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1 Einleitung

1.1 Maligne Lymphome: das Hodgkin-Lymphom und das grof3zellige

anaplastische Lymphom

Maligne Lymphome sind lymphozytdare Neoplasien, die entweder innerhalb oder
auBerhalb des lymphatischen Gewebes auftreten konnen. Nach morphologischen
Kriterien werden sie in Hodgkin- und Non-Hodgkin-Lymphome eingeteilt.

Das klassische Hodgkin-Lymphom (HD-Lymphom) zeichnet sich aus durch grofRe
atypische einkernige Blasten (Hodgkin-Zellen), mehrkernige Riesenzellen (Reed-
Sternberg-Zellen) und ein entziindliches Begleitinfiltrat aus Lymphozyten, eosinophilen
Granulozyten, Fibroblasten, Histiozyten und Plasmazellen. Primar sind vor allem
Lymphknoten, seltener extranodale Gewebsstrukturen betroffen. Es werden
morphologisch hauptsachlich vier Subtypen der HD-Lymphome unterschieden:
nodulér-lymphozytenreiche, noduldr-sklerosierende, gemischtzellige und
lymphozytenarme HD-Lymphome. Nach der WHO-KIlassifikation gehdren die drei
letztgenannten Lymphomarten zum sogenannten klassischen Hodgkin-Lymphom (Jaffe,
2001). Um den zelluldren Ursprung der Hodgkin/Reed-Sternberg-Zellen (HD-Zellen) zu
bestimmen, wurden ihre Antigen-Rezeptor-Gene analysiert (Kiippers, 1998). HD-Zellen
kdnnen sowohl T-Zell-Marker (z. B. CD2 und CD4), B-Zell-Marker (z. B. CD19 und
CD20) als auch myeloische Marker (z. B. CD15 und c-fms) exprimieren. 1982
entdeckten Schwab und Stein auf Hodgkin-Zellen und Reed-Sternberg-Zellen ein neues
Molekiil, das Ki-1-Antigen, das spater CD30 benannt wurde.

Non-Hodgkin-Lymphome sind maligne Neoplasien, die sich von unterschiedlich hoch
differenzierten Uberwiegend der B- und T-Zellreihe angehorigen Lymphozyten
herleiten. Sie kommen als nodale und extranodale Lymphome oder als Leuk&mien vor.
Die Benennung erfolgt in der Regel nach dem vorherrschenden Zelltyp. Neben
zytologischen Kriterien und der zellularen Herkunft spielt die Agressivitat der Non-
Hodgkin-Lymphome — hoch- und niedrigmaligne — in der Kiel-Klassifikation bei der
Einteilung eine Rolle. Man nimmt an, dass sich diese Neoplasien aus lymphozytéren

Entwicklungsstufen der normalen Hamatopoese entwickeln.



Stein et. al. beschrieben 1985 eine neue Lymphomkategorie mit der Bezeichnung
grofRzelliges anaplastisches Lymphom (,large cell anaplastic lymphoma®, LCAL).
GroRzellige anaplastische Lymphome sind durch ihre anaplastische Morphologie, das
kohé&sive Wachstumsmuster der Blasten, die Infiltration der Lymphknotensinus und die
starke, perinukleér betonte, positive Immunreaktion mit dem CD30-Antigen auf allen
neoplastischen Zellen charakterisiert. Der Phenotyp kann der von T-, B- oder Null-
Zellen sein (Morris, 2001). Neben den Gemeinsamkeiten sind die unterschiedlichen
LCALs heterogen, was Zytologie, Antigenprofil und klinisches Erscheinungsbild bei
Patienten betrifft. Dies fuhrte zur Einteilung in verschiedene morphologische,
immunphénotypische und klinische Unterformen des LCALSs. Unterschieden werden
das primar systemische, das primar kutane und das sekundare LCAL (Stein, 2000).
Ferner wurden morphologische und immunphénotypische Uberlappungen mit dem
klassischen Hodgkin-Lymphom beschrieben (Stein, 2000).

1.2 CD30-positive Zellen

Das Molekil CD30 (Ki-1) wird auf Hodgkin- und Reed-Sternberg-Zellen als
Oberflachenrezeptor exprimiert (Schwab und Stein, 1982). Stein identifizierte 1985 mit
dem CD30-Antikorper eine neue Kategorie von Non-Hodgkin-Lymphomen, definierte
es morphologisch und nannte es CD30-positives, grofizellig anaplastisches Lymphom.
CD30 wird nicht nur auf HD- oder LCAL-Zellen gefunden, sondern auch auf ruhenden
und insbesondere aktivierten B- und T-Lymphozyten sowie auf einigen neoplastischen
Zellen anderer hamatologischer und nicht hdmatogener Tumoren.

CD30 ist nur selten auf Zellen des peripheren Blutes anzutreffen. Ein variabler Anteil
(3 - 31 %) von Lymphozyten im peripheren Blut tragt den CD30-Oberfldchenrezeptor.
Viele dieser Zellen z&hlen zu den CD8-positiven T-Zellen (Agrawal, 1996). Shanebeck
wies 1995 auch auf ruhenden B-Lymphozyten den Oberflachenrezeptor CD30 nach.

In normalem lymphatischen Gewebe gibt es eine kleine Population CD30-positiver
Zellen, meist groBe mononukledre Zellen interfollikuldr in der N&he von B-Zell-
Follikeln oder am Rande von Keimzentren (Stein, 1985). Aulerdem identifizierte
Romagnani 1998 CD30-positive Zellen in der Milz und im Thymusmark, haufig den

Hassal’schen Korperchen benachbart.



CD30 wird auf T-Zellen des T-Helferzell-2-Typs (Th2-Zelltyp) exprimiert. Auf ThO-
und Thl-Zellen ist CD30 kurzzeitig nach in-vitro-Stimulation nachweisbar (Bengtsson,
1995; DelPrete, 1995; Romagnani, 1997). Ferner wird CD30 in vitro in virusinfizierten
T- und B-Lymphozyten exprimiert, zum Beispiel durch Epstein-Barr-Virus, HIV,
HTLV-1 oder -1l (Stein, 1985). CD30-Rezeptoren finden sich aullerdem auf NK-Zellen
(Cambiaggi, 1993), Makrophagen in einem spédten Differenzierungsstadium
(Andreesen, 1989), Endothelzellen (Rudolph, 1993) und Dezidualzellen (Ito, 1994).
Einige solide Tumore exprimieren CD30: embryonale Karzinome (Pallesen, 1988;
Ferreiro, 1994; Latza, 1995), gelegentlich Melanome (Schwarting, 1989) und einige
Seminome (Hittmair, 1996). Damit ist der Aktivierungsmarker CD30 zwar nicht
spezifisch fir Lymphome oder bestimmte Lymphomtypen, aber der Nachweis einer
starken oberflachlichen und zytoplasmatischen positiven Reaktion ist charakteristisch
fir HD- und grol3zellig anaplastische Lymphome.

1.3 Der CD30-Rezeptor

Der Oberflachenrezeptor CD30 wird der Familie der Tumor-Nekrose-Faktor-
Rezeptoren (TNF-Rezeptoren) zugeordnet, zu der mehr als zehn unterschiedliche
Rezeptoren gezéhlt werden (Durkop 1992, Smith, 1994). Den TNF-Rezeptoren Fas,
CD30, TNFR1 und TNFR2 wird eine duale Rolle zugeschrieben. So kann die
Aktivierung dieser Rezeptoren je nach Zelltyp, Differenzierungsstadium und
Transformationszustand der Zelle und der Anwesenheit anderer Stimuli zur
Proliferation, aber auch zur Apoptose fihren.

TNF-Rezeptoren sind Typ-I-Transmembranproteine, gekennzeichnet durch eine Serie
von drei bis vier cysteinreichen Regionen in der extrazellularen Domane (Barclay,
1993; Smith, 1994), die an der Bindung von Liganden beteiligt sind (Welcher, 1991;
Baldwin, 1992; Marsters, 1992). Der Aktivierung durch Ligandenbindung folgt eine
Trimerisierung bzw. Multimerisierung der Rezeptorproteine (Banner, 1993). AuRer
membrangebundenen Rezeptorkomplexen gibt es auch l6sliche Formen (Baker, 1996).
Der CD30-Rezeptor ist ein 120 kD grolRes phosphoryliertes Transmembran-
Glykoprotein (Froese, 1987; Nawrocki, 1988). Das menschliche CD30-Gen ist wie
andere Mitglieder der TNF-Rezeptoren-Familie (TNFR2, OX40) auf Chromosom 1p36
lokalisiert (Fonatsch, 1992). Der menschliche CD30-Rezeptor besteht aus



595 Aminosduren (AS). Die Proteinanalyse ergab, dass der CD30-Rezeptor ein
Fuhrungspeptid (,,leader peptid“) aus 18 AS besitzt. Der extrazelluldre Anteil des
CD30-Rezeptors besteht aus 365 AS, der transmembrane aus 24 AS und die
cytoplasmatische Doméne aus 188 AS (Durkop, 1992). Die Vorlauferform von ca.
84 kD wird im Golgi-Apparat in seine endgiltige Form umgewandelt (Froese, 1987;
Nawrocki, 1988). CD30 bildet nach Ligandenbindung einen trimeren Komplex
(Gedrich, 1996).

Die l6sliche Form von CD30 hat ein geringeres molekulares Gewicht als der
membrangebundene Rezeptor von nur 84 kD und entsteht wahrscheinlich durch
proteolytische Spaltung des membrangebundenen CD30-Molekils (Josimovic-Alasevic,
1989).

Wie andere TNF-Rezeptoren weist CD30 extrazelluldr sechs cysteinreiche Regionen auf
(Durkop, 1992). Die intrazellulare Domaéne ist spezifisch fiir CD30 (Gruss, 1995), was
darauf hindeutet, dass Differenzen im Signalmechanismus zwischen den
unterschiedlichen Mitgliedern der TNF-Rezeptoren-Familie bestehen (Smith, 1994). So
besitzt der CD30-Rezeptor keine ,,Todesdoméne* (Feinstein, 1995), wie sie fir den
TNF1- und Fas-Rezeptor charakteristisch ist. Vier funktionell unabhéngige
Subdoménen der C-terminalen Region im intrazelluldaren Teil von CD30 interagieren
mit verschiedenen TRAF-Faktoren (TNF-Rezeptor-assoziierter Faktor), die fur die
Signalweiterleitung in der Zelle entscheidend sind und unter anderem den
Transkriptionsfaktor NF-kB aktivieren (Horie, 1998).

1.4 Die unterschiedlichen Rollen des CD30-Rezeptors

Die CD30-Aktivierung flhrt zu unterschiedlichen Effekten bei menschlichen CD30-
positiven Zellen. Wie In-vitro-Analysen zeigten, kann CD30 sowohl Differenzierung,
Aktivierung, Proliferation, als auch Zelltod induzieren, jeweils in Abhdngigkeit von
dem Zelltyp, dem Differenzierungs- und Transformationsstadium der Zelle und von der
Anwesenheit anderer Stimuli (Gruss, 1994; Lee, 1996).

Nach der CD30-Aktivierung in T-Lymphozyten nimmt die Proliferation von
T-Lymphozyten nach T-Zell-Rezeptor-Stimulierung zu (Smith, 1994). CD30 hat
demnach die Funktion eines co-stimulierenden Rezeptors bei der sekundaren

Proliferationsantwort von T-Lymphozyten (Gilfillan, 1998). CD30-defiziente Mause



zeigen einen Defekt der negativen Selektion von Thymozyten. Dies legt nahe, dass
CD30 in Thymozyten eine proapoptotische Funktion besitzt (Amakawa, 1996). In
transgenen Mausen, die CD30 in T-Lymphozyten Uberexprimieren, wird nach CD30-
Aktivierung ebenfalls Apoptose ausgeldst. Bei B-Lymphozyten von Mé&usen fiihrt die
CD30-Aktivierung in vitro zum Wachstum und zur Differenzierung (Shanebeck, 1995).
Dieses Verhalten ist jedoch in menschlichen B-Lymphozyten nicht reproduzierbar.

Der Aktivierung von CD30 folgen signifikant unterschiedliche Antworten in CD30-
positiven Lymphom-Zelllinien. Smith et al. (1993) zeigten, dass CD30 die Proliferation
in T-Zell-dhnlichen HDLM-2-Zellen stimulierte, aber keine Auswirkung auf die
Proliferation von B-Zell-ahnlichen KMH-2- und L428-Zellen hatte. Jedoch wurde in der
CD30-positiven LCAL-Zelle nach CD30-Stimulierung Apoptose induziert. Gruss et al.
(1994) konnten nachweisen, dass nach CD30-Aktivierung die T-Zell-&hnlichen HD-
Zellen HDLM-2 und L540 proliferierten, KMH-2- und L428-Zellen keine Veranderung
zeigten, wohingegen in sieben von acht CD30-positiven LCAL-Zelllinien die Apoptose
eingeleitet wurde. Hsu et al. (2000) fanden dagegen, dass CD30 die Proliferation in
KMH-2- und L428-Zellen stimulierte und nur in einem Teil der von ihnen untersuchten
LCAL-Zellen die Proliferation gehemmt wurde. Hubinger et al. (2001) und Levi et al.
(2001) wiesen keine Apoptose nach CD30-Aktivierung in LCAL-Zelllinien nach,
sondern einen Zellzyklusarretierung. Sie konnten zeigen, dass nach CD30-Aktivierung

die Expression der Gene abnahm, die fur die Zellzyklus-regulierende Proteine kodieren.

1.5 Die Transkriptionsfaktoren der NF-kB-Familie

Die Transkriptionsfaktoren der Rel/NF-xB-Familie spielen eine zentrale Rolle in der
Regulation der Akuten-Phase-Reaktion und der Entziindungsreaktionen, bei der
Lymphozyten-Aktivierung, beim Zellwachstum, bei der Differenzierung, der
Apoptoseregulation und der Entstehung verschiedener Tumoren, besonders solchen
hamatologischen Ursprungs (Baeuerle 1994; Pahl, 1999). NF-xB st ein
Transkriptionsfaktor, der in fast allen Sdugerzellen vorkommt. Er wurde zuerst 1986 als
ein nukledrer Faktor beschrieben, der in B-Zellen an der Transkription der Igk-Kette
beteiligt ist (Sen, 1986). Bisher wurden in S&ugetieren fiinf verschiedene Untereinheiten
der NF-xB-Faktoren gefunden: p50/p105, p52/p100, p65 (RelA), c-Rel und RelB. Allen

NF-kB-Faktoren gemeinsam ist eine homologe DNA-Bindungs/Dimerisations-Domane,



die sogenannte Rel-Homologie-Doméne (RHD) von ca. 300 AS Lénge. Diese Doméne
vermittelt die Dimerbildung mit anderen NF-kB-Proteinen, die Bindung an IxB
(NF-«xB-Inhibitoren), den Transport in den Zellkern sowie die DNA-Bindung.

Die NF-xB-Faktoren werden in zwei Gruppen eingeteilt. Die Proteine p50 und p52 in
der ersten Gruppe werden aus Vorldufermolekilen (p105 und p100) synthetisiert und
durch Abspaltung des C-terminalen Molekulteils aktiviert. Dieser C-Terminus besitzt
Ankyrin-,,Repeats”, die charakteristisch fir NF-kB-Inhibitoren, den IxBs, sind.
Dementsprechend kénnen p105 und p100 als IkBs fungieren.

Zur zweiten Gruppe der NF-kB-Faktoren gehoren c-Rel, p65 und RelB, die tber ihre
transaktivierende Doménen an der Expression von kB-regulierten Genen beteiligt sind.
Mit Ausnahme von RelB konnen alle NF-xB-Untereinheiten Homo- und Heterodimere
bilden. RelB bildet keine Homodimere, sondern nur Heterodimere mit p50, p52 und
p65. Der p65/RelB-Komplex ist jedoch transkriptionell inaktiv (Marienfeld, 2003).
Abhangig vom Zelltyp und dem Aktivierungsstadium der Zelle findet man
unterschiedliche Homo- bzw. Heterodimere im Zytoplasma und Kern.

In den meisten unstimulierten Zellen sind die NF-kB-Faktoren gebunden an I1kBs im
Zytoplasma (Baeuerle und Baltimore, 1988). Es existieren unterschiedliche IxB-
Proteine (IkBa, B, €, Faktor Bcl3 und die carboxyterminalen Anteile von p105 und
p100), welche unterschiedliche Affinitat fur bestimmte NF-kB-Komplexe besitzen,
jeweils leicht unterschiedlich reguliert und gewebsspezifisch exprimiert werden (Karin,
1999). Ungefahr 150 unterschiedliche Stimuli (z.B. IL-1, TNF-a, lonophor,
Phorbolester) konnen die Degradation von lkB-Proteinen induzieren. Der Abbau von
IkB-Molekiilen setzt NF-«xB frei, die dann in den Zellkern translozieren konnen. Die
Degradation von IkB-Proteinen ist komplex und lauft Uber mehrere Stufen ab:
Phosphorylierung der IxB-Proteine an spezifischen Aminosauren durch den 1xB-
Kinase-Komplex (IKK-Komplex) gefolgt von der Polyubiquitinierung und schlieBlich
die eigentliche Degradation im 26S-Proteasom (Mellits, 1993; Palombella, 1994; Orian,
1995). Der IKK-Komplex besteht aus den beiden katalytisch aktiven Untereinheiten
IKK-a und IKK-B sowie der regulierenden Untereinheit IKK-y und nimmt eine
Schlisselfunktion in der NF-kB-Aktivierung ein (Karin, 1999). Ein weiterer NF-xB-
Signalweg wurde von Xiao et al. (2001) und Senftleben et al. (2001) aufgezeigt. Die



Abspaltung des IkB-ahnlichen C-Terminus von p100 wird tber die NF-kB-aktivierende
Kinase (NIK-Kinase) in Abhangigkeit von der IKK-a-Kinase induziert.
Im Zellkern regulieren die NF-kB-Dimere die Expression verschiedener Gene (Pahl,
1999).
Im Folgenden werden einige beispielhaft genannt:

Zytokine wie IL-1, 1I-2, IL-6 und IL-13,

Wachstumsfaktoren wie G-CSF und GM-CSF,

Akute-Phase-Proteine wie CRP und Angiotensinogen,

Immunrezeptoren wie CD48, MHC Klassel und die TCRp-Kette,

Transkriptionsfaktoren wie c-myc, p53, junB, c-Rel und RelB,

Zelladhasionsmolekile wie ELAM-1 und ICAM-1,

virale Proteine und Regulatoren der Apoptose wie Bfl1/Al, Bcl-xL und der Fas-

Ligand.
Aulerdem wird die Transkription des NF-xB-Inhibitors IkBa induziert (Sun, 1993).
In bestimmten Zelltypen, wie z. B. B-Zellen, einigen Neuronen (Kaltschmidt, 1994),
menschlichen Thymozyten (Korner, 1991), Sertoli-Zellen (Delfino und Walker, 1998)
und in vielen Tumorzellen (Rayet, 1999), ist NF-xB konstitutiv aktiviert. Eine
konstitutive NF-kB-Aktivierung konnte in LCAL-Zellen nicht nachgewiesen werden
(Bargou, 1996), ist jedoch ein molekulares Charakteristikum von HD-Zellen. Die
konstitutive NF-kB-Aktivitat entsteht durch die Kkonstitutive Aktivierung von
Signalkinasen oder durch Mutationen der IkB-kodierenden Gene, die beide zur
Inaktivierung der IkB-Untereinheiten fihren (Rayet, 1999). Bei manchen HD-Zellen
scheinen Mutationen des IkBa-Gens zu konstitutiver NF-kB-Aktivitdt zu fiihren
(Wood, 1998; Cabannes, 1999; Emmerich, 1999; Krappmann, 1999; Jungnickel, 2000).
Die Mutationen produzieren nicht funktionsfahige oder instabile IkBa-Proteine. Jedoch
finden sich in den meisten HD-Zellen keine derartigen Mutationen, obwohl diese Zellen
eine konstitutive NF-kB-Aktivitat zeigen. In allen untersuchten Féllen waren IKKs
konstitutiv aktiviert, was zu einer schnellen Degradation der IkxBa-Proteine fiihrte
(Krappmann, 1999). AuBerdem scheint die Uberexpression des CD30-Rezeptors mit der
konstitutiven NF-kB-Aktivitit in HD-Zellen zusammenzuhé&ngen. Liganden-

unabhéngige Signale durch den Uberexprimierten CD30-Rezeptor induzieren die



konstitutive NF-xB-Aktivitat in diesen Zellen (Horie, 2002). In HD-Zellen nimmt die
konstitutive NF-xB-Aktivitat eine Schlusselfunktion beim Schutz vor dem Zelltod ein
und scheint beim deregulierten Wachstum eine Rolle zu spielen (Bargou, 1997; Hinz,
2001). Die konstitutive nukledre Aktivitdt von NF-kB in HD-Zellen kann nicht durch
einen einzigen Defekt, der allen HD-Zellen gemeinsam ware, erklart werden. Sie ist

eher Folge einer Deregulation auf verschiedenen Ebenen des NF-xB-Signalweges.

1.6 Die CD30-vermittelte NF-xB-Aktivierung

Die Bindung des CD30-Liganden (CD30L) oder eines agonistischen CD30-spezifischen
Antikorpers an CD30 fuhrt zu einer schnellen und anhaltenden Aktivierung des
Transkriptionsfaktors NF-kB. Dies wiesen Biswas et al. (1995) und McDonald et al.
(1995) fiir T-Zellen nach. Das durch CD30 aktivierte NF-xB besteht hauptsachlich aus
p50 und p65. Die CD30-vermittelte NF-kB-Aktivierung induziert verschiedene Gene,
die eine NF-kB-Bindungsstelle in ihren Promotoren haben (Pahl, 1999; Hinz 2002).
CD30 bildet nach Ligandenbindung eine trimerische Form. Jedes Rezeptorprotein
enthalt mehrere TRAF-Bindungsstellen, die daftr verantwortlich sind, dass sich eine
Vielzahl an zell- oder stimulusspezifischer CD30-Signalkomplexe ausbilden kénnen.
Nach CD30-Aktivierung interagiert die zytologische Doméne mit unterschiedlichen
Signalmolekdlen. Vier verschiedene TRAF-Molekiile — TRAF1, 2, 3 und 5 — kénnen
unabhéngig voneinander und als Komplexe binden. TRAF-Proteine dienen als
Adaptormolekiile, die mit weiteren Signalproteinen interagieren, was letztlich zur
NF-kB-Aktivierung fihrt.

Die zytoplasmatische Doméne von CD30 besteht aus mindestens vier funktionell
unabhédngigen Einheiten, die zum Teil TRAF-Proteine binden und jeweils eine
vergleichbare NF-xB-Aktivierungfahigkeit besitzen. Zwei kurze Aminosauresequenzen
(Bindemotive) im C-terminalen Bereich von CD30 (PHYPEQET (AS 558-565) und
MLSVEEEGKE (AS 576-585)) binden sowohl TRAF1 als auch TRAF2. TRAF3 geht
lediglich eine Verbindung mit dem ersten Motiv ein (Gedrich, 1996; Duckett, 1997).
Aizawa et al. (1997) fanden eine weitere Aminosauresequenz EPPLGSC (AS 566-572),
die TRAF5 bindet. Duckett et al. (1997) beschrieben ein nahe der zytoplasmatischen
Membran gelegenes Teilstick (AS 410-531), welches NF-xB TRAF-unabhangig



induzieren kann. Das gleiche gilt fur eine weitere Rezeptordoméne (AS 519-538)
(Horie, 1997).

TRAF3 hemmt NF-kB, wahrend alle anderen TRAFs NF-«B aktivieren (Ansieau, 1996;
Aizawa, 1997; Duckett, 1997). TRAF2 aktiviert NF-xB durch Interaktion mit der
NF-kB-aktivierenden Kinase (NIK) (Malinin, 1997). TRAF2 kann auch eine weitere
MAP3-Kinase, namlich MEKKJ1, aktivieren, welche selektiv IKK-B aktiviert, was
wiederum zur NF-kB-Aktivierung fiihrt (Nakano, 1998).

CD30 vermittelt eine schnelle und anhaltende NF-kB-Aktivierung. In der T-Zell-
ahnlichen HD-Linie L540 wird NF-xB nach CD30-Stimulation induziert. Dieser
Vorgang scheint mit einer Proteinkinase-C-Aktivierung (PKC- Aktivierung) verbunden
zu sein (McDonald, 1995). Nach CD30-Aktivierung kommt es auch in einer zweiten
HD-Zelllinie, HDLM-2, zur nukledren Translokation von NF-xB. Der NF-xB-Komplex
besteht aus p50-, p65- und c-Rel (Gruss, 1996).

1.7 NF-xB und die Kontrolle der Apoptose

NF-kB-Faktoren sind an der Kontrolle der Apoptose in normalen Zellen und in
Tumorzellen beteiligt. Dabei kann NF-xB sowohl Apoptose-hemmend als auch
Apoptose-fordernd wirken.

In einer Vielzahl von Zellen zeigt NF-xB eine antiapoptotische Wirkung. Von
unterschiedlichen Forschergruppen wurde 1996 berichtet, dass NF-kB in HelLa- und
Jurkat-Zellen die apoptotische Antwort auf verschiedene Stimuli, wie TNF-q,
Daunomycin und ionisierende Strahlung, hemmt (Beg, 1996; Liu, 1996; Van Antwerp,
1996; Wang, 1996). Spéatere Untersuchungen zeigten, dass NF-xB priméare nicht
transformierte Zellen und Tumorzellen vor Apoptose schiitzen kann (Barkett, 1999;
Beg, 1995; Wang, 1999).

Aulerdem kommt in einigen Zelltypen NF-xB konstitutiv im Zellkern vor, wie in
B-Lymphozyten und einigen lymphatischen Tumorzellen (Rayet, 1999). Die Hemmung
der konstitutiven NF-kB-Aktivitat in HD-Zellen durch stabiltransfiziertes adenovirales
IkBAN, induziert Apoptose. IkBAN ist eine dominant-negative IkxBa-Mutante, der
bestimmte N-terminale Aminosdauren fehlen, die fir die signalabhéngige IxB-

Degradation notwendig sind (Bargou, 1997; Hinz, 2001). Eine konstitutive NF-xB-



Aktivitat schitzt die WEHI-231-Zelle, eine unreife B-Lymphomzelle, vor der Apoptose.
NF-kB aktiviert ein antiapoptotisches Genprogramm. So werden z. B. TRAF1 und
TRAF2, clAPs und antiapoptotische Mitglieder der Bcl-2 Familie, wie A1/Bfl1 und
Bcl-xL, aktiviert (Pahl, 1999). Bcl-xL scheint eine herausragende Rolle in HD-Zellen zu
haben. Bcl-xL hemmt die mitochondrale Cytochrom-c-Freisetzung, die flr die
Apoptose von entscheidender Bedeutung ist (Vander Heiden, 1997).

NF-kB kann in seltenen Féllen auch proapoptotisch wirken. Nach Induktion des
T-Zellrezeptors in reifen T-Zellen aktiviert NF-xB die Expression des Fas-Liganden
(FasL). Der Promoter des Fas-Liganden hat kB-Bindungsstellen. FasL aktiviert Fas,
einen Rezeptor der Tumor-Nekrose-Faktor-Rezeptorfamilie von Todesrezeptoren, der
den Zelltod induziert (Matsui, 1998; Kasibhatla, 1999). In Jurkat-Zellen wird nach
Behandlung mit lonomycin und Phorbolester der Fas-Rezeptor NF-kB-abhéngig
verstarkt gebildet (Chan, 1999). NF-«xB spielt auch eine apoptotisch-férdernde Rolle in
der anti-CD3-vermittelten Apoptose in CD4+CD8+-Thymozyten, was mit der Abnahme
von Bcl-xL zusammenzuhéngen scheint (Hettmann, 1999). Andererseits konnten Wang
et al. (1999) zeigen, dass nach Glucocorticoidstimulation von unreifen Thymozyten die
NF-kB-Bindungsaktivitat und damit die c-myc-Expression abnimmt. Der NF-kB/c-myc-
Signalweg wird also fiir das Uberleben dieser Zellen gebraucht. In diesen Thymozyten
hat NF-xB offensichtlich sowohl pro- als auch antiapoptotische Wirkungen. In
embryonalen Fibroblasten von Végeln fiihrt die Uberexpression von c-Rel zur Apoptose
dieser Zellen (Abbadie, 1993). Dies steht im Gegensatz zu den beobachteten
antiapoptotischen Verhalten von c-Rel in WEHI 231-Zellen (Wu, 1996). Uber die
proapoptotischen NF-xB-Zielgene ist wenig bekannt.

Um die spezifische Rolle jedes einzelnen NF-kB-Faktors in vivo zu verstehen, wurden
bei Mausen gezielt diese Gene ausgeschaltet. Fur jeden der bekannten NF-kB-Faktoren
gibt es defiziente Mduse. Eine kritische Rolle nimmt p65 in der Entwicklung der Maus
ein. Bei p65-defizienten Mausen kommt es zur massiven Apoptose von Leberzellen, so
dass die Mduse im Embryonalstadium sterben. Dementsprechend wird p65 bendétigt, um
die Apoptose in normalen Leberzellen zu hemmen (Beg, 1995; Doi, 1997). Die
Expression von c-Rel ist vor allem auf hdmatopoetische Zellen beschrénkt (Carrasco,
1994). Aber die Inaktivierung dieses Gens hat wenig Auswirkung auf die Entwicklung

der hédmatopoetischen Zellen (Kontgen, 1995). Bei c-Rel-defizienten Méusen ist die
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Proliferation und die Antwort auf mitogene Stimuli in B- und T-Zellen eingeschrankt.
Die Expression von IL-2 ist stark reduziert. Auch p50-defiziente Mé&use entwickeln sich
regelhaft und bilden normale B-Zellen. Allerdings finden sich bei ihnen Defekte in der
Zellantwort, z. B. nach Stimulation mit dem Mitogen LPS (Sha, 1995). Die Expression
von RelB ist weitgehend auf das lymphatische Gewebe beschrénkt. Bei Mé&usen, die
kein RelB bilden koénnen, lauft die Entwicklung bis zum zehnten Tag normal ab.
Danach entstehen multiple Defekte: Atrophie des Thymus, Splenomegalie, Hyperplasie
des Knochenmarks und Fehler in der Immunantwort (Weih, 1995). AuflRerdem scheint
die Entwicklung der dentritischen Zellen gestort zu sein (Burkly, 1995).
Untersuchungen an p50- und c-Rel-defizienten Méusen zeigen, dass p50, nicht aber
c-Rel, fur das Uberleben ruhender B-Zellen notwendig ist, wéhrend mitogen-
transformierte B-Zellen dafur beide Faktoren benétigen (Grumont, 1998).

Ob NF-«xB Apoptose-hemmend oder -férdernd auf die Zelle wirkt, scheint davon
abzuhé&ngen, um welchen Zelltyp es sich handelt, welche Stimuli auf die Zelle

einwirken und welche NF-kB-Faktoren aktiviert werden.

1.8 Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

Der Oberflachenrezeptor CD30 ist charakteristisch fur HD- und LCAL-Zellen und kann
in Lymphomzellen prinzipiell zwei unterschiedliche Signalwege aktivieren, die
entweder zur Apoptose oder zur Proliferation fuhren. Die Aktivierung von NF-«B ist
eine wesentliche Funktion der CD30-Signalibertragung. Interessant ist in diesem
Zusammenhang, dass in HD-Zellen NF-«B konstitutiv aktiv ist. Zum Verstandnis der
CD30-Funktion in malignen Lymphomen soll in dieser Arbeit die differentielle NF-«kB-
Aktivierung in HD-Zellen im Vergleich zur differentiellen NF-xB-Aktivierung in
LCAL-Zellen nach CD30-Stimulation untersucht werden. Als Modell wurden die HD-
Zelllinien HDLM-2 und KMH-2 sowie die LCAL-Zelllinien Karpas und Del fir diese

Untersuchung eingesetzt.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Losungen und Puffer

3 x Bindungspuffer fur EMSA-Experimente

HEPES pH 7,9 60 mM
DTT 3 mM
EDTA 3mM
KCI 150 mM
Ficoll 12 %

Blue Juice (DNA-Proben-Ladepuffer)

Glycerin 80 %
EDTA 100 mM
Bromphenolblau 0,025 %
Xylenxyanol F 0,025 %

0,1 M Carbonatpuffer (pH 9,6)

Na,CO3 30 mM
NaHCO3 48 mM

Kernextrakt-Puffer A

HEPES pH 7,9 10,0 mM
KCI 10,0 mM
EDTA 0,1 mM
EGTA 0,1 mM
DTT 1,0 mM
PMSF 0,5 mM

Kernextrakt Puffer C

HEPES pH 7,9 20,0 mM
KCI 04M
EDTA 1,0 mM
EGTA 1,0 mM
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DTT
PMSF

1,0 mM
1,0 mM

Laemli-Ladepuffer fur SDS-PAA-Gele

Tris pH 6,8
SDS
Bromphenolblau
Glycerin

DTT

100 mM
4,0 %
0,2%

20,0 %
0,5%

10 x Laemli-Laufpuffer fur SDS-PAA-Gele

Tris
Glycin
SDS

Laufpuffer fir EMSA-Experimente

5x TBE
Aqua dest.

PAA-Gel fir EMSA-Experimente

30 % Bis-/Acrylamid
5 x TBE-Puffer
Aqgua dest.

10 % APS

TEMED

PBS (pH 7.2)

NaCl
KCI
Na,HPO,
KH,;PO4

Sammelgel 5 % fiir SDS-PAA-Gele

Agua dest.

30 % Bis-/Acrylamid
1,5M Tris pH 6,8

10 % SDS

10 % APS

TEMED

30,3 g/l
1442 g/l
10,0 g/l

80 ml
920 ml

20 ml
8 ml
72 ml
500 pl
50 wl

137,0 mM
2,7mM
10,0 mM
1,75 mM

6,80 ml
1,70 ml
1,25 mi
0,20 mi
0,10 ml
0,01 ml
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LStripping‘“‘-Puffer fiir Westernblot-Analyse

B-Mercaptoethanol 100,0 mM

SDS 2%

Tris-HCI pH 6,8 62,5 mM
1x TBE

Tris 89 mM

Borséure 89 mM

EDTA 2 mM

20 x TBS (pH 7,6)

Tris 48,4 ¢
NaCl 160,0 g

1 x TBS-Tween fiur Westernblot-Analyse

Tween20in 1 x TBS 0,05 %

Transferpuffer fur Westernblot-Analyse

Tris 0,48 M
Glycin 0,39 M
Methanol 20 %

Trenngel 8 % fir SDS-PAA-Gele

Agua dest. 11,60 ml
30 % Bis-/Acrylamid 6,70 ml
1,5M Tris pH 8,8 6,25 ml
10 % SDS 0,25 ml
10 % APS 0,25 mi
TEMED 0,02 mi

2.1.2 Chemikalien und Reaktionssysteme

Material (alphabetisch)

Herstellerfirma

Ampicillin (Endkonzentration 40 pg/ml)

Hoechst

BioMax MR-1 Film Kodak
Bis-/Acrylamid 19:1 Roth
-Mercaptoethanol Roth
Bradford Reagens 5x BioRad
Bromphenolblau Merck
BSA Fraktion V Rinderserumalbumin Boehringer
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Material (alphabetisch) Herstellerfirma
Dimethylsulfoxid (DMSO) Roth
Dithiothreitol (DTT) Sigma

ECL, Western blotting analysis system Amersham
Ethanol Roth

FCS (Fotales Kalberserum) Gibco
lonomycin (5 mM) Sigma
L-Glutamin Gibco
Nitrocellulose Membranen Schleicher & Schil
Penicillin G Gibco

Poly (d1/dC) Boehringer
Ponceau S (Farbemittel) Sigma

Rainbow (Proteingréfienmarker) Amersham
Rontgenfilm (BioMax MR-1 Film) Kodak

RPMI 1640 Gibco

TEMED Roth

TPA (100 pg/ml in Ethanol) Sigma
Trypanblau 0,1 % Gibco

Tween 20 Roth

2.1.3 Antikorper

FUr Westernblots und Supershifts

Anti-CD30 Anti-CD30 M44 (Gruss, 1994)

Monoklonaler Antikérper, Maus 1gG
Anti-p65 SC-109X (Santa Cruz)

Polyklonales Kaninchen-1gG, 200 ug/0,1 ml
Anti-c-Rel SC-70X (Santa Cruz)

Polyklonales Kaninchen-1gG, 200 ug/0,1 ml
Anti-RelB SC-226X (Santa Cruz)

Polyklonales Kaninchen-1gG, 200 ug/0,1 ml
Anti-p50 Ab 1141 (Dr. N. Rice, NCI, Frederick, MD)
Anti-p52 06-413 (Upstate Biotechnology Incorporated)

Polyklonales Kaninchen-1gG

Fir Westernblot

Anti-p50

| Ab 1141 (Dr. N. Rice, NCI, Frederick, MD)

Fur Supershift-EMSA

Anti-p50

SC-114X (Santa Cruz)
Polyklonales Kaninchen 1gG, 200 pg/0,1 ml
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2.1.4 Oligonucleotid

TCEdasc 5- GACCAAGAGGGATTTCACCCCTAAATC -3

Die verwendete Oligonukleotidprobe enthdlt eine sogenannte ,,consense*

NF-kB-Bindungsstelle, abgeleitet vom «B-Enhancer-Element des IL-2-

Promotors.

2.1.5 Kulturmedien

Nahrmedium
RPMI 1640 500 ml
Penicillin 5ml
Glutamin 5 ml
FCS 50 ml

Einfriermedium

10 % FCS-RPMI 1640 50 ml
DMSO 20 ml
FCS 30 ml

2.1.6 Zellkulturen

2.1.6.1 Morbus-Hodgkin-Zellen

HDLM-2

Drexler et al. (1986) gewannen die menschliche Morbus-Hodgkin-Zelllinie aus der
Pleurafliissigkeit eines 74-jahrigen Mannes mit Morbus Hodgkin (noduldr-
sklerosierend, Stadium 1V).

Immunologische Charakterisierung:

CD2 +, CD3-, CD4 (+), CD5-, CD6-, CD7-, CD8-, CD13-, CD14 -, CD15 +,
CD19 -, CD21 -, CD25 +, CD30 +, HLA-DR +, TCRa/B -, TCRY/S -

16



KMH-2

Kamesaki et al. (1986) gewannen die menschliche Morbus-Hodgkin-Zelllinie aus der
Pleuraflussigkeit eines 34-jahrigen Mannes mit Morbus Hodgkin (gemischtzelliger Typ,
Stadium 1V).

Immunologische Charakterisierung:

CD3 -, CD13 (+), CD14 (+), CD15 +, CD19 -, CD21 +, CD25 -, CD30 +, HLA-DR +

2.1.6.2 LCAL-Zellen

Del

Barbey et al. (1990) gewannen die menschliche maligne Lymphom-Zelllinie aus der
Pleurafliissigkeit eines 12-jahrigen Patienten mit groRzelligem anaplastischen
Lymphom.

Immunologische Charakterisierung:

Ccbh3-, CD5-, CD7 -, CD10 -, CD11b -, CD13 +, CD14 -, CD15 +, CD19 -, CD20 -,
CD25 +, CD30 +, CD33 +, CD34 -, CD68 -, CD71 +, HLA-DR +, smlgG -, smigM -

Karpas

Fisher et al. (1988) gewannen die Zelle aus dem peripheren Blut eines 25-jahrigen
Patienten mit CD30-positivem grof3zellig-anaplastischen Lymphom. Die Zelle tragt —
als Folge der Translokation t(2;5) — das NPM-ALK-Fusionsgen.

Immunologische Charakterisierung:

CD2-, CD3-, CD4+, CD5+, CD6-, CD7 (+), CD8-,CD10-, CD13+, CD14 -,
CD15 -, CD19 -, CD20 +, CD25 +, CD30 +, CD33 -, CD34 -, CD71 +, HLA-DR

2.2 Methoden

2.2.1 Kultivieren, Einfrieren und Auftauen der Zellen

2.2.1.1 Kultivieren der Zellen

Die Zellen wachsen in Suspensionskultur in 90 % RPMI 1640 mit 10 % fo6talem
Kélberserum bei 37 °C und 5 % CO..
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2.2.1.2 Einfrieren der Zellen

Die Zellen werden in der exponentiellen Wachstumsphase eingefroren. Von 10 x 10°
bis 25 x 10° Zellen werden fiir jede angesetzte Zellkultur abzentrifugiert. Diese werden
in 2ml Mediengemisch bestehend aus 50 % RPMI und 50 % Einfriermedium
aufgenommen und in Tiefkthlréhrchen abgefillt. Die Zellen werden bei-80 °C in
flussigem Stickstoff eingefroren.

2.2.1.3 Auftauen der Zellen

Die eingefrorenen Zellen werden schnell im Wasserbad bei 37 °C aufgetaut, der
Roéhrcheninhalt wird in 8 ml N&hrmedium (berfiuhrt. Danach werden die Zellen
abzentrifugiert, um das DMSO des Einfriermediums zu entfernen, in 5 ml RPMI (mit
10 % FCS) aufgenommen und bei 37 °C mit 5 % CO, kultiviert.

2.2.2 Stimulation der Zellen

2.2.2.1 Anti-CD30-Stimulation

Die Zellen werden in Sechs-Loch-Kulturplatten mit immobilisierten Antikdrpern
stimuliert. Dazu werden die Platten, die mit 1 ml Antikdrperldsung in Carbonatpuffer
(Endkonzentration 51 ng/ml bei Anti-CD30) gefullt sind, Uber Nacht im Kihlraum bei
4 °C inkubiert. Am folgenden Tag werden 5 ml Zellsuspension dazugegeben und bei
37 °C uber eine und vier Stunden inkubiert.

2.2.2.2 PMA und lonomycin-Stimulation

Die Zellen werden in der 50 ml Zellsuspension durch Zugabe von 500 ng TPA und
0,5 umol lonomycin stimuliert und nach einer und vier Stunden Inkubation bei 37 °C

verarbeitet.
2.2.3 Verarbeitung der Zellen

Die Zellen werden in ZentrifugationsgefalRe tberfuhrt und anschlieend funf Minuten
bei 1.500 rpm zentrifugiert. Nach Verwerfen des Uberstandes wird das Zellsediment mit
10 ml PBS gewaschen.
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2.2.4 Praparation von Kern- und Zytoplasmaproteinen

Alle Schritte erfolgen mit vorgekihlten Losungen auf Eis im Kihlraum bei 4 °C. Das
Zellsediment wird in 1 ml PBS-Puffer resuspendiert und 20 Sekunden bei 15.000 rpm
zentrifugiert. Das Sediment wird mit 100 ul Puffer A gewaschen. Nach kurzer
Zentrifugation bei 15.000 rpm wird das Zellsediment in 200 bis 600 ul Puffer A
(Volumen abhéngig von der Zellzahl) fur finf Minuten auf Eis inkubiert. Zur Zelllyse
wird die Suspension circa zehnmal mittels einer Spritze durch eine Kanile gezogen
(1-ml-Spritze mit 26G 3/8 0,45 x 10 Kanle). AnschlieRend wird eine Minute lang bei
8.000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand enthélt die Zytoplasmafraktion, das
Sediment die Kerne. Der Uberstand wird 30 Minuten bei 14.000 rpm zentrifugiert, um
einen moglichst reinen Zytoplasmaextrakt zu gewinnen. Der Uberstand entspricht den
reinen zytoplasmatischen Proteinen. Das Kernsediment wird dreimal mit 200 pl
Puffer A gewaschen, wobei es jeweils resuspendiert und flr eine Minute bei 8.000 rpm
zentrifugiert wird. Nach Zugabe von 30 bis 60 ul Puffer C wird die Suspension
mindestens eine Stunde unter kréftigem Schitteln inkubiert. Schlie3lich wird sie funf
Minuten bei 14.000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand enthalt den Kernextrakt, der

entweder schockgefroren oder sofort weiterverarbeitet wird.

2.2.5 Proteinbestimmung nach Bradford

Die Eichgerade werden mit Rinder-Serumalbumin (Img/ml) von 1 bis 10 ug erstellt. Je
ReaktionsgefalR werden 800 ul H,O, 200 ul Bradford-Reagenz und 1 ug Proteinextrakt
angesetzt, die gut durchmischt werden. Von den Proben werden immer
Zweifachbestimmungen durchgefuhrt. In einem Spektralphotometer wird die Extinktion

bei 595 nm gegen Puffer als Leerwert gemessen.

2.2.6 Proteinanalyse mittels Westernblot

Proteinextrakte werden hierbei aufgrund ihres Molekulargewichts aufgetrennt und
danach elektrophoretisch auf Nitrozellulosemembranen transferiert.
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2.2.6.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
SDS-Polyacrylamidgele (SDS-PAA-Gele) bestehen aus einem 5% Sammelgel und

einem 8 % bis 10 % Trenngel. Zuerst wird das Trenngel gegossen und mit 500 ul H,O-
geséattigtem Isobutanol (berschichtet. Die PAA-Konzentration ist abhdngig vom
Molekulargewicht der nachzuweisenden Proteine. Mit 8% bis 10% PAA-
Konzentrationen lassen sich Proteine mit einem Molekulargewicht von 30 bis 150 kDA
gut auftrennen. Die Proteinextrakte werden mit mindestens einem Volumen 2 x Laemli-
Probenpuffer gemischt und auf das Sammelgel gegeben. Bei 70 V bis 100 V werden die
Proteine fir circa zwei bis vier Stunden elektrophoretisch aufgetrennt.

2.2.6.2 Transfer der Proteine auf Nitrozellulose-Membranen

Die aufgetrennten Proteine werden elektrophoretisch tber Nacht (12 bis 18 Stunden) im
Kihlraum (4 °C) bei 50 V auf eine Nitrozellulose-Membran transferiert. Dazu wird
eine Transferkassette bendtigt. Auf zwei Lagen Whatman-Papier (3 mm), das mit
Transferpuffer getrédnkt ist, wird das Trenngel aufgebracht. Die ebenfalls mit
Transferpuffer durchfeuchtete Nitrozellulose-Membran wird moglichst luftblasenfrei
auf das Gel gelegt. Dann folgen zwei weitere Lagen Whatman-Papier. Das sogenannte
»Sandwich® wird mit einer 10-ml-Pipette glattgestrichen. Die Kassette wird dann in
eine Transferkammer gestellt, wobei die Membran auf der Anodenseite zu liegen

kommen muss.

2.2.6.3 Detektion der Proteine mit Antikdrpern (,,iImmundetektion®)

Ponceau-S-Férbung

Zunachst wird die Membran mit Ponceau S geféarbt, um die GleichmaRigkeit der
Ladung zu kontrollieren. Ponceau S wird durch zweimaliges Waschen zehn Minuten

lang mit 1 x TBS-Tween entfernt.

Blockierung unspezifischer Bindungen

Die Filter werden eine Stunde in 5%igem Magermilchpulver in 1 x TBS-Tween bei
Raumtemperatur auf einem Schittler inkubiert, um unspezifische Proteinbindungen
abzusattigen. Die Membran wird anschliefend insgesamt 30 Minuten (zweimal fiinf und

zweimal zehn Minuten) mit 1 x TBS-Tween gewaschen.
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Antikorper-Inkubation

Die Membran wird ein bis zwei Stunden in 5 ml der ersten Antikdrperlésung inkubiert.

Antikorperverdiinnungen

Die Konzentration des Antikdrpers in der Antikorperldsung ist abhangig von der
Bindungseigenschaft des Antikorpers. Die Antikorper werden nach Vorschrift verdinnt.
Ublicherweise wird eine Verdiinnung von 1:1000 (1 pug/ml in Magermilchlosung)

verwendet. Ausnahmen gelten fur Anti-c-Rel und Anti-p52.

Anti-p65 1:1000
Anti-RelB 1:1000
Anti-p50 1:1000
Anti-c-Rel 1:750
Anti-p52 1:200

Nach dem Waschen des Filters in 1 x TBS-Tween wird er mit dem zweiten Antikdrper
maximal 45 Minuten inkubiert. Dieser zweite indirekte Antikorper Anti-Kaninchen
(1:2000 verdunnt) ist ein Peroxidase-gekoppelter Antikorper. Anschlieend wird die

Membran wieder gewaschen.

ECL-System und Autoradiographie

Das ECL-System ist eine lichtemitierende, nicht radioaktive Methode zur Detektion
immobilisierter Antigene, die an Meerrettich-Peroxidase-(HRP)-gekoppelte Antikorper
gebunden sind. Die Luminiszenz kann durch Exposition eines Rontgenfilmes detektiert
werden.

Mit dem ECL-System wird die Membran fiir genau eine Minute inkubiert. Nach
Abtropfen der Uberflissigen Substratlésung wird die Membran in Haushaltsfolie
blasenfrei eingeschlagen und in einer Rontgenkassette mit dem Rontgenfilm BioMax
MR-1 exponiert. Die Expositionslange richtet sich nach der Stdarke des Signals. Die

Membran lasst sich danach bei 4 °C in der Folie aufbewahren.

Abldsung der Antikdrper von der Nitrozellulose-Membran (,,Stripping‘)

Damit die Membran fir eine weitere Immundetektion genutzt werden kann, missen die

gebundenen Antikorper entfernt werden. Dabei wird die Membran 30 Minuten mit dem
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»Stripping“-Puffer in einem Schittelwasserbad bei 55 °C inkubiert. Danach wird der

Filter zweimal zehn Minuten in 1 x TBS-Tween gewaschen.

2.2.7 Quantitative DNA/Protein-Bindungsstudie mittels Elektrophoretic Mobility
Shift Assay (EMSA)

Die In-vitro-Analyse mittels EMSA dient dem quantitativen Nachweis spezifischer
DNA-Bindungen von Transkriptionsfaktoren.

Fur EMSA werden 6%ige nicht-denaturierende Polyacrylamidgele verwendet. Diese
Losung wird sofort nach Zugabe der Radikalbildner und somit Polymerisationsstarter
TEMED und APS luftblasenfrei zwischen zwei Glasplatten mit 1-mm-Abstandhalter
gegossen. Zunachst wird ein Vorlauf mit 0,4 x TBE als Laufpuffer durchgefihrt, bis
circa 11 mA Stromstérke erreicht wird. Die Elektrophorese erfolgt bei 200 bis 300 Volt
(konstante Voltage) circa drei Stunden lang.

2 bis 5 ug Kernprotein werden beim EMSA eingesetzt. Das Volumen der einzelnen
Ansétze sollte 10 bis 15 ul betragen. Die Volumina werden mit Puffer C ausgeglichen.
Das Reaktionsgemisch enthdlt 1ug Poly (dI/dC) pro 4 pug Kernproteine, um
unspezifische Protein-DNA-Bindungen zu reduzieren.

Die Inkubationsgemische setzen sich wie folgt zusammen:

Proteinextrakt X ul
4-fach-Bindepuffer 2,5l
Poly (dI/dC) 1,0 pl
4.000 bis 10.000 Cpm der markierten Probe

H,0 ad 10 pl

Die folgenden Arbeitsschritte werden auf Eis durchgefihrt.

2 bis 5 pg Proteinextrakt einer **P-markierten Oligonukleotidprobe wird mit 4.000 bis
10.000 cpm funf Minuten inkubiert und auf einem nativem 6%igem PAA-Gel bei
200 V/15 cm aufgetrennt. Zur Kontrolle des Gellaufs wird eine substratfreie ,,Blue-
Juice“-Probe in einer separaten Spur aufgetragen. Die Gele werden getrocknet und eine

Autoradiographie wird durchgefuhrt.
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2.2.8 Qualitative DNA/Protein-Bindungsstudie mittels Supershift-EMSA

Die In-vitro-Analyse mittels Supershift-EMSA dient dem qualitativen Nachweis
spezifischer DNA-Bindungen von Transkriptionsfaktoren. Sie gibt Auskunft tber die
Zusammensetzung der NF-kB-Komplexe, die in verschiedenen Zelltypen an spezifische
DNA-Sequenzen binden.

Zur Durchfihrung von Supershift-EMSA werden zum obigen Ansatz je 1 ul der
NF-«xB-spezifischen Antikorper (1 png/ul) zugegeben und die Inkubationszeit auf 20 bis
30 Minuten verlangert. Wenn der spezifische Antikorper an ein Protein bindet, wird die
Wanderungsgeschwindigkeit dieser Komplexe weiter reduziert, d.h. ein so genannter

»supershift” findet statt.
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3 Ergebnisse

3.1 Expression der NF-xB-Faktoren in unstimulierten und
stimulierten HD- und LCAL-Zellen

Zum Verstéandnis der CD30-Funktion in malignen Lymphomen sollte in dieser Arbeit
die NF-kB-Verteilung und NF-kB-Induktion in HD- und LCAL-Zellen untersucht

werden.
3.1.1 Stimulation der HD- und LCAL-Zellen mit PMA-lonomycin

Als Modell fir HD-Zellen wurden sowohl HDLM-2-Zellen (T-Lymphozyten-ahnlich),
als auch KMH-2-Zellen (B-Lymphozyten-ahnlich) verwendet. Stellvertretend fir die
LCAL-Zellen wurden die Zelllinien Del und Karpas eingesetzt.

Die Zellen wurden zundchst mit PMA-lonomycin fir eine Stunde und vier Stunden
stimuliert. lonomycin ist ein Calcium-lonophor. Phorbolester, wie PMA, ahmen die
Wirkung von Diacylglycerol nach, indem sie an die Proteinkinase C (PKC) binden und
sie aktivieren. Beide Stimuli sollen die T-Zellrezeptor-Stimulation lymphoider Zellen
simulieren und fuhren zu einer starken NF-kB-Aktivierung (Baltimore, 1986; Novak,
1990).

Nach Stimulation der Zellen wurden Zytoplasma- und Zellkern-Proteinextrakte
hergestellt und zur Analyse der Rel-Proteine mittels Westernblot-Analysen eingesetzt.
Die Detektion der NF-xB-Faktoren erfolgte mit Rel-Protein-spezifischen Anti-NF-«xB-
Antikorpern. Es ergaben sich signifikante Unterschiede hinsichtlich der NF-kB-
Translokation und damit hinsichtlich der Aktivierung nach PMA-lonomycin-
Stimulation zwischen den HD- und LCAL-Zelllinien.

Die LCAL-Zelllinien unterschieden sich hinsichtlich der subzelluldren Verteilung von
p65. In unstimulierten Karpas-Zellen war p65 kaum im Zellkern detektierbar. Im
Gegensatz dazu war in unstimulierten Del-Zellen p65 konstitutiv im Zellkern
nachweisbar (Abb. 1a, Spur 1-6). In unstimulierten Zellen war in beiden Zelllinien p65

im Zytoplasma lokalisiert. Mit zunehmender Stimulationszeit wurde die Expression von
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p65 in Karpas-Zellen sowohl im Zellkern als auch im Zytoplasma starker. Durch die
PMA-lonomycin-Stimulation wurde die Expression von p65 induziert, und es kam zu
einer Translokation dieses Faktors in den Zellkern. Bei Del-Zellen nahm die Expression
erst nach vier Stunden und nur im Zytoplasma deutlich zu (Abb. 1a, Spur 1-6). Dagegen
wurde in den HD-Zelllinien HDLM-2 und KMH-2 p65 sowohl im Zytoplasma als auch
im Kern stark exprimiert. In HD-Zellen war p65 also konstitutiv aktiv. In HDLM-2
stieg die Konzentration von p65 nach einer Stunde im Zytoplasma an. Im Kern blieb sie
jedoch konstant (Abb. 1a, Spur 7-12).

Karpas Del HDLM-2 KMH-2
—— I : 1 I : 1 ——
- 1 4 - 1 4 - 1 4 - 1 4
Zytoplasma — s | [ — e (G c— — G— p65
Kern —— —— || p— o— — L K -‘/ P65
1 2 3 4 5 6 7 8 9 100 11 12

Abb. 1a: Immunoblot-Analysen von Zytoplasma- und Kern-Proteinextrakten mit einem
spezifischen Antikdrper gegen p65.

Abb. 1a-1d: Die Zellen waren entweder unstimuliert (Spur 1, 4, 7 und 10) oder mit PMA-
lonomycin fur eine Stunde (Spur 2, 5, 8 und 11) und vier Stunden (Spur 3, 6, 9, und 12)
stimuliert. Pro Spur wurden vom Proteinextrakt 6 pug bei Karpas, 10 ug bei HDLM-2, je
11 pg bei Del und bei KMH-2 eingesetzt.

In den LCAL-Zellen Karpas und Del wurde der NF-xB-Faktor p50 konstitutiv im
Zellkern nachgewiesen. Die Konzentration von p50 und der Vorladuferform p105 stieg
in Karpas-Zellen nach einer Stunde, in Del-Zellen nach vier Stunden im Zytoplasma an.
Bei Del-Zellen fiel im Nukleus die p50-Konzentration nach einer Stunde ab, um nach
vier Stunden wieder ihren Ausgangswert zu erreichen (Abb. 1b, Spur 1-6). In HD-
Zellen war p50 vorwiegend im Zytoplasma lokalisiert und wurde auch nicht im
Zytoplasma induziert. Dies wird beispielhaft fur HD-Zellen an HDLM-2
gezeigt (Abb. 1b, Spur 7-9).
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Karpas Del HDLM-2

Zytoplasma — e am— - e oy Vorldaufer von p50

Zytoplasma  |ews e o (o o gy | e o sm| D50
Kern _— - e | [ e e o p50

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Abb. 1b: Immunoblot-Analysen von Zytoplasma- und Kern-Proteinextrakten mit einem
spezifischen Antikdrper gegen p50

Ausgepréagt unterscheiden sich die HD-Zellen von den LCAL-Zellen in Bezug auf
RelB. In Del- und Karpas-Zellen wurde RelB sowohl konstitutiv im Kern als auch im
Zytoplasma stark exprimiert. RelB war in unstimulierten und in stimulierten Karpas-
Zellen etwa gleichstark im Zytoplasma und im Zellkern detektierbar. Bei Del nahm die
RelB-Konzentration im Zytoplasma nach einer Stunde ab, nach vier Stunden stieg sie
wieder deutlich an. Im Zellkern der Del-Zellen nahm die RelB-Konzentration nach einer
Stunde zu, um nach vier Stunden wieder etwas abzufallen. RelB-haltige Komplexe
wurden also nach einer Stunde Stimulation aktiviert (Abb. 1c, Spur 1-6). Dagegen
konnte in den HD-Zelllinien HDLM-2 und KMH-2 in beiden Zellfraktionen keine
RelB-Expression nachgewiesen werden. Dies wird beispielhaft an KMH-2-Zellen

gezeigt (Abb. 1c, Spur 7-9).

Karpas Del KMH-2
[ I 1 I L 1 I . 1
. - 1 4 - 1 4 - 1 4
Zytoplasma | . - e - : RelB
Kern — - . - - ; RelB
1 2 3 4 5 6 7 8 9

Abb. 1c:  Immunoblot-Analysen von Zytoplasma- und Kern-Proteinextrakten mit einem
spezifischen Antikorper gegen RelB

Die Expression von c-Rel wurde in den LCAL-Zelllinien Karpas und Del induziert. Bei
beiden Zelltypen konnte ein Anstieg von c-Rel im Zytoplasma nachgewiesen werden.
Bei Karpas-Zellen stieg dabei die c-Rel-Konzentration nach einer Stunde und nach vier

Stunden an. Bei Del-Zellen nahm die c-Rel-Konzentration erst nach vier Stunden
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Stimulation zu. Es kam dabei auch zu einer allerdings schwachen nukledren
Translokation (Abb. 1d, Spur 1-6). In den unstimulierten HD-Zelllinien HDLM-2 und
KMH-2 war c-Rel konstitutiv im Zellkern lokalisiert, wobei die c-Rel-Konzentration in
den HDLM-2-Zellen deutlich schwécher war. Bei HDLM-2-Zellen war c-Rel
vorwiegend zytoplasmatisch lokalisiert und stieg hier nach einer Stunde leicht an.
KMH-2-Zellen zeigten dagegen deutliche Signale nach einer und nach vier Stunden in

beiden Fraktionen. Auch hier stieg die zytoplasmatische Konzentration nach einer

Stunde an (Abb. 1d, Spur 7-12).

Karpas Del HDLM-2 KMH-2
| |
y—‘—\ y—‘—\ | | | |
_ 1 4 - 1 4 - 1 4 - 1 4
Zytoplasma S —— | i g | | o— o o (- c-Rel
Kern 3 Beatesdte S —— - c-Rel
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Abb. 1d: Immunoblot-Analysen von Zytoplasma- und Kern-Proteinextrakten mit einem
spezifischen Antikdrper gegen c-Rel

In Del-Zellen wurde p52 in konstanter Starke im Zytoplasma exprimiert, wahrend die
Konzentration des ,,Vorlaufers®* p100 nach einstiindiger und vierstiindiger Stimulation
zunahm. Im Zellkern waren bei der Immundetektion nur schwache Signale nachweisbar
(Abb. le, Spur 1-3). In HDLM-2-Zellen war p52 nur schwach im Zytoplasma
exprimiert, wéahrend im Zellkern kein p52 nachweisbar war. In KMH-2-Zellen war

ebenfalls keine p52-Expression nachweisbar (Abb. 1e, Spur 4-9).

Del HDLM-2 KMH-2
T : 1 T : 1 T ' 1
- 1 4 - 1 4 - 1 4
Zytoplasma  fum s — w—— ] Vorlaufer von p52
Zytoplasma — —— e p52
Kern i - : ' p52
1 2 3 4 5 6 7 8 9

Abb. 1e: Immunoblot-Analysen von Zytoplasma- und Kern-Proteinextrakten mit einem
spezifischen Antikdrper gegen p52
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Die zwei HD-Zelllinien HDLM-2 und KMH-2 zeigten eine konstitutive Aktivierung

von p65, p50 und c-Rel. Nach PMA-lIonomycin-Stimulation konnte keine Zunahme der

Proteinkonzentrationen in den Kernextrakten festgestellt werden. RelB war in den

untersuchten HD-Zelllinien nicht nachweisbar. Im Zytoplasma von HDLM-2 fand sich

p52 lediglich in schwacher Konzentration. In KMH-2 war uberhaupt kein p52

nachzuweisen.

Die zwei LCAL-Zelllinien Karpas und Del zeigten eine konstitutive Aktivierung von

p65, p50 und RelB. Aulierdem wurde in Karpas-Zellen p65 aktiviert. Ferner konnte eine

schwache Induktion der c-Rel-Expression in Karpas und Del-Zellen nachgewiesen

werden.
NF-xB Zellfraktion LCAL-Zellen HD-Zellen
Karpas Del HDLM-2 KMH-2
p65 Kern Induziert konstitutiv konstitutiv konstitutiv
Translokation
Zytoplasma Expression Expression starke Expression starke Expression
induziert Zunahmen. 4 h Zunahmen. 1 h
p50/p105 Kern konstitutiv konstitutiv konstitutiv konstitutiv
schwache Expression | schwache Expression
Zytoplasma Expression Expression Expression Expression
Zunahmen. 1 h Zunahmen. 4 h
RelB Kern konstitutiv konstitutiv keine Expression keine Expression
Translokation
n.1h
Zytoplasma starke Expression | starke Expression keine Expression keine Expression
Abnahmen. 1 h
c-Rel Kern schwache schwache konstitutiv konstitutiv
Translokation Translokation schwache Expression | starke Expression
Zytoplasma induziert induziert Expression starke Expression
Zunahmen. 1 h Zunahmen. 1 h
p52/p100 Kern keine Expression schwache keine Expression keine Expression
Expression
Zytoplasma keine Expression Expression schwache Expression |  keine Expression
Tabelle 1 Stimulation der HD- und LCAL-Zellen mit PMA-lonomycin
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3.1.2 Stimulation der HD- und LCAL-Zellen mit Anti-CD30-Antik6rper

Die CD30-positiven HD- und LCAL-Zellen wurden mit dem spezifischen agonistischen
Anti-CD30-Antikdrper M44 fir eine Stunde und vier Stunden stimuliert. Danach wurde
aus den Zellen die Kern- und Zytoplasma-Proteinextrakte fraktioniert und auf ihren
Gehalt an NF-xB-Faktoren mittels Westernblot-Analysen analysiert.

Bei der LCAL-Zelllinie Karpas fanden sich deutliche p65-Akkumulationen in
unstimulierten wie stimulierten Zellen in beiden Fraktionen, im Kern etwas schwécher
als im Zytoplasma. Eine Induktion von p65 — wie nach PMA-lonomycin-Stimulation —
konnte nicht nachgewiesen werden (Abb. 2a, Spur 1-3). Bei der HD-Zelllinie HDLM-2
war p65 im Zytoplasma stark exprimiert, wahrend im Nukleus keine p65-Expression

nachweisbar war (Abb. 2a, Spur 4-6).

Karpas HDLM-2
- 1 4 - 1 4
Zytoplasma | g - o= e s 65
Kern — s = | p65
1 2 3 4 5 6

Abb. 2a: Immunoblot-Analysen von Zytoplasma- und Kern-Proteinextrakten mit einem
spezifischen Antikorper gegen p65.

Abb. 2a-2c:Die Zellen waren entweder unstimuliert (Spur 1 und 4) oder mit Anti-CD30 eine
(Spur 2 und 5) oder vier Stunden (Spur 3 und 6) stimuliert. Pro Spur wurden vom
Proteinextrakt 6,5 ug bei Karpas und 4,3 pg bei HDLM-2 eingesetzt

In Karpas-Zellen wurde p50 etwa in gleicher Konzentration im Zytoplasma und im
Kern gefunden, wobei im Kern eine Konzentrationsabnahme nach vier Stunden
beobachtet wurde (Abb. 2b, Spur 1-3). In CD30-stimulierten HDLM-2-Zellen wurde
p50 im Gegensatz zu den Befunden nach PMA-lonomycin-Stimulation nur im

Zytoplasma nachgewiesen (Abb. 2b, Spur 4-6).
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Karpas HDLM-2

- 1 4 - 1 4
Zytoplasma —— — - — — — Vorlaufer von p50
Zytoplasma — | —— — p50
Kern -_— — ; p50

1 2 3 4 5 6

Abb. 2b: Immunoblot-Analysen von Zytoplasma- und Kern-Proteinextrakten mit einem
spezifischen Antikorper gegen p50.
RelB d&nderte seine zytoplasmatische und nukledre Konzentration nach CD30-

Stimulation in Karpas-Zellen nicht (Abb. 2c, Spur 1-3).

Karpas

I_l_l

- 1 4

Zytoplasma s mme s ReclB

Kern - ass e RelB
1 2 3

Abb. 2c:  Immunoblot-Analysen von Zytoplasma- und Kern-Proteinextrakten mit einem
spezifischen Antikdrper gegen RelB.

NF-kB Zellfraktion Karpas (LCAL-Zelle) HDLM-2 (HD-Zelle)
p65 Kern konstitutiv keine Expression
Zytoplasma starke Expression starke Expression
p50/p105 Kern konstitutiv keine Expression
Zytoplasma Expression Expression
RelB Kern konstitutiv nicht bestimmt
Zytoplasma Expression nicht bestimmt
Tabelle 2 Stimulation der HD- und LCAL-Zellen mit Anti-CD30-Antikdrper

(Ubersicht der Immunoblot-Analysen)
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3.2 In-vitro-Analyse der spezifischen DNA-Bindung von NF-kB-
Faktoren in HD- und LCAL-Zellen

Westernblot-Analysen zeigten, dass sowohl in HD-Zelllinien als auch in LCAL-
Zelllinien verschiedene NF-kB-Faktoren konstitutiv im Zellkern vorliegen. Teilweise
wurde nach PMA-lonomycin-Stimulation die nukledre Expression einzelner NF-kB-
Faktoren induziert (in Karpas-Zellen p65, in LCAL-Zellen c-Rel).

Die Bandshift-Experimente geben Auskunft Uber die funktionelle Aktivitat der
Transkriptionsfaktoren. In dieser Arbeit wurde die DNA-Bindung der NF-kB-Faktoren
in unstimulierten und mit PMA-lonomycin stimulierten HD- und LCAL-Zellen
untersucht. Mit hilfe des Electrophoretic Mobility Shift Assays (EMSA) wurde die
spezifische DNA-Bindung von NF-kB-Faktoren quantitativ analysiert. In Supershift-
Versuchen wurde dann qualitativ die Zusammensetzung der einzelnen NF-kB-
Bindungs-Komplexe untersucht. Als spezifische DNA-Probe wurde eine punktmutierte
kB-Erkennungssequenz aus dem Enhancermotiv des Interleukin-2-Promoters

(TCEdasc) verwendet.

3.2.1 Die nukledre Bindungsaktivitat der NF-xB-Faktoren in HD- und LCAL-

Zellen

Sowohl bei den HD-Zelllinien HDLM-2 und KMH-2 als auch bei den LCAL-Zellen
Karpas und Del zeigte sich, dass NF-kB bereits konstitutiv, d. h. in unstimulierten
Zellen, an die DNA bindet. Die Komplexzusammensetzung unterschied sich jedoch
zwischen den beiden unterschiedlichen Zellarten. In LCAL-Zellen waren ein langsam
laufender Komplex (Komplex 1) und ein Komplex mit hoherer elektrophoretischer
Mobilitat (Komplex I1) nachweisbar. In HD-Zellen fand sich dagegen nur Komplex I.

Im Vergleich der HD-Zellen HDLM-2 und KMH-2 war die Kkonstitutive
Bindungsaktivitat von NF-xkB in HDLM-2-Zellen stérker als in KMH-2-Zellen. Ein
deutlicher Anstieg des Komplexes | konnte nach Stimulation mit PMA-lonomycin in
den KMH-2-Zellen nachgewiesen werden. In HDLM-2-Zellen war die NF-xB-

spezifische DNA-Bindungsaktivitat in unstimulierten Zellen gréer als nach
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einstindiger Stimulation mit PMA-lonomycin, stieg aber nach vierstiindiger
Stimulation wieder deutlich an (Abb. 3, Spur 1-6).

Bei den LCAL-Zellen Del und Karpas war ebenfalls eine konstitutive DNA-
Bindungsaktivitdt der NF-xB-Faktoren nachweisbar. Hier waren zwei Komplexe
(Komplex I und II) detektierbar. Nach Stimulation mit PMA-lonomycin war ein
signifikanter Anstieg der DNA-Bindung bei Del-Zellen nach vier Stunden und bei
Karpas-Zellen bereits nach einer Stunde erkennbar (Abb. 3, Spur 7-12).

HDLM-2 KMH-2 Del Karpas

| | |
-1 4 - 14 - 1 4 - 1 4

(- - " I p65/p50 (c-Rel)
* crsalall |

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Abb. 3: EMSA mit Kern-Proteinextrakten aus PMA-lonomycin-stimulierten HD- und LCAL-
Zellen. Die Zellen waren entweder unstimuliert (Spur 1, 4, 7 und 10) oder mit PMA-
lonomycin eine Stunde (Spur 2, 5, 8 und 11) oder vier Stunden (Spur 3, 6, 9, 12)
stimuliert. Pro Ansatz wurden 4,4 pug Kernprotein-Extrakt eingesetzt. In Spur 13 wurde
100 ng des unmarkierten Oligonukleotides als spezifischer Kompetitor eingesetzt.

3.2.2 Die Zusammensetzung der NF-kB-Bindungs-Komplexe in HD- und LCAL-

Zellen

Bei den LCAL-Zelllinien Karpas und Del setzte sich der langsam laufende Komplex |
aus p65/p50, der schneller laufende Komplex Il aus RelB/p50 zusammen. c-Rel und
p52 konnten nicht nachgewiesen werden.

Bei Karpas-Zellen zeigte sich eine schwache konstitutive p65/p50-DNA-Bindung
(Komplex 1), die aber nach einstlindiger Stimulation mit PMA-lonomycin anstieg. Nach
vierstundiger Stimulation nahm dieser p65/p50-Komplex ab (Abb. 4a, Spur 2, 5, 8, 11,
14 und 17). In Karpas-Zellen lieBen sich RelB/p50-Komplexe (Komplex I1) sowohl
konstitutiv als auch nach Stimulation mit PMA-lonomycin nachweisen. Diese waren
nicht induzierbar (Abb. 4a, Spur 4, 5, 10, 11, 16 und 17).
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Abb. 4a: Supershift-Analysen mit Kern-Proteinextrakten aus Karpas-Zellen. Pro Ansatz wurde
3 ug Kernprotein-Extrakt eingesetzt.

Abb. 4a-d:Die Zellen waren entweder unstimuliert (Spur 1 bis 6) oder mit PMA-lonomycin eine
Stunde (Spur 7 bis 12) oder vier Stunden (Spur 13 bis 18) stimuliert Jeweils 1 ul
(1 ng/100 pl) der spezifischen Antikdrperldsung wurde verwendet.

Bei der LCAL-Zelllinie Del verhielt sich die DNA-Bindung des p65/p50-Komplexes
ahnlich wie in Karpas-Zellen, denn nach vier Stunden nahm die Bindungsaktivitat leicht
ab (Abb. 4b, Spur 2, 7 und 12). Das p50-spezifische Supershift-Signal nahm nach
einstiindiger Stimulation mit PMA-lonomycin ab, um nach vier Stunden wieder
anzusteigen (Abb. 4b, Spur 5, 10 und 15). Dies ist im Einklang mit den Ergebnissen der
Westernblot-Analysen.

Nach Inkubation mit einem RelB-spezifischen Antikorper kam es zur schwachen
Reduktion der spezifischen Bande, die etwas schneller lief (Komplex I1). RelB ist somit
Bestandteil des Komplexes Il und interagiert dabei vermutlich mit p50 (Abb. 4b, Spur
4,9 und 14).
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Abb. 4b: Supershift-Analysen mit Kernprotein-Extrakten aus Del-Zellen. Pro Ansatz wurden
4.4 ug Kernprotein-Extrakt eingesetzt.

In den HD-Zelllinien HDLM-2 und KMH-2 konnte das p65/p50-Heterodimer in
Supershift-EMSA ebenfalls als Hauptkomponente des Komplexes | identifiziert werden.
Zusétzlich trat ein weiterer Supershift mit dem c-Rel-spezifischen Antikorper auf, der
auf einen weiteren Subkomplex — wahrscheinlich ein c-Rel/p50-Heterodimer — hinweist
(Abb. 4c und Abb. 4d, Spur 3, 9 und 15). RelB/p50-Heterodimere konnten nicht
nachgewiesen werden.

In HDLM-2-Zellen fiel die Bindungsaktivitit des p65/p50-Komplexes nach

einstundiger Stimulation ab, stieg aber nach vier Stunden wieder an (Abb. 4c, Spur 2, 5,
8,11, 14 und 17).

- 1 4
l l
! T M ! T m ! T m !
()
S ¥ e 3 S T 33 8T T3 o
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p65/p50 —— -
Jieo — WSS & Sase

1 2 345 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Abb. 4c:  Supershift-Analysen mit Kern-Proteinextrakten aus HDLM-2-Zellen. Pro Spur wurden
4,4 ug Kernprotein-Extrakt eingesetzt.
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Die KMH-2-Zellen zeigten eine mit HDLM-2-Zellen vergleichbare NF-kB-spezifische
DNA-Bindungsaktivitdt. Die Bindungsaktivitat des p65/p50-Heterodimers stieg nach

einer Stunde an und blieb dann vier Stunden konstant (Abb. 4d, Spur 2, 5, 8, 11, 14 und
17).

- 1 4
| |
T m | T m | | T m
A R 8 Es 3 o 2 T3 o
| o o X a o |l a o X a o | o o X o o
» - » — pP65-SS
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1 2 3 4 56 7 8 910 11 12 13 14 15 16 17 18

Abb. 4d: Supershift-Analyse mit Kern-Proteinextrakten aus KMH-2-Zellen. Pro Spur wurden
4 ug Kernprotein-Extrakt eingesetzt.

Die NF-kB-Bindungskomplexe in den untersuchten HD- und LCAL-Zelllinien
unterscheiden sich grundlegend sowohl in ihrer Zusammensetzung und als auch in ihrer
Induktionskinetik. Die Dimere in HDLM-2- und KMH-2-Zellen bestehen aus p65/p50
und c-Rel/p50. Bei Karpas- und Del-Zellen setzen sie sich aus p65/p50 und RelB/p50

zusammen. Dieser grundlegende Unterschied der NF-kB-Aktivitat konnte — zumindest

zum Teil — das unterschiedliche Verhalten der Zelltypen nach CD30-Stimulation
erklaren.
LCAL-Zellen HD-Zellen
Karpas Del HDLM-2 KMH-2
NF-kB- p65/p50 p65/p50 p65/p50 p65/p50
Bindungs- schwach konstitutiv konstitutiv Abnahme nach 1 h, Zunahme nach 1 h
komplexe | Zunahme nach 1h, dann | Zunahme nach 1h, dann dann Zunahme (induziert)
Abnahme (induziert) Abnahme (induziert)
RelB/p50 RelB/p50 c-Rel/p50 c-Rel/p50
konstitutiv

Tabelle 3 Die Zusammensetzung der NF-kB-Bindungs-Komplexe in HD- und LCAL-Zellen

(Supershift-Analysen)
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4 Diskussion

Aus unseren Untersuchungsergebnissen geht hervor, dass sich HD- und LCAL-Zellen
deutlich hinsichtlich ihrer konstitutiven NF-kB-Zusammensetzung, ihrer konstitutiven
NF-kB-Aktivitdit und ihrem NF-kB-Aktivierungsmuster nach CD30-Stimulation

unterscheiden.

4.1 Unterschiede in der Art der konstitutiven NF-xB-

Zusammensetzung zwischen HD- und LCAL-Zellen

Die Westernblot-Versuche ergaben, dass die HD-Zelllinien HDLM-2 und KMH-2 p50,
p65 und c-Rel konstitutiv im Zellkern exprimieren. Dagegen wurden in den LCAL-
Zelllinien Karpas und Del im Kern konstitutiv RelB aber auch p50 und p65
nachgewiesen. NF-kB ist in HD- und LCAL-Zellen unterschiedlich konstitutiv
transkriptionell aktiv. Wie aus Bandshift-Versuchen fir HDLM-2 und KMH-2
hervorging, besteht ein konstitutiver NF-kB-Komplex aus p65/p50-Heterodimeren. Des
weiteren fanden sich Hinweise auf einen weiteren Komplex bestehend aus c-Rel/p50-
Heterodimeren. Im Vergleich der gewonnenen Daten mit den Angaben in der Literatur
waren fur LCAL-Zelllinien deutliche Unterschiede festzustellen. Bei Del und Karpas
konnte eine konstitutive nukleare NF-kB-Aktivitit bestehend aus zwei verschiedenen
Heterodimeren nachgewiesen werden. Sowohl p65/p50- als auch RelB/p50-Dimere
binden an die DNA.

Bargou et al. (1996 und 1997) wiesen sowohl in kultivierten als auch in priméaren HD-
Zellen konstitutive NF-kB-Aktivitdt nach, p65/p50-Heterodimere waren die
vorherrschenden NF-kB-Komplexe. Nur in wenigen Zelllinien, darunter HDLM-2 und
KMH-2, wurde auch c-Rel konstitutiv im Kern gefunden werden. Wood et al. (1998)
konnten jedoch keine konstitutive c-Rel-Aktivitat in HDLM-2- und KMH-2-Zellen
nachweisen. In LCAL-Zelllinien stellten Bargou et al. keine konstitutive nukleére
NF-kB-Aktivitat fest. Diese Ergebnisse wurden von anderen Forschergruppen bestétigt
(Wood, 1998; Krappmann, 1999; Mir, 2000; Levi, 2001). Unsere Ergebnisse stimmen
in Bezug auf HDLM-2 und KMH-2 mit den Ergebnissen von Bargou et al. tberein,
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unterscheiden sich aber deutlich hinsichtlich der Zellen Del und Karpas, bei denen wir

sowohl konstitutiv aktive p65/p50- als auch RelB/p50-Dimere nachgewiesen haben.

4.2 Unterschiede in der Art der NF-xB-Aktivierung zwischen HD-
und LCAL-Zellen

Die Stimulation des Oberflachenrezeptors CD30 fluhrt zur Aktivierung des
Transkriptionsfaktors NF-kB. Dies wurde in unterschiedlichen Zelltypen festgestellt
(Biswas, 1995; McDonald, 1995), so auch in HD- und LCAL-Zellen. In den
vorliegenden Westernblot-Analysen nach CD30-Stimulation mit dem Antikorper M44
wurde keine NF-kB-Induktion in HD- oder LCAL-Zellen nachgewiesen.

Nach PMA-lonomycin-Stimulation wird in Karpas-Zellen p65 induziert. AuRerdem
kommt es in Karpas- und Del-Zellen zu einer schwachen Induktion von c-Rel. In Del-
Zellen fiel die p50-Konzentration im Kern nach einer Stunde ab und stieg nach vier
Stunden wieder an. Im Zytoplasma stieg die p50-Konzentration nach vier Stunden an.
In Del-Zellen scheint RelB nach einer Stunde in den Zellkern transloziert zu werden.
Nach vier Stunden fiel im Kern die RelB-Konzentration wieder ab, stieg dafur aber im
Zytoplasma stark an. Bei einigen NF-kB-Faktoren kam es lediglich im Zytoplasma zu
einer  Konzentrationszunahme nach  PMA-lonomycin-Stimulation; die  p65-
Konzentration stieg in HDLM-2 und Del an, die p50-Konzentration nahm bei Karpas zu
und die c-Rel-Konzentration stieg in HD-Zellen an.

Die funktionelle Aktivitat der NF-xB-Faktoren wurde in Bandshift-Analysen in
unstimulierten sowie mit PMA-lonomycin stimulierten Zellen untersucht. In allen
untersuchten Zellen zeigte sich eine Zunahme der Bindungsaktivitat der NF-xB-
Komplexe, jedoch mit unterschiedlicher Kinetik und Komplexzusammensetzung. Die
Bindungsaktivitat der p65/p50-Komplexe wird in allen Zellen durch PMA-lonomycin-
Stimulation beeinflusst. In den LCAL-Zellen kommt es nach vier Stunden Stimulation
zur Aktivitatsabnahme der p65/p50-Komplexe. Dagegen nimmt in HDLM-2-Zellen die
Bindungsaktivitat nach vier Stunden, in KMH-2-Zellen nach einer Stunde zu. Die
Komplexe mit der Komponente RelB in LCAL-Zellen bzw. c-Rel in HD-Zellen zeigen

keine veranderte Bindungsaktivitiat nach PMA-lonomycin-Stimulation.
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Unsere Ergebnisse stimmen in einigen Punkten mit den Daten der unten angefiihrten
Forschergruppen Gberein, teilweise widersprechen sie ihnen aber auch. Dies kdnnte an
den unterschiedlichen Stimulationsbedingungen wie z. B. Verwendung verschiedener
Antikorper oder unterschiedlicher Dauer der Stimulation liegen. Bei Gruss et al. (1996)
kam es in HDLM-2-Zellen nach Stimulation des CD30-Rezeptors mit dem spezifischen
agonistischen monoklonalen Antikdrper M44 innerhalb von zwei Stunden zu einer
vermehrten Bindungsaktivitat von p65, p50 und aber auch von c-Rel, danach fiel die
Bindungsaktivitat nach 24 Stunden wieder auf ihren Ausgangswert zurlick. Mir et al.
(2000) stimulierten zwolf Stunden die LCAL-Zelle Michel mit den agonistischen
CD30-Antikorpern M44 und MG67 und stellten keine Induktion von NF-kB fest,
wohingegen durch zwdlfstiindige PMA-Stimulation NF-kxB induziert wurde. Levi et al.
(2001) verwendeten zur einstindigen CD30-Stimulation den monoklonalen Antikorper
HeFi-1. Hierbei wurde in Karpas-Zellen NF-xB schwach aktiviert, aber in KMH-2 blieb
die NF-kB-Expression unbeeinflusst. Krappmann et al. (1999) stimulierten HD-Zellen
45 Minuten mit dem Phorbolester PMA. Dies fiihrte zu keiner gesteigerten NF-kB-
spezifischen DNA-Bindung. Daraus zogen Krappmann et al. (1999) den Schluss, dass

in unstimulierten HD-Zellen bereits eine maximale NF-xB-Induktion vorliegt.

4.3 Unterschiede bezlglich der Ursprungszellen und zelluléren

Entwicklungs-stufen zwischen HD- und LCAL-Zellen

Die Ursprungszellen, aus denen sich die Lymphomzellen ableiten, sind oft nicht exakt
bestimmbar. In der Uberwiegenden Zahl der Félle scheinen sich Tumorzellen des
Hodgkin-Lymphoms aus B-Lymphozyten der Keimzentren zu entwickeln und nur in
seltenen Féllen leiten sie sich von T-Lymphozyten ab (Kanzler, 1996; Staudt, 2000).
NF-kB ist im Verlauf der hamatopoetischen Differenzierung nur in spezifischen Stadien
aktiv. Daher kann dieser Transkriptionsfaktor als Marker fur verschiedene zelluléare
Entwicklungsstufen dienen. Reife B-Lymphozyten besitzen in der Regel konstitutive
nukleare NF-kB-Aktivitat. Das vorherrschende konstitutiv-aktive Heterodimer ist dabei
c-Rel/p50. Die induzierbare NF-kB-Aktivitat besteht hauptsachlich aus p65/p50-
Heterodimeren (Liou, 1994; Miyamoto, 1994). In T-Lymphozyten sind p65 und c-Rel
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hingegen ausschlieBlich im Zytoplasma lokalisiert, wahrend RelB-haltige NF-«xB-
Komplexe auch im Kern vorhanden sind (Lernbecher, 1993).

Wie in unseren Westernblot-Analysen festgestellt werden konnte, befindet sich in den
untersuchten HD-Zelllinien HDLM-2 und KMH-2 p50, c-Rel und p65 konstitutiv im
Zellkern. Dies ware ein Indiz dafiir, dass die Stammzelle eine reife B-Zelle ist, da
konstitutiv-aktive c-Rel und p50 fir reife B-Zellen charakteristisch sind. Es weist aber
auch mit dem konstitutiven p65 auf ein dereguliertes NF-xB-System in diesen Zellen
hin (Krappmann, 1999). Die HD-Zelle HDLM-2 wurde als T-Zell-d4hnliche Zelle
beschrieben (Diehl, 1990; Trimper, 1993). In den Untersuchungen unserer Arbeit war
c-Rel in dieser Zelle Gberwiegend im Zytoplasma lokalisiert, was ein Hinweis auf die
T-Zell-Herkunft sein konnte. In der HD-Zelle KMH-2 befand sich c-Rel dagegen in
hohem Malie konstitutiv im Zellkern, was, wie oben genannt, fir B-Zellen typisch ist.
In den hier untersuchten LCAL-Zelllinien Karpas und Del wurden im Kern konstitutiv
RelB aber auch p50 und p65 nachgewiesen. In den unstimulierten Zellen fand sich

c-Rel ausschliellich in Zytoplasma, was ihre T-Zell-Herkunft widerspiegeln durfte.

4.4 Unterschiede in der Art der NF-xB-Zusammensetzung und -
Aktivierung als Hinweis auf Proliferation bzw. Apoptose in HD-
und LCAL-Zellen

Dem CD30-Rezeptor werden verschiedene Rollen zugeschrieben. So reagierten Zellen
nach seiner Aktivierung mit Apoptose, Proliferation oder zeigten keine Veranderung in
ihrem Wachstum. Der Transkriptionsfaktor NF-kB spielt eine Rolle bei der Kontrolle
der Apoptose: Er kann Apoptose-hemmend als auch -férdernd wirken. Der CD30-
Signalweg fuhrt zu einer NF-kB-Aktivierung. Andererseits wurde in HD- und LCAL-
Zellen konstitutive NF-xB-Aktivitdt nachgewiesen, die in HD-Zellen auf ein
dereguliertes NF-kB-System hinweist. Die Aktivierung von CD30 stimuliert in
HDLM-2-Zellen die Proliferation, in KMH-2-Zellen hat sie keine Auswirkung und bei
LCAL-Zellen fihrt sie zur Apoptose (Smith, 1993; Gruss, 1994). Im Gegensatz zu
diesen Ergebnissen kam es bei Hsu et al. (2000) zur Proliferation von KMH-2-Zellen
nach CD30-Aktivierung. Hibinger et al. (2001) und Levi et al. (2001) wiesen eine
Zellzyklusarretierung bei LCAL-Zellen nach.
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Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Westernblot- und EMSA-Versuche zeigten, dass
sich HD- und LCAL-Zellen in der Kinetik der p65/p50-Heterodimere und in der
Expression der RelB- und c-Rel-Komplexe unterscheiden. RelB wird ausschlieflich in
LCAL-Zellen exprimiert und besitzt DNA-Bindungsaktivitat. Dagegen kommt c-Rel
nur in HD-Zellen konstitutiv nuklear vor.

Die Hemmung der konstitutiv aktiven NF-kB-Faktoren in HD-Zellen induziert
Apoptose (Bargou, 1997). Der antiapoptotische Effekt von p65 ist eindeutig belegt. In
beiden HD-Zelllinien kommt es nach Stimulation zu einer Zunahme der p65/p50-
Aktivitdt, was die Proliferation fordern dirfte. AuBerdem konnte der konstitutive
c-Rel/p50-Komplex in HD-Zellen entscheidend dafiir sein, dass die Zellen vor der
Apoptose geschitzt werden. Zu c-Rel gibt es hinsichtlich Apoptose-férdernder oder -
hemmender Eigenschaften unterschiedliche Aussagen in der Literatur. So ist bei
ruhenden B-Zellen p50, nicht aber c-Rel fiirs Uberleben nétig. Bei mitogen-
transformierten B-Zellen werden p50 und c-Rel fiir das Uberleben gebraucht (Grumont,
1998). In der unreifen B-Lymphomzelle WEHI 231 wirkt konstitutives c-Rel/p50
Apoptose-hemmend (Wu, 1996). Dies steht im Gegensatz zu den Untersuchungen von
Abbadie et al. (1993), die in embryonalen Fibroblasten von Vogeln Apoptose durch
Uberexpression von c-Rel nachwiesen. In HD-Zellen kénnte c-Rel einen Apoptose-
hemmende Funktion haben. Dieser Befund kann zum Teil die initial langsame
Vermehrung der Blasten im Morbus Hodgkin erklaren, begriindet Gberwiegend auf
einer gesteigerten Uberlebenswahrscheinlichkeit (Apoptosehemmung), wohingegen in
den Non-Hodgkin-Lymphomen die Proliferation im Vordergrund steht, die das Ausmal
der Apoptose ubersteigt. Eine Erklarung fur das von Smith et al. (1993) und Gruss et al.
(1994) gezeigte unterschiedliche Verhalten von HDLM-2- und KMH-2-Zellen nach
CD30-Stimulation konnte nicht mit einer unterschiedlichen NF-kB-Bindungsaktivitét
erklart werden.

Die p65-Bindungsaktivitat in den untersuchten LCAL-Zellen nimmt nach vier Stunden
ab und konnte somit die Apoptose in diesen Zellen fordern. RelB beeinflusst die
NF-kB-abhdngige Genexpression entweder positiv oder negativ. Die Heterodimere, die
RelB mit p50 und p52 bildet, sind transkriptionell aktiv. Die transkriptionell inaktiven
RelB/p65-Heterodimere hemmen die p65-Aktivitat (Marienfeld, 2003). Trotz der

Induktion von p65 in Karpas-Zellen und p65-Zunahme nach vier Stunden in Del-Zellen
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kommt es nicht zur gesteigerten DNA-Bindungsaktivitat. Die reduzierte DNA-Bindung
der p65-Heterodimere konnte auf einer verstarkten Komplexbildung von p65 mit RelB
beruhen. Die starke Konzentration von RelB im Zytoplasma und im Zellkern der
LCAL-Zellen konnte ein Hinweis auf das inaktivierte p65 und damit eine weitere
Erklarung fur die Apoptose dieser Zellen sein.

4.5 Ausblick

NF-xB kann durch die Expression verschiedener Zielgene die Apoptose hemmen oder
fordern. Die NF-xB-Faktoren RelB und c-Rel konnten in den untersuchten Zellen
verschiedene «B-regulierte Zielgene induzieren, die die Zellen eher Richtung
Proliferation oder Apoptose fuhren. Hibinger et al. (2001) konnten eine CD30-
vermittelte Hemmung des Zellzyklus in der LCAL-Zelle Karpas feststellen. Diese
Hemmung des Wachstums korrelierte mit der starken Expression des Zellzyklus-
Inhibitors p21. Die Uberexpression des cyclinabhangigen Kinaseinhibitors p21 war
ausreichend, einen Zellzyklusstopp in einer Vielzahl an Zellen herbeizufuhren (Givol,
1998; Boulaire, 2000; Cariou, 2000).

Es ware zu prifen, ob der RelB/p50-Dimer die Expression des p21-Gens induziert. Des
weiteren ware zu untersuchen, ob noch andere anti-proliferative Faktoren durch
RelB/p50-Aktivitat in LCAL-Zellen Gberexprimiert werden. Die konstitutive NF-xB-
Aktivitdt reguliert die Expression der Gene, die typischerweise in HD-Zellen
uberexprimiert werden. Dazu zdhlen die antiapoptotisch wirkenden Proteine Bfl-1/Al,
c-IAP2, TRAF1, Bcl-xL und das den Zellzyklus regulierende Protein Cyclin-D2,
auflerdem I1L-13, IL-15Ra und CD40 als die Proliferation fordernde Faktoren (Hinz,
2002). Hier ware zu zeigen, ob auch der c-Rel/p50-Dimer malRgeblich an der Expression
dieser Gene beteiligt ist. So konnte die unterschiedliche NF-xB-Verteilung in den
untersuchten Zellen mit den verschiedenen Folgen nach CD30-Stimulation in
Zusammenhang stehen. Der Beweis, dass die konstitutiv-aktiven p65/p50-Heterodimere
in LCAL-Zellen auch auf ein dereguliertes NF-kB-System zurtichzuftihren sind, wére in

weiterflihrenden Untersuchungen noch anzutreten.
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5 Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war es, zum einen Unterschiede in der NF-kB-Zusammensetzung
zwischen HD- und LCAL-Zelllinien und zum anderen anhand der NF-kB-Verteilung
das in der Literatur beschriebene Verhalten der jeweiligen Zellen beziglich
Proliferation und Apoptose zu analysieren.

In beiden untersuchten Zelllinien wurden die NF-kB-Faktoren p50 und p65 konstitutiv
nukledr exprimiert. In den HD-Zelllinien fand sich zusatzlich konstitutives c-Rel, in den
LCAL-Zelllinien dagegen konstitutives RelB. Diese vier Faktoren zeigten auch in den
jeweiligen Zellen konstitutive Bindungsaktivitat. Die NF-kB-Faktoren koénnen als
Marker fir verschiedene Entwicklungsstufen h&matopoetischer Zellen dienen. Die
konstitutiven nukledren NF-xB-Faktoren p50 und c-Rel in HD-Zellen wiesen auf
B-Zell-typische Eigenschaften hin. Allerdings spricht das in der HD-Zelle HDLM-2
uberwiegend im Zytoplasma lokalisierte c-Rel fur T-Zell-typische Eigenschaften. In
LCAL-Zellen dagegen lassen die konstitutiven nukledren NF-xB-Faktoren p50 und
RelB einen T-Lymphozyten als Ursprungszelle erkennen.

Die konstitutive NF-kB-Aktivitat in HD-Zelllinien konnte im Vergleich mit den
Ergebnissen anderer Forschergruppen bestatigt werden. Im Gegensatz zu den Arbeiten
in der Literatur konnten bei den LCAL-Zellen konstitutiv aktive p65/p50-Heterodimere
als auch RelB/p50-Heterodimere nachgewiesen werden. Obwohl p65 in den meisten
menschlichen Zellen induziert wird, wurde p65 in beiden Zelllinien konstitutiv nuklear
exprimiert. Dies konnte ein Indiz fur ein dereguliertes NF-kB-System in beiden
Zelllinien sein und damit moéglicherweise die entkoppelte Funktion bezliglich Apoptose
und Proliferation erklaren.

Nach Stimulation des Oberflachenrezeptors CD30 mit dem agonistischen monoklonalen
Antikorper M44 konnte in der vorliegenden Arbeit keine NF-kB-Induktion festgestellt
werden. Nach PMA-lonomycin-Stimulation fiel in LCAL-Zellen die Aktivitat des
p65/p50-Komplexes nach vier Stunden ab, in HDLM-2-Zellen nahm sie nach vier
Stunden und in KMH-2-Zellen nach einer Stunde zu. Die Komplexe mit den Faktoren
RelB in LCAL-Zellen und c-Rel in HD-Zellen hatten eine unverénderte
Bindungsaktivitat. Die CD30-Stimulation fuhrte in HD-Zellen zur Proliferation. Flr
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KMH-2 sind die Aussagen in der Literatur allerdings widerspruchlich: teilweise zeigte
sie keine Auswirkung, teilweise kam es zur Proliferation. Wird die konstitutive NF-«xB-
Aktivitat in HD-Zellen gehemmt, reagieren die Zellen mit Apoptose. Der p65-Faktor ist
bekannt fiir seine Apoptose-hemmende Eigenschaft. Die zunehmende p65/p50-Aktivitét
in HD-Zellen koénnte die Zellen zur Proliferation anregen. Aullerdem kam es
ausschliellich in HD-Zellen zur Expression von c-Rel. Dieser Faktor ist in einigen
Zellen ebenfalls fir das Uberleben notwendig. In LCAL-Zellen folgt der CD30-
Aktivierung die Apoptose. In diesen Zellen nimmt die p65-Bindungsaktivitat ab, was
darauf hinweist, dass sie der Apoptose ausgesetzt sind. RelB wird nur in LCAL-Zellen
exprimiert. RelB besitzt eine Doppelrolle: als Komplex mit p50 oder p52 ist er ein
positiver Transaktivator, als Komplex mit p65 beeinflusst er die xkB-abhé&ngige
Genexpression negativ. Die starke Konzentration von RelB im Zytoplasma und im
Zellkern und die trotz steigender p65-Expression abnehmende p65-Aktivitat konnte ein
Hinweis auf das inaktivierte p65 und damit eine weitere Erklarung flr die Apoptose der
LCAL-Zellen sein.
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