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1 Einleitung

1.1 Das Immunsystem
1.1.1 Uberblick Giber das Immunsystem in Saugetieren

Das Immunsystem des Organismus umfasst alle I6slichen und zellularen Be-
standteile, deren Aufgabe es ist, den Korper vor Viren, Bakterien, Pilzen und
Parasiten zu schutzen. Die Reaktion des Immunsystems auf eine Infektion be-
zeichnet man als Immunantwort. Eine angeborene Immunantwort bekampft
Mikroorganismen mit unspezifischen Mechanismen, die seit der Geburt bereit-
stehen und sofort nach Kontakt eine Reaktion auslosen (Beutler, 2004). Davon
unterscheidet sich die adaptive Immunantwort, die auf ein bestimmtes Patho-
gen spezifisch mit unter anderem der Produktion von Antikérpern reagiert und
in vielen Fallen ein lebenslanges immunologisches Gedachtnis hinterlasst, wo-
bei die Reaktion auf die erneute Infektion mit dem gleichen Pathogen schneller
und starker erfolgt (Cooper and Alder, 2006).

Die Zellen des Immunsystems entwickeln sich aus den lymphatischen und
myeloischen Vorlauferzellen im Knochenmark. Die myeloische Zellreihe um-
fasst neben den Erythrozyten und Megakaryozyten die meisten Zellen des an-
geborenen Immunsystems. Aus der myeloischen Vorlauferzelle differenzieren
sich die neutrophilen, eosinophilen und basophilen Granulozyten, sowie Mo-
nozyten, die sich weiter zu Makrophagen, Mastzellen und dendritischen Zellen
differenzieren kdnnen. Aus der lymphatischen Vorlauferzelle stammen die meis-
ten Zellen des erworbenen Immunsystems. Es gibt zwei Gruppen von Lympho-
zyten. Hierzu zahlen B-Lymphozyten (B-Zellen) und T-Lymphozyten (T-Zellen)
(Chao et al., 2008). Die Vorlaufer-T-Zelle verlasst das Knochenmark und reift im
Thymus. Nach dem ersten Antigenkontakt im Blut differenziert sie sich entwe-
der zur zytotoxischen T-Zelle, T-Helferzelle oder regulatorischen T-Zelle
(Rothenberg et al., 2016). Die Reifung der B-Zelle erfolgt im Knochenmark
(Busslinger, 2004). Nach deren Aktivierung durch ein Antigen kommt es zur

Proliferation und Differenzierung zur Plasmazelle, die flur das Antigen spezifi-



sche Antikorper produziert. Einige der B- und T-Zellen differenzieren sich zu
Gedachtniszellen und sorgen fir eine anhaltende Immunitat (LeBien and
Tedder, 2008).

1.1.2 Der B-Lymphozyt

Der B-Lymphozyt (B-Zelle) stammt von einer gemeinsamen lymphatischen Vor-
lauferzelle ab und gehoért zum adaptiven Immunsystem. Die Lymphopoese und
Reifung der B-Zellen erfolgt im Knochenmark, wobei stark autoreaktive Zellen,
das heildt die Zellen, deren Rezeptor an korpereigene Strukturen bindet, sofort
den programmierten Zelltod, auch Apoptose genannt, sterben. Nur selbsttole-
rante reife B-Zellen gelangen in die Blutbahn und siedeln sich in den Lymphfol-
likeln der peripheren lymphatischen Organe (Lymphknoten, Tonsillen, Milz,
Darmschleimhaut) an (LeBien and Tedder, 2008). Jede naive B-Zelle, die inak-
tiv ist und in ihrem Leben noch kein Antigen gebunden hat, exprimiert ihren ei-
genen Antigenrezeptor, den B-Zell-Rezeptor (BCR), der ein im Blut zirkulieren-
des spezifisches Antigen bindet und dadurch aktiviert wird (Laidlaw and Cyster,
2021). Sobald die B-Zellen auf ihr spezifisches Antigen treffen, differenzieren
sie sich zu Plasmazellen, welche Antikorper freisetzen. Antikoérper sind die se-
zernierte Form des BCRs und besitzen dieselbe Spezifitat fur das Antigen wie
die gebundene Form (Moser et al., 2006). Reagiert eine B-Zelle auf korpereige-
ne Antigene oder wird der Rezeptor eine Zeit lang nicht benutzt, nachdem die
Zelle in das periphere Repertoire aufgenommen wurde, empfangt sie keine

Uberlebenssignale und stirbt durch Apoptose (Tan et al., 2019).

1.1.2.1 Antikdrper und der B-Zell-Rezeptor

Nach Aktivierung setzt die B-Zelle Antikoérper, auch Immunglobuline (Ig) ge-
nannt, frei. Die Molekile sind symmetrisch aufgebaut. lhre Form erinnert an den
Buchstaben Ypsilon. Die Basis des Ypsilons ist die konstante Region (C-
Region) und bestimmt die Klasse des Immunglobulins und damit die Art der
Interaktion mit der Effektorzelle. Die funf Hauptklassen der Immunglobuline hei-
Ren IgM, IgG, IgA, IgE und IgD. Die Arme des Y bilden zusammen die variable



Region (V-Region) und ermoglichen damit dem Antikorper ein spezifisches An-
tigen zu binden. Jedes Molekul besteht aus zwei identischen schweren (H-
Ketten, heavy) und zwei identischen leichten (L-Ketten, light) Ketten, die durch
Disulfidbricken miteinander verbunden sind. Die Antigenbindungsstelle eines
Antikdrpers unterscheidet sich von der jedes anderen und besteht jeweils aus
einer H-Kette und einer L-Kette und ist an beiden Y-Armen identisch (Chiu et
al., 2019). Um es dem Immunsystem zu ermoglichen so viele Pathogene wie
moglich zu erkennen und zu eliminieren, bedarf es einer enormen Variabilitat in
der Antikorperstruktur. Wahrend der Entwicklung der B-Zelle im Knochenmark
ist die unterschiedliche Kombination der schweren und leichten Ketten und de-
ren variabler Region eine Mdoglichkeit die kombinatorische Vielfalt zu erzeugen
und Immunglobuline unterschiedlicher Antigenspezifitat herzustellen. Die zweite
Maoglichkeit, die zur AntikGrpervariabilitat beitragt, ist die Umlagerung einer
Gruppe der vererbten Gensegmente wahrend der B-Zell-Reifung, die durch ei-
ne somatische Hypermutation in reifen aktivierten Zellen noch komplettiert wird.
Die Gesamtzahl aller Antikorperspezifitaten eines Individuums, die durch diese
Mechanismen entstanden sind, nennt man AntikGrperrepertoire und sie betragt

beim Menschen mindestens 10" (Collins and Watson, 2018).

Die BCRs sind membrangebundene Immunglobuline des Typs IgM und IgD. Sie
unterscheiden sich von der sezernierten Form nur durch eine kurze transmemb-

ranare und intrazellulare Domane (Ten Hacken et al., 2016).

1.1.2.2 B-Zellrezeptor-Signalubertragung

Die Grundlage der intrazellularen SignallUbertragung des BCRs ist die Protein-
phosphorylierung. Die Bindung des Antigens fuhrt zur Aktivierung der Protein-
kinasen, die die kovalente Bindung einer Phosphatgruppe an ein Protein kataly-
sieren. Diesen reversiblen Prozess nennt man Proteinphosphorylierung. Die mit
dem Rezeptor assoziierte Kinase ist zunachst inaktiv, sobald jedoch ein Antigen
gebunden wird, wird sie aktiviert und phosphoryliert andere Proteine. Ein weite-
rer Mechanismus der SignalUbertragung ist die Produktion von kleinen Second-

Messenger-Molekulen. Sie werden auf dem Signalweg synthetisiert und kdnnen



durch die Zelle diffundieren, um andere Zielproteine zu aktivieren (Samelson,
2011).

Der BCR allein kann, nachdem er sein Antigen gebunden hat, kein Signal in
das Zellinnere Ubersenden. Dafur hat er zwei Proteinketten gebunden, Iga und
IgB, die zum einen fur den Transport des Immunglobulins an die Zelloberflache
erforderlich sind und zum anderen eine Signalfunktion besitzen. Dies geschieht
Mittels einer Sequenz aus vier Aminosauren, die man als ITAM (immunorecep-
tor tyrosine-based activation motif) bezeichnet. Diese vollstandige Zusammen-
setzung nennt man BCR-Komplex (Tolar et al., 2009). Die Tyrosinreste der
ITAM-Sequenzen werden durch Proteine der Src-Familie - Fyn, Blk und Lyn -
phosphoryliert und damit aktiviert. Daraufhin wird eine weitere Tyrosinkinase
Syk zur ITAM-Sequenz gebracht und aktiviert. Sie aktiviert dann wiederum ein
Gerustprotein BLNK, das die Tec-Kinase Btk mobilisiert, mit deren Hilfe das
Enzym Phospholipase C-y (PLC-y) aktiviert wird (Harwood and Batista, 2010).
Die Aktivierung von PLC-y ist ein wichtiger Schritt in der Signalkaskade, da sich
danach der Signalweg in drei Zweige aufteilt und jedes einen anderen Tran-
skriptionsfaktor aktiviert. Das Membranlipid Phosphatidylinositol-4,5-bisphos-
phat (PIP,) wird von der PLC-y abgebaut, wobei Inositol-1,4,5-trisphosphat
(IPs), das als Second Messenger fungiert und Diacylglycerin (DAG), das in der
Membranebene diffundiert, entstehen (Yang et al., 2012). IP; induziert eine Er-
hohung der Calciumkonzentration in der Zelle und somit die Aktivierung der
Phosphatase Calcineurin, die den Transkriptionsfaktor NFAT (nuclear factor of
activated T-cells) aktiviert (Hogan et al., 2003). Der zweite Weg endet in der
Aktivierung des Transkriptionsfakors NFkB (nuclear factor of kappa light) durch
DAG und Calcium uber Proteinkinase C (Rueda and Thome, 2005). Der dritte
Signalweg lauft Uber die Aktivierung von MAP-Kinase-Kaskaden, die in den
Zellkern einwandern und den Transkriptionsfaktor AP-1 (activator protein 1) ak-
tivieren (Shaw and Filbert, 2009). Die Endstrecke der drei Signalkaskaden ist
die Induktion der Transkription des Zytokingens Interleukin-2 (IL-2), das wesent-
lich fur die Proliferation und Differenzierung der aktivierten B-Zelle ist (Wu et al.,
2006).



1.1.2.3 Apoptose

Apoptose leitet sich vom griechischen Begriff apoptosis, das das Abfallen von
Blattern von den Baumen bedeutet, ab. Apoptose, auch programmierter Zelltod
genannt, ist ein aktiver Prozess, der durch duRere oder innere Einflisse her-
vorgerufen und von der Zelle selbst ausgeldst und kontrolliert wird. Dieser Me-
chanismus ist unerlasslich fur einen mehrzelligen Organismus, der das Gleich-
gewicht zwischen Absterben und Neubildung der Zellen aufrechterhalt. So spielt
die Apoptose eine essenzielle Rolle in der Entwicklung des Immunsystems und
der Immuntoleranz, indem Lymphozyten beseitigt werden, die keinen funktions-
fahigen BCR ausbilden konnen, zu stark auf korpereigene Antigene reagieren
und solche, die als naive reife Zellen zu lange auf kein passendes Antigen tref-
fen (Darwiche et al., 2018). Eine besonders wichtige Aufgabe des programmier-
ten Zelltodes ist die Beendigung der Immunantworten und Reduktion der An-
zahl der Zellen, die nach der Infektion nicht mehr notwendig sind (Green et al.,
2003).

Die Apoptose kann durch zwei Signalwege aktiviert werden, den intrinsischen
und den extrinsischen Weg (Abb. 1). Hauptmediatoren der beiden Wege sind
Asparaginsaure-spezifische Cysteinproteasen, auch Caspasen genannt, die in
zwei Gruppen unterteilt werden. Die Initiatorcaspasen sind an der Stimulierung
der Apoptose beteiligt und stehen am Anfang des Signalwegs. Die Effektor-
caspasen fuhren durch ihre Aktivierung zum Zelltod, indem sie Zellkernproteine
spalten und abbauen und somit seine strukturelle Integritat zerstéren und En-

donukleasen aktivieren, die die chromosomale DNA spalten (Siegel, 2006).
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Abb. 1: Signalweg der Apoptose

Die Initiatorcaspasen stehen am Anfang des Signalwegs. Die Effektorcaspasen fiihren
durch ihre Aktivierung zum Zelltod, indem sie die Zellkernproteine spalten und abbauen
und Endonukleasen aktivieren, die die chromosomale DNA spalten.

Der extrinsische Weg der Apoptose wird durch Aktivierung der Todesrezepto-
ren, die zu der Familie der Tumornekrosefaktor-Rezeptoren (TNFR) gehdren,
uber die Bindung von Liganden eingeleitet (Abb. 2). Die wichtigsten Todesre-
zeptoren des Immunsystems sind Fas (CD95) und TNFR-I. Der Fas-Ligand
(FasL) fuhrt nach Bindung an Fas dazu, dass sich der Todesrezeptor trimeri-
siert und mit seiner zytosolischen Todesdomane Adaptorproteine (FADD, fas-
associated via death domain) bindet. FADD besitzt eine Todeseffektordomane
(DED) und bindet damit die Procaspase 8, eine Initiatorcaspase. Eine lokale
Konzentrationserhdhung der Procaspase 8 um den Rezeptor flhrt zur gegen-
seitigen Spaltung und Aktivierung. Caspase 8 wird freigesetzt und aktiviert nun
kaskadenartig Effektorcaspasen (Siegel, 2006, Chowdhury and Lieberman,
2008).



Wenn die Zelle oxidativem Stress ausgesetzt ist, DNA-Schaden aufweist oder
keine duBeren Signale erhalt, die sie firr inr Uberleben braucht, wird der intrinsi-
sche Apoptoseweg eingeleitet (Abb. 2). Die Aufrechterhaltung der Mitochondri-
enmembran wird durch die Wechselwirkung zwischen den proapoptotischen
und antiapoptotischen Proteinen der Bcl-2-Familie sichergestellt. Bax, Bak und
Bok gehdren zu den proapoptotischen Proteinen und kdnnen bei Stress die
Freisetzung von Cytochrom c induzieren (Borner, 2003). Cytochrom c bindet im
Zytoplasma an Apaf-1 (Apoptose-Protease-aktivierender Faktor 1) und fuhrt zu
dessen  Polymerisierung, das  Oligomer wiederum  aktiviert die
Initiatorcaspase 9. Die Aggregation der Procaspase 9 fuhrt zur Autokatalyse der
Proteasen und setzt die Aktivierung der Kaskade der Effektorcaspasen in Gang
(Bratton and Salvesen, 2010, Siegel, 2006). Die antiapoptotischen Reize
aktivieren beispielsweise das Bcl-2 Protein selbst. Das Bcl-2-Gen wurde
ursprunglich bei einem B-Zell-Lymphom entdeckt. Bei seiner vermehrten
Expression werden die Zellen unempfindlicher gegen apoptotische Reize, was
zu einer erhohten Wahrscheinlichkeit fur die Entstehung von Tumoren flhrt
(Borner, 2003).
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Abb. 2: Extrinsischer und intrinsischer Apoptoseweg

Der extrinsische Weg wird durch die Aktivierung des Todesrezeptors Fas eingeleitet.
Der Fas-Ligand (FasL) fiihrt nach Bindung an Fas dazu, dass sich der Todesrezeptor
trimerisiert und mit seiner zytosolischen Todesdoméne FADD, die eine Todesef-
fektordoméne DED besitzt, die Procaspase 8 bindet. Die Konzentrationserhéhung der
Procaspase 8 flihrt zur Freisetzung der Caspase 8, die kaskadenartig die Effektor-
caspasen aktiviert.

Der intrinsische Weg beginnt mit der Freisetzung von Cytochrom ¢ aus der Mitochond-
rienmembran, induziert durch die Proteine der Bcl-2-Familie. Cytochrom ¢ bindet im
Zytoplasma an Apaf-1 und fiihrt zu dessen Polymerisierung. Das Oligomer aktiviert die
Procaspase 9. Die Aggregation der Procaspase 9 fiihrt zur Autokatalyse der Proteasen
und setzt die Aktivierung der Kaskade der Effektorcaspasen in Gang.

1.2 Zellzyklus

Der Zellzyklus ist ein Prozess, den die Zelle mit dem Ziel durchlauft, die geneti-
sche Information zu verdoppeln und zwei identische Tochterzellen hervorzu-
bringen. Zellwachstum, Duplikation der genetischen Information und die Auftei-
lung auf zwei Tochterzellen verlaufen in geregelter Abfolge von vier Phasen:
G1-Phase (Gap-Phase, engl. Licke), S-Phase (Synthese) und G2-Phase, die



als Interphase zusammengefasst werden, und M-Phase (Mitose) (Abb. 3)
(Haase and Wittenberg, 2014).

Nach der Mitose tritt die Zelle in die G1-Phase ein, es kommt zum Zellwachs-
tum und zur Synthese der Proteine, die fur die S-Phase bendtigt werden. Die
G1-Phase wird durch einen Kontrollpunkt (Restriktionspunkt) in einen A- und B-
Zustand unterteilt. An diesem wird Uberprift, ob alle Bedingungen, wie bei-
spielsweise die Grolde der Zelle, Ernahrungsbedingungen und das Fehlen anti-
mitotischer Signale, fur das Fortschreiten des Zellzyklus' erfullt sind (Haase and
Wittenberg, 2014). Der B-Zustand wird eingeleitet durch die Synthese von Cyc-
lin D, das CDK4 und CDKG6 (cyclin dependent kinase) aktiviert. Verschiedene
Proteine, darunter das Retinoblastomprotein (Rb-Protein), das einen Komplex
mit dem Transkriptionsfaktor E2F bildet, induzieren die Transkription verschie-
dener Gene, die fur die DNA-Replikation und den Eintritt in die S-Phase wichtig
sind (Hydbring et al., 2016).

In der nachfolgenden S-Phase wird die DNA repliziert. Es wird eine Kopie des
gesamten Genoms synthetisiert. Die Chromosomen bestehen nun aus zwei
Chromatiden. Die S-Phase wird eingeleitet durch die Synthese von Cyclin E,
das CDK2 aktiviert, welches das Rb-Protein phosphoryliert (Hydbring et al.,
2016). In dieser Phase wird eine groRe Menge an Histonen synthetisiert, die fur
die DNA-Kondensation bendétigt werden. Die DNA-Replikation findet gleichzeitig
an zahlreichen Stellen mithilfe von Proteinen, die in der G1-Phase hergestellt
wurden, statt (Bell and Labib, 2016).

In der G2-Phase, die der Vorbereitung fir die Mitose dient, wird zum einen, ge-
steuert durch Cyclin B, CDK1 und CDK2, die Kondensierung der Chromosomen
eingeleitet und zum anderen das DNA-Korrekturlesen durchgefuhrt (Matson et
al., 2019). Am Restriktionspunkt der G2-Phase wird die DNA auf Defekte uber-
pruft und durch Reparaturmechanismen korrigiert. An diesen Mechanismen ist
p53 besonders beteiligt (Limas and Cook, 2019). Ist die Schadensbeseitigung

unmaoglich, so wird die Apoptose eingeleitet, damit es zu keiner Mutationsan-



haufung in den weiteren Zellgenerationen und damit zu einer erhdhten Wahr-

scheinlichkeit der Tumorentstehung kommt (Matson et al., 2019).

Die Mitosephase, die eigentliche Zellteilung, unterteilt sich in Prophase, Meta-
phase, Anaphase und Telophase. In der Prophase kondensiert sich die DNA
und einzelne Chromosomen werden sichtbar, der Spindelapparat beginnt sich
auszubilden und Zentrosomen wandern zu den entgegengesetzten Zellpolen,
aus denen dann die Mikrotubuli ausstrahlen, die in Richtung der Kinetochore
der Chromosomen wachsen. Die Kernhtlle 16st sich auf. In der Metaphase ord-
nen sich die Chromosomen in der Aquatorialebene der Zelle an und die Kine-
tochore der Chromosomen haben nun Kontakt zu den Mikrotubuli. In der Ana-
phase werden die Zwei-Chromatid-Chromosen auseinander und in Richtung
entgegengesetzter Zellpole gezogen (Lemonnier et al., 2020). Das Ende der
Mitose ist die Telophase, in welcher sich die Ein-Chromatid-Chromosomen ent-
spiralisieren und von einer neuen Kernmembran umhillt werden. Den letzten
Schritt der Zellteilung bezeichnet man als Zytokinese, wobei die Trennung des
gemeinsamen Zellleibes durch die Zytoplasmamembran erfolgt (Zhuravlev et
al., 2017).

Manche Zellen konnen nach der M-Phase in die GO-Phase eintreten. Ausloser
dafur sind das Erreichen eines bestimmten Differenzierungsgrades, eine hohe
Populationsdichte oder das Fehlen von Wachstumsfaktoren. In der GO-Phase
finden zwar keine Zellteilungen statt, die Zellen haben aber einen hohen Stoff-
wechsel. Die Zelle kann in diesem Zustand dauerhaft verweilen, jedoch auf be-
stimmte Signale hin wieder in die G1-Phase eintreten (Israels and Israels,
2000).

10



Tochterzelle 1 Tochterzelle 2

g1 G1

GO

G1-Phase

— Zytokinese -2
Telophase 7
Mitose — Anaphase A

Metaphase 77 G2-Phase

Prophase &

Abb. 3: Zellzyklus

Nach der Mitose tritt die Zelle in die G1-Phase ein, es kommt zum Zellwachstum und
zur Synthese der Proteine. In der nachfolgenden S-Phase wird die DNA repliziert. Die
Chromosomen bestehen nun aus zwei Chromatiden. In der G2-Phase wird die Kon-
densierung der Chromosomen eingeleitet und das DNA-Korrekturlesen durchgefiihrt.
Die Mitosephase, die eigentliche Zellteilung, unterteilt sich in Prophase, Metaphase,
Anaphase und Telophase. Im letzten Schritt erfolgt die Trennung des gemeinsamen
Zellleibes durch die Zytoplasmamembran, die Zytokinese. Manche Zellen kénnen nach
der M-Phase in die GO-Phase eintreten, wo keine Zellteilungen stattfinden. Abbildung
modifiziert nach Benninghoff (Benninghoff et al.).

1.3 Chronische lymphatische Leukamie (CLL), deren molekulare Eigen-

schaften und Therapie

Die chronische lymphatische Leukamie (CLL) gehort zu den niedrig malignen
Non-Hodgkin-Lymphomen (NHL). Es kommt zu einer klonalen Proliferation im-
muninkompetenter B-Lymphozyten im peripheren Blut. Die CLL ist die haufigste
Leukamieform bei Erwachsenen in der westlichen Welt mit einer Inzidenz von 4-
6/100000/Jahr, zunehmend mit dem Lebensalter (Siegel et al., 2018, Sant et al.,
2010). Manner sind haufiger betroffen als Frauen (Siegel et al., 2018). Die
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Atiologie ist unbekannt, allerdings werden eine familidre Haufung (Cuttner,
1992) sowie rassenabhangige Unterschiede der Inzidenz beobachtet
(Yamamoto and Goodman, 2008). Die Diagnose der CLL ist meist ein Zufalls-
befund, da die Patienten keine spezifischen Symptome aufweisen, bis eine
Routineblutuntersuchung zu der Diagnose flhrt. Manche Patienten bemerken
eine schmerzlose Lymphknotenschwellung und nur 5 bis 10 Prozent der Patien-
ten klagen Uber sogenannte B-Symptome wie Gewichtsverlust, Fieber, Nacht-
schweil} (Hallek et al., 2008). Auf’erdem konnen eine Splenomegalie oder He-
patomegalie auftreten, wobei die CLL-Zellen jedes Organ infiltrieren und deren
Funktion storen kénnen. Bei der Untersuchung des Blutes sind Abweichungen
in den Zellzahlen wie die B-Lymphozyten-Zellzahl von uber 5000/ul zu finden,
die auch zur Diagnose CLL fuhrt (Hallek et al., 2008). Zytopenien, wie die
Neutropenie, Anamie und Thrombozytopenie kdnnen oft bereits zum Zeitpunkt
der Diagnose festgestellt werden. Infektionen sind die haufigste Todesursache
bei Patienten mit CLL. Die meisten Infektionen treten infolge von einer Kno-
chenmarksinfiltration und der daraus folgenden Leukopenie auf (Tsiodras et al.,
2000, Hensel et al., 2003). In 5 bis 10 Prozent der Falle transformiert die CLL in
ein hoch malignes NHL (Richter-Syndrom). Es wird auRerdem ein erhdhtes Ri-
siko flr das Auftreten von Zweitmalignomen bei Patienten mit CLL beobachtet,
sowohl von hamatologischen als auch von soliden Tumoren (Travis et al.,
1992). Nicht zu vernachlassigen sind auch psychologische Beeintrachtigungen,
die im Zusammenhang mit der Diagnose stehen kénnen. Die Uberlebenszeit
der Patienten mit CLL hangt von vielen Faktoren ab. Um die Patienten mit guter
und schlechter Prognose zu unterscheiden und ihnen auch eine passende The-
rapie zuzufuhren, bedarf es einer Stadieneinteilung. Bisher haben sich fur Klinik
und Forschung zwei Systeme nach Rai und nach Binet etabliert. Beide korrelie-
ren mit der medianen Uberlebenszeit und haben prognostische Signifikanz (Rai
et al., 1975, Binet et al., 1977, van Oers, 2016).

Die CLL ist gekennzeichnet durch eine progressive Akkumulation immuninkom-

petenter monoklonaler B-Lymphozyten und die Unterdrickung der normalen
Organfunktion. Diese B-Zellen sind auf dem Differenzierungsweg auf der Ent-
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wicklungsstufe zwischen der Pra-B-Zelle und der reifen B-Zelle gehemmt und
gehoren wahrscheinlich zu der aktivierten und nicht mehr naiven B-Zell-
Population (Fais et al., 1998, Damle et al., 2002). Zu den phanotypischen Ei-
genschaften der Tumorzellen gehdren eine extrem niedrige Anzahl an Oberfla-
chenimmunglobulinen, meist sind es IgM oder IgM und IgD. Zusatzlich sind die
Zellen durch die Expression von CD5, einem T-Zell-assoziierten Antigen, und
die Expression von einem oder mehreren B-Zell-assoziierten Antigenen wie
CD19, CD23 und CD20 charakterisiert (Hallek et al.,, 2008). Die CLL-
Tumorzellen exprimieren B-Zell-Rezeptoren von einem limitierten Repertoire,
die antigenunabhéngige und kontinuierliche Uberlebenssignale (ibermitteln
(Duhren-von Minden et al., 2012), was zu einer erhohten Expression von Syk,
Lyn, Btk und PI3K-Kinase fuhren kann (Woyach et al., 2012). Dies resultiert in
einem intrazellularen Signal, das Wachstum, Uberleben, Differenzierung und
Migration induziert. Medikamente, wie Btk-Inhibitoren und PI3K-Inhibitoren, die
den B-Zell-Rezeptor-Signaltransduktionsweg gezielt angreifen, fuhren zur
Apoptose, hemmen die Proliferation und verandern die Migrationsmuster der
leukamischen Zellen.

Blutuntersuchungen von Patienten mit CLL mittels Fluoreszenz in situ Hybridi-
sierung (FISH) ergaben zahlreiche genetische Anomalien. Die meisten Mutatio-
nen, die bei CLL auftreten sind del(13q), del(11q), Trisomie 12 und del(17q).
Patienten mit einem normalen Karyotyp sowie mit Trisomie 12 und del(13q) ge-
héren zu der Gruppe der Erkrankten mit einer gunstigen Prognose. Patienten
mit del(17q) oder del(11q) hatten friher ein hohes Risiko auf die Erstlinienthe-
rapie nicht anzusprechen oder kurze Zeit nach der Remission ein Rezidiv zu
bekommen. Die Prognose der Patienten mit del(11q) hat sich seit der Einflh-
rung der Therapie nach dem FCR-Schema (Fludarabin, Cyclophosphamid, Ri-
tuximab) verbessert wahrend die mit del(17q) trotz dieser Therapie schlecht
geblieben ist (Stilgenbauer et al., 2014). Solche Patienten sind primare Kandi-
daten fur die Behandlung mit neuen Substanzen wie Ibrutinib (Farooqui et al.,
2015), Venetoclax (Stilgenbauer et al., 2016) und Idelalisib (Furman et al.,
2014). Ein weiterer Marker, der mit einer schlechteren Prognose assoziiert ist,
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ist das Beta-2 Microglobulin (B2M). Erhéhte Werte korrelieren mit dem Erkran-
kungsstadium und der Tumorlast (Fayad et al., 2001). Eine Rolle spielt auch der
Mutationsstatus der variablen Region der schweren Kette des Immunglobulins
(immunglobulin heavy chain variable region, IGHV). Etwa die Halfte der CLL-
Zellklone weist einen unmutierten IGHV-Status auf, welcher mit einer kirzeren
Uberlebenszeit und einem héheren Risiko fir das Auftreten von Rezidiven ein-
hergeht, auf (Damle et al., 1999, Hamblin et al., 1999). CD38 und zeta chain
associated protein 70 (ZAP-70) sind zwei weitere prognostische Marker, deren
Anwesenheit die Prognose verschlechtert (Ibrahim et al., 2001, D'Arena et al.,
2001, Rassenti et al., 2008).

Die CLL ist eine extrem heterogene Erkrankung und es gibt keine allgemeine
Ubereinkunft Uber ein standardisiertes Therapieregime. Es gibt verschiedene
Vorgehensweisen und Kombinationen einzelner Medikamente. Eine optimale
Therapie fur jede der Untergruppen der CLL-Patienten ist noch nicht definiert
und Gegenstand laufender Studien. Indiziert ist eine Therapie bei Patienten mit
CLL mit ausgepragten Zytopenien (Hb < 10 g/dl, Thrombozyten <100000/uL),
bei hoher Tumorlast, beim Auftreten von B-Symptomen und bei rezidivierenden

Infektionen.

Folgende Substanzen werden zur Initialtherapie eingesetzt:
- Purinanaloga (Fludarabin, Pentostatin)
- Alkylantien (Chlorambuzil, Cyclophosphamid, Bendamustin)
- Monoklonale Antikorper (Rituximab, Ofatumumab, Obinutuzumab)
- Btk-Inhibitor (Ibrutinib, Acalbrutinib)
- P1-3-K&-Inhibitoren (Idealisib)

- Bcl-2-Inhibitoren (Venetoclax)
Die CLL ist durch Chemotherapie nicht heilbar. Die einzige kurative Moglichkeit

ist die allogene Stammzelltransplantation mit dem Prinzip des Graft-versus-

Leukamie-Effekts.

14



1.4 RNA-Interferenz

Der als RNA-Interferenz (RNAi) bezeichnete Vorgang ist eine sequenzspezifi-
sche Herabregulation eines Gens durch ein kurzes Stuck doppelstrangiger, zu
einem bestimmten Abschnitt des Zielgens komplementarer RNA. Diese Herab-
regulierung wird als Knockdown eines Zielgens bezeichnet. RNAI dient als zell-

eigener Schutz gegen Viren und genetische Instabilitat.

Der Mechanismus wurde erstmals in den spaten 1990er Jahren beim Nemato-
den Caenorhabditis elegans beschrieben (Fire et al., 1998). Fur diese Errun-
genschaft wurden Andrew Fire und Craig Mello im Jahr 2006 mit dem Nobel-
preis fur Medizin geehrt (Fire, 2007, Mello, 2007).

RNAI beginnt mit der Produktion von kleinen RNA-Molekulen (ca. 20 bis 30 Nu-
cleotide) (Meister and Tuschl, 2004). Es gibt drei Arten von kleinen regulatori-
schen RNAs: short interfering RNAs (siRNAs) (Bernstein et al., 2001), microR-
NAs (miRNAs) (Heimberg et al., 2008) und PIWI-interacting RNAs (piRNASs)
(Girard et al., 2006). Die siRNA stammt von der doppelstrangigen RNA
(dsRNA) und wird in der Zelle selbst produziert oder von auf3en in die Zelle ein-
gefuihrt. Vom Enzym RNaselll, einer Endonuclease, auch Dicer genannt, wird
die dsRNA unter ATP-Verbrauch in kleine Segmente, siRNA, prozessiert
(Bernstein et al., 2001). Die siRNA bindet nun an das Argonaute-Protein, dieses
wahlt einen Leitstrang und spaltet gleichzeitig den Folgestrang. Der Komplex
aus RNA und Argonaut rekrutiert andere Proteine und bildet schlieBlich den
sogenannten RNA-induced-silencing-complex (RISC) (Hutvagner and Simard,
2008). Der gebundene Leitstrang der siRNA fuhrt RISC zur spezifischen mess-
enger-RNA (mRNA), zu der er eine fast perfekte Komplementaritat aufweist.
Nach erfolgter Bindung katalysiert Argonaut die Spaltung der Ziel-mRNA, die

dann von RNasen abgebaut wird.

Um einen gezielten Knockdown eines Gens zu erreichen, kann die siRNA che-

misch synthetisiert werden. Allerdings halt dieser Zustand nur einige Tage an,
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da die siRNA bald wieder abgebaut wird und auRerdem ihre Konzentration
durch die Zellteilung sinkt. Deshalb bietet sich eine Methode, die im Jahr 2002
simultan von verschiedenen Forschungsgruppen entwickelt wurde, an, bei der
der Einsatz von short-hairpin RNA (shRNA) eine kontinuierliche Expression von
siRNA und somit ein Knockdown in der Zellpopulation Uber einen langeren Zeit-
raum ermoglicht. Die shRNA wird in eine DNA-Sequenz eines Plasmids konver-
tiert. Diese kodiert den sense-Strang, den loop-Bereich und den antisense-
Strang. Wahrend der Transkription entsteht eine selbstkomplementare shRNA,
die durch Dicer in die siRNA, die den Knockdown bewirkt, prozessiert wird
(Abb. 4) (Shi, 2003).

Plasmide, die die Ziel-shRNA kodieren, werden auf3erdem mit einer stabilen
plasmidkodierten Antibiotikaresistenz ausgestattet, die eine gezielte Selektion
der transfizierten Zelllinien ermdoglicht, in welchen das Zielgen tUber mehrere

Monate herab reguliert werden kann (Brummelkamp et al., 2002).

16



RISC

RNase

mMRNA

|
— Ll Ll oLy

Abb. 4: RNA-Interferenz

Die in der Zelle produzierte doppelstréngige RNA (dsRNA) oder die von aul3en einge-
fihrte short-hairpin RNA (shRNA) wird durch die Endonuclease Dicer in kleine Seg-
mente, siRNA, prozessiert. Die siRNA bindet an das Protein Argonaute, dieses wéhlt
einen Leitstrang und spaltet den Folgestrang. Der Komplex aus RNA und Argonaute
rekrutiert andere Proteine und bildet den sogenannten RNA-induced-silencing-complex
(RISC). Der gebundene Leitstrang der siRNA fiihrt RISC zur spezifischen mRNA. Nach
erfolgter Bindung katalysiert Argonaute die Spaltung der Ziel-mRNA, die dann von
RNasen abgebaut wird.

1.5 NFAT-Transkriptionsfaktoren

NFAT (nuclear factor of activated T-cells) wurde erstmals vor mehr als 30 Jah-
ren als Transkriptionsfaktor in aktivierten T-Zellen beschrieben, der im Zellkern
an den IL-2 Promotor bindet (Shaw et al., 1988). Mittlerweile weil3 man, dass
die Expression der Proteine der NFAT-Familie nicht nur auf die T-Zellen be-
grenzt ist. NFAT-Proteine spielen eine grofl3e Rolle bei den Vertebraten, wo sie
in vielen verschiedenen Zelltypen vorkommen (Rao et al., 1997, Hogan et al.,
2003, Graef et al., 2001, Crabtree and Olson, 2002). Es wurden zahlreiche re-
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gulatorische Eigenschaften in vielen Organsystemen (ZNS, BlutgefalRe, Herz,
Niere, Knochen, Skelettmuskulatur und hamatologische Stammzellen) entdeckt
(Hogan et al., 2003, Graef et al., 2001, Crabtree and Olson, 2002, Kiani et al.,
2004). Es wurde aulRerdem gezeigt, dass NFAT-Transkriptionsfaktoren die Ex-
pression von Zellzyklus-assoziierten Genen regulieren, was auf eine zentrale
Rolle dieser Proteinfamilie in der Zellproliferation und Tumorgenese hindeutet
(Baksh et al., 2002, Carvalho et al., 2007, Buchholz et al., 2006, Baumgart et
al., 2012). In der Tat wurden verschiedene NFAT-Familienmitglieder mit Tumor-
assoziierten Prozessen wie Wachstumsfaktorunabhangigkeit, Apoptose, Angio-
genese und Invasivitat in Zusammenhang gebracht (Viola et al., 2005, Mognol
et al.,, 2016). Dysregulationen der NFAT-Signalubertragung wurden bei ver-
schiedensten Tumorerkrankungen, inklusive den Lymphomen und Leukamien
beschrieben (Marafioti et al., 2005, Medyouf et al., 2007, Lenz et al., 2008).

Die NFAT-Familie besteht aus funf Mitgliedern: NFAT1 (auch bekannt als
NFATp oder NFATc2), NFATZ2 (auch bekannt als NFATc oder NFATc1), NFAT3
(auch bekannt als NFATc4), NFAT4 (auch bekannt als NFATx oder NFATc3)
und NFAT5 (auch bekannt als tonicity enhancer binding protein (TonEBP) oder
osmotic response element-binding protein (OREBP)) (Tab. 1) (Miyakawa et al.,
1999). Auller NFATS, welches als Antwort auf osmotischen Stress aktiviert wird
(Lopez-Rodriguez et al., 2001, Miyakawa et al., 1999), werden alle NFAT-
Proteine (NFAT1 - 4) Uber Calcium und Calcineurin reguliert (Rao et al., 1997).
Obwohl NFAT3 eine ahnliche Proteinstruktur wie die anderen NFAT-Proteine

aufweist, kommt es meist auf3erhalb des Immunsystems vor (Hoey et al., 1995).
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Tab. 1: NFAT-Proteine

NFAT-Familienmitglieder, deren alternative Bezeichnungen, Regulationsmechanismus
und Status der Expression im Immunsystem

NFAT- Andere Be- Regulation Expression Referenzen
Proteine zeichnung im
Immunsystem
NFAT1 NFATc2, Calcium/ Ja (McCaffrey et al.,
NFATp Calcineurin 1993)
NFAT2 NFATc1, Calcium/ Ja (Northrop et al.,
NFATc Calcineurin 1994)
NFAT3 NFATc4 Calcium/ Nein (Hoey et al., 1995)
Calcineurin
NFAT4 NFATc3, Calcium/ Ja (Hoey et al., 1995,
NFATx Calcineurin Masuda et al.,
1995, Ho et al.,
1995)
NFAT5 TonEBP, Osmotischer Ja (Miyakawa et al.,
OREBP Stress 1999, Lopez-

Rodriguez et al.,
1999, Jauliac et
al., 2002)

NFAT, nuclear factor of activated T cells;, TonEBP, tonicity enhancer binding protein;
OREBP, osmotic response element-binding protein

NFAT-Proteine bestehen aus einer hochkonservierten DNA-Bindungsdomane,
auch Rel-homology domain (RHD) genannt, einer regulatorischen Region, auch
bekannt als NFAT-homology region (NHR), die eine aminoterminale Transakti-
vierungsdomane (TAD) beinhaltet, und einer carboxyterminalen Region (Abb.
5). Die RHD gewahrleistet die DNA-Bindungsspezifitdt und enthalt 64 bis 72
Prozent homologe Anteile zwischen den einzelnen NFAT-Mitgliedern (Chen et
al., 1998). Die regulatorische Domane, die weniger stark konserviert ist, ent-
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halt viele serinreiche Regionen (SRRs), die in inaktiven Zellen durch die NFAT-
Kinasen Caseinkinase 1 (CK1), Glycogen-Synthase-Kinase 3 (GSKS3) und dual-
specificity tyrosine-phosphorylation-requlated kinase (DYRK) hochgradig phos-
phoryliert vorliegen. Die NHR beinhaltet ebenfalls Bindungsstellen fur Calcineu-
rin und CK1, die die NFAT-Aktivierung durch deren Regulation des Phosphory-
lierungsgrades der SRR-Regionen kontrollieren. N- und C-terminale Domanen
sind sehr variabel zwischen den einzelnen NFAT-Proteinen und deren Isofor-
men (Rao et al., 1997, Hogan et al., 2003).

Jedes der durch Calcium regulierten Proteine hat mehrere, durch alternatives
Splicing entstandene Isoformen, die sich an den N- und C-terminalen Regionen
unterscheiden, wobei die NHR- und RHD-Regionen konserviert bleiben (Luo et
al., 1996a, Imamura et al., 1998, Park et al., 1996, Chuvpilo et al., 1999). In
dieser Arbeit werden im Folgenden die NFAT-Proteine behandelt, die durch
Calcium und Calcineurin aktiviert werden und jene, die in den Zellen des Im-
munsystems vorkommen. Demnach handelt es sich um NFAT1, NFAT2 und
NFAT4.
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Abb. 5: Schematischer Aufbau der NFAT-Transkriptionsfaktoren

NFAT-Proteine bestehen aus einer DNA-Bindungsdoméne (RHD), einer regulatori-
schen Region (NHR), die eine aminoterminale Transaktivierungsdoméne (TAD) bein-
haltet, und einer carboxyterminalen Region. Die NHR enthélt viele serinreiche Regio-
nen (SRRs), die in inaktivierten Zellen durch NFAT-Kinasen Caseinkinase 1 (CK1),
Glycogen-Synthase-Kinase 3 (GSK3) und dual-specificity tyrosine-phosphorylation-
regulatet kinase (DYRK) hoch phosphoryliert sind. Die NHR beinhaltet ebenfalls Bin-
dungsstellen fiir Calcineurin und CK1. N- und C-terminale Domé&nen sind sehr variabel
zwischen den einzelnen NFAT-Proteinen und deren Isoformen (Abbildung mit freundli-
cher Genehmigung von Dr. Melanie Mérklin).

1.5.1 NFAT-Aktivierungsweg

Die Signaltransduktion, die zur Aktivierung von NFAT flhrt, beginnt mit der An-
tigenbindung durch den Oberflachenrezeptor auf den Zellen des Immunsys-
tems. In ruhenden Zellen verbleiben die NFAT-Proteine hoch phosphoryliert im
Zytoplasma und haben eine niedrige Affinitat zur DNA (Porter et al., 2000). Da
sich diese Arbeit mit der CLL beschaftigt und diese Erkrankung von den B-
Zellen ausgeht, wird der Signalweg anhand der BCR-Aktivierung hier be-
schrieben (Abb. 6). Die Antigenbindung an den BCRs |0st eine Signalkaskade
aus. Daraufhin wird die PLC-y durch Rezeptor-Tyrosinkinasen aktiviert. PLC-y
hydrolysiert das membranstandige PIP, in DAG und IPs. IP; bindet an den IPs-
Rezeptor in der Membran des endoplasmatischen Retikulums (ER) und indu-
ziert die Calciumfreisetzung in das Zytoplasma. STIM (stromal interaction
molecule) in der ER-Membran registriert die sinkende Calciumkonzentration
und gibt ein Signal an das ORAI-Protein im Calcium-Kanal CRAC (calcium-
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release-activated calcium) in der Plasmamembran und fordert zusatzlichen Cal-
cium-einstrom aus dem Extrazellularraum. Die Bindung von Calcium an das
Protein Calmodulin fuhrt dazu, dass die Phosphatase Calcineurin die NHR des
NFAT dephosphoryliert und aktiviert. Nun kann NFAT in den Zellkern eindrin-
gen. Im Zellkern kooperieren die NFAT-Proteine mit verschiedenen anderen
Transkriptionsfaktoren und regulieren die Genexpression (Hogan et al., 2003,
Macian, 2005, Lenz et al., 2008, Muller and Rao, 2010). Es ist aul3erdem fest-
gestellt worden, dass auch Calcineurin im Zellkern der stimulierten Zellen vor-
handen ist, um den dephosphorylierten Zustand von NFAT und deren Lokalisa-
tion im Zellkern aufrechtzuerhalten (Garrity et al., 1994, Loh et al., 1996a, Loh
et al.,, 1996b, Timmerman et al., 1996). Die Transkription wird beendet, indem
NFAT durch die Kinasen GSK3, CK1 und DYRK rephosphoryliert, damit inakti-
viert und zuriick in das Zytoplasma exportiert wird (Ubersicht in Mdller at al.,
2010 (Muller and Rao, 2010)).
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< Ca?* Sensor @ Kinase W Transkriptionsfaktor

Abb. 6: NFAT-Aktivierung

In ruhenden Zellen verbleiben die NFAT-Proteine hochphosphoryliert im Zytoplasma
und haben eine niedrige Affinitdt zur DNA. Die Antigenbindung an den BCR Iést eine
Signalkaskade aus. Daraufhin wird die PLC-y durch die Rezeptor-Tyrosinkinasen akti-
viert. PLC-y hydrolysiert das membransténdige PIP, in DAG und IPs. IP; bindet an den
IPs-Rezeptor in der Membran des endoplasmatischen Retikulums (ER) und induziert
die Calciumfreisetzung in das Zytoplasma. STIM (stromal interaction molecule) in der
ER-Membran registriert die sinkende Calciumkonzentration und gibt ein Signal an das
ORAI-Protein im Calcium-Kanal CRAC (calcium-release-activated calcium) in der
Plasmamembran und férdert zusétzlichen Calciumeinstrom aus dem Extrazellularraum.
Die Bindung von Calcium an das Protein Calmodulin fiihrt dazu, dass die Phosphatase
Calcineurin NFAT dephosphoryliert und aktiviert. Nun kann NFAT in den Zellkern ein-
dringen. Im Zellkern kooperieren die NFAT-Proteine mit verschiedenen Transkriptions-
faktoren und regulieren die Genexpression. Die Transkription wird beendet, indem
NFAT durch die Kinasen GSK3, CK1 und DYRK rephosphoryliert, damit inaktiviert und
zurtick in das Zytoplasma exportiert wird (Abbildung mit freundlicher Genehmigung von
Dr. Melanie Mérklin).
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1.5.2 Autoregulation von NFAT2

NFAT2 existiert in mehreren verschiedenen Isoformen, die durch alternatives
Splicing entstehen und sich in Lange und Expressionsmechanismen unter-
scheiden. Die kurze Isoform von NFAT2 unterscheidet sich in ihrer Struktur und
Funktion von den langeren NFAT-Proteinen. In ihrer kurzen carboxyterminalen
Region (Abb. 5) fehlt eine Repressor-Domane, die bei den langen NFAT2-
Isoformen beschrieben wurde (Chuvpilo et al., 1999, Luo et al., 1996b).

In Studien wurde beobachtet, dass B-Zellen nach Stimulation vorwiegend die
kurze NFAT2 Isoform synthetisieren (Bhattacharyya et al., 2011, Hock et al.,
2013). Ferner wurde beschrieben, dass in T-Zellen die Synthese von NFAT2
durch Autoregulation kontrolliert wird und in hohen Konzentrationen des Pro-
teins resultiert (Serfling et al., 2006). Dieser Mechanismus ist isoformenspezi-
fisch und nur die kurze NFAT2-Isoform wird vom NFAT-inducible promotor kon-
trolliert. Dies fuhrt zu einer Akkumulation der kurzen NFAT2-Isoform wahrend
der Zelldifferenzierung (Muller and Rao, 2010). So gesehen kann die immunre-
zeporstimulierte NFAT2-Induktion in peripheren Lymphozyten in zwei Ereignis-
se aufgeteilt werden: erstens die Aktivierung der NFAT-Transkriptionsfaktoren
sowie der schnelle Transport in den Zellkern und zweitens eine massive tran-
skriptionelle und posttranskriptionelle Induktion der kurzen NFAT2-Isoform
(Serfling et al., 2012).

In der Literatur werden der kurzen NFAT2-Isoform antiapoptotische, proliferati-
onsfordernde und onkogene Eigenschaften zugeschrieben (Bhattacharyya et
al., 2011, Nayak et al., 2009, Robbs et al., 2008).

1.5.3 Rolle der NFAT-Transkriptionsfaktoren in der CLL

Der BCR spielt eine besondere Rolle in der Pathogenese der CLL. Wahrend er

in physiologischen B-Zellen nach seiner Aktivierung die Proliferation, B-Zell-
Selektion, Differenzierung und Antikorperproduktion induziert, ist er in den CLL-
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Zellen chronisch aktiviert und ist in die Aufrechterhaltung und das Fortschreiten
der Erkrankung involviert (Herishanu et al., 2011, Marklin et al., 2020a). Es
wurde eine Dysregulation des Calcineurin/NFAT-Signalwegs sowie eine unphy-
siologische Expression seiner Komponenten in mehreren malignen Erkrankun-
gen (solide Tumoren mesenchymalen und epithelialen Ursprungs, Lymphome
und Leukamien) festgestellt (Medyouf and Ghysdael, 2008). NFAT2 wird eine
besondere Rolle in der CLL zugeschrieben. Dabei ist NFAT2 einerseits in vielen
Fallen Uberexprimiert und im Zellkern nachweisbar (Marafioti et al., 2005) und
andererseits bewirkt es genomubergreifende Veranderungen der Methylierung
der DNA (Oakes et al., 2016). Bei Patienten mit CLL wurde eine Hypomethylie-
rung der Promotorregion des NFAT2-Gens festgestellt, die eine Korrelation mit
dem Stadium der Erkrankung nach Binet aufweist (Wolf et al., 2018). Fur
NFAT1 wird eine Rolle als Tumorsuppressorgen in verschiedenen Zelltypen
angenommen. In einer Studie wurde gezeigt, dass Mause, die kein NFAT1 ex-
primieren, spontane B-Zell-Lymphome entwickeln (May et al., 2014). Ein Dop-
pel-Knockout von NFAT1 und NFAT4 zeigt zum einen eine erhéhte Empfind-
lichkeit gegenuber einer BCR-Stimulation und eine erhdhte Zahl an reifen B-
Zellen, zum anderen fuhrt er zu einer deutlichen Lymphadenopathie und
Splenomegalie bei den betreffenden Mausen (Ranger et al., 1998). In zahlrei-
chen Studien wurde gezeigt, dass NFAT-Proteine eine wichtige Rolle in der
Tumorgenese spielen. In weiteren Studien bleibt es zu untersuchen, wie sich
die Beeinflussung der Signaltransduktion und die Herabregulierung einzelner

Transkriptionsfaktoren therapeutisch nutzen lasst.

1.6 Modellsysteme

1.6.1 MEC1-Zelllinie

Zelllinien sind ein wertvolles Instrument im Studium der Pathogenese von ma-
lignen B-Zell-Erkrankungen in vitro. Flr die Experimente dieser Arbeit wurde die
MEC1-Zelllinie verwendet. MEC1-Zellen stammen aus dem peripheren Blut ei-
nes CLL-Patienten. Der Patient war ein mannlicher 58-jahriger Kaukasier, bei

dem im Marz 1990 eine CLL diagnostiziert wurde. In Kultur wachsen die Zellen
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in kleinen Klumpen und adhéarieren an den Wanden des Mediumbehalters. Die
Verdopplungszeit betragt 40 Stunden. Die MEC1-Zellen exprimieren die glei-
chen B-Zell-Marker wie die reifen B-Zellen CD19, CD20, CD21, CD22, unter-
scheiden sich in der Expression von CD23 und FMC7, sind positiv fur CD11a,
CD18, CD44, CD49d, CD54 und exprimieren ein hohes Ausmalf an CD80 und
CD86. CD5 ist negativ bei diesen Zellen. Auerdem wurde eine Uberexpression
von Bcl-2 und Bax nachgewiesen (Ubersicht in Stacchini at al., (Stacchini et al.,
1999)).

1.6.2 Tierisches Modellsystem NOD-scidlL2Rgamma" Mausmodell

In der Krebsforschung haben in vitro-Analysen von Tumor-Zelllinien eine grolde
Bedeutung. Die Moglichkeiten sind jedoch sehr begrenzt aufgrund der Tatsa-
che, dass bei der Tumorentstehung und Pathogenese in einem multizellularen
Organismus viele Faktoren eine Rolle spielen, die in vitro nicht hachgeahmt
werden konnen. Es bedarf also eines tierischen Modellsystems, das eine
Transplantation von humanen Krebszellen und deren Untersuchung in vivo er-
laubt. Eine Moglichkeit besteht darin, ein Mausmodell mit einem genetisch an-
gelegten Immundefekt zu verwenden, sodass keine primare AbstolRung der
humanen Zellen erfolgt. Fir diese Arbeit wurde das NOD-scidlL2Rgamma"!
Mausmodell verwendet (Pearson et al., 2008).

Die NOD-scidIL2Rgamma™!' Maus ist extrem immundefizient und ist ein bevor-
zugtes Modellsystem, wenn es darum geht humane Zellen oder humanes Ge-

webe zu transplantieren (Pearson et al., 2008).

Bereits im Jahr 1983 wurde erstmals die Prkdcs®@ (protein kinase, DNA acti-
vated, catalytic polypeptide; severe combined immunodeficiency) - Mutation
entdeckt (Bosma et al.,, 1983). Da diese Mause einen hohen Grad an NK-
Zellen-Aktivitat aufwiesen, war der Erfolg der Transplantation humaner hamato-
poietischer Stammzellen (HSCs) sehr begrenzt (Greiner et al., 1998). Ein weite-

rer Schritt in der Entwicklung immuninkompetenter Mause war die non-obese

26



diabetic (NOD)-scid Maus (Shultz et al., 1995). Zwar erlaubte dieses Modell den
Einsatz hoherer Dosen von HSCs und PBMCs (peripheral-blood mononuclear
cells), die Einsetzbarkeit der Tiere war jedoch durch die verklrzte Lebensspan-
ne, die Restaktivitat der NK-Zellen und anderer Immunsystemkomponeneten
sehr begrenzt (Hesselton et al., 1995, Lowry et al., 1996, Pflumio et al., 1996,
Shultz et al., 2007). Schliel3lich erfolgte im Jahr 1995 die Entwicklung einer
Maus mit einer Mutation im IL-2 Rezeptor. Das Fehlen der IL-2R y-Kette fuhrt
zu schweren Beeintrachtigungen in der T- und B-Zellentwicklung und deren
Funktion und verhindert die NK-Zellentwicklung komplett (DiSanto et al., 1995,
Ohbo et al., 1996). Somit war die Maus immunkompromitiert genug, um ihr ein
komplettes humanes Immunsystem zu implantieren (lto et al., 2002, Shultz et
al., 2005, Ishikawa et al., 2005). AuRerdem ermdglichten NOD-scid Mause die
Transplantation und das Wachstum von Lymphomen und Leukamien in vivo
(Hudson et al., 1998) und wurden deshalb zu einem bevorzugten Modell flr
Untersuchungen der Pathogenese der AML (Dick and Lapidot, 2005) und von
anderen hamatologischen Neoplasien (Nakamura et al., 2005). Die NOD-
scidlL2Rgamma™! Maus weist neben dem Defekt der B-, T- und NK-
Zellentwicklung eine Reihe weiterer Anomalien auf. Die Mause sind lebens-
fahig, fertil, normalgrof® und weisen keine physischen Anomalien oder Verhal-
tensauffalligkeiten auf. Das mediane Uberlebensalter der Tiere betragt 89 Wo-
chen (Shultz et al., 2005).

1.7 Zielsetzung der Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit ist es, die Rolle von NFAT in der Pathogenese von CLL
zu untersuchen. Hierfur wurde ein NFAT-Knockdown durch plasmidkodierte
Transfektion in vitro erzeugt. Analysen der Zelllinien mit dem Knockdown von
NFAT1, NFAT2 und NFAT4 werden Aufschluss darluber geben, wie sich die
Herabregulation des Transkriptionsfaktors auf die Proliferation, den Zellzyklus
und die Apoptose in vitro auswirkt. AuRerdem wird im Tierversuch ermittelt, wie

der Knockdown auf die Tumorentwicklung in vivo zum Tragen kommt.
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Die Analysen des NFAT-Knockdowns sollen dessen Auswirkung auf die Patho-
genese von CLL zum Ausdruck bringen und moglicherweise neue Gesichts-

punkte fur zuklnftige Therapieansatze zeigen.

28



2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Verbrauchsmaterialien

96-well plate F-Bottom
96-well plate V-Bottom

96-well plate, Suspension culture U-Bottom

96-well plate, Ultra Low attachment
U-Bottom

96-well plate, white

Nunc™ 96-Well Polypropylene plate, white

Bolt® 4-12 % Bis-Tris Plus Gel
Combitips Biopur 5 ml
Countess Slides

Deckglaser

Einbettkasetten

FACS Rdéhrchen 5 ml

FACS Rdhrchen m. Deckel 5 ml
Falconréhrchen 15; 50 ml
GeneChip® Gene 1.0 ST Array
Gentle MACS C-tubes
Gewebe-Kulturflaschen 75 cm?
Gewebe-Kulturschale Polystyrol PS
16/60 mm

Handschuhe Micro-Touch
iBlot® Transfer Stack

Kapillaren 9 pl

LS MACS Columns

Microvette 500 EDTA

29

Greiner bio-one, Frickenhausen
Greiner bio-one, Frickenhausen

Greiner bio-one, Frickenhausen
Costar® Corning, Tewksbury, MA

Roche, Penzberg

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA
Novex® Life technologie, Darmstadt
Eppendorf, Hamburg

Invitrogen™, Life technologie, Darmstadt
Menzel, Braunschweig

Langenbrinck, Emmendingen

Costar® Corning, Tewksbury, MA
Costar® Corning, Tewksbury, MA
Greiner bio-one, Frickenhausen
Affymetrix, Santa Clara, CA

Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach

Greiner bio-one, Frickenhausen
Greiner bio-one, Frickenhausen

Ansell, Tamworth UK
Novex® Life technologie, Darmstadt
Hirschmann Laborgerate, Eberstadt
Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach
Sarstedt, Niumbrecht



Nitrilhandschuhe

Objekttrager Superfrost
PCR-Reaktionsgefale 8er Strips
Pipette serologisch Advant. 2; 5; 10;
25; 50 ml

Pipettenspitzen 10; 200; 1000; 1250 pl
QIA Shredder

Reaktionsgefale 0,5; 1,5; 2,0 ml
Sealing Folie

Sterilfilterspitzen 10; 100; 1000 pl
Zellsieb 40 um, steril

Zellsieb 40 ym, steril

2.1.2 Reagenzien & Chemikalien

100 bp DNA Ladder

16 % Formaldehyd (w/v) —Methanolfrei
7-AAD

Agarose NEEO Ultra

Annexin V: PE Apoptosis Detection Kit |
Bolt™ LDS Sample Buffer

Bolt™ MES SDS Running Buffer

Bolt™ Reducing Agent

Bovines Serumalbumin (BSA)
Calciumchlorid

Cell Fixation/Permeabilisation Kit

CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability

Assay
Decalcifizierungslosung

D-Glucose
Dimethylsulfoxid (DMSO)
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Kimberley Clark, Weinheim
Langenbrinck, Emmendingen

Biozym, Hessisch Oldendorf
Costar® Corning, Tewksbury, MA

Eppendorf, Hamburg

Qiagen, Hilden

Eppendorf, Hamburg

Roche, Penzberg

Biozym, Hessisch Oldendorf
Partec, Munster

Costar® Corning, Tewksbury, MA

Invitrogen™, Life technologie, Darmstadt
Pierce, Perbio Rockford USA

BD Biosciences, Heidelberg
Sigma-Aldrich, Steinheim

BD Biosciences, Heidelberg

Invitrogen™ Life technologies, Darmstadt
Invitrogen™ Life technologies, Darmstadt
Invitrogen™ Life technologies, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim

Sigma-Aldrich, Steinheim

BD Biosciences, Heidelberg

Promega, Wisconsin, USA

Richard Allan Scientific, Braunschweig
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim


http://www.lifetechnologies.com/order/catalog/product/B0008?ICID=search-product
http://www.lifetechnologies.com/order/catalog/product/B0002?ICID=search-product
http://www.lifetechnologies.com/order/catalog/product/B0008?ICID=search-product

DNase & Rnase freies Wasser
Dnase |

dNTPs

EDTA-LAsung (0,5 M)

Ethanol p.a. (99,9 %)
FACS-Clean

FACS-Flow

FACS-Rinse

Formalin (37 %)

Fotales Kalberserum (FCS)
HALT Protease & Phosphatase Inhibitor
Hamatoxilin

HEPES (1 M)

INDO-1, AM, cell permeant

lonomycin

Isopropanol

Kaliumchlorid

L-Glutamin

Licor Blocking Buffer

LPS from E. coli

MACS Puffer

Methanol

Midori Green

RNase A
Magnesiumchlorid
Natriumazid
Natriumchlorid
Natriumpyruvat

Neomount Eindeckmedium
NE-PER Nuclear & Cytoplasmic Extraction
Oligo(dT)23 Primer
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Promega, Wisconsin, USA,
Invitrogen™ Life technologies, Darmstadt
Lonza, Basel, CH

FLUKA, Steinheim

Merck, Darmstadt

BD Biosciences, Heidelberg

BD Biosciences, Heidelberg

BD Biosciences, Heidelberg

Merck, Darmstadt

Biochrom, Merck, Darmstadt

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA
Merck, Darmstadt

Gibco® Life technologie, Darmstadt
Molecular Probes® Life technologies, Darm-
stadt

Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim

Gibco® Life technologie, Darmstadt
Li-COR Bioscience, Lincoln, US
Sigma-Aldrich, Steinheim

Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach
Merck, Darmstadt

Biozym, Hessisch Oldendorf

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA
Sigma-Aldrich, Steinheim

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Steinheim

Gibco® Life technologie, Darmstadt
Merck Millipore, Darmstadt

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA
Sigma-Aldrich, Steinheim



One-Color Protein Molecular Weight Marker Li-COR Bioscience, Lincoln, US

Orange G

PBS w/o Ca?*Mg2*

PE Annexin V Apoptosis Detection Kit |
Penicillin/Streptomycin-Mix

Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA)
Pluronic F-127

Propidiumiodid

Puromycin, Dihydrochloride
QuickExtract DNA Extraktionslésung
Red Taq + Puffer

RIPA-Puffer

Rnase Dnase freies Wasser
RNaseOUT™

Rneasy Mini Kit

Roti®-Nanoquant

Roticlear

RPMI 1640 GlutaMAX-I HEPES

SDS (10 %)

Superscript || Reverse Transkriptase
SYBR® Select Master Mix

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS)
Trypanblau
Tween-20

B-Mercaptoethanol
B-Mercaptoethanol (Zellkultur)

2.1.3 Gerate und Zubehor

BD FACS Canto |l
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Sigma-Aldrich, Steinheim

Sigma-Aldrich, Steinheim

BD Pharmingen™ Heidelberg

PAA, GE Healthcare, Freiburg
Sigma-Aldrich, Steinheim

Invitrogen™ Life technologies, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim

Calbiochem, Darmstadt

Biozym, Hessisch Oldendorf
Sigma-Aldrich, Steinheim

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA
Promega, Wisconsin, USA,

Invitrogen™ Life technologies, Darmstadt
Qiagen, Hilden

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Gibco® Life technologies, Darmstadt
Carl Roth, Karlsruhe

Invitrogen™ Life technologies, Darmstadt
Applied Biosystems®, Life technologie,
Darmstadt

Sigma-Aldrich, Steinheim

Invitrogen™ Life technologies, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim

Sigma-Aldrich, Steinheim

Gibco® Life technologie, Darmstadt

BD Biosciences, Heidelberg



Biofuge fresco

Bolt® Mini Gel Tank

Countess™

ELISA Reader
Eppendorf 8 Kanal elekir.

Eppendorf Research Plus 2,5; 10; 100;

1000 pl
Geldoku E-Box-VX2/20M
Gelkammer

GloMax®-96 Microplate Luminometer

iBlot® Gel Transfer Device
Inkubator HERA Cell

Licor Odyssey Imaging System
Light Cyler LC480
Mastercycler Gradient
Megafuge 1.0R

Mikroskop HBO 50

Mikrowelle

Nanodrop

Pipetboy acu

Schuttler Polymax 1040
Spannungsgerat Power Pac 300
Sterilbank HERA safe
Thermomixer comfort
Vacusafe

Waage Kern

Wasserbad

Zentrifuge 5415R

Zentrifuge 5804R
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Heraeus, Hanau

Invitrogen™ Life technologies, Darm-
stadt

Invitrogen™ Life technologies, Darm-
stadt

TECAN, Crailsheim

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Peqlab, Erlangen

Peqlab, Erlangen

Promega, Wisconsin, USA,
Invitrogen™ Life technologies, Darm-
stadt

Heraeus, Hanau

Li-COR Bioscience, Lincoln, US
Roche, Penzberg

Eppendorf, Hamburg
Heraeus, Hanau

Zeiss, Jena

LG, Willich

Peqlab, Erlangen

Integra Biosciences, Chur CH
Heidolph, Schwabach
Bio-Rad, Minchen

Heraeus, Hanau

Eppendorf, Hamburg

Integra Biosciences, Chur CH
Roth, Karlsruhe

Memmert, Schwabach
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg


http://www.lifetechnologies.com/order/catalog/product/B4477599?ICID=search-product
https://www.promega.de/products/pm/fluorometers-luminometers-multimode-readers/glomax-96/

2.1.4 Puffer und Medien

Einfriermedium
FACS-Puffer
PBS-T

IMDM

2.1.5 Antikorper

Annexin V-eFlour450
7-AAD

GAPDH

IRDye® 680 Anti-Rabbit

IRDye® 680LT Anti-Mouse
IRDye® 800CW Anti-Mouse
IRDye® 800CW Anti-Rabbit

NFAT2 (7A6)
B-Aktin (13E5)
B-Aktin (13E5)
NFAT1
NFAT2
NFAT2

NFAT4

2.1.6 Primer

NFAT1 Exon 1-2

FCS + 10 % DMSO
10 % FCS + 2 nM EDTA
PBS + 0,1 % Tween-20

Thermo Fisher Scientific,

mouse, 1gGt
Donkey
Donkey
Donkey
Goat
mouse 1gGt
rabbit 1IgG
mouse 1gG
rabbit 1gG
mouse 1gG
rabbit 1IgG

rabbit 1IgG

Waltham, MA

BD Biosciences, Heidelberg

BD Biosciences, Heidelberg
R&D Systems, Minneapolis, MN
Li-COR Bioscience, Lincoln, US
Li-COR Bioscience, Lincoln, US
Li-COR Bioscience, Lincoln, US
Li-COR Bioscience, Lincoln, US
BD Biosciences, Heidelberg
Cell Signaling, Danvers, MA
Cell Signaling, Danvers, MA
Cell Signaling, Danvers, MA
BD Pharmingen™, Heidelberg
Thermo Fisher Scientific, Wal-
tham, MA

Santa Cruz Biotechnology, Inc.,
Dallas, US

fw ATC CGA ACG AAG AAG AGC CG
rv GCT TGA GGC CAT AGT CCA GG
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NFAT2

NFAT4

Exon 2-3

Exon 3-4

Exon 4-5

Exon 5-6

Exon 6-8

Exon 8-9

Exon 9-10

Exon 1-2

Exon 2-3

Exon 3-4

Exon 4-5

Exon 5-6

Exon 6-8

Exon 8-9

Exon 9-10

Exon 1-2

fw GTG CCT GCC ATT CCCATCT

rv TGG ACA GCG GCC ACT CAAG
fw GGT TCA GCT CCATGG CTACA
rv CGC TCA TCA GCT GTC CCA AT
fw ACC CTT GGA GCC CAA AAA CA
rv CTT TCC GCA GCT CAATGT CG
fw CTA ACC CCATCG AGT GCT CC
rv AGG CAG CTG TCT GTG TCT TG
fw AAG CCA CGG TGG ATA AGG AC
rv ACA GGT GTG CGG ATATGC TT
fw AAA CGA AGT CAG CCT CAG CA
rv CTG CAG ATC AGA GTG GGG TC
fw GCA GAA CTT GGA CCA GAC CT
rv TGG CAG GAG GTC CTG AAAAC
fw AAG TCA GCG GAG GAA GAA CA
rv GGT GTG GAG GTC TGAAGG TT
fw CCT GTC CCC TAC GTC CTACA
rv CTGCCCTCC GTCTCGTAGT
fw ACG AGC CCA CTA CGA GAC

rv CGG CTC ATT CTC CAA GTA GC
fw CCT GGA GAT CCC ACT CCT G
rv CGT ACC CGT GTGTTC TTC CT
fw AGG AAG AAC ACA CGG GTACG
rv CTC TGC TTC TCC ACC AGA GG
fw CTG CAG GAC TCC AAG GTC AT
rv GGG ATC TCA ACC ACC AGA GA
fw AGA AAG CGA AGC CAG TAC CA
rv GAC TTAACC CCT GGC TCA CC
fw AGG TGC ATG AGG ACG GTA GT
rv GCA ACT AGG AGT GGG TGC TC
fw GTC TTT GGC GAG GAC GGG

rv TGG ATG CAC AAT CAT CTG GCT
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Exon 2-3 fw CTG GAG CAA ACC AAAGCC TG
rv AAG GCC AGT CTA GTG GAG GT

Exon 3-4 fw GTA GCC GAG GGG CAG TAA AA
rv GGC TTT TCG TTA TAG CCC AGG
Exon 4-5 fw GCC AGT ACA AAAGTT CTG GAAA
rv CCT GCA CAATCA ATA CTG GCT
Exon 5-6 fw AAG TCC TTT CTC TGC AGA TAG CC
rv TGA GGA AGT TCT TGA GCA GAC C
Exon 6-8 fw GGA CAA GAT GGA CGA CCT CAG
rv ACA ATG TGA GCC CCT TGA CA
Exon 8-9 fw AGC CAG TCT CAACGT TTTACT T
rv AGG CAC AGG CAA AGA TGG AA
Exon 9-10 fw TGG TCT GCA GGA CAT CACTT

rv CCT GCT CCT TGG GAA ACA GA

NFAT1 RT?-qPCR Primer Assay Qiagen, Hilden
NFAT2 RT2-gPCR Primer Assay Qiagen, Hilden
NFAT3 RT2-gPCR Primer Assay Qiagen, Hilden
NFAT4 RT2-gPCR Primer Assay Qiagen, Hilden
NFATS RT?-qPCR Primer Assay Qiagen, Hilden
GAPDH RT2-gPCR Primer Assay Qiagen, Hilden

2.2 Methoden

2.2.1 Zelllinien und Vektoren

In dieser Arbeit wurden MEC1-Zelllinien verwendet, die nach dem RNAI-Prinzip,
wie in 1.4 beschrieben, behandelt wurden. Die verschiedenen shRNA-
exprimierenden Plasmide wurden in die Zellen transfiziert, um die Produktion
von NFAT1, NFAT2 oder NFAT4 zu hemmen, d. h. einen sogenannten Knock-
down auf mRNA-Ebene zu bewirken. Fur jede NFAT-mRNA wurden mehrere

verschiedene shRNAs, die an unterschiedlichen Sequenzen der mRNA binden,
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generiert. Aullerdem wurde eine shRNA hergestellt, die keinen mRNA-Bereich
bindet und somit keine RNAIi-Suppression bewirkt. Diese sogenannte scramb-
led shRNA diente als Negativkontrolle bei den folgenden Experimenten. Alle
transfizierten Plasmide wurden mit einer stabilen Antibiotikaresistenz gegen
Puromycin ausgestattet, die eine Selektion der Zelllinien wahrend der Kultivie-

rung ermoglichte.

Tab. 2: NFAT-Transkriptionsfaktoren und deren shRNA-Vektoren

NFAT1 NFAT2 NFAT4

scrambled scrambled scrambled

A4 B5 28
shRNA-Vektor B4 C5 29

C4 ES 30

D4 32

F4

Jede Zelllinie, die kultiviert wurde, enthielt eine Suppression eines bestimmten
MRNA-Abschnitts des jeweiligen NFAT-Proteins. Es gab flnf Zelllinien mit dem
NFAT1-Knockdown, drei mit dem NFAT2-Knockdown und vier mit dem NFAT4-
Knockdown (Tab. 2). Zusatzlich gab es jeweils eine scrambled Zelllinie, die als
Negativkontrolle diente.

Die Zelllinien mit den entsprechenden RNAIi-Suppressionen wurden flir diese

Arbeit als gefrorenes Pellet von Jonas S. Heitmann zur Verfligung gestellt.

2.2.2 Zellbiologische Methoden

2.2.2.1 Kultivierung und Selektion der Zellen

Die Zellen wurden bei 37 °C und 5 % CO, im Zellkulturmedium kultiviert und

vermehrt. Die Konzentration wurde bei 1x108 Zellen/ml gehalten. Um die Zellen
mit dem Knockdown zu selektieren, wurde das Medium mit 2 pg/ml Puromycin-
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|I6sung versetzt. Die optimale Konzentration des Antibiotikums wurde in einem
Versuch ermittelt (Marklin, 2015).

Zellkulturmedium Puromycinlésung 1mg/ml
IMDM-Medium 25 mg Puromycin-Dihydrochlorid
+20 % FCS 2,5 ml 20 mM HEPES
+ 1 % Penicillin/Streptomycin-Mix verdunnt mit PBS

+ 1 % 4 mM Glutamin
+ 1 % Sodiumbicarbonat

2.2.2.2 Auftauen von Zellen

Das Zellkulturmedium, hergestellt wie in 2.2.2.1 beschrieben, wurde auf 37 °C
erwarmt. Die Zellen wurden aus den Kryoréhrchen mit dem erwarmten Medium
vorsichtig mit einer Pipette herausgelost und in 10 ml Medium resuspendiert.
Durch Zentrifugation bei 170 g fur 5 min bei 20 °C wurde das DMSO entfernt.
Die Zellpellets wurden noch ein weiteres Mal unter gleichen Bedingungen ge-
waschen und anschlieRend die Zellzahl mittels Countess™ bestimmt. Die Kulti-

vierung erfolgte bei den in 2.2.2.1 beschriebenen Bedingungen (Marklin, 2015).

2.2.2.3 Pelletieren von Zellen

Eine angegebene Anzahl von Zellen wurden in Zellkulturmedium aufgenommen
und bei 170 g fur 5 min bei 20 °C zentrifugiert. Um das Restmedium auszuwa-
schen, wurde das Pellet in 1 ml PBS aufgenommen und resuspendiert. Nach
einer weiteren Zentrifugation wurden die Zellpellets sofort verwendet oder bis

zur weiteren Verarbeitung bei -80 °C aufbewahrt (Marklin, 2015).
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2.2.3 Nachweis des Knockdowns

2.2.3.1 RNA-Isolation und cDNA-Synthese

Die RNA wurde unter Einsatz des RNeasy Kits (Qiagen) isoliert. Daflir wurden
Zellpellets verwendet, hergestellt wie unter 2.2.2.3 beschrieben, die mit 600 pl
RLT-Puffer mit B-Mercaptoethanol lysiert wurden. Die RNA-Isolierung aus den
Zellen erfolgte nach dem Herstellerprotokoll. AnschlieRend wurde die RNA in
30 ul RNase- und DNase-freiem Wasser resuspendiert. Die Reinheit und die

RNA-Konzentration wurden mit dem Nanodrop-Photometer gemessen.

Far die Weiterverarbeitung zur cDNA wurden 1 ug RNA in RNase-freiem Was-
ser mit einem Mastermix nach Pipettierschema vermischt. Die Synthese erfolg-
te bei 42 °C 50 Minuten lang und anschlie3end wurde der Vorgang 15 Minuten
bei 70 °C inaktiviert. Bis zur weiteren Verarbeitung wurde cDNA bei -20 °C ge-
lagert.

cDNA-Synthese:
10 Il RNA
10 yl Mastermix:
4 ul 5x Puffer
2ulDTT
1 ul Oligo(dt),s
1 ul ANTP
1 ul RNase Out
1 ul Superscript Il

2.2.3.2 Quantitative Real Time-PCR

Zur Bestimmung des Knockdowns auf DNA-Ebene wurde eine quantitative Real
Time-PCR (gqRT-PCR) durchgefuhrt. Die gqRT-PCR wurde unter Einsatz des
Roche Light Cycler 480 und auf 96-well Platten durchgefuhrt. Die cDNA wurde
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nach Pipettierschema mit dem RNase-freien Wasser verdinnt und in die 96-
well Platte, ebenfalls nach einem vorher festgelegten Schema, vorgelegt. Die
Primer wurden auch nach einem Pipettierschema mit dem SYBR® Select Mas-
ter Mix (Invitrogen) versetzt und zu der cDNA in die Platte pipettiert. Die Platte
mit den Proben wurde mit einer Folie abgeklebt und bei 300 g eine Minute lang
zentrifugiert. Die Messung erfolgte mit dem angegebenen Programm und wurde

anschlie®end mit der Lightcycler Software (Roche) analysiert.

cDNA-Ansatz SYBR® Select Master Mix-Ansatz
1 pl cDNA 10 pl Master Mix

8 ul RNase freies Wasser 0,5 pl Primer fw

9 ul gesamt pro well 0,5 pl Primer rv

11 pl gesamt pro well

PCR-Programm
UGD Aktivierung 1 Zyklus 50°C 2min

Taq Aktivierung 1 Zyklus 95 °C 2min
Amplifikation 40 Zyklen 95°C 15s
60 °C 1 min
Schmelzkurve 60-95°C 15s
Kuhlen 1 Zyklus 40°C 30s

2.2.3.3 Proteinisolation

Fir die Proteinisolation wurden Zellpellets, hergestellt wie in 2.2.2.3 beschrie-
ben, verwendet. Hierflir wurden 1x107 Zellen mit 100 pl RIPA-Puffer, vorher mit
1:100 HALT Protease/Phosphatase-Inhibitor-Cocktail versetzt, lysiert. Die Zel-
len wurden 20 Minuten auf Eis und weitere 30 Minuten bei 4 °C unter Schutteln
lysiert. AnschlieRend wurde das Proteinlysat von den zellularen Bestandteilen in
der Zentrifuge 20 Minuten bei 800 g und 4 °C getrennt. Der Uberstand mit dem
Proteinlysat wurde entnommen und quantifiziert (Marklin, 2015).
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2.2.3.4 Proteinbestimmung nach Bradford

Die Bestimmung der Proteinkonzentration wurde mithilfe der Methode nach
Bradford durchgefuhrt. Hierfur wurden 96-well Flachbodenplatten verwendet. Es
wurden 49 pl ddH,O vorgelegt und anschlie®end die zu analysierenden Protein-
lysate sowie die Eichgerade je 1 pl pro well hinzugegeben. Vorher wurden die
Proteinlysate 1:10 mit dem RIPA-Puffer verdinnt. Fur die Herstellung der Ro-
ti®-Nanoquant-Arbeitslosung wurde diese mit ddH,O 1:5 verdinnt und 200 pl
der Verdinnung pro well hinzugegeben. Nach der Inkubation von 5 min bei
Raumtemperatur wurde anschlieRend die Farbreaktion mit dem Photometer bei
590 nm und 450 nm gemessen und mittels Bildung des Quotienten 590/450 die

Proteinkonzentration berechnet (Bradford, 1976).

RIPA-Kalibriergerade
0 mg/ml

0,0625 mg/ml

0,125 mg/ml

0,25 mg/ml

0,5 mg/ml

1 mg/ml
2 mg/ml
4 mg/ml

2.2.3.5 SDS-Page

Anschlieltend wurden die Proteine mittels SDS-Page aufgetrennt. Dafur wurden
Bolt® 4-12 % Bis-Tris-Gele verwendet, die nach Herstelleranleitung in die Bolt®
Mini Gel-Laufkammer installiert wurden. Die Laufkammer wurde vorher mit
400 ml 1x MES Laufpuffer geflllt. Die Menge des Proteinlysats, des LDS-
Puffers und Reducing Agent wurde nach Schema (Tab. 3) berechnet und die
Proben hergestellt. Diese wurden 10 min bei 70 °C denaturiert und in die Ta-
schen der Gele zusammen mit 2-3 ul des Proteinstandards geladen. Die Auf-

trennung der Proteine erfolgte bei einer Spannung von 165 V flr 40 bis 45 min.
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Tab. 3: Pipettierschema der Proteinproben

Gesamt Vol. 10 20 pl 30 pl 40 pl
LDS-Puffer 2,5 ul 5ul 7,5 ul 10 ul
Reducing Agent 1l 2 ul 3ul 4 ul
Protein + H,O max. 6,5 pl Max. 13 pl Max. 19,5 ul Max. 26 ul

2.2.3.6 Western Blot

Die aufgetrennten Proteine in den Gelen aus der SDS-Page wurden unter Ein-
satz des iBlot® Gel Transfer System auf eine Nitrozellulose-Membran transfe-
riert. Der Zusammenbau fur das Blotting erfolgte nach der Gerateanleitung und

fir die Ubertragung der Proteine wurde das Programm PO eingestellt.

Tab. 4.: PO Programm des iBlot® Gel Transfer Systems

Programm Spannung Dauer Dauer gesamt
PO 20V 1 min 7 min
23V 4 min

25V verbleibende Zeit

Das Blocken erfolgte mindestens fur eine Stunde unter Schutteln in 20-30 ml
Odyssey™ Blocking Puffer 1:1 verduannt mit PBS, versetzt mit 0,01 % NaNs.
Danach wurde die Membran aus der Losung enthommen und in einer weiteren
Ldsung, versetzt mit Primarantikdrpern nach der Tab. 5, Uber Nacht bei 4°C
unter leichtem Schutteln inkubiert. Am nachsten Tag wurde die Primarantikor-
perlosung entfernt und die Membran vier Mal fur jeweils 5 min unter Schutteln
mit PBS, versetzt mit 0,2 % Tween, gewaschen. Danach wurde die Sekun-
darantikdrperlésung, hergestellt nach Tab. 6, hinzugegeben und fur 30-60 min
bei Raumtemperatur unter Schatteln im Dunkeln inkubiert. Daraufhin wurde die

Membran erneut vier Mal fur jeweils 5 min unter Schutteln mit PBS, versetzt mit
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0,1 % Tween, gewaschen und danach bei 50 °C im Warmeschrank getrocknet.
Anschlieltend wurden die Proteinbanden auf der Membran mit dem Odyssey®

Imaging System visualisiert (Marklin, 2015).

Tab. 5: Primérantikérper und Primérantikbrperlésung

Primarantikérper Verdiinnung Primarantikdrperldsung
B-Aktin (m-rabbit) 1:5000 Odyssey™ Blocking Puffer 12,5 ml
B-Aktin (m-mouse)  1:5000 PBS 12,5 ml
NFAT1 (m-rabbit) 1:2000 0,2 % Tween 20 50 pl

NFAT2 (m-mouse)  1:2000 0,01 % NaN; (1 %) 250 pl
NFAT2 (m-rabbit)  1:3000
NFAT4 (m-rabbit)  1:1500

Tab. 6: Sekundérantikérper und Sekundérantikérperlésung

Sekundarantikérper Verdinnung Sekundarantikérperlésung
anti-mouse 800CW  1:20000 Odyssey™ Blocking Puffer 12,5 ml
anti-mouse 680LT 1:60000 PBS 12,5 ml
anti-rabbit 800CW 1:20000 0,2 % Tween 20 50 ul
anti-rabbit 680RD 1:20000 0,02 % SDS (10 %) 50 pl
0,01 % NaNs (1 %) 250 pl

2.2.4 Nachweis der in vitro Proliferation

Um die Proliferation in vitro zu messen, wurden die MEC1-Zellen wie in 2.2.2.3
beschrieben, entnommen. Am Vortag wurde das Nahrmedium gewechselt.
2x10% Zellen pro well wurden in 100 pl Medium resuspendiert und in finf weilke
96-well Flachbodenplatten (Nync) pipettiert. Um die Zellen zu selektieren, wur-
de das Medium mit 2 pl/ml Puromycinlésung, hergestellt wie in 2.2.2.1 be-
schrieben, versetzt. AnschlieRend wurden die Platten bei 37 °C und 5 % CO,

Uber die angegebene Zeit inkubiert. Nach dem Hinzufigen der Reagenz des
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CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay (Promega) 1:1 zu der Zellsus-
pension in der Platte, wurde anschlieRend das durch die Lyse freigewordene

ATP im Luminometer (Promega) quantifiziert (Crouch et al., 1993).

2.2.5 Durchflusszytometrie

Die Zellen wurden wie in 2.2.2.3 beschrieben vorbereitet, gefarbt und mit dem
FACS Canto Il analysiert.

2.2.5.1 Apoptose Assay

Die Apoptoserate der Zelllinien wurde unter Einsatz von PE Annexin V Apopto-
sis Detection Kit | (BD Pharmingen) im Durchflusszytometer gemessen.

Fur die Farbung wurde zunachst der 10x Annexin V Binding Buffer 1:10 mit
ddH,O verdlnnt. Die zu farbenden Zellen, pro Probe jeweils 1x10° Zellen und
pro Kontrolle 1x10° Zellen, wurden jeweils in 100 pl 1x Binding Buffer resus-
pendiert. Es wurden 2,5 yl PE Annexin V und 2,5 pl 7-AAD pro Probe hinzuge-
fugt und die Kontrollproben erstellt. Drei Kontrollproben wurden bendtigt, eine
ungefarbte Probe und zwei die jeweils nur PE Annexin V oder 7-AAD enthielten.
Die Inkubation erfolgte fur 15 min im Dunkeln bei Raumtemperatur. Anschlie-
Rend wurden die Proben in 200 pl 1x Binding Buffer im Durchflusszytometer
(FACS Canto Il) innerhalb einer Stunde analysiert (Koopman et al., 1994).

2.2.5.2 Bestimmung der Zellviabilitat

Um die Viabilitat der Zellen zu bestimmen, kann die nukleare DNA mit DNA-
interkalierenden Fluoreszenzfarbstoffen angefarbt werden. Eines davon ist
Propidiumiodid (P1).

Die zu farbenden Zellen wurden aus der Kultur enthommen, nach dem letzten

Waschen mit PBS in -20 °C-kaltem 70% Ethanol resuspendiert und bis zur Ana-
lyse bei -20 °C gelagert. Danach wurden die Zellen 7 Minuten mit 4500 rpm bei
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4 °C abzentrifugiert und der Uberstand vorsichtig mit der Pipette enthommen
und verworfen. AnschlieRend wurde das Pellet in 200 ul FACS-Puffer resus-
pendiert und mit 1 % Pl und 0,1 % RNase A versetzt. Die Farbung erfolgte im
Dunkeln bei 4 °C fur 15 Minuten. Die Analyse mit dem Durchflusszytometer
(FACS Canto Il) wurde innerhalb von einer Stunde durchgeflhrt (Marklin,
2015).

2.2.6 Tiermodell

2.2.6.1 Mausehaltung und -zucht

Die Tiere, die fur diese Arbeit verwendet wurden, sind im Tierhaltungsbereich
des Verfugungsgebaudes der Medizinischen Fakultat (FORS) gehalten worden.
Eine spezifiziert pathogenfreie Haltung mit offener Kafighaltung und einer mo-
deraten Trocken-Barriere (12 Stunden Tag-und-Nacht-Rhythmus, 23 °C) wurde
eingehalten. Die Mause wurden versorgt mit einer speziellen Zuchtdiat (ssnf
Spezialdiaten GmbH, Soest) und frischem Trinkwasser.

Bestands- und Gesundheitskontrollen wurden wdchentlich durchgefihrt, aul3er-
dem fand jedes halbe Jahr ein Hygienemonitoring statt. Alle Tierversuche wur-
den vom Regierungsprasidium Tubingen genehmigt (Genehmigungsnummer
M5/10 und M9/13) und in Zusammenarbeit mit dem Tierarztlichen Dienst in TG-

bingen durchgefihrt.

2.2.6.2 NOD-scidlL2Rgamma™!' Mausmodell

Fur den Transplantationsversuch wurde das NOD-scidlL2Rgamma"™ Mausmo-
dell verwendet. Die Tiere wurden von The Jackson Laboratory bezogen (Stock
Nr: 005557). Die Mause sind extrem immundefizient, weisen weder eine Ex-
pression des Prkdc-Gens, noch des IL2rg-Gens auf. Dieses Mausmodell ist le-
bensfahig, fertil, normalgro® und weist keine physischen Anomalien oder Ver-

haltensauffalligkeiten auf. Die Tiere haben keine reifen Lymphozyten, Serum-
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Immunglobuline sind nicht nachweisbar und die NK-Zellen-Aktivitat ist extrem
niedrig. Das mediane Uberleben liegt bei 89 Wochen (Shultz et al., 2005).

2.2.6.3 Transplantation der Zellen

Die Zellen wurden am Vortag wie in 2.2.2.1 beschrieben in ein frisches Medium
aufgenommen. Vor dem Versuch wurden die Zellen aus der Kultur enthommen
und jeweils 1x10% Zellen/ml in PBS resuspendiert. Es wurden 100 pl Zellsus-
pension mit einer 27 G Nadel in die linke Flanke subkutan gespritzt. Pro Zelllinie
wurden je funf Tiere transplantiert.

Tab. 7: Anzahl der Tiere nach Geschlecht und transplantierter Zelllinie

4 @ MEC scramble
1 & MEC scramble
14 MEC F4
4 9 MEC F4
2 4 MEC B5
3 2 MEC B5
3 2 MECES5
2 2 MEC E5
1 9 MEC 29
4 9 MEC 29

2.2.7 Statistik

Die statistische Auswertung des Knockdown-Nachweises (3.1.3), der Versuche
zur Analyse der Proliferation in vitro (3.2.2) und die Ergebnisse der Transplanta-
tion der Zelllinien im Tiermodel (3.4) erfolgte mit SPSS 16.0 und Microsoft Offi-
ce Excel. Die Bedingungen der Versuche zur Analyse der Apoptose (3.3.1) und
des Zellzyklus' (3.3.2) konnten nicht exakt reproduziert werden, deshalb wird in

dieser Arbeit jeweils das Ergebnis eines Versuchs exemplarisch dargestellt.
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3 Ergebnisse

3.1 Zellkulturen und Methodenentwicklung
3.1.1 Auswahl der Zelllinien und der Primer

Fir diese Arbeit wurden MEC1-Zelllinien mit jeweils unterschiedlichen Graden
der RNAI-Suppression der NFAT-Transkriptionsfaktoren verwendet. Fur jede
NFAT-mRNA wurden mehrere shRNA-Vektoren hergestellt und in die MEC1-
Zellen transfiziert. Zunachst wurde eine qRT-PCR mit der RNA aller zur Verfu-
gung stehenden Zelllinien und der dazugehorigen Primern durchgefuhrt, um
Zelllinien fur die weiteren Analysen mit dem optimalen Knockdown auszuwah-
len und fur die weiteren Knockdown-Bestimmungen optimale Primer einzuset-

zen.
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Abb. 7: NFAT1-Knockdown in den MEC1-Zelllinien A4, B4, C4, D4 und F4

Ergebnis der qRT-PCR der MEC1-Zellen fiir den NFAT1-Knockdown. A4, B4, C4, D4,
F4 sind shRNA Vektoren, nach denen die Zelllinien benannt sind, E1-2 bis E9-10 sind
Primer, die an verschiedenen Stellen der mRNA binden. Scramble hat hier eine
100%g9e mRNA Expression und dient als Negativkontrolle.

Zur Verfugung standen funf MEC1-Zelllinien, in denen jeweils ein Abschnitt der
NFAT1-mRNA durch einen transfizierten shRNA-Vektor (A4, B4, C4, D4 oder
F4) gehemmt wurde. Dies fuhrt zu unterschiedlichen Auspragungen des
Knockdowns von NFAT1 in den verschiedenen Zelllinien. Die Primer E1-2 bis
E9-10 binden spezifisch an Abschnitte der NFAT-mRNA und zeigen den Grad
des Knockdowns des jeweiligen mRNA-Abschnitts an. Abb. 7 zeigt das Ergeb-
nis der gRT-PCR der mRNA der MEC1-Zellen mit den shRNA-Vektoren A4, B4,
C4, D4 und F4. Im Folgenden werden die Zelllinien nach den shRNA-Vektoren
benannt. Nach dieser Analyse wurden die Zelllinien A4 mit einem Knockdown
von ca. 80 % und D4 mit einem ca. 50 % Knockdown kultiviert. Fur weitere Sup-
ressionsanalysen mittels QRT-PCR wurden die Primer E3-4, E4-5, E5-6 und E8-

9 verwendet.
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Abb. 8: NFAT2-Knockdown in den MEC1-Zelllinien B5, C5 und E5

B5, C5, E5 sind shRNA-Vektoren, nach denen die Zelllinien benannt sind. E1-2 bis E9-
10 sind Primer, die an verschiedenen Stellen der mRNA binden. Scramble hat hier eine
100%ge mRNA Expression und dient als Negativkontrolle.

Fir die Analyse von NFAT2 standen drei MEC1-Zelllinien zur Verfigung, in de-
nen jeweils ein Abschnitt der NFAT2-mRNA durch ein shRNA-Vektor B5, C5
oder E5 gehemmt wurde. Auch hier binden die Primer E1-2 bis E9-10 an die
MRNA und werden flr die Messung des Suppressionsgrades eingesetzt. Abb. 8
zeigt das Ergebnis der qRT-PCR der NFAT2-mRNA der MEC1-Zelllinien mit
den Vektoren B5, C5 und E5. Im Folgenden werden die Zelllinien nach den
Vektoren, die sie enthalten, benannt. Fur die weiteren Analysen von NFAT2
wurden die Zelllinien mit dem shRNA-Vektor BS und E5 kultiviert. Fur die weite-
ren gRT-PCRs wurden die Primer E3-4, E4-5, E5-6, E6-8, E8-9 und E9-10 ver-
wendet. E5 wies einen Knockdown von ca. 90 % auf, wahrend B5 einen Knock-
down der langen Isoform bewirkt hat, erkennbar an der Suppression von E8-9

und E9-10. Die mRNA Expression der kurzen Isoform lag bei ca. 50 %.
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Abb. 9: NFAT4-Knockdown in den MEC1-Zelllinien 28, 29, 30 und 32

28, 29, 30, 32 sind shRNA-Vektoren, nach denen die Zelllinien benannt sind. E2-3 bis
E8-9 sind Primer, die an verschiedenen Stellen der mRNA binden und fiir die Bestim-
mung des Suppressionsgrades mittels gqRT-PCR eingesetzt werden. Scramble hat hier
eine 100%ge mRNA-Expression und dient als Negativkontrolle.

Fir die Analyse von NFAT4 standen drei MEC1-Zelllinien zur Verfigung, in de-
nen jeweils ein Abschnitt der NFAT4-mRNA durch ein shRNA-Vektor 28, 29, 30
oder 32 gehemmt wurde. Die hier eingesetzten Primer waren E2-3 bis E8-9.
Auch hier werden die Zelllinien nach den entsprechenden shRNA-Vektoren be-
nannt. Abb. 9 zeigt das Ergebnis der gRT-PCR der NFAT4-mRNA der MEC1-
Zelllinien mit den Vektoren 28, 29, 30 und 32. Fur die weitere Analyse von
NFAT4 wurden die Zelllinien mit dem shRNA Vektor 28 (mit einem Knockdown
von ca. 80 %) und 30 (mit einem Knockdown von ca. 55 %) ausgewahlt. Alle

getesteten Primer wurden bei den weiteren gqRT-PCR Analysen verwendet.
3.1.2 Puromycingradient
Um eine gezielte Selektion der Zellen, die auch tatsachlich einen Vektor mit

dem Knockdown enthalten, zu bewerkstelligen, wurden die Vektoren mit einer

stabilen plasmidkodierten Antibiotikaresistenz gegen Puromycin ausgestattet.

50



Der Vektor Scramble, der zwar keine spezifische Knockdownsequenz wohl aber

die Antibiotikaresistenz enthalt, diente als Negativkontrolle.

Puromycin ist ein Aminopeptidase-Inhibitor und hemmt die Proteinbiosynthese
in eukaryotischen Zellen (Nathans, 1964). Das Medium der Zellkulturen wurde
in regelmaligen Zeitabstanden mit Puromycin versetzt. Zellen, die keinen Vek-
tor enthalten, haben auch keine Antibiotikaresistenz und werden durch Puromy-

cin abgetotet.

Es musste zunachst eine optimale Konzentration von Puromycin gefunden wer-

den, womit die Zelllinien wahrend der Kultur behandelt wurden.
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Abb. 10: Proliferation der mit dem Vektor scramble transfizierten Zellen unter Behanad-
lung mit Puromyecin in steigender Konzentration

Ergebnis der Proliferationsmessung in vitro mittels zellbasierten Assays. Mit der stei-
genden Konzentration von Puromycin sinkt die Proliferationsrate bis es bei den Kon-
zentrationen ab 8 ug/ml zum Untergang der Zellen fiihrt.
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Abb. 10 zeigt das Ergebnis der Proliferationsmessung in vitro unter Einsatz von
zellbasierten Assays wie unter 2.2.4 beschrieben. Das Kulturmedium wurde mit
der Puromycinlosung in steigender Konzentration von 0 pg/ml bis 9 ug/ml Me-
dium versetzt. Die scramble-Zelllinie wurde zwei Tage lang kultiviert. Das Er-
gebnis des Versuchs zeigt, dass eine Puromycinkonzentration von 1 ug/ml Me-
dium zu niedrig ist, weil die Proliferationsrate ahnlich der ohne Antibiotika be-
handelten Zellen ist. Aulerdem wird gezeigt, dass Puromycin auch fur resis-
tenzhaltige Zellen toxisch ist, aber erst in hoheren Konzentrationen, erkennbar
an dem Zellzahlriickgang bei den Konzentrationen ab 8 ug/ml. Es wurde ent-
schieden die Zellkulturen mit 2 ug/ml Medium zu behandeln, da bei dem Kon-
trollversuch (Abb. 11) mit der MEC1 Zelllinie, die keine Antibiotikaresistenz ent-
halten, unter den gleichen Bedingungen und dem gleichen Versuchsaufbau
nach einem Tag noch lebende Zellen detektiert werden konnten.
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Abb. 11: Proliferation der MEC1-Zellen ohne Antibiotikaresistenz unter Behandlung mit
Puromycin in steigender Konzentration

Bereits nach Zugabe von 1 ug/ml Puromycin geht die Proliferation am ersten Tag zu-
riick und sistiert fast am zweiten Tag des Versuchs.
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3.1.3 Knockdown-Nachweis

Vor jedem Versuch, der fur diese Arbeit durchgefuhrt wurde, wurden die Zellen
aufgetaut, kultiviert und mit Puromycin selektiert. Anschlieend wurde die fur
den jeweiligen Versuch bendtigte Zellzahl aus der Kultur enthommen und ein
Teil der Zellen fiir den Knockdown-Nachweis pelletiert. 1x10° Zellen wurden fir
die RNA-Isolierung verwendet und die Suppression von NFAT auf RNA-Ebene
mittels qRT-PCR gemessen. Die Proteinisolierung erfolgte aus 1x10% Zellen

und die NFAT-Suppression wurde mittels Western Blot visualisiert.
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Abb. 12: NFAT1-Knockdown-Nachweis der kultivierten Zelllinien scramble, A4 und D4
auf mRNA- und Proteinebene

A) Vor jedem Versuch wurde die RNA aus den kultivierten Zelllinien isoliert und der
Grad der NFAT1-Suppression mittels qRT-PCR gemessen. A4 und D4 haben hier eine
Suppression von ca. 50 %, scramble dient als Negativkontrolle. Drei unabhdngige Ex-
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perimente wurden durchgefiihrt und miteinander verrechnet (Auswertung mit SEM, n =
3). B) Western Blot aus 80 ug Proteinextrakt mit NFAT1-Antikérper und B-Aktin als
Ladekontrolle. Dargestellt ist ein reprédsentatives Western Blot von mindestens drei
Experimenten (n = 3).

Abb. 12A zeigt die Ergebnisse der gqRT-PCR fur NFAT1-mRNA. Die Zelllinien
A4 und D4 weisen hier eine Suppression von 50 % des Transkriptionsfaktors
auf (vgl. 80 % und 50 % fur A4 und D4 bei der Test-RNA). Es stellte sich eine
Verminderung des Knockdowns der Zelllinie A4 im Vergleich zu urspringlicher
Test-RNA (Abb. 7) dar. In Abb. 12B zeigen die Ergebnisse des Western Blots

ebenfalls eine Suppression der NFAT 1-Proteinexpression.
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Abb. 13: NFAT2-Knockdown-Nachweis der kultivierten Zelllinien scramble, B5 und E5
auf mRNA- und Proteinebene

A) Ergebnis der qRT-PCR. Dargestellt ist die NFAT2-Expression in den Zelllinien B5
und E5. B5 ist die Population mit einem Knockdown von 70 % der kurzen Isoform und
einem Knockdown der langen Isoform. E5 weist eine Suppression von NFAT2-mRNA
unter 20 % auf. Sechs unabhéngige Experimente wurden durchgefihrt und miteinan-
der verrechnet (Auswertung mit SEM, n = 6). B) Western Blot aus 80 ug Protein mit
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NFAT2-Antikérper und B-Aktin als Ladekontrolle. Dargestellt ist ein reprédsentatives
Western Blot von mindestens drei Experimenten (n = 3).

Abb. 13A zeigt das Ergebnis der gRT-PCR fur NFAT2-mRNA. Es ist ahnlich zu
dem Ergebnis der Test-RNA (Abb. 8). Der Vektor in der B5-Zelllinie 16st einen
Knockdown der langen Isoform aus, erkennbar an der herabgesetzten Expres-
sion detektiert mit den Primern E8-9 und E9-10, die bei 10 % bis 20 % liegt. ES
weist einen Knockdown von unter 20 % auf. In Abb. 13B zeigt das Ergebnis des
Western Blots eine teilweise Inhibierung der Proteinexpression hdheren Ge-
wichts in der B5-Zelllinie, entsprechend dem Knockdown der langen Isoform
von NFAT2 und eine vollstandige Inhibierung des NFAT2-Proteins in der E5-

Zelllinie.

57



A)

100% -

B80% -

60% -

RNA-Expression

40% -

20% -

0%
scramble 30

shRNA-Vektor

NE2-3 "E34 WE45 NES6 WEGS " E89

B)
kDa scramble 30
188
NFAT4
100
50
R-Aktin
40

Abb. 14: NFAT4-Knockdown-Nachweis in den kultivierten Zellen scramble und 30 auf
mRNA- und auf Proteinebene

A) Ergebnis der qRT-PCR. Dargestellt ist die NFAT4-Expression in der Zelllinie mit
dem shRNA-Vektor 30. Der Knockdown liegt bei etwa 50 %. Drei unabhéngige Expe-
rimente wurden durchgefiihrt und miteinander verrechnet (Auswertung mit SEM, n = 3).
B) Western Blot aus 80 g Protein mit NFAT4-Antikbrper und B-Aktin als Ladekontrolle.
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Dargestellt ist ein représentatives Western Blot von mindestens drei Experimenten
(n=23).

Die Abb. 14A zeigt das Ergebnis der qRT-PCR fir NFAT4-mRNA. Der Knock-
down betragt ca. 50 %, ahnlich dem Ergebnis der Test-RNA (Abb. 8). Die Kulti-
vierung der Zelllinie mit dem shRNA-Vektor 28 ist in mehreren Zellkulturansat-
zen nicht gelungen. Es ist nicht zu der erwarteten Zellvermehrung gekommen,
obwohl die Kulturbedingungen bei allen Zelllinien gleich gehalten wurden. Wei-
terhin konnte keine Inhibierung von NFAT4 auf Proteinebene erreicht werden
(Abb. 14B).

3.2 Analyse der Proliferation in vitro

Um den Einfluss von NFAT auf die Proliferation der CLL-Zellen zu analysieren,
wurden die Zelllinien in einem Versuch flinf Tage lang kultiviert und jeden Tag
der Zuwachs an neuen Zellen gemessen. Um die Ergebnisse vergleichen zu
konnen, wurde die Anzahl der Zellen am Anfang des Versuchs gleich gehalten.

3.2.1 Methodenentwicklung

Fiar die Analyse der Proliferation in vitro mussten zunachst in mehreren Ver-
suchsreihen die optimalen Bedingungen bestimmt werden. Vorab musste die
fur den Versuch passende Zellzahl gefunden werden. Der unter 2.2.4 beschrie-
bene Versuch wurde uber funf Tage durchgefuhrt und pro Tag wurde eine 96-
Well Platte mit den jeweiligen Zellsuspensionen lysiert und der Zellzuwachs
gemessen. Anfangskonzentrationen von 1x108 Zellen/ml, 0,5x108 Zellen/ml und
0,25x108 Zellen/m| erwiesen sich als zu hoch, weil die Proliferationsrate der
Zelllinien sich am vierten und flnften Versuchstag verlangsamte oder riickgan-
gig wurde, sodass keine objektiven Aussagen zur Proliferation getroffen werden
konnten. Zuletzt wurde die Anfangskonzentration von 2x10* Zellen/ml als sinn-

voll erachtet.
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Bevor der Versuch begonnen wurde, wurde das Medium am Vortag gewech-
selt. Fur die Uberfiihrung der Zellen in die 96-Well Platten wurden diese im fri-
schen Medium aufgenommen und die Platten befullt. Die Messungen ergaben
eine verlangsamte Proliferation an den ersten beiden Versuchstagen. Um die
Aquilibrierungsphase zu verkiirzen und die Bedingungen gleichmaRig zu halten,
wurde das Medium vom Vortag aufgehoben, die Zellen in diesem nach der Zah-
lung wieder resuspendiert und die Platten beflullt. Das Medium wurde mit

2 pg/ml Puromycin versetzt.

3.2.2 Analyse der Proliferation in vitro

Die Analyse wurde in mehreren Versuchsansatzen durchgefuhrt. Abb. 15 zeigt
das Ergebnis des zellbasierten Assays mit den NFAT1 Knockdown-Zelllinien A4
und D4, dabei wurden jeweils n = 8 Messungen pro Zelllinie und Tag verrech-
net. Das Diagramm zeigt eine hohere Proliferation von A4 und D4 im Vergleich

zur Negativkontrolle.

Das Ergebnis weist darauf hin, dass die Abwesenheit von NFAT1 die Prolifera-
tion der CLL-Zellen fordert.
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Abb. 15: NFAT1-Knockdown fiihrt zu erhbhter Proliferation

Dargestellt ist das Ergebnis des zellbasierten Assays der NFAT1-Knockdown-Zelllinien
A4 und D4. Auf der Ordinate ist die Proliferation in Prozent aufgetragen. Statistische
Auswertung mit SEM (n=8, *p =< 0,05, **p =<0,01)

Abb. 16 zeigt das Ergebnis des zellbasierten Assays mit den NFAT2-
Knockdown-Zelllinien B5 und E5. Das Diagramm zeigt eine héhere Proliferation
der E5-Zelllinie und eine noch hohere der Zelllinie BS5 im Vergleich zur
Negativkontrolle scramble. E5 weist einen kompletten NFAT2-Knockdown auf
und B5 einen Knockdown der langen Isoform (Abb. 13). Auch hier besteht eine

Korrelation zwischen dem Grad der NFAT2-Suppression und der Proliferation.
Das Ergebnis zeigt, dass der komplette NFAT2-Knockdown die Proliferation bei

E5 fordert. In der B5-Zelllinie dominiert die Prasenz der kurzen Isoform. Die

kurze Isoform von NFAT2 hat eine antiapoptotische Wirkung (siehe 1.6.2),
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erkennbar an den Uberschielenden Zellzahlen am dritten und vierten Tag des
Versuchs.
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Abb. 16: NFAT2-Knockdown fiihrt zu einer erhbhten Proliferation. Der Knockdown der
langen Isoform von NFAT?2 steigert die Proliferation noch stérker.

Dargestellt ist das Ergebnis des zellbasierten Assays der NFAT2-Knockdown-Zelllinien
B5 und E5. Auf der Ordinate ist die Proliferation in Prozent aufgetragen. Statistische
Auswertung mit SEM (n =8, **=p < 0,01)

Abb. 17 zeigt das Ergebnis des =zellbasierten Assays mit der NFAT4-
Knockdown-Zelllinie 30. Das Diagramm zeigt eine hdhere Proliferation von 30

im Vergleich zur Negativkontrolle. Das Ergebnis zeigt, dass die Abwesenheit
von NFAT4 die Proliferation der CLL-Zellen fordert.

62



1400

1200

1000

800 -

Proliferation in %

400 -

200

scramble 30

shRNA-Vektor

mTagl Tag2 mTag3 mTagd

Abb. 17: NFAT4-Knockdown fiihrt zu erhbhter Proliferation

Dargestellt ist das Ergebnis des zellbasierten Assays der NFAT4-Knockdown-
Zelllinie 30. Auf der Ordinate ist der Proliferationszuwachs in Prozent aufgetragen. Sta-
tistische Auswertung mit SEM (n =8, *=p < 0,05, **=p <0,01)

Im Anschluss an die Versuchsreihe wurde der Knockdown der Zelllinien auf
MmRNA-Ebene nochmals Uberprift und bestatigt (Ergebnis nicht dargestellt). Die
Zellen wurden unter gleichen Bedingungen kultiviert und anschlieBend am letz-
ten Tag des Versuchs pelettiert.

3.3 Durchflusszytometrie

Um den Einfluss von NFAT auf die Apoptose und Zellzyklus zu untersuchen,
wurden jeweils zwei Farbungen mit Annexin V/7-AAD und PI durchgefuhrt und
anschlieRend im Durchflusszytometer analysiert. Die Untersuchung wurde zwei
Mal durchgefiihrt (n = 2). Hier ist das Ergebnis eines Versuches exemplarisch

dargestellt.
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Im Verlauf der Zellkultur verbesserte sich der Knockdown von NFAT in den Zell-
linien A4 und D4 (Abb. 18), sodass aufgrund des nahezu gleichwertigen Knock-

downs nur A4 fur die folgenden Farbungen verwendet wurde.
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Abb. 18: Der NFAT1-Knockdown hat sich im Verlauf der Zellkultur verbessert

Vor jedem Versuch wurde die RNA aus den kultivierten Zelllinien isoliert und der Grad
der NFAT1-Suppression mittels gRT-PCR gemessen. A4 und D4 haben beide einen
nahezu vollstdndigen Knockdown von NFAT1. Dargestellt ist hier einer von zwei Ver-
suchen (n = 2).

3.3.1 Analyse der Apoptose

Um den Einfluss von NFAT auf die Apoptose der CLL-Zellen zu untersuchen,
wurde die Farbung mit Annexin V und 7-AAD vorgenommen. Die Zellen wurden

24 Stunden nach dem Mediumwechsel aus der Kultur entnommen.

Die Apoptoserate der Zelllinien wurde unter Einsatz des PE Annexin V Apopto-
sis Detection Kit | (BD Pharmingen) detektiert. Der Mechanismus der Apoptose
ist durch aufeinanderfolgende Schritte charakterisiert. Unter anderem ist der
Verlust der Plasmamembran einer der frihesten Schritte der Apoptose. In
apoptotischen Zellen wird das Membranphospholipid Phosphatidylserin (PS)
von der inneren auf die auRere Membranseite transloziert, wobei es der extra-

zellularen Umgebung exponiert wird. Annexin V hat eine hohe Affinitat fur PS
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und bindet an Zellen, die PS auf ihrer Oberflache exponieren. Annexin V ist mit
einem fluorochromen Phycoerythrin (PE) konjugiert und stellt Zellen in der
Durchflusszytometrie dar, die sich in einem frihen Stadium der Apoptose befin-

den.

Die Farbung mit PE Annexin V wird fur gewohnlich kombiniert mit der Farbung
mit 7-Amino-Actinomycin (7-AAD). Lebende Zellen mit einer intakten Plasma-
membran lassen 7-AAD nicht durch. Somit sind Zellen im frihen Stadium der
Apoptose 7-AAD negativ und PE Annexin V positiv. Zellen im fortgeschrittenen
Stadium der Apoptose sind bereits tot und lassen 7-AAD durch. Somit sind sie
positiv fir PE Annexin V und 7-AAD. Lebende Zellen sind fur beides negativ. 7-
AAD positive und PE Annexin V negative Zellen waren bereits vor der Far- bung

tot (Koopman et al., 1994, van Engeland et al., 1996, Vermes et al., 1995).
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Abb. 19: Der NFAT1-Knockdown erhéht die Apoptoserate

Ergebnis des Apoptoseassays mit der NFAT1-Knockdown-Zelllinie A4. Die Abszisse
stellt den Zustand der Zellen zum Zeitpunkt der Farbung dar. Auf der Ordinate ist der
Anteil der Zellen in Prozent aufgetragen. Dargestellt sind die Ergebnisse eines repréa-
sentativen Versuchs von insgesamt n = 2 Experimenten.

In Abb. 19 ist das Ergebnis einer exemplarischen Farbung auf Annexin V und 7-
AAD an der NFAT1-Knockdown-Zelllinie A4 dargestellt. Es sind weniger le-
bende Zellen (91,4 % vs. 95,3 %) und mehr tote Zellen (2,9 % vs. 2 %) als bei
der Negativkontrolle scramble. Ebenfalls sind mehr A4 Zellen in der fruhapopto-
tischen Phase (2,2 % vs. 1,7 %) und in der spaten Apoptose (3,4 % vs. 1,1 %).
Es zeigt sich, dass A4 schneller in die Apoptose geht und weniger lebende und
mehr tote Zellen aufweist.

Es wird deutlich, dass die Abwesenheit von NFAT1 die Apoptose beschleuni-

gen kann.
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Abb. 20: Ein Knockdown von NFATZ2 beschleunigt die Apoptose. Die Expression der
kurzen Isoform von NFAT2 schilitzt vor Apoptose

Ergebnis einer repréasentativen Farbung auf Annexin V und 7-AAD mit den NFAT2-
Knockdown-Zelllinien B5 und E5. Die Abszisse stellt den Zustand der Zellen zum Zeit-
punkt der Féarbung dar. Auf der Ordinate ist der Anteil der Zellen in Prozent aufgetra-
gen. Dargestellt sind die Ergebnisse eines reprdsentativen Versuchs von insgesamt
n = 2 Experimenten.

In Abb. 20 ist das Ergebnis einer reprasentativen Farbung auf Annexin V und 7-
AAD mit den NFAT2-Knockdown-Zelllinien BS und E5 dargestellt. Insgesamt
wurden hier n = 2 Experimente durchgefuhrt. ES hat die meisten Zellen in der
frihen und spaten Apoptosephase und die meisten toten Zellen (2,7 % vs.
2,5 % scramble, 1,3 % BS5). B5S mit der kurzen Isoform von NFAT2 hat am meis-
ten lebende Zellen (95,3 % vs. 93,8 % scramble, 88,3 % E5), am wenigsten
Zellen in der frihen (1,3 % vs. 1,6 % scramble, 3,5 % ES5) und spaten (2 % vs.
2,2 % scramble, 5,6 % ES) Apoptosephase.

Das Ergebnis zeigt, dass E5 schneller und BS langsamer in die Apoptose ge-

hen als scramble. Der Versuch weist darauf hin, dass die kurze Isoform von
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NFAT2 moglicherweise vor Apoptose schutzt, wahrend die Abwesenheit von

NFAT2 die Apoptose potentiell beschleunigen kann.
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Abb. 21: NFAT4-Knockdown erhéht die Apoptoserate

Ergebnis des Apoptoseassays mit der NFAT4-Knockdown-Zelllinie 30. Die Abszisse
stellt den Zustand der Zellen zum Zeitpunkt der Farbung dar. Auf der Ordinate ist der
Anteil der Zellen in Prozent aufgetragen. Dargestellt sind die Ergebnisse eines repré-
sentativen Versuchs von insgesamt n = 2 Experimenten.

In Abb. 21 ist das Ergebnis einer reprasentativen Farbung auf Annexin V und
7-AAD bei der NFAT4-Knockdown-Zelllinie 30 dargestellt. Diese hat mehr Zel-
len in der frihen (3,5 % vs. 1,7 %) und in der spaten (7,5 % vs. 1,1 %)
Apoptosephase, mehr tote Zellen (4,1 % vs. 2 %) und entsprechend weniger
lebende Zellen (84,9 % vs. 95,3 %).

Das Ergebnis zeigt, dass die Zelllinie 30 schneller in die Apoptose geht und
somit, dass die Abwesenheit von NFAT4 die Apoptose potentiell beschleunigen
kann.
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3.3.2 Zellzyklusanalyse

Um die Zellzyklusphasen zu analysieren, wurde die Methode der Propidiumio-

did-(Pl)-Farbung eingesetzt.

Pl ist ein DNA-interkalierender Fluoreszenzfarbstoff, der stochiometrisch an die
DNA bindet. Die Fluoreszenz ist proportional zum DNA-Gehalt in der Zelle und
da die Zellzyklusphasen ihren charakteristischen DNA-Gehalt haben, kdnnen
sie so im Durchflusszytometer bestimmt werden. Beispielsweise wird in der S-
Phase die DNA synthetisiert und ihr Gehalt vergroRert sich.

Die Zellen wurden aus der Kultur enthommen und wie in 2.2.5.2 beschrieben,

gefarbt.
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Abb. 22: Exemplarisches Gatingschema fiir die Zelllinie scramble und Bestimmung der
Zellzyklusphasen.

Dargestellt ist ein reprédsentativer Versuch von n = 2 Versuchen. apoptotic = Apoptoti-
sche Zellen, GO = Zellen in der GO-Phase, S = Zellen in der S-Phase, G2M = Zellen in
der G2M-Phase.
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FUr den Versuch wurden drei Versuchsansatze vorbereitet und Farbungen zu
verschiedenen Zeitpunkten durchgefuhrt. Die erste Farbung erfolgte 24 Stun-
den nach dem letzten Mediumwechsel der Zellkulturen. Fur die zweite und dritte
Farbung wurden die Zellen 24 Stunden nach dem Mediumwechel aus der Zell-
kultur entnommen und in ein Zellkulturmedium ohne FCS Uberfuhrt. Nach
24 Stunden wurde dem Medium FCS hinzugeflgt. Die Farbungen erfolgten
nach 24 Stunden "Hungerperiode" und 12 Stunden nach FCS-Gabe. Damit
wurde versucht moglichst viele Zellen zum gleichen Zeitpunkt zur Teilung zu

bewegen.

Abb. 23 zeigt die Ergebnisse der PIl-Farbung und deren Analyse. Aufgrund ei-
ner sehr hohen Varianz der Ergebnisse konnte hier keine sinnvolle statistische
Auswertung durchgefihrt werden. Dargestellt ist jeweils ein reprasentatives Ex-
periment von n = 2 durchgefihrten Experimenten. In der Abb. 23A zeigt sich
kein signifikanter Unterschied zwischen scramble und A4. Abb. 23B stellt das
Ergebnis nach 24 Stunden FCS-Entzug dar. Die Zellzahl hat sich zugunsten der
G0/G1-Phase verschoben. Ein statistisch signifikanter Unterschied konnte al-
lerdings auch hier nicht demonstriert werden. Nachdem die Proliferation nach
der Hungerphase mit FCS angeregt wurde (Abb. 23C), waren von den
A4-Zellen im Vergleich zu den scramble-Zellen weniger in der Synthesephase
und mehr in der G2/M-Phase. Fur ein gesteigertes Wachstum der scramble-
Zellen spricht die niedrigere Zellzahl in der GO/G1-Phase und die hoéhere Zell-
zahl in der S-Phase, wobei auch hier kein signifikanter Unterschied nachgewie-

sen werden konnte.
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Abb. 23: Zellzyklusanalyse der NFAT1-Knockdown-Zelllinie A4

Ergebnis der Zellzyklusanalyse nach PI-Farbung. Auf der Ordinate ist der Anteil der
Zellen in Prozent aufgetragen. Die Gesamtzahl der jeweiligen Zelllinie in den einzelnen
Zellzyklusphasen ergibt 100 %. A) erste Farbung 24 Stunden nach dem letzten Medi-
umwechsel B) zweite Férbung nach 24 Stunden FCS-Entzug und C) dritte Férbung 12
Stunden nach FCS-Gabe. Dargestellt ist ein reprédsentatives Experiment von insgesamt
n = 2 Experimenten. Aufgrund der hohen Varianz der Ergebnisse konnte keine sinnvol-
le statistische Auswertung durchgefiihrt werden.

Abb. 24 zeigt das Ergebnis der PIl-Farbung und der Zellzyklusanalyse der
NFAT2-Knockdown-Zelllinien BS und ES5. B5 besitzt nur die kurze antiapoptoti-
sche Isoform von NFAT2. Auch bei diesen Experimenten konnte aufgrund der
hohen Varianz der Messwerte keine sinnvolle statistische Auswertung durchge-
fuhrt werden. Dargestellt ist deswegen ein reprasentatives Experiment von ins-
gesamt n = 2 Experimenten. Es zeigte sich in samtlichen Versuchen eine ahnli-
che Tendenz. Aussagen zu Signifikanz der beobachteten Veranderungen konn-
ten allerdings aufgrund der fehlenden statistischen Auswertung nicht getroffen
werden. B5 proliferiert schneller als scramble und E5, erkennbar an der héchs-
ten Zellzahl in der S-Phase bei der zweiten (Abb. 24B) und dritten (Abb. 24C)
Messung und zusatzlich an der hochsten Zellzahl in der G2/M-Phase bei der

dritten Messung. Die niedrigste Zellzahl in der GO/G1-Phase spricht ebenfalls
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fir eine hohere Proliferation von B5. E5 ist ein kompletter Knockdown von
NFAT2. E5 proliferiert schneller als scramble, jedoch langsamer als B5. E5 hat
in der dritten Messung mehr Zellen in der S-Phase als scramble, jedoch weni-

ger als B5. Dies ist auch in der GO/G1-Phase erkennbar, wo E5 mehr Zellen als

B5 hat, aber weniger als scramble.
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Abb. 24: Zellzyklusanalyse der NFAT2-Knockdown-Zelllinien B5 und ES

Ergebnis der Zellzyklusanalyse nach PI-Farbung. Auf der Ordinate ist der Anteil der
Zellen in Prozent aufgetragen. Die Gesamtzahl der jeweiligen Zelllinie in den einzelnen
Zellzyklusphasen ergibt 100 %. A) erste Farbung 24 Stunden nach dem letzten Medi-
umwechsel B) zweite Farbung nach 24 Stunden FCS-Entzug und C) dritte Férbung 12
Stunden nach FCS-Gabe. Dargestellt ist ein représentatives Experiment von insgesamt
n = 2 Experimenten. Aufgrund der hohen Varianz der Ergebnisse konnte keine sinnvol-
le statistische Auswertung durchgefiihrt werden.

Abb. 25 zeigt das Ergebnis der Pl-Farbung und Zellzyklusanalyse der NFAT4-
Knockdown-Zelllinie 30. Die Messung ergibt eine hohere Proliferation der Zellli-
nie 30 im Vergleich zu scramble. Im ersten Diagramm (Abb. 25A) ergab die
Messung, dass sich bei Zellen der Zelllinie 30 weniger Zellen in der S-Phase
und mehr in der GO/G1-Phase als bei der Kontrollzelllinie scramble befinden.
Dies deutet darauf hin, dass scramble schneller proliferiert als 30. Nach der
Hungerperiode in der zweiten Messung verschiebt sich der Zellanteil zugunsten
der G0/G1-Phase. Wahrend der dritten Messung erkennt man einen Anstieg
der Proliferation von scramble an der hoheren Zellzahl in der S-Phase und der

niedrigeren Zellzahl in der GO/G1-Phase.
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Abb. 25: Zellzyklusanalyse der NFAT4-Knockdown-Zelllinie 30

Ergebnis der Zellzyklusanalyse nach PI-Farbung. Auf der Ordinate ist der Anteil der
Zellen in Prozent aufgetragen. Die Gesamtzahl der jeweiligen Zelllinie in den einzelnen
Zellzyklusphasen ergibt 100 %. A) erste Féarbung 24 Stunden nach dem letzten Medi-
umwechsel B) zweite Férbung nach 24 Stunden FCS-Entzug und C) dritte Férbung 12
Stunden nach FCS-Gabe. Dargestellt ist ein représentatives Experiment von insgesamt
n = 2 Experimenten. Aufgrund der hohen Varianz der Ergebnisse konnte keine sinnvol-
le statistische Auswertung durchgefiihrt werden.

3.4 Transplantation der Zelllinien im Tiermodell

Um das Verhalten der Knockdown-Zelllinien im lebenden Organismus zu unter-
suchen, wurden die Zellen in einem Tierversuch eingesetzt. Hierfir wurde eine
erneute Transduktion neuer MEC1-Zellen durchgefuhrt. Fir den NFAT1-
Knockdown wurde der shRNA-Vektor F4 benutzt, fur den NFAT2-Knockdown
die Vektoren B5 und E5 und fur NFAT4-Knockdown der Vektor 29. Der Vektor
scramble diente auch hier als Negativkontrolle. 24 Tage nach der Transfektion
und unmittelbar vor der Transplantation erfolgten die entsprechenden Knock-
down-Kontrollen mittels gqRT-PCR (Abb. 26, 27, 28).
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Abb. 26: NFAT1-Knockdown-Kontrolle
Dargestellt ist das Ergebnis der qRT-PCR der NFAT1-Knockdown-Zelllinie F4. Es

konnte ein Knockdown von 17 % erreicht werden. Da die Analyse nur als Einfachbe-
stimmung durchgefiihrt wurde, konnte keine statistische Auswertung erfolgen.
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Abb. 27: NFAT2-Knockdown-Kontrolle

Dargestellt ist das Ergebnis der gqRT-PCR der NFAT2-Knockdown-Zelllinien B5 und
E5. B5 hat einen Knockdown der langen Isoform, E5 weist einen kompletten Knock-
down auf von ca. 10 %. Da die Analyse nur als Einfachbestimmung durchgefihrt wur-
de, konnte keine statistische Auswertung erfolgen.
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Abb. 28: NFAT4-Knockdown-Kontrolle

Dargestellt ist das Ergebnis der qRT-PCR der NFAT4-Knockdown-Zelllinie 29. Es
konnte ein Knockdown von 15 % erreicht werden. Da die Analyse nur als Einfachbe-
stimmung durchgefiihrt wurde, konnte keine statistische Auswertung erfolgen.

Fir den Transplantationsversuch wurde das NOD-scidlL2Rgamma™-Maus-
modell verwendet. Dieses Modell weist Defekte in der B-, T- und NK-
Zellentwicklung auf und eignet sich bevorzugt fir Untersuchungen der Patho-

genese hamatologischer Neoplasien (Nakamura et al., 2005).

Es wurden pro Zelllinie funf Tiere n = 5 verwendet. Jede Maus bekam 100 pl
Zellsuspension s.c. gespritzt (2.2.6.3). Nach 28 Tagen wurden die Tiere mit CO,
euthanasiert. In dieser Zeit entwickelte jedes Tier ein Lymphom an der Einstich-
stelle, das teilweise die Haut und den Muskel infiltrierte. Der Tumor von jedem

Tier wurde prapariert und die Tumormasse bestimmt.
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Abb. 29: Tumormasse im Vergleich zwischen den einzelnen Knockdown-Zelllinien

Dargestellt ist das Ergebnis der Auswertung des Tierversuchs. Nach der Préparation
aller Tiere wurde der Tumor gewogen (5 Tumore pro Zelllinie (n = 5)). Auf der Ordinate
ist die Tumormasse aufgetragen. Auswertung mit SEM, p - Wert.

Abb. 29 zeigt das Ergebnis des Tierversuchs. Im Vergleich zur scramble- Nega-
tivkontrolle entwickelten die Tiere, die mit den NFAT1- und NFAT4-Knockdown-
Zelllinien F4 und 29 transplantiert wurden, deutlich kleinere Tumoren. Der
NFAT2-Knockdown der langen Isoform weist mit Abstand den gréf3ten Tumor
auf, wobei der komplette NFAT2-Knockdown E5 eine ahnliche Tumormasse
zeigt wie die in F4 und 29. Die Ergebnisse des Experiments waren nicht signifi-
kant.
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4 Diskussion

NFAT-Transkriptionsfaktoren wurden erstmals im Jahr 1988 in humanen Jurkat
T-Zell-Leukamie Zellen beschrieben (Shaw et al., 1988). Durch spatere Unter-
suchungen konnte die Expression der verschiedenen NFAT-Familienmitglieder
unter anderem auch in B-Zellen belegt werden (Ho et al., 1995, Yaseen et al.,
1993, Timmerman et al., 1997). Die NFAT-Aktivierung wird in den B-Zellen
meist durch den BCR stimuliert und fihrt Gber den Calcium/Calcineurin-
Aktivierungsweg zur Dephosphorylierung von NFAT und dessen Translokation
in den Zellkern (Engelke et al., 2007). Fehlregulation in der NFAT-
Signallbertragung ist assoziiert mit verschiedenen Tumorerkrankungen, ein-
schliel3lich Leukamien und Lymphomen (Marafioti et al., 2005, Medyouf et al.,
2007, Lenz et al., 2008). Dauerhafte Aktivierung von Calcineurin in B- und T-
Zell-Lymphomen unterstreicht die bedeutungsvolle Rolle der NFAT-
Transkriptionsfaktoren in diesen Tumorerkrankungen (Medyouf et al., 2007). In
dieser Arbeit wurden die NFAT-Transkriptionsfaktoren in CLL-Zellen in vitro un-
tersucht und in Hinblick auf die Proliferation, den Zellzyklus und die Apoptose
charakterisiert. Anschlieend wurde im Tierversuch das Tumorwachstum unter-

sucht.

41 NFAT1

Zahlreiche Studien beschreiben die Rolle von NFAT1 in B-Zellen. Es wurde ge-
zeigt, dass NFAT1 in B-Zellen exprimiert wird und fur deren Entwicklung und
Funktion erforderlich ist (Ranger et al., 1998, Peng et al., 2001). /n vitro - und in
vivo-Untersuchungen belegen, dass ein Knockdown von NFAT1 eine lympho-
zytare Hyperproliferation bewirkt, die zu Splenomegalie und follikularer B-Zell-
Expansion fuhrt (Hodge et al., 1996, Xanthoudakis et al., 1996). Aullerdem
entwickelten NFAT1-defiziente Mause spontane B-Zell-Neoplasien (May et al.,
2014). Ein NFAT1/NFAT4-Doppelknockdown zeigt einen Uberempfindlichen
BCR und eine erhdhte Zahl an reifen B-Zellen (Samanta et al., 2005). Zudem
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wurde gezeigt, dass NFAT1 den Zellzyklus und die Zellproliferation kontrolliert,
indem es an den Promotor von Cyclin E1 und E2 bindet und damit den Uber-
gang von der G1-Phase in die S-Phase unterdrickt (Teixeira et al., 2016). Zu-
sammengefasst sprechen die Daten fur eine Tumorsuppressorrolle von NFAT1
in verschiedenen Zelltypen. Das Ergebnis der Untersuchung der in vitro- Prolife-
ration in dieser Arbeit belegt diese These. Der NFAT1-Knockdown zeigte eine
deutlich héhere Proliferation als die scramble-Negativkontrolle. (3.2.2 Abb. 15).
Die Analyse der Apoptose ergab eine hohere Apoptoserate der Zellen mit
NFAT1-Knockdown im Vergleich zur Negativkontrolle. Es zeigte sich ein schnel-
lerer Ubergang in die friilhen und spaten Apoptosephasen (3.3.1 Abb.19). Wei-
terhin zeigte die Analyse des Zellzyklus' weniger Aktivitat bei Zellen mit NFAT1-
Knockdown. Es wurden weniger Zellen in der S-Phase gemessen und daflr
mehr in der GO/G1-Phase (3.3.2 Abb. 23). Die Tumoruntersuchung im Tiermo-
dell zeigte, dass die Transplantation der NFAT1-Knockdown-Zellen zu kleineren
Tumoren fuhrte als die Negativkontrolle (3.4 Abb. 29). In der Literatur werden
einerseits onkogene Eigenschaften von NFAT1 beschrieben, wie zum Beispiel,
dass NFAT1 die Zellmigration und -invasion des Mamma- und Kolonkarzinoms
fordert (Jauliac et al., 2002) und eine Progression im Zellzyklus des intraepithe-
lialen Pankreaskarzinoms bewirkt (Baumgart et al., 2012). Andererseits wird
dargestellt, dass NFAT1 in nasopharyngealen Tumoren herab-reguliert ist
(Zhang et al., 2019). Zusammenfassend kann man sagen, dass NFAT1 beide
Eigenschaften besitzt, onkogene sowie tumorsuppressive Aktivitat, abhangig
vom Zelltyp. AulRerdem muss der zellulare Kontext mitbericksichtigt werden,
wobei die Mehrzahl der Studien eher eine Tumorsuppressorrolle fur NFAT1 be-

schreiben.

4.2 NFAT2

In zahlreichen Studien wurde nachgewiesen, dass neben NFAT1 auch NFAT2
in B-Zellen exprimiert wird und fur deren Entwicklung und Funktion von ent-

scheidender Bedeutung ist (Ranger et al., 1998, Peng et al., 2001, Berland and
Wortis, 2003). Weitere Untersuchungen belegen, dass NFAT2 eine bedeutende

81



Rolle in der Pathogenese von onkologischen Erkrankungen spielt. Mehrere
Studien berichten Uber eine Fehlregulation der Calcium/Calcineurin/NFAT2-
Signalubertragung in hamatologischen Tumorerkrankungen und unterstreichen
damit die onkogene Natur von NFAT2 (Muller and Rao, 2010, Mancini and
Toker, 2009). In einer Untersuchung konnte nachgewiesen werden, dass
NFAT2 in den Diffus-grozelligen B-Zell-Lymphomen (DLBCL), Burkitt-
Lymphomen, manchen T-Zell-Lymphomen sowie in der CLL Uberexprimiert und
im Zellkern lokalisiert ist (Marafioti et al., 2005). In einer Reihe von Studien wur-
de versucht, die Eigenschaften von NFAT2 zu beschreiben. In vivo Untersu-
chungen zeigten einen erheblichen Rickgang der Proliferation und eine erhdhte
Apoptoserate in NFAT2-defizienten B-Zellen (Marklin et al., 2020b). Untersu-
chungen an B-Zell-Lymphomen ergaben, dass NFAT2 dort eine herausragende
Rolle spielt, in dem es die Lymphomzellen am Leben erhalt und gegen die
Apoptose durch das Senden von Uberlebenssignalen agiert (Pham et al., 2005,
Fu et al., 2006). Zusammengenommen sprechen die Daten flr eine entgegen-
gesetzte Rolle von NFAT1 und NFAT2 in peripheren B- und T-Zellen und in der
Tumorgenese. Auch die Untersuchungen dieser Arbeit sprechen fur eine onko-
gene Aktivitat von NFAT2. Die Analyse der Apoptose in den Zellen mit NFAT2-
Knockdown ergaben eine hohere Apoptoserate als in der Negativkontrolle
(3.3.1 Abb. 20). Die Tumoruntersuchung im Tiermodell spiegelte ebenfalls diese
Tendenz wider. Implantierte Zellen mit NFAT2-Knockdown ergaben einen klei-

neren Tumor als die Zellen der Negativkontrolle (3.4 Abb. 29).

Der NFAT2-Transkriptionsfaktor hat eine Besonderheit, die ihn von den ande-
ren NFAT-Proteinen unterscheidet. Es wird sowohl eine lange als auch eine
kurze Isoform exprimiert. Der kurzen Isoform von NFAT2 werden antiapoptoti-
sche, proliferationsfordernde und onkogene Eigenschaften zugeschrieben
(Bhattacharyya et al., 2011, Nayak et al., 2009, Robbs et al., 2008). Es wurde
beobachtet, dass B-Zellen aus der Milz nach Stimulation vorwiegend die kurze
Isoform exprimieren (Bhattacharyya et al., 2011, Hock et al., 2013). Unter Sti-
mulation zeigen B-Zellen mit NFAT2-Knockdown eine hohere Apotoserate als

Wildtyp B-Zellen. Dies deutet auf eine antiapoptotische Aktivitat von NFAT2 hin
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und gilt besonders fur die kurze NFAT2-Isoform, die unter diesen Konditionen
bevorzugt exprimiert wird (Bhattacharyya et al., 2011). Die starke Induktion der
kurzen NFAT2-Isoform unter Rezeptorstimulation verleitet zur Spekulation, dass
hohe Konzentrationen der kurzen NFAT2-Isoform gegen Apoptose schutzen
konnen, wahrend niedrige Konzentrationen das Gegenteil bewirken. Eine ande-
re Studie konnte nachweisen, dass die Uberexpression der kurzen NFAT2-
Isoform zu einer erhdhten Proliferation und zur Zelltransformation fuhrt (Robbs
et al., 2008).

Bei den Untersuchungen dieser Arbeit konnten die antiapoptotischen und
proliferationsfordernden Eigenschaften der kurzen Isoform von NFAT2 in allen
durchgefuhrten Versuchen belegt werden. Beim Knockdown-Nachweis am An-
fang dieser Arbeit wurde zunachst bestatigt, dass die Zelllinie BS tatsachlich nur
die kurze NFAT2-Isoform exprimiert (3.1.3 Abb. 13). Im Proliferationstest in vitro
weist B5 das grofte Zellwachstum auf, groRer als beim kompletten Knockdown
und groRer als in der Negativkontrolle (3.2.2 Abb. 16). Die Zellzyklusanalyse in
vitro belegt ebenfalls das hoéchste Wachstum in der Zelllinie mit der kurzen
NFAT2-Isoform. Es wird deutlich, dass B5 jeweils die meisten Zellen in der S-
und G2/M-Phase aufweist. In der GO-Phase hat B5 die wenigsten Zellen. Also
verlassen die Zellen mit der kurzen NFAT2-Isoform am ehesten die GO-Phase
und gehen schneller in die S- und die G2/M-Phase uber (3.3.2 Abb. 24). Die
Analyse der Apoptose in vitro unterstreicht wiederum die oben beschriebenen
Daten. Die Zelllinie mit der kurzen NFAT2-lsoform weist die niedrigste
Apoptoserate auf und die meisten lebenden Zellen im Vergleich zum komplet-
ten Knockdown und der Negativkontrolle (3.3.1 Abb. 20). Beim Transplantati-
onsversuch entwickelten die Tiere, die die Zellen mit der kurzen NFAT2-Isoform

transplantiert bekommen hatten, mit Abstand den gréf3ten Tumor (3.4 Abb. 29).

Gegenteilige Ergebnisse lieferten die Untersuchungen des kompletten NFAT2-
Knockdowns in der Proliferations- und Zellzyklusanalyse. Zellen mit komplettem
NFAT2-Knockdown zeigten eine hohere Proliferation und ein hoheres Wachs-

tum in der Zellzyklusanalyse als die Negativkontrolle. Die Werte waren aller-
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dings immer noch niedriger als die der Zellen mit dem Knockdown der kurzen
NFAT2-Isoform (3.2.2 Abb. 16 und 3.3.2 Abb. 24). Dieses Ergebnis kann ver-
muten lassen, dass die onkogenen Eigenschaften von NFAT2 eher durch die
Regulation der Apoptose vermittelt werden als durch die Regulation des Zell-
zyklus' wie es bei NFAT1 der Fall ist.

4.3 NFAT4

Erste Untersuchungen an NFAT4 belegen, dass es uberwiegend im Thymus
exprimiert wird und deutlich weniger in den peripheren Organen des Immunsys-
tems auftritt (Hoey et al., 1995, Masuda et al., 1995). NFAT4 zeigt die hochste
Expression in T-Zellen, wo es deutlich starker als andere NFAT-Proteine expri-
miert wird. In einer anderen wegweisenden Studie wurden NFAT4-defiziente
Mause generiert, die eine um 50 % reduzierte Anzahl an peripheren T-Zellen
zeigten, was auf eine erhOhte Apoptoserate zuruckgefuhrt werden konnte
(Oukka et al., 1998). Es lasst sich der Schluss ziehen, dass NFAT4 eine her-
ausragende Rolle bei der Entwicklung und Reifung von T-Zellen spielt. Weitere
Studien, die sich mit den NFAT-Proteinen in B-Zellen beschaftigten, beschrie-
ben eine Beteiligung von NFAT4 und NFAT1 bei der Expansion von reifen B-
Zellen. Mause, die in ihren B-Zellen defizient fir NFAT1 und NFAT4 sind,
zeigen eine Uberempfindlichkeit des BCRs wahrend der Stimulation und weisen
eine erhohte Anzahl an reifen B-Zellen auf, was auf die antiproliferative Eigen-
schaft von NFAT4 hindeutet (Samanta et al., 2005). Desweiteren wurde eine
direkte proapoptotische Aktivitat fur NFAT4 nachgewiesen (Kondo et al., 2003).

Obwohl NFAT4 eine grol3e Rolle bei der Proliferation der T-Zellen spielt, kann
eine Tumorsuppressorrolle trotzdem in Betracht gezogen werden. Mause mit
NFAT4-Knockdown waren anfalliger fur die Entwicklung eines T-Zell-Lymphoms
nach Infektion mit dem Leukamievirus SL3-3 als Wildtypmause. Dies zeigte,
dass NFAT4 auch als Tumorsuppressor agieren kann (Glud et al., 2005). Die
nicht-onkogene Eigenschaft belegt auch eine weitere Untersuchung, deren Er-

kenntnisse unter anderem zeigten, dass das NFAT4-Gen bei Non-Hodgkin-
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Lymphomen haufig inaktiviert ist (Aya-Bonilla et al., 2014). Eine weitere Studie
zeigte passend zu diesen Beobachtungen, dass NFAT4 hypermethyliert und
somit ausgeschaltet ist in den meisten Tumorentitaten (Lotesto et al., 2020).

Bei den Untersuchungen in dieser Arbeit konnte die antiproliferative Eigenschaft
von NFAT4 ebenfalls belegt werden. Bei der Proliferationsanalyse in vitro zeig-
ten die NFAT4-Knockdown-Zellen einen hdoheren Proliferationszuwachs als die
Negativkontrolle (3.2.2 Abb. 17).

Obwohl eine proapoptotische Eigenschaft von NFAT4 bei den B-Zellen in der
Literatur beschrieben wurde, konnte sie bei der Apoptoseanalyse in dieser Ar-
beit nicht belegt werden. Die NFAT4-Knockdown-Zellen wiesen eine hdhere
Apoptoserate und einen schnelleren Ubergang in die friihe und spéate
Apoptosephasen auf (3.3.1 Abb. 21). Auch die Zellzyklusanalyse ergab eine
geringere Expression von NFAT4 und mehr Zellen in der GO/G1-Phase bei den
NFAT4-Knockdown-Zellen im Vergleich zur Negativkontrolle (3.3.2 Abb. 25).
Obwohl es bereits gezeigt wurde, dass der NFAT4-Knockdown in vivo zu einem
erhdéhten Untergang von T-Zellen fihren kann (Oukka et al., 1998), gibt es kei-
ne klaren Hinweise in der Literatur, wie sich der NFAT4-Einzelknockdown auf
die Proliferation und Apoptose in den B-Zellen auswirkt. Im Transplantations-
versuch in vivo entwickelten die Tiere, die mit Zellen mit NFAT4-Knockdown
transplantiert worden waren, einen kleineren Tumor als die Tiere der Negativ-
kontrolle (3.4 Abb. 29).

Die Erkenntnisse dieser Arbeit und die Recherche in der Literatur lassen den
Schluss ziehen, dass NFAT4 mehrere unterschiedliche, zum Teil auch gegen-
satzliche Eigenschaften haben kann. Wichtig dabei ist, den Zelltyp und den zel-
lularen Kontext zu beachten. Die antiproliferative Eigenschaft in den B-Zellen
aulert sich am Ausmaly der BCR-Empfindlichkeit. Das antiapoptotische Merk-
mal kommt bei der Entwicklung und Reifung der T-Zellen im Thymus zum Vor-
schein und die Tumorsuppressorrolle dul3ert sich auf Genomebene (Samanta et
al., 2005, Oukka et al., 1998, Glud et al., 2005, Aya-Bonilla et al., 2014).
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4.4 Schlussfolgerung

In dieser Arbeit wurden die NFAT-Transkriptionsfaktoren 1, 2 und 4 einzeln im
Hinblick auf die Proliferation, Apoptose, Zellzyklus und Tumorentwicklung in
CLL-Zellen charakterisiert.

Die Bedingungen der Versuche zur Analyse der Apoptose und des Zellzyklus'
konnten in mehreren Versuchen nicht exakt reproduziert werden. Da aufgrund
einer sehr hohen Varianz der ermittelten Messwerte eine sinnvolle statistische
Auswertung nicht moéglich war, werden in diesen Fallen lediglich reprasentative

Experimente gezeigt.

Die in der Literatur beschriebene Tumorsupressorrolle bzw. antiproliferative Ei-
genschaft fur NFAT1 konnte nicht in allen Versuchen dieser Arbeit belegt wer-
den. An dieser Stelle ist es wichtig zu unterstreichen, dass die antiproliferative
Eigenschaft von NFAT1 in der Kontrolle und Regulation im Zellzyklus zum Vor-
schein kommt (Teixeira et al., 2016). Andere Studien liefern durchaus gegentei-
lige Ergebnisse, namlich auch eine onkogene Rolle von NFAT1 (Baumgart et
al., 2012, Jauliac et al., 2002). Die Tatsache, dass die Studien an unterschiedli-
chen Zelltypen, Tumortypen und im unterschiedlichen zellularen Kontext durch-
gefuhrt wurden, legt nahe, dass die Bestimmung der Eigenschaft von NFAT1 all
diese Bedingungen berucksichtigen muss. In der CLL konnte die antiproliferati-

ve Eigenschaft von NFAT1 in dieser Arbeit bestatigt werden.

Viele Studien beschreiben die enorme Bedeutung von NFAT2 in B-Zell-
Lymphomen. In dieser Arbeit konnte der komplette NFAT2-Knockdown mit der
isolierten Expression der kurzen NFAT2-Isoform direkt miteinander verglichen
werden. Eine klare onkogene Tendenz der kurzen Isoform konnte in allen Ver-
suchen nachgewiesen werden. Der komplette NFAT2-Knockdown zeigte nur in
der Apoptoseanalyse eine hohere Apoptoserate und im Tierversuch einen klei-
neren Tumor als die Negativkontrolle, was als Hinweis auf die antiapoptotische

Eigenschaften von NFAT2 gedeutet werden kann.
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NFAT4 spielt eine bedeutende Rolle in der Entwicklung der T-Zellen (Oukka et
al., 1998). Untersuchungen von NFAT4 an verschiedenen Zelltypen und Tumo-
rerkrankungen ergaben zum Teil gegenteilige Eigenschaften. Die in der Litera-
tur beschriebene antiproliferative Eigenschaft konnte ebenfalls in dieser Arbeit
nachgewiesen werden. Im Ubrigen scheint NFAT4 abhéngig vom Zelltyp und
der jeweiligen Tumorerkrankung unterschiedliche Aktivitdtsmechanismen zu

haben.

In dieser Arbeit wurden die verschiedenen NFAT-Proteine jeweils mit der Nega-
tivkontrolle verglichen und daraus die entsprechenden Schlussfolgerungen ge-
zogen. Es wurde davon abgesehen, die NFAT-Proteine untereinander zu ver-
gleichen, weil es einerseits beim jeweiligen Knockdown zu unterschiedlichen
Expressionsniveaus anderer NFAT-Proteine kam (Ergebnis nicht dargestellt),
deren Einfluss unbekannt und mit den verwendeten Methoden nicht objektiv
messbar ist, und andererseits weil, die NFAT-Proteine an unterschiedlichen
Stellen im Zellstoffwechsel eingreifen. Der Einfluss anderer NFAT-Proteine auf
den jeweiligen Knockdown konnte den Gegenstand weiterer Studien darstellen.
Interessant ware es ebenfalls, zu untersuchen, welche Expression und Eigen-
schaften NFAT1 und NFAT4 in den Lymphozyten der an CLL erkrankten Pati-

enten haben.

Auch wenn die Tendenz der Ergebnisse in der Literatur und in dieser Arbeit zu
antiproliferativen Eigenschaften und einer Tumorsuppressorrolle von NFAT1
und NFAT4 neigt, bleibt es weiterhin mit anderen Methoden genauer zu unter-
suchen, welche Eigenschaften und Mechanismen diese Proteine in der CLL
haben.

Aufgrund der eindeutigen Ergebnisse der bereits durchgefuhrten Studien und
dieser Arbeit Uber die Rolle von NFAT2 und dessen kurzen Isoform in der CLL
lasst sich schlussfolgern, dass der Aktivierungsweg und die molekularen Eigen-

schaften des Proteins groRes therapeutisches Potential bergen.
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5 Zusammenfassung

Die Chronische lymphatische Leukamie (CLL) gehoért zu den niedrig malignen
Non-Hodgkin-Lymphomen (NHL) und ist mit einer Inzidenz von 4-6/100000/Jahr
die haufigste Leukamieform im Erwachsenenalter. Die CLL ist eine extrem hete-
rogene Erkrankung und nach wie vor mit Chemotherapie nicht heilbar. Es gibt
verschiedene Medikamente, die das Fortschreiten der Erkrankung aufhalten
und die Symptome mildern, aber nicht zu einer vollstandigen Heilung fuhren.
Deshalb ist es von enormer Bedeutung die Pathogenese der CLL so detailliert
wie moglich zu verstehen, um den hohen Bedarf an neuen Therapieansatzen

decken zu konnen.

Zahlreiche Studien haben herausgefunden, dass NFAT-Transkriptionsfaktoren
eine grof3e Rolle innerhalb des Immunsystems und bei der Pathogenese von
hamatopoetischen Erkrankungen besitzen. In dieser Arbeit wurden die Tran-
skriptionsfaktoren NFAT1, NFAT2 und NFAT4 im Hinblick auf die Proliferation,
Apoptose, Veranderungen im Zellzyklus und Tumorinduktion in vitro und im
Tierversuch untersucht. Dafur wurde ein stabiler plasmidkodierter shRNA-
Knockdown der NFAT-Proteine in der CLL-Zelllinie MEC1 induziert. Die Knock-
down-Zelllinien wurden von Jonas Heitmann zur Verfiugung gestellt, da deren

Generierung nicht Gegenstand dieser Arbeit war.

In mehreren Studien wurde NFAT2 eine bedeutende Rolle in der Pathogenese
von B-Zell-Lymphomen zugeschrieben. In dieser Arbeit konnten diese Ergeb-
nisse ebenfalls belegt werden, vor allem aber die onkogene Natur der kurzen

NFAT2-Isoform war in allen durchgefiihrten Untersuchungen eindeutig.

Die in der Literatur beschriebene Tumorsuppressorrolle von NFAT1 und NFAT4
konnte nicht in allen Untersuchungen belegt werden. Wie in den Studien zuvor,
lasst sich auch hier der Schluss ziehen, dass diese Transkriptionsfaktoren an
verschiedenen Stellen im Zellstoffwechsel eingreifen und aus diesem Grund bei

den Analysen von NFAT1 und NFAT4 der Zelltyp und der zellulare Kontext bei
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den Ergebnissen mitberucksichtigt werden muissen. Nachfolgestudien sollten
daher mit anderen Untersuchungsmethoden untersuchen, welche Eigenschaf-
ten und Mechanismen diesen Proteinen in der CLL zugeschrieben werden

kann.
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