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Zusammenfassung

1. ZUSAMMENFASSUNG

Das Mantelzell-Lymphom entwickelt sich aus den reifen B-Lymphozyten in der
Mantelzone Iymphatischer Follikel und ist infolge der charakteristischen
Translokation t(11;14)(q13;932) durch eine Uberexpression von Cyclin D1
gekennzeichnet. Obwohl man aufgrund der zentralen Rolle von Cyclin D1 im
Zellzyklus davon ausgeht, dass seine Uberexpression eine initierende Rolle in der
Tumor-Entwicklung spielt, konnte dies durch bisherige Studien nicht klar bestatigt
werden. Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, diese Fragestellung durch die
gezielte Ausschaltung von Cyclin D1 mittels RNA-Interferenz (RNAI) zu 16sen. Dabei
dienten gut charakterisierte Mantelzell-Lymphom-Zelllinien als Modell-System.
Durch die Selektion einer hoch effizienten siRNA und dem erfolgreichen Transfer
dieser siRNA in die Mantelzell-Lymphom-Zelllinien mittels lentiviraler Infektion konnte
eine ausreichende Verminderung der Expression von Cyclin D1 erreicht werden.
Uberraschenderweise fiihrte diese Verminderung der Cyclin D1-Expression in
den Mantelzell-Lymphom-Zelllinien nur zu einer moderaten Wachstums-Verzogerung
und induzierte keine Apoptose. Im Bezug auf den Zellzyklus zeigten die behandelten
Zelllinien im Durchschnitt eine 15%ige Verschiebung von der S- zur G¢-Phase, eine
schwache Induktion der Expression des Zellzyklus-Inhibitors p27" "' und eine
Aktivierung des wachstumshemmenden Retinoblastoma-Proteins (Rb) durch eine
Verminderung seiner Phosphorylierung an den Serin-Resten 807 und 811.
Aulerdem konnte in allen Mantelzell-Lymphom-Zelllinien nach Hemmung der Cyclin
D1-Expression eine Induktion von Cyclin D2 auf RNA- und Protein-Ebene beobachtet
werden.
Da der kompensatorische Anstieg an Cyclin D2-mRNA und Cyclin D2-Protein eine
mogliche Erklarung fir die nur schwachen beobachteten Effekte nach der
Blockierung von Cyclin D1 sein konnten, wurden in einem weiteren Experiment durch
die parallele Zugabe einer Cyclin D1- und Cyclin D2-siRNA beide Proteine in ihrer
Expression gehemmt. Obwohl diese Behandlung lediglich die vorher beobachtete
Induktion der Cyclin D2-Expression verhinderte und keine Verminderung unter die
Ausgangs-Konzentrationen von Cyclin D2 erreicht wurde, wurde dennoch deutlich,
dass die parallele Repression beider D-Typ-Cycline die durch die alleinige

Blockierung von Cyclin D1 erzielten Effekte nicht intensivierte.



Zusammenfassung

Es ist also davon auszugehen, dass zwischen Cyclin D1 und Cyclin D2 nur eine
regulatorische Abhangigkeit besteht, die fir das Uberleben der Zellen nicht
entscheidend ist.

Somit liegt die Erklarung flr die geringe Abhangigkeit der Mantelzell-Lymphom-
Zelllinien von der Cyclin D1-Expression wohl eher darin, dass das unverminderte
Wachstum Uber Cyclin-unabhangige Mechanismen erreicht wird. Alternativ konnte
der durch die Cyclin D1-Uberexpression initierte Wachstumsvorteil bei der
Lymphomgenese durch sekundare genetische Veranderungen abgeldst werden.

Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit wurde von den Mantelzell-Lymphom-
Zelllinien Granta 519 und Z-138 ein vergleichendes Genexpressionsprofil (GEP) vor
und nach der Behandlung mit der Cyclin D1-siRNA erstellt. Dies sollte dazu dienen,
ein umfassenderes Bild von den durch die Cyclin D1-Blockierung bewirkten
Expressionsunterschieden zu bekommen. Im GEP der drei und sieben Tage
infizierten Granta 519-Zellen waren 139 bzw. 217 Gene signifikant verandert
(mehrheitlich induziert) und im GEP der sieben Tage infizierten Z-138-Zellen waren
236 Gene signifikant verandert (mehrheitlich reprimiert). Dabei lag in den Granta
519-GEP mit einem Anteil von 18,6% der Schwerpunkt auf den Zellzyklus- und
Signaltransduktions-Genen, wahrend beim Z-138-GEP der Nukleinsaure-
Stoffwechsel mit vielen veranderten Histon-Genen den groRten Anteil hatte (19,2%).
Insgesamt wurden einerseits Gene identifiziert, deren Zusammenhang mit Cyclin D1
bzw. mit dem Mantelzell-Lymphom schon bekannt war, andererseits war aber
bezliglich einiger Gene ihre Abhangigkeit von der Cyclin D1-Uberexpression eine
neue Erkenntnis.

Die Ubertragung der hier erhaltenen Ergebnisse auf Patienten-Material kénnte in
weiterfihrenden Arbeiten moglicherweise zur Entwicklung neuer prognostischer

Marker und zu gezielteren Therapie-Mdéglichkeiten beim Mantelzell-Lymphom fihren.



Einleitung

2. EINLEITUNG

2.1 Das Mantelzell-Lymphom und Cyclin D1

2.1.1 Entstehung eines Lymphoms

Zu den wesentlichen Komponenten des menschlichen Immunsystems gehoéren die
weillen Blutkdrperchen (Leukozyten), welche die angeborene und erworbene
Immunantwort des Koérpers steuern. Dabei wird die erworbene Immunantwort durch
die Subgruppe der B- und T-Lymphozyten gesteuert, die zunachst im Knochenmark
und im Thymus reifen und dann zum Aufsplren moglicher Fremdkorper im Blut und

im lymphatischen System zirkulieren.

o . Zustand der
Name des Tumors normales Zellaquivalent Lokalisation V-Gene der Ig
chronische lymphatische 0 g normalerweise
Leukamie (CLL) CD5-B-1-Zelle @ Blut nicht mutiert
=) =
akute lymphatische lymphatischer Vorlaufer @ nicht mutiert
Leuké&mie
Knochen-
=1 mark und
Pra-B- Blut
4 Rezeptor
Pré-B-Zell-Leukdmie Pra-B-Zelle nicht mutiert
Mantelzellenlymphom ruhende naive B-Zelle nicht mutiert
Lymphom von Zellen reife B-Gedachtniszelle mutiert,
des Follikelzentrums hnelt der B-Zelle intraklonale
Burkitt-Lymphom im Keimzentrum Variabilitat
s Perpherie
mutiert,
Hodgkin-Lymphom B'%;':ﬁzae‘:ft rﬂemm +/- ntraklonale
Variabilitét
= 2
Waldenstrém- . ;% mutiert, keine
i IgM-sezernierende B-Zelle Variabilitat
Makroglobulindmie @ im Klon
Uz
; Plasmazelle, Knochen- |||| mutiert, keine
uliple Mydlome verschiedene Isotypen @ mark Variabilitét
4 = im Klon

Abbildung 1: Ein B-Zell-Lymphom ist eine klonale Expansion von B-Zellen eines bestimmten
Reifungsstadiums. Jedem Tumortyp kann eine entsprechende normale B-Zelle zugeordnet werden.
Dabei bewahrt die Tumorzelle viele Charakteristika der urspriinglichen Zelle wie z.B. Aussehen,
Lokalisation und Zustand der Immunglobulin-Gene. Das Mantelzell-Lymphom (rote Markierung)
entsteht aus B-Zellen, die einerseits schon aus dem Knochenmark in das lymphatische System
Ubergegangen sind, andererseits aber noch keinen Antigen-Kontakt hatten (= naiv) und sich in der
Mantelzone lymphatischer Follikel befinden. Die Abbildung wurde aus der Publikation [1] entnommen.
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Einleitung

Vor allem beim Reifungsprozess kénnen sich die B- und T-Lymphozyten krebsartig
verandern und zu einem B- bzw. T-Zell-Lymphom entwickeln. Je nachdem, bei
welchem Reifungsschritt diese Fehlentwicklung stattfindet, unterscheidet man allein
beim B-Zell-Lymphom 25 verschiedene Entitaten [2]. Eine dieser Krankheiten ist das
Mantelzell-Lymphom, bei dem man davon ausgeht, dass es aus reifen, ruhenden B-
Zellen entsteht, die noch keinen Antigen-Kontakt hatten (= naiv) und sich in der
Mantelzone lymphatischer Follikel befinden (Abbildung 1) [1].

2.1.2 Allgemeine Charakteristika des Mantelzell-Lymphoms

2.1.2.1 Klinische Faktoren

Bezogen auf die Zahl der Krebs-Neuerkrankungen in Deutschland haben Lymphome
einen Anteil von 7%. Davon liegt der Anteil der diagnostizierten Mantelzell-
Lymphome bei etwa 5%, d.h. die Inzidenz dieser Tumoren ist insgesamt relativ
gering. Das mittlere Alter der Patienten, die etwa zu zwei Dritteln Manner sind,
betragt etwa 60 Jahre und zum Zeitpunkt der Diagnose wachst der Tumor meistens
disseminiert [3]. Das Mantelzell-Lymphom, das vereinzelt auch familiar auftreten
kann [4], hat aufgrund seines aggressiven Verlaufs eine sehr schlechte Prognose mit
einer mittleren Uberlebensrate von 3 Jahren, die sich bei der aggressiveren,
blastischen Variante (siehe nachster Abschnitt) sogar noch auf unter 2 Jahre
verringert [2, 3]. Im Ubrigen gibt es bis fir Mantelzell-Lymphome keine
standardisierte Therapie (siehe Abschnitt 2.1.6).

2.1.2.2 Morphologie

Nach der WHO-Klassifikation [2] wird beim Mantelzell-Lymphom zwischen zwei
morphologischen Subtypen unterschieden (Abbildung 2). Die klassische Variante ist
charakterisiert durch die monomorphe Expansion Kkleiner bis mittelgrol3er
Lymphozyten mit irregularen Kernen, kondensiertem Chromatin, unauffalligen
Nucleoli und wenig Zytoplasma [2, 5-7]. Die Zellen bei der blastischen Variante sind
mittelgroRe Lymphozyten, die Lymphoblasten &hneln, mit hellem Cytoplasma,
abgerundeten Kernen mit fein verteiltem Chromatin und unauffalligen Nucleoli. Der
mitotische Index (Zellteilungs-Index) als Maly fur die Proliferationsrate in einem
Gewebe ist niedrig in der klassischen und hoch in der blastischen Variante. Es wird
oft angenommen, dass die blastische Variante die Transformation der klassischen

Variante reprasentiert (siehe Abschnitt 5.2.3), obwohl diese Transformation selten zu
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sehen ist. Weiterhin unterscheidet man in Abhangigkeit vom Muster der Infiltration
des Lymphknotens durch den Tumor zwischen Mantelzonen-Wachstum, nodularem

oder diffusem Wachstum.
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Abbildung 2: Morphologie-Subtypen beim Mantelzell-Lymphom. Bild links oben: klassische
Variante des Mantelzell-Lymphoms mit kleinen bis mittelgroRen Zellen, die sich durch ein hohes Kern/
Cytoplasma-Verhaltnis auszeichnen (H&E = Hamatoxylin-Eosin-Farbung). Bild links unten: mitotischer
Index bei der klassischen Variante des Mantelzell-Lymphoms, dargestellt durch die
immunhistochemische Farbung des Proliferations-Markers Ki67. Der Anteil der positiven Zellen (braun
gefarbt) betragt 15%. Bild rechts oben: blastische Variante des Mantelzell-Lymphoms mit mittelgro3en
Zellen, die sich durch blastisches Chromatin und viele Mitosen auszeichnen. Bild rechts unten:
mitotischer Index bei der blastischen Variante des Mantelzell-Lymphoms, dargestellt durch die
immunhistochemische Farbung des Proliferations-Markers Ki67 (80% positive Zellen).

2.1.2.3 Immunphanotyp

Die Mantelzell-Lymphom-Zellen exprimieren auf ihrer Oberflache diejenigen Marker,
die normalerweise von reifen B-Zellen exprimiert werden, d.h. sie sind positiv fur IgM
und/oder IgD, CD19, CD20, CD22, CD24, CD45 und CD79A [2, 5, 7, 8]. Aulerdem
exprimieren sie meist CD5 und CD43, aber nicht CD10 und CD23 als Oberflachen-
Antigene. Ein weiterer Marker ist die Expression von Cyclin D1 infolge der fur das
Mantelzell-Lymphom charakteristischen t(11;14)-Translokation. Da in den normalen
B-Lymphozyten ausschliesslich die Expression von Cyclin D2 und Cyclin D3
vorkommt und speziell im Mantelzell-Lymphom von der abnormen Cyclin D1-

Expression hinunterreguliert wird (Abbildung 3) [9-11], ist die nukledre Cyclin D1-
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Positivitat bei der immunhistochemischen Farbung ein diagnostisches Kriterium fur
das Mantelzell-Lymphom.

Das Mantelzell-Lymphom entwickelt sich aus B-Zellen, die noch keinen Antigen-
Kontakt hatten, daher sollten die variablen Regionen der Immungloblin-Gene noch
nicht den Prozess der somatischen Hypermutation durchlaufen haben [12]. Vor ein
paar Jahren wurde aber festgestellt, dass etwa 25% aller Mantelzell-Lymphome
Mutationen in den Immunglobulin-Genen, die fur die schweren Ketten kodieren,
tragen. Dies deutet darauf hin, dass die Ausgangs-Zellen des Lymphoms schon eine

gewisse Antigen-Selektion durchlaufen haben mussen [13].

Bk
Wi

Abbildung 3: Expression von Cyclin D1 in normalen B-Lymphozyten (Bild links, schwarze
Umrandung) und im Mantelzell-Lymphom (Bild rechts). Immunhistochemische Farbung von Cyclin
D1: im Mantelzell-Lymphom sind nahezu 100% der Zellen Cyclin D1-positiv (violett), wahrend die
normalen B-Lymphozyten negativ fiir Cyclin D1 sind (blaue Farbung). Die im linken Bild positiven
Zellen entsprechen den epithelialen Zellen der Tonsille.

2.1.2.4 Genetik

Das genetische Charakteristikum beim Mantelzell-Lymphom ist die Translokation
t(11;14)(q13;932), die zu einer deregulierten Expression von Cyclin D1 fuhrt [14-18].
Ursache daflr ist die Neu-Positionierung des Cyclin D1-Gens (11913) in die Nahe
starker transkriptioneller Enhancer-Sequenzen des Immunglobulin-Gens, das flr die
schweren Ketten kodiert (IgH) (14932). Aufgrund der Analyse der Neuanordnung an
den Bruchpunkten geht man davon aus, dass die Translokation bei der
Rekombination des D- und J-Gensegments der schweren Ketten in Pra-B-Zellen
stattfindet (Abbildung 4) [19]. Da diese Translokation ein Hauptmerkmal des
Mantelzell-Lymphoms ist, wird ihr Nachweis mittels FISH (= fluorescence in situ

hybridization) fur die Diagnostik genutzt [20, 21].
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Antlgen'unabhénglg Antigen-abhéingig
Knochenmark Lymphknoten .
Gedachtnis
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Pro- Pra- unreife reife naive B-Zelle \
B-Zelle B-Zelle B-Zelle B-Zelle Mantelzone Zentroblast
Keimzentrum riesy
L2332
t(11;14) Uberexpression von Cyclin D1 —» MCL Flasmazelle

IgH (D-J)-Rekombination
IgH (V-DJ)-Rekombhination
IgL(x)-Rekombination
IgL(%)-Rekombination

somatische Hypermutation

Abbildung 4: Stadien der B-Zell-Reifung. Die ersten Schritte der B-Zell-Reifung finden Antigen-
unabhangig im Knochenmark statt, die spateren Schritte Antigen-abhangig im Lymphknoten. Man
geht davon aus, dass die zur Cyclin D1-Uberexpression filhrende Translokation t(11;14) bei der
Rekombination des D- und J-Gensegments der schweren Ketten (IgH) in Pra-B-Zellen stattfindet. Das
Mantelzell-Lymphom (MCL) selbst entwickelt sich aus den reifen, naiven B-Zellen in der Mantelzone
lymphatischer Follikel. Was zwischen diesen beiden Schritten hinsichtlich der Entwicklung des
Mantelzell-Lymphoms passiert, ist noch unbekannt.

Ausgehend vom Cyclin D1-Gen existieren zwei verschiedene Transkripte mit etwa
4,5 kb und 1,7 kb Lange (Abbildung 5). Wahrend beide Transkripte die kodierende
Region enthalten, unterscheiden sie sich in der Lange der 3 -untranslatierten Region
(3’-UTR) [22]. Diese enthalt nur beim langeren Transkript ein AU-reiches Element,
welches das Transkript insgesamt destabilisiert [23]. Bezogen auf das Mantelzell-
Lymphom hat man herausgefunden, dass infolge von sekundaren DNA-Umbrtchen
oder genomischen Deletionen und Punktmutationen in der 3-UTR bei manchen
Fallen kein langes Transkript, sondern nur kirzere Transkripte von Cyclin D1
exprimiert werden [9, 24, 25]. Die Expression dieser kurzeren Transkripte korreliert
mit hohen Konzentrationen an Cyclin D1-mRNA, einer erhdhten Wachstumsrate und
einer schlechteren Prognose, so dass man davon ausgeht, dass die sekundaren
Veranderungen in der 3'-Region von Cyclin D1 entscheidend fur die Ausbreitung des
Lymphoms sind [25-27]. Aulierdem existiert eine Splei3-Variante des Cyclin D1-

Proteins (Cyclin D1b), sie scheint aber nach bisherigen Untersuchungen aufgrund
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ihrer geringen Expressions-Rate beim Mantelzell-Lymphom keine wichtige Rolle zu
spielen [28, 29].

RMNA-destabilisierendes
1 203 4 5 Element
5 e - . 3' genomischer Locus Cyclin D1
T — 1.7 kb mRNA
N — i 4.5 kb mRNA

Abbildung 5: Genomischer Locus von Cyclin D1. Alternative 3’-Polyadenylierungsstellen fiihren
zur Expression einer kurzen (1,7 kb) und einer langen (4,5 kb) Cyclin D1-mRNA. Die Abbildung wurde
der Publikation [26] entnommen und modifiziert.

Neben der Translokation t(11;14)(q13;932) treten beim Mantelzell-Lymphom weitere,
immer wiederkehrende genomische Veranderungen auf. Genomische Zugewinne
treten dabei haufig auf den langen Armen der Chromosomen 3 und 18 und
genomische Verluste auf den kurzen Armen der Chromosomen 1 und 9 sowie auf
den langen Armen der Chromosomen 9, 6 und 11 auf. Die von diesen genomischen
Veranderungen betroffenen Zielgene beeinflussen vor allem die Regulation des
Zellzyklus (CDKN2A/ARF1, CDK4, RB1, BMI1, p53, MDM?2), der DNA-Reparatur
(ATM, CHK2) und der Apoptose (BCL2, BIM, MCL1) betreffen (siehe Diskussion,
Abschnitt 5.2.2). Dabei haben Falle mit drei oder mehr genomischen Veranderungen,
DNA-Zugewinnen im Bereich 3q27 und DNA-Verlusten im Bereich 8p21, 9p21 und

9921-932 eine schlechte Prognose zur Folge, was den klinischen Verlauf betrifft [30].

2.1.2.5 Cyclin D1-negative Mantelzell-Lymphome

Vor drei Jahren konnte innerhalb einer Genexpressionsprofil-Studie zum Mantelzell-
Lymphom eine kleine Gruppe von Tumoren identifiziert werden, die negativ fur die
t(11;14)-Translokation war, jedoch vom Mantelzell-Lymphom nicht unterscheidbar
bezlglich anderer Merkmale (Morphologie, Immuno-Phanotyp, Genexpressionsprofil)
[31]. Diese seltenen Falle Cyclin D1-negativer Mantelzell-Lymphome exprimieren
meist Cyclin D2 oder Cyclin D3 anstelle von Cyclin D1 tber und die Uberexpression
von Cyclin D2 kann hier Folge einer Translokation sein, die zu einer Fusion zwischen
dem Cyclin D2-Gen auf Chromosom 12 und dem Immunglobulin-Gen der leichten

(Igx; Chromosom 2) oder der schweren Ketten (IgH; Chromosom 14) fuhrt.
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2.1.3 Allgemeine Funktionen von Cyclin D1

Grundsatzlich kann man Cyclin D1 drei Funktionen zuordnen: zum ersten spielt es
uber die Aktivierung der Cyclin-abhangigen Kinasen 4 und 6 (CDK4/ CDKG6) eine
wichtige Rolle beim Ubergang von der G;- zur S-Phase im Zellzyklus (Abbildung 6A).
Die zweite Funktion, das Abfangen der CDK-inhibitorischen Proteine p21°*" und
p27""" im Komplex mit CDK4 und CDK® tragt ebenfalls zum Voranschreiten der G-
Phase im Zellzyklus bei (Abbildung 6B). Schlieldlich besitzt Cyclin D1 auch noch die
Eigenschaft, unabhangig von seinen katalytischen Partnern CDK4 und CDKG6 die
Aktivitat von Transkriptionsfaktoren zu verandern (Abbildung 6C) [32].

A) Katalytische Aktivitat: Phosphorylierung von Retinoblastoma-Protein

D1 P

Rb
_‘l }_D E2F-Zielgene

B) Nicht-katalytische Aktivitat: Sequestration von p27+iP1

D1

— a® o ©
® 9. &

_‘l }_I:‘ E2F-Zielgene

C) Veranderung der Aktivitat von Transkriptionsfaktoren ohne die Beteiligung von CDKs

D1 C/EBPp, STAT3, DMP1, v-myb,

TF Myo-D, BETA2/NeuroD, HAT,
= = Ostrogen- und Androgen-Rezeptor

— 1 unbekannte Zielgene

Abbildung 6: Biochemische Funktionen von Cyclin D1. Die Abbildung wurde der Publikation [32]
entnommen und modifiziert.

Generell wird der Ubergang von der Gs- zur S-Phase im Zellzyklus von zwei Enzym-
Familien kontrolliert, den Cyclin D- und den Cyclin E-abhangigen Kinasen [33-36].
Wahrend diese Kinasen relativ langlebige Proteine sind, sind die dazugehdrigen
Cycline instabil und in ihrer Aktivitdt abhangig von andauernden mitogenen Signalen
[37]. Liegen diese Signale vor, so kdénnen zunachst die D-Typ-Cycline an ihre
Partner-Kinasen CDK4 bzw. CDK6 binden und sie dadurch aktivieren, worauf es zu
einer Phosphorylierung des wachstumshemmenden Retinoblastoma-Proteins (Rb)
kommt (Abbildung 6A) [38, 39]. Rb reprimiert die Transkription von Genen, die zur
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DNA-Synthese bendétigt werden, in dem es einerseits die entsprechenden
Transkriptionsfaktoren direkt bindet (E2F) und andererseits die zugehorigen
Promotoren blockiert [40-43]. Nach Aufhebung dieser Interaktionen durch die
Phosphorylierung von Rb kdnnen die E2F-Zielgene aktiviert werden, unter denen
sich neben vielen Genen fir den DNA-Stoffwechsel auch Cyclin E befindet. Da
Cyclin E im Komplex mit seiner zugehorigen Kinase CDK2 ebenfalls fahig ist Rb zu
phosphorylieren, ist der Gi-S-Restriktionspunkt im Zellzyklus damit endgultig
uberwunden [44-46].

Ein groflder Unterschied zwischen den Cyclin E- und Cyclin D-abhangigen Kinasen
besteht darin, dass die ersteren von den CDK-Inhibitoren p21“*!, p27X?! und p57<P?
blockiert werden konnen, wahrend die zweiten diese Inhibitoren bendtigen, um
uberhaupt einen aktiven Komplex bilden zu kénnen [47, 48]. Wahrend also in
ruhenden Zellen die hohen Konzentrationen an Cip/Kip-Proteinen die Cyclin E-
CDK2-Komplexe vollstandig inhibieren, werden in sich teilenden Zellen die
Inhibitoren mehr und mehr fur die Komplexbildung der Cyclin D-abhangigen Kinasen
bendtigt und damit abgefangen (Abbildung 6B) [49]. Dadurch werden die Cyclin E-
CDK2-Komplexe frei und aktiviert und kénnen nun selbst als Gegenspieler ihrer
Inhibitoren fungieren, indem sie p27?" phosphorylieren und damit fiir den Abbau im
Proteasom markieren [50-54]. Somit fuhrt auch hier das Zusammenspiel beider
Kinase-Familien zur endgiltigen Uberwindung des G1-S-Restriktionspunks.

Die dritte Funktion von Cyclin D1 liegt in der Beeinflussung der Aktivitat
verschiedener Transkriptionsfaktoren unabhangig von CDK4 oder CDK6 und ist noch
nicht lange bekannt. Zu den beeinflussten Transkriptionsfaktoren gehoren neben
dem Ostrogen-, Androgen- und Schilddriisenhormon-Rezeptor sowie myogenen
Faktoren auch Myb, DMP1, STAT3, SP1, BETA2/NeuroD und CEBPp (Abbildung
6C). Dabei erfolgt meistens eine Repression der transkriptionellen Aktivitat [32, 55-
63]. Der Effekt von Cyclin D1 hangt in diesem Fall meist von einem direkten oder
indirekten Kontakt zwischen Cyclin und Transkriptionsfaktor ab. Zusatzlich wurde
auch gezeigt, dass Cyclin D1 mit verschiedenen Komponenten der
Transkriptionsmaschinerie interagiert [64-68]. Insgesamt ist diese Funktion von
Cyclin D1 noch umstritten, da sie bisher nur mit transfizierten Reportergen-
Konstrukten gezeigt werden konnte und noch keine Daten zu direkten Effekten auf

endogene Gene existieren.
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Im Bezug auf den Zellzyklus sind im Zusammenhang mit Cyclin D1 noch folgende
Proteine zu erwahnen (Abbildung 7): neben den zwei Absatze vorher beschriebenen
CDK-Inhibitoren der Cip/Kip-Familie existieren noch die CDK-Inhibitoren der INK4-
Familie mit den Mitgliedern p16™<% p15"NK4® p18NK4e ynd p19™NK4 die Cyclin D und
die Cip/Kip-Proteine aus ihrem Komplex mit CDK4 und CDK6 verdrangen (INK4 =
inhibit CDK4). Durch die Freisetzung der Cip/Kip-Proteine wird dadurch indirekt auch
Cyclin E-CDK2 inhibiert [49].

Mitogene Signale DNA-Schaden
Uberschuss Ras Uberschuss Myc, E2F1
p16|NK4a p14ARF ATM

; I
M MDM?2 CHK2
_ Puma
' p2 1 Bax

Noxa

W Proliferation A Apoptose

Abbildung 7: p14**"-MDM2-p53-Signalweg. Aberrante mitogene Signale (z.B. durch die
Uberexpression der Onkoproteine Ras, Myc oder E2F1) entziehen sich der Kontrolle des
Tumorsuppressor-Proteins Rb. Alternativ wird durch diese Signale der Tumorsuppressor p14°%"
induziert, der als Gegenspieler des MDM2-Proteins fungiert und damit p53 aktiviert. Die Induktion von
p53 fuhrt Gber verschiedene Signalwege zum Wachstumsarrest und/oder zu Apoptose.

AuRerdem entsteht aus dem Gen, das fiir den CDK-Inhibitor p16™¢*? kodiert, (iber
ein alternatives Leseraster ein zweiter Tumorsuppressor (= p14*""; ARF = Alternative
Reading Frame) [69]. Dieser beeinflusst das Gleichgewicht zwischen dem
Tumorsuppressor-Protein p53 und seinem Gegenspieler Mdm2, indem es Mdm2
inhibiert und damit p53 stabilisiert [70-73]. p53 ist ein wichtiger Sensor fur DNA-
Schaden und kann auf diese hin Wachstumsarrest und Apoptose induzieren. p14°%F
funktioniert in diesem gesamten System als eine Art Schalter zwischen dem Rb- und

dem p53-Signalweg und Ubermittelt abberante mitogene Signale an p53 (Abbildung
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7) [74]. Beide Signalwege werden daher in Tumoren haufig durch Gen-Mutationen

ausgeschaltet [75].

2.1.4 Cyclin D1 und Onkogenese

Eine deregulierte Cyclin D1-Expression scheint bei vielen verschiedenen Tumor-
Arten eine entscheidende Rolle zu spielen, denn sie tritt ausser bei B-Zell-
Lymphomen (Mantelzell-Lymphom und Multiples Myelom) auch bei Karzinomen des
Magens, der Kopf-Hals-Region sowie der Brust und des Darms auf [76-82]. Dabei
kann die Uberexpression Folge einer Gen-Amplifikation (z.B. beim Multiplen Myelom
und bei den Karzinomen), einer chromosomalen Translokation (Mantelzell-Lymphom)
oder einer Stabilisierung auf RNA- oder Proteinebene sein [75]. Dass der dritte
Punkt, die Stabilisierung auf RNA- oder Proteinebene, beim Mantelzell-Lymphom
ebenfalls eine nicht unerhebliche Rolle spielt, wurde schon im Abschnitt 2.1.2.4 bei
der Beschreibung der Cyclin D1-Transkriptvarianten deutlich.

Aufgrund der zentralen Rolle von Cyclin D1 im G;-S-Ubergang des Zellzyklus
(Abschnitt 2.1.3) kdnnte man erwarten, dass durch die Uberexpression von Cyclin D1
der supprimierende Effekt von Rb Uberwunden wird und die E2F-Zielgene vermehrt
transkribiert werden konnen, es insgesamt also zu einer Deregulation des Zellzyklus
kommt.

Dagegen spricht aber, dass Rb in der Mehrheit der Mantelzell-Lymphome normal
exprimiert wird und nur in Fallen mit der aggressiveren, blastischen Variante des
Lymphoms teilweise hyperphosphoryliert vorliegt [83, 84]. AuRerdem wurden vor
kurzem bei einigen Mantelzell-Lymphom-Fallen Deletionen innerhalb des Rb-Gens
gefunden, so dass Cyclin D1 in diesen Tumoren eine onkogene Rolle unabhangig
von Rb spielen muss [85]. Zusatzlich zeigen Cyclin D1-lUberexprimierende Tumore
weder erhohte Konzentrationen des E2F-Zielgens Cyclin E noch insgesamt eine
erhohte Proliferationsrate [86, 87].

Weiterhin ist noch nicht geklart, ob die Cyclin D1-Uberexpression hinsichtlich des
nicht-katalytischen Abfangens des CDK-Inhibitors p27P" (Abschnitt 2.1.3) eine
tumorfordernde Rolle spielt. Bei allen Non-Hodgkin-Lymphomen auller dem
Mantelzell-Lymphom findet man eine inverse Korrelation zwischen der Expression
von p27¥"" und der Proliferationsrate der Tumoren. Dagegen konnte bei einer
immunhistochemischen Untersuchung der p27XP'-Expression im Mantelzell-

Lymphom nur eine Expression in Fallen mit der blastischen Variante des Lymphoms,
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die sich durch eine hohe Proliferationsrate auszeichnen, gefunden werden [88]
(Abbildung 8). Dass beim Mantelzell-Lymphom keine Korrelation zwischen p27"P’-
Expression und Proliferationsrate festgestellt werden konnte, liegt mdglicherweise
daran, dass hier p27%*! vermehrt {iber das Proteasom abgebaut wird [89, 90], oder
dass es aufgrund der Komplexierung mit dem Uberexprimierten Cyclin D1 nicht
méglich ist, vorhandenes p27X"! immunhistochemisch nachzuweisen (kein Zugang
des Antikorpers) [91].

Mantelzell-Lymphom - klassische Variante
JueLIBA euosnseuj - woydwAT-|19z|91uepy

Abbildung 8: Expression von p27Kip1 beim Mantelzell-Lymphom. Bilder links: keine Expression
von p27°*" bei einem klassischen Mantelzell-Lymphom mit Mantelzonen-Wachstum (links oben) bzw.
diffusem Wachstum (links unten). Bilder rechts: schwache Expression von p27" " in der Mehrzahl der
Tumorzellen eines blastischen Mantelzell-Lymphoms trotz hoher Wachstumsrate, dargestellt durch die
immunhistochemische Farbung des Proliferations-Markers Ki67. Positive Zellen sind braun gefarbt,
die einzelnen, stark angefarbten Zellen bei den immunhistochemischen Nachweisen von p27 "1 sind
verstreute normale T-Lymphozyten. Die Abbildung wurde der Publikation [88] entnommen und
modifiziert.

In den letzten Jahren wurde mittels Reportergen-Assays festgestellt, dass Cyclin D1
unabhangig von CDK4 oder CDK6 einige Transkriptionsfaktoren in ihrer Aktivitat
beeinflusst. Daher konnte die onkogene Aktivitat von Cyclin D1 nicht nur in der
Beschleunigung des Zellzyklus, sondern theoretisch auch im Einfluss auf die
Transkription seine Ursache haben [86, 92]. Passend dazu wurde festgestellt, dass
sich bei Uberexpression von Cyclin D1 oder einer Cyclin D1-Mutante, die nicht fahig
ist CDK4 zu aktivieren, die resultierenden Genexpressionsprofile sehr ahnlich sind

[32]. AuRerdem befanden sich unter den veranderten Genen kaum E2F-Zielgene. Da
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der letztendliche Beweis fir die CDK-unabhangige, transkriptionelle Aktivitat von
Cyclin D1 (Abschnitt 2.1.3) durch die nachweisliche Beeinflussung endogener Gene
aber bis jetzt noch nicht erbracht ist, bleibt diese Theorie sehr vage.

Abschlieend stellt sich noch die Frage, ob Cyclin D1 dazu in der Lage ist, Zellen zu
transformieren und durch seine Uberexpression zur Entstehung des Mantelzell-
Lymphoms fuhrt. Erste Studien dazu in kultivierten Nierenzellen von Ratten zeigten,
dass Cyclin D1 nur in Kooperation mit einem zweiten Onkogen transformierend wirkt
[93]. Auch im transgenen Mausmodell konnte gezeigt werden, dass eine
Uberexpression von Cyclin D1 in B-Lymphozyten nicht zur Entstehung eines
Lymphoms flhrte [94, 95]. Erst nach dem Kreuzen dieser Tiere mit anderen Mausen,
die transgen fur MYC oder RAS waren, entwickelten die Nachkommen Lymphome.
Trotz dieser Ergebnisse lasst sich eine gewisse transformierende Aktivitat von Cyclin
D1 nicht bestreiten, da Zellen, in denen die Expression aller drei D-Typ-Cycline
ausgeschaltet ist, eindeutig viel schwerer zu transformieren sind [96]. Das bedeutet
insgesamt, dass auf der einen Seite Cyclin D1 alleine nicht ausreicht, um Zellen zu
transformieren, auf der anderen Seite wird es aber fur die Transformation bendotigt.
Zusammengefasst weist alles darauf hin, dass die t(11;14)-Translokation bei der
Entstehung und Entwicklung des Mantelzell-Lymphoms ein sehr frihes und
notwendiges Ereignis darstellt. Noch nicht verstanden hat man hingegen, was
zwischen der Translokation in den frihen Stadien der B-Zell-Differenzierung und
dem voll ausgepragten Mantelzell-Lymphom im Stadium einer reifen, naiven B-Zelle
passiert (Abbildung 4).

2.1.5 Genexpressionsprofile des Mantelzell-Lymphoms

Bis zum jetzigen Zeitpunkt sind in der Literatur elf Publikationen zu finden, die
Analysen von Genexpressionsprofilen (GEP) des Mantelzell-Lymphoms beschreiben.
Ein Groliteil dieser Untersuchungen vergleicht Normalgewebe aus den Lymphknoten
oder aufgereinigte B-Lymphozyten mit Mantelzell-Lymphom-Fallen [97-101],
wahrend mittels anderer GEP das Mantelzell-Lymphom von anderen B-Zell-
Lymphomen abgegrenzt wird [26, 102]. Mit weiteren GEP werden die
morphologischen Subtypen des Mantelzell-Lymphoms bzw. schwach und stark
proliferierende Falle untereinander verglichen [103-105] oder ein Vergleich zwischen

Expressionsprofil und genomischem Profil gezogen [106].
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In der ersten Publikation werden durch den Vergleich von Lymphknoten-
Normalgewebe oder B-Lymphozyten mit Mantelzell-Lymphomen vor allem
apoptotische Gene als differentiell exprimiert identifiziert (FADD, DAXX, CASPZ2,
RAIDD), deren Expression beim Mantelzell-Lymphom vermindert ist [97]. Eine
andere Arbeitsgruppe findet neben vielen weiteren differentiell exprimierten Genen
eine Uberexpression des Cannaboid-Rezeptors 1 (CB71 = Wachstums-Stimulator B-
Zellen) und einen Verlust des Regulator of G protein signalling 13 (RGS13 =
Steuerung Chemokin-Sensitivitat B-Zellen) in Mantelzell-Lymphomen [98]. Martinez
et al. (2003) definiert als im Mantelzell-Lymphom induzierte Gene vor allem anti-
apoptotische Gene, Gene des NFkB-Signalwegs und weitere Gene der
Signaltransduktion, wahrend auler Cyclin D1 (CCND1) alle veranderten Zellzyklus-
Gene als reprimiert beschrieben werden [99]. In dieser Publikation werden auf3erdem
Gen-Profile erstellt, welche die Mantelzell-Lymphome aufgrund bestimmter
Charakteristika in Gruppen einteilen (z.B. Falle mit und ohne somatischer
Hypermutation, Falle mit der klassischen und blastischen Variante, stark und
schwach proliferierende Falle und Falle mit guter und schlechter Prognose). Im
Rahmen einer anderen Arbeit, bei der aufgereinigte naive B-Zellen mit Mantelzell-
Lymphomen verglichen werden, kdénnen die im Lymphom deregulierten Gene vor
allem dem PI3K/AKT-, WNT- und TGFpB-Signalweg zugeordnet werden [101]. Eine
weitere Studie zeigte kurzlich nach Validierung von 46 differentiell exprimierten
Genen mittels siRNA-Experimenten vor allem bei drei Genen (HDGFRP3, FZD2,
DUSP?2) einen funktionellen Zusammenhang mit der Lymhom-Entwicklung [100].
Andere Analysen von GEP vergleichen das Mantelzell-Lymphom mit anderen
B-Zell-Lymphomen. Durch die Identifikation einer Gruppe von 42 Genen in einer
Studie kann das Mantelzell-Lymphom auf Genexpressions-Ebene vom kleinzelligen
lymphozytischen Lymphom (SLL) und vom diffusen grof3zelligen Lymphom (DLBCL)
ausreichend abgegrenzt werden [26] (Abbildung 9A). Zusatzlich werden neun Cyclin
D1-negative Mantelzell-Lymphome untersucht, von denen sieben mit den Cyclin D1-
positiven Fallen clustern, was als Beweis fur die Existenz Cyclin D1-negativer
Mantelzell-Lymphome gewertet wurde (Abbildung 9B). Diese exprimieren zum Teil
alternativ hohe Mengen an Cyclin D2 und Cyclin D3. In dieser Publikation wird
aullerdem eine Signatur von 20 Genen erstellt, deren Expression ein Maf fur die
Proliferationsrate des Tumors ist, gleichzeitig kann Uber diese Signatur auch eine

Prognose firr die Uberlebensrate des Patienten getroffen werden (Abbildung 9C/D).
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In einer anderen Analyse wird eine wesentlich hdéhere Zahl an Genen (~150)
bendtigt, um das Mantelzell-Lymphom vom kleinzelligen lymphozytischen Lymphom
(SLL) und Marginalzonenlymphom der Milz (MZL) abzugrenzen [102]. Diese Gene
stammen vor allem aus den Bereichen Zellwachstum, Transkription und Wirkstoff-

Resistenz bei Arzneimitteln.
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Abbildung 9: Genexpressionsprofil zur Abgrenzung des Mantelzell-Lymphoms von anderen B-
Zell-Lymphomen. (A) Hierarchische Clusteranalyse der Expressionswerte von 42 Mantelzell-
Lymphom-Signatur-Genen, die in 92 Mantelzell-Lymphomen starker exprimiert sind als in 20 SLL- und
217 DLBCL-Fallen. Jede Spalte stellt einen Lymphom-Fall und jede Reihe ein Gen dar (Farbgebung
anhand der Skala). (B) Expression der Mantelzell-Lymphom-Signatur-Gene in sieben Cyclin D1-
positiven und sieben Cyclin D1-negativen Fallen. Darunter ist die relative Expression von Cyclin D1,
Cyclin D2 und Cyclin D2 in den jeweiligen Fallen zu sehen. (C) Relative Expression von 20
Proliferations-Signatur-Genen, die Mantelzell-Lymphom-Falle sind im Bezug auf die Expressions-
Starke dieser Gene angeordnet. (D) Kaplan-Meier-Plot der Uberlebensrate der Patienten. Die
Patienten wurden anhand ihrer Proliferations-Signatur eingestuft und in vier Gruppen (Quartiles)
zusammengefasst. Die Abbildung wurde der Publikation [26] entnommen und modifiziert.

Im Rahmen von drei Arbeiten werden morphologische Subtypen des Mantelzell-
Lymphoms bzw. schwach und stark proliferierende Falle untereinander im GEP
verglichen. Die erste identifiziert acht Gene, die zwischen beiden Varianten
unterschiedlich exprimiert sind (CMYC; BCL2; PIM1; TOP1; CD23; CD45; CD70;
NFATC) [105]. Da die drei ersten, in der blastoiden Variante hochregulierten Gene
aus dieser Gruppe dem STATS3-Signalweg angehoren, wird vermutet, dass dieser
Weg an der blastoiden Transformation beim Mantelzell-Lymphom beteiligt ist.
Weiterhin werden 18 Gene detektiert, die in beiden Gruppen dereguliert sind. Die
zweite Arbeit identifiziert vor allem Gene aus dem Bereich Zellzyklus (CDK4; CKS1;
B-myb; PIM1; PIM2; Cdc25B; DAD1; RSK1) als differentiell exprimiert zwischen
beiden morphologischen Subtypen [103]. In der dritten Analyse werden die Falle

anhand der Expression des Proliferations-Markers Ki67 in schwach und stark
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proliferierend eingeteilt und verglichen [104]. Die resultierende Signatur von 32
Genen zeigt vor allem Gene aus den Bereichen der Transkription, des Zellzyklus
(p53- und Rb-Signalweg) und der Formation der mitotischen Spindel. Weiterhin
werden primare Tumore mit Rezidiven verglichen, hier stammen einige der
identifizierten Gene aus dem Bereich der Zelladhasion.

Eine weitere Untersuchung zeigt mit einem Vergleich zwischen Expressionsprofil und
genomischen Profil von insgesamt 26 Mantelzell-Lymphom-Fallen eine hohe
Korrelation zwischen beiden Profilen, z.B. befinden sich Uberexprimierte Gene wie
BCL2 und MYC in den Regionen mit genomischen Gewinnen (3q; 6p; 8q; 9q; 16p;
18q) [106]. Da unter anderem eine deutlich erhdhte Expression der B-Zell-
assoziierten Tyrosin-Kinase SYK in den Mantelzell-Lymphomen gefunden wurde,

konnte dieses Protein ein neues therapeutisches Target darstellen.

2.1.6 Therapie-Moglichkeiten

Die Standard-Therapie fur Mantelzell-Lymphom-Patienten war Uber Jahre die Poly-
Chemotherapie, normalerweise basierend auf Adriamycin-enthaltenden Praparaten
[107]. Dabei war die am meisten angewendete Kombination von Wirkstoffen das
CHOP-Therapieschema (Cyclophosphamid, = Hydroxydaunorubicin, =~ Oncovin™
(Vincristin) und Prednisolon), das zu einem kompletten Ruckgang der Tumoren bei
20 bis 50% der Patienten und einer mittleren Uberlebensrate von etwa 3 Jahren
fuhrte. Die Ergebnisse der CHOP-Therapie konnten mit anderen Poly-
Chemotherapie-Behandlungen (hyper-CVAD; Fludarabin-enthaltende Praparate) nur
wenig verbessert werden.

Vor einiger Zeit hat sich allerdings aufgrund der Einfuhrung der Immuno-Therapie
und der damit verbundenen, gezielteren Eingreifmoéglichkeit in die molekularen
Mechanismen des Tumors die Strategie zur Behandlung von Mantelzell-Lymphom-
Patienten geandert [108, 109]. Die Kombination von Chemotherapie-Regimes wie
CHOP, hyperCVAD oder FCM (Fludarabin, Cyclophosphamid, Mitoxantron) mit
Rituximab, einem chimaren monoklonalen anti-CD20-Antikbrper mit limitierter
Effizienz als Einzel-Praparat, kann zu maximalen Ansprech-Raten der Patienten auf
die Therapie von 80 bis 95% und zu einem kompletten Ruckgang der Tumoren in 30
bis 87% der zuvor unbehandelten Patienten fluhren [110-112]. Auch die
Uberlebensrate der Patienten kann durch die Kombination von Rituximab und

Chemotherapie verbessert werden [113], aul3erdem wirkt sich eine Immuntherapie
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mit Rituximab im Anschluss an eine kombinierte Behandlung gunstig auf die
Ansprech-Dauer der Patienten auf die Therapie aus [110].

Das groRte Problem bleibt aber nach wie vor die Rate an Rezidiven, d.h. trotz hoher
Ansprech-Raten bleiben die Patienten nicht dauerhaft tumorfrei. Die mangelnden
Mdglichkeiten konventioneller Therapie-Strategien und das gestiegene Wissen um
die Zellbiologie der Mantelzell-Lymphome haben in diesem Zusammenhang zur
Entwicklung neuer Therapeutika gefuhrt (Abbildung 10). Um die Signalwege zu
treffen, die fur den Tumor entscheidend sind, werden unter anderem Zellzyklus-
Inhibitoren (Flavopiridol, R-Roscovitin, UCN-01, Styrolsulfone), BCL2-Inhibitoren
(Oblimersen, Obatoclax), Proteasom-Inhibitoren (Bortezomib), mTOR-Inhibitoren
(Sirolimus, Temsirolimus, Everolimus), Histondeacetylase-Inhibitoren (SAHA) und
HSP90-Inhibitoren (Geldanamycin) hinsichtlich ihrer Wirksamkeit bei Mantelzell-
Lymphomen getestet [114-122]. Die Kombination dieser neuen Strategien
miteinander oder mit Praparaten der Standard-Chemotherapie koénnte die

Behandlung von Mantelzell-Lymphom-Patienten deutlich verbessern [123-126].
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Abbildung 10: Entwicklung neuer Therapeutika zur Behandlung von Mantelzell-Lymphomen.
Da in Mantelzell-Lymphomen einige Signalwege wie z.B. der PI3K-Akt-mTOR-Signalweg oder der
NF«B-Signalweg sowie der Zellzyklus und die Apoptose verandert sind, versucht man Inhibitoren
einzusetzen (rot hinterlegt), die diese Signalwege blockieren. Die Abbildung wurde der Publikation
[109] entnommen und modifiziert.
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2.2 Verminderung der Expression von Cyclin D1 durch RNA-
Interferenz (RNAI)

Im Jahr 1998 entdeckten Andrew Fire und Craig Mello, dass die Injektion von
doppelstrangiger RNA (dsRNA) in den Fadenwurm C. elegans zu einem effizienten
und sequenzspezifischen Ausschalten von Genen fuhrte. Dieser Mechanismus
wurde fortan als RNA-Interferenz (RNAi) bezeichnet [127]. Einerseits wurde das
Ganze als ein Schutz-Mechanismus gegen virale RNA angesehen [128],
andererseits fand man aber heraus, dass solche Transkripte auch endogen vorlagen
und die Genexpression gezielt regulierten [129]. Weiterhin entwickelte sich daraus
durch die kunstliche EinfUhrung von dsRNA in Zellen eine elegante und
wirkungsvolle Methode zur Ausschaltung von Genen.

Die Wege, auf denen zum einen exogene dsRNA (virale oder klnstlich eingefihrte
RNA) und zum anderen endogene dsRNA (Regulation der Genexpression)
verarbeitet werden, sind sich ahnlich, aber nicht gleich (Abbildung 11). Bei der
Prozessierung endogener dsRNA (= mikro-RNA oder miRNA), werden im Zellkern
aus den langeren primaren Transkripten zunachst durch die Endonuklease/TypllI-
RNase Drosha die miRNA-Prakursor herausgeschnitten (Abbildung 11A) [130].
Durch Exportin-5, einem Rezeptor fur den nukledaren RNA-Transport, gelangen die
Vorlaufer-Molekule ins Cytoplasma, wo sie durch eine andere Endonuklease/Typlll-
RNase Dicer weiter prozessiert werden [131, 132]. Die resultierenden, etwa 21
Nukleotide langen miRNA-Duplexe werden ATP-abhangig uber RNA-Helikasen
aufgewunden und die jeweiligen Einzelstrange lagern sich mit verschiedenen
Proteinen zu einem Ribonukleoprotein-Partikel (miRNP) zusammen [133, 134]. In
diesem Komplex ist die einzelstrangige miRNA stark mit einem Argonaut-Protein
(Ago) assoziiert und leitet den gesamten Komplex zu komplementaren Sequenzen in
der mRNA [135]. Sind diese erreicht, erfolgt entweder eine endonukleolytische
Restriktion der mRNA durch das Argonaut-Protein oder eine Inhibierung der
Translation [136, 137].

Virale oder kunstlich eingeschleuste dsRNA (siRNA) wird wie die miRNA-Vorlaufer-
Molekule im Cytoplasma durch die Endonuklease/Typlll-RNase Dicer zu kurzen
RNA-Duplexen prozessiert (Abbildung 11B). Nach Aufwindung der Duplexe in die
Einzelstrange kommt es zur Zusammenlagerung des RIS-Komplexes (RISC = RNA-

induced silencing complex) und damit ausschliel3lich zur endonukleolytischen
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Abbildung 11: Mechanismen der RNA-
Interferenz.

(A) Prozessierung endogener dsRNA
(miRNA): aus dem primaren Transkript
wird durch das Enzym Drosha der
miRNA-Prakursor herausgeschnitten.
Nach dem Export ins Cytoplasma erfolgt
die weitere Prozessierung Uber das
Enzym Dicer (DCR-1/DCR-2) zu kurzen
RNA-Duplexen. Die Einzelstrange dieser
Molekule werden in miRNA-enthaltende
Ribonukleoprotein-Partikel (miRNP)
eingeschleust. Durch die Assoziation mit
einem Argonaut-Protein (Ago) und das
Heranflhren des  Komplexes an
komplementare Stellen in der mRNA
kommt es entweder zum Abbau der
MmRNA oder zur Inhibierung der
Translation.

(B) Prozessierung exogener dsRNA
(siRNA): virale oder kinstlich
eingeschleuste dsRNA wird ebenfalls
Uber das Enzym Dicer zu kurzen RNA-
Duplexen prozessiert. Die Einlagerung
der Einzelstrange dieses Molekuls in den
RISC-Komplex (= RNA-induced silencing
complex) fiihrt ausschliellich zum Abbau
komplementarer mRNA.

Die Abbildung wurde der Publikation
[138] entnommen.

Die unterschiedlichen Funktionen der siRNA- und miRNA-Moleklle werden nicht, wie

zunachst vermutet, Uber ein unterschiedliches Mall an Komplementaritat mit der

MRNA gesteuert, sondern Uber die Zusammensetzung der Protein-Komplexe, in die

sie integriert werden [139]. So konnte z.B. bei der Familie der Argonaut-Proteine nur

fur Ago2, nicht aber fir Ago1 und Ago3 eine Nuklease-Aktivitat nachgewiesen

werden.
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Schon bald nach ihrer Entdeckung wurde die RNA-Interferenz als Methode zur
Untersuchung der Funktion von Genen in verschiedenen Organismen angewendet
[140-143]. Dabei wurden zunachst langere Sticke an dsRNA in die Zellen
eingeschleust, was den Nachteil hatte, dass dadurch in Saugetier-Zellen eine
unspezifische Interferon-Antwort ausgelost wurde [144]. Erst 2001 konnte gezeigt
werden, dass durch die Einschleusung von nur 21 Nukleotiden langen siRNA-
Duplexen die unspezifische Interferon-Antwort umgangen werden konnte [145]. Da
die direkte Transfektion dieser Duplexe oft Schwierigkeiten bereitete, wurden in den
folgenden Jahren verschiedene Vektoren zur Expression von siRNA-Vorlaufern
entwickelt, deren weitere Prozessierung zur fertigen siRNA dann erst in der Zelle
stattfindet [146-149]. Dabei erfolgt die Expression entweder unter einem RNA
Polymerase |I- oder einem RNA Polymerase |ll- Promotor, wobei im zweiten Fall vor
allem der U6- und H1-Promotor (= snRNA-Promotoren) genutzt werden [150]. Bei
den Konstrukten mit RNA Polymerase lll- Promotoren wird die siRNA entweder in
zwei getrennten Strangen unter Tandem-Promotoren exprimiert oder als kurzer
Hairpin (= short hairpin RNA/ shRNA) [151, 152]. Da im Vergleich die shRNA-
Molekule durch die endogene Prozessierung mit groRerer Effizienz als die fertigen
siRNA-Molekule umgesetzt werden, wird in dieser Arbeit ein Vektor verwendet, der

die siRNA unter einem H1-Promotor als Hairpin exprimiert [153].

2.3 Lentivirale Infektion

Ein Teil der vorliegenden Arbeit bestand darin, Mantelzell-Lymphom-Zelllinien mit
einer Cyclin D1-shRNA-Sequenz zu transfizieren. Da diese Zelllinien in Suspension
wachsen und mittels herkdmmlicher Transfektionsmethoden nur schwer zu
manipulieren sind, sollte dieses Ziel mit Hilfe lentiviraler Infektion erreicht werden.
Wie alle Retroviren konnen Lentiviren stabil in das Genom ihrer Wirtszellen
integrieren (Abbildung 12). Dartber hinaus besitzen sie aber noch den Vorteil, dass
sie auch ruhende Zellen infizieren kdénnen [154, 155]. Onko-Retroviren scheitern
nach Infektion der Zielzellen und reverser Transkription der viralen RNA durch die
Grolde des Praintegrations-Komplexes (PIC; ~ 56 nm Durchmesser) an der Zellkern-
Membran (Kern-Poren: ~ 26 nm Durchmesser) und kdnnen daher nur wahrend der
Mitose die Zellen infizieren [156]. Dagegen enthalt der PIC der Lentiviren Signale flr
eine nukleare Lokalisation, die den aktiven Transport durch die Kern-Poren auch

wahrend der Interphase vermitteln [157, 158].
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Abbildung 12: Replikations-Zyklus eines Retrovirus. Die Infektion beginnt mit einer Erkennung
spezifischer Rezeptoren an der Zelloberflache durch die Hull-Proteine des Virus. Nach Fusion mit der
Zellmembran wird die virale RNA freigesetzt und in DNA umgeschrieben. Uber den Préintegrations-
Komplex (PIC) erfolgt die stabile Integration in das Wirts-Genom (= Provirus). Unabhangig von der
Replikation der Zelle werden die virale RNA und die viralen Proteine standig produziert und zu neuen
Virus-Partikeln kombiniert. Die Abbildung wurde der Publikation [159] entnommen.

Damit einerseits diese Eigenschaft der Lentiviren fur den Gen-Transfer und ahnliche
Anwendungen genutzt werden kann und andererseits bei der Anwendung auf keinen
Fall humanpathogene Replikations-kompetente Viren entstehen, wurden in mehreren
Stufen lentivirale Vektoren entwickelt, die diesen Anspruchen genugten [160, 161]. In
der vorliegenden Arbeit wurde ein lentiviraler Vektor verwendet, der auf dem Genom
des Humanen Immundefizienz-Virus (HIV) basiert. Vergleicht man den Aufbau
dieses Vektors pFUGW mit dem normalen Aufbau des HIV-Genoms (Abbildung 13),
so kann man erkennen, welche Veranderungen bei der Entwicklung lentiviraler
Vektoren vorgenommen wurden.

Ausgehend vom viralen Genom wurden bis auf die cis-agierenden Sequenzen, die
fur den Replikations-Zyklus des Virus bendtigt werden und innerhalb der LTR-
Sequenzen oder in deren Nahe lokalisiert sind, alle viralen Gene entfernt. Damit sich
der Virus aber zumindestens einmal in der Zelle produzieren kann, mussten Gene
wie gag (virale Capsid-Proteine), pol (virale Enzyme) und env (virales Hull-Protein)
auf zusatzliche Plasmide verlagert und mit dem lentiviralen Vektor kotransfiziert
werden (= trans-Komplementierung) [162, 163]. Weiterhin wurden die Konstrukte mit

der Einfuhrung interner, heterologer Promotoren (in unserem Fall CMV) unabhangig
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vom eigentlichen lentiviralen Promotor gemacht [164]. Damit konnte der lentivirale
Promotor durch die teilweise Deletion der U3-Region in der 3'-LTR (AU3) ohne
Konsequenzen fur die zu transkribierenden Gene inaktiviert werden [165]. Dies sollte
verhindern, dass durch die zufallige Integration des Virus in das Wirtsgenom zellulare
Onkogene aktiviert werden. Damit es dem Virus nicht moglich ist, sich Uber die LTR-
Sequenzen wieder aus dem Wirtsgenom heraus zu rekombinieren, wurde auf3erdem
die U3-Region in der 5°-LTR komplett deletiert. All diese MalRnahmen sorgten fur ein
sicheres Vektorsystem.
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Abbildung 13: Vergleich zwischen dem Aufbau des lentiviralen Vektors pFUGW (A) und dem
normalen Aufbau des HIV-Genoms (B). CMV enhancer = Cytomegalie-Virus-Promoter; EGFP =
enhanced green fluorescence protein; WRE = woodchuck hepatitis virus posttranscriptional regulatory
element; LTR = long terminal repeat; y = Verpackungs-Signal fir die virale RNA; gag = Gen fir die
viralen Capsid-Proteine; pol = Gen fir die viralen Enzyme; env = Gen fiir das virale Hull-Protein. Bis
auf das Verpackungs-Signal fir die virale RNA sind beim retroviralen Genom die cis-agierenden
Sequenzen nicht genauer dargestellt. Teile der Abbildung wurden der Publikation [166] entnommen.

Der in der vorliegenden Arbeit verwendete Vektor enthalt zusatzlich noch ein
Element (HIV-1 flap), das entscheidend flr den nukledren Import des viralen
Genoms ist [167]. Des Weiteren ist in das Konstrukt EGFP (= enhanced green
fluorescence protein) als Reportergen eingebaut, gesteuert von einem weiteren
(Ubiquitin-C)
posttranscriptional regulatory element (WRE), das die Transkription verstarkt [168,
169]. Das Transgen (in dieser Arbeit die Cyclin D1-shRNA) wird in eine Schnittstelle

internen  Promotor und einem woodchuck hepatitis virus

zwischen dem HIV-1 flap-Element und dem Ubiquitin-C-Promotor subkloniert.

Da das HIV-Hull-Protein ausschliel3lich die Infektion CD4-positiver Zellen erméglicht
[170] und damit nur niedrige Viren-Titer erreicht werden, wird in dieser Arbeit das
Glykoprotein G des Vesicular-Stomatitis-Virus (VSV-G) als Hull-Protein verwendet,

d.h. die Virus-Partikel werden pseudotypisiert. Abgesehen von der Erweiterung des
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Tropismus erhalt man durch diese Pseudotypiserung auch stabilere Virus-Partikel,
die mittels Zentrifugation aufkonzentrierbar sind [171, 172]. Dadurch wird ein hoherer

Virus-Titer erreicht.
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2.4 Zielsetzung der Arbeit

Ziel der Arbeit war es aufzuklaren, welche Rolle die Uberexpression von Cyclin D1
bei der Weiterentwicklung des Mantelzell-Lymphoms spielt. Dazu sollte mit Hilfe der
RNA-Interferenz die Proteinexpression von Cyclin D1 in Mantelzell-Lymphom-
Zelllinien verringert und die daraus resultierende Wirkung auf zellulare Prozesse
(Wachstum, Zellzylus, Apoptose) untersucht werden.

Zusatzlich sollte ein vergleichendes Genexpressionsprofil vor und nach dieser
Verminderung der Expression von Cyclin D1 erstellt werden.

Um dieses Ziel zu erreichen, musste zunachst ein System etabliert werden, mit dem
die Verringerung der Expressionsrate von Cyclin D1 in den nur schwer zu
transfizierenden Mantelzell-Lymphom-Zelllinien moglich ist.

Dies erforderte die Auswahl einer moglichst effizienten Cyclin D1-siRNA-Sequenz
und die Einschleusung dieser Sequenz in die Mantelzell-Lymphom-Zelllinien mittels

lentiviraler Infektion.
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3. MATERIAL UND METHODEN

3.1 Herstellung des lentiviralen Vektors mit der Cyclin D1-shRNA

Um eine geeignete siRNA-Sequenz gegen Cyclin D1 2zu finden, wurden
verschiedene Internet-Tools zum Design von siRNAs benutzt [173-175]. Aus den
dabei erstellten Sequenzen wurden sieben ausgewahlt (Tabelle 1) und zur
Uberprufung ihrer tatsachlichen Effizienz gegen Cyclin D1 in den Vektor pSUPER
(Oligoengine, Seattle, WA, USA) kloniert. Dieser Vektor exprimiert siRNAs unter der
Kontrolle eines Polymerase-lll H1-RNA-Promotors als Hairpin-Struktur (shRNA), die
dann uUber das Enzym Dicer in die RNAi-Maschinerie der Zelle eingeschleust wird

und letztendlich gegen das entsprechende Gen wirkt [151].

Tabelle 1: Fiir die Testung hinsichtlich ihrer tatsachlichen Effizienz gegen Cyclin D1
ausgewadhlte siRNA-Sequenzen.

Bezeichnung Sequenz (5°-3")

CycD1-A ATGTGTGCAGAAGGAGGTC
CycD1-B ACAAACAGATCATCCGCAA
CycD1-C CAAACAGATCATCCGCAAA
CycD1-D AACAGATCATCCGCAAACA
CycD1-E GCATGTTCGTGGCCTCTAAGA
CycD1-F GCATGTTCGTGGCCTCTAA
CycD1-G TTAGAGGCCACGAACATGC

FUr die Klonierung wurde zunachst die entsprechende Sequenz sowohl in 5°- als

auch in 3’-Richtung als Primer bestellt, hier die Sequenz CycD1-C als Beispiel:

5’-gatccccCAAACAGATCATCCGCAAALttcaagagaTTTGCGGATGATCTGTTTGtttttggaaa-3°
3'-ctaggggGTTTGTCTAGTAGGCGTTTaagttctctAAACGCCTACTAGACAAACaaaaaccttt-5

Die kleinen Buchstaben an den 5°- und 3’-Enden markieren Sequenzen, die fur das
Klonieren in den pSUPER-Vektor notwendig sind (Bglll-/Hindlll-
Restriktionsschnittstellen), im mittleren Teil befindet sich die Hairpin-Struktur, die
grolien Buchstaben markieren die 19 Nukleotide lange Zielsequenz gegen Cyclin D1.
Die beiden Primer wurden annealt und Uber die Restriktionsschnittstellen Bgl/ll und
HindIll in den pSUPER-Vektor kloniert (DNA-Methoden, siehe 3.2). Zur Uberpriifung

wurde das klonierte Konstrukt mit EcoRI und Hindlll geschnitten (erwartetes Insert:
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300 bp) und sequenziert. Parallel dazu wurde als Kontrolle fur alle nachfolgenden
Experimente eine kommerziell erhaltliche Kontroll-shRNA (Dharmacon Research,
Chicago, IL, USA / Sequenz: gatccccGCCGCUUUGUAGGAUAGAGttcaagagaCACU
AUCCUACAAAGCGGCtttttggaaa) kloniert, die keinerlei Komplementaritat zum
humanen Genom aufweist.

Die erhaltenen Konstrukte mit den sieben verschiedenen Cyclin D1-shRNAs wurden
mit Hilfe des BLOCK-T" RNAi Target Screening System (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA) hinsichtlich ihrer Effektivitat gegen Cyclin D1 getestet (siehe 3.3).

Der zweite Schritt, die Umklonierung in den lentiviralen Vektor pFUGW [166], wurde
dann nur mit den beiden effektivsten Cyclin D1-shRNA-Sequenzen durchgeflhrt.
Dazu wurde die jeweilige Cyclin D1-shRNA-Sequenz mit dem dazugehodrigen H1-
Promotor aus pSUPER herausgeschnitten (Restriktionsschnittstellen Hincll und
Smal) und in den mit Pacl geschnittenen und anschliellend mit T4-DNA-Polymerase
aufgefliliten Vektor pFUGW kloniert (siehe 3.2.7 und Abbildung 14). Die
entstandenen pFUGW-Konstrukte wurden wiederum zur Kontrolle mit EcoRI und

Hindlll geschnitten und mittels Gel-Elektrophorese analysiert.

Cyclin D1 shRNA

Tt ™~ A
< ’ 5°-CAAACAGAUCAUCCGCAAA a

37 -UUGUUUGUCUAGT AGGCEUY 5 ¢
3

CMV
enhancer

HIV-1
flap

Ubiquitin-C
promoter

EGEP = WRE = AU3 |R|US

psu—|

self-inactivating 3' LTR

Banl—'[

FUGW

Abbildung 14: Schema der Klonierung in den lentiviralen Vektor pFUGW (Teile der Abbildung
wurden aus den Publikationen [151] und [166] entnommen).
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3.2 DNA-Methoden

3.2.1 Annealing der Primer
Von beiden Primern (100 uM) wurden jeweils 3 ul eingesetzt und 44 ul Annealing-
Puffer (30 mM HEPES-KOH, pH 7,4; 100 mM Kaliumacetat; 2 mM Magnesiumacetat)
zugegeben. Nach 4 min Inkubation bei 95°C und 10 min Inkubation bei 70°C wurde

langsam auf 4°C hinuntergekunhlt.

3.2.2 Phosphorylierung der annealten Primer
Je 1 pl T4-Polynukleotidkinase, T4-Polynukleotidkinase-Puffer (Fermentas, Ontario,
Canada) und ATP (1mM) wurden zu 3yl der annealten Primer gegeben und mit H,O
bidest. auf 10 pl Volumen aufgeflllt. Der Ansatz wurde 30 min bei 37°C und 10 min
bei 70°C inkubiert.

3.2.3 Schneiden der DNA mit Restriktionsenzymen

Alle verwendeten Restriktionsenzyme stammten mit Ausnahme von Pacl (Cell
Signaling Technology, Beverly, MA, USA) von der Firma Fermentas und wurden

nach den Angaben des Herstellers eingesetzt.

3.2.4 Ligation
Alle Ligationen wurden mit dem Rapid DNA Ligation Kit (Roche, Basel, Schweiz),

nach den Angaben des Herstellers durchgeflhrt. Dabei wurde bei der Ligation der
annealten Primer mit dem Bglll/Hindlll-geschnittenen pSUPER-Vektor dieser zuvor

mit Calf Intestine Alkaline Phosphatase (Fermentas) dephosphoryliert.

3.2.5 Transformation

Alle Transformationen wurden mit den chemisch kompetenten One Shot® TOP10-

Zellen (E.coli) von Invitrogen nach den Angaben des Herstellers durchgefuhrt.

3.2.6 Plasmid-Praparationen

Zur Uberpriifung der Klonierungen wurden 5 ml LB-Lennox-Medium (Invitrogen) mit
einer Kolonie aus der Transformation angeimpft und G. N. bei 37°C unter Schutteln
inkubiert (200 rpm). Die Isolation der Plasmid-DNA aus den Bakterien erfolgte mit
dem GeneElute™ Plasmid Miniprep Kit von Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).
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Bei erfolgreicher Klonierung wurden groRere Mengen des Plasmids mit dem
PureYield™ Plasmid Midiprep System von Fermentas aus 200 ml Bakterien-

Ubernacht-Kultur) gewonnen.

3.2.7 Vorbereitung pFUGW-Vektor / Cyclin D1-shRNAs fiir die Klonierung

Hierfur wurde zunachst der pFUGW-Vektor mit Pacl (siehe 3.2.3) geschnitten, dann
wurde das Restriktionsenzym durch Zugabe des jeweils vierfachen Volumens an
Phenol/Chloroform (1:1, v/v) und H,O bidest. gefallt und die organische Phase
abzentrifugiert. Zum Uberstand wurden 0,1 Volumeneinheiten wassrige
Natriumacetatlésung (0,3 M; pH = 5,2) und 2 Volumeneinheiten Ethanol (100%)
gegeben und U.N. bei -20°C inkubiert. Die gefallte DNA wurde bei 4°C / 13.000 x g
30 min abzentrifugiert und das Pellet mit Ethanol (70%, v/v) gewaschen. Nach einer
zweiten Zentrifugation wurde das Pellet getrocknet und in 10 uyl H>O bidest.
aufgenommen. AbschlieRend wurde das geschnittene und gereinigte Plasmid mit T4-
DNA-Polymerase (Fermentas) nach den Angaben des Herstellers zu glatten Enden
aufgefullt und fur die Ligation eingesetzt.

Die Cyclin D1-shRNA-Sequenzen wurden zusammen mit dem H1-Promotor mittels
der Restriktionsenzyme Hincll und Smal (glatte Enden) aus dem pSUPER-Vektor
herausgeschnitten. Die DNA-Fragmente wurden im Agarose-Gel (1%ig) aufgetrennt,
danach wurde das H1-Cyclin D1-shRNA-Fragment aus dem Gel ausgeschnitten und
mittels des QIAquick Gel Extraction Kits (Qiagen, Hilden, Deutschland) gereinigt und

fur die Ligation eingesetzt.

3.2.8 DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung der klonierten pSUPER-Konstrukte erfolgte mit dem BigDye™
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)
nach den Angaben des Herstellers mit dem M13 (-20) Universal-Primer. Dieser
bindet bezuglich des H1-Promotors des pSUPER-Vektors in 5°-Richtung etwa 100 bp
entfernt. Die Analyse erfolgte auf dem ABI PRISM® 3100 Genetic Analyzer (Applied

Biosystems).
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3.3 Effektivitatstest fur die Cyclin D1-shRNA-Sequenzen

Um die vorhandenen Cyclin D1-shRNA-Sequenzen hinsichtlich ihrer Effizienz gegen
Cyclin D1 zu testen, wurde das BLOCK-T™ RNAi Target Screening System
(Invitrogen) benutzt. Im ersten Schritt wurde Cyclin D1 mit dem Reportergen LacZ
fusioniert. Dazu wurde ein Plasmid, das humanes Cyclin D1 im offenen Leseraster
enthielt (= ORF-Klon; Klon-ID: IOH 1962), mit dem pSCREEN-iT™/lacZ-DEST-Vektor
(Invitrogen) rekombiniert. Von diesem Reporter-Plasmid wurden 0,5 pg zusammen
mit 5 pg des jeweiligen pSUPER-CyclinD1-shRNA-Konstrukts in HEK293T-Zellen (60
mm-Schalen) kotransfiziert. Dabei wurde Lipofectamin 2000™ (Invitrogen) als
Transfektionsreagenz verwendet. Die Zellen wurden 48 h nach der Transfektion
mittels eines B-Galaktosidase-Assays und durch Western Blot (3.9) analysiert.

Der pB-Galaktosidase-Assay wurde mit dem FluoReporter® lacZ/Galactosidase
Quantitation Kit (Invitrogen) durchgefuhrt. Durch die Kotransfektion der Cyclin D1-
shRNA-Konstrukte mit dem LacZ-Cyclin D1 Reporter-Plasmid wurde je nach Aktivitat
der Cyclin D1-shRNA das /acZ-Fusionstranskript abgebaut. Dies wurde durch die
Expressions- und damit die spezifische Aktivitatsabnahme des Reporter-
Genprodukts B-Galaktosidase messbar gemacht.

Das jeweilige Zell-Lysat und fluorogenes p-Galaktosidase-Substrat wurden 30 min
bei Raumtemperatur inkubiert und die resultierende Fluoreszenz wurde mit einem
Mikroplatten-Lesegerat gemessen (Fluoroskan Ascent CF reader, Thermo Scientific,
Waltham, MA, USA; Anregungsfilter: 355nm, Emissionsfilter: 460nm).

3.4 Verwendete Zelllinien

Alle verwendeten Zelllinien wurden unter Standardbedingungen kultiviert (37°C / 95%
Luftfeuchtigkeit / 5% CO,). Standard-Nahrmedium fur alle Zelllinien war RPMI1640-
GlutaMAX™-| (Invitrogen) mit 10% (v/v) fétalem Kalberserum (PAA, Linz, Osterreich)
und Penicillin-Streptomycin (100 Units/ml Medium bzw. 100 pg/ml Medium,
Invitrogen). Eine Ausnahme stellen die HEK293T-Zellen dar, die in DMEM-
GlutaMAX™-| (Invitrogen) mit 10% fotalem Kalberserum und Penicillin-Streptomycin
kultiviert wurden. Alle untersuchten Mantelzell-Lymphom-Zelllinien exprimieren
infolge der charakteristischen Translokation t(11;14)(q13;932) mehr oder weniger

stark Cyclin D1, weitere chromosomale Veranderungen flihren oft zum Verlust von
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Schlisselgenen bei der Tumorsuppression (p53 / Rb / p16) bzw. der DNA-Reparatur
(ATM) [176]:

Tabelle 2: Ubersicht tiber die verwendeten Mantelzell-Lymphom-Zelllinien.

Mantelzell
Publikation
- Cyclin
t(11;14) p53 Rb p16 ATM EBV zur
Lymphom D1
Erzeugung
-Zelllinie
Granta ja + del/wt | wt/wt [ del/del | del/mut | pos [177]
Hbl-2 ja ++ del/ wt/wt del/ neg [178]
Jeko-1 ja +  |del/mut| wt/wt del/ ampl neg [179]
JVM-2 ja + wit/wt /wt wt/wt pos [180]
Rec-1 ja ++ wt/wt | del/ | del/del wt/ neg [181]
UPN-1 ja ++ /mut | del/del polymorph| neg [182]
Z-138 ja ++ wt/ del/ neg [183]
wt/wt = keine Deletionen/Mutationen nachweisbar EBV = Epstein-Barr-Virus

del = deletiert; del/del = homozygot deletiert; mut = mutiert
ampl = amplifiziert; polymorph = Polymorphismus
Bei fehlenden Angaben wurden noch keine Analysen zu Deletionen oder Mutationen durchgefiihrt.

3.5 Virenproduktion

Um Viren zu produzieren wurden HEK293T-Zellen in einer bestimmten Menge in
10cm-Schalen ausgesat, so dass sie am nachsten Tag zu 70-80% konfluent
gewachsen waren (5-6 Mio. Zellen/ Schale). Dann wurden pro Schale 10 ug des
lentiviralen Vektors pFUGW, in den zuvor die Cyclin D1-shRNA kloniert worden war,
zusammen mit den beiden Verpackungsplasmiden AR 8.9 (7,5 pg) und VSVG (5 ug)
mittels des Transfektionsreagenzes Lipofectamin 2000™ (Invitrogen) kotransfiziert.
Mindestens 6 h nach der Transfektion wurde das Medium gewechselt, das frische
DMEM enthielt zusatzlich Pyruvat. Da der lentivirale Vektor GFP als Reporter-Gen
enthalt, konnte 48 h nach der Transfektion im Fluoreszenz-Mikroskop leicht Uberpruft
werden, ob die Transfektion gelungen war. War dies der Fall, so wurden die
Uberstéande aus den Schalen vereinigt, zur Entfernung von Zell-Debris 10 min bei
850 x g zentrifugiert und der Uberstand anschlieRend Uber einen Filter mit einem
Porendurchmesser von 0,45 um (Millipore, Billerica, MA, USA) filtriert. Zum Schluss
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wurde der filtrierte Uberstand mittels Ultrafiltration (Vivaspin 20, Sartorius, Aubagne,

Frankreich) konzentriert (~ Faktor 70) und in kleinen Aliquots bei -80°C gelagert.

3.6 Bestimmung des Viren-Titers

Um den Gehalt an Viren, also den Titer einer Viruspraparation zu bestimmen,
wurden HEK293T-Zellen relativ diinn in 6-well-Platten ausgesit (2 x 10° Zellen/ well).
Am nachsten Tag wurde ein Virus-Aliquot aufgetaut und mit DMEM, das 8 ug/ml
Polybren® enthielt (Sigma-Aldrich), auf 1 ml Volumen gebracht und 100 pl davon
viermal in 10er-Schritten verdiinnt (100ul + 900 pl DMEM+Polybren®). Dann wurde
das Medium von den ausgesaten Zellen abgenommen und durch das Medium mit
dem unverdunnten Virus bzw. durch die vier Verdunnungen ersetzt. Als Kontrolle
diente DMEM mit Polybren®. Das Virus-Medium wurde 24 h nach Infektion entfernt
und durch frisches DMEM ersetzt. Da durch die Expression des Reporter-Gens alle
infizierten Zellen GFP-positiv waren, wurde drei Tage nach Infektion der Anteil an
GFP-positiven Zellen durch FACS-Analyse (FACS Calibur, BD, San Jose, CA, USA)
und Auswertung der Daten mit der freien Software WinMDI (Version 2.9) bestimmt
(Abbildung 15). Der Virus-Titer wurde mit Hilfe folgender Formel ermittelt, welche die

Integration von einem Virus pro Zelle zugrunde legt:

Titer=(FxCo/V)xD F = Prozent GFP-positive Zellen
Co = absolute Zellzahl
V = Volumen Virus-Aliquot in ml
D = Verdlinnungs-Faktor

Bei einer guten Praparation lag der Titer bei 10® bis 10° Viren/ ml, wobei diese Art
der Bestimmung den Titer eher unterschatzt, da mehrere Integrationen pro Zelle
stattfinden konnen und je nach Art und Zahl der Integrationen schwach leuchtende

Zellen als ,negativ® analysiert werden.

unverdiinnter Virus 10fach verdiinnter Virus 100fach verdiinnter Virus

Abbildung 15: Fluoreszenzmikroskop-Bilder von infizierten HEK293T-Zellen. Uber eine
Verdunnungs-Reihe des Virus und dem jeweils resultierenden Gehalt an GFP-positiven Zellen wird
der Virus-Titer bestimmt (Mikroskop: Axiolmager1 mit FITC-Filter, Zeiss, Jena, Deutschland).
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3.7 Infektion der Mantelzell-Lymphom-Zelllinien

Um eine optimale Hinunterregulation von Cyclin D1 mit geringen unspezifischen
Effekten zu erreichen, wurde mittels einer Titration (siehe 4.3.1) fur jede Mantelzell-
Lymphom-Zelllinie das Optimum an eingesetztem Virus ermittelt. Dieses lag bei
Granta 519, UPN-1 und Z-138 bei einem MOI (= Multiplicity of Infection) von 45, bei
JVM-2 bei 70 und bei Jeko-1 bei 90, d.h., dass z.B. bei der Infektion von Granta 519
auf eine Zelle etwa 45 Viren kamen. Setzt man voraus, dass die Infektion in einer 6-
well-Platte mit 2 x 10° Zellen pro Well erfolgte, so wurde die entsprechende Menge
an Virus mit RPMI-Medium, das 8 pg/ml Polybren® enthielt, auf 1ml Volumen pro
Well gebracht. Dann wurde der Virus mit den zuvor pelletierten Zellen vermischt und
auf die Wells verteilt. Es folgte eine 90 minutige Zentrifugation bei 1000 x g,
anschlieRend wurden die Zellen unter Zugabe von frischem Medium in ein
Zentrifugen-Rohrchen uberfuhrt, nochmals pelletiert und fur die Rekultivierung in
frischem Medium aufgenommen. Die Bestimmung der Infektionsrate aufgrund der
GFP-Positivitat erfolgte 72 h nach Infektion durch FACS-Analyse (FACS Calibur, BD)

und Auswertung der Daten mit der freien Software WinMDI (Version 2.9).

Jeko-1 Jeko-1 nach Infektion

Abbildung 16: Lasermikroskopische Aufnahmen von Kontroll-Zellen und infizierten Zellen 72h
nach Infektion (Ubereinanderlagerung Hellbild - GFP). Der Anteil an GFP-positiven = infizierten
Zellen wurde Uber FACS-Analyse bestimmt (Mikroskop: CLSM-510 NLO, Zeiss, Jena, Deutschland).

3.8 RNA-Methoden

3.8.1 RNA-Isolation
Die Isolation der Gesamt-RNA erfolgte mit dem RNeasy Mini Kit (Qiagen). Dabei

wurde wahrend der Aufreinigung ein DNase-Verdau (Qiagen) zur Abtrennung von
DNA durchgefuihrt. Bei Nutzung der RNA fir die Microarray-Analyse wurde die
Integritdt der RNA mit dem Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Santa
Clara, CA, USA) uberpruft.
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3.8.2 Reverse Transkription / quantitative Real-Time PCR (qRT-PCR)
Die Umschreibung der RNA in cDNA erfolgte mit einer M-MLV-Reversen

Transkriptase von Invitrogen (SuperScript™ 1) und einem 1:1-Gemisch aus
Oligo(dT)-Primern (Fermentas) und Random-Hexamer-Primern (Roche) in einem
Volumen von 20 ul nach den Angaben des Herstellers (Annealing-Bedingungen der
Primer: 2 min bei 70°C und 10 min bei RT).

Die Analyse der Genexpression durch quantitative Real-Time PCR wurde mit dem
ABI PRISM® 7500 Sequence Detection System (SDS Software Version 1.3.1,
Applied Biosystems; Threshold: 0,1; automatische Baseline) durchgefuhrt. Zum
Ansetzen der PCR wurde der Tagman® Universal Master Mix (Applied Biosystems)
verwendet und es wurden 4 pl cDNA pro 20 pl-Ansatz eingesetzt. Dabei wurde die
cDNA vorher so verdunnt, dass 4 pl einer RNA-Ausgangsmenge von 10 ng
entsprachen (PCR-Programm: 10 min bei 95°C; 40 Zyklen mit 15 sec bei 95°C und
60 sec bei 60°C).

Far die Quantifizierung von Cyclin D1, CDK4, CDK6, OAS-1 und BIC wurden
Tagman® Gene Expression Assays (Primer/ Sonden) von Applied Biosystems
verwendet (Cyclin D1: Hs00277039 _m1; CDK4: Hs01565683 g1; CDK®6:
Hs00608037_m1; OAS-71: Hs00242943 m1). Die Primer- und Sonden-Sequenzen
far Cyclin D2 lauten: 5-CGCAAGCATGCTCAGACCTT-3/, 5-
TGCGATCATCGACGGTGG-3, 5-FAM-TGCCACCGACTTTAAGTTTGCCATGT-
TAMRA-3’, die Sequenzen fur Cyclin D3 und das TATA-Box bindende Protein (TBP)
als endogene Kontrolle wurden bereits publiziert [184, 185]. Bei Cyclin D3 betrugen
die verwendeten Konzentrationen fur Sonde, Vorwarts- und Ruckwartsprimer 100nM,
300 nM und 900 nM, bei Cyclin D2 und TBP 200 nM, 900 nM und 900 nM. Die
Assays von Applied Biosystems wurden nach den Angaben des Herstellers
verwendet.

Vor Beginn der eigentlichen Experimente wurde der lineare Bereich der verwendeten
Assays (Primer/ Sonden) ermittelt. Dazu wurde von den unbehandelten Zelllinien
RNA isoliert, in cDNA umgeschrieben und in Verdinnungs-Stufen in die qRT-PCR
eingesetzt. Die Daten wurden mit Hilfe der ACt-Methode analysiert. Dabei wurde die
Expression der Zielgene auf die endogene Kontrolle TBP normalisiert, indem die
Differenz zwischen den Mittelwerten der ermittelten PCR-Zyklen fur Ziel- und
Kontrollgen gebildet wurde (ACt-Wert). Als nachstes wurde in jedem Experiment auf

die unbehandelte Kontrolle kalibriert, d.h der ACt-Wert dieser Probe wurde von allen
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anderen ACt-Werten abgezogen (AACt-Wert), wodurch die Kontrolle einen AACt-
Wert von 0 erhalt. Die Genexpression im Verhaltnis zur Kontrolle erhalt man, in dem

man die AACt-Werte in die Formel 22 ginsetzt.

3.8.3 Quantitative Real-Time PCR im GroBmaBstab durch Tagman®
Arrays

Um gleichzeitig die Expression von 48 Genen in einer Probe quantifizieren zu
kénnen, wurden bei der Firma Applied Biosystems eigens gestaltete 384-well-Platten
bestellt, die es ermdglichten pro Platte 48 ausgewahlte Gene (darunter die endogene
Kontrolle TBP) in 8 verschiedenen Proben zu quantifizieren (7900 HT Gene
Expression Micro Fluidic Card Configuration 4).

Um von jeder Probe zwei technische Replikate mit je 200 ng umgeschriebener RNA
zu erhalten, wurden pro Probe 500 ng RNA in einem Volumen von 20 pl in cDNA
umgeschrieben (siehe Punkt 3.8.2). AnschlielRend wurde die Umschreibung mit 80 pl
H>O verdinnt (5 ng RNA-Ausgangsmenge / ul) und schliesslich wurden 88 ul des
vorverdiinnten Transkripts mit 110 pl Tagman® Universal Master Mix (Applied
Biosystems) und 22 pl H,O vermischt und davon schlief3lich je 100 pl in zwei Proben-
Reservoirs der 384-well-Platte pipettiert. Den Angaben des Herstellers folgend wurde
die Platte zentrifugiert, damit die Proben aus dem Reservoir in die einzelnen Wells
der Platte gelangen konnten. Dann wurden die Probenreservoirs abgetrennt und die
Platte fiir die quantitative Real-Time PCR in ein ABI PRISM® 7900HT Sequence
Detection System geladen (SDS Software Version 2.1, Applied Biosystems). Die
Daten wurden mit Hilfe der ACt-Methode, wie schon unter Punkt 3.8.2 beschrieben,

analysiert.

3.8.4 Vorbereitung der RNA fiir die Genechip-Analyse

Unter Benutzung des One-Cycle Eukaryotic Target Labeling Assays (Affymetrix Inc.,
Santa Clara, CA, USA) wurden 4 pg Gesamt-RNA umgeschrieben, dabei wurden fur
die Synthese des cDNA-Erststrangs T7-Oligo(dT)-Primer verwendet (der gesamte
Ablauf ist in Abbildung 17 schematisch dargestellt).

Nach der RNase H-vermittelten Synthese des cDNA-Zweitstrangs wurde die
doppelstrangige cDNA gereinigt. Sie diente als Matrize in der nachfolgenden in vitro
Transkriptions-Reaktion (IVT), d.h. dass unter Zugabe von T7-RNA-Polymerase und
einem Ribonukleotid-Mix, der ein biotinyliertes Ribonukleotid-Analogon (UTP)
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enthielt, Biotin-markierte, komplementare RNA (cRNA) gebildet wurde. Die mit Biotin
markierte cRNA wurde gereinigt, fragmentiert und auf GeneChip® Human Genome
U133 Plus 2.0 Arrays (Affymetrix) hybridisiert. Nach der Hybridisierung uber Nacht
wurden die Arrays zweimal mit Phycoerythrin-konjugiertem Streptavidin (SAPE) und
dazwischen mit einem biotinyliertem Antikérper gegen Streptavidin inkubiert. Dies
fuhrte zu einer doppelten Markierung der hybridisierten cDNA mit Phycoerythrin und
damit zur Verstarkung der Fluoreszenz-Signale. Zur Aufnahme der Fluoreszenz-
Signale, die dem jeweiligen Genexpressions-Level entsprachen, wurden die Arrays
gescannt. Nach dem Scannen wurden die entstandenen Bilder mit der Affymetrix®
MicroArray Suite (MAS) 5.0 Software verarbeitet, um die einzelnen Signale in

Intensitats-Werte zu Ubersetzen und damit Werte flr die Genexpression zu erhalten.
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Abbildung 17: Schematischer Ablauf fiir die Genechip-Analyse (Teile der Abbildung wurden der
Anleitung fiir GeneChip® Expression Analysis von Affymetrix entnommen).

Die Normalisierung, die Aufsummierung der einzelnen Werte fur ein Probeset/ Gen,
der Vergleich zwischen unbehandelter Kontrolle und der mit Cyclin D1-shRNA
infizierten Probe, sowie die statistische Uberpriifung wurde mit dem Service von
CARMAweb (https://carmaweb.genome.tugraz.at/carma/) der technischen Universitat
Graz oder der Chiplnspector-Software (Genomatix, Maunchen, Germany)
durchgefiihrt. Bei der statistischen Uberpriifung der als signifikant verandert
ermittelten Gene wird angeben, wie viel Prozent der erhaltenen Gene sich
maoglicherweise als ,falsch positiv* erweisen (False discovery rate = FDR). Diese lag

bei den durchgefihrten Experimenten zwischen 0,1 und 10%.

36


https://carmaweb.genome.tugraz.at/carma/

Material und Methoden

3.9 Western Blot

Die Zellen wurden abzentrifugiert, einmal mit eiskaltem PBS, pH 7,45 (Invitrogen)
gewaschen, wiederum abzentrifugiert und das Pellet in T-PER-Puffer (Lyse-Puffer
von Pierce, Rockford, IL, USA), der zusatzlich Protease-Inhibitoren (Complete Mini,
Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland) und Phosphatase-Inhibitoren (Cocktail
1 und 2, Sigma-Aldrich) enthielt, resuspendiert. Nach 30 min Lyse auf Eis wurde der
Zell-Debris 10 min bei 4°C /13.000 x g abzentrifugiert und der Uberstand in ein neues
Reaktionsgefall Ubertragen. Die Bestimmung der Protein-Konzentration erfolgte mit
dem BCA Protein Assay Kit (Pierce).

Gleiche Mengen an Protein (30 bis 60 ug / Probe) aus den Zell-Lysaten wurden
mittels SDS-Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese (SDS-PAGE) aufgetrennt, dabei
wurden fertige Gradienten-Gele (NUPAGE® Novex® 4-12% Bis-Tris Mini, Invitrogen)
in  Kombination mit MES-Laufpuffer (Invitrogen) und der dazugehdrigen
Elektrophorese-Kammer (XCell SureLock™ Mini) von Invitrogen verwendet.
AnschlielRend erfolgte der Transfer der Proteine auf eine Nitrocellulose-Membran
(Hybond™-ECL™, Amersham, UK). Um eine unspezifische Bindung des ersten
Antikorpers zu verhindern, wurde die Membran zunachst in T-TBS-Puffer (10 mM
Tris, pH = 7,6; 100 mM NaCl; 0,1% Tween 20) mit 5% Magermilchpulver (m/v,
Saliter, Obergunzburg, Deutschland) eine Stunde bei 37°C blockiert, dann mehrmals
mit T-TBS-Puffer gewaschen und mit dem ersten Antikorper (Verdinnung in T-TBS
mit 3% BSA) U.N. bei 4°C inkubiert. Nach mehrmaligem Waschen in T-TBS-Puffer
wurde die Membran mit einem zweiten Antikérper, der sich gegen den ersten
Antikorper richtete und an den zur Detektion Meerettichperoxidase (HRP) gekoppelt
war (Ziege-anti-Kaninchen-HRP oder Ziege-anti-Maus-HRP; Amersham; Verdinnung
1:2000 in T-TBS-Puffer mit 5% Milchpulver, m/v), fur eine Stunde bei RT inkubiert.
Die Detektion der HRP-markierten Immunkomplexe wurde mit einem
Chemilumineszenz-System (SuperSignal® West Pico Chemiluminescent System)
von Pierce durchgefiuhrt. Die entstandenen Signale wurden mit Hilfe von
Roéntgenfilmen (Hyperfiim™ ECL, Amersham) und einem automatischen Entwickler
(AGFA Curix 60, AGFA, Ridgefield Park, NJ, USA) aufgenommen.

Bei mehrmaliger Verwendung einer Membran wurde diese nach der Detektion kurz in
H,O bidest. gewaschen, dann wurden die vorhandenen Signale durch 10-minutige

Inkubation mit Restore™ Western Blot Stripping Buffer (Pierce) bei 37°C entfernt, und
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schliel3lich wurde nach mehrmaligem Waschen mit T-TBS-Puffer erneut mit der

Blockierung begonnen.

Die folgenden Antikdrper wurden verwendet:

Antigen Bezeichnung | Firma Eingesetzte | Sekundarer | Grosse
/ Klon Verdlinnung | Antikdrper | in kDa

Cyclin D1 H-295 Santa Cruz * 1:200 Kaninchen | 36

Cyclin D2 Cell Signaling ** | 1:320 Kaninchen | 30

Cyclin D3 1 BD Transduction | 1:1000 Maus 34
Laboratories™

Cyclin E C-19 Santa Cruz 1:200 Kaninchen | 50

CDK2 55 BD Transduction | 1:2500 Maus 33
Laboratories™

CDK4 DCS 3.1 Santa Cruz 1:200 Kaninchen | 34

p27KP1 57 BD Transduction | 1:500 Maus 27
Laboratories™

phospho-Rb | Ser807/811 Cell Signaling 1:1000 Maus 110

a-Tubulin B-5-1-2 Sigma-Aldrich 1:5000 Maus 48

* Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA

> Cell Signaling Technology, Beverly, MA, USA

3.10 Wachstumskurve

Zur Bestimmung der Zahl an lebenden Zellen mit Hilfe einer Wachstumskurve wurde
der CellTiter 96° AQueous One Solution Cell Proliferation Assay (Promega, Madison,
WI, USA) verwendet. Bei diesem Assay wird von den lebenden Zellen eine
Tetrazolium-Verbindung (MTS) zu einem farbigen Formazan-Produkt bioreduziert
(siehe Abbildung 18). Die Menge an enstandenem Formazan wird dann bei 490nm
photometrisch bestimmt und ist direkt proportional der Menge an lebenden Zellen in
Kultur.

Fir die Bestimmung wurden die Zellen direkt nach der Infektion gezahlt und 1 x 10°
Zellen/ ml in 6-well-Platten ausgesat (2 ml pro Well). Dann wurden an allen
folgenden Tagen bis 6 Tage nach der Infektion 100 pl von den ausgesaten Zellen mit
10 pl des MTS-Reagenz in einer 96-well-Platte vermischt und je nach Zelllinie 2 bis 3
Stunden bei 37°C und 5% CO;, im Brutschrank inkubiert. SchlieRlich wurde die
Absorption bei 490nm gemessen (Microplate Reader 680, Bio-Rad, Hercules, CA,
USA).
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Abbildung 18: Struktur der Tetrazolium-Verbindung (MTS) und des gebildeten Formazans (Teile
der Abbildung wurden aus der Anleitung fir den CellTiter 96® AQueous One Solution Cell
Proliferation Assay von Promega entnommen).

3.11 Durchflusszytometrische Analyse von Zellzyklus und Apoptose

FUr die Analyse des Zellzyklus mittels Durchflusszytometrie wurde fur die Messung
der Zellkerne (Verteilung auf die Zellzyklusphasen) ein Protokoll von Nuesse et al.
benutzt [186]. Nach diesem Protokoll werden die Zellen mit zwei Losungen
behandelt. Dabei zerstort die erste Losung die Zellmembran und setzt die Zellkerne
frei, wahrend die zweite Losung die Kerne stabilisiert. Beide Losungen enthalten
Ethidiumbromid als DNA-spezifisches Fluorophor. Sub-diploide Zellen (<2n) sind
apoptotisch und koénnen auch mit Hilfe dieser Methode quantifiziert werden.
Alternativ wurden apoptotische Zellen mit dem Annexin-V-Fluos staining kit (Roche
Diagnostics, Mannheim, Deutschland) angefarbt. Alle Messungen wurden am
Durchflusszytometer LSR Il (BD, San Jose, CA, USA) durchgefuhrt und die Daten mit
der ModFit LT™ Software Version 3.0 (Verity Software, Topsham, ME, USA)

analysiert.

3.12 Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien stammten von den Firmen Merck (Darmstadt,
Deutschland), Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). oder Roth (Karlsruhe,
Deutschland) und wurden mit dem hochstmoglichen Reinheitsgrad (pro analysi)

verwendet.
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4. ERGEBNISSE

4.1 Charakterisierung der Mantelzell-Lymphom-Zelllinien

4.1.1 Expression von Cyclin D1, D2 und D3 in den Mantelzell-Lymphom-

Zelllinien

Die verwendeten Mantelzell-Lymphom-Zelllinien wurden hinsichtlich der Expression
von Cyclin D1, D2 und D3 charakterisiert. Eine starke Cyclin D1-Expression infolge
der fir das Mantelzell-Lymphom charakteristischen Translokation t(11;14)(q13;q32),
die alle verwendeten Zelllinien aufweisen (Tabelle 2), findet man mittels Western Blot
vor allem in den Zelllinien Jeko-1, Rec-1, Z-138 und UPN-1 (Abbildung 19). Die
Zelllinien Hbl-2 und Granta 519 weisen ebenfalls eine hohe Cyclin D1-
Expressionsrate auf, auch wenn diese im Vergleich mit den anderen Mantelzell-
Lymphom-Zelllinien etwas schwacher ist. JVM-2-Zellen weisen dagegen ein flr
Mantelzell-Lymphom-Zelllinien untypisches, schwaches Cyclin D1-Expressionssignal

auf.

Cyclin D1

Cyciin D2 NV,

Cyclin D3 (s e ame w— v - 34 kD

Tubulin -——-—----—-- -48 kD

Abbildung 19: Protein-Expression von Cyclin D1, D2 und D3 in den Mantelzell-Lymphom-
Zelllinien (Western Blot). Tubulin dient zur internen Kontrolle der Probenauftragung. Die Zell-Linie
SUDHL-1 gehért nicht zu den Mantelzell-Lymphom-Zelllinien, sondern dient nur als Positiv-Kontrolle
fur die Expression von Cyclin D3. Die B-Lymphoblastoide Zelllinie CM soll den Expressionszustand
der D-Typ-Cycline in normalen B-Lymphozyten widerspiegeln.

Auf RNA-Ebene betrachtet (Abbildung 20A), entspricht das in etwa einem um den
Faktor 2 héheren Wert flr die stark Cyclin D1-exprimierenden Zelllinien Jeko-1, Rec-
1, Z-138 und UPN-1 gegenuber den Zelllinien Hbl-2 und Granta 519 mit einer

mittleren Expression von Cyclin D1. Im Bezug auf die nur schwach Cyclin D1-
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exprimierende Zelllinie JVM-2 ist die mRNA-Menge in den stark Cyclin D1
exprimierenden Zelllinien etwa um den Faktor 14 und in den Zelllinien mit einer
mittleren Cyclin D1-Expression etwa um den Faktor 7 hoéher. Die Cyclin D1-
Expression der B-Lymphoblastoiden Zelllinie CM, die in etwa den Zustand in
normalen B-Lymphozyten widerspiegelt, ist mittels Western Blot nicht nachweisbar
und auf RNA-Ebene selbst im Vergleich mit der Zelllinie JVM-2 nur sehr gering
(Faktor 230).
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Abbildung 20: mRNA-Expression von Cyclin D1(A), D2(B) und D3(C) in den Mantelzell-
Lymphom-Zelllinien (qRT-PCR). Alle mRNA-Werte sind im Verhaltnis zum mRNA-Wert der
endogenen Kontrolle TBP (=TATA-Box bindendes Protein) dargestellt. Die B-Lymphoblastoide
Zelllinie CM soll den Zustand in normalen B-Lymphozyten widerspiegeln.
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Bei Cyclin D2 verhalt es sich genau umgekehrt. Nur in der schwach Cyclin D1-
exprimierenden Zelllinie JVM-2 und in der B-Lymphoblastoiden Zelllinie CM ist Cyclin
D2 mittels Western Blot klar nachweisbar (Abbildung 19). Auch auf RNA-Ebene
(Abbildung 20B) wird deutlich, dass, je mehr Cyclin D1 exprimiert wird, desto weniger
Cyclin D2 vorhanden ist (Vergleich zwischen Abbildung 20A und B). Die hdchste
Konzentration an Cyclin D2 weist auf RNA-Ebene die B-Lymphoblastoide Zelllinie
CM auf, gefolgt von den Zelllinien JVM-2 und Hbl-2 mit einer um den Faktor 2,6
geringeren Menge an Cyclin D2 und den Zelllinien Granta 519 und Jeko-1 mit einer
um den Faktor 62 geringeren Cyclin D2-Menge. Bei drei Zelllinien mit starker Cyclin
D1-Expression (Rec-1, Z-138, UPN-1) ist die Konzentration an Cyclin D2-mRNA so
gering, dass sie kaum noch nachweisbar ist.

Betrachtet man die Expression von Cyclin D3 mittels Western Blot (Abbildung 19), so
fallt auf, dass nur die Zelllinie SUDHL-1, die nicht zu den Mantelzell-Lymphom-
Zelllinien gehdrt und lediglich als Positiv-Kontrolle fir die Cyclin D3-Expression dient,
ein starkeres Signal aufweist, wahrend das Cyclin D3-Signal in allen Mantelzell-
Lymphom-Zelllinien annahernd gleich ist. Dies bestatigt sich auch auf RNA-Ebene
(Abbildung 20C). Hier lasst sich ein geringer Faktor von 7 zwischen der niedrigsten
und hoéchsten Cyclin D3-mRNA-Konzentration ermitteln. Ausserdem liegen im
Vergleich zu der teilweise starken Expression von Cyclin D1 insgesamt nur niedrige
Mengen an Cyclin D3 vor.

Wahrend sich die Cyclin D1- und D2-Expression in den Mantelzell-Lymphom-
Zelllinien also komplementar verhalt, ist die Expression von Cyclin D3 in allen

Zelllinien annahernd gleich gering.

4.1.2 Expression wichtiger Zellzyklus-Proteine in den Mantelzell-
Lymphom-Zelllinien

Abgesehen von der Expression von Cyclin D1, D2 und D3 wurde auch die
Expression wichtiger Zellzyklus-Proteine, die mit Cyclin D1 in Zusammenhang
stehen, untersucht (siehe Abbildung 6 in der Einleitung und Abbildung 21). Hier fallt
auf, dass die Expression von CDK4 (neben CDKG6 einer der beiden katalytischen
Partner der D-Cycline) genau in den Mantelzell-Lymphom-Zelllinien am starksten ist,
die auch die starkste Cyclin D1-Expression aufweisen. Dieser Abhangigkeit folgend

ist die Expression von CDK4 in der B-Lymphoblastoiden Zelllinie CM am
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schwachsten. Im Gegensatz zu CDK4 ist CDK6 in allen Mantelzell-Lymphom-
Zelllinien nur sehr schwach exprimiert und mittels Western Blot nicht nachweisbar.
Ebenfalls im Kontrast zur CDK4-Expression folgt die Expression von Cyclin E
und seinem katalytischen Partner CDK2 nicht der Cyclin D1-Expression und auch die
Expression von p27""" dem Inhibitor des Cyclin D-CDK4-Komplexes, zeigt keine
grol3en Unterschiede zwischen den einzelnen Zelllinien.
Die Aminosauren Serin 807 und Serin 811 des Retinoblastoma-Proteins Rb sind
zwei von mehreren Aminosaure-Resten, die ausschlieRlich durch den Cyclin D-
CDK4-Komplex phosphoryliert werden. Das Phosphorylierungs-Signal von Rb fehlt
bei UPN-1 vollig, da in dieser Zelllinie eine homozygote Deletion von Rb vorliegt.
Ansonsten ist Rb aulder in den Zelllinien Hbl-2 und Jeko-1 in allen Mantelzell-
Lymphom-Zelllinien und auch in der B-Lymphoblastoiden Zelllinie CM
hyperphosphoryliert und damit inaktiviert.

v o
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Cyclin D1 - -m - 36 kDa
Cyclin E W = W o e - 50 kDa
CDK4 @mp ..,----. - 30 kDa
CDK2 = - e — e e @ _33kDa
p27 e — — — e e == - 27 kDa
| [—— —-—
p-Rb (Ser807/811) . o0 L0 loBipeny | -110 kDa

Abbildung 21: Protein-Expression wichtiger Zellzyklus-Proteine in den Mantelzell-Lymphom-
Zelllinien (Western Blot). Tubulin dient als interne Kontrolle der Proben. Die B-Lymphoblastoide
Zelllinie CM soll den Zustand in normalen B-Lymphozyten widerspiegeln.
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4.2 I|dentifizierung einer shRNA mit hoher Effizienz gegen Cyclin D1

4.2.1 Uberpriifung der Cyclin D1-shRNA-Sequenzen
mittels B-Galaktosidase-Assay

Zu Beginn des Projekts waren in der Literatur keine shRNA-Sequenzen gegen Cyclin
D1 zu finden. Daher mussten mit Hilfe verschiedener Internet-Tools Sequenzen
erstellt (Tabelle 1) und anschlieend hinsichtlich ihrer tatsachlichen Effizienz gegen
Cyclin D1 getestet werden. Wie im Abschnitt 3.3 beschrieben, wurde dieser Test mit
dem BLOCK-iT™ RNAIi Target Screening System (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)
durchgefuhrt. Die zentrale Rolle spielt hier ein Plasmid, das Cyclin D1 in Fusion mit
LacZ exprimiert (Genprodukt von LacZ = [3-Galaktosidase). Wird dieses Plasmid mit
den Cyclin D1-shRNA-Sequenzen in HEK293T-Zellen kotransfiziert, so ist die Menge
des gebildeten Cyclin D1-R-Galaktosidase-Fusionsproteins direkt von der Effizienz
der Cyclin D1-shRNA abhangig. Denn je effizienter die Cyclin D1-shRNA ist, desto
besser fuhrt sie zum Abbau der Cyclin D1-LacZ-Fusions-mRNA und desto weniger
Cyclin D1-R-Galaktosidase-Fusionsprotein wird translatiert. Eine Mdoglichkeit, die
Menge des gebildeten Cyclin D1-R-Galaktosidase- Fusionsproteins zu bestimmen, ist
der R-Galaktosidase-Assay. In Abbildung 22 sind die Ergebnisse dieses Assays
zusammengefasst.

Dabei wurde die 3-Galaktosidase-Aktivitat des Fusionsproteins ohne kotransfizierte
Cyclin D1-shRNA als 100%-Wert festgesetzt (pLC1). Um sicherzugehen, dass das
Testsystem spezifisch ist, wurden zusatzlich drei Kontrollen durchgeflhrt: zum einen
wurde der shRNA-Expressionsvektor pSUPER (pS) als Leervektor (pLC1 + pS), zum
anderen eine Kontroll-shRNA, die keinerlei Komplementaritat zu irgendeinem
humanen Gen aufwies (pLC1 + pS-Kontrolle) sowie eine shRNA gegen STAT3
(pLC1 + pS-Stat3) kotransfiziert. Alle drei Kontrollen wiesen eine im Verhaltnis zu
pLC1 kaum veranderte 3-Galaktosidase-Aktivitat auf.

Betrachtet man die sieben Cyclin D1-shRNA-Sequenzen (pLC1 + pS-CycD1-A bis
G), so haben die Sequenzen A, E und G keinerlei oder nur einen geringen Effekt auf
die Expression des Cyclin D1-R-Galaktosidase-Fusionsproteins (A: 48,9%; E: 99,5%
G: 99,1%). Dagegen zeigen die Sequenzen B, D und F eine deutlich bessere
Effizienz gegen das Cyclin D1-R-Galaktosidase-Fusionsprotein und vermindern seine
Aktivitat um 78 bis 85,6%. Die Sequenz mit der hochsten Effizienz war die Sequenz

C, welche die Aktivitat des R-Galaktosidase-Fusionsproteins um 96,1% reduzierte.
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Abbildung 22: R-Galaktosidase-Assay als Effizienz-Test fiir die erstellten Cyclin D1-shRNA-
Sequenzen. R-Galaktosidase-Aktivitat LacZ-Cyclin D1 (pLC1) = 100%; kontransfizierte Kontrollen:
pLC1 + pS, pLC1 + pS-Kontrolle und pLC1 + pS-Stat3; kotransfizierte Cyclin D1-shRNA-Sequenzen:
pLC1 + pS-CycD1-A bis G. Das Umklonieren aus dem shRNA-Vektor pSUPER in den lentiviralen
Vektor pFUGW wird durch die Bezeichnungen pS und pF verdeutlicht.
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Die Wiederholung des R-Galaktosidase-Assays nach Umklonieren der vier besten
Sequenzen in den lentiviralen Vektor pFUGW zeigte, dass die Kotransfektion des
leeren lentiviralen Vektors (pLC1 + pF) schon zu einer Verminderung der R-
Galaktosidase-Aktivitat auf etwa 10% des Ausgangs-Niveaus fuhrte. Daher wurde
nun dieser Wert als 100%-Wert festgelegt. Obwohl die Sequenzen B, D und F hier
eine weitaus schwachere Verminderung der Expression ergaben (27 bis 65%), war
die Effizienz der besten Sequenz C mit 92% Verminderung annahernd gleich gut.

4.2.2 Uberpriifung der Cyclin D1-shRNA-Sequenzen mittels Western Blot

Der Western Blot ist bei Anwendung des BLOCK-iT™ RNAi Target Screening
Systems (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) eine weitere Moglichkeit, die Menge des
gebildeten Cyclin D1-R-Galaktosidase-Fusionsproteins zu bestimmen. Dabei wurden
die Protein-Lysate der mit LacZ-Cyclin D1 und den Cyclin D1-shRNA-Sequenzen
kotransfizierten HEK293T-Zellen fur den Western Blot aufgetragen. Mit einem Cyclin
D1-Primar-Antikorper liefen sich dann sowohl die Expression des Cyclin D1-3-
Galaktosidase-Fusionsproteins (126 kDa) als auch des endogenen Cyclin D1 (36
kDa) und deren Verminderung durch die Cyclin D1-shRNA-Sequenzen nachweisen
(Abbildung 23).

Als Positiv-Kontrolle fur endogenes Cyclin D1 wurde die Mantelzell-Lymphom-
Zelllinie Granta 519 verwendet, da die HEK293T-Zellen wenig endogenes Cyclin D1
exprimieren. Die Transfektion mit LacZ-Cyclin D1 (pLC1) allein bzw. in Kombination
mit dem leeren shRNA-Vektor pSUPER (pLC1 + pS) fuhrte zu einer starken
Expression des Cyclin D1-R-Galaktosidase-Fusionsproteins.  Durch  die
Kotransfektion der effizientesten Cyclin D1-shRNA-Sequenz (pLC1 + pS-CycD1-C)
wurde die Expression sowohl des Cyclin D1-B-Galaktosidase-Fusionsproteins als
auch des endogenen Cyclin D1 komplett hinunterreguliert. Bei den weniger
effizienten Cyclin D1-shRNA-Sequenzen (pLC1 + pS-CycD1-F und pLC1 + pS-
CycD1-B) verschwand die Cyclin D1-Bande im Western Blot nur auf endogener
Ebene vollstandig und blieb beim Fusionsprotein teilweise erhalten.

Nach Umklonieren der Sequenzen in den lentiviralen Vektor und dessen
Verwendung bestatigten sich im Western Blot die Ergebnisse, die mit den pSUPER-
Konstrukten gefunden wurden. Allerdings wurde hier wie im R-Galaktosidase-Assay
deutlich, dass die Kotransfektion des leeren lentiviralen Vektors schon zu einer

verminderten Expression des Fusionsproteins fuhrt (Vergleich pLC1 und pLC1 + pF).
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Leider war das Signal beim endogenen Cyclin D1 hier insgesamt schwacher, so dass
die von vornherein niedrigen Konzentrationen in den HEK293T-Zellen nicht mehr
nachzuweisen waren.

Fir alle weiteren Experimente wurde die effizienteste Cyclin D1-shRNA Sequenz
(Sequenz C) verwendet, die Ergebnisse wurden dann mit der zweitbesten Sequenz

(Sequenz F) validiert.
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Abbildung 23: Western Blot als Effizienz-Test fiir die erstellten Cyclin D1-shRNA-Sequenzen.
Zell-Lysate von: Granta 519 = Positiv-Kontrolle fir endogenes Cyclin D1; HEK293T = unbehandelte
Zellen; pLC1 (+ pS) = mit LacZ-Cyclin D1 (und dem leeren pSUPER-Vektor) transfizierte Zellen; pLC1
+ pS-CycD1-C/F/B = mit LacZ-Cyclin D1 und der jeweiligen Cyclin D1-shRNA transfizierte Zellen.
Tubulin dient zur internen Kontrolle der Probenauftragung. Das Umklonieren aus dem shRNA-Vektor
PSUPER in den lentiviralen Vektor pFUGW wird durch die Bezeichnungen pS und pF verdeutlicht.

47



Ergebnisse

4.3 Effizienter Transfer der Cyclin D1-shRNA in die Mantelzell-

Lymphom-Zelllinien mittels lentiviraler Infektion

4.3.1 Titration des Optimums an Virenmenge am Beispiel der Mantelzell-

Lymphom-Zelllinie Granta 519
Von den beiden effizientesten Sequenzen gegen Cyclin D1 (pS-CycD1-C / pS-

CycD1-F; Abschnitt 4.2) wurden nach der Umklonierung in den lentiviralen Vektor
pFUGW Viren produziert. Wie in Abschnitt 3.5 beschrieben, wurde dabei der
entsprechend modifizierte lentivirale Vektor pFUGW zusammen mit den beiden
Verpackungsplasmiden AR 8.9 und VSVG in HEK293T-Zellen transfiziert und der
Virus durch die Sammlung und Konzentrierung des Zelliberstandes 48 h nach der
Transfektion gewonnen. Die Infektion der Mantelzell-Lymphom-Zelllinien mit dem
konzentrierten Virus erfolgte nach folgendem Schema: zum ersten wurden die
unbehandelten Zelllinien als Kontrolle mitgefihrt (C), des Weiteren wurden die
Zelllinien mit leerem Virus (pF) und mit einem Virus, der die Kontroll-shRNA enthielt
(pF-C; Abschnitt 4.2.1), infiziert, um unspezifische Effekte (Viren/ shRNA)
auszuschliel3en. Parallel dazu erfolgte die Infektion mit dem Cyclin D1-shRNA-Virus
(pF-CycD1).

Um eine maximale Verminderung der Expression von Cyclin D1 zu erreichen und
dabei zur Vermeidung unspezifischer Effekte mit moglichst wenig Virus
auszukommen, wurde fur jede Mantelzell-Lymphom-Zelllinie das Optimum an
Virenmenge durch Titration ermittelt. Als Beispiel dienen die Ergebnisse mit der
Zelllinie Granta 519 (Abbildung 24).

Granta 519-Zellen wurden mit steigenden Mengen an Virus infiziert (Multiplicity of
Infection (MOI) = 15, 45, 90) d.h., dass im Verhaltnis zu einer Zelle 15, 45 oder 90
Viren eingesetzt wurden. Obwohl durch FACS-Analyse festgellt wurde, dass die
Infektionsrate bei allen drei Virenmengen bei anndhernd 100% lag (Abbildung 24A),
war der Effekt auf Cyclin D1 unterschiedlich.

Die Analyse von Cyclin D1 auf RNA- (Abbildung 24B; rote Balken) und Proteinebene
(Abbildung 24C) machte deutlich, dass die Verminderung der Expression von Cyclin
D1 bei einem MOI von 45 effizienter war als bei einem MOI von 15 (Cyclin D1/TBP-
Ratio: 0,33 vs. 0,52). Eine weitere Steigerung der Virenmenge verbesserte die
Knockdown-Effizienz gegen Cyclin D1 nicht. Deshalb wurde fur die Zelllinie Granta

519 in allen weiteren Experimenten ein MOI von 45 eingesetzt.
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Abbildung 24: Titration des Optimums an Virenmenge am Beispiel der Mantelzell-Lymphom-
Zelllinie Granta 519. (A) FACS-Analyse infizierter Granta 519-Zellen drei Tage nach Infektion. Die
Infektion erfolgte mit steigenden Mengen an Virus (MOI = 15, 45, 90), infizierte Zellen sind GFP-
positiv. (B) Bestimmung der mRNA-Konzentrationen von Cyclin D1 und OAS7 in den infizierten
Granta 519-Zellen drei Tage nach Infektion durch quantitative Real-Time PCR (gqRT-PCR). Die
Mengen an RNA wurden durch lineare Regression ausgehend von einer externen Standardkurve
ermittelt und auf die TBP-Werte bezogen. Die Ergebnisse sind als Cyclin D1/TBP- oder OAS-1/TBP-
Ratio dargestellt. (C) Bestimmung der Cyclin D1-Proteinexpression in den infizierten Granta 519-
Zellen drei Tage nach Infektion durch Western Blot. Tubulin dient als interne Kontrolle der Proben. C =
unbehandelte Zellen; pF = mit leerem Virus infizierte Zellen; pF-C = mit Kontroll-shRNA-Virus infizierte
Zellen; pF-CycD1 = mit Cyclin D1-shRNA-Virus infizierte Zellen (Sequenz pF-CycD1-C).
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Wichtig war auch, dass durch die lentivirale Infektion selbst bei einem MOI von 90
keine Interferon-Antwort ausgelost wurde. Dies wurde durch die mRNA-
Quantifizierung des Interferon-stimulierten Gens OAS-1, das bei allen Infektionen
unveranderte Konzentrationen im Verhaltnis zur Kontrolle aufwies, nachgewiesen
(Abbildung 24B; graue Balken).

4.3.2 Infektionsraten in den verschiedenen Mantelzell-Lymphom-Zelllinien

Die im vorhergehenden Abschnitt anhand der Zelllinie Granta 519 beschriebene
Titration des Optimums an Virenmenge wurde in allen weiteren Mantelzell-Lymphom-
Zelllinien durchgefuhrt. Dabei zeigte sich, dass die Zelllinien fur die lentivirale
Infektion unterschiedlich empfanglich waren.

Bei den Zelllinien Rec-1 und Hbl-2 wurden trotz Einsatz steigender Virusmengen nur
geringe Infektionsraten erreicht (Abbildung 25; Hbl-2: nur 41,7% infizierte Zellen bei
einem MOI von 90). Dagegen lag die Grenze der Infektionsrate bei den Zelllinien
JVM-2 und UPN-1 etwas hoher (JVM-2: etwa 75% infizierte Zellen bei einem
optimalen MOI von 70; UPN-1: etwa 85% infizierte Zellen bei einem optimalen MOI
von 45). Eine hohe Infektionsrate von annahernd 100% hatten neben Granta 519-
Zellen die Zelllinien Jeko-1 und Z-138, wobei das Optimum an Virenmenge bei Jeko-
1 im Vergleich zu den beiden anderen Zelllinien etwas hoher lag (MOI = 90). Bei den
Zelllinien mit niedriger Infektionsrate wurde der Versuch unternommen, die infizierten
Zellen durch Zell-Sortierung anzureichern. Es zeigte sich jedoch, dass dieses
Prozedere einen grof3en Stress auf die Zellen ausubte, der eine Rekultivierung der
Zellen nach der Zell-Sortierung verhinderte.

Aufgrund dieser Ergebnisse wurden fur die weiteren Experimente nur die Zelllinien
mit mittlerer bis hoher Infektionsrate (Granta 519, Jeko-1, JVM-2, UPN-1, Z-138)

verwendet.

4.3.3 Verminderung der Expression von Cyclin D1 in den Mantelzell-
Lymphom-Zelllinien mit mittlerer bis hoher Infektionsrate
In den Zelllinien mit mittlerer bis hoher Infektionsrate wurde nach der Optimierung
der Virenmenge der Effekt des Cyclin D1-shRNA-Viruses (pF-CycD1) auf die RNA-
und Proteinmenge von Cyclin D1 untersucht. Dabei wurde zum Vergleich immer die
unbehandelten Zelllinie als Kontrolle mitgeflhrt, ebenso wie die Virus- und die
shRNA-Kontrolle (pF/ pF-C).
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Abbildung 25: Infektionsraten in den verschiedenen Mantelzell-Lymphom-Zelllinien. FACS-
Analyse der mit Cyclin D1-shRNA-Virus (pF-CycD1) infizierten Mantelzell-Lymphom-Zelllinien drei
Tage nach Infektion, infizierte Zellen sind GFP-positiv. Die MOI-Werte stellen das Viren-Optimum zur
Infektion jeder Zelllinie dar.
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Wie in Abbildung 26 im Western Blot unter den Balkendiagrammen zu erkennen ist,
fuhrte die Infektion mit dem Cyclin D1-shRNA-Virus in den Zelllinien Jeko-1, UPN-1,
Z-138 und Granta 519 zu einer deutlichen Reduktion der Cyclin D1-Proteinmenge.
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Abbildung 26: Verminderung der Expression von Cyclin D1 in den Mantelzell-Lymphom-
Zelllinien mit mittlerer bis hoher Infektionsrate. Bestimmung der mRNA-Mengen
(Balkendiagramme) und Protein-Mengen (Western Blots unter den Balkendiagrammen) von Cyclin D1
in den Zelllinien Jeko-1 (griin), UPN-1 (blau), Z-138 (orange) und Granta 519 (rot) sieben Tage nach
Infektion. Cyclin D1-mRNA: quantitative Real-Time PCR (qRT-PCR) mit Kalibrierung auf die
unbehandelte Kontrolle und Auswertung nach der ACt-Methode (Abschnitt 3.8.2). Cyclin D1-Protein:
Western Blot mit Tubulin als interner Kontrolle der Proben. C = unbehandelte Zellen; pF = mit leerem
Virus infizierte Zellen; pF-C = mit Kontroll-shRNA-Virus infizierte Zellen; pF-CycD1 = mit Cyclin D1-
shRNA-Virus infizierte Zellen (Sequenz pF-CycD1-C).

Die mRNA-Quantifizierung, die in Form von Balkendiagrammen dargestellt ist, zeigt,
dass in den Zelllinien mit mittlerer Infektionsrate (UPN-1) oder sehr hohen Cyclin D1-
Ausgangskonzentrationen (Jeko-1, Z-138) im Verhaltnis zur unbehandelten Kontrolle

eine Verminderung der Expression um 47,5% (Jeko-1) bis 68,9% (Z-138) erreicht
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wurde. Selbst bei der Zelllinie Granta 519, die im Verhéltnis zu den anderen Zelllinien
weniger stark Cyclin D1 exprimiert (Abschnitt 4.1.1) und eine hohe Infektionsrate
aufweist (Abschnitt 4.3.2), wurde zwar die beste Reprimierung von Cyclin D1
erreicht, dennoch blieb eine Cyclin D1-mRNA-Menge von 17,8% im Vergleich zur
Kontrolle erhalten.

Dies zeigt die Wichtigkeit der vorhergegangenen Optimierungs-Prozesse (Cyclin D1-
shRNA-Sequenz/ lentivirale Infektion), da infolge der hohen Cyclin D1-
Konzentrationen in den Mantelzell-Lymphom-Zelllinien ohne diese Optimierung kaum
ein entscheidender Effekt auf die Cyclin D1-Expression erreicht worden ware.
Wichtig ist noch zu erwahnen, dass die verminderte Expression von Cyclin D1 Gber
14 Tage nach der Infektion stabil beobachtet werden konnte und auch nach

Einfrieren und Auftauen der infizierten Zellen persistierte.

4.4 Einfluss der verminderten Expression von Cyclin D1 auf die
Wachstums-Rate der Zellen

Nach ausreichender Hinunterregulation von Cyclin D1 in den Zelllinien mit mittlerer
bis hoher Infektionsrate wurde untersucht, inwieweit diese Hemmung eine
Auswirkung auf die durch Cyclin D1 beeinflussten Prozesse in der Zelle hatte. Dabei
wurde zuerst die Wachstumsrate der mit dem Cyclin D1-shRNA-Virus infizierten
Zelllinien untersucht.

Die Bestimmung des relativen Zellwachstums bis sechs Tage nach der Infektion
zeigte, dass im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle das Wachstum in den mit
Cyclin D1-shRNA infizierten Zellen bei Granta 519 zu 32%, bei Jeko-1 zu 38% und
bei Z-138 zu 52% retardiert war (Abbildung 27).

Somit zeigten die mit dem Cyclin D1-shRNA-Virus infizierten Zelllinien unter
Berucksichtigung der Untersuchungsdauer eine geringe, aber im Vergleich zu den

drei Kontrolllen doch deutliche Verminderung des Zellwachstums.
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Abbildung 27: Einfluss der verminderten Cyclin D1-Expression auf die Wachstumsrate der
Zellen. Gezeigt sind die Wachstumskurven der drei Kontrollen sowie der mit Cyclin D1-shRNA
infizierten Zellen bei Granta 519, Jeko-1 und Z-138. Das relative Zellwachstum wurde mit dem MTS-
Assay (Abschnitt 3.10) bis sechs Tage nach der Infektion bestimmt. Die Ergebnisse der drei
unabhangigen Experimente am Tag sechs nach Infektion sind auch als Tabelle dargestellt (relatives
Zellwachstum im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle = 100%). C = unbehandelte Zellen; pF = mit
leerem Virus infizierte Zellen; pF-C = mit Kontroll-shRNA-Virus infizierte Zellen; pF-CycD1 = mit Cyclin
D1-shRNA-Virus infizierte Zellen (Sequenz pF-CycD1-C).

4.5 Einfluss der verminderten Expression von Cyclin D1 auf den
Zellzyklus der Zellen

Cyclin D1 spielt beim Ubergang von der Gi- zur S-Phase im Zellzyklus eine
Schlusselrolle. Daher wurde als nachstes untersucht, welche Konsequenzen die
Verminderung der Cyclin D1-Expression auf den Zellzyklus hat.

Die Analyse des Zellzyklus erfolgte sieben Tage nach der Cyclin D1-shRNA-Infektion
in den Zelllinien Granta 519, Jeko-1 und Z-138 unter MitfUhrung der entsprechenden
Kontrollen. Dabei ergab sich im Durchschnitt bei Granta 519 eine Zunahme der G-
Phase um 14,6% bei gleichzeitiger Abnahme der S-Phase um 15,9% (Abbildung 28A
oben), bei Jeko-1 eine Zunahme der G1-Phase um 12,7% bei gleichzeitiger Abnahme
der S- und G,-Phase um 9,3% und 3,4% (Abbildung 28A Mitte) und bei Z-138 eine

Zunahme der G¢1-Phase um 17,6% bei gleichzeitiger Abnahme der S-Phase um
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16,7% (Abbildung 28A unten). Alle drei Zelllinien zeigten also eine Verschiebung von
durchschnittlich 15% von der S- und G;- hin zur G1-Phase.

Zusatzlich wurde der Effekt der verminderten Expression von Cyclin D1 auf die
Expression wichtiger Zellzyklus-Proteine, die mit Cyclin D1 in Zusammenhang
stehen, untersucht (siehe Abbildung 6 zum Zellzyklus in der Einleitung und Abschnitt
4.1.2).

Sieben Tage nach der Cyclin D1-shRNA-Infektion zeigte sich in der Protein-
Expression von CDK4 und CDK2 keine Veranderung, wahrend die Expression von
Cyclin E bei der Zelllinie Jeko-1 induziert war (Abbildung 28B). Ebenfalls leicht
induziert war die Expression von p27“°"" in den Zelllinien Granta 519 und Jeko-1
(Abbildung 28B). Die Phosphorylierung des Retinoblastomaproteins (Rb) am Serin-
Rest 807/811, die direkt von der Aktivitat des Cyclin D1-CDK4-Komplexes abhangig
ist, war in allen drei Zelllinien deutlich reduziert (Abbildung 28B). Dies ist insofern
erstaunlich, da durch das hypophosphorylierte Rb, das eine wachstumshemmende
Wirkung hat, eine viel starkere Reduktion im Wachstum der Zellen als die

beobachtete (Abbildung 27) zu sehen sein musste.

4.6 Einfluss der verminderten Expression von Cyclin D1 auf die
Apoptose-Rate der Zellen

Bei den Untersuchungen zum Einfluss der Cyclin D1-Inhibierung auf die Wachstums-
Rate und den Zellzyklus wurde in den mit der Cyclin D1-shRNA infizierten Zellen
durchgehend eine Wachstumsretardierung sowie eine Verschiebung in den
Zellzyklusphasen von der S- und G,- hin zur G4-Phase gefunden. Daraus stellte sich
die Frage, ob die Veranderung dieser beiden Prozesse mdglicherweise zu einer
Erhdéhung der Apoptose-Rate in den mit Cyclin D1-shRNA-infizierten Zellen flhren
wurde.

Eine Bestimmung der Apoptose-Rate Uber die Quantifizierung sub-diploider Zellen in
der Zellzyklus-Analyse sowie uber die Annexin-V-Fabung (siehe Abschnitt 3.11)
ergab aber keine Unterschiede zwischen den Kontrollen und den mit der Cyclin D1-
shRNA infizierten Zellen bei Granta 519, Jeko-1 und Z-138 sieben Tage nach
Infektion (Abbildung 29). Demzufolge konnte keine Apoptose-Induktion nach

Verminderung der Cyclin D1-Expression festgestellt werden.
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Abbildung 29: Einfluss der verminderten Cyclin D1-Expression auf die Apoptose-Rate der
Zellen. Anteil apoptotischer Zellen in den Kontrollen und mit Cyclin D1-shRNA-infizierten Zellen von
Granta 519, Jeko-1 und Z-138 sieben Tage nach Infektion. C = unbehandelte Zellen; pF = mit leerem
Virus infizierte Zellen; pF-C = mit Kontroll-shRNA-Virus infizierte Zellen; pF-CycD1 = mit Cyclin D1-
shRNA-Virus infizierte Zellen (Sequenz pF-CycD1-C).

4.7 Untersuchung der Expression von Cyclin D2 und D3 nach
Cyclin D1-Hinunterregulation

Bei der Charakterisierung der Mantelzell-Lymphom-Zelllinien bezlglich der
Expression der D-Typ-Cycline (Abschnitt 4.1.1) wurde festgestellt, dass die Zelllinien
neben der starken Uberexpression von Cyclin D1 meist nur eine sehr schwache
Expression von Cyclin D2 aufweisen. Dies steht im starken Kontrast zur Situation in
den B-Lymphozyten als Ursprungszellen des Lymphoms, die kein Cyclin D1, sondern
nur Cyclin D2 exprimieren (siehe Einleitung, Abschnitt 2.1.2.3). Daher wurde als
nachstes untersucht, inwieweit sich die Hinunterregulation von Cyclin D1 in den
Mantelzell-Lymphom-Zelllinien auf die Expression der anderen beiden D-Typ-Cycline
auswirkt.

Hier konnte gezeigt werden, dass die Expression von Cyclin D3 sieben Tage nach
der Infektion mit dem Cyclin D1-shRNA-Virus auf RNA-Ebene (Abbildung 30A und C,
helle Balken) und auch auf Proteinebene (Abbildung 30B mit Granta 519 als
reprasentativem Beispiel) in allen Zelllinien keine wirkliche Veranderung aufwies.
Dagegen wurde die Expression von Cyclin D2 in der Zelllinie Granta 519 deutlich
induziert. Dies konnte sowohl auf RNA-Ebene (Abbildung 30A, schwarze Balken) als
auch auf Proteinebene (Abbildung 30B) gezeigt werden. Im Verhaltnis zu den

Kontrollen wurde die mRNA-Transkription etwa 3,7 fach induziert. Diese Induktion
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Abbildung 30: Untersuchung der Expression von Cyclin D2 und D3 nach Cyclin D1-
Hinunterregulation. (A) Bestimmung der mRNA-Konzentrationen von Cyclin D2 (schwarze Balken)
und Cyclin D3 (helle Balken) in den infizierten Granta 519-Zellen sieben Tage nach Infektion durch
quantitative Real-Time PCR (gqRT-PCR) mit Kalibierung auf die unbehandelte Kontrolle und
Auswertung nach der ACt-Methode (Abschnitt 3.8.2). (B) Bestimmung der Proteinexpression von
Cyclin D2 und D3 in den infizierten Granta 519-Zellen sieben Tage nach Infektion durch Western Blot.
Tubulin dient als interne Kontrolle der Proben. (C) Bestimmung der mRNA-Konzentration von Cyclin
D2 (schwarze Balken) und Cyclin D3 (helle Balken) in den infizierten Zelllinien Jeko-1, JVM-2, UPN-1
und Z-138 sieben Tage nach Infektion durch quantitative Real-Time PCR (qRT-PCR) mit Kalibrierung
auf die unbehandelte Kontrolle und Auswertung nach der ACt-Methode (Abschnitt 3.8.2). C =
unbehandelte Zellen; pF = mit leerem Virus infizierte Zellen; pF-C = mit Kontroll-shRNA-Virus infizierte
Zellen; pF-CycD1 = mit Cyclin D1-shRNA-Virus infizierte Zellen (Sequenz pF-CycD1-C).
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zeigten auch die Zelllinien Jeko-1 (2,5 fach), UPN-1 (3,1 fach) und Z-138 (2,8 fach)
(Abbildung 30C, schwarze Balken). Einzig die Zelllinie JVM-2, deren Cyclin D1-
Expression fur eine Mantelzell-Lymphom-Zelllinie ungewdhnlich niedrig liegt,
wahrend ihre Cyclin D2-Expression gleichzeitig ungewodhnlich hoch liegt (Abschnitt
4.1.1) zeigte bezuglich ihrer Cyclin D2- und D3-Expression keine Reaktion auf die
Cyclin D1-Hinunterregulation.

4.8 Gleichzeitige Hinunterregulation von Cyclin D1 und Cyclin D2
in den Mantelzell-Lymphom-Zelllinien

Um aufzuklaren, ob die parallele Verminderung der Expression von Cyclin D1 und
Cyclin D2 die Effekte auf Zellwachstum und Zellzyklus intensivieren wirde, wurden
Granta 519-Zellen mit einer Kombination aus einem Cyclin D1-shRNA- und einem
Cyclin D2-shRNA-Virus infiziert (Abbildung 31A-C). Die Zugabe beider shRNA-Viren
verhinderte zwar die Induktion von Cyclin D2-mRNA und -Protein nach
Hinunterregulation von Cyclin D1 (Abbildung 30A-B), konnte aber die Menge an
Cyclin D2-mRNA nicht weiter als bis zu den Ausgangskonzentrationen vermindern
(Cyclin D1-shRNA: Induktion von Cyclin D2 auf 365%; Cyclin D1- und D2-shRNA:
leichte Erhéhung von Cyclin D2 auf 129%).

Nichtsdestotrotz sind die Ausgangskonzentrationen fur die Cyclin D2-mRNA wie
schon erwahnt aufgrund der Uberexpression von Cyclin D1 in den Mantelzell-
Lymphom-Zelllinien sehr gering (Abbildung 20B: Cyclin D2/TBP-mRNA bei Granta
519 = 0,6). Weiterhin konnte nach Blockierung von Cyclin D1 und D2 keine Induktion
des dritten D-Typ-Cyclins, Cyclin D3, auf RNA- und Proteinebene beobachtet werden
(Abbildung 30A-B). Die Effekte auf das Wachstum, den Zellzyklus und die Apoptose
waren vergleichbar mit den Effekten, die mit der alleinigen Verminderung der Cyclin
D1-Expression festgestellt worden waren (in Abbildung 31C sind die Effekte auf den

Zellzyklus als reprasentatives Beispiel dargestellt).
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Abbildung 31: Parallele Hinunterregulation von Cyclin D1 und D2 in der Mantelzell-Lymphom-
Zelllinie Granta 519. (A) Bestimmung der mRNA-Konzentrationen von Cyclin D1 (schwarze Balken),
Cyclin D2 (graue Balken) und Cyclin D3 (helle Balken) in den infizierten Granta 519-Zellen sieben
Tage nach Infektion durch quantitative Real-Time PCR (gRT-PCR) mit Kalibierung auf die
unbehandelte Kontrolle und Auswertung nach der ACt-Methode (Abschnitt 3.8.2). (B) Bestimmung der
Proteinexpression von Cyclin D1, D2 und D3 in den infizierten Granta 519-Zellen sieben Tage nach
Infektion durch Western Blot. Tubulin dient als interne Kontrolle der Proben. (C) Verteilung der
Zellzyklusphasen in der unbehandelten Kontrolle und den mit der Cyclin D1-/ Cyclin D2-shRNA
infizierten Granta 519-Zellen sieben Tage nach der Infektion (reprasentatives Experiment). Die
Differenz zwischen den drei Kontrollen (Durchschnitt) und den mit der Cyclin D1-/ Cyclin D2-shRNA
infizierten Zellen bezlglich der G0/G1-, S- und G2/M-Phase ist in den jeweiligen Diagrammen
daneben aufgelistet (Durchschnitt von drei unabhangigen Experimenten). C = unbehandelte Zellen; pF
= mit leerem Virus infizierte Zellen; pF-C = mit Kontroll-shRNA-Virus infizierte Zellen; pF-CycD1-D2 =
mit der Kombination aus einem Cyclin D1-shRNA- und einem Cyclin D2-shRNA-Virus infizierte Zellen.
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4.9 Vergleichendes Genexpressionsprofii vor und nach
Hinunterregulation von Cyclin D1

Im vorherigen Abschnitt wurde die Expressionsveranderung zweier einzelner Gene
(Cyclin D2/ Cyclin D3) nach Cyclin D1-Hinunterregulation untersucht. Gerade im
Hinblick auf den Einfluss von Cyclin D1 auf andere Transkriptionsfaktoren (siehe
Einleitung/ Abschnitt 2.1.3) war es aber wichtig, ein umfassenderes Bild von den
durch die Cyclin D1-Blockierung bewirkten Expressionsunterschieden bei anderen
Genen zu bekommen. Zu diesem Zweck wurde ein vergleichendes
Genexpressionsprofil (GEP) vor und nach der Expressionsverminderung von Cyclin
D1 in den Mantelzell-Lymphom-Zelllinien Granta 519 (drei und sieben Tage nach

Infektion) und Z-138 (sieben Tage nach Infektion) mittels Genechip-Analyse erstellt.

4.9.1 RNA-Analyse

Zunachst wurde die Integritdt der RNA-Proben, die fur die Genechip-Analyse
verwendet werden sollten, mit dem Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies,
Santa Clara, CA, USA) Uberpruft. Dabei erfolgte eine elektrophoretische Auftrennung
der RNA-Proben im Mikromalistab bei gleichzeitiger Quantifizierung der
aufgetrennten Banden (28S- und 18S-RNA), deren Verhaltnis zueinander ein Mafl}
fur die Qualitdt der RNA war. Die RNA sollte bei guter Qualitat fast doppelt soviel
28S-RNA wie 18S-RNA enthalten (Ratio {28S/18S} < 2,0).

Abbildung 32 zeigt diese Uberpriifung am Beispiel der Granta 519-Proben (drei Tage
nach Infektion). Die ausreichende Qualitat der RNA zeigte sich schon bei direkter
Betrachtung der aufgetrennten Banden (Gelbild oben links), da die 28S-Bande in
allen Proben deutlich starker war als die 18S-Bande. Dies wurde durch die
Quantifizierung der Banden (Beispiel-Diagramm einer Cyclin D1-shRNA-Probe oben
rechts) bestatigt. Mit Hilfe dieser Technik konnte auch die korrekte Vorbereitung der
RNA-Proben fur die Genechip-Analyse (Abschnitt 3.8.4) verfolgt werden. Bei
ordnungsgemaler Durchfuhrung der cDNA-Erst- und Zweitstrangsynthese sowie der
in vitro Transkription fur die Biotin-markierte, komplementare RNA (cRNA) ergab sich
aufgrund der unterschiedlichen Langen der cRNA ein charakteristisches Profil im
Bioanalyzer (Abbildung 32, unten links). Gleiches galt fur die Fragmentierung der
markierten cRNA (Abbildung 32, unten rechts) kurz vor der Hybridisierung mit dem

Mikroarray.
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Abbildung 32: RNA-Analyse am Beispiel der Granta 519-Proben (drei Tage nach Infektion).
Links oben: Bild von im Gel aufgetrennten Granta 519-RNA-Proben, die 28S- und 18S-Banden sind
gekennzeichnet. Rechts oben: beispielhafte Quantifizierung der 28S- und 18S-Banden bei einer
Cyclin D1-shRNA-Probe, die einen Ratio von 1,72 ergibt. Links unten: bei korrekter Durchfiihrung der
Vorbereitung der RNA-Proben fir den Genechip (Abschnitt 3.8.4) ergibt die nach der Biotinylierung
der Proben durch die in vitro Transkription entstandene cRNA ein charakteristisches Profil im
Bioanalyzer (siehe auch gelabelte Probe im Gelbild). Links unten: charakteristisches Profil der
fragmentierten cRNA im Bioanalyzer (siehe auch fragmentierte Probe im Gelbild). pF = mit leerem
Virus infizierte Zellen; pF-CycD1 = mit Cyclin D1-shRNA-Virus infizierte Zellen (Sequenz pF-CycD1-
C).

4.9.2 Cluster-Analyse

Die Verarbeitung der analysierten RNA-Proben bis zum Erhalt der endgultigen Daten
nach der Genechip-Analyse mit Hilfe zwei verschiedener Typen von Software
(CARMAweb /Chiplnspector) ist in Abschnitt 3.8.4 ausflihrlich beschrieben.

Die erhaltenen Daten wurden zunachst einer Cluster-Analyse unterzogen, mit Hilfe
derer man ermitteln konnte, wie ahnlich oder unahnlich sich die einzelnen,
untersuchten Proben sind, d.h. inwieweit sie sich zu Clustern (= Gruppen)
zusammenfassen lassen. Da bei der Genechip-Analyse von allen untersuchten
Mantelzell-Lymphom-Zelllinien jeweils drei experimentelle Replikate von Zellen

verwendet worden waren, die einmal mit leerem Virus und einmal mit dem Cyclin D1-
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shRNA-Virus infiziert wurden, wurde erwartet, diese experimentellen Replikate

jeweils als Gruppe wiederzufinden.
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Abbildung 33: Hierarchische Cluster-Analyse im teilenden Verfahren fiir die normalisierten
Daten aller drei Mikroarray-Experimente. Granta 3 Tage / Granta 7 Tage = Mikroarray-Experimente
mit RNA-Proben vom dritten / siebten Tag nach Infektion der Zelllinie Granta 519. Z-138 7 Tage =
Mikroarray-Experiment mit RNA-Proben vom siebten Tag nach Infektion der Zelllinie Z-138. C =
unbehandelte Zellen; pF = mit leerem Virus infizierte Zellen; pF-CycD1 = mit Cyclin D1-shRNA-Virus
infizierte Zellen (Sequenz pF-CycD1-C). Von jeder verwendeten Probenart wurden jeweils drei
experimentelle Replikate produziert (Bezifferung mit 1, 2 und 3). Je naher sich zwei Proben im Baum-
Diagramm sind, desto ahnlicher sind sie sich.

Es wurde fur alle drei Mikroarray-Experimente eine hierarchische Cluster-Analyse im
anhaufenden und teilenden Verfahren durchgefuhrt. Beim anhaufenden Verfahren
wurden  schrittweise einzelne Proben zu immer groRBeren  Gruppen
zusammengefasst, wahrend beim teilenden Verfahren gréliere Gruppen immer feiner
unterteilt wurden. Das Ergebnis, das in Abbildung 33 fur das teilende Verfahren in
Form einer Baumstruktur (Dendrogramm) dargestellt ist, war bei beiden Verfahren
dasselbe. Bei der Zelllinie Granta 519 bildeten sowohl bei den drei Tage infizierten
Zellen als auch bei den sieben Tage infizierten Zellen die drei experimentellen
Replikate der mit leerem Virus (pF-C) oder mit Cyclin D1-shRNA-Virus (pF-CycD1)
infizierten Zellen eine Gruppe. Weiterhin waren die drei und sieben Tage infizierten

Granta 519-Proben wie erwartet untereinander ahnlicher als zu den Proben der
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Zelllinie Z-138. Dagegen fiel bei der Zelllinie Z-138 ein experimentelles Replikat der
mit leerem Virus infizierten Zellen (pF-C) insofern aus dem Rahmen, dass es den
experimentellen Replikaten der mit Cyclin D1-shRNA- infizierten Zellen (pF-CycD1)
ahnlicher war als seinen anderen beiden experimentellen Replikaten. Die beim Z-
138-Experiment mitgefliihrten experimentellen Replikate von unbehandelten Zellen

(C) clusterten dagegen erwartungsgemall.

4.9.3 Genexpressionsprofil der drei Tage infizierten Granta 519-Zellen

Das erste Mikroarray-Experiment erfolgte mit der Zelllinie Granta 519 drei Tage nach
Infektion. Dabei wurden, wie bereits bei der Cluster-Analyse beschrieben, jeweils drei
experimentelle Replikate von mit leerem Virus infizierten Zellen (pF) und von mit
Cyclin D1-shRNA-Virus infizierten Zellen (pF-CycD1) verwendet, um so die durch die
Cyclin D1-Hinunterregulation veranderten Gene zu identifizieren. Alle Mikroarray-
Experimente wurden mit zwei verschiedenen Methoden (CarmaWeb / Chiplnspector)
ausgewertet. Im Gegensatz zu den ,klassischen“ Auswertemethoden werden bei der
Chiplnspector-Software nicht nur die Kontrollen mit den veranderten Proben
verglichen (im vorliegenden Fall drei gegen drei), sondern jede Probe mit jeder
anderen verglichen (im vorliegenden Fall neun Vergleiche). Aulderdem werden
Probesets von Genen ganz oder teilweise weggelassen, die nach den neuesten
Gen-Annotationen nicht mehr aktuell sind. Bildlich dargestellt sind im Folgenden fur
alle Mikroarray-Experimente nur die Ergebnisse der CarmaWeb-Software. Es werden
aber die Ergebnisse beider Methoden beschrieben und miteinander verglichen.

Die Auswertung nach CarmaWeb ergab bei den drei Tage infizierten Zellen
insgesamt 139 veranderte Gene (Abbildung 34), davon war die Expressionsrate von
89 Genen erhdht und von 50 Genen verringert. Unter den induzierten Genen befand
sich Cyclin D2 (CCND2; siehe Abschnitt 4.7) und das in seiner Expression am
meisten verminderte Gen war Cyclin D1 (CCND1; beide Gene sind rot hinterlegt),
was eine Kontrolle fur das Gelingen des Experiments war.

Die Auswertung nach Chiplnspector ergab insgesamt 219 veranderte Gene, davon

war die Expression von 81 Genen erhoht und die von 138 Genen erniedrigt.
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Abbildung 34: Genexpressionprofil der drei Tage infizierten Granta 519-Zellen. pF = mit leerem
Virus infizierte Zellen; pF-CycD1 = mit Cyclin D1-shRNA-Virus infizierte Zellen (Sequenz pF-CycD1-
C). Von jeder Probenart wurden jeweils drei experimentelle Replikate verwendet (Bezifferung mit 1, 2
und 3). Links sind die hochregulierten Gene aufgelistet (grin zu rot im Vergleich pF / pF-CycD1),
rechts die hinunterregulierten Gene (rot zu griin im Vergleich pF / pF-CycD1).
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Unter den 139 veranderten Genen, die von CarmaWeb detektiert wurden, befanden
sich 57 Gene (41%), die auch durch Chiplnspector gefunden wurden (schwarz
umrahmt in Abbildung 34). Diese Uberschneidung schloss auch induziertes Cyclin
D2 und in der Expressionsrate vermindertes Cyclin D1 ein und Cyclin D1 war auch
bei der Chiplnspector-Software das am starksten veranderte Gen.

Dagegen fallen bei der Auswertung mit Chiplnspector wie bereits beschrieben viele
Probesets heraus, die nicht naher bestimmt sind (z.B. LOC285628, C21orf42;
Abbildung 34) oder die nach neueren Erkenntnissen nicht eindeutig einem Gen
zugeordnet werden (z.B. BIC, DHFR; Abbildung 34).

Unter den 139 Genen, die mit der CarmaWeb-Software identifiziert wurden,
befanden sich 44 Gene (gelb/orange hinterlegt in Abbildung 34), die beim GEP von
sieben Tagen infizierten Granta 519-Zellen wiedergefunden wurden (siehe auch
Abschnitt 4.9.4). Dabei ist zu erwahnen, dass die Uberschneidung noch gréRer wére,
wenn man mit einbeziehen wirde, dass zwar im GEP der drei und sieben Tage
infizierten Granta 519-Zellen haufig das gleiche Gen differentiell exprimiert wird, aber
die zugehodrigen Probesets (Genabschnitte) verschieden sind (Abbildung 34:
ATP6VOE; CASC5; CD44; GTSE1; IL1R2; KIF14; KIF23; MKI67; MLF1IP; SLAMF7;
TFPI2; TNFAIP6; die rot markierten Gene wurden validiert — Abschnitt 4.9.7).
Gleichzeitig fiel auf, dass das Gen FOS im GEP der drei Tage infizierten Granta 519-
Zellen in der Gruppe der Gene auftauchte, deren Expression vermindert war. Im
GEP der sieben Tage infizierten Granta 519-Zellen dagegen war es in der Gruppe
der Gene, deren Expression erhdht war. Dies blieb aber der einzige solche Fall. In
Abbildung 34 ist auch deutlich zu erkennen, dass viele der Gene, die bei drei und
sieben Tagen Infektion auftauchen, auch gleichzeitig solche Gene sind, die von
beiden Auswertemethoden detektiert wurden (31 Gene von insgesamt 44 Genen =
70%). Die Verwendung von zwei Auswertemethoden sollte die Auswahl relevanter
Gene fur die Validierung in den Mantelzell-Lymphom-Zelllinien und im
Patientenmaterial erleichtern.

Eine sehr geringe Uberschneidung ergab sich mit dem GEP der sieben Tage
infizierten Z-138-Zellen (11 Gene; in Abbildung 34 grin/orange hinterlegt). Dies ist
allerdings nicht verwunderlich, wenn man bedenkt, dass diese Ergebnisse bei der

Cluster-Analyse (4.9.2) am weitesten auseinander lagen.
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4.9.4 Genexpressionsprofil der sieben Tage infizierten Granta 519-Zellen

Das GEP der sieben Tage infizierten Granta 519-Zellen ahnelte wie erwartet
insgesamt stark dem GEP nach drei Tagen Infektion. Auch hier war mit der
CarmaWeb-Software bei einer etwas hoheren Gesamtzahl von 217 veranderten
Genen die Mehrheit von 145 Genen induziert, wahrend nur 72 Gene durch den
Cyclin D1-Knockdown reprimiert wurden (Abbildung 35).

Bei beiden Auswertemethoden befand sich unter den Genen mit erhohter Expression
als Bestatigung des Experiments wiederum Cyclin D2. Auch Cyclin D1 stand an
erster Stelle bei den Genen mit verminderter Expression. Beide Gene sind in
Abbildung 35 rot hinterlegt. Die Auswertung nach Chiplnspector ergab insgesamt
260 veranderte Gene, davon waren 139 Gene in ihrer Expressionsrate erhoht und
121 Gene darin erniedrigt.

Die Uberschneidung zwischen den beiden Auswertemethoden war nach sieben
Tagen Infektion etwas hoher: unter den 217 veranderten Genen, die von CarmaWeb
detektiert wurden, befanden sich 109 Gene (50%), die auch durch Chiplnspector
gefunden wurden (schwarz umrahmt in Abbildung 35). Die 44 gelb hinterlegten Gene
in Abbildung 35 sind diejenigen, die sowohl im GEP der drei Tage infizierten Granta
519-Zellen als auch im GEP der sieben Tage infizierten Granta 519-Zellen gefunden
wurden. Auch hier sind viele der Gene (32 von 44 = 73%) gleichzeitig von beiden
Auswertemethoden detektiert worden.

Die Uberschneidung mit dem Z-138-Experiment (siehe auch Abschnitt 4.9.5) wird
wiederum durch die grune Hinterlegung der Gene (Abbildung 35) dargestellt. Diese
war insgesamt relativ gering mit nur 33 Genen bei der CarmaWeb-Software und 17
Genen bei der Chiplnspector-Software. Die Zahl der Gene, die bei allen drei
Experimenten detektiert wurde (orange hinterlegt in Abbildung 35) fiel mit insgesamt
19 Genen (9 bei der CarmaWeb-Software und 10 bei der Chiplnspector-Software)
noch geringer aus (ASPM; C20rf23; CCND1;CDT1; CLEC7A; E2F8; ESPL1; FOXM1,;
HIST1H2BK; KIF2C; LMNB1; MCM10; MCM4; MCM7; SMC4L1; TFEC; TK1;
TMSL8; WHSC1; die rot markierten Gene wurden validiert — Abschnitt 4.9.7).
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Abbildung 35: Genexpressionprofil der sieben Tage infizierten Granta 519-Zellen. pF = mit
leerem Virus infizierte Zellen; pF-CycD1 = mit Cyclin D1-shRNA-Virus infizierte Zellen (Sequenz pF-
CycD1-C). Von jeder Probenart wurden jeweils drei experimentelle Replikate verwendet (Bezifferung
mit 1, 2 und 3). Links sind die hochregulierten Gene aufgelistet (griin zu rot im Vergleich pF / pF-

CycD1), rechts die hinunterregulierten Gene (rot zu griin im Vergleich pF / pF-CycD1).
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4.9.5 Genexpressionsprofil der sieben Tage infizierten Z-138-Zellen

Das GEP der sieben Tage infizierten Z-138-Zellen unterschied sich stark von dem
der drei und sieben Tage infizierten Granta 519-Zellen. Zum ersten lag bei den 236
veranderten Genen (CarmaWeb-Software; Abbildung 36) im Gegensatz zu den
ersten beiden Experimenten mit 153 Genen die Mehrzahl in ihrer Expressionsrate
erniedrigt vor, wahrend nur 83 Gene darin erhoht waren. Auch bei der Auswertung
mit der Chiplnspector-Software (147 veranderte Gene) waren die Gene mehrheitlich
in ihrer Expression vermindert (87 im Verhaltnis zu 60). Des Weiteren waren die
Ergebnisse beider Auswertemethoden nur wenig Uberlappend: nur 78 der 236
veranderten Gene (33%) wurden gemeinsam detektiert (schwarz umrahmt in
Abbildung 36). AuRerdem zeigte sich auch zwischen den drei GEP nur eine geringe
Uberlappung: mit drei Tage infizierten Granta 519-Zellen gab es insgesamt nur 23
ubereinstimmende Gene (gelb/orange hinterlegt in Abbildung 36) und mit sieben
Tage infizierten Granta 519-Zellen gab es insgesamt nur 38 Ubereinstimmende Gene
(grin/orange hinterlegt in Abbildung 36), wie bereits in den beiden vorherigen
Abschnitten beschrieben. Auch hier ware die Ubereinstimmung héher, wenn man
miteinbeziehen wurde, dass die differentielle Expression oft von verschiedenen
Probesets ausgehend das gleiche Gen betrifft (Abbildung 36: CHAF1A; FCRLS;
FEN1; GM2A; HLA-DQA1; LIMK2; MCM5; MCM7; MCM10; MXD4; RNASETZ2;
RRM1; SOX11; TOP2A; TXNIP; TYMS; TK1; WHSC1; die rot markierten Gene
wurden validiert — Abschnitt 4.9.7).

Auffallig ist, dass viele veranderte Gene fur Histone als Bausteine der Nukleosomen
(z.B. HIST1H4K) kodieren, wahrend bei den GEP der beiden anderen Zelllinien der
Schwerpunkt eher auf Zellzyklus- und Signaltransduktionsgenen lag. Darauf soll aber
im nachsten Abschnitt bei der Verteilung der Gene auf verschiedene biologische
Prozesse noch naher eingegangen werden. Abschliefend ist zu erwahnen, dass im
GEP der Z-138-Zellen auch Cyclin D1 wie erwartet unter den in ihrer Expression
verminderten Genen war (rot hinterlegt in Abbildung 36). Cyclin D2 konnte aber
aufgrund seiner geringen Expression in Z-138-Zellen (Abschnitt 4.1.1) nicht als

signifikant induziert nachgewiesen werden.
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Abbildung 36: Genexpressionprofil der sieben Tage infizierten Z-138-Zellen. pF = mit leerem
Virus infizierte Zellen; pF-CycD1 = mit Cyclin D1-shRNA-Virus infizierte Zellen (Sequenz pF-CycD1-
C). Von jeder Probenart wurden jeweils drei experimentelle Replikate verwendet (Bezifferung mit 1, 2
und 3). Links sind die hochregulierten Gene aufgelistet (grin zu rot im Vergleich pF / pF-CycD1),
rechts die hinunterregulierten Gene (rot zu griin im Vergleich pF / pF-CycD1).
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4.9.6 Verteilung der Gene auf verschiedene biologische Prozesse

Die mit der CarmaWeb- und Chiplnspector-Software bei den drei Experimenten
erhaltenen Gene wurden verschiedenen biologischen Prozessen im Organismus
zugeordnet. Alle drei Experimente ergaben dabei bezlglich der zwei
Auswertemethoden eine sehr ahnliche Verteilung. Bildlich dargestellt werden
wiederum nur die CarmaWeb-Ergebnisse (Abbildung 37). AuRerdem ahnelte sich die
Verteilung bei den drei und sieben Tage infizierten Granta 519-Zellen stark, weshalb
nur das 7 Tage-Experiment gezeigt wird.

Der groRte Anteil an identifizierten Genen bei der Granta 519-Analyse fiel in den
Bereich Zellzyklus/ Signaltransduktion (18,6%), gefolgt von den Genen des
Stoffwechsels (12,4%). Dagegen hatten die Gene, die in den Bereich Nukleinsaure-
Stoffwechsel fallen (z.B. DNA-Verpackungs- oder DNA-Reparatur-Gene), nur einen
Anteil von 9,2%, wahrend dieser bei der Z-138-Analyse bei 19,2% lag. Umgekehrt
stand der Anteil der Zellzyklus- bzw. Signaltransduktions-Gene bei den infizierten Z-
138-Zellen mit 11,7% nur an dritter Stelle. Weitere anteilsmaflige Unterschiede
zwischen beiden Experimenten gab es bei den Genen der Zellstruktur (Granta 519:
2,7%; Z-138: 5,8%) und den Genen der Immunitat und Verteidigung (Granta 519:
6,2%; Z-138: 1,9%). Da die Mantelzell-Lymphom-Zellen entartete B-Lymphozyten
sind, ist der Anteil der Immunitats-und Verteidigungs-Gene gerade bei der Zelllinie
Granta 519 verhaltnismallig hoch, wobei unter diesen Bereich wahrscheinlich auch
einige unspezifische Gene fallen (z.B. EBI2/ EBI3: Epstein-Barr virus induced gene
2/3). Etwas geringere Unterschiede zeigten sich im Bereich Protein-Stoffwechsel
(4,8% zu 2,9%), Transport (4,9% zu 2,8%) und Stoffwechsel (12,4% zu 15,8%).

Auch durch die Verteilung der Gene der GEP auf biologische Prozesse zeigte sich
also, dass die Ergebnisse bei den beiden untersuchten Zelllinien Granta 519 und Z-
138 relativ stark voneinander abwichen und daher schwieriger gemeinsame Gene zu

finden waren, die durch die Cyclin D1-Hinunterregulation beeinflusst wurden.
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Abbildung 37: Verteilung der Gene auf verschiedene biologische Prozesse. Die detektierten
Gene bei den sieben Tage mit Cyclin D1-shRNA infizierten Granta 519-Zellen (Abbildung 35) und Z-
138-Zellen (Abbildung 36) wurden verschiedenen biologischen Prozessen im Organismus zugeordnet

(Angaben in %).
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4.9.7 Validierung ausgewahlter Gene aus den Genexpressionsprofilen

Fir die Validierung ausgewahlter Gene aus den GEP wurden eigens gestaltete 384-
well-Platten der Firma Applied Biosystems verwendet, die eine parallele
Quantifizierung von 48 Genen (2 endogene Kontrollen und 46 Ziel-Gene)
ermoglichte. Die Auswahl der Gene erfolgte unter verschiedenen Aspekten: zum
einen sollten mdglichst Gene validiert werden, die bei beiden verwendeten Zelllinien
eine Veranderung in der Genexpression ergeben hatten. Des Weiteren wurden
einerseits Gene ausgewahlt, flr die eine Verbindung zu Cyclin D1 und/oder dem
Mantelzell-Lymphom gesichert war. Andererseits wurden aber auch gerade im
Bereich der Transkriptionsfaktoren Gene ausgewahlt, bei denen sich kein direkter
Zusammenhang mit Cyclin D1 finden lie3, um so vielleicht Gber die transkriptionelle
Aktivitat von Cyclin D1 (siehe Einleitung) auf neue Targets flir das Mantelzell-
Lymphom zu stol3en.

Tabelle 3 enthdlt von allen 46 ausgewahlten Genen ihre Veranderung im
Genexpressionsprofil der mit dem Cyclin D1-shRNA-Virus infizierten Granta 519-
bzw. Z-138-Zellen. Aulierdem wird jedes Gen seinem biologischen Prozess im
Organismus zugeordnet und eine genauere Beschreibung mit eventueller Literatur-
Stelle angegeben. Dabei ist die Zuordnung der einzelnen Gen-Gruppen zu den
biologischen Prozessen im Vergleich zum Abschnitt 4.9.6 zur besseren Darstellung
etwas verandert. Da die Uberschneidung zwischen den Ergebnissen der beiden
Mantelzell-Lymphom-Zelllinien so gering war, und die Signale bei den Z-138-
Mikroarrays insgesamt sehr schwach waren, ist von den 46 ausgewahlten Genen ein
Groldteil (29) nur bei den Granta-Zellen signifikant verandert. Von den restlichen 17
Genen ist bei zweien nur eine Veranderung im Z-138-Genepxressionsprofil detektiert

worden, wahrend die restlichen 15 in beiden Zelllinien durch Cyclin D1 reguliert sind.
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Tabelle 3: Fiir die Validierung mittels qRT-PCR ausgewahlte Gene aus den GEP. In der Spalte
Granta 519 sind die Veranderungen flr die 3 und 7 Tage infizierten Zellen zusammengefasst.

Gen-

Biologischer

Gen-Name Granta | Z-138 Genauere Beschreibung
Symbol Prozess
Gruppe: Zellzyklus / Replikation
asp (abnormal spindle)- 0.7/ 0.6/ codiert fir ein Protein der
ASPM like, microcephaly 0’5 ’ 0,8 Cell cycle mitotischen Spindel, Gen aus
associated (Drosophila) ’ “Proliferation signature” [26]
i Gen aus “Proliferation signature”
cell division cycle 2, ) :
CDC2 VIS y 0,6 Cell cycle [26],prognostischer Marker bei
G1toSand G2 to M MCL [187]
- . S MCL: unbalancierte Licensing-
chromatin licensing and DNA replication . .. .
CDT1 DNA replication factor 1 0,7/70,6 | 0,6 checkpoint Signatur = héhere Cyclin D1-
Konzentrationen [188]
chromatin assembly I _
CHAF1A factor 1, subunit A 0,8/0,6 |0,7 DNA replication | = p150
E2F2 £2F transcription fator | 7 Cell cycle Redundanz mit E2F1 / E2F2B
MAD2 mitotic arrest o . .
MAD2L2 deficient-like 2 (yeast) 0,6 0,7 Cell cycle mitotischer Spindel-Checkpoint
MCM2 minichromosome Gen aus “Proliferation signature”
MCM2 maintenance deficient 2, | 0,7 0,7 DNA replication [26] 9
mitotin (S. cerevisiae)
antigen identified by
MKI67 monoclonal antibody 0,7/ 0,6 Cell cycle Proliferations-Marker (Ki-67)
Ki-67
TOP2A Lcigﬁ:(;r;oekrgze (DNA) Il 0.6 0.7 DNA replication [C;?ST aus “Proliferation signature
Gruppe: DNA-Reparatur
breast cancer 1. earl Cell cvele BRCA1-Hinunterregulation regelt
BRCA1 -eany 10,7706 yex gleichzeitig mitotische Gene
onset checkpoint
herunter [189]
BRCA1 interacting N .
BRIP1 protein C-terminal 0,770,6 | 0,7 DNA damage DNA-ReparatL_Jr hangt von seiner
helicase 1 checkpoint Assoziation mit BRCA1 ab
BTG2 gBec;eeIIZtranslocatwn 18/ DNA repair Target von p53
CHK1 checkpoint DNA damage .
CHEK1 homolog (S. pombe) 0,8/0,7 checkpoint Aktivierung durch ATM
RAD54-lik
RAD54L |.e. 0,8/ 0,6 DNA repair
(S. cerevisiae)
Gruppe: Transkription
Cut-like 1, CCAAT negative . .
CuTL1 displacement protein 04 regulation of [C1%-Ol?epressor/ Interaktion mit Rb
(Drosophila) transcription
2,4/ 1,9/ regulation of oft koreguliert mit c-fos, mégliche
EGR1 Early growth response 1 L ’
y grow P 1,8 transcription Rolle als Tumorsuppressor (p53-
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Signalweg)
ELL2 elongation factor, RNA 2,2/ 1,8/ regulation of negative Regulation Zellwachstum/
polymerase I, 2 1,5/1,4 transcription Survival [191]
enhancer of zeste chromatin Polycomb-Protein, tberexprimiert
EZH2 homolog 2 (Drosophila) 0,8/ 0,6 architecture in Tumoren, prognostischer Marker
9 p bei MCL [192]
0,7/ 0,6/ regulation of reguliert den mitotischen Ablauf
FOXM1 forkhead box M1 0,5 0.7 transcription (Cdc25B/ CENPA)
myelodysplasia/ myeloid . moglicher transkriptioneller
MLF1IP leukemia factor 1- 82/ 0.6/ :reagnusli:;otr;of Repressor (Differenzierungs-
interacting protein ’ P Prozesse)
MAX dimerization negative MAD-Familie, Heterodimere mit
MXD4 rotein 4 (Mad4) 1,8/19 |14 regulation of MAX, transkriptioneller Repressor
P transcription (c-myc), E2F1 reguliert (MXD3)
v-myb myeloblastosis requlation of
MYBL1 viral oncogene homolog | 0,7 gulation
. . transcription
(avian)-like 1
- 1,9/1,5/ | 3,0/ regulation of MiT-Familie, myeloische
TFEC transcription factor EC 1,4 1,4 transcription Differenzierung (Makrophagen)
Gruppe: Signalling
protein amino wichtig fir den mitotischen Ablauf
AURKB aurora kinase B 0,7/ 0,6 acid (SChromots.ome|_||’!-¢\I|gr|1_|rr31e£_t und -
hosphorylation egregation, Histon H3-Kinase,
P Phosphorylierung STMN1)
epithelial cell intracellular .
ECT2 transforming sequence | 0,6 Signalling durclh den ITDb/EZI:)-SII(gnalwe%S
2 oncogene cascade reguliertes Proto-Onkogen [193]
MELK maternal embryonic 07 0,8/ g::ci)éem amino erhdhte Expression in Tumoren
leucine zipper kinase ’ 0,7 . [194]
phosphorylation
nuclear factor of kappa cytoplasmic
NFKBIE light polypeptide gene 14/15 sequestering inhibitorische Rolle in der B-
enhancer in B-cells U transcription Lymphozyten-Differenzierung
inhibitor, epsilon factor
protein amino MAPKK-like Proteinkinase, erhohte
PBK PDZ binding kinase 0,6 acid Expression von PBK in
phosphorylation | hdmatologischen Tumoren [195]
roline-rich nuclear regulation of Interaktion mit Grb2 (Suppression
PNRC1 P ) 1,4/ 2,0 guiation Ras/MAP-Kinase-Aktivierung)
receptor coactivator 1 transcription [196]
ras-related C3 Rho-Famlie der kleinen GTP-
) X 0,8/ o bindenden Proteine, anti-
RAC1 botulinum toxin 07 cell motility ische Funktion i
substrate 1 ) apoptotische Funktion in
Lymphom-Zellen [197]
Ras association 17/1.8/ sianal RASSF-Familie der Ras-Effektoren
RASSF4 (RalGDS/AF-6) domain 2’0 ’ trgnsduction Ubermittelt die Wachstums-
family 4 ’ inhibierenden Effekte von Ras
negative mdgliche Steuerung der
RGS13 regulator of G-protein 18/29 regulation of Chemokin-Sensitivitat der reifen B-
signalling 13 T signal Zellen, verminderte/ keine
transduction Expression in MCL [98]
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Gruppe: Immun-Signalling

membrane-spanning 4-

CD20 . ; 1,3/ immune
(MS4A1) domains, subfamily A, 1,5 14 response
member 1
CD40 tumor necrosis factor rotein complex Ubermittelt Immun- und
(TNFRSF5) receptor superfamily, 1,3/ 1,4 gssembl P Entzindungs-Reaktionen, wirkt
member 5 y antiapoptotisch Gber NFKB
lectin, galactoside- 15/16/ multifunktionelles Lectin,
LGALS3 binding, soluble, 3 2’1 ’ Chemoattractant, antiapoptotisch
(galectin 3) ’ (DLBCL) [198])
tumor necrosis factor immune Stimulation B- und T-Zell-Funktion,
TNFSF13B | (ligand) superfamily, 1,8/ 2,7 reSDONSE Eintritt in den Zellzyklus, Induktion
member 13b P von Cyclin D2 [199]
Gruppe: Apoptose
16/17 Calcium-/Phospholipid-bindendes
ANXA4 annexin A4 1’8 ’ anti-apoptosis Protein = Membran-Fusion/
’ Exocytose / anti-Koagulation
. . . BCL2-Proteinfamilie, induziert
BCL2A1 BCL2-related protein A1 | 1,4 anti-apoptosis durch NFKB und CD40
catenin (cadherin- = alpha-catulin, Einfluss auf Cyclin
CTNNAL1 associated protein), 0,6 apoptosis " ’ .
i D1 Uber den Wnt-Signalweg [200]
alpha-like 1
tumor protein p53 indu- 1,6/ . Verbindung zwischen p53 und
TP53INP1 cible nuclear protein 1 1.6/1.9 1,9 apoptosis E2F/RDb, induziert Zellzyklusarrest
Gruppe: verschiedene Prozesse
TR geringe Expression bei MCL [201],
AICDA activation-induced 1,471.6/ MRNA wichtig bei B-Zell-Differenzierung
cytidine deaminase 1,8 processing . .
(somatische Hypermutation)
ASF‘! anti-silencing spielt als Histon-Chaperon eine
ASF1B function 1 homolog B 0,7/ 0,6 Rolle beim Aufbau der
(S. cerevisiae) Nukleosomen, E2F1-Target [202]
. glycine Nukleotid-Biosynthese = Ziel von
DHFR dihydrofolate reductase | 0,7/0,6 | 0,7 biosynthesis Krebstherapien (Methotrexat)
: Anti-Onkogen, wichtige Rolle bei
TFPI2 ?ﬂs_sqe factor pathway 1,3/1,5/ blood ; Zellmigration und Tumorinvasion
inhibitor 2 1,8/ 1,9 coagulation
[203]
TMSLS thymosin-like 8 06/04 |07 cytoslfele'ton ho_chreguhert_ bei MCL-GEPs und
organization bei Metastasierung
ubiquitin-like, containing Co
UHRF1 PHD and RING finger | 0,7/0,5 | 0,7 | DNA repair Ubiquitin-Ligase, Gen aus

domains, 1

“Proliferation signature” [26]

Wie bereits in Tabelle 3 beschrieben, wurden unter anderem 5 Gene validiert, die in

einer Publikation zum Mantelzell-Lymphom [26] in einer Gruppe von 20 Genen

enthalten waren (“Proliferation signature”), deren Expression ein starker Marker fur

die Proliferations- und Uberlebensrate der MCL-Tumoren ist. Abgesehen von den
Genen ASPM, CDC2, MCM2, TOP2A und UHRF1, die in den Mantelzell-Lymphom-
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Zelllinien Granta 519, Jeko-1 und Z-138 validiert werden konnten (Abbildung 38),
konnten aus dieser ,Proliferation signature® auch noch die Gene CENPF (centromere
protein F, mitosin) und POLE2 (polymerase epsilon 2) im Genexpressionsprofil der
drei und sieben Tage infizierten Granta 519-Zellen nachgewiesen werden.

Insgesamt konnte also bei 7 Genen aus dieser ,Proliferation signature“ eine
Verbindung mit der Cyclin D1-Expression hergestellt werden.

Die Gene, die aus dem Bereich Zellzyklus und Replikation ausgewahlt wurden
(CDT1/ CHAF1Al E2F2] MAD2L2/ MKI67), und deren Expression durch Cyclin D1-
Hinunterregulation im Genexpressionsprofil durchgehend vermindert wurde, konnten
in den Zelllinien Granta 519, Jeko-1 und Z-138 validiert werden (Tabelle 3/ Abbildung
39).

Bei den ausgewahlten Genen aus dem Bereich DNA-Reparatur wurde zuvor im
Genexpressionsprofil festgestellt, dass die Gene BRCA1, BRIP1, CHEK1 und
RADS4L durch die verminderte Cyclin D1-Expression reprimiert wurden, wahrend
das Gen BTG2 im Gegensatz dazu in der Zelllinie Z-138 induziert wurde, was
ebenfalls bei allen Uberpruften Zelllinien (Granta 519, Jeko-1, Z-138) validiert werden
konnte (Tabelle 3/ Abbildung 40).

Die neun ausgewahlten Transkriptionsfaktoren (Tabelle 3: Gruppe Transkription)
konnten nicht alle durchgehend validiert werden. Zum einen konnte ebenso wie im
GEP in allen drei Zelllinien, die fur die Validierung verwendet wurden, bestatigt
werden, dass die Gene FOXM1, MLF1IP und MXD4 durch Cyclin D1-
Hinunterregulation reprimiert (FOXM1/ MLF1IP) bzw. induziert (MXD4) werden
(Abbildung 41). Des Weiteren wurde bestatigt, dass auch die Gene ELL2, EZH?2,
MYBL1 und TFEC zumindest in den Zelllinien Granta 519 und Z-138 in Abhangigkeit
von der verminderten Cyclin D1-Expression reprimiert (EZH2/ MYBL1) bzw. induziert
(ELL2/ TFEC) werden. Dagegen konnten die Transkriptionsfaktoren CUTLT
(reprimiert) und EGR1 (induziert) nur in der Zelllinie Granta 519 validiert werden, das
Gen EGRT1 zeigte sogar in der Zelllinie Jeko-1 eine gegensatzliche Tendenz im

Vergleich zur Zelllinie Granta 519.

7



Ergebnisse

"(O-1@9A0-4d zusnbag) usj|9Z sMSIZIjUl STUIA-YNYUS-1Q UI[PAD Jw = | @OAD-4d
{Us||9Z duaIZlYul S Wal1ad| Jw = 4d "uagababue ¢, ul UapA Bus}eyId 9)|043uoy InZ yoia|bia wi Jap aluljjdZ apal pun uag) sapal in} isi wwelbeiq wap Jajun
9jloge Jap U] (Z'8"¢ RIUYISAY) SPOYIBN-}OV JOp Yoeu Bunuamsny pun usjj9z UsHaIzyul SNIIA Waled| Jiw alIp jne bunisugiiey Hw (YOd-14b) ¥Od swil-eay
Janneuenb sppiw a1bjope Bunwiwnsag a1q "uoeul yoeu abe| uagals @S L-Z pun L-0Mor ‘61 S BluBIS) ualuljeZ uap ui (¢ ajjeqe]) ,oineubis uonelajjold”
addnio Jep usUSS) UOA UBUONENUSZUOY-YNYW Jop Bunwuwinsoag -“usjiyoidsuoissaidxauan uap sne auacg Jiajjyemabsne Bunisipijep :8¢ Bunpliqqy

8 G8 99 vZdol
8 18 G WdSV
€8 99 6S 2oao
L9 9. zL ZWOI
L9 V. 0S L4YHN
8¢l-Z L-ojar 615 ejuEID us9
(%) al1013u0)y UnZ siujeysap wi L IAD-4d UoA L

VZdol NdSVY r4elabe] CINDOIN LddHN
[ [ [ (. (.
N 12 va N 12 va N ® Smu N ® c._m...,v N @ va
5§ |28\ X | 8 |gg| X §|2d Y% |2 Y F |2
w 1 © o w 1 © = w 1 © = w 1 © o w 1 © o
o - [} (<] - [} (=] - [V o - [V o - [}
o =X
5
r0C <
]
Foy <
e
L09 5
N
c
\OWJ
P
(]
0oL 2
S
-0l T

1Q2A0-4d @ O-3d O Lainjeubis uoneuayijold,, :addnuog

78



Ergebnisse

(0-1@oAD-4d Zusnbag) us||9Z SMBIZIUI STUIA-YNYUS-1.Q UIIPAD Jw = | oAD-4d
‘U9||9Z auaIzIjul sNuIA Walag| Jiw = 4d "usqababue 9, ul UBA BuUd)BYIS 9]|0JJU0Y JNZ YoIa|BiaA Wi Jap aluljj|@Z apal pun usg sapal Jnj 1sI wwelbeiq wap Jayun
alleqe L Jap U] *(Z'8'¢ WUYOSqY) SPOUISIN-}OV Jop yoeu Bunpamsny pun us||oZ USHSIZIUI SNIIA WaI83| Jw aIp jne Bunisuqiey Hw (4Od-14b) ¥Od swil-eay
JaAieyjuenb sjppiw 8)bjops Bunwwisag a1q uoleu| yoeu abe| usgals ggl-Z pun L-0Mar ‘6LG ejuelD usiuljj|dZz uap ul (¢ jjeqe]) uoneyiday /snhz|iez
addnio Jap UBUSS) UOA UBUOINBJUSZUOY-YNYW Joap Bunwwisag -udjijoidsuoissaidxausas) uap sne auac Jajjyemabsne Bunusipiiep :6¢ Bunppiqqy

€L 68 GG ¢1Zavin
88 Ll LS ¢de3
G L8 99 VI4VHO
98 Ll 14°] LODIN
€L LL 19 11dd
8€L-Z L-oxer 616 ejuelo uso
(%) @11043u0)] InZ sjujjeytap wi L. 2A9-4d UOA LB

¢12AviN ¢d¢3 Vi4dVHO LIDIN 11dD
- o o [ o
N (1) wn mu N (1) 3] m.v N () wn m N (1) 3] mu N D 3.} mu
AN - - N x g ) AN x - AN - - AN = )
w ° © 3 w ° © 3 w ° © 3 w ° © 3 w ° © 3
(o] - ) 0 - Q o] - Q (o] - Q oo - Q
0o
5
r0¢C .M
L <
ov o
“09 5
|- ow m
2
- 00l Mv
[]
-0Cl o

1@oAo-4dm o-3d o uoneyday / snijAz|az :addnug

79



Ergebnisse

(0-1@9AD-4d Zuenbag) us||9Z SuBIZIUI SIA-YNYUS-L.Q UIIOAD JW =
L @oAD-4d ‘us|jez suaiziyul snuIA Wales| Jw = 4d "usgababue 9, Ul LaAA Busleyla 8|joJuoy INz yoia|Bia Wi Jop aiuljjjez apal pun usc) sapal nj isi wwelbeiq
wiap Jajun ajjage] Jep Ul (Z°'8'€ MUYOSqY) SPOYIBIN-IOV Jop Yyoeu Bunpamsny pun Us||9Z UsHeIZyul SNUIA Waled] Jw aip jne Bunisuqiey w (YOd-Lyb)
¥0d awi] -|eay JaAnemuenb sjeniw a16joLe Bunwiwiiseg a1q "uomalu| Yyoeu abe| usgsis gL -Z pun L-0Nar ‘§LS BlURIS uslulj|eZ usp ul (g ajjeqe]) Jnjejeday
-YNQ @ddnis) Jep usuas) UOA USUONEINUSZUOY-YNYW Jop Bunwwnseg -usjiyoidsuoissaidxauan uap sne auas) Jayyemabsne Bunisipijep 0y Bunpliqqy

9€¢C 1412 LLL Z¢ol1g
08 98 99 IM3IHO
0L ve GG vsavy
08 18 89 lvoudg
08 Gl ¢l ldiyg
8€L-Z L-oxer 616 ejuelo uso
(%) @11043u0)] InZ sjujjeytap wi L. 2A9-4d UOA LB

29149 IM3HD Irsavy LvOoug Ldidg

< () < () < () < () < ()
Nox g8 N F a8 YN % 28 N F 23 N % 25
w Q © 3 w ° © 3 w ° © 3 w Q © 3 w ° © 3
) AN ) ) EN ) ) AN () ) AN () ) EN )

0 =2

S

-0 S

QS

‘oem

‘omrm

X

‘SNM

S

Losz

1@2A0-4d @ 5-4d O anmjeseday-yNQ :addnio

80



Ergebnisse

oLl Gl 0S¢ L¥93
991 c6 coe o34l
1945 (A1) 14114 rARE]
vee L6l €G¢ Yaxin
L6 601 08 111N
v. €0l 19 ¢HZ3
9 Z6 v8 L19AN
9 18 14°] LINXOA4
LL 0L €9 diLdTIN
8¢L-Z L-ox9r 61G ejueio us9
(%) ajj03u0y Inz sjujjeysap wi L gd£9-4d uoA Japp
L1LNnd
[
N2 g
P °© |o©
o0 =3

ejuely

(0-1@9AD-4d Zuenbag) us||9Z SuBIZIUI SIA-YNYUS-L.Q UIIOAD JW =
L @oAD-4d ‘us|jez suaiziyul snuIA Wales| Jw = 4d "usgababue 9, Ul LaAA Busleyla 8|joJuoy INz yoia|Bia Wi Jop aiuljjjez apal pun usc) sapal nj isi wwelbeiq
Wwap Jajun sjjage Jap uj *(2'8'€ WUYIsay) SPOYIBN-1OV Jop yoeu Bunuemsny pun us|jez UsHSIZIuUI SNIIA Walas| Jiw aip Jne Bunisugiey 1w (40d-14b) ¥Od
awli| -leay JeAnemuenb sjeniw 81bjoue Bunwwnsag a1q ‘uonyalu| yoeu sbe| usgsis ggL-Z pun L-0Maf ‘61G Bluels) usiulj||ez usp ul (g ajjeqel) uonduysuel |
addnig) Jep UBUSLS) UOA UBUONEJUSZUOY-YNYW Jop Bunwwisaeg ‘uajyoidsuolissaidxauas) usp sne auag Jajjyemabsne Buniaipijep :Ly Bunplgqy

81

1¥o3 034l 2113 Yaxmn
N W [3,] m N W [3,] mu N W [3,] m N W (3] mu
w ° © 3 w ° © 3 w Q © 3 w 4 © 3
o a [ 0 = [ 0o - Q © - (Y
0
- 001
- 051
- 00z
- 0sz
- 00g
- osg
- oov
1@2Ao-4d m o.%_n; (auag ayia1znpul) uondiysuel | :addnig
ZHZ3 L19AN LWXOA ditdIN
N W 33 .mu N W 33 @ N W 33 m N W (3] m
LN x a N x oo N = ' Y N = a0
w ° © 3 w 4 © 3 w 4 © 3 w 4 © 3
o a [ 0 N o <) - (Y =) - Q

1@2AD-4dm o-4d O

(auao ayiaiwiidaa) uondinysues | :addnig

r 02
r oy
r 09
r 08
r 00}

- o0ch

ajjonuoy] Inz yoid|BIaA Wi Y,

ajjo03u0y] Inz yoiv|BIa A wi %,



Ergebnisse

Von den neun ausgewahlten Signalling-Genen (Tabelle 3) konnten immerhin sechs
durchgehend in allen Uberpruften Zelllinien validiert werden (Abbildung 42; reprimiert:
AURKB/ ECT2/ MELK/ PBK; induziert: PNRC1/ RGS13). Das aufgrund seiner
Veranderung im Genexpressionsprofil der infizierten Z-138-Zellen ausgewahlte Gen
RACT konnte in keiner der Uberpruften Zelllinien bestatigt werden, wahrend die Gene
NFKBIE und RASSF4 nur in der Zelllinie Granta 519 induziert vorlagen.
Bezuglich der Gruppe Immun-Signalling (Tabelle 3/ Abbildung 43) konnte bestatigt
werden, dass das auf B-Lymphozyten exprimierte Oberflachenmarker-Gen CDZ20 in
allen Uberpriften Zelllinien durch Cyclin D1-Hinunterregulation induziert wird. Das
Gleiche galt fur das Gen TNFSF13B, wobei hier die Induktion in der Zelllinie Z-138
nur sehr gering war. Auch die Induktion des Gens LGALS3 konnte bestatigt werden,
allerdings nur in den Zelllinien Granta 519 und Z-138, da die Expression in der
Zelllinie Jeko-1 kaum nachweisbar war. Beim Oberflachenmarker-Gen CD40 konnte
nur in der Zelllinie Granta 529 eine Induktion gefunden werden.
Aus der Gruppe der Apoptose-Gene konnten alle vier Gene validiert werden. Ebenso
wie im GEP waren die beiden anti-apoptotischen Gene ANXA4 und BCL2A1 und das
Gen TP53INP1 in den Uberpriften Zelllinien induziert, wahrend das apoptotische
Gen CTNNAL1 in den Uberprtften Zelllinien reprimiert war (Tabelle 3/ Abbildung 44).
Bezlglich der Gene aus verschiedenen Prozessen in der Zelle konnten die
Gene ASF1B und DHFR (beide reprimiert durch verminderte Cyclin D1-Expression)
in allen Uberpriuften Zelllinien bestatigt werden, wahrend die Induktion des Gens
AICDA, das beim Prozess der somatischen Hypermutation in reifenden B-Zellen eine
wichtige Rolle spielt, in zwei von drei Zelllinien (Granta 519 und Z-138) bestatigt
werden konnte (Tabelle 3/ Abbildung 45). Die induzierte Expression von TFPI2 und
die reprimierte Expression von TMSL8 konnte zumindest in den Zelllinien, in denen
die Expression Uberhaupt nachweisbar war (TFPI2: nur Granta 519; TMSLS8: Granta
519 und Z-138), validiert werden.
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5. DISKUSSION

In der vorliegenden Arbeit ging es darum, die Rolle der deregulierten Expression von
Cyclin D1 bei der Tumorgenese des Mantelzell-Lymphoms aufzuklaren. Diese
Fragestellung konnte durch bisherige Studien wie z.B. die Uberexpression von Cyclin
D1 im lymphoiden Gewebe nicht eindeutig geklart werden.

Deshalb wurde in dieser Arbeit der entgegengesetzte Weg gewahlt und die Cyclin
D1-Expression in Mantelzell-Lymphom-Zelllinien mittels RNA-Interferenz (RNAI)
reprimiert.

Durch die Auswahl einer effizienten Cyclin D1-siRNA-Sequenz (4.2) und die
Verwendung eines lentiviralen Infektions-Systems (4.3) konnte eine ausreichende
Verminderung der Cyclin D1-Expression in den ansonsten nur schwer zu
manipulierenden Mantelzell-Lymphom-Zelllinien erreicht werden.

Die Hinunterregulation von Cyclin D1 in den Mantelzell-Lymphom-Zelllinien hatte
insgesamt nur einen moderaten Effekt auf die zellularen Prozesse, die durch Cyclin
D1 beeinflusst werden (4.4 - 4.6). Interessanterweise konnte aber eine Induktion der
Cyclin D2-Expression nach Blockierung der Cyclin D1-Expression in allen Mantelzell-
Lymphom-Zelllinien aufller der Zelllinie JVM-2 gefunden werden (4.7). Letztere
exprimierte bereits ungewohnlich hohe basale Mengen an Cyclin D2. Eine
Ausschaltung beider D-Typ-Cycline fuhrte aber nicht zur Intensivierung der Effekte,
die bei der alleinigen Ausschaltung von Cyclin D1 beobachtet worden waren (4.8).
Um auf Genexpressions-Ebene ein umfassenderes Bild von den durch die Cyclin D1-
Hinunterregulation bewirkten Veranderungen zu bekommen, wurde abschliel3end ein
Genexpressionsprofil vor und nach Hemmung der Cyclin D1-Expression von den
Mantelzell-Lymphom-Zelllinien Granta 519 und Z-138 erstellt (4.9).

5.1 Etablierung eines geeigneten Systems zur Manipulation von
Genen in Mantelzell-Lymphom-Zelllinien

In dieser Arbeit sollte zunachst ein geeignetes System flr eine ausreichende
Verminderung der Expression von Cyclin D1 in den Mantelzell-Lymphom-Zelllinien
etabliert werden. In der Vergangenheit hatte sich gezeigt, dass nichtvirale Methoden
bei Lymphom-Zelllinien nur geringe Transfektions-Effizienzen haben und
ausschlieBlich durch die umstrittene Selektion stabil transfizierter Klone anwendbar

sind [204, 205]. Die Elektroporation als eine dieser Methoden fiihrt z.B. je nach
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Lymphom-Zelllinie nur zu Transfektionsraten von 2% [206] bzw. abhangig vom
Protokoll auch zu 15 bis 45% [204], wahrend gleichzeitig die Zellen durch den
Prozess erheblich geschadigt werden (30 bis 90% tote Zellen). Eine leichte
Verbesserung wurde durch die Weiterentwicklung dieser Methode zur Nukleofektion
erreicht, die durch die Optimierung elektrischer Parameter und Zelltyp-spezifischer
Losungen den Prozess schonender fur die Zellen macht [207, 208]. Auch die
Lipofektion, also die Einschleusung von Genen uUber liposomale Komplexe, konnte
hier keine Abhilfe schaffen [206]. Erst durch den Einsatz viraler Vektoren konnten die
Transfektionseffizienzen fur Lymphom-Zelllinien entscheidend verbessert werden, je
nach Lymphom-Zelllinie wurden bis zu 100% der Zellen transduziert [206, 209-211].
Neben Faktoren wie Viren-Konzentration, Zellzahl und Infektions-Volumen ist dabei
wichtig, dass der Virus mit der Zelle ausreichend Kontakt hat, was einerseits uber
eine gemeinsame Zentrifugation und Inkubation erreicht wird, andererseits Uber
ladungsneutralisierende kationische Reagenzien. Das Problem, dass bestimmte
Zelllinien aufgrund des Fehlens von Oberflachenrezeptoren, die fur das Andocken
des Virus notwendig sind, resistent gegenuber dieser Methode sind [212-215],
konnte bei der Infektion mit Lentiviren durch die Pseudotypisierung der Virus-Partikel
geldst werden (siehe 2.3).

Da es aufgrund der Uberexpression von Cyclin D1 in den Mantelzell-Lymphom-
Zelllinien entscheidend war, die shRNA gegen Cyclin D1 mdglichst effizient in die
Zellen zu bringen, wurde in dieser Arbeit ein lentiviraler Vektor eingesetzt. Das
gesetzte Ziel, Transfektionsraten von annahernd 100% zu erhalten, konnte durch die
Optimierung der Virenproduktion und der eingesetzten Virenmenge sowie durch den
Einsatz der polykationischen Verbindung Polybren® erreicht werden. Diesem
Prozess ging die Selektion einer moglichst effizienten Cyclin D1-shRNA-Sequenz
voraus. Wie wichtig die Auswahl einer geeigneten Methode ist, zeigt der Vergleich
mit zwei Verodffentlichungen, die ebenfalls einen Versuch der Hinunterregulation von
Cyclin D1 und weiteren Genen in der Mantelzell-Lymphom-Zelllinie Granta 519
beschreiben [100, 216]. Wahrend in der einen Publikation durch eine stabile
transgene Einschleusung der Cyclin D1-shRNA eine zu dieser Arbeit vergleichbare
Reprimierung der Cyclin D1-Expression beschrieben wird, konnte in der anderen
Arbeit durch die Anwendung der Nukleofektion im Durchschnitt nur eine

Verminderung auf 60% der Ausgangsmenge an mRNA beobachtet werden.
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Dieses Ausmal ist fir ein Uberexprimiertes Gen wie Cyclin D1 eine zu geringe

Veranderung, um Folge-Effekte feststellen zu konnen.

5.2 Rolle von Cyclin D1 im Hinblick auf die Entstehung und
Entwicklung des Mantelzell-Lymphoms

Die effiziente Hinunterregulation von Cyclin D1 in den Mantelzell-Lymphom-Zelllinien
hatte insgesamt nur einen moderaten Effekt auf die zellularen Prozesse, die durch
Cyclin D1 beeinflusst werden. Die Zellen zeigten keinen Wachstums-Stopp, aber das
Wachstum verminderte sich zumindest um 32 bis 52% bezogen auf die
unbehandelte Kontrolle (Abbildung 27). Parallel dazu konnte beim Zellzyklus ein
Anstieg der G1-Phase um 12,7 bis 17,6%, eine leichte Induktion der Expression von
p27"P" sowie eine Reduktion der Cyclin D1/ CDK4-abhangigen Phosphorylierung
von Rb (Ser807/811) beobachtet werden (Abbildung 28). AuRerdem flhrte die
Verringerung der Expression von Cyclin D1 nicht zur Induktion von Apoptose
(Abbildung 29). Bezuglich der moderaten Wachstumsverminderung stimmen diese
Daten mit einer bereits durchgefuhrten Studie Uberein, die mit einem anderen
System eine ahnlich starke Verminderung von Cyclin D1 in der Mantelzell-Lymphom-
Zelllinie Granta 519 erzielt und daraufhin eine Wachstumsverminderung um etwa
40% beschreibt [216].

5.2.1 Kompensation von Cyclin D1 durch Cyclin D27

Es gibt zwei mogliche Erklarungen, warum die beobachteten Effekte nach der
Hinunterregulation von Cyclin D1 insgesamt relativ schwach sind. Zum ersten kdnnte
der nur schwache anti-proliferative Effekt nach der Reprimierung von Cyclin D1
daher kommen, dass andere Zellzyklus-Proteine den Verlust an Cyclin D1
kompensieren. In Ubereinstimmung mit dieser Hypothese kann in den mit Cyclin D1-
shRNA infizierten Zellen eine Induktion von Cyclin D2 auf RNA- und Proteinebene
beobachtet werden (Abschnitt 4.7/ Abbildung 30).

Dieses Ergebnis wirft die Frage auf, in welcher Beziehung die drei D-Typ-Cycline
zueinander stehen. Cyclin D1, D2 und D3 werden durch separate Gene kodiert,
weisen aber bezuglich ihrer Aminosaure-Sequenzen ein hohes Mal® an Homologie
auf [217]. Weiterhin ist die Expression in den verschiedenen Geweben voneinander
unabhangig und kann teilweise Uberlappend sein. Reife B-Lymphozyten exprimieren

Cyclin D2 und D3, nicht aber Cyclin D1 nach der Aktivierung des B-Zell-Rezeptors.
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Hierbei scheint zwischen Cyclin D2 und D3 ein hohes Mal an funktioneller
Redundanz vorhanden zu sein, denn die Ausschaltung eines der beiden D-Typ-
Cycline in vitro fuhrt zur Kompensation durch das verbleibende D-Typ-Cyclin [218,
219].
Betrachtet man die Situation bei den B-Zell-Lymphomen, so kann man hier eine
selektive Expression der einzelnen D-Typ-Cycline feststellen [220] und speziell im
Mantelzell-Lymphom rickt in den wenigen Cyclin D1-negativen Fallen oft Cyclin D2
oder D3 an die Stelle des normalerweise Uberexprimierten Cyclin D1 [31]. Im Bezug
auf den Einflull des Uberexprimierten Cyclin D1 auf die Expression der anderen
beiden D-Typ-Cycline im Mantelzell-Lymphom finden zwei Studien eine inverse
Korrelation zwischen der Cyclin D1- und Cyclin D3-Expression [221, 222].
Dagegen zeigt eine weitere Arbeit, dass die Mantelzell-Lymphom-Zelllinie JVM-2, die
im Vergleich zu den anderen Zelllinien nur geringe Mengen an Cyclin D1 exprimiert,
alternativ Cyclin D2 exprimiert [223]. Zusatzlich wurde in der vorliegenden Arbeit eine
inverse Korrelation zwischen den Mengen an Cyclin D1- und Cyclin D2-mRNA in
allen Mantelzell-Lymphom-Zelllinien einschliel3lich der lymphoblastoiden Zellinie CM,
welche die Situation in B-Lymphozyten widerspiegelt, gefunden (Abschnitt
4.1.1/Abbildung 20). Setzt man diese Ergebnisse zusammen, so kommt man zu der
Hypothese, dass der unerwartet schwache Effekt der Cyclin D1-Hinunterregulation
das Ergebnis des kompensatorischen Anstiegs an Cyclin D2-mRNA und -Protein ist.
Um diese Hypothese zu uUberprifen, wurde ein Experiment durchgefihrt, bei
dem parallel Cyclin D1 und Cyclin D2 in der Mantelzell-Lymphom-Zelllinie Granta 519
blockiert wurden (Abbildung 31). Die Infektion mit einer Kombination aus einem
Cyclin D1-shRNA- und einem Cyclin D2-shRNA-Virus konnte zwar die Induktion von
Cyclin D2-mRNA und -Protein nach Cyclin D1-Reprimierung verhindern, aber eine
Verminderung unter die Ausgangsmengen wurde nicht erreicht, wobei diese in den
Mantelzellymphom-Zelllinien sehr gering sind (Abschnitt 4.1.1/Abbildung 20B). Die
parallele Hemmung von Cyclin D1 und D2 fuhrte nicht zur Induktion von Cyclin D3
und zeigte im Bezug auf Zellwachstum, Zellzyklus und Apoptose dieselben Effekte
wie die alleinige Blockierung von Cyclin D1. Dies deutet darauf hin, dass der
ausgleichende Anstieg von Cyclin D2 zwar auf einem regulatorischen Mechanismus
zwischen Cyclin D1 und D2 basiert, dass dieser Mechanismus aber keine

Auswirkung auf das Wachstum und Uberleben der Zelllen hat.
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Dieser Befund ist nicht Gberraschend, da durch Mausmodelle, bei denen entweder
die D-Typ-Cycline oder deren katalytische Partner Cdk4 und Cdk6 transgen
ausgeschaltet wurden, gezeigt werden konnte, dass diese Proteine nur in
bestimmten Geweben wahrend der Embryogenese essentiell bendtigt werden [96,
224, 225]. Dies impliziert, dass bezlglich des Zellwachstums auch Cyclin-
unabhangige Mechanismen existieren. Die zusatzliche Erkenntnis, dass die
Transformationsfahigkeit von Zellen reduziert ist, bei denen die D-Typ-Cycline
ausgeschaltet sind [96], unterstitzt die These, dass Cyclin D1 zwar fir die
initiierende Transformation der Zellen, aber anschlieBend nicht mehr fur die

Persistenz und Weiterentwicklung des Mantelzell-Lymphoms notwendig ist.

5.2.2 Kompensation von Cyclin D1 durch sekundare genetische

Veranderungen?

Die abschlieRende These im vorherigen Abschnitt fuhrt zur zweiten moglichen
Erklarung, warum die beobachteten Effekte nach der Hinunterregulation von Cyclin
D1 insgesamt relativ schwach sind. Geht man namlich davon aus, dass die
Uberexpression von Cyclin D1 nur ein initiierendes Ereignis bei der Entwicklung des
Mantelzell-Lymphoms ist, so ergibt sich daraus auch die Erklarung, dass zusatzliche
genetische Veranderungen in einer spateren Phase der Lymphomgenese die Rolle
des Uberexprimierten Cyclin D1 Ubernehmen und damit Cyclin D1 (und D2)
uberflissig machen.

Diese Erklarung wird durch drei experimentelle Beobachtungen unterstutzt: zum
ersten entwickeln transgene Mause, die in ihren B-Lymphozyten Cyclin D1
Uberexprimieren erst in der Kooperation mit einem zweiten Onkogen wie MYC oder
RAS Lymphome [94, 95]. Zum zweiten entwickelt ein Maus-Modell mit einer in den B-
Lymphozyten Uberexprimierten Cyclin D1-Mutante, die keinen nukledren Export
erlaubt, B-Zell-Lymphome, die sekundare genetische Veranderungen aufweisen
[226]. Zum dritten findet man geringe Zahlen an B-Lymphozyten, welche die
chromosomale Translokation t(11;14) tragen, auch im Blut von gesunden Patienten
(Anteil von 1 bis 2%), ohne dass diese Patienten ein Mantelzell-Lymphom entwickeln
[227, 228].

Zytogenetische Untersuchungen zur Identifizierung sekundarer genetischer
Veranderungen, die an der Tumorgenese des Mantelzell-Lymphoms beteiligt sein

konnten, haben aufgedeckt, dass das Mantelzell-Lymphom unter den bdsartigen
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lymphoiden Neoplasmen das héchste Mald an genomischer Instabilitat aufweist
[176]. Zu den wiederkehrenden Veranderungen gehdren chromosomale Verluste und
Gewinne sowie Amplifikationen bestimmter chromosomaler Regionen in hoher
Kopienzahl (Tabelle 4).

Tabelle 4: Haufig verdnderte, chromosomale Regionen im Mantelzell-Lymphom.

Chromosomale B o ]
% der Falle  Mdgliche Zielgene **

Region *

Gewinne

3925-qter 32-70 ECT2, SERPINI2, ?

4p12-13 57 ?

7p21-22 16-34 GPR30, CARD11, ETV1
8g21-qgter 16-36 MYC

9922 16-31 SYK, GAS1, FANCC

10p11-12 12-24 BMI1

12913 3-30 CDK4

18911-923 5-18 BCL2

Verluste

1p13-p31 18-52 GCLM, CDC14A, DPYD

2913 17 BCL2L11 ***

6q23-q27 18-38 TNFAIP3, IFNGR1

8p21-pter 17-34 TNFRSF10A, TNFRSF10B, TNFRSF10C, TNFRSF10D, DLGAP3
9p21-p22 18-41 CDKN2A, ARF1

9g21-qter 18-45 CDC14B, FANCC, GAS1, c9orf3
10p14-15 18-31 PRKCQ, KIN, c100rf47
11922-923 16-59 ATM

13914-q34 25-70 RFP2, ING1, LIG4, TNFSF13B, DLEU1, DLEU2
17p13-pter 13-45 TP53

22q12 17-50 UCRC

*

Regionen variieren leicht zwischen den einzelnen Studien

*%

Bestatigte Zielgene sind fett gedruckt

e Homozygote Deletionen dieses Gens konnten in Mantelzell-Lymphom-Zelllinien, aber nicht in
primaren Tumoren nachgewiesen werden [229]

Manche dieser Veranderungen wie z.B. die Verluste von 11g und 13q treten bei allen
histologischen Varianten des Mantelzell-Lymphoms auf, wahrend die hoch
proliferative und sich klinisch aggressiv verhaltende blastische Variante einen
komplexeren Karyotyp mit haufigen Gewinnen von 3q und 12q und Verlusten von 9p,
9q und 17p aufweist [30, 229-236]. Auch Tetraploidie tritt haufiger in der blastischen
Variante als in der klassischen Variante auf (36% vs. 8% der Falle) [16]. Des
Weiteren finden genomische Studien eine starke Uberlappung zwischen Regionen,
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die im Mantelzell-Lymphom haufig deletiert sind, und Regionen mit uniparentalen
Disomien [106, 237]. Dies wurde dafur sprechen, dass hier uniparentale Disomie
einen alternativen Mechanismus zur Inaktivierung von Tumorsuppressor-Genen
darstellt [238]. Die Identifizierung der Gene, die von den beschriebenen
chromosomalen Veranderungen betroffen sind (Tabelle 4), hat ergeben, dass die
meisten dieser Gene an zwei wichtigen, pathogenetischen Signalwegen beteiligt
sind: dem Zellzyklus und der DNA-Reparatur [239]. Aullerdem ergeben neuere
Studien, dass auch Apoptose-Gene das Ziel genomischer Veranderungen sein
konnen und dadurch die Wirksamkeit neuer Therapeutika beeinflusst wird [124, 229,
240, 241].

5.2.3 Schlussfolgerungen zur Rolle von Cyclin D1 beim Mantelzell-
Lymphom

Die in dieser Arbeit untersuchten Mantelzell-Lymphom-Zelllinien tragen verschiedene

sekundare genetische Deletionen oder Mutationen, die zum Verlust von

6'NK42 in Granta

Tumorsuppressor-Genen fuhren (z.B. p53 in Jeko-1, Rb in UPN-1, p1
519 und Z-138) oder zur Amplifikation von Onkogenen (z.B. BCL2 in Granta 519 und
UPN-1) (siehe Tabelle 2). Die Tatsache, dass der Effekt der Cyclin D1-
Hinunterregulation in allen verwendeten Zelllinien ahnlich moderat ist, spricht dafur,
dass die Unabhangigkeit von der Cyclin D1-Uberexpression auf verschiedenen
Wegen erreicht werden kann. AufRerdem bestatigt die fehlende Induktion von
Apoptose nach Cyclin D1-Inhibierung (Abbildung 29) frihere Studien, die zeigen,
dass Mantelzell-Lymphom-Zellen aufgrund von Veranderungen in den zugehdrigen
Signalwegen resistent gegen Apoptose sind [97, 242, 243]. Insgesamt bestatigt diese
Arbeit das in den letzten Jahren aus den verschiedenen Studien entwickelte,
pathogenetische Modell fur die Entstehung und Weiterentwicklung des Mantelzell-
Lymphoms [109] (Abbildung 46). Nach diesem Modell ist die Deregulierung von
Cyclin D1 durch die t(11;14)-Translokation ein primares Ereignis, dass zur
Transformation und Expansion von B-Lymphozyten in der Mantelzone lymphatischer
Follikel fuhrt. Die Weiterentwicklung zur klassischen Variante des Mantelzell-
Lymphoms geschieht dann mdoglicherweise Uber Keimbahn-Mutationen bei Genen
der DNA-Reparatur und die dadurch geschaffene, genomische Instabilitat fihrt Gber
weitere genomische Veranderungen hin zur blastoiden Variante des Mantelzell-

Lymphoms.
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Welche Konsequenzen haben die Ergebnisse dieser Arbeit im Bezug auf die
Therapie-Ansatze fur Mantelzell-Lymphom-Patienten? Wie bereits in der Einleitung
erwahnt, wird aufgrund der hohen Ruckfallraten bei Anwendung von
Standardtherapien unter anderem die Dysregulation des Zellzyklus als
Ausgangspunkt fir neue Therapie-Ansatze genommen (Abschnitt 2.1.6). Man geht
davon aus, dass Cyclin D1 die zentrale Ursache unkontrollierter Proliferation ist und
will durch die direkte oder indirekte Inhibierung von Cyclin D1 einen Wachstumsstopp
bzw. Apoptose in den Mantelzell-Lymphom-Zellen auslosen. Um die Synthese oder
Funktion von Cyclin D1 zu inhibieren, werden z.B. mTOR-Inhibitoren, welche die
Translation von Zellzyklus-Proteinen einschlieRlich Cyclin D1 blockieren oder CDK-

Inhibitoren wie Flavopiridol eingesetzt [120, 123].

Frihes Klassisches Blastisches
e Bzel Mantelzell-Lymphom  Mantelzell-Lymphom  Mantelzell-Lymphom
Pra-B-Zele e . B ’. - : —— -
t(11;14) . | Pt oresd®ief® |4 LS e S by
Cyclin D1 ATM INKA4/CDK4/RB 1
( \, CHK2 ARF/MDM2/p53

komplexe starkes
Karyotypen Wachstum

Abbildung 46: Pathogenetisches Modell fiir die Entstehung und Weiterentwicklung des
Mantelzell-Lymphoms. Die t(11;14)-Translokation in unreifen B-Zellen fihrt zur konstitutiven
Deregulierung von Cyclin D1 und einer frihen Expansion von Tumor-B-Zellen in der Mantelzone
lymphatischer Follikel. Die Inaktivierung des DNA-Reparatur-Systems Uber Keimbahn-Mutationen wird
bei der Weiterentwicklung zum klassischen Mantelzell-Lymphom bendétigt. Gleichzeitig erleichtert die
dadurch entstehende genomische Instabilitdt die Entstehung weiterer genomischer Veranderungen,
die zur Auspragung eines blastischen Mantelzell-Lymphoms fiihren.

Die Ergebnisse dieser Arbeit sprechen dafur, dass aufgrund der Redundanz des
Zellzyklus-Systems und aufgrund der sekundaren genomischen Veranderungen eine
Inhibition von Cyclin D1 allein nicht ausreicht, um das Wachstum der Mantelzell-
Lymphom-Zellen zu stoppen. Tatsachlich kdnnen einige Studien durch den Einsatz
von Proteasom- oder Histondeacetylase-Inhibitoren beim Mantelzell-Lymphom eine
Induktion von Apoptose erreichen, aber diese steht in keinem direktem
Zusammenhang mit der Blockierung von Cyclin D1 [116, 244, 245]. So beruht z.B.
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der cytotoxische Effekt des Proteasom-Inhibitors Bortezomib auf der Akkumulation
pro-apoptotischer Proteine und nicht auf der Repression von Cyclin D1 in den
behandelten Zellen [240]. Diese Beobachtungen sprechen gegen Cyclin D1 als

direktes therapeutisches Target beim Mantelzell-Lymphom.

5.3 Ergebnisse der Genexpressionsprofile

Bei den vergleichenden Genexpressionsprofilen vor und nach der Hinunterregulation
von Cyclin D1 mittels Genechip-Analyse waren im GEP der drei und sieben Tage
infizierten Granta 519-Zellen 139 bzw. 217 Gene signifikant verandert und im GEP
der sieben Tage infizierten Z-138-Zellen 236 Gene signifikant verandert (Auswertung
mit der CarmaWeb-Software). Im Granta 519-Genexpressionsprofil der drei und
sieben Tage infizierten Zellen waren die differentiell exprimierten Gene mehrheitlich
induziert (89 bzw. 145), wahrend im Z-138-GEP die Gene Uberwiegend reprimiert
waren (153). Die Uberschneidung zwischen allen drei Profilen war mit nur 19 Genen
relativ gering, so dass fur die Validierung auch Gene ausgewahlt wurden, die nur bei
den Granta 519-Zellen unter den signifikant veranderten Genen waren. Aufgrund der
Tatsache, dass das Z-138-GEP insgesamt etwas schwachere Fluoreszenz-Signale
ergeben hatte und sich die Validierungs-Methode (qRT-PCR) durch eine hohere
Sensitivitat auszeichnet, konnten die Mehrheit der ausgewahlten Granta 519-Gene
auch in der Zell-Linie Z-138 validiert werden. Die geringe Uberschneidung zwischen
den GEP der Granta 519-Zellen und dem GEP der Z-138-Zellen zeigte sich
zusatzlich in der Verteilung der Gene auf die biologischen Prozesse, da hier mit
18,6% der Schwerpunkt im Granta 519-GEP auf den Zellzyklus- und
Signaltransduktions-Genen lag, wahrend beim Z-138-GEP der Nukleinsaure-
Stoffwechsel mit vielen veranderten Histon-Genen mit 19,2% den grof3ten Anteil
hatte.

Insgesamt wurden einerseits Gene identifiziert, deren Zusammenhang mit Cyclin D1
bzw. mit dem Mantelzell-Lymphom schon bekannt war. Andererseits wurden unter
den differentiell exprimierten Genen aber auch neue Kandidaten-Gene gefunden,
deren Expression mdglicherweise ein prognostischer Marker fir Mantelzell-

Lymphom-Patienten werden kann.
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5.3.1 Zellzyklus- und Replikationsgene

So ist es angesichts der zentralen Rolle von Cyclin D1 im Zellzyklus nicht
verwunderlich, dass nach Expressionsverminderung von Cyclin D1 vor allem bei
Granta 519 in den Genexpressionsprofilen einige reprimierte Zellzyklus-Gene
auftauchen, deren verminderte Expression durch qRT-PCR bestéatigt werden kann
(Abbildung 39). Unter den ebenfalls reprimierten Replikations-Genen (Abbildung 39)
befindet sich interessanterweise auch der Lizenzierungsfaktor CDT1, dessen erhdhte
Expression in einigen Mantelzell-Lymphom-Fallen schon als ein mdglicher
Ausgangspunkt fur die Anhaufung chromosomaler Aberrationen diskutiert wird und

mit erhdhten Cyclin D1-Konzentrationen korreliert [188].

5.3.2 Gene ,Proliferation signature”

In der Einleitung wurde bei den bisher erstellten Genexpressionsprofilen beim
Mantelzell-Lymphom (Abschnitt 2.1.5) eine Publikation detailliert beschrieben, in der
unter anderem eine Signatur von 20 Genen erstellt wird, deren Expression ein Mal}
fur die Uberlebensrate der Patienten ist und angeblich mit der Expression von Cyclin
D1 korreliert [26]. Von diesen 20 Genen befanden sich 16 Gene als Probeset auf
dem in dieser Arbeit verwendeten Array und es wurden sechs dieser 16 Gene unter
den reprimierten Zellzyklus- und Replikationsgenen bei den drei erstellten GEPs
wiedergefunden. Zusatzlich wurde aus dieser Signatur auch noch die Ubiquitin-
Ligase UHRF1 bei den nach Cyclin D1-Hinunterregulation reprimierten Genen
gefunden. Nach der teilweisen Validierung dieser Gene durch qRT-PCR (Abbildung
38) kann man also sagen, dass in dieser Arbeit nur sieben von 16 Genen aus der
publizierten ,Proliferation signature® mit Cyclin D1 in Zusammenhang gebracht

wurden.

5.3.3 DNA-Reparatur-Gene
Unter den funf ausgewahlten Genen der DNA-Reparatur (Abbildung 40), die alle als

differentiell exprimiert validiert werden konnten, befindet sich neben den vier
reprimierten Genen BRCA1, BRIP1, CHEK1 und RAD54L das durch Cyclin D1-
Blockierung induzierte Gen BTGZ2 (B cell translocation gene 2). Dieses Gen ist
ebenso wie TP53INP1 aus der Gruppe der Apoptose-Gene ein Ziel-Gen von p53 und

die validierte Induktion beider Gene selbst in der Mantelzell-Lymphom-Zelllinie Jeko-
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1 ist insofern erstaunlich, da in dieser Zelllinie p53 eigentlich deletiert bzw. mutiert

vorliegt (siehe Material und Methoden, Tabelle 2).

5.3.4 Transkriptions-Gene

Bei der Gruppe Transkription (Abbildung 41) wurden fur die Validierung vier Gene
ausgewahlt, die durch die Cyclin D1-Hinunterregulation induziert wurden (EGRT,
ELL2, MXD4, TFEC) und funf Gene, die entsprechend reprimiert wurden (CUTL1,
EZH2, FOXM1, MLF1IP, MYBL1). Die induzierten Gene konnten bis auf EGR1 in der
Mehrheit der Zell-Linien validiert werden. Besonders deutlich zeigte sich die
Induktion beim basischen Helix-Loop-Helix-Transkriptionsfaktor MXD4 (MAX
dimerization protein 4), der als Heterodimer mit dem MAX-Protein einen
transkriptionell reprimierenden Komplex bildet. Da der Bindungspartner MAX auch
mit dem MYC-Protein einen Komplex bilden kann, der im Gegensatz dazu
transkriptionell aktivierend wirkt, fungiert MXD4 in diesem System als ein
Tumorsuppressor mit wachstumkontrollierender Funktion [246]. Bis jetzt konnte nur
fur das nahe verwandte MXD3-Protein eine Regulation durch E2F1 gezeigt werden,
aber eine Beeinflussung von MXD4 durch Cyclin D1 war bis jetzt noch nicht bekannt
[247].

Die Transkriptionsfaktoren EGR1 und TFEC sind unter anderem wichtig fur die
myeloische Differenzierung, aullerdem spielt EGR1 je nach Zell-Typ eine
tumorsuppressorische oder tumorférdernde Rolle und reguliert méglicherweise die
Expression von Cyclin D2 [248, 249]. Unter den reprimierten Transkriptionsfaktoren,
die bis auf CUTL1 in der Mehrheit der Zell-Linien validiert werden konnten, befindet
sich der transkriptionelle Repressor MLF1IP, der im Gegensatz zu EGR1 und TFEC
Differenzierungsprozesse unterdrickt und dadurch moéglicherweise eine Rolle in der
Entwicklung von Erythroleukamien und anderen Tumoren spielt [250].

Der ebenfalls reprimierte Transkriptionsfaktor FOXM1 ist wichtig fur den Ablauf der
Mitose, aber auch fir die DNA-Reparatur (Zielgene: Cdc25B, AURKB, Survivin,
CENPA, CENPB) [251, 252]. Er wird ahnlich wie E2F durch das Retinoblastoma-
Protein Rb gehemmt und kann durch die Cyclin D1/CDK4-abhangige
Phosphorylierung von Rb freigesetzt werden [253]. AuRerdem reguliert er indirekt die
Expression der CDK-Inhibitoren p21°P! und p27X?' [252]. Eine neue Erkenntnis ist
die direkte Expressions-Abhangigkeit von Cyclin D1. Dies gilt auch fur das Polycomb-
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Protein EZH2, das in vielen Tumoren Uberexprimiert vorliegt und speziell beim

Mantelzell-Lymphom schon als prognostischer Marker vorgeschlagen wurde [192].

5.3.5 Signalling-Gene

Von den neun ausgewahlten Signalling-Genen (Abbildung 42) konnten nur sechs in
der Mehrheit der Zell-Linien validiert werden, unter ihnen das reprimierte FOXM1-
Zielgen AURKB (aurora kinase B), welches ebenso wie FOXM1 eine entscheidende
Funktion im mitotischen Ablauf hat. Das Proto-Onkogen ECT2, das ebenfalls durch
Cyclin D1-Hinunterregulation reprimiert wird, ist ein wichtiger Regulator der
Zytokinese und kann bei Uberexpression und/oder fehlender Regulierung durch den
Rb/E2F-Signalweg zu erhdhten Zellteilungsraten in Tumoren fuhren [193]. Passend
dazu gibt es bezuglich der Region, in der das Gen liegt, in 32-70% der Mantelzell-
Lymphome einen chromosomalen Zugewinn (Tabelle 4). Bei den durch die
Verminderung der Cyclin D1-Expression induzierten Signalling-Genen kodiert das
Gen PNRC1 fur ein Koaktivator-Protein der nuklearen Rezeptoren, das durch
Interaktion mit dem Adaptor-Protein Grb2 suppressorisch auf den MAP-Kinase-/Ras-
Signalweg oder auf den nukledaren Rezeptor selbst wirkt [196]. Ein weiteres
induziertes Signal-Protein, RGS13, ist ein negativer Regulator des G-Protein-
Signalling. Da viele Chemokine an die Rezeptoren dieser Signalkaskaden binden,
geht man davon aus, dass RGS13 die Chemokin-Sensitivitdt von B-Zellen steuert
[254]. In der Literatur ist bis jetzt kein Zusammenhang zwischen Cyclin D1 und
RGS13 zu finden, aber ein vor funf Jahren erstelltes Genexpressionsprofil beim
Mantelzell-Lymphom (Abschnitt 2.1.5) zeigt nur im lymphoiden Kontroll-Gewebe eine
normale Expression von RGS13 und keine oder nur eine sehr verminderte
Expression im Mantelzell-Lymphom. Dabei wird RGS13 als neuer Tumor-Marker
vorgeschlagen [98]. Ob durch die verminderte Expression von RGS13 die Zellen
starker auf Cytokine reagieren und dadurch die Tumorgenese vorangetrieben wird,

ist noch nicht geklart.

5.3.6 Immun-Signalling-Gene

Bei den vier ausgewahlten Genen der Gruppe Immun-Signalling konnten drei in der
Mehrheit der Zell-Linien validiert werden (Abbildung 43). Eines dieser drei Gene,
MS4A1, kodiert fur den Oberflachenmarker CD20, der von reifen B-Zellen exprimiert

wird und eine Rolle bei der Differenzierung von B-Zellen zu Plasma-Zellen spielt. Bei
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der Immun-Therapie des Mantelzell-Lymphoms ist dieser Oberflachenmarker das
Ziel des monoklonalen Antikorpers Rituximab (Abschnitt 2.1.6), eine Verbindung
zwischen CD20 und Cyclin D1 gab es aber bisher noch nicht. Bei Galektin-3 (Gen:
LGALS3), einem multifunktionellen Lektin, dass an vielen zellularen Prozessen
beteiligt ist (Zelladhasion, Proliferation, Differenzierung, Angiogenese), konnte
dagegen schon eine transkriptionelle Regulation von Cyclin D1 beobachtet werden
[255]. Wie aber die Repression von Cyclin D1 zu einer Induktion von Galektin-3
fuhren kann bzw. ob diese Induktion wie bei anderen B-Zell-Neoplasien etwas mit
der anti-apoptotischen Funktion von Galektin-3 zu tun hat [198], ist noch unklar. Das
ebenfalls durch die Cyclin D1-Hinunterregulation induzierte Cytokin TNFSF13B
gehort zur Familie der TNF-Liganden und spielt eine wichtige Rolle bei der
Aktivierung von B- und T-Zellen. So bewirkt es bei ruhenden B-Zellen den Eintritt in
den Zellzyklus und induziert Uber die Aktivierung von NFkB die Expression von
Cyclin D2 und CDK4 [199]. In Non-Hodgkin-Lymphomen (NHL) korrelieren hohe
Konzentrationen an TNFSF13B mit einem aggressiveren Tumor-Wachstum und einer
schlechteren Prognose fur den Patienten [256]. AuRerdem konnte gezeigt werden,
dass die Behandlung von NHL-Zellen mit rekombinantem TNFSF13B eine anti-
apoptotische Wirkung hat [257]. Dies ist wahrscheinlich auch der Hintergrund fir die
in dieser Arbeit beobachtete Induktion von TNFSF13B.

5.3.7 Apoptose-Gene

Die vier Gene der Gruppe Apoptose (Abbildung 44) konnten alle in der Mehrheit der
Zell-Linien validiert werden, darunter das deutlich induzierte Gen BCL2A1 (BCL2-
related protein A1), das zur BCL-2-Genfamilie gehdrt und dessen Gen-Produkt Uber
die Reduktion von freiem Cytochrom C anti-apoptotisch wirkt. Weiterhin wird BCL2A1
in Reaktion auf inflammatorische Signale (GM-CSF, CD40, Phorbolester, TNF, IL-1)
durch NFkB transkriptionell reguliert und fihrt bei Uberexpression zur Apoptose-
Resistenz von Tumoren [258]. Ein Zusammenhang mit Cyclin D1 ist bis jetzt nicht
bekannt, wahrend im Gegensatz dazu hat das ebenfalls anti-apoptotische alpha-
Catulin (Gen: CTNNAL1) Uber den Rho-GTPase und den Wnt-Signalweg einen
hemmenden Einfluss auf den Cyclin D1-Promotor hat [200]. Da auf der anderen
Seite eine Uberexpression von alpha-Catulin ebenso wie bei BCL2A1 Apoptose-
Resistenz erzeugt [259], ist nicht ganz klar, warum die Expressionsverringerung von

Cyclin D1 letztendlich zu einer Repression von alpha-Catulin fuhrt.
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5.3.8 Gene verschiedener Prozesse

In der letzten Gruppe wurden sechs Gene, die verschiedensten Prozessen
angehoren, zusammengefasst (Abbildung 45). Zwei dieser Gene, AICDA und TFPI2,
werden durch die Hemmung von Cyclin D1 induziert. AICDA kodiert fur das Enzym
JActivation Induced Cytidine Deaminase®, das eine wichtige Rolle bei der
somatischen Hypermutation in reifen-B-Zellen spielt, mittels derer héhere Antikdper-
Affinitaten erreicht werden sollen. Interessanterweise wurde die Expression von
AICDA bereits in Mantelzell-Lymphom-Fallen untersucht und man fand im Vergleich
zum lymphoiden Kontroll-Gewebe deutlich verminderte Konzentrationen [201]. Die
Induktion von AICDA nach Blockierung von Cyclin D1 wurde fur einen
Zusammenhang zwischen verminderter AICDA-Expression und Cyclin D1-
Uberexpression sprechen. Das zweite induzierte Gen, TFPI2 (tissue factor pathway
inhibitor 2), kodiert fur einen Serinprotease-Inhibitor, der als Gegenspieler der
Blutgerinnung bei kleinsten Verletzungen fungiert. Weiterhin hat TFPI2 eine anti-
onkogene Funktion durch die Inhibierung von Zellmigration und Metastasierung
[203], eine Verbindung zu Cyclin D1 ist aber bis jetzt noch nicht beschrieben. Das
reprimierte Histon-Chaperon ASF1B spielt eine wichtige Rolle beim Aufbau der
Nukleosomen und damit auch beim DNA-Reparatur-System und transkriptionellem
Silencing. Im Jahr 2007 wurde herausgefunden, dass ASF1B ein transkriptionelles
Target von E2F1 ist, wodurch schon eine gewisse Verbindung mit Cyclin D1
hergestellt ist [202]. Die Repression eines weiteren Gens, DHFR, welches fur das
Enzym Dihydrofolat-Reduktase kodiert, ist insofern keine Uberraschung, da es ein
zentrales Enzym der Nukleotid- und Glycin-Biosynthese ist. Seine Aktivitat steht also
in direktem Zusammenhang mit Replikation und Zellzyklus und ist das Ziel vieler
Tumortherapien (Methotrexat). AbschlieRend ist noch ein Gen zu erwahnen, TMSLS8
(thymosin-like 8), das ebenfalls durch die Blockierung von Cyclin D1 reprimiert wird
und an der Organisation des Zytoskeletts beteiligt ist. Da dieses Gen bei der
Metastasierung von Tumoren in erhéhtem Malle exprimiert wird und als ein Marker-
Gen fur das Mantelzell-Lymphom gilt [260], ist hier schon eine indirekte Verbindung
zu Cyclin D1 hergestellt.

100



Diskussion

5.3.9 Schlussfolgerungen zu den Ergebnissen der Genexpressionsprofile

Zusammenfassend ist zu sagen, dass sich einerseits durch die Induktion von p53-
Zielgenen (BTG2, TP53INP1) und anderen proliferationshemmenden Genen (MXD4,
PNRC1, RGS13, TFPI2) bzw. durch die gleichzeitige Hemmung
proliferationsfordernder Gene (MLF1IP, FOXM1, EZH2, AURKB, ECT2) die
Auswirkungen der Blockierung von Cyclin D1 zeigen. Auf der anderen Seite erfolgt
aber durch die Induktion anti-apoptotischer Proteine (EGR1, TNFSF13B, BCL2A1,
Galektin-3), die teilweise zusatzlich einen férdernden Effekt auf die Cyclin D2-
Expression haben, eine deutliche Gegenregulation. Dieser Ausgleich fuhrt in
Kombination mit den sekundaren genomischen Veranderungen maoglicherweise zu
den insgesamt nur moderaten Effekten der Cyclin D1-Hinunterregulation bei den
Mantelzell-Lymphom-Zelllinien. Es konnten aber durch die vergleichenden
Genexpressionsprofile neue Abhangigkeiten zwischen der Cyclin D1-Uberexpression
und bestimmten Genen gefunden werden. Abgesehen davon, dass die Ergebnisse
der Genexpressionsprofile zu einem besseren Verstandnis der Lymphomgenese
beim Mantelzell-Lymphom flhren, kénnen sich also in weiterfihrenden Arbeiten
moglicherweise auch neue prognostische Marker und/oder therapeutische Ansatze
fur die Behandlung des Mantelzell-Lymphoms ergeben. Dies wurde die Situation flr
den einzelnen Patienten im Hinblick auf eine individualisierte Therapie eventuell

verbessern.
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6. SCHLUSSFOLGERUNGEN UND AUSBLICK

Das Mantelzell-Lymphom st infolge der charakteristischen Translokation
t(11;14)(q13;932) durch eine deregulierte Expression von Cyclin D1 gekennzeichnet.
In der vorliegenden Arbeit wurde versucht, Cyclin D1 mittels RNA-Interferenz in
Mantelzell-Lymphom-Zelllinien auszuschalten, um so Ruckschlisse auf die Rolle der
Uberexpression von Cyclin D1 bei der Tumorgenese des Mantelzell-Lymphoms
ziehen zu kdnnen.

Dabei bestand ein wichtiger Teil der Arbeit darin, ein System zu etablieren, dass die
erfolgreiche Manipulation dieser nur schwer zu transfizierenden Mantelzell-
Lymphom-Zelllinien ermoglichte. Aufgrund der guten Ergebnisse bei anderen
Lymphom-Zelllinien fiel dabei die Wahl auf eine Infektion durch Lentiviren. Nach
Optimierung der lentiviralen Infektion und der Auswahl einer geeigenten Cyclin D1-
siRNA-Sequenz konnte damit eine ausreichende Verminderung der Cyclin D1-
Expression in den Mantelzell-Lymphom-Zelllinien erreicht werden. Des Weiteren wird
dieses erfolgreich etablierte System auch fur zukunftige Fragestellungen von Nutzen
sein.

Nach Hinunterregulation von Cyclin D1 in den Mantelzell-Lymphom-Zelllinien wurden
im Bezug auf die durch Cyclin D1 beeinflussten zellularen Prozesse insgesamt nur
moderate Effekte beobachtet.

Die zunachst aufgestellte Hypothese, dass dies mit der gleichzeitig beobachteten
Induktion von Cyclin D2 auf RNA- und Proteinebene zusammenhangen koénnte,
wurde durch die gleichzeitige Ausschaltung von Cyclin D1 und D2, die diese
moderaten Effekte nicht intensivieren konnte, widerlegt.

Somit liegt die Antwort auf die Frage nach der Rolle der Cyclin D1-Uberexpression
bei der Tumorgenese des Mantelzell-Lymphoms wohl darin, dass Cyclin D1 zwar flr
die initierende Transformation der Zellen, aber anschliefend nicht mehr fur die
Persistenz und Weiterentwicklung des Mantelzell-Lymphoms notwendig ist. Gestutzt
wird diese Antwort fur allem durch die Tatsache, dass das Mantelzell-Lymphom unter
den bodsartigen lymphoiden Neoplasmen das hochste Mall an genomischer
Instabilitat aufweist [176]. Somit konnen zusatzliche genetische Veranderungen in
einer spateren Phase der Lymphomgenese die Rolle des Uberexprimierten Cyclin D1

ubernehmen und damit Cyclin D1 Uberflissig machen.

102



Schlussfolgerungen und Ausblick

Um dennoch ein umfassenderes Bild von den durch die Cyclin D1-Blockierung
bewirkten Expressionsunterschieden zu bekommen, wurde im zweiten Teil der
vorliegenden Arbeit von den Mantelzell-Lymphom-Zelllinien ein vergleichendes
Genexpressionsprofil vor und nach der Behandlung mit der Cyclin D1-siRNA erstellt.
Nach Erstellung dieser GEP wurde deutlich, dass unter den differentiell
exprimierten Genen einerseits solche waren, bei denen bereits eine Verbindung zu
Cyclin D1 und/oder dem Mantelzell-Lymphom bestand, andererseits aber auch
solche, bei denen bis jetzt noch kein direkter Zusammenhang mit Cyclin D1 bekannt
ist. So erfolgt beispielsweise nach Blockierung von Cyclin D1 eine deutliche
Repression des Polycomb-Proteins EZH2, das eine entscheidende Rolle bei der
Zuganglichkeit des Chromatins fur die Transkription spielt. Es liegt in vielen Tumoren
uberexprimiert vor und wurde speziell beim Mantelzell-Lymphom schon als
prognostischer Marker vorgeschlagen [192]. Eine neue Erkenntnis ist in diesem
Zusamenhang die direkte Verbindung mit Cyclin D1.
Anhand dieses Beispiels wird deutlich, dass die weiterfUhrenden Arbeiten einerseits
darin liegen mussen, die hier erhaltenen Ergebnisse im Patienten-Material zu
uberprifen, was auf lange Sicht eventuell zur Entwicklung neuer prognostischer
Marker und zu gezielteren Therapie-Mdglichkeiten beim Mantelzell-Lymphom flhren
konnte.
Da aber Cyclin D1 in seiner Uberexpression doch Gene zu beeinflussen scheint, die
in ihrer Gesamtheit mdglicherweise eine hohe Apoptose-Resistenz ausldosen, ware
es auch sinnvoll zu testen, ob die mit der Cyclin-D1-siRNA behandelten Mantelzell-
Lymphom-Zelllinien sensitiver auf die Zugabe von derzeit angewandten Chemo-

Therapeutika reagieren.
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