

6. Ein 1,5 ml Röhrchen wurde ohne Deckel in ein weiteres 15 ml Zentrifugenröhrchen 

gesetzt. Die Spritze mit der fertigen Sephadex-Säule wurde so im Zentrifugenröhrchen 

platziert, dass der Durchlauf im kleinen Röhrchen aufgefangen wurde. 

7. Die Probenlösung wurde vorsichtig auf die Säule gegeben und wie oben zentrifugiert. 

8. Das kleine Röhrchen enthielt die gereinigte Probe. 

 

Präparation der FISH-Assays: 

1. Zu je 10 µl gereinigter DNA wurden 5 µl Cot1-DNA (1 mg/ml) gegeben. 

(Ausnahmen: Für die JAK2-Sonde wurden je 5 µl der gereinigten DNA der Klone RP11-

6J24 und RP11-125K10, je 3 µl der Proben RP11-39K24, RP11-140C18 und RP11-

574F11 sowie 10 µl Cot1-DNA verwendet. Für die STK15-Sonde wurden 15 µl Cot1-

DNA benutzt.) 

2. Hinzu kamen 1/10 des Volumens an NaAc 3 M pH 5,2 und 2,5 x das Volumen an 

absolutem Alkohol. 

3. Der Ansatz wurde bei Raumtemperatur für 30 min mit 17000 rpm zentrifugiert. 

4. Die Flüssigkeit musste nun gründlich abpipettiert werden. Dabei war darauf zu achten, das 

Pellet nicht zu zerstören. 
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5. Das Pellet wurde im Dunkeln getrocknet. Dunkelheit war wichtig, damit die Sonden nicht 

ausbleichten. 

6. Anschließend wurden 9 µl 50%igen Mastermixes hinzugegeben. 

7. Bei Bedarf konnte jetzt 1 µl einer kommerziellen Probe beigefügt werden. 

8. In absoluter Dunkelheit wurde bei Raumtemperatur auf dem Schüttler resuspendiert. 

 

2.2.4 Protokoll für die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung an Carnoys-fixierten Zellen 

aus Lymphknotengewebe 

 

Verdau, Fixierung und Hybridisierung 

1. Um die Zelldichte pro µl zu erhöhen, wurde die Zellsuspension für 10 min bei 2000g 

konzentriert. 

2. 1,5 µl Zellen aus Carnoys-Lösung wurden auf einen markierten Bereich eines 

Objektträgers aufgetropft und getrocknet. 

3. Der Objektträger wurde anschließend für 5 min bei 37°C in der Verdaulösung 1 inkubiert 

und danach 2 min in Aqua dest. gewaschen. 

4. Zur Fixierung der Zellen wurde der Objektträger für 2 min in die 1%ige 

Paraformaldehydlösung gestellt und danach 1 min in Aqua dest. gewaschen. 

5. In einer aufsteigenden Alkoholreihe wurde dem Objektträger das Wasser entzogen. Hierzu 

wurde er für je 5 min in 70%igen, 80%igen und absoluten Alkohol gesetzt. 

6. Nun wurde der Objektträger an der Luft getrocknet. 

7. Nach dem Trocknen wurden auf die markierten Stellen 1,3 µl der entsprechenden FISH-

Assays pipettiert und mit einem kleinen runden Deckgläschen abgedeckt. 

8. Das Deckgläschen wurde mit Fixogum-Kleber versiegelt. 

9. Der Objektträger wurde zusammen mit einem feuchten Tuch in eine Metallbox gelegt. 

Diese Box wurde in einem Wasserbad für 7 min einer Temperatur von 70°C ausgesetzt. 

Anschließend wurde über Nacht bei 37°C im Brutschrank hybridisiert. 

 

2.2.5 Protokoll für die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung an Paraffin-Präparaten 

 
Entparaffinieren und Vorbehandlung mittels Drucktopf 
 

1. Der Objektträger wurde bei Raumtemperatur dreimal 5 min in jeweils frisches Rotihistol 

gestellt. 
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2. Danach wurde er in einer absteigenden Alkoholreihe rehydriert. Dazu wurde der 

Objektträger jeweils 5 min in absoluten, 80%igen und dann in 70%igen Alkohol gesetzt. 

3. Anschließend wurde er für 5 min in Aqua dest. gewaschen. 

4. Nun wurden 2 l 1mMol EDTA-Puffer im Schnellkochtopf zum Kochen gebracht. Der 

Objektträger wurde in einem Metallständer in die kochende Lösung gesetzt und bei 

geschlossenem Deckel und höchster Druckstufe 2 min und 40 sec gekocht. 

5. Jetzt wurde der Topf unter fließendem Wasser abgekühlt. 

6. Nach Öffnen des Deckels wurden ca. 2 l kaltes Leitungswasser dazugegeben. Dabei war 

darauf zu achten, das Wasser nicht über den Objektträger laufen zu lassen. 

7. Nachfolgend wurde das Präparat für 2 min in Aqua dest. gewaschen. 

 

Verdau, Fixierung und Hybridisierung 

1. Der entparaffinierte Objektträger wurde für 20 min bei 37°C in der Verdaulösung 2 

inkubiert und anschließend 2 min in Aqua dest. gewaschen.  

2. Die Fixierung in Paraformaldehyd und die Dehydrierung in aufsteigender Alkoholreihe 

erfolgten wie bei der FISH an Carnoys-fixierten Zellen. 

3. Nach dem Trocknen wurden je nach Größe des zu hybridisierenden Bereiches ca. 5 µl der 

entsprechenden FISH-Assays auf das Areal des Tissue Microarrays pipettiert. 

4. Dies wurde mit einem ausreichend großen Deckgläschen abgedeckt und mit Fixogum-

Kleber versiegelt. 

5. Der Objektträger wurde nun in einer feuchten Kammer (s.o.) für 20 min einer Temperatur 

von 77°C ausgesetzt und anschließend für 2 Tage im Brutschrank bei 37°C inkubiert. 

 
2.2.6 Waschprotokoll 
 
Das folgende Waschprotokoll wurde für Präparate aus Carnoys-fixierten Zellen ebenso wie 

für Paraffinpräparate verwendet. 

 
1. Nach Entfernen des Klebers und des Deckgläschens wurde der Objektträger für 2 min in 

einer Küvette bei 70°C mit SSC-Lösung 1 und danach für 1 min bei Raumtemperatur in 

einer Küvette mit SSC-Lösung 2 gewaschen. 

2. Anschließend wurde 10 min bei Raumtemperatur in 2 x SSC-Lösung (20 x SSC-Lösung 

1:10 verdünnt) gewaschen. 

3. Der Objektträger wurde jetzt für 5 min in der DAPI-Lösung gegengefärbt und danach für 

5 min in 2 x SSC-Lösung gewaschen. 
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4. Zum Abschluß wurde der Objektträger mit etwas Antifade und einem großen Deckglas 

eingedeckt. Lagerung der Präparate im Dunkeln verhinderte vorzeitiges Ausbleichen. 

 

2.3 Auswertung 

 

Die Signale wurden am Fluoreszenzmikroskop (Zeiss, Oberkochen, Deutschland) mit den 

entsprechenden Filtern (AHF, Tübingen, Deutschland) ausgewertet. Die Dokumentation und 

Darstellung (z.T. im Falschfarbenmodus) erfolgte mit dem ISIS-Programm der Firma 

MetaSystems (Altussheim, Deutschland). 

 

2.3.1 Auswahl der Sonden und mögliche Signalmuster 

 

Veränderungen von Genen, die mittels FISH-Diagnostik erfasst werden können, sind u.a. 

Brüche (Translokationen) und Änderungen der Anzahl (Duplikationen, Amplifikationen, 

Deletionen). Um diese Aberrationen erfassen zu können wurden die Komponenten der 

Sonden so gewählt, dass die Signale das Gen flankieren und zum Teil auch überspannen. Zur 

besseren Unterscheidung wurden bei den meisten Assays die Sonden auf der einen Seite des 

Gens rot und auf der anderen Seite grün markiert. Die Zentromer- bzw. Kontrollsonden 

wurden in blau gewählt. Aus technischen Gründen geschah dies beim STK15-Assay nicht. 

Hier wurden die beiden Sonden, die das Gen flankierten und überspannten, rot und die 

Zentromerkontrolle grün markiert. 

Die Zusammensetzung der FISH-Assays erlaubt so verschiedene Signalmuster. Eine normale 

Zelle enthält von jedem Gen zwei intakte Kopien. Sie zeigt also zwei kolokalisierte rot-grüne 

und zwei blaue und im Fall des STK15-Assays zwei rote und zwei grüne Signale. Da die 

meisten HRS-Zellen tri- oder tetraploid sind, weisen diese entsprechend drei oder vier 

kolokalisierte Signale auf, ohne dass dies als Zugewinn im Vergleich zur Ploidie zu werten 

wäre. 

Kommt es zu einem Bruchereignis innerhalb des Gens, werden die Signale getrennt und 

liegen weit auseinander.  

Bei Duplikationen oder Amplifikationen eines Gens sind im cHL mehr kolokalisierte rot-

grüne Signale zu erkennen, als nach der Ploidie des einzelnen Falles zu erwarten gewesen 

wären. Beim Verlust eines Gens oder Chromosoms sind entsprechend weniger Signale 

vorhanden. Je nachdem, welcher Teil eines Chromosoms amplifiziert ist, kann es auch zur 

Signalvermehrung in einer bestimmten Region kommen. Dies macht sich unter Umständen 
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durch eine Häufung der Signale nur einer Farbe des Assays bemerkbar. Abbildung 2 zeigt 

verschiedene mögliche Signalkonstellationen. 

 

Abbildung 2: Mögliche Signalkonstellationen bei Verwendung bruchpunktflankierender FISH-Assays  
         (rot/grün) mit Zentromerkontrolle (gelb) 

a) Normale diploide Zelle mit zwei kolokalisierten Signalen des untersuchten Genlokus und zwei Signalen  
    der Zentromerkontrolle 
b) Tetraploide oder tetrasome HRS-Zelle mit vier kolokalisierten Signalen des untersuchten Genlokus und vier    
    Signalen der Zentromerkontrolle 
c) Tetraploide oder tetrasome HRS-Zelle mit zwei kolokalisierten Signalen und zwei Bruchpunkten des  
    untersuchten Genlokus (je zwei isolierte rote und grüne Signale) sowie vier Signalen der Zentromerkontrolle 
d) Tetraploide oder tetrasome HRS-Zelle mit zwei kolokalisierten Signalen des untersuchten Genlokus und vier  
    Signalen der Zentromerkontrolle (entspricht bei HRS-Zellen in der Regel einem Verlust des Genlokus) 
e) Entweder diploide HRS-Zelle mit zwei kolokalisierten Signalen des untersuchten Genlokus und zwei  
    Signalen der Zentromerkontrolle oder, falls eine Polyploidie bekannt ist, mit einem Verlust des gesamten  
    Chromosoms 
f) Tetraploide oder tetrasome HRS-Zelle mit sieben kolokalisierten Signalen des untersuchten Genlokus und vier  
    Signalen der Zentromerkontrolle (entspricht einem Zugewinn des Genlokus) 
g) Entweder heptaploide oder heptasome HRS-Zelle mit sieben kolokalisierten Signalen des untersuchten  
    Genlokus und sieben Signalen der Zentromerkontrolle oder, falls eine geringere Ploidie bekannt ist, mit einem  
    Zugewinn des gesamten Chromosoms 
h) Tetraploide oder tetrasome HRS-Zelle mit drei kolokalisierten Signalen und einer Amplifikation des  
     untersuchten Genlokus sowie vier Signalen der Zentromerkontrolle 
 

 

2.3.2 )achweisgrenzen für Bruchereignisse, Zugewinne und Verluste 

 

Zur Testung der Assays wurden Zellen aus dem peripheren Blut von fünf gesunden 

Probanden mit den FISH-Assays hybridisiert. 

Um die Nachweisgrenzen der flankierenden Assays für Bruchereignisse festzulegen, wurde 

anschließend die Lage der zwei verschiedenfarbigen Signale eines Signalpaares zueinander 

beurteilt. Diese können fusionieren, nebeneinander liegen, mehr als einen, mehr als zwei oder 

a) b) c) d) 

e) f) g) h) 
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mehr als drei Signaldurchmesser voneinander entfernt liegen. Die Nachweisgrenze legt fest, 

ab welchem Prozentsatz betroffener Zellen von einem Bruchereignis ausgegangen werden 

kann. Sie ist definiert als Mittelwert der falsch positiven Ergebnisse in fünf gesunden 

Kontrollpersonen plus drei Standardabweichungen (Bentz et al., 1994).  

In dieser Arbeit wurde von einem intakten Genlokus ausgegangen, wenn das Signalpaar eine 

Distanz von nicht mehr als zwei Signaldurchmesser hatte. Ein Abstand von drei oder mehr 

Signaldurchmessern wurde als Split definiert (Abbildung 3). Dabei wurde immer das 

Signalpaar mit dem größten Signalabstand gewertet. 

 

 

 
Abbildung 3: Definition eines Bruchpunktes bezogen auf den Abstand der bruchpunktflankierenden Signale  
                        zueinander 
a) Die beiden bruchpunktflankierenden Signale fusionieren. Es liegt kein Bruchereignis vor. 
b) Die beiden bruchpunktflankierenden Signale liegen nebeneinander. Zum Vergleich ist ein fusionierendes  
     Signalpaar abgebildet. Es liegt kein Bruchereignis vor. 
c) Die beiden bruchpunktflankierenden Signale liegen einen Signaldurchmesser voneinander entfernt. Zum  
    Vergleich ist ein fusionierendes Signalpaar abgebildet. Es liegt kein Bruchereignis vor. 
d) Die beiden bruchpunktflankierenden Signale liegen zwei Signaldurchmesser voneinander entfernt. Zum  
    Vergleich ist ein fusionierendes Signalpaar abgebildet. Es liegt kein Bruchereignis vor. 
c) Die beiden bruchpunktflankierenden Signale liegen drei Signaldurchmesser voneinander entfernt. Zum  
    Vergleich ist ein fusionierendes Signalpaar abgebildet. Ab diesem Abstand liegt ein Bruchereignis vor. 
 

 

Um die Nachweisgrenzen für Zugewinne und Verluste festzulegen, wurde die Anzahl der 

Signale bestimmt. Eine normale Zelle mit jeweils zwei Chromosomen sollte zwei Signalpaare 

für das Gen und zwei Signale der Chromosomenkontrolle aufweisen. 

Lagen mehr Signalpaare vor als Kontrollsignale (z.B. 3 rot-grün, 2 blau) wurde dies ebenso 

als Zugewinn (im Beispiel im Sinne einer Duplikation) gewertet wie eine Zunahme aller 

Signale (z.B. 3 rot-grün, 3 blau, im Sinne einer Trisomie). Dementsprechend lag sowohl ein 

Verlust vor, wenn die Zahl der Kontrollen die der Doppelsignale überstieg (Deletion) (z.B. 1 

b) c) 

d) e) 

a) 
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rot-grün, 2 blau) als auch wenn insgesamt weniger Signale vorhanden waren (z.B. 1 rot-grün, 

1 blau, im Sinne einer Monosomie) (s. Abbildung 2). 

Auch hier sind die Grenzen definiert als Mittelwert der falsch positiven Ergebnisse plus drei 

Standardabweichungen in fünf gesunden Probanden.
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3 Ergebnisse 

 

Die Entstehungsmechanismen des cHL sind bisher nicht ausreichend geklärt. Das cHL ist ein 

malignes B-Zell-Lymphom, das unter anderem häufig eine konstitutive Aktivierung  der 

JAK/STAT-Signaltransduktionskaskade aufweist. Diese konstitutive Aktivierung könnte 

durch eine Fehlregulierung der durch sie gesteuerten Zellfunktionen zur Pathogenese 

beitragen. 

Weiterhin zeichnen sich die HRS-Zellen durch eine ausgeprägte genetische Instabilität aus. 

Diese könnte durch Fehlregulationen bei der Zellteilung entstehen. Bei der Zellteilung haben 

Zentrosomen eine zentrale Funktion. Für das cHL konnten bereits 

Zentrosomenveränderungen nachgewiesen werden. 

Diese wichtigen Vorgänge der Zelle werden u.a. durch die Gene der JAK/STAT- 

Signaltransduktionskaskade JAK2 (9p24), STAT2 (12q13), STAT6 (12q13), STAT3/5A/5B 

(17q21) oder auch IL6ST (5q11) und die an der Zentrosomenfunktion beteiligten Gene STK15 

(20q13) und PLK1 (16p12) reguliert. Interessanterweise belegen CGH-Untersuchungen, dass 

Zugewinne in den Regionen, die die genannten Gene enthalten, d.h. 5q, 9p, 12q, 16p, 17q und 

20q im cHL häufig sind (Joos et al., 2002). 

Die vorliegende Arbeit sollte mittels FISH-Analyse klären, ob die Aktivierung der 

JAK/STAT-Kaskade im cHL durch chromosomale Aberrationen der Genloci bedingt ist, die 

für die einzelnen Komponenten kodieren und ob Veränderungen der Genorte STK15 und 

PLK1 die chromosomale Instabilität der HRS-Zellen und die Zentrosomenaberrationen 

erklären könnten. 

 

3.1 Etablierung der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierungs-Assays 

 

Für die FISH-Assays wurden zunächst aus der UCSC Genome Bioinformatics Datenbank 

(http://genome.ucsc.edu) je zwei Klone ausgewählt, die das entsprechende Gen flankierten.  

Nach der DNA-Extraktion erfolgte die Markierung in der gewünschten Farbe. Zur Testung 

wurden Metaphase-Kerne gesunder Probanden mit den Assays hybridisiert und unter dem 

Fluoreszenzmikroskop ausgewertet. Um für die späteren Analysen verwertbar zu sein, 

mussten die Sonden helle und kompakte Signale ergeben. Außerdem durften sie nur an die 

Zielregion binden, und der Hintergrund sollte möglichst keine stärkeren fluoreszierenden 

Artefakte aufweisen.  
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Nach den ersten Kontrollhybridisierungen zeigte sich, dass einige Änderungen nötig waren. 

So wiesen einige Klone Kreuzhybridisierungen mit anderen Chromosomen auf. Die Zahl der 

Signale entspricht in solchen Fällen nicht der Anzahl der Kopien des zu untersuchenden Gens. 

Da in dieser Arbeit hauptsächlich die Interphasekerne der HRS-Zellen untersucht wurden, in 

denen eine Unterscheidung zwischen einzelnen Chromosomen nicht möglich ist, erlauben 

solche kreuzhybridisierenden Klone keine eindeutigen Ergebnisse. Die entsprechenden Klone 

mussten ausgetauscht werden. Weitere Klone ergaben in der Kontrollhybridisierung keine 

kräftigen Signale. Auch diese waren für die Auswertung nicht brauchbar und mussten ersetzt 

werden.  

Es wurden insgesamt 33 Bakterienklone präpariert und getestet. Für die in dieser Arbeit neu 

etablierten fünf FISH-Assays für die Gene STAT2, STAT6, STAT3/5, PLK1 und STK15 

wurden letztlich 14 Klone ausgewählt. Tabelle 7 auf Seite 30 zeigt alle getesteten Klone. Die 

kreuzhybridisierenden Klone sind entsprechend gekennzeichnet. 

 

Die Herstellung des STK15-Assays gestaltete sich aufwendiger. Die beiden ausgewählten 

Klone kreuzhybridisierten auch nach Ersatz des chimären Klons. Dies trat bei beiden Klonen 

vermehrt auf, wenn diese grün markiert waren. Deshalb wurden die beiden Klone rot 

markiert. Aufgrund der Literaturrecherche (Katayama et al., 2001; Bischoff et al., 1998; Zhou 

et al., 1998) wurden im Bereich des STK15-Gens weniger Brüche als vielmehr 

Amplifikationen erwartet, weshalb dieses Vorgehen vertretbar war. Die Menge der Cot-DNA 

wurde erhöht, weil die Sonde auch nach Ersatz des chimären Klones kreuzhybridisierte. Die 

Cot-DNA deckt sich wiederholende DNA-Abschnitte, so genannte repetitive Sequenzen, ab. 

Eine Sonde für eine Genregion, die viele repetitive Sequenzen enthält, würde ohne Cot-DNA 

an vielen Stellen der DNA binden. Die Erhöhung der Cot-DNA sollte diesen Effekt 

abschwächen. Eine kommerziell erhältliche Zentromersonde für das Chromosom 20 war 

weder in blau noch in grün verfügbar, so dass eine selbst hergestellte grün markierte 

Zentromerprobe (Plasmid pZ20) verwendet wurde.  

 

Für die Assays für STAT2 und STAT6 wurde eine blau markierte Kontrollprobe für das 

Chromosom 12 benötigt. Eine Zentromerkontrolle für das Chromosom 12 war in blau 

kommerziell nicht erhältlich. Zunächst wurde das blau markierte Plasmid pBR12 (Zentromer 

Chromosom 12) getestet. Die Kontrollen zeigten hier nur sehr schwache spezifische Signale 

dafür aber sehr viel unspezifischen Hintergrund. Die daraufhin verwendeten Klone RP11-

434C1 und RP11-525I3 (12p) ergaben nicht auswertbar schwache blaue Signale. Erst die 
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gemeinsam markierten Klone RP11-615I16, RP11-252K13 und RP11-100C20 (12p) 

erbrachten die für die Auswertung als Kontrolle für das Chromosoms 12 nötigen blauen 

Signale. 

 

Tabelle 7: Ergebnisse der Austestung der Klone für die FISH 
 

Adresse Bibliothek Typ Chromosomale Lokalisation Kreuzhybridisierung 
2227I18 CTD BAC 5q11.22  
332C17 RP11 BAC 5q11.22  
574F11 RP11 BAC 9p24.12  
140C18 RP11 BAC 9p24.12  
39K24 RP11 BAC 9p24.12  
125K10 RP11 BAC 9p24.12  
6J24 RP11 BAC 9p24.12  
525I3 RP11 BAC 12p13.2  
434C1 RP11 BAC 12p13.2  
615I16 RP11 BAC 12p12.1  
100C20 RP11 BAC 12p12.1  
252K13 RP11 BAC 12p12.1  
114G22 RP11 BAC 12p12.1  
1060J15 RP11 BAC 12p11 Kreuzhybridisierung 
268P4 RP11 BAC 12p12.1  
64J22 RP11 BAC 12p12.1 Kreuzhybridisierung 
666F17 RP11 BAC 12p12.1  
64N21 RP11 BAC 12p12.1  
pBR 12  Plasmid 12 Zentromer  
973D8  RP11 BAC 12q13.2  
112B10 RP11 BAC 12q13.3  
507N3 RP11 BAC 12q13.3  
145A4 RP11 BAC 12q13.3  
474N8 RP11 BAC 12q13.3 Kreuzhybridisierung 
183H16 RP11 BAC 12q13.3 Kreuzhybridisierung 
176O5 RP11 BAC 12q14.13  
1077C21 RP11 BAC 12q13.3 Kreuzhybridisierung3 
936I7 RP11 BAC 12q13.3  
184F14 RP11 BAC 16p12.2  
2385L22 CTD  16p12.2  
156E6 RP11 BAC 17q21.2  
400F19 RP11 BAC 17q21.2  
194N12 RP11 BAC 17q21.2  
1151G10 RP11 BAC 17q21.2  
242D8 RP11 BAC 17q21.31  
266I24 RP11 BAC 17q21.31  
380D15 RP11 BAC 20q13.31  
1167H4 RP5 PAC 20q13.31  
1153D9 RP5 PAC 20q13.31 Kreuzhybridisierung 
pZ 20  Plasmid 20 Zentromer  
 
BAC = künstliches Bakterienchromosom, PAC = vom Phagen P1 abgeleitetes künstliches Chromosom 
CTD = Caltech library D, RP = Roswell Park Cancer Institute 

                                                                 
2 Diese Klone waren bereits im Vorfeld von unserer Arbeitsgruppe evaluiert worden. 
3 Dieser Klon konnte unter Berücksichtigung der Kreuzhybridisierung ausgewertet werden. 
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Die endgültige Zusammensetzung der einzelnen Assays ist nachfolgend in Tabelle 8 

aufgeführt. 

 

Tabelle 8: Endgültige Zusammensetzung der verwendeten FISH-Assays 

 
 

Gen Zentromerische Sonde Telomerische Sonde Kontrollsonde 
IL6ST (5q11) RP11-332C17 CTD-2227I18 Keine 

JAK2 (9p24) RP11-140C18 + RP11-
574F11 + RP-11 39K24 

RP11-125K10 + 
RP11-6J24 

CEP 9 (Zentromer 9) 

STAT2 (12q13) RP11-973D8 RP11-507N3 RP11-615I16 + RP11-
100C20 + RP11-
252K13 (12p) 

STAT6 (12q13) RP11-145A4 RP11-176O5 RP11-615I16 + RP11-
100C20 + RP11-
252K13 (12p) 

STAT3/5 

(17q21) 

RP11-156E6 RP11-400F19 CEP 17 (Zentromer 17) 

PLK1 (16p12) CTD-2385L22 
(überspannend) 

RP11-184F14 
(überspannend) 

CEP 16 (Zentromer 16) 

STK15 (20q13) RP11-380D15 RP5-1167H4 
(überspannend) 

pZ20 (Zentromer 20) 

 
Grün gedruckte Klone wurden mit SG grün markiert, rot gedruckte Klone wurden mit SO rot markiert und blau 
gedruckte Klone wurden mit SA oder DEAC blau markiert. Diejenigen Klone, die das zu untersuchende Gen 
überspannen sind entsprechend gekennzeichnet. 

 

 

3.2 Kontrollen und )achweisgrenzen 

 

Wie oben angegeben wurden die Nachweisgrenzen der einzelnen Assays bestimmt, um die 

Qualität der Assays zu testen. Dazu wurden Zellen aus dem peripheren Blut von fünf 

gesunden Probanden mit den FISH-Assays hybridisiert. 

 

Nachweisgrenzen für Bruchereignisse 

Es wurde die Lage der zwei verschiedenfarbigen Signale eines Signalpaares zueinander 

beurteilt. Wie bereits ausgeführt wurde von einem intakten Genlokus ausgegangen, wenn das 

Signalpaar nicht mehr als zwei Signaldurchmesser voneinander entfernt lag. Tabelle 9 zeigt 

die Nachweisgrenzen für Bruchereignisse der bruchpunktflankierenden Assays. 

Da es sich bei dem Assay für STK15 um einen überspannenden Assay handelt, wurde für 

diesen keine Nachweisgrenze hinsichtlich eines Bruchereignisses festgelegt. 

 



Ergebnisse                                                                                                                                32 

 

 

Tabelle 9: )achweisgrenzen für Bruchereignisse der eingesetzten bruchpunktflankierenden Assays 
 

Assay Anzahl 

Kontrollen 

Ausgewertete 

Signalpaare pro 

Kontrolle, Spannweite 

(Median) 

Prozentsatz falsch 

positive Signalpaare 

(Mittelwert4/Stan-

dardabweichung4 

(SD)) 

)achweisgrenze für 

Bruchereignisse4 

(Mittelwert plus 

drei SD) 

IL6ST 5 200-225 (203) 0%-0,4% (0,1%/0,2%) 0,6% 

JAK2 5 199-211 (202) 0%-0,5% (0,1%/0,2%) 0,7% 

STAT2 5 198-209 (206) 0,4%-1,4% (0,8%/0,4%) 2,1% 

STAT6 5 200-211 (205) 7,7%-10,8% 

(9,6%/1,2%) 

13,1% 

STAT3/5 5 403-416 (409) 0,2%-0,6% (0,3%/0,2%) 0,9% 

PLK1 5 194-208 (200) 0%-0,5% (0,2%/0,3%) 1,0% 

 

Nachweisgrenzen für Zugewinne und Verluste 

Um die Nachweisgrenzen für Zugewinne und Verluste  festzulegen, wurden die Anzahl der 

Signale bestimmt. Tabelle 10 zeigt die Nachweisgrenzen der in dieser Arbeit verwendeten 

Assays für Zugewinne, Tabelle 11 deren Nachweisgrenzen für Verluste. 

 

Tabelle 10: )achweisgrenzen der eingesetzten Assays für Zugewinne 
 

Assay Anzahl 

Kontrollen 

Ausgewertete Zellen 

pro Kontrolle, 

Spannweite (Median) 

Prozentsatz falsch 

positive Zellen 

(Mittelwert4/Stan-

dardabweichung4 

(SD)) 

)achweisgrenze für 

Zugewinne4 

(Mittelwert plus 

drei SD) 

IL6ST 5 100 (100) 0%-2,0% (0,4%/0,9%) 3,1% 

JAK2 5 100-104 (101) 0%-3,0% (2,0%/1,2%) 5,6% 

STAT2 5 99-100 (99) 2,0%-14,1% 

(6,5%/4,6%) 

20,3% 

STAT6 5 98-100 (98) 4,1%-13,1% 

(6,5%/3,8%) 

17,9% 

STAT3/5 5 196-209 (202) 3,4%-6,7% 

(5,3%/1,2%) 

9,0% 

PLK1 5 93-99 (96) 5,1%-11,5% 

(8,5%/3,1%) 

17,7% 

STK15 5 200-209 (207) 1,9%-5,8% 

(3,7%/1,6%) 

8,3% 

 

                                                                 
4 gerundet 
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Tabelle 11: )achweisgrenzen der eingesetzten Assays für Verluste 
 

Assay Anzahl 

Kontrollen 

Ausgewertete Zellen 

pro Kontrolle, 

Spannweite (Median) 

Prozentsatz falsch 

positive Zellen 

(Mittelwert5/Stan-

dardabweichung5 

(SD)) 

)achweisgrenze 

für Verluste5 

(Mittelwert plus 

drei SD) 

IL6ST 5 100 (100) 0%-2,0% (0,6%/0,9%) 3,3% 

JAK2 5 100-104 (101) 0% 0% 

STAT2 5 99-100 (99) 0%-6,1% (2,2%/2,3%) 9,1% 

STAT6 5 98-100 (98) 0%-4,1% (1,2%/1,7%) 6,2% 

STAT3/5 5 196-209 (202) 2,0%-4,5% (3,8%/1,0) 6,7% 

PLK1 5 93-99 (96) 0%-4,1% (2,3%/1,5%) 6,8% 

STK15 5 200-209 (207) 1,5%-5,8% (3,3%/1,6%) 8,2% 

 

 

3.3 Ergebnisse der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierungs-Untersuchungen an klassischen  

Hodgkin-Lymphomen 

 

Es wurde Tumormaterial von 36 Patienten mit cHL mit den FISH-Assays für die Gene IL6ST, 

JAK2, STAT2, STAT6, STAT3/5A/5B, PLK und STK15 untersucht. Von diesen 36 Fällen 

waren 21 auswertbar. Die hohe Ausfallquote lässt sich durch die geringe Zahl an Tumorzellen 

im Untersuchungsgut erklären. Hinzu kam in einem Teil der Fälle stark behindernder 

Hintergrund durch autofluoreszierende Granula der beim cHL häufig vorkommenden 

eosinophilen Granulozyten. In die Bewertung gingen nur die Fälle ein, die pro Sonde 

mindestens eine nach Form und Größe eindeutige HRS-Zelle aufwiesen. 

Zunächst war vorgesehen, die Zahl der Signale für einen Genlocus mit der Signalzahl für die 

interne Kontrolle zu vergleichen, um herauszufinden, ob eine Deletion, ein Zugewinn oder 

eine Amplifikation vorliegt. Es stellte sich heraus, dass oftmals Genort und 

Chromosomenkontrolle gleichsinnig verändert vorlagen und so keine aussagekräftigen 

Ergebnisse zu gewinnen waren. Dieses Problem wurde gelöst, indem die Anzahl der Signale 

eines Assays im Verhältnis zur im jeweiligen Fall vorliegenden Anzahl der homologen 

Chromosomensätze (Ploidie) betrachtet wurde. 

Hierzu musste zunächst die Ploidie der einzelnen Fälle geschätzt werden. Dies geschah, 

indem die Signale der sieben Assays in den Zellkernen jedes Falles gezählt wurden. 

Anschließend wurde der Lokus-spezifische Median ermittelt (s. Tabelle 1 des Anhangs). 

                                                                 
5 gerundet 
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Daraus wiederum konnte der globale Median dieser Lokus-spezifischen Mediane für die 

einzelnen Fälle ermittelt werden (Tabelle 12). Dieser globale Median wurde als Ploidie 

definiert. Nun konnte der Lokus-spezifische Median auf die Ploidie bezogen werden.  

 
Tabelle 12: Lokus-spezifischer Median der einzelnen Assays für jeden Fall (und jede Zelllinie) und der  

      daraus ermittelte globale Median (= Ploidie) der untersuchten Fälle (und Zelllinien) 
 
Fall IL6ST 

(lokus-

spezifischer 

Median) 

JAK2 

(lokus-

spezifischer 

Median) 

STAT2/6 

(lokus-

spezifischer 

Median) 

STAT3/5 

(lokus-

spezifischer 

Median) 

PLK1  (lokus-

spezifischer 

Median) 

STK15 

(lokus-

spezifischer 

Median) 

Globaler 

Median = 

Ploidie 

1 4 3 4 4 5 4 4 

2 3 6 4 3 4 4 4 

3 4 4 4 4 4 3 4 

4 2 2 3 4 3 2 2,5 

5 4 3 5 3 3 6 3,5 

6 4 7 5 3 3 4 4 

7 4 8 3 4,5 4 3 4 

8 4 9 4 4 4 4 4 

9 2 5 2 2 2 2 2 

10 4 7 3 4 3 4 4 

11 4 3 4 4 3 3 3,5 

12 3 9 8 4 3 3 3,5 

13 5 8,5 5 4 4 4 4,5 

14 4 2 5 4 3 4 4 

15 3 2 2 2 2 2 2 

16 3 3 3 3 3 3 3 

17 5 3 6 3 5 4 4,5 

18 5 3 5 5 4 3 4,5 

19 3 2 5 3 4 4 3,5 

20 4 4 4 4 4 4 4 

21 3 5 4 4 4 3 4 

HDLM-2 1 amp.6 2 2 2 1 2 

L428 3SO/5SG 6 5 5 3 4 4,5 

KM-H2 3 4 4 3 4 2 3,5 

L1236 3 6 STAT2: 4 

STAT6: 

2SO/SG 

amp.6 

3 3 4 3,5 

                                                                 
6 amp. = amplifiziert. Amplifikationen wurden in die Ermittlung der Ploidie nicht einbezogen, da hier 
offensichtlich massive Veränderungen der Genkopienzahl vorlagen. 



Ergebnisse                                                                                                                                35 

 

 

Im Folgenden werden die Ergebnisse für jeden Assay einzeln aufgeführt. Es wurde der lokus-

spezifische Median der einzelnen Assays entsprechend der Formel 1 auf die Ploidie des Falles 

bezogen. 

Formel 1:       

≤ 0,7: Deletion 

          Lokus-spezifischer Median  > 0,7 - < 1,3: balanciert 
Quotient =       
   Ploidie    ≥ 1,3 - < 2,0: Zugewinn 

       ≥ 2,0: Amplifikation 

 

Tabelle 13 zeigt eine Zusammenfassung der auf diese Weise ermittelten Quotienten. 

Hervorgehoben sind diejenigen Ergebnisse, die per definitionem von einem balancierten 

Ergebnis abweichen. Als Zugewinn wurde ein Quotient von 1,3-1,9, ein Quotient von ≥ 2 als 

Amplifikation definiert. Ein Verlust lag entsprechend bei einem Quotienten von ≤ 0,7 vor. 

 

3.3.1 Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierungs-Analysen von klassischen Hodgkin-

Lymphomen und Zelllinien für die Gene der JAK/STAT-Signaltransduktionskaskade 

 

IL6ST-Locus:  

Von 21 Fällen wiesen 20 (95%) weder einen Zugewinn noch einen Verlust auf. In einem Fall 

(5%) konnte ein Zugewinn gefunden werden. Bruchpunkte ließen sich nicht ermitteln. 

 

Eine Zelllinie (HDLM-2) wies einen Verlust des Genortes auf. In den Zelllinien KM-H2 und 

L1236 konnten keine Veränderungen gefunden werden. Die Zelllinie L428 zeigte zwei Splits 

der grünen Signale (Klon RP11-332C17). Es fanden sich hier im Median drei rote und fünf 

grüne Signale, was neben dem Bruch im Verhältnis zur Ploidie auch einen Verlust der roten 

Sonde bedeutet. Die anderen Zelllinien zeigten keine Bruchereignisse. 
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Tabelle 13: Quotient aus lokus-spezifischem Median der einzelnen Assays und der ermittelten Ploidie des 
Falles (s. Formel 1) 
  

Fall ermittelte 

Ploidie 

IL6ST JAK2 STAT2 STAT6 STAT3/5 PLK1 STK15 

1 4 1 0,75 1 1 1 1,25 1 

2 4 0,75 1,5 1 1 0,75 1 1 

3 4 1 1 1 1 1 1 0,75 

4 2,5 0,8 0,8 1,2 1,2 1,6 1,2 0,8 

5 3,5 1,14 0,86 1,43 1,43 0,86 0,86 1,71 

6 4 1 1,75 1,25 1,25 0,75 0,75 1 

7 4 1 2 0,75 0,75 1,13 1 0,75 

8 4 1 2,25 1 1 1 1 1 

9 2 1 2,5 1 1 1 1 1 

10 4 1 1,75 0,75 0,75 1 0,75 1 

11 3,5 1,14 0,86 1,14 1,14 1,14 0,86 0,86 

12 3,5 0,86 2,57 2,29 2,29 1,14 0,86 0,86 

13 4,5 1,11 1,89 1,11 1,11 0,89 0,89 0,89 

14 4 1 0,5 1,25 1,25 1 0,75 1 

15 2 1,5 1 1 1 1 1 1 

16 3 1 1 1 1 1 1 1 

17 4,5 1,11 0,67 1,33 1,33 0,67 1,11 0,89 

18 4,5 1,11 0,67 1,11 1,11 1,11 0,89 0,67 

19 3,5 0,86 0,67 1,43 1,43 0,86 1,14 1,14 

20 4 1 1 1 1 1 1 1 

21 4 0,75 1,25 1 1 1 1 0,75 

HDLM-2 2 0,5 >2 1 1 17 1 0,5 

L428 4,5 0,678 1,33 1,11 1,11 1,11 0,67 0,89 

KM-H2 3,5 0,86 1,14 1,14 1,14 0,86 1,14 0,57 

L1236 3,5 0,86 2 1,14 0,679 0,86 0,86 1,14 

 
Hierbei wurde ein Quotient von 1,30-1,99 als Zugewinn (hellgrün), ein Quotient > 1,99 als Amplifikation 
(dunkelgrün) und ein Quotient ≤ 0,70 als Verlust (rot) gewertet. 
 

                                                                 
7 Diese Zelllinie zeigte im Median 2 Signale der in SO markierten Sonde und 3 Signale der in SG markierten    
  Sonde, die sich nach weiterführenden Untersuchungen als Split herausstellten. 
8 Diese Zelllinie wies 2 Splits der SG markierten Sonde auf. 
9 Dieser Wert gilt nur für die SO markierte Sonde. Die SG markierte Sonde war hier amplifiziert. 
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JAK2-Locus 

Acht der 21 Fälle (38%) wiesen einen Zugewinn genetischen Materials auf (s. Abbildung 4b). 

Von diesen zeigten vier Fälle (19%) (Fälle Nr. 7, 8, 9 und 12) eine Amplifikation des JAK2-

Locus. Interessanterweise konnte in ebenfalls vier Fällen (19%) ein Verlust des Genortes 

gefunden werden. Von den 21 Fällen zeigten 9 (43%) keine Verluste oder Zugewinne. 

 

Zusätzliche Signale für den JAK2-Locus zeigten drei der vier Zelllinien (HDLM-2, L428 und 

L1236), wobei HDLM-2 und L1236 eine Amplifikation aufwiesen. In der Zelllinie HDLM-2 

fiel weiterhin ein Bruchpunkt auf. Neben der Amplifikation und drei weiteren kolokalisierten 

rot-grünen Signalen für den JAK2-Assay zeigte sich in der Zelllinie HDLM-2 durchgehend 

ein isoliertes grünes Signal. 

 

STAT2-Locus: 

Von 21 Fällen wiesen 17 (81%) keine Veränderungen auf. Vier Fälle (19%) zeigten einen 

Zugewinn (s. Abbildung 4c) wobei in einem Fall (Fall Nr.12) (5%) eine Amplifikation 

gefunden wurde. Hier konnte neben der STAT2-Amplifikation auch eine deutliche 

Amplifikation der Kontrolle auf 12p gefunden werden. Dies wiederholte sich bei Verwendung 

des STAT6-Assays, da für beide Assays dieselbe Kontrolle genutzt wurde. Ein Bruchereignis 

lag in keinem Fall vor 

 

Keine der untersuchten Zelllinien wies für diesen Assay Veränderungen auf. 

 

STAT6-Locus:  

Wie auch beim eng benachbarten STAT2-Gen zeigten 17 von 21 Fällen (81%) keine 

Veränderungen. In vier Fällen (19%) konnte auch für den STAT6-Genort ein Zugewinn 

gefunden werden. Fall Nr.12 (5%) wies ebenso eine Amplifikation auf. 

Auch mit dem STAT6-Assay fand sich in diesem Fall die oben bereits erwähnte 12p-

Amplifikation. 

Ein Bruchereignis konnte in keinem Fall nachgewiesen werden. 

 

Der STAT6-Locus war in den Zelllinien HDLM-2, L428 und KM-H2 nicht verändert. Die 

Zelllinie L1236 zeigte eine auffällige Signalkonstellation. Im Median fanden sich zwei 

Signale des rot markierten Klons RP11-176O5, dies entspricht einem Verlust desselben, und 
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im Median sechs Signale der 12p-Kontrolle. Der grün markierte Klons RP11-145A4 zeigte 

eine Amplifikation. Ein Bruchereignis fand nicht statt. 

 

STAT3/5-Locus:  

Von 21 Fällen zeigten 19 (90%) keinerlei Auffälligkeiten. Ein Fall (5%) wies einen Zugewinn 

genetischen Materials auf. In ebenso einem Fall (5%) konnte ein Verlust gefunden werden. 

Ein Bruchereignis fand in keinem Fall statt. 

 

Die Zelllinie HDLM-2 fiel durch im Median drei Signale des grün markierten Klons RP11-

400F19 und im Median zwei Signale des rot markierten Klons RP11-156E6 auf. 

Weiterführende Untersuchungen legten einen Bruchpunkt im Bereich des grün markierten 

Klons nahe (s.u.). Die anderen Zelllinien waren in Bezug auf den STAT3/5-Assay unauffällig. 

 

Die folgenden Tabellen (Tabellen 14 und 15) fassen die Ergebnisse der Assays für die Gene 

der JAK/STAT-Signaltransduktionskaskade in Primärfällen und Zelllinien zusammen. 

 

Tabelle 14: Zusammenfassung der Ergebnisse der Assays in Primärfällen für die Gene der JAK/STAT- 

      Signaltransduktionskaskade 

 

Genlokus Fälle 

ausgewertet 

Zahl der 

beurteilten 

Kerne 

min-max 

(Median) 

Keine 

Veränderungen, 

Fälle (%) 

Zugewinn, 

Fälle (%) 

Amplifi-

kation, 

Fälle 

(%) 

Verlust, 

Fälle 

(%) 

Bruch-

punkt, 

Fälle 

(%) 

Signale 

pro 

Zellkern 

min-max 

IL6ST 21 1-190 (13) 20 (95%) 1 (5%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 2-8 

JAK2 21 2-101 (14) 9 (43%) 4 (19%) 4 (19%) 4 (19%) 0 (0%) 2-15 

STAT2 21 1-112 (10) 17 (81%) 3 (14%) 1 (5%) 0 (0%) 0 (0%) 2-14 

STAT6 21 2-93 (9) 17 (81%) 3 (14%) 1 (5%) 0 (0%) 0 (0%) 2-13 

STAT3/5 21 2-135 (11) 19 (90%) 1 (5%) 0 (0%) 1 (5%) 0 (0%) 1-9 
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Tabelle 15: Zusammenfassung der Ergebnisse der Assays in den Zelllinien für die Gene der JAK/STAT- 

Signaltransduktionskaskade. Da in den einzelnen Zelllinien zum Teil verschiedene 

Veränderungen gleichzeitig vorlagen, muss die Summe der jeweils betroffenen Fälle nicht der 

Gesamtzahl ausgewerteter Zelllinien entsprechen. 

 

Genlokus Zelllinien 

ausgewertet 

Keine 

Veränderungen 

Zugewinn Verlust Amplifikation Bruchpunkt 

IL6ST 4 2 0 210 0 110 

JAK2 4 1 1 0 211 111 

STAT2 4 4 0 0 0 0 

STAT6 4 3 0 112 112 0 

STAT3/5 4 3 0 0 0 113 

 

 

3.3.2 Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierungs-Analysen an klassischen Hodgkin-

Lymphomen und Zelllinien für die Zentrosomen-Gene PLK1 und STK15 

 

PLK1-Locus:  

In keinem der Fälle konnten Zugewinne oder Verluste gefunden werden. Ebenso zeigte sich 

kein Bruchereignis im PLK1-Gen. 

 

Die Zelllinie L428 zeigte einen Verlust des Genorts. Die anderen Zelllinien wiesen keine 

Auffälligkeiten auf. Bruchpunkte fanden sich auch in den Zelllinien nicht. 

 

STK15-Locus:  

Von den 21 Fällen zeigten 19 (90%) keine Auffälligkeiten. In einem Fall (5%) konnte ein 

Zugewinn gefunden werden. Ebenso fand sich in einem Fall (5%) ein Verlust genetischen 

Materials. Einen Bruchpunkt wies keiner der untersuchten Fälle auf. 

 

In den Zelllinien HDLM-2 und KM-H2 fand sich ein Verlust des STK15-Locus. Die 

Zelllinien L1236 und L428 waren unauffällig. Auch hier fanden sich keine Bruchereignisse. 

 

                                                                 
10 Die Zelllinie L428 wies 2 Splits der grün markierten Sonde auf. 
11 Zusätzlich zur Amplifikation wies die Zelllinie HDLM-2 noch einen Split der grün markierten Sonde auf. 
12 Die Zelllinie L1236 wies einen Verlust der rot markierten Sonde und eine Amplifikation der grün markierten 
Sonde auf. 
13 Die Zelllinie HDLM-2 wies einen isolierten Split der grün markierten Sonde auf. 
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In den folgenden Tabellen (Tabellen 16 und 17) sind die Ergebnisse für die Zentrosomengene 

PLK1 und STK15 in den Primärfällen und den Zelllinien zusammengefasst. 

 
 
Tabelle 16: Zusammenfassung der Ergebnisse der Assays in Primärfällen für die Zentrosomengene PLK1  

      und STK15 
 

 
Genlokus Fälle 

ausgewertet 

Zahl der 

beurteilten 

Kerne 

min-max 

(Median) 

Keine 

Veränderungen, 

Fälle (%) 

Zugewinn, 

Fälle (%) 

Amplifi-

kation, 

Fälle 

(%) 

Verlust, 

Fälle 

(%) 

Bruch-

punkt, 

Fälle 

(%) 

Signale 

pro 

Zellkern 

(Streu-

breite) 

PLK1 21 1-110 (12) 21 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 2-8 

STK15 21 2-75 (11) 19 (90%) 1 (5%) 0 (0%) 1 (5%) 0 (0%) 2-11 

 

 

Tabelle 17: Zusammenfassung der Ergebnisse der Assays in den Zelllinien für die Zentrosomengene  
      PLK1 und STK15 
 
 

Genlokus Zelllinien 

ausgewertet 

Keine 

Veränderungen 

Zugewinn Verlust Amplifikation Bruchpunkte 

PLK1 4 3 0 1 0 0 

STK15 4 2 0 2 0 0 

 

 

Abbildung 4 zeigt einige Beispiele der Signalmuster der einzelnen FISH-Assays in 

verschiedenen cHL-Primärfällen. 

 

 

 

 

 

 

 



Ergebnisse                                                                                                                                41 

 

 

 
 
Abbildung 4: Beispiele der Signalmuster der einzelnen FISH-Assays in verschiedenen cHL-Primärfällen. 
Beschrieben ist immer der große HRS-Zellkern im Bildausschnitt 
a) Seltener Fall einer HRS-Zell-Metaphase mit einer JAK2-Amplifikation. Der Fall hat eine Ploidie von 3,5. Es  
    finden sich 9 Kopien von JAK2 in dieser Metaphase, was einen Quotienten von 2,57 und damit eine 
    Amplifikation ergibt. 
b) HRS-Zelle mit einer JAK2-Amplifikation. Der Fall ist tetraploid. In diesem Zellkern finden sich 13 Kopien    
    von JAK2, was einen Quotienten von 3,25 ergibt, also eine Amplifikation. Für JAK2 lag in den meisten Zellen  
    des Falls jedoch ein Zugewinn und keine Amplifikation vor. Dies läßt sich durch die hohe Varianz der Signale  
    innerhalb eines Falles erklären (s.u.) 
c) HRS-Zelle mit einem STAT2-Zugewinn. Für den Fall wurde eine Ploidie von 3,5 ermittelt. In der Zelle liegen  
    5 Kopien von STAT2 vor. Dies ergiebt einem Quotienten von 1,43, was einem Zugewinn entspricht. 
d) HRS-Zelle mit fünf Kopien des STAT6-Genlokus. Da der Fall 6 tetraploid ist, war dies nicht als Zugewinn zu  

werten (Quotient 1,25). Nebenbefundlich findet sich in dieser Zelle dreimal eine Signalkonstellation, die auf 
einen Bruch im STAT6-Gen hinweist (Distanz der rot-grünen Signale mehr als 2 Signaldurchmesser), wobei 
dies in diesem Fall nicht gehäuft vorkam. 

e) HRS-Zelle mit vier Kopien des STAT3/5-Lokus. Die für den Fall ermittelte Ploidie lag bei 4,5. Es liegt kein  
    Zugewinn oder Verlust vor (Quotient 0,89). 
f) HRS-Zelle mit vier Kopien des IL6ST-Lokus. Die für den Fall ermittelte Ploidie lag bei 4,5. Es liegt kein  
    Zugewinn oder Verlust vor (Quotient 0,89). 
g) HRS-Zelle mit drei Kopien des STK15-Lokus. Die für den Fall ermittelte Ploidie lag bei 4. Es liegt kein  
    Zugewinn oder Verlust vor (Quotient 0,75). 
h) HRS-Zelle mit vier Kopien des PLK1-Lokus. Die für den Fall ermittelte Ploidie lag bei 4. Es liegt kein  
    Zugewinn oder Verlust vor (Quotient 1). 
Aus technischen Gründen sind die blauen Kontrollsonden als Falschfarbe in pink dargestellt. 
 

3.4 Varianz der Signale innerhalb eines Falles 

 

Ein bekanntes Phänomen im cHL ist die chromosomale Instabilität mit hochkomplexen 

Karyotypen und intraklonaler Variabilität. Dies zeigt sich auch anhand der Ergebnisse dieser 

Arbeit. So variiert die Anzahl der gefundenen Signale in den einzelnen Zellkernen eines 

Falles zum Teil beträchtlich. Hierbei zeigt sich auch, dass offensichtlich einige Genregionen 

instabiler sind als andere. Um die Varianz der Signale innerhalb eines Falles zu ermitteln, 

wurde für jeden Assay die Differenz zwischen der höchsten Anzahl gezählter Signale in 

einem Zellkern und der niedrigsten Zahl gezählter Signale in einem Zellkern desselben Falles 



Ergebnisse                                                                                                                                42 

 

 

ermittelt (Differenz Max-Min). Je höher der Wert, desto größer die Varianz und damit die 

chromosomale Instabilität. 

Abbildung 5 verdeutlicht die Streubreite der Signalzahlen. Obwohl alle Genorte eine Varianz 

aufweisen, zeigen doch einige (STAT2, STAT6 und JAK2) eine stärkere Streuung als andere. 

Es ist anzunehmen, dass diese genetisch instabiler sind als die übrigen. 

 

 

 

 

Abbildung 5: Streubreite der Signalzahlen. 
Es wurde für jeden Assay die Differenz zwischen der höchsten Anzahl gezählter Signale in einem Zellkern und 
der niedrigsten Zahl gezählter Signale in einem Zellkern desselben Falles ermittelt und auf dem Graphen 
aufgetragen. Beispiel: Im Falle des IL6ST-Locus zeigten in drei Fällen alle Kerne diesselbe Anzahl von Signalen, 
in sieben Fällen variierte die Anzahl der Signale pro Zellkern um zwei Signale, und in drei Fällen variierte die 
Anzahl der Signale um fünf Signale. Die Genorte für STAT2, STAT6 und JAK2 wiesen die größte Streubreite 
auf. 
 

 

3.5 Weiterführende Untersuchungen zur Eingrenzung von Amplifikationen und  

Bruchereignissen 

 

3.5.1 12p Amplifikation in Fall )r. 12 

 

Die Auswertung der Hybridisierung des Falles Nr. 12 mit den Assays für STAT2 und STAT6 

hatte eine Amplifikation des auf 12p12.1 befindlichen Kontrollassays ergeben. Dieser setzte 
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sich aus den drei Klonen RP11-615I16, RP11-100C20 und RP11-252K13 zusammen. Die 

Hybridisierung des Falles mit jedem einzelnen Klon zeigte, dass alle drei amplifiziert waren. 

Um das Amplikon einzugrenzen, wurde der Fall mit Hilfe sechs weiterer Klone untersucht. 

Die Klone RP11-268P4 und RP11-114G22, die telomerisch der bereits entdeckten 

Amplifikation lagen, waren auch amplifiziert. Der zentromerisch gelegene Klon RP11-64N21 

zeigte ebenso eine Amplifikation. Die ebenfalls zentromerischen Klone RP11-64J22 und 

RP11-1060J15 erbrachten keine auswertbaren Ergebnisse, da sie Kreuzhybridisierungen mit 

anderen Chromosomen aufwiesen. Es stellte sich heraus, dass der Klon RP11-666F17 nicht 

auf Chromosom 12p, sondern auf 3p hybridisierte. Dieser konnte also ebenfalls nicht 

ausgewertet werden. Die bis dahin ermittelten Ergebnisse zeigten, dass sich das Amplikon 

über mindestens fünf Megabasen erstreckt (s. Abbildung 6). Da sich in diesem großen 

Bereich ca. 50 Gene befinden, wären weiterführende Untersuchungen möglicher 

Kandidatengene zu umfangreich. Es wurde von einer weiteren Eingrenzung abgesehen. 

 

 

 

 

Abbildung 6: Abschnitt des kurzen Armes des Chromosoms 12. Das linke Ende zeigt Richtung Telomer, das 
rechte Ende Richtung Zentromer. An der entsprechenden Stelle sind die verwendeten Klone in der Farbe 
aufgetragen, in der sie markiert wurden. Unten finden sich die FISH-Hybridisierungsmuster von fünf der 
amplifizierten Klone. Mindestens der Abschnitt zwischen RP11-268P4 und RP11-64N21 war amplifiziert. Das 
Amplikon wurde aufgrund der Größe nicht weiter eingegrenzt.  
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3.5.2 12q Amplifikation in der Zelllinie L1236 

 

Bei der Untersuchung der Zellinie L1236 mit dem STAT6-Assay waren ein Verlust des rot 

markierten Klons RP11-176O5 und eine Amplifikation des grün markierten Klons RP11-

145A4 gefunden worden. Um dieses Amplikon einzugrenzen, wurde die Zellinie mit den 

Klonen RP11-112B10, RP11-507N3 und RP11-973D8, die zentromerisch von RP11-145A4 

gelegen sind, sowie RP11-1077C21 und RP11-936I7, die telomerisch des amplifizierten 

Klons liegen, weiter untersucht. Es stellte sich heraus, dass RP11-112B10 und RP11-1077C21  

ebenfalls amplifiziert waren, wohingegen RP11-936I7, RP11-507N3 und RP11-973D8 im 

Median vier Signale zeigten. Auf diese Weise wurde das Amplikon auf ungefähr eine 

Megabase eingegrenzt (s. Abbildung 7). Im Bereich des Amplikons liegen ca. 31 Gene. 

 

 

 

 

Abbildung 7: Abschnitt des langen Armes des Chromosoms 12. Das linke Ende zeigt Richtung Zentromer, das 

rechte Ende Richtung Telomer. An der entsprechenden Stelle sind die verwendeten Klone in der Farbe 

aufgetragen, in der sie markiert wurden. Unten finden sich die FISH-Hybridisierungsmuster der sieben 

verwendeten Klone. Die Klone RP11-112B10, RP11-145A4 und RP11-1077C21 waren amplifiziert. Die Klone 

RP11-973D8, RP11-507N3 und RP11-936I7 waren jeweils in vier Kopien vorhanden. Damit war das Amplikon 

auf eine Größe von ca. einer Megabase eingegrenzt. Der Klon RP11-176O5 lag nur in zwei Kopien vor, was 

einem Verlust desselben entspricht. 
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3.5.3 17q Bruchereignis in der Zelllinie HDLM-2 

 

Die Zellinie HDLM-2 war bei der Auswertung des STAT3/5-Assays durch ein zusätzliches 

Signal des grün markierten Klons RP11-400F19 aufgefallen. Um Herauszufinden, ob es sich 

hierbei um eine Duplikation oder ein Bruchereignis handelt, wurden vier weitere Klone 

eingesetzt. Die Klone RP11-1151G10 und RP11-194N12 liegen zentromerisch, die Klone 

RP11-266I24 und RP11-242D8 telomerisch von RP11-400F19. Diese Klone zeigten alle in 

der Untersuchung im Median zwei Signale. Dieses Ergebnis lässt eine Duplikation 

unwahrscheinlich erscheinen. Die Hybridisierung der Zellinie HDLM-2 mit einem 

Dreifarben-Assay bestehend aus dem rot markierten Klon RP11-266I24, dem grün markierten 

Klon RP11-400F19 und dem blau markierten Klon RP11-194N12 ergab ein kolokalisiertes 

rot-grün-blaues Signal und ein weiter telomerisch gelegenes grünes Signal (s. Abbildung 8). 

Die Vermutung liegt nahe, dass nach einem Bruchereignis innerhalb der chromosomalen 

Region, die durch den Klon RP11-400F19 abgedeckt wird, keine Inversion, sondern eine 

Insertion des Bruchstückes weiter telomerisch erfolgte. 

 

 

Abbildung 8: Abschnitt des langen Armes des Chromosoms 17. Das linke Ende zeigt Richtung Zentromer, das 

rechte Ende Richtung Telomer. An der entsprechenden Stelle sind die verwendeten Klone in der Farbe 

aufgetragen, in der sie markiert wurden. Das Bruchereignis ist mit Pfeilen gekennzeichnet. Unten finden sich die 

FISH-Hybridisierungsmuster. Ganz links befindet sich das Bild des Original-STAT3/5-Assays, ganz rechts das 

Bild des neuen Dreifarben-Assays (aus technischen Gründen ist die blaue Kontrollsonde hier pink dargestellt). 

Dazwischen liegen die Bilder der einzeln hybridisierten Klone.  
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3.6 Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierungs-Analysen des JAK2-Gens an Tissue 

Microarrays 

 

Die Ergebnisse unserer Untersuchungen an Carnoys-fixierten Zellen und vorheriger Arbeiten 

zeigen, dass es im cHL besonders häufig im Bereich des JAK2-Gens (9p24) zu 

Veränderungen kommt. Daher wurden die Tissue Microarrays von cHL ausschließlich mit 

dem JAK2-Assay untersucht. 

Es wurden zwei Objektträger mit insgesamt 33 Fällen hybridisiert. Von diesen waren 30 

auswertbar. Die übrigen drei Fälle waren aufgrund starker Hintergrundanfärbung technisch 

nicht auswertbar. 

Die Untersuchung der Paraffinpräparate war aufgrund der größeren Dicke des Gewebes 

schwieriger als dies bei in Carnoys-fixiertem Lymphknotengewebe der Fall war. Nach der 

Auswertung wurden die Fälle daher in Gruppen eingeteilt (s. Tabelle 18). 

Bei 9 von 30 auswertbaren Fällen (30%) konnten keine eindeutigen HRS-Zellkerne 

identifiziert werden. Die Mehrzahl der Kerne zeigte in diesen Fällen zwei (bis maximal vier) 

kolokalisierte Signale für den JAK2-Locus. Die Kerne wiesen auch nicht die typische 

Kernmorphologie auf. 

Eine für HRS-Zellen aufgrund der häufigen Polyploidie normale und zu erwartende 

Signalkonstellation von drei bis vier kolokalisierten Signalen zeigten ebenfalls 9 von 30 

Fällen (30%). Ein leichter Zugewinn fand sich in 8 Fällen (26,7%), die fünf und sechs 

kolokalisierte Signale des JAK2-Assays pro Zellkern aufwiesen. Ein deutlicher Zugewinn mit 

sieben bis neun Signalen je Zellkern konnte in 2 Fällen (6,7%) gefunden werden und weitere 

2 Fälle (6,7%) zeigten Amplifikationen von ungefähr zehn kolokalisierten Signalen, die in 

einer Traube (Cluster) zusammenlagen. Korrigiert man die Prozentanteile bezogen auf die 

Fälle, in denen eindeutig HRS-Zellen nachweisbar waren, sind diese sogar noch höher. Diese 

Ergebnisse sind in Tabelle 18 zusammengefasst. 
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Tabelle 18: Einteilung der Ergebnisse der Tissue Microarrays in Gruppen 
 
Gruppe Anzahl der Signale Anzahl der 

Fälle 

Prozent-

anteil 

Prozentanteil an Fällen mit 

eindeutig identifizierten 

Hodgkin-Zellen 

Keine eindeutigen HRS-

Zellkerne identifiziert 

2-4 kolokalisierte 

Signale, untypische 

Morphologie 

9 30%  

)ormal (tri-/tetraploid) 3-4 kolokalisierte 

Signale 

9 30% 42,9% 

Leichter Zugewinn 5-6 kolokalisierte 

Signale 

8 26,7% 38,1% 

Zugewinn 7-9 kolokalisierte 

Signale 

2 6,7% 9,5% 

Amplifikation/Cluster ~10 kolokalisierte 

Signale 

2 6,7% 9,5% 

 

 

3.7 Zusammenfassung der Ergebnisse 

 

Zusammenfassend konnten regelmäßig wiederkehrende Veränderungen im Bereich der 

Genloci IL6ST und STAT3/5 in dieser Studie nicht gefunden werden. Wie in 

vorausgegangenen Arbeiten bereits beschrieben, stellen Zugewinne inklusive Amplifikationen 

von JAK2 die häufigsten genomischen Veränderungen im cHL dar. Zugewinne des Gens 

zeigten 19% der Fälle. Weitere 19% wiesen eine Amplifikation auf. Untermauert werden 

diese Ergebnisse durch die Beobachtungen der TMA-Analysen. Hier konnten in 38,1% der 

Fälle ein leichter Zugewinn und in jeweils 9,5% ein deutlicher Zugewinn bzw. eine 

Amplifikation nachgewiesen werden. Interessanterweise zeigten weitere 19% der cHL-

Primärfälle einen Verlust genetischen Materials, ein Ergebnis, das in der Literatur bisher nicht 

beschrieben wurde. 

Außerdem konnten erstmals wiederkehrende Zugewinne von STAT2 und STAT6 

nachgewiesen werden. Diese traten jeweils in 19% der Fälle auf, wobei 4,8% der Fälle sogar 

Amplifikationen aufwiesen. 

Regelmäßig auftretende Veränderungen der Zentrosomengenloci PLK1 und STK15 wurden 

nicht gefunden. 



Diskussion                                                                                                                                48 

4 Diskussion 

 

Ein für cHL typisches Phänomen ist die konstitutive Aktivierung der JAK/STAT-

Signaltransduktionskaskade (Küppers, 2009). Diese reguliert verschiedene wichtige 

Funktionen der Zelle wie die Zellentwicklung, Differenzierung und Apoptose. Die mit dieser 

Kaskade assoziierten Gene STAT2 (12q13), STAT6 (12q13), STAT3/5A/5B (17q21), JAK2 

(9p24) und IL6ST (5q11) liegen in Chromosomenabschnitten mit gehäuftem Zugewinn an 

genetischem Material (Joos et al., 2002; Joos et al., 2003; Chui et al., 2003). Frühere Arbeiten 

zeigten bereits regelmäßig vorkommende Amplifikationen des JAK2-Gens im cHL (Joos et 

al., 2000). 

Die Form und Größe der HRS Zellen sowie die Komplexität der Karyotypen lassen auf einen 

Zentrosomendefekt oder eine Zentrosomendysfunktion schließen. Zwei der in dieser Arbeit 

untersuchten Gene, STK15 (20q13) und PLK1 (16p12) regulieren u.a. die 

Zentrosomenaktivität (Dutertre et al., 2002; Dai et al., 2002). Diese Gene liegen wiederum 

beide in Bereichen, die im cHL genetisches Material hinzugewinnen. 

Ziel dieser Arbeit war es, mit Hilfe der FISH-Technik herauszufinden, ob die Aktivierung des 

JAK-STAT-Signaltransduktionsweges in HRS-Zellen des cHL durch chromosomale 

Veränderungen der Genorte bedingt ist, welche für die Komponenten dieser Signalkaskade 

kodieren, und ob die Zentrosomenaberrationen im cHL bzw. die chromosomale Instabilität 

der HRS-Zellen durch Aberrationen der Genloci STK15 und PLK1 entsteht. 

Da für die genannten Genorte keine kommerziellen FISH-Assays erhältlich sind, mussten 

diese zunächst hergestellt und getestet werden. 

 

4.1 Technischer Ansatz 

 

4.1.1 Methoden 

 

Im Gegensatz zu anderen malignen B-Zell-Erkrankungen, sogenannten B-Zell-Non-Hodgkin-

Lymphomen, ist das Bild chromosomaler Aberrationen im cHL weiterhin schlecht 

charakterisiert (Re et al., 2002). Dies liegt einerseits an der Schwierigkeit, Metaphasen der 

seltenen HRS-Zellen zu gewinnen, die im Tumorgewebe nur einen Anteil von weniger als 1% 

der Zellen ausmachen (Staudt, 2000). Andererseits weisen die Metaphasen der HRS-Zellen 

eine extrem hohe zytogenetische Komplexität und chromosomale Instabilität auf (Schouten et 

al., 1989; Tilly et al., 1991). Herkömmliche zytogenetische Analysen des cHL sind also 
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schwierig (Fonatsch et al., 1999). Die in dieser Arbeit angewandte FISH-Technik ermöglicht 

hingegen gezielte zytogenetische Untersuchungen an Interphase-Kernen. 

Die Sensitivität der FISH-Technik liegt in der Regel bei 1-5% (Martin-Subero et al., 2003a). 

Sie ist also eigentlich für Tumoren mit wenigen Tumorzellen nicht geeignet. Eine Ausnahme 

stellt hierbei jedoch das cHL dar. Aufgrund ihrer auffälligen Morphologie und Hyperploidie 

sind die HRS-Zellen leicht zu identifizieren. Eine gezielte FISH-Analyse großer atypischer 

Zellkerne wird so möglich (Wlodarska et al., 2003).  

Eine weitere Möglichkeit der gerichteten Analyse stellt die FICTION-Technik dar. Hierbei 

wird die Fluoreszenz-Immunphenotypisierung mit der FISH-Methode kombiniert (Martin-

Subero et al., 2002). Auf diese Weise können die HRS-Zellen gezielt aufgesucht werden. Um 

diese Methode anwenden zu können, werden allerdings ganze, weitgehend unversehrte Zellen 

benötigt. Die für diese Arbeit zur Verfügung stehenden zytogenetischen Suspensionen 

ermöglichen jedoch nur die Untersuchung von Zellkernen. Daher konnte die FICTION-

Methode nicht angewandt werden. 

 

4.1.2 )achweisgrenzen 

 

Für die zu untersuchenden Gene waren keine kommerziellen FISH-Assays erhältlich. In der 

vorliegenden Arbeit konnten erfolgreich für alle Genorte auswertbare Assays hergestellt 

werden.  

Für den Nachweis von Bruchpunkten mittels FISH-Technik sind verschiedene Ansätze 

beschrieben worden. So kann man zum Nachweis wiederkehrender Translokationen mit 

konstanten Partnern FISH-Assays nutzen, bei denen eine Sonde den Bruchpunkt auf dem 

einen Chromosom überspannt und die andere Sonde den Translokationspartner auf dem 

anderen Chromosom flankiert. So entsteht im Falle des Vorliegens einer Translokation ein 

kolokalisiertes zweifarbiges Signal (Siebert et al., 1998 a und b). Wechselt der 

Translokationspartner oder ist dieser unbekannt eignen sich Assays besser, bei denen 

unterschiedlich markierte Sonden den vermuteten Bruchpunkt flankieren. Liegt eine 

Translokation vor, kommt es zur Dissoziation der beiden unterschiedlich gefärbten Signale 

(„Split“) (Taniwaki et al., 1995). 

Im cHL sind bisher keine wiederkehrenden Translokationen für die untersuchten Gene 

bekannt. Zur Ermittlung von Bruchereignissen wurden also die Gene mit unterschiedlich 

markierten Fluoreszenzsignalen flankiert. 
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Für die Definition eines Splits liegen in der Literatur verschiedene Beispiele vor. Einige 

definierten zwei klar voneinander abgrenzbare unterschiedlich gefärbte Signale als Split 

(Bergh et al., 2000). Diese Definition könnte zu einer hohen Rate an falsch-positiven 

Ergebnissen führen. Andere legten einen Abstand zwischen den zwei Signalen von 

mindestens 20% des Kerndurchmessers als Split fest (Vaandrager et al., 2000). Wieder andere 

gingen von einem Bruchereignis aus, wenn beide Signale mehr als 2µm auseinander lagen 

(Taniwaki et al., 1995; Ueda et al., 1996). 

In der vorliegenden Arbeit wurde von einem Bruchereignis ausgegangen, wenn der 

Signalabstand mehr als drei Signaldurchmesser betrug (Kahl et al., 2001). Das Beschreiben 

des Abstandes zweier Signale zueinander im Verhältnis zum Signaldurchmesser hat 

verschiedene Vorteile. Dieses System ist nicht nur einfach in der Auswertung, es passt sich 

auch den verschiedenen Kondensationszuständen der DNA in den Stadien des Zellzyklus an. 

 

Um die Qualität der in dieser Arbeit neu etablierten Assays zu sichern und die 

Aussagefähigkeit dieser abzuschätzen, mussten zunächst die Nachweisgrenzen definiert 

werden. Dies geschah, indem der Mittelwert der falsch positiven Ergebnisse in fünf gesunden 

Kontrollpersonen plus drei Standardabweichungen berechnet wurde (Bergh et al., 2000; 

Vaandrager et al., 2000). 

Es wurden die Nachweisgrenzen für Bruchereignisse, Zugewinne und Verluste ermittelt. 

Die ermittelten Nachweisgrenzen der verwendeten Assays für Bruchpunkte lagen zwischen 

0,6% und 13,1% (Tabelle 9). Zum größten Teil lagen die in dieser Arbeit etablierten Assays 

mit den ermittelten Nachweisgrenzen für Translokationen unter den Werten aus der 

Vergleichsliteratur (Bergh et al., 2000; Vandraager et al., 2000; Taniwaki et al., 1995; Ueda et 

al., 1996). Im Falle des STAT6-Assays lag sie jedoch bei 13,1%. Dies lässt sich durch den 

verhältnismäßig größeren Abstand (ca. zwei Megabasen) zwischen den roten und grünen 

Signalen der Sonden auf der DNA voneinander erklären.  

Die Tabellen 10 und 11 zeigen die festgelegten Nachweisgrenzen der neu etablierten Assays 

für Zugewinne (3,1% - 20,3%) und Verluste (0%-9,1%). In der Vergleichsliteratur lagen die 

Nachweisgrenzen für Zugewinne bei 3-6% und für Deletionen bei 6-10% (Martin-Subero et 

al. 2003a). Damit sind die Ergebnisse unserer Assays für Verluste mit denen anderer 

Publikationen vergleichbar. Die im Verhältnis dazu zum Teil recht hohen Grenzen für 

Zugewinne, die in dieser Arbeit ermittelt wurden, erklären sich durch Kreuzhybridisierungen 

einiger Sonden mit so genannten repetitiven Sequenzen der DNA auf anderen 

Chromosomenabschnitten. 
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4.1.3 Interpretation der Ergebnisse 

 

HRS-Zellen sind zumeist tri- bis tetraploid, was die Beurteilung von Zugewinnen und 

Verlusten erschwert (Weber-Matthiesen et al., 1995a). Die Auswertung der absoluten Anzahl 

der Signale ist ungenau und führt zu falschen Ergebnissen. So kann man das Vorliegen von 

drei Genkopien nicht als Zugewinn werten, wenn die entsprechende Zelle einen triploiden 

Chromosomensatz aufweist. Andererseits kann in demselben Fall das Vorliegen von nur zwei 

Kopien nicht als normal eingeschätzt werden. Bei der Auswertung der Signalkonstellationen 

war zunächst vorgesehen, die Anzahl der Signale für den zu untersuchenden Genlocus mit der 

Anzahl der Signale der Chromosomenkontrolle zu vergleichen, um so festzustellen, ob 

Zugewinne oder Verluste vorlagen. Dies hätte jedoch zu einer Unter-Detektion geführt, da 

oftmals Genort und Kontrolle gleichsinnig verändert waren. Wie bereits beschrieben, wurde 

nun in dieser Arbeit die Signalzahl der Assays auf die zuvor ermittelte Ploidie des einzelnen 

Falles bezogen. Es wurde also die relative Anzahl der Signale bewertet. 

Mathas et al. untersuchten in ihrer Arbeit unter anderem den BCL3-Genlocus in den Zelllinien 

des cHL mittels FISH-Technik. Sie werteten das Vorliegen von drei oder mehr Signalen als 

Zugewinn. Sie fanden einen Zugewinn von BCL3 in den Zelllinien L1236 (3 Signale/Zelle) 

und L428 (4 Signale/Zelle) (Mathas et al., 2005). In unserer Arbeit ermittelten wir die Ploidie 

der Zelllinie L1236 mit 3,5 und die Ploidie der Zelllinie L428 mit 4,5. Somit befinden sich die 

Ergebnisse von Mathas et al. für das BCL3-Gen im balancierten Bereich für diese Zelllinien. 

Es liegt also kein wirklicher Zugewinn vor (Martin-Subero et al., 2006).  

 

4.2 Chromosomale Instabilität im klassischen Hodgkin-Lymphom und die Rolle der  

Zentrosomengene PLK1 und STK15 

 

Wie bereits dargestellt, zeichnet sich das cHL durch genetische Instabilität in Form 

hochkomplexer Karyotypen und intraklonaler Variabilität aus (Weber-Matthiesen et al., 

1995b; Falzetti et al., 1999; Re et al., 2002). Wie Abbildung 5 zeigt, variierte die Signalanzahl 

für die verschiedenen untersuchten Loci zwischen den einzelnen HRS-Zellen desselben Falles 

auch in dieser Arbeit. Es werden auch Unterschiede zwischen den einzelnen Loci deutlich. 

Einige Genorte scheinen instabiler zu sein als andere. 

Es ist beschrieben worden, dass Amplifikationen der Gene PLK1 und STK15 mit 

Zentrosomenaberrationen und CIN in soliden Tumoren zusammenhängen (Zhou et al., 1998). 

Die hier untersuchten cHL-Fälle und -Zelllinien wiesen keine wiederkehrenden 



Diskussion                                                                                                                                52 

 

 

Veränderungen der beiden Gene auf. Daher müssen alternative pathogenetische 

Mechanismen, wie die Mutation anderer Gene oder fehlerhafte DNA-Reparaturmechanismen, 

der CIN im cHL zugrunde liegen. 

 

4.2.1 Bedeutung der Zentrosomengröße in Hodgkin-Reed-Sternberg-Zellen 

 

Laut Pihan et al. (1998) werden Zentrosomenaberrationen bezogen auf die Anzahl, die Größe 

und die Form der Zentrosomen beschrieben. In ihrer Arbeit an Brust-, Prostata-, Lungen- und 

Darmkarzinomen zeigten die meisten Tumorzellen signifikant größere Zentrosomen als die 

umgebenden Zellen (Pihan et al., 1998). Sie postulierten, dass Zentrosomenaberrationen die 

genetische Instabilität in malignen Zellen bedingen könnten. Von unserer Arbeitsgruppe 

wurden zwei cHL-Fälle mit starker CIN im Hinblick auf die Zentrosomengröße untersucht. 

Verglichen mit den Zentrosomen der Zellen des reaktiven Infiltrats waren die Zentrosomen in 

den HRS-Zellen signifikant vergrößert. Bezogen auf die Größe der Tumor-Zellen war dieser 

Unterschied jedoch nicht mehr bedeutsam. Es ist also fraglich, ob die Größe der Zentrosomen 

im cHL eine Rolle in der Entstehung der CIN spielt oder ob sie lediglich die Größe der HRS-

Zellen widerspiegelt (Martin-Subero et al., 2003b).  

 

4.3 Bedeutung von Veränderungen der Gene der JAK/STAT- 

Signaltransduktionskaskade in der Pathogenese des klassischen Hodgkin-Lymphoms 

 

Bekanntes Phänomen im cHL ist die konstitutive Aktivierung der JAK/STAT-

Signaltransduktionskaskade (Küppers, 2009). Diese Arbeit beschäftigt sich u.a. mit der Frage, 

ob die Gene, die für die Proteine der Kaskade kodieren, im cHL regelmäßig Veränderungen 

unterworfen sind. Die Ergebnisse dieses systematischen genomischen Screenings zeigen, dass 

Zugewinne mit insgesamt 38,1% einschließlich Amplifikationen (19%) von JAK2 in 9p24 die 

häufigsten genomischen Veränderungen der JAK/STAT-Signaltransduktionskaskade im cHL 

darstellen. Auch 75% der Zelllinien wiesen einen Zugewinn von JAK2 auf. Diese Ergebnisse 

korrelieren mit bereits publizierten Studien über JAK2-Amplifikationen im cHL (Joos et al., 

2000). Interessanterweise konnte im primären mediastinalen B-Zell-Lymphom (MBL), einem 

dem cHL verwandten B-Zell-Lymphom (Rosenwald et al. 2003), ebenfalls ein häufiger 

Zugewinn der Chromosomenregion 9p23-24, in der auch das JAK2-Gen liegt, nachgewiesen 

werden (Bentz et al., 2001). Diese Amplifikationen könnten über eine erhöhte Anzahl von 

Genkopien zur konstitutiven Aktivierung der JAK/STAT-Signaltransduktionskaskade führen. 
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Für das REL-Onkogen, dessen Amplifikation im cHL mit einer Akkumulation des c-Rel 

Transkriptionsfaktors im Zellkern assoziiert sind, konnte dies bereits gezeigt werden (Barth et 

al., 2003). 

 

Reiter et al. konnten in Fallstudien verschiedener hämatoonkologischer Erkrankungen, u.a. 

akuter und chronischer Leukämien, eine Translokation t(8;9)(p21-23;p23-24), die das JAK2-

Gen betrifft, zeigen (Reiter et al., 2005). In dieser Arbeit konnte in keinem der Primärfälle ein 

das JAK2-Gen betreffender Bruchpunkt gefunden werden. Van Roosbroeck et al. (2011) 

fanden hingegen in ihrem cHL-Patientengut in 2,3% der Fälle Brüche im Bereich des JAK2-

Gens, u.a. die Translokation t(4;9)(q21;p24). Diese führt zur Entstehung eines Onkoproteins 

(SEC31A-JAK2), welches konstitutive Kinaseaktivität zeigt und auf JAK-Inhibitoren sensibel 

reagiert (Van Roosbroeck et al., 2011). 

Levine et al. (2005) identifizierten eine JAK2-Punktmutation (JAK2V617F), die im MPS, 

speziell bei der Polyzythämia vera (PV), der essentiellen Thrombozythämie (ET) und der 

Osteomyelofibrose (OMF), zu einer konstitutiven Aktivierung der JAK2-Tyrosinkinase führt 

(Levine et al., 2005). Chen et al. (2010) zeigten, dass dieselbe Mutation über unterschiedliche 

STAT1- und STAT5-Aktivierung zur Ausprägung der verschiedenen Phänotypen (PV oder 

ET) führt. Sie schlossen, dass dies auch in anderen Neoplasien, die mit Mutationen von 

Signaltransduktionskaskaden assoziiert sind, zutreffen könnte (Chen et al, 2010). 

Interessanterweise konnte die JAK2V617F-Mutation im cHL und im MBL nicht 

nachgewiesen werden (Melzner et al., 2006). Auch in NHL scheint die JAK2V617F-Mutation 

keine Rolle zu spielen (Lee et al., 2006). 

 

Zusätzlich zu den bereits bekannten JAK2-Amplifikationen zeigt diese Arbeit erstmals auch 

Verluste des JAK2-Genlokus in 19% der Fälle. Dies könnte z.B. durch unbalancierte 

Translokationen zentromerisch von JAK2 bedingt sein. Kürzlich konnten Steidl. et al. (2011) 

im cHL wiederkehrende Bruchpunkte des MHC-Klasse-II-Transaktivator-Gens (CIITA) 

nachweisen, wobei es sich in 50% der Fälle um unbalancierte Translokationen handelte. Als 

Fusionspartner identifizierten sie u.a. die Gene PDL (programmed death ligand)1 und PDL-2 

(Steidl et al., 2011). PDL1 und PDL2 kontrollieren die T-Zell-Immuntoleranz und verhindern 

so Autoimmunangriffe auf Gewebe (Sharpe et al., 2007). Beide Gene liegen ca. 350kb 

zentromerisch von JAK2. 
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Außerdem konnten zum ersten Mal wiederkehrende Zugewinne von STAT2 und STAT6  in 

jeweils 19% der untersuchten cHL-Primärfälle nachgewiesen werden. Dies ist ein alternativer 

zytogenetischer Mechanismus, der zu einer konstitutiven Aktivierung der JAK/STAT-

Signaltransduktionskaskade führen könnte. 

Im Gegensatz hierzu wiesen die anderen in dieser Arbeit untersuchten Mitglieder der 

Transduktionskaskade (STAT3, STAT5A, STAT5B und IL6ST) keine gehäuft auftretenden 

chromosomalen Veränderungen auf. Chromosomenveränderungen dieser Loci scheinen also 

nicht an der regelmäßigen Aktivierung der STATs beteiligt zu sein. 

 

4.3.1 Segmental Chromosomal Aberrations (SCAs) 

 

Segmental Chromosomal Aberrations (SCAs) representieren einen besonderen Mechanismus 

der Genamplifikation, bei dem es zur Translokation oder Insertion multipler Kopien eines 

bestimmten chromosomalen Segments in verschiedene Teile des Genoms kommt (Martin-

Subero et al., 2003b). Interessanterweise konnten verschiedene SCAs in den Hodgkin-

Zelllinien HDLM-2, KM-H2, L428 und L1236 gefunden werden, die meist die 

subtelomerische Regionen betreffen, u.a. 9p24 (JAK2) (Joos et al., 2003). Aufgrund einer 

Assoziation von SCAs und ribosomaler DNA (rDNA) in der Hodgkin-Zelllinie HDLM-2 

vermuteten MacLeod et al. (2000), dass komplizierte chromosomale Veränderungen der 

rDNA-Loci SCAs begünstigen und eine Rolle in der Tumorgenese spielen könnten (MacLeod 

et al., 2000). Die Untersuchung primärer cHL-Fälle auf SCAs ist aufgrund mangelnder 

Metaphasen sehr schwierig. Dennoch konnte in dieser Arbeit in einem der Fälle (Fall 12) das 

Vorkommen von SCAs mit dem JAK2-Assay nachgewiesen werden (s. Abbildung 4a). 

Bemerkenswerterweise konnten weiterführende Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe in 

demselben Fall rDNA-Amplifikationen zeigen, die zum Teil mit den JAK2-Signalen 

kolokalisiert waren. Dieser primäre cHL-Fall weist also dasselbe Phänomen auf wie die 

Zelllinie HDLM-2, in der Kolokalisationen von rDNA-Sequenzen und der JAK2-Genregion 

gefunden worden waren (Martin-Subero et al., 2003b). 
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4.3.2 Alternative Mechanismen, die zur konstitutiven Aktivierung der JAK/STAT- 

Signaltransduktionskaskade führen könnten 

 

Neben einer Beteiligung der direkt für Mitglieder der JAK/STAT-Signaltransduktionskaskade 

kodierenden Gene, die in dieser Arbeit nachgewiesen werden konnten, gibt es noch weitere 

mögliche Mechanismen, die zur konstitutiven Aktivierung führen könnten. 

Denkbar wäre z.B. eine Beteiligung von SOCS (suppressor of cytokine signaling)-1. Das 

SOCS-1-Protein wirkt negativ rückkoppelnd auf die Zytokin-Signalwirkung, indem es die 

Phosphorylierung von STATs durch JAK-Proteine hemmt (Endo et al., 1997). So wird die 

JAK/STAT-Signaltransduktionskaskade herrunterreguliert (Larsen und Röpke, 2002). Für das 

hepatozelluläre Karzinom konnte ein Zusammenhang zwischen der Ausschaltung des SOCS-

1-Gens (16p13.3) und einer konstitutiven JAK2-Aktivierung gezeigt werden, was eine 

Zellproliferation zur Folge hatte (Yoshikawa et al., 2001). Neuere Studien bestätigten diese 

Ergebnisse auch für das cHL und das MBL. Weniger et al. wiesen in beiden Lymphomen eine 

Verbindung zwischen dem mutierten SOCS-1-Gen und einer Anhäufung von 

phosphoryliertem, und somit aktiviertem, STAT5 im Kern nach (Weniger et al., 2006). 

Mottok et al. (2007) fanden in 50% ihrer NLPHL-Fälle Mutationen von SOCS1, was zur 

erhöhten JAK2-Expression und Aktivität der JAK2/STAT6-Signaltransduktionskaskade 

beitragen könnte (Mottok et al., 2007). Außerdem konnte gezeigt werden, dass die SOCS-1-

Mutationen Folge einer aberranten B-Zell-spezifischen somatischen Hypermutation sind, 

entsprechend konnten in Nicht-B-Zell-Neoplasien keine SOCS1-Mutationen nachgewiesen 

werden (Mottok et al., 2009). 

 

Die JAK/STAT-Signaltransduktionskaskade ist einer der wichtigsten Signalwege der 

Zytokinrezeptoren (Imada und Leonard, 2000). HRS-Zellen bilden selbst eine Vielzahl von 

Zytokinen (Skinnider et al., 2001). Diese wirken sowohl autokrin direkt auf die HRS-Zellen 

als auch parakrin auf die Zellen des reaktiven Infiltrates, die daraufhin ihrerseits zu HRS-Zell-

Proliferation und -Überleben beitragen (Skinnider und Mak, 2002). Interessanterweise scheint 

die Anwesenheit des EBV die Expression von IL-6 im cHL zu erhöhen (Herbst et al., 1997). 

Wie bereits erwähnt, wird eine EBV-Infektion mit der Entstehung des cHL in Verbindung 

gebracht (Weinreb et al., 1996). Vockerodt et al. (2008) zeigten, dass LMP (latent membrane 

protein)1, ein EBV-Onkoprotein, bei Keimzentrums-B-Zellen Veränderungen bewirkt, die für 

HRS-Zellen typisch sind, inklusive des Verlustes der B-Zell-Identität (Vockerodt et al., 

2008). Chen et al., (2003) entwickelten für EBV-infizierte Epithelzellen das Model eines sich 



Diskussion                                                                                                                                56 

 

 

selbstverstärkenden Mechanismus, nach dem die Bindung von IL-6 über die JAK/STAT-

Signaltransduktionskaskade zur vermehrten Expression von LMP1 führt, welches wiederum 

zur konstitutiven Aktivierung der JAK/STAT-Signaltransduktionskaskade führt und die 

Synthese von IL-6 hochreguliert (Chen et al., 2003). Auch für das cHL wurde ein 

Zusammenhang zwischen der JAK/STAT-Signaltransduktion und der LMP1-Expression 

gefunden (Chen et al., 2001). Durch seine Eigenschaften als fremdes Antigen und seine 

Wirkung auf die Tumorzellen stellt LMP1 ein mögliches therapeutisches Ziel in EBV-

assoziierten Neoplasien dar (Hannigan und Wilson, 2010). 

 

4.4 Fazit 

 

Ziel dieser Arbeit war es mittels neu zu etablierender FISH-Assays das cHL einerseits 

hinsichtlich Aberrationen der Gene des JAK/STAT-Signaltransduktionsweges IL6ST, JAK2, 

STAT2, STAT6 und STAT3/5 zu untersuchen, um so Hinweise auf einen Zusammenhang 

zwischen eventuellen Genveränderungen und der bekannten konstitutiven Aktivierung der 

genannten Kaskade zu gewinnen. Außerdem sollte das cHL auf Veränderungen der 

Zentrosomengene STK15 und PLK1 hin untersucht werden, da die HRS-Zellen typische 

zytogenetische Auffälligkeiten aufweisen, die durch Zentrosomenveränderungen verursacht 

sein könnten. 

Es konnten Antworten auf alle zu Beginn gestellten Fragen gefunden werden. 

• Zunächst gelang es, zuverlässige FISH-Assays zu etablieren, um die o.g. Gene in 

Interphase-Kernen des cHL zu untersuchen. 

• Mit Hilfe dieser Assays konnte bestätigt werden, dass Zugewinne und 

Amplifikationen des JAK2-Gens zu den häufigsten genetischen Ereignissen im cHL 

gehören. Außerdem konnten erstmals auch Verluste desselben Gens gezeigt werden. 

Ebenfalls erstmalig beschreibt diese Arbeit wiederkehrende Zugewinne von STAT2 

und STAT6. Die anderen Mitglieder der JAK/STAT-Signaltransduktionskaskade 

wiesen keine signifikanten Aberrationen auf. 

• Es konnten keine wiederholten Veränderungen der Zentrosomengene PLK1 und 

STK15 gefunden werden, so dass andere Mechanismen die Entstehung der komplexen 

Karyotypen der HRS-Zellen bedingen müssen. 
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4.5 Ausblick 

 

4.5.1 Folgen der JAK2-Amplifikationen 

 

In dieser Arbeit konnte das in früheren Arbeiten bereits beschriebene Phänomen der 

wiederholt auftretenden JAK2-Amplifikationen im cHL bestätigt werden. Für die Zukunft 

wird es wichtig zu sein, die physiologische Signifikanz dieser Ergebnisse zu klären. Einerseits 

wäre es interessant zu wissen, ob JAK2-Amplifikationen auch zu einer verstärkten 

Genexpression führen. Dies ließe sich durch die FICTION-Technik mit Hilfe eines 

Antikörpers, mit dem das JAK2-Protein sichtbar gemacht wird, ermitteln.  

Green et al. konnten nachweisen, dass JAK2- Amplifikationen in cHL- und MBL-Zelllinien 

mit einer erhöhten JAK2-Expression und –Aktivität assoziiert waren (Green et al., 2010). 

Interessanterweise fanden zwei weitere Studien keinen Zusammenhang zwischen 9p-

Zugewinnen und der JAK2-Expression im cHL (Kluiver et al., 2007; Renné et al., 2007). 

Andererseits wären funktionelle Analysen von JAK2 nötig, wie z.B. die Inhibition durch 

RNAi in Zelllinien mit JAK2-Amplifikationen und die Auswertung der Folgen. 

 

4.5.2 Ursache der chromosomalen Instabilität im klassischen Hodgkin-Lymphom 

 

Wie die Ergebnisse dieser Studie zeigen, scheinen Veränderungen der Zentrosomengene 

PLK1 und STK15 nicht die Ursache der ausgeprägten CIN im cHL zu sein. Es werden weitere 

Untersuchungen nötig sein, um die Gründe zu ermitteln. 

Von großem Interesse wird sein, herauszufinden, ob der Non-homologous-end-

joining(NHEJ)-DNA-Reparaturmechanismus im cHL, einer Erkrankung, die dramatische 

zytogenetische Unregelmäßigkeiten aufweist, gestört ist, und ob eventuelle Fehlfunktionen 

durch Veränderungen der zugehörigen Gene (z.B. Ku70, Ku80, XRCC4, Lig4, D.A-

Proteinkinase und Artemis) ausgelöst sind. Untersuchungen dieser Gene mittels FISH-

Technik wären denkbar. 

 

4.5.3 Klinische Bedeutung der Ergebnisse 

 

Es bleibt abzuwarten, inwieweit die chromosomalen Veränderungen der Gene JAK2 und 

STAT2/6 eine Bedeutung für die Diagnostik oder Prognoseeinschätzung des cHL haben. Um 
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dies abschätzen zu können, sind Untersuchungen an einem größeren Patientenkollektiv mit 

verfügbaren klinischen Daten (z.B. Studienpatienten) notwendig. 

Sollten die Zusammenhänge der Veränderungen in der JAK/STAT-

Signaltransduktionskaskade im cHL aufgeklärt werden, könnte sich aus diesen Erkenntnissen 

möglicherweise die Entwicklung von Therapieformen z.B. durch gezielte Hemmung ergeben. 

Erste Versuche der JAK2-Inhibition in anderen hämatologischen malignen Erkrankungen 

(multiples Myelom, CML, ATL) waren bereits erfolgreich (Scuto et al., 2010; Samanta et al., 

2010; Yang et al., 2010). Da die Mitglieder der JAK/STAT-Signaltransduktionskaskade eine 

wichtige Rolle in allen Zellen des menschlichen Körpers spielen, sollten solche 

Therapieformen vorsichtig eingesetzt werden, um schwere Nebenwirkungen zu vermeiden. 
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5 Zusammenfassung 

Das klassische Hodgkin-Lymphom (cHL) ist eine von den B-Zellen ausgehende maligne 

Erkrankung. Aufgrund der Tumorbiologie des cHL sind konventionelle zytogenetische 

Untersuchungen schwierig. Zur Klärung des zytogenetischen Hintergrundes eignet sich unter 

anderem die Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH). Ein bekanntes pathophysiologisches 

Kennzeichen des cHL ist die konstitutive Aktivierung der JAK/STAT-

Signaltransduktionskaskade. Dies könnte einer der Mechanismen der Apoptoseresistenz der 

Hodgkin-Reed-Sternberg-(HRS)-Zellen sein. Amplifikationen des JAK2-Genortes sind bekannte 

genetische Veränderungen im cHL. HRS-Zellen zeichnen sich zudem durch komplexe 

Karyotypen aus. Die Zentrosomen spielen eine maßgebliche Rolle bei der Zellteilung. 

Aberrationen der Zentrosomen-Gene STK15 und/oder PLK1 könnten im cHL Ursache für die 

Aneuploidie und die Chromosomeninstabilität sein. Ziel dieser Arbeit war es deshalb mittels 

FISH-Technik wiederkehrende chromosomale Aberrationen in Genorten für den JAK/STAT-

Signalweg und Komponenten der Zentrosomenaktivität zu identifizieren. 

Zunächst mussten neue Interphase-FISH-Assays validiert werden, mit denen numerische und 

strukturelle Veränderungen der genannten Genloci nachgewiesen werden können. Insgesamt 

wurden 33 Klone getestet und 5 Assays etabliert. Es wurden 36 cHL-Primärfälle und 4 cHL-

Zelllinien mit den FISH-Assays hybridisiert. Zusätzlich wurden Tissue Microarrays (TMA) von 

33 cHL-Primärfällen mit dem JAK2-Assay untersucht. 

Von 36 hybridisierten Fällen waren 21 auswertbar. Amplifikationen und Zugewinne von JAK2 

wurden in je 4 Fällen (19%) gefunden. Untermauert werden diese Ergebnisse durch die TMA-

Analysen für das JAK2-Gen. Hier zeigten 12 Fälle (57%) Zugewinne oder Amplifikationen. 

Interessanterweise traten in 4 der cHL-Fälle (19%) JAK2-Verluste auf. In 4 Fällen (19%) zeigten 

sich Zugewinne oder Amplifikationen der Genloci STAT2 und STAT6. Die Genloci IL6ST, 

STAT3/5A/5B, PLK1 und STK15 wiesen keine signifikanten Veränderungen auf. Wiederkehrende 

chromosomale Bruchpunkte der untersuchten Loci wurden nicht entdeckt. 

Zusätzlich wurden weitere FISH-Untersuchungen durchgeführt, um Bruchpunkte in 2 Zelllinien 

und einem Primärfall einzugrenzen. 

Die Ergebnisse dieser Arbeit bestätigen, dass Zugewinne von JAK2 die häufigsten genomischen 

Veränderungen der JAK/STAT-Signaltransduktionskaskade im cHL darstellen. Außerdem 

konnten erstmals wiederkehrende Zugewinne von STAT2 und STAT6 beschrieben werden. Ein 

Zusammenhang zwischen Veränderungen der Zentrosomen-Gene PLK1 und STK15 und im cHL 

gefundenen Auffälligkeiten der Zentrosomen und der Zellstruktur sind dagegen unwahrscheinlich. 

Weiterführende funktionelle Untersuchungen sind nötig, um die physiologische Signifikanz dieser 

Ergebnisse zu klären. Weiterhin muss die klinische Bedeutung der genomischen Veränderungen 

in JAK2, STAT2 und STAT6 ermittelt werden. 
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7 Anhang 

 

Tabelle 1A: Rohwerte, aus denen die Ploidie der einzelnen Fälle, sowie die Abweichungen der einzelnen 

Assays davon, ermittelt wurden. Für jeden Fall und jede Zelllinie ist für jeden Genlokus die Zahl der 

Zellen angegeben, die eine bestimmte Anzahl an Signalen der jeweiligen Genorte zeigte. Daraus wurde der 

lokus-spezifische Median des Genortes für den jeweiligen Fall oder die jeweilige Zelllinie emittelt. 
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Signale 

Anzahl 
Zellen 

Anzahl 
Signale 

Anzahl 
Zellen 

Anzahl 
Signale 

Anzahl 
Zellen 

Anzahl 
Signale 

Anzahl 
Zellen 

Anzahl 
Zellen 

89 
10 
2 

3 
4 
5 

10 
86 
4 
2 

3 
4 
5 
6 

1 
42 
147 
6 
1 
3 

2 
3 
4 
5 
6 
7 

3 
96 
1 

2 
3 
4 

44 
55 
1 
1 

3 
4 
5 
8 

71 
23 
5 
1 
2 
2 

2 
3 
4 
5 
6 
7 

KM-
H2 

Median = 3 Median = 4 Median = 4 Median = 3 Median = 4 Median = 2 
Anzahl 
Zellen 

Anzahl 
Signale 

Anzahl 
Zellen 

Anzahl 
Signale 

Anzahl 
Zellen 

Anzahl 
Signale 

Anzahl 
Zellen 

Anzahl 
Signale 

Anzahl 
Zellen 

Anzahl 
Signale 

Anzahl 
Zellen 

Anzahl 
Zellen 

1 
13 
84 
1 
1 

1 
2 
3 
5 
9 

10 
33 
24 
38 
8 
2 

4 
5 
6 
7 
8 
9 

24 
125 
39 
8 
1 
1 
1 
1 

4 
5 
6 
7 
8 
10 
12 
16 

10 
82 
5 
2 
1 

4 
5 
6 
7 
8 

96 
1 
1 

3 
4 
10 

35 
57 
6 
1 
1 

3 
4 
5 
6 
7 

L428 

Median = 314 Median = 6 Median = 5 Median = 5 Median = 3 Median = 4 
Anzahl 
Zellen 

Anzahl 
Signale 

Anzahl 
Zellen 

Anzahl 
Signale 

Anzahl 
Zellen 

Anzahl 
Signale 

Anzahl 
Zellen 

Anzahl 
Signale 

Anzahl 
Zellen 

Anzahl 
Signale 

Anzahl 
Zellen 

Anzahl 
Zellen 

95 
5 

1 
2 

5 
1 
12 
15 
14 
5 
1 
1 
1 
1 
1 

6 
7 
8 
9 
10 
11 
12 
16 
19 
25 
27 

176 
9 
9 

2 
3 
4 

96 
4 
1 
1 

2 
3 
4 
5 

90 
7 
3 

2 
3 
4 

93 
7 

1 
2 

HDL
M-2 

Median = 1 Median = 915 Median = 2 Median = 216 Median = 2 Median = 1 

                                                                 
14 Dieser Wert gilt nur für die rot markierte Sonde. Die grün markierte Sonde wies regelmäßig 1-3 Splits pro Zellkern auf. 
15 Dieser Assays zeigte neben der Amplifikation noch drei weitere kolokalisierte rot-grüne Signale und ein isoliertes grünes 
Signal im Sinne eines Split. 
16 Dieser Assay zeigte durchgehend ein zusätzliches grünes Signal. Weiterführende Untersuchungen wiesen hier auf ein 
Bruchereignis mit Insertion des Bruchstückes weiter telomerisch hin. 
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Fall IL6ST JAK2 STAT2/6 STAT3/5 PLK1 STK15 
Anzahl 
Zellen 

Anzahl 
Signale 

Anzahl 
Zellen 

Anzahl 
Signale 

Anzahl 
Zellen 

Anzahl 
Signale 

Anzahl 
Zellen 

Anzahl 
Signale 

Anzahl 
Zellen 

Anzahl 
Signale 

Anzahl 
Zellen 

Anzahl 
Zellen 

10 
61 
12 
4 
8 
1 
2 
1 
1 

2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
11 
15 

4 
14 
26 
22 
13 
8 
1 
3 
1 
1 
2 
1 
1 
1 
1 

3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 
12 
13 
21 
23 
25 
27 

3 
73 
11 
3 
3 
9 

3 
4 
5 
6 
7 
8 

1 
63 
24 
2 
6 
2 
1 
1 
1 

2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
14 
15 

8 
71 
11 
4 
6 
1 
1 

2 
3 
4 
5 
6 
7 
11 

3 
34 
29 
15 
7 
7 
2 
2 
1 

2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
11 

L1236 

Median = 3 Median = 6 Median = 417 Median = 3 Median = 3 Median = 4 

 

 

Tabelle 2A: Ergebnisse der Hybridisierungen der TMA mit dem JAK2-Assay. Dem jeweiligen Fall ist die 

entsprechende Anzahl kolokalisierter rot-grüner Signale des JAK2-Assays zugeordnet. 

 

TMA-Fall-)r. JAK2-Ergebnis TMA-Fall-)r. JAK2-Ergebnis 

1 2-4 kolokalisierte Signale 16 3 kolokalisierte Signale 

2 Amplifiziert 17 3-4 kolokalisierte Signale 

3 3-6 kolokalisierte Signale 18 2 kolokalisierte Signale 
keine eindeutigen HRS-Zellen 

4 3-7 kolokalisierte Signale 19 3-7 kolokalisierte Signale 

5 4-10 kolokalisierte Signale 20 4-8 kolokalisierte Signale 

6 Amplifiziert 21 2 kolokalisierte Signale 
keine eindeutigen HRS-Zellen 

7 2-4 kolokalisierte Signale 22 2 kolokalisierte Signale 
keine eindeutigen HRS-Zellen 

8 3-8 kolokalisierte Signale 23 2 kolokalisierte Signale 
keine eindeutigen HRS-Zellen 

9 2 kolokalisierte Signale 
keine eindeutigen HRS-Zellen 

24 3-4 kolokalisierte Signale 

10 2 kolokalisierte Signale 
keine eindeutigen HRS-Zellen 

25 2 kolokalisierte Signale 
keine eindeutigen HRS-Zellen 

11 4 kolokalisierte Signale 26 3-5 kolokalisierte Signale 

12 2 kolokalisierte Signale 
keine eindeutigen HRS-Zellen 

27 2-4 kolokalisierte Signale 

13 4-6 kolokalisierte Signale 28 4 kolokalisierte Signale 

14 4-5 kolokalisierte Signale 29 2 kolokalisierte Signale 
keine eindeutigen HRS-Zellen 

15 3-6 kolokalisierte Signale 30 3-4 kolokalisierte Signale 

                                                                 
17 Diese Zahlen gelten nur für den STAT2-Lokus. Für den STAT6-Lokus konnte ein Verlust des SO markierten 
Klons mit einem Median von zwei Signalen und eine Amplifikation des SG markierten Klons mit im Median 
sechs Signalen gefunden werden. 
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