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1 Einleitung

1.1 Das Epstein-Barr-Virus, Epidemiologie und assoziierte
Krankheitsbilder

Das Epstein-Barr-Virus (EBV) ist ein humanpathogenes Gammaherpesvirus der
Gattung Lymphocryptoviridae. Weltweit sind mehr als 90% der Bevolkerung mit
dem Erreger infiziert (Henle et al., 1979; Rickinson und Kieff, 2001). Die
zumeist wahrend der Kindheit erworbene Primarinfektion verlauft in der Regel
asymptomatisch, seltener symptomatisch in Form der Infektidsen Mono-
nukleose, einer selbst-limitierenden, lymphoproliferativen Erkrankung (Henle et
al., 1968; Niederman, 1968).

Nach Ablauf der Primarinfektion persistiert das EBV im Zellkern latent infizierter
B-Lymphozyten (Henle et al., 1979). Ein subklinischer Verlauf der Infektion
beziehungsweise (bzw.) ein asymptomatischer EBV-Tragerstatus des Infizierten
ist, trotz wiederkehrender Replikationsphasen des Virus, die Regel. Dies wird
gewahrleistet Uber das EBV-spezifische immunologische Gedachtnis (Klein et
al., 2010). Verschiedene genetische Faktoren, eine immunsuppressive
Medikation oder infektiose Erkrankungen kénnen jedoch, via Immundefizienz,
zur Reaktivierung und Proliferation EBV-infizierter Zellen fuhren und die
Entwicklung eines EBV-assoziierten Malignoms begiinstigen (Ubersicht in
Kutok und Wang, 2006; McLaughlin-Drubin und Munger, 2008). Entsprechend
des Gewebetropismus des EBV fur B- und Epithelzellen sind diese zumeist
lymphoiden oder epithelialen Zell-Ursprungs. Hodgkin-Lymphome (Henle und
Henle, 1973; Weiss et al., 1989), Nasopharynxkarzinome (Gunven et al., 1970)
und Burkitt-Lymphome sind hierbei zu einem besonders hohen Prozentsatz mit
einer EBV-Infektion assoziiert (Epstein et al., 1964; Henle und Henle, 1966).

1.2 Das Burkitt-Lymphom

Das Burkitt-Lymphom (BL) ist ein Non-Hodgkin-Lymphom (NHL) der B-

Zellreine, dessen klinisches Bild erstmals 1958 durch Dennis Burkitt be-

6



schrieben wurde (Burkitt, 1958). Ein Zusammenhang zwischen der Genese des
hochmalignen Lymphoms und einer Infektion mit dem EBV wird seit mehr als
50 Jahren postuliert (Epstein et al., 1964). Inwiefern das EBV zur Entstehung
des BL beitragt, bleibt hingegen bis dato unklar (Cader et al., 2010).

1.2.1 Molekulare Charakteristika des Burkitt-Lymphoms

Mit einer Verdopplungszeit von 24 bis 48 Stunden zahlt das BL zu den am
schnellsten wachsenden Neoplasien des Menschen (lversen et al., 1972). Die
hohe Proliferationsrate des Tumors bedingt den ,Sternenhimmel-artigen” Aspekt
des histologischen Bildes: Ein Zellrasen dicht liegender, monomorpher B-
Lymphozyten wird durchzogen von zahlreichen Apoptosen und Kerntrimmer-
Makrophagen. Die Lymphomzellen exprimieren Immunglobulin (Ig)M, B-Zell-
assoziierte Antigene [zum Beispiel (z.B.) CD19, CD20 und CD22] und, analog
der vermuteten Ursprungszelle des BL, Marker des Keimzentrum-Zentroblasten
(z.B. CD10, BCL6) (Brady et al., 2007). Als weiteres Charakteristikum der BL-
Zellen gilt eine Translokation des MYC-Gens. Sie ist in nahezu 100% der Falle
nachweisbar und betrifft die fir das Protoonkogen MYC kodierende Bande
8924 sowie eines von drei lg-Genen auf Chromosom 2, 14 oder 22 (Manolov
und Manolova, 1972; Dalla-Favera et al., 1982; Taub et al., 1982). Die reziproke
Translokation von MYC resultiert in einer deregulativen Expression des
Transkriptionsfaktors und gilt als entscheidender Faktor flr die Auspragung des
malignen Phanotyps (siehe Punkt 1.3.1) (Klein, 1983; Polack et al., 1996).

1.2.2 Klinische Varianten des Burkitt-Lymphoms

Anhand klinischer und biologischer Charakteristika lassen sich drei Varianten
des BL differenzieren: das endemische (eBL), das sporadische (sBL) und das

HIV (human immunodeficiency virus)-assoziierte BL (HIV-BL) (Tabelle 1.1).

Die endemische Variante weist hierbei eine besonders hohe Assoziation mit
dem EBV auf. Uber 90% der Falle sind EBV-positiv (Blum et al., 2004). Das
eBL manifestiert sich primar zwischen dem vierten und siebten Lebensjahr und

tritt in den hyperendemischen Malaria-Gebieten Aquatorialafrikas und Papua
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Neuguineas mit einer hohe Inzidenz auf (Blum et al., 2004; Ferry, 2006). Im
sogenannten lymphoma belt Aquatorialafrikas erkranken rund funf bis zehn von
100.000 Kindern pro Jahr. Vor der Verbreitung von AIDS (acquired
immunodeficiency syndrome), stellte das BL den haufigsten Tumor des
Kindesalters in dieser Region dar und auch heute noch ist es fur rund 74% der
hier vorkommenden, kindlichen Malignome verantwortlich. Hierbei befallt es
bevorzugt die Kiefer- und Gesichtsknochen, kann aber auch abdominal und
gonadal auftreten (Blum et al., 2004; Mwanda, 2004; Ferry, 2006).

Das sBL hingegen ist in nur funf bis zehn% der Falle EBV-positiv (Blum et al.,
2004). Es ist vor allem im abdominal Bereich lokalisiert und betrifft neben
Kindern haufiger junge Erwachsene (Blum et al., 2004). Bei einer weltweiten
Verbreitung macht es rund ein bis zwei% der Lymphome adulter Patienten
sowie 30 bis 50% der Lymphome des Kindesalters in den USA und Westeuropa
aus (de Jong und Balagué Ponz, 2011). Unter HIV-Patienten sind rund ein
Drittel der BL mit einer EBV-Infektion assoziiert. HIV-assoziierte BL betreffen
bevorzugt die Lymphknoten sowie das Knochenmark und zahlen zu den AIDS

definierenden Erkrankungen (Powles et al., 2000).

Tabelle 1.1 Subtypen des Burkitt-Lymphoms.

Endemisches BL Sporadisches BL HIV-assoziiertes BL

Aquatorial Afrika,
Papua Neu Guinea

Distribution \Weltweit \Weltweit

Erkrankungsalter [Kinder >> Erwachsene [Kinder > Erwachsene  |[Erwachsene

EBV-Assoziation [~ 90 % 5-10 % 30-40%

weitere Malaria-Infektion X HIV-Infektion
Kofaktoren

Bevorzugte Kiefer > Abdomen, Abdomen > Nieren, Lymphknoten, Abdomen,
Lokalisation Nieren, Gonaden Knochenmark, Gonaden [Knochenmark, ZNS

(modifiziert nach Brady et al., 2007).

1.2.3 Therapie des Burkitt-Lymphoms

Aufgrund der hohen Proliferationsrate des Tumors ist bei allen Varianten eine

rasche therapeutische Intervention anzustreben. Mit Heilungsraten Gber 90% in
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anfanglichen und 60 bis 80% in fortgeschrittenen Stadien ist die Prognose der
Patienten im Allgemeinen gut, wobei Kinder meist einen gunstigeren Krank-
heitsverlauf zeigen als Erwachsene (de Jong und Balagué Ponz, 2011). Die
Therapie erfolgt mittels hochdosierter Chemo- bzw. kombinierter Chemo-
immuntherapie (Evens und Gordon, 2002; Aldoss et al., 2008; Oriol et al.,
2008). Ein groRes Problem stellt die hohe Toxizitat der intensiven
Chemotherapie dar (God und Haque, 2010). Sie betrifft insbesondere HIV-
positive und altere Patienten, die zudem schlechtere Ansprechraten auf die
Medikation zeigen. Bei einer Koinfektion mit HIV wird die per se schon
schlechte Immunlage durch die Chemotherapie oft derart beeintrachtigt, dass
gravierende toxische Schaden auftreten. Auch der Einsatz von Immun-
therapeutika ist, aufgrund deren suppressiven Effekts auf das korpereigene
Immunsystem, bei HIV-positiven Patienten kritisch zu bewerten (Oriol et al.,
2008).

1.3 Aktuelle Konzepte der Burkitt-Lymphomagenese

Derzeit werden verschiedene Konzepte der Tumorentstehung unter Beteiligung
einer EBV-Infektion, Koinfektionen mit dem HIV und parasitaren Malaria-
erregern (Plasmodien) sowie der MYC-Translokation diskutiert (Brady et al.,
2007; Thorley-Lawson und Allday 2008; Cader et al., 2010).

1.3.1 Die reziproke Translokation des MYC-Gens

Die Translokation von MYC gilt als Schlisselevent der Lymphomagenese. Sie
geht vermutlich aus einem Fehler der im Keimzentrum ablaufenden Prozesse
hervor (Kuppers und Dalla-Favera, 2001). 80% der BL zeigen eine Trans-
lokation 1(8;14)(q24;932), welche auch als Burkitt-Translokation bezeichnet
wird. Das MYC-Gen gerat hierbei unter die regulatorische Kontrolle des Ig-
Schwerkettengens (IGH) auf Chromosom 14. Variante Translokationen, t(2;8)
(p12;924) und 1(8;22)(q24;911), betreffen das kappa oder lambda Ig-
Leichtketten-Gen (/GL) auf 2p bzw. 22q (Brady et al., 2007). Unter dem Einfluss

der Ig-Gene kommt es zu einer deregulativen Expression des Protoonkogens
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MYC (Klein, 1983), welches die Transkription von rund 15% der menschlichen
Gene steuert (Dang et al., 2006). Hohe Expressionslevel von MYC begunstigen
die maligne Entartung der Zelle, resultieren jedoch gleichzeitig in einer
Stimulation pro-apototischer Signalwege (Packham und Cleveland, 1995; Dang
et al.,, 2005). Der Erwerb weiterer genetischer Veranderungen ist daher
notwendig, um die MYC-induzierte Apoptoseeinleitung zu umgehen (Brady et
al., 2007). 60 bis 90% der BL zeigen sekundare genetischen Veranderungen,
30 bis 50% der Tumoren besitzen komplexe Karyotypen (Murga Penas et al.,
Manuskript eingereicht). Aktuelle Modelle gehen davon aus, dass daruber
hinaus auch das EBV in den Prozess der Apoptose-Umgehung involviert ist
(Thorley-Lawson und Allday, 2008).

1.3.2 Die Rolle des Epstein-Barr-Virus

Erste Hinweise auf eine atiologische Assoziation zwischen dem EBV und der
Burkitt-Lymphomagenese gehen auf das Jahr 1964 zurlick. Damals gelang
Epstein et al. die elektronenmikroskopische Darstellung EB-viraler Partikel in
einer vom BL etablierten Zelllinie (BL-ZL) (Epstein et al., 1964). Es folgte die
Veranlassung zahlreicher Studien, welche eine vermutete Involvierung des EBV

schlieB3lich verifizieren konnten (Abbildung 1.1).

Nachweis einer Korrelation
Darstellung der EBV- zwischen der Hohe des EBV-
Detektion des EBV induzierten Transformation Antikorper-Titers und dem
in Zellen einer BL-ZL humaner B-Lymphozyten Entwicklungsrisiko eines BL
(Epstein et al., 1964). in vitro (Henle et al., 1967). (de-The et al., 1978).
Erstmalige Nachweis eines erhéhten Detektion latenter EBV- Beweis der Klonalitit des, in
Beschreibung des EBV-Antikorper-Titers in Genprodukte im Zellkern neoplastischen Zellen
BL (Burkitt, 1958). BL-Patienten neoplastischer Zellen vorliegenden, EBV-Genoms
(Henle und Henle, 1966). (Wright, 1967). (Raab-Traub und Flynn, 1986).

Abbildung 1.1 Nachweis einer Involvierung des EBV in die Genese des Burkitt-
Lymphoms (modifiziert nach Moore und Chang, 2010).
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Das EBV scheint hierbei vornehmlich in Kombination mit weiteren Faktoren,
welche die Reaktivierung EBV-infizierter B-Zellen beglnstigen, fir die
Lymphomagenese von Relevanz zu sein. Hierzu zahlen Koinfektionen mit dem
HIV oder Plasmodien (Rochford et al., 2005; Cader et al., 2010). Ferner wird
davon ausgegangen, dass das EBV uber verschiedene Mechanismen und in
Abhangigkeit der individuellen Entwicklung eines Tumors zur malignen
Entartung der B-Zellen beitragt (Thorley-Lawson und Allday, 2008).
Diesbezlglich wird, neben latenten EBV-Genprodukten (Punkt 1.3.2.1), auch
der Integration des EBV-Genoms in die DNA der Wirtszelle ein onkogenes

Potential zugeschrieben (Punkt 1.3.2.2).

1.3.2.1 Latente EBV-Genprodukte

Von entscheidender Bedeutung fur die Pathogenitat des EBV gilt seine
Eigenschaft B-Zellen zu immortalisieren. Dies wird Uber die Expression latenter
EBV-Genprodukte gewahrleistet. Latent infizierte B-Zellen synthetisieren bis zu
sechs Kernproteine (EBV-encoded nuclear antigen: EBNA-1, -2, -3A, -3B, -3C, -
LP), drei Membranproteine (latent membrane protein: LMP-1, LMP-2A,
LMP-2B) und kleine, nicht polyadenilierte RNAs (EBV-encoded small RNA:
EBER1, EBER2) (Bornkamm und Hammerschmidt 2001).

Wahrend der Priméarinfektion von B-Zellen in vivo und der Infektion ruhender B-
Zellen in vitro, welche zur Ausbildung sogenannter lymphoblastoider Zelllinien
(LCL) fUhrt (Kuppers, 2003), werden alle latenten Genprodukte exprimiert
(Latenzprogramm 3). Biopsien vom BL und davon etablierte BL-ZL zeigen
hingegen ein sehr limitiertes Genexpressionsprofil: EBNA-1 wird als einziges
virales Protein regelhaft detektiert (Latenzprogramm 1) (Hatzubai et al., 1987;
Gregory et al., 1990). In anderen EBV-assoziierten Tumoren sind auf3erdem
LMP-1 und LMP-2 nachweisbar (Latenzprogramm 2) (Brooks et al., 1992;
Deacon et al., 1993).

Initial schrieb man den transformierenden EBV-Genprodukte eine direkte Rolle
im Wachstum EBV-positiver BL zu. Heute weist die aktuelle Studienlage
hingegen zunehmend auf eine Relevanz des EBNA-1 hin. Diesem scheint eine
Funktion in der Apoptose-Inhibition (Komano et al., 1998; Kennedy et al., 2003;

Kelly et al., 2006) und der Erhéhung der genetischen Instabilitdt von Tumor-
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zellen zuzukommen (Gruhne et al., 2009). Auch die viralen Proteine EBNA-2
(Pan et al., 2009), EBNA-3C (Choudhuri et al., 2007) und LMP-1 (Kulwichit et
al., 1998; Liu et al., 2004) sind womdglich in den Entstehungsprozess EBV-
assoziierter Neoplasien involviert, werden in BL-Zellen allerdings nicht regelhaft

exprimiert (Young und Murray, 2003).

1.3.2.2 Die Integration des EBV-Genoms

Das EBV-Genom liegt im Nukleokapsid als doppelstrangige (ds) DNA, in Zellen
des BL und BL-ZL als episomales (Lindahl et al., 1976) und/oder als linear in
das Wirtsgenom integriertes Molekul vor (Abbildung 1.2) (Adams et al., 1973;
Andersson-Anvret und Lindahl, 1978).

Es wird durch vier interne Tandemrepetitionen (Internal Repeats, IR1-4) in funf
singulare Sequenzen (Unique Regions, U1-5) unterteilt, wobei der IR1-
Abschnitt sechs bis zwoIf Wiederholungen eines 3,2 kilobasenpaaren (kbp)
grolRen Sequenzabschnitts umfasst (Given und Kieff, 1979). An den Genom-
enden liegen zwei sich wiederholende Bereiche (Terminal Repeats, TR), welche
die Persistenz des Virus als intrazellulares, zirkularisiertes Molekul ermoglichen
(Kintner und Sudgen, 1979).

< 172 kbp >

TR TR

—im—8 g —

- U1 -IR1-U2-1R2- U3 - IR3- U4-IR4-U5-

IR2

Glykoprotein

Kapsid

Tegument IR3
Hiille

Virion mit dsDNA Episomales DNA-Molekiil

Abbildung 1.2 Schematische Darstellung des EBV-Genoms.
Links: die lineare Form des EBV-Genoms (im Virion), rechts: die zirkuldre Form des
EBV-Genoms (episomales Molekul) (modifiziert Matsuo et al., 1984).
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1.3.2.2.1 Zytogenetische Loksalisation integrierter EBV-DNA

Uber eine Integration des EBV-Genoms in die DNA humaner Zellen wurde
erstmals in den 70er Jahren berichtet (Adams et al., 1973; Kaschka-Dierich et
al., 1977; Andersson-Anvret und Lindahl, 1978). Die Visualisierung und
zytogenetische Lokalisierung integrierter EBV-DNA folgte 1983. Mittels in-situ-
Hybridisierung demonstrierten Henderson et al. die EBV-Integration auf 1p35 in
Zellen der BL-ZL Namalwa (Henderson et al., 1983). Einige technische
Faktoren, wie die GroRe des EBV-Genoms und ein hoher Methylierungsgrad
der Wirts-DNA, erschweren seither die Identifikation weiterer Integrationsloki
(IL) in BL-ZL und LCL (Luo et al., 2004; Gao et al., 2006). Tabelle 1.2

demonstriert die bisher identifizierten EBV-IL.

Tabelle 1.2 Lokalisation der EBV-Integration in BL-ZL und LCL.

BL-ZL / LCL Chromosomale Lokalisation Quelle
BL-36 11p15* Delecluse et al., 1993
Delecluse et al.,1993
BL-60 t(11;19) \Wolf et al., 1993
Jox et al., 1997
BL-137 1p34* Delecluse et al., 1993
NAB-2 2p13 Luo et al., 2004
Henderson et al., 1983
Namalwa 1p35 Matsuo et al., 1984

Lawrence et al., 1988

Jijoye S%Sq’ 4p, 49, 5p, 6p, 69, 79, 8q, 11p, 13q, 18q, Trescol-Biémont et al., 1987
Raji 1ga1qa 2qv 3p1 3q1 4q1 5q1 an 7p1 7q7 9q1 11pv 14q1 Gao et al., 2006

. 1p, 1q, 3p, 3q, 4p, 44, 5p, 54, 6p, 64, 8p, 8q, 11q,
EB-2 124, 13, 14q. 19p. 104, 21p Lestou et al., 1993

Henderson ef al., 1983

ECO(ES)  [de2s Takakuwa et al., 2005
LCL (P3HR-1)[1931, 592, 1392, 2191 Trescol-Biémont et al., 1987
LCLs (n=3) [1p31, 1931, 2932, 3913, 6924, 7q31** \Wuu et al., 1996

LCLs (n=14) [1p31,1943, 2p22, 3928, 4913, 5p14, 5912, 11p15* |Lestou et al., 1993
*Angabe weiterer IL ohne genaue Lokalisation; ** Angabe gehauft auffindbarer IL; n: Anzahl

Die Daten zeigen, dass die EBV-Integration einen Grofteil der Chromosomen
und eine Vielzahl unterschiedlicher chromosomaler Loki betrifft (Trescol-
Biémont et al., 1987; Lestou et al., 1993; Gao et al., 2006). Die zytogenetische
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Lokalisation integrierter EBV-DNA scheint hierbei, ebenso wie die Anzahl der
EBV-IL, zwischen den untersuchten BL-ZL und LCL zu differieren. Ob die
Integration des Virus eine nicht-randomisierte Verteilung aufweist und
bestimmte Chromosomen bzw. chromosomale Abschnitte vermehrt von einer
Integration des EBV-Genoms betroffen sind, bleibt aufgrund der geringen Zahl
bisher identifizierter IL strittig (Morissette und Flamand, 2010). Ferner bleibt
unklar, ob eine praferenzielle Integration des EBV in fragile Stellen des
humanen Genoms, die sogenannten Common Fragile Sites (CFS) stattfindet.
CFS stellen Orte erhohter chromosomaler Instabilitat dar, existent in jedem
Individuum (Smith et al., 2005; Lukusa und Fryns, 2008; Debacker und Kooy,
2007). In Neoplasien sind sie oft Ort genomischer Alteration, zudem gelten sie
als bevorzugte Integrationsorte humaner Tumorviren (Popescu, 2003). Eine
Neigung zur Integration in CFS konnte insbesondere fur onkogene Subtypen
des humanen Papillomavirus (HPV) (Thorland et al., 2003; Wentzensen et al.,
2004; Yu et al., 2005) sowie das Hepatitis-B-Virus (HBV) belegt werden (Bonilla
Guerrero und Roberts, 2005; Feitelson und Lee, 2007). Bezuglich des EBV
wurde die Integration des viralen Genoms in eine CFS bisher lediglich anhand
einer BL-ZL gezeigt. In der BL-ZL NAB-2 integrierte das Virus in die FRA2E auf
2p13 des Wirtsgenoms (Popescu et al., 1993; Luo et al., 2004).

1.3.2.2.2 Pathogene Signifikanz der EBV-Integration

Die Integration des viralen Genoms in die DNA der Wirtszelle stellt bekannter-
weise einen onkogenen Aspekt humaner Tumorviren dar (zur Hausen, 1991;
Flaitz und Hicks, 1998; McLaughlin-Drubin und Munger, 2008; Moore und
Chang, 2010). Uber die Integration des EBV-Genoms in die DNA von BL-Zellen
ist jedoch vergleichsweise wenig bekannt, nicht zuletzt aufgrund der geringen
Zahl bisher identifizierter IL (Morissette und Flamand, 2010). Als mdgliche
Konsequenzen einer EBV-Integration fir die Wirtszelle wird zum einen die
Anderung der zellullaren Genexpression (Luo et al., 2004; Takakuwa et al.,
2004), zum anderen die Alteration der genomischen Stabilitat diskutiert
(Henderson et al., 1983; Popescu et al.,1993; Wolf et al., 1993; Razzouk et al.,
1996; Jox et al., 1997).

Eine deregulative Expression der am EBV-Integrationsort gelegenen zellullaren
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Gene, konnte in zwei Studien belegt werden. Betroffen waren das BACHZ2-Gen
in Raji-Zellen (Takakuwa et al., 2004) sowie das REL-Gen in der BL-ZL NAB-2
(Luo et al., 2004). Es wird davon ausgegangen, dass die Expressionsanderung
dieser Gene womdglich zur Lymphomagenese der jeweiligen BL-ZL bei-
getragen hat (Luo et al., 2004; Takakuwa et al., 2004).

Als Indiz fur die Beeinflussung der genomischen Stabilitat durch integrierte
EBV-DNA wird die GroRe des EBV-Genoms aufgefuhrt (Wolf et al., 1993). Mit
rund 172 kbp dsDNA stellt dieses das grofte, bisher bekannte DNA-
Tumorvirus-Genom dar. Das Genom des HPV umfasst beispielsweise nur acht
kbp dsDNA (McLaughlin-Drubin und Munger, 2008). Oftmals integrieren zudem
mehrere, sequentiell geschaltete Kopien des EBV-Genoms an einem einzigen
chromosomalen Lokus des Wirtsgenoms (Popescu et al.,1993; Wolf et al.,
1993; Luo et al., 2004). Eine achromatische Farbung, Lasion oder Ein-
schnirung des EBV-IL wurde in verschiedenen Studien beobachtet und als
madgliches Zeichen einer chromosomalen Instabilitat gedeutet (Henderson et al.,
1983; Popescu et al.,1993; Jox et al., 1997). Uber eine Erhdhung der
genomischen Instabilitat der Wirtszelle konnte das EBV in genomische
Umstrukturierungsvorgange involviert sein und zu sekundaren genetischen
Veranderungen in BL-Zellen beitragen (Wolf et al., 1993; Jox et al., 1997). Eine
rekurrente, chromosomale Abnormalitat, die mit der Integration des EBV
einhergeht, konnte bisher jedoch nicht identifiziert werden (Gao et al., 2006). Da
uber den Verlust integrierter EBV- und angrenzender zellullarer DNA in vitro
(Wolf et al., 1995; Jox et al., 1997) und in vivo (Debiec-Rychter et al., 2003)
berichtet wurde, wird zudem ein Aggieren des EBV im Sinne des sogenannten
hit-and-run Mechanismus diskutiert (Razzouk et al., 1996; Jox et al., 1997;
Debiec-Rychter et al., 2003). Dieses Modell besagt, dass ein virales Agens
durch einen nur temporar vorhandenen, onkogenen Effekt zur Genese eines
Malignoms beitragt, sein Einfluss in spateren Tumorstadien jedoch nicht mehr
nachweisbar ist. Basierend auf dieser These wurde postuliert, die Integration
des EBV und ein darauf folgender Verlust zellullarer und viraler DNA konnte
einen initierenden Vorgang in der Genese EBV-negativer BL darstellen. In
diesem Fall ware das EBV, Uber die Integration des viralen Genoms, auch an
der Entstehung sporadischer BL in grolierem Mal3e als bisher vermutet beteiligt
(Razzouk et al.,1996; Jox et al., 1997).
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1.4 Fragestellung

Um die biologische Signifikanz einer Integration des EBV-Genoms besser
verstehen zu konnen, ist es notwendig die zytogenetische Lokalisation weiterer
EBV-IL zu explorieren. Dies stellt die Basis dar, um die Folgen der EBV-
Integration fur die Wirtszelle und deren Bedeutung im Entstehungsprozess des

BL eruieren zu kdnnen.

So bedarf es in etwa der genauen Lokalisation viraler Integrationsstellen, um in
einem nachsten Schritt die modglicherweise durch eine EBV-Integration
alterierten, zellullaren Gene identifizieren zu koénnen. Die chromosomale
Verteilung der EBV-IL konnte hierbei einerseits auf einer praferenziellen
Integration des EBV in fragile Stellen des Genoms basieren, andererseits auf

wichtige, in die Genese des BL besonders frequent involvierte, Gene hinweisen.

Aus der Identifizierung dieser Gene kénnten sich zuklnftig Moglichkeiten der
gezielten, therapeutischen Intervention ergeben und die hohe Therapie-
Aggressivitat, ein entscheidendes Problem heutiger Konzepte, womaoglich
vermindert werden. Die Verknupfung eines in die Lymphomagenese involvierten
Gens zu einem spezifischen Schritt des Tumorgeneseprozesses kann zudem
klinisch wichtige Marker der Tumorprogression aufdecken und zu einer
verbesserten Betreuung von Patienten beitragen.

Ziel dieser Arbeit ist daher die zytogenetische Kartierung der EBV-Integration in
20 EBV-positiven BL-ZL. Mittels Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) und
eigens hergestellter DNA-Sonden sollen EBV-IL identifiziert, die chromosomale
Distribution dieser analysiert sowie eine mogliche Bedeutung der IL im

Entstehungsprozess des BL diskutiert werden.

16



2 Materialien

2.1 Burkitt-Lymphom-Zelllinien

Das Gesamtkollektiv verwendeter BL-ZL umfasste 21 EBV-positive sowie zwei
EBV-negative BL-ZL. Die BL-ZL AG876, Akuba, BL16, BL18, BL60, CW698,
Daudi, JBL2, JI, Jijoye, LY-47, LY-67, LY-91, Maku, Naliaka, PA-682, Rael,

Seraphine, Solubo, Silfere, Salim Mwalim und Switzer waren eine freundliche

Donation von Professor G. Klein (Department of Microbiology & Tumor Biology,

Karolinska Institute, Stockholm, Sweden). Von der Deutschen Sammlung von

Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ, Braunschweig, Germany)
stammen die BL-ZL CA-46, EB-1, Namalwa und Raji. Alle verwendeten BL-ZL

sind mit ihren Charakteristika in Tabelle 2.1 gelistet.

Tabelle 2.1 Ubersicht tiber verwendete BL-ZL.

Typ /

Alter /

BL-ZL Ethnie Geschlecht EBV| publizierter Karyotyp Quelle
IAG876 BL/afrikanisch  |M/8 + Pizzo et al., 1978
Akuba BL/afrikanisch + Klein et al., 1972

o ) Bernheim et al., 1983
BL16 BL/afrikanisch  |W/5 +  [46,XX,t(8;14) Lenoir et al., 1985
BL/ ) Bernheim et al., 1983
BL18 nord-afrikanisch M/3 i AB.XY,1(8;14) Lenoir et al., 1985
42~48,XX,-X,add(3)
(027),1(8;22)
(024;911.2),dic(15;21)
(p13;p13),
BL/ der(16)t(13;16)(q12;24),|Lenoir et al., 1985
BL60 nord-afrikanisch \Wi4 " der(17)add(17) Karpova et al., 2005
(p11.2)add(17)(q11.2),
del(17)(p11.2),-19,
add(19)(p13.3), del(20)
(911.2913.1)
46(45~48)<2n>X/XY,

} I i dup(1)(q21932), dup(7) [Magrath et al., 1980

CA-46  [BL/amerikanisch (q12922),4(8:14) Drexler et al., 2001
(924;932)

CW698 BL/amerikanisch - Taub et al.,1982
47 (44~48)<2n>XX/
XXX, +7,1(8;14) .

EB-1 BL/afrikanisch  |W/9 v [(q24:q32) der(11)t(11;7)[EPStein und Barr, 1964

(q22;?),der(19)t(19;?)

(913;7?)

Drexler et al., 2001
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Typ /

Alter /

BL-ZL Ethnie Geschlecht EBV/| publizierter Karyotyp Quelle
JBL2 BL/japanisch M/29 + 46,XY,1(2;8)(p12;924) [Miyoshi et al., 1979
JI BL/kaukasisch |[W/34 + 46;XX, 1(2;8)(p11;q24) [Bornkamm et al., 1980
LY-47 BL/afrikanisch (M L+ 146,XY,1(8:22)(q24:q11) E:\I;?gfgpait 6}'/5814981

462’21<_Y’t1(18;2d2) 4 Bernheim et al., 1981
LY-67  [BL/afrikanisch |W/8 + [(924:911),der(4) Favrot et al., 1984
(4pter—4922::513—5 |\~ pon of 41 1087
qter),del(11)(g24) B
46,XX,t(2;8)
(p12;924)46,XX,t(2;8) |Bernheim et al., 1981
LY-91 BL/afrikanisch  |W/7 + (p11.2;924.2)/ Favrot et al., 1984
46,XX,idem,der(13)t(1;1|Cohen et al., 1987
3)(q32.1;p12
46, 'Yata und Klein, 1969
I t(8;22),i(39)46,XY,t(8;22[Berger und Bernheim,
Maku BL/afrikanisch M + M(3:13)(p14:p11), 1985
t(10;17)(p13;923),i(3q) |Cohen et al., 1987
Naliaka [BL/afrikanisch + Klein et al., 1972
48,X,+7,+7,+18,1q+,3q
+,del(3)
(p11),del(4)g21),inv(10),
del(15)(q21—q24)/
46,X,t(8;14),+7,+18,
621'(\2’;‘('[’(11‘,3(“222;;‘125)' Klein et al., 1972
up(3)(q1o—qz4), ’ ;
Namalwa [BlL/afrikanisch |W/3 + \Variationen I?gggser und Bernheim,
44(43~46)<2n>X, -Y, -5,
6, +7,-10, -13, 21, Drexler et al., 2001
+3mar, ins(1;?)(p11;7?),
ins(3)(q11929),
der(5)t(1;5)(925;935),
del(8)(p22),
der(14)t(14;?)(p11;7?),
} ; 46,XY,dup(1)(q21932),
PA-682 |BL/kaukasisch [M/30 + (8:22)(q24:q11-12) Magrath et al., 1983
Rael BL/afrikanisch + Klein et al., 1972
46~48,XY,1(8;14),
+20,+21,4q+,del(7)
(q22),
¢¢ar89(80~91 J<4n>XX Berger und Bernheim,
Raji BL/afrikanisch [M/12 + —4,,—9,—12,—16,—18,—21 Il)?gfler ot al.. 2001
,+3mar,add(4) o
(435),add(6) Pulvertaft, 1964
(927)x2,1(8;14)
(924;932),der(8)(8;14)
(q24;932)add(8)(?
Salim 5 /otrikanisch + Jondal und Klein, 1973
Mwalim
. . Klein et al., 1972
SeraphineBL/afrikanisch |W/7 + 46,XX,t(8,_14)(q24,.q32), Bernheim et al., 1981
der(16)t(1,16)(441:024) |- hen et al., 1987
48,XX,t(8;14)(q24;q32"),
+3,+7 /147 XX, .
Silfere  [BL/afrikanisch [W/6 + lder(8)t(8:13) gafnkﬁr.”r;et ta’-/’ 11996891
(q24:;q11),der(14)(8;14)[P€rMneim et ar.,
(924;932),+7
Solubo [BL/afrikanisch + Klein et al., 1972
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BL-ZL Typ/ Alter /

Ethnie Geschlecht EBV/| publizierter Karyotyp Quelle
Epstein et al., 1976
46,XY,1(8;14)(q24;932) [Kaiser-McCaw et al.,

1977

Switzer |BL/amerikanisch|M/16

-+

M: mannlich; W: Weiblich

2.2 Chemikalien / Losungen / Reagenzien

2.2.1 Bezugsquellen

Alle Chemikalien wurden, sofern nicht anders angegeben, von folgenden
Firmen bezogen:

1. Gibco-Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

2. Merck, Darmstadt, Deutschland

3. Serva, Heidelberg, Deutschland

4. Promega, Madison, USA

5. Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland

6. Roche, Mannheim, Deutschland

7. Baker, Deventer, Netherlands

2.2.2 FISH

Alle Losungen wurden in doppelt destilliertem Wasser (ddH,O) angesetzt.
*20x SSC (1L)
o 88,29 Tri-Natrium Citrat Dihydrat [CeHsNaz07 x 2H20]
o 175,3g NaCl
o aufgeflllt mit ddH,0O auf 1L
+4x SSC + Tween-20 (0,05%)
+ 2x SSC
+0,1x SSC

*10x PBS (1L)

Losung I:
o 16,02g Na2HPO4 x 2H20
o 73,84g NaCl
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© 900ml ddH,0O

Losung Il
o 2,769 NaH2PO4 x 2H20

o 16,36g NaCl
o 200ml ddH,0

Arbeitslosunag:

o Losung 1 + Losung 2 bis pH-Wert 7
* 1x PBS

*10x TNT (1L)

o 121,49 Tris-base

o 87,49 NaCl

o aufgefullt mit ddH,O auf 1L

©o pH-Einstellung mit 5M HCI auf pH-Wert 7,5

* IxX TNT

* 50% Formamid (1L)

o 500ml 99% Formamid

o 100ml 20x SSC

© 400ml ddH,0

o pH-Einstellung mit 5M HCI auf pH-Wert 7,5
* 70% Formamid (100ml)

o 70ml pures Formamid

o 10ml 20xSSC

o 20ml ddH,0

o pH-Einstellung mit 5M HCI auf pH-Wert 7,5

* Formaldehydlésung (Fixativ)
o 68,3ml 1x PBS
o 3,7ml 1M MgCl2
o 2ml 37% Formaldehyd

* Bio-Blocking-Reagenz

o 0,59 Blocking reagent

o 100ml 4x SSC
Dig-Blocking-Reagenz

o 0,5g Blocking reagent

o 100ml 1x TNT

*
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* Hybridisierungs-L6sung (10/10) (40ml)

o 10ml 99% Formamid

o 2ml 20x SSC

o 4ml Dextran Sulfate 50%

©  4ml ddH,0

©  pH-Einstellung mit 1M HCI auf pH-Wert 7
* DAPI (4°6-Diamidine-2-Phenylindole Dihydrochloride)

Lésung | (10mg/ml):
o 10mg DAPI
o 1ml ddH,0

Lésung Il (1ma/ml):
o 2ulLésung | zu
© 18yl ddH,0
Arbeits-l 6sung:
o 0,5ul Losung
o 1ml Vectashield (Vector Laboratories, Burlingame, USA)
* 1M MgCl2 (100ml)
o 20,33g MgCl> x 6H-0
* RNase-L6sung
o 100ug/ml RNase A (10mg/ml)
o 900 ml 2xSSC

* Carnoy’s-Fixativ(1:3):

o 2ml Eisessig
o 6ml Methanol
* Avidin-FITC (Fluoresceinisothiocyanat)=Fluorescein Avidin D (5mg/ml) (Vector
Laboratories)
* Anti-Avidin=biotinylated Anti-Avidin D (0,5mg/ml) (Vector Laboratories)
* Anti-Digoxigenin-Rhodamin (0,2mg/ml)
* Texas Red = Texas Red conjugated donkey anti sheep Ig (1,25mg/ml)
(Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc.)
* 37% HCI
*0,1M HCI
* 1M HCI
* 5M HCI
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* Pepsin (100mg/ml)
* Human COT-1 DNA (1mg/ml)

* 37% Formamid

* Ethanol

2.2.3 Polymerase-Kettenreaktion

* DMSO (Domethylsulfoxid)

* Formamid

* AccuPrime™ Pfx DNA Polymerase

* 10x AccuPrime™ reaction mix
* Primer: Die Primer EBV1 und EBV2 wurden durch die Firma MWG-Biotech
GmbH bezogen (Tabelle 2.2).

Tabelle 2.2 Ubersicht tiber verwendete Primer.

Primer Nukleotidsequenz (5°-3°) G-(Loplﬁe Nukleotidnummer*

EBV1 For. 5-CTTCTCTCTGTCCCCCTGCTCCTCT-3* 2058 13232-13256
Rev: 5'-CTAGGGTCCCTTCTGGGGGACATCCT-3' 16189-16164

EBV?2 For. 5-TTCGTCTTGCTCTATTCACCCTTAC-3' 3067 5-29
Rev:5'-CACTGTAATGAAGACGTTGGAACAG-3' 3271-3247

*Die angegeben Nukleotidnummern entsprechen dem EBV-Genom Stamm B95-8 ( Gao et al., 2006).

2.2.4 Gelelektrophorese

* UltraPure ™ Agarose
* 50xTAE (Tris-Acetat-EDTA)-Puffer

2429 Trisbase

57,1ml Eisessig

100ml 0,5M EDTA
aufgefullt mit ddH,0 auf 1L

* SYBR Safe™DNA Gel Stain (10,000 x Konzentrat in DMSO)
* 6x Ladepuffer

- 0,25% Bromophenolblau
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- 40% (g/v) Sukrose
* Grolkenmarker: A-DNA, Hindlll gespalten

2.2.5 Markierung der Sonden-DNA

* dANTP-Mix

* Biotin-16-dUTP 50nM

* DNA-Polymerase | 10x Reaction Buffer
* DNase | (1mg/ml)

* DNA-Polymerase | (9,0U/ul)

* Digoxigenin-11-dUTP 125nM

2.2.6 Zusatzlich verwendete DNA-Sonden/BAC-Klone

* Zentromer-22 Sonde p22/1:2:1

* Der BAC (bacterial artificial chromosome) Klon 440P5, welcher das auf 2p16
lokalisierte BCL11A-Gen beinhaltet, wurde von der RPCI-11 Library bezogen
(Roswell Park Cancer Institute, Buffalo, NY). Ausgewahlt wurde der Klon
anhand zuvor archivierter Informationen der NCBI-GenBank (National Center

for Biotechnology Information) ( http://www.ncbi.nim.nih.gov;April 2005)

2.2.7 Gebrauchsfertige Reaktionssysteme

* QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany)
* QlAquick PCR Purification Kit (Qiagen)
* MicroSpin™ G-50 Columns (GE Healthcare, Little Chalfont, UK)

2.3 Gerate

* Autoklav 2540 EL (Systec GmbH, Wettenberg, Deutschland)
* Gefrierschrank (Liebherr, Ochsenhausen, Deutschland)
* Eismaschinen:

* AF-80 (Scotsman, Vernon Hills, USA)
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* FM-120 DE (Hoshizaki, Willich-Munchheide, Deutschland)
Sicherheitswerkbank Typ KS 12 (Thermo Electron GmbH, Oberhausen,
Deutschland)

CO,-Inkubator Model MCO-20AIC (Sanyo Electric Co.)

Warme-/Trockenschrank B26 (Memmert GmbH, Schwabach, Deutschland)

* Heizplatte (Medax Nagel GmbH, Kiel, Deutschland)

DNA Mastercycler gradient (Eppendorf, Hamburg, Deutschland)

+ Zentrifugen:

* Hetovac Vakuumzentrifuge Typ VR-1 (Heto High Technology of
Scandinavia, Birkerod, Danemark)

+ Kihlzentrifuge 5415R (Eppendorf)

* Multifuge 3s Zentrifuge (Heraeus GmbH, Hanau, Deutschland)

+ Zentrifuge 5415 (Eppendorf)

* Wasserbader (Memmert GmbH)

Schuttler KM-2 (Edmund Buhler, Hechingen, Deutschland)

* Magnetruhrer RCT Basic (IKA Labortechnik Janke & Kunkel, Staufen,

Deutschland)

* Vortexer REAX 2000 (Heidolph, Schwabach, Deutschland)

pH-Meter CG 811 (Schott Gerate GmbH, Hotheim, Deutschland)

* Analysenwaage PB300 (Mettler Toledo, Minchen, Deutschland)

Pipetus-Akku (Hirschmann Laborgerate, Eberstadt, Deutschland)

+ Serological Pipett Falcon ® 2,5 - 10 - 25 ml (Becton Dickinson Labware,

Franklin Lakes, USA)

* Laborpipetten 2-20-100-1000 pl; Pipettenspitzen (Gilson, Middleton, USA)

Geldokumentationssystem Eagle-eye 2™ (Stratagene, La Jolla, USA)

 BioPhotometer 6131 und Thermal printer (Eppendorf)

Horizontalgelelektrophorese, -Kammern, -Schlitten, -Kdmme (Gibco BRL,

Gathersburg, USA)

Electrophoresis Power supply PS 304 (Gibco BRL)

* Mikrowelle R-2V26 (Sharp Electronics Europe GmbH, Hamburg, Deutschland)

Vakuumpumpe CT60E (Heto)

* Lichtmikroskop 473012-9902 (Carl Zeiss GmbH, Jena, Deutschland)

Mikroskop-System fur die FISH-Analyse:

* Phasenkontrastmikroskop (Carl Zeiss GmbH)

24



+ CCD-Kamera SenSys™ (Photometrics GmbH, Minchen, Deutschland)

* Monitor DELL (ViewSonic, Walnut, USA)

* Vorschaltgerat HBO 100 W Zeiss, (Carl Zeiss GmbH)

 Software: Quips™ FISH (Vysis GmbH, Bergisch Gladbach, Deutschland)

2.4 Sonstige Materialien

+ Deckglaser 24x60 und 18x18 mm (Marienfeld laboratory Glassware, Lauda-
Kdénigshofen, Deutschland)

* Fixogum Rubber-Cement (Marabu GmbH, Tamm, Deutschland)

+ Objekttrager Superfrost /Plus Assistent® (Hecht, Sondheim, Deutschland)

* PCR-Tubes: 0,2 ml Kette (Sarstedt AG und Co., Nimbrecht, Deutschland)

+ Gewebe-Kulturflaschen (Falcon, Heidelberg, Deutschland)

+ Einweg Kuvetten uvette® 220 - 1600 nm (Eppendorf)

* Immersionsoél Immersol 518 F (Carl Zeiss GmbH)
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3 Methoden

3.1 DNA-Isolierung aus Zellkulturmaterial

Fur die Isolierung von genomischer DNA aus Zellkulturmaterial wurde der
QIAamp DNA Mini Kit verwendet. Die DNA wurde nach Angaben des
Herstellers prapariert, eluiert und Konzentration und Reinheit anschliel3end
photometrisch Uberpruift. Bis zur Weiterverwertung erfolgte die Lagerung bei
-20°C.

3.2 Photometrische Bestimmung der DNA-Konzentration
und -Reinheit

Die Absorption einer Verdunnung der isolierten DNA wurde photometrisch
gemessen. Hierbei wurde ein Absorptionsspektrum im Bereich zwischen 230
nm und 320 nm aufgenommen. Die zu messende DNA wurde im Verhaltnis
1:50 mit ddH,O verdinnt und in eine Einmalklvette geflllt. Als Nullabgleich
wurde die entsprechende Menge Aquadest verwendet. Geloste dsDNA besitzt
ein Absorptionsmaximum bei 260 nm, das von Proteine hingegen liegt bei 280
nm. Das Verhaltnis der Extinktionen bei den Wellenlangen 260 und 280 nm
(E260/E280) ermoglicht somit eine Einschatzung der Reinheit der Nukleinsaure.
Der Quotient reiner DNA sollte grofRer 1,8 sein (1,8-2,2). Niedrigere Werte

weisen auf eine Verunreinigung mit Proteinen hin.

3.3 Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ermdglicht die Amplifikation eines
bestimmten DNA-Abschnitts in vitro und wurde zum Nachweis EBV-spezifischer
Sequenzen in der genomischen DNA der BL-ZL sowie zur Herstellung der

Sonden-DNA eingesetzt.
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3.3.1 Das Prinzip der Methode

Eine PCR besteht aus drei Schritten, welche unter bestimmten thermischen
Bedingungen zyklisch wiederholt werden:

* Denaturierung

* Primerhybridisierung

« Synthese / Elongation

Denaturierung

Die dsDNA (Matrize) wird zunachst durch Erhéhung der Temperatur denaturiert.
Die Anzahl der Wasserstoffbrickenbindungen zwischen den einzelnen
Basenpaaren, sowie die Lange des zu amplifizierenden DNA-Abschnitts
bestimmen die hierfur bendtigte Temperatur. Das Vorliegen als Einzelstrang
ermoglicht es den zugeflgten Oligonukleotiden, sich in einem nachsten Schritt

an die DNA anzulagern.

Primerhybridisierun

Eingesetzt werden zwei synthetische Oligonukleotide, sense und antisense,
welche zu den 3’ Enden des entsprechenden DNA Segments komplementar
sind. Sie grenzen die zu amplifizierende Sequenz ab und dienen spater der
Polymerase als Primer fur die Synthese eines komplementaren DNA-Strangs.
Damit sie mit den komplementaren Sequenzen der eingesetzten DNA
hybridisieren, werden sie im Uberschuss hinzugegeben und die Temperatur
gesenkt. Die zur Hybridisierung benotigte Temperatur wird als Annealing-
Temperatur bezeichnet und liegt etwa 2-5°C unter dem Schmelzpunkt der
verwendeten Primer. Sie ist wichtig um eine spezifische Anlagerung an die
DNA zu gewahrleisten. Zu hohe Temperaturen verhindern eine effektive
Hybridbildung, zu niedrige Temperaturen fliihren zu Hybriden in nicht vollstandig

komplementaren DNA Abschnitten und somit zu ungewollten Nebenprodukten.

Synthese
Ausgehend von den Primer-DNA-Hybriden beginnt die hitzeresistente DNA-

Polymerase schlieBlich mit der VerknUpfung der hinzugesetzten, freien

Deoxynukleotide. Es entsteht eine komplementare Abschrift der DNA. Die in
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diesem Schritt verwendete Temperatur hangt von der verwendeten Polymerase
ab, die bendtigte Zeit von Polymerase und Grolke des DNA-Fragments.
Wiederholte Zyklen von Denaturierung und Synthese fuhren schlieBlich zu einer

exponentiellen Amplifikation des PCR-Produkts.

3.3.2 Nachweis der EBV-Positivitat der BL-ZL

Zum Nachweis der EBV-Positivitdt wurde eine Long-Distance PCR (LD-PCR)
mit den Primern EBV1 und EBV2 und je 1,5 ug der genomischen DNA der BL-
ZL durchgefuihrt. Dieses PCR-Verfahren ist besonders geeignet zur
Amplifikation grof3er DNA-Fragmente (bis zu 12 kbp). Durch die 3'-5
Proofreading-Aktivitat der verwendeten Polymerase wird die korrekte Her-
stellung des PCR-Produktes garantiert und insbesondere in grofen PCR-
Fragmenten werden weniger Fehler generiert. Die Primer wurden durch die
Firma MWG-Biotech GmbH bezogen. Fur genaue Sequenzen siehe Punkt
2.2.3. Die Annealing-Temperatur des jeweiligen Primers wurde zuvor mittels

einer Gradient-PCR bestimmt.

Die PCR erfolgte in einem Thermocycler der Firma Eppendorf unter

Verwendung des folgenden Reaktionsansatzes:

AccuPrime Pfx Polymerase 0,4ul
10xBuffer Pfx 5ul
EBV1/EBV2 Primerpaar For und Rev (10pm/pl) je 1,5ul
DMSO (5%) 1,25l

DMSO wurde verwendet, um das Aufbrechen der Sekundarstruktur zu
erleichtern. Der Reaktionsansatz wurde mit mit ddH,O auf 50ul aufgefullt, in
beschriftete PCR-Tubes transferiert und die PCR nach folgendem Protokoll
durchgefuhrt:
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Schritt Temperatur Dauer
Initiation 95°C 4 Minuten
40 Zyklen:
Denaturierung 95°C 1 Minuten
Hybridisierung EBV1: 63°C 1 Minuten
EBV2: 59°C
\Verlangerung 68°C 4 Minuten
Endverlangerung 68°C 10 Minuten
© 4°C

3.3.3 Herstellung der Sonden-DNA

Zur Amplifizierung der Sonden-DNA wurde der Primer EBV1 eingesetzt und an
1,5ug der genomischen DNA der BL-ZL Raji verwendet. Reaktionsansatz und
PCR-Protokoll entsprachen dem oben angegebenen Protokoll fur den
Nachweis der EBV-DNA. Nach Abschluss der PCR erfolgte die Lagerung aller
Produkte bei 4°C. Zur Auswertung der Amplifikationsprodukte wurden je 5ul der
PCR-Produkte auf einem 1% Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt und
mittels des Qiagen®-Protokolls aufgereinigt (Punkt 3.5). Anschlielfend wurden
der Nukleinsauregehalt und die Reinheit der Proben photometrisch tberpruift,

bevor diese sequenziert wurden (Punkt 3.2 und 3.6).

3.4 Gelelektrophorese

Die Auftrennung der PCR-Produkte erfolgte bei konstanter Spannung (80-100
Volt) in einem Horizontal-Gelapparat. Zur Herstellung der Tragersubstanz,
wurde 1% Agarose in 1x TAE-Puffer unter Aufkochen geldst. Vor dem
Polymerisieren der Agarose wurde fur den optischen Nachweis der Fragmente
SYBRsafe hinzugegeben. Dieses lagert sich in die DNA ein und emittiert nach
Anregung mit ultraviolettem (UV) Licht sichtbares Licht. Je 5ul der PCR-Proben
wurden mit 2ul Ladepuffer versetzt und in die Geltaschen pipettiert. Die PCR-
Produkte wanderten in Abhangigkeit von ihrer GroRe, Ladung und Struktur zur
Anode des elektrischen Feldes. Das Mitlaufen eines entsprechenden
Molekulargewichtsmarker (Hindlll gespaltene A-DNA) in einer weiteren
Geltasche diente der Abschatzung der FragmentgréRe der Proben. Nach etwa

40 Minuten erfolgte die Darstellung der DNA mittels eines computergestutzten
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Geldokumentationssystems.

3.5 Reinigung der PCR-Produkte

Die Aufreinigung der PCR-Produkte erfolgte nach Angaben des Herstellers
mittels des QIAquick PCR Purification Kits. Dieses eignet sich fur die Reinigung
ein- oder doppelstrangiger PCR-Produkte mit einer Grofie von 100bp bis 10kbp.

DNA ab einer Grolke von 100bp bindet unter hoher Salzkonzentration und
optimalem pH an die Silikatmembran der Saule. Primer-Dimere sowie
ungebundene Primer und nicht inkorporierte dNTP binden nicht, oder werden in
folgenden Waschschritten unter Zentrifugation eliminiert. Die gereinigte DNA
wurde anschliel3end unter niedriger Salzkonzentration von der Matrix geldst und

in 30ul ddH,O0 eluiert.

3.6 Sequenzierung

Die Sequenzierung der PCR-Produkte erfolgte durch die MWG-Biotech GmbH.
Hierzu wurden jeweils 240 ng der luftgetrockneten Probe und 2pm/ul der

Primerpaare, geldst in 15ul ddH,0, eingesendet.

3.7 Markierung der DNA-Sonden

Die mittels LD-PCR vervielfaltigte, EBV- spezifische DNA-Sequenz, wurde nach
dem Prinzip der Nick-Translation indirekt markiert. Bei der Nick-Translation
handelt es sich um ein 1977 von Rigby et al. entwickeltes Prinzip (Rigby et al.,
1977). Das Enzym DNase | erzeugt zunachst Einzelstrangbriiche in der
Sonden-DNA, an denen die DNA-Polymerase | anschlieRend die eingesetzten
Markermolekule, Biotin- bzw. Digoxigenin markierte dUTP, enzymatisch

inkorporiert.

Zur Herstellung EBV-spezifischer Sonden wurde 1ug dsEBV-DNA eingesetzt

und folgendes Reaktionsgemisch verwendet:
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dNTP-Mix 1pl

50nM Biotin-16-dUTP 1ul
DNA-Polymerase | Puffer 5ul
DNase | ul
DNA-Polymerase | 1ul

Nach Zugabe aller Komponenten wurde das Reaktionsgemisch mit ddH,0 auf
50ul aufgeflllt und die Reaktion bei 16°C fur 60 Minuten inkubiert.
AnschlieRend wurde sie durch Erhitzen im 75°C Wasserbad abgestoppt (7
Minuten). Danach wurden die Sonden fur mindestens eine Minute auf Eis
gelagert. Die Aufreinigung der DNA-Sonden fand unter Gebrauch von
MicroSpin G-50 Saulen statt. Die in den Saulen enthaltene Matrix (Sephadex
resin) ermoglicht eine Auftrennung nach dem Prinzip der Gelfiltration und reinigt
somit von nicht eingebauten Nukleotiden. Bis zur weiteren Verwendung wurden
die Sonden bei -20°C gelagert. Zur Verifizierung schwer identitifizierbarer,
Hybridisierungssignale tragender Chromosomen, wurde bei einigen Praparaten
eine zusatzliche Sonde eingesetzt (siehe Punkt 2.2.6). Zur Herstellung wurde

oben angegebenes Protokoll und Digoxigenin verwendet.

3.8 Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung

3.8.1 Das Prinzip der Methode

Die FISH ist eine zytogenetische Methode, welche die Lokalisation spezifischer
DNA-Sequenzen auf Einzelzellniveau ermoglicht. Hierzu werden definierte
DNA-Sequenzen (sogenannte Sonden) markiert (Punkt 3.7), mit den zu
untersuchenden Zellen hybridisiert und anschlieBend Uber ein System
Fluoreszenzmarkierter Antikdrper (AK) sichtbargemacht. In der Hamato-
onkologie wird dieses Verfahren unter anderem zum Nachweis numerischer
und struktureller chromosomaler Aberrationen in komplexen Tumorgenomen

sowie zum Nachweis integrierter Virus-DNA eingesetzt. Das Muster der
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Hybridisierungssignale ermadglicht hierbei Ruckschlisse auf die virale

Verweilform im untersuchten Material (Punkt 3.8.3).

Im Detail umfasst der Prozess folgende Schritte:
» Denaturierung (von Ziel- und Sonden-DNA)
 Hybridisierung
» Detektion und Amplifikation der Signale

Jene Sequenzen, die in der genomischen DNA des Untersuchungs-materials
detektiert werden sollen, werden markiert und als Sonden eingesetzt. Die
Markierung der Sonden-DNA erfolgt entweder direkt durch Fluoreszenz-
Farbstoffe oder indirekt, durch den Einbau von Biotin- oder Digoxigenin-
konjugierten Nukleotiden. Sowohl Sonden- als auch Ziel-DNA werden zunachst
denaturiert, so dass sie anschliel3end als Einzelstrangmolekule vorliegen. Dies
ermdglicht die Hybridisierung von Sonden-DNA mit dem Untersuchungs-
material. Die Sonden lagern sich an komplementare DNA-Abschnitte der zu
untersuchenden Zellen an und werden in einem nachsten Schritt
sichtbargemacht. Bei indirekt markierten Sonden erfolgt dies Uber ein System
Fluoreszenzmarkierter AK, welche nach UV-Anregung Licht spezifischer
Wellenlange emmitieren. Eine Kaskade von AK-Antigen-Reaktionen resultiert in
einer Verstarkung des Signals. Eingesetzte Sonden koénnen fluoreszens-
mikroskopisch auf Interphasezellkernen oder Metaphasechromosomen
detektiert werden. Letzteres erlaubt eine genaue zytogenetische Lokalisation

der Sonden.

3.8.2 FISH der BL-ZL-Praparate

Vorbereitung und Fixierun r Zellen auf dem jekttrager

Die Aufbewahrung des Probenmaterials erfolgte als Fixativ-Zellsuspension bei
-20°C. Zur Herstellung von FISH-Praparaten wurden die bendtigten 15 ml
Rohrchen bei 1000rpm fiir 5 Minuten zentrifugiert und der Uberstand verworfen.
Durch Zugabe frischen Fixativs wurde schlieBlich eine neue Zellsuspension
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hergestellt.

Die Zellen wurden gleichmafig auf zuvor mit 100% Ethanol und Aquadest
gereinigte Objekttrager pipettiert. Die Objekttrager wurden unter Raum-
temperatur getrocknet und die Qualitat der Metaphasen im Lichtmikroskop
Uberpruft. Bis zum weiteren Gebrauch erfolgte die Lagerung der Objekttrager
bei -20°C.

Vorbehandlung und Denaturierung der Ziel-DNA

Die Objekttrager wurden zunachst kurz mit 2x SSC bei Raumtemperatur
befeuchtet. Im Anschluss daran wurden 100ul frische RNase-Losung (10%) auf
die Objekttrager gegeben und mit einem Deckglas versehen flr 1 Stunde bei

37°C in einer feuchten Kammer inkubiert.

In der Zwischenzeit wurde eine Losung 0.01M HCI auf 37°C vorgewarmt. Nach
der RNase-Behandlung folgten Waschvorgange in 2x SSC und 1x PBS fur
jeweils 5 Minuten. Der Verdau der verbliebenen Proteinanteile erfolgte mit 130l
Pepsin in der vorgewarmten HCI-Losung bei 37°C fur 2,5 Minuten. Es folgte ein
Waschvorgang in 1x PBS fur 5 Minuten. Schliel3lich wurden die Praparate in
Formaldehydlésung flr 10 Minuten bei Raumtemperatur nachfixiert und jeweils
5 Minuten in 1x PBS und 2x SSC gewaschen. Darauf folgte der
Denaturierungsvorgang in 70%iger Formamidlésung im 75°C -Wasserbad. Je
nach Empfindlichkeit der verwendeten Zellen verblieben die Objekttrager 1-2,5
Minuten in der Losung. Formamid schwacht durch seine starke Polaritat die
Wasserstoffbriuckenbindungen zwischen den DNA-Einzelstrangen und bewirkt
so eine Erniedrigung des DNA-Schmelzpunktes von 90°C auf 70-75°C. Auf
diese Weise wird eine thermische Zerstorung der Chromosomenstruktur
verhindert. Um den Denaturierungsvorgang zu stoppen, verblieben die
Objekttrager anschlielend fur 3 Minuten in eiskalter 2x SSC-Lésung. Darauf
folgte die Denaturierung in einer aufsteigenden Ethanolreihe von 70%, 80% und

100% fur jeweils 3 Minuten und die Trocknung der Praparate an der Luft.

Sonden-DNA

DNA-Sonden kdnnen hoch- und mittelrepetitive Sequenzen enthalten, welche
unspezifisch mit der Ziel-DNA hybridisieren. Um dies zu verhindern wurde eine

Vorhybridisierung der Sonden mit Human COT-1 DNA durchgefihrt. Die aus
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menschlicher Plazenta gewonnene Human COT-1 DNA beinhaltet repetetive
Sequenzen der Kpn-Familie [long interspersed nuclear elements (LINE)] und
der Alu-Familie [short interspersed nuclear elements (SINE)] , die sich an
komplementare Sequenzen der Sonden-DNA anlagern. Repetitive, un-
spezifische Sequenzen werden so durch die unmarkierte ,Konkurrenz“-DNA
abgesattigt. Es wurden jeweils 8ul Sonde mit 10ul COT-1 gemischt und die
Losung in einer Vakuumzentrifuge getrocknet. Die getrockneten Proben wurden
anschliefend in 10pl Hybridisierungspuffer geldést und die Sonden-DNA im
Wasserbad bei 37°C unter mehrmaligem Vortexen gelost. Die anschlie3ende
Hitzedenaturierung erfolgte im 75°C-Wasserbad fir 5 Minuten. Eine einmin(tige
Abkuhlung auf Eis verhinderte die erneute Zusammenlagerung der nun
einzelstrangigen DNA. Es folgte die Vorhybridisierung im Wasserbad bei 37°C
fur 60 Minuten.

Hybridisierung

Nach Lufttrocknung des Objekttragers wurden 10ul der Sonden-DNA
aufgetragen, der Objekttrager mit einem Deckglas versehen und die Rander mit
Fixogum luftdicht abgeschlossen. Die Hybridisierung erfolgte Uber Nacht bei

37°C in einer feuchten Kammer.

Detektion und Signal-Amplifikation

Nach dem Hybridisierungsprozess wurden die Deckglaschen vorsichtig gelost
und die Objekttrager jeweils dreimal 5 Minuten in 50%igem Formamid und 2x
SSC bei 43°C, sowie dreimal 5 Minuten in 0,1x SSC bei 60°C gewaschen.
Zwecks Eliminierung ungebundener bzw. unspezifisch gebundener DNA-
Sequenzen schloss sich ein erneuter Waschvorgang in 4x SSC + Tween-20
(0,05%) fur 5 Minuten an. Anschlielend wurden jeweils 100ul Bio-Blocking-
Reagenz auf die Objekttrager pipettiert und diese fur 25 Minuten bei 37°C in
einer feuchten Kammer inkubiert. Die Deckglaschen wurden entfernt und die
Objekttrager kurz in 4x SSC + Tween-20 (0,05%) gewaschen.

Die Biotin-Detektion wird Uber einen dreistufigen Prozess aus Antigen-AK-
Reaktionen erzeugt. Ab hier wird im Dunkeln gearbeitet. Zunachst lagert sich
FITC-konjugiertes Avidin als passender AK an die Biotin-Molekule an. Hierzu
wurden 1000pl Bio-Blocking-Reagenz mit 1ul Avidin-FITC gemischt und bei 4°C
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und 13000 rpm fur 30 Minuten in einer Kuhlzentrifuge zentrifugiert. Je 100yl
dieser Losung wurde auf die Objekttrager aufgetragen und diese fir 35 Minuten
bei 37°C inkubiert. Es folgten Waschvorgange in 4x SSC+Tween-20 (0,05%)
und 1x TNT fur jeweils zweimal finf Minuten. AnschlieRend wurden biotinylierte
Anti-Avidin-AK eingesetzt. Diese binden an das Biotin-gebundene Avidin-FITC,

was zu einer Amplifizierung der Signale fuhrt.

Zwecks Detektion der mit Digoxigenin markierten Sonden wurden mit 5(6)-
Carboxyrhodamin-101-N-hydroxysuccinimidester konjugierte Anti-Digoxigenin-
AK vom Schaf verwendet. 1000ul Dig-Blocking-Reagenz wurden mit 10ul Anti-
Avidin und 10ul Anti-Digoxigenin-Rhodamin vermischt und unter vorherigen
Bedingungen zentrifugiert. Jeweils 100ul dieser Losung wurden auf die
Objekttrager aufgetragen und diese 35 Minuten bei 37°C inkubiert. Erneut
wurde vier mal in 1x TNT fur jeweils 5 Minuten gewaschen. In einem dritten
Schritt erfolgte nun die Amplifikation der Signale. Analog zum ersten Schritt
wurde hierfir Avidin-FITC verwendet, welches sich an die nun mit Biotin
konjugierten Anti-Avidin-AK anlagerte. Zur Signalverstarkung der mit
Digoxigenin markierten Sonden wurde Texas Red eingesetzt. Texas Red ist ein
fluorochrommarkierter AK vom Esel, der gegen die schwere Kette von IgG-AK
des Schafes gerichtet ist und an das vorher verwendeten Anti-Digoxigenin-
Rhodamin bindet. 1000pl Bio-Blocking-Reagenz wurden mit 1pl Avidin-FITC
und 10ul Texas-Red vermischt, zentrifugiert und anschlielRend jeweils 100ul der
Losung auf die Objekttrager pipettiert. Nach einer 35-minutigen Inkubation bei
37°C, wurde viermal in 1x TNT fur jeweils 5 Minuten und einmal in 1x PBS flur 3
Minuten gewaschen. Schliellich wurden die Objekttrager in einer aufsteigenden
Ethanolreihe von 70%igem, 80%igem und 100%igem Ethanol denaturiert und
unter dem Abzug getrocknet. Zur Sichtbarmachung der Chromosomen wurde
mit jeweils 29ul DAPI gegengefarbt und die Objekttrager mit einem Deckglas
abgedeckt. Bis zur Auswertung der Praparate wurden sie kihl und dunkel
gelagert. Die Analyse erfolgte fluoreszenzmikroskopisch unter Verwendung

eines speziellen Mikroskopsystems.
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3.8.3 Analyse der FISH-Daten

Die Analyse der Praparate erfolgte fluoreszensmikroskopisch. Hierbei lasst die
Anordnung der Hybridisierungssignale Ruckschlisse auf die vorliegende Form
der EBV-DNA zu. Im Falle einer Integration befindet sich auf homologen Loki
beider Schwesterchromatiden eines Chromosoms ein Signal (Trescol-Biémont
et al., 1987; Hurley et al., 1991). Ein solches Doppelsignal (DS) identifiziert das
entsprechende Chromosom als Integrationsort. Einzelne Hybridisierungssignale
schwacherer Intensitat stellen die episomale Verweilform des Virus dar (Hurley
et al., 1991).

Eine DAPI-Farbung der Metaphasen ermoglichte die Identifizierung der
Chromosomen. Die Identifikation der chromosomalen Banden erfolgte auf

einem Niveau von 150-300 Banden.

Die Metaphasen einer jeden BL-ZL wurden hinsichtlich der Lokalisation viraler
Integration, sowie der Anzahl und Rekurrenz der EBV-IL analysiert. Die fur jede
BL-ZL separat erhobenen Daten wurden anschlieend geblndelt, um die
chromosomale Verteilung der EBV-Integration im Kollektiv zu bewerten. Hierbei
wurden zunachst alle DS gebundelt und die absolute Anzahl der auf einem
jeweiligen Chromosomen bzw. dessen p/g-Arm visualisierten DS ermittelt. Es
folgte eine Analyse der EBV-Integration auf dem Niveau spezifischer
chromosomaler Banden. Hierbei wurde wiederum analysiert welche Banden am
haufigsten von einer Integration betroffen waren, sprich die meisten DS
sammelten. Zudem wurde analysiert welche Banden in mehreren BL-ZL von

einer Integration des EBV betroffen waren.

Um zu erortern, inwiefern die Integration des EBV in BL-ZL vermehrt in CFS
stattfindet, erfolgte schlie3lich eine Analyse detektierter DS hinsichtlich deren

Uberlappung mit einer CFS.
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4 Ergebnisse

Ziel dieser Arbeit war die zytogenetische Kartierung der EBV-Integration, die an
einem Kollektiv von 20 EBV-positiven BL-ZL mittels Metaphase-FISH und

eigens hergestellter DNA-Sonden sichtbargemacht werden sollte.

In einem ersten Schritt erfolgte die Verifizierung der EBV-Positivitat aller
untersuchten BL-ZL. Hierzu wurden LD-PCR mit EBV-spezifischen Primern
(EBV1 und EBV2) und der, zuvor isolierten, genomischen DNA der BL-ZL
durchgefuhrt.

Es folgte die Herstellung der, in der FISH verwendeten, EBV-spezifischen DNA-
Sonde. Diese wurde unter Einsatz des Primers EBV1 im Verfahren der LD-PCR
amplifiziert und nach indirekter Markierung mit Biotin-16-dUTP auf ihre Qualitat
hin Uberpruft.

SchlieBlich wurde sie in der FISH an Metaphase-Praparaten der 20 EBV-
positiven BL-ZL verwendet. Eine fluoreszenzmikroskopische Analyse der
Chromosomenpraparate ermaoglichte die Darstellung und Lokalisation
integrierter EBV-DNA. Die flr jede BL-ZL separat erhobenen Daten wurden
anschliellend gebundelt und die EBV-Integration im Kollektiv bewertet. Hierbei
wurde die chromosomale Distribution detektierter EBV-IL sowie eine

Uberlappung dieser mit publizierten CFS analysiert.

4.1 Praparation der genomischen DNA der BL-ZL

Die Isolierung der genomischen DNA aller verwendeten BL-ZL erfolgte wie in
Punkt 3.1 beschrieben. Reinheit und Konzentration der gewonnenen DNA
wurden anschlieBend photometrisch Uberprift. Samtliche Werte lagen im

zufriedenstellenden Bereich.

4.2 Bestatigung des EBV-Status der BL-ZL mittels LD-PCR
Um die Prasenz des EBV-Genoms in den verwendeten, EBV-positiven BL-ZL
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zu bestatigen, wurden LD-PCRs mit dem Primer EBV2 und der genomischen
DNA der BL-ZL durchgefuhrt. Die gewonnenen PCR-Produkte wurden wie
beschrieben gelelektrophoretisch aufgetrennt. Ausgenommen der BL-ZL Akuba,
BL16 und BL60 zeigten die PCR-Produkte aller EBV-positiven BL-ZL eine
Bande im erwarteten Groflenbereich von rund 3300 bp. Sowohl die EBV-
negativen BL-ZL als auch die Wasserkontrolle zeigten keine Banden im
korrespondierenden GroRRenbereich. Im Fall der BL-ZL Akuba, BL16 und BL60
wurden weiterfihrende LD-PCRs mit dem Primer EBV1 durchgefuhrt. Die
Amplifikation eines ca. 3000 bp grolRen PCR-Fragments konnte in der
Gelelektrophorese dargestellt werden und bestatigte das Vorhandensein der
EBV-DNA in den genannten BL-ZL. Abbildung 4.1 demonstriert die gelelektro-
phoretische Auftrennung der amplifizierten DNA-Abschnitte am Beispiel der BL-
ZL Nalmalwa.

<— 2958 bp *—:3267 bp

Abbildung 4.1 1% Agarose-Gelelektrophorese der PCR-Produkte des Primers EBV1
(A) und EBV2 (B) der BL-ZL Namalwa.

Bahn 1: Lambda DNA Hind Il marker (2ul), Bahn 2: Probe (5ul).

Der durch die Primerpaare amplifizierte DNA-Abschnitt zeigt sich im erwarteten
GroRenbereich bei etwa 3000 bp (A) bzw. 3300 bp (B).

38



4.3. Herstellung der EBV-spezifischen FISH-Sonde

4.3.1 LD-PCR und Sequenzierung

Die Herstellung der Sonden-DNA erfolgte mittels LD-PCR unter Verwendung
des Primers EBV1 an 1,5 yg der genomischen DNA der BL-ZL Raji. Die durch
den Primer amplifizierte Region entspricht der in Repetition vorhanden IR1-
Region des EBV Genoms (siehe Kapitel 1, Punkt 1.3.2.2.1) und ist somit
besonders geeignet zur Herstellung einer Sonde mit kraftigen Hybridisierungs-
signalen. Nach einer Reinigung der PCR-Produkte erfolgte die Uberpriifung von
DNA-Konzentration und Reinheit sowie eine Sequenzierung durch die Firma
MWG-Biotech GmbH. Diese bestatigte, dass es sich bei dem amplifizierten
PCR-Produkt um die Nukleotide 59-2938 der IR1-Region des EBV-Genoms
handelt (NCBI-Datenbank: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/M15973.1,
Stand: 2012).

4.3.2 Nick-Translation

Es folgte die indirekte Markierung des PCR-Produkts mit Biotin-16-dUTP nach
dem Prinzip der Nick-Translation sowie eine anschlieBende Aufreinigung der
Sonde zur Elimination nicht inkorporierter Biotin-Moleklle. Nach zufrieden-
stellender Qualiatsprifung (Punkt 4.3.3) wurde die Sonde zur FISH an
Metaphasepraparaten der BL-ZL verwendet (Punkt 4.4).

4.3.3 Uberpriifung der Sondenqualitit

Zur Bestatigung der Sondenqualitat wurde zunachst FISH an der BL-ZL
Namalwa durchgefihrt. Diese BL-ZL wurde gewahlt, da zahlreiche Publi-
kationen Status und Lokalisation der EBV-Integration bestatigen. In Namalwa-
Zellen zeigt sich die Integration des EBV-Genoms an einem einzigen
chromosomalen Lokus auf 1p35 (Henderson et al., 1983; Matsuo et al., 1984;
Lawrence et al., 1988). Als Negativkontrollen wurden die EBV-negativen BL-ZL
CA-46 und CW698 verwendet.
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Die EBV-negativen BL-ZL zeigten wie erwartet keine Hybridisierung der Sonde
(Abbildung 4.2 A+B), wohingegen Metaphasen der BL-ZL Namalwa eine
Integration des EBV auf 1p35 demonstrierten (Abbildung 4.3 A+B).
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Abbildung 4.2 Uberpriifung der hergestellten DNA-Sonde mittels FISH an einer
Metaphase der EBV-negativen BL-ZL CA-46 (A+B).

Die EBV-negative BL-ZL CA-46 zeigt wie erwartet keine Hybridisierung der EBV-DNA-
Sonde (B).

Abbildung 4.3 Uberpriifung der hergestellten DNA-Sonde mittels FISH an einer
Metaphase der der EBV-positiven BL-ZL Nalmalwa (A+B).

Wie erwartet zeigt sich eine Hybridisierung der EBV-Sonde auf 1p35. Die symmetrisch
angeordneten Hybridisierungsignale indizieren den Ort viraler Integration (Pfeil, B).
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4.4 Visualisierung der EBV-Integration in BL-ZL mittels
Metaphase-FISH

Es folgte die fluoreszenzmikroskopische Analyse der viralen Integration in 20
EBV-positiven BL-ZL. Die Anordnung der Hybridisierungssignale lasst hierbei
Ruckschlusse auf die vorliegende Form der EBV-DNA zu (siehe Kapitel 3,
Punkt 3.8.3). Eine DAPI-Farbung derselben Metaphase ermdglicht die
Identifizierung der Chromosomen. Der Fluoreszenzfarbstoff DAPI bindet
praferenziell an AT-Regionen der dsDNA. Das hierdurch entstehende Banden-
muster ahnelt dem der GTG-Banderung: AT-reiche Bereiche stellen sich als
dunkle Banden dar. Die ldentifikation der chromosomalen Banden erfolgte auf

einem Niveau von 150-300 Banden.

Pro BL-ZL wurden bis zu 15 gut konservierte und komplette Metaphasen
analysiert. Die Gesamtzahl analysierter Metaphasen belief sich auf rund 300
Metaphasen. Neben DS, indikativ fur den Ort viraler Integration, zeigte sich eine
variable Anzahl nicht-symmetrischer Einzelsignale, welche auf die episomale

Form viraler DNA hindeuten.

4.4.1 Hybridisierungsmuster einzelner BL-ZL

Die Anzahl und Lokalisation der symmetrisch angeordneten Hybridisierungs-
signale differierte innerhalb des ZL-Kollektivs deutlich. Anhand des hieraus
resultierenden Musters liessen sich drei verschiedene Gruppen von BL-ZL
differenzieren. Vier BL-ZL zeigten einen einzigen bzw. zwei distinkte EBV-IL
(Gruppe 1), wohingegen 13 BL-ZL mehrere IL aufwiesen (Gruppe 2). Innerhalb
der Gruppe 2 fiel zudem eine sehr ungleiche Rekurrenz der EBV-IL auf. Vier
BL-ZL demonstrierten hoch-rekurrierende EBV-IL, auffindbar in Gber 50% der
analysierten Metaphasen (Gruppe 2a). In den Ubrigen neun BL-ZL der Gruppe
2 waren hingegen keine hoch-rekurrierenden EBV-IL detektierbar (Gruppe 2b).
Die BL-ZL EB-1, Salim Mwalim und LY-47 wiesen ausschliellich nicht-
rekurrierende DS, sowie in rund 50% der jeweiligen Metaphasen keinerlei DS
auf (Gruppe 3). Die Kriterien fir eine Integration des EBV wurden in diesen BL-
ZL als nicht ausreichend erfullt angesehen (siehe Kapitel 5). Die detektierten

DS wurden daher in die weitere Datenanalyse nicht miteinbezogen.
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4.4.1.1 BL-ZL der Gruppe 1: Existenz von ein bis zwei EBV-IL

Die BL-ZL BL60, PA-682 und Seraphine zeigten jeweils einen solitaren IL,

detektierbar in allen analysierten Metaphasen. Die BL-ZL Naliaka demonstrierte

zwei distinkte IL des EBV. Diese BL-ZL wurden als Gruppe 1 subsumiert

(Tabelle 4.1, Abbildung 4.4). Die virale DNA visualisierte auf homologe
Chromatiden von 2p23 (Seraphine), 22912 (PA-682), 7911 und 17925 (Naliaka)

sowie nahe dem Bruchpunkt eines Translokationsderivativs der(19)t(17;19)

(BL60). Aufgrund des sehr ahnlichen Bandenmusters von 19p und 19q war es

in diesem Fall nicht moglich zu differenzieren, ob es sich bei der translozierten

Komponente des Chromosoms 19 um dessen p- oder g-Arm handelt (Abbildung

4.4 A+B).

Tabelle 4.1 EBV-positive BL-ZL der Gruppe 1 und detektierte EBV-IL.

Anzahl der Rekurri de IL
BL-ZL analysierten | . % d € :Jrr!e::n :n taoh Nicht-rekurrierende IL
Metaphasen (in % der analysierten Metaphasen)
der(19)t(17,19) (?;p oder q13) ;
BL6O 15 auf 19p13 oder 19q13 (100%) Keine
. 7911 (75%) ;
Naliaka 8 17425 (100%) Keine
PA-682 15 22912 (100%) Keine
Seraphine [15 2p23 (100%) Keine
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Abbildung 4.4 Visualisierung der EBV-Integration mittels FISH an Metaphasen der BL-
ZL BL60 (A+B), PA-682 (C+D) und Seraphine (E+F).

In der BL-ZL BL60 hybridisiert die EBV-Sonde nahe dem Bruchpunkt des
der(19)t(17;19)(?;p oder q13) (A+B). In der BL-ZL PA-682 zeigt sich eine Integration
des EBV auf 22912 (C+D), in der BL-ZL Seraphine auf 2p23 (E+F). Hierbei erfolgte
eine Kohybridisierung der EBV-spezifischen Biotin-Sonde mit Digoxigenin-markierten
Sonden (*). Zum Einsatz kam eine Sonde des Zentromer 22 (D) bzw. des auf 2p16
lokalisierten BCL11A-Gens (F).
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4.4.1.2 BL-ZL der Gruppe 2: Existenz multipler EBV-IL

Untergruppe 2a

Die BL-ZL AG876, LY-67 und Switzer wiesen eine unterschiedliche Anzahl
distinkter EBV-IL auf (Gruppe 2a, Tabelle 4.2). Ein bis zwei dieser IL waren in
hoher Rekurrenz auffindbar (> 50% der Metaphasen). Sie betrafen die
chromosomalen Banden 2g21 (Switzer), 7p22 (AG876), 7921 (LY-67), 13921
(AG876, LY-67) sowie das Translokationsderivativ der(13)t(3;13)
(p21;p11)ins(3;13)(p21;931.1q33) in der BL-ZL Maku. Der letztgenannte IL lag
nahe dem Translokationsbruchpunkt auf 13p11 und stellte sich als
achromatischer Bereich dar (Abbildung 4.5 A+B). In allen BL-ZL dieser Gruppe
bestanden zudem nicht-rekurrierende EBV-IL. Die BL-ZL LY-67 und Switzer
zeigten weitere EBV-IL von Rekurrenz. Abbildung 4.5 demonstriert das
gefundene Muster viraler Integration dieser ZL-Gruppe an Hand von
Metaphasen der BL-ZL Maku (A+B), AG876 (C+D) und LY-67 (E+F).

Tabelle 4.2 EBV-positive BL-ZL der Gruppe 2a und detektierte EBV-IL.

Anzahl der :
. Rekurrierende IL . .
BL-ZL aMneTay:rI\ert:: (in % der analysierten Metaphasen) Nicht-rekurrierende IL
1912, 3912-13, 3924, 3928,
AG876 |15 7p22 (80%) 4qter(33-35), 5913, 7q31,

13921 (53%) ?211’41221}110(]23’ 10q26,
q J p

2431, 3p25, 3q24, 4p12,
4931, 5p14, 8921

der(13)(3;13)(p21;p11)ins(3;13)
Maku |15 (p21;931.1933)

auf 13p11(100%)

13921 (80%)

7921 (67%)

1943, 3p, 3q13, 4p13, 4921,

LY-67 |15 12421 (20%) 613(512)3 5921, 6926, 10921,
3926 (13%)
2921 (67%)
2931 (33%)
1931 (27%) 2p12, 2q36, 4912, 5q14-23,
Switzer (15 3926 (27%) 5934, 7p13, 7q11, 7934,
4931-34 (20%) 8921, 15921, 18p11.2

1p32 (13%)
13g21-31 (13%)
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Abbildung 4.5 Visualisierung der EBV-Integration mittels FISH an Metaphasen der BL-
ZL Maku (A+B), AG876 (C+D) und LY-67 (E+F).

Abgebildet werden DS, indikativ flir die EBV-Integration (Pfeile) sowie episomale
Einzelsignale. Die EBV-Integration visualisiert in der BL-ZL Maku nahe dem Bruch-
punkt des Translokationsderivativs der(13)t(3;13)(p21;p11)ins(3;13)(p21;931.1933) (A
+B). Der IL stellt sich hierbei als achromatischer Bereich dar (A). In der BL-ZL AG876
sind die Banden 13qg21 (Pfeil 1D) und 7p22 (Pfeil 2D) von einer EBV-Integration
betroffen. Die BL-ZL LY-67 zeigt hoch-rekurrierende EBV-IL auf 1321 (Pfeil 1F) und
7921 (Pfeil 3F). Zudem demonstriert die gezeigte Metaphase einen IL auf 3q13 (Pfeil
2F).
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Untergruppe 2b

Eine Koexistenz mehrerer EBV-IL unterschiedlicher Rekurrenz ohne das

Vorkommen hoch-rekurrierender IL zeigte sich in den BL-ZL Akuba, BL16,
BL18, JBL-2, JI, LY-91, Rael, Silfere und Solubo (Gruppe 2b). Kein EBV-IL war

in mehr als sieben der jeweils 15 analysierten Metaphasen einer BL-ZL

betroffen. Zudem bestanden nicht-rekurrierende IL (Tabelle 4.3).

Tabelle 4.3 EBV-positive BL-ZL der Gruppe 2b und detektierte EBV-IL.

Anzahl der .
; Rekurrierende IL . .
BL-ZL | analysierten (in % der analysierten Metaphasen) Nicht-rekurrierende IL
Metaphasen
4921 (40%)
4932 (33%)
3928 (20%)
0,
10(1:1111-12310/(20 %) 2921, 2931, 3p25, 3921, 4p15,
BL16 |15 R o) 4q12, 4926, 5q21, 534, 9913,
2812 §130/°g 022, 9933, 10p12, 12921,
(o]
3024-26 (13%) 14911, 15911, 16p11, 18923
7931 (13%)
15921 (13%)
16911 (13%)
15913-15 (33%)
13921-31 (20%) 'Yq12, 1qter, 4p15, 4926, 5912,
JBL2 |15 1931 (13%) 5013, 6923, 7p12, 7921, der(8)
der(8)t(2;8)(p11;924) auf 824 (13%) [auf 8921, 8923, 11p11, 12p12,
11p14 (13%) 12921, 13913, 15925
17p12 (13%)
4p11-12 (27%)
13921 (20%) Xg21, 1p31, 222, 3921, 3924,
Akuba | 15 8921 (13%) 3026, 4921, 5p13, 6p21, 6912,
1932 (13%) 6g21, 7921, 12p13, 12924,
4912 (13%) 16p11/12
15913-14 (13%)
) o Xp10, Xq10, 1p31, 1931, 2936,
BL18 (15 %q%ggf 2124"% 3g24-26, 4921, 6925, 7921,
P ° 8921, 10923-25, 22912
15911-14 (27%) der(6q)t(1;6)(q12;913) auf 1913,
I 15 2g21-31 (13%) 3925, 4925, 5q21-23, der6
12p12-13 (13%) (6p24), 7p21, 8qter, 12pter,
12924 (13%) 12921, 15qter, 17p13, 21922
?qgl (2123"/;30/ 1432, 2p24-25, 2412, 3p12,
Ly-91 |15 1§q2'1 2 1( ( 13‘3,/)) 3913, 3q26-27, 4928, 4G32-35,
- 0
15p (13%) 5p14, 9p, 12p, 18q12
‘2‘8?12'?;‘ ((ggf,’//")) Xq10-11, 1p32-34, 2¢22-24,
- (o]
Rael 15 4021-24 (20%) 2931, 5913, 6921, 6924, 7pter,

4G26-28 (20%)

4p12 (13%)

12913, 13914, 14¢22-23,
16q10-11, 18921
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Anzahl der .
; Rekurrierende IL . .
2 :Ilneatg,:;\zrst:: (in % der analysierten Metaphasen) Nicht-rekurrierende IL
1p13,1p21-31, 3p21, 4928,
2031-33 (20%
Silfere |15 1?q22—25( (203/)0) o914, 5321, 5q34, 7931, 1021,
3021-26 (13%) 12p11, 12g21, 16G24, 18g21,
20p12, 21qgter
_ 0
Solubo | 15 12‘;1?123%2)20/") 1p21-31, 2pter, 2921, 2933,
7011-13(13%) °p15, 9621

4.4.1.3 BL-ZL der Gruppe 3: Existenz nicht-rekurrierender DS

Die BL-ZL EB-1, Salim Mwalim und LY-47 wiesen ausschlief3lich nicht-
rekurrierende DS, sowie in rund 50% der jeweiligen Metaphasen keinerlei DS
auf. Sie wurden als BL-ZL der Gruppe 3 zusammengefasst (Tabelle 4.4). Da
zudem jeweils 50% der analysierten Metaphasen keine DS aufwiesen, wurden
die Kriterien fur eine Integration des EBV als nicht ausreichend erfullt
angesehen (siehe Kapitel 5). Die detektierten DS wurden daher in die weitere

Datenanalyse nicht miteinbezogen.

Tabelle 4.4 EBV-positive BL-ZL der Gruppe 3 und detektierte DS.

Anzahl der Rekurri de IL
BL-ZL analysierten | . % d € :Jrr!e:ten :II taoh Nicht-rekurrierende DS
Metaphasen (in % der analysierten Metaphasen)
2q34-36, 3qter, 4928,
EB-1 15 Keine 5p13, 12g21, 16qter,
19qter
. 1p13, 3p13, 3925, 4p15,
Ly-47 15 Keine 11922, 15p11, 18912
Salim ; Xp21, 1931, 4931, 8921,
Mwalim  |1° Keine dup(7)(q11922) auf 7p

4.5 Distribution der EBV-Integration im ZL-Kollektiv

4.5.1 Chromosomale Verteilung der EBV-Integration

Um zu bewerten, ob und wie oft ein Chromosom Lokus viraler Integration war,

wurden DS der BL-ZL Gruppe 1 und 2a+b gebtlindelt und die absolute Anzahl
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der auf einem jeweiligen Chromosom bzw. dessen p/g-Arm visualisierten DS
ermittelt (Abbildung 4.6). Insgesamt konnten rund 424 DS identifiziert werden.
DS fanden sich auf allen Chromosomen. Grof3e Chromosomen waren summa
summarum haufiger betroffen als kleine Chromosomen. Eine Ausnahme stellten
die Chromosomen 7 und 13 dar. Die am haufigsten betroffenen Chromosomen
waren: Chromosom 2 (59 DS), Chromosom 13 (50 DS), Chromosom 4 (48 DS),
Chromosom 7 (45 DS), Chromosom 3 (33 DS) und Chromosom 1 (24 DS). 259

der identifizierten DS befanden sich auf diesen Chromosomen (61%).

Insgesamt selten betroffen waren die Chromosomen 9, 11, 14, 20 und 21 sowie

die Geschlechtschromosomen. Sie wiesen funf oder weniger DS auf.

Die am haufigsten betroffenen chromosomalen Arme waren 2q (36 DS), 4q (38
DS) und 13q (35 DS). Nicht betroffen waren die chromosomalen Arme Yp, 8p,
11q, 14p, 19p*, 20q, 21p und 22p. Alle weiteren chromosomalen Arme zeigten

jeweils weniger als 30 DS.

Abbildung 4.6 zeigt die chromosomale Distribution summierter DS, Abbildung

4.7 demonstriert die jeweils betroffenen BL-ZL.

M DS auf g-Arm DS auf p-Arm
60

45

30

15

0
XY 1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19* 20 21 22

Abbildung 4.6 Chromosomale Verteilung aller 424 detektierten DS in absoluten
Zahlen.

Es zeigt sich eine hohe Zahl an DS auf den Chromosomen der Gruppe A und B sowie
den Chromosomen 7 und 13. Insbesondere haufig betroffen sind die chromosomalen
Arme 4q, 2q, 13q und 7q.

(*Im Fall der BL-ZL BL60 wurden die DS 19q zugeschrieben, siehe Punkt 4.4.1.1).
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BL60
JBL-2
JI
LY-67
LY-91
Maku
Naliaka
PA-682

Seraphine
Silfere
Solubo
Switzer

DS(absolut)| 4 | 1[24/59/33|48|18| 9 [45]11] 5[10| 3 |[18]50{ 2 [19] 7 [14] 5|15 1 | 2 |16

Abbildung 4.7 Darstellung der chromosomale Verteilung der DS unter den BL-ZL des
Kollektivs.

Schwarz markierte Kastchen entsprechen detektierten DS auf den jeweiligen
Chromosomen. Sichtbar wird hierdurch zum einen die Haufung viraler Integration im
Bereich der Chromosomen der Gruppe A und B (1-5). Zum anderen veranschaulicht
die Abbildung das unterschiedliche Muster der EBV-Integration. In ZL der Gruppe 2 ist
eine Vielzahl an Chromosmen von einer Integration betroffen, in ZL der Gruppe 1
hingen nur ein einziges bzw. zwei Chromosomen. Die Abbildung abschliel3end, finden
sich die im Text erlduterten Summen detektierter DS pro Chromosom. Werte Uber 40
sind hervorgehoben. Die absolute Zahl detektierter DS ist am grofdten auf den
Chromosomen 2, 4, 7 und 13.

4.5.2 Verteilung der EBV-Integration auf Bandenniveau

Es folgte eine Analyse der EBV-Integration auf dem Niveau spezifischer
chromosomaler Banden.

In Abhangigkeit der Rekurrenz detektierter EBV-IL waren die chromosomalen
Banden 2q31 (10 DS); 7p22 und 2921 (12 DS); 7q21 (13 DS); 2p23, 13p11 und
19p/q13 (15 DS); 22912 (16 DS) sowie 13921 (27 DS) am haufigsten von einer
EBV-Integration betroffen. Sie wiesen 10 oder mehr DS auf und stimmen mit
der Lokalisation hoch-rekurrierender IL der BL-ZL Gruppe 1 und 2a Uberein

(siehe Punkt 4.4.1).

Unabhangig von der Rekurrenz detektierter IL konnten die Banden 12921, 2q31
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und 8921 (betroffen in jeweils 5 BL-ZL) sowie 3925, 4921, 5913, 5921, 7921
und 13921 (betroffen in jeweils 4 BL-ZL) am haufigsten als Ort der EBV-

Integration identifiziert werden.

Abbildung 4.8 zeigt die von einer Integration betroffenen Banden in
Abhangigkeit der Rekurrenz detektierter IL. Die GroRe der Hybridisierungs-
signale und ein hoher Kondensationsgrad der Metaphasen erschwerte hierbei
zuweilen die Zuordnung eines DS zu einer spezifischen chromosomalen Bande.
Ein roter Kreis markiert die entsprechenden DS, die lediglich einem Intervall
zuzuordnen waren. Nicht gezeigt werden DS, die ausschlieldlich einem
chromosomalen Arm zugeordnet werden konnten [9p, 12p (LY-91); 3p, 15p
(LY-67)] sowie DS der BL-ZL der Gruppe 3.
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Abbildung 4.8 Chromosomale Verteilung der EBV-Integration auf dem Niveau
spezifischer, chromosomaler Banden.

Detektierte EBV-IL sind durch Punkte auf der rechten Seite der Chromosomen
markiert. Unterschiedliche Farben indizieren die Rekurrenz der EBV-IL innerhalb einer
BL-ZL (siehe Legende). Deutlich wird die Akkumulation der IL auf den Chromosomen
der Gruppe A und B sowie den Chromsomen 7 und 13. Zudem zeigt sich, dass einige
chromosmale Banden in besonders vielen BL-ZL des Kolektivs von einer Integration
des EBYV betroffen waren. Dies betrifft insbesondere die Banden 2931, 3925, 821 und
12921.(*Im Fall der BL-ZL BL60 wurden die DS 19913 zugeschrieben).
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4.6 Kolokalisation von EBV-IL und Common Fragile Sites

CFS gelten als praferenzielle Orte viraler Integration (Popescu, 2003). Um zu
analysieren, inwiefern dies auf die Integration des EBV in BL-ZL zutrifft, erfolgte
eine Analyse detektierter DS hinsichtlich deren Uberlappung mit einer CFS. Die
Zahl bisher identifizierter CFS des menschlichen Genoms belduft sich auf rund
88 (Uberblick in Lukusa und Fryns, 2008). Insgesamt konnten 116 spezifische
Banden als Integrationsort identifiziert werden. Eine Uberlappung mit einer
bekannten CFS zeigte sich im Fall von 39 chromosomalen Banden bzw. EBV-
IL (Abbildung 4.9), das heilt in 33,6% der Falle. Hierbei Uberlappten 18 der
mehrfach von einer Integration betroffenen Banden mit einer CFS (47,3%).
Unter Banden, die in mindestens drei BL-ZL von einer Integration betroffen

waren, uberlappten neun von 13 mit einer bekannten CFS (69,2%).
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Abbildung 4.9 Kolokalisation von detektierten EBV-IL und CFS.

Detektierte EBV-IL sind durch Punkte auf der rechten Seite der Chromosomen
markiert. Unterschiedliche Farben indizieren die Rekurrenz der EBV-IL innerhalb einer
BL-ZL (siehe Legende). CFS werden auf der linken Seite der Chromosomen aufgefihrt
(Lukusa und Fryns; 2008). Mehrfach betroffene CFS sind fett markiert.

39 der detektierten EBV-IL Uberlappen mit bekannten CFS (33,6%). Die im ZL-Kollektiv
am haufigsten betroffenen Banden Uberlappen in 69,2% der Falle mit einer CFS.

(*Im Fall der BL-ZL BL60 wurden die DS 19913 zugeschrieben).
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5 Diskussion

Obgleich ein kausaler Zusammenhang zwischen der Genese des BL und einer
Infektion mit dem EBV bereits 1964 postuliert wurde (Epstein et al., 1964),
bleibt die prazise Involvierung des Virus bis heute unklar (Cader et al., 2010).
Der Integration des viralen Genoms in die DNA der Wirtszelle wird hierbei eine
pathogene Signifikanz zugeschrieben (Moore und Chang, 2010). Zahlreiche
Studien demonstrierten die Integration des EBV in BL-Biopsien, daraus
etablierte BL-ZL und LCL (Henderson et al., 1983; Matsuo et al., 1984; Trescol-
Biémont et al., 1987; Hurley et al., 1991; Gulley et al., 1992; Delecluse et al.,
1993; Lestou et al., 1993; Popescu et al., 1993; Wolf et al., 1993; Wolf et al.,
1995; Jox et al., 1997; Ohshima et al., 1998; Takakuwa et al., 2004; Luo et al.,
2004; Takakuwa et al., 2005; Gao et al., 2006; Reisinger et al., 2006). Die
zytogenetische Kartierung viraler Integrationsstellen erfolgte indes lediglich
anhand acht EBV-positiver BL-ZL sowie einiger LCL (siehe Kapitel 1, Tabelle
1.2). Eine Ausweitung der diesbezlglichen Datenlage ist notwendig, um die
pathogenen Folgen der EBV-Integration und deren Bedeutung im Entstehungs-
prozess des BL besser verstehen zu konnen und stellte das Ziel der hier

vorgelegten Arbeit dar.

Mittels FISH und eigens hergestellter EBV-spezifischer Sonden wurde die
Integration in 20 EBV-positive BL-ZL untersucht. 17 der analysierten BL-ZL
konnten die Kriterien fur eine Integration des EBV-Genoms zufriedenstellend
erfillen. Sie demonstrierten eine Vielzahl unterschiedlicher EBV-IL sowie ein
distinktes Muster viraler Integration. Vier BL-ZL des Kollektivs wiesen hierbei
eine einzige oder zwei distinkte EBV-IL auf, wohingegen die Ubrigen 13 BL-ZL
eine Vielzahl unterschiedlicher IL zeigten. Eine ungleiche Distribution der EBV-
IL im Kollektiv fuhrte zu einer Akkumulation der Integration auf den
Chromosomen 1 bis 4 sowie 7 und 13. Als praferenzielle Orte viraler Integration
konnten die Regionen 2q, 4q und 13q identifiziert werden. Insbesondere die
rekurrent von einer Integration des EBV betroffenen Banden zeigten hierbei

eine Uberlappung mit fragilen Stellen des humanen Genoms, den CFS.
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Nachweis und mogliche Signifikanz der EBV-Integration

Eine Integration des EBV-Genoms in die DNA der Lymphom-Zellen lieR sich in
17 der insgesamt 20 untersuchten BL-ZL zufriedenstellend demonstrieren.
Lediglich drei ZL des Kollektivs (EB-1, Salim Mwalim und LY-47) erfullten die
Kriterien fur eine Integration nicht ausreichend. Sie zeigten ausschliel3lich nicht-
rekurrierende DS, welches eine sichere Distinktion zwischen integrierter EBV-
DNA und zufallig symmetrisch angeordneten Episomen erschwert (Reisinger et
al., 2006). Die Tatsache, dass zudem etwa 50% der jeweiligen Metaphasen
keinen Anhalt flr eine Integration des EBV lieferten, stiitzt die Annahme eines

negativen Integrationsstatus.

Ungeachtet dessen unterstreicht die sichere ldentifizierung integrierter EBV-
DNA in 17 der 20 untersuchten BL-ZL deutlich, dass die Integration des EBV-
Genoms in BL-ZL ein frequentes Ereignis darstellt (Hurley et al., 1991). Die
Hypothese einer pathogenen Rolle der EBV-Integration in der Genese des BL

wird hierdurch bekraftigt.

In Konkordanz zu bisher publizierten Studien, lieferten die hier erhobenen
Daten keinen Hinweis auf eine singulare, chromosomale Lokalisation inte-
grierter EBV-DNA. Vielmehr zeigte sich erneut, dass die Integration des EBV
einen Grofteil der Chromosomen und eine Vielzahl unterschiedlicher chromo-
somaler Loki betrifft (Trescol-Biémont et al., 1987; Lestou et al., 1993; Gao et
al., 2006). Diese Ergebnisse deuten daraufhin, dass eine spezifische Sequenz
der Wirts-DNA kein obligates Kriterium der EBV-Integration darstellt. Sie
implizieren indes nicht, dass es sich bei der Integration des EBV-Genoms um
ein akzidentelles Ereignis ohne biologische Signifikanz handelt. So zeigen auch
andere Onkoviren, deren Integration weitaus umfangreicher untersucht ist, eine
gro3e Bandbreite an viralen IL. Entsprechendes gilt etwa fur das HBV (Bonilla
Guerrero und Roberts, 2005). Eine chronische Infektion mit dem partiell dsDNA
Virus stellt einen der wichtigsten Risikofaktoren fur die Entwicklung eines
hepatozellullaren Karzinoms (HCC) dar (Szmuness, 1978; Beasley et al., 1981).
In Uber 80% der HBV-assozzierten HCC kommt es zu einer Integration des
viralen Genoms (Brechot et al., 1981; Shafritz et al., 1981). Die Integration des
HBV erfolgt an verschiedenen Loki des Wirtsgenoms und hat genetische

Alterationen viraler und/oder zellullarer Sequenzen zur Folge (ldilman et al.,
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1998; Robinson, 1994). Interessanterweise wird hierbei von einer unter-
schiedlichen Signifikanz der Integrationsereignisse bzw. IL ausgegangen. So
sollen einige dieser zur malignen Entartung der Zelle beitragen, andere
hingegen als ,Nebeneffekt der chronischen Infektion auftreten und ohne eine

Konsequenz fur die Wirtszelle bleiben (Bonilla Guerrero und Roberts, 2005).

Angesichts der Quantitat der in dieser Arbeit detektierten EBV-IL, scheint auch
im Fall der EBV-Integration bzw. der Burkitt-Lymphomagenese eine divergente
Bedeutung verschiedener EBV-Integrationsereignisse denkbar. Die bisherigen
Erkenntnisse bezuglich der onkogenen Aspekte einer EBV-Infektion und der
Integration des viralen Genoms stutzen diese These. So konnte in zwei Studien
eine deregulative Expression der am EBV-IL gelegenen, zellullaren Gene
nachgewiesen werden. Betroffen waren das BACHZ2-Gen in Raji-Zellen
(Takakuwa et al., 2004) sowie das REL-Gen in der BL-ZL NAB-2 (Luo et al.,
2004). Eine moglicherweise bestehende Involvierung dieser Gene in die
Lymphomagenese der jeweiligen BL-ZL wurde von den Autoren postuliert.
Andererseits zeigte die Klonierung viraler IL auch, dass zuweilen nicht-
kodierende Abschnitte des Wirtsgenoms von einer EBV-Integration betroffen
sind (Takakuwa et al., 2005). Ferner konnte eine Integration des EBV in nicht-
malignem, chronisch infiziertem Gewebe nachgewiesen werden (Ohshima et
al., 1998). Auch gilt zu beachten, dass die onkogene Kapaztat latenter EBV-
Genprodukte in verschiedenen Studien nachgewiesen wurde (siehe Kapitel 1,
Punkt 1.3.2.1). Die Onkogenitat des EBV beruht somit keineswegs aus-
schlie3lich auf der Integration des viralen Genoms. Vielmehr gehen aktuelle
Konzepte bezuglich der Entstehung des BL davon aus, dass das EBV Uber
verschiedene Mechanismen und in Abhangigkeit der individuellen Entwicklung
eines Tumors zur malignen Entartung der Zellen beitragt (Thorley-Lawson und

Allday, 2008). Eine divergente Bedeutung verschiedener EBV-Integrations-

ereignisse scheint folglich denkbar, eine unterschiedliche Signifikanz der in
dieser Arbeit identi-fizierten EBV-IL nicht ausgeschlossen. Einige dieser EBV-IL
konnten direkt in die Lymphomagenese einer BL-ZL involviert gewesen sein,
wahrend andere ohne einen onkogenen Effekt blieben. Im Rahmen eines
mehrstufigen Tumorgenese-Prozesses ist, bei Koexistenz mehrerer IL, auch
moglich, dass erst die Akkumulation der Effekte einzelner EBV-IL zur

Lymphomagenese beigetragen hat.
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Muster der EBV-Integration: die Existenz exklusiver IL in BL-ZL

Das Muster der EBV-Integration differierte innerhalb des ZL-Kollektivs deutlich.
Wahrend die Mehrheit der BL-ZL eine Vielzahl unterschiedlicher IL demon-
strierte, wiesen vier ZL des Kollektivs nur einen einzigen bzw. zwei distinkte
EBV-IL auf (BL-ZL der Gruppe 1). Das Vorhandensein einer unterschiedlichen
Zahl an EBV-IL in BL-ZL wird durch bisherige Studien bestatigt (Henderson et
al., 1983; Matsuo ef al., 1984; Trescol-Biémont et al., 1987; Lestou et al., 1993;
Popescu et al.,1993; Luo et al., 2004; Takakuwa et al., 2004; Gao et al., 20006).

Es scheint denkbar, dass das alleinige Bestehen eines spezifischen EBV-IL
hierbei auf eine besondere Signifikanz des Integrationsereignisses hinweist. So
muss ein mutmaldlich onkogener Beitrag der EBV-Integration definitiv via dieses
Integrationsereignisses erfolgt sein. Wie bereits erlautert scheint bei mehreren,
koexistierenden EBV-IL hingegen nicht ausgeschlossen, dass ein Neben-
einander, flr die Lymphomagenese relevanter und irrelevanter IL besteht und/
oder erst die Summe mehrerer Integrationsereignisse zur Lymphomagenese

beigetragen hat.

Die in dieser Studie auffindbaren, unikalen EBV-IL betrafen die Banden 2p23
(Seraphine), 22912 (PA-682) sowie das der(17)t(17;19)(?;p13 or gq13) (BL60).
Die BL-ZL Naliaka zeigte zwei exklusive EBV-IL auf 7911 und 17925. Aus der
Literatur geht hervor, dass auch die BL-ZL Namalwa und NAB-2 Uber einen
einzigen EBV-IL verfuigen. Dieser betrifft die chromosomale Bande 1p35 in
Namalwa und 2p13 in NAB-2 (Henderson et al., 1983; Matsuo et al., 1984,
Popescu et al.,1993; Luo et al., 2004). Es wird ersichtlich, dass der Ort viraler
Integration trotz des konkordanten Integrationsmusters der BL-ZL differiert. Eine
Ubereinstimmung der EBV-IL zweier BL-ZL wurde bisher nicht detektiert. Somit
entsteht das Bild eines fur die jeweilige BL-ZL charakteristischen EBV-IL.

Wie bereits erwahnt demonstrierten Luo et al., dass die EBV-Integration in
Zellen der BL-ZL NAB-2 in einer deregulativen Expression des Protoonkogens
REL resultierte. Eine REL-Uberexpression konnte zur Lymphomagenese in
NAB-2 Zellen bei-getragen haben, obgleich er kein obligates bzw. gangiges
Ereignis der BL-Genese darstellt (Luo et al., 2004).

Entsprechendes konnte auch fur die EBV-Integration in die ZL der Gruppe 1

gelten. Eine individuelle, ,ZL-spezifische“ Bedeutung der entsprechenden EBV-
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IL ist vorstellbar. Einige dieser EBV-IL Uberlappen mit Genen, deren Ex-
pressionsanderung bekannter Weise in die Genese humaner Lymphome
involviert ist, oder/und liefern erneut Indizien fur eine erhdhte chromosomale
Instabilitat, verursacht durch integrierte EBV-DNA. Sie werden im folgenden

dargestellt.

Integration in die BL-ZL Seraphine und Naliaka: Alteration der zellullaren
Genexpression?

Eine Expressionsanderung der, am EBV-Integrationsort befindlichen, zellularen
Gene konnte in Studien belegt werden (Takakuwa et al., 2004; Luo et al., 2004).
Bezlglich der in dieser Arbeit identifizierten EBV-IL ware dies insbesondere
dann von Bedeutung, wenn hieraus eine Veranderung von Zellwachstum und -
differenzierung oder deren Kontrolle (Zellzykluskontrolle, Apoptose) resultieren

wurde.

Ein in diese Zellprozesse involviertes Gen stellt das auf 2p23.7 liegende ALK-
Gen dar (OMIM-Datenbank: http://omim.org/entry/105590, Stand: 2012). Seine

Lokalisation Uberlappt mit dem Ort viraler Integration in der BL-ZL Seraphine.

Das ALK-Gen kodiert fur die Anaplastische Lymphoma Kinase, eine Rezeptor-
Tyrosinkinase vom Typ des Insulinrezeptors (Morris et al., 1997). Sie ist an der
Regulation diverser zellularer Prozesse wie der Zellzyklusprogression, der
Zellmigration und dem Uberleben von Zellen beteiligt (Uberblick in Chiarle et al.,
2008). Es konnte gezeigt werden, dass eine aberrante ALK-Expression zur Zell-
transformation in vitro und in vivo fuhrt und in die Genese verschiedener,
lymphoproliferativer und nicht-haematologischer Neoplasien involviert ist
(Chiarle et al., 2008). Hierzu zahlen unter anderem das Anaplastische
groRzellige Lymphom (ALCL), ein NHL der T-Zell-Reihe (Morris et al., 1994;
Morris et al., 1997), sowie Varianten des Diffusen grof3zelligen B-Zell-
Lymphoms (DLCBL), ein NHL der B-Zell-Reihe (Delsol et al., 1997). Die
pathogene Signifikanz des ALK-Gens in der Genese dieser NHL unterstreicht
eine moglicherweise bestehende Bedeutung des EBV-IL auf 2p23 in der BL-ZL
Seraphine. Ob eine deregulative ALK-Expression in Seraphine-Zellen vorliegt
und inwiefern die EBV-Integration hiermit in kausalem Zusammenhang steht,

mussen weiterfihrende Studien zeigen.
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In der BL-ZL Naliaka zeigten sich zwei divergente EBV-IL. Integrierte EBV-DNA
war auf 7911 und 17925 des Wirtsgenoms detektierbar. Den Informationen der
NCBI GenBank zufolge, Uberlappt der Lokus viraler Integration auf 7q11 unter
anderem mit der Lage des BCL7B-Gens, einem Mitglied der BCL7-Gen-Familie
(OMIM-Datenbank: http://omim.org/entry/605846, Stand: 2012). Diese umfasst
neben BCL7B die Gene BCL7A und BCL7C. Die BCL7-Gen-Familie wurde
durch die Involvierung des BCL7A -Gens in eine komplexe Translokation einer
BL-ZL entdeckt (Zani et al., 1996). Eine veranderte Expression von BCL7A

sowie eine hiermit korrelierende Verschlechterung des klinischen Outcomes,

konnte fir T-Zell-Lymphome und das DLBCL gezeigt werden (Morton et al.,
2009). Die Funktion des Gens bleibt bisher unklar. Inwiefern eine Involvierung
des auf 7911.23 gelegenen BCL7B-Gens in chromosomale Translokationen
lymphoider Malignome oder eine Deregulation anderer Form in humanen
Neoplasien stattfindet, bleibt zu eruieren (Morton et al., 2009). Da es der BCL7-
Gen-Familie angehort, scheint dennoch erwahnenswert, dass die EBV-
Integration in der BL-ZL Naliaka zu einer Uberschneidung des Lokus viraler
Integration mit dem BCL7B-Gen-Lokus gefuhrt hat.

Die Integration auf 17925, dem zweiten Lokus viraler Integration, zeigte sich in
allen analysierten Metaphasen der BL-ZL Naliaka. Interessanterweise liegt auf
17925.3 das Protoonkogen Sept9 (OMIM-Datenbank: http://omim.org/entry/
60406, Stand: 2012). Sept9 ist ein Mitglied der Septin-Gen-Familie, die im

menschlichen Genom mindestens 13 Gene umfasst (Hall et al., 2005). Die

durch sie kodierten, Guanosintriphosphat-bindenden Proteine, interagieren mit
Zytoskelettfila-menten und sind in wichtige Zellvorgange wie Zytokinese und
Apoptose involviert (Russel und Hall, 2005). Zahlreiche Studien belegen eine
Verbindung zwischen Sept9 und der Entwicklung hamatoonkologischer und
solider Malignome des Menschen (Osaka et al.,1999; Burrows et al., 2003;
Montagna et al., 2003; Scott et al., 2005). Interessanterweise konnte zudem
gezeigt werden, dass der murine Sept9 Lokus eine Integrationsstelle des
Retrovirus SL3-3 darstellt (Sgrensen et al., 2000). Die virale Integration in die
sogenannte SL3-3 integration site 1 fuhrt, in zwei von drei Fallen, zu einer
Uberexpression des hier lokalisierten Sint1-Gens. Dies scheint eine Rolle in der
Tumorinitiation und/oder Progression muriner T-Zell-Lymphome zu spielen

(Sgrensen et al., 2000). Neben der Funktion des humanen Sept9-Gens
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unterstreicht somit auch die Tatsache, dass eine virale Integration im
Mausmodell mit der Entwicklung von T-Zell-Lymphomen assoziiert ist, eine
mogliche Importanz des EBV-IL in der BL-ZL Naliaka.

Integration in die BL-ZL Maku und BL60: Erhéhung der chromosomalen
Instabilitat?

Die Beeinflussung der genomischen Stabilitat humaner B-Zellen, wird als
biologische Folge einer EBV-Infektion diskutiert. Zum einen sollen latente EBV-
Genprodukte (Gruhne et al., 2009), zum anderen die Integration des EBV-
Genoms zu einer Erhdhung der genomischen Instabilitdt der Wirtszelle
beitragen (Henderson et al., 1983; Popescu et al., 1993; Wolf et al., 1995; Jox
et al., 1997). Uber diesen Mechanismus kénnte das EBV in genomische
Umstrukturierungsvorgange involviert sein und zu sekundaren genetischen
Veranderungen in BL-Zellen beitragen (Wolf et al., 1993; Jox et al., 1997).
Ergebnisse zur EBV-Integration in die BL-ZL Maku sowie die BL-ZL BL60 liefern
in zweierlei Hinsicht Anhalt fir eine Signifikanz der EBV-Integration in diesem
Sinne. Zum einen visualisierte die EBV-DNA in beiden Fallen nahe dem
Bruchpunkt eines Translokationschromosomens, zum anderen imponierte der
EBV-IL in der BL-ZL Maku als achromatische, lickenahnliche Lasion. Die BL-
ZL Maku gehdrt hierbei per definitionem nicht zur Gruppe 1 der BL-ZL. Da alle
weiteren IL jedoch keine Rekurrenz zeigten, und der erwahnte EBV-IL in allen
analysierten Metaphasen der ZL auffindbar war, soll er dennoch an dieser Stelle

in die Diskussion mit einbezogen werden.

Die Analyse der Praparate beider BL-ZL zeigte die Integration von EBV-DNA
auf Translokationschromosomen. Basierend auf Ergebnissen kirzlich durch-
gefuhrter molekularzytogenetischer Analysen, konnten die beteiligten Derivative
als der(13)t(3;13)(p21;p11)ins(3;13)(p12;931.1933) in der BL-ZL Maku sowie
der(19)t(17;19)(?;p13 or g13) in der BL-ZL BL60 identifiziert werden (Murga
Penas et al., Manuskript eingereicht). Im Fall der BL-ZL BL60 bestatigen bereits
publizierte Studien die Integration des EBV an einem unikalen Lokus des
Wirtsgenoms. Die Anwendung konventioneller Techniken flhrte hierbei zu der
Annahme, dass es sich bei dem EBV-Integrationsort um ein der(19)t(11;19)
handelt (Wolf et al., 1993; Jox et al., 1997). Das in unserem Labor angewandte
M-FISH (multicolor-FISH) Verfahren stellt jedoch eine neuartige Technik hoher
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Reliabilitat dar, welche die Identifikation komplexer chromosomaler rearrange-
ments und kryptischer Translokationen zuverlassig ermdglicht (Speicher und
Carter, 2005).

Sowohl in der BL-ZL BL60 als auch in der BL-ZL Maku visualisierte die virale
DNA-Sonde in unmittelbarer Nahe zum Translokationsbruchpunkt. Diese
Beobachtung wirft die Frage auf, inwiefern die Virusintegration moglicherweise
in den Bruch- bzw. Translokationsvorgang involviert gewesen ist. Zwei distinkte
Ablaufe scheinen denkbar: Zum einen konnte der Bruch des Chromosoms einer
Integration des EBV vorausgegangen sein, zum anderen konnte die virale
Integration vorab stattgefunden haben, sprich dem Bruch des Chromosoms
vorausgegangen sein (Wolf et al., 1993; Jox et al., 1997). Im Fall des Ersteren,
konnte das EBV madglicherweise vom Bruch profitiert haben, ohne in den
Vorgang direkt involviert gewesen zu sein. Lage der Integrationszeitpunkt
jedoch vor dem Bruch des Chromosoms, so konnte der Integrationsvorgang
oder die integrierte EBV-DNA an sich den chromosomalen Bruch verursacht
oder vereinfacht haben. Entsprechendes wird von verschiedenen Autoren
diskutiert (Wolf et al., 1993; Jox et al., 1997). Basierend auf dieser These, ware
ein kausaler Zusammenhang zwischen der Integration des EBV-Genoms und
der Entstehung sekundarer genetischer rearrangements in BL-Zellen
vorstellbar. Translokationen stellen den Prototyp solcher sekundaren
Veranderungen dar (Mitelman et al., 1997). Sie flhren oftmals zu einer
deregulativen Expression zellullarer Gene oder der Generierung eines
Fusionsproteins (Futreal et al., 2004). Im Fall der BL-ZL BL60 kdénnte ein
hiervon betroffenes Gen z.B. das auf 19913.3 -13.4 liegende BAX-Gen sein
(OMIM-Datenbank: http://omim.org/entry/600040, Stand: 2012). Es gehort der

BCL-2 Familie an und ist in die P53-vermittelte Apoptose-Induktion involviert,

einem entscheidenden Signalweg humaner Neoplasien (Oltvai et al., 1993).
Ware die Integration des EBV im vorliegenden Fall in den
Translokationsvorgang involviert gewesen, so konnte sie indirekt zu einer
veranderten Expression des BAX-Gens gefuhrt haben. Aufgrund dessen
Funktion konnte dies zur Lymphomagenese der BL-ZL BL60 beigetragen

haben.

In der BL-ZL Maku visualisierte die integrierte EBV-DNA auf 13p11 nahe dem
Bruchpunkt des Translokationsderivativs der(13)t(3;13)(p21;p11)ins(3;13)
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(p12;931.1933). Der Ort viraler Integration, detektierbar in allen analysierten
Metaphasen, stellte sich als achromatischer Bereich dar (siehe Kapitel 4,
Abbildung 4.5 A+B). Eine Veranderung des chromosomalen Aussehens,
korrespondierend zum Lokus der EBV-Integration, wurde zuvor beschrieben.
Entsprechende chromosomale Abschnitte wurden auch als lUckenahnliche
Lasion oder Einschnlirung bezeichnet (Henderson et al., 1983; Popescu et al.,
1993; Jox et al., 1997). Ein kausaler Zusammenhang zwischen der EBV-
Integration und der am Integrationsort lokalisierten Lasion wurde postuliert
(Henderson et al., 1983; Popescu et al.,1993; Jox et al., 1997). Interessanter-
weise zeigte eine in vitro Studie mit Hybridzellen der BL-ZL BL60-P7 und ihrer
autologen LCL (BL60-P7 x IARC 277) den Bruch einer entsprechenden Region.
Die Autoren postulierten daraufhin eine aus der Integration des EBV
resultierende Instabilitdit des chromosomalen Lokus habe zum Bruch des
Chromosoms gefuhrt (Jox et al., 1997). Basierend auf dieser These kdnnte die
EBV-Integration am besprochenen IL der BL-ZL Maku eine erhohte Instabilitat
des Lokus zur Folge haben. Da der Ort der EBV-Integration hierbei direkt mit
dem Translokationsbruchpunkt des Derivativs zu uberlappen scheint, ist
vorstellbar, dass die Integration des EBV den Bruch des Chromosoms bedingt

hat (siehe oben).

Auch die bereits erwahnten CFS werden unter der Applikation von Stress als
achromatische Bereiche sichtbar und imponieren in der Metaphase mitunter als
Lucke, Einschnurung oder Bruch des chromosomalen Abschnitts. CFS gelten
als Orte erhdhter chromosomaler Instabilitdt und sind in malignen Neoplasien
vielfach alteriert (Smith et al., 2006; Debacker und Kooy, 2007; Lukusa und
Fryns, 2008). Die BL-ZL NAB-2 zeigt eine Integration des EBV in eine solche
CFS, die FRA2E auf 2p13 (Luo et al., 2004). Auch in diesem Fall wurde der
Integrationsort als achromatischer Bereich beschrieben (Popescu et al.,1993).
Bei einer solchen Uberlappung von viralem IL und CFS bleibt unklar, welcher
der Faktoren ursachlich fir die beobachtete, achromatische Erscheinung ist.
Das EBV konnte in diesem Fall nicht nur Ausloser einer chromosomalen
Instabilitat sein, sondern auch von dieser profitieren. So wird flr verschiedene
Tumorviren die praferenzielle Integration in CFS, vermutlich aufgrund einer
vereinfachten Zuganglichkeit, postuliert (Popescu, 2003; Lukusa und Fryns,
2008). Da der hier erorterte EBV-IL der BL-ZL Maku jedoch mit keiner heute
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bekannten CFS Ubereinstimmt, ist die achromatische Erscheinung des EBV-IL
nicht auf die Prasenz einer CFS zurtckzufihren. Somit konnte erneut ein
Hinweis daflr geliefert werden, dass die Integration von EBV-DNA womdglich in
einer vermehrten Instabilitat des korrespondierenden, chromosomalen Lokus

resultiert.

Chromosomale Distribution der EBV-Integrationsloki

Die geringe Zahl identifizierter EBV-IL erschwerte bisher eine Stellungnahme
bezuglich der, von einigen Autoren postulierten, nicht-randomisierten Verteilung
der EBV-IL in BL-ZL und LCL (Trescol-Biémont et al., 1987; Lestou et al., 1993;
Gao et al., 2006; Morissette und Flamand, 2010). Da die chromosomale
Distribution der IL jedoch auf wichtige in die Genese des BL besonders frequent
involvierte Regionen hinweisen konnte, ist sie von besonderer Relevanz. Mit
der hier vorgelegten Arbeit konnten wichtige Daten zur Erlauterung dieser
Fragestellung gewonnen werden. Es zeigte sich eine Akkumulation der
Integration auf den Chromosomen 1 bis 4 sowie den Chromosomen 7 und 13.
61% der identifizierten DS, indikativ fur eine Integration des EBV, befanden sich
auf diesen Chromosomen. Zu einem gewissen Grad kongruiert dies mit
Ergebnisse einer Studie aus dem Jahr 1993, welche die EBV-Integration in
einem Kollektiv von 14 LCL analysierte. Hier zeigte sich, dass das Chromosom
13, neben den Chromosomen 4 und 10, Uberproportional viele Hybridisierungs-

signale aufwies (Lestou et al., 1993).

Auch Ergebnisse anderer Studien zeigten eine ahnliche Verteilung der EBV-IL
in spezifischen BL-ZL. So wurden 3q, 4q, 7q und 13q als bevorzugte Orte
viraler Integration in der BL-ZL Jijoye identifiziert (Trescol-Biémont et al., 1987).
In der BL-ZL Raiji entfielen 64% aller Signale auf die chromosomalen Regionen
19, 2q, 4q und 7q (Gao et al., 2006). 2q, 4q und 13q waren gleichfalls in der
hier vorgelegten Arbeit am haufigsten von einer EBV-Integration betroffen.
Obgleich nicht gelang, alle detektierten EBV-IL einer spezifischen chromoso-
malen Bande zuzuordnen, die GroRe der Hybridisierungssignale und ein hoher
Kondensationsgrad der Metaphasen erschwerten dies zuweilen, konnten die
Banden 2q31, 3925, 4921, 5913, 5921, 7921, 8921, 12921 sowie 13921 als
meist frequentierte Integrationsorte des EBV identifiziert werden. Lestou et al.

lieferten 1993 einen Ruckblick bisheriger Erkenntnisse zur Integration des EBV
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in verschiedenen Typen von Zelllinien. Die Ergebnisse dieser Studie Uberlappen
zum Teil mit den hier identifizierten chromosomalen Banden und bestatigen
eine praferenzielle Integration des EBV in 492, 5q und 13921 (Lestou et al.,
1993).

Die Akkumulation der EBV-IL kdnnte auf einer bevorzugten Integration des
Virus in spezifische Abschnitte des Wirtsgenoms basieren. Diesbezuglich wurde
zunachst davon ausgegangen, dass eine vorliegende Homologie viraler und
zellularer DNA-Sequenzen den Integrationsort des EBV bestimmt (Henderson
et al., 1983; Trescol-Biémont et al., 1987). Folgende Studien konnten diesen
Tatbestand jedoch nicht belegen (Matsuo et al., 1984; Luo et al., 2004;
Takakuwa et al., 2004). Heute werden fragile Stellen des Genoms, die CFS, als
praferenzielle Orte viraler Integration gehandelt (Popescu, 2003; Lukusa und
Fryns, 2008). Eine Neigung zur Integration in CFS konnte unter anderem fur die
onkogene Subtypen HPV- 16 und -18 belegt werden (Thorland et al., 2003;
Wentzensen et al., 2004; Yu et al., 2005). Es zeigte sich, dass rund 38% der IL
dieser HPV-Subtypen in CFS liegen (Wentzensen et al., 2004). Diese sind
maldgeblich an der Entstehung des invasiven Zervixkarzinoms beteiligt
(Walboomers et al., 1999). Neben der Expression onkogener Proteine (E6 und
E7) (Munger et al., 1992), wird der Integration des HPV-Genoms hierbei eine
entscheidende Rolle zugeschrieben. Sie vermag in einer Anderung der
zellullaren und viralen Genexpression zu resultieren und tragt zu chro-

mosomalen rearrangements in zervikalen Epithelzellen bei (Popescu, 2003).

Ob auch die EBV-Integration bevorzugt in CFS des Wirtsgenoms stattfindet,
wurde bisher nicht erortert. In der hier vorgelegten Arbeit zeigte sich, dass 39
von 116 EBV-IL (33,6%) mit publizierten CFS Uberlappen. Interessanterweise
kolokalisierten vor allem die frequent von einer Integration betroffene Banden
mit einer CFS (siehe Kapitel 4, Abbildung 4.9). Von den 13 im Kollektiv der BL-
ZL am haufigsten detektierbaren EBV-IL Gberlappten neun mit einer bekannten
CFS (69,2%). Dies konnte daraufhin weisen, dass auch eine Integration des
EBV vermehrt CFS betrifft. Eine Ausweitung der Studienlage und Sequenz-

analysen der Integrationsstellen sollten erfolgen, um diese These zu bestatigen.

Neben einer Neigung zur Integration in CFS konnte die Akkumulation der EBV-

IL auch auf einer Selektion spezifischer IL in der Tumorgenese grunden.
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Entsprechendes wird wiederum hinsichtlich der Integration des HPV postuliert
(Yu et al., 2005). Ahnlich der hier vorgelegten Daten zur EBV-Integration
konnten trotz einer Vielzahl an HPV-IL einige chromosomale Banden als
bevorzugte Ziele viraler Integration identifiziert werden (Ubersicht in
Wentzensen et al., 2004). Viele dieser IL Uberlappen, wie bereits erwahnt, mit
einer CFS. Yu et al. postulierten in diesem Zusammenhang, dass die
Akkumulation jedoch nicht ausschlieRlich auf einer Kolokalisation mit CFS
grundet, sondern dass es im Rahmen der Tumorgenese zu einer Selektion
einiger HPV-IL kommt. Jene IL, die zur malignen Transformation einer
zervikalen Epithelzelle beitragen, seien als Resultat der Selektion vermehrt in
Tumorproben auffindbar (Yu et al., 2005). Dies soll etwa fur die HPV-IL in der
Region des Protoonkogens MYC (8924.2) gelten. Es zeigte sich, dass diese
Region 25% der HPV18-IL beinhaltet (Ferber et al., 2003). Die HPV-Integration
auf 8924 ist oft mit einer Uberexpression von MYC vergesellschaftet (Lazo et
al.,, 1989), welche als prognostischer Indikator der Invasivitat eines

Zervixkarzinoms gilt (Riou et al., 1992).

In Anlehnung an dieses Konzept, kdnnte die EBV-Integration in spezifische Loki
des Wirtsgenoms zur Lymphomagenese der Zelle beigetragen haben, welches
wiederum die vermehrte Detektion integrierter EBV-DNA in diesen Regionen
bedingt. Entsprechendes konnte etwa fur die Anreicherung der Integrations-
signale auf 13q gelten. Hierflr spricht, dass auch zytogenetische Analysen und
klinischen Studien auf eine mogliche Signifikanz der Region 13q in der Genese

des BL hinweisen. Dies soll im folgenden erlautert werden.

Akkumulation der Integration auf 13q: Selektion viraler IL in der Tumorgenese?

Sowohl Ergebnisse unserer als auch vorheriger Studien liefern Hinweise auf
eine Akkumulation der EBV-Integration auf 13q (Trescol-Biémont et al., 1987;
Lestou et al., 1993; Gao et al., 2006). Interessanterweise fiel diese Region auch
in einer Reihe zytogenetischer Untersuchungen von BL-Patienten und BL-ZL
auf (Lones et al., 2004; Onciu et al., 2006; Poirel et al., 2009; Nelson et al.,
2010; Murga Penas et al., Manuskript eingereicht). Chromosomale Aberrationen
struktureller und numerischer Natur sind in Tumorgenomen regelhaft prasent.
Etwa 60 bis 90% der BL zeigen sekundare genetischen Veranderungen, 30 bis

50% der Tumoren besitzen komplexe Karyotypen. Hierbei sind, neben der fur
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das BL charakteristischen MYC-Translokation, einige spezifische Chromoso-
menalterationen vermehrt auffindbar (Lai et al.,, 1989; Kornblau et al., 1991,
Barth et al., 2004; Lones et al., 2004; Onciu et al., 2006; Toujani et al., 2009,
Scholtysik et al., 2010). Unter anderem betrifft dies Veranderungen von 13q,
welche zudem von klinischer Relevanz zu sein scheinen. Eine Korrelation von
13g-Alterationen und verschlechterter klinischer Prognose konnte in mehreren,
von einander unabhangigen Studien demonstriert werden (Lones et al., 2004;
Onciu et al., 2006; Poirel et al., 2009; Nelson et al., 2010).

Im Kontext der hier vorgelegten Ergebnisse scheint ferner eine offensichtlich
bestehende Assoziation von 13g-Veranderungen und einem negativen EBV-
Status interessant. Erst kurzlich konnte demonstriert werden, dass das
Auftreten einer Deletion-13q in BL-ZL unter EBV-negativen Varianten statistisch
signifikant erhoht ist (Murga Penas et al., Manuskript eingereicht). Auch
vorherige Studien wiesen auf eine Verknipfung von EBV-Negativitat und dem
Auftreten chromosomaler Veranderungen hin (Berger und Bernheim, 1984;
Berger und Bernheim, 1985; Barth et al, 2004). Berger und Bernheim
vermuteten in diesem Zusammenhang, dass die Akquisition zusatzlicher
chromosomaler Abnormalitdten in einem der EBV-Infektion vergleichbaren,
onkogenen Effekt mindet und die additiven, chromosomalen Abnormalitaten in
EBV-negativen BL sowie das Virus in EBV-positiven BL womdglich eine
komparable Rolle in der Lymphomagenese Ubernehmen (Berger und Bernheim,

1984). Bisher gelang jedoch nicht, eine entsprechende Relation zu verifizieren.

Basierend auf Ergebnissen der hier vorgelegten Arbeit scheint denkbar, dass
die Integration des EBV auf 13q bzw. eine hieraus resultierende Expressions-
anderung zellullarer Gene die bisher unbekannte Komponente in dieser

Gleichung darstellt.

So wurde zuvor postuliert, dass das auf 13932-q34 liegende Tumor-
supressorgen BAFF womdglich von der vermehrt auffindbaren Deletion-13q
betroffen sein konnte (Nelson et al., 2010). BAFF ist als Ligand der
Tumornekrosefaktor-Familie in die Regulation von B-Zellentwicklung und
Differenzierung involviert (Tangye et al., 2006). Es zeigte sich, dass eine
aberrante Expression assoziiert ist mit Immmundefizienz, autoimmunen
Erkrankungen sowie hamatolonkologischen Erkrankungen der B-Zellreihe (He

et al., 2004, Tangye et al., 2006). Eine aus der EBV-Integration in dieser Region
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resultierende, verminderte bzw. fehlende Expression des BAFF-Gens wurde in
Kongruenz zu oben genannter These von Berger und Bernheim einen
komparablen Effekt zur Deletion des Gens durch eine zytogenetische
Veranderung darstellen. Die zuvor postulierte Relation zwischen dem EBV-

Status und chromosomalen Abberationen ware offengelegt.

Die Integration des EBV-Genoms konnte auch in einer aberranten Expression
auf 13q lokalisierter microRNAs (miRNAs) resultieren. Diese reprasentieren
eine Gruppe Kkleiner, nicht-kodierender RNAs, die auf post-transkriptionaler
Ebene die Expression zahlreicher Gene modifizieren, indem sie Stabilitat und
Translation spezifischer mRNAs beeinflussen (Lee und Ambros 2001). Eine
Bindung der miRNAs an die 3‘ untranslatierte Region der spezifischen mRNA
fuhrt dabei, in Abhangigkeit der Komplementaritat der Sequenzen, zu einer
Translationshemmung bzw. Degradation der mRNA und somit zur Inhibition der
Proteinsynthese (Wienholds und Plasterk, 2005). Es wird davon ausgegangen,
dass miRNAs uber diesen Mechanismus in die Pathogenese zahlreicher solider
und lymphoproliferativer Neoplasien involviert sind (Ubersicht in Calin und
Groce, 2006). Je nach Ziel-mRNA fungieren sie hierbei als Tumorrsuppressor-
molekule (z.B. miR-15a und miR-16-1) oder nehmen eine onkogene Funktion
ein (z.B. miR-155 und miR-17-92) (Ubersicht in Zhang et al., 2007).

In der hier vorgelegten Arbeit zeigte sich, dass die Region 13g21-31 mehrfach
von einer Integration des EBV betroffen war. Interessanterweise liegt auf 13931
das miRNA-Cluster miR-17-92 (www.ncbi.nim.nih.gov/gene; Gen-ID: 407975),
welchem eine onkogene Rolle in der Tumorgenese verschiedener Neoplasien
zugeschrieben wird (Ubersicht in Olive et al., 2009). Anders als im Fall eines
klassischen, Protein-kodierenden Onkogens (ein Transkript - ein Protein),
kodiert das mir-17-92 fur ein polycistronisches Primartranskript (pri-miRNA),
welches sechs individuelle, reife miRNAs hervorbringt (miR-17, miR-18a,
miR-19a, miR-20a, miR-19b-1, und miR-92) (He et al., 2005). Bisher konnten
rund 30 verschiedene Ziel-mRNAs der einzelnen Komponenten des Clusters
experimentell bestatigt werden. Einige von ihnen, wie TGFBR2, BCL2L11 (BIM)
und PTEN sind an der Regulation fundamentaler Zellprozesse beteiligt und
werden der Klasse der Tumorsuppressorgene zugeordnet (Ubersicht in Grillari
et al., 2010). Eine deregulative Expression des mir-17-92 in hamatopoetischen

Malignomen konnte gezeigt werden und scheint insbesondere fur die Genese
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von B-Zell-Lymphomen einschlieRlich des BL von Bedeutung (Ubersicht in Olive
et al., 2009). Hierbei scheint einer Uberexpression von mir-17-92 und MYC ein
synergistischer Effekt bezuglich der Aggressivitat der Tumorentwicklung
zuzukommen. Dies zeigte sich in humanen BL (Tagawa et al., 2007) und im
murinen Modell. Mause mit hohen Expressionsleveln des mir-17-92 Clusters
wiesen bei gleichzeitiger MYC-Uberexpression eine verminderte Apoptoserate
und eine beschleunigte B-Zell-Lymphomagenese auf (He et al, 2005). In
diesem Kontext wurde vermutet, dass die Uberexpression der miRNAs eine
Umgehung der MYC-induzierten Apotose-Induktion ermdglicht (He et al., 2005;
Scholtysik et al., 2010). Wie bereits in Punkt 1.3.1 der Einleitung erwahnt, flhrt
die Uberexpression von MYC in normalen Zellen zu einer Stimulation pro-
apoptotischer Signalwege (Packham und Cleveland, 1995; Dang et al., 2005).
Die Inaktivierung der Apoptose-Einleitung ist unabkommlich, um von dem
Wachstumsfordernden Effekt der MYC-Uberexpression zu profitieren und spielt
eine zentrale Rolle in der Genese des BL (Thorley Lawson und Allday, 2008;
Cader et al., 2010). Das EBV scheint, Uber die Expression des anti-
apoptotischen EBNA-1 womaglich in diesen Schritt involviert zu sein (Komano
et al., 1998; Kennedy et al., 2003; Kelly et al., 2006). Dass ein entsprechender
Beitrag zudem moglichlicherweise Uber die Integration des EBV-Genoms
erfolgt, ist denkbar. Die demonstrierte Akkumulation viraler Integration auf 13q,
konnte die Expression des mir-17-92 Clusters beeinflussen und somit zur
Umgehung der Apoptose beitragen. In diesem Fall ware eine direkte
Verknupfung von EBV-Integration und einem der Schisselpunkte der Burkitt-

Lymphomagenese dargelegt.

Fazit

Mit der hier vorgelegten Arbeit gelang die erstmalige Identifikation bisher nicht
bekannter EBV-IL in 17 EBV-positiven BL-ZL sowie die Bestatigung bereits
publizierter EBV-IL in 3 weiteren BL-ZL. Es zeigte sich, dass die EBV-
Integration zum einen einen ,ZL-spezifischen Charakter® aufweist, zum anderen
in bestimmten Regionen bzw. Banden akkumuliert. Moglicherweise resultiert die
Integration des EBV nicht immer in einem onkogenen Effekt, ist in spezifischen
Fallen jedoch direkt in die Lymphomagenese involviert. Die solitare Existenz
eines IL sowie die Haufung der viralen Integration konnte in diesem Fall fur eine
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besondere Signifikanz von Integrationsereignissen sprechen. Interessant
scheint hierbei insbesondere die vermehrte Integration auf 13q. Sekundare
genetische Alteration von 13q stellen nicht nur ein frequentes Ereignis im BL
dar, sondern scheinen auch mit dem EBV-Status und einer verschlechterten
klinischen Prognose zu korrelieren. Das hier gelegene miRNA-Cluster mir 17-92
steht im direkten Zusammenhang mit dem MYC-Signalweg, dem zentralen
Signalweg der Burkitt-Lymphomagenese. Uber eine veranderte Expression von
mir 17-92 oder anderer in dieser Arbeit aufgefihrter Gene, kdnnte eine
Integration des EBV in direktem Zusammenhang mit der Genese des BL stehen
(Abbildung 5.1). Ob eine deregulative Expression entsprechender Gene vorliegt
und inwiefern die EBV-Integration hiermit in kausalem Zusammenhang steht,

bleibt zu klaren.
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Abbildung 5 Uberlappung ausgewahlter Gene und spezifischer EBV-Integrationsloki
Eine Integration des EBV-Genoms (blau) in die hier demonstrierten chromosomalen
Loki kénnte zu einer Expressionsanderung der hier gelegenen, zelluldaren Gene
(kursiv) gefuhrt haben. Aufgrund der durch sie kodierten Proteinfunktion kdnnte dies
Uber den jeweilig demonstrierten Weg zur Lymphomagenese der BL-ZL (links des
Chromosmos aufgeflihrt) beigetragen haben.

(*Die BL-ZL AG876, Akuba, JBL-2, LY-67, LY-91, Solubo und Switer zeigten eine Integration des
EBV im Bereich 13921-31).
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6 Zusammenfassung

Das Burkitt-Lymphom (BL) ist ein hochmalignes B-Zell-Non-Hodgkin-Lymphom
monoklonalen Ursprungs. Eine Involvierung des Epstein-Barr-Virus (EBV) in die
Genese des Lymphoms wurde bereits 1964 postuliert und gilt heute als
gesichert. Dennoch bleibt bisher unklar, wie genau das EBV zur malignen
Entartung von BL-Zellen beitragt. Ein GroRteil diesbezuglich angestrengter
Studien befasste sich mit der onkogenen Kapazitat latenter EBV-Genprodukte.
Die Integration der viralen-DNA in das Wirtsgenom, ein wichtiger pathogener
Aspekt humaner Tumorviren, war hingegen Fokus einer deutlich geringeren
Anzahl an Studien. Eine Integration des EBV-Genoms konnte anhand von
Biopsien des BL, hieraus etablierten BL-Zelllinien (BL-ZL) und lympho-
blastoiden Zelllinien (LCL) gezeigt werden. Daten Uber die genaue
zytogenetische Lokalisation integrierter EBV-DNA sind jedoch rar. Bisher bleibt
unklar, ob die Integration des EBV-Genoms eine nicht-randomisierte Verteilung
aufweist und und in welchem Umfang sie an der Entwicklung EBV-positiver BL
beteiligt ist. Die hier vorgelegte Arbeit reprasentiert die grofte, bisher
durchgefuhrte Untersuchung bezlglich der Integration des Virus in EBV-positive
BL-ZL. Mittels Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung und eigens hergestellter DNA-
Sonden gelang die Identifizierung zuvor nicht bekannter EBV-Integrationsloki
(EBV-IL) in 17 BL-ZL sowie die Bestatigung bereits publizierter EBV-IL in 3
weiteren BL-ZL. Es zeigte sich eine nicht-randomisierte Verteilung der EBV-IL
im Kollektiv sowie ein charakteristisches Muster viraler Integration in den
einzelnen BL-ZL. Hierbei demonstrierten vier BL-ZL einen einzigen oder zwei
distinkte EBV-IL, wohingegen die restlichen ZL eine Vielzahl unterschiedlicher
IL aufwiesen. Als praferenzielle Orte der EBV-Integration konnten 2q, 4q und
13q identifiziert werden. Basierend auf der These, die Akkumulation viraler IL in
diesen Regionen konnte, ebenso wie die Existenz eines singularen IL in einer
BL-ZL, fur eine besondere Signifikanz der Integrationsereignisse sprechen,
konnte eine Uberlappung entsprechender EBV-IL mit moglicherweise in die
Genese des BL involvierten Genen gezeigt werden. Inwiefern die EBV-
Integration die Expression dieser Gene beeintrachtigt hat oder Uber andere
Mechanismen, wie etwa eine Erhohung der Instabilitat des Wirtsgenoms, zur

Entwicklung der BL beigetragen hat, bleibt zu klaren.
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7 Abkurzungsverzeichnis

AIDS
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ALCL
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BAC
BCL6
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BL-ZL
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DNase
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DS
dNTP
dUTP
EBER
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eBL

acquired immunodeficiency syndrome
Antikorper
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bacterial artificial chromosome

B-cell lymphoma 6 protein
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Burkitt-Lymphom
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cluster of differentiation
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Epstein-Barr-Virus-encoded small RNA
Epstein-Barr-Virus-encoded nuclear antigen

Endemisches Burkitt-Lymphom
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