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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Definition und Epidemiologie des diffusen groRzelligen B-Zell Lymphoms

Das diffuse grofRRzellige B-Zell Lymphom (DLBCL) ist eine aggressive lymphatische
Neoplasie ausgehend von B-Lymphozyten. Es bildet eine eigenstandige Entitat innerhalb der
Non-Hodgkin-Lymphome der B-Zell-Reihe (B-NHL). In westlichen Landern ist das DLBCL mit
30-40% das am haufigsten vorkommende B-NHL; in Entwicklungslandern ist die Frequenz
der Neuerkrankungen hoher. DLBCL entstehen in der Regel de novo (primare DLBCL),
kénnen allerdings auch als Transformation aus einem indolenten Lymphom (z.B. chronische,
lymphatische Leukamie; follikulares Lymphom) hervorgehen (sekundare DLBCL). Ein
signifikanter Risikofaktor ist eine zugrunde liegende Immundefizienz .

DLBCL treten vor allem im hoheren Lebensalter auf; der Altersmedian liegt im siebten
Lebensjahrzehnt. Allerdings kdénnen auch andere Altersgruppen, insbesondere Kinder,
betroffen sein. Manner erkranken etwas haufiger als Frauen. Innerhalb der letzten Jahre war
eine Zunahme von Neuerkrankungen auch unabhangig von einer HIV-Infektion zu

verzeichnen .

1.2. Klinisches Erscheinungsbild

Das DLBCL stellt sich als aggressiv verlaufendes Lymphom dar, welches mit raschem
Tumorwachstum assoziiert ist. DLBCL entstehen nicht nur nodal in Lymphknoten, sondern
treten in bis zu 40% auch primar extranodal auf, insbesondere in der Magenschleimhaut. Der
Intestinaltrakt, aber auch Haut, zentrales Nervensystem, Knochen, Weichgewebe, Lunge,
Niere, Leber, Waldeyer-Rachenring und Milz charakterisieren weitere extranodale
Manifestationsorte. Eine primare Prasentation im Knochenmark und im peripheren Blut ist

eher selten zu verzeichnen .

1.3. Morphologie und Immunphéanotyp

DLBCL zeigen typischerweise ein diffuses Wachstumsmuster, welches die normale
Architektur der betroffenen nodalen oder extranodalen Gewebe aufhebt. Eine Ausbreitung
der Tumorzellen Uber den gesamten Lymphknoten kann beobachtet werden, wobei auch
eine partielle, interfollikulare oder sinusoidale Infiltration anzutreffen ist 1

Die Heterogenitat der DLBCL wird im Auftreten verschiedener zytomorphologischer
Varianten deutlich, bei denen insbesondere zentroblastische, immunoblastische und
groRzellige anaplastische Lymphome vom B-Typ unterschieden werden kénnen .
Zentroblasten sind mittelgroRBe bis grolle Zellen mit einem schmalen, basophilen
Zytoplasma, rundlichem Zellkern mit multiplen, peripher gelegenen Nukleoli oder gelappten

(multilobulierten) Kernen (Abb. 1). Immunoblasten sind definifiert als groRe Zellen mit
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breitem basophilem Zytoplasma und einem runden Zellkern, sowie einem grof3en, zentralen,
solitdren Nukleolus (Abb. 1). Bei zentroblastischen Lymphomen kann das Infiltrat per

definitionem mit bis zu 90% Immunoblasten untermischt sein 2.

Abbildung 1: Zytomorphologische Varianten des DLBCL (Hamatoxylin-Eosin-Féarbung): zentroblastische
Morphologie (A) und immunoblastische Morphologie (B) (nach 1).

Immunphanotypisch zeigen alle DLBCL Eigenschaften einer reifen B-Zell-Neoplasie:
charakteristisch ist die Expression der B-Zell-Marker CD19, CD20, CD22 sowie CD79a. Das
Antigenprofil der zentroblastischen und immunoblastischen Lymphome ist dhnlich. Neben
den genannten B-Zell-Antigenen exprimieren die Zellen Uberwiegend Oberflachenimmun-

globuline vom Typ M 2,

1.4. Therapie

Hochmaligne Lymphome kdnnen prinzipiell auch im fortgeschrittenen Stadium geheilt
werden. Die Standardchemotherapie erfolgt nach dem CHOP-Schema, das aus der
kombinierten Gabe von Doxorubicin, Cyclophosphamid, Vincristin und Prednison besteht.
Durch diese Behandlung kénnen bei zwei Drittel der Patienten komplette Remissionen
erreicht werden. Dauerhaft geheilt werden kann allerdings nur die Hélfte dieser Patienten *.
Durch die Einfihrung der zellularen Immuntherapie und der Behandlung mit monoklonalen
Antikérpern, wie z.B. dem Anti-CD20-Antikérper Rituximab, wird sich die Therapie
hochmaligner B-Zell-Lymphome in naher Zeit wandeln °. Die Strategie geht dahin,
spezifischere Antikdrper zu entwickeln, die nur die Tumorzellen, nicht jedoch normale Zellen
erkennen. Die therapeutischen Antikérper kdnnen mit Toxinen oder Radionukliden gekoppelt
werden, um Tumorzellen selektiv zu zerstoren. Hierfir ist eine Kenntnis molekularer
Vorgange essentiell, die mit der Transformation und mit der Tumorprogression assoziiert

sind.
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1.5. Molekulargenetik

Die Pathogenese von DLBCL ist mit einer Akkumulation von klonalen, genetischen
Aberrationen assoziiert, die haufig Regulatoren der Apoptose und/oder des Zellzyklus
betreffen. Die Heterogenitat, die in DLBCL hinsichtlich der Morphologie, des klinischen
Verlaufs und dem Ansprechen auf therapeutische MaRRnahmen zu beobachten ist, Iasst
Ruckschlisse auf die Entstehung einer malignen Transformation in unterschiedlichen
Entwicklungsstadien der B-Lymphozyten zu.

Mit Hilfe der Mikroarray-Technik konnte bestatigt werden, dass DLBCL in zumindest zwei
verschiedene Subtypen unterteilt werden kénnen, deren jeweiliges Genexpressionsprofil
charakteristisch flr verschiedene Stadien der B-Zell-Differenzierung ist. Wahrend die
Expressionssignatur einer Gruppe mit der von B-Lymphozyten des Keimzentrums
vergleichbar ist (,Germinal center B-cell like DLBCL*: GCB), zeigt die andere Gruppe ein
Genexpressionsmuster, das mit dem aktivierter B-Lymphozyten im peripheren Blut
Ubereinstimmt (,Activated B-cell like DLBCL“: ABC). In DLBCL vom ABC-Typ liegt zudem
eine Expression von Genen vor, die charakteristisch fir Plasmazellen ist, was ihren
moglichen Ursprung in Post-Keimzentrumslymphozyten verdeutlicht . Der dritte DLBCL-
Subtyp, das primare mediastinale (PM) DLBCL, zeigt ein dem ABC-DLBCL ahnliches
Genexpressionsprofil und ist dariber hinaus durch die verminderte Genexpression von B-
Zell-Rezeptor-Komponenten charakterisiert . Lymphome des GCB-Typs sind mit einer
besseren Prognose assoziiert als ABC-DLBCL . Hinsichtlich der Uberlebensdauer
unterscheiden sich PM-DLBCL, trotz des ABC-ahnlichen Expressionsmusters, hingegen
nicht wesentlich von GCB-DLBCL "8

1.5.1. Deregulierung der Apoptose

Apoptotische Signalwege stellen ein haufiges Ziel genetischer Aberrationen in der
Entstehung von Lymphomen dar. Der programmierte Zelltod wird entweder Uber einen
intrinsischen, mitochondrialen oder einen extrinsischen, Todesrezeptor-vermittelten
Signalweg gesteuert °. Beide Signalwege werden Uber die Aktivierung von Caspasen sowie
durch die intrazelluldre Konzentration von pro- und anti-apoptotischen Proteinen gelenkt °°.

Diese entscheidet darliber ob die Zelle tiberlebt, oder in die Apoptose Ubergeht.

Die Keimzentrumsreaktion, in der die Selektion von B-Lymphozyten erfolgt, ist mit einer
erhdhten Apoptosefrequenz assoziiert. Sie stellt daher einen besonders haufigen
Angriffspunkt in der Pathogenese der DLBCL dar. Normale Zellen exprimieren in diesem

11,12

Stadium der B-Zell-Differenzierung keine Proteine, welche die Apoptose inhibieren In

30-50% der DLBLC ist hingegen eine Uberexpression des antiapoptotischen BCL2-Proteins
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1

zu verzeichnen ', welches zur Verschiebung des intrazellularen Gleichgewichts von

Apoptoseregulatoren fiihrt und somit ein Uberleben von Tumorzellen gewahrleistet.

Die BCL2-Uberexpression kann sowohl in einer Genamplifkation ">

, wie auch in der Trans-
lokation t(14;18)(q32;q21) '®' begriindet sein. Diese Translokation entsteht infolge von
DNA-Doppelstrangbriichen wahrend der Rekombination von Immunglobulin (Ig)-Genen.
Hierbei wird das BCL2-Gen auf Chromosom 18921 in die Region des lg-Schwerkettengens
(IgH) auf Chromosom 14q32 verlagert und gelangt unter die Kontrolle des
Transkriptionsverstarkers (Enhancer) fir die IgH-Region. Daraus resultiert eine erhdhte
BCL2-Transkription '®°.

In 17-20% von DLBCL findet sich eine Translokation t(14;18) (Abb. 2), die ausschlieBlich im
GCB-Typ der DLBCL nachzuweisen ist ®?°?, Die Uberexpression von BCL2- Protein kann
hingegen sowohl in ABC- als auch in GCB-DLBCL auftreten .

Einen weiteren Angriffspunkt der Deregulation des apoptotischen Signalwegs stellen
Transkriptionsfaktoren der NF-kB-Familie dar, die das Uberleben einer Zelle durch die

Induktion von anti-apoptotischen Proteinen steuern

. In normalen, nicht apoptotischen
Zellen, bleibt zytoplasmatisches NF-kB durch die Komplexierung mit inhibitorischen NF-kB-
Proteinen (IkB) in seiner inaktiven Form bestehen. Durch verschiedene Signalwege kann
eine IkB-Kinase aktiviert werden, welche zur Phosphorylierung und Degradierung von IkB-
Proteinen fuhrt. Daraufhin erfolgt die Freisetzung von NF-kB-Proteinen, die in den Nukleus

2 Eine

transferiert werden, um dort die Transkription von Targetgenen zu initiieren
konstitutive Aktivierung von NF-kB fiihrt zur Uberexpression von anti-apoptotischen
Proteinen, wie z.B. c-Rel, BCL2 und c-flip, und somit zum Uberleben von Tumorzellen 2z,
Eine erhdhte Expression von NF-kB-Zielgenen konnte in ABC-ahnlichen, nicht jedoch in

GCB-DLBCL nachgewiesen werden .

1.5.2. Deregulierung der Zellzyklus-Kontrolle

Neben der defekten Apoptose-Regulation kénnen Lymphomzellen durch die Stérung der
Zellzyklus-Kontrolle weitere Wachstumsvorteile erlangen, die in der unkontrollierten
Proliferation von Tumorzellen resultieren *°.

Die Progression des Zellzyklus von der G- zur S-Phase wird in eukaryotischen Zellen im
wesentlichen von einem Komplex aus regulatorischen D-Cyclinen (Cyclin D1, D2 und D3)
und Cyclin-ahangigen Kinasen (CDK) gesteuert 2*?°. Der proliferationsférdernde
, P2
gehemmt. Diese CDK-Inhibitoren werden ihrerseits durch

CIP1 KIP1
1 7,

CyclinD/CDK-Komplex wird durch eine Reihe von CDK-Inhibitoren, wie z.B. p2

p1
Transkriptionsfaktoren, wie beispielsweise c-MYC, und Tumorsuppressoren, wie z.B. TP53,

INK4 ARF
6 4

und p1

reguliert. Diese komplexe, kritische Schnittstelle zwischen der G- und S-Phase des

Zellzyklus stellt einen weiteren Angriffspunkt genetischer Alterationen in DLBCL dar ™.
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So hat beispielsweise der Transkriptionsrepressor BCL6 einen wesentlichen Einfluss auf die
Zellzyklus-Progression. Zu seinen Targetgenen gehdren u.a. der CDK-Inhibitor p27"*! sowie
der Tumorsuppressor TP53, die den Gi-Arrest des Zellzyklus vermitteln und somit einen
wesentlichen Einfluss auf die Zellzykus-Kontrolle haben 2",

Translokationen in Chromosom 3q, die den genetischen Lokus von BCL6 betreffen, stellen
die Aberrationen dar, die in DLBCL mit 30-40%iger Wahrscheinlichkeit am haufigsten
auftreten 2% (Abb. 2). Die Translokation findet (iberwiegend im regulatorischen 5°-Bereich
des Gens statt 3' und fiihrt zur Substitution des BCL6-Promoters 2. Der héaufigste
Translokationspartner ist das Immunglobulinschwerkettengen (IgH) in Chromosom 14q32,
aber auch die Loci der Ig-Leichtketten in Chromosom 2p12 und 22q11 kénnen von einer

31

Translokation betroffen sein °'. Diese Alterationen sind mit einer BCL6-Uberexpression

assoziiert. Neben den Translokationen kdnnen auch Mutationen 3, sowie Genamplifikationen
von BCL6 " zur erhéhten Expression fiihren. Eine Uberexpression von BCL6 findet sich

34,35

vornehmlich in Zellen des Keimzentrums und ist daher mit dem GCB-Subtyp assoziiert,

kann jedoch auch in ABC-DLBCL nachgewiesen werden .

Deletion von
Chromosom17p
REL
C-MYC
BCL2
Chromosomale Translokationen
6-15% 17-20% 30-40%
v
IgH ; BCL6
“« EC-MYC
t(3; :
1(8;14)(q24;432) E BCL2  IgH (3;V)(a27;V)
(14,18)(q32;021)

Abb. 2 : Schematische Darstellung der wesentlichen genetischen Aberrationen in DLBCL (nach 36).

Einen weiteren Angriffspunkt in der Progression von DLBCL stellt das Onkogen c-MYC dar.
Eine erhdhte Expression kann in bis zu 15% dieser Lymphome nachgewiesen werden, die
aus einer Translokation 1(8;14)(q24;932) oder aus der Amplifikation von 8qg24
resultieren %% (Abb. 2). Der Transkriptionsfaktor c-MYC reguliert die Zellzyklus-
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Progression durch die Induktion von Cyclin D1, Cyclin D2, und CDK4, sowie durch
Inhibierung von p21°"" und p27F! '°. Eine c-MYC-Uberexpression ist mit einer erhdhten
Zellproliferation assoziiert. Eine Alteration von c-MYC ist insbesondere in extranodalen
Lymphomen, in HIV-assoziierten DLBCL, sowie in 98% aller Burkitt-Lymphome zu

finden 37%,

1.6. Die Rolle des Tumorsuppressorgens TP53 in DLBCL

Die in DLBCL relativ hdufig vorkommenden Translokationen und Genamplifikationen fuhren
durch die Uberexpression von Onkogenen zur Deregulierung der Apoptose (BCL2) und des
Zellzyklus (BCL6, c-MYC). Die Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen (TSG) ist ebenfalls
an der Progression von DLBCL beteiligt *.

Eine Deletion von Chromosom 17p, welches den genetischen Lokus von TP53 in 17p13.1
beinhaltet, findet sich in 15-20% der DLBCL * (Abb. 2). Der Transkriptionsfaktor TP53 hat
eine zentrale Stellung in der Regulation des Zellzyklus-Arrestes und in der Induktion von
apoptotischen Signalwegen und tragt wesentlich zur Erhaltung der genomischen Stabilitat

bei 40-42

1.6.1. Der p53 Signalweg

Unter physiologischen Bedingungen ist die Konzentration von p53 Protein nur sehr niedrig **.
Erst infolge einer DNA-Schadigung erfolgt die durch Kinasen initiierte Aktivierung von ATM
und CHK2, die ihrerseits durch Phosphorylierung von regulativen p53-Resten zur

Stabilisierung des Proteins fiihren “4*°

. Der Tumorsuppressor kann anschlieBend den
Zellzyklus-Arrest initiieren, um Zeit fir die Reparatur der geschadigten DNA bereitzustellen.
Die Regulation des Zellzyklus wird durch die p53-vermittelte Induktion der p21°"'-Expression
gesteuert, welche als CDK-Inhibitor die Kinaseaktivitdt des CDK2/CyclinE-Komplexes
neutralisieren  kann. Aufgrund einer fehlenden Phosphorylierung bleibt  der
Transkriptionsfaktor E2F, als direktes Target des CDK2/CyclinE-Komplexes, an pRB
gebunden. Erst die Freisetzung von E2F fiihrt zur Induktion von Targetgenen, die an der
Progression von G; zu S-Phase beteiligt sind “° (Abb. 3).

Ist die Zelle irreversibel geschadigt, vermittelt p53 die Aktivierung des pro-apoptotischen
Proteins BAX. Letzteres fihrt durch Verschiebung des intrazellularen BAX/BCL2-
Gleichgewichts zur Initiierung des programmierten Zelltodes *"*°. Eine durch BAX induzierte
Porenbildung in der mitochondrialen Membran fiihrt zur Freisetzung von Cytochrom C und

durch die Aktivierung eines Caspase-gesteuerten Signalweges zur Apoptose *° (Abb. 3).
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DNA-Schaden

l

ATM ——  CHK2 p14ARF

T

Apoptose Zellzyklus-Arrest

%3 |
BCL2 CDK2 @ _E — > Progression G,/ S

Genomische Stabilitat

Abb. 3: Schematische Ubersicht iiber den p53-Signalweg, der zur Initiierung von Apoptose oder zur Induktion von
Zellzyklus-Arrest fiihrt.

Ein weiteres p53-Targetgen ist die E3-Ubiquitinigase MDM2 °', die in einer negativen
Feedback-Regulation * zur Ubiquitinierung von p53 und anschlieRender Degradierung des

Proteins fiihrt %%

. Somit wird die p53-Konzentration in ungeschadigten Zellen gering
gehalten. Infolge einer DNA-Schadigung kann der durch MDM2-vermittelten Degradierung
des Proteins entgegengewirkt werden, was entweder durch p53-Phosphorylierung, oder
durch die Induktion von p14*%F vermittelt wird. P14*%" bewirkt durch die Bindung an MDM2
dessen Transport in den Nukleolus und wirkt daher ebenfalls stabilisierend auf
p53-Protein °>°" (Abb. 3).

Wahrend p14°%F einen positiven Effekt auf die p53-Stabilisierung zeigt, kann der
Transkriptionsfaktor Yin Yang 1 (YY1) durch die Komplexierung von MDM2 und p53 die
Degradierung von p53 beschleunigen. Eine Uberexpression von YY1 ist somit mit einem

sofortigen Abbau des p53-Proteins assoziiert *®.

1.6.2. TP53-Inaktivierung in DLBCL

Nach dem klassischen ,two-hit“Model von Knudson agieren TSG rezessiv, d.h. zur
Tumorprogression ist die Inaktivierung beider Allele erforderlich *° (Abb. 4).

Der durch Deletion bedingte Verlust von Chromosom 17p, welches den TP53-Lokus
beinhaltet, ist haufig mit der Mutation des zweiten TP53-Allels assoziiert, was zur

vollstandigen Inaktivierung der p53-Funktionalitat fiihrt %53
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Chromosom 17 Verlust des ersten Verlust des zweiten
TP53-Allels TP53-Allels

|

Tumorgenese /
Tumorprogression ?

Abbildung 4: Ubersicht (iber die klassische ,two-hit-Hypothese zur Inaktivierung von TSG, die auf statistischen

Analysen von Knudson basiert % (rot: durch Mutation inaktiviertes zweites TP53-Allel).

Alterationen von TP53 konnten auch in malignen Lymphomen nachgewiesen werden.
Allerdings wurde bei der Analyse von TP53 entweder auf den Verlust von Chromosom
17p "*45 oder auf das Auftreten von Mutationen des TP53-Gens 2 fokussiert.

So konnte bislang eine Deletionsfrequenz von Chromosom 17p, einschlieBlich des TP53-
Lokus, in etwa 15-20% der DLBCL ermittelt werden '*® wobei in der Regel der gesamte
kurze Arm des Chromosoms von einer Deletion betroffen ist >’

Demgegeniiber treten Mutationen von TP53 in 17-25% aller B-NHL auf '**® und betreffen
Uberwiegend die zentrale DNA-bindende Domane des TP53-Gens.

Die immunhistochemische Farbung von p53-Protein, ein in der Routinediagnostik
angewandtes Verfahren zur Detektion von TP53-Mutationen, macht sich den Effekt der
haufig mutierten zentralen DNA-Abschnitte des Gens zu Nutzen. Etwa 95% aller Mutationen
treten in dieser zentralen Region von TP53 auf "® und fiihren zum Funktionsverlust des
Transkriptions-faktors, wovon auch die Transkription von MDM2 betroffen ist "*%°. Augrund
fehlender MDM2-vermittelter Ubiquitinierung und Degradierung von p53, erfolgt eine
Akkumulation des aberranten Proteins im Nukleus, die mittels immunhistochemischer

Farbungen nachgewiesen werden kann ®'.

1.6.3. Inaktivierung von p53 durch Alternativmechanismen
Wahrend eine Inaktivierung von TP53 in ca. 50% aller humanen Neoplasien auftritt "*%°, ist
die Frequenz von TP53-Alterationen in malignen Lymphomen mit 15-25% niedriger. Es ist

demnach nicht auszuschlieBen, dass der p53-Signalweg in DLBCL durch
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Alternativmechanismen, unabhangig von TP53-Deletion oder -Mutation, beeinflusst werden
kann.

Aktives p53 ist Gegenstand vieler komplexer posttranslationaler Modifikationen, die sich
nachhaltig auf die Stabilitdt von p53-Protein und somit auf die Expression von p53-
Targetgenen auswirken. Zu diesen Veranderungen zahlt insbesondere die kovalente
Addition funktionaler Gruppen an das p53 Protein. Zu den haufigsten posttranslationalen
Modifikationen von p53 gehdren die Phosphorylierung von Serin- und Threoninresten, sowie
die Ubiquitinierung von Lysinresten **%2,

Die Degradierung des p53-Proteins durch einen Ubiquitin-abhangigen Prozess wird primar
durch die E3-Ubiquitinligase MDM2 vermittelt **. Die Amplifikation von MDM2, wie sie in
mindestens 7% aller humanen Tumoren unabhangig von TP53-Alterationen beschrieben
wurde, stellt einen der haufigsten Alternativmechanismus einer TP53-Inaktivierung dar .
Auch in malignen Lymphomen konnte die Uberexpression von MDM2-Protein nachgewiesen
werden ®.

Infolge von DNA-Schaden findet durch die Aktivierung verschiedener Proteinkinasen die
Phosphorylierung von p53-Serin- und Threoninresten statt *°, die die Stabilisierung des
Proteins gewahrleistet ®. Zahlreiche Proteinkinasen die eine aktivierende Wirkung auf p53
ausiiben, konnten bislang beschrieben werden **®?, darunter auch CHK2 *, dessen
Inaktivierung ebenfalls mit der Tumorprogression in B-NHL assoziiert werden ~ konnte %87,
Neben der direkten posttranslationalen Modifikation von p53 Protein sind weitere Faktoren
bekannt, die die Stabilitdt des Proteins indirekt beeinflussen, wie beispielsweise eine

%  Eine erhohte Konzentration von YY1-Protein wurde in

Deregulation von YY1
hamatologischen Neoplasien beschrieben 2.

Zahlreiche weitere Mechanismen konnten mit der Inaktivierung von p53 in vitro assoziiert
werden, wie z.B. die Acetylierung, Sumoylierung, Neddylierung und Methylierung von

43,82

Lysinresten , die bislang jedoch nicht mit einer Progression maligner Lymphome

assoziiert wurden.

1.7. TP53-unabhangige Deletionen in Chromosom 17p13.3

Neben der Inaktivierung von p53-Positiv-, bzw. der Uberexpression von Negativ-
Regulatoren, hat auch die Suche nach weiteren TSG auf Chromosom 17p in letzter Zeit
immer groRere Bedeutung gewonnen. So konnte eine von TP53 unabhangige Deletion der
telomerwarts zu TP53 gelegenen Chromosomenbande 17p13.3 in einer Vielzahl humaner
Tumorerkrankungen beschrieben werden, z.B. in Colon-, Mamma- und Ovarial-

89-91

karzinomen , in Tumoren der Lunge und des Gehirns %2*. Auch in hamotologischen

Neoplasien, wie z.B. in einigen Fallen akuter myeloischer Leukdmien, akuter



Einleitung

lymphoblastischer Leukamien, chronisch lymphatischer Leukdmien und maligner
Lymphome wurde das Auftreten von 17p13.3-Deletionen bereits nachgewiesen *.

Dass bei der Deletion von Chromosom 17p in der Regel der gesamte kurze Arm des
Chromosoms vom Verlust betroffen ist, konnte in DLBCL bislang mehrfach gezeigt
werden 77 Es stellt sich daher die Frage, ob TP53 in Chromosom 17p13.1 das alleinige
Ziel dieser Aberration darstellt, oder ob weitere Tumorsuppressor-Kandidaten betroffen sind.
Neben verschiedenen potentiellen Tumorsuppressorgenen, wie z.B. HIC , DPH2L1
(OVCA1) und OVCA2 % ROX/MNT ¥, LOST1 *® und YWHAE %, ist die Region 17p13.3

auch fur die Lokalisation von micro-RNAs, wie z.B. miR-132 und miR-212

195

(http://microrna.sanger.ac.uk/) bekannt und bietet daher, abgesehen von TP53, weitere

Angriffspunkte flr genomische Aberrationen.

10
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1.8. Zielsetzung

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der Bedeutung einer Deletion von Chromosom
17p in DLBCL, sowie der Charakterisierung des TP53-Status, dessen genetischer Lokus der
chromosomalen Bande 17p13.1 zugeordnet ist. Obwohl eine 17p-Deletion vielfach mit der
Mutation des TP53-Gens assoziiert werden konnte, ist die detaillierte Analyse beider TP53-

Allele in DLBCL bislang unvollstandig.

Bereits im Vorfeld der vorliegenden Arbeit ermdglichten zytogenetische Untersuchungen,
sowie Fluoreszenz in situ Hybridisierungen mit TP53-lokusspezifischen Sonden, den
Nachweis von 17p- und TP53-Deletionen in DLBCL.

Analog der ,two-hit‘-Hypothese nach Knudson, erfolgten immunhistochemische Farbungen
von p53-Protein, um den Mutationsstatus des zweiten TP53-Allels zu untersuchen. Wider
Erwarten wurde in den untersuchten DLBCL eine Diskrepanz zwischen einer 17p-Deletion
und der Expression von aberrantem p53-Protein gezeigt, was auf eine nicht vollstandige
Inaktivierung des TSG TP53 hindeutet.

Eine weitere ausfuhrliche Untersuchung des TP53-Mutationsstatus in DLBCL sollte zun&chst
mittels direkter Sequenzanalyse durchgefiuhrt werden. Da bei der Analyse genomischer DNA
allerdings der Tumorzellgehalt einen limitierenden Faktor darstellt, wurde neben der
konventionellen Sequenzanalyse eine weitere Methode angewandt, die auf dem Nachweis
von TP53-Mutationen auf funktionaler Ebene basiert (FASAY: ,functional analysis of

separated alleles in yeast*) "%,

Auch Alternativmechanismen, die die Aktivitat von p53 unabhangig von einer TP53-Deletion
und/oder -Mutation beeinflussen, sollten mittels immunhistochemischer Farbungen von p53-

Regulatoren auf Proteinebene untersucht werden.

Darlber hinaus konnte in DLBCL zwar vielfach die Deletion des gesamten kurzen Arms von

Chromosom 17 gezeigt werden ">’

, allerdings blieb bislang ungeklart, ob weitere Tumor-
suppressorkandidaten von dieser Deletion betroffen sind. Im zweiten Teil der Arbeit sollten
deshalb detaillierte Deletionsanalysen von Chromosom 17p durchgeflihrt werden, um

mogliche weitere TSG zu identifizieren.

11
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2. Material

2.1. Untersuchungsmaterial

Far die hier vorliegende Studie wurden 172 Falle von diffus-gro3zelligen B-Zell Lymphomen
(DLBCL) retrospektiv untersucht. Das Gewebematerial stammte aus dem Referenzzentrum
fur Lymphknotenpathologie des Instituts fiir Pathologie der Universitat Wirzburg. Von allen
172 Fallen lagen zytogenetische Analysen, sowie immunhistochemische Farbungen von p53
Protein vor, die bereits in den Jahren 1990 bis 2004 erhoben wurden. Die weitere Analyse
von TP53 und HIC1 erfolgte im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit an insgesamt 55 der
172 DLBCL. Durch immunhistochemische Farbung von BCL6, MUM1 und CD10 kann eine
Unterteilung der DLBCL in ABC- und GCB-Typ erfolgen 2. Von den 55 DLBCL zeigten 27
Falle einen GCB-Immunphanotyp, 19 Falle konnten dem ABC-Subtyp zugeordnet werden.
Kein immunhistochemisches Profil hinsichtlich des ABC- und GCB-Subtyps wurde in neun
DLBCL durchgefihrt. Klinische Daten lagen von 40 der 55 DLBCL vor.

2.2 Chemikalien, Kits und Lésungen

ABsolute QPCR SYBR Green Rox Mix (#AB-1100) ABgene, Hamburg
Anti-MDM2 Mouse mAb (IF2) (#OP46-20UG) Merck Biosciences, Darmstadt
Anti-p21WAF1 Mouse mAb (EA10) (#OP64-100UG) Merck Biosciences, Darmstadt

Anti-RblgG (H+L) (gt) Fluorescein
Anti-Streptavidin-Biotin
BAC- / PAC- Klone

Bax (P-19) (#SC-526)

Big Dye Terminator v3.1 (#4337456)
BioNick™ Labeling System (#18247015)
Biotin-16-dUTP

Blocking Reagent

iScript cDNA Synthesis (#1708890)
Chloramphenicol

Colcemid

Cot Human DNA
Digoxigenin-11-dUTP

DNA GroRenstandard 100 bp

DNA GréRenstandard 1 kb

DNA Low Mass Ladder

dNTP-Mix

Axxora, Lérrach

Axxora, Lérrach

Deutsches Resourcenzentrum fur
Genomforschung, RZPD, Berlin
Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg
Applied Biosystems, Darmstadt
Invitrogen, Karlsruhe

Roche, Mannheim

Roche, Mannheim

Bio-Rad, Miinchen

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Gibco Invitrogen Cooperation, Karlsruhe
Roche, Mannheim

Roche, Mannheim

MBI-Fermentas, St. Leon-Roth
MBI-Fermentas, St. Leon-Roth
Invitrogen, Karlsruhe

MBI-Fermentas, St. Leon-Roth
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EZ DNA Methylation-Gold Kit™

Fetal Bovine Serum

Gentamycin

Hi-Di™ Formamid (#4311320)

Hindlll

Histostain™-Plus (#85-9043)

HotStarTaq DNA Polymerase (#203203)
Kanamycin

LB Medium, LB Agar

Loading Dye Solution

Magnesiumchlorid 25 mM

Metaphase CGH Target Slides (#30-806010)
Mouse Monoclonal Anti-Digoxigenin Clone DI-2
NucleoBond PC20 (#740571.100)

p53 Mouse Anti-Human (Klon DO-7)
PCR-Puffer 10x

Penicillin-Streptomycin Solution

Pepsin

Proteinase K

Primer

QIAamp® DNA Mini Kit (#1023701)

Rb a Mo Immunoglobulins/FITC F(ab’)2
Rapid Gel Extraction System (#11456-027)
RNA-GroRenstandard

RPMI-1640 (with L-Glutamine / HEPES)
Sephadex G50

Sheared Salmon sperm DNA
TagPolymerase

Target Retrieval® (#S1699)

Texas Red Streptavidin

Trizol®Reagenz

Trypsin

Universal Mehylated Human DNA Standard

Vectashield Mounting Medium
Vysis CEP 17 Spectrum Green

Zymo Research, HISS Diagnostics,
Freiburg

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Applied Biosystems, Darmstadt
MBI-Fermentas, St. Leon-Roth
Zymed, San Francisco, California, USA
Qiagen, Hilden

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Roche, Mannheim
MBI-Fermentas, St. Leon-Roth
MBI-Fermentas, St. Leon-Roth
Vysis, Firma Abbott, Wiesbaden
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Machery-Nagel, Diren
DakoCytomation, Hamburg
MBI-Fermentas, St. Leon-Roth
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Roche, Mannheim

MWG, Ebersberg

Qiagen, Hilden

DakoCytomation, Hamburg
Marligen, ljamsville, USA

Ambion, Cambrigdeshire, UK
PAA, Colbe

Amersham Biosciences, Freiburg
Roche, Mannheim
MBI-Fermentas, St. Leon-Roth
DakoCytomation, Hamburg
Axxora, Lorrach

Gibco Invitrogen Corporation, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Zymo Research, HISS Diagnosics,
Freiburg

Axxora, Lorrach

Vysis, Firma Abbott, Wiesbaden
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YY1 (H-10) (#SC-7341)

Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg

Verbrauchsmaterialen wurden von der Fa. Sarstedt, Nurnbrecht verwendet. 96-well-PCR-

Platten wurden von der Firma ABgene, Surrey, UK, bezogen. Hier nicht aufgefuhrte,

handelsubliche Chemikalien wurden bei den Firmen AppliChem (Darmstadt), Merck

(Darmstadt), Roth (Karlsruhe) und Sigma-Aldrich (Taufkirchen) erworben.

2.3. Puffer

a) Puffer fiir zytogenetische Untersuchungen und Fluoreszenz in situ Hybridisierung

Sorensen-Puffer:

10 x Puffer fur Nick-Translation:

Hybridisierungsmix:

1% Paraformaldehyd:

TNB Blocking Puffer:

10 x TN Puffer:

3,6 g KH2PO4
4,14 g Na,HPO,
ad 2000 ml H,O

500 mM Tris-HCI pH 7.2
100 mM MgSO,
1mM DTT

50% Formamid
10% Dextransulfat
2 x SSC

10 ml 10% Paraformaldehyd
85 ml 1 x PBS
5 ml 1 M MgCl,

0,5 g Blocking Reagent (Roche)
10 ml 10 x TN Puffer
ad 100 ml H,O

1 M Tris-HCI (pH 7,5)
1,5 M NaCl
ad 1000 ml H,O

b) Puffer fiir die Extraktion von DNA

DNA-Isolationspuffer:

75 ml 1 M NaCl

5 ml Tween20

50 ml 0,5 M EDTA
ad 1000 uyl H,O

14
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Zell-Lyse-Puffer:

Dropping Puffer :

c) Puffer fiir Agarosegele

TAE-Puffer (50x)

Blaumarker fir RNA

RNA Sample Buffer

Gel Puffer

d) Puffer fiir FASAY / Split Assay
Lysepuffer

0,3 M Saccharose

10 mM Tris-HCI (pH 7,5)
5 mM MgCl,

1% Triton X-100

ad 1000 ml H,O

0,075 M NaCl
0,024 EDTA
ad 1000 pl H,O

242 g Tris in 500 ml H,O

100 ml 0,5 M Na,EDTA pH 8,0
57,1 ml Eisessig

ad 1000 ml H,O

500 ul Loading Dye Solution (Fermentas)
36 ul 37% Formaldehyd

154,2 ul Formamid

200 ul FA Gel Puffer

231 pl 100% Glycerin

10 ml Formamid

3,5 ml 37% Formaldehyd
1 ml 10x FA Gel Puffer

1 ml RNase freies H,O

200 mM MOPS

50 mM Natriumacetat

10 mM EDTA

pH-Wert mit 1 M NaOH auf pH 7 eingestellt

0,5 ml lytisches Enzym aus Trichoderma Harzianium
(Sigma)

5 yl RNase A (10 mg/ml)

10 ul 0,5 M EDTA
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2.4. Medien
LB-Medium

LB-Agar

YPDA-Vollmedium

SC-- Medium

Aminosaure-Mix

0,5 pl B-Mercaptoethanol

25 g Trockenmedium in 1 1 H,O
20 min bei 121°C und 103 kPa autoklavieren

40 g LB-Agarin 11H,0

20 min bei 121°C und 103 kPa autoklavieren

Nach Abkldhlung bis auf ca. 60°C wurden
Chloramphenicol/Kanamycin  zum  flissigen  Agar
hinzugegeben. AnschlieBend wurde der Agar auf
Kulturschalen verteilt; nach dem Erstarren bei RT

wurden die Kulturschalen bei 4°C gelagert.

1% Hefeextrakt
2% Pepton

2% Dextrose
200 pg/ml Adenin
ad 300 ml H,O

0,67% Hefe-Nitrogen Base
2% Glucose
2,5% Agar

37,5 ml Aminosaure-Mix

L-Alanin
L-Arginin
L-Asparagin
L-Aspartat
L-Cystein
L-Glutamin
L-Glutaminsaure
L-Glycin
L-Histidin
Myo-Inositol
L-Isoleucin

L-Lysin
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L-Methionin
L-Phenylalanin
L-Prolin
L-Serin
L-Threonin
L-Tryptophan
L-Tyrosin

Uracil

0,05 g p-Aminobenzoesaure
3,75 ug/ml Adenin

2.5. Zellen, Zelllinien und Plasmide

RAJI

yIG397

pSS16

2.6. Laborgerate

Autoklaven

DNA-Gelelektrophoresekammern
Fluoreszenz-Mikroskop

Geldokumentation

Heizblock/Thermomixer

Inkubationsschranke
Kryostat

Kuihlzentrifugen

pH-Meter
Pipetierhilfe

Prazisionswaage

humanes Burkitt Lymphom
DSMZ no: ACC 319

Dr. Jana Smardova, Department of Pathology, Brno, CZ

(Flaman et al, PNAS USA 92:3963-3967, 1995)

Dr. Jana Smardova, Department of Pathology, Brno, CZ

(Flaman et al, PNAS USA 92:3963-3967, 1995)

MM Vakulab S3000

H+P Labortechnik Varioklav 75S
Biorad / Roth

Zeiss ebg100

Herolab UVT-28 SE

Mitsubishi P91

HLC Haep Labor Consult HBT 130

Eppendorf Thermomixer comfort

Heraeus thermiconP®

Medim Universal Micratome Cryostat DDM-P500

Eppendorf 5417R

Heraeus Sepatech Biofuge 15R
WTW pH 330

Brand Accu-Jet®

Ohaus Adventurer™
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Sequenzierautomat

Spektralphotometer
Stanze

Sterilbank

TagMan

Thermocycler

Trockenschrank
Vortex

Wasserbader

Applied Biosystems ABI Prism® 3100 — Avant Genetic
Analyzer

Amersham Biosciences GeneQuant pro

Beecher Instruments Micro-Array Technology
Heraeus Hera safe

ABI Prism®7900 HAT Sequence detection System
Eppendorf Mastercycler personal

Eppendorf Mastercycler gradient

Memmer Trockenschrank

Scientific Industries Vortex Genie 2

Heinse-Ziller GFL 1086

Kottermann Labortechnik

2.7. Datenbanken und Software

BAC- und PAC-Klone
Chromas, Version 1.45
NCBI

NCBI-BLAST

NCBI MapViewer
Oligonucleotid-Design
TP53-Datenbanken

http://www.ncbi.nim.nhi.gov/projects/genome/clone/

http://www.technelysium.com.au/

http://www.ncbi.nim.nih.gov
http://www.ncbi.nim.nih.qov/BLAST/

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/maps.cqi

http://frodo.wi.mit.edu/cgibin/primer3/primer3 www.cqi

http://www-p53.iarc.fr/index.html
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3. Methoden

3.1. Zytogenetische Untersuchungen

3.1.1. Anfertigung von Zellkulturen aus Patientenmaterial (Lymphknoten)

Zur Inkulturnahme von Lymphozyten, wurde der Lymphknoten in einem sterilen Netz in eine
Petrischale gegeben und abhangig von der Grofle mit 10-20 ml Kulturmedium (RPMI-1640)
versetzt. Durch Quetschen des Lymphknotens mit einer sterilen Pinzette, konnten
Lymphozyten aus dem Zellverband gelést werden, wahrend groRere Bestandteile im Netz
zurlckblieben. Anschliellend wurde das Kulturmedium in ein 10 ml Réhrchen tberfuhrt und
bei RT 10 min bei 1500 rpm zentrifugiert. Nach dem Zentrifugieren wurde der Uberstand
komplett abgenommen und die Zellen abhangig von der GréRe des Zellpellets in 5-10 ml
Kulturmedium resuspendiert. Zum Auszahlen der Zellen wurden 20 pl der Zellsuspension mit
180 pl Tryptanblau versetzt, durch vortexen gemischt und in der Zahlkammer ausgewertet.
Abhangig von der Diagnose erfolgte die Zugabe der erforderlichen Stimulantien (Tab. 11,
Anhang) und Inkubation der Kultur bei 37°C.

3.1.2. Kulturabbruch

Der Abbruch der Zellkultur erfolgte durch die Zugabe von 100 pl Colcemid und
anschlieRendem Inkubieren bei 37°C. Nach 30-minutiger Inkubationszeit wurde die Zellkultur
in ein 10 ml-Kulturréhrchen dberfuhrt und bei RT 10 min bei 1000 rpm zentrifugiert. Der
Uberstand wurde bis zum unteren Markierungsrand abgenommen und verworfen, das Pellet
in 0,075 M KCI resuspendiert und fiir 20 min bei 37°C inkubiert. AnschlieRend erfolgte ein
10-minltiger Zentrifugationsschritt bei 1000 rpm. Der Uberstand wurde abgenommen und
verworfen. Die Zellen wurden dann unter vortexen tropfenweise mit eisgekihltem Carnoy-
Material (Methanol:Essigsaure 3:1) fixiert und erneut bei RT 10 min bei 1000 rpm
zentrifugiert. Nach Abpipettieren des Uberstands wurde der Fixierungsschritt wiederholt, bis
der Uberstand klar war.

Zur Herstellung eines Standards fir die darauffolgende Chromosomenbanderung wurden 5
Tropfen der in Carnoy-Material fixierten Zellen auf einen OT getropft und getrocknet. Nach
dem Trockenvorgang wurde der OT 3 min in Giemsa angefarbt. Mit 10-facher VergréRerung
konnten dann unter dem Mikroskop die Metaphasen ausgezahlt werden.

Abhangig von der Anzahl der Metaphasen erfolgte abschliefiend das weitere Austropfen der

Zellsuspension. Die OT wurden bei 56°C im Trockenofen 3-5 Tage getrocknet.
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3.1.3. Giemsa-Bandern mit Trypsin

Fanf ml Giemsa wurden durch einen Faltenfilter in eine Kuvette gegossen und auf 100 ml mit
Soérensen-Puffer aufgefillt. Fir den Trypsinverdau wurden 50 mg Trypsin in 100 ml PBS
gelést. Um eine optimale Trypsin G-Banderung zu erhalten, wurde zunachst nur ein OT flr
30 sec in die Trypsinlésung gestellt, anschlieBend in PBS durch leichtes Schwenken
gewaschen und schliellich 6 min in der Giemsalésung gefarbt. Nach dem Waschen mit H,0
wurde der OT getrocknet. Die Banderung konnte dann unter dem Mikroskop beurteilt
werden, um Aussagen Uber die Lange der Trypsin-Behandlung treffen zu kdnnen. Abhangig
von Unter- bzw. Ubertrypsinierung konnte die Lange des Trypsin-Verdaus in 5 Sekunden-

Abstanden gesteigert oder vermindert werden.

3.1.4. Auswertung
Zur Visualisierung und Auswertung wurde die Software von Meta Systems (isis in situ

imaging system) verwendet.

3.2. Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH)

Die Fluoreszenz in situ Hybridisierung dient dem Nachweis von DNA- bzw. RNA-Sequenzen
in Gewebe- und Zellpraparaten. Die Methode basiert auf der spezifischen Hybridisierung mit
einer, mit fluoreszierenden Farbstoffen markierten, Nukleinsdure-Sonde mit der
komplementaren zellularen DNA bzw. RNA auf einem Gewebeschnitt. Als Sonden werden
spezifische DNA-Seqgenzen in einen Vektor eingebaut, der dann in Wirtszellen amplifiziert
werden kann. Als Vektoren dienen u.a. kinstliche Bakterien- oder Phagenchromosome
(BAC: ,Bacterial Aritificial Chromosome®; PAC: ,Phage 1 Artificial Chromosome*).

Die Zweifarben-FISH (Dual-Color-FISH) ermdglicht den gleichzeitigen Nachweis von zwei
DNA-Sequenzen unterschiedlicher Genabschnitte durch die Verwendung von

lokusspezifischen DNA-Sonden, die an verschiedene Fluoreszenzfarbstoffe konjugiert sind.

3.2.1. Selektion der Klone fiir die Hybridisierung von Chromosom 17p
Die verwendeten BAC und PAC Klone fur den kurzen Arm von Chromosom 17 wurden aus

der NCBI-Datenbank ausgewahlt (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/clone) und sind

Bestandteil der ,Contig“-Region NT_010718, die die chromosomale Region von 17p13.1 bis
17p13.3 mit sich Uberlappenden Klonen abdeckt
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/maps.cgi?taxid =9606&chr=17). Die Klone wurden
aus den Bibliotheken RPCIB753 oder RPCIP704 des Deutschen Resourcenzentrum fur

Genomforschung (RZPD, Berlin) bestellt. Eine genaue Aufstellung der Klone, sowie die

zugehdrigen Wachstumsbedingungen finden sich in Tabelle 2 im Anhang.
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3.2.2. Bakterienanzucht und Plasmidisolation

Die Bakterienanzucht und Plasmidisolation zur Herstellung der Sonden fir die Hybridisierung
von Chromosom 17p wurden gemafl Standardtechniken durchgefihrt. Dazu wurden die
entsprechenden Klone zunachst unter Antibiotika-Selektion in Luria-Bertani (LB)-Medium
angezogen. AnschlieRend erfolgte eine Lyse in NaOH/SDS in Gegenwart von RNase A '0%'%4
um die Bakterien aufzuschlieBen. Die Plasmid-DNA wurde dann Uber eine Silica-Saule
gemall dem "Low Copy Plasmid Purification Protocol" des verwendeten Isolations-Kits

(Machery-Nagel) riickgewonnen und aufgereinigt.

3.2.3. Verifizierung der BAC- und PAC-Klone

Zur Verifizierung wurde die nach Plasmidislolation gewonnene BAC-/PAC-DNA
mittels ,Sequence Tagged Site* (STS)-Markern in der PCR amplifiziert. Die jeweiligen BAC-
spezifischen STS-Primer wurden aus der NCBI-Datenbank ausgewahlt

(http://www.ncbi.nlm.nhi.gov/projects/genome/clone/). Eine Auflistung aller verwendeten

STS-Oligonukleotide findet sich in Tabelle 3 im Anhang. Der Reaktionsmix fiir einen
einfachen PCR-Ansatz enthielt 30 ng genomische DNA, 1,5 U Taq Polymerase (Fermentas),
je 200 yM dNTP, 2,5 mM MgCl, und je 0,1 uM Oligonukleotid in einem Reaktionsvolumen
von 20 pL. Die PCR wurde in einem automatischen Thermocycler (Eppendorf, Gradient) mit
folgenden Zyklen durchgefuhrt: Initiale Denaturierung bei 95°C (2 min); anschlielend folgten
30 Zyklen mit Denaturierung bei 94°C (30 sec), Annealing bei 56°C — 60°C (30 sec),
Extension bei 72°C (60 sec). AbschlieRend erfolgte eine finale Extension bei 72°C (5 min).

Um ein reproduzierbares genetisches Profil zu erstellen, wurden die BAC-/PAC-Klone mit
dem Restriktionsenzym Hindlll verdaut. In ein Reaktionsvolumen von 25 pl wurden
1 ug DNA, 1 pl 10 U/ul Hindlll, sowie 2,5 ul 10xPuffer eingesetzt. Der Restriktionsverdau
erfolgte fir 15 h bei 37°C. Im Anschluss wurden 10 yl des Reaktionsansatzes auf ein

0,6%iges Agarosegel aufgetragen und elektrophoretisch bei 50 V aufgetrennt.

3.2.4. Markierung genomischer BAC- und PAC-DNA durch Nick-Translation

Bei der Nick-Translation ' setzt die DNase Einzelstrangeinschnitte (nicks) in die DNA. Die
Polymerase | entfernt die alten Nukleotide und ersetzt diese bei einer Synthesereaktion mit
neuen markierten und unmarkierten Nukleotiden.

Zur Markierung werden mit Biotin- und Digoxigenin-gekoppelte dUTPs verwendet, die nach
der Hybridisierungsreaktion mit Avidin- bzw. Antidigoxigenin-konjugierten Farbstoffen

detektiert werden.
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a) Biotin-Markierung

Die Markierung der Plasmid-DNA mit Biotin erfolgte mit einem Nick-Translation-Kit
(Invitrogen). Hierzu wurde 1 ug DNA eingesetzt und analog dem Protokoll des Herstellers mit
5 pl 10 x dNTP-Biotin- Mix, 5 yl Enzym-Mix und H,O (ad 50 ul) zugegeben. Der Ansatz
wurde bei 16°C fur 40 min inkubiert. Die Grofle der DNA-Fragmente wurde anschliel3end
mittels DNA-Gelelektrophorese Uberprift, um die Inkubationszeit individuell zu verlangern.

Durch die Zugabe von 5 ul Stop-Puffer konnte die Reaktion beendet werden.

b) Digoxigenin-Markierung

Zur Markierung der Sonden mit Digoxigenin-16-dUTP (Roche) wurde zunachst ein Nukleotid-
Mix hergestellt, der aus je 0,25 mM dATP, dCTP, dGTP, sowie 0,1 mM dTTP und 0,1 mM
dig-16-dUTP bestand. 5 ul des Nukleotid-Mix, 5 uyl R-Mercaptoethanol, 5 yl 10 x Puffer
wurden mit 1 ug DNA und 5 yl Enzym-Mix (0,5 U/ul DNA Polymerase |, 0,007 U/ul DNase |)
versetzt und auf 50 pl mit H,O aufgeflllt. Anschlielend konnte die Probe bei 16°C fiir 40 min
inkubiert werden. Nach ausreichender Inkubationszeit und Kontroll-Gelelektrophorese wurde
die Reaktion mit 2 ul 0,2 M EDTA beendet.

c) Ethanol-Féllung

Im Anschluss an die Nick-Translation wurde die markierte DNA durch Zugabe von 2 pl
Sheared Salmon sperm DNA (10 mg/ml, Eppendorf), 6 ul Cot DNA (1 ug/ul, Roche) und 1/10
Volumen 3 M Natrium-Acetat, sowie des 2,5-fachen Volumens 100% Ethanol bei -70°C
gefallt. Nach einer 30-mindtigen Inkubationszeit konnte die Probe bei 4°C fiir 30 min bei
14000 rpm zentrifugiert und der Uberstand abgenommen werden. Das trockene DNA-Pellet

wurde dann in 30 ul Hybridisierungsmix resuspendiert und bei 37°C fiir 30 min inkubiert.

3.2.5. Fluoreszenz in situ Hybridisierung an kultivierten Zellen

a) Praparation der Objekttrager und Hybridisierung

Die Untersuchung aller DLBCL-Falle erfolgte an kultivierten Zellen, die in Methanol-Eisessig
(3:1) fixiert vorlagen. Das Material wurde auf einen OT getropft und bei RT getrocknet. Durch
eine aufsteigende Alkoholreihe (70% / 90% / 100%) erfolgte die Entwasserung des OT. Nach
Trocknung wurde der OT mit 5 mg Pepsin (in 0,01 N NaOH) bei 38°C inkubiert,
anschliefsend mit 1 x PBS gewaschen und mit 1% Paraformaldehyd fixiert. Es erfolgte erneut
ein Wasch-Schritt des OT in PBS und die Entwasserung durch die aufsteigende
Alkoholreihe. Nach Zugabe der markierten BAC-/PAC-Sonden, wurde die DNA bei 80°C fir
10 min dentaturiert. Die Hybridisierung erfolgte Uber Nacht in einer feuchten

Hybridisierungskammer bei 37°C.
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b) Detektion

Nach einer 16-stindigen Hybridisierung erfolgte das Waschen des OT in 0,2 x SSC / 0,05%
Tween20 flr 2 min bei 72°C. Der Waschvorgang wurde anschlieBend zweimal wiederholt.
Um unspezifische Bindung der Antikdrper zu vermeiden, wurde der OT fir 45 min bei 37°C
mit TNB-Puffer vorbehandelt. Anschliellend erfolgte die Detektion mit den entsprechenden
Antikérpern und den assoziierten Fluorochromen. Biotinylierte Sonden wurden mit Texas
Red-Streptavidin, biotinyliertem Goat-anti-Streptavidin und Texas Red-Streptavidin (Axxora)
detektiert. Die Amplifikation der Digoxigenin-markierten Sonden erfolgte mit monoklonalen
Mouse anti-Digoxigenin (Sigma), FITC-konjugiertem Rabbit-anti-Mouse Immunglobulin
(Dako) und FITC-konjugiertem Goat-anti-Rabbit Immunglobulin (Axxora). Alle Antikérper
wurden gemaf Angaben der Hersteller in TNB-Puffer verdinnt.

Nach Zugabe der jeweiligen Antikorper erfolgte eine 30-minlitge Inkubation bei 37°C,
anschliefend wurde der OT zweimal fir 10 min in 1 x TN Puffer gewaschen. Nach dem
letzten Wasch-Schritt wurde der OT durch eine aufsteigende Alkoholreihe entwassert und
abschlielRend bei RT getrocknet. Nach Gegenfarbung des Materials mit DAPI wurde der OT

zur optimalen Visualisierung mit Vectashield Mounting Medium (Axxora) eingebettet.

c) Fluoreszenz-Mikroskopie
Die Begutachtung des hybridisierten Materials erfolgte an einem mit Texas Red-, FITC-
DAPI- und Triple-Filtern ausgestatteten Fluoreszenz-Mikroskop. Zur Visualisierung und

Auswertung wurde die Software von Meta Systems (isis in situ imaging system) verwendet.

d) Auswertung

Um die Spezifitdt der Sonden zu Uberprifen wurden Hybridisierungen mit kommerziellen
Metaphasen-Praparationen der Firma Abbott durchgefiihrt.

Zur Detektion von Deletionen wurde in Praparaten von Lymphknoten mit reaktiver
Lymphadenitis ein Schwellenwert (Cut off) ermittelt. Hierfir erfolgten Hybridisierungen aller
BAC-/PAC-Sonden mit dem nicht-tumorésen Material. Nach Auswertung von 100 intakten
Lymphozyten, wurde der Cut off-Wert fir eine Deletion als Mittelwert aller Zellen mit einem
Signal, abztglich dreifacher Standardabweichung bestimmt (Tab. 4, Anhang).

Zur Auswertung aller nachfolgenden Hybridisierungen von Tumormaterial wurden jeweils die
Signale von mindestens 100 Zellen beurteilt. Lag der Anteil der ausgewerteten Lymphozyten

mit nur einem Signal Uber dem Cut off-Wert, galt der Tumor als positiv flir eine Deletion.
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3.3. Préaparation und Analyse von DNA

3.3.1. Phenol-Chloroform-Extraktion

Mit einem Kryotom wurden je nach Grolie des Frischgewebestiickes 20-25 20 uym dicke
Schnitte angefertigt. Die Proben wurden vor und nach dem Schneiden auf Trockeneis bei
-78°C gelagert.

Zur DNA-Extraktion aus den Gewebesschnitten wurden 500 uyl DNA-Isolationspuffer und
40 pul Proteinase K (20 mg/ml) zugegeben. Die Suspension wurde zwei Tage bei 55°C
inkubiert.

Im Anschluss erfolgte die Zugabe von 1 ml Phenol pro 500 ul-Ansatz. Im Invertierschiittler
wurden die Proben 25 min bei RT gewaschen und anschlieRend bei RT zentrifugiert (10 min,
10000 rpm). Die wassrige DNA-Phase wurde in ein neues 1,5 ml-Reaktionsgefal® Gberfiihrt
und der Phenol-Arbeitsschritt wurde wiederholt. Anschliel3end erfolgte die Zugabe von 500 pl
Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) sowie 500 pl Phenol. Die Proben wurden erneut fiir 25 min
bei RT im Invertierschittler inkubiert und nachfolgend bei RT abzentrifugiert (10 min, 10000
rom). Die wassrige Phase wurde in ein neues Gefal} Uberfihrt, mit 500 pl Chloroform
versetzt, im Invertiertschittler bei RT 25 min inkubiert und zuletzt zentrifugiert (10 min, 10000
rpm). Optional konnte der Chloroform-Waschschritt wiederholt werden. Zur abschlieRenden
DNA-Fallung wurde die Probe mit 1/10 Volumen 3 M Natrium-Acetat und 2,5-fachen
Volumen 100% Ethanol versetzt und bei -20°C 30 min inkubiert. Die Pelletierung erfolgte
durch Zentrifugieren bei 4°C (15 min, 13000 rpm). Das DNA-Pellet wurde mit 75% Ethanol
gewaschen und erneut abzentrifugiert. AbschlieRend erfolgte die Trocknung bei RT. Die
DNA wurde in 50 ul TE-Puffer resuspendiert.

3.3.2. DNA-Extraktion aus viablen Zellen
Zur DNA-Extraktion aus viablen Zellen (Raji Zelllinie) wurde der QlAamp® DNA Mini Kit

(Qiagen) verwendet. Die Aufarbeitung erfolgte nach Angaben des Herstellers.

3.3.3. DNA-Extraktion aus Blut

Zur Bereitstellung von Negativ-Kontrollen, wurde aus dem Vollblut fiinf gesunder Probanden
genomische DNA isoliert. Hierbei wurden 10 ml Blut mit 40 ml Zell-Lyse-Puffer versetzt,
leicht geschwenkt und 10 min bei 4°C inkubiert. Es folgte ein Zentrifugationsschritt zur
Pelletierung der Zellen bei 4°C (10 min, 3000 rpm), anschlieRend wurde der Uberstand
verworfen. Das Zellpellet wurde in 20 ml Zell-Lyse-Puffer resuspendiert, 10 min bei 4°C
inkubiert und erneut bei 4°C abzentrifugiert (10 min, 3000 rpm). Nach Verwerfen des
Uberstandes erfolgte die Zugabe von 2,5 ml Dropping Puffer, 125 ul 10% SDS, sowie 1 mg

Proteinase K, zum Zellpellet. Die Probe wurde Gber Nacht bei 55°C inkubiert. Anschlie3end
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wurde die Probe mit 2,5 ml Dropping Puffer und 5 ml Phenol versetzt, im Invertierschittler
bei 4°C fur 20 min inkubiert und anschlielend bei 4°C abzentrifugiert (10 min, 3000 rpm).
Nach Uberfiihrung der wéassrigen Phase in ein neues 15 ml-Reaktionsgefal, konnten 5 ml
Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol (75:24:1) zugegeben und die Probe bei 4°C erneut
zentrifugiert werden (10 min, 3000 rpm). Die wassrige Phase wurde abgenommen, in ein
neues Gefaly uberfuhrt, mit 5 ml Chloroform versetzt und bei 4°C abzentrifugiert (10 min,
3000 rpm). Nach Abnehmen der wassrigen Phase erfolgte die DNA-Fallung durch Zugabe
von 500 ul 3 M Natrium-Acetat sowie 10 ml 96% Ethanol und einem leichten Schwenken der
Probe. Mit steriler Impfése wurde die DNA aus der Probe entnommen, bei RT getrocknet und
abschlieltend in 250-500 ul TE-Puffer resuspendiert.

3.3.4. Bestimmung der Konzentration und Integritat der DNA

a) Photometrische Messung

Die Konzentration der DNA wurde photometrisch durch die Messung der Absorption (OD:
optische Dichte) bei einer Wellenlange von 260 nm bestimmt. Eine A260-Einheit entspricht
hierbei einer Konzentration von 50 ug/ml Gesamt-DNA. Die DNA wurde fir die Messung
1:80 mit H,O verdiinnt. Die Konzentration der Probe errechnet sich bei einer Schichtdicke

der Kuvette von 1 cm aus folgender Formel:

€ = ODgg x 50 pg/ml x Verdinnungsfaktor

¢ = Konzentration der DNA in der Probe

OD2go = Absorption bei einer Wellenlange von 260 nm

Mit dem Quotienten aus ODyg und OD,gy konnte die Reinheit der DNA abgeschatzt werden.

b) DNA-Gelelektrophorese

Die Integritdt der DNA wurde mittels Gelelektrophorese im Agarosegel und anschlieRender
Ethidiumbromidfarbung bestimmt. Die intakte genomische DNA sollte im Bereich von > 1 kb
liegen und bleibt aufgrund ihrer GroRe z.T. bereits in den Geltaschen hangen. Bei der
Analyse wurde stets ein DNA-GréRenstandard mitgefuhrt.

Die elektorphoretische Probenauftrennung erfolgte im Agarosegel bei 100 V. Anschliel3end
wurden die DNA-Banden nach Farbung in verdinnter Ethidiumbromidlésung unter UV-Licht
beurteilt.
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3.3.5. Polymerasen-Kettenreaktion (PCR)

a) TP53

Die Untersuchung des TP53-Gens erfolgte mittels Amplifikation aller Exons im Bereich der
kodierenden Sequenz des Gens. Hierbei wurden Exon 2 und 3, sowie Exon 5 und 6, als
auch Exon 7 bis 9 zusammengefasst. Eine Einzelamplifikation erfolgte bei Exon 4, 10 und
11. Eine Auflistung aller verwendeten TP53-Primer zur Amplifikation genomischer DNA,
sowie die zugehorigen Annealing-Temperaturen, finden sich in Tabelle 5 und 7 im Anhang.
Der Reaktionsmix fur einen einfachen PCR-Ansatz enthielt 30 ng genomische DNA, 1,5 U
Taq Polymerase (Fermentas), je 200 uM dNTP, 2,5 mM MgCl, und je 0,1 uM Oligonukleotid
in einem Reaktionsvolumen von 20 pl. Die PCR wurde in einem automatischen
Thermocycler (Eppendorf, Gradient) mit folgenden Zyklen durchgefiihrt: Initiale
Denaturierung bei 95°C (2 min); anschlieRend folgten 35 Zyklen mit Denaturierung bei 94°C
(30 sec), Annealing bei 56,5°C — 59,1°C (30 sec), Extension bei 72°C (60 sec). AbschlieRend
erfolgte eine finale Extension bei 72°C (5 min).

Der einfache Reaktionsmix fir eine anschlieRende ,Semi-Nested“-PCR, zur erneuten
Amplifikation des PCR-Produktes, wurde wie oben beschrieben zusammen pipettiert, mit 1 pl

1:10 verdinnter Vorlaufer-PCR versetzt und im automatischen Thermocycler amplifiziert.

b) MDM2
Die Untersuchung des MDM2 ,Single Nucleotide Polymorphism* an Position 309 (SNP309)
des MDM2-Promoters erfolgte, wie bereits beschrieben, mittels Amplifikation der MDM2-

Promotersequenz und anschlieRender Sequenzanalyse des gebildeten Produkts '%.

3.3.6. Sequenzanalyse genomischer DNA (nach '%")

a) Aufreinigung des PCR-Produktes

Das mittels PCR amplifizierte Produkt wurde auf ein 1%iges Agarosegel aufgetragen; zur
Grolenbestimmung wurde ein GréRenstandard mitgeflihrt. Unter UV-Licht wurde das PCR-
Produkt anhand seiner GroRRe identifiziert und mit einem sauberen Skalpell ausgeschnitten.
Die Aufreinigung erfolgte mit dem ,Rapid Gel Extraktion“ System von Marligen analog dem
Protokoll des Herstellers. Die DNA wurde zuletzt mit 25 uyl TE-Puffer von der Silica-Saule
eluiert.

Die Konzentration der aufgereinigten DNA wurde durch Gelelektrophorese mit dem

Mengenstandard ,DNA-Low-Mass-Ladder” (Invitrogen) bestimmt.

b) Sequenzier-PCR
Analog den Herstellerangaben (Applied Biosystems) enthielt der einfache Reaktionsansatz

folgende Komponenten:
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Cycle Mix 3.1 (Applied Biosystems) 2 ul

1 pmol/pl Primer 1,6
DNA 10 ng
H.0 ad 10 pl

Die Reaktionsbedingungen fur die PCR-Amplifikation wurden entsprechend den
Herstellerangaben gewahlt. Eine Ubersicht der fir die Sequenzierreaktion verwendeten

Oligonukleotide findet sich in Tabelle 6 und 7 im Anhang.

c) Aufreinigung der Sequenzier-PCR iiber Sephadex-Saulen

Im Anschluss an die Sequenzier-PCR wurden die Proben mit einer G50 Sephadex-Saule
aufgereinigt, um verbliebene dNTPs und Oligonukleotide zu entfernen. Eine 100 ul
Pipettenspitze mit Filter wurde abgeschnitten und in einem perforierten Deckel auf ein 1,5 ml
Reaktionsgefall aufgeschraubt. Die Spitze wurde oberhalb des Filters bis zum oberen Rand
mit Sephadex-Losung befillt und 5 min bei 3000 rpm zentrifugiert, der Durchfluss wurde
verworfen. In ein neues Reaktionsgefall wurde 1 ul Natrium-Acetat (1/10 des Volumens der
Sequenzier-PCR) und 50 pl 100% Ethanol (5-faches Volumen der Sequenzier-PCR)
pipettiert. Die Sephadex-Saule wurde aufgeschraubt, mit den Proben beladen und 3 min bei
3000 rpm zentrifugiert. Nun wurde die Saule verworfen, ein geschlossener Deckel
aufgeschraubt und die Probe zum Ausfallen der DNA gevortext. Die Probe wurde durch
Zentrifugation (5 min, 14000 rpm) pelletiert, bei 50°C fur 10 min getrocknet und in 20 pl Hi-
Di™-Formamid (Applied Biosystems) aufgenommen. Vor dem Start der Sequenzierung
wurden die Proben fur 10 min bei 70°C denaturiert.

Die Sequenzanalyse wurde mit dem Sequenzierautomaten ABI PRISM® 3100 Avant Genetic

Analyzer von Applied Biosystems/HITACHI nach Angaben des Herstellers durchgeflihrt.

d) Analyse der Sequenzen
Die Auswertung erfolgte mit der Software ,DNA Sequencing Analysis Software™ Version
5.1“ des Herstellers, sowie mit der frei erhaltichen Chromas Software, Version 1.45

(http://www.technelysium.com.au/). Die erhaltenen Sequenzen wurden mithilfe des ,Basic

Logical Alignment Search Tools“ von NCBI verglichen (http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/).

3.3.7. Quantitative Real-time PCR (Q-PCR)

a) Prinzip der Real-time PCR

Das Prinzip der quantitativen Real-time PCR ist die kontinuierliche Messung des Uber die
Reaktionszeit akkumulierenden PCR-Produktes. Dies wird durch die Verknipfung der
zyklisch ansteigenden Menge des PCR-Produktes mit einem Fluoreszenzsignal ermdglicht.

Die Intensitdt der emittierten Fluoreszenz ist proportional zur Menge des synthetisierten
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PCR-Produktes. Je hoher die Ausgangszahl der Zielsequenz ist, desto friher (niedrigere
Zyklenzahl) findet man eine den Schwellenwert Ubersteigendende Menge des
Amplifikationsproduktes. Als Richtwert flr diesen Schwellenwert nimmt man die Zykluszahl,
bei der sich das Fluoreszenzsignal zum ersten Mal deutlich vom Hintergrund abhebt; dieser
Schwellenwert wird als Ct-Wert (threshold cycle) bezeichnet. Die PCR ist dann am Beginn
des exponentiellen Anstiegs der PCR-Produktmenge. Die Unterschiede der Proben bei
diesem Schwellenwert (Ct-Wert) geben Auskunft Gber die Ausgangsmenge der Zielsequenz
in der Probe "%1%°,

Durch die kontinuierliche Messung der emittierten Fluoreszenz in jedem Zyklus der PCR
kann die exponentielle Phase der Reaktion identifiziert werden. Die exponentielle Phase der
PCR muss flr die quantitative Messung bekannt sein, da in dieser Phase die
Amplifikationseffizienz naherungsweise konstant ist. Die exponentielle Phase der PCR wird

durch folgende Gleichung beschrieben:

Xn = Xo X (1+Ea)"

X Anzahl der Zielmoleklle zum Zeitpunkt (Zyklus) n der Reaktion
Xo Anzahl der Zielmolekile zum Zeitpunkt 0
Ea Effizienz der Amplifikationsreaktion

n Anzahl der Zyklen

b) Detektion von genomischen Deletionen

Zur Detektion genomischer Deletionen von TP53 und HIC1 wurde eine quantitative Real-
time PCR auf DNA-Ebene durchgefihrt. Als Ausgangsmaterial diente hierbei genomische
DNA von Tumorpatienten aus Frischmaterial. Basierend auf Ergebnissen komparativer
genomischer Hybridisierungen (CGH) an DLBCL-Fallen, wurden zwei Referenzgene
ausgewahlt (32-Mikroglobulin: B2M; Hamoglobin B: HBB), die in chromosomalen Regionen
ohne ausgepragte numerische Alterationen lokalisiert sind (vgl. Tab.8, Anhang). Eine
Aufstellung aller verwendeten Oligonukleotide findet sich in Tabelle 8 im Anhang. Aus
peripherem Blut finf gesunder Probanden, sowie aus drei Lymphknoten mit reaktiver
Lymphadenitis, wurde DNA extrahiert, die als Negativkontrollen eingesetzt wurden. Fir jede
dieser Kontrollen wurde die Ratio aus der TP53- und HIC1- Amplifikation relativ zur
Amplifikation der Referenzgene B2M und HBB berechnet. Aus den Werten der
Negativkontrollen konnte eine Cut off-Ratio ermittelt werden, die mit den relativen Werten der
Tumorproben verglichen werden konnte, um Deletionen auf genomischer Ebene im
Tumorgewebe nachzuweisen. Der Cut off fir eine Deletion wurde fir jedes Gen als

Mittelwert abzuglich dreifacher Standardabweichung bestimmt. Eine Tumorprobe, deren
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relative Amplifikationsratio unter dem Cut off-Wert des jeweiligen TSG lag, wurde als Trager

einer genomischen Deletion fir dieses Gen erachtet.

3.3.8. Analyse des DNA-Methylierungsstatus

a) Prinzip der DNA-Methylierung

In héheren Eukaryoten findet die Methylierung genomischer DNA an Cytosinresten statt, die
in 5°-Richtung eines Guanosinrestes, in einem sogenannten CpG-Dinukleotid, liegen. Diese
Modifikation dient der Regulation der Genexpression, insbesondere wenn CpG-reiche
Regionen (CpG-Inseln) in der Promoterregion der betreffenden Gene vorkommen. Wahrend
CpG-Inseln von Genen, die auf autosomalen Chromosomen lokalisiert sind, in der Regel vor
Methylierung geschitzt sind, konnte gezeigt werden, dass die Methylierung von CpG-Inseln
mit der transkriptionellen Inaktivierung von Genen auf den X-Chromosomen von Frauen
assoziiert ist.

Eine aberrante Methylierung allerdings, konnte mit der Immortalisierung und Transformation
von Zellen in Zusammenhang gebracht werden, die an der Tumorprogression beteiligt sein
kénnen. Haufige Zielgene aberranter DNA-Methylierung sind TSG, deren epigenetische
Veranderungen in einer verminderten Genexpression resultieren.

Zur Untersuchung des HIC-1-Methylierungsstatus wurde eine Bisulfit-Behandlung der

Tumor-DNA mit einer anschlieRenden methylierungsspezifischen PCR durchgeflhrt.

b) Bisulfit-Behandlung

Durch die Behandlung der DNA mit Bisulfit werden unmethylierte Cytosinreste zu Uracil
konvertiert, wahrend methlyierte Cytosinreste unverandert bleiben. Eine anschlielende
Desulphonierung bewirkt die Umschreibung von Uracil zu Thymin.

Die Bisulfit-Behandlung der Kontroll- und Tumor-DNA erfolgte mit Hilfe des ,EZ DNA
Methylation-Gold Kit™* (Zymo Research) analog dem Protokoll des Herstellers. Pro
Reaktion wurden 500 ng DNA eingesetzt.

Um die Effizienz der Bisulfit-Behandlung zu Uberprifen, wurde jeweils ein Standard
mitgefuhrt. Der ,Universal Mehylated Human DNA Standard® (Zymo Research) wurde analog

den Angaben des Herstellers bei jeder Reaktion eingesetzt.

c) Methylierungsspezifische PCR (MS-PCR) (nach %)

Im Anschluss an die Bisulfit-Behandlung wurde die DNA mittels PCR amplifiziert. Durch die
Entwicklung spezifischer Oligonukleotide konnte zwischen methylierter und unmethylierter
DNA unterschieden werden, die sich aus den Sequenzunterschieden der Bisulfit-Behandlung
ergaben. Es wurden Primer fur die 5 -untranslatierten Region (5°-UTR) von HIC1 (Exon 1a)

verwendet, die bereits beschrieben wurden """ (Tab. 10, Anhang). Die Amplifikation der mit
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Bisulfit behandelten DNA erfolgte in einem 25 pl Reaktionsansatz mit 1,5 mM MgCl,
(Qiagen), je 200 uM dNTP, 10 pmol/pl der jeweiligen Primer und 2,5 U HotStar Taqg DNA
Polymerase (Qiagen). Nach einer initialen Denaturierung (95°C, 15 min) folgten 35 Zyklen
mit Denaturierung bei 94°C (30 sec), Annealing bei 58,5°C bis 60,7°C (30 sec) und
Extension bei 72°C (30 sec). Abschlielend erfolgte eine finale Extension bei 72°C (5 min).
Die MS-PCR wurde in einem automatischen Thermocycler (Eppendorf, Gradient)
durchgeflhrt.

Die Bisulfit behandelte DNA von fiinf gesunden Probanden, sowie von funf Lymphknoten mit
reaktiver Lymphadenitis dienten als Negativkontrolle, wahrend die konvertierte DNA von Raji
Zelllinien als Positivkontrolle verwendet wurden.

Die MS-PCR-Produkte wurden in einem 3%igem Agarosegel aufgetrennt und mit
Ethidiumbromid gefarbt. Das Auftragen eines GroRenstandards ermoglichte die

Identifizierung der Produkte.

3.4. Praparation und Analyse von RNA

3.4.1. RoutinemaBige Methoden bei der Arbeit mit RNA

Routinemalig wurden bei allen Arbeiten mit RNA Kontakt- und Arbeitsflachen zunachst mit
RNase zap gesdubert und stets Einmalhandschuhe getragen. Beim Anfertigen der
Gewebeschnitte wurden alle verwendeten Werkzeuge mit NaOH, sowie anschlieRend mit
Ethanol und H,O abgespult. Wann immer méglich war, wurden sterile Einmalartikel (mit dem

Zusatz RNase-frei) verwendet.

3.4.2. Extraktion von RNA aus Frischgewebe

Mit einem Kryotom wurden je nach Grofle des Gewebestlickes 10-20 je 15 um dicke
Schnitte angefertigt. Die Proben wurden vor und nach dem Schneiden auf Trockeneis bei
-78°C gelagert.

Die RNA-Isolierung wurde mit Trizol® Reagenz durchgefiihrt, welche auf der Methode von
Chomzynski und Sacchi ''? basiert. Zu jeder Probe wurden 1000 pl Trizol®Reagenz
hinzugefiigt; anschlieBend wurden die Proben mittels Spritze und Kanile homogenisiert
(Kanilengréssen 20G, 22G, 23G, 26G, 27G). Die weitere Aufarbeitung erfolgte nach der
Anleitung des Herstellers. Die RNA-Pellets wurden luftgetrocknet und je nach GroéfRe in 15-30
Ml RNase-freiem Wasser resuspendiert, zunachst einige Minuten bei RT und anschlief3end
zur raschen und vollstidndigen Resuspension 10 min bei 65°C inkubiert. Die RNA wurde bei
-80°C gelagert.
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3.4.3. Bestimmung der Konzentration und Integritat der RNA

a) Photometrische Messung

Die Konzentration der RNA wurde photometrisch durch die Messung der Absorption (OD;
optische Dichte) bei einer Wellenlange von 260 nm bestimmt. Eine A260-Einheit entspricht
hierbei einer Konzentration von 40 ug/ml Gesamt-RNA. Die RNA wurde fir die Messung
1:70 mit 10 mM Tris/HCI (pH7) verdinnt. Die Konzentration der unverdinnten Probe

errechnet sich bei einer Schichtdicke der Kuvette von 1 cm aus folgender Formel:

C = ODgg x 40 pg/ml x Verdiinnungsfaktor

¢ = Konzentration der RNA in der unverdiinnten Probe

ODygo = Absorption bei einer Wellenldnge von 260 nm

b) RNA-Gelelektrophorese

Die Integritat der RNA wurde mittels Gelelektrophorese im Agarosegel und anschlieRender
Ethidiumbromidfarbung bestimmt. Mittels der ribosomalen RNA-Banden 28s und 18s konnte
eine Aussage Uber die Integritdt der RNA getroffen werden. Es wurde stets ein RNA-
Grolenstandard mitgefuhrt.

Um Sekundarstrukturen der RNA zu denaturieren, wurde zu den aufzutragenden Proben
formaldehydhaltiger Laufpuffer und Blaumarker zugegeben und die Proben fir 10 min bei
70°C erhitzt. Die Proben wurden in einem 1%igen Agarosegel bei 100 V elektrophoretisch
aufgetrennt. Anschlieend wurden die RNA-Banden nach Farbung in verdinnter

Ethidiumbromidlésung unter UV-Licht beurteilt.

3.4.4. cDNA-Synthese

Da RNA-Molekiile nicht als Matrize in der PCR eingesetzt werden kénnen, missen diese
zunachst durch eine reverse Transkription in komplementare DNA (cDNA) umgeschrieben
werden.

Fur die cDNA-Synthese wurde der ,iScript cDNA Synthesis Kit* (BioRad) verwendet. Dieses
System beinhaltet MuLV Reverse Transkriptase und Zufallsprimer (Random Hexamers). Der
Reaktionsansatz erfolgte analog den Angaben des Herstellers.

Die cDNA-Synthese wurde in einem Eppendorf Thermocycler mit Deckelheizung nach den
Herstellerinstruktionen  durchgefiihrt. Die Proben wurden anschlieRend bis zur

Weiterverarbeitung bei -20°C gelagert.
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3.4.5. FASAY - “Functional Analysis of Seperated Alleles in Yeast“ (nach '*'"") - und
Split Assay (nach ')

a) Prinzip des FASAY und ,,Split Assay“

Bei der FASAY-Analyse handelt es sich um eine Methode zum Nachweis von TP53-
Mutationen auf funktionaler Ebene. Aus Frischmaterial extrahierte RNA wird in cDNA
umgeschrieben und die zentrale Region des TP53 Gens kann mittels PCR amplifiziert
werden. Hefezellen des Stamms ylG397 werden anschliefend mit dem PCR-Produkt und
dem linearen Expressionsvektor pSS16, der LEU2 (Leucin) als Selektionsmarker enthalt,
kotransformiert. Durch homologe Rekombination wird das PCR-Produkt in den Hefezellen in
den Vektor kloniert, was zu einer konstitutiven Expression von p53 Protein flhrt. Der
Hefestamm ylG397 ist LEU2- und ADE2 (Adenin)-defizient und verfiigt Uber ein integriertes
Plasmid mit offenem ADE2-Leserahmen, welcher unter der Kontrolle eines
Minimalpromoters und p53-RGC-Bindungsstellen steht. Hefezellen die mit einem Wildtyp-
p53-kodierenden Plasmid transformiert wurden, kénnen ADE2 exprimieren und zeigen daher
auf Selektionsmedium regulares Wachstum der Kolonien (weiRe Kolonien). Dagegen wird
ADE2 in Zellen, die Uber mutiertes p53 verfligen, nicht synthetisiert. Aufgrund der
Akkumulation eines Intermediats des Adeninmetabolismus, zeigen die Kolonien

eingeschranktes Wachstum mit Rotfarbung (Abb. 5).

Turorzellen BExpression von p53 Protein

e |

Linearisierter
Vektor pSS16

SC lewade-

= | 4
TP53 Wildtyp TP53 mutiert

Abbildung 5: Schematische Ubersicht iiber das Prinzip des FASAY zur Untersuchung der p53-Funktionalitat

(nach 114).

Eine modifizierte Version des FASAY stellt der sogenannte ,Split Assay“ dar, der die

separate Analyse der 5- und 3’-Halften des TP53-Gens ermdglicht. Mit Ausnahme der
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initialen PCR, bei der die Amplifikation der jeweiligen Halften erfolgt, wurde der Split Assay
analog der FASAY-Untersuchungen durchgefihrt.

Der ,Split Assay“ wurde insbesondere bei schlechter RNA-Qualitdt angewendet, da die
resultierenden Produkte im Vergleich zur FASAY-Analyse kleiner, und somit einfacher zu

amplifizieren sind.

b) Ampilifikation von TP53-cDNA

Bei der Analyse des TP53-Gens mittels FASAY/Split Assay wurde in cDNA umgeschriebene
RNA, die aus Frischmaterial isoliert wurde, verwendet. Die zentrale Region von TP53
(Codon 67 bis 346) wurde mit den entsprechenden Oligonukleotiden mittels PCR amplifiziert.
Die Amplifikation von TP53 im FASAY erfolgte mit den Primern P3 und P4 (Tab. 9, Anhang).
Beim Split Assay wurden flr die Analyse der 3°-Halfte von TP53 die Oligonukleotide P3 und
P17 verwendet. Die 5°-Halfte des TP53-Gens wurde mit den Primern P4 und P16 amplifiziert

(Tab. 9, Anhang). Der einfache Reaktionsansatz bestand aus folgenden Komponenten:

10 x Pfu Puffer 2 ul
DMSO 2 ul
50 pl/ml Primer FOR 2 ul
50 pl/ml Primer REV 2 ul
10 mM dNTP-Mix 1 ul
1 ug cDNA 2 ul
Pfu Polymerase 0,4 pl
H.O 8,6 ul

Die PCR wurde in einem automatischen Thermocycler (Eppendorf, Gradient) mit folgenden
Zyklen durchgefiihrt: Initiale Denaturierung bei 95°C (5 min); anschlieRend folgten 35 Zyklen
mit Denaturierung bei 94°C (30 sec), Annealing bei 65°C (60 sec), Extension bei 72°C (80
sec). AbschlieBend erfolgte eine finale Extension bei 72°C (5 min).

Das PCR-Produkt wurde durch gelelektrophoretische Auftrennung im 1%igen Agarosegel
identifiziert. Fir die Transformation der Hefezellen wurden 5-10 uyl des PCR-

Reaktionsansatzes eingesetzt.

c) Aufzucht des Hefestamms ylG397

Die Aufzucht des Hefestammes ylG397 erfolgte durch die Uberimpfung einer Hefekolonie in
5 ml YPDA-Vollmedium. Bei 30°C wurde die Flussigkultur 12 h unter leichtem Schiitteln
(150 rpm) inkubiert. Von der Ubernachtkultur wurden am néchsten Tag 1,3 ml in einen
50 ml-Kolben mit frischem YPDA-Medium Uberfuhrt und bei 30°C weiter inkubiert. Durch

Messung der Zelldichte bei 600 nm, konnte zu verschiedenen Zeitpunkten das Wachstum
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der Zellen Gberprift werden. Die Transformation wurde durchgefiihrt, nachdem eine ODggg
von 0,8 erreicht war.

Zunachst erfolgte hierbei die Pelletierung der Hefezellen durch Zentrifugation bei RT (5 min,
5000 rpm). AnschlieRend wurden die Zellen in 50 ml H,O resuspendiert, bei RT zentrifugiert
(5 min, 5000 rpm) und in 10 ml H,O aufgenommen. Um die spatere Aufnahme des
Expressionsvektors zu gewahrleisten, wurden die Zellen nach Zentrifugation bei RT (5 min,
5000 rpm) mit 5 ml Lithium-Acetat/TE-Puffer (LIAC/TE) vorbehandelt. Die Zellen wurden bei
RT erneut abzentrifugiert und in 250 pl LIAc/TE geldst.

d) Transformation der Hefezellen

Abhangig von der Intensitat des Produktes im Agarosegel, wurden 5-15 pyl PCR-Produkt fiir
die Transformation des Hefestamms ylG397 verwendet, die mit 50 ng linealisiertem
Expressionsvektor pSS16 und 5 yl 10 mg/ml salmon sperm DNA versetzt wurden. Der
Suspension wurden 300 ul PEG/LIAC/TE zugegeben. Nach einer 30-mindtigen Inkubation
bei 30°C (150 rpm) wurden die Proben 15 min einer Temperatur von 42°C ausgesetzt.
AbschlieRend erfolgte die Pelletierung der Zellen bei RT (10 sec, 14000 rpm). Die
transformierten Zellen wurden in 200 pl H,O aufgenommen und in unterschiedlichen
Konzentrationen (180 pl, 20 ul, 5 pl) auf SC-- Platten ausgestrichen. Das Wachstum der
Zellen erfolgte fur 2 bis 3 Tage bei 35°C.

e) Auswertung
Nach ausreichendem Wachstum der Hefezellen, wurden rot- und weilRgewachsene Kolonien
auf der Inkubationsplatte gezahit. Ein Fall wurde fir eine TP53-Mutation als positiv gewertet,

wenn der Anteil der roten Kolonien mehr als 10% der Gesamtzellen ausmachte.

f) cDNA-Isolierung aus TP53-transformierten Hefezellen

Um die im FASAY erhobenen Aussagen Uber TP53-Mutationen zu verifizieren, erfolgte die
Sequenzanalyse der aus den Hefezellen isolierten TP53-cDNA.

Zunachst wurden daher 8-10 rotgewachsene Kolonien von der Inkubationsplatte gepickt und
in je 2,5 ml SC-- Medium bei 30°C inkubiert. Bei RT wurden die Zellen abzentrifugiert (1 min,
14000 rpm), anschlieBend in 0,5 ml Lysepuffer resuspendiert und bei 30°C inkubiert. Nach
30 min erfolgte die Zugabe von 200 pl Proteinase K (4 mg/ml) und ein weiterer
Inkubationsschritt von 10 min bei 65°C. Zum Waschen der DNA wurden 700 pl
Phenol:Chloroform:Isoamylalkohol (75:24:1) zugegeben, anschlieRend wurde die Probe kurz
gevortext und schlieBlich abzentrifugiert (2 min, 14000 rpm). Es erfolgte die Zugabe von
500 plI Chloroform, kurzes Vortexen und erneutes Abzentrifugieren der Probe (2 min, 14000
rom). Zur Fallung der DNA wurde die Probe mit 1000 pl 96% Ethanol versetzt, bei -20°C
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45 min inkubiert und bei 4°C zentrifugiert (15 min, 14000 rpm). Das DNA-Pellet wurde mit
70% Ethanol gewaschen und erneut abzentrifugiert. Abschlielend erfolgte die Resuspension
der DNA in 40 pl TE-Puffer.

Die Sequenzier-PCR und die darauf folgende Sequenzanalyse von TP53-cDNA erfolgte
analog den oben beschriebenen Protokollen mit dem Sequenzierautomaten ABI PRISM®
3100 Avant Genetic Analyzer von Applied Biosystems/HITACHI. Fir die Sequenzanalyse
von FASAY-Klonen wurden die Primer P3 und P4 fir die Sequenzier-PCR eingesetzt,
wahrend bei der Analyse von Split Assay-Klonen jeweils P3/P17 oder P4/P16 angewendet

wurden.

3.5. Immunhistochemische Untersuchungen von Proteinen

3.5.1. Immunhistochemische Farbungen an Paraffinmaterial

Paraffinschnitte wurden in Xylol entparaffiniert und durch eine absteigende Alkoholreihe
rehydriert. Zur Blockierung der endogenen Peroxidase wurden die Schnitte 10 min mit 30%
Peroxid (50 pl in 70 ml Methanol) behandelt und anschlieBend die hitzevermittelte Epitop-
Demaskierung mit 10 mM Citratpuffer (pH 7,0) oder mit Target Retrieval® (DakoCytomation,
Hamburg) im Schnellkochtopf durchgefuhrt. Die Schnitte wurden dann mit entsprechend
verdinnten Primarantikdrpern eine Stunde bei RT inkubiert und anschliel3end dreimal 5 min
in PBS gewaschen. Die Immunperoxidase-basierte Detektion wurde mit dem Histostain™-
Plus Kit (Zymed, USA) entsprechend dem Herstellerprotokoll durchgefihrt. Zymed Kit
verwendet das Streptavidin-Avidin-basierte Detektionssystem mit 3,3 'Diaminobenzidine
(DAB) als Chromogen.

3.5.2. Validierung der Antikorper

Um die bestmogliche Konzentration und Vorbehandlung der Antikérper zu ermitteln, und um
die zellulare Lokalisation des zu untersuchenden Proteins zu bestimmen, wurden die
Antikérper zunéchst an Positivkontrollen eingestellt. Eine Ubersicht tiber alle verwendeten
Antikorper, sowie den optimierten Bedingungen, findet sich in Tabelle 12 im Anhang.

Die Paraffin-Schnittpraparate von fliinf Lymphknoten mit reaktiver Lymphadenitis dienten als
Negativkontrolle. Die Kontrollen wurden analog den zu untersuchenden Tumor-Praparaten
mit dem jeweiligen Antikérper gefarbt und ausgewertet, wobei die Anzahl positiver Zellen
gezahlt wurde.

Bei der Untersuchung der p53-Expression wurde die Farbung als positiv gewertet, wenn

mehr als 20% der Zellen eine positive nukleare Farbung zeigten.
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Die Ermittlung der Proteinexpression von CHK2, MDM2, p21 und YY1 erfolgte durch die
Bestimmung der mittleren Expression (% positiv gefarbter Zellen) + dreifacher
Standardabweichung in Praparaten von funf Lymphknoten mit reaktiver Lymphadenitis, die

dann mit der Proteinexpression im Tumorgewebe verglichen werden konnte.

3.5.3. Erstellung eines ,,Array“-Blockes und Anfertigung von ,,Array“-Schnitten
Zunachst wurden von allen zu untersuchenden Fallen anhand der HE-Farbung ein Areal
ausgewahlt, dass ausreichend Tumorzellen enthielt. Mit einem ,Manual tissue puncher®
(Arrayer) der Firma Beecher Instruments (Silver Spring, Maryland, USA) wurden
anschlieftend pro Fall mindestens drei 0,6 mm dicke Stanzen aus in Paraffin eingebettetem
Lymphomgewebe entnommen und in einen eigenen Empfangerblock im Abstand von 1 mm
eingebracht. Vom ,Array“-Block wurden mit einem herkdmmlichen Microtom 1 ym dicke
Schnittpraparate angefertigt. Die Schnitte wurden anschliefiend auf silanisierte Objekttrager
aufgezogen und fir ca. eine Woche im Brutschrank bei 56°C getrocknet, um das
Abschwimmen der Stanzen beim nachfolgenden Farben zu vermeiden.

Insgesamt 35 DLBCL wurden mittels immunhistochemischen Farbungen untersucht. Ein
Arrayblock wurde von 25/35 Falle angefertigt. Bei den restlichen 10 Fallen war die
Gewebeflache des Paraffinpraparats allerdings zu klein um Stanzen fiir einen Arrayblock zu
erhalten. Daher wurden Einzelschnitte angefertigt, die analog zu den gestanzten Fallen

immunhistochemisch gefarbt wurden.

3.6. Statistik

Uberlebensanalysen wurden mittels Kaplan-Meier untersucht. Statistische Korrelationen
wurden mit dem Log Rank Test ermittelt und galten auf dem Niveau von p<0,05 als
signifikant.

Der Zusammenhang von zwei unabhangigen Faktoren, wie z.B. der Proteinexpression von
bekannten p53-Regulatoren sowie der Vergleich von HIC1- und TP53-Status, wurden mittels
Fisher's Exaktem Test oder Chi-Quadrat-Test bestimmt. Der Mittelwertvergleich der
Proteinexpression im Normalgewebe versus Tumorgewebe erfolgte mittels t-Test und
einfaktorieller ANOVA. Auch hier galten Korrelationen auf dem Niveau von p<0,05 als
signifikant.

Fir alle Analysen wurde die SPSS Software Version 12.0 (SPSS Inc. Chicago IL) verwendet.
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4, Ergebnisse

4.1. Untersuchung des TP53-Status in diffusen groRzelligen B-Zell Lymphomen
(DLBCL)

4.1.1. Deletionen in Chromosom 17p und aberrante Expression von p53-Protein

Insgesamt 172 DLBCL wurden bereits in den Jahren 1990 bis 2004 zytogenetisch analysiert.
Dabei konnte in 34 von 172 Fallen (19,8%) eine monoallelische Deletion von Chromosom
17p [del(17p)] detektiert werden (Abb. 6A). Da die chromosomale Bande 17p13.1 den
genetischen Lokus des TSG TP53 beinhaltet, wurden Fluoreszenz in situ Hybridisierungen
(FISH) mit TP53-lokusspezifischen Sonden durchgefiihrt, um den Verlust des TP53-Gens zu
validieren. Eine Deletion von TP53 konnte in 28/34 17p-deletierten DLBCL nachgewiesen
werden (Abb. 6B), was auf eine TP53-unabhangige Deletion in Chromosom 17p in 6/34
Fallen hindeutete (Tab. 1, Anhang). In insgesamt 138/172 DLBCL wurde mittels Zytogenetik

keine Aberration von Chromosom 17p nachgewiesen.
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Abbildung 6: Karyotyp eines DLBCL mit einer Deletion im kurzen Arm von Chromosom 17p (A). Bei der
Zweifarben-FISH wurde eine Kohybridisierung mit lokusspezifischen Sonden fur TP53 (rot) und Centromer 17
(17cen) (grin) durchgefiihrt. Ein einzelnes Signal fir TP53 legt das Vorliegen einer monoallelischen TP53-

Deletion nahe (B). Immunhistochemische Uberexpression von p53 Protein (C).

Da die Uberexpression von p53 Protein als Indikator fiir eine Mutation des TP53-Gens gilt ',
wurden alle 28 DLBCL mit monoallelischer TP53-Deletion, in Analogie zu Knudson’s ,two-
hit“-Hypothese, mittels immunhistochemischer Farbungen von p53 untersucht. Ein positives
Farbemuster konnte in 16/28 Falle nachgewiesen werden (Abb. 6C), wahrend in 12/28
DLBCL keine erhdhte Expression von p53 vorlag (Tab. 1, Anhang). Um die Diskrepanz
zwischen der Deletion des TP53-Lokus und einer fehlenden Uberexpression von p53 Protein
in 12/28 Fallen aufzukldren, wurden Sequenzanalysen von allen 28 Fallen mit
monoallelischer TP53-Deletion, sowie von den sechs DLBCL mit zytogenetischer del(17p),
ohne gleichzeitige Deletion des TP53-Lokus, durchgefuhrt. Als Kontrollgruppe wurden aus
dem Kollektiv von 138 DLBCL ohne zytogenetische Aberration von Chromosom 17p zufallig

21 Falle ausgewahlt. Immunhistochemische Farbungen von p53 lagen sowohl fir die 21
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Falle ohne TP53-Deletion, als auch fur die 6 DLBCL mit zytogenetischer del(17p) ohne
gleichzeitigen Verlust des TP53-Lokus vor: Ein positives Farbemuster konnte in 6/27 Fallen
nachgewiesen werden, wahrend in 21/27 keine Uberexpression von p53-Protein detektiert

werden konnte (Tab. 1, Anhang).

4.1.2. TP53-Mutationen — Sequenzanalyse genomischer DNA

Um die aberrante Expression von p53-Protein mit der Mutation des TP53-Gens zu
korrelieren, wurden entsprechende Analysen durchgefiihrt. Die Untersuchung der 55 Félle
erfolgte zunachst durch konventionelle Sequenzanalyse genomischer DNA, die aus Tumor-
Frischgewebe extrahiert wurde.

Zur Untersuchung des TP53-Mutationsstatus wurde die vollstandige kodierende Sequenz
des Gens von Exon 2 bis 11 analysiert. Reprasentative Ergebnisse der Sequenzanalyse
genomischer DNA, in Zusammenhang mit der Uberexpression von p53-Protein, sind in

Tabelle 1 zusammengefasst:

p53+ p53- gesamt
TP53 WT 11 33 44
TP53 MUT 11 0 11
gesamt 22 33 55

Tabelle 1: Ubersicht {iber die Mutationsfrequenz des TP53-Gens im Vergleich zur Expression von p53-Protein
(WT: Wildtyp; MUT: mutiert; p53+: Nukleare Expression von p53-Protein in =2 20% der Zellen; p53-: Expression
von p53-Protein in < 20% der Zellen).

In den 55 untersuchten DLBCL konnten in 11 Fallen (20%) Mutationen nachgewiesen
werden, die jeweils Exon 5 bis 8 betrafen (vgl. Tab. 3), und die alle mit einer aberranten
Expression von p53-Protein assoziiert waren. In den verbliebenen 11 Fallen mit positiver
p53-Farbung konnte mittels Sequenzanalyse keine Mutationen in den Exons 2 bis 11
detektiert werden (Tab. 1).

Keiner der 33 Falle mit fehlender Uberexpression von p53-Protein wies bei der

Sequenzanalyse von Exon 2 bis 11 eine Mutation des TP53-Gens auf (Tab. 1).

4.1.3. Funktionelle Analyse von p53 mittels FASAY (,,Functional Analysis of
Seperated Alleles in Yeast®)

Da nur in 50% der Falle (11/22) mit aberranter p53-Expression eine gleichzeitige Mutation

des TP53-Gens nachgewiesen werden konnte, wurden einzelne DLBCL mittels FASAY

untersucht. Da die Methode auf der Transformation von Hefezellen basiert, ermoglicht

38



Ergebnisse

FASAY den Nachweis von TP53-Mutationen selbst in Proben, die nur Uber einen geringen
Anteil von mutierten Tumorzellklonen verfligen.

Durch den farblichen Unterschied der transformierten Hefekolonien konnte Wildtyp TP53 von
mutiertem TP53 unterschieden werden. Wahrend Hefezellen, die normales TP53
exprimierten, weile Kolonien bildeten, zeigten die Zellen, die tiber mutiertes TP53 verflgten,

die Formation rotgefarbter Kolonien. Ein Fall wurde flr eine TP53-Mutation als positiv

gewertet, wenn der Anteil von roten Hefekolonien mehr als 10% der Gesamtkolonien
ausmachte (Abb. 7A).

CACCCGCGTCCGCGCCATGGCH|CACCCGCGTCCGCGTCATGE C

C Hefe cDNA

Abbildung 7: Mit mutiertem TP53 transformierte Hefezellen des Stamms ylG397 (A). Vergleich zwischen
Sequenzanalyse genomischer DNA (B) und Sequenzanalyse von cDNA-Klonen nach FASAY-Analyse (C).

Insgesamt wurden 39 Falle mittels FASAY untersucht, wobei 15 der 39 DLBCL eine positive
immunhistochemische p53-Farbung zeigten. Eine Uberexpression von p53-Protein war in 24
Fallen nicht nachweisbar (Tab. 2A). Mittels FASAY konnte in 16 von 39 Fallen (41%) eine
TP53-Mutation nachgewiesen werden (Tab. 2A). Die Verifizierung einer TP53-Mutation
erfolgte in 13/16 Fallen durch die cDNA-Extraktion aus mindestens zehn rotgefarbten
Kolonien, die durch direkte Sequenzanalyse untersucht werden konnten (Tab. 1, Anhang).
Zwolf der 16 TP53-mutierten Falle zeigten eine aberrante Expression von p53-Protein (Tab.
2A). Im Gegensatz zur direkten Sequenzanalyse von genomischer DNA konnte mittels
FASAY auch in 4 von 24 Fallen (16,7%) eine TP53-Mutation nachgewiesen werden, trotz
fehlender Uberexpression von p53-Protein (Tab. 2A).

A FASAY B DNA-Sequenzanalyse
p53+ p53- gesamt p53+ | p53- | gesamt
TP53 WT 3 20 23 TP53 WT 8 24 32
TP53 MUT 12 4 16 (41%) TP53 MUT 7 0 7 (18%)
gesamt 15 24 39 gesamt 15 24 39

Tabelle 2: Direktvergleich der mittels FASAY (A) und direkter Sequenzanalyse genomischer DNA (B)
untersuchten 39 DLBCL hinsichtlich TP53-Mutationsfrequenz (WT: Wildtyp; MUT: mutiert; p53+: Expression von
p53-Protein in = 20% der Zellen; p53-: Expression von p53-Protein in < 20% der Zellen).
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Mittels herkdmmlicher Sequenzanalyse genomischer DNA konnte in den 39 DLBCL, die mit
beiden Methoden untersucht wurden, in 7 von 15 p53-positiven Fallen (insg. 7/39; 18%) eine
TP53-Mutation detektiert werden (Tab. 2B und Tab. 1, Anhang). Mittels FASAY zeigten 12
16/39; 41%) eine Mutation des TP53-Gens bei gleichzeitiger
Uberexpression von p53-Protein (Tab. 2A und Tab. 1, Anhang). Die Detektionsfrequenz war
mittels FASAY demnach um mehr als 50% erhdht.

von 15 Fallen (insg.

4.1.4. Charakterisierung der TP53-Mutationen

Mutationen des TP53-Gens konnten also mittels Sequenzanalyse genomischer DNA
und/oder FASAY in insgesamt 20 von 55 DLBCL detektiert werden. In 17/20 Fallen wurden
19 TP53-Mutationen in der Sequenzanalyse nachgewiesen, wahrend drei Falle lediglich
mittels FASAY ohne anschlielende cDNA-Sequenzanalyse untersucht wurden (Tab. 1,
Anhang).

In 15/19 Fallen (79%) handelte es sich um Missense-Mutationen. Dartiber hinaus konnte in
2/19 Fallen (10,5%) je eine Deletion von 21 bp und 1 bp im TP53-Gen gezeigt werden. In 2
weiteren Fallen (10,5%) wurden stille Mutationen beobachtet, die nicht zum Aminosaure-
Austausch fuhrten (Tab. 3).

TP53-Mutation TP53-Mutation Codon- Aminosaure-

Fall-Nr (DNA) (FASAY- cDNA) Lokalisation Austausch Austausch TP53-Mutation
21 Nein Ja Cod 324 Ex9 GAT a TAT Asp a Tyr D324Y
22 Ja Ja Cod 232 Ex7 ATC a AGC lle a Ser 12328
23 Ja Ja Cod 249 Ex7 AGG a ATG Arg a Met R249M
23 Ja Ja Cod 295 Ex8 CCTaccc Pro a Pro
27 Ja Cod 176 Ex5 TGC aTGG CysaTrp C176W
43 Ja Cod 266 Ex8 GGA a GAA Gly a Glu G266E
44 Ja Ja Cod 266 Ex8 GGA a GAA Gly a Glu G266E
45 Nein Ja Cod 125 Ex5 21bp deletion
46 Ja Ja Cod 179 Ex5 CAT a CGT His a Arg H179R
47 Ja Cod 248 Ex7 CGG a TGG Arg a Trp R248W
48 Nein Ja Cod 189 Ex6 1bp deletion
49 Ja Cod 173 Ex5 GTG aATG Val & Met V173M
50 Ja Ja Cod 282 Ex8 CGG a TGG Arg a Trp R282W
51 Ja Ja Cod 205 Ex6 TATAaTGT Tyr a Cys Y205C
52 Nein Ja Cod 222 Ex6 CCGacCCA Pro a Pro
52 Nein Ja Cod 344 Ex10 CTG a CGG Leu a Arg L344R
53 Nein Ja Cod 159 Ex5 GCC aGTC Ala a Val A159V
54 Ja Cod 181 Ex5 CGC aCAC Arg a His R181H
55 Nein Ja Cod 159 Ex5 GCCaGTC Ala a Val A159V

Tabelle 3: Ubersicht (iber Mutationen von TP53 in den mittels direkter Sequenzanalyse und FASAY untersuchten

DLBCL.
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Die mit 89,5% (17/19) am haufigsten mutierte Region war die DNA-Bindungsdomane (Exon
5 bis 8), wahrend in nur 10,5% (2/19) DNA-Abschnitte auRerhalb Exon 5 bis 8 von

Mutationen betroffen waren (Tab. 3).

4.1.5. Heterozygoter TP53-Inaktivierungsstatus

Von 20 der 55 DLBCL mit einer Mutation des TP53-Gens, konnte eine gleichzeitige TP53-
Deletion in 13/20 Fallen nachgewiesen werden, was eine biallelische Inaktivierung von
TP53 (-/-) in diesen Fallen nahe legte (24%; 13/55) (Abb. 8). Sieben der 20 TP53-mutierten
Falle wiesen keine gleichzeitige Deletion des TP53-Gens auf. Darlberhinaus zeigten 15
DLBCL eine monoallelische TP53-Deletion ohne Mutation des verbleibenden Allels, was auf
eine heterozygote TP53-Inaktivierung (+/-) in diesen 22/55 Fallen (40%) hindeutete (Abb. 8).
In 20/55 DLBCL (36%) war weder eine Deletion von Chromosom 17p, noch eine TP53-
Mutation nachweisbar (TP53+/+) (Abb.8).

Das Auftreten einer del(17p) war mit der Mutation des TP53-Gens, sowie mit der
Uberexpression des p53-Proteins assoziiert (p=0.009 und p=0.010, Fisher’s Exakt Test).
Eine Alteration des TP53-Status war nicht auf GCB- oder ABC-DLBCL beschrankt (p=1.000,

Fisher’s Exakt Test), sondern lag in beiden Subtypen gleichermassen verteilt vor.

| om
Ziatl 36% del(17p13.1) | 17p13.1 normal | n gesamt
22 TP53WT |15 20 35
40% TP53 MUT |13 7 20
ngesamt |28 27 55

Abbildung 8: TP53-Inaktivierungsstatus in 55 analysierten DLBCL. Wildtyp (WT)-TP53 (TP53+/+) in 20/55 Fallen
(36%) (grau). Monoallelische TP53-Inaktivierung (TP53+/-) in 22/55 Fallen (40%) (grun). In 15/22 DLBCL trat
eine monoallelische Deletion, in 7/22 eine monoallelische Mutation auf. Eine homozygote Inaktivierung von TP53
lag (TP53-/-) in 13/55 Fallen vor (24%) (blau).

4.1.6. Korrelation von p53-Expression und Mutation des TP53-Gens

Eine Uberexpression von p53-Protein wurde in 22/55 DLBCL (40%) nachgewiesen, wahrend
die Ubrigen 33 Falle (60%) kein positives immunhistochemisches Farbemuster aufwiesen
(Tab. 1, Anhang).

Von 22 DLBCL mit einer p53-Uberexpression, konnte in 16 Fallen (73%) eine TP53-Mutation
detektiert werden, wahrend 6 der 22 Falle (27%) trotz p53-Uberexpression keine Mutation
des TP53-Gens aufwiesen. Daruber hinaus wurde in 4/33 DLBCL (12%) ohne positive
Farbung von p53-Protein eine TP53-Mutation nachgewiesen (Tab. 1, Anhang). Die aberrante
Expression von p53-Protein war signifikant mit einer Mutation des TP53-Gens assoziiert
(p=0.0001, Fisher’s Exakt Test).

41



Ergebnisse

4.1.7. ,Single Nucleotide Polymorphism 309“ (SNP309) des MDM2-Promoters

Eine mogliche Erklarung flr das Auftreten einer TP53-Mutation ohne gleichzeitige
Uberexpression von p53-Protein in den oben genannten 4/33 DLBCL (12%), liefert
mdglicherweise der kirzlich entdeckte SNP309: Es konnte gezeigt werden, dass der
Nucleotid-Austausch von T - G an Position 309 des MDM2-Promoters (SNP309) zu einer
erhdhten Affinitat des Transkriptionsfaktors SP1 zu MDM2 und somit zu einer verstarkten
Expression sowohl auf RNA- als auch auf Proteinebene fiihrt '®. Eine erhdhte MDM2-
Proteinexpression kénnte die Degradierung von p53-Protein zur Folge haben.

In keinem der vier untersuchten DLBCL konnte mittels direkter Sequenzanalyse der MDM2-
Promoterregion ein homozygoter SNP309 (G/G) nachgewiesen werden. Stattdessen zeigten
drei Falle das Auftreten eines heterozygoten SNP309 (T/G), wahrend ein Fall die Wildtyp-
Sequenz des MDM2-Promoters (T/T) aufwies.

Zur Untersuchung eines moglichen Effekts des heterozygoten SNP309 auf Proteinebene
wurden immunhistochemische Farbungen von MDM2-Protein durchgefihrt. In keinem der
Falle konnte eine im Vergleich zu normalem lymphoiden Gewebe erhohte MDM2-Expression
detektiert werden (Tab. 4). Wahrend in Lymphknoten mit reaktiver Lymphadenitis
durchschnittlich 12% der Keimzentrumszellen positiv gefarbt waren (vgl. Tab. 7), wurde eine
positive Farbung von MDM2-Protein in den hier untersuchten vier DLBCL in 0,6 bis 5% der
Zellen detektiert (Tab. 4).

Fall-Nr. SNP309 MDM2 IHC [%]
24 T/G -
25 T/G 0,6
53 T/G <5
25 T/T <1

Tabelle 4: Auftreten verschiedener SNP309-Genotypen im Vergleich zu immunhistochemischen Farbungen von
MDM2-Protein in % der Zellen (MDM2 IHC %). Wildtypsequenz ohne Nucleotidaustausch an Position 309 (T/T);
heterozygoter SNP309 mit einem T > G Austausch in nur einem Allel (T/G).

4.1.8. Funktionalitat des Transkriptionsfaktors p53 in DLBCL mit monoallelisch
inaktiviertem TP53 (+/-)

Da in insgesamt 22 DLBCL eine monoallelische TP53-Inaktivierung (+/-) vorlag, wurde die

Expression der p53-Zielgene p21 und MDMZ2 untersucht, um Aussagen Uber die

Funktionalitat des verbliebenen Allels zu treffen. Vier typische p53-Expressionsmuster, die

mit der Expression von p21 und MDM2 assoziiert sind wurden in der Literatur beschrieben "2

(Tab. 5).
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p53- p21- MDM2-

Expression |[Expression |Expression |TP53-/p53- Status

p53- p21- MDM2- TP53 Wildtyp

p53- p21+ MDM2- p53-unabhangige Induktion von p21
p53+ p21- MDM2- TP53 mutiert

p53+ p21+ MDM2+ TP53 Wildtyp

Tabelle 5: Ubersicht (iber die verschiedenen p53-Phénotypen in Abhangigkeit von p21- und MDM2-Expression.

Insgesamt 5/7 DLBCL mit monoallelischer TP53-Mutation zeigten eine aberrante Expression
des p53-Proteins (Fall-Nr. 21, 22, 23, 26 und 27) (Tab. 6), wohingegen in 2/7 Fallen (Fall-Nr.
24 und 25) (Tab. 6) keine erhdhte p53-Expression nachzuweisen war.

Wahrend im Lymphknoten mit reaktiver Lymphadenitis durchschnittlich 12% der
Keimzentrumszellen eine positive MDM2-Farbung zeigen (vgl. Abb.10A; Tab. 7), wurde ein
positives Farbemuster von p21 in durchschnittlich 1-5% der Keimzentrumslymphozyten
detektiert (Abb. 9A und B).

Vo B N RS G| T ™ Cn PPEFR YV d a7 Lt T (o i XL
Abbildung 9: Immunhistochemische Farbung von p21 im Lymphknoten mit reaktiver Lymphadenitis. Im Original
100-fache VergréRerung (A); im Original 400-fache VergréRerung (B). Uberexpression von p21-Protein u.a. in
Fall-Nr. 31 (C) (im Original 200-fache VergréRerung).

Eine niedrige Expression von p21- und MDM2-Protein, in Zusammenhang mit einer p53-
Uberexpression, konnte in 4/5 Fallen nachgewiesen werden (Fall-Nr. 21, 22, 23 und 27)
(Tab. 6), was auf den Funktionsverlust von p53 hindeutet (vgl. Tab. 5). In einem von zwei
DLBCL mit fehlender p53-Uberexpression (Fall-Nr. 25) (Tab. 6) konnte weder eine positive
Farbung von p21 noch von MDM2 nachgewiesen werden, was auf ein funktionales Wildtyp-
Allel hinweist (vgl. Tab. 5). Ein Fall (Nr. 24) wurde nicht immunhistochemisch untersucht
wurde (Tab. 6).

Somit konnte in 4/7 DLBCL mit monoallelischer TP53-Mutation ein méglicher Funktionalitats-
verlust des zweiten Allels nachgewiesen werden, der moglicherweise mit einer dominant-

negativen Mutation des TP53-Gens assoziiert ist (Tab. 6).
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Von 15 DLBCL mit monoallelischer TP53-Deletion konnten 13 Falle hinsichtlich einer
Expression von p53, p21 und MDM2 untersucht werden (Tab. 6). Ein p53-/p21-/MDM2-
Phanotyp, der auf ein verbliebenes Wildtyp-Allel hindeutete (vgl. Tab. 5), konnte in 7/13
DLBLC nachgewiesen werden (Fall-Nr. 28, 30, 34, 35, 36 und 37) (Tab. 6), wahrend ein
p53-/p21+/MDM2- Expressionsmuster, das eine p53-unabhangige Induktion von p21 nahe
legte (vgl. Tab. 5), in 2/13 Fallen detektiert wurde (Fall-Nr. 31 und 33) (Abb. 9C und Tab. 6).
Eine Uberexpression von p53-Protein konnte in 4/13 DLBCL gezeigt werden, die alle durch
einen p53+/p21-/MDM2- Phanotyp charakterisiert waren (Fall-Nr. 38, 39, 41 und 42) (Tab. 6),
was auf eine TP53-Mutation hindeutete. Keiner dieser Falle wies jedoch eine Mutation des
TP53-Gens auf (Tab. 6).

Die Erhaltung der Funktionalitdt des verbliebenen Allels konnte somit in 9/13 DLBCL mit
monoallelischer TP53-Deletion vermutet werden. In 4/13 Fallen deutete die erhdhte

Expression von p53-Protein auf eine Stabilisierung des Proteins unabhangig von einer TP53-

Mutation hin.
TP53- Dominant-
Fall-Nr. Inaktivierung p53 IHC [%] p21 IHC [%] MDM2 IHC [%] |negative Mutation
24 TP53+/- mut 10 - - -
25 TP53+/- mut 10 0,6 0 nein
21 TP53+/- mut 20 3 2,5 ja
22 TP53+/- mut 75 0,5 0 ja
26 TP53+/- mut 80 - - -
23 TP53+/- mut 90 2 10 ja
27 TP53+/- mut 100 0 0 ja
28 TP53+/- del 0 15 <5 -
29 TP53+/- del 0 - - -
30 TP53+/- del 5 5 7,5 -
31 TP53+/- del 10 20 5 -
32 TP53+/- del 10 5 2,5 -
33 TP53+/- del 10 30 7,5 -
34 TP53+/- del 10 5 7,5 -
35 TP53+/- del 10 4 10 -
36 TP53+/- del 10 1,2 2,5 -
37 TP53+/- del 10 10 <5 -
38 TP53+/- del 20 5 12,5 -
39 TP53+/- del 20 30 10 -
40 TP53+/- del 30 - - -
41 TP53+/- del 30 6 15 -
42 TP53+/- del 30 2 15 -

Tabelle 6: Funktionsanalyse des verbliebenen TP53-Allels in DLBCL mit heterozygoter Inaktivierung des TP53-
Gens (del: Deletion; mut: Mutation) mittels immunhistochemischer Untersuchung (IHC) des p53/p21/MDM2-
Phanotyps.
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4.1.9. Untersuchung von p53-Regulatoren auf Proteinebene

Da eine von Mutation oder Deletion unabhangige Inaktivierung durch posttranslationale
Modifikationen des p53-Proteins nicht ausgeschlossen werden konnte, wurden verschiedene
p53-Regulatoren mittels immunhistochemischer Farbungen untersucht.

Fir die Fragestellung einer alternativen p53-Inaktivierung waren insbesondere die 22 DLBCL
mit heterozygoter TP53-Inaktivierung von Bedeutung (vgl. Abb. 8). Paraffinmaterial flr
immunhistochemische Farbungen war in 17 dieser 22 TP53+/- Falle vorhanden. Daruber
hinaus wurden 9 Falle aus der TP53+/+ und 9 DLBCL aus der TP53-/- Gruppe untersucht.
Zur Analyse der p53-Regulatoren MDM2, YY1 und CHK2 wurden die Antikérper zunachst an
finf Lymphknoten mit reaktiver Lymphadenitis getestet (Abb. 10).

Abbildung 10: Immunhistochemische Farbungen von MDM2 (A), YY1 (B) und CHK2 (C) in Lymphknoten mit
reaktiver Lymphadenitis (im Original 200-fache VergroRerung). Alle Antikdrper zeigen ein nukleares Farbemuster.

Zum Vergleich der Proteinexpression von Normal- und Tumorgewebe, erfolgte die Ermittlung
eines Cut off-Wertes fiir die Uberexpression eines Negativregulators (MDM2, YY1), bzw. fir
die verminderte Expression eines Positivregulators (CHK2). Bei allen Antikdrpern wurde eine
nukledre Farbung der Zellen beobachtet, die in Lymphozyten des Keimzentrums
nachgewiesen werden konnte. Bei immunhistochemischen Farbungen mit MDM2 waren
durchschnittlich 12% der Keimzentrumszellen deutlich nuklear gefarbt (Abb. 10A und Tab.
7).

MDM2 [%] YY1 [%] CHK2 [%]
reaktiver Lymphknoten 12,0 91,0 87,0
Cut off 12,0+ 2,58 91,0 £ 8,94 87,0 £ 4,08

Tabelle 7: Ubersicht (iber die Proteinexpression ([%]: positiv-gefarbte Zellen in %) der untersuchten p53-
Regulatoren MDM2, YY1 und CHK2 im reaktiven nicht-tumordsen Lymphknoten (oben). Aus dem Mittelwert +
dreifacher Standardabweichung wurde ein Cut off-Wert fiir die Uberexpression bzw. fiir die reduzierte Expression

ermittelt.
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Auch die Farbungen von Kontrollgewebe mit YY1 wiesen eine homogene Expression des
Proteins in den funf Lymphknotenpraparaten auf: Durchschnittlich 91% der
Keimzentrumszellen zeigten eine positive nukledre Farbung (Abb. 10B und Tab. 7). Bei
immunhistochemischen Farbungen mit CHK2 konnte in durchschnittich 87% der

Keimzentrumszellen ein positives Farbemuster detektiert werden (Abb. 10C und Tab. 7).

Wahrend in den normalen Lymphknotenpraparaten durchschnittlich 12% der Keim-
zentrumszellen eine positive nukleare MDM2-Farbung zeigten, konnte in den DLBCL mit
unterschiedlichem TP53-Status eine verminderte Expression von MDM2 nachgewiesen
werden (Abb. 11 und 14) (TP53+/+: 5.3%; TP53+/-: 6.9%; TP53-/-: 5.9%; Tab. 8), die sich
signifikant von der MDM2-Expression im Normalgewebe unterschied (p=0.001, p=0.040,
p=0.005; t-Test; Tab. 8). Innerhalb der einzelnen TP53-Inaktivierungsgruppen (TP53+/+,
TP53+/- und TP53-/-) konnten keine signifikanten Veranderungen in der Expression von
MDM2 nachgewiesen werden (p=0.658; ANOVA; Tab. 8). Es konnte kein Unterschied der
MDM2-Expression zwischen ABC- und GCB-DLBCL gezeigt werden (p=0.147; ANOVA,
Tab. 8).

Abbildung 11: Reprasentative immunhistochemische MDM2-Farbung an Fall-Nr. 30 (A), Fall-Nr. 14 (B) und Fall-

Nr. 20 (C), die als Gewebestanzen auf einem Gewebe-Mikroarray vorlagen (im Original 100-fache Vergréerung).

Eine positive nukledare YY1-Expression wurde durchschnittich in  91% der
Keimzentrumszellen von Lymphknoten mit reaktiver Lymphadenitis gesehen, die sich nicht
signifikant von der Expression im Tumormaterial unterschied (Abb. 12 und 14) (p=0.576,
p=0.902, p=0.252; t-Test; Tab. 8).

Auch innerhalb der TP53-Gruppen war die Expression von YY1-Protein mit 83,8 bis 91,2%
der Keimzentrumszellen annahernd konstant (p=0.115; ANOVA; Tab. 8). Ein Unterschied der
YY1-Expression war in ABC- und GCB-DLBCL nicht vorhanden (p=0.662; ANOVA; Tab. 8).
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Abbildung 12: Reprasentative immunhistochemische YY1-Farbung an Fall-Nr. 30 (A), Fall-Nr. 14 (B) und Fall-Nr.
20 (C) (im Original 100-fache VergroRerung).

Eine im Vergleich zum Normalgewebe reduzierte Protein-Expression wurde beim TP53-
Positivregulator CHK2 verzeichnet. Wahrend in Lymphknoten mit reaktiver Lymphadenitis
durchschnittlich 87% der Keimzentrumslymphozyten eine positive CHK2-Farbung zeigten,
war die Expression in allen DLBCL mit unterschiedlichem TP53-Status mit 66.1% in TP53+/+
DLBCL, mit 62.6% in TP53+/- DLBCL und mit 71,7% in TP53-/- DLBCL signifikant verringert
(Abb. 13 und 14) (p=0.018, p=0.004 und p=0.032; t-Test; Tab. 8).

Abbildung 13: Reprasentative immunhistochemische CHK2-Farbungen von DLBCL-Gewebestanzen in 100-
facher VergroRerung (im Original): Fall-Nr. 30 (A), Fall-Nr. 14 (B) und Fall-Nr. 20 (C).

Ein signifikanter Unterschied der Proteinkonzentration zwischen den unterschiedlichen
TP53-Gruppen konnte nicht nachgewiesen werden (p=0.324; ANOVA; Tab. 8). Auch in ABC-
und GCB-DLBCL wurde kein signifikanter Unterschied der CHK2-Proteinexpression
nachgewiesen (p=0.708; ANOVA; Tab. 8).
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Abbildung 14: Ubersicht iiber die mittels Immunhistochemie getesteten TP53-Regulatoren MDM2, YY1 und CHK2
im Vergleich zum Normalgewebe (hellgrau) (Lymphknoten mit reaktiver Lymphadenitis: LK) und zwischen den
unterschiedlichen TP53-Gruppen TP53+/+ (dunkelgrau), TP53+/- (griin) und TP53-/- (blau).

Protein Expressionim

Lyrmphknoten
| | TPS3++DLBCL
| | TP53+-DLBCL
P TPS3-/-DLBLC

Expression in % Zellen Expression LK versus Tumor (t-Test) ANOVA ANOVA

Antikdrper LK TP53+/+ | TP53+/- | TP53-/- TP53+/+ TP53+/- TP53-/- | TP53-Status | ABC : GCB
MDM2 11.7 5.3 6.9 5.9 0.001* 0.040* 0.005* 0.658 0.147
YY1 91.0 89.4 91.2 83.8 0.576 0.902 0.252 0.115 0.662
CHK2 86.7 66.1 62.6 71.7 0.018* 0.004* 0.032* 0.324 0.708

Tabelle 8: Der Expressionsunterschied zwischen Normal- und Tumorgewebe wurde mittels t-Test fir jede TP53-
Gruppe durchgefiihrt (Lymphknoten ,LK* zu TP53+/+, TP53+/- oder TP53-/-). Der Vergleich der Expression
zwischen den einzelnen TP53-Gruppen erfolgte mittels ANOVA. Signifikante Werte sind mit * gekennzeichnet.
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4.2. FISH-Analyse von Chromosom 17p in diffusen groRzelligen B-Zell Lymphomen

Neben Alternativmechanismen zur posttranslationalen Inaktivierung von p53-Protein wurde
in der vorliegenden Arbeit untersucht, ob weitere Tumorsuppressor-Kandidaten von einer
del(17p) betroffen waren. Insbesondere das Auftreten von zytogenetischen 17p-Deletionen
ohne den gleichzeitigen Verlust des TP53-Lokus in sechs DLBCL deuteten auf das

Vorhandensein einer TP53-unabhangigen Deletion in Chromosom 17p hin.

Analog Abbildung 15 erfolgte die Untersuchung von 18/20 DLBCL mit Wildtyp TP53-
Status (+/+), sowie von 5/7 Fallen mit monoallelischer TP53-Mutation (+/-), um eine moégliche
minimal deletierte Region, unabhangig von einer TP53-Deletion, zu detektieren. Wahrend
16/18 DLBCL mit Wildtyp-TP53 (+/+) keine zytogenetischen Aberrationen von Chromosom
17p aufwiesen, konnte in 2/18 TP53-Wildtyp Fallen eine zytogenetische del(17p), ohne

gleichzeitige Deletion des TP53-Lokus nachgewiesen werden.

Untersuchungsmaterial
TP53-/-
13 ——— TP53+/+ TP53+/+
; 20 \ 18/20
TP53-unabhéngige Deletion?
(Minimal deletierte Region)
TP53+/- mut/ TP53+/- mut
7 5/7
TP53+/- del Kodeletion von TP53 und weiteren TP53+/- del
7175 Tumorsuppressorkandidaten? 15115

Abbildung 15: Fallauswahl zur detaillierten Untersuchung von Chromosom 17p in DLBCL mit monoallelischer

TP53-Inaktivierung (del: Deletion, mut: Mutation).

Von funf DLBCL mit monoallelischer TP53-Mutation (+/-), konnte eine zytogenetische
del(17p) ohne Verlust des TP53-Gens in drei Fallen gezeigt werden.

Das Auftreten einer mdglichen Kodeletion von TP53 und weiteren Tumorsuppressor-
Kandidaten in Chromosom 17p wurde in 15 DLBCL mit monoallelischer TP53-Deletion
untersucht (Abb. 15).

Fluoreszenz in situ Hybridisierungen von Chromosom 17p13.1 (TP53) bis 17p13.3 (Telomer)
mit lokusspezifischen ,Bacterial Artificial Chromosome® (BAC) und ,Phage 1 Aritifical
Chromosome* (PAC) Sonden, sollten Aufschluss tber den moglichen Verlust eines weiteren

TSG in dieser Region geben.
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Die zu untersuchende Region wies eine GrofRe von 8 MB auf, die zunachst durch acht sich
nicht-tberlappende BAC-/PAC-Klone analysiert werden sollte, die im Abstand von 0.5 bis
1.5 MB auf die Gesamtlange verteilt lagen (Abb. 16).

<— Centromer (17cen) Telomer

| 17p13.1 | 17p13.2 17p13.3

L L L L L _ - I

RP11-199F11 RP11-333E1 RP11-314A20 RP11-167N20 RP11-64J4 RP11-74E22 RP11-433M14  RP11-1029F210
7Mb 6Mb 5Mb 4Mb 3Mb 2Mb 1Mb

TP53 MNT/ROX HIC-1 DPH2L1/YWHAE TUSC5

OVCA2

Abbildung 16: Ubersicht ber die Verteilung fiir Chromosom 17p spezifischer BAC-/PAC-Klone, die fiir die

Hybridisierung verwendet wurden. Dargestellt sind auch potentielle TSG, die in dieser Region lokalisiert sind.

4.2.1. Verifizierung und Spezifitdt der BAC- und PAC-Klone

Alle verwendeten BAC-/PAC-Klone wurden zunachst mittels sogenannter ,Sequence Tagged
Sites” (STS), also kurzen klonspezifischen Sequenzen, validiert. Hierzu wurden spezifische
STS-Primer mit genomischer BAC-/PAC-DNA versetzt und in einer PCR amplifiziert (STS-
PCR).

Mit einem Hindlll-Restriktionsverdau konnte fir jeden Klon ein spezifisches
Restriktionsmuster erstellt werden.

Um zu untersuchen ob die aus den BAC-/PAC-Klonen hergestellten Sonden spezifisch an
Chromosom 17p hybridisieren, wurden Testhybridisierungen an Metaphasen-Praparationen
durchgefuhrt. Mittels Dual-Color-FISH konnten mit Digoxigenin oder Biotin indirekt markierte
Sonden getestet werden, die mit entsprechenden, an Antikdrper gekoppelten,

Fluoreszenzfarbstoffen amplifiziert wurden (Abb. 17).

RP11-314A20 17p13.2 RP11-1029F21 17p13.3 RP11-199F11 17p13.1

Abbildung 17: Test der mit Digoxigenin- (grin) bzw. Biotin- (rot) markierten Sonden mittels Dual-Color-FISH an

Metaphasen-Praparaten (A, B) sowie an Interphasen-Kernen von Normalgewebe (C).
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4.2.2. Deletionsstatus von Chromosom 17p in DLBCL ohne TP53-Deletion

a) Analyse von DLBCL mit Wildtyp-TP53 (+/+)

Normale Signalverteilungen konnten in 9 von 18 TP53+/+ Falle detektiert werden (Abb. 18A),
wohingegen in weiteren neun Fallen einzelne Klone monoallelische Deletionen zeigten, die
alle telomerwarts zu TP53 (RP11-199F11), in der Ubergangsregion von 17p13.2 und
17p13.3 lokalisiert waren (Abb. 18B,C und Tab. 1, Anhang). Wahrend lediglich in je einem
Fall eine Deletion von Klon RP11-74E22, RP11-64J4 oder RP11-1029F21, nachzuweisen
war, konnte in 8 von 18 DLBCL die Deletion eines Allels des Klons RP11-433M14 in 17p13.3
detektiert werden (Abb. 18 und Tab. 1, Anhang).

Fall 20

TP53-Status TP53+/+ | TP53+/+ | TP53+/+ | TP53+/+ TP53+/+ TP53+/+ TP53+/+ | TP53+/+ | TP53+/+

Fall-Nr. 20 19 4 8 7 5 11 17 14
RP11-1029F21
RP11-433M14
RP11-74E22
RP11-64J4
RP11-167N20

RP11-314A20

RP11-333E1

RP11-199F 11

Abbildung 18: Dual-Color-FISH mit den BAC-Klonen RP11-199F11 fir TP53 (griin) und RP11-433M14 (rot) in
den untersuchten DLBCL. Weder eine Deletion von TP53 noch von RP11-433M14 konnte u.a. in Fall 2
nachgewiesen werden (A). Eine monoallelische Deletion von RP11-433M14 mit normalem TP53-Status wiesen
u.a. Fall 20 (B) und Fall 4 (C) auf. Insgesamt wurde ein Verlust von RP11-433M14 (grau) in acht TP53+/+ DLBCL

nachgewiesen (unten) (weif3: normale Signalverteilung).

Von der RP11-433M14-Deletion waren jeweils 13-27% der Zellen betroffen, wahrend eine
Deletion von RP11-64J4 in 20% und eine Deletion von RP11-74E22 in 30% der Zellen
vorlag. Der ermittelte Cut off-Wert fir eine Deletion lag fir RP11-433M14 bei 10.77%, fur
RP11-64J4 bei 12.57% und fir RP11-74E22 bei 8.08% (Tab. 4, Anhang).
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b) Analyse von DLBCL mit monoallelischer TP53-Mutation (+/- mut)

In drei der funf durch monoallelische TP53-Mutationen gekennzeichneten Falle konnte der
Verlust eines Allels von RP11-433M14 in 20-23% der Zellen nachgewiesen werden (Fall-Nr.
25, 27 und 24; Abb. 12). Zwei DLBCL zeigten eine normale Signalverteilung (Fall-Nr. 22 und
21; Abb. 19; Tab. 1, Anhang).

TP53 Status TP53+/- | TP53+/- | TP53+/- | TP53+/- | TP53+/-
mut mut mut mut mut
Fall-Nr. 25 27 24 22 21

RP11-1029F21
RP11-433M14

RP11-74E22

RP11-64J4

RP11-167N20
RP11-314A20 Fall 27
RP11-333E1
RP11-199F 11

Abbildung 19: Ubersicht tber die Deletion der untersuchten Klone in fiinf TP53+/- DLBCL mit durch Mutation
(mut) monoallelisch inaktiviertem TP53 (weil’: keine Deletion; grau: Deletion) (links). Dual-Color-FISH mit den
BAC-Klonen RP11-199F11 (TP53) (grin) und RP11-433M14 (rot) ermdglichte den Nachweis einer TP53-
unabhangigen Deletion von RP11-433M14 u.a. in Fall Nr. 27 (rechts).

Anhand dieser Analysen konnte auf eine mégliche ,Hot-Spot“-Deletionsregion in 23 nicht
TP53-deletierten DLBCL ruckgeschlossen werden, die in 11 von 23 Fallen (47,8%) die

monoallelische Deletion von RP11-433M14 einschloss.

4.2.3. Selektion von BAC-/PAC-Klonen fiir die chromosomalen Regionen 17p13.2 und
17p13.3

Ausgehend von diesen Ergebnissen konnten nun einzelne Regionen in Chromosom 17p
detaillierter untersucht werden. Die mit 47,8% der untersuchten Falle (11/23) relativ haufige
monoallelische Deletion von RP11-433M14 in DLBCL ohne TP53-Deletion, aber auch der
Verlust der Klone RP11-64J4 und RP11-74E22 in einzelnen TP53+/+ Fallen gaben Anlass,
insbesondere die chromosomalen Banden 17p13.2 und 17p13.3 ausflhrlicher zu
analysieren.

Zunachst wurden BAC-/PAC-Klone ausgewahlt, die jeweils die benachbarten Regionen von
RP11-433M14 (17p13.3), RP11-74E22 (17p13.3) und RP11-64J4 (17p13.2), lickenlos
abdeckten, wobei die Enden eines Klons mit den Anfangssequenzen des benachbarten
Klons Uberlappten, sodass eine sogenannte ,Contig-Region“ (engl: contiguous =

zusammenhangend) entstand, wie in Abbildung 20 dargestellt ist.
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<— Centromer (17cen) relomer
17p13.2 —
/4
CTD-230905
/4
/4 —
RP1-154506 CTD2513A7 RP11-4F24
/4
—/ -
RP11-208J12  CTD-3060P21 CTD-2545H1
RP11-147K160 'S8 CTD-2231E3
— i CT8-11023 RP11-433M14
—/ ] — —// . — I

RP11-314A20  RP11-167N20 RP11-64J4 RP11-74E22

RP11-667K14

RP11-818024 RP11-1029F21

5Mb 4Mb 3Mb

MNT/ROX HIC-1

2Mb 1Mb

DPH2L1/ YWHAE TUSC5

OVCA2

Abbildung 20: Ubersicht iiber die Contig-Region aus sich (iberlappenden BAC-/PAC-Klonen im Bereich von ca.
1 MB bis 4 MB in den Chromosomenbanden 17p13.2 und 17p13.3, die ausgehend von der Deletionsfrequenz von
RP11-64J4, RP11-74E22 und RP11-433M14 (rot markiert) erstellt wurde.

Die Contig-Region aus funf BAC-Klonen um RP11-433M14 umfasste ca. 1 MB, wahrend
insgesamt 10 sich Uberlappende Klone den ca. 1.5 MB grofien Bereich zwischen RP11-
74E22 und RP11-167N20 (mit dem dazwischen liegenden RP11-64J4) abdeckten (Abb. 20).

4.2.4. Minimal deletierte Region (MDR) in DLBCL ohne TP53-Deletion

Von acht DLBCL mit TP53+/+ Status und Deletion von RP11-433M14 (Fall-Nr. 4, 5, 7, 8, 11,
17, 19 und 20; vgl. Abb. 18) lag von den Fallen Nr. 7 und 19 kein Untersuchungsmaterial
mehr vor. Zusammen mit den drei durch TP53-Mutation und RP11-433M14-Deletion
charakterisierten TP53+/- DLBCL (Fall-Nr. 24, 25 und 27; vgl. Abb. 19) wurden somit neun
DLBCL ohne TP53-Deletion mit dem BAC-/PAC-Contig hybridisiert.

Zusatzlich zum Verlust von RP11-433M14 konnte die monoallelische Deletion des BAC-
Klons RP11-667K14 in 9/9 analysierten Fallen nachgewiesen werden (Abb. 21 und 22).

Fall 24 Fall 25

Abbildung 21: TP53 (RP11-199F11)-unabhangige monoallelische Deletion von RP11-667K14 (rot) u. a. in den
Fallen Nr. 24 (A), 25 (B), und 5 (C).
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Far RP11-667K14 wurde ein Cut off-Wert von 11.77% ermittelt (Tab. 4, Anhang). Ein Verlust
des BAC-Klons konnte in 23% bis 31% der Zellen nachgewiesen werden.

Ein monoallelischer Verlust des an RP11-667K14 angrenzenden Klons CTD-2545H1 zeigte
sich in acht der neun Falle in jeweils 19-29% der Zellen (Abb. 22). Der Cut off-Wert fir eine
Deletion lag bei 11.77% (Tab. 4, Anhang).

Der telomerwarts zu CTD-2545H1 gelegene Klon RP11-4F24 zeigte in 7/9 DLBCL die
Deletion eines Allels. In allen sieben Fallen waren jeweils zwischen 24% und 35% der Zellen
vom Verlust des Klons betroffen (Cut off-Wert: 13.11%; Tab. 4, Anhang) (Abb. 22).

Fall-Nr. 8 1 17 20 25 27 4 5 24
— RP5-1029F21
TP53
RP11-818024
17p13— || cTD-2231E3
17p12— | 5'_; RP11-433M14 T
RP11-4F24 :
O D
17p11.2— CTD-2545H1
5 RP11-667K14
17p11.4—
RP11-74E22

CTB-11023
17at1-2— CTD-3060P21
17q12| CTD-2513A7

CTD-230905 S

RP11-64J4 -
RP11-147K16
RP11-208J12
RP11-54506
RP11-167N20
RP11-314A20
RP11-333E1
RP11-199F11 (TP53)

17q21—

17q22

17q2

17q2

17q2

Abbildung 22: Ubersicht {iber den Deletionsstatus der untersuchten Klone fiir die Chromosomenbanden 17p13.2
und 17p13.3 in den nicht TP53-deletierten DLBCL (grau: deletiert; weil: normale Signalverteilung). Die
Deletionen waren fast ausschlieBlich auf die Bande 17p13.3 beschrénkt. In 6/9 untersuchten DLBCL konnte eine
minimal deletierte Region von 0.8 MB nachgewiesen werden. Der monoallelische Verlust von RP11-667K14

konnte in allen neun Fallen gezeigt werden.

Mit diesen Ergebnissen war es mdglich, den Deletionsbereich weiter einzugrenzen. Der
Groliteil der Deletionen betraf die Bande 17p13.3 mit den lokusspezifischen Klonen RP11-
667K14, CTD-2545H1, RP11-4F24 und RP11-433M14 (Abb. 22).

Zu den in der ersten Hybridisierung auffalligen Deletionen von RP11-74E22 und RP11-64J4
(vgl. Abb. 18), wurde im chromosomalen Bereich 17p13.2 die monoallelische Deletion von
CTD-230905 verzeichnet, die in einem Fall auftrat (Nr. 24) und in 18% der Zellen
nachweisbar war (Abb. 22).
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Aus Abbildung 22 wird ersichtlich, dass ein minimal deletierter Bereich von etwa 0.8 MB
charakterisiert werden konnte, der die Region zwischen den BAC-Klonen RP11-667K14 und
RP11-433M14 umfasste. Innerhalb dieser Deletionsregion befinden sich drei Gene, deren
tumorsuppressive Rolle bereits beschrieben worden war: HIC1, OVCA1 und OVCA2
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/).

Wahrend RP11-667K14 sowohl HIC1 (,Hypermethylated in cancer 1), als auch den Lokus
von OVCA1 und OVCA2 (,Ovarian cancer-associated gene 1 / 2%) abdeckte, Uberspannte
der weiter telomerwarts gelegene Klon CTD-2545H1 lediglich Exon 1 von OVCA1. Weder
von der Deletion des Klons RP11-4F24, noch vom Verlust von RP11-433M14 waren bislang

beschriebene Tumorsuppressor-Kandidaten betroffen.

4.2.5. Deletionsstatus von Chromosom 17p in DLBCL mit TP53-Deletion

Die Untersuchung von 15 DLBCL mit TP53+/- Status, die durch eine monoallelische TP53-
Deletion charakterisiert waren, sollte Aufschluss Uber den Deletionsstatus von RP11-
667K14, bei gleichzeitigem Verlust von TP53, geben.

Wie bereits mittels zytogenetischer Analysen ermittelt werden konnte, war in den Fallen mit
monoallelischer TP53-Deletion meist der gesamte kurze Arm von Chromosom 17p betroffen.
Mittels FISH-Analyse konnte der vollstandige 17p-Verlust in 6/15 DLBCL bestatigt werden. In
4/15 Fallen war der telomergelegene Klon RP11-1029F21 von der Deletion nicht betroffen,
wahrend 5/15 DLBCL Deletionen aufwiesen, die sowohl RP11-1029F21 und RP11-433M14
ausschlossen (Abb. 23).

TP53 Status TP53+/- | TP53+/- | TP53+/- | TP53+/- | TP53+/-
del del del del del
Fall-Nr. 32 35 38 37 30
RP11-1029F21
RP11-433M14
RP11-667K14
RP11-74E22
RP11-64J4

RP11-167N20
RP11-314A20
RP11-333E1

RP11-199F 11

Fall 39

Abbildung 23: Kodeletion von TP53 (RP11-199F11) und RP11-667K14 u.a. in Fall-Nr. 39 (links) und in finf
DLBCL ohne monoallelischen Verlust von RP11-433M14 (rechts) (grau: Deletion; weill: normale

Signalverteilung).

Obwohl bei 5/15 DLBCL kein Verlust des BAC-Klons RP11-433M14 nachgewiesen werden
konnte (Abb. 23 und Tab. 1, Anhang), wurde in allen 15 Fallen, zusatzlich zur TP53-Deletion,
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ein monoallelischer Verlust von RP11-667K14 detektiert (Abb. 23 und Tab. 1, Anhang). In

allen Fallen waren zwischen 21% und 39% der Zellen von der monoallelischen RP11-

667K14-Deletion betroffen.

Zusammenfassend wurden insgesamt 38 DLBCL hinsichtlich des 17p-Deletionsstatus
untersucht (vgl. Abb. 15). In 24 der 38 untersuchten TP53+/+ und TP53+/- DLBCL (63,2%)
wurde eine monoallelische Deletion von RP11-667K14 in der Bande 17p13.3 nachgewiesen.
Dabei konnten zwei Gruppen unterschieden werden, die entweder eine minimal deletierte
Region ohne TP53-Deletion zeigten (9/38, 23,7%; Abb. 24), oder durch den Verlust des
nahezu vollstdndigen Chromosoms 17p gekennzeichnet waren, bei dem in jedem Fall,
zusatzlich zur TP53-Deletion, die Deletion von RP11-667K14 involviert war (15/38, 39,5%;

Abb. 24).

20
Nom. Chr17p

| ] del(RP11-433M14)

P col(RP11-667K14)

Arzahl der Falle

TP53++ TP53+/- TP53+- TP53-/-

! ! ! !

Minimal deletierte Region von 0.8 MB  Kodeletion von TP53 und RP11-667K14

Abbildung 24: Minimal deletierte Region in TP53+/+ und TP53+/- DLBCL bei der in allen Fallen der BAC-Klon
RP11-667K14 betroffen war. In allen TP53+/- Fallen mit TP53-Deletion konnte ebenfalls der Verlust von RP11-

667K 14 nachgewiesen werden.

Eine Deletion von RP11-667K14 in Chromosom 17p13.3 ohne den Verlust des TP53-Lokus
war in 6/18 untersuchten TP53+/+ DLBCL, sowie in 3/5 analysierten Fallen mit
monoallelischer TP53-Mutation (+/-) zu finden (Abb. 24). In allen funf untersuchten DLBCL
mit einer zytogenetischen del(17p) ohne gleichzeitige Deletion des TP53-Lokus konnte die

minimal deletierte Region nachgewiesen werden (Tab. 1, Anhang)

56



Ergebnisse

Eine Kodeletion von TP53 und RP11-667K14 wurde in 15/15 DLBCL mit monoallelischer
TP53-Deletion (+/-) detektiert (Abb. 24 und Tab. 1, Anhang).

Die Deletion von RP11-667K14 wurde auch in 13/13 DLBCL mit biallelischer TP53-
Inaktivierung (TP53-/-) nachgewiesen (Abb. 24 und Tab. 1, Anhang).

Eine del(17p) war signifikant mit der Deletion von RP11-667K14 assoziiert (p=0.0001,
Fisher’s Exakt Test). Der Verlust von RP11-667K14 konnte sowohl in ABC- als auch in GCB-
DLBCL nachgewiesen werden (p=1.000, Fisher’s Exakt Test).

4.3. Detaillierte Analyse von HIC1 in diffusen groBzelligen B-Zell Lymphomen
Eine Inaktivierung von HIC1 wurde in der Literatur fir Leukamien und maligne Lmyphome

bereits beschrieben '"*'"®. Daher sollte zunachst dieses Gen ausfiihrlicher analysiert werden.

4.3.1. Validierung der HIC1-Deletion mittels quantitativer Real-time PCR (Q-PCR)

Zur Detektion genomischer Deletionen von HIC1 wurden die neun Falle mit minimal
deletierter Region auf Chromosom 17p13.3, ohne gleichzeitige TP53-Deletion, sowie die
beiden TP53+/+ Falle mit RP11-433M14-Verlust (Nr. 7 und 19) mittels Q-PCR analysiert (vgl.
Abb. 24 und Tab. 1, Anhang).

Der fur HIC1 ermittelte Cut off-Wert fur genomische Deletionen, in Bezug auf das
Referenzgen B2M lag bei 0.67 (HIC1/B2M), bezlglich des zweiten Referenzgens HBB
wurde ein Cut off-Wert von 0.65 ermittelt (HIC1/HBB).

Es erfolgte eine parallele Untersuchung von TP53, dessen Cut off-Wert fir Deletionen in
Bezug auf B2M bei 0.65 (TP53/B2M) und bezuglich HBB bei 0.71 (TP53/HBB) lag.

Als Negativkontrollen wurden drei Lymphknoten mit reaktiver Lymphadenitis mitgefihrt,
deren Ratio fur HIC1/B2M bei jeweils 0.72, 0.83 und 0.97 und fir HIC1/HBB bei jeweils 0.78,
0.92 und 0.86 lag. Fur TP53/B2M wurde jeweils eine Ratio von 0.88, 0.92 und 0.98, flr
TP53/HBB eine Ratio von jeweils 0.90, 0.90 und 0.89 ermittelt (Tab. 13, Anhang).

In 9/11 DLBCL mit Deletion von RP11-667K14 bzw. RP11-433M14, lag die Ratio von
HIC1/B2M zwischen 0.06 und 0.61 und somit deutlich unter dem Cut off-Wert von 0.67. In
2/11 Fallen (Nr. 7 und 27) wurde eine HIC1/B2M Ratio von 0.66 und 0.7 ermittelt (Abb. 25A
und Tab. 13, Anhang). Bei der Untersuchung von HIC1-Deletionen mit HBB als Referenzgen
wurden in 10/11 DLBCL Werte zwischen 0.07 und 0.64 gemessen, die unter dem Cut off-
Wert von 0.65 lagen. Ein Fall (Nr. 8) zeigte eine Ratio von 0.72 (Abb. 25B und Tab. 13,
Anhang).

Die Werte fur TP53/B2M und TP53/HBB lagen in 11/11 DLBCL zwischen 0.88 und 1.59, was
einen normalen, nicht-deletierten Status von TP53 nahelegte (Abb. 25 und Tab. 13, Anhang).
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Eine genomische Deletion von HIC1 ohne den Verlust des TP53-Gens konnte somit in allen
elf DLBCL nachgewiesen werden, die durch einen RP11-667K14- (bzw. durch RP11-
433M14) Verlust gekennzeichnet waren (Tab. 1, Anhang).
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Abildung 25: Quantitative Real-time PCR von DLBCL mit minimal deletierter Region in acht TP53+/+ Fallen (blau)
und in drei TP53+/- Fallen mit TP53-Mutation (rot). Eine simultane Deletion von HIC1 und TP53 konnte u.a. in
zwei Fallen (griin) nachgewiesen werden. In zwei durch TP53-Mutation inaktivierten DLBCL (orange), sowie in
DNA aus Lymphknoten mit reaktiver Lymphadenitis (LK) (grau) konnte weder eine HIC1- noch eine TP53-
Deletion nachgewiesen werden. Als Referenzgene wurden B2M (A) und HBB (B) verwendet.

Weder eine HIC1-Deletion noch eine TP53-Deletion konnten in zwei durch Mutation
monoallelisch inaktivierten DLBCL (Fall-Nr. 21 und 22) mit normalem RP11-667K14 und
normalem RP11-199F11-Status nachgewiesen werden. Die Ratio von HIC1/B2M und
HIC1/HBB lag in diesen Fallen jeweils zwischen 1.24 und 1.32. Fur TP53/B2M und
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TP53/HBB wurde eine Ratio zwischen jeweils 1.01 und 1.41 ermittelt (Abb. 25 und Tab. 13,
Anhang).

Zwei weitere Falle mit monoallelischer Deletion von TP53 bei gleichzeitiger Deletion von
RP11-667K14 (Fall-Nr. 36 und 41), dienten als Positivkontrollen. Die ermittelten Werte von
TP53 und HIC1, im Vergleich zu den Referenzgenen B2M und HBB, zeigten den eindeutigen
Verlust beider Gene auf DNA-Ebene (HIC1/B2M und HIC1/HBB: 0.41-0.68; TP53/B2M und
TPS53/HIC1: 0.25-0.39) (Abb. 25 und Tab. 13, Anhang).

4.3.2. Methylierungsstatus des HIC1-Promoters
Da eine Hypermethylierung des HIC1-Promoters fiir Leukamien und Lymphome bereits

beschrieben werden konnte 116

, wurde der Methylierungsstatus des HIC1 Exon 1A-
Promoters in 49/55 DLBCL untersucht.

Die Analyse des HIC1-Methylierungsstatus erfolgte mittels Bisulfit-Behandlung der Tumor-
DNA und anschlieRender methylierungsspezifischer PCR (MS-PCR), bei der durch den
Einsatz spezifischer Oligonukleotide methylierte von unmethylierter DNA unterschieden
werden kann. Es wurden Primer verwendet welche die 5’-untranslatierte Region (5°-UTR)
inklusive des Exon 1a Promoters des HIC1-Gens amplifizieren.

Die Bisulfit-behandelte DNA aus dem Blut gesunder Probanden, sowie aus Lymphknoten mit
reaktiver Lymphadenitis, wurde als Negativkontrolle, die konvertierte DNA von Raji-Zelllinien

(analog '"°

) als Positivkontrolle verwendet. Die Oligonukleotide fur die unmethylierte DNA
amplifizierten ein 118 bp-Produkt, wahrend die Primer flr die methylierte DNA ein 95 bp
grolles Produkt bildeten. Reprasentative Ergebnisse der MS-PCR-Kontrollen sind in
Abbildung 26 dargestellt. Wahrend die Negativkontrollen lediglich mit Oligonukleotiden fiir
unmethylierte DNA eine Amplifikation zeigten, wurde bei Verwendung der Raji-Zellen nur mit

methylierungsspezifischen Primern ein Produkt gebildet.

GroRen- LK Raiji-Zelllinie
marker UM M UM M

118 bp

100 b
P 95 bp

Abbildung 26: MS-PCR mit Negativ- und Positivkontrollen. Fir unmethylierte (UM) DNA spezifisches Produkt bei
118 bp (Lymphknoten mit reaktiver Lymphadenitis ,LK*). Fir methylierte (M) DNA spezifisches Produkt bei 95 bp
(Raji-Zellen).
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Wahrend bei den Kontrollen jeweils klar zwischen unmethyliertem und methyliertem Produkt
unterschieden werden konnte, zeigten die Tumorproben oftmals eine Produktbildung sowohl
mit methylierungsspezifischen Oligonukleotiden, als auch mit den Primern fur das
unmethylierte Produkt, was auf die Prasenz von Zellpopulationen mit unterschiedlichem
HIC1-Methylierungsstatus hindeutet (Abb. 27). Da weder in Lymphknoten mit reaktiver
Lymphadenitis, noch im peripheren Blut gesunder Probanden die Amplifkation eines
Produktes mit methylierungsspezifischen Oligonukleotiden nachweisbar war, wurde das
Vorhandensein eines methylierten Produktes, neben unmethylierter DNA, jedoch als

positiver Hinweis fir eine HIC1-Promotermethylierung gewertet.

LK Fall 19 Fall 20 Fall 4 Fall 5 Fall 8 Fall 17
UM M UM M UM M
118 bp
95 bp
Fall 3 Fall 35 Fall 33 Fall 37 Fall 38 RAJI

LK
UM M UM M UM M UM M

UM M UM M UM M
118 bp o
95 bp 95 bp

Abbildung 27: Reprasentative Ergebnisse der MS-PCR von DLBCL. Als Negativkontrollen wurde genomische
DNA von Lymphknoten mit reaktiver Lymphadenitis (LK), als Positivkontrolle Raji-DNA verwendet.

Eine HIC1-Promotermethylierung konnte in 30 von 49 DLBCL (61%) detektiert werden,
wahrend die restlichen 19 analysierten Falle (39%) keine Amplifikation mit

methylierungsspezifischen Primern zeigten (Abb. 27 und Tab. 1, Anhang).

4.3.3. HIC1-Inaktivierungsstatus

Mittels detaillierter FISH-Analyse von Chromosom 17p13.3 und Untersuchungen der HIC1-
Promotermethylierung konnte der HIC1-Status in 49/55 DLBCL ermittelt werden (Tab. 1,
Anhang).

Von 30 Féllen mit einer Hypermethylierung von HIC1 war in 27 DLBCL eine gleichzeitige
HIC1-Deletion nachweisbar, was auf eine biallelische Inaktivierung des HIC1-Gens
hindeutete (HIC1-/-) (Abb. 28). In drei Fallen war eine HIC1-Hypermethylierung nicht mit
einer Deletion von HIC1 assoziiert, was entweder eine heterozygote HIC1-Inaktivierung (+/-),
oder eine Inaktivierung beider HIC1-Allele durch Hypermethylierung nahe legte (Abb. 28).

In 19/49 DLBCL konnte keine epigenetische Veranderung durch Methylierung detektiert
werden. Eine monoallelische Deletion des HIC1-Gens wurde in 11/19 Falle nachgewiesen
(HIC1+/-), wahrend 8/19 DLBCL keine Deletion zeigten, was auf ein Wildtyp HIC1-Gen
hindeutete (Abb. 28).

60



Ergebnisse

HIC1 deletiert| HIC1 normal n gesamt
\” HIC1 UM 11 8 19
HIC1 M 27 3 30
n gesamt 38 11 49

Abbildung 28: HIC1-Inaktivierungsstatus in 49 DLBCL. Wildtyp (WT)-HIC1 (+/+) in 8/49 Fallen (16%) (grau).
Monoallelische HIC1-Inaktivierung (+/-) in 14/49 Fallen (29%) (griin). Homozygote Inaktivierung von HIC1 (-/-) in
27/49 Fallen (55%) (blau).

Eine Deletion von HIC1 war signifikant mit der Methylierung des Exon 1a-Promoters des
HIC1-Gens assoziiert (p=0.020, Fisher’s Exakt Test).

Eine Alteration des HIC1-Status war nicht auf GCB- oder ABC-DLBCL beschrankt, sondern
lag in beiden Subtypen gleich haufig vor (p=1.000, Fisher’s Exakt Test).

4.4. Korrelation des TP53- und HIC1-Status mit dem Uberleben

Um den Einfluss des TP53-Status auf das Uberleben der Patienten zu untersuchen, wurde
die mediane Uberlebenszeit mit der Inaktivierung von TP53 korreliert.

Mutationen des TP53-Gens waren nicht mit dem Uberleben assoziiert (p=0.1282) (Abb.
29A), wahrend TP53-Deletionen eine Tendenz zu einer verkirzten Uberlebenszeit zeigten
(p=0.0639) (Abb. 29B).

Wiahrend die mediane Uberlebenszeit von Patienten mit heterozygoter TP53-Inaktivierung,
im Vergleich zu Patienten mit Wildtyp-TP53, nicht kiirzer war (p=0.2807) (Abb. 29C), konnte
in DLBCL mit biallelischer Inaktivierung von TP53 eine, im Vergleich zu Patienten mit
Wildtyp-TP53, signifikant verkiirzte Uberlebenszeit nachgewiesen werden (p=0.0079) (Abb.
29D).

Median des Median des

10 A TP53Mutation n Uberlebens 1,0 B TP53Deletion n  Uberlebens
g 0 — TPS3nomal 28 36NMonate 084 | — TPS3nomal 19 46 Monate
g 0€l — TP53mutiet 11 12Monate 06 . — TP53deletiert 21 14 Monate
5 044 04

02 02 LI_

ocl p=0.1282 00 p=0.0639

0 5 100 150 200 0 5 100 150 200

Uberleben [Mbnate] Uberleben [Vbnate]

Abbildung 29: Fortsetzung siehe S. 62
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Abbildung 29: Uberlebensanalyse beziiglich TP53-Mutation (A), TP53-Deletion (B), monoallelischer Inaktivierung

von TP53 (C) und biallelischer TP53-Inaktivierung (D) der Tumoren. Eine signifikant verkirzte mediane

Uberlebenszeit konnte fiir Patienten mit biallelischer TP53-Inaktivierung (-/-), im Vergleich zu Patienten mit TP53-

Wildtyp (+/+) nachgewiesen werden (p=0.0079) (D).

Um den Einfluss des HIC1-Status auf das Uberleben der Patienten zu untersuchen, wurde

die mediane Uberlebenszeit der Patienten mit einer Inaktivierung von HIC1 korreliert.

Eine Hypermethylierung des HIC1-Promoters war nicht mit dem Uberleben assoziiert

(p=0.2310) (Abb. 30A), wohingegen eine HIC1-Deletion signifikant mit einer kirzeren
medianen Uberlebensdauer korreliert war (p=0.0132) (Abb. 30B).
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mediane Uberlebenszeit konnte in Patienten mit HIC1-Deletion, im Vergleich zu Patienten mit nicht-deletiertem

HIC1 nachgewiesen werden (p=0.0132) (B).

Die mediane Uberlebenszeit von Patienten mit heterozygotem HIC1 war, im Vergleich zu
Patienten mit Wildtyp-HIC1, nicht signifikant kirzer (p=0.2159) (Abb. 30C). Eine Tendenz zu
einer verkirzten Uberlebenszeit konnte in DLBCL mit biallelischer Inaktivierung von HIC1, im
Vergleich zu Patienten mit Wildtyp-HIC1, nachgewiesen werden (p=0.0651) (Abb. 30D).

Da kurzlich gezeigt werden konnte, dass HIC1 ein direktes Zielgen des Transkriptionsfaktors
p53 darstellt "7, wurde die gleichzeitige Inaktivierung von TP53 und HIC1 im Hinblick auf die
Uberlebenszeit von DLBCL-Patienten untersucht.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass von 17 DLBCL mit normalem TP53-
Status (+/+) in sieben Fallen (41%) auch ein normaler HIC1-Status (+/+) vorlag (Tab. 9),
wahrend in weiteren sieben DLBCL (41%) eine HIC1-Deletion und eine Methylierung des
HIC1-Promoters im zweiten Allel vorlag. In drei Fallen (18%) lag ein heterozygoter HIC1-
Status (+/-) vor (Tab. 9).

In 20 DLBCL mit heterozygotem TP53-Status (+/-) war ein Fall (5%) mit einem Wildtyp-
HIC1 (+/+) assoziiert, wahrend in sieben DLBCL (35%) ebenfalls eine heterozygote
Inaktivierung von HIC1 (+/-) vorlag. In 12/20 Fallen (60%) mit monoallelischem TP53-Status
konnte eine gleichzeitig auftretende Deletion und Promotermethylierung des HIC1-Gens (-/-)
nachgewiesen werden (Tab. 9).

Zwolf DLBCL mit biallelischer TP53-Inaktivierung (-/-) waren entweder durch heterozygote
Inaktivierung von HIC1 (+/-) (4/12, 33%) oder durch HIC1-Deletion und gleichzeitige
Methylierung des Exon 1a-Promoters (-/-) (8/12, 67%) charakterisiert. In keinem der TP53-/-

Falle lag ein normaler HIC1-Status vor (Tab. 9).

HIC1+/+ HIC1+/- HIC1-/- Gesamt
TP53+/+ 7 3 7 17
TP53+/- 1 7 12 20
TP53-/- 0 4 8 12
Gesamt 8 14 27 49

Tabelle 9: Ubersicht (iber die gleichzeitige Inaktivierung von TP53 und HIC1 in 49 DLBCL

Um den Einfluss einer gleichzeitigen Inaktivierung von TP53 und HIC1 auf das Uberleben
der Patienten zu untersuchen, wurde die mediane Uberlebenszeit der Patienten mit der
Inaktivierung von TP53 und HIC1 korreliert.

Die mediane Uberlebensdauer von Patienten mit heterozygot inaktiviertem TP53 (+/-) und
HIC1 (+/-) war im Vergleich zu Patienten mit Wildtyp-TP53 (+/+) und Wildtyp-HIC1 (+/+)
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schwach reduziert (p=0.1299) (Abb. 31A). Eine signifikant verkirzte Uberlebensdauer konnte
in Patienten mit gleichzeitiger biallelischer Inaktivierung von TP53 (-/-) und HIC1 (-/-), im
Vergleich zu Patienten mit Wildtyp-TP53 (+/+) und Wildtyp-HIC1 (+/+), nachgewiesen
werden (p=0.0048) (Abb. 31B).
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Abbildung 31: Uberlebensanalyse beziiglich gleichzeitiger monoallelischer Inaktivierung von TP53 und HIC1 (A)
und gleichzeitiger biallelischer TP53- und HIC1-Inaktivierung (B).

Die mediane Uberlebenszeit fir Patienten mit biallelischer TP53-Inaktivierung (TP53-/-), wie
auch bei Patienten mit gleichzeitiger homozygoter Inaktivierung von TP53 und HIC1
(TP53/HIC1-/-) betrug jeweils 5 Monate (Abb. 29D und Abb. 31B). Allerdings wurde flr
TP53-/- Patienten (n=8) eine durchschnittliche Uberlebenszeit von 26 Monaten ermittelt. Die
durchschnittliche Uberlebenszeit von Patienten mit gleichzeitiger Inaktivierung von TP53 und
HIC1 (n=4) betrug sechs Monate.

Trotz der geringen Fallzahl konnte somit eine signifikant reduzierte durchschnittliche
Uberlebenszeit in DLBCL-Patienten mit gleichzeitiger TP53- und HIC1-Inaktivierung

nachgewiesen werden.

64



Diskussion

5. Diskussion

Diffuse groRzellige B-Zell Lymphome (DLBCL), die mit ca. 30-40% die haufigste Entitat der
B-Zell Non-Hodgkin Lymphome (B-NHL) darstellen, sind insbesondere durch ihre
Heterogenitat hinsichtlich des klinischen Verlaufs und dem Ansprechen der Patienten auf
chemotherapeutische MaRnahmen charakterisiert '. Bisher kénnen lediglich zwei Drittel der
Patienten durch standardisierte Chemotherapie nach dem CHOP-Schema komplette
Remissionen erreichen und nur die Halfte der Patienten kann dauerhaft geheilt werden **.

Die Charakterisierung genomischer Aberrationen und die daraus resultierende ldentifizierung
prognostischer Marker kdnnten daher wesentlich zur Entwicklung individualisierter Therapien
und somit méglicherweise zu mehr Erfolg in der Behandlung dieser Erkrankung beitragen.

So ist bisher zwar bekannt, dass der kurze Arm von Chromosom 17 in malignen Lymphomen
einen haufigen Angriffspunkt genomischer Aberrationen darstellt ", allerdings blieb in
DLBCL bislang ungeklart ob TP53 in Chromosom 17p13.1 das alleinige Ziel dieser

Aberration ist, oder ob andere TSG von einer Deletion in 17p [del(17p)] betroffen sind.

5.1. Deletionen in Chromosom 17p sind nicht zwangsweise mit Mutationen des
TP53-Gens assoziiert

Eine del(17p) konnte in soliden Tumoren wie auch in hamatologischen Neoplasien mit einer
Mutation des TP53-Gens assoziiert werden, was zum vollstdndigen Verlust der p53-
Funktionalitat fiihrt 625''® Eine biallelische Inaktivierung des TSG durch beide Ereignisse
wurde bislang allerdings in nur wenigen Studien in malignen Lymphomen gezeigt ">'"°.
Bereits im Vorfeld der vorliegenden Arbeit wurden zytogenetische Untersuchungen
vorgenommen, die den Nachweis von Deletionen in 17p bei DLBCL ermdéglichten. Im
Hinblick auf das ,wo-hit“Model nach Knudson °°, erfolgten immunhistochemische
Farbungen von p53-Protein, die als Indikator fur Mutationen des TP53-Gens gelten 81

Eine Diskrepanz zwischen der Inaktivierung des ersten TP53-Allels durch Deletion ohne
gleichzeitige Uberexpression von p53-Protein wurde auch durch die detaillierte
Untersuchung des TP53-Mutationsstatus mittels Sequenzanalyse genomischer DNA und
FASAY bestatigt.

Obwohl mit der Kombination aus Zytogenetik und FISH eine del(17p) in 28 DLBCL
nachgewiesen werden konnte, wurde in nur 13 von 28 Fallen eine gleichzeitig auftretende

% auf eine

Mutation des TP53-Gens detektiert, was analog der ,two-hit“-Hypothese
biallelische TP53-Inaktivierung (TP53-/-) hindeutet. Aufgrund der ausfiihrlichen TP53-
Mutationsanalyse mittels Sequenzierung und FASAY konnte dabei ausgeschlossen werden,

dass Alterationen des TP53-Gens unentdeckt blieben.
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Somit war in 15 von 28 DLBCL lediglich eine durch Deletion verursachte monoallelische
Inaktivierung von TP53 nachweisbar. Darlber hinaus zeigten sieben Falle Mutationen des
TP53-Gens ohne gleichzeitig auftretende Deletion des verbliebenen Allels. Somit war in 40%
der Falle (22/55) lediglich die Inaktivierung eines TP53-Allels (TP53+/-) nachweisbar.

5.2. Sequenzanalyse genomischer DNA versus FASAY - Erhohte Frequenz der
TP53-Mutationsdetektion mittels FASAY

Mittels direkter Sequenzanalyse des TP53-Gens wurde der Mutationsstatus von 55 DLBCL

im Detail untersucht. Die zentrale DNA-Bindungsdoméane von TP53 gilt als haufiges Ziel flr

10,69,120

Punktmutationen in B-Zell Lymphomen . Dennoch konnte gezeigt werden, dass

Mutationen aufRerhalb dieser Region, insbesondere auch in Non-Hodgkin Lymphomen, nicht

uniiblich sind '

. Wahrend sich die meisten Studien zur Untersuchung des TP53-
Mutationsstatus auf die Analyse der zentralen TP53-Domane beschranken 0 wurde in der
hier vorliegenden Arbeit die vollstandige kodierende Sequenz des TP53-Gens von Exon 2
bis 11 untersucht. Eine TP53-Mutation konnte dabei in nur 11 von 22 p53-
Uberexprimierenden DLBCL nachgewiesen werden. Neben der direkten Sequenzanalyse
genomischer DNA wurde der TP53-Mutationsstatus darliber hinaus mittels FASAY
untersucht. FASAY basiert auf der Transformation von Hefezellen mit TP53 cDNA. Zellen,
die ein funktionales Protein exprimieren, kénnen von Hefezellen, die ein mutiertes p53-
Protein produzieren, aufgrund ihrer Farbe unterschieden werden. Die Untersuchung des
TP53-Mutationsstatus mittels FASAY gewinnt aufgrund der hohen Sensitivitat, insbesondere
auch in Tumoren mit einer limitierten Anzahl von Tumorzellen, immer mehr an Bedeutung.
Daruber hinaus ermdglicht diese Methode durch die Untersuchung einzelner Hefeklone die
Analyse beider TP53-Allele %' Mittels FASAY wurde eine um 50% erhdhte
Mutationsfrequenz nachgewiesen.

Die Diskrepanz zwischen beiden Methoden kann mehrere Grinde haben. So kann
beispielsweise die Sequenzanalyse genomischer DNA durch einen zu geringen Anteil an
Zellklonen mit TP53-Mutation limitiert sein, selbst wenn in allen untersuchten Fallen ein
Tumorzellgehalt von mindestens 50% ermittelt wurde. Bei der FASAY-Analyse hingegen
kénnen selbst einzelne Hefezellklone mit mutietem TP53 aufgrund ihres farblichen
Unterschieds in einem Umfeld von Klonen mit normalem TP53 detektiert werden.

Ein weiteres Problem der direkten Sequenzanalyse besteht darin, dass Wildtyp-Sequenzen
genomischer DNA im Vergleich zu mutiertem Material mittels PCR bevorzugt amplifiziert

werden 122123

. Beim FASAY hingegen wird mRNA als Ausgangsmaterial eingesetzt. Die
Tatsache dass mRNA in Tumorzellen in héheren Konzentrationen vorliegt als in normalen
Zellen, bietet daher einen weiteren Vorteil des FASAY gegenlUber der direkten

Sequenzanalyse genomischer DNA "%,
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Die hohe Sensitivitdt des FASAY wurde bereits mehrfach beschrieben. So konnte bei der
gleichzeitigen TP53-Mutationsdetektion mittels FASAY, immunhistochemischer Farbungen
von p53 Protein, SSCP (,Single stranded conformation polymorphism®) und der direkten
Sequenzanalyse genomischer DNA, die hdchste Detektionsfrequenz von TP53-Mutationen
mittels FASAY erzielt werden '2*"2°,

Ein weiterer Vorteil des FASAY insbesondere gegenlber der hochempfindlichen DHPLC-
basierten Methode (,denaturing high-performance liquid chromatography*) zur Detektion von
Mutationen besteht darin, dass mittels FASAY beim Auftreten von TP53-Mutationen sofortige

Aussagen (iber die Funktionalitit des Gens ermdglicht werden '%°.

5.3. Inaktivierung des verbliebenen TP53-Allels durch dominant-negative TP53-
Mutation ?

Obwohl eine Mutation des TP53-Gens in 20 DLBCL detektiert wurde, konnte in nur 13/20
Fallen eine biallelische TP53-Inaktivierung (TP53-/-) durch gleichzeitige Deletion des zweiten
Allels beobachtet werden. Das Auftreten von TP53-Mutationen ohne den Verlust des
verbliebenen Allels wurde in DLBCL bereits beschrieben >''°. Es wird vermutet, dass TP53-
Mutationen die in Zusammenhang mit einer TP53-Deletion auftreten auf rezessive Weise
agieren, wahrend das Auftreten einer monoallelischen TP53-Mutation mit einem dominant-
negativen Effekt assoziiert ist. Durch eine dominant-negative TP53-Mutation kann der
tetramere p53-Proteinkomplex eine Veradnderung seiner Konformation erfahren, was zur
verminderten DNA-Bindungskapazitat, sowie zur abnehmenden Induktion von p53-Zielgenen
fihren kann 2712

Die verringerte Expression von MDM2- und p21-Protein in Zusammenhang mit einer
Mutation des TP53-Gens konnte bereits beschrieben werden . Dabei wurde ein
p53+/p21-/IMDM2- Phanotyp charakterisiert, der einen Verlust der p53-Funktionalitdt nach
einer TP53-Mutation suggerierte. Die in der Studie von Villuendas et al, 1997 ", auftretenden
Mutationen betrafen jeweils nur ein Allel des TSG und waren mit der Uberexpression von
p53-Protein assoziiert. Eine méglicherweise vollstandige Inaktivierung der p53-Funktionalitat
konnte durch fehlende Proteinexpression der p53-Zielgene p21 und MDM2, bei gleichzeitig
erhdhter p53-Expression gezeigt werden. Andere Falle dieser Studie zeigten trotz TP53-
Mutation und Uberexpression von p53 eine schwache Expression der p53-Zielgene, was
Riickschliisse auf das Vorhandensein eines noch intakten zweiten Allels ermdglichte 2.

Auch in der hier vorliegenden Arbeit wurden immunhistochemische Untersuchungen von p21
und MDM2 an DLBCL mit monoallelischer Mutation des TP53-Gens durchgefiihrt. Da jedoch
p21- und MDM2-Protein unter physiologischen Bedingungen in nur 1 bis 12% der Zellen
exprimiert werden, ist die quantitative Auswertung einer reduzierten p21- und MDM2-

Proteinexpression im Tumorgewebe kaum moglich. Obwohl ein p53+/p21-/MDM2- &hnlicher
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Phanotyp in vier DLBCL mit monoallelischer TP53-Mutationen nachgewiesen werden
konnte, kénnen Uber die Auswirkungen eines dominant-negativen Effektes lediglich
Vermutungen angestellt werden. Auch in der Literatur wird dieser Effekt kontrovers diskutiert.
Wahrend in vitro Studien mit kultivierten Zellen den Nachweis erbrachten, dass Missense-
Mutationen des TP53-Gens zum Funktionsverlust des verbliebenen Wildtyp-Proteins
fiilhren "' konnte gezeigt werden, dass mutiertes p53 nicht zwangsweise die
Transaktivierung aller Targetgene inhibiert: so kann beispielsweise die Aktivierung von p21
induziert werden, nicht jedoch die des pro-apoptotischen Bax '"'32. Weitere Studien
wiederum konnten demonstrieren, dass mutiertes p53 nicht in der Lage ist die Funktion des

endogenen Wildtyp-Proteins zu supprimieren 3%,

5.4. Mutationen des TP53-Gens sind mit der aberranten Expression von p53-Protein
assoziiert

Obwohl das Auftreten von Punktmutationen in der DNA-Bindungsdomane des TP53-Gens in
den hier untersuchten DLBCL mit einer aberranten p53-Expression signifikant korreliert war,
gab es dennoch einige Félle, die trotz Uberexpression von p53-Protein keine TP53-Mutation
aufwiesen. Gleichermalien konnten Mutationen des TP53-Gens auch in DLBCL mit
negativem p53-Farbemuster detektiert werden.

Die immunhistochemische Farbung von p53-Protein ist zwar ein gangiges Verfahren, um
TP53-Mutationen in der Routinediagnostik zu evaluieren, dennoch konnte anhand mehrerer
Studien bereits gezeigt werden, dass die Uberexpression von p53-Protein nicht
zwangsweise mit einer Mutation des TP53-Gens assoziiert ist ">'?*'¥. Das Protein kann
vielmehr auch durch alternative Mechanismen stabilisiert werden 2*"3"'38 S0 wird Wildtyp
p53 z.B. unter physiologischen Bedingungen infolge von onkogenem Stress oder nach DNA-
Schéadigung phosphoryliert und bleibt hierdurch, auch ohne TP53-Mutation, in stabilisierter

Form 139,140

Darlber hinaus ist eine Vielzahl von Proteinen bekannt, die auf
posttranslationaler Ebene mit p53 interagieren um seine Funktionalitdt zu erhalten, was
ebenfalls unabhangig von der Mutation des TP53-Gens zu einer erhéhten p53-Konzentration
in der Zelle fiihrt **®2. Die Bindung von p53 an virale Proteine (z.B. SV40) resultiert zwar im
Verlust der p53-Funktionalitat, fihrt aber ebenfalls zu einer erhdohten Halbwertszeit des
Proteins '"®.

Demgegentiber kénnen falsch-negative Ergebnisse insbesondere in Zusammenhang mit
einem trunkierten p53-Protein auftreten, das aus verschiedenen TP53-Mutationen, wie z.B.
einem friihzeitigen Stop-Codon, einer Verschiebung des Leserahmens oder einer Alteration

3118 Eine solche Nonsense-Mutation konnte

der SpleiRsequenzen, hervorgehen kann
allerdings in keinem der hier untersuchten DLBLC gefunden werden, die trotz fehlender

Uberexpression des Proteins eine TP53-Mutation aufwiesen; vielmehr waren Deletionen in
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der TP53-Sequenz, die in zwei DLBCL auftraten, mit einer vermehrten Expression von p53
assoziiert.

Eine mogliche Erklarung fur das Auftreten von TP53-Mutationen trotz fehlender p53-
Uberexpression kénnte der kirzlich beschriebene ,Single Nucleotide Polymorphism* an
Position 309 des MDM2-Promoters (SNP309) liefern. Hierbei erfolgt ein Nukleotid-Austausch
von Thymin zu Guanin (T309G). Es konnte gezeigt werden, dass der SNP309 mit einer
erhohten Affinitdt des Transkriptionsfaktor Sp1 zu MDM2 assoziiert ist, der durch die
Aktivierung der MDM2-Transkription zur gesteigerten Expression von MDM2-RNA und -
Protein, und somit zur Degradierung von p53-Protein fiihrt '°. Auch mutiertes p53-Protein
kann durch MDM2 abgebaut werden, solange die zur MDM2-vermittelten Ubiquitinierung
essentiellen Aminosaure-Reste im C-terminalen Bereich des Proteins nicht von der Mutation
betroffen sind. Die Untersuchung des MDM2 SNP309 erfolgte in vier DLBCL, die trotz
fehlender p53-Expression eine Mutation des TP53-Gens aufwiesen, welche den zentralen
DNA-Abschnitt des Gens und nicht die C-terminale Region betrafen. Ein homozygoter
SNP309 (G/G) konnte jedoch in keinem der Falle detektiert werden. Dartber hinaus konnte
in keinem der Falle eine erh6hte MDM2-Proteinexpression detektiert werden, was darauf
hindeutet, dass zumindest in diesen Fallen der MDM2-Signalweg keine Auswirkungen auf
die Stabilitdt von p53-Protein hat. Auch in einer Studie mit Mantelzell-Lymphomen konnte der
bei Bond et al, 2004 ', beschriebene Effekt des SNP309 auf die MDM2 RNA-Expression
nicht bestatigt werden. Es wurde zwar gezeigt, dass eine erhdhte MDM2 RNA-Expression
mit dem Uberleben der Patienten, nicht aber mit dem Auftreten des SNP309, assoziiert

ist 141,

5.5. Inaktivierung von p53-Protein durch posttranslationale Modifikationen oder
Alternativmechanismen?
Neben dem MDM2-vermittelten Abbau von p53-Protein sind jedoch noch weitere
Mechanismen bekannt, die durch Ubiquitinierung, Deacetylierung, Neddylierung oder
Sumoylierung die Degradierung von p53-Protein induzieren vermdgen und somit zur
Verkiirzung der p53-Halbwertszeit fiihren **®2. Diese Mechanismen sind insbesondere auch
fir maligne Lymphome nicht auszuschlielen. Wahrend eine durch Deletion und/oder
Mutation verursachte TP53-Inaktivierung in etwa 50% aller humanen Neoplasien auftritt ", ist
die Frequenz dieser TP53-Alterationen in Lymphomen mit 15-25% niedriger '%®. Deshalb
wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit p53-Regulatoren auf Proteinebene
immunhistochemisch untersucht.
Der Nachweis einer veranderten Proteinexpression wurde durch die Verwendung von

Gewebe-Mikroarrays deutlich vereinfacht. So konnen Gewebestanzen von bis zu 1000
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unterschiedlichen Fallen in einen Paraffinblock eingebracht und unter gleichen Bedingungen
gefarbt werden "%

Einer der bekanntesten p53-Negativregulatoren ist die E3-Ubiquitinligase MDM2, deren
Proteinexpression bereits in Zusammenhang mit dem SNP309 in vier DLBCL untersucht
wurde. Eine Uberexpression von MDM2, sowohl auf RNA- als auch auf Proteinebene konnte
in DLBCL, sowie in Mantelzell-Lymphomen und extranodalen Marginalzonen-Lymphomen
bereits gezeigt werden 8 '4"3144 \Wahrend in frilheren Untersuchungen etwa 15-34% B-
NHL von einer Uberexpression des MDM2-Proteins betroffen waren, wurde in keinem der
hier untersuchten DLBCL eine erhéhte MDM2-Expression nachgewiesen. Stattdessen
konnte in allen Fallen eine signifikant reduzierte MDM2-Expression detektiert werden. Ein
solcher Effekt wurde fir maligne Lymphome bislang nicht beschrieben. Technische Griinde
bei der immunhistochemischen Farbung von MDM2 kénnen daher nicht ausgeschlossen
werden. So kann beispielsweise eine zu kurze Andauung des Tumorgewebes bei der
Antigenaufbereitung eine schwachere Bindung des Antikdrpers bewirken, selbst wenn der
Antikérper an Kontrollgewebe erfolgreich etabliert wurde. Es bleibt somit unklar, ob in dem
hier untersuchten DLBCL-Kollektiv ein durch MDM2 vermittelter Alternativmechanismus der
p53-Inaktivierung vorlag. Allerdings wird dies auch in der Literatur kontrovers diskutiert.
Wahrend gezeigt wurde, dass eine erhdéhte Exression von MDM2-Protein insbesondere in B-
NHL mit Wildtyp-TP53 auftrat ', konnten andere Autoren dies nicht bestatigen; vielmehr
wurde eine erhéhte MDM2-Expression auch in Fallen mit TP53-Alterationen nach-
gewiesen %,

Ein weiterer potentieller p53-Negativregulator, der im Rahmen der vorliegenden Arbeit
untersucht wurde, ist der Transkriptionsfaktor YY1. Es konnte gezeigt werden, dass eine
erhdhte YY1-Expression, durch verstarkte p53-Ubiquitinierung, sowie durch verminderte
Acetylierung von C-terminalen Lysinresten, zur Reduktion der zelluldren p53-Konzentration
fiuhrt %' Der Effekt der p53-Inhibierung ist einerseits auf eine YY1-vermittelte
Komplexierung von p53 und MDM2 zuriickzufiihren *®. Andererseits kann durch YY1 auch
der durch p300-vermittelten Acetylierung von C-terminalen Lysinresten des p53-Proteins
entgegengewirkt werden, die der Stabilisierung von p53 dient. An den nicht acetylierten
Resten kann dann die Ubiquitinierung durch MDM2 erfolgen . Eine erhdhte YY1-
Expression konnte bereits mit der akuten myeloischen Leukamie in Verbindung gebracht
werden 8. Dariiber hinaus wird vermutet, dass die Regulation von p53-Targetgenen durch
YY1 erfolgt, was das Potential dieses Transkriptionsfaktors in der Tumorprogression
verdeutlicht *®. Immunhistochemische Farbungen von YY1 wurden bislang jedoch weder in
malignen Lymphomen, noch im normalen lymphoiden Gewebe durchgefiihrt. In der
vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden dass die Expression von YY1 in Lymphknoten mit

reaktiver Lymphadenitis auf die B-Lymphozyten des Keimzentrums beschrankt ist und dass
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bereits durchschnittlich etwa 90% der normalen Keimzentrumszellen eine positive YY1-
Expression aufwiesen. Eine signifikant erhdhte YY1-Expression in Tumorzellen, die
mdglicherweise zur Inaktivierung von p53 flhrt, konnte in den hier untersuchten DLBCL
somit nicht nachgewiesen werden.

Neben der Uberexpression von p53-Negativregulatoren kann die Inaktivierung von
Positivregulatoren, wie z.B. CHK2, die Stabilitdt des Proteins beeinflussen. So erfolgt als
Antwort auf DNA-Schaden die Aktivierung von CHK2 durch die ATM-Kinase. Die durch
CHK2-vermittelte Phosphorylierung von Targetproteinen, wie z.B. p53, flhrt letztendlich zum

Zellzyklus-Arrest, um Zeit fir die DNA-Reparatur bereitzustellen '

. Es konnte gezeigt
werden, dass Alterationen von CHK2 in B-NHL eher selten sind. Allerdings wurde in einigen
Mantelzell-Lymphomen und DLBCL eine signifikant reduzierte Expression von CHK2-Protein
nachgewiesen, was mit einer erhéhten Anzahl chromosomaler Aberrationen assoziiert war.
Eine verringerte CHK2-Expression war dabei unabhangig vom TP53-Status ’. Auch in den
hier untersuchten DLBCL konnte eine signifikant reduzierte Expression von CHK2,
unabhangig von einer TP53-Inaktivierung in einigen DLBCL nachgewiesen werden.

Dennoch wird der Einfluss von CHK2 auf p53 kontrovers diskutiert. Wahrend in CHK2-
defizienten Mausen die fehlende Phosphorylierung von p53 durch CHK2, sowie die
abwesende Expression von p53-Targetgenen nachgewiesen wurde ', konnte in humanen
Tumorzellen gezeigt werden, dass selbst nach Inaktivierung von CHK2 ein p53-vermittelter
Signalweg stattfinden kann "84,

Neben den hier untersuchten p53-Regulatoren kdnnen weitere bislang weniger gut
untersuchte Negativregulatoren, wie z.B. MDM4, PIRH2, COP1 und SIRT1, an der
Degradierung von p53 in DLBCL beteiligt sein '°*'*°. Dass die Stabilitit von p53 durch einen
Verlust von weiteren Positivregulatoren, wie z.B. HAUSP und GSK3R, beeintrachtigt wird ist

ebenfalls nicht auszuschlieRen %'’

, auch wenn bislang keiner dieser Regulatoren in
Zusammenhang mit lymphatischen Neoplasien untersucht wurde.

Auch die Promoter-Hypermethylierung von TSG konnte mit einer verminderten Transkription,
sowie mit der Progression von Tumoren assoziiert werden '*®. Eine Hypermethylierung der
TP53-Promoterregion, sowie eine daraus resultierende verminderte TP53-Genexpression
konnte bislang in einigen Fallen akuter lymphoblastischer Leukdmien nachgewiesen
werden 9190,

Ein moglicher Effekt auf die Inaktivierung von p53, wird auch dem p53-Familienmitglied p73
zugeschrieben. P73 ist in der Bande 1p36 lokalisiert, einer Region die in humanen
Neoplasien haufig alteriert, und insbesondere in malignen NHL haufig deletiert ist '®'. Obwohl
p73 typische p53-Targetgene aktivieren und somit die Zellzyklus-Progression inhibieren
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kann ™, agiert es nicht wie ein klassisches ,Knudson-TSG". In vielen soliden Tumoren
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konnte stattdessen eine Uberexpression von p73 nachgewiesen werden , wahrend in
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lymphoiden Neoplasien sowohl eine erhéhte p73-Konzentration ', als auch die

Inaktivierung des Gens durch Deletion oder Hypermethylierung gezeigt werden konnte '®’.
Dieser Effekt scheint mit dem Vorkommen verschiedener p73-Isoformen assoziiert zu sein.
So konnte nachgewiesen werden, dass die Isoform TAp73 Zellzyklus-Arrest und Apoptose
initiilert, wahrend die Isoform ANp73 sowohl den durch TAp73- als auch durch p53-vermittelte
Mechanismen zur Inhibierung der Zellproliferation entgegenwirkt '°*'®®. Um einen solchen
Effekt auf die p53-Inaktivierung in DLBCL zu untersuchen, sind allerdings weitere Analysen

notwendig.

5.6. Inaktivierung des Tumorsuppressors HIC1 in DLBCL

Obwohl in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden konnte, dass eine del(17p) signifikant mit
der Mutation des verbleibenden TP53-Allels und auch mit der Uberexpression von p53-
Protein assoziiert war, wurde eine vollstandige Inaktivierung von TP53 durch Mutation und
Deletion in nur 24% der untersuchten DLBCL (13/55) nachgewiesen. Hingegen konnte,
neben monoallelischen Mutationen des TP53-Gens in 27% der Falle (15/55) auch das
Auftreten von monoallelischen TP53-Deletionen detektiert werden.

Deletionen eines TP53-Allels ohne gleichzeitige Mutation des zweiten Allels wurden in
DLBCL bereits beschrieben ">"'%%°_ Es ist naheliegend, dass bei genomischen Deletionen,
die den TP5&3-Lokus beinhalten, das TP53-Gen nicht das alleinige Ziel darstellt, sondern
dass moglicherweise weitere TSG in dieser Region von einer Deletion betroffen sind.
Daruber hinaus konnte in der vorliegenden Arbeit mittels konventioneller
Chromosomenbanderung in sechs Fallen eine del(17p) nachgewiesen werden, wahrend bei
der Hybridisierung mit TP53-lokusspezifischen Sonden in diesen Fallen kein Verlust des
Gens vorlag. Ahnliche Ergebnisse konnten in hdmatologischen Neoplasien bereits gezeigt
werden. So wurde in einigen Fallen akuter myeloischer Leukamien, akuter lymphoblastischer
Leukadmien, chronisch lymphatischer Leukamien, sowie in malignen Lymphomen das
Auftreten von 17p-Deletionen ohne den Verlust des TP53-Lokus beobachtet *.

Die detaillierte Analyse der chromosomalen Banden 17p13.1 (TP53) bis 17p13.3 (Telomer)
mittels sequenzspezifischer ,Bacterial Artificial Chromosome* (BAC) und ,Phage 1 Artificial
Chromosome*® (PAC) Sonden in den hier untersuchten DLBCL ermdglichte die Identifizierung
einer 0.8 MB umfassenden minimal deletierten Region (MDR) in Chromosom 17p13.3 in
20% der untersuchten DLBCL (11/55). Finf der sechs DLBCL mit del(17p) ohne den Verlust
des TP53-Gens waren von dieser interstitiellen Deletion distal des TP53-Lokus betroffen.

Der Nachweis einer Deletionsregion mit einer Gréke von 0.8 MB ist mittels
Chromosomenbanderung nicht moglich, da erst Alterationen von ca. 20 MB detektiert
werden kdénnen. Dennoch wurde in den sechs beschriebenen Fallen ein Verlust von 17p

mittels Zytogenetik beobachtet. Da in der vorliegenden Arbeit jedoch nur die Region von
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TP53 in 17p13.1 bis hin zum Telomer in 17p13.3 detailliert untersucht wurde, ist eine weitere
interstitielle Deletion der zentromernahen Banden 17p11 und 17p12 wahrscheinlich.

Die charakterisierte Deletionsregion in Chromosom 17p13.3 mit einer Grofke von ca. 0.8 MB
wurde von den vier BAC-Klonen RP11-433M14, RP11-4F24, CTD-2545H1 und RP11-
667K14 eingegrenzt. In dieser Region liegen drei Kandidatengene (OVCA1, OVCA2 und
HIC1), deren tumorsuppressive Rolle sowohl in soliden wie auch in hamatologischen
Neoplasien bereits beschrieben werden konnte ''%116.170-174,

OVCA1 (,Ovarian cancer-associated gene 1) und OVCAZ2 (,Ovarian cancer-associated gene
2“) konnten durch positionelle Klonierungen und LOH-Analysen erstmals 1996 beschrieben
werden . Beide Gene werden vom selben genetischen Lokus auf Chromosom 17p13.3,
unter Verwendung verschiedener Promotoren, exprimiert. Die kodierende Sequenz von
OVCA2 besteht aus zwei Exons, wobei ein Exon aus der 3’-untranslatierten Region des
OVCA1-Gens hervorgeht. Da OVCA1 und OVCA2 unterschiedliche Leserahmen verwenden,
teilen sich die beiden Gene keine proteinkodierenden Informationen '"°.

Es konnte gezeigt werden, dass die Uberexpression von OVCA1 in kultivierten
Ovarialkarzinomzellen mit einer Reduktion des Tumorzellwachstums assoziiert ist * und
dass der Verlust des OVCA1-Gens in knock-out-Mausen mit einer erhéhten Tumorgenese
korreliert '"®, was darauf hindeutet, dass OVCA1 sowohl in vitro als auch in vivo
tumorsuppressive Eigenschaften aufweist. Im Gegensatz zu OVCA1 konnte die
Uberexpression von OVCA2 in Ovarialkarzinomzellen nicht mit verminderter Zellproliferation
assoziiert werden '"®. Allerdings wurde gezeigt, dass OVCA2 Sequenzhomologien zu a,B-
Hydrolasen aufweist, die wiederum bei apoptotischen Vorgédngen beteiligt sind '"’.

In unmittelbarer Nachbarschaft zu OVCA1 und OVCAZ2 ist der Transkriptionsrepressor aus
der BTB/POZ-Familie HIC1 (,Hypermethylated in cancer 1) lokalisiert %% Die
Uberexpression von HIC1 ist mit einer reduzierten Wachstumsrate von Kultivierten
Tumorzellen assoziiert, wahrend die Inaktivierung von HIC1 in Mausen zum beschleunigten
Tumorwachstum fiihrt, was Rickschliisse auf eine moégliche Rolle als TSG in vitro und in
vivo ermdglicht %181

Wahrend ein tumorsuppressiver Effekt von OVCA1 bislang nur in Kkultivierten
Ovarialkarzinomzellen nachgewiesen wurde *¢'"*'% konnte eine mégliche Inaktivierung von
HIC1 auch in Leukdmien und malignen Non-Hodgkin Lymphomen des B-Zell-Typs bereits
gezeigt werden 4115116,

Der genetische Lokus von HIC1 auf Chromosom 17p13.3 ist von GC-reichen Sequenzen mit
dem Auftreten zahlreicher CpG-Dinukleotide gepragt. Die durch Hypermethylierung
verursachte Inaktivierung von HIC1 wurde sowohl in soliden Tumoren, wie auch in akuten

myeloischen Leuka@mien und malignen B-NHL vielfach nachgewiesen '">116170-174,
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Es war daher naheliegend, dass auch in den hier untersuchten DLBCL eine Inaktivierung
von HIC1 durch Deletion mit der Promotermethylierung des zweiten Allels assoziiert war,
was in kultivierten Zellen bereits gezeigt werden konnte %828 Mutationen des HIC1-Gens
wurden hingegen bislang nicht beschrieben.

Die Analyse der HIC1-Promotermethylierung erfolgte mittels Bisulfit-Behandlung
genomischer DNA und anschlieRender methylierungsspezifischer PCR (MS-PCR) ''°, die zur
qualitativen Untersuchung des Methylierungsstatus bereits vielfach Anwendung fand.
Aufgrund der hohen Sensitivitat dieser Methode kann selbst ein geringer Anteil von nur 0,1%
methylierter DNA in einer Umgebung von unmethylierter Probe noch detektiert werden 8.
Eine Hypermethylierung des HIC1 Exon 1A-Promoters konnte in 61% der Falle (30/49)
nachgewiesen werden, wahrend in Lymphknoten mit reaktiver Lymphadenitis keine HIC1-
Promotermethylierung auftrat. Eine 100%ige Methylierung des HIC1-Promoters, vergleichbar
mit der Positivkontrolle konnte in keinem der untersuchten DLBCL detektiert werden, was
das Vorhandensein normaler, nicht-neoplastischer Zellen im untersuchten Tumormaterial
nahe legte. Allerdings konnte bereits mittels FISH gezeigt werden, dass eine HIC1-Deletion
nicht in allen untersuchten Zellen auftrat, sondern nur jeweils 20-40% der Zellen betraf. Das
parallele Auftreten von methyliertem und unmethyliertem Promoterprodukt in Tumorproben
wurde auch in anderen Studien bei der Analyse von Primarmaterial Dbereits

beobachtet "1 172185

5.7. HIC1 als potentielles Tumorsuppressorgen in DLBCL

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass bei Deletionen von Chromosom 17p
der TP53-Lokus nicht das alleinige Ziel dieser Alteration darstellt. Vielmehr wurde
nachgewiesen, dass eine zusatzliche Inaktivierung des TSG HIC1 in der Bande 17p13.3
auftrat. Dass ein Verlust von HIC1 in DLBCL bislang unentdeckt blieb, liegt vermutlich an der
Methodenauswahl zur Untersuchung von 17p-Alterationen. So wurden in bisherigen Studien
in der Regel Deletionanalysen von Chromosom 17p und immunhistochemische Farbungen
von p53-Protein durchgefiihrt, um Aussagen Uber die Inaktivierung des TSG TP53 treffen zu
kénnen. Obwohl im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden konnte, dass eine p53-
Uberexpression signifikant mit der Mutation des TP53-Gens korreliert war, konnte der
vollstandige Inaktivierungsstatus von TP53 in 18% der untersuchten DLBCL (10/55) nur
durch zusatzliche Sequenzanalysen von TP53 dargelegt werden. Dabei traten TP53-
Mutationen entweder ohne gleichzeitige Uberexpression von p53-Protein auf (4/10), oder es
lag ein positives p53-Farbemuster ohne die Mutation des TP53-Gens vor (6/10).
Insbesondere in finf 17p-deletierten Fallen konnte eine Uberexpression von p53
nachgewiesen werden, wobei das Auftreten einer TP53-Mutation mittels Sequenzanalyse in

diesen Fallen nicht bestatigt wurde.
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Die detaillierte Untersuchung von 17p-deletierten Fallen, ohne Mutation des zweiten TP53-
Allels legt die Vermutung nahe, dass HIC1 zusatzlich zu TP53 ein relevantes Ziel der 17p-
Deletion darstellt. So konnte eine Deletion von Chromosom 17p in 34 DLBCL nachgewiesen
werden. Wahrend lediglich in 28 der 34 Falle der TP53-Lokus von der Alteration betroffen
war, lag in 33 der 34 17p-deletierten DLBCL eine HIC1-Deletion vor. Die Inaktivierung des
zweiten TP53-Allels durch Mutation konnte in 46% der Falle (13/28) gezeigt werden.
Demgegeniber wurde in 64% der HIC1-deletierten DLBCL (22/33) eine Hypermethylierung
des HIC1-Promoters nachgewiesen.

Ein weiteres Argument fiir eine tumorsuppressive Rolle des HIC1-Gens in DLBCL ist das
Auftreten einer vollstandigen, durch Deletion und Hypermethylierung verursachten, HIC1-
Inaktivierung auch in sieben Fallen, die einen Wildtyp TP53-Status aufwiesen.
Interessanterweise wurde beschrieben, dass HIC1 ein direktes Target von p53
darstellt *>'"'® ynd dass HIC1 in einer Feedback-Regulation zur Repression der SIRT1-
Deacetylase involviert ist. Dabei wurde gezeigt, dass die Inaktivierung von HIC1 zur
Uberexpression der SIRT1-Deacetylase filhrt, zu deren Substrat u.a. p53 zahlt. Die
Deacetylierung von p53 resultiert in unmittelbarer Ubiquitinierung und Degradierung des
Proteins. Somit ist die Aktivitat von HIC1 essentiell fiir die Stabilitat von p53 '®'. Die gestorte
Feedback-Regulation von HIC1 und SIRT1 bei einer vollstandigen HIC1-Inaktivierung kdnnte
eine mogliche Erklarung fur das Auftreten von TP53-Mutationen in vier DLBCL ohne
aberrante Expression des p53-Proteins darstellen. Somit wirde eine HIC1-Inaktivierung, die
in allen vier Fallen vorlag, in der Uberexpression der SIRT1-Deacetylase resultieren, die
moglicherweise die Degradierung von mutiertem p53-Protein zur Folge hat.

Ein moglicher synergetischer Effekt von TP53 und HIC1 konnte auch im Mausmodel bereits
beschrieben werden. Hierbei wurde gezeigt, dass in HIC1/TP53 doppelt heterozygoten
Mausen der Verlust von HIC1 in TP53-alterierten Mausen mit einer rascheren Tumorbildung
und mit einer erhdhten Aggressivitat der Tumoren assoziiert ist 2.

In der vorliegenden Arbeit konnte ein ahnlicher Effekt, hinsichtlich der Uberlebenszeit der
DLBCL Patienten beobachtet werden. Wahrend die durchschnittliche Uberlebenszeit von
Patienten mit biallelischer TP53-Inaktivierung 26 Monate betrug, war die durchschnittliche
Uberlebenszeit von Patienten mit gleichzeitiger TP53- und HIC1-Inaktivierung mit sechs
Monaten deutlich reduziert, auch wenn nur von wenigen Patienten klinische Daten verfiigbar
waren.

Die gleichzeitige Inaktivierung von HIC1 und TP53, wie sie im Rahmen der vorliegenden
Arbeit gezeigt werden konnte, sowie die deutlich verkiirzte Uberlebenszeit der Patienten mit
einem Verlust beider TSG, kénnte somit in DLBCL signifikante Auswirkungen auf die
Progression des Tumors haben. Im Hinblick auf zukinftige risikoadaptierte

Therapiestrategien ist eine zuverlassige Abschatzung der Aggressivitat des Lymphoms zum
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Diagnosezeitpunkt von grof3er Bedeutung. Ob HIC1 tatsachlich einen prognostischen Faktor
in der Pathogenese von DLBCL und moglicherweise auch in anderen Entitaten von B-NHL

darstellt, mussen weitere Studien mit groferen Fallzahlen klaren.

Obwohl in friiheren Studien gezeigt wurde, dass die Methylierung des Exon 1A-Promoters
mit einer verminderten HIC1-RNA und -Proteinexpression assoziiert war, muss
berlcksichtigt werden, dass weitere Promotoren in der 5’-untranslatierten Region die HIC1-
Genexpression beeinflussen kdnnen. In der vorliegenden Arbeit wurde lediglich der Exon 1a-
Promoter des HIC1-Gens analysiert; daher missen weitere Untersuchungen durchgefiihrt
werden, um die Auswirkungen der Exon 1A-Hypermethylierung auf die HIC1-Transkription

und die -Translation zu analysieren.

5.8. Ausblick

Die Analyse von epigenetischen Alterationen liefert nicht nur Erklarungen fir die deregulierte
Genexpression von TSG, sondern eroffnet auch neue Moglichkeiten in der Behandlung von
Tumorerkrankungen. So konnte beispielsweise gezeigt werden, dass die Hypermethylierung
des DNA-Reparaturgens O°MGMT in DLBCL-Patienten, die eine Cyclophosphamid-
basierende Chemotherapie erhielten, signifikant mit einer erhéhten Uberlebensdauer und
einem langeren progressionsfreien Krankheitsverlauf assoziiert war. Die Hypermethylierung
von OPMGMT fiihrt méglicherweise zu einer gesteigerten Sensitivitit der Lymphomzellen
gegenuber alkylierenden Agentien, da die durch Chemotherapie induzierten DNA-Schaden
durch die Inaktivierung von O°MGMT nicht wiederhergestellt werden 8.

Die Ursachen einer aberranten HIC1-Methylierung sind zwar noch weitestgehend ungeklart,
allerdings konnte eine erhohte Expression von DNA-Methyltransferasen allgemein mit
Leukamien in Verbindung gebracht werden . Insofern bietet die Veranderung des HIC1-
Methylierungsstatus die Mdglichkeit, neue Therapiestrategien zu entwickeln, um somit die
Funktion von HIC1 beispielsweise durch die Inhibierung von DNA-Methyltransferasen zu

reaktivieren.
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6. Zusammenfassung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde eine detaillierte Analyse des Chromosom 17p-

Status in DLBCL durchgefihrt, welches das TSG TP53 beinhaltet. Eine monoallelische

Deletion dieses Gens fand sich in 16% der Patienten (28/172), dariber hinaus lag in 3%

(6/172) der Patienten ein Verlust in Chromosom 17p ohne Alteration des TP53-Lokus vor.

Zur Untersuchung des zweiten TP53-Allels wurden an allen 28 Patienten mit sowie an 27

Patienten ohne TP53-Deletion Mutationsanalysen durchgefuhrt:

- Eine vollstandige Inaktivierung des TP53-Gens durch Deletion und Mutation konnte in 46%
der 17p-deletierten Falle (13/28) gezeigt werden.

- In 54% der 17p-deletierten DLBCL (15/28) lag lediglich eine monoallelische TP53-Deletion
ohne gleichzeitige Mutation des zweiten Allels vor.

- 26% der DLBCL mit nicht-deletiertem TP53 (7/27) zeigten eine monoallelische Mutation
des TP53-Gens.

Diese Ergebnisse deuteten auf weitere TSG in der chromosomalen Region 17p13 hin. Mit

der Durchflihrung einer detaillierten Deletionsanalyse von Chromosom 17p13.1 bis 17p13.3

wurden folgende Ergebnisse erzielt:

- In insgesamt 41% der DLBCL mit nicht-deletiertem TP53-Gen (11/27) konnte eine minimal
deletierte Region identifiziert werden, welche die chromosomale Bande 17p13.3
einschlielllich des genetischen Lokus des TSG HIC1 betraf.

- Eine Deletion von TP53 war in allen untersuchten Fallen mit einem subtotalen Verlust des
kurzen Armes von 17p einschlieBlich der 0.g. minimal deletierten Region verbunden.

Mehrere Hinweise deuten darauf hin, dass die Inaktivierung von HIC1 eine entscheidende

Rolle in der Pathogenese von DLBCL einnimmt:

- In 55% der untersuchten DLBCL (30/55) wurde eine Hypermethylierung des HIC1-
Promoters nachgewiesen.

- In 90% der HIC1-hypermethylierten DLBCL (27/30) lag zudem eine gleichzeitige Deletion
des HIC1-Lokus vor, was eine biallelische Inaktivierung des TSG, analog der ,two-hit*-
Hypothese nach Knudson, nahe legte.

- Eine vollstandige durch Hypermethylierung und Deletion verursachte HIC1-Inaktivierung
konnte auch in sieben Fallen mit Wildtyp TP53-Status gezeigt werden.

- Die Uberlebenszeit von Patienten mit einer gleichzeitigen HIC1- und TP53-Inaktivierung
war im Vergleich zu Patienten mit alleiniger Inaktivierung von TP53 deutlich verkurzt.

Es konnte somit gezeigt werden, dass in den untersuchten DLBCL, Uber die klinisch

bedeutsame und prognostisch relevante Inaktivierung von TP53 hinaus, ein weiteres TSG

unabhangig von oder in Kombination mit TP53 alteriert ist, und einen Einfluss auf die

Uberlebenszeit der Patienten hat.
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6. Summary

In the present study, a detailed deletion mapping of chromosome 17p, involving the TSG

TP53, was performed in DLBCL. A monoallelic deletion of TP53 was identified in 16%

DLBCL (28/172). The loss of the chromosomal arm 17p, without affecting the TP53-locus

has been shown in 3% DLBCL (6/172).

To investigate the status of the second TP53-allele, mutation analysis was performed in 28

patients with and in 27 patients without harbouring TP53-deletion:

- simultaneous mutation and deletion of TP53 was evident in 46% of 17p-deleted cases
(13/28), indicating a complete inactivation of TP53 gene

- a monoallelic deletion of TP53 without mutation of the remaining allele was identified in
54% of 17-deleted DLBCL (15/28)

- in 26% DLBCL with non-deleted TP53 (7/27) a monoallelic TP53-mutation was detected

These findings support for the notion that genomic deletions involving the TP53 locus may

not always target TP53 itself and raises the question whether other TSGs may be targeted

by deletions in this genomic region. Detailed deletion mapping of the region telomeric to

TP53 (17p13.1 to 17p13.3) resulted in the following results:

- a minimal deleted region in band 17p13.3, including the TSG HIC1 was delineated in 41%
DLBCL with non-deleted TP53-gene (11/27)

- a TP53-deletion was associated with a subtotal loss of chromosome 17p in all cases,
including the above mentioned minimal deleted region

According to these results, several line of evidence suggest a putative tumor suppressive

role for HIC1 in DLBCL:

- methylated products of HIC1-promoter were identified in 55% DLBCL (30/55)

- in 90% DLBCL (27/30) HIC1-hypermethylation was associated with deletion of the
remaining HIC1-allele, indicating complete inactivation of HIC1, in accordance to
Knudson's “two-hit’-hypothesis

- complete inactivation of of HIC1 by both hypermethylation and allelic loss was identified in
seven DLBCL with wildtype TP53 status.

- clinical survival data suggest that DLBCL patients with complete inactivation of both TP53
and HIC1 may have an even inferior clinical course than patients with complete
inactivation of TP53 alone

In addition to clinical and prognostic relevance of TP53-inactivation, it was elucidated that

another TSG in the chromosomal band 17p13.3 is alterated independent of or in association

with TP53 aberration, potentially influencing patients” survival.
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8. Anhang
Tabelle 1: Ubersicht iiber den TP53- und HIC1-Status in diffusen groRzelligen B-Zell Lymphomen
TP53
Kopienzahl | Kopienzahl | p53 Protein TP53 Mutation Kopienzahl HIC1- )
17p TP53 (in % Mutation (Sequenz- TP53 TP53 RP11- Kopienzahl Deletion HIC1 HIC1 Uberleben

Fall | (Zytogenetik) (FISH) Zellen) (FASAY) analyse) Mutation Status 433M14 HIC1 (FISH) gPCR Methylierung Status (Monate)
1 2 2 0 Nein Nein ++ n.a. 2 n.a. Nein ++ 162
2 2 2 0 Nein Nein +/+ 2 2 Nein Nein ++ 5
3 2 2 0 Nein Nein ++ 2 2 Nein Ja +/- 1
4 2 2 5 Nein Nein +/+ 1 1 Ja Ja -/- 126
5 2 2 10 Nein Nein ++ 1 1 Ja Ja -/-

6 2 2 10 Nein Nein ++ 2 2 n.a. Ja +/- 58
7 2 2 10 Nein Nein ++ 1 n.a. Ja Nein +/- 24
8 2 2 10 Nein +/+ 1 1 Ja Ja -/-

9 2 2 10 Nein Nein ++ 2 2 n.a. Nein ++ 76
10 2 2 10 Nein ++ 2 2 n.a. n.a. n.a. 32
11 2 2 10 Nein Nein +/+ 1 1 Ja Ja -/- 14
12 2 2 10 Nein +/+ 2 2 n.a. n.a. n.a. 90
13 2 2 15 Nein +/+ 2 2 n.a. Nein +/+ 91
14 2 2 0 Nein +/+ 2 2 n.a. Nein +/+ 51
15 2 2 0 Nein +/+ n.a. n.a. n.a. Nein +/+ 76
16 2 2 0 Nein Nein ++ 2 2 n.a. Nein ++ 40
17 2 2 10 Nein Nein +/+ 1 1 Ja Ja -/- 8
18 2 2 20 Nein +/+ 2 2 n.a. n.a. n.a. 20
19 1 2 15 Nein Nein ++ 1 n.a. Ja Ja -/-

20 1 2 0 Nein Nein ++ 1 1 Ja Ja -/-

21 2 2 20 Ja Nein D324Y +/- 2 2 Nein Ja +/- 85
22 2 2 75 Ja Ja 12328 +/- 2 2 Nein Nein +/+ 7
23 2 2 90 Ja Ja R249M +/- n.a. n.a. Ja Ja -/-

24 1 2 10 Ja Nein n.a. +/- 1 1 Ja Ja -/-

25 1 2 10 Ja Nein n.a. +/- 1 1 Ja Ja -/-

26 1 2 80 Ja Nein n.a. +/- n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. 3
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Kopienzahl | Kopienzahl | p53 Protein TP53 Mz'f;sti:(s)n Kopienzahl HIC1- }
17p TP53 (in % Mutation (Sequenz- TP53 TP53 RP11- Kopienzahl Deletion HIC1 HIC1 Uberleben

Fall | (Zytogenetik) (FISH) Zellen) (FASAY) analyse) Mutation Status 433M14 HIC1 (FISH) gPCR Methylierung Status (Monate)
27 1 2 100 Ja Ja C176W +/- 1 1 Ja Ja -/-
28 1 1 0 Nein Nein +/- 1 1 n.a. Ja -/- 113
29 1 1 0 Nein Nein +/- 1 1 n.a. Nein +/- 19
30 1 1 5 Nein Nein +/- 2 1 Ja Ja -/-
31 1 1 10 Nein +/- 1 1 n.a. n.a. n.a. 7
32 1 1 10 Nein +/- 2 1 n.a. Nein +/- 14
33 1 1 10 Nein Nein +/- 1 1 n.a. Ja -/- 1
34 1 1 10 Nein Nein +/- 1 1 n.a. Ja -/- 13
35 1 1 10 Nein +/- 2 1 Ja Ja -/- 121
36 1 1 10 Nein Nein +/- 1 1 Ja Ja -/-
37 1 1 10 Nein Nein +/- 2 1 Ja Nein +/- 1
38 1 1 20 Nein +/- 2 1 Ja Nein +/- 100
39 1 1 20 Nein Nein +/- 1 1 n.a. Ja -/- 52
40 1 1 30 Nein Nein +/- 1 1 n.a. Ja -/- 71
41 1 1 30 Nein Nein +/- 1 1 Ja Nein +/- 127
42 1 1 30 Nein +/- 1 1 n.a. Nein +/- 36
43 1 1 30 Ja G266E -/- 1 1 n.a. Ja -/- 5
44 1 1 40 Ja Ja G266E -/- 1 1 n.a. Ja -/-
45 1 1 50 Ja Nein del(125-131) -l 1 1 n.a. Ja -l 1
46 1 1 50 Ja Ja H179R -/- 1 1 n.a. Ja -/- 5
47 1 1 50 Ja R248W -/- 1 1 n.a. Nein +/- 5
48 1 1 60 Ja Nein del(189) -/- 1 1 n.a. Nein +/-
49 1 1 80 Ja V173M -/- 1 1 n.a. Ja -/- 12
50 1 1 80 Ja Ja R282W -/- 1 1 n.a. n.a. n.a. 19
51 1 1 80 Ja Ja Y205C -/- 1 1 n.a. Ja -/-
52 1 1 100 Ja Nein L344R -/- 1 1 n.a. Nein +/- 144
53 1 1 0 Ja Nein A159V -/- 1 1 n.a. Ja -/-
54 1 1 25 Ja R181H - 1 1 n.a. Nein +/- 13
55 1 1 0 Ja Nein A159V -/- 1 1 n.a. Ja -/-

Tab. 1: Ubersicht (iber den TP53- und HIC1-Status in DLBCL (Kopienzahl 2: normal, Kopienzahl 1: deletiert; n.a.: nicht analysiert).
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Tabelle 2:

Region NT-010718 (http://www.ncbi.nim.nih.gov/genome/clone)

Bezeichnung

Accesion-Nummer

Klon

Antibiotikum-Resistenz

RP5-1029F21 AC015853 PAC (human) |Kanamycin

RP11-818024 AC032044 BAC (human) |Chloramphenicol
CTD-2231E3 AC100748 BAC (human) |Chloramphenicol
RP11-433M14 AC068936 / AC126406 BAC (human) |Chloramphenicol
RP11-961A15 AC130343 BAC (human) |Chloramphenicol
RP11-4F24 AC007873 BAC (human) |Chloramphenicol
CTD-2545H1 AC099684 BAC (human) |Chloramphenicol
RP11-667K14 AC090617 BAC (human) |Chloramphenicol
RP4-76505 AL137038 PAC (human) |Kanamycin

RP11-431C14 AQ555034 / AQ555037  |IBAC (human) |Chloramphenicol
RP11-35707 AZ254624 | AZ254625 BAC (human) |Chloramphenicol
RP11-74E22 AC005696 BAC (human) |Chloramphenicol
CTB-11023 AC002316 BAC (human) |Chloramphenicol
CTD-3060P21 AC015921 BAC (human) |Chloramphenicol
CTD-2513A7 AC097370 BAC (human) |Chloramphenicol
CTD-230905 AC090282 BAC (human) |Chloramphenicol
RP11-64J4 AC087498 BAC (human) |Chloramphenicol
RP11-147K14 AC025125 BAC (human) |Chloramphenicol
RP11-208J12 AQ419404 /| AZ519259 BAC (human) |Chloramphenicol
RP11-54506 AZ254609 / AZ254610 BAC (human) |Chloramphenicol
RP11-167N20 AC005940 BAC (human) |Chloramphenicol
RP11-314A20 AC091153 BAC (human) |Chloramphenicol
RP11-333E1 AC087500 BAC (human) |Chloramphenicol
RP11-199F 11 AC087388 BAC (human) |Chloramphenicol
RP11-1030A12 AC007732 PAC (human) |Kanamycin

RP11-1030014 AC007421 PAC (human) |Kanamycin

Ubersicht iiber BAC- und PAC-Klone aus der Chromosom 17p-Contig-
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Tabelle 3:

Ubersicht iiber die STS (,,Short Tagged Sequence*) Oligonukleotide zur
Verifizierung der BAC- und PAC-Klone mittels STS-PCR

Bezeichnung

STS-Primer For

STS-Primer Rev

RP5-1029F21

TTTATTTTAACATCTCATATTGCCC

ACTTTCCAATTGTGTTTCAAAGA

RP11-818024 TGATGCAAGCATCTAAGAGAGA AGTCCCTCCCCAAACCAC
CTD-2231E3 CCTGTGGAAAACCGATGG CTTCACGGGGGTGGAAC
RP11-433M14 CCTTCAGGAGCGGAATGAACT ACCGCTGGAAGTAGGCCAG

RP11-961A15

GGTCTGGCTGTGGAAGGATGTGT

TCATGGATGGGGAAACTGAGACT

RP11-4F24 ATATTCTTTGGTTGTGAATCCTA AATCTTCGGGTTTATAATGAGTT
CTD-2545H1 GCGCTCTCCGCGTTCTTCCAG CTGGAGGGCGCAGCGTTCC
RP11-667K14 AGCTCGGTGGCTACTACTTCC CTTATCAGTTGGGTTTTCAGCC
RP4-76505 ACCCTTCTTTCCCAAGAGGA GGAATCAAGACCACCTTGTGA
RP11-431C14 ACCCTTCTTTCCCAAGAGGA GGAATCAAGACCACCTTGTGA
RP11-35707 CCAGTCTGGGAAACATAGGG CTACCACACGCGGCTAATTT
RP11-74E22 CAGATTCATGTTGAAAAACAAACT TGTGTCATGGTACAAATCACTATTC
CTB-11023 TGCCCATGCTGACATA GACCTGACTAAAANACTCCA
CTD-3060P21 ATTAGCAAACTTGAGGAAGCGTG TGTGGACAGTAATGAGGTCATCC
CTD-2513A7

CTD-230905

RP11-64J4 GACCTGGCTAAGACCTCC ATCAAAGCAAAATTCTGAGTAAC

RP11-147K14

ATGACTCTGGAAAGGGTACCTC

TTCCACTGGGAATTTTATTTGG

RP11-208J12

RP11-54506 TAAAACACTCTTATAGAGTT ACTTTTATAGAGTTAGTGGA
RP11-167N20 AGCCCCCTCCACTCCACT TCTCTGACCCTTCACCCG
RP11-314A20 TATGCTCAGAAACAAAGAA GTGTTCATACCTAAATTTTCTG
RP11-333E1 TCAACATTCAGTTAAAAACATTCCA [TCGTCTATGTTAGGCTTTTTGAAA
RP11-199F 11 CTACTGAGGTGACGGCATA CAAGATGGTTGCTTTGTCC
RP11-1030A12 TTCACCAGCGTTGGGAC GGATAGGGCTTGACAGTATCACC
RP11-1030014 TTTGGGTCTTTGAACCCTTG CCACAACAAAACACCAGTGC
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Tabelle 4: Ubersicht iiber die an normalen Lymphknoten ermittelten Cut off-Werte

fiir eine Deletion der einzelnen BAC- und PAC-Klone

Klon Cut off [in %]
RP11-314A20 10,57
RP11-74E22 8,08

RP11-167N20 10,79
RP11-433M14 10,77

RP5-1029F21 10,2

RP11-333E1 10,24
RP11-199F11 11,74
RP11-64J4 12,57

RP11-667K14 11,77
RP11-818024 12,25
CTD-3060P21 19,9

CTB-11023 9,31

CTD-2545H1 11,71
CTD-230905 11,31
RP11-147K16 11,09
CTD-2513A7 10,97
CTD-2231E3 10,71
RP11-961A15 13,82
RP11-208J12 11,62
RP11-54506 21,06
RP11-4F24 13,11
RP4-76505 13,77
RP11-431C14 13,85
RP11-35707 14,25
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Tabelle 5: Ubersicht iiber die Oligonukleotide zur Amplifikation genomischer TP53-DNA, sowie die zugehdrigen Bedingungen
TP53 Primer-

AC087388 |Bezeichnung Annealing |Primer FOR Koordinaten Primer REV Koordinaten |Produkt (bp)
Exon2/3  |PCR_2/3rb Primar-PCR__ |58,5 CACAGGAAGCCGAGCTGTC  |78365-78383  |GGGGACTGTAGATGGGTGAA 78823-78842

Exon2/3  |PCR_1/3rc Nested-PCR _ |56,4 TTGGAAGTGTCTCATGCTG  |78446-78464  [TGGGTGAAAAGAGCAGTCAG 78811-78829 (385

Exon 4 PCR_1/PCR_3 |Primar-PCR __ |58,5 TTGGAAGTGTCTCATGCTG  |78446-78464  |CAGGCATTGAAGTCTCATGG 79142-79161

Exon 4 4f/PCR_3 Nested-PCR _ |56,4 CGTTCTGGTAAGGACAAG 78722-78739  |CAGGCATTGAAGTCTCATGG 79142-79161 420
Exon5/6  |5-6forll/5-6revl |PCR 59,1 GGAGGTGCTTACGCATGTTT _ [79771-79759  |[TGGGGTTATAGGGAGGTCAA 80349-80368  |597
Exon7/9  |7-9forll/7-9revl |PCR 59,1 GCACTGGCCTCATCTTGG 80784-80800  [TGAAAGCTGGTCTGGTCCTT 81768-81787 1003

Exon 10 10f_II/10r PCR 58,5 CCATCTTTTACTCAGGTAC 84279-84298  |GAAGGCAGGATGAGAATG 84569-84586  |251

Exon 11 11F11r PCR 56,4 TTCCCGTTGTCCCAGCCTTAG [85311-85330  |[CAAGCAAGGGTTCAAAGA 85575-85594  |283
Tabelle 6: Ubersicht iiber TP53-Oligonukleotide zur Sequenzierung genomischer DNA

TP53

AC087388 |Primer FOR Koordinaten Primer REV Koordinaten

Exon2/3  |TTGGAAGTGTCTCATGCTG  [78446-78464  |TGGGTGAAAAGAGCAGTCAG 78811-78829

Exon 4 CGTTCTGGTAAGGACAAG 78722-78739  |CAGGCATTGAAGTCTCATGG 79142-79161

Exon5/6  |GGAGGTGCTTACGCATGTTT _ [79771-79759  |[TGGGGTTATAGGGAGGTCAA 80349-80368

Exon7/9  |GCACTGGCCTCATCTTGG 80784-80800  [TGAAAGCTGGTCTGGTCCTT 81768-81787

Exon 10 CCATCTTTTACTCAGGTAC 84279-84298  |GAAGGCAGGATGAGAATG 84569-84586

Exon 11 TTCCCGTTGTCCCAGCCTTAG [85311-85330  |CAAGCAAGGGTTCAAAGA 85575-85594
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Tabelle 7: Oligonukleotide fiir die Einzelamplifikation von Exon 7, 8 und 9 des TP53-Gens

;250%7388 Primer FOR Koordinaten Primer REV Koordinaten
Exon 7 GCACTGGCCTCATCTTGG 80784-80800 GGTAGTAGTATGGAAGAAATCG 81013-810334
Exon 8 GGTTGGGAGTAGATGGAG 81180-81197 CTTGCTTACCTCGCTTAG 81401-81418
Exon 9 CTAAGCGAGGTAAGCAAG 81401-81418 TGAAAGCTGGTCTGGTCCTT 81768-81787

Tabelle 8: Ubersicht iiber die Oligonukleotide zur Amplikation von HIC1 und TP53 mittels quantitativer Real-time PCR

Gen Lokus Accession-Nr. |Primer FOR Primer REV Koordinaten  |Produkt (bp)

B2M 15g21 AC087828 GGAATTGATTTGGGAGAGCATC CAGGTCCTGGCTCTACAATTTACTAA 26233-26311 78
HBB 11915 DQ659148 ACCCTTAGGCTGCTGGTGG GGAGTGGACAGATCCCCAAA 299-369 70
TP53 17p13.1 AC007421 TTTGGGTCTTTGAACCCTTG CCACAACAAAACACCAGTGC 2633-2749 116
HIC-1 17p13.3 AC090617 CTCCGTATCACTTCCCCCAA CCGATTTAAGTAAAATGTCCGC 170768-170886 118
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Tabelle 9: Oligonukleotide zur Amplifikation von TP53 mittels ,,FASAY“, ,Split

Assay“ und Sequenzanalyse von cDNA (nach ')

TP53
IAC087388 Koordinaten
P3 For CCTTGCCGTCCCAAGCAATGGATGAT 352-377

P4 Rev ACCCTTTTTGGACTTCAGGTGGCTGGAGT [1345-1373
P16 For GCGATGGTCTGGCCCCTCCTCAGCATCTTA|805-834
P17 Rev GCCGCCCATGCAGGAACTGTTACACAT 960-986

F1 For GACACGCTTCCCTGGATTGGC 204-224
R1 Rev GATTCTCTTCCTCTGTGCGCCG 1095-1116
F4 For TGCCCTCAACAAGATGTTTTGC 635-656
R4 Rev CGCACACCTATTGCAAGCAAGGG 1517-1539

Tabelle 10: Oligonukleotide zur Amplifikation von Exon 1a-Promoter des HIC1-Gens

nach Bisulfit-Behandlung genomischer DNA (nach ")

HIC-1

L41919 analog Dong et al, 2001, Clin Cancer Res

HIC-1 (1106-1128)|WT-Sequenz CCGGGCCCGGCCTTCGCGCTCTG

UM_FOR Bisulfit-Behandlung [TTGGGTTTGGTTTTTGTGTTTTG

HIC-1 (1204-1223)|WT-Sequenz GCCAGGGCGGCGCCAGGGCG
Bisulfit-Behandlung |GTTAGGGTGGTGTTAGGGTG

UM_REV Antisense CACCCTAACACCACCCTAAC

HIC-1 (1106-1131)|WT-Sequenz CCGGGCCCGGCCTTCGCGCTCTGCCCGC

M_FOR Bisulfit-Behandlung [TCGGGTTCGGTTTTCGCGTTTTGTTCGT

HIC-1 (1185-1207)|WT-Sequenz CGAGGGTTGACAGCCCCCGGCCA
Bisulfit-Behandlung |[CGAGGGTTGATAGTTTTCGGTTA

M_REV Antisense TAACCGAAAACTATCAACCCTCG

CpG-Dinukleotide sind durch Markierung hervorgehoben. Durch die Behandlung der DNA mit Bisulfit wurden
unmethylierte Cytosinreste zu Uracil konvertiert, wahrend methlyierte Cytosinreste unverandert bleiben. Eine
anschlieBende Desulphonierung bewirkte die Umschreibung von Uracil zu Thymin. Die Oligonukleotid-

entsprechenden Koordinaten sind in Klammern angegeben. (UM: unmethyliert, M: methyliert, WT: Wildtyp)
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Tabelle 11: Stimulantien zur Inkulturnahme von Lymphozyten aus Frischmaterial,

sowie die entsprechende Inkubationszeit bei 37°C

B-Zell-Lymphome Stimulantien Inkubation

hochmaligne Phorbol-12,13-Dibutyrat (P) 24 h

niedrig-maligne Phorbol-12-Myristat-13-Acetat (TPA) + 4-5 Tage
Lipopolysaccharid (LPS)

Tabelle 12: Immunhistochemisch verwendete Antikérper, deren Verdiinnung,

Vorbehandlung und Positivkontrollen

Antigen |Klon Verdiinnung | Vorbehandlung | Hersteller Positivkontrolle

pS53 DO-7 1:40 Citrat, pH 6,0 Dako hochmalignes Lymphom
CHK2 DCS-270.1 | 1:50 Citrat, pH 7,0 Sigma-Aldrich | Colon/Tonsille

YY1 H-10 1:50 Target Retrieval | Santa Cruz Prostata-Karzinom

p21 EA10 1:40 Target Retrieval | Calbiochem | Colon

MDM2 IF2 1:20 Tris-HCI pH 7,0 | Calbiochem | Liposarkom

Tabelle 13: Ubersicht iiber die mittels quantitativer real-time PCR ermittelten Werte
beziiglich HIC1- und TP53-Deletion in DLBCL

Fall HIC1/B2M TP53/B2M HIC1/HBB TP53/HBB
4 0,26 0,88 0,21 0,88
5 0,06 0,94 0,07 1,41
7 0,7 1,43 0,64 1,32
8 0,55 1,08 0,72 1,41
11 0,52 0,95 0,47 1,03
17 0,26 0,92 0,27 0,94
19 0,61 1,11 0,59 1,05

20 0,07 1,05 0,07 1,01

24 0,6 1,38 0,58 1,24

25 0,2 0,78 0,23 0,89

27 0,66 1,59 0,55 1,33

36 0,49 0,39 0,47 0,38

41 0,68 0,32 0,51 0,25

21 1,32 1,08 1,24 1,01

22 1,3 1,38 1,32 1,41

LK 1 0,72 0,881 0,783 0,896

LK 2 0,834 0,915 0,924 0,904

LK 3 0,967 0,978 0,856 0,892
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9. Abkiirzungsverzeichnis

17cen Zentromer von Chromosom 17

5'UTR untranslatierte Region im 5 -Bereich des Gens
A Adenin

Abb. Abbildung

ABC “Activated B-cell-like“-Subtyp der DLBCL

B2M “beta-2-Microglobulin®

BAC “Bacterial Artificial Chromosome”

bp Basenpaare

°C Grad Celsius

C Cytosin

Carnoy Methanol : Eisessig (3:1)

cDNA komplementare DNA (complementary DNA)
CDK “Cyclin-dependent kinase”

CGH Komparative genomische Hybridisierung
CHK2 “Checkpoint kinase 2”

Cot-DNA aus humaner Placenta extrahierte DNA

CpG Cytosin-phosphatidyl-Guanosin

Cr Schwellenwertzyklus (Threshold cycle)

del deletiert

del(17p) Deletion von Chromosom 17p

del(17p13.1) Deletion der chromosomalen Bande 17p13.1
del(17p13.3) Deletion der chromosomalen Bande 17p13.3
DLBCL Diffus grofdzelliges B-Zell Lymphom

DNA Desoxyribonukleinsaure

dNTP 2’-Deoxyribonukleosid-5"-tripohosphat
DPH2L1 (OVCA1) “DPH2-like 17; “Ovarian cancer-associated gene 1”-Gen
FASAY “Functional analysis of seperated alleles in yeast”
FISH Fluoreszenz in situ Hybridisierung

G Guanin

GCB “Germinal center B-cell like”-Subtyp der DLBCL
h Stunde

HBB “Hemoglobin, beta“-Gen

HE Hamatoxilin und Eosin-Farbung

HIC1 ~-Hypermethylated in cancer 1“-Gen

HIC1+/+ HIC1-Wildtyp
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HIC1+/-
HIC1-/-
IHC

kb

L

LEU

Mb

MDR
min
mRNA
miRNA
MS-PCR

mut

NHL

nm

oT
OVCA2

p

p53

PAC

PCR

Pfu
PM-DLBCL
q
g-RT-PCR
RGC

RNA

rpm

sec

SNP

STS

t

T

HIC1 monoallelisch inaktiviert
HIC1 biallelisch inaktiviert

Immunhistochemie

Kilo-Basenpaare

Liter
Leucin
milli (10°)

Mol; methyliert

Mega-Basenpaare

Minimal deletierte Region

Minute

messenger-RNA

mikro-RNA

Methylierungsspezifische PCR

mutiert
mikro (10°®)

nano (10°)

Non-Hodgkin Lymphom

Nanometer
Objekttrager

“Ovarian cancer-associated gene 2”-Gen

kurzer Chromosomenarm; Signifikanzniveau; piko (10

Proteinprodukt von TP53

.Phage 1 Artificial Chromosome*

Polymerase-Kettenreaktion

Proofreading Polymerase

Priméare mediastinale DLBCL

langer Chromosomenarm

quantitative Real-time PCR

Ribosomales Gencluster

Ribonukleinsaure

Umdrehungen pro Minute (rounds per minute)

Sekunde

~oingle Nucleotide Polymorphism*®

~>equence tagged sites”

Translokation

Thymin

12)
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Tab.
TP53
TP53+/+
TP53+/-
TP53-/-
TSG

u

UM

uv

\Y

WT

Tabelle
Tumorsuppressorgen p53
TP53 Wildtyp

TP53 monoallelisch inaktiviert
TP53 biallelisch inaktiviert
Tumorsuppressorgen
Enzymaktivitat (Units)
unmethyliert

Ultraviolett

Volt

Wildtyp
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