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Zusammenfassung

v

Transkriptionsfaktoren sind DNA-bindende Pro-
teine, die bei Eukaryoten an der Kontrolle der
Transkription beteiligt sind, indem sie mit hoher
Spezifitdt an jeweils passende Bereiche eines Pro-
motors oder Enhancers binden. Sie kdnnen selbst
einzelne Gene, aber auch komplexe Netzwerke
allein regulieren. Dementsprechend kann eine
Alteration eines solitiren Transkriptionsfaktors
zu minimalen, aber auch massiven Veranderun-
gen bis hin zur Krebsentstehung fiihren. In der
normalen Lymphozytenentwicklung reguliert ein
Netzwerk von Transkriptionsfaktoren wie E2a, ID-
2, NOTCH und PAX5 die Linienzugehorigkeit eines

Lymphozyten und seinen Weg, sich zu einer B-, T-,
NK- oder plasmozytoiden dendritischen Zelle zu
entwickeln. Alterationen dieser Gene durch Muta-
tionen oder auch Aktivierung von Inhibitoren ein-
zelner Transkriptionsfaktoren kénnen zu einer
gestorten Lymphozytenentwicklung bis hin zur
malignen Entartung fiithren.

Fiir das Sézary-Syndrom konnten wir erstmals zei-
gen, dass eine genomische Deletion des Transkrip-
tionsfaktors E2A in der Mehrzahl der Fille (70%)
nachzuweisen ist und pathogenetisch iiber eine
Deregulation einer Reihe von Onkogenen und wei-
teren Transkriptionsfaktoren fiir Proliferation und
Transformation ursdchlich ist.

Funktion von Transkriptionsfaktoren

v

Die Untersuchung von Transkriptionsfaktoren ist
von grundlegender Bedeutung fiir das Verstand-
nis von regulatorischen Prozessen innerhalb von
Zellen und Zellverbanden. Die Transkription be-
zeichnet die Informationsiibertragung von einem
DNA- auf ein RNA-Molekiil. Die DNA ist der ge-
netische Informationsspeicher einer jeden Zelle
(mit Ausnahme von RNA-Viren). Um diese Infor-
mationen zugdnglich zu machen und zu ex-
primieren, muss die DNA zundchst in RNA
umgeschrieben werden. Bei der Expression pro-
teinkodierender Gene wird die DNA zundchst in
mRNA transkribiert, wonach diese prozessiert
und translatiert wird, sodass ein Protein gebildet
wird. Diese Informationsiibertragung (DNA-RNA-
Protein) findet laut zentralem Dogma der Moleku-
larbiologie bei allen Pro- und Eukaryonten
gleichermal3en statt. Somit stellt die Transkription
einen entscheidenden Schritt bei der Ubertragung
biologischer Information und Funktion dar.

* Nach einem Vortrag anlasslich des 11.Jahressymposiums
der Berliner Stiftung fiir Dermatologie am 2.Juli 2011,
Berlin.

An dem Prozess der Transkription sind mehrere
Proteine beteiligt, wie z.B. sogenannte Transkrip-
tionsfaktoren und die RNA-Polymerase, die die
eigentliche Transkription realisiert, indem sie
den RNA-Strang anhand der DNA-Matrix synthe-
tisiert. Transkriptionsfaktoren sind regulatorische
Proteine, die bestimmte Sequenzabschnitte der
DNA erkennen und durch Bindung an diese Ab-
schnitte die Transkription bestimmter Gene
beeinflussen (© Abb.1)[1].

Sie kénnen zum Beispiel die Bindung von Poly-
merasen initiieren, erleichtern oder verhindern,
oder bereits gebundene Polymerasen durch Phos-
phorylierung regulieren. Transkriptionsfaktoren
sind damit DNA-bindende Proteine, die sowohl
aktivierend als auch inhibierend die Transkrip-
tion beeinflussen kénnen, und wirken dadurch
auch als sogenannte ,Genregulator-Proteine* [2].
Genregulatorproteine bestehen meist aus zwei
Anteilen (sog. Domdnen). Die eine bindet an eine
fiir diesen Transkriptionsfaktor spezifische DNA-
Sequenz (Enhancer). Bei der anderen handelt es
sich um eine Aktivierungs- oder Repressions-
domdne, die die Transkription aktiviert oder
hemmt. Ein aktivierend wirkendes Genregulator-
protein beschleunigt die Transkriptionsinitiation
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Abb.1 Transkription. Initiierung der Transkription nach Bindung eines
Trankriptionsfaktors und Aktivierung der RNA-Polymerase.

dadurch, dass es die Bindung der allgemeinen Transkriptionsfak-
toren und der RNA-Polymerase-II an den Promotor vereinfacht.
Dies geschieht, indem es direkt am Transkriptions-Initiations-
Komplex angreift oder die Chromatinstruktur in der Ndhe des
Promotors verdndert. Repressoren kénnen auf unterschiedliche
Weise wirken. Zum Beispiel kann die Konkurrenz von Aktivator
und Repressor um die gleiche Enhancer-Sequenz oder die Bin-
dung des Repressors an die Aktivierungsdomdne des Aktivators
eine Transkription verhindern. Der Repressor kann aber auch
eine Anlagerung der allgemeinen Transkriptionsfaktoren an den
Transkriptions-Initiationskomplex verhindern oder diesen so
verdandern, dass die RNA-Polymerase nicht mehr entlassen wer-
den kann. Im Gegensatz zu den allgemeinen Transkriptions-
faktoren, die an jeder Transkription durch die RNA-Polymerase-
II beteiligt sind und von denen es nur eine geringe Anzahl ver-
schiedener Typen gibt, kommen beim Menschen von den 30000
Genen, die fiir verschiedene Proteine kodieren, geschatzt 5-10%
Genregulatorproteine vor.

Rolle der Transkriptionsfaktoren an der Krebs-
entstehung am Beispiele von Gli1

v

Diese spezifischen Transkriptionsfaktoren konnen auf sehr viele
Gene wirken und kénnen damit das Schicksal einer Zelle bestim-
men. Als eines der bekanntesten Beispiele in der Dermatologie
sei hier der Transkriptionsfaktor GLI1 erwdhnt, der ein ganzes
Netzwerk von Genen, einschlieBlich sowohl Gene mit Aktivator-
als auch Repressor-Funktion sowie selbst weitere Transkriptions-
faktoren reguliert (© Abb.2)[3].

Allein durch aktivierende Mutationen des Gens GLI1 kann es zur
Aktivierung der Hedgehog-Signaltransduktions-Kaskade und
damit zur Entstehung von Basalzellkarzinomen kommen [4-6].
Neue therapeutische Ansdtze zur medikamentdsen Behandlung
von Tumoren, in denen GLI1 aktiviert ist, wie u.a. auch das
Medulloblastom, Pankreaskarzinom, Basalzellkarzinom, zielen
auf einer Hemmung der GLI-Proteine wie z. B. mittels des synthe-
tischen Molekiils SANT1-4 [7].
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Abb.2 Genregulation von Transkriptionsfaktoren. GLIT reguliert ein
ganzes Netzwerk von Transkriptionsfaktoren, Repressoren sowie Genen
mit anderen Funktionen. Andere Transkriptionsfaktoren knnen wiederum
hemmend auf GLIT wirken.
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Abb.3 Bedeutung von Transkriptionsfaktoren in der physiologischen
Entwicklung von Lymphozyten.

Rolle der Transkriptionsfaktoren in der Entwicklung
von Lymphozyten

v

Aktuelle Daten der letzten 10 Jahre zeigen, dass Transkriptions-
faktoren eine entscheidende Rolle bei der Lymphozyten-Ent-
wicklung spielen. Ein komplexes Netzwerk von Transkriptions-
faktoren determiniert die Linienzugehdrigkeit eines Lymphozyten
und reguliert die Entwicklung einer gemeinsamen lymphoiden
Vorlduferzelle (common lymphocyte progenitor, CLP) zu einer
B-, T-, NK- oder zu einer plasmozytoiden dendritischen Zelle
(© Abb.3). So sind z.B. die Transkriptionsfaktoren E2A, EBF
(early B cell factor) und PAX5 zur Aufrechterhaltung der Expres-
sion B-Zell-spezifischer Gene in reifen B-Zellen essentiell [8,9].
Anderseits ist der Transkriptionsfaktor E2A in der Interaktion
mit HEB sowie u.a. NOTCH-1 und GATA-3 fiir die T-Zellreifung
entscheidend [10-12]. Transkriptionsfaktoren, die fiir die Ent-
wicklung verschiedener Linien zustdndig sind, kénnen sich im
Rahmen dieses komplexen Netzwerks auch untereinander
inhibieren [13,14]. Das fiihrt z.B. dazu, dass eine konstitutive
Aktivierung von NOTCH-1 im Knochenmark die B-Zell-Entwick-
lung zugunsten der T-Zell-Entwicklung hemmt [15].
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Die Differenzierung zu NK-Zellen wird unter anderem durch ID2
(inhibitor of DNA binding) reguliert. Mduse, denen das ID2-Gen
fehlt, besitzen keine NK-Zellen [16]. Auch an der Differenzierung
zu DC-Zellen ist ID2 regulatorisch beteiligt. ID2 begiinstigt die
Differenzierung der DC-Zellen auf Kosten der lymphoiden Diffe-
renzierung. Dabei inhibiert ID2 die B-Zell-Entwicklung und die
Expression einiger B-Zell-spezifischer Gene vermutlich durch
Inaktivierung der E2A-Expression [17].

Deregulierte Signalwege in malignen Lymphomen

v

Ein wesentliches Merkmal bosartiger Zellen ist neben unkontrol-
liertem Wachstum die Stoérung der zelluldren Differenzierung im
Sinne einer Dedifferenzierung. Wahrend in nicht-malignen
Zellen die Aktivierung der meisten Signalwege streng reguliert
wird, sind in Lymphomzellen zahlreiche Signalwege aberrant
aktiviert. Arbeiten der letzten Jahre haben gezeigt, dass die
Deregulation linienspezifischer Transkriptionsfaktoren ein
wesentliches Merkmal humaner Lymphomentitdten ist. Aktivie-
rende somatische Mutationen des NOTCH-1-Gens finden sich in
ca. 50% der T-ALL-Patienten [18,19]. In kutanen CD30-positiven
Lymphoproliferationen konnten wir zeigen, dass eine funktio-
nelle Blockade von E2A durch eine Uberexpression seines Inhibi-
tors ID2 zur Proliferation zum Wachstum und Uberleben der
Lymphomzellen beitrdgt [20]. Im Rahmen der Leukdmogenese
ist das E2A-Gen in zwei Translokationen involviert. In 25% der
Pra-B-Zell-Leukdmien kommt es zur Fusion des E2A-Gens, das
auf Chromosom 19p13.3 liegt, mit Anteilen des PBX1-Gens auf
Chromosom 1q28 [21].

Obwohl die bisher erhobenen Daten aus der Literatur nahelegen,
dass E2A eine Funktion als Tumorsuppressor hat, konnte bisher
kein genomischer Defekt von E2A in einer malignen humanen
hdmatopoetischen Erkrankung nachgewiesen werden [22].

Genomischer Verlust von E2A im Sézary-Syndrom

v

In einer aktuellen Arbeit konnten wir erstmals durch Unter-
suchungen von aufgereinigten Tumorzellen aus dem Blut von
Patienten mit Sézary-Syndrom mittels hochauflésender com-
parative genome hybridization (cgh)-Analyse in 70% der Fille
einen heterozygoten Verlust der genomischen Region 19p13.3
beobachten (© Abb.4) [23]. Dieser Lokus enthdlt das Gen fiir
den Transkriptionsfaktor E2A. Mittels fluorescence in situ hybridi-
zation (FISH)-Analysen mit aufgereinigten Tumorzellen aus dem
Blut haben wir diesen Befund bestétigen konnen. Ebenso konnte
dieser Verlust auch auf Proteinebene in den Schnitten mit
Sézary-Syndrom immunbhistologisch bestdtigt werden. Damit
konnten wir erstmals iiberhaupt einen genomischen Verlust des
Transkriptionsfaktors E2A beim Menschen nachweisen.

Um die zellbiologische Bedeutung des E2A-Verlusts zu eruieren,
wurden neben den primdren, aus Patienten isolierten Tumorzel-
len fiir die zellbiologischen Untersuchungen zudem Zelllinien,
welche von Sézary-Patienten abstammen (SeAx, Hut78), analy-
siert.

Hier konnten wir zeigen, dass der Verlust von E2A zu einer ver-
stirkten Expression des Proto-Onkogens MYC und des Zell-
zyklus-Regulators CDK®6 (cyclin-dependent-kinase 6) fiihrt und in
einer erh6hten Proliferation der Tumorzellen resultiert. Das MYC-
Gen hat eine zentrale Bedeutung in der Regulation der Zell-
proliferation und Differenzierung und besitzt ein ausgepragtes

Ubersicht ﬂ
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Abb.4 Chromosomale Darstellung von Chr 19. In 70% der Sézary-Pa-
tienten zeigt sich eine Deletion der Region Chromosom 19p13.3, die Gen
fiir den Trankriptionsfaktor E2A enthalt.
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Abb.5 Darstellung der durch E2A regulierten Signalkaskade.

transformierendes Potenzial [24]. Der Effekt von MYC wird zu-
dem durch die hdufige Nichtfunktionalitdt von p53 erkldrt, das
in tiber 80% der Fille im Sézary-Syndrom genomisch deletiert
ist (© Abb.5). CDKG6 ist eine Zyklinkinase, die ein wichtiger Regu-
lator der Zell-Zyklus-Progression ist. Eine Uberexpression fiihrt
zu einem beschleunigten Ubergang der Zelle von der GO-Phase
in die S-Phase [25]. Die Aktivierung von MYC als auch CDK®, be-
dingt durch den Verlust von E2A, erklart somit teilweise die
Transformation und verstdrkte Proliferation der Tumorzellen
beim Sézary-Syndrom (© Abb.5).

Durch weitere Genexpressionsuntersuchungen nach Rekonstitu-
tion der E2A-Aktivitdt (Wiedereinbringen von E2A in die Tumor-
zelle) in einer E2A-negativen SS-Zelllinie identifizierten wir
zudem eine Reihe weiterer E2A-regulierter Gene, darunter ver-
schiedene Apoptoseregulatoren (z.B. BIM, BIK) und Regulatoren
onkogener Signaltransduktionswege einschlieBlich des RAS-
(RASSF4, DAB2IP, RASA4, RGS16) und des NOTCH-Signalwegs
(DELTEX1), welche neue, zielgerichtete Therapieansitze dar-
stellen kdnnten [26,27]. Diese Arbeit zeigt damit erstmals den
genomischen Verlust von E2A in einer humanen Tumorentitdt.
Zudem zeigt sie, dass E2A als Genregulator eine ganze Kaskade
von Transkriptionsfaktoren - dhnlich wie GLI1 beim Basalzell-
karzinom - reguliert. Diese Funktionen belegen, dass E2A auch
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beim Menschen ein Tumorsuppressor ist. Gegenstand weiterer
Untersuchungen sind u.a. die diagnostische Wertigkeit des E2A-
Verlustes in der Differenzialdiagnose des Sézary-Syndroms und
zum anderen die Moglichkeit, in die durch den E2A-Verlust de-
regulierten Signalwege therapeutisch einzugreifen.

Significance of Transcription Factors for the Patho-
genesis of Cutaneous Lymphomas

v

Transcription factors are DNA-binding proteins involved in tran-
scription processes in eukaryotes, by binding parts of promoters
or enhancers with high specificity. They can thus regulate genes
or complex networks by themselves. On this basis, alteration of a
solitary transcription factor may lead to various cellular changes
and also to neoplasia. A network of transcription factors, such as
E2a, ID-2, NOTCH and PAX5 regulates lymphocytic development
into B-, T-, NK- or plasmocytoid dendritic cells. Alterations of
these genes via mutation or activation of inhibitors my lead to
developmental disorders and also to malignant transformation.
In our own investigations we have shown that in Sezary's syn-
drome genomic deletion of transcription factor E2A may be de-
tected in 70% of the cases, resulting in deregulation of a series of
oncogenes and other transcription factors responsible for cell
proliferation and transformation.
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