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1 Einleitung

Die Pathogenese von malignen Lymphomen wird hdufig bestimmt durch Deregulation
von Signalwegen, welche die Proliferation und das Uberleben von Zellen regulieren.
Durch Mutationen von Genen, die fiir Komponenten dieser Signalwege kodieren, kann
es zu Storungen dieser Signalketten und zu einer konstitutiven Aktivierung dieser
Signalwege kommen. Dies kann zur ungehemmten Proliferation von Zellen fithren oder
einem verldngertem Uberleben dieser. Ein Beispiel eines solchen Signalwegs stellt der
JAK/STAT-Signalweg dar, der Auswirkungen auf die Proliferation von Zellen hat. Bisher
konnten in einigen Tumorentititen, wie beispielsweise dem primaren mediastinalem B-
Zell-Lymphom oder dem Hodgkin-Lymphom, genetische Lisionen welche den
JAK/STAT-Signalweg betreffen, beschrieben werden (Weniger und Kiippers 2021;
Melzner et al. 2005; Weniger et al. 2005).

Das Zusammenspiel mehrerer Faktoren spielt in der Entstehung des Hodgkin-Lymphoms
eine wichtige Rolle. Lange Zeit waren die Moglichkeiten molekularer Untersuchungen
erschwert, da die neoplastischen Zellen in der Tumormasse nur einen sehr geringen Anteil
von meist 0,1-10 % ausmachen, sodass die Isolierung dieser Zellen nicht einfach war
(Swerdlow 2017). Bisher sind SOCSI-Mutationen in einigen Fillen und Zelllinien
beschrieben worden (Desch et al. 2020; Weniger et al. 2005).

Das Hodgkin-Lymphom zeigt nach Chemotherapie und/oder Radiochemotherapie eine
sehr gute Prognose, da iiber 90 % der Patienten bei stadienadaptierter Therapie geheilt
werden konnen. Allerdings ist bei einigen Patienten die Therapie refraktdr oder die
Patienten erleiden ein oder mehrere Rezidive, was die Prognose deutlich verschlechtert.
Zusitzlich kann sich die Therapie toxisch auf Organe wie das Herz oder die Lunge
auswirken und die Fertilitdt negativ beeinflussen. Aber auch Zweitmalignome kénnen
Konsequenz der aggressiven Therapie sein (Deutsche Gesellschaft fiir Haematologie und
medizinische Onkologie). Ziel im Allgemeinen ist es also die therapeutischen
Moglichkeiten zu optimieren und dabei die Toxizitdt der Therapie zu senken. Um diesem
Ziel nachzukommen ist die Entschliisselung der pathogenetischen Faktoren wegweisend.
In der vorliegenden Arbeit wurden funktionelle Untersuchungen zur pathogenetischen
Rolle von SOCSI-Mutationen im Hodgkin-Lymphom und im Burkitt-Lymphom
durchgefiihrt, um langfristig funktionelle Konsequenzen von SOCSI-Verdnderungen
mechanistisch zu verstehen und weitere biologische Mechanismen zu entschliisseln mit

dem {ibergeordnetem Ziel neue mogliche therapeutische Ansitze zu ermitteln.



1.1 Immunologische Aspekte der B-Lymphozytenentwicklung

Die Lymphozytopoese erfolgt in mehreren Schritten, wobei sich die B-Lymphozyten aus
hidmatopoetischen Stammzellen im Knochenmark entwickeln. Ziel ist, dass die
Lymphozyten mit einer Vielzahl diverser Rezeptoren ausgestattet werden. Dies ist
wichtig, um eine addquate Immunantwort auf verschiedene Pathogene der Umwelt
generieren zu konnen (Rajewsky 1996). Die frilhe B-Zellentwicklung besteht aus
mehreren aufeinanderfolgenden Umlagerungsschritten der Immunglobulin-Gene, auch
als VDJ-Rekombination bekannt. Aus dieser Phase geht dann eine unreife B-Zelle mit
einem IgM-Antigenrezeptor hervor (Gellert 2002). Im néchsten Schritt tritt diese Zelle
mit Antigenen aus der Umgebung in Kontakt, dabei werden wihrend der negativen
Selektion stark autoreaktive B-Zellen eliminiert. Darauffolgend wandern diese Zellen in
die Peripherie sekunddrer lymphatischer Organe, wo sie durch spezifischen
Fremdantigenkontakt aktiviert werden konnen und sich darauthin in Antikdrper
produzierende Plasmazellen oder B-Gedichtniszellen differenzieren (MacLennan 1994).
Die Umlagerungsprozesse sind sehr fehleranfillig, wie beispielsweise durch den Einbau
freier Nukleotide in die Verbindungsstellen zwischen den umgelagerten Gensegmenten
durch die Terminale Desoxyribonucleotidtransferase (TdT). Die unterschiedlichen
Kombinationsmoglichkeiten der Gensegmente und die Verdnderungen an den
Verbindungsstellen steigern die Diversitit der Antigenrezeptoren auf den B-
Lymphozyten (Murphy und Weaver 2018). In den Keimzentren der sekundéren
lymphatischen Organe, wie beispielsweise der Milz oder den Lymphknoten wird die
Antikorpervielfalt nochmals gesteigert. Keimzentren sind Strukturen, welche in
sekundéren lymphatischen Organen entstehen. Dorthin gelangen die unreifen B-Zellen,
die sich dann zu reifen B-Zellen entwickeln und es findet die Entwicklung und Selektion
von Immunglobulinen statt. Nach Aktivierung durch eine T-Helferzelle tritt die B-Zelle
in das Keimzentrum des Follikels ein, wo sie anschlieend proliferiert. Grundséitzlich
werden Keimzentrums-B-Zellen in Zentrozyten und Zentroblasten unterschieden
(Rademakers 1992; Stein et al. 1980). Zentrozyten befinden sich in der /ight zone und
Zentroblasten in der dark zone (MacLennan 1994). In den Keimzentren findet auch der
Prozess der somatischen Hypermutation (SHM) statt, der eine Steigerung der
Immunglobulinvielfalt bewirkt. Dabei werden durch das Enzym AID im Gen, welches
fiir antigenspezifische Bindungsstellen kodiert, einzelne Basen ausgetauscht. Dies ist von

essenzieller Bedeutung im Prozess der SHM. Die so eingebrachten Mutationen in den



Immunglobulingenen bewirken eine Herstellung von bis zu 10'* verschiedenen
Immunglobulinen (Sanz 1991 und Tonegawa 1983). Bei der darauffolgenden Selektion
wird bei schwacher Immunglobulinbindung an das présentierte Antigen die Zelle in
Apoptose befordert. Ist die Bindung allerdings stérker, so kommt es zur Entwicklung der

B-Gedichtniszellen (Murphy und Weaver 2018).

1.2 Pathogenese maligner B-Zell-Lymphome

Das pathogenetische Verstindnis von Lymphomen ist wichtig, da Unterschiede zwischen
den einzelnen Entitdten existieren. Basierend auf pathogenetischen Merkmalen kdnnen
therapeutische Moglichkeiten verbessert und zielgerichteter gestaltet werden. Maligne
Lymphome sind Neoplasien, die ihren Ursprung im monoklonalen Wachstum
lymphatischer Zellen haben. Héufig duflern sich Lymphome durch derb-vergroBerte
indolente Lymphknoten und B-Symptomatik. Neben dem Befall der Lymphknoten ist
auch ein extranodaler Befall mdglich. Die Stadieneinteilung erfolgt nach der Ann-Arbor-
Klassifikation und gilt mit einigen Ausnahmen fiir alle Lymphome. Nach der WHO wird
im Allgemeinen zwischen dem Hodgkin- und dem Non-Hodgkin-Lymphom
differenziert. Hodgkin-Lymphome stellen 10 % aller Lymphome dar, 90 % beziehen sich
auf Non-Hodgkin-Lymphome (Swerdlow 2017). 95 % der Lymphome sind B-Zell-
Neoplasien, 5 % T-zelluldren Ursprungs (Swerdlow 2017). Die B-Zell-NHL stammen

iiberwiegend von Keimzentrums- oder Post-Keimzentrums-B-Zellen ab (Kiippers 2005).

Wihrend der Entstehung verschiedener B-Zell-Lymphome spielen diverse Mechanismen
eine Rolle. Darunter bedeutsam sind chromosomale Translokationen, welche
Immunglobulin-Loci und Protoonkogene beinhalten (Kiippers und Dalla-Favera 2001;
Willis und Dyer 2000). Dies fiihrt zu einer deregulierten und konstitutiven Expression der
translozierten Gene. Einige Translokationen finden wihrend der VDJ-Rekombination in
der frithen B-Zell-Entwicklung statt (Tsujimoto et al. 1985; Tsujimoto et al. 1988; Jager
et al. 2000). Manche treten als sogenannte ,Nebenprodukte der Somatischen
Hypermutation auf (Kiippers und Dalla-Favera 2001; Goossens et al. 1998). Aus
weiteren durchgefiihrten Arbeiten ergeben sich Hinweise, dass die aberrante somatische
Hypermutation einen weiteren Faktor in der Pathogenese von einigen Entitdten, wie
beispielsweise dem diffus groBzelligen B-Zell-Lymphom (DLBCL), dem primér
mediastinalen B-Zell-Lymphom (PMBL) sowie dem Hodgkin-Lymphom (HL) darstellt



(Pasqualucci et al. 2004; Mottok et al. 2009; Pasqualucci et al. 2001). Zusitzliche
Untersuchungen verweisen darauf, dass sich SOCS/-Mutationen im HL, DLBCL, PMBL
und im Follikulirem Lymphom (FL) aus der aberranten somatischen Hypermutation

ableiten (Mottok et al. 2009).

Es gibt Hinweise, dass viele Lymphome abhédngig von der B-Zell-Rezeptorexpression
sind (Gunvén et al. 1980; Segal et al. 1991; Yano et al. 1992). Ausnahmen hierbei stellen
das HL und das PMBL dar. HRS-Zellen des klassischen Hodgkin-Lymphoms (cHL)
stammen von priapoptotischen Keimzentrums-B-Zellen ab, die keinen B-Zell-Rezeptor
exprimieren (Kiippers 2005). Zusitzlich spielt die Interaktion der Tumorzellen mit der
Mikroumgebung im Hodgkin- und follikuldrem Lymphom eine wichtige pathogenetische
Rolle im Uberleben und der Proliferation der neoplastischen Zellen. Es gibt Hinweise,
dass in einigen Lymphomen die Lymphomzellen durch Antigenbindung zur Proliferation

stimuliert werden (Kiippers 2005).

Einen weiteren Faktor stellen virale Infektionen dar. So ist das cHL in ungefahr 40 % der
Fille EBV-positiv (Kapatai und Murray 2007). In bereits durchgefiihrten Arbeiten zeigte
sich, dass in EBV-positiven Féllen zwei Membranproteine exprimiert werden, das LMP1
und LMP2a. LMPI imitiert dabei den aktiven CD40 Rezeptor und LMP2a die
Signalkaskade tiber den B-Zell-Rezeptor. In beiden Féllen handelt es sich um
iiberlebenswichtige Signale der Keimzentrums-B-Zellen (Kapatai und Murray 2007). Die
endemische Form des Burkitt-Lymphoms (BL) ist in nahezu 100 % EBV-assoziiert (Neri
etal. 1991).

Dariiber hinaus birgt das Durchlaufen der Keimzentrumsreaktionen Risiken einer
malignen Transformation physiologischer Prozesse wihrend der Keimzentrumsreaktion.
Die neoplastischen Zellen sind in der Lage die physiologischen Reaktionen fiir den
eigenen Proliferationsvorteil zu nutzen (Pasqualucci 2019). Es kommt zur massiven
Proliferation und klonalen Expansion der B-Zellen. Eine Ursache hierfiir ist eine
transiente MYC-Induktion und Suppression repressiver Faktoren wie EZH2 und BCL6
(Chang et al. 1996; Béguelin et al. 2013). Zusétzlich werden in Keimzentrums-B-Zellen
Tumorsuppressorgene herunterreguliert. Wiahrend der somatischen Hypermutation
kommt es zu Punktmutationen in der DNA. Um den Prozess der somatischen
Hypermutation zu erleichtern, werden in Keimzentrums-B-Zellen Proteine

runterreguliert, die als DNA-Schéadigungssensoren fungieren, wie z.B. ATR oder CHEK1



(Ranuncolo et al. 2008; Ranuncolo et al. 2007). Die hohe Proliferationsrate der
Keimzentrums-B-Zellen und Mutationen wihrend der somatischen Hypermutation

steigern das Risiko maligner transformierender Ereignisse in den Keimzentrums-B-

Zellen (Ramiro et al. 2004; Dorsett et al. 2007; Pasqualucci et al. 2008).

1.3 B-Zell-Non-Hodgkin-Lymphome

B-Zell-Non-Hodgkin-Lymphome umfassen eine heterogene Gruppe maligner
Neoplasien und leiten sich von Zellen des lymphatischen Systems ab, hdufig von
Keimzentrums-B-Zellen (Pasqualucci 2019; Kiippers 2005; Kiippers et al. 1999). Wie
bereits erwdhnt, steigern die hohe Proliferationsrate der Keimzentrums-B-Zellen und
Mutationen wihrend der somatischen Hypermutation das Risiko eines malignen
Wachstums der Zellen (Ramiro et al. 2004; Dorsett et al. 2007; Pasqualucci et al. 2008).
Klinisch werden B-Zell-Non-Hodgkin-Lymphome beziiglich ihrer Proliferationsrate in
indolente und aggressive Entititen eingeteilt (Armitage und Weisenburger 1998). 95 %
leiten sich von B-Zellen ab, die verbleibenden 5 % stammen von T-Lymphozyten
(Kiippers 2005). Klinisch présentiert sich das NHL abhéngig von der Lokalisation und
des Subtyps in einer schmerzlosen Lymphadenopathie, die zervikal, axilldr und inguinal
auftreten kann. B-Symptomatik kann dabei auch auftreten. Zusétzlich sind extranodale
Manifestationen moglich (Swerdlow 2017). Die Inzidenz der NHL ist ansteigend und
betrifft hauptséchlich Patienten, die élter als 60 Jahre alt sind (Shankland et al. 2012). Die
einzelnen  Subtypen  unterscheiden  sich  hinsichtlich  ihrer  Atiologie,
molekularpathogenetischer Faktoren, ihres Immunphénotyps, aber auch in ihrem
klinischen Bild und dem therapeutischen Ansprechen (Swerdlow 2017; Kiippers 2005).
Zu den groBten Risikofaktoren zdhlt die Immunsuppression. Patienten, die beispielsweise
aufgrund einer Autoimmunerkrankung, eine immunsuppressive Therapie erhalten, oder
an HIV erkranken, haben ein erhohtes Risiko, ein NHL zu entwickeln (Zintzaras et al.
2005; Shiels et al. 2013). Auch hochdosierte Chemotherapien oder bestimmte virale
Infektionen erhdhen das Risiko fiir das NHL (Shankland et al. 2012). Eine Infektion mit
EBV steht in Zusammenhang mit dem endemischen BL (Araujo et al. 1999; Magrath
2012).



Epidemiologisch tritt am hdufigsten das DLBCL auf, mit etwa 30 %, gefolgt vom
Follikuldrem Lymphom, dem Mantel-Zell-Lymphom und dem BL, welches vorwiegend

bei Kindern und jungen Erwachsenen vorkommt (Fisher 2003).

1.3.1 Burkitt-Lymphom

Das BL zdhlt zu den aggressiven NHL und kann in einen sporadischen Subtyp
charakterisiert werden, der vorwiegend in Industrielindern vorkommt. Zudem in eine
EBV-assoziierte endemische Form, welche in Afrika, Neu Guinea und Teilen
Stidamerikas vorkommt und eine HIV-assoziierte Form (Araujo et al. 1999; Davi et al.
1998; Blum et al. 2004). Charakteristisch fiir das BL ist eine hohe Proliferationsrate. Aus
diesem Grund neigt es zusitzlich zu einer Metastasierung in das ZNS, welches eine
prophylaktische Applikation einer intrathekalen Chemotherapie notwendig macht
(Sariban et al. 1983). Studien zeigen, dass eine kurze und intensive Chemotherapie zu

einem signifikant verbesserten Uberleben fiihrt (Magrath et al. 1996).

Kennzeichnend fiir das BL sind Translokationen des MYC-Onkogens (Dalla-Favera et al.
1982; Taub et al. 1982). Es finden sich in 70 % der Féalle MYC-Mutationen, die hiufig die
Transaktivierungsdomine betreffen (Schmitz et al. 2012). In 85 % der Fille zeigen sich,
sowohl in  EBV-positiven als auch -negativen Formen, chromosomale 8;14
Translokationen (Zech et al. 1976). Ahnliche Translokationen finden sich auch im
DLBCL (Schmitz et al. 2012). MYC spielt bei der Genregulation eine wichtige Rolle.
Dazu gehoren beispielsweise Prozesse i1m Zellzyklus oder wéhrend der
Signaltransduktion. Eine deregulierte MYC-Expression kann also zu einer abnormalen
Genregulation fiihren und basierend darauf eine erhdhte Zellproliferation bewirken (Dang
et al. 2005; Johnston und Carroll 1992; Zeller et al. 2006). Eine deregulierte MYC-
Expression ist nicht alleiniger Faktor in der Pathogenese des BLs. Dariiber hinaus sind
weitere Lasionen, die ebenfalls mit MYC interagieren, verantwortlich fiir die Entwicklung
des BLs (Schmitz et al. 2012; Love et al. 2012; Richter et al. 2012). In ungefédhr 35 % der
Félle finden sich inaktivierende 7P53-Mutationen (Evan et al. 1992; Meyer et al. 2006).
Dartiber hinaus zeigen sich CCND3-Mutationen, die zur hohen Proliferationsrate des BLs
beitragen. CCND3 kodiert fiir Cyklin D3, welches ein Regulator im Zellzyklus ist
(Schmitz et al. 2012; Richter et al. 2012; Peled et al. 2010). 7CF-3-Mutationen und



Mutationen dessen negativen Regulators /D3 sind dariiber hinaus auch hiufig im BL

vertreten (Love et al. 2012; Schmitz et al. 2012; Richter et al. 2012).

Das BL leitet sich von Keimzentrums-B-Zellen ab (Yustein und Dang 2007). Hinweise
dafiir liefern Genexpressionsprofilstudien, in denen gezeigt werden konnte, dass Zellen
des BLs DZ-Keimzentrumszellen dhneln (Victora et al. 2012). Zusétzlich weisen weitere
Arbeiten darauf hin, dass EBV-negative Zellen sich aus den frithen Zentroblasten ableiten
und EBV-positive Zellen von B-Gedéchtniszellen beziehungsweise von spéten

Keimzentrums-Zellen ableiten (Bellan et al. 2005).

1.3.2 Diffuses grofizelliges B-Zell-Lymphom

Das sowohl klinisch als auch biologisch sehr heterogene diffuse grofizellige B-Zell-
Lymphom (DLBCL) ist mit ungefdhr 30-40 % aller Lymphomdiagnosen das am
hiufigsten vorkommende Lymphom unter den NHL weltweit. Klinisch prisentiert sich
diese Entitdt in einem schnellen Wachstum der betroffenen nodalen oder extranodalen
Manifestation des Tumors (Swerdlow 2017; Martelli et al. 2017). In bereits
durchgefiihrten Arbeiten konnte gezeigt werden, dass das DLBCL in Subgruppen
eingeteilt werden kann. Die Einteilung richtet sich nach dem Zellursprung und umfasst
die Gruppen: ABC — activated B-cell-like, GCB — germinal centre B-cell-like und
unclassified (Li et al. 2018). Dabei zeigen die Subtypen Unterschiede im Ansprechen auf
eine chemotherapeutische Behandlung. Der GCB-Subtyp zeigt eine bessere Prognose
verglichen mit dem ABC-Subtypen, welcher eine schlechtere Heilbarkeit hat (Rosenwald
et al. 2002). Zusétzlich konnte in NGS-Analysen gezeigt werden, dass beide Subtypen
unterschiedliche Mutationsprofile tragen (Li et al. 2018). Das primér mediastinale B-Zell-
Lymphom ist als weiterer Subtyp des DLBCLs beschrieben. Auf dieses wird im
Folgenden ndher eingegangen. Das DLBCL wurde dariiber hinaus in einer Studie mit 574
DLBCL-Biopsien weiter genetisch subtypisiert. Daflir wurde eine Exon- und
Transkriptom-Sequenzierung durchgefiihrt und die Subtypisierung, basierend auf dem
gemeinsamen Auftreten genetischer Alterationen, etabliert (Schmitz et al. 2018). Dabei
wurden vier genetische Hauptsubtypen im DLBCL identifiziert und in einer spiteren

Arbeit sechs Hauptsubtypen (Shen et al. 2023).

Durchgefiihrte Untersuchungen ergaben drei Haupttranslokationen im DLBCL. Die am
haufigsten auftretende beinhaltet BCL6 (Offit et al. 1994; Kramer et al. 1998), gefolgt



von IGH-BCL2 und MYC (Kramer et al. 1998; Barrans et al. 2010). Einen weiteren Faktor
in der Pathogenese des DLBCLs stellen SOCS/-Mutationen dar. Hinweise dafiir liefern
zu dem Thema durchgefiihrte Arbeiten. In einer Studie konnten aus 154 DLBCL-
Patientenproben 24 SOCSI[-Mutationen mittels Sequenzierung nachgewiesen werden
(Schif et al. 2013). Es konnte auch gezeigt werden, dass inaktivierende SOCSI-
Mutationen Folge aberranter somatischer Hypermutation sind (Mottok et al. 2009).
Aberrante somatische Hypermutationen im DLBCL sind im Allgemeinen sehr heterogen
und betreffen sowohl kodierende als auch nicht-kodierende Bereiche. Dies ist vermutlich
ein wichtiger Mechanismus, der fiir die Heterogenitét des DLBCLs mitverantwortlich ist.
Verschiedene Signalwege sind davon betroffen (Schmitz et al. 2018; Chapuy et al. 2018;
Pasqualucci etal. 2011). So zeigte sich im ABC-DLBCL der onkogene NF-kB-Signalweg
konstitutiv aktiv (Davis et al. 2001). Im GCB-DLBCL sind die Signalwege PI3K und
JAK/STAT von Mutationen betroffen (Karube et al. 2018; Morin et al. 2013).

1.3.3 Primir mediastinales B-Zell-Lymphom

Das primidr mediastinale B-Zell-Lymphom (PMBL) ist, aufgrund klinischer,
histopathologischer, immunologischer und zytogenetischer Merkmale, ein Subtyp des
DLBCL. Interessanterweise weisen das PMBL und das HL pathogenetische
Ahnlichkeiten auf. Es wurde beobachtet, dass einige Patienten mit HL ein Jahr nach
Therapie ein PMBL entwickelten, woraus die Annahme resultierte, dass die beiden
Entititen eine pathogenetische Verwandtschaft aufweisen. Eine
Genexpressionsprofilstudie konnte ebenfalls auf eine Ahnlichkeit hinweisen. Mehr als
ein Drittel der Gene, die im PMBL hoch exprimiert werden, aber nicht hoch im DLBCL
exprimiert sind, weisen auch eine gesteigerte Expression im HL auf. Dies gilt
insbesondere fiir PDL2 (Rosenwald et al. 2003a). Wie im HL sind im PMBL SOCS1-
Mutationen beschrieben (Melzner et al. 2005; Weniger et al. 2005). Hierzu durchgefiihrte
Studien zeigen, dass in den PMBL-Zelllinien MedB-1 und Karpas1106P SOCSI-
Mutationen zu einem verzdgertem JAK2-Abbau fiihren (Melzner et al. 2005; Melzner et
al. 2006). Die Zelllinie MedB-1 besitzt eine biallelische SOCS/-Mutation, welche zum
Funktionsverlust von SOCS1, genauer der SOCS-Box-Region, fiihrt, wodurch phospho-
JAK?2 langer aktiv bleibt, was einen deregulierten JAK/STAT-Signalweg zur Folge haben
kann. Aufgrund dieser Tatsache kann SOCS/ auch als Tumorsuppressorgen interpretiert

werden (Melzner et al. 2005). Karpas1106P zeigt eine chromosomale Deletion von

8



16p13.13, was das gesamte SOCSI-Gen beinhaltet, was einen kompletten SOCSI-
Verlust zur Folge hat. Dies fiihrt, wie in MedB-1 beobachtet, zu einem verzdgerten JAK2-
Abbau und somit zu einem deregulierten JAK/STAT-Signalweg (Melzner et al. 2006).
Zuséatzlich wurden in Studien kodierende SOCS/-Sequenzen aus 20 PMBL-Tumoren
analysiert. Dabei konnten verschiedene SOCS/-Mutationen in der Hilfte der Fille

nachgewiesen werden (Melzner et al. 2005).

1.4 Hodgkin-Lymphom

Einleitung

Als Erstbeschreiber des Hodgkin-Lymphoms gilt Thomas Hodgkin, der diese Neoplasie
1832 beschrieb (Hodgkin 1832). Das HL macht einen Anteil von ungefdhr 10 % aller
Lymphome aus und betrifft, abhingig vom Subtyp, Patienten unterschiedlichen Alters
(Swerdlow 2017). Es kommt sowohl bei jlingeren, als auch bei dlteren Patienten vor,
wobei der Altersgipfel bei 32 Jahren liegt. Die Inzidenz betrigt ungefdahr 3/100000 pro
Jahr, womit das HL zu den héufigsten Lymphomen in den westlichen Landern gehort
(Swerdlow 2017). Klinisch préasentiert sich das HL in einer schmerzlosen
Lymphadenopathie, die meist zervikale (in 75 % der Félle), mediastinale, axillire oder
paraaortale Lymphknoten betrifft. Extranodale Manifestationen, wie Befall der Leber,
Lunge oder des Knochenmarks sind moglich, treten aber seltener auf. Eine B-
Symptomatik ist in 40 % der Félle beschrieben (Swerdlow 2017). Weitere Symptome,
wie chronischer Pruritus oder schmerzende befallene Lymphknoten nach
Alkoholkonsum, sind charakteristisch fiir das HL (Brewin 1966; Villafranca et al. 2014).
Die Stadieneinteilung des HLs erfolgt nach Ann Arbor (sieche Tabelle 1). Abhingig von
der risikoadaptierten Stadieneinteilung wird das HL mit einer Radio-Chemotherapie in
kurativer Intention therapiert und ist in bis zu 90 % der Félle heilbar (Brockelmann et al.
2018). Allerdings birgt die konventionelle Therapie die Gefahr, aufgrund ihrer Toxizitit,
ein Zweitmalignom zu entwickeln. Neuere Checkpoint-Inhibitoren und Anti-CD30-
Antikorper konjugiert mit Chemotherapeutika, die therapeutisch genutzt werden, zeigen
weniger toxische Nebeneffekte (Anas Younes und Stephen M. Ansell 2016). Auf diese

und die Therapie im Allgemeinen wird im Folgenden néher eingegangen.



Ann-Arbor-Klassifikation

Stadium I Befall in einer Lymphknotenregion

oder

Vorliegen eines einzigen lokalisierten Befalls auBBerhalb des
lymphatischen Systems

Stadium II Befall von zwei oder mehr Lymphknotenregionen auf der
gleichen Seite des Zwerchfells

oder

lokalisierter Befall auerhalb des lymphatischen Systems und
von Lymphknotenregionen auf der gleichen Seite des
Zwerchfells

Stadium IIT Befall von zwei oder mehr Lymphknotenregionen bzw. von
Organen auB3erhalb des lymphatischen Systems auf beiden Seiten
des Zwerchfells

Stadium IV Nicht lokalisierter, diffuser oder disseminierter Befall einer oder
mehrerer extralymphatischer Organe mit oder ohne Befall von
lymphatischem Gewebe

A Keine B-Symptome

B B-Symptome liegen vor

Tabelle 1: Ann-Arbor-Klassifikation erstellt nach ONKOPEDIA, Hodgkin-Lymphom, 12/2023,
https://www.onkopedia.com/s/COQROD1, Zugriff am 17.01.2024, Nutzungsgenehmigung vorliegend

Morphologische Klassifikation

Morphologisch wird das HL in zwei Hauptgruppen unterteilt — Nodulér-
lymphozytenpradominantes Hodgkin-Lymphom (NLPHL) und Klassisches Hodgkin-
Lymphom (cHL). Die beiden Subtypen unterscheiden sich weiterhin im
Immunphinotypen der Lymphomzellen und in der zelluldiren Umgebung, aber auch in
threr klinischen Erscheinungsform (Swerdlow 2017). Das cHL, welches 90 % der HL
ausmacht, wird in vier Subtypen gegliedert: Lymphozytenreicher Typ, Noduldre
Sklerose, Mischtyp und Lymphozytenarmer Typ. Das NLPHL tritt mit 10 % deutlich
seltener auf. Charakteristisch fiir das HL ist eine sehr niedrige Anzahl neoplastischer
Zellen. Im Gegensatz zu anderen Lymphomen liegen diese meist bei <5 % der
Tumormasse. Zu den neoplastischen Zellen des cHLs gehoren einkernige Hodgkin-Zellen
und mehrkernige Reed-Sternberg(RS)-Zellen, welche zusammengenommen als HRS-
Zellen bezeichnet werden. Den zelluldren Hintergrund bilden entziindliche, nicht-
neoplastische, Zellen, wie T- und B-Lymphozyten, Histiozyten, Plasmazellen,
eosinophile- und neutrophile Granulozyten und Mastzellen. Im NLPHL handelt es sich

bei den neoplastischen Zellen um lymphozyten-prddominante Zellen (Swerdlow 2017).
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Pathogenese

In der Pathogenese spielen mehrere Faktoren eine Rolle. Hierbei handelt es sich um ein
komplexes Zusammenspiel aus diversen genetischen Léasionen, der GC-B-Zell-
Abstammung der neoplastischen Zellen, welche Immunglobulin-V-Genmutationen
tragen, deregulierten Signalwegen, wie dem NF-kB- und JAK/STAT-Signalweg und der
Interaktion der neoplastischen Zellen mit der Mikroumgebung, in der sie sich befinden
(Kiippers 2005; Kanzler et al. 1996; Kiippers et al. 2012; Beaurivage et al. 2016). Einen
weiteren pathogenetischen Faktor stellt eine EBV-Infektion dar, da in 40 % der Fille die
Tumorzellen EBV-infiziert sind (Kapatai und Murray 2007). Bisher konnten noch nicht

alle Mechanismen ausreichend erschlossen werden und bediirfen weiterer Forschung.

Da HRS-Zellen einen auBlergewohnlichen Phinotyp zeigen, sich in dem befallenen
Gewebe nur wenige neoplastische Zellen befinden und die HRS-Zellen diverse Marker
verschiedener Vorlduferzellen unterschiedlichen Ursprungs koexprimieren, war der
zelluldre Ursprung der HRS-Zellen schwer zu identifizieren. Zu dem Thema
durchgefiihrte Arbeiten geben Hinweise, dass HRS-Zellen von reifen B-Zellen im GC-
oder post-GC-Stadium abstammen (R Kiippers et al. 1994). Darauf wird in den folgenden

Abschnitten ndher eingegangen.
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Therapie des Hodgkin-Lymphoms

Erstlinienbehandlung Hodgkin Lymphom Alter <60 Jahre

Fruhe Statiden Intermedidre Stadien Fortgeschrittene Stadien
Y
Stadium | A/B ohne RF Stadium | A/B und Il A mit RF a-d Stadium IIB mit RF
Stadium Il A/B ohne RF Stadium [1B mit RF a/b Stadium 1INV A/B

2x ABVD + 20 Gy IS-RT
PET-2-adaptiert
4-6 Zyklen BrECADD +
30Gy RT PET-positiver Reste

2x BEACOPPesc + 2x ABVD +

S N
bei positivem PET CT nach 2x ABVD 30 Gy IS-RT bei PET-Positivitat

ggf. Therapieeskalation auf 2x BEACOPPesc
+30Gy ISRT

Legende:

IS-RT: involved-site Radiotherapie

RF: Risikofaktoren

BEACOPPesc: BEACOPP-eskaliert = Cyclophosphamid, Doxorubicin, Etoposid, Procarbazin, Prednison, Vincristin, Bleomycin,
peg. G-CSF

ABVD: Doxorubicin, Bleomycin, Vinblastin, DTIC

BrECADD: Brentuximab Vedotin, Cyclophosphamid, Doxorubicin, Etoposid, DTIC, Dexamethason, peg. G-CSF
Risikofaktoren: a: > 3LK-Areale ; b: hohe BSG; c: grofler Mediastinaltumor; d: Extranodaler-Befall

Abbildung 1: Vereinfachtes Schema Erstlinienbehandlung Hodgkin-Lymphom skizziert nach ONKOPEDIA, Hodgkin-
Lymphom, 12/2023, https://www.onkopedia.com/s/CQROD1, Zugriffam 17.01.2024, Nutzungsgenehmigung vorliegend

Die Therapie des HLs erfolgt stadienadaptiert und hat eine langfristige Heilungschance
von >80 %. Der Beginn der Therapie erfolgt unmittelbar nach Diagnosestellung,
Stadieneinteilung,  Risikogruppenklassifikation und ggf.  fertilitdtserhaltender
MafBnahmen. Bei Erstdiagnose ist die Therapieintention in der Regel kurativ. Spatfolgen
der Chemo- und Strahlentherapie, welche abhiangig von der kumulativen Dosis der
Therapie sind, sind Infertilitdit, Hypothyreose und die Entwicklung koronarer
Herzkrankheiten oder von Sekundarmalignomen wie beispielsweise einer AML, eines
MDS, eines NHLs oder anderer solider Tumore. Im Folgenden ist eine schematische

Darstellung der Therapie fiir Patienten <60 Jahre dargestellt (Deutsche Gesellschaft fuer
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Haematologie und medizinische Onkologie). In frithen Stadien erfolgt -eine
Kombinationstherapie aus Chemo- und involved-site Radiotherapie. Eine
Kombinationstherapie ist hinsichtlich des Heilungserfolges und der Tumorkontrolle
vorzuziehen, anstatt einer alleinigen Chemo- oder Radiotherapie (Fermé et al. 2007;
Engert et al. 2007). Im intermediirem Stadium erfolgt ebenfalls eine
Kombinationstherapie mit BEACOPPesc, ABVD und einer involved-site Radiotherapie
(Deutsche Krebsgesellschaft, Deutsche Krebshilfe, AWMEF; Deutsche Gesellschaft fuer
Haematologie und medizinische Onkologie). Neuer Standard fiir die Therapie im
fortgeschrittenem Stadium ist eine Kombination aus Chemotherapie mit BrECADD und
Bestrahlung PET-positiver Reste. Hierbei zeigte sich eine signifikante Verbesserung der
Vertrdglichkeit im Sinne einer relevanten Verringerung der therapieassoziierten
Nebenwirkungen und toxischen Effekte (Borchmann et al. 2022). Beim NLPHL im
frithen oder intermedidrem Stadium erfolgt die Therapie wie beim cHL. Nur beim
lokalisiertem Stadium IA ohne Risikofaktoren ist eine alleinige Strahlentherapie mit sehr
guter Prognose ausreichend (Deutsche Gesellschaft fuer Haematologie und medizinische

Onkologie).

Fiir Patienten, die élter als 60 Jahre alt sind, ergeben sich ebenfalls stadienadaptierte
Empfehlungen. Aufgrund der erhdhten Toxizitét sollten diese Patienten nicht nach
BEACOPPesc, sondern stadienadaptiert nach dem A(B)VD-Schema behandelt werden
(Wongso et al. 2013). Im Stadium IV ist eine Therapie mit Brentuximab-Vedotin
kombiniert mit AVD zugelassen. In der ECHELON-1-Studie zeigte dies gegeniiber dem
ABVD-Schema eine Verbesserung in der Tumorkontrolle (Straus et al. 2021). Des
Weiteren kann in intermedidrem oder fortgeschrittenem Stadium eine Therapie mit
PVAG erfolgen, sofern Kontraindikationen gegen das ABVD-Schema bestehen (Boll et
al. 2011). Zusitzlich ergibt sich eine Empfehlung zur inovlved-site Radiotherapie fiir
Patienten des friihen und intermedidren Stadiums. Patienten in fortgeschrittenen Stadien
sollten eher eine lokale Bestrahlung PET-positiver residueller Lymphome erhalten

(Deutsche Gesellschaft fuer Haematologie und medizinische Onkologie).
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Abbildung 2: Einteilung der Risikogruppen nach GHSG (Deutsche Hodgkin Studiengruppe)
Hodgkin Lymphom aus ONKOPEDIA, Hodgkin Lymphom, 12/2023,
https.://www.onkopedia.com/s/COROD1, Zugriff am 17.01.2024, Nutzungsgenehmigung vorliegend

Therapie im Rezidiv

Zielgerichtete Therapiemdglichkeiten finden bereits in der Therapie des Rezidivs
Anwendung. Hierbei sind zwei Medikamentengruppen zu erwihnen: die Checkpoint-
Inhibitoren und die Immunkonjugate. Abhéngig vom Stadium der Erkrankung kommt es
in ca. 10 % der Fille zum Rezidiv (Burlile et al. 2024). Nur bei ungefahr der Hilfte dieser
Patienten kann durch eine Zweitlinienchemotherapie eine Heilung erzielt werden (Sibon
et al. 2016). Die Therapie im Chemorezidiv ist dementsprechend eine Herausforderung
in der Behandlung des HLs. Therapie der Wahl ist im ersten Rezidiv zunéchst eine
Reinduktionstherapie mit anschlieBender Hochdosis-Chemotherapie, gefolgt von einer
autologen Stammzelltransplantation. Zusitzlich ist, nach Hochdosis-Chemotherapie, eine
Therapie mit Brentuximab-Vedotin fiir Patienten empfohlen, die mindestens einen
Risikofaktor aufweisen (Deutsche Gesellschaft fuer Haematologie und medizinische
Onkologie). Die Ermittlung der Risikofaktoren erfolgte nach einer groflen mulitvariaten
Analyse der GHSG. Zu den Risikofaktoren zdhlen: Stadium IV im Rezidiv, friihes
Rezidiv < 3 Monaten nach Beendigung der Erstlinientherapie, ECOG > 1, Bulky disease
= 5cm und ein schlechtes Ansprechen auf die Salvage-Therapie (Brockelmann et al.

2017).
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Brentuximab-Vedotin gehdrt zu den Immunkonjugaten und ist ein chimérer
monoklonaler Antikdrper, welcher an CD30 bindet. Uber einen Spacer ist das
Zytostatikum Monomethylauristatin E gebunden. Nach Bindung von Brentuximab-
Vedotin an CD30 der Tumorzelle kommt es zur Endozytose des Antigen-
Antikorperkomplexes. Hiernach erfolgt intrazelluldr eine lysosomale Abspaltung des
Zytotoxins. Monomethylauristatin E inhibiert die Polymerisation von Tubulin, was
letztendlich die Apoptose der Tumorzelle nach Zellzyklusarrest zur Folge hat (van de
Donk, Niels W C J und Dhimolea 2012). Das mediane progressionsfreie Uberleben zeigte
sich in der internationalen Phase-III-AETHERA-Studie wéhrend einer einjéhrigen
Erhaltungstherapie mit Brentuximab-Vedotin, verglichen mit der Gabe eines Placebos,
verbessert (42,9 zu 24,9 Monaten). Hiernach erlangte Brentuximab-Vedotin die

Zulassung zur Erhaltungstherapie (Moskowitz et al. 2018).

Bei  erneutem  Rezidiva nach  Hochdosis-Chemotherapie  und  autologer
Stammezelltransplantation zeigt sich in der Regel eine palliative Situation. In einer
Phaselll-Studie Keynote-204 wurde Pembrolizumab, ein PDI-Inihibitor, mit
Brentuximab-Vedotin verglichen. In die Studie eingeschlossen waren Patienten mit
Rezidiv nach autologer Stammzelltransplantation und Patienten, die fiir die
Transplantation nicht geeignet waren. Fiir Pembrolizumab zeigte sich ein lingeres
progressionsfreies Uberleben verglichen mit Brentuximab-Vedotin von 13,2 zu 83
Monaten (Kuruvilla et al. 2021). Basierend hierauf sollte die Therapie mit
Pembrolizumab  fiir  Patienten @ mit erneutem Rezidiv nach  autologer
Stammzelltransplantation eingesetzt werden (Deutsche Gesellschaft fuer Haematologie
und medizinische Onkologie). Pembrolizumab gehort als PDI1-Inhibitor zu den
Checkpoint-Inhibitoren. PD1 wird von T-Zellen exprimiert. Tumorzellen exprimieren die
Liganden PD-L1 oder PD-L2. Durch Bindung dieser an den PD1-Rezeptor der T-Zellen
wird der Rezeptor aktiviert und die intrinsische anti-Tumor-Antwort gehemmt.
Pembrolizumab steigert diese intrinsische Immunantwort durch Hemmung iiber den PD1-

Rezeptor (Shiravand et al. 2022; Sadeghi Rad et al. 2021; Barbari et al. 2020).
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1.4.1 Zelluléirer Ursprung von HRS-Zellen
Der zelluldre Ursprung der HRS-Zellen war lange Zeit unklar, da HRS-Zellen einen

besonderen Immunphénotypen tragen, welcher, im Gegensatz zu den meisten B-Zell-
Non-Hodgkin Lymphomen, keine Zuordnung zu nicht-malignen Immunzellen zulésst
(Weniger und Kiippers 2021). Was die molekularen Untersuchungen dariiber hinaus
erschwerte, ist die Tatsache, dass sich nur wenige neoplastische Zellen in der
Tumormasse befinden. HRS-Zellen exprimieren diverse Oberflichenmarker, die
unterschiedlichen Ursprungszellen zuzuordnen sind, wie beispielsweise B-Zellen, T-
Zellen, dendritischen Zellen, NK-Zellen und myeloischen Zellen. So weist die Expression
von PAXS5 auf den B-Zell-Ursprung hin, doch das Fehlen des B-Zell-Rezeptors
widerspricht diesem Ursprung (Foss et al. 1999; Tiacci et al. 2012; Schwering et al. 2003).
Genetische Analysen isolierter HRS-Zellen weisen nun auf die Abstammung
praapoptotischer GC-B-Zellen hin, da sie Inmunglobulin-V- Rearrangements sowohl der
Leicht- als auch der Schwerketten tragen (Kanzler et al. 1996; R Kiippers et al. 1994;
Marafioti et al. 2000). Diese Rearrangements sind spezifisch fiir B-Zellen, was die
Hypothese des B-Zell-Ursprungs untermauert. Zusidtzlich weist darauf hin, dass
somatische Hypermutationen von IgV-Genen nur in aktivierten GC-B-Zellen stattfinden
(Kanzler et al. 1996; Kiippers et al. 2012; Brauninger et al. 2003). Des Weiteren sind
HRS-Zellen CD30-positiv. Aufgrund dessen wurden Parallelen zu CD30-positiven B-
Zellen gezogen. Es wurde die Hypothese aufgestellt, dass sich HRS-Zellen aus
apoptoseanfalligen GC-Zellen entwickeln und dabei das Apoptoseprogramm dieser durch
bestimmte Mechanismen umgehen. Die Umgehung dieser Apoptose besteht vermutlich
in der Aktivierung von MYC, NF-kB- und des JAK/STAT-Signalwegs. CD30-positive
Zellen tragen, wie HRS-Zellen, mutierte Igl-Gene, weisen Immunglobulin-
Klassenwechsel auf und exprimieren MYC (Weniger et al. 2018). Eine weitere Rolle in
der Transformation spielt in ca. 40 % der Fille eine EBV-Infektion. Uber die Induktion
der Expression von LMP2a, einem Membranprotein, verhindert es die Apoptose von GC-
B-Zellen (Mancao und Hammerschmidt 2007) In 30 % der cHL-Félle konnten EBV-
positive HRS-Zellen nachgewiesen werden (Kapatai und Murray 2007). Es scheint, dass
diese Umgehungsmechanismen und somit die Transformation praapoptotischer GC-B-
Zellen zu HRS-Zellen eine wichtige Rolle in der Pathogenese spielen, die bisher noch

nicht ausreichend untersucht worden sind (Weniger und Kiippers 2021).
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1.4.2 Molekularpathogenetische Aspekte der HRS-Zellen

Charakteristisch fiir das HL ist das Zusammenspiel diverser Faktoren, die zur
Pathogenese dieser Entitét beitragen. Wie bereits im vorherigen Abschnitt beschrieben,
stellt der zelluldre Ursprung der HRS-Zellen einen wichtigen pathogenetischen Faktor
dar. Molekularpathogenetische Merkmale lieBen sich bisher nur erschwert untersuchen,
da die Isolation der HRS-Zellen aus dem Gewebe, aufgrund der geringen Anzahl im
neoplastischen Gewebe, problematisch war. So konnten erst kiirzlich durchgefiihrte
Arbeiten, wie Gesamtexomsequenzierungen, ndhere Einblicke in genetische Lésionen
bieten (Tiacci et al. 2018; Reichel et al. 2015; Wienand et al. 2019). Das cHL weist eine
Vielzahl chromosomaler Abnormalititen auf, wie Aneupleuidien oder strukturelle
Aberrationen (K. Weber-Matthiesen et al. 1995). Dariliber hinaus konnte in bereits
durchgefiihrten Arbeiten gezeigt werden, dass die Beteiligung deregulierter Signalwege
pathogenetisch bedeutsam ist. Dieses Wissen kann fiir die Etablierung neuerer
zielgerichteter Medikamente, wie beispielsweise Antikorper, genutzt werden. Betroffene
deregulierte Signalwege sind der NF-kB- und der JAK/STAT-Signalweg (Weniger et al.
2005; Joos et al. 2000; Gunawardana et al. 2014; Schmitz et al. 2009; Emmerich et al.
2003). Insgesamt bendtigt es mehr als nur eine Mutation um den NF-kB-Signalweg zu
deregulieren (Weniger und Kiippers 2021). Einen weiteren Aspekt in der Pathogenese
spielt die Immunevasion der HRS-Zellen. Am héaufigsten mit etwa 75 % sind dabei
Variationen in der Kopieanzahl der Gene oder Amplifikationen, welche die Gene PD-L1
und PD-L2 auf Chromosom 9p24.1 betreffen (Green et al. 2010). Zusédtzlich weisen
einige Arbeiten auf die pathogenetische Rolle EBV-infizierter HRS-Zellen hin. In 40 %
der Fille des cHLs zeigt sich eine EBV-Positivitit der neoplastischen Zellen. Hierbei ist
vor allem pathogenetisch die Expression der folgenden Gene bedeutsam: EBV nuclear
antigen 1 (EBNA1), latent membrane protein 1 (LMP1) und latent membrane protein 2a
(LMP2a). LMP1 dhnelt dem Oberflichenmarker CD40 und wirkt somit costimulatorisch
auf B-Zellen. Zusitzlich wurde beobachtet, dass EBV-positive Zellen die Apoptose

gestorter Keimzentrums-B-Zellen verhindern (Kiippers et al. 2012).

Die Interaktion der neoplastischen Zellen mit ihrer direkten Umgebung ist komplex und
pathogenetisch bedeutsam. Durch diese Prozesse wird sowohl die Proliferation als auch
das Uberleben der HRS-Zellen gefordert. Die HRS-Zellen sezernieren dabei Zytokine
und Chemokine, die wiederum Immunzellen und Fibroblasten in die Mikroumgebung der

HRS-Zellen rekrutieren und somit die HRS-Zellen in ihrer Proliferation und im
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Uberleben unterstiitzen. Zusitzlich trigt die Mikroumgebung vermutlich dazu bei, dass
die HRS-Zellen nicht durch tumorhemmende Immunmechanismen erkannt werden

(Weniger und Kiippers 2021).

Zusammenfassend kann, basierend auf bereits durchgefiihrten Arbeiten, beobachtet
werden, dass keine krankheitsdefinierende genetische Lésion existiert. Es bendtigt also
ein Zusammenspiel aus mehreren Faktoren fiir die Pathogenese des HLs. Hierbei
scheinen auch die deregulierten Signalwege JAK/STAT und NF-xB von zentraler
Bedeutung zu sein (Weniger und Kiippers 2021).

1.4.3 Deregulierte Signalwege im Hodgkin-Lymphom

Deregulierte Signalwege spielen eine wichtige Rolle in der Pathogenese des HLs. Hierbei
sind insbesondere zwei Signalwege von zentraler Bedeutung: der JAK/STAT-Signalweg
und der NF-kB-Signalweg, welcher in einen klassischen- und einen alternativen
Signalweg eingeteilt werden kann (siehe schematische Darstellung in Abbildung 3
und 4). In HRS-Zellen wurden multiple genetische Ldsionen im NF-xB-Signalweg
gefunden, welche essentiell fiir die Proliferation und das Uberleben der neoplastischen
Zellen sind (Kiippers et al. 2012). EBV-positive Zellen konnen iiber die Expression von
LMP1, welches einen aktiven CD40 Rezeptor imitiert, den NF-kB-Signalweg stimulieren
(Kilger et al. 1998). Der JAK/STAT-Signalweg wird {iber Zytokine aktiviert. In bereits
durchgefiihrten Arbeiten konnte eine konstitutive Aktivitit von STAT3, -5 und -6 in
HRS-Zellen gezeigt werden (Kube et al. 2001; Guiter et al. 2004; Skinnider et al. 2002).
Zusétzlich wurden chromosomale J4K2-Zugewinne, seltener Translokationen im JAK2-
Gen und inaktivierende SOCS-Mutationen beobachtet (Joos et al. 2000; van Roosbroeck
et al. 2011; Weniger et al. 2005). Darauf wird in den folgenden Kapiteln ndher
eingegangen. Weitere deregulierte Signalwege sind der PI3/AKT-Signalweg und der
MAPK/ERK-Signalweg (Dutton et al. 2005; Zheng et al. 2003). Zusétzlich konnte eine
aberrante Expression und Aktivitdt multipler Rezeptor-Tyrosin-Kinasen beobachtet
werden, was eine Steigerung der Proliferation und des Uberlebens zur Folge hat (Renné

et al. 2005).
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Abbildung 3: Ubersicht iiber deregulierte Signalwege im Hodgkin-Lymphom, dargestellt JAK/STAT-Signalweg,
klassischer- und alternativer NF-kB-Signalweg. Bei EBV-Infektion Expression eines LMPI-Rezeptors moglich, welcher
einen aktiven CD40-Rezeptor imitiert, sodass auf diese Weise der NF-kB-Signalweg stimuliert wird. Skizziert nach (Kiippers
et al. 2012), Nutzungsgenehmigung vorliegend, created in BioRender. S, J. (2025) https://BioRender.com/y69g77h

1.4.3.1 NF-kB-Signalweg

Der NF-kB-Signalweg wird in zwei Signalwege aufgeteilt, den klassischen- und den
alternativen NF-xB-Signalweg. Diese sind an der Regulation verschiedener zelluldrer
Prozesse beteiligt, wie der Proliferation, des Uberlebens und der Differenzierung von
Zellen und Entziindungsreaktionen. Die NF-kB-Transkriptionsfaktor-Familie besteht aus
fiinf Faktoren: REL, RELA, RELB, p50 und p52 (Vallabhapurapu und Karin 2009;
Kiippers et al. 2012; Pahl 1999).

Der klassische NF-kB-Signalweg wird iiber TNF-Rezeptor assoziierte Faktoren CD30,
CD40 und RANK stimuliert. Dies fiihrt im ndchsten Schritt zur Aktivierung des IKK-
Komplexes, bestehend aus IKKa, IKKP und NEMO, welches eine Phosphorylierung von
NF-kB-Inhibitoren, IkBa und IkBe zur Folge hat. Auf diese Weise sind die Inhibitoren
fiir die Ubiquitinierung markiert und werden im Anschluss proteasomal abgebaut. Die

NF-kB-Faktoren werden dadurch freigesetzt und kénnen in den Zellkern translozieren.
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TNFAIP3 und CYLD sind in diesem Signalweg negative Regulatoren (Vallabhapurapu
und Karin 2009; Kiippers et al. 2012). Der alternative NF-kB-Signalweg wird iiber
MAP3K14 (NIK) stimuliert. Dies bewirkt die Phosphorylierung und Aktivierung des
IKKa-Komplexes, welches die Prozessierung von p100 zur Folge hat, woraus sich p52
entwickelt. p52 kann dann als Heterodimer mit RelB in den Zellkern gelangen und dort
die Transkription der Zielgene stimulieren. TRAF3 stellt in diesem Signalweg den
Hauptinhibitor von MAP3K 14 dar (Vallabhapurapu und Karin 2009). Beide Signalwege
sind in Abbildung 4 schematisch dargestellt.

Ein konstitutiv aktiver NF-kB-Signalweg ist kennzeichnend in einigen B-Zell-
Lymphomen, wie dem ABC-DLBCL, PMBL und dem MALT-B-Zell-Lymphom (Lim et
al. 2012). Auch im HL ist dieser von pathogenetischer Relevanz. HRS-Zellen exprimieren
alle oben genannten fiinf Faktoren (Weniger und Kiippers 2016). Durchgefiihrte Arbeiten
geben Hinweise auf die Aktivitdt des klassischen und des alternativen NF-«kB-
Signalweges in HRS-Zellen. In HL-Zelllinien konnte nukledres Rel, p50 und p65
identifiziert werden, was auf die Aktivitit des klassischen Weges hinweist (Ralf C.
Bargou et al. 1996). Erstellte Genexpressionsprofile aus primdren HRS-Zellen zeigten
eine deutliche NF-kB-Signatur, was einen weiteren Hinweis dafiir darstellt (Brune et al.
2008). Hinweisend fiir den alternativen NF-«kB-Signalweg ist die Detektion des p52-
RelB-Komplexes in HRS-Zellen und der Nachweis von NIK in HL-Zelllinien-Zellen
(Weniger und Kiippers 2016). In durchgefiihrten Arbeiten zeigte sich bei Inhibition beider
Signalwege in HL-Zelllinien eine reduzierte Proliferation und gesteigerte Apoptose (R.
Bargou et al. 1997; Izban et al. 2001; Ranuncolo et al. 2012). Dariiber hinaus konnten
genetische Lisionen in HRS-Zellen gefunden werden, die sowohl den klassischen als
auch alternativen NF-kB-Signalweg betreffen (Weniger und Kiippers 2016). Es zeigten
sich beispielsweise inaktivierende Mutationen in Genen der negativen Regulatoren
TNFAIP3 (40 %) und NFKBIA (20 %) (Schmitz et al. 2009; Cabannes et al 1999).
Amplifikationen zeigten sich bei REL und NIK in 40 % und 30 % der Félle (Joos et al.
2002; Martin-Subero et al. 2002; Otto et al 2012) . Weitere seltene Mutationen betreffen
CYLD und TRAF3 (Schmidt et al. 2010; Otto et al. 2012).

Der NF-xB-Signalweg zeigt auch Interaktionen mit dem JAK/STAT-Signalweg in HRS-
Zellen. Uber die auf diese Weise erfolgte Aktivierung des JAK/STAT-Signalweges kann
das Zelliiberleben vermittelt werden. In HL-Zelllinien konnte die positive Regulation

von IL13 und STATS5a durch NF-xB beschrieben werden, welches einen Indikator fiir
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aktives NF-kB in HRS-Zellen darstellt. NF-kB kann direkt an STATS binden und dessen
Expression fordern. Dies fiihrt zu hohen STATS-Leveln in HRS-Zellen und verweist auf
das Interaktionspotential des NF-kB-Signalweges mit dem JAK/STAT-Signalweg (Hinz

et al. 2002).
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Abbildung 4 NF-xkB-Signalweg: klassischer und alternativer Signalweg, skizziert nach (Kiippers et al. 2012),
Nutzungsgenehmigung vorliegend. Created in BioRender. S, J. (2025) https.//BioRender.com/rpcjvqj.

Klassischer Signalweg: Stimulation iiber diverse Rezeptoren durch bspw. Wachstumsfaktoren, Zytokine etc. Daraufhin kommt
es tiber Aktivierung des IKK-Komplexes zur Ubiquitinierung und proteasomalem Abbau von IkBo und IkBe. Dies ermdoglichi
die Freisetzung der Transkriptionsfaktoren p50 und p65, die daraufhin in den Zellkern translozieren und somit die
Transkription bestimmter Zielgene initiieren. Negative Feedbackregulatoren sind TNFAIP3 und CYLD Alternativer
Signalweg: NIK-induzierte Aktivierung des IKKa-Komplexes. Dies ermoglicht die Prozessierung von p100 zu p52. Daraufhin
kann p52/RELB-Heterodimer in den Zellkern translozieren, wodurch es zur Stimulation der Transkription kommt. Negativer
Feedbackregulator von NIK ist TRAF3.

Bei EBV-Infektion Expression eines LMP1-Rezeptors moglich, welcher einen aktiven CD40-Rezeptor imitiert, sodass auf
diese Weise der NF-kB-Signalweg stimuliert wird (Kiippers et al. 2012).
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1.4.3.2 JAK/STAT-Signalweg
Physiologisch ist der JAK/STAT-Signalweg in verschiedene biologische Prozesse der

Zellen, wie Proliferation, Zelldifferenzierung, Apoptose und Immunregulation, involviert
(Ying et al. 2019; Lemmon und Schlessinger 2010; Endo et al. 1997) (siche Abbildung 5).
Er stellt eine wichtige Verbindung zwischen externen und internen zelluldren Prozessen,
vorwiegend iiber Zytokinbindung, dar und ist von zentraler Bedeutung fiir das
Zellwachstum, die Entwicklung, Differenzierung und das Uberleben der Zellen des
hidmatopoetischen Systems (Ghoreschi et al. 2009). Bisher konnte untersucht werden,
dass Aberrationen dieses Signalwegs Auswirkung auf Tumorprogression und

Metastasierung haben (Pencik et al. 2016).

Durch Ligandenbindung, meist Zytokinbindung, an den Rezeptor, kann dieser
dimerisieren, worauthin JAK2 phosphoryliert und somit aktiviert wird. Die aktivierte
JAK?2 ermdglicht die Phosphorylierung von STATs, die daraufhin {iber ihre SH2-Doméne
ebenfalls dimerisieren und so in den Zellkern eintreten konnen. Im Zellkern binden sie an
die DNA und induzieren die Expression von bestimmten Zielgenen, wie SOCSI
(Ilangumaran et al. 2004) (siche Abbildung 5). In einigen wenigen Féllen konnen sie die
Expression einiger Gene unterdriicken (Kang et al. 2013). Das SOCS1-Protein fungiert
als negativer Feedbackregulator, indem es pJAK2 fiir den proteasomalen Abbau markiert

(Beaurivage et al. 2016).

Januskinasen, wie JAK2, gehdren zu den Tyrosinkinasen und kénnen im aktivierten
Zustand Tyrosinreste phosphorylieren. Zur Januskinasefamilie gehoren vier Mitglieder:
JAK1, JAK2, JAK3 und TYK2, welche verschiedene Doménen mit unterschiedlichen
Funktionen tragen (Stark et al. 1998). J4AK-Mutationen sind mitverantwortlich fiir einige
maligne Erkrankungen, wie beispielsweise Polycythaemia Vera, myeloproliferative
Erkrankungen oder einige Leukdmien (Kiladjian 2012; Levine et al. 2005). In etwa 20 %
der untersuchten HL-Fille konnten chromosomale J4K2-Zugewinne entdeckt werden

(Joos et al. 2000; van Roosbroeck et al. 2011).

STAT steht fir Signal Transducers and Activators of Transcription und kann als
aktiviertes Dimer in den Zellkern gelangen und dort als Transkriptionsfaktor fungieren.
Zur STAT-Familie gehoren sieben Mitglieder (STAT 1-4, 5a, 5b und 6). In bereits
durchgefiihrten Arbeiten konnte gezeigt werden, dass genetische Lésionen, welche

STATs, insbesondere STAT3 und STATS, betreffen, maligne Auswirkungen haben
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konnen. Bei Persistenz von STAT3 und STATS kommt es zur gesteigerten Proliferation
und Uberleben von Tumorzellen (Yu et al. 2014). So korreliert beispielsweise im DLBCL
eine hohe STAT3-Aktivitdt mit einer schlechten Prognose (Wu et al. 2011; Ding et al.
2008).

In durchgefiihrten Untersuchungen im cHL konnte in 87 % der Fille Deregulationen im
JAK/STAT-Signalweg beobachtet werden. Es wurden genetische Verdnderungen in
SOCS1, STAT3, STATS, STAT6, JAK1, JAK2 und PTPNI gefunden (Tiacci et al. 2018).
Dariiber hinaus konnte die konstitutive Aktivitdt dieses Signalwegs in einigen
Tumorentititen, wie dem Prostata-Karzinom, einigen Sarkomen und Lymphomen
beobachtet werden (Thomas et al. 2015). Diese konstitutive Aktivitdt geht auch mit einer
gesteigerten Tumorproliferation einher sowie mit Mechanismen, welche die
Tumorproliferation steigern, wie beispielsweise eine gesteigerte Angiogenese im
umliegenden Tumorgewebe (Lee et al. 2010; Jarnicki et al. 2010). In einigen Arbeiten
konnte gezeigt werden, dass die konstitutive Aktivitdt von STAT3, 5 und 6 auf einen
deregulierten JAK/STAT-Signalweg hinweist. Dies wurde in einigen Lymphomen, wie
dem cHL und dem PMBL beobachtet (Kube et al. 2001; Guiter et al. 2004; Skinnider et
al. 2002).

Ein besseres Verstindnis iiber den JAK/STAT-Signalweg und im Allgemeinen iiber
Signalwege, ermoglicht den Einsatz neuer zielgerichteter Medikamente. So finden aktuell
JAK2-Inhibitoren, wie Ruxolitinib, Einsatz in der Therapie einiger myeloproliferativer

Erkrankungen (Baffert et al. 2010).
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Abbildung 5: Graphische Darstellung des JAK/STAT-Signalweges, skizziert nach (Beaurivage et al. 2016),
Nutzungsgenehmigung vorliegend. Created in BioRender. S, J. (2025) https.://BioRender.com/84jzipp.

Nach Ligandenbindung an Zytokinrezeptor erfolgt eine Dimerisierung des Rezeptors mit anschlieflender JAK2-Phosphorylierung,
woraufhin die STAT-Phosphorylierung stattfindet. Nach Dimerisierung der p-STATs erfolgt die Translokation in den Zellkern,
woraufhin die Transkription verschiedener Zielgene initiiert wird u.a. Transkription von SOCS1. SOCS1 fungiert als negativer
Feedbackregulator iiber SOCS-Box, indem es iiber Bildung eines Ubiquitin-E3-Ligase-Komplex die Ubiquitinierung von JAK
bewirkt, sodass dieses proteasomal abgebaut werden kann. Interaktion mit dem NF-xB-Signalweg iiber Ubiquitinierung von von
p65/RELA und somit Minderung der Aktivitit des NF-kB-Signalweges.

1.4.3.2.1 Suppressor of cytokine signaling 1 — SOCS1

SOCSI1 gehort zur SOCS-Familie (Suppressor of cytokine signaling), welche aus acht
intrazelluldren Proteinen besteht (SOCS1-7 und CIS). Es ist ein Zytokin-induzierbarer
negativer Feedbackregulator im JAK/STAT-Signalweg. Alle Mitglieder verfiligen {iber
eine zentrale SH2-Doméne, welche mit phosphorylierten Tyrosin-Resten interagiert
(Yoshimura et al. 2007). Dariliber hinaus besitzen alle eine N-terminale Domédne
unterschiedlicher Linge und Aminosduresequenz und eine C-terminale SOCS-box-
Domaine, welche in der Lage ist, einen E3-Ubiquitin-Ligase-Komplex zu rekrutieren und
auf diese Weise die Degradation von bestimmten Proteinen zu vermitteln. Die SOCS-

Box hat eine Lange von 40 Aminosduren (Linossi und Nicholson 2012). Die Struktur des

24



SOCS1-Proteins ist in der Abbildung 6 graphisch dargestellt und beschrieben

(Beaurivage et al. 2016).
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Abbildung 6: SOCSI-Protein aus (Beaurivage et al. 2016), Nutzungsgenehmigung vorliegend. KIR (Kinase Inhibitory

ESS

SOCS Box

-
Pl

C

Region): hemmt katalytische Aktivitit von JAK; SH2-Domdne (Src-homology2): bindet pTyr; ESS-Subdomdne
(extended SH2 subdomain).: komplettiert SH2-Bindungsaktivitit; SOCS-Box: kann E3-Ubiquitin-Ligase-Komplex
bilden tiber Rekrutierung von Elongin B/C und Cullin 5-Proteine; NLS (nuclear localized signal)

Aminosiuresequenz Region/Domiine

55-66 KIR

67-78 ESS

79-174 SH2

161-210 SOCS box

173-182 Interaktion mit Elongin BC-Komplex

Tabelle 2: Aminosduresequenz von SOCS1 mit jeweils zugehoriger Region (Weniger et al. 2006)

Das SOCS1-Gen ist auf dem Chromosom 16p13.13 lokalisiert und codiert fiir ein Protein
der Lange von 211 Aminoséuren. Bisher sind einige Funktionen von SOCS1 beschrieben
worden. SOCS1 fungiert als Inhibitor im JAK/STAT-Signalweg (sieche Abbildung 5 und
7). Dariiber hinaus kann SOCS1 sowohl als Tumorsuppressor angesehen werden als auch
als Onkogen (Beaurivage et al. 2016). Mithilfe der SH2-Domaéne ist SOCS1 in der Lage
iiber phosphorylierte Tyrosin-Reste von JAK2 und den Zytokinrezeptoren, diese zu
blockieren. Des Weiteren ermdglicht die KIR-Region von SOCS] eine direkte Interaktion
mit JAK2 und dessen katalytischer Aktivitdt (Strebovsky et al. 2011; Koelsche et al.
2009). Zusitzlich spielt SOCS1 eine wichtige Rolle beim proteasomalen Abbau
bestimmter Substrate. Dies wird iiber die SOCS-Box ermdoglicht, indem diese mit
Elongin-B und -C, Cullin-5 und RING-box-2 (RBX2) interagiert und somit einen
Ubiquitin-E3-Ligase-Komplex bildet und die Ubiquitinierung und den proteasomalen
Abbau von JAK fordert (Linossi und Nicholson 2012). Dariiber hinaus interagiert SOCS1
mit dem NF-kB-Signalweg und mindert dessen Aktivitit, indem die SOCS-Box-Doméne
dazu beitrigt, nukledres p65 (RELA) zu ubiquitinieren. Auf diese Weise wird p65, ein
Transkriptionsfaktor im NF-kB-Signalweg, zum proteasomalen Abbau befordert
(Strebovsky et al. 2011).
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Die Funktion als Tumorsuppressor erreicht es durch verschiedene Mechanismen. Es
aktiviert pS3-Tumorsuppressor-Funktionen, limitiert P21-Funktionen und inhibiert RTK-
Signalwege (siche Abbildung 7) (Beaurivage et al. 2016). SOCS1 steigert die p53-
Phosphorylierung auf Serl5 und fordert somit die Transkription p53-abhingiger Gene,
die mitunter an der DNA-Reparatur und Apoptose beteiligt sind (Calabrese et al. 2009).
In einer durchgefiihrten Studie konnte beobachtet werden, dass SOCS1 die P21-
Expression hemmt, und somit dessen onkogene Funktion in Hepatozyten (Yeganeh et al.
2016). In Rezeptor-Tyrosinkinase-Signalwegen fungiert SOCS1 auch als negativer
Regulator. Dies konnte in einigen durchgefiihrten Arbeiten beobachtet werden. Es zeigte
sich, dass SOCS1 mit verschiedenen RTK-Signalwegen interagieren kann, wie
beispielsweise mit den Rezeptoren fiir CSF1, FLT3, PDFG, FGF und EGF. Dabei fiihrte
die Aktivierung iliber diese Rezeptoren auch zur Expression von SOCS1 (Kazi et al. 2014;
Beaurivage et al. 2016). Die inhibierende Wirkung erzielt SOCS1 iiber die Bindung iiber
Phospho-Tyrosin (pTyr) an den aktivierten Rezeptor. Die SOCS-Box ermoglicht den
proteasomalen Abbau des jeweiligen Rezeptors (Kazi et al. 2014; Beaurivage et al. 2016).
Zusitzlich konnte in weiteren Arbeiten gezeigt werden, dass SOCS1 den HGF-
induzierten MET-Signalweg hemmt (siehe Abbildung 7) (Gui et al. 2014). So zeigte sich
bei gesteigerter Proliferation von SOCS1 in humanen und murinen HCC-Zellen eine
Minderung der MET-Signalweg-abhidngigen Proliferation (Gui et al. 2015). Einen
weiteren Hinweis auf die Funktion von SOCSI1 als Tumorsuppressor stellen
Hypermethylierungen von SOCS/-Promotorregionen in einigen Tumorentititen dar.
Diese wurden im Pankreaskarzinom sowie in Akuten Myeloischen Leukdmien und
Hepatozelluldren Karzinomen beobachtet (Chen et al. 2003; Yoshikawa et al. 2001;
Komazaki et al. 2004). Zusammengefasst fungiert SOCSI als Signalinhibitor und tragt
somit zur Regulation der Zellproliferation und Apoptose bei. Zudem greift es in die
Ubiquitinierung ein und reguliert das Zellwachstum durch seine Rolle als Mediator im

proteasomalen Abbau markierter Substrate (Ying et al. 2019).

SOCSI1 kann in einigen Féllen auch als Onkogen wirken. Aus durchgefiihrten Arbeiten
ergeben sich Hinweise beziiglich des onkogenen Potentials von SOCS1. Das SOCS1-
Protein und die zugehdrige mRNA zeigte sich in Proben des malignem Melanoms erhoht,
was mit einer Tumorinvasion und Tumordicke korrelierte (Li et al. 2004). Beim SOCS|-
Silencing konnte eine reduzierte Proliferation in humanen Mel526-Melanomzellen

detektiert werden (Xu et al. 2015). Des Weiteren spielt SOCS1 eine Rolle bei der
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Vermittlung der Resistenz gegen krebshemmende Wirkungen von Interferonen. Dies

wird vermittelt durch die Unterdriickung ihrer Fahigkeit, die Tumorimmunitit zu stidrken

und durch Limitierung antiproliferativer und proapoptotischer Effekte dieser Zytokine

(Beaurivage et al. 2016). Zusétzlich konnte die onkogene Wirkung auch darin beobachtet
werden, dass SOCS1 die FGFR3-induzierte Aktivierung des MAPK-Signalweges in

humanen Chondrozyten verbessert (Ben-Zvi et al. 2006). Diese Ergebnisse weisen

zusammengenommen auf das onkogene Potential von SOCSI hin.
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Abbildung 7: Graphische Darstellung des JAK/STAT-Signalweges, SOCS1 als Tumorsuppressor, skizziert nach (Beaurivage et
al. 2016), Nutzungsgenehmigung vorliegend. Created in BioRender. S, J. (2025) https://BioRender.com/iom5d94.
P53-Aktivierung iiber Phosphorylierung von p53 und Bildung eines terndren Komplexes tiber ATM/ATR und somit Aktivierung
der Transkription von p53-abhdngiger Transkription von Zielgenen (u.a. DNA-Reparatur, Apoptose). Inhibition der onkogenen
Wirkung von P21 im Zytosol (im Zellkern trdgt P21 eine tumorsuppressive Funktion iiber CDK-Inhibition, im Zytosol trdgt es
zur Zellzyklusprogression und Inhibition der Apoptose bei) iiber Interaktion und konsekutiver Ubiquitinierung und somit
proteasomalem Abbau von P21. SOCSI inhibiert iiber Ubiquitinierung und proteasomalen Abbau den MET-Rezeptor
Signalweg. HGF aktiviert den MET-Rezeptor, sodass MAPK- und PI3K-Signalweg aktiviert wird (Beaurivage et al. 2016).
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1.5 Funktionelle Untersuchungen von SOCS1 in Lymphomzellen

SOCSI-Mutationen konnten durch Untersuchungen von HRS-Zellen aus HL-
Patientenproben in 61 % der Fille detektiert werden (Lennerz et al. 2015). In
padiatrischen HL lag die Mutationsfrequenz sogar bei 80 % (Desch et al. 2020). Bei der
Sequenzierung von HL-Zelllinien zeigten sich ebenfalls SOCS/-Mutationen. HDLM-2
weist ein mutiertes SOCS/-Allel auf und die Zelllinien L-1236 und L-428 tragen eine
biallelische SOCS/-Mutation (Weniger et al. 2005). Auf den SOCSI-Mutationsstatus
wird in den folgenden Abschnitten niher eingegangen. Hinweise auf die pathogenetische
Rolle von SOCS! im HL liefern funktionelle Arbeiten mit HL-Zelllinienzellen (Tiacci et
al. 2018). Hierbei konnte eine Proliferationsabnahme nach SOCSI-Uberexpression in
L-1236 beobachtet werden. Auch die Gabe von Fedratinib, einem JAK2-Inhibitor, zeigte
einen toxischen Effekt auf das Zelliiberleben (Tiacci et al. 2018). Weitere Arbeiten mit
cHL-Tumorbiopsien und HL-Zelllinien verweisen auf eine signifikante Assoziation

zwischen SOCS[-Mutationen und der Akkumulation von pSTATS5 (Weniger et al. 2006).

Bereits durchgefiihrte Arbeiten zu SOCS im PMBL weisen auf die Rolle von SOCS1 als
Tumorsuppressor hin. In diesen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass in der kodierenden
SOCSI-Region in MedB-1-Zelllinienzellen eine biallelische SOCSI-Mutation vorliegt,
welche die SOCS-Box betrifft. Somit beeinflusst das mutierte SOCS1-Protein den
JAK2/STATS- Signalweg, indem der JAK2-Abbau gestort wird. Zusétzlich zeigte sich
bei der Transfektion der MedB-1-Zellen mit einem SOCSI-Expressionsplasmid eine
Proliferationsverlangsamung verglichen mit dem Kontrollvektor, sowie eine deutliche
Reduktion von pJAK2 und pSTATS (Melzner et al. 2005). Auch in der PMBL-Zelllinie,
Karpas1106P, konnte eine biallelische SOCSI-Deletion entdeckt werden (Melzner et al.
2006). Des Weiteren wurden 35 % SOCSI-Mutationen in untersuchten Patientenproben
des priméren mediastinalen B-Zell-Lymphoms gefunden (Lennerz et al. 2015). Da Zellen
des PMBLs und des HLs in ihrer Atiologie Analogien aufweisen, deuten die Ergebnisse
der Untersuchungen zu SOCS1 im priméren mediastinalen B-Zell-Lymphom auf die
Relevanz von SOCSI-Mutationen in der Pathogenese des HLs hin. Die Analogien der
beiden genannten Entititen bestehen in ihrem gemeinsamen mediastinalen Ursprung,
dem Verlust der Immunglobulin-Expression und in der Ahnlichkeit in Bezug auf die
Hoch- und Runterregulation einiger Gene (Savage et al. 2003; Rosenwald et al. 2003b;
Weniger et al. 2005).
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1.6 Zelllinien

Bei den verwendeten Zelllinien handelt es sich um Hodgkin- und Burkitt-Zelllinien. Fiir
die Arbeit genutzt wurden die Hodgkin-Zelllinien: UHO-1, KM-H2 und L-1236. Bei den
Burkitt-Zelllinien handelt es sich um die Zelllinien: BL-41, BL-70 und EB-1.

1.6.1 Zelllinien des Hodgkin-Lymphoms
1.6.1.1 SOCS1-Mutationsstatus

Zelllinie Mutationsstatus Genom Mutationsstatus
Proteinsequenz
L-1236 Biallelische
SOCSI-Mutation
Allel 1: del nt191-nt218 Allel 1: fs aa64; stop aa74
Allel 2: del nt 435-nt446 Allel 2: del aal45-148
KM-H2 witSOCS1 wtSOCS1
UHO-1 Homozygote Deletion des | SOCS1-Verlust
ganzen Genlokus®
inklusive SOCS1
Chromosom 16 11,594,740
11,203,525
L-428 Biallelische
SOCSI-Mutation
Allel 1: del nt349-nt359 Allel 1: fs aall7
Allel 2: del nt393-nt407 Allel 2: del aal31-135
SUP-HD1 Homozygote p.Tyr64*
Nonsensemutation
c.192C>G
L-540 witSOCS1 wtSOCS1

Tabelle 3: SOCS1-Mutationsstatus der HL-Zelllinien; (Weniger et al. 2006),; (Mader et al. 2007); Unverdffentlichte
Exom-Sequenzierungen des Instituts fiir Pathologie, Justus-Liebig-Universitdit Gieffen

29



1 211

SOCSI-Protein | N |P| | KIRESS  SH2 S sk
Z Box

L-1236
Allel 1 "

)
Allel 2 O/

L-428  Allel 1

Allel 2

’/\

SUP-HD1 Allel 1 '
v

Allel 2

KM-H2 Allel 1
Allel 2
L-540 Allel 1
Allel 2

<o Deletion, die zu einer Leserasterverschiebung fithrt; engl. Frameshifi-deletion

O Deletion, ohne Leserasterverschiebung; engl. In-frame-deletion
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Abbildung 8: SOCS1-Mutationsstatus der HL-Zelllinien: L-1236, L-428, SUP-HD1, KM-H2 (wtSOCS1),

L-540 (wtSOCS1),; UHO-1 nicht dargestellt bei homozygoter Deletion des gesamten Genlokus’ inkl.
SOCS1, betreffend Chromosom 16. Symbole in der Abbildung néiiher erldutert. SOCS1-Protein oben

dargestellt: 1 markiert Beginn und 211 Ende der Aminosduresequenz; N (N-Terminus); C (C-Terminus);

P (PEST-Sequenz und prolinreiche Sequenz) KIR (Kinase Inhibitory Region); SH2-Domdine (Src-
homology2); ESS-Subdomdne (extended SH2 subdomain); SOCS-Box; NLS (nuclear localized signal).
Created in BioRender. H, F. (2025) https.//BioRender.com/d165rpi

Die in frame-Mutationen der Zelllinien L-1236 und L-428, welche ein SOCS1-Allel

betreffen, zeigen einen Verlust von fiinf Aminoséuren bei L-428 und vier Aminosduren
bei L-1236. Diese sind in der Ndhe der SH2-Domine lokalisiert. Die SOCS- Box ist in
diesem Fall nicht betroffen (Weniger et al. 2006). Da die L-428-Zellen keinen

verzogerten JAK2-Abbau zeigen, ldsst dies auf eine restliche Proteinfunktion von SOCSI1

schlieBen (Melzner et al. 2005). SUP-HDI1 besitzt eine homozygote Nonsensemutation,

die zu einem vorzeitigen Stop-Codon fiihrt. In Abbildung 8 sind schematisch SOCS1-

Mutationen der betroffenen HL-Zelllinien dargestellt. UHO-1 zeigt eine homozygote

Deletion des ganzen Genlokus® inklusive SOCS! (chr 16: 11,594,740 11,203,525).



1.6.2 Zelllinien des Burkitt-Lymphoms

Die genutzten Burkitt-Zelllinien, BL-41, BL-70 und EB-1, weisen keine SOCSI-
Mutationen auf (Schmitz et al. 2012).
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1.7 Fragestellung

Welche funktionelle Rolle spielen wildtyp-SOCS1 und SOCS-Mutationsvarianten in der
Pathogenese des HL und in der Pathogenese von Zellen, welche sich aus Keimzentrums-
B-Zellen ableiten? Hieraus leiten sich insbesondere zwei Fragestellungen ab. Inwieweit
beeinflusst die Uberexpression von SOCS! und SOCSI-Mutationsvarianten das
Wachstum von HL- und BL-Zelllinienzellen? Fiihrt der Verlust von SOCS! in Burkitt-
Zelllinienzellen, die sich aus Keimzentrums-B-Zellen ableiten, zu einer

Proliferationssteigerung?

1.8 Zielsetzung der Arbeit

Ziel der Experimente war es die pathogenetische Rolle von SOCS1 im HL durch die
Uberexpression von wtSOCS! sowie verschiedener SOCSI-Mutationsvarianten in
Zelllinienzellen des Hodgkin Lymphoms zu untersuchen. Hierfiir wurden die HL-
Zelllinienzellen L-1236 und KM-H2 gewéhlt, wobei L-1236 eine biallelische SOCS1-
Mutation aufweist und KM-H2 keine SOCS-Mutationen hat (sieche Tabelle 3).

Ein weiteres Ziel der Arbeit war es zu analysieren, ob der Verlust von SOCS1 in
Burkitt-Zelllinienzellen, die als Modell fiir Keimzentrums-B-Zellen dienen, mit einer
Proliferationssteigerung einhergeht. Die hierfiir genutzten Burkitt-Zelllinienzellen

weisen keine SOCS/-Mutation auf (Schmitz et al. 2012).
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2 Material und Methoden

2.1 Materialliste
2.1.1 Gerite

Gerit Bezeichnung Hersteller
Zentrifugen MULTIFUGE X3 FR | Thermo Fisher Scientific,
Thermo Scientific,
Waltham, USA
Centrifuge 5415 R Eppendorf, Hamburg,
Deutschland
MEGAFUGE 16R Thermo Fisher Scientific,
Thermo Scientific,
Waltham, USA
Schiittler KS 4000 ic control IKA, Staufen, Deutschland
Thermomixer comfort | Eppendorf, Hamburg,
Deutschland
PCR Thermocycler T100 Thermal cycler | Bio-Rad Laboratories,
Feldkirchen, Deutschland
Multiwellenldngen-UV-Tisch | UV-Tisch Bachofer

Laboratoriumsgerite,

Reutlingen, Deutschland

GS

Gelkammer XCell SureLock Thermo Fisher Scientific,
Electrophoresis Cell Invitrogen, Waltham, USA
101001-1060

Gelkammer DNA- CompactM Analytik Jena, Biometra,

Gelektrophorese Jena, Deutschland

Elektrophorese-Netzteil Elektrophorese- CONSORT
Netzteil

Fotoentwickler INTAS Chemostar XL | Intas, Gottingen,
Fluorescence Imager | Deutschland

Clean Bench TecNo Flow, 2F120-11 | Integra Biosciences,

Biebertal, Deutschland
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Mikroskop Primovert Zeiss, Oberkochen,
Deutschland
Inkubator Hera Cell 1501 CO; - Thermo Fisher Scientific,
Inkubator Thermo Scientific,
Waltham, USA
Durchflusszytometer, FACSLyric™ Flow BD Biosciences,
freundlicherweise durch Cytometry System, Heidelberg,
Herrn PhD Vijay Singh zur drei Laser (blau, rot Deutschland
Verfiigung gestellt und violett); 12
Fluoreszenzkanile; 14
Parameter
FACSLyric wird von
der Erfassungs- und
Analysesoftware BD
FACSuite™
unterstutzt
Pipetten Eppendorf Research Eppendorf, Hamburg,
plus Deutschland
Pipettierhilfe Pipetboy INTEGRA, Hudson, USA
Sequenzer Sequenzer 3730XI, Applied Biosystems
DNA-Analyzer
Spektralphotometer NanoDrop One Thermo Scientific,
Waltham, USA
Wasserbad Memmert, Schwabach,
Deutschland
Tabelle 4. Gerite
2.1.2 Verbrauchsmaterial
Material Hersteller

Blottingkammer, Mini Trans-Blot

Bio-Rad Laboratories, Feldkirchen,
Deutschland

FACS-Rohrchen

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Falcon 10-50 ml

Greiner Bio One, Frickenhausen,
Deutschland

Filterpapier 7 cm x 8,4 cm, Immobilon

Merck, Millipore, Darmstadt,
Deutschland
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Gele 4-12 % Bis Tris 1,5 mm x 10 Well

Thermo Fisher Scientific, Invitrogen,
Waltham, USA

Mikroreaktionsgefdl3 0,5-2 ml

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Nitrocellulose Membran, Amersham
Protran 0,45 pm NC

Cytiva, Marlborough, USA

PCR-Tubes

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Pipettenspitzen 1 pl-1000 pl

Biozym Scientific, Hessisch Oldendorf,
Deutschland

96-Well- und 24-Well-Platten

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

6-Well-, 12-Well- und 48-Platten

Greiner Bio One, Frickenhausen,
Deutschland

Zellkulturschalen 100 mm x 20 mm

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Tabelle 5: Verbrauchsmaterial

2.1.3 Chemikalien, Puffer und Reagenzien

Chemikalien und Reagenzien

Hersteller

Acetat

Merck, Sigma-Aldrich, Darmstadt,
Deutschland

Agarose Bio & SELL, Feucht/Niirnberg,
Deutschland

ATP Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Big Dye Buffer Thermo Fisher Scientific, Applied
Biosystems, Waltham, USA

Big Dye 1.1 Thermo Fisher Scientific, Applied
Biosystems, Waltham, USA

CytoflexS Beckmann Coulter, Krefeld, Deutschland

Cytoflex Sheath Fluid Beckmann Coulter, Krefeld, Deutschland

Dubbeco’s PBS

Thermo Fisher Scientific, Gibco,
Waltham, USA

ECL-Reagenz A

Santa Cruz Biotechnology, Texas, USA

ECL-Reagenz B

Santa Cruz Biotechnology, Texas, USA

EDTA

Thermo Fisher Scientific, Invitrogen,
Waltham, USA

FCS — Fetal bovine serum

Thermo Fisher Scientific, Gibco,
Waltham, USA

Gel red, LSYBR Safe DNA Gel Stain

Thermo Fisher Scientific, Invitrogen,
Waltham, USA

Gel loading Dye (6x)

New England Biolabs, Ipswich, USA
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Glycin

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Hefeextrakt

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Laemmli Sample Buffer 2x

Merck, Sigma-Aldrich, Darmstadt,
Deutschland

LentiX-Concentrator

Takara Bio, Clontech

Marker Protein Spectra Multicolor

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Methanol Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Natriumchlorid Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Natriumhydroxid Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

NuPage MES SDS Laufpuffer 20X

Thermo Fisher Scientific, Invitrogen,
Waltham, USA

Nukleasefreies Wasser, Ambion

Thermo Fisher Scientific, Invitrogen,
Waltham, USA

Opti-MEM

Thermo Fisher Scientific, Gibco,
Waltham, USA

Penicillin/Streptomycin/Glutamin (100x)

Thermo Fisher Scientific, Gibco,
Waltham, USA

Pepton Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Quick Ligase Buffer New England Biolabs, Ipswich, USA
Ripa Lysepuffer Serva, Heidelberg, Deutschland

RPMI 1640 (1X)

Thermo Fisher Scientific, Gibco,
Waltham, USA

TransIT-293 Transfection Reagent

Mirus Bio, Madison, USA

Tris Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Trypanblau Thermo Fisher Scientific, Gibco,
Waltham, USA

Trypton Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Trypsin-EDTA (0,05 %) in DPBS

Thermo Fisher Scientific, Gibco,
Waltham, USA

Tween Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
T4 PNK Buffer New England Biolabs, Ipswich, USA
T4 Ligation Buffer New England Biolabs, Ipswich, USA

Tabelle 6: Chemikalien, Puffer und Reagenzien
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2.1.4 Laborkits

Fiir die Arbeit wurden, wenn nicht anders angegeben folgende Kits verwendet.

Kit

Hersteller

NucleoSpin Plasmid EasyPure

Macherey-Nagel, Diiren, Deutschland

QIAprep Spin Miniprep Kit

QIAGEN, Hilden, Deutschland

NucleoBond Xtra Midi

Macherey-Nagel, Diiren, Deutschland

NucleoSpin Gel and PCR Clean-up

Macherey-Nagel, Diiren, Deutschland

DyeEx 2.0 Spin Kit

QIAGEN, Hilden, Deutschland

Quick Ligation Kit

New England Biolabs, Ipswich, USA

Tabelle 7. Laborkits

2.1.5 Enzyme

Es wurden folgende Enzyme des Herstellers New England Biolabs (Frankfurt a.M.) zur

Klonierung verwendet.

Enzym Puffer Temperatur Inkubationszeit

BsmBI 10X NEBuffer 3.1 55°C > 5-15 Minuten

PfIMI 10X NEBuffer 3.1 37°C > 5-15 Minuten

BstEIL 10X NEBuffer Cut 37°C > 5-15 Minuten
Smart

Quick Ligase 2X Quick Ligase 25°C >5 Minuten
Reaction Buffer

KLD Enzyme Mix 2X KLD Reaction 25°C 5 Minuten
Buffer

T4 PNK 10X T4 Ligation 37°C 30 Minuten
Buffer

Quick CIP 10X NEBuffer Cut 37 30 Minuten
smart

Tabelle 8: Enzyme
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2.1.6 Vektoren

Fiir weitere Klonierungsarbeiten wurden die in Tabelle 9 vorgestellten Ausgangsvektoren
genutzt. pLVX-Tre3G-PG + hSOCSI1 entspricht dem Vektor pLVX-Tre3G-PG +
wtSOCSI. In der Arbeit wird wtSOCS1 dquivalent zu ASOCS1 verwendet. pLVX-Tre3G-
PG + mCDS8A variant lacks cytoplasmic domain entspricht pLVX-Tre3G-PG Lyt2 und

dient in den Uberexpressionsexperimente als Kontrolle.

Ausgangsvektor Herkuntft Katalognummer | Klonierung

pLVX-Tre3G-puro | Takara 631168 pLVX-Tre3G-PG +

(entnommen aus hSOCS1

Tet-On® 3G pLVX-Tre3G-PG +

Inducible hSOCS1 C201G

Expression System) pLVX-Tre3G-PG +
hSOCS1 G232A
pLVX-Tre3G-PG +
hSOCS1 C136T
pLVX-Tre3G-PG +
hSOCS1 G243A
pLVX-Tre3G-PG + mCD8A
variant lacks cytoplasmic
domain
Fiir alle Vektoren gilt:
Induzierbarkeit durch
Zugabe von Doxycyclin

pLentiGuide-puro | Addgene 52963 pLentiGuide puroGFP-
sgRNA-antiSOCS1

pLentiCRISPR- Masao Nakagawa,

PuroGFP-AAVS1 | Hokkaido

University, Japan

pCR-XL-TOPO Invitrogen K8050-10

pLentiGuide- James Phelan, NIH,

sgl CAM-PG Bethesda, USA

Tabelle 9: Vektoren
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2.1.7 Zelllinien und Zellkulturmedien

Die verwendeten Zelllinien stammen, sofern nicht anders angegeben, aus dem Leibniz

Institute DSMZ und sind in der folgenden Tabelle aufgefiihrt. Die verwendeten

Zellkulturmedien fiir die Kultivierung der Zellen stammen von der Firma Thermo Fisher

Scientific (Gibco).

Zelllinien und Kulturbedingungen

Zelllinie Typ Ursprung Medium

U-HO1 human Hodgkin-Lymphom, | RPMI 1640 (1X)
Pleuraerguss, cHL, 20 % FKS
noduldre Sklerose

L-1236 human Hodgkin-Lymphom, | RPMI 1640 (1X)
peripheres Blut, cHL, | 20 % FKS
Mischtyp

SUP-HD1 human Hodgkin-Lymphom, | RPMI 1640 (1X)
nach zweitem 20 % FKS
Rezidiv, cHL,
noduldre Sklerose

L-428 human Hodgkin-Lymphom, | RPMI 1640 (1X)
Pleuraerguss, cHL, 20 % FKS
noduldre Sklerose

KM-H2 human Hodgkin-Lymphom, | RPMI 1640 (1X)
Pleuraerguss, cHL, 20 % FKS
Mischtyp

BL-70 human Burkitt-Lymphom, RPMI 1640 (1X)
Tumorgewebe 20 % FKS

BL-41 human Burkitt-Lymphom, RPMI 1640 (1X)
Tumorgewebe 20 % FKS

EB-1 human Burkitt-Lymphom, RPMI 1640 (1X)
maxilldrer 20 % FKS
Lymphknoten

HEK-293T human Embryonale Niere DMEM 10 % FKS

Tabelle 10: Zelllinien und Kulturbedingungen
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2.1.8 Primer

Die, im Folgenden gelisteten, genutzten Primer stammen von dem Hersteller IDT.

Primer Sequenz

Seq Hu6 fwd GAGGGCCTATTTCCCATGATT
Seq PPT-CTS rev | CTTTATCCATCTTTGCAC

Seq PG _fwd GCAACCTCCCCTTCTACGAGC

ISDM kill BsmBI | CGGCCACAAATTTTCCGTCTCTGGGGAAGGTG
in GFP_fwd

11SDM kill BsmBI | CACCTTCCCCAGAGACCGAAAATTTGTGGCCG
in GFP_rev

BamHI SOCS1 fwd | GCCGGATCCGCCACCATGGTAGCACACAACCAGGTGG

Tabelle 11: Primer; griin markiert: mutierte Base fiir Site-directed Mutagenesis; rot markiert: Schnittstelle des
Enzyms

2.1.9 Bakterienstamme

Die chemisch kompetenten Bakterien E. coli OneShot Stbl3 (A10469) wurden von der
Firma Thermo Fisher Scientific (Invitrogen) bezogen. Der chemisch kompetente

Bakterienstamm DHS5-a wurde ebenfalls von Thermo Fisher Scientific bezogen.

2.1.10 Antikorper fiir Western-Blotting

Die genutzten Antikorper fiir das Western-Blotting stammen von der Firma Cell

Signaling Technologies.

Antikorper Funktion

SOCS1 A156 Rabbit Ab 3950S Primérantikdrper zur SOCS1-Detektion

B-Tubulin (9F3) Rabbit mAb Primédrantikdrper zur B-Tubulin-
Detektion

Anti Rabbit I[gG HRP 7074S Sekundirantikorper

Tabelle 12: Antikérper fiir Western-Blotting
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2.1.11 Antikorper fiir Firbung
Fiir die Farbung wurde der Antikorper APC anti mouse CD8a Antikorper (Klon-ID: 53-
6.7 Katalognummer: 100711) der Firma BioLegend genutzt.

2.2 Methoden
2.2.1 DNA-Arbeitstechniken

2.2.1.1 Restriktionsendonukleaseverdau

Der Restriktionsendonukleaseverdau wurde, mit den in 2.1.5. angegebenen Enzymen der

Firma New England Biolabs, nach Herstellerangaben durchgefiihrt.

2.2.1.2 Trennung von DNA mittels Gelelektrophorese

Die Proben wurden nach dem Restriktionsendonukleaseverdau mit 6x gel loading dye
versetzt und in 1 % Agarosegelen nach ihrer Grofle aufgetrennt. Als Laufpuffer diente
der 1 X TAE Puffer. Fiir die Gelelektrophorese wurde 120 V/cm fiir 30-40 Minuten
angelegt. Mit Hilfe von UV-Licht erfolgte der Nachweis der Fragmente.

1X TAE: TRIS
Acetat
EDTA

Agarose-Gel: Agarose

1x TAE
Gel red

2.2.1.3 DNA-Elution aus Agarose-Gelen
Die DNA-Fragmente wurden mit dem NucleoSpin Gel and PCR Clean-up Kit
(Macherey-Nagel) nach Angaben des Herstellers aus den Agarose-Gelen eluiert.

41



2.2.1.4 Ligation von DNA

Die geschnittenen DNA-Fragmente wurden mit dem Quick Ligation Kit (New England
Bio Labs) nach Herstellerangaben ligiert. Die DNA-Konzentrationsbestimmung erfolgte

mittels NanoDropOne (Thermoscientific).

2.2.1.5 Klonierung von sgRNA in pLenti-Guide Plasmid

Die Klonierung der sgRNA-anti-SOCS! in pLenti-Guide-PG wurde mithilfe des Target
Guide Sequence Protocols (Zhang Lab) durchgefiihrt.

Hierfiir wurde im ersten Schritt der Vektor (pLenti-Guide-PG) mit BsmBI verdaut und
bei 55 °C fiir ca. 90 Minuten inkubiert. Zur Dephosphorylierung der 5'-Enden der DNA
wurde anschlieend Quick CIP (New Englad Biolabs) hinzugefiigt und bei 37 °C fiir 30
Minuten inkubiert. Die Inaktivierung erfolgte bei 80 °C fiir 20 Minuten.

Der Ansatz wurde mittels Gelelektrophorese aufgetrennt. Die > 2kb grof3e Bande wurde
mit Hilfe eines Skalpells herausgeschnitten und mittels des NucleoSpin Gel and PCR
Clean-up Kits (Macherey-Nagel) gereinigt.

Fiir das Phosphorylieren und Annealing der Oligonukleotide (sgRNA-anti-SOCS!-
Sequenzen #3 und #4, siehe Ergebnisse) wurde dem T4 PNK Buffer 1 mM ATP
hinzugefiigt und der 10x T4 Ligation Buffer verwendet.

Anschlieend wurden die Ansédtze in den Thermocycler gestellt bei folgender Einstellung:
1. 37 °C 30 Minuten

2. 95 °C 5 Minuten

3. 25 °C mit einer Abkiihlungstemperatur von 5 °C/min

Im néchsten Schritt wurden die Ansétze mit sterilem Wasser 1:200 verdiinnt.

Fiir die Ligation des geschnittenen Vektors (pLenti-Guide-PG) mit jeweils einem
zusammengefiigten Oligo wurde der 2X Quick Ligase Buffer (NEB) und der Quick
Ligase Buffer (NEB M2200S) verwendet.

Die Transformation erfolgte mittels chemisch kompetenten E.coli Stbl 3 und dem

Hitzeschock-Verfahren.
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2.2.1.6 Plasmidisolierung aus E.coli Bakterien (Mini-Priparation)
Die Mini-Priparation erfolgte nach Angaben des Herstellers mithilfe des NucleoSpin

Plasmid EasyPure Kits (Macherey-Nagel) oder des QIAprep Spin Miniprep Kits
(Qiagen).

Fiir die Préparation wurden am vorangegangenen Tag LB-Medium-Kulturen mit
entsprechendem  Selektionsantibiotikum  angelegt. Hierfir =~ wurden einzelne
Bakterienkolonien von den Agar-Platten entnommen und in 5 ml LB-Medium-
Selektionsantibiotikum-Gemisch bei 37 °C und 175 rpm kultiviert.
LB-Medium: 10 g Trypton/Pepton

5 g Hefeextrakt

5 g NaCl

ad 1 L H.0

1 ml 1 N NaOH
pH 7,5 (autoklaviert)

2.2.1.7 Plasmidisolierung aus E.coli Bakterien (Midi-Priaparation)

Die Midi-Préparation erfolgte nach Angaben des Herstellers mithilfe des NucleoBond
Xtra Midi Kits (Macherey-Nagel).

Fir die Préparation wurden am vorangegangenen Tag LB-Medium-Kulturen mit
entsprechendem Selektionsantibiotikum angelegt. Hierfiir wurden Bakterienklone von
den Agar-Platten entnommen und in 200 ml LB-Medium-Selektionsantibiotikum-

Gemisch bei 37 °C und 175 rpm kultiviert.

Die Konzentrationsbestimmung des DNA-Gehaltes erfolgte sowohl bei der Mini- als

auch bei der Midi-Praparation mithilfe des NanoDropOne (Thermoscientific).

2.2.1.8 DNA-Transformation
2.2.1.8.1 Hitzeschock-Verfahren

Kompetente Bakterien wurden jeweils mit 50 ng DNA oder mit bis zu 5 pl der
Ligationsansitze transformiert. Dafiir wurden zunichst 50 pl der kompetenten Zellen auf
Eis aufgetaut. AnschlieBend das Plasmid hinzugegeben und 30 Minuten auf Eis inkubiert.
Der Hitzeschock erfolgte fiir 30 Sekunden bei 42 °C im Thermomixer (Eppendorf).
Daraufhin wurden die Bakterien fiinf Minuten auf Eis inkubiert. Anschliefend wurde

250 ul SOC-Medium hinzugegeben und die Bakterien wurden bei 37 °C und 250 rpm im
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Thermomixer (Eppendorf) inkubiert. Darauthin wurde dieser Ansatz auf vorgewarmten
LB-Agarplatten mit entsprechendem Selektionsmedium ausgestrichen und {iber Nacht im

Inkubator bei 37 °C inkubiert.

2.2.1.9 Sequenzreaktion

Zur Sequenzierung von Plasmid-DNA wurde, nach Herstellerangaben, fiir einen Ansatz
400-600 ng DNA mit 2 ul 5x Big Dye Buffer und 1 ul Big Dye 1.1 mit 2 uM Primer
gemischt. Dies wurde auf 10 pl mit nukleasefreiem Wasser aufgefiillt und in den T100

Thermal Cycler (Bio Rad) gestellt.

Thermal Cycler Einstellung:

96 °C — 60 Sekunden
96 °C — 10 Sekunden
50 °C — 5 Sekunden x25

60 °C — 75 Sekunden

12°C -0
2.2.1.10 Entfernung nicht eingebauter Sequenzterminatoren aus
Sequenzreaktionen

Um die Sequenzreaktion von Nukleotiden, Oligonukleotiden und Puffern zu 16sen, wurde

das DyeEx 2.0 Spin Kit (Qiagen) genutzt und nach Herstellerangaben durchgefiihrt.

2.2.1.11 Sequenzierung

Die Sequenzreaktion wurde auf einem Applied Biosystems™ 3730x] DNA Analyzer 96-
Capillary Gerit im Institut fiir Pathologie ausgewertet.
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2.2.1.12 Site-Directed Mutagenesis

Zum gezielten Basenaustausch wurde das Q5® Site-Directed Mutagenesis Kit Protocol
(NEB) verwendet und nach Herstellerangaben angewandt. Fiir die Amplifikation der
gewiinschten DNA wurde ein Ansatz aus 12,5 ul Q5 Hot Start High-Fidelity 2X Master
Mix, 1,25 pl 10 uM Forward Primer, 1,25 pl 10 uM Reverse Primer, 1 ul 1-25 ng/ul
Template DNA und 9 ml nukleasefreies Wasser angesetzt und anschlieBend im T100

Thermal Cycler (Bio Rad) inkubiert.

Thermal Cycler Einstellung:

98 °C — 30 Sekunden

98 °C — 10 Sekunden

50-72 °C — 10-30 Sekunden x25
72 °C —20-30 Sekunden/kb

72 °C — 120 Sekunden

4-10°C -

Zur Optimierung der Annealing-Temperatur wurde der NEBaseChanger (NEB)

angewandt.

Im Anschluss wurde 1 pl des PCR-Produktes mit 5 pl 2x KLD Reaction Buffer, 1 ul 10X
KLD Enzyme Mix und 3 pl nukleasefreiem Wasser gemischt und 5 Minuten bei

Raumtemperatur inkubiert.

Die Transformation erfolgte nach Herstellerabgaben mittels Hitzeschock-Verfahren.

2.3 Protein Arbeitstechniken

2.3.1 Herstellung von Zelllysaten

3 Mio. Zellen der Zelllinie BL-41 wurden zunéchst bei 1500 x g fiir 5 min pelettiert und
der Uberstand verworfen. Dieser Schritt wurde mit kaltem PBS zwei Mal wiederholt. Das
Pellet wurde in 150 pl kaltem RIPA-Lysis-Puffer, versetzt mit einem Phosphatase-
Inhibitor, lysiert. Die Mischung wurde 20 min auf Eis geschiittelt und anschlieend bei

14000 x g 15 min. bei 4 °C zentrifugiert, um Zelltriimmer und DNA von Proteinen zu
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trennen. Der Uberstand mit den Gesamtzellproteinextrakten wurde in ein neues

Eppendorf-Gefal transferiert und bei -20 °C gelagert.

RIPA-Puffer: Tris buffer pH 7,1 1M solution 25 mM
NaCl 150 mM
Triton X-100 1%
Deoxycyolic acid-Na-salt 1%
SDS solution, 20 % 0,1 %

2.3.2 Gelelektrophorese

Zur elektrophoretischen Auftrennung der Proteine wurden die Lysate zunéchst im
Verhiltnis 1:2 mit 2 x Laemmli Sample Buffer (Sigma) gemischt. Es wurden 15 pl Probe
und 15 pl 2 x Laemmli Buffer verwendet. Darauthin wurde das Gemisch bei 95 °C fiir
5 Minuten gekocht. AnschlieBend wurde es bei 16000 x g 1 Minute zentrifugiert und auf
Eis gestellt. Pro Gelspur wurde jeweils 30 pl des Gemisches eingesetzt. Es wurde die
Gelkammer XCell SureLock Electrophoresis Cell 101001-1060 in 1 x MES SDS Running
Buffer (NuPage) verwendet. Es wurden NuPage 4-12 % Bis Tris Gele (Invitrogen)
genutzt. Das System wurde bei 100 V fiir 1,5 bis 2 Stunden angeschlossen.

Running Buffer: NuPage MES SDS Running Buffer 20x (NP0002)
50 ml MES 20 x Running Buffer
950 ml H20

2.3.3 Western-Blotting

Fiir das Blotting wurde das Tank-Blot-Verfahren genutzt und die Mini Trans-Blot-
Kammer (Bio Rad) verwendet. Nach der Proteinauftrennung wurde die Nitrocellulose-
Membran (Amersham Protran 0,45 pm NC) zunéichst in 1x Transferpuffer equilibriert.
Im Anschluss erfolgte der Transfer bei 100 V fiir 75 Minuten.

10x Transferpuffer: 30 g Tris

145 g Glycin
Add 1000 ml Wasser

1x Transferpuffer: 100 ml 10 x Transferpuffer
700 ml Wasser
200 ml Methanol
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2.3.4 Immundetektion

Nach dem Transfer wurde die Membran fiir 30 Minuten im Blocking-Buffer bei
Raumtemperatur blockiert. AnschlieBend wurde der Primérantikorper in der gewiinschten
Verdiinnung im Blocking-Buffer hinzugefiigt. Die Inkubation erfolgte {iber Nacht auf
dem Kipptisch bei Raumtemperatur. Vor Inkubation mit dem HRP-gekoppeltem
Sekundirantikdrper wurde die Membran in 2,5 % PBS-Tween drei Mal gewaschen. Die
Inkubation des Sekundérantikdrpers erfolgte ebenfalls im Blocking-Buffer bei
Raumtemperatur, unter stdndiger Bewegung fiir 1,5 Stunden. Im Anschluss wurde die
Membran 3-mal in 2,5 % PBS-Tween gewaschen. Fiir die Aufnahme der
Chemolumineszenz wurde eine ECL-Ldsung (Santa Cruz Biotechnology) genutzt und
nach Angaben des Herstellers verwendet. Die Aufnahme des Bildes erfolgte mithilfe des

Intas ECL Chemostar.

Blocking-Buffer: PBS-Tween 2,5 %
5% BSA

2.4 Zellkultur

2.4.1 Kultivierung von Zelllinien

Die verwendeten Zelllinien wurden bei 37 °C und 5 % CO2 im Inkubator kultiviert.

Fiir die Passage der Suspensionszellen wurden diese zunéchst gezihlt (siehe Zellzdhlung)
und anschlieBend abhdngig von der gezdhlten Zellzahl passagiert. Hierfiir wurde das
errechnete Volumen der zu passagierenden Zelllinie bei 500 x g fiir 5 Minuten
zentrifugiert und das Zellpellet im entsprechendem Medium resuspendiert und abhingig

von der zu erreichenden Zelldichte in eine Zellkulturflasche uberfiihrt.

Zum Passagieren der Hek293T-Zellen wurde zundchst das Medium entfernt und die
Zellen ein Mal mit 1 x DPBS gewaschen. Zum Ablosen der Zellen von der
Zellkulturschale (100 mm x 20 mm) wurden 2 ml 0,05 % Trypsin-EDTA in 1 x DPBS
hinzugefiigt. Nach 1-2 Minuten Inkubationszeit wurden die Zellen in DMEM wieder
aufgenommen und abhédngig von der gewiinschten Zelldichte gesplittet und in eine neue

Zellkulturschale tiberfiihrt.
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2.4.2 Zellzahlung

Die Zellzéhlung erfolgte durch die Nutzung der Neubauer-Zahlkammer. Die Zugabe von
Trypanblau im gleichen Verhéltnis zum Suspensionsvolumen ermoglichte eine

Differenzierung vitaler von mortaler Zellen.

2.4.3 Virale Arbeitstechniken
2.4.3.1 Virusproduktion

Zur Virusproduktion wurden Hek-293T-Zellen verwendet. Zunichst wurden die Zellen
auf 10 cm-Schalen ausgesit und am Folgetag transfiziert. Hierfiir wurde ein
Transfektionsgemisch, bestehend aus gewiinschtem Plasmid, psPAX (codierend fiir gag
und pol-Protein), pMD2.G (codierend fiir VSV-G-env-Protein), Optimem und TransIT®-
293 hergestellt und auf die Schale mit ausgesidten Hek-293T-Zellen gegeben. Nach drei
Tagen wurden die Viren geerntet, aliquotiert und bei -80 °C gelagert.

2.4.3.2 Transduktion

Fiir die Transduktion wurden die entsprechenden Zellen, wie beschrieben, gezédhlt und in
der gewiinschten Zelldichte von je nach Zelllinie 200.000 — 500.000 Zellen/ml auf eine
96- oder 24-Well-Platte ausgesit. Dafiir wurden die Zellen pelletiert und in frischem
Medium resuspendiert. AnschlieBend wurden die Viren zu den Zellen gegeben. Abhéngig
vom Experiment erfolgte eine Verdiinnung der Virusmenge. Die Zellen wurden im
Inkubator bis zur Analyse inkubiert. Abhéngig von der Zelldichte wurden die Zellen von
der 96-Well-Platte auf eine 24-Well-Platte tiberfiihrt und auf 1000 pl Gesamtvolumen mit

frischem Medium aufgefiillt.

2.4.3.3 Durchflusszytometrische Analyse/FACS-Analyse
Die durchflusszytometrische Analyse erfolgte mithilfe des Gerdtes FACSLyric™ Flow

Cytometry System. Fiir die Messung wurden die Zellen aus den Wells entnommen und
in ein FACS-Messrohrchen iiberfithrt. Um das Medium zu entfernen, wurden die Zellen
bei 500 x g pelletiert und in 500 pul PBS resuspendiert. Dieser Vorgang wurde drei Mal

wiederholt und beim letzten Vorgang in 250 ul Flow fiir die Messung resuspendiert.
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2.4.3.4 Antikorper Farbung

Zunichst wurde die gewiinschte Menge an Zellen aus der Platte entnommen.
AnschlieBend wurde die Probe bei 500 x g fiir 5 Minuten zentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Das Zellpellet wurde in 100 ul FACS-Waschpuffer mit dem APC-CD8a-
Antikorper in einer 1:1000 Verdiinnung resuspendiert und fiir 30 Minuten bei 4 °C
inkubiert. Im Anschluss wurden zur Probe 1000 ml FACS-Waschpuffer hinzugefiigt. Die
Probe wurde bei 500 x g fiir 5 Minuten zentrifugiert und Uberstand verworfen. Die Zellen
wurden in 300 pl Flow-Losung resuspendiert.

FACS-Waschpuffer: 49 ml DPBS

1 ml FCS
500 0,5 mM EDTA

2.5 Statistische Auswertung

In dieser Arbeit wurde auf eine statistische Auswertung verzichtet. Aufgrund der kleinen
StichprobengroBe der jeweiligen Experimente und der Variabilitit in den
zellkulturbasierten Experimenten, welche sich unter anderem aus der Kultivierung der
Zellen und der Reaktion dieser auf exogene Einfliisse ergibt, ist eine statistische
Validierung der Effekte nur eingeschrinkt moglich. Die durchgefiihrten Untersuchungen
sind also explorativ und dienen der qualitativen Einordnung der Experimente sowie der
Trenddarstellung. In den dargestellten Toxizititsassays wurden die Experimente je
einzeln dargestellt.

Die quantitative Darstellung der Ergebnisse aus den Western-Blot Experimenten erfolgte
zur Ubersichtlichen Darstellung in Form von gemittelten Werten, welche ebenfalls
deskriptiv sind und keine statistische Validierung ermdglichen. Der Standardfehler des
Mittelwertes (SEM) wurde hierbei ausschlieflich bei einer Stichprobengréfle von

mindestens 3 angegeben und bei n=2 wurde darauf verzichtet.
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3 Ergebnisse
3.1 Klonierung

Um die molekularen Mechanismen zu untersuchen, die durch die Inaktivierung des
SOCS1-Gens ausgelost werden, wurde zunédchst der benotigte Vektor mit der zugehdrigen
guideRNA kloniert. Hierfir wurden zwei verschiedene Sequenzen im Genlokus des
SOCS1-Gens verwendet (siehe unten). Diese Sequenzen wurden aus der Brunello library

entnommen (Doench et al. 2016).

BstEIl + BsmBlI Sequenzierung

PAMI

— — () — It
pLentiGuide- pLentiGuide- pLentiGuide puroGFP-
puro puroGFP sgRNA-antiSOCS1

Abbildung 9: Klonierung des Vektors pLentiGuide puroGFP-sgRNA-antiSOCS1, Created in BioRender. S, J. (2025)
https://BioRender.com/ghgdxwq

3.1.1 Klonierung des Reportergens in den sgRNA-Vektor pLentiGuide
Im ersten Schritt wurde GFP aus dem Vektor: pCR-XL-Topo-puroGFP {iber die
Schnittstellen BstEIl und PfIMI in pLentiGuide-puro kloniert, um pLentiGuide-puroGFP

herzustellen.

3.1.2 Erzeugung des pLentiGuide puroGFP-sgRNA-antiSOCS1

Die Klonierung der guideRNAs in pLentiGuide-puroGFP erfolgte iiber die Schnittstelle
BsmBI an den Positionen 406 und 2291 mithilfe des Target Guide Sequence Protocols
(Zhang Lab). Nach BsmBI-Verdau haben die Plasmide den gleichen Uberhang, sodass
die Uberhiinge der SOCSI-sgRNA Oligonukleotide, wie unten dargestellt, hergestellt
werden miissen. Um einen Fehlligation zu verhindern und um das puroGFP zu erhalten,
wurde zuvor die bestehende BsmBI-Schnittstelle im Bereich des puroGFP mit Hilfe des
Q5® Site-Directed Mutagenesis Verfahrens (siche Methoden 2.2.1.12) entfernt. Im
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Anschluss wurden beide Expressionsvektoren zur Kontrolle der Klonierung mit den unten

aufgefiihrten Oligonukleotiden sequenziert (siche Abbildung 11).

Sequenzen fiir sgRNA anti SOCS1

SOCS1 #3
Fwd: 5CACCGCGGCGTGCGAACGGAATGTG 37
3 CGCCGCACGCTTGCCTTACACCAAA Y’

Rev: 5" AAACCACATTCCGTTCGCACGCCGC 37

SOCS1 #4
Fwd: 5" CACCGGGGCCCCCAGTAGAATCCGC 37
3 CCCCGGGGGTCATCTTAGGCGCAAA S’

Rev: S’ AAACGCGGATTCTACTGGGGGCCCC 37

Legende: SOCS!I sgRNA Oligonukleotide fiir pLentiGuide-puroGFP, entnommen aus Brunello
Library (Doench et al. 2016), Fwd: forward; Rev: reverse; schwarz: Uberhang designed nach
dem Target Guide Sequence Cloning Protocol (Zhang Lab); rot: Sequenz der sgRNAanti SOCS1
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Abbildung 10: Vektorkarte pLentiGuide puroGFP-sgRNA-antiSOCS1 #3
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sgRNA-
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Abbildung 11: Chromatogramme der SOCSI-Sequenz aus den Expressionsvektoren pLentiGuide
puroGFP-sgRNA-antiSOCS1#3 und pLentiGuide puroGFP-sgRNA-antiSOCS1#4 nach Klonierung.
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3.1.3 Vektor pLVX-Tre3GpuroGFP-wtSOCS1

Fiir den benoétigten Expressionsvektor pLVX-Tre3GpuroGFP-wtSOCS1 wurde im ersten
Schritt {iber die Schnittstellen BstEIl und PfIMI puroGFP in den Vektor pLVX-Tre3G
eingebracht. Das puroGFP wurde dafiir {iber die genannten Schnittstellen dem Vektor
pCR-XL-Topo-puroGFP entnommen. Nach Ligation wurde der Vektor pLVX-
Tre3GpuroGFP mit Hilfe des Herstellers Takara um wtSOCS! erweitert.

5000
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Abbildung 12: Vektorkarte von pLVX-Tre3G-puroGFP-wtSOCS1
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3.1.3.1 Einbringung von Punktmutationen in pLVX-Tre3G puroGFP-
wtSOCS1

Fiir die Auswahl von SOCS/-Mutationen zur Expression in Lymphomzelllinien wurde

der SIFT-Algorithmus angewandt, der im Folgenden beschrieben wird.

3.2 SIFT- Sorting Intolerant From Tolerant

SIFT (Sorting Intolerant From Tolerant) ist ein Algorithmus, mit dessen Hilfe
vorhergesagt werden kann, ob eine Aminosduresubstitution die Proteinfunktion
beeinflussen kann. Es ermdéglicht, bezogen auf die Funktion des Proteins, die
Unterscheidung zwischen einem tolerierten Aminoséureaustausch und einem Austausch,
der die Funktion des Proteins beeintrichtigt (Ng und Henikoff 2001). Funktionell
wichtige Aminosduren zeichnen sich dadurch aus, dass sie im Laufe der Evolution
tiberwiegend konserviert vorliegen. Dementsprechend wiirde eine Substitution in einer
evolutiv stark konservierten Aminosdure in der Regel eine Verdnderung oder einen
Verlust der Proteinfunktion zur Folge haben. Substitutionen weniger stark konservierter
Aminosduren fithren in der Regel zu geringer oder keiner Verdnderung der
Proteinfunktion (Kumar et al. 2009). Entsprechend der evolutiven Konservierung
berechnet der SIFT-Algorithmus die Wahrscheinlichkeit, ob eine bestimmte Substitution
einer Aminosaure an einer gegebenen Position zu einer Funktionsveranderung fiihrt. Der
Algorithmus klassifiziert diese Verdnderungen in tolerierte oder schédliche
Aminoséduresubstitutionen. In die Klassifikation von Verdnderungen als toleriert oder
schidlich flieBen zudem weitere Faktoren ein. Beispielsweise spielt es eine Rolle, ob die
Verdnderung in einem konservierten Bereich eines Proteins auftritt und ob der
Aminosédureaustausch mit einer chemisch dhnlichen Aminoséure erfolgt, etwa in Bezug
auf deren Ladung (Ng und Henikoff 2003, 2002). Die Berechnung der
Wabhrscheinlichkeit erfolgt dann in mehreren Schritten. Dabei wird die
Wabhrscheinlichkeit fiir jede mogliche Substitution aus 20 moglichen Aminosduren fiir
jede Position der Aminosdurekette des angegebenen Proteins berechnet (Ng und Henikoff
2003; Ngund Henikoff 2001). Die Betrachtung eines Alignments, welches beispielsweise
aus nahezu identischen Sequenzen bestiinde, wiirde bewirken, dass funktionell neutrale
Aminosduresubstitutionen falschlicherweise als schéddlich vorhergesagt wiirden. Um

dieses Problem zu 16sen und so die Wahrscheinlichkeit praziser zu berechnen, ermittelt
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SIFT einen Wert, den ,,conservation value®. Dieser wird fiir jede Position im Alignment
ermittelt und kann von 0 bis 4,32 reichen. Der Wert 4,32 (log220) ergibt sich aus einer
komplett konservierten Position (Ng und Henikoff 2003; Ng und Henikoff 2001).
Insgesamt ergibt sich ein optimaler ,,median conservation value* von 3, der bei der
Wahrscheinlichkeitsberechnung die bestmogliche Diversitit der Sequenzen im
betrachteten Alignment widerspiegelt. Berechnete Vorhersagen, die auf Werten hoher als
3,25 basieren, weisen eine erhohte falsch-positive Rate auf, da die Sequenzen im
betrachteten Alignment zu &hnlich sind. Zur Erh6hung der Sensitivitit der Vorhersage,
dass eine Aminoséduresubstitution als schidlich vorhergesagt wird, nutzt SIFT einen
quantitativen Wert, welcher bei 0,05 liegt. Bei einem Wert kleiner als 0,05 wird die

Substitution als nicht-tolerabel vorhergesagt (Ng und Henikoff 2003).

Neben SIFT sind noch weitere Algorithmen verfligbar, welche genutzt werden kdnnen,
wie beispielsweise PolyPhen-2 oder PROVEAN, die auch den Effekt einer
Aminoséduresubstitution vorhersagen konnen (Adzhubei et al. 2010; Choi et al. 2015) . In
dieser Arbeit wurde der SIFT Algorithmus fiir SOCS/ angewandt, um den Effekt der
unterschiedlichen SOCSI-Varianten auf die Proliferation der verwendeten Zelllinien zu
untersuchen. Fiir die Berechnung wurde ein ,,Median conservation of sequence* von 3,00
gewihlt und Sequenzen wurden aus der Berechnung ausgeschlossen, die mehr als 90 %
Ubereinstimmung mit der SOCS1-Proteinsequenz hatten. ,,UniProt_SwissProt 2010_09*

wurde als Datenbank genutzt.

Substitutionen in SOCS1

Gensequenz Proteinsequenz SIFT-Vorhersage
C136T P46S Tolerated

C201G 167M Deleterious
G232A G78R Deleterious
G243A W281Stop Stop-Codon

Tabelle 13: SIFT-Vorhersage fiir die SOCSI-Varianten
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3.3 Uberexpression von SOCS1 und mutierter SOCS1-Varianten in
Hodgkin- und Non-Hodgkin-Zelllinien

3.3.1 Versuchsaufbau
SOCS1-Uberexpression

Klonierung des Transduktion der Analyse mithilfe

Expressionsvektors Zellen Durchflusszytometrie

Fiir die Uberexpression von wtSOCS! und der mutierten Varianten von SOCS! in den
verwendeten Zelllinien wurden virale, Tetracyclin-induzierbare Expressionsvektoren mit
der Co-Expression von GFP genutzt, die in den untersuchten Zelllinien {iber sehr geringe
basale, also nicht induzierte, Genexpression verfligen. Dies ist wichtig fiir die
Experimente, da der Effekt der Expression, wie beispielsweise die Toxizitét, in den Zellen
synchron und zu einem definierten Zeitpunkt gemessen werden soll. Um dies zu
erreichen, wurde die Genexpression von SOCS! durch die Gabe von Doxycyclin
induziert. AnschlieBend wurde iiber einen Zeitraum von zwei Wochen in Abstidnden von
zwei Tagen das Verhéltnis der SOCS-exprimierenden Zellen zu den nicht-transduzierten
Zellen mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Das Vorhandensein des SOCSI-
Expressionsvektors in den untersuchten Zellen wurde dabei durch das Reportergen GFP
nachgewiesen. Mit Hilfe dieser Messungen konnten Riickschliisse auf die Auswirkung
der SOCSI-Expression auf Proliferation und das Uberleben der untersuchten Zellen
gezogen werden. Verringert sich in dieser Untersuchung die relative Anzahl der Zellen,
die durch die GFP-Expression des SOCSI-Vektors markiert sind, ldsst dies darauf
schlieen, dass die SOCSI-Expression eine toxische Wirkung auf die Zellen hat. Die
Gensequenzen fiir die mutierten SOCS/-Varianten wurden mithilfe des SIFT-

Algorithmus, welcher zuvor beschrieben wurde, ermittelt.
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3.3.2 Tetracyclin-induzierbares Expressionssystem

Das Tetracyclin-induzierbare Expressionssystem basiert auf dem bakteriellen Tet-
Operon. Es ermoglicht die Transkription eines gewiinschten Zielgens in Eukaryoten in
Abhéngigkeit von der Zugabe von Doxycyclin (Gossen und Bujard 1992; Gossen et al.
1995). Doxycyclin bewirkt eine Konformationsdnderung des reversen Transaktivators,
sodass dieser an die DNA-Bindungsstelle binden kann und somit die Expression aktiviert
wird (siche Abbildung 13) (Zhou et al. 2006). Einige Transaktivator-Varianten konnen
zu einem gewissen Teil, ohne die Zugabe von Doxycyclin, die Expression des Zielgens
bewirken. Dabei handelt es sich um eine ,,/eaky* Genexpression (Roney et al. 2016). Das
in der Arbeit genutzte Tetracyklin-induzierbare Expressionssystem (Tet-On®3G, Takara
Bio) weist eine sehr geringe basale Genexpression auf, um die Auswirkung der nicht
induzierten Expression so gering wie moglich zu halten. Dies wird durch den
induzierbaren Promotor Prresc ermdglicht, welcher fiir eine sehr niedrige basale
Expression sorgt aber fiir eine hohe Expression nach Induktion durch Doxycyclin (Loew
et al. 2010). So konnte eine asynchrone und zeitlich nicht-definierte Expression des
SOCSI-Gens bzw. der SOCSI-Varianten verhindert werden. Dies ermdglichte eine
prazisere Messung des Effektes auf die Proliferation der transduzierten Zellen. Zusétzlich
wurde die nicht induzierte Cas9-Expression im SOCS/-Knockout-Experiment minimiert,

da Cas9 in den Zellen ebenfalls ionisierbar vorlag.
DDox

TRE3G

MG

GOl
|"
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Abbildung 13: Schematische Zeichnung des Tet-On 3G System. Der Transaktivator (Tet-On-
3G Protein) ist nur bei Anwesenheit von Doxycyclin aktiviert und kann an den Promotor Pryes¢
binden. Daraufhin erfolgt die Expression des gewiinschten Gens.

Legende: 3G: Tet-On-3G-Protein; Dox.: Doxycyclin; GOI: Gene of interest, TRE3G:
Promotor Pryesc

Created in BioRender. S, J. (2025) https://BioRender.com/s8vtOcn

58



Um die Induzierbarkeit des pLVX-Vektorsystems zu iiberpriifen, wurden HL- und BL-
Zelllinien mit einem Tet-induzierbaren Luciferase-Expressionskonstrukt (pLVX-Luc)
transduziert. Nach der Selektion des Konstrukts mittels Puromycin wurde die Luciferase-
Expression durch verschiedene Doxycyclin-Konzentrationen im Bereich von 15 bis 500
ng/mL induziert. Die Lumineszenzmessung erfolgte nach zwei Tagen (siehe
Abbildung 14). In den SOCSI-Expressionsexperimenten wurden in der Folge solche
Doxycyclin-Konzentrationen gewéhlt, die im unteren Sittigungsbereich des
Lumineszenz-Signals lagen. Hierdurch konnten toxische Effekte auf Zellen durch hohe

Doxycyclin-Konzentrationen minimiert werden.
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Abbildung 14: Induzierte und titrierte Expression des Luciferase-Konstruktes in HL- und BL-
Zelllinienzellen

Dargestellt ist ein reprdsentatives Ergebnis aus zwei unabhdngig durchgefiihrten Experimenten.
Aufgrund stark variierender absoluter Biolumineszenz-Werte zwischen den Durchldufen wurde auf
eine statistische Zusammenfiihrung (und somit Bildung des Mittelwertes und der
Standardabweichung) verzichtet. Beide Experimente zeigten jedoch hinsichtlich der Doxycyclin-
Konzentrationen einen identischen Trend.
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3.3.3 Durchflusszytometrische Analyse und Auswertung der

ﬁberexpression in den Zelllinien: BL-41, BL-70, L-1236, KMH2

Nach Transduktion der angegebenen Zelllinien wurde die erste Messung nach 48
beziehungsweise 72 Stunden durchgefiihrt. Dieser Zeitpunkt wurde als Zeitpunkt Null
markiert und die Genexpression durch Doxycyclingabe aktiviert. Das Verhiltnis von
GFP-positiven zu GFP-negativen Zellen wurde iiber einen Zeitraum von 2 Wochen
durchflusszytometrisch gemessen. Die Genexpression der induzierbaren Genabschnitte
des verwandten Konstrukts (pLVX-Tre3G) wurde mittels Zellen, in die das pLVX-
Tre3G-PG mCD8A variant lacks cytoplasmic domain (im Folgenden abgekiirzt durch
pLVX-Tre3G-PG-Lyt2) Konstrukt iibertragen wurde, iiberpriift. Hierzu wurden
Doxycyclin-induzierte Zellen mit dem Antikorper APC anti-mouse-CD8a APC gefirbt,
durchflusszytometrisch gemessen und mithilfe des Programms FlowJo ausgewertet. Dies
diente auch gleichzeitig der Kontrolle, dass die GFP positiven Zellen auch das klonierte
Gen exprimieren. Die Kontrollen, die das mCD8a-Gen exprimierten, dienten ferner als
Kontrollen fiir mdgliche unspezifische Effekte der lentiviralen Transduktion auf die
Proliferation der untersuchten Zellen. Nach durchflusszytometrischer Messung und
Auswertung mittels FlowJo, wurde daher der Anteil transduzierter GFP-positiver Zellen
zu nicht-transduzierter GFP-negativer Zellen betrachtet. Es erfolgte jeweils eine
Normalisierung auf Tag Null. Daraus lieB sich der Effekt der Uberexpression der
untersuchten SOCS/-Varianten bzw. des Kontrollgens auf die Proliferation und das

Uberleben der Zellen untersuchen.

SOCS1-Uberexpression in BL-41

Es gibt keine Hinweise in der Literatur, die darauf hindeuten, dass der JAK/STAT-
Signalweg eine Rolle bei der Pathogenese des Burkitt-Lymphoms spielt. So sind keine
Mutationen von Bestandteilen dieses Signalweges, wie zum Beispiel SOCSI,
nachgewiesen. Bei der Uberexpression aller dargestellten Expressionsvektoren lieBen
sich keine negativen Effekte auf die Proliferation und das Uberleben der Zellen
beobachten. Das Verhiltnis transduzierter zu nicht-transduzierter Zellen betrug zu allen
Messzeitpunkten 100 % mit einer minimalen Schwankung von 2 % (Siehe Abbildung

15).
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Abbildung 15: Uberexpression von wtSOCS1 und SOCS1-Mutationsvarianten in BL-41

Dargestellt jeweils pLVX-Tre3G-PG + Mutationsvariante. Abkiirzungen. deleterious (del); tolerated (tol); stop codon (stop),
hSOCSI entspricht wtSOCS1; mCD8A variant lacks cytoplasmic domain stellt den Kontrollvektor dar. X-Achse: stellt den
zeitlichen Verlauf dar. Y-Achse: zeigt den Anteil der GFP-positiven Zellen. Messzeitpunkt Tag “Null” stellt die Messung vor
Doxycyclingabe dar. Es wurde zur besseren Vergleichbarkeit zwischen den einzelnen Uberexpressionskonstrukten auf Tag
“Null” normiert. Die Experimente sind jeweils einzeln dargestellt, da auf eine statistische Auswertung verzichtet wurde (siehe
Kapitel 2.5). Das Experiment wurde drei mal durchgefiihrt.

Nach Uberexpression von SOCSI und der SOCSI-Mutationsvarianten in BL-41 ist kein Effekt auf die Proliferation zu
beobachten.
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SOCS1-Uberexpression in BL-70

Bei der Uberexpression der genannten Expressionsvektoren zeigte sich eine
reproduzierbare Schwankung bis zu 25 % im Verlauf der Messung. Es zeigte sich im
Zeitverlauf kein wesentlicher Effekt auf die Toxizitét. Bei Betrachtung der Kontrolle ist
ein leichter aber am ehesten unspezifischer Effekt auf die Toxizitdt zu beobachten (siehe

Abbildung 16).
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Abbildung 16: Uberexpression von wtSOCS1 und SOCSI-Mutationsvarianten in BL-70

Dargestellt jeweils pLVX-Tre3G-PG + Mutationsvariante. Abkiirzungen: deleterious (del); tolerated (tol); stop codon
(stop); hSOCSI entspricht wtSOCSI1; mCDS8A variant lacks cytoplasmic domain stellt den Kontrollvektor dar. X-Achse:
stellt den zeitlichen Verlauf dar. Y-Achse: zeigt den Anteil der GFP-positiven Zellen. Messzeitpunkt Tag “Null” stellt die
Messung vor Doxycyclingabe dar. Es wurde zur besseren Vergleichbarkeit zwischen den einzelnen
Uberexpressionskonstrukten auf Tag “Null” normiert. Die Experimente sind jeweils einzeln dargestellt, da auf eine
statistische Auswertung verzichtet wurde (siehe Kapitel 2.5). Das Experiment wurde drei mal durchgefiihrt.

Nach Uberexpression von SOCSI und der SOSCI-Mutationsvarianten in BL-70 ist kein wesentlicher Effekt auf die
Proliferation zu beobachten.

62



SOCS1-Uberexpression in L-1236

L-1236 besitzt eine biallelische SOCSI-Mutation, welche die SH2-Doméne betrifft. Die
Uberexpression des SOCSI-Wildtyps fiihrte im Zeitverlauf zu einer relativen Abnahme
der transduzierten Zellen, was auf eine verlangsamte Proliferation und einen negativen
Effekt auf ihre Uberlebensrate hindeutet. Eine vergleichbare Wirkung konnte fiir die
tolerated Variante, pPLVX-Tre3G-PG + hSOCS1 C136T, beobachtet werden. Fiir die
Uberexpression der deleterious SOCSI-Punktmutations-Varianten, pLVX-Tre3G-PG +
hSOCS1 C201G (del) und G232A (del), zeigte sich ebenfalls ein toxischer Effekt auf das
Uberleben der Zellen. Dabei zeigte sich bei Uberexpression von pLVX-Tre3G-PG +
hSOCS1 C201G (del) ein stirkerer toxischer Effekt auf das Zelliiberleben als bei der
Uberexpression von pLVX-Tre3G-PG + hSOCS1 G232A (del). Bei der Uberexpression
von pLVX-Tre3G-PG + hSOCS1 G243A zeigte sich kein toxischer Effekt auf das
Zelliiberleben. Dies konnte auch fiir die Kontrolle pLVX-Tre3G-PG + Lyt2, beobachtet
werden (siche Abbildung 17).
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Abbildung 17: Uberexpression von wtSOCS1 und SOCS1-Mutationsvarianten in L-1236

Dargestellt jeweils pLVX-Tre3G-PG + Mutationsvariante. Abkiirzungen: deleterious (del); tolerated (tol); stop codon (stop),
hSOCS1 entspricht wtSOCS1; mCD8A variant lacks cytoplasmic domain stellt den Kontrollvektor dar. X-Achse: stellt den
zeitlichen Verlauf dar. Y-Achse: zeigt den Anteil der GFP-positiven Zellen. Messzeitpunkt Tag “Null” stellt die Messung vor
Doxycyclingabe dar. Es wurde zur besseren Vergleichbarkeit zwischen den einzelnen Uberexpressionskonstrukten auf Tag
“Null” normiert. Die Experimente sind jeweils einzeln dargestellt, da auf eine statistische Auswertung verzichtet wurde (siehe
Kapitel 2.5). Das Experiment wurde drei mal durchgefiihrt.

Nach Uberexpression von SOCSI und der SOCSI1-Mutationsvarianten in L-1236 sind unterschiedliche Auswirkungen auf die
Proliferation zu beobachten. Der Kontrollvektor und die Stop codon-Variante zeigt keine Auswirkung die Proliferation. Fiir die
Variante G232A (del) zeigt sich ein schwiicherer toxischer Effekt auf die Proliferation im Vergleich zu den anderen Varianten.
Fiir die wtSOCS1-Variante und die Variante C136T (tol) kann der grifite Einfluss auf die Toxizidt beobachtet werden. Fiir die
Variante C201G zeigt sich in einem Experiment ein milderer Effekt auf die Toxizitdt verglichen mit der wtSOCSI-Variante.
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SOCS1-Uberexpression in KMH2

KMH2 weist keine SOCSI-Mutationen auf, sondern ausschlieBlich Wildtyp-Kopien des
SOCS1- Gens. Bei der Uberexpression der dargestellten Expressionsvektoren zeigte sich
kein toxischer Effekt auf das Zelliberleben und keine Verminderung der
Zellproliferation. Es konnte eine leichte Steigerung von maximal 20 % des Anteils
transduzierter zu nicht-transduzierter Zellen beobachtet werden, die jedoch auch bei der
Kontrolle pLVX-Tre3G-PG-Lyt2 beobachtet werden konnte (siche Abbildung 18). Das
Experiment wurde zwei Mal, wie in Abbildung 18 dargestellt, durchgefiihrt.
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Abbildung 18: Uberexpression von wtSOCS1 und SOCS1-Mutationsvarianten in KMH?2

Dargestellt jeweils pLVX-Tre3G-PG + Mutationsvariante. Abkiirzungen: deleterious (del); tolerated (tol); stop codon
(stop); hSOCSI entspricht wtSOCSI; mCD8A variant lacks cytoplasmic domain stellt den Kontrollvektor dar. X-Achse:
stellt den zeitlichen Verlauf dar. Y-Achse: zeigt den Anteil der GFP-positiven Zellen. Messzeitpunkt Tag “Null” stellt die
Messung vor Doxycyclingabe dar. Es wurde zur besseren Vergleichbarkeit zwischen den einzelnen
Uberexpressionskonstrukten auf Tag “Null” normiert. Die Experimente sind jeweils einzeln dargestellt, da auf eine
statistische Auswertung verzichtet wurde (siehe Kapitel 2.5). Das Experiment wurde zwei mal durchgefiihrt. Nach
Uberexpression von SOCSI und der SOCSI-Mutationsvarianten in KM-H? ist kein wesentilcher Effekt auf die Proliferation
zu beobachten
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3.4 Nachweis der SOCS1 Uberexpression in BL-41 mittels Western-
Blotting

Um die SOCSI-Uberexpression auf Proteinebene nachzuweisen, wurde ein Western-Blot
angefertigt. Daflir wurde die Zelllinie BL-41 mit den Expressionsvektoren: pLVX-
Tre3G-PG + hSOCSI1, pLVX-Tre3G-PG + hSOCS1 C201G, pLVX-Tre3G-PG +
hSOCS1 C136T, pLVX-Tre3G-PG + hSOCS1 G232A, , pLVX-Tre3G-PG + hSOCS1
G243A und transduziert. Nach ungefdhr 36 Stunden wurden die Zellen mit Purmoycin
selektioniert. Nach etwa 48 Stunden wurde die Genexpression durch Doxycyclin-Gabe
induziert. Im ersten Versuch wurden die Doxycyclin-Konzentration variiert (siche 3.4.1).

Nach weiteren 48 Stunden wurden die Lysate der Zellen erstellt.

3.4.1 SOCSI1 Uberexpression in Abhiingigkeit unterschiedlicher

Doxycyclin-Konzentrationen

mCDB8A variant lacks
wtSOCS1 cytoplasmic domain
Doxycyclin in
0 5 25 100 0 5 25 100 ng/ml

<« SOCSI1 (23kDa)
<« unspezifische Bande

<« B -Tubulin

Abbildung 19: Western-Blot nach SOCS1-Uberexpression in BL-41 mittels pLVX-Tre-3G-PG + hSOCS1

Die ersten vier Banden von links zeigen den SOCSI-Proteinnachweis mittels Western-Blot nach SOCSI1-Uberexpression in BL-
41 (hSOCSI entspricht wtSOCS1) in Abhdingigkeit der unterschiedlichen Doxycyclinkonzentrationen (zwischen 0 und 100ng/ml).
Bande fiinf bis acht dient der Kontrolle nach Uberexpression des Vektors pLVX-Tre3G-PG mCD8a variant lacks cytoplasmic
domain in BL-41 zum Nachweis auf Proteinebene in Abhdngigkeit der unterschiedlichen Doxycyclinkonzentrationen (zwischen
0 und 100ng/ml). Héchste Intensitit fiir SOCSI nach SOCSI-Uberexpression zeigte sich bei 100ng/ml, sodass diese
Konzentration fiir die folgenden Experimente gewdhlt wurde.

Es erfolgte eine Testung der SOCS1-Proteine nach SOCSI-Uberexpression in BL-41 bei
unterschiedlichen Doxycyclin-Konzentrationen mithilfe eines Western-Blots (siehe

Abbildung 19). Mit steigender Doxycyclin-Konzentration konnte eine Zunahme der
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Intensitit der SOCS1-Bande beobachtet werden. Auf Basis dieses Western-Blots wurde

fiir die folgenden Western-Blots eine Doxycyclin-Konzentration von 100 ng/ml gewéhlt.

3.4.2 Uberexpression des SOCS1-Wildtyps und mutierter SOCS1-

Varianten

wtSOCS1 C201G G232A G243A LYT2 G243A G232A C201G wtSOCSI1

<« SOCS1 (23kDa)
<« unspezifische Bande

<« f -Tubulin

Abbildung 20: Western-Blot nach SOCS1 -Uberexpression in BL-41
Dargestellt ist jeweils die Uberexpression iiber pLVX-Tre-3G-PG + hSOCS1 oder SOCS1-Mutationsvariante:
C201G (del) und G2324 (del); G243A (stop codon); hSOCSI entspricht wtSOCS1; mCD8A variant lacks cytoplasmic domain

(LYT2) diente als Kontrolle. Es wurde eine Doxycyclin-Konzentration von 100ng/ml verwendet. C201G, G2324, G2434,
wtSOCS1 wurden als Replikat aufgetragen.

wtSOCS1 Cl136T C201G G232A G243A LYT2

25 —

<« SOCS1 (23kDa)

| € unspezifische Bande

< B -Tubulin

Abbildung 21: Western-Blot nach SOCS1-Uberexpression in BL-41

Dargestellt ist jeweils die Uberexpression iiber pLVX-Tre-3G-PG + hSOCSI oder SOCS1-Mutationsvariante.

C201G (del) und G2324 (del); CI136T (tol); G243A (stop codon); hSOCSI entspricht wtSOCSI; mCDS8A variant lacks cytoplasmic
domain (LYT2) diente als Kontrolle. Es wurde eine Doxycyclin-Konzentration von 100 ng/ml verwendet.

Abbildung 20 und 21 =zeigen exemplarisch durchgefiihrte Western-Blots nach
Uberexpression von SOCSI und der SOCSI-Mutationsvarianten in BL-41. Abbildung 22
zeigt mittels Diagramm die quantitative Auswertung der durchgefiihrten Western-Blots.

Hierfiir wurde das Bildbearbeitungsprogramm Fiji genutzt. Auf der X-Achse zeigt sich

67



die jeweilig aufgetragene Probe. Die Y-Achse zeigt den quantitativen Mittelwert an,
welcher mithilfe des Programmes ermittelt wurde. Der Wert zeigt das Verhéltnis der
Intensitdt der SOCS1-Bande zur B-Tubulin-Kontrollbande. Die héchste Intensitdt konnte
fiir die tolerated Variante C136T ermittelt werden. Die niedrigste Intensitét weisen die
Stop-Codon-Variante G243 A und die Kontrollprobe (Lyt2) auf. Dies weist auch darauf
hin, dass die Variante G243A, wie die Variante Lyt2 ebenfalls als Kontrolle verwendet
werden kann, wie bereits in den oben genannten Uberexpressionsexperimenten erwihnt.
wtSOCS1 weist, verglichen mit den beiden deleterious-Varianten, die niedrigste

Intensitét auf. C201G zeigt hier die hochste Intensitét.

Zusammenfassend dient der Western-Blot dem Nachweis auf Proteinebene der wtSOCS1-
Uberexpression und der Uberexpression der mutierten SOCSI-Varianten. Ebenfalls
lassen sich Unterschiede in der Proteinstabilitit der einzelnen Varianten erkennen.
Interessanterweise zeigt sich fiir C201G (del) eine hohere Proteinstabilitit, als fiir die
Wildtyp-SOCS1-Variante (siche Abbildungen 20 und 21). Erwartet wurde eine hohere
Stabilitat fiir wtSOCS1, da es sich bei C201G um eine deleterious-Mutation handelt. Wird
dies mit dem Uberexpressionsexperiment in L-1236 verglichen, zeigt sich fiir wtSOCS1
aber eine hohere Toxizitét, als fiir C201G (del) (siehe Abbildung 17). C136T (tol) weist
eine hohere Proteinstabilitdit als wtSOCS1 auf (sieche Abbildung 21). Im
Uberexpressionsexperiment in L-1236 kann fiir C136T (tol) eine dhnliche Toxizitit wie
fiir wtSOCS1 beobachtet werden (sieche Abbildung 17). Dies ist hinweisend dafiir, dass
eine hohere Proteinstabilitit nicht unbedingt eine hohere Toxizitit begiinstigt und somit

eine hohere Stabilitit nicht in jedem Fall mit einer hheren Funktionalitét korreliert.
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1.5

Abbildung 22: Relative Proteinexpression nach Uberexpression
in BL-41

X-Achse: Dargestellt ist jeweils pLVX-Tre-3G-PG + angegebene
0.5+ Mutationsvariante; Y-Achse: Quantitativer Wert ermittelt mithilfe
Bildbearbeitungsprogramm  Fiji;  dargestellt ist je der

arithmetische Mittelwert; Fehlerbalken mittels SEM

(Standardfehler des Mittelwerts) ermittelt; aufgrund der gerignen
Stichprobengrifie (n=2) bei der Variante hSOCSI C136T wurde

relative Proteinexpression

' hier auf die Ermittlung des SEM verzichtet.
NS D DS e
& F & @
& ‘19&0 q:gl? pv\‘ O,:b" .\c,°° hSOCS1 entspricht wtSOCS (n=4); hSOCS1 C201G (n=4);
%\o %\(’ ,\C;" & (}rﬁe hSOCS1 G2324 (n=4); hSOCS1 G2434 (n=3); hSOCS CI136T
@oc’ ‘@0(’ 600% ‘0@0 @(;i@ (n=2); mCd8a variant lacks cytoplasmic domain (n=3).
B3
(\\\%"
4’3’{@
F
&

3.5 SOCS1-Knockout in den Zelllinien BL-41 und EB-1

Das CRISPR-Cas9-System ist Teil des bakteriellen Immunsystems, das sich in den letzten
Jahren zu einem bedeutenden Werkzeug in der Biotechnologie und Forschung entwickelt
hat. In Bakterien dient das CRISPR-Cas-System als Abwehrmechanismus gegen Viren
(z.B. Bakteriophagen). Es speichert DNA-Sequenzen vergangener Virusinfektionen
(CRISPR-Sequenzen) und nutzt diese, um Viren bei erneuter Infektion zu erkennen und

zu zerstoren (Burmistrz und Pyr¢ 2015).

Fiir die Knockout-Experimente wurde auch das CRISPR-Cas9-System genutzt. Dafiir
wurden die Zelllinien in Vorarbeiten des Labors mit induzierbaren Cas9-Genen
ausgestattet. Cas9 ist eine Endonuklease und in der Lage, sowohl den komplementéiren
als auch den nicht-komplementdren DNA-Strang zu schneiden. Die sgRNA erkennt die
Sequenz durch komplementire Bindung an die Stelle der DNA und ermdglicht die
Bindung von Cas9, sodass die Endonuklease an der gewiinschten Stelle die DNA
schneiden kann (Jinek et al. 2012; Nishimasu et al. 2014; Le Cong et al. 2013; Burmistrz
und Pyr¢ 2015). Der entstandene Doppelstrangbruch wird in den meisten Fillen durch
nicht-homologe Endverkniipfung repariert. Daraus entsteht in den meisten Féllen
Deletion und Funktionsverlust des betroffenen Gens (Jinek et al. 2013; Burmistrz und

Pyré 2015).

69



In bereits durchgefiihrten Arbeiten zeigten Keimzentrums-B-Zellen eine gesteigerte
Proliferation nach einem SOCSI-Knockout. Wéihrend dieser Experimente wurden
primire in-vitro kultivierte Keimzentrums-B-Zellen auf mogliche Tumorsuppressor-
Gene untersucht. Nach Ubertragung des Cas9-Gens und Transduktion einer sgRNA
library, erfolgte die Ermittlung moglicher Tumorsuppressorgene. Hierbei zeigte sich das
GNA13 als stirkstes potenzielles Tumorsuppressorgen in diesem Modell. Fiir SOCS/
zeigte sich ebenfalls eine signifikante Anreicherung von Zellen, in denen das SOCS/-Gen
inaktiviert wurde (Caeser et al. 2019). Da Burkitt-Lymphom-Zellen phénotypisch GCB-
Zellen sehr stark dhneln, wurde in der vorliegenden Arbeit auch ein SOCS-Knockout in

den Burkitt-Zelllinien BL-41und EB-1 durchgefiihrt.
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SOCS1-Knockout in BL-41
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Abbildung 23: SOCS1-Knockout in BL-41

Dargestellt jeweils pLentiGuide-puroGFP + sgRNA-antiSOCSI1 in zwei Varianten. pLentiCRISPR-PuroGFP-AAVSI ist die
Negativkontrolle. pLentiGuide-puroGFP-sgRNA-antiHSPAS ist die Positivkontrolle. X-Achse: stellt den zeitlichen Verlauf dar.
Y-Achse: zeigt den Anteil der GFP-positiven Zellen. Messzeitpunkt Tag “Null” stellt die Messung vor Doxycyclingabe dar. Es
wurde zur besseren Vergleichbarkeit zwischen den einzelnen Uberexpressionskonstrukten auf Tag “Null” normiert. Die
Experimente sind jeweils einzeln dargestellt, da auf eine statistische Auswertung verzichtet wurde (siehe Kapitel 2.5). Das
Experiment wurde drei mal durchgefiihrt. Der SOCSI-Knockout in BL-41 zeigt keine relevante Auswirkung auf die Proliferation

Der SOCSI-Knockout in BL-41 mithilfe der oben genannten sgRNAs zeigte keine
relevante Auswirkung auf die Proliferation der Zellen. sgRNAs die den A4VSI-Lokus
zum Ziel hatten, dienten als Kontrolle der Methode. Hierbei konnte eine Verringerung
der Proliferation um bis zu 30 % beobachtet werden. Ahnliche Effekte erzielte der
Knockout von SOCS! mithilfe der oben genannten sgRNAs. Zusitzlich erfolgte ein
Knockout von HSPAS5. HSPAS gehort zu der Familie der Hitzeschockproteine und codiert
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lebende GFP*- Zellen

fiir HSP70-5. Diese sind fiir die korrekte Faltung vieler Proteine zustéindig und somit auch
der Aktivierung dieser. Bei Funktionsverlust oder Abwesenheit dieser kann dies zur
Apoptose der Zelle beitragen (Daugaard et al. 2007). Der Knockout von HSPAS5 diente
als zusitzliche Kontrolle zur Testung der Proliferationsverlangsamung beziehungsweise
des Proliferationsverlustes. Dies konnte fiir den HSPA5-Knockout nachgewiesen werden.
Nach ungefihr fiinf Tagen zeigten sich nur noch wenige lebende Zellen, die diese sgRNA

enthielten.

SOCS1-Knockout in EB-1
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Abbildung 24: SOCS1-Knockout in EB-1

Dargestellt jeweils pLentiGuide-puroGFP + sgRNA-antiSOCSI in zwei Varianten. pLentiCRISPR-PuroGFP-AAVSI ist die
Negativkontrolle. pLentiGuide-puroGFP-sgRNA-antiHSPAS ist die Positivkontrolle. X-Achse: stellt den zeitlichen Verlauf dar.
Y-Achse: zeigt den Anteil der GFP-positiven Zellen. Messzeitpunkt Tag “Null” stellt die Messung vor Doxycyclingabe dar. Es
wurde zur besseren Vergleichbarkeit zwischen den einzelnen Uberexpressionskonstrukten auf Tag “Null” normiert. Die
Experimente sind jeweils einzeln dargestellt, da auf eine statistische Auswertung verzichtet wurde (siehe Kapitel 2.5). Das
Experiment wurde drei mal durchgefiihrt. Der SOCSI-Knockout in BL-70 zeigt keine relevante Auswirkung auf die Proliferation.
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Vergleichbare Effekte konnten fiir den Knockout in EB-1 beobachtet werden, wie im
Knockout in BL-41. Es zeigte sich ebenfalls eine Proliferationsverringerung nach
Knockout des A4V S1-Lokus von 20-50 %. Der SOCSI-Knockout mit den oben genannten
sgRNAs zeigte wie bei BL-41 keinen wesentlichen Effekt auf die Proliferation. Nach dem
Knockout von HSPAS5 konnte eine deutliche Proliferationsverlangsamung beobachtet

werden, dhnlich wie bei BL-41.

3.6 ICAM-1-Knockout in den Zelllinien L-1236, UHO-1 und BL-41

ICAM-1 (Intercellular adhesion molecule-1) ist ein induzierbares Zelloberflichen-
Glykoprotein, welches zur Superfamilie der Immunglobuline gehort. Es stellt ein
Zelladhdsionsmolekiil dar. Die Liganden LFA-1 und Mac-1 binden an ICAM-1
(Diamond et al. 1991; Greve et al. 1989; Berendt et al. 1989). ICAM-1 wird von diversen
Zellen, wie Zellen des Monozyten-Makrophagen-Systems, B-Lymphozyten,
Plasmazellen und T-Lymphozyten, exprimiert. Es ist an der interzelluldren Adhésion
beteiligt, an Entziindungsprozessen sowie in die Interaktion zwischen Leukozyten und
Endothel involviert (van de Stolpe und van der Saag, P T 1996; Roebuck und Finnegan
1999).

Um die Effizienz des CRISPR-Cas9-Systems in den untersuchten Zelllinien zu
kontrollieren, wurde ein Knockout dieses Gens in L-1236, UHO-1 und BL-41 Zellen
durchgefiihrt. In diesem Experiment konnte der /CAM-I-Knockout durchgefiihrt und
nachgewiesen werden (sieche Abbildung 25). Dafiir wurden die oben genannten Zelllinien
mit pLentiGuide-sglCAM-PG transduziert. Den Kontrollvektor stellte in diesem Fall
pLentiCRISPR-PuroGFP-AAVSI1 dar. 48-72 Stunden nach Transduktion wurden die
Zellen mit Puromycin selektioniert und durch Doxycyclingabe die Cas9-Genexpression
induziert. Nach 18 Tagen wurden die Zellen durchflusszytometrisch gemessen. Vor der

Messung wurden die Proben mit dem Antikorper Anti CD54 ICAM APC gefirbt.

In allen untersuchten Zelllinien konnte ein /CAM-1-Knockout nachgewiesen werden.
Links ist jeweils die Messung vor Durchfiihrung des /CAM-I-Knockouts dargestellt,
rechts die Darstellung nach dem /CAM-1-Knockout. Vor dem Knockout lassen sich nur
weniger als 1 % der Zellen als ICAM-1-negativ darstellen. Nach Durchfiihrung des
Knockouts konnte in allen Zelllinien ein Anteil von jeweils tiber 90 % ICAM-1-negativer
Zellen detektiert werden. Diese Ergebnisse belegen die erfolgreiche Einbringung sowie

die Funktionalitit des CRISPR-Cas9-Systems in den untersuchten Zellen.
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Abbildung 25: ICAM-1-Knockout in L-1236, UHO-1 und BL-41

Durchflusszytometrische Analyse des ICAM-1-Knockouts. Darstellung ICAM-1-negativer Zellen.

X-Achse: ICAM-I1-Fluoreszenzintensitit (MFI); Y-Achse:

GFP-Koexpression als Nachweis der

Expression der anti-ICAM-1-sgRNA. Nach Induktion, durch Doxycyclingabe, des CRISPR-Cas9-Systems
zeigt sich eine deutliche Anreicherung GFP-positiver, ICAM-1- negativer Zellen.
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4 Diskussion

Das Hodgkin-Lymphom hat eine komplexe Biologie und Pathogenese, welche lange Zeit
wenig erforscht war. Ein Grund dafiir war, dass sich nur wenige neoplastische Zellen im
Tumorgewebe befinden, sodass molekulare Analysen erschwert waren. Erst in den
vergangenen Dekaden konnten, dank verbesserter Analyse- und Isoliermethoden, einige
pathogenetische Mechanismen entschliisselt und neue Kenntnisse beziiglich der Biologie
und  Pathogenese  dieser  Erkrankung  gesammelt werden. Insbesondere
Gesamtexomsequenzierungen, die in letzter Zeit durchgefiihrt worden sind, ermoglichten
detailliertere Einblicke in die verschiedenen genetischen Lasionen, welche ursichlich fiir
das Hodgkin-Lymphom sind. Darunter auch die Deregulation von Signalwegen, wie dem
NF-kB- und dem JAK/STAT-Signalweg. Insgesamt konnten aus bisherigen
Untersuchungen einige Beobachtungen aufgestellt werden. Es zeigt sich, dass keine
alleinstehende Mutation oder genetische Lision verantwortlich ist fiir das Hodgkin-
Lymphom. Es scheint eher, dass sowohl das Zusammenspiel verschiedener Faktoren und
Risikofaktoren zur Pathogenese beitrdgt als auch weitere Faktoren, wie die Interaktion
der neoplastischen Zellen mit ihrer Mikroumgebung. Vor allem die Deregulation der
Signalwege NF-xB und JAK/STAT scheinen von besonderer Bedeutung zu sein, da in
nahezu allen untersuchten Fillen, Komponenten der jeweiligen Signalwege Mutationen
aufwiesen (Weniger und Kiippers 2021). Zusétzlich zeigen EBV-positive HRS-Zellen ein
pathogenetisches Interaktionspotential mit dem NF-xB-Signalweg tiber LMP1 (siehe
Abbildung 4, Einleitung). Dies zeigt nochmal, welche Bedeutung deregulierte
Signalwege in der Pathogenese spielen. SOCS1 ist als negativer Feedbackregulator ein
Bestandteil des JAK/STAT-Signalweges. Bisher durchgefiihrte Arbeiten zeigen, dass
SOCS1-Mutationen sowohl im Hodgkin-Lymphom, als auch im priméren mediastinalen
B-Zell-Lymphom vorkommen. Untersuchungen von HRS-Zellen von HL-Patienten
konnten 61 % SOCSI-Mutationen detektieren (Lennerz et al. 2015). In pédiatrischen
Hodgkin-Lymphomen lag die Mutationsfrequenz sogar bei 80 % (Desch et al. 2020).
Auch einige Zelllinien wie HDLM-2, L-1236 und L-428 zeigen SOCSI-Mutationen
(Weniger et al. 2006). Dank zunehmender Forschung und neuer Erkenntnisse beziiglich
genetischer Lésionen und weiterer pathogenetischer Mechanismen im Hodgkin-
Lymphom, konnen therapeutische Mdglichkeiten stetig verbessert werden, sodass diese
zielgerichteter entwickelt werden konnen. Insgesamt sind aber die pathogenetischen

Mechanismen bisher noch nicht vollstindig entschliisselt worden, wie beispielsweise die
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Rolle von SOCS[-Mutationen, welche Auswirkung diese auf die Pathogenese haben und
inwieweit dies mit weiteren Faktoren interagiert. Eine detailliertere Entschliisselung von
SOCS[-Mutationen im Hodgkin-Lymphom und der Auswirkung auf die Pathogenese

kann zur Verbesserung bisher eingesetzter therapeutischer Strategien beitragen.

4.1 Transduktionseffizienz von Zelllinien des Hodgkin-Lymphoms

Die Transduktion von Hodgkin-Lymphom-Zelllinien stellte eine lange Zeit eine
technische Herausforderung dar. Verbesserte Effizienzen konnten durch stetige
methodische Verdnderungen erzielt werden. Dafiir wurden in der Vergangenheit
Hek293T-Zellen optimiert, welche in ihrer Transfizierbarkeit verbessert werden konnten.
Zusitzlich konnten die Virustiter durch Nutzung des chemischen Transfektionsreagenzes
LentiX gesteigert werden. Diese im Vorfeld durchgefiihrten Modifikationen haben die

Transduktionseffizienz der fiir die Arbeit genutzten Zelllinien-Modelle verbessert.

4.2 Uberexpression von SOCS1 und mutierter SOCS1-Varianten in
Hodgkin- und Non-Hodgkin-Zelllinienzellen

SOCS!I weist, durch aberrante somatische Hypermutation, in diversen Lymphomen
oftmals Mutationen auf. SOCSI/-Mutationen konnten bereits in Zellen des Hodgkin-
Lymphoms, des primdren mediastinalen B-Zell-Lymphoms und des DLBCLs gefunden
werden. Die erforschten Mutationen sind dabei vielfdltig und stellen sich beispielsweise
als Missense-Mutationen, Frameshift- oder als Nonsense-Mutationen dar. Insbesondere
Missense-Mutationen treten an unterschiedlichen Positionen auf und sind bisher noch
nicht ausreichend erforscht und interpretiert worden (Schif et al. 2013; Mottok et al. 2009;
Melzner et al. 2005; Weniger et al. 2005). Da das SOCSI-Gen bei dem Prozess der
aberranten somatischen Hypermutation in Keimzentrums-B-Zellen einer besonders
hohen Mutationslast ausgesetzt ist, stellt sich die Frage, welche der Varianten,
insbesondere der Missense-Mutationen, pathogenetisch relevant sind. Da die
Uberexpression des wtSOCS1-Gens in HL-Zellen toxisch wirkt, eignet sich dieses Modell
besonders zur Untersuchung des Funktionsverlustes von Austausch-Varianten. Die
Nutzung von SIFT sollte dazu dienen, eine erste Einteilung moglicher Mutationen nach
der Funktion und Auswirkung dieser zu erstellen. Dafiir wurden die oben genannten

SOCS[-Varianten ausgewdhlt, davon C136T, welche als toleriert/folerated vorhergesagt
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worden ist, C201G und G232A, welche als funktionsschiadigend/deleterious vorhergesagt

worden sind und G243 A mit einem vorzeitigen Stop-Codon.

Die Auswertung dieser Experimente erfolgt nicht durch Ermittlung eines Mittelwertes,
da toxische Effekte auf die Proliferation im Zeitverlauf nicht exakt reproduzierbar sind.
Beeinflussende Faktoren stellen hierbei die Kultivierung der Zellen dar und die Reaktion
dieser auf exogene Einfliisse, wie beispielsweise Temperaturunterschiede, Passagierung
der Zellen und Transduktion. Nach Wiederholung der Versuche kann die Auswirkung der
Uberexpression von wtSOCSI und der SOCSI-Mutationsvarianten aber trotzdem
verglichen werden und ein reproduzierbarer Effekt auf die Proliferation beobachtet
werden aus welchem Schlussfolgerungen gezogen werden konnen. In den
Uberexpressionsexperimenten mit KM-H2 wurde eine Uberexpression mit der Stop-
Codon-Variante G243A ausgelassen, da die Uberexpression mit dieser Variante
vergleichbar ist mit Uberexpression des angegebenen Kontrollvektors. Dies konnte durch
Uberexpression in L-1236 bereits gezeigt werden, sodass die Funktion der Stop-Codon-
Variante vergleichbar ist mit dem Kontrollvektor und somit ebenfalls als Kontrolle

genutzt werden kann.

BL-41 und BL-70

Fiir die BL-Zelllinie BL-41 wurde angenommen, dass die Uberexpression von wtSOCS|
sowie der SOCSI-Varianten keine negativen Effekte auf Proliferation und Uberleben der
Zellen hat, da aus der Pathogenese des Burkitt-Lymphoms kein Hinweis auf die
Abhingigkeit vom JAK/STAT-Signalweg bekannt ist. Charakteristisch fiir das Burkitt-
Lymphom ist eine konstitutive Uberexpression des MYC-Onkogens (Dalla-Favera et
al.1982; Taub et al. 1982). Ein weiterer moglicher Erklarungsansatz fiir die beobachteten
Ergebnisse konnte im Vorliegen von Wildtyp-SOCS1-Kopien in dieser Zelllinie liegen,

welche potenzielle Effekte der tiberexprimierten Variante kompensieren konnen.

Diese Annahmen werden durch die Ergebnisse des Toxizitéitsassays gestiitzt. Uber den
gesamten Messzeitraum hinweg konnte ein nahezu konstanter Wert von 100 % mit einer

minimalen Schwankung von 2 % gemessen werden.

Verglichen mit den Hodgkin-Zelllinien, L-1236 und KM-H2 zeigte sich bei BL-41 zu

Messbeginn keine Erhdhung des Anteils transduzierter zu nicht-transduzierter Zellen.
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Ebenso sind auch keine relevanten Schwankungen in der Viabilitdt detektiert worden.
Dies konnte auf den schnellen Metabolismus und die schnelle Proliferationsrate von
BL-41 zuriickzufiihren sein, wodurch die GFP-Expression vermutlich bereits zu einem

frithen Zeitpunkt, moglicherweise an Tag Null, vorhanden ist.

Fir BL-70 zeigte sich erwartungsgemdl3 ebenfalls keine relevante Auswirkung der
Uberexpression von wtSOCSI und der SOCSI-Mutationsvarianten auf die Proliferation
und das Uberleben der Zellen. Im Gegensatz zu BL-41 konnte hier jedoch eine
Schwankung von 10-20 % im Verhéltnis transduzierter zu nicht-transduzierter Zellen
beobachtet werden. Bei Betrachtung der Kontrolle zeigte sich ein leichter, jedoch

vermutlich unspezifischer Effekt auf die Toxizitat.

KM-H2

KM-H2 weist keine SOCSI-Mutationen auf, sondern wtSOCSI. Nach Uberexpression
von wtSOCS und der SOCS-Varianten konnte kein negativer Effekt auf die Proliferation
beobachtet werden. Ein moglicher Grund hierfiir kdnnte darin liegen, dass KM-H2 keine
SOCS1-Mutationen aufweist und somit der Pathomechanismus dieser Zelllinie nicht
SOCSI abhingig ist. Zusitzlich konnte ein weiterer Grund fiir den beobachteten Effekt
in bereits vorliegenden wtSOCS-Kopien liegen. Es zeigte sich eine maximale Steigerung
transduzierter zu nicht-transduzierter Zellen nach Normalisierung auf Tag Null von 20 %
nach zwei bis vier Tagen. Dieser Effekt kann dadurch erkldrt werden, dass GFP zu Beginn
womdglich noch nicht in allen Zellen exprimiert wird, sodass der Anteil transduzierter zu
nicht-transduzierter Zellen zunichst leicht ansteigt und sich dann auf einem konstanten

Niveau halt.

Auch bei der Zelllinie L-1236 kann dieser Effekt beobachtet werden, insbesondere bei
der Betrachtung der Kontrolle (Lyt2) und der Stop-Codon-Variante G243A. Dabei zeigt
sich ebenfalls nach vier Tagen eine Steigerung von ungefdhr 10 %. Diese bleibt im

Anschluss konstant, mit einer marginalen Schwankung von einigen Prozentpunkten.

L-1236

L-1236 weist eine biallelische SOCS-Mutation auf. Auf Proteinebene ist auf einem Allel

die KIR und ESS-Region betroffen und es kommt zu einem vorzeitigem Stop-Codon
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(Position 64 und 74). Auf dem anderen Allel handelt es sich um eine in frame Mutation
der SH2-Domine (Position 145-148) (Weniger et al 2006). Die KIR-Region hemmt die
katalytische Aktivitdt von JAK. Mittels SH2-Domidne kann SOCS1 an phosphorylierte
Tyrosinreste binden. Die ESS-Domaéne komplettiert diese Funktion (sieche Abbildung 6).

Im Uberexpressionsexperiment konnte beobachtet werden, dass die wtSOCSI-
Uberexpression in L-1236 den toxischsten Effekt auf Proliferation und Uberleben der
Zellen zeigte, verglichen mit der Uberexpression der anderen Varianten. Dies spricht
dafiir, dass der bestehende SOCSI-Mutationsstatus der Zellen die beobachtete Toxizitét
maflgeblich beeinflusst und insbesondere ein intaktes SOCSI in einem JAK/STAT-
abhingigen zelluldren Kontext besonders wirksam ist. Vor diesem Hintergrund erscheint
es plausibel, dass SOCS-Mutationen zukiinftig als pradiktive Biomarker fiir den Einsatz
einer JAK/STAT-Inhibitortherapie in Betracht gezogen werden konnten.

Die in diesen Experimenten beobachteten Effekte stehen im Einklang mit fritheren
Arbeiten, in welchen ein toxischer Effekt auf die Proliferation nach SOCSI-
Uberexpression in der PMBL-Zelllinie MedB-1 beobachtet werden konnte aber auch in
HL-Zelllinienzellen, wie L-1236 und HD-LM2 (Melzner et al. 2005; Tiacci et al. 2018).

Zusitzlich geben die durchgefiihrten Experimente Hinweise auf die mogliche Eignung
von L-1236 als Modellsystem zur funktionellen Charakterisierung von SOCSI-
Mutationsvarianten, insbesondere von deleterious-Mutationsvarianten. So wird die
tolerated-Variante C136T auch als tolerated erkannt und zeigt eine vergleichbare
Toxizitit zur wtSOCS1-Variante. Die deleterious-Variante G232A zeigt, verglichen mit
wtSOCS1, eine geringere Toxizitéit, was auch auf eine korrekte Detektion als deleterious-
Variante hinweist. Interessanterweise zeigt die deleterious-Variante C201G eine dhnliche
Toxizitdt wie weSOCS1. Ein moglicher Grund hierfiir konnte sein, dass die Lokalisation
der Punktmutation in C201G keine relevante Anderung der Funktion des Proteins
bewirkt. Die Punktmutation in der deleterious-Variante C201G befindet sich an Position
67, welches die erste Position der ESS-Domaéne betrifft. In der deleterious-Variante
G232A ist diese ebenfalls betroffen an Position 78, welche sich am Ende von ESS
befindet. Die ESS-Domine ist wichtig bei der vollstindigen Entfaltung der SH2-
Bindungsaktivitdt an phosphorylierte Tyrosinreste (Beaurivage et al. 2016). Dies ist auch
fiir die Proteinfunktion von SOCSI als negativer Feedbackregulator von Bedeutung.

Basierend auf diesen Beobachtungen, kann vermutet werden, dass die Lokalisation der
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Punktmutation auf der ESS-Doméne einen Einfluss auf die Funktion des Proteins hat, da
die Uberexpression der C201G-Variante toxischer zu sein scheint als die Variante
G232A. Zusitzlich kann aber im Western-Blot beobachtet werden, dass die Variante
C201G stabiler ist als die Variante G232A. Dies konnte auch die stirkere Toxizitét
begiinstigen. Zum anderen ist es auch moglich, dass SIFT fiir die Variante C201G eine

unzutreffende Vorhersage trifft und die Variante eher als folerated einzustufen wire.

4.3 Western-Blot

Der Western-Blot diente primir dem Proteinnachweis von SOCS1 und der SOCS1-
Mutationsvarianten nach Uberexpression in BL-41. Damit konnte gezeigt werden, dass
die Uberexpression in den verschiedenen Zelllinien im Toxizititsassay moglich ist. Es
stellt sich ebenfalls die Frage, ob und inwieweit die Proteinstabilitit einen Einfluss auf
die Toxizitit des Proteins hat. Die deleferious-Variante C201G zeigt eine hohere
Stabilitdt als die deleterious-Variante G232A. Konsistent hierzu wirkte im
Toxizitdtsassay C201G auch toxischer als G232A und zeigte insgesamt nur eine
geringfligig reduzierte Toxizitdt im Vergleich zur wtSOCS1, obwohl wtSOCS1 im
Western-Blot eine geringere Stabilitét als C201G aufwies. Interessanterweise konnte fiir
die tolerated C136T-Variante eine vergleichbare Toxizitdt zur wtSOCS1 beobachtet
werden, trotz des Nachweises eciner hoheren Stabilitit im Western-Blot. Diese
Beobachtung weist darauf hin, dass eine erhohte Proteinstabilitit womoglich nicht
zwangsldufig mit einer verstdrkten toxischen Wirkung einhergeht. Vermutlich spielen
hier zusétzliche Aspekte der einzelnen Mutationsvarianten eine funktionelle Rolle.
Vergleichbare Zusammenhidnge zwischen Proteinstabilitit und Funktionalitit wurden
bereits fiir das Tumorsuppressorprotein p53 beschrieben. In bereits durchgefiihrten
Arbeiten mit TP53 zeigte sich, dass p53-Mutationsvarianten die Féhigkeit verloren haben
an die DNA zu binden. Dies bewirkt eine Beeintrdchtigung der Funktion als
Transkriptionsfaktor und somit der tumorsuppressiven Funktion von p53 (Kato et al.
2003). Gleichzeitig kommt es aber auch zur Unterbrechung der negativen
Riickkopplungsschleife. Denn p53 aktiviert durch die Bindung an die DNA auch die E3-
Ligase MDM2, wodurch es letztlich zum Abbau von p53 kommt (negative
Feedbackschleife) (Momand et al. 1992; Fang et al. 2000; Boutelle 2021; Hafner et al
2019; Kennedy et al. 2022). Die inaddquate MDM?2-Aktivierung ermdglicht aber auch
eine p53-Proteinstabilisierung der Mutationsvarianten. Dies kann auch zu abweichenden

Interaktionen mit anderen zelluldren Faktoren fithren und womdglich auch die
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Proteinfunktion verdndern (Haupt et al. 1997; Midgley et al. 1997; Wiech et al. 2012).
Dies kann auch mit den durchgefiihrten SOCSI-Uberexpressionsexperimenten
verglichen werden. SOCS1 hat ebenfalls die Funktion eines negativen
Feedbackregulators, indem es iiber die Bildung eines Ubiquitin-E3-Ligase-Komplexes
die Ubiquitinierung von JAK2 bewirkt und somit dann letztendlich die Transkription von
SOCS1 hemmt (sieche Abbildung 5). Eine Hypothese konnte sein, dass dieser negative
Riickkopplungsmechanismus bei einigen Mutationsvarianten gestort ist, sodass dies eine
Stabilisierung des Proteins bewirkt. So ist die Mutationsvariante G232A in der
Proteinstabiltét vergleichbar mit der wtSOCS1-Variante. Allerdings ist bei der
Uberexpression in L-1236 G232A weniger toxisch als wtSOCS1 und C201G. Eine
Moglichkeit konnte darin bestehen, dass die SOCS1-Proteinvariante G232A durch eine
verdnderte und moglicherweise inaddquate negative Feedbackschleife stabilisiert wird
und in der Funktionalitét eine geringere Toxizitét aufweist, verglichen mit der wtSOCS1-
Variante. Der verminderte toxische Effekt bei Uberexpression kdnnte moglicherweise an
der dadurch verdnderten Interaktion zu anderen zelluldren Faktoren liegen, wie in den

beschriebenen Arbeiten mit p53.

4.4 SIFT — Sorting Intolerant From Tolerant

SIFT kann vorhersagen, ob sich eine Mutation schddigend oder nicht schidigend auf die
Proteinfunktion auswirkt. Es bezieht sich dabei also auf die Funktionalitdt des Proteins.
Uber den Einfluss auf die Proteinstabilitit wird keine Vorhersage getroffen. Sie wird
daher auch nicht in die Vorhersage einbezogen. In bereits durchgefiihrten
Untersuchungen wurden verschiedene  Algorithmen miteinander verglichen
(Pshennikova et al. 2019). Dabei zeigten sich in der Genauigkeit der Vorhersage
Unterschiede zwischen den untersuchten Algorithmen. Untersucht wurden unter anderem
SIFT, PROVEAN, FATHMM und PolyPhen-2. SIFT und PROVEAN nutzen den
gleichen Algorithmus fiir die Vorhersage. Hierbei erfolgte eine Untersuchung von
bestimmten Connexingenen, dessen Missense-Mutationsvarianten mit Horproblemen
assoziiert sind. Nach der Testung zeigte sich die hochste Genauigkeit der Vorhersage fiir
SIFT und PROVEAN, mit einer Sensitivitit von jeweils 67 %, einer Spezifitit von 100
% und einer Genauigkeit von 89 % (Pshennikova et al. 2019). Daraus lédsst sich

schlussfolgern, dass sich die Algorithmen SIFT und PROVEAN gut fiir die Vorhersage
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eignen, ob eine Missense-Mutation eine Funktionsbeeintrdchtigung des Proteins bewirkt.

Auf dieser Grundlage wurde fiir die vorliegende Arbeit SIFT gewéhlt und genutzt.

Im Toxizititsassay von L-1236 zeigte sich nach Uberexpression der deleterious-G232A-
SOCSI-Variante ein geringerer toxischer Effekt, verglichen mit der Uberexpression von
wtSOCS! und der tolerated-Variante, was vereinbar mit der Vorhersage durch SIFT ist.
Im Gegensatz dazu zeigte die ebenfalls als deleterious vorhergesagte Variante C201G im
Uberexpressionsexperiment eine vergleichbare Toxizitit zur wtSOCS1-Variante. Der
Western-Blot ergab jedoch, dass C201G eine hohere Proteinstabilitit aufweist als die
G232A-Variante. Dies deutet darauf hin, dass die Proteinstabilitdt moglicherweise einen
Einfluss auf die Toxizitét hat. Da SIFT keine Aussage zur Proteinstabilitét treffen kann,
kann dieser Aspekt durch die Vorhersage nicht abgebildet werden, obwohl er potenziell

die funktionellen Effekte des Proteins beeinflussen kann.

4.5 ICAM-1-Knockout in den Zelllinien L.-1236, UHO-1 und BL-41

Der ICAM-1-Knockout diente insbesondere der Kontrolle fiir das CRISPR-Cas9-System.
Der Versuch zeigt, dass das Einbringen von CRISPR-Cas9 in die Zelllinien erfolgreich
war, da es den gewiinschten Genabschnitt schneiden kann. Daraus ldsst sich
schlussfolgern, dass der SOCS-Knockout in den genannten Zelllinien durchgefiihrt und
untersucht werden kann. Eine weitere Option stellte die Durchfithrung eines Western-
Blots vor dem SOCS-Knockout-Experiment und nach diesem dar, was allerdings nur
eingeschrinkt durchfiihrbar war, da in einigen Vorversuchen beobachtet werden konnte,
dass sich endogenes SOCS1 mittels Western-Blot kaum nachweisen lie8. Ein moglicher
Grund dafiir konnte in der geringen Verfiigbarkeit des SOCS1-Proteins in der Zelle
liegen. SOCSI ist ein Protein, welches nicht permanent in einem hohen Level in der Zelle
vorliegt. Dariiber hinaus hat SOCS1 eine sehr kurze Halbwertszeit, die die Detektion {iber
einen Western-Blot deutlich erschwert (Larsen und Ropke 2002). Ein weiterer Grund
konnte darin liegen, dass die niedrigen SOCS1-Level nicht ausreichend sind, um adédquat
mittels des primédren SOCS1-Antikorpers markiert werden zu konnen oder die Sensitivitit

des Antikorpers ist zu schwach zur Detektion.

Das ICAM-1-Knockout-Experiment erfolgt iiber einen ldngeren Zeitraum, da ICAM-1,
ein Oberflachenrezeptor, zu Beginn noch auf der Zelloberflache exprimiert wird. Nach

Induktion der Cas9-Expression, erfolgte noch der Abbau der bereits exprimierten
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Rezeptoren. Der Knockout findet auf genetischer Ebene statt, sodass eine weitere /CAM-
1-Expression verhindert wird. Dieser Prozess des Abbaus der noch exprimierten I[CAM-
1-Rezeptoren und der Verlust der weiteren Expression dieser Rezeptoren kann einige
Tage in Anspruch nehmen, sodass die Farbung mittels Antikorper und Messung erst nach

bis zu drei Wochen durchgefiihrt werden kann.

Werden beide Knockout-Experimente miteinander verglichen, /CAM-1-Knockout und
SOCS1-Knockout, handelt es sich beim ICAM-1 um einen Oberflaichenrezeptor und bei
SOCS1 um ein endogenes Protein. Daraus ergibt sich auch der Unterschied in der
Nachweismethode. ICAM-1 kann iiber Antikorperfirbung und eine anschlieBende
durchflusszytometrische Messung nachgewiesen, beziehungsweise dessen Abwesenheit
nach dem Knockout nachgewiesen werden. SOCS1 wird nicht mit Hilfe eines
Antikorpers detektiert, sondern es wird die Auswirkung des Knockouts von SOCS! auf
die Proliferation und das Uberleben der Zellen untersucht, #quivalent zu den
Uberexpressionsexperimenten. Es bendtigt einen lidngeren Zeitraum, bis die
Auswirkungen des Knockouts beobachtet werden konnen. SOCS1 besitzt eine kiirzere
Halbwertszeit als ICAM-1, sodass das bereits vorhandene SOCS1 schneller abgebaut
wird als ICAM-1, sodass eine gleiche Messdauer wie im Uberexpressionsexperiment

gewdhlt wurde.

4.6 SOCS1-Knockout in den Zelllinien BL-41 und EB-1

Fir das Burkitt-Lymphom liegen bislang keine Hinweise auf eine funktionelle
Abhingigkeit vom JAK/STAT-Signalweg vor. Mutationen, welche diesen Signalweg
betreffen, sind in dieser Entitét nur selten beschrieben. Vor diesem Hintergrund sind die
Beobachtungen nach dem SOCS1-Knockout in den BL-Zelllinienzellen vereinbar mit der
bekannten Pathogenese des Burkitt-Lymphoms, da der Knockout von SOCS! keine

relevante Auswirkung auf die Proliferation der Zellen ausloste.

Es zeigte sich iiber den gesamten Beobachtungszeitraum eine geringe Verringerung von
Proliferation und des Zelliiberlebens. Da dieser Effekt auch unabhédngig vom SOCS!-
Knockout zu beobachten ist, ist davon auszugehen, dass dieser nicht spezifisch auf den
SOCSI1-Verlust zuriickzufilhren 1st. Dies konnte auf unspezifische exogene
experimentelle Einflussfaktoren, wie beispielsweise Temperaturunterschiede wihrend

der Zellkultur, Passagierung der Zellen oder der Transduktion, zuriickzufiihren sein. Ein
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weiterer moglicher Faktor, der sich unspezifisch auf die Proliferation auswirkt, konnte
die Aktivierung des Cas9-Systems nach Doxycyclingabe darstellen und die damit
einhergehende zelluldre Stressreaktion. Die Ergebnisse sprechen insgesamt jedoch dafiir,
dass der SOCSI-Knockout in den BL-Zelllinienzellen keine wesentliche funktionelle

Relevanz fiir Proliferation und das Zelliiberleben besitzt.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

Die Pathogenese des Hodgkin-Lymphoms ist komplex und schlie3t mehrere Faktoren auf
verschiedenen Ebenen ein. Dazu gehoren unter anderem verschiedene somatische
Mutationen und genetische Lésionen, welche Signalwege, wie den JAK/STAT-
Signalweg, betreffen. Mutationen, die den negativen Feedbackregulator SOCS1 betreffen
kommen hdufig vor und sind ebenfalls relevant in der Pathogenese des Hodgkin
Lymphoms. Weitere Faktoren betreffen die Interaktion der HRS-Zellen mit der
Mikroumgebung und die Abstammung dieser von Keimzentrums-B-Zellen. Bislang
konnten viele pathogenetische Faktoren ermittelt werden, allerdings ist die Biologie des

Hodgkin-Lymphoms noch nicht vollstdndig erschlossen.

Bereits vorangegangene Arbeiten verweisen auf die pathogenetische Bedeutung des
JAK/STAT-Signalweges und insbesondere der pathogenetischen Rolle von SOCS/ im
Hodgkin-Lymphom.

Ziel dieser Arbeit war es die funktionelle Rolle von wtSOCS1 und verschiedener SOCS1-
Mutationsvarianten im Hodgkin-Lymphom und im Burkitt-Lymphom zu untersuchen.
Hierfiir wurden SOCSI-Uberexpressions- und Knockoutexperimente in Hodgkin- und

Burkitt-Zelllinienzellen durchgefiihrt.

Die Ergebnisse zeigen, dass SOCS1 funktionell als Tumorsuppressor wirkt und die
Toxizitdt durch SOCSI-Uberexpression zum einen vom zelluldren Kontext und zum
anderem vom Mutationsstatus der Zelllinie abhingt. Nach Uberexpression von SOCS!
und der Mutationsvarianten in der HL-Zelllinie L-1236, die eine biallelische SOCSI-
Mutation besitzt, konnte ein toxischer Effekt, abhdngig von der Mutationsvariante,
beobachtet werden. In der HL-Zelllinie KM-H2, die keine SOCS-Mutation aufweist, und
in den Burkitt-Zelllinien konnten keine toxischen Effekte beobachtet werden. Zuséitzlich
weisen diese Beobachtungen darauf hin, dass sich die Zelllinie L-1236 womoglich als

Modellsystem zur Detektion von deleterious-SOCSI-Mutationsvarianten eignet.

Die Beobachtungen aus den SOCS!-Uberexpressions- und Knockoutexperimente mit den
BL-Zelllinienzellen deuten auf die fehlende Abhingigkeit von SOCS1 in der Pathogenese

dieser Entitét hin.

Aufbauend auf diesen Beobachtungen konnten kiinftig weitere funktionelle Interaktionen
und die Auswirkung von SOCS1 auf andere Signalwege und zellulire Prozesse

untersucht werden, um eine Grundlage fiir die Entwicklung neuer therapeutischer

85



Ansitze im Hodgkin-Lymphom zu schaffen und womdglich SOCS! als moglichen

Biomarker in der Therapie einzusetzen.

Summary

The pathogenesis of Hodgkin lymphoma is complex and multifactorial. It includes
various somatic mutations, genetic lesions concerning signaling pathways, as
JAK/STAT. In the pathogenesis of Hodgkin lymphoma mutations of the negative
feedbackregulator SOCS1 are common and relevant. Interactions with the
microenvironment also plays a pathogenetic role. The origin of HRS cells from germinal
center B cells are also pathogenetic relevant. So far, a lot of factors have been detected,
but the biology of Hodgkin lymphoma has not yet been completely examined. Recent
scientific works refer to the pathogenetic impact of the JAK/STAT pathway in Hodgkin
lympohma, especially the pathogenetic role of SOCSI mutations.

The aim of this study was to investigate the functional role of wtSOCS!I and SOCSI
mutation variants in Hodgkin lymphoma and Burkitt lymphoma. For this reason,
overexpression and knockout of SOCS! was conducted in Hodgkin and Burkitt

lymphoma cell lines.

The results indicate that SOCS1 works as a tumor suppressor and that the toxicity, caused
by SOCS1 overexpression, depends on the cellular context and on the mutation status of
the cell line. After overexpression of SOCS! and the mutation variants of SOCS! in the
HL cell line L-1236, which has a biallelic SOCS1 mutation, a toxic effect, depending of
the mutational variant, coud be observed. In the HL cell line KM-H2, which does not
carry a SOCSI mutation, and in the Burkitt lymphoma cell lines, no toxic effects could
be shown. These observations indicate that L-1236 could be used as a model system for

detection of deleterious SOCSI mutation variants.

The observations from the overexpression and knockout of SOCS/ in the BL cell lines

indicate an independence of SOCS/! in the pathogenesis of this entity.

Based on these findings, additional interactions and their effects of SOCS1 on other
signaling pahtways and cellular processes could be investigated in order to provide a basis
for the development of new therapeutic targets and a possible use of SOCS/ as a potential

biomarker in therapy of Hodgkin’s lymphoma
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