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1  Einleitung

Krebs ist eine der Haupttodesursachen in den westlichen Industrienationen. Es ist bekannt,
dass die Entstehung von Krebs auf genetischen Veranderungen der Zelle beruht, die tber das
Eingreifen in wichtige Signalwege zu Zellwachstum, Zellteilung und Resistenz gegenuber
dem programmierten Zelltod fihren. Ein solcher Signalweg ist der NF-kB-Weg. Eine
Fehlregulation innerhalb dieses Signalweges konnte bereits in mehreren Krebsentitaten
gezeigt werden (1). Der NF-kB-Weg wird unter anderem durch das Tumorsuppressorgen A20
reguliert (2). In dieser Arbeit soll untersucht werden, wie A20 den NF-kB-Weg in Zellen

kutaner T-Zell-Lymphome und gesunden T-Zellen beeinflusst.

1.1 Der NF-xB-Signalweg

Die Transkriptionsfaktorenfamilie Nukledarer Faktor-kB (NF-kB) ist die zentrale
Koordinationsstelle des angeborenen und des erworbenen Immunsystems, der
Entzindungsreaktion sowie der Zellantwort auf Stress (1). Zudem stellt NF-xB das
Bindeglied zwischen Entziindung und Krebs dar (3). NF-kB wurde zuerst als Regulator der
Expression Leichtkette k in B-Zellen entdeckt (4). Die Gemeinsamkeit der NF-kB-Molekiile
ist die Fahigkeit zur Bindung an spezifische «B-Bindungsstellen auf der DNA im

Promotorbereich ihrer Zielgene.

Die Familie besteht aus p50, p52, Rel-A, Rel-B und c-Rel, die in ihrer Struktur alle die Rel-
Homologie-Domane (RHD) aufweisen. Diese enthadlt die Nukledre Lokalisations-Sequenz
(NLS), die den Ubertritt der Transkriptionsfaktoren in den Zellkern erméglicht. Des Weiteren
wird die RHD benétigt fur die Bildung von Dimeren durch die NF-kB-Mitglieder- ein fir den
Ablauf des NF-kB-Wegs unerlasslicher Schritt-; fur die Bindung der DNA sowie fiir die
Interaktion mit Ankyrin-Wiederholungsmotiven, die die Gruppe der Inhibitoren des kB (IkB)

kennzeichnen.

Zu den IkB gehoren IkBa, IkBp, IkBy, IkBe, IkB{, IkB-NS sowie Bcl-3. Die vier zuerst
genannten befinden sich im Zytoplasma der Zelle und hemmen NF-«kB iiber die Maskierung
der NLS, sodass keine Translokation in den Zellkern erfolgen kann. IkB(, IxkB-NS und Bcl-3

liegen im Zellkern vor und wirken dort auf die Transkriptionsfaktoren (5).



Die Freisetzung der NF-«xB-Molekile beruht auf dem Ubiquitin-abhéngigen Abbau der IkBs.
Dieser wird durch die IkB-Kinasen (IKK) ausgeltst (1). Diese sind auRerdem verantwortlich

fir die Kommunikation mit anderen Signalwegen, etwa dem p53- oder MAP-Kinase-Weg. (4)

Eine Besonderheit in der Inhibition findet sich bei p50 und p52. Diese werden als grofie
Vorlaufermolekdile gebildet- p50 als p105 (NF-kB1) und p52 als p100 (NF-kB2, siche S.26).
Der C-terminale Anteil dieser Molekule enthélt ebenfalls Ankyrin-Motive. Er kann daher die
RHD des eigenen Molekiils binden und als IkB fungieren. Auch die Bindung anderer NF-kB-
Molekiile ist moglich. So wird Rel-B im Heterodimer mit p100 von der Translokation in den
Zellkern abgehalten. Erst die Ubiquitin-abhangige Degradation des C-terminalen Abschnitts
setzt p50 und p52 mit DNA-Bindungs-Aktivitat frei. Doch auch diesen beiden Molekilen
fehlt die F&higkeit zur Transaktivierung, sodass Homodimere aus p50 oder p52 als
Repressoren der Transkription wirken (5). Insgesamt wird vermutet, dass die Diversitat der
Funktionen des NF-kB-Wegs unter anderem von der Mdglichkeit, unterschiedlichste Homo-

und Heterodimere zu bilden, abhéngt (4).

In den meisten Zelltypen wird NF-kB im Zytoplasma zuriickgehalten. Zum Ubertritt in den
Zellkern bedarf es der Aktivierung von NF-kB. Dafiir gibt es mehrere Signalwege, ausgelost
durch eine Vielzahl von Zytokinen, Wachstumsfaktoren oder Tyrosinkinasen. Je nach
angesprochenem Rezeptor wirken verschiedenste Molekile, zum Beispiel RIP, Ras, PKC
oder MALT1 an der Signaltransduktion mit, doch jeder dieser Wege mindet in eine IKK-
abhéngigen Degradation der IxBs mit daraus folgender Freisetzung von NF-«xB (1) [siehe
Abb. 1].

1.1.1 Der klassische Signalweqg

Typischerweise wird NF-xB aktiviert, wenn Molekiile der Tumor-Nekrose-Faktor-
Superfamilie, Zytokine oder Pathogene-associated molecular Patterns (PAMPs) an
Rezeptoren auf der Oberflache von Zellen des Immunsystems binden, also an Rezeptoren aus
der TNF-Rezeptor-Superfamilie, der IL-1-Rezeptor-Superfamilie oder an Toll-like-
Rezeptoren. Dadurch wird die IkB-Kinase  (IKKp) aktiviert. Diese phosphoryliert IxB. Das
flhrt zu dessen Ubiquitinylierung mit anschlieBendem Abbau durch 26S-Proteasome. Damit
liegt vor allem Rel-A frei im Zytoplasma und kann nach Dimerisierung in den Zellkern
wandern (5). Welche Zielgene dadurch aktiviert werden, hangt unter anderem von der Art der

Dimere ab, sodass je nach Zusammensetzung des NF-kB-Dimers eine spezifische Antwort

entsteht (6).



Der klassische Signalweg kommt vor allem im angeborenen Immunsystem vor (1).
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Abbildung 1 Der NF-xB-Signalweg

Die Aktivierung von NF-«B kann durch die Transaktivierung verschiender Rezeptoren
erfolgen und flhrt zur Translokation von NF-«B in den Zellkern. Genaueres siehe Text.

(aus: http://www.cellsignal.com/pathways/nk-kappab-signaling.jsp; ,,NF-kB Signaling*;
02.09.2010; 10:54)




1.1.2 Alternative Signalweqge

Es gibt noch weitere Rezeptoren, deren Stimulation zur Aktivierung des NF-kB-Signalweges
fihrt, unter anderem den LTp-Rezeptor sowie die Rezeptoren BAFFR und CD40 aus der
TNF-Rezeptor-Familie. Die Bindung ihrer Liganden LTalB2, Baff/BLys bzw. CD40L
aktiviert die Rezeptoren. Es folgt die Ubiquitin-abhdngige Degradierung von p100, sodass
p52 entsteht (5). Dieses besitzt jedoch keine Transaktivierungsdoméne. Um Gene zu
aktivieren, muss p52 ein Heterodimer mit RelA, RelB oder c-Rel bilden oder Bcl-3 als
Koaktivator rekrutieren (7). Dieser Signalweg tragt zur Entwicklung des Lymphsystems

sowie zur adaptiven Immunantwort bei (1).

Ein Rezeptor-unabhéngiger Weg zur Aktivierung von NF-«B wird durch UV-Strahlung
eingeleitet. Diese kann die Phosphorylierung von IxkBa auslosen, sodass 1kB degradiert und
NF-kB freigesetzt wird (8). Auch DNA-Schaden, reaktive Sauerstoffspezies oder

intrazellulare Pathogene kdnnen den NF-kB-Weg ohne extrazelluldre Stimulation aktivieren

(4).

Sors et al. konnten zeigen, dass die Vermittlung des NF-kB-Wegs in Zellen kutaner T-Zell-
Lymphome vor allem auf der Wirkung des Heterodimers p50/p65 bzw. des Homodimers
p65/p65 und damit auf dem klassischen Signalweg beruht. In der Zelllinie Hut78 wird durch

eine Mutation von p52 zusétzlich der alternative Pfad aktiviert (8) (9).

1.1.3 Physiologische und pathologische Funktionen des NF-kxB-Signalweges

Der NF-kB-Signalweg besitzt eine zentrale Rolle im Immunsystem. Einerseits kann er Gene
aktivieren, die flr Zytokine und andere Botenstoffe codieren und ist damit ein wichtiges
Element bei der Steuerung des Immunsystems. Weitere Zielgene aktivieren Apoptose
hemmende oder proliferationsfordernde Proteine, sodass das Uberleben und die Vermehrung
von Zellen mit aktiviertem NF-kB-Weg begiinstigt sind. So wird fir den Ubergang von der
G1- zur S-Phase im Zellzyklus neben den entsprechenden Cyclin-abh&ngigen Kinasen auch
Cyclin D bendtigt. Das Gen dafiir steht unter dem Einfluss eines kB-haltigen Promotors,
sodass NF-kB essentiell fiir den Ablauf des Zellzyklus und damit die Vermehrung von Zellen

ist.

Die Hemmung der Apoptose bietet physiologischerweise lymphatischen Zellen Schutz vor
einem Rezeptor-induzierten Tod und leistet damit einen wichtigen Beitrag zur Erzeugung
einer Immunantwort. Viele anti-apoptotische Proteine haben kB-Bindungsstellen in ihrem

Promotor, so etwa cFLIP (siehe S. 25); die Familie der Inhibitor of Apoptosis Proteine
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(IAPs), die Effektorcaspasen hemmen; sowie Bcl-xL aus der Bcl-2-Familie. Aullerdem kann
NF-«xB pro-apoptotische Proteine negativ regulieren.

Weiterhin aktiviert NF-kB die Transkription von Proteinen fiir die Zelladhédsion wie E-
Selektin; von Matrix-Metalloproteinasen und von pro-angiogenetischen Proteinen wie VEGF.
Eine Uberexpression dieser Proteine wiirde positiv zu Metastasierung und Angiogenese von
Tumoren Dbeitragen. Nicht zuletzt fordert NF-xB Entziindungen, indem es die
Cyclooxygenase-2 induziert und auRBerdem die Expression von Genen fir zum Beispiel die
MHC-Proteine oder Zytokine reguliert (1). Allerdings besteht die Aktivierung von NF-xB
physiologischerweise nur voribergehend, vermittelt unter anderem (ber negative
Feedbackmechanismen durch Proteine wie A20 (siehe S.12) oder CYLD (siehe S.31). Dies
soll ubermaRiges Wachstum bzw. unkontrollierte Vermehrung der Zellen verhindern. Eine
konstitutive Aktivierung des NF-xB-Signalwegs ist haufig kennzeichnend fiir maligne
Erkrankungen und kann in fast allen Gewebearten vorkommen. Ausgeldst durch aktivierende
genetische Veranderungen oder virale Onkoproteine tragt ein konstitutiv aktivierter NF-kB-
Weg zur Entstehung vieler maligner hdmatologischer oder epithelialer Erkrankungen bei,
etwa Leukamien, verschiedener Arten von Hodgkin- oder Non-Hodgkin-Lymphomen bzw.
Kolon-, Mamma-, Bronchial-, Pankreas- oder Prostatakarzinomen, Glioblastomen,
Melanomen oder Multiplen Myelomen. Wachstumsfaktor-unabhangige Proliferation,
Resistenz gegen Apoptose sowie erleichterte Metastasierung und Angiogenese stellen die
Folge der unkontrollierten NF-kB-Aktivierung dar (1).

Durch die standige Aktivierung des NF-kB-Wegs in prdmalignen Zellen und Zellen der
Mikroumwelt (Makrophagen, dendritischen Zellen, Neutrophilen, Mastzellen, T-Zellen und
B-Zellen) werden verstarkt Zytokine, Wachstumsfaktoren, angiogenetische Faktoren sowie
Proteasen gegen die extrazellulare Matrix produziert. Es kommt zu einem Teufelskreis, da
TNFa, IL-1 und IL-6 wiederum den NF-kB-Weg anderer Zellen aktivieren kdnnen. Neben
gesteigerter Proliferation und verminderter Apoptose fuhrt dies in den Zellen der
Mikroumwelt zur Produktion von Sauerstoffradikalen, die die DNA der pramalignen Zellen
weiter schadigen und in diesen zusammen mit dem konstitutiv aktivierten NF-xB-Weg zur
endgultigen Transformation fuhren kénnen (5). Neuere Untersuchungen zeigen zudem, dass
andererseits- gerade von Zellen kutaner T-Zell-Lymphome- auch immunsuppressive
Substanzen wie IL-10 und TGF ausgeschiittet werden, die eine Anti-Tumor-Reaktion des

Immunsystems unterdrticken (6).

11



Neben seinen Funktionen im Immunsystem spielt NF-xB auch im Knochenstoffwechsel eine
Rolle. Wird der Rezeptor RANK auf Osteoklasten-Vorldauferzellen durch seinen Liganden
RANKL besetzt, vermittelt NF-xB die Aktivierung der Osteoklastenfunktion. Es kommt zur
Knochenresorption und zur Freisetzung von TGFp, IGF, FGF, PDGF und BMP. Dieser Weg
spielt auch eine wichtige Rolle bei der Bildung von Knochenmetastasen. So wird etwa von
Mammakarzinomzellen das Parathormon-related Peptide gebildet, das die Expression von
RANKL an Stromazellen des Knochenmarks induziert. Damit wird die Osteoklastogenese
gesteigert. Die von den Osteoklasten freigesetzten Wachstumsfaktoren steigern wiederum die

Proliferation der Karzinomzellen sowie deren Produktion des Parathormon-related Peptide

).

Wie es zur konstitutiven Aktivierung des NF-kB-Wegs in den malignen Zellen kommt, ist
noch nicht genau verstanden. Zu den Proteinen, die den NF-kB-Weg negativ beeinflussen und
deren Verluste den Signalweg aus dem Gleichgewicht bringen konnen, zahlt das
Tumorsuppressorgen TNFAIP3 (A20). Dieses soll im néchsten Kapitel naher beleuchtet

werden.

1.2 Das Tumorsuppressorgen TNFAIP3 (A20)

Das Protein A20, auch TNFa-induziertes Protein 3 (TNFAIP3) genannt, ist Teil der zentralen
Regulation von Immunprozessen, da es den NF-kB-Signalweg negativ regulieren kann (10).
Diese Aufgabe erfillt es, indem es die Verknupfung von Molekiilen des NF-kB-Wegs mit
Ubiquitin steuert. Ein unkontrollierter NF-xB-Weg kann zur Kanzerogenese fiihren, sodass
A20 ein Tumorsuppressorgen ist (2). Die Expression von A20 kann in vielen Organen durch
unterschiedliche Stimuli induziert werden, unter anderem durch TNF-a und EBV (11). Die
starkste Expression wird in lymphatischen Organen wie Thymus oder Milz gefunden. In
ruhenden peripheren T-Zellen ist es konstitutiv aktiviert. Die T-Zell-Aktivierung fihrt zur
Abnahme der A20-Expression (12). Die weitere Regulation von A20 in T-Zellen erfolgt Gber
den CARMAL-Bcl10-MALT1-Komplex, der den T-Zell-Rezeptor mit dem klassischen NF-
kB-Weg verbindet. Durch Aktivierung des T-Zell-Rezeptors wird A20 in den MALT1-
Komplex rekrutiert, wo es abgebaut wird. Auch die micro-RNAs miR-125a und miR-125b
tragen zur Regulation bei. In Osteosarkomzellen konnte aulRerdem die Promotermethylierung

als Mechanismus zur Inaktivierung identifiziert werden (11).
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1.2.1 Das Ubiquitin-System

Ubiquitin ist ein Molekdl, das zur Markierung an Proteine gekoppelt werden kann. Die Art
der Ubiquitin-Bindungsstelle determiniert das Schicksal der Proteine: Die Bindung eines
einzigen Ubiquitins, einer linearen Ubiquitinkette oder die Verknupfung einer Ubiquitinkette
mit dem 63. Lysin eines Proteins fihrt zur Aktivierung dieses Proteins. Erfolgt die
Ubiquitinbindung dagegen am 11. oder 48. Lysin, ist das Protein zum Abbau durch ein

Proteasom bestimmt.

Zur Ubiquitinylierung sind drei Enzyme nétig: Das Ubiquitin-aktivierende Enzym E1 bindet
ATP- und Magnesium-abhéngig das Ubiquitinmolekil in einer energiereichen
Thioesterbindung an sich. Das Ubiquitin-konjugierende Enzym E2 ubernimmt das
Markermolekul in einer zweiten Thioesterbindung. E2 interagiert nun mit einer Ubiquitin-
Ligase (E3), die das Substrat fiir die Ubiquitinylierung tragt. Folge dieser Interaktion ist die
Verkniupfung des Ubiquitins von E2 mit dem Substrat von E3.

Die so entstandenen Ubiquitinketten stellen das Ziel von Proteinen mit Ubiquitin-bindenden
Doménen (UBDs) dar. Sie wirken als Ubiquitinrezeptoren und binden an die Ketten, die sie
zusammen mit dem Ubiquitin-markierten Protein zu deren Bestimmungsort bringen kdnnen,
etwa zu einem Proteasom. DUB-Molekiile, deubiquitinylierende Proteasen, sind dagegen fur
die Entfernung von Ubiquitin-Molekilen zustdndig, sodass die Ubiquitinylierung ein

reversibler Vorgang ist (2).

1.2.2 Aufbau und Funktion von A20

A20 ist ein aus 790 Aminosauren bestehendes, zytoplasmatisches Protein [s. Abb. 2]. Es wird

von Chromosom 6 in der Region g23 im TNFAIP3-Gen encodiert und fungiert als
inflammatorisches  early-response-Gen, nimmt also an frihen Ablaufen im
Entzindungsprozess teil. In den meisten Zellen weist das Protein kaum basale Aktivitét auf,
aufer in T- und B-Zellen. Erfolgt in der Zelle die Aktivierung des NF-kB-Wegs, wirkt NF-xB
als Booster, der die Transkription des Gens zusétzlich aktiviert (13). Der A20-Promoter weist

zwei NF-kB-Bindeelemente auf (11).

Das AZ20-Molekil besitzt C-terminal sieben Zinkfingermotive (ZnFl- ZnF7). Diese
konservierte Struktur ist imstande, Ubiquitin zu binden. Damit besitzt A20 eine intrinsische
Ubiquitin-Ligase-Aktivitat, fur die besonders Zinkfinger 4 verantwortlich ist. Resultat der
Ubiquitin-Konjugation sind Lys48-verkniipfte Ketten, sodass TNFAIP3 Proteine flr den
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proteasomalen Abbau terminieren kann. Der genaue Mechanismus, mit dem A20 Ubiquitin
mit dessen Zielproteinen verknupft, ist allerdings noch nicht geklart.

N-terminal dagegen liegt eine Ovarian Tumor- (OTU-) Domane. Diese wiederum wirkt als
deubiquitinylierende Protease (DUB). A20 vereinigt damit zwei gegensatzliche Funktionen in

einem Molekadil, die in der Steuerung des NF-kB-Wegs zusammenarbeiten (2).

4 T T &7 L T *»N » & rean

——: ZF ZF=-2ZF ZF=ZF == ZF = ZF

W non senss mubation
& deletioninssrtion cawsing frameshifi
¥ replacement mutation

Abbildung 2 Aufbau von A20

Das Protein enthélt N-terminal eine OTU-Doméne sowie C-terminal sieben Zinkfinger.
Darlber eine schematische Darstellungen der Lokalisationen einiger Mutationen bei

Hodgkin-Lymphomen. (14)

1.2.3  Wirkung von A20 im NF-xB-Signalweqg

A20 wurde zuerst beschrieben als TNF-a-induziertes Gen in humanen Endothelzellen der

Vena umbilicalis. Auch eine Behandlung mit IL-1p sowie LPS induzierte das Gen (15). Die
drei genannten Stoffe flihren alle zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-xB, der an
zwei kB-Bindungsstellen im A20-Promotor andocken kann. Als Konsequenz der TNFAIP3-
Aktivierung folgt Gber die Hemmung des NF-kB-Signalwegs die Inhibition der eigenen

Expression, sodass A20 in einer negativen Feedback-Schleife im NF-kB-Weg wirkt.

Das Tumorsuppressorgen fungiert dabei proximal des IKK-Komplexes. Substrate sind unter
anderem TRAF2, IkBy sowie TRAF6 und RIP1. Die beiden letztgenannten Molekiile werden
nach Aktivierung des TNF-Rezeptors 1 ubiquitinyliert und kdnnen dadurch das Fortschreiten
des NF-kB-Signalwegs sichern. Es wird angenommen, dass diese beiden Stoffe
Angriffspunkte der OTU-Domdne wvon A20 sind, sodass Lys63-verbundene
Ubiquitinmolekile entfernt werden und so die Signalkaskade gestoppt wird (2). Auch bei
MALT1 kann eine Deubiquitinylierung erfolgen, was die Interaktion zwischen MALT1 und
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dem IKK-Komplex stoppt und damit als negative Regulation der IKK-Aktivitat wirkt (11). In
einer 2014 veroffentlichten Publikation weisen jedoch Knock-in-M&use, denen die
Deubiquitinase-Aktivitat von A20 fehlt, eine normale NF-«kB-Aktivitdt auf, sodass das

bisherige Konzept in Frage gestellt wird (16).

An RIP1 kann zusétzlich mithilfe des ZnF4 Ubiquitin an Lysin-48 angehangt werden, sodass
es proteasomal degradiert wird.

Eine andere Methode wendet A20 bei TRAF2 an, das mittels ZnF7 zur Membran eines

Lysosoms befdrdert und dadurch dem Proteasom-unabhangigen Abbau zugefihrt wird (2).

Zu den biologischen Konsequenzen, die durch die Hemmung des NF-kB-Wegs durch A20
entstehen, zahlen unter anderem die Hemmung von Entzindung oder Zellproliferation.
Daneben kann das Protein unter anderem Epithelzellen und Jurkat-Zellen (Zellen einer aus
einem T-Zell-Lymphom gewonnenen Zelllinie) vor TNFa-induzierter Apoptose schitzen,
indem es die Rekrutierung von RIP1 und dem Todessignal-Mediator TRADD an den
aktivierten TNF-Rezeptor verhindert. Ebenso bietet A20 einen gewissen Schutz vor der
Wirkung von p53 (13). A20-defiziente Zellen weisen eine erhéhte Anfélligkeit flr Apoptose
auf. Die Ursache hierfir liegt allerdings nicht in einem Verlust NF-kB-abhangiger
antiapoptotischer Proteine, da deren Expression aufgrund des verstérkt aktiven NF-kB-Wegs
ungestort ist. Vielmehr weisen diese Zellen aus den oben genannten Grinden eine erhohte
Anfélligkeit fir den TNF-induzierten Zelltod auf (17). A20 spielt damit unter anderem eine
essentielle Rolle in der HomQostase der adulten H&matopoese, da es Apoptose und
Entzindung verhindern kann (18).

Neben dem NF-kB-Weg tritt TNFAIP3 auch in anderen Signalwegen auf, darunter in Wegen
ausgeldst durch Todesrezeptoren oder Interferone sowie im JNK-Signalweg (19) (2).

1.2.4 Die Requlation von A20

Die wichtigste Methode zur Regulation von A20 besteht in der Restriktion der eigenen

Expression durch die negative Regulation von NF-kB. Daneben tragen aber auch andere
Molekiile zur A20-Funktion bei:

So ist die IKK2 imstande, A20 zu phosphorylieren, was dessen Fahigkeit zur Hemmung von
NF-xB fordert. Weiterhin wichtig ist das Molekil TAX1BP1. Es kann eine Verbindung

zwischen A20 und seinen Zielmolekilen RIP1 und TRAF6 herstellen; auRerdem stimuliert es
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die Komplexbildung mit den E3-Ligasen Itch und RNF11, die A20 fir die Inaktivierung des
NF-kB-Wegs bendtigt.

Des Weiteren gibt es auch A20-bindende Molekdle, die sogenannten ABINs. Dabei verbindet
ABIN-1 A20 mit der IKKy (NEMO), sodass diese Untereinheit von IkB deubiquitinyliert
werden kann. Das senkt wiederum die NF-kB-Aktivitat (13).

Neben diesen positiven Regulatoren von A20 gibt es in T-Zellen das Protein MALT1, das den
Tumorsuppressor negativ beeinflusst. Nach Stimulation des T-Zell-Rezeptors wird MALT1
aktiviert und zerschneidet A20, sodass es seine Funktion verliert. Das dient dazu, dass der
NF-kB-Weg nach Stimulation der Zelle ungehindert ablaufen kann (19). Im Diffusen
GroRzelligen B-Zell-Lymphom wurde eine verminderte Expression von A20-Protein

aufgrund einer Uberexpression der MicroRNAs miR-125a und miR-125b gefunden (20).

1.2.5 Storungen in der Expression von A20

Eine unkontrollierte Aktivitit von NF-xB kann zum Einen zu Uberempfindlichkeitsreaktionen
fuhren. Dementsprechend wurden A20-Alterationen in Féllen von Morbus Crohn, Psoriasis,
Rheumatoider Arthritis und Systemischem Lupus Erythematosus gefunden (2). Zum Anderen
spielt eine konstitutive Aktivitdt des Transkriptionsfaktors auch in vielen malignen
hamatologischen Erkrankungen eine ursichliche Rolle. So fand eine japanische Studie A20-
Deletionen in 21,9% der Non-Hodgkin-Lymphome, besonders in Diffusen Grof3zelligen B-
Zell-Lymphomen sowie Mantelzelllymphomen. Bei follikularen Lymphomen konnte sogar
ein Zusammenhang mit dem histologischen Grading festgestellt werden: Je hdoher die
Grading-Stufe, desto héher war auch der Prozentsatz der A20-Deletionen. Des Weiteren fand
man Deletionen im NK-Zell-Lymphom, im MALT-Lymphom und bei der adulten T-Zell-
Leukamie. Insgesamt ist die Deletion der Chromosomenregion 6q eine der haufigsten
Genalterationen in Non-Hodgkin-Lymphomen (21). Zu den Alterationen zahlen Mutationen,
Deletionen oder auch Promotormethylierungen. Die Mutationen beschranken sich im Gen
allerdings nicht auf eine bestimmte Stelle, sondern finden sich weit verstreut tber die Sequenz
(14). Meist sind beide A20-Allele defekt, wie es charakteristisch flir Tumorsuppressorgene
ist. Verkirzte A20-Proteine, die nur noch die OTU-Domane enthalten, weisen allerdings
immer noch ihre Deubiquitinylierungs-Aktivitat —auf, sodass vermutlich die
ubiquitinylierenden Zinkfinger hauptverantwortlich fur die Tumorsuppressorfunktion sind
(19). Der A20-Verlust bietet einen groflen Wachstumsvorteil fur die Zelle, die durch die
anhaltende NF-xB-Aktivierung sowohl zur Proliferation angeregt, als auch vor Apoptose

geschitzt ist (2).
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Demgegentber steht die A20-Expression in soliden Tumoren. Bei Plattenepithelkarzinomen,
etwa im Nasopharynxbereich, und Ostrogenrezeptor-negativen Mammakarzinomen wird A20
in manchen Féllen stark exprimiert, obwohl es in diesen Zellen physiologisch kaum
nachweisbar ist. Eine hohe A20-Expression geht hier mit einer schlechten Prognose einher.
Das zeigt, dass A20 in der Genese von Tumoren zelltypabhangig unterschiedliche Rollen
einnehmen kann (11) (13).

1.3 Kutane T-Zell-Lymphome

Kutane T-Zell-Lymphome sind neoplastische Verénderungen von reifen, epidermotropen
CD4-positiven T-Helfer-Zellen, die die Haut infiltrieren und schwere Hautlasionen

hervorrufen (22). Sie gehdren zu den T-Non-Hodgkin-Lymphomen (23).

Aufgrund vielseitiger Erscheinungsformen und haufig unspezifischer Symptome, die andere
Krankheiten wie atopische Dermatitis imitieren konnen, gestaltet sich die Diagnosefindung
schwierig. Durchschnittlich  liegen sechs Jahre zwischen dem Auftreten erster
Hauterscheinungen und der Diagnosestellung. Die beiden h&ufigsten Formen der kutanen T-
Zell-Lymphome sind Mycosis fungoides (MF) und das Sézary-Syndrom, wobei letzteres die
leukédmische Variante der Mycosis fungoides darstellt. Dort liegt eine Trias aus
Erythrodermie, Lymphadenopathie und Sézary-Zellen vor. Diese sind grofle, im Blut
zirkulierende Zellen mit einem stark gefurchten, zerebriformen Kern [s. Abb. 3].

Abbildung 3 Peripherer Blutausstrich beim Sézary-
Syndrom

e ﬁ Zwei Sézary-Zellen zwischen Erythrozyten (27).

Neuere Untersuchungen zeigen jedoch deutliche Unterschiede zwischen den Zellen der
beiden Entitdten: Wahrend Zellen des Sézary-Syndroms CCR7 und L-Selektin exprimieren,
welche fiir das Lymphknoten-Homing und die Zirkulation im peripheren Blut notwendig sind,
besitzen Mycosis fungoides-Zellen eher den Phanotyp der Haut-standigen Effektor-Memory-

T-Zellen. Die Subtypen unterscheiden sich auch genetisch (24) (25).
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1.3.1 Atiologie
Die genauen Ursachen fir die Entstehung eines kutanen T-Zell-Lymphoms sind noch unklar.

Es wurde ein Zusammenhang mit chronischen Entzindungen der Haut und
dementsprechender persistierender Stimulation der T-Zellen diskutiert (22). In einer 1987
verOffentlichten Studie an 53 Patienten mit Mycosis fungoides konnten keine statistisch
signifikanten Assoziationen von Mycosis fungoides zu beruflicher Chemikalienexposition,
bestehenden Hauterkrankungen, Sonnenexposition sowie Zigaretten- oder Drogenabusus
festgestellt werden. Einzig eine flr atopische Dermatitis positive Familienanamnese wies eine

solche Verknupfung auf (26).

1.3.2 Epidemiologie

Kutane T-Zell-Lymphome kommen doppelt so oft bei Mé&nnern wie bei Frauen vor und
haufiger bei Schwarzen als bei Weil3en (22). Erkrankt sind meist Erwachsene iber 60 Jahren
(27). Eine schwarzafrikanische Abstammung und steigendes Alter verschlechtern die

Prognose.

1.3.3  Klinik

Im Laufe der Zeit kénnen sich drei
Arten der Hautlasion entwickeln:
ekzematdse Herde, Plaques [s. Abb. 4]
und Tumoren. Generell beobachtet man
eine Progression von ekzemattsen
Herden hin zu Tumoren, allerdings
kénnen auch Plaques oder ein Tumor

die Erstmanifestation der Krankheit

darstellen, oder die einzelnen Stadien

tberlappen. Abbildung 4 Hautlasion bei kutanem T-Zell-
Lymphom.

Ein ekzematoser Herd ist eine flache Man erkennt den Ricken eines Patienten mit

Hautlasion mit unscharfer Abgrenzung | kutanem T-Zell-Lymphom im Plaque-Stadium

zu umliegenden Hautarealen, deren (22).

Farbe sich von der umliegenden Haut unterscheidet. Innerhalb des Herdes liegt ein kleiner
Bereich nicht beeintrachtigter Haut, die sogenannte Inselaussparung. Die friihesten Lasionen
entsprechen histologisch noch nicht einem kutanen T-Zell-Lymphom und werden daher als

,pramykotisch* bezeichnet.
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Plaques sind erhabene, tastbare Hautldsionen, die mit einer progressiven Invasion und
Infiltration der Haut durch die malignen T-Zell-Klone einhergehen. Auch Tumore sind

erhaben, allerdings noch dicker und tiefgreifender als Plaques.

Erythrodermie stellt ein weiteres Symptom der Lymphome dar. Sie kann de novo auftreten
oder sich im Rahmen der Progression einer vorbestehenden Lasion einstellen. In manchen
Féllen kdnnen auch innere Organe in das Lymphom involviert werden. Dies tritt vor allem bei
Patienten mit Lymphadenopathie auf und resultiert in lymphomatésen Infiltrationen von zum

Beispiel Gastrointestinaltrakt, Leber oder Milz.

Meist verlaufen kutane T-Zell-Lymphome langsam und die Patienten sterben aufgrund
anderer Ursachen. Manche Patienten entwickeln allerdings einen fulminanten, progressiven
Verlauf, der zum Tod fihrt. Eine andere mogliche Todesursache ist die Septikamie, die sich
haufig aufgrund mangelnder normaler zelluldrer Immunitat sowie der Hautlésionen als

Infektionspforten entwickeln kann (22).

1.3.4 Diagnostik
Am Anfang jeder Diagnostik stehen

eingehende Anamnese und
korperliche Untersuchung.
Anamnestisch  kann ein langer
Leidensweg des Patienten mit der
Diagnose einer therapieresistenten
entziindlichen Hauterkrankung
(Ekzem, Psoriasis) ein Hinweis auf

ein kutanes T-Zell-Lymphom sein.

Bei der Untersuchung liefert neben

Abbildung 5 H.E.-Farbung der Biopsie einer
Hautlasion (22).

der Inspektion der Haut mit

Fotodokumentation vor allem die

Man erkennt dichte Lymphozyteninfiltrate in der

oberen Dermis und einen Pautrier-Mikroabszess in
vergroRerte Lymphknoten oder eine | der Epidermis.

Palpation  Anhaltspunkte,  wenn

Hepatosplenomegalie palpabel sind.

Lymphknoten, die groRer als 1 cm sind, sollten entfernt und histologisch untersucht werden.
Auch ein Rontgenbild des Thorax sollte zur Suche nach vergroBerten Lymphknoten
angefertigt werden. Bei tastbarer Lymphadenopathie, einer aufféalligen
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Thoraxrontgenaufnahme, Tumoren oder Erythrodermie ist auBerdem ein CT von Thorax,
Abdomen und Becken notig. Weiterhin mussen immer ein groRes Blutbild und ein
Blutausstrich auf Sézary-Zellen angefertigt und die Leberfunktionswerte sowie

Serumelektrolyte gemessen werden.

Bei Verdacht auf ein kutanes T-Zell-Lymphom sollten mehrere Biopsien der betroffenen
Hautregionen im Abstand von jeweils drei Monaten durchgefuhrt werden. Die Schnitte
werden mit Hamatoxylin und Eosin angefarbt und zeigen charakteristische Merkmale.
Zunéchst erscheint ein sparliches Infiltrat wenig pathologisch aussehender Lymphozyten in
der oberen Dermis mit minimaler Beteiligung der Epidermis. Spéater verdickt sich die
Epidermis, das Infiltrat in der oberen Dermis wird dichter und ein interstitielles Odem kommt
hinzu. Oft liegen Lymphozyten wie aufgereiht an der junktionalen Grenze zwischen Dermis
und Epidermis. Einige dieser Lymphozyten weisen ein atypisches Aussehen auf, vergroRert
und mit charakteristisch gelapptem (zerebriformem) Zellkern. Auch eine Aggregation der
Lymphozyten in der Epidermis als ,,Pautrier-Mikroabszess* ist moglich (22) [s. Abb. 5].

Die Immunhistochemie stellt eine weitere Moglichkeit der Diagnostik dar. Die neoplastischen
T-Zellen exprimieren den [-T-Zell-Rezeptor, CD2, CD3 sowie das Kkutane
Lymphozytenantigen CLA. Meist ist auch CD4 positiv. CD7 wird typischerweise nicht
exprimiert (26). Gekennzeichnete Antikdrper kdnnen gegen diese Antigene gerichtet werden
und das Expressionsmuster auf den Zellen sichtbar machen, sodass eine Unterscheidung

normaler von transformierten T-Zellen mdglich ist.

Die Untersuchung des T-Zell-Rezeptor-Gen-Rearrangement geschieht mittels PCR. Die
Analyse zeigt, ob monoklonale T-Zell-Populationen vorliegen (22). Auch eine Nutzung als
Verlaufsparameter ist mdoglich, da die klonalen Populationen bei klinischer und
histopathologischer Remission ebenfalls verschwinden, wéhrend sie bei histopathologischem
Fortbestehen der Krankheit nachweisbar bleiben. Dieser Test beweist allerdings keine
Malignitat, da auch pramaligne Fehlfunktionen der Haut wie Parapsoriasis klonale T-
Zellpopulationen aufweisen kénnen. Daneben ist die PCR bei Patienten in friihen Stadien der
Mycosis fungoides mit falsch-negativen Raten bis hin zu 20% belastet (23). Ein Verfahren
namens Laser Capture Microdissection kann die Sensitivitdt der Untersuchung erhohen.
Dabei wird per Laser eine umschriebene Region des gefarbten, in Paraffin eingebetteten
Praparats ausgeschnitten- zum Beispiel nur die Lymphozyteninfiltration der Dermis, wéhrend
Schweildrisen, Muskeln etc. unberihrt bleiben. So kann die anschlieBende DNA-Extraktion

auf spezifische Zellen beschrankt werden. Die Ergebnisse der DNA-Analyse enthalten
20



dadurch fast nur die Informationen tber die gewinschten Zellen und werden nicht durch
Informationen Gber umliegende, unbeteiligte Zellen verschleiert (28).

Die Kriterien flr die Diagnose eines Sézary-Syndroms, insbesondere zur Abgrenzung von
Mycosis fungoides-Formen mit Erythrodermie, lauten nach den ISCL-Leitlinien: absolute
Anzahl der Sézary-Zellen tber 1000 Zellen/mm3 im peripheren Blut, eine CD4/CD8 -Ratio
von mindestens 10, Zunahme zirkulierender T-Zellen oder aberrante Expression von T-Zell-
Markern, Nachweis von T-Zell-Klonalitat und chromosomale Verénderungen der T-Zell-
Klone (29).

1.3.5 Staging

Die Stadieneinteilung erfolgt klassisch nach einem 1978 fiur kutane T-Zell-Lymphome

abgewandelten TNM-System, im Jahr 2007 erfolgte eine Revision des Systems, in dem nun
auch die Tumorlast im peripheren Blut (BO-2) berlcksichtigt wird. Art und Umfang der
Hautlasionen sowie das Bestehen von Krankheiten auRerhalb der Haut sind die wichtigsten
Einflussfaktoren fiir das Uberleben der Patienten (22) (30).

Stadium 1A

Das Stadium IA der Krankheit ist gekennzeichnet durch T1- weniger als 10% der
Kdorperoberflache weisen Hautlasionen auf-, NO und MO- kein Lymphknotenbefall und keine
Metastasen. Die Hautldsionen konnen aus ekzematdsen Herden (T1a) oder ekzematdsen
Herden und Plaques (T1b) bestehen. Es kann Pruritus vorkommen, doch oft verlauft das
Stadium ohne weitere Beschwerden. Betroffene kdnnen tber Jahre im Stadium IA verweilen,

gelegentlich bilden sich die Hautlasionen auch von selbst wieder zurck.
Stadium 1B

In diesem Stadium erstreckt sich die Ausbreitung von ekzemattsen Herden sowie Plaques
uber mehr als 10% der Hautoberflache, allerdings gibt es noch immer weder Tumoren, noch
Lymphknotenbefall oder Metastasen (T2, NO, MO0).

Stadium 1A

Hier tritt erstmals zusétzlich zu den Hautldsionen die VergroRerung von Lymphknoten auf.
Die N-Klassifikation der Lymphknoten ergibt sich aus dem Grad des histologischen Umbaus

der Lymphknoten. Im Stadium IIA sind die Lymphknoten vergroRert, aber histologisch
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unaufféllig. (T1-2, N1,MO0). Die Stadien IA, IB und IIA werden als ,,Limited-stage Disease*
gewertet.

Stadium 11B

Dieses Stadium wird erreicht, wenn Tumore der Haut entstehen, es aber keine Metastasen gibt
(T3, NO-2, M0). Die Tumore konnen in bisher unbeteiligter Haut entstehen oder eine
Weiterentwicklung schon vorhandener Hautldsionen sein. Die rot-braunen bis violetten
Knoten kdnnen nekrotisch werden oder ulzerieren und damit Eintrittspforten fur Bakterien
wie Staphylococcus aureus oder Pseudomonas aeruginosa bilden. Die so entstehende Sepsis
ist die Ursache fir die Hélfte der Todesfalle bei kutanen T-Zell-Lymphomen.

Stadium I

Das Auftreten von Erythrodermie ist charakteristisch fiir dieses Stadium. Erythrodermie kann
nach den ekzematdsen Herden und Plaques auftreten, aber auch das erste Symptom des
Lymphoms Uberhaupt sein. Weitere Begleitsymptome kdnnen unter anderem Facies leonina,
partielle Alopezie, Hyperkeratosis, Kndchelodeme und Nageldystrophie sowie Fieber,
Schittelfrost, schwerer Pruritus und Hautschmerzen sein. Das Stadium wird nach dem Anteil
der Sézary-Zellen an den Lymphozyten im peripheren Blut weiter unterteilt in 1A und I11B
(</>5%).

Stadium 1V

Im Stadium IVVAL liegt eine hohe Tumorlast im Blut vor mit mehr als 1000 Sézary-Zellen pro
uL Blut, dabei spielen T und N keine Rolle, Metastasen liegen nicht vor (M0). Das Stadium
IVA2 ist gekennzeichnet durch deutlich pathologische Lymphknotenhistologie (T1-4, N3,
MO, BO0-2). Stadium IVB ist gekennzeichnet durch Fernmetastasen (Milz, Leber, Lunge,
Knochenmark, ZNS oder Gastrointestinaltrakt) (22) (23) (30).

1.3.6 Behandlung

In frihen Stadien des kutanen Lymphoms bringen aggressive Therapien wie systemische

Chemotherapien keinen Vorteil. Daher werden hautspezifische Behandlungen zundchst
bevorzugt (22) oder eine watch-and-wait-Strategie erwogen (24). Eine Mdglichkeit sind
Photochemotherapien mit Psoralen und UVA-Strahlung (PUVA). Die orale Einnahme von
Psoralen erhoht die Photosensibilitat der betroffenen Hautareale, die UV-A-Bestrahlung fuhrt
zur Bildung von Photoaddukten in der DNA. Dies resuliert in der Arretierung des Zellzyklus

(31). Auch topische Chemotherapien mit Mechlorethamin-Ldsung oder —Salbe, Carmustin fir
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resistente Gebiete oder Bexaroten-Gel mit einem RXR-Retinoid kdnnen in friihen Stadien fiir
die Behandlung ausreichen.

Patienten, die auf diese Therapie ansprechen, aber noch verbleibende resistente L&sionen
aufweisen, sollten zusédtzlich eine lokalisierte Bestrahlung erhalten. Auch Interferon o und die
systemische Bexaroten-Therapie, die zu Zellzyklusarrest und Apoptose fiihrt, kénnen je nach
Wirkung der Initialtherapie noch hinzugefiigt werden. Eine totale Elektronenbestrahlung der
Haut bietet sich flr Patienten mit weit verstreuten Hautldasionen der Stadien | oder Il an, sowie

flr Patienten, bei denen die konservativeren Therapien versagt haben (22) (24).

Bei Patienten mit Erythrodermie, insbesondere aufgrund des Sézary-Syndroms, kommt
daneben die Extrakorporale Photopherese zum Einsatz. Hier werden nach Zugabe eines
photosensitivierenden Stoffes wie Methoxypsoralen die zuvor vom Blut separierten
Leukozyten extrakorporal mit UV-A-Strahlung behandelt und dann dem Ko&rper wieder
zugefuhrt. Wie beim PUVA bindet sich Methoxypsoralen kovalent an die DNA der
Leukozyten, die dadurch im Zellzyklus arretiert werden oder in Apoptose gehen. Die
apoptotischen Zellen werden nach Rickfuhrung in den Blutkreislauf des Kdorpers durch

Antigen-prasentierende Zellen erkannt und phagozytiert.

Dies fiuhrt Uber Monozytenaktivierung und Differenzierung von dendritischen Zellen
letztendlich zur Bildung spezifischer Abwehrzellen gegen die malignen Lymphozyten. In
vielen Zentren in den USA gilt die Extrakorporale Photopherese inzwischen als

Erstlinientherapie beim Sézary-Syndrom (32) (24).

In den spaten Stadien oder im Rezidiv kénnen verschiedenste Therapien zu Anwendung
gebracht werden: So ist zum Beispiel die Durchfiihrung systemischer Chemotherapien mit
Nucleosidanaloga wie Pentostatin und Gemcitabin oder zytotoxischen Substanzen wie
liposomalem Doxorubicin mdglich (23). In refraktdren Féllen ist auch eine aggressivere

Chemotherapie mit mehreren Substanzen, etwa nach dem CHOP-Protokoll, mdglich (24).

Auch neue Substanzen kommen zum Einsatz: Epigenetisch  wirken
Histondeacetylaseinhibitoren wie Vorinostat und Romidepsin, sie flihren Uber
verschiedenartige Mechanismen zu Zellzyklusarrest und Apoptose der betroffenen Zellen
(24). Therapien mit Denileukin Diftitox, einem Fusionstoxin aus dem zytotoxischen Teil des
Diphtherietoxins kombiniert mit der gesamten IL-2-Sequenz, verschaffen sich uber die IL-2-
Sequenz Zugang zur Zelle, wo das zytotoxische Toxin freigesetzt wird (23). Auch Therapien

mit monoklonalen Antikérpern gegen CD52, CD4 oder den IL2-Rezeptor sind moglich (23).
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Alemtuzumab, der Antikorper gegen CD52, scheint insbesondere beim Sézary-Syndrom
Remissionen induzieren zu kodnnen (33). Bei der Anwendung von Brentuximab vedotin
konnten im Stadium IB oder 1B Ansprechraten von bis zu 92% beobachtet werden, im
Stadium 1V noch 68%. Aktuell lauft eine Phase IlI-Studie, in der Brentuximab vedotin mit
Methotrexat oder Bexaroten verglichen wird (24). Auch der Proteasominhibitor Bortezomib
scheint Uber die Hemmung des Abbaus von IkBa eine viel versprechende Anti-Tumor-
Aktivitat zu besitzen (6). Die Wirksamkeit in Kombination mit CHOP wurde in einer Phase
I1-Studie bestatigt (34). Auch als Einzelsubstanz zeigte es in einer Phase II-Studie
Wirksamkeit (35).

Als letzter Ausweg bleibt die allogene Stammzelltransplantation. Diese kann im Gegensatz
zur autologen Stammzelltransplantation zu dauerhaften Remissionen fiihren, wahrscheinlich
im Rahmen des Graft-versus-Lymphoma-Effekts. Bei erneuten Rezidiven ist die Gabe von
Donorlymphozyten maoglich (23) (24).

1.3.7 Prognose

Das Langzeituberleben im Stadium IA entspricht laut einer retrospektiven Studie von 1996
weitgehend dem von gesunden Personen gleichen Alters und Geschlechts. Die wenigen
Patienten, deren Erkrankung im Studienzeitraum fortschritt, waren alter als der Durchschnitt
der sonstigen Studienteilnehmer oder sprachen schlechter auf die initiale Therapie an (36). Im
Stadium IB sterben etwa 20% der Patienten an dem kutanen T-Zell-Lymphom und damit
ahnlich viele wie im Stadium I1A. Die mittlere Uberlebensdauer im Stadium IB betragt aber
immer noch 11,7 Jahre. Das Auftreten von Tumoren schrénkt die Lebenserwartung weiter ein,
auf ein mittleres Uberleben von 2,5 Jahren. Das entspricht auch dem Wert fiir Stadium 1.
Die Metastasierung in innere Organe schlieBlich filhrt zu einem mittleren Uberleben von nur
noch 6-8 Monaten (22). Anndhernd 50% der Patienten, besonders in fortgeschrittenen

Stadien, sterben an infektiosen Komplikationen (24).
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1.4 Ausgewahlte NF-xB- Zielgene

Diese Gene besitzen eine kB-Bindungsstelle in ihrem Promotor, ihre Transkription ist damit
von der Aktivitait des NF-kB-Wegs abhédngig. Die hier beschriebenen Gene wurden
ausgewadhlt, um in den Experimenten im Rahmen dieser Arbeit als Indikatoren fur die
Aktivitat des NF-kB-Wegs zu dienen.

141 CcFLIP
cFlip codiert flr ein Apoptose hemmendes Protein, das Cellular FLICE-Inhibitory Protein.

Dieses ist homolog zu den Caspasen 8 und 10, die die Apoptose einleiten (37).

Es existieren drei Splicevarianten von cFLIP: cFLIP., cFLIPs und cFLIPg. Alle Formen
enthalten zwei Death Effector Domains (DED), mit denen sie an Adapterproteine von
Todesrezeptoren (FADD, TRADD) binden kdnnen. Sie wirken inhibierend auf die Apoptose,
indem sie mit den Procaspasen 8 und 10 um die Bindung an FADD oder TRADD
konkurrieren (38). Auf diese Weise bilden sich auch Heterodimere mit Caspase 8, die so in
ihrer Funktion beeinflusst wird: Ein Heterodimer mit cFLIP, der langen Splicevariante dieses
Proteins, schrankt die Aktivitat der Caspase ein; mit cFLIPs, der kurzen Splicevariante, wird
die Aktivitdit der Caspase und damit die Apoptose komplett inhibiert (39).
Es konnte auch gezeigt werden, dass cFLIP die Schwelle fur T-Zell-Rezeptor-Signale

herabsetzt und damit die Proliferation der T-Zellen beeinflusst (40).

CFLIP wird unter anderem reguliert von IL4, dem Cytokin der Th2-Zellen. Es flhrt zu einer
Steigerung der Expression von cFLIP. Auf diese Weise kdnnen sich solide Tumoren vor

Apoptose schiitzen (37).

Neben NF-kB wirken auBlerdem c-myc, der Androgenrezeptor und p63 positiv auf die
Auspragung von cFLIP. Hemmend auf die Transkription wirken die AP1-Proteine c-Fos und
c-Jun. Eine gesteigerte cFLIP-Expression wurde in Ovarial-, Colon-, Mamma- und

Prostatakarzinomen sowie in Glioblastomen und beim Burkitt-Lymphom gefunden (38).

Auch in Proben von Sézary-Patienten fand man teilweise erhéhte Werte, allerdings nicht in
den Zelllinien Hut78, SeAx und Myla (37).

142 c-MYB
c-Myb gehort zusammen mit A-Myb und B-Myb zu einer Familie von

Transkriptionsfaktoren. Wéhrend A-Myb vor allem im Gewebe der Gonaden sowie in B-
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Zellen vorkommt und B-Myb ubiquitér exprimiert wird, kommt c-Myb insbesondere in
hamatopoetischem Gewebe vor, aber auch im Colon oder bei der adulten Neurogenese (41).

Daruber hinaus wird es in peripheren T-Zellen konstitutiv exprimiert.

Das Protein enthdlt drei Domaénen: eine N-terminale DNA-bindene Doméne, eine mittlere
Transaktivierungsdomane sowie eine C-terminale regulatorische Doméne.
c-Myb beeinflusst die Zellteilung im Ubergang von der G1- zur S-Phase sowie von der G2-
zur M-Phase, unter anderem (ber die Regulation von Cyclin Bl (42).
Es Ubernimmt wichtige Funktionen in der Hamatopoese, zum Beispiel wirkt es mit beim

Ubergang von der fetalen zur adulten Erythropoese (43).

Daneben wirkt c-Myb als Regulator von Stamm- und Vorlauferzellen. Fehlt c-Myb, sinkt die
GroRe der Stamm- oder Vorlauferzellpopulation; das Verhéltnis der hervorgebrachten
Zelllinien verandert sich und manchmal wird die Differenzierung géanzlich blockiert (41).
In der T-Zell-Entwicklung ist es essentiell, etwa fir die Herausbildung multipotenter

Vorlauferzellen und die frihen T-Zell-Funktionen.

Obendrein wird es als Transkriptionsfaktor bendtigt fiir die Expression der Gene c-Kit, CD4,
TCRy, TCRS (44), c-Myc, Bcl-xL und Bcl-2. c-Myb selbst unterliegt unter anderem der
Regulation durch IL-7 und IL-15.

Die Expression von trunkiertem c-Myb fiihrt zu einer gesteigerten Zahl zirkulierender T-
Zellen und kann auch die Transformation der T-Zellen hin zu reifzelligen T-Zell-Lymphomen
zur Folge haben (45). So liegt in 8,5% der akuten T-Zell-Leukamien eine Duplikation des c-
Myb-Gens vor (46).

Eine gesteigerte c-Myb-Expression wurde ferner in anderen Leukdmien und Lymphomen,
Kolon-, Mamma- und Bronchialkarzinom sowie in einigen malignen neurologischen Tumoren
gefunden. Auch bei Mycosis fungoides und im Sézary-Sydrom konnte ein erhéhtes c-Myb-
Expressionsniveau festgestellt werden (44).

1.43 NF-xB2

Die Expression dieses Gens ergibt zunédchst das Vorldauferprotein p100, aus dem durch

Abspaltung von C-terminalen Ankyrinresten schliel3lich p52 hergestellt wird.

p100 kann durch seine Ankyrinreste andere Rel-Proteine binden und daher wie IkB wirken.

Es besitzt aulRerdem eine Todesdomane, die Apoptose auslosen kann (47). Des Weiteren ist es
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p100 moglich, p50/RelA an der nukledren Translokation zu hindern und den NF-xB-Weg so
zu hemmen (48).

p52 kann Dimere ausbilden. Ein Homodimer kann an die DNA binden, wirkt aber nicht
transaktivierend. Er fungiert daher als Repressor. Ein Heterodimer mit RelB dagegen vermag
durch die DNA-Bindung Wachstum und Apoptose zu steuern und stellt einen alternativen
Weg der NF-kB-Signaltransduktion dar.

In Lymphomen, vor allem kutanen Lymphomen, wurden inzwischen Mutationen im NF-xB2-
Gen gefunden, die zu einem Verlust von funktionsfahigem p100 bei erhéhtem Anteil von p52

fihrten. Die Folgen sind anomales Zellwachstum und verminderte Apoptose (49).

Beispielsweise in der Zelllinie Hut78 gibt es NF-kB2-Mutationen, durch die das entstehende

Protein vermehrt im Zellkern liegt und seine Repressorfunktion verloren hat (9).

144 TNFRSF9
Dieses Gen codiert flr ein Protein der Tumor-Nekrose-Faktor-Rezeptor-Superfamilie, das
auch als CD 137 oder 4-1BB bekannt ist. Es wird unter anderem auf CD4- und CD8-positiven

T-Zellen nach CD3-Stimulation exprimiert (50). Die Expression auf T-Zellen tritt in vitro 2

Tage nach Stimulation auf, in vivo erfolgt sie friher.

Ein cross-linking der Rezeptoren fuhrt zur Degradation des NF-kB-Inhibitors kB und damit
zur Aktivierung des NF-kB-Wegs (51).

Dies hat verschiedene Folgen fiir die T-Zellen: Sie wachsen und proliferieren und Zytokine
wie 1L2, 1L10, IFN-y und TNF-a werden produziert. In Ko-Stimulation mit CD28 wird die
Produktion von IL4 und TGF-B gedrosselt, sodass die Entwicklung in Richtung Typ-1-T-
Zelle gebahnt wird. Aullerdem steuert der Rezeptor die Funktion aktivierter CD8-positiver
Zellen: Zum Einen Uberwacht er die Zellteilungen, die zur Ausbildung des Effektor- oder
Gedachtnis-Phanotyps notwendig sind. Ferner kann er die Zelle vor Fas-induzierter Apoptose

schutzen und den Zellzyklus auch unter CD28-Mangel aufrechterhalten.

Der Ligand von TNFRSF9, 4-1BBL, ist Mitglied der Tumor-Nekrose-Faktor-Superfamilie
und wird vor allem von dendritischen Zellen, aktivierten B-Zellen und Makrophagen
exprimiert (52).

Wéhrend einer Entziindung koénnen die Liganden aber auch auf der Oberflache von zum

Beispiel Kardiomyozyten, Neuronen oder Aortengewebszellen erscheinen (51).
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145 BMI1

Dieses Gen gehort zur Gruppe der Polycomb-Repressoren. Die Proteine dieser Gruppe bilden
die Polycomb-Repressions-Komplexe PRC1 und PRC2. BMIL ist eine Komponente des
PRC1 (53). Die groRen multimeren Strukturen sind in der Lage, durch abgestimmte

Chromatin-Modifikationen die Expression ihrer Zielgene zu reprimieren oder zu aktivieren.

BMI1 wird vor allem in Stammzellen exprimiert. Hier steuert es insbesondere die
Selbsterneuerung der Zellen und damit Zellteilungen, bei denen eine sich differenzierende
Tochterzelle entsteht sowie eine neue multipotente Stammzelle, die den Stammzellpool
aufrechterhalt. Dies geschieht zum Beispiel durch Repression der Gene p16™“* das den
Zellzyklus arretieren kann, und p19””, das die Degradation von p53 verhindert. So fiihrt

BMI1-Defizienz unter anderem zum Erliegen der H&matopoese.

Diskutiert wird daneben eine Rolle bei der Induktion der Telomerase in verschiedenen
Geweben, wie etwa den Epithelzellen der Mamma (54).

Bei T-Zellen fordert BMI1 die Differenzierung in Richtung Th2-Zellen (55). AuBerdem
unterstiitzt es das Uberleben CD4-positiver Zellen sowie die Herausbildung von Th1-/Th2-
Gedachtniszellen (56).

BMI1 wird auch fir die Selbsterneuerung leukdmischer Stammzellen benétigt. Erhdhte
BMI1-Spiegel wurden des Weiteren unter anderem in 11% der Falle des
Mantelzelllymphomes, in einigen Brustkrebszelllinien (54), im Hodgkin-Lymphom (53) sowie
bei nicht-kleinzelligem Bronchialkarzinom beobachtet. Eine starke Expression von BMI1

wurde ferner in Féallen von Mycosis fungoides sowie dem Sézary-Syndrom beobachtet (57).

14.6 HIFla

Das Protein dieses Gens ist der Hypoxie-induzierte Faktor 1a, der als Reaktion auf niedrige
Sauerstoffkonzentrationen im Gewebe exprimiert wird. Ein entzindlicher Prozess geht meist
mit sinkendem Sauerstoffangebot im betroffenen Gewebe einher, verursacht durch den
gesteigerten Energiestoffwechsel der beteiligten Zellen und den respiratorischen Burst der
infiltrierenden Phagozyten. Andererseits stimuliert Hypoxie die Inflammation auch, da sich

Immunzellen in Hypoxie-geschédigtem Gewebe ansammeln.

HIF-1a besitzt zwei Transaktivierungsdoménen, mit denen es an die DNA binden und die

Transkription seiner Zielgene veranlassen kann; HIF-1p stabilisiert diese Bindung.
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Unter aeroben Bedingungen wird HIF-1la abhingig vom Hippel-Lindau-Protein
ubiquitinyliert und nachfolgend degradiert. Eine weitere negative Regulation erfolgt durch die
Sauerstoff-abhangige Dioxygenase FIH (Factor inhibiting HIF). FIH wiederum wird durch
IxB gehemmt (58).

Aktiviertes HIF-1o kann in den Zellkern translozieren, dabei ein Homodimer mit HIF-1§
bilden und an ein Hypoxia-response-Element in den Promotorregionen der HIF-1-Zielgene
binden.

In T-Zellen wird der Hypoxie-induzierte Anstieg von HIF-1a durch T-Zell-Rezeptor-
vermittelte Signale noch gesteigert. Die Akkumulation von HIF-1 fihrt dann unter anderem
zur vermehrten Produktion von Glucosetransportern (GLUT-1) und Enzymen fur die
Glykolyse, sodass auch unter hypoxen Bedingungen der Energiestoffwechsel und damit die

adaquate Immunreaktion der T-Zellen aufrecht erhalten werden kann (59).

Auch unter normalen Sauerstoffbedingungen kann HIF-1 in Zellen des Immunsystems durch
verschiedene proinflammatorische Zytokine sowie bakterielle und virale Antigene mittels NF-
kB aktiviert werden (60).

Ein Mangel an HIF-1a hat unter anderem Einschréankungen in der Funktion zytotoxischer T-
Zellen zur Folge (61).

Eine weitere wichtige Funktion von HIF-1 ist die Forderung der VEGF-Produktion. Dieses
Protein regelt die Angiogenese. Der Prozess kann wahrend der Karzinogenese pathologisch
sein, wenn ihn sich solide Tumore zu Nutzen machen und so ihre Versorgung mit Blut und
Sauerstoff sicherstellen. Daher ist es ein wichtiger Angriffspunkt in der Krebstherapie (62).
Auch in Fallen von chronischer lymphatischer Leukdamie wurde ein erhohtes HIF-1a-Level
gefunden (63).

147 1L-2

Das Zytokin Interleukin-2 wird vor allem von aktivierten T-Zellen produziert, aber auch von
dendritischen Zellen nach Stimulation durch bakterielle Stoffe. Es wirkt auf T-Zellen selbst in
einer autokrinen Art und Weise, ebenso zeigt es Effekte auf weitere Zellpopulationen: Bei
NK-Zellen ist es erforderlich fur die effiziente Produktion von Interferon-y und B-Zellen
werden in der Synthese der Immunglobuline unterstiitzt. Interleukin-2 ist das effektivste
Zytokin fir T-Zell-Expansion, besonders in Kombination mit einer CD28-Kostimulation
kdnnen T-Zellen nach IL-2-Anregung bis zu tausendfach expandieren (64). Aullerdem ist es
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auch das erste Zytokin, das nach dem priméren Kontakt einer T-Zelle mit ihrem Antigen
produziert wird (65).

IL-2 wirkt sich positiv auf Proliferation, Uberleben und Zytokinproduktion aus. Dies
geschieht Uber die Aktivierung der Januskinase, die sowohl den Ras-MAP-Kinase-Weg, als
auch den PI3K-Weg einleiten kann. Damit werden die Zytokinproduktion gesteigert, das
Uberleben gefordert, der Eintritt in den Zellzyklus gewahrleistet und das Zellwachstum
beschleunigt.

Andererseits fordert 1L-2 seinen eigenen Abbau. Zum einen hemmt es seine Produktion in
einer negativen Feedback-Schleife. Des Weiteren wird ein Rezeptor, der IL-2 gebunden hat,
schnell internalisiert, was zur lysosomalen Degradation von IL-2 flhrt. AuBerdem begunstigt
es die Expression des Fas-Liganden, dadurch wird der aktivierungs-induzierte Zelltod
eingeleitet (64).

148 1IL6

IL6 ist ein weiteres Zytokin, es wird von T-Zellen produziert sowie von Makrophagen,
Fibroblasten, Synovialzellen, Endothelzellen, Gliazellen und Keratinozyten (66). Es hat
vielféltige Funktionen: T-Zellen werden zum Wachstum bzw. zur Differenzierung zu
zytotoxischen T-Zellen angeregt, indem die Expression von IL2-Rezeptoren und die IL2-
Produktion selbst gesteigert werden. In der Hamatopoese fordert IL6 die terminale
Entwicklung von Makrophagen, die Produktion von Thrombozyten aus Megakaryozyten
sowie allgemein den Ubertritt hamatopoetischer Stammzellen aus der Go- in die G;-Phase.
Die Wirkung auf B-Zellen fuhrt zur erhdhten Produktion von Antikdrpern. Auch die
Osteoklastendifferenzierung wird gefordert (67) (66).

Daneben hat IL6 pathologische Bedeutung, da es wachstumsanregend auf Plasmozytome und
andere Tumore wirkt. Auch im Rahmen von Entziindungen hat das Interleukin eine groRe
Bedeutung: Es regt in den Hepatozyten die Bildung von Akute-Phase-Proteinen an und

unterdriickt daneben die Albuminproduktion; es flihrt zu Leukozytose und Fieber (67).

Antikorper gegen IL6 werden unter anderem in der Therapie rheumatoider Arthritis und des

Morbus Castleman eingesetzt (66).

Die Expression von IL6 wird induziert durch korpereigene Stoffe wie IL1, den Tumor-
Nekrose-Faktor (TNF) oder den Platelet-derived Growth Factor (PDGF); aber auch durch das
bakterielle Lipopolysaccharid (LPS) und andere mikrobielle Substanzen (66).
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149 CD3y
Das Membranprotein CD3y ist Teil des T-Zell-Rezeptor-Komplexes. Es liegt als Heterodimer

mit CD36 bzw. CD3e¢ vor und wird zum einen fiir die Expression des T-Zell-Rezeptors (TCR)
in der Membranoberflache bendétigt, zum anderen fir die Signaltransduktion des Rezeptors,
denn die zytoplasmatischen Abschnitte des TCR besitzen weder Enzymaktivitit, noch
bekannte Signaltransduktionsmodule.

CD3y und die assoziierten CD3-Ketten enthalten allerdings ITAMs (immunoreceptor
tyrosine-based activation motif), die nach Antigenbindung durch den TCR die Aktivierung

von Phospholipase Cy, Proteinkinase C und Ras in die Wege leiten konnen (65).

1410 CYLD

CYLD ist ein Tumorsuppressorgen, dessen Protein die Funktion einer Ubiquitin-spezifischen

Protease ausubt und den NF-«xB-Weg hemmt.

Das Protein besitzt drei Zytoskelett-assoziierte Doménen und eine Ubiquitin-C-terminale-
Hydrolase (UCH)-Domane.

Die Zytoskelett-assoziierten Doménen begunstigen die Polymerisationen von Tubulin hin zu
Mikrotubuli; die UCH-Doméne fihrt die Funktion CYLDs als deubiquitinylierendes Protein
aus. Der Verlust der UCH-Doméane kann zur Onkogenese fuhren, wenn durch fehlende
Deubiquitinylierung vermehrt Proteine degradiert werden, die proliferationshemmend oder

apoptosefordernd wirken.

Im klassischen NF-kB-Weg dient CYLD als Inhibitor. Dabei greift es in verschiedene Stufen
des Prozesses ein: Es verhindert die Ubiquitinylierung des Ubiquitin-abhéngigen RIP1. TRAF
2 benétigt eine Lysin-63-verbundene Ubiquitinkette zur Rekrutierung der IKK, die CYLD
entfernen kann. Die Bindung CYLDs an IKKy hemmt die Aktivierung der IKK. Auch TRAF
6 wird durch Deubiquitinylierung negativ reguliert.

Im alternativen NF-xB-Weg mit p100/p52 scheint CYLD keine Rolle zu spielen (68).

CYLD kann durch Phosphorylierung reguliert werden, diese verursacht einen reversiblen

Verlust der Deubiquitinylierungsfunktion. Die Phosphorylierung ist abhéngig von IKKy (69).

Das CYLD-Gen wurde zuerst entdeckt als Ursache von Cylindromatosis, dem Brooke-
Spiegler-Syndrom und der familidren multiplen Trichoepitheliome, die alle mit benignen

multiplen Tumoren der Haut einher gehen (70). Inzwischen konnte in Féllen von Multiplen
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Myelomen (71), Morbus Hodgkin (72), hepatozelluldaren Karzinomen, Kolonkarzinomen und
malignen Melanomen eine reduzierte Expression, unter anderem durch Deletionen,
festgestellt werden (68). AuBerdem konnte gezeigt werden, dass der Transmembranrezeptor
NOTCHL1, der ebenfalls zu einer konstitutiven Aktivierung des NF-kB-Wegs im Seézary-
Syndrom flhrt (73), CYLD in der T-ALL herunterregulieren kann (74).
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2  Zielstellung

Krebs ist eine der Haupttodesursachen in den westlichen Industrienationen. Zellen kdnnen
maligne transformieren, wenn bestimmte Aberrationen auf genetischer Ebene auftreten. Diese
Aberrationen fuhren zum Entgleisen wichtiger Signalwege, und ungehindertes Wachstum bei

gehemmter Apoptose ist die Folge.

Ein Signalweg, der Wachstum und Apoptose in lymphatischen Zellen kontrolliert, ist der NF-
kB-Weg. Angeregt durch Substanzen wie IL2 und LPS, aber auch Wachstumsfaktoren und
Insulin, werden Uberleben und Proliferation der Zelle positiv beeinflusst; auRerdem wirkt der
Signalweg fordernd auf Entzindung, Immunantwort und Lymphogenese ein. Eine
Ubersteigerte Aktivitdt des NF-xB-Wegs kann somit zur Kanzerogenese beitragen.
Zu den Kontrollinstanzen des NF-kxB-Wegs zéhlt der Tumorsuppressor A20. Er kann
Molekiile wie TRAF6 und RIP1, die essentiell fur das Fortschreiten des Signalwegs sind,
deubiquitinylieren und somit inaktivieren. Damit wirkt A20 in einer friihen Phase der
Signaltransduktion hemmend auf den NF-kxB-Weg ein. In kutanen T-Zell-Lymphomen ist
A20 héufig deletiert (75).

Signalwege wie der NF-kB-Weg unterliegen jedoch einer Vielzahl von Einflussfaktoren, die
zum Teil kaskadenartig tberlappen und in positiven oder negativen Feedback-Schleifen auf
die Signallbertragung einwirken oder sich gegenseitig eliminieren. Die Frage ist daher:
Inwieweit kann ein einzelner Faktor in diesem Geflecht aus Molekilen tatsachlich
entscheidend auf einen Signalweg einwirken? Bei mehreren Tumorarten, wie etwa dem
Sézary-Syndrom, wurden in einigen Zellen Veranderungen im A20-Gen gefunden, doch sind

diese tatséchlich imstande, zur malignen Transformation der Zellen zu flihren?

Im Rahmen dieser Arbeit wird daher untersucht, wie sich das VVorhandensein von A20 auf den
NF-kB-Weg auswirkt. In Wildtyp-Zellen, Zellen mit A20-Knockdown und Zellen mit A20-
Uberexpression wird die Aktivitit des Signalwegs vergleichend beurteilt. Dies geschieht tiber
die Untersuchung der Expression NF-kB-abhangiger Zielgene, die Messung von
Apoptosegeschehen und Zellzyklusaktivitat sowie die direkte Ermittlung der NF-kB-Aktivitét
mittels spezieller GFP-Gene.

Im Hodgkin-Lymphom (14), dem Diffusen Grof3zelligen B-Zell-Lymphom (76), im MALT-
Lymphom, im Follikuldren Lymphom, im Mantelzelllymphom, im Burkitt-Lymphom, im
NK-Zell-Lymphom, bei der adulten T-Zell-Leuk&mie (21), im Mediastinalen B-Zell-
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Lymphom (14), in Formen des Marginalzonenlymphoms (77) sowie in bestimmten EBV- (78)
und AlDS-assoziierten Lymphomen (79) konnten Alterationen von A20 nachgewiesen
werden. Ein Zusammenhang der NF-kB-Aktivitat mit dem A20-Status der Zelle wurde daher
vermutet und konnte im Diffusen Grof3zelligen B-Zell-Lymphom, im MALT-Lymphom
sowie im Hodgkin-Lymphom auch bereits gezeigt werden (21) (77) (14) (80). Ziel dieser
Arbeit soll es sein, diesen Zusammenhang im Rahmen Kutaner T-Zell-Lymphome

herzustellen.
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3  Abkirzungsverzeichnis

7-AAD 7-Aminoactinomycin
Abb. Abbildung

A20 = TNFAIP3 Tumor Necrosis Factor Alpha Induced Protein 3

A. dest. Aqua destillata

Abb. Abbildung

APC Allophycocyanin

BMI1 B lymphoma Mo-MLYV insertion region 1 homolog
BSA Bovines Serumalbumin

BrdU Bromdesoxyuridin

bzw. beziehungsweise

CD3y Cluster of Differentiation 3y

cDNA komplementére DNA (complementary DNA)
cFLIP cellular FLICE-Inhibitory Protein

CMV Cytomegalievirus

CO, Kohlendioxod

CYLD Cylindromatosis gene

DEPC RNase freies Wasser

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsdure (“desoxyribonucleinacid®)
dNTP Desoxynukleotidtriphosphat

dsRNA Doppelstrang-RNA

DTT Dithiothreitiol

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

et al. et alii

FACS Durchflusszytometer (Fluorescence activated cell sorter)
FCS/FBS fetales Rinderserum (“fetal calf/bovine serum®)
GFP Green Fluorescent Protein

h Stunde



HIFla Hypoxia Inducible Factor-1 alpha

kB Inhibitor of kB

IL2/ IL6 Interleukin 2/ Interleukin 6
kb Kilobase

kDa Kilodalton

LPS Lipopolysaccharid

MF Mycosis fungoides

min Minute

MRNA messenger RNA

NF-kB Nucleo Factor-kappa B
NT non-treated

PBS Phosphat - gepufferte SalzlGsung

(Phosphat-buffered saline)
PCR Polymerase - Ketten - Reaktion

(“polymerase chain reaction®)

RNA Ribonukleinsdure (“ribonucleinacid’)

RPMI Roswell Park Memorial Institute

RT Reverse Transkriptase

sec Sekunde

SIRNA small interfering RNA

SS Sézary Syndrom

Tab. Tabelle

TBE Tris — Borsaure — EDTA — Puffer

TBS Tris buffered saline

TNF Tumor Necrosis Factor

TNFAIP3 Tumor Necrosis Factor Alpha Induced Protein 3
TNFRSF9 Tumor Necrosis Factor Receptor Super Family 9
TRE Transcriptional Response Element

uv ultraviolett



4 Materialien

4.1 Gerate

Tabelle 1 Gerate

Geratetyp

Hersteller

7500 Realtime PCR System

Applied Biosystems

Abzug, BDK Luft-und Reinraumtechnik GmbH
Analysewaage, 210g Sartorius
Analysewaage, HS-120 OHAUS
Analysewaage, Scout Pro 4009 OHAUS

Durchflusscytometer, FACSCalibur

Becton Dickinson Labware

Eisfordersystem, AF 10

Scotsman

Elektroporations System, Nucleofector Il

Amaxa Biosystems

Gelelektrophoresekammer

VWR International

Heizblock, Thermodual

GEBR. Liebisch

Heizblock, Thermomixer comfort Eppendorf Research
Inkubator, BBD 62220 Heraeus

Inkubator, Hera Cell 150 Heraeus
Lichtmikroskop Zeiss

Mikrowelle Microstar
Mini-Shaking-Hybridisierungsofen OV3 Biometra

Mono/Bi dest. Aufbereitungsanlage, 2108 GFL

pH-Meter, pH538 MultiCal WTW

Photographieeinheit, Geldoc 2000

Bio-Rad Laboratories

Pipetten

Eppendorf Research

Pipetten

Gilson/Pipetman
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Pipettierhilfe, pipetus

Hirschmann Laborgeréte

Schuttler, PMS 1000

Grant Instruments

Schdittler und Heizgerat, OV3 Biometra
Sicherheitswerkbank, Hera safe Heraeus
Spatel Neolab

Stromversorgungsgerat, 160/1.6 Power Supply

Bio-Rad Laboratories

Stromversorgungsgerat, EV231

Consort

Thermocycler, GeneAmp 9600

Applied Biosystems

Thermocycler, GeneAmp 2400

Applied Biosystems

Thermocycler, GeneAmp 9700

Applied Biosystems

Thermomixer Comfort

Eppendorf

Vortex Mixer, neolab 7-2020

Neolab

Vortex Mixer, VF2

Janke & Kunkel IKA-Labortechnik

Zellzahlkammer, Neubauer

Paul Marienfeld

Zentrifuge, Centrifuge 5415R

Eppendorf Research

Zentrifuge, Galaxy Mini Centrifuge

VWR International

Zentrifuge, Megafuge 1.0R

Heraeus

Zentrifuge, Varifuge 3.0RS

Heraeus

Im Rahmen der Versuche benutzte Geréate.
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4.2  Verbrauchsmaterialien

Tabelle 2 Verbrauchsmaterialien

Materialbezeichnung

Hersteller

Einmalkandilen, Neoject

Dispomed WITT oHG

Gewebekulturflaschen, 75cm?

Sarstedt AG & Co.

Gewebekulturflaschen, Cellstar 25cm?2

Greiner-Bio_One GmbH

Handschuhe, NitraTex

Ansell

Handschuhe, Preha soft Powderfree

Paul Hartmann AG

Medical X-Ray Screen Film

CEA

Microplatten, PS Microplatte 96 well

Merck AG

optische 96 well Reaktions Platten MicroAmp

Applied Biosystems

optische adhasive Abdeckfolie

Applied Biosystems

PCR-Probenréhrchen

Becton Dickinson Labware

Pipettenspitzen, Biosphere Filter Tips

Sarstedt AG & Co.

Pipettenspitzen, ep Tips

Eppendorf Research

Pipettenspitzen, Safe Seal-Tips

Biozym Diagnostic GmbH

Pipettenspitzen, Safe Seal-Tips professionel

Biozym Diagnostic GmbH

Reagenzréhrchen, BD Falcon

Becton Dickinson Labware

Reaktionsgefale, 0.5, 1.5, 2 ml

Eppendorf Research

RNase-Spray, RnaseZap

Ambion

Roéhrchen, Tube 15, 50 ml

Sarstedt AG & Co.

Serologische Pipetten, 5-25 ml

Sarstedt AG & Co.

Skalpelle

Dahlhausen

Spritzen, BD Discardit 11 10ml, 20ml

Becton Dickinson Labware

Spritzenvorsatzfilter, 0,45um

VWR International

Suspensionskulturplatte, 6 well, 12 well

Greiner-Bio_One GmbH
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Im Rahmen der Versuche benutzte Verbrauchsmaterialien.

4.3 Chemikalien

Tabelle 3 Chemikalien

Chemikalienbezeichnung Hersteller
2-Propanol (Isopropanol) Merck AG
Aceton J.T.Baker

Aqua destillata, Aqua ad iniectabilia Braun

Braun Melsungen AG

Chloroform

J.T.Baker

DEPC (RNase freies Wasser)

United States Biochemicals

DNA-GroRenstandard, 100 bp DNA-Ladder Invitrogen
DNA-GroRenstandard, 1 kb + DNA-Ladder Invitrogen
DTT Merck AG
Ethanol Roth

Ethidiumbromid

Sigma-Aldrich Chemie

Fetales Rinder Serum

PAN Biotech GmbH

Glykogen

Merck AG

IL-2 (recombinant human)

PeproTech

MEM Non-Essential-Amino-Acids

GIBCO Laboratories

MEM Sodium Pyruvate

GIBCO Laboratories

PBS, DULBECCO (1x) low Endotoxin

Biochrom AG

peqGOLDUniversal Agarose

Peqglab

Propidiumjodid

Sigma-Aldrich Chemie

RNase

Sigma-Aldrich Chemie

RPMI 1640 Medium mit GlutaMAX

GIBCO Laboratories
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Tris

United States Biochemicals

TRIZOL

Invitrogen

Trypan Blau, Trypan Blue Stain

GIBCO Laboratories

Im Rahmen der Versuche benutzte Chemikalien.

4.4  Puffer und Losungen

Tabelle 4 Puffer und Lésungen

Pufferbezeichnung Komponente Menge
5x Gelelektrophorese-Probenpuffer 10 % Bromphenol Blau 50 ul
(Agarosegelelektrophorese)
99 % Glycerol 500 pl
1x TBE 50 ul
A. dest. 500 pl
10x TBE, pH 8,3 Tris 107,81 ¢
(Agarosegelelektrophorese)
Borsaure 55,03 ¢
EDTA-Na,-Salz 7449
Im Rahmen der Versuche benutzte Puffer und Losungen.

4.5 Reaktions-Kits

Tabelle 5 Reaktions-Kits

Kit-Bezeichnung

Hersteller

Cell Line Nucleofector® Kit

Amaxa Biosystems

CalPhosTM Mammalian Transfection Kit Clontech
Platinum SYBR Green qPCR SuperMix Invitrogen
SuperScript™ 11 ReverseTranscriptase Invitrogen
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BrdU Flow Kit

BD Pharmingen

Cignal™ NF«B Reporter Assay Kit (GFP)

SABiosciences

APC Annexin V

BD Pharmingen

Im Rahmen der Versuche benutzte Reaktionskits.

4.6 Polymerasen

Tabelle 6 Polymerasen

Name

Hersteller

Advantage GC Genomic LA Polymerase

Clontech

AmpliTaq Gold

Applied Biosystems

Im Rahmen der Versuche benutzte Polymerasen.

4.7  Primer

Die Primer [s. Tab. 7] sind Produkte von TIB MOLBIOL Syntheselabor GmbH.

“forward“ steht fiir vorwérts (5’-3’- Orientierung) “reverse” steht fiir riickwérts (3’-5’-

Orientierung).

Tabelle 7 Primer

Name Lange | Sequenz Orientie- Tnmin
in bp rung °C
TNFAIP3-fo 20 | 5’- ctgggaccatggcacaactc forward | 60,0
TNFAIP3-re 20 | 5’- cggaaggttccatgggattc reverse | 59,0
A20exon2-f 24 | 5°- ggagtcgtattaaagtcaggctaa forward | 54,6
A20exon2-r 22 | 5’- ggcaaaagaaacacaacagaac reverse | 55,7
A20exon3-f 20 | 5’-ttgctgggtcttacatgcag forward | 56,1
A20exon3-r 20 | 5’- cccaccatggagctctgtta forward | 57,1
A20exon4-f 23 | 5’- gggagtacaggatacattcaagc reverse | 55,0
A20exon4-r 25 | 5’- gctgaaagcatttaagtacagatcc reverse | 55,9
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A20exon5-f 20 | 5’- acctaagggcctcattttce forward | 56,2
A20exon5-r 20 | 5’- agcaaaaaggaaaaccctga reverse | 55,7
A20exon6-f 25 | 5’- tgagatctacttacctatggccttg forward | 56,0
A20exon6-r 22 | 5’- cagatgacacaggagagagctg reverse | 55,7
A20exon7-1-f 25 | 5’- ggttctacaattcttgccataatcc forward | 57,0
A20exon7-1-r 20 | 5’- caagtgccttgtgtggtctg reverse | 57,4
A20exon7-2-f 20 | 5’- cacaacggattttgtgaacg forward | 56,3
A20exon7-2-r 20 | 5’- aggaacaaaaccccttctgg reverse | 57,5
A20exon8-f 20 | 5’- ctctgtatcggtggggtgac forward | 56,6
A20exon8-r 20 | 5’- caaaaagcatcgaacacacg reverse | 56,6
A20exon9-f 20 | 5’- tgatctgcctgttctttcca forward | 54,5
A20exon9-r 20 | 5’- gggttcagaggatagcacca reverse | 55,9
R2MGTf41-62 22 | 5’- ctcgegcetactctctctttctg forward | 59,2
R2MGr188 25 | 5’- agtcaacttcaatgtcggatggatg reverse | 58,5
CYLD-f 20 | 5’- acgtgggctgtcctgtgaaa forward | 60,8
CYLD-r 20 | 5’- atgcaacaaacacgccacaa reverse | 60,0
hiL-2-f 20 | 5’- tcccaaactcaccaggatgc forward | 59,0
hIL-2-r 22 | 5’- caatggttgctgtctcatcagc reverse | 58,5
IL6-f 20 | 5’- ccececcaggagaagattccaa forward | 59,0
IL6-r 20 | 5’-ttctgccagtgcectcetttge reverse | 60,3
cFLIP-f 20 | 5’- ggggacttggctgaactgct forward | 61,0
cFLIP-r 20 | 5’- tcggcccatgtaatecttca reverse | 58,4
c-Myb-f 20 | 5’- gatgggctgcttcccaagtc forward | 60,3
c-Myb-r 20 | 5’- actttctgccatcggtgetg reverse | 60,2
NFkB2-f 20 | 5’- aggaagaggtgcagcggaag forward | 61,1
NFkB2-r 20 | 5’- ccggactggtaggggctgta reverse | 61,3
CD3G-f 22 | 5’- tctgggaagtaatgccaaggac forward | 58,5
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CD3G-r 20 | 5’- cccaacagcaaggacgaaaa reverse | 59,8
HIF1A-f 22 | 5’- tcatccatgtgaccatgaggaa forward | 57,3
HIF1A-r 20 | 5’- tgaatgtggcctgtgcagtg reverse | 60,3
BMI1-f 20 | 5’- ttacgatgcccagcagcaat forward | 59,8
BMI1-r 21 | 5’-tggaccattccttctccaggt reverse | 58,9
TNFRSF9-f 20 | 5’- ccteccaccagcaatgcagag forward | 60,4
TNFRSTO-r 20 | 5’- tcgtcccattcacaagcaca reverse | 58,9

Im Rahmen der Versuche benutzte Primer.

4.8 Small interfering RNA

Fiir die gezielte Herunterregulierung von A20 wurden folgende “small interfering RNA’s

(siRNA) der Firma Applied Biosystems Ambion verwendet.

Tabelle 8 siRNA

Name Lange in bp Sequenz
sense 21 caaaguuggaugaagcuaatt
$14259
antisense 21 uuagcuucauccaacuuugcg
sense 21 ggauguuaccaggacauuutt
514260
antisense 21 aaauguccugguaacaucctg
sc sense 25 ccaaaggacgagagcagguucauaa
(scramble antisense
control) 25 uuaugaaccugcucucguccuuugg
nc sense 21
(negative antisense 21
control)

Im Rahmen der Versuche benutzte siRNA.
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4.9  Zellkultur

Kultivierung der Zelllinien [s. Tab. 10] in Zellkulturmedium [s. Tab. 9] bei 37°C; 5% CO..

Tabelle 9 Zellkultur-Medium

Medium

Zusammensetzung

Verwendung

RPMI 1640

500ml RPMI-1640 (+GlutaMAX) Suspensions-

+50ml 10% FCS (inaktiviert, filtriert)

+5ml MEM NAA

+5 ml Sodium Pyruvate

+1ml Plasmocin

Zelllinien (bei SeAx
zusétzlich Zugabe
von 100 U/ml IL-2
notig)

Im Rahmen der Versuche benutztes Zellkultur-Medium.

Tabelle 10 Zelllinien

Zelllinie Zelltyp Zell-Information
Jurkat T-Zell-Lymphom Suspensionszelllinie, Lymphoblast
HUT78 Sezary-Zelllinie (CD4+ | Suspensionszelllinie, Lymphoblast, rund

CTCL)

SeAx Sezary-Zelllinie (CD4+ | Suspensionszelllinie, bendtigt
CTCL)

100 U/ml IL-2
Myla Mycosis fungoides- Suspensionszelllinie

Zelllinie (CD4+ CTCL)

Im Rahmen der Versuche benutzte Zelllinien.
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4,10 Software und Internetdatenbanken

Tabelle 11 Software und Internetdatenbanken

Software/Browser/Datenbank

Quelle

Quantity-One Version 4.1

(Agarose-Gel-Auswertung)

Bio-Rad Laboratories

Cell Quest Pro
(FACS-Messung)

Becton Dickinson Labware

ModFit LT

(Zellzyklus-Analyse)

Verity Software House

7500 Sequence Detection Software Version 1.3
(Real-time PCR-Auswertung)

Applied Biosystems

WinMDI Version 2.8
(FACS-Auswertung)

http://facs.scripps.edu/

Chromas Version 1.55

(Chromatogramm Auswertung)

Technelysium

Pubmed http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pu
bmed/
methBLAST http://medgen.ugent.be/methBL

AST/

NF-kB target genes

http://www.bu.edu/nf-kb/gene-
resources/target-genes/

Cell Signaling

http://www.cellsignal.com/path
ways/nk-kappab-signaling.jsp

Im Rahmen der Versuche benutzte Internetdatenbanken und Softwareprogramme.
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5 Methoden

5.1 RNA-Methoden

5.1.1 RNA-Isolation mit TRIzol®-Reagent
Das TRIzol®-Reagenz (invitrogen) ist eine gebrauchsfertige LOsung aus Phenol und

Guanidin-Isothiocyanat, die RNA aus Zellen und Geweben isolieren kann. Guanidin-

Isothiocyanat kann zusatzlich Proteine, wie zum Beispiel RNAsen, denaturieren.

Diese Ein-Stufen-Methode kann bei Zellmengen von 5 x 10° bis tber 10’ durchgefiihrt

werden.

Die Zellsuspension wird zunéchst bei 500x g fur 5-10 Minuten zentrifugiert. Es entsteht ein
Zellpellet am Boden sowie ein flussiger Uberstand, der sorgfiltig abgenommen wird. Das
verbleibende Zellpellet resuspendiert man sofort mit 1000ul TRIzol® Reagent (invitrogen)
pro 5-10 x 10° Zellen durch repetetives Auf- und Abpipettieren. TRIzol® bewirkt das
Aufbrechen der Zellen und das Auflosen der Zellorganellen. Die Suspension aus TRIzol®

und lysierten Zellen kann nun bei Bedarf eingefroren werden.

Bei sofortiger Weiterverarbeitung folgen finf Minuten Inkubation bei Raumtemperatur, dann
werden 200ul Chloroform hinzugegeben. Durch kréftiges Schutteln fiir circa 15 Sekunden
vermengen sich die Ldsungen. Nach dreimindtiger Inkubation bei Raumtemperatur werden
die Proben 15 Minuten lang bei 12000x g zentrifugiert. Es entstehen eine rote, phenolhaltige
Phase sowie eine wassrige Phase, die die RNA enthélt. Die wassrige Phase wird sorgféltig

abgenommen und in neue Rohrchen Gberfihrt.

Die Zugabe von 500ul Isopropanol fuhrt zum Auswaschen der RNA, 1ul Glycogen verbessert
die Sichtbarkeit des entstehenden Pellets. Die Proben werden erneut geschittelt und dann fir
10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieRend folgt eine erneute Zentrifugation bei
12000x g fiir 10 Minuten.

Der Uberstand wird grob mit der Pipette abgenommen. Nach dem Hinzufiigen von 1ml
75%iger Ethanol werden die Roéhrchen nochmals geschttelt, damit sich das Pellet vom

Boden 16st und vollig von Ethanol umspult wird.
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AnschlieBend an ein letztes Zentrifugieren bei 7500x g fir 5 Minuten nimmt man den
verbleibenden Uberstand genau ab. Das RNA-Pellet trocknet nun an der Luft, sodass sich
seine Farbe von weill zu transparent andert. Danach wird es in 15ul Diethylpyrocarbonat
(DEPC)-Wasser geldst und die Probe auf Eis gestellt.

Die geloste RNA wird bei -80°C eingefroren.

5.1.2 OQualitdtskontrolle der isolierten RNA

Um die Qualitat der isolierten RNA zu prifen, tragt man ein Gemisch aus 2ul RNA, 2ul Gel-
Beladungs-Puffer und 8ul Aqua destillata auf ein einprozentiges Agarosegel auf und flhrt
eine Gelelektrophorese (siehe S.52) durch. Bei guter RNA-Qualitét entsteht eine klare, scharf

abgrenzbare Bande.

5.1.3 Reverse Transkription der RNA in cDNA
Fur genetische Analysen wie eine TagMan-Real-Time-PCR (siehe S.50) muss die RNA als

CDNA (complementary DNA) vorliegen. Mit der cDNA konnen, im Gegensatz zur
genomischen DNA, nur die durch Transkription tatséchlich abgelesenen Gene einer Zelle
festgestellt werden. Damit kann man sehen, welche Gene eine Zelle in einer bestimmten

Situation nutzt.

Fur die Umschreibung gibt man zu 5,5ul der RNA zundchst 0,5ul Random Primer sowie
0,5ul desoxy-Nukleotidtriphosphate (dNTPs). Diese Mischung inkubiert im Cycler flr 5
Minuten bei 65°C, wobei die Sekundérstrukturen der RNA aufgehoben werden, und kihlt
anschlieRend langsam auf 4°C ab, damit sich die Primer an die RNA-Strdnge anlagern

kdnnen.

Danach werden pro Probe 2ul First Strand Buffer, 1ul DTT sowie 0,5ul SuperScript Reverse
Transkriptase hinzugefiigt. Anschlielend erfolgt die Reverse Transkription im Cycler unter

folgenden Bedingungen:

25°C 17min  42°C 50min 70°C 15min 4°C «

Bei 42°C liegt die optimale Temperatur fiir die Reverse Transkriptase. Hier kann sie die
Anknulpfung der zum RNA-Strang komplementaren Nukleotide am besten katalysieren. Es
entsteht ein zur RNA-Vorlage genau passender cDNA-Strang. Am Ende trennt sich dieser bei
70°C vom RNA-Strang.

Die so entstandene cDNA wird 1:10 mit Aqua destillata verdinnt und bei -20°C eingefroren
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5.2 DNA-Methoden

521 PCR

Mit der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist es mdglich, einen bestimmten DNA-Abschnitt

gezielt zu vervielféltigen, zum Beispiel fir die Sequenzierung des betreffenden DNA-

Abschnittes. Dazu bendtigt man neben der DNA als Vorlage (Template) Vorwarts- und

Rickwarts-Primer, die sich an den DNA-Abschnitt anlagern kdénnen; eine thermostabile

Polymerase, die die Reaktion katalysiert; sowie dNTPs. Diese Bestandteile werden im

sogenannten Master Mix miteinander vermischt [s. Tab. 12].

Advantage Buffer 1l
dNTPs 0,254l
foreward Primer 0,25ul
reverse Primer 0,25ul

Advantage Polymerase 0,2ul
DMSO 0,5ul

A. dest. Braun 6,55l

Tabelle 12: MasterMix flr die PCR von A20 einer Sézary-Probe.

Substanzgemisch zum Ansatz einer PCR.

Die Abfolge der Reaktion wird durch die Temperaturanderungen im Cycler bestimmt [s. Tab.

13]. Bei 95°C lésen sich die beiden Strange der DNA voneinander (Denaturierung). Durch

eine Abkihlung der Temperatur auf 62°C wird die Anlagerung der Primer an die Matrize

ermoglicht (Annealing). Bei 72°C schliel’lich liegt das Optimum der Polymerase, sodass sie

hier die Verlangerung des neuen Strangs, beginnend vom Primer, durch Anlagerung der
dNTPs katalysiert. Dieser Reaktionszyklus wird 35-mal wiederholt. Der betreffende DNA-

Abschnitt vervielfaltigt sich dadurch exponentiell.
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95°C 10min

95°C 15s Denaturierung
62°C 15s 35x Annealing
72°C 1min Katalyse
72°C 7min

4°C 00

Tabelle 13 PCR-Reaktionszyklus zur Vervielféaltigung von A20-Exons aus Sézary-Proben mit
Advantage Polymerase.

Temperaturzyklus wahrend der Durchfiihnrung einer PCR-Runde.

5.2.2 Real-Time guantitative PCR (RTQ-PCR) mit TagMan
Die semiquantitative Real-Time-PCR ist eine Weiterentwicklung der herkémmlichen PCR-
Methode, bei der die Amplifikation der cDNA-Matrizen direkt sichtbar wird. Indem die

Kinetik des betrachteten Zielgens ins Verhéltnis zur Kinetik eines stabilen Housekeeping-
Gens wie P2-Mikroglobulin gesetzt wird, kann man Uber die Verdnderungen in der

Expression des Zielgens urteilen.

Fur den Ansatz einer Real-time PCR wird ein MasterMix angesetzt [s. Tab. 14]. Dieser

beinhaltet pro Probe:

9,5ul Aqua dest.

12,5ul Power SYBR Green
0,5ul foreward Primer
0,5ul reverse Primer

Tabelle 14: MasterMix flr eine Probe zur Durchfiihrung einer RTQ-PCR.

Probenansatz fur die Durchfiihrung einer RTQ-PCR.

Der Farbstoff Power SYBR Green® interkaliert in doppelstrangige DNA und fluoresziert im

gebundenen Zustand.
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Der MasterMix wird auf eine 96-Well-Platte aufgetragen. Nach Zugabe von 2pl cDNA in
jedes benutzte Well kann die RTQ-PCR im TagMan ablaufen. Die Temperaturabfolge fur die
Amplifikation ist in Tab. 15 dargestellt.

Nach 40 Amplifikationszyklen folgt das Stadium der Schmelzkurve. Dieses dient zur
Kléarung der Spezifitdt der Reaktion. Da SYBR Green unspezifisch in jede doppelstréngige
DNA interkaliert, kann die gemessene Fluoreszenz auch von zwei Primern, die sich
komplementéar gebunden haben, oder &hnlichem erzeugt werden. Deshalb werden die
Reaktionsansdtze am Ende der PCR bis 95°C erhitzt. Dabei erreichen die entstandenen PCR-
Produkte ihren Schmelzpunkt, an dem sie sich voneinander l6sen und somit den
Fluoreszenzfarbstoff wieder freigeben. Folglich kommt es zu einem Abfall der Fluoreszenz.
Dies stellt sich in der sogenannten Melt Curve (Schmelzkurve) dar. Sie sollte einen spitzen,
klaren Peak haben, der darstellt, dass die Schmelzpunkte aller Proben eines Zielgens bei der
gleichen Temperatur liegen. Treten bei unterschiedlichen Temperaturen Peaks auf, spricht das

flr unspezifische Amplifikationen.

50°C 2min

95°C 10min

95°C 15sec 40

65°C Imin } Zyklen

95°C 15sec

60°C Imin Schmelzkurve
95°C 30sec

60°C 15sec

Tabelle 15: Reaktionsbedingungen der RTQ-PCR.

Temperaturabfolge wahrend eines RTQ-PCR-Zyklus.

Mit fortschreitender Zahl der abgelaufenen Zyklen steigt die Zahl doppelstrangiger DNA-
Molekile an, sodass auch mehr SYBR Green gebunden und damit mehr Fluoreszenz

gemessen werden kann. Dieser Anstieg erfolgt anfangs exponentiell, spater flacht der Anstieg
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aufgrund von Faktoren wie abnehmender Primerkonzentration auf ein lineares Niveau ab.
Daher benutzt man den Wert, bei dem sich die Fluoreszenz gerade deutlich vom Hintergrund
abhebt, als Referenzwert, da in diesem Stadium die Amplifikation der DNA noch exponentiell

verlauft. Der Referenzwert wird als CT (cycle treshold)-Wert bezeichnet.

Diese Auswertung erfolgt mittels 7500 Sequence Detection Software, flr die weiteren

Berechnungen wird Excel benutzt:

Da jede Probe zweimal bestimmt wird, um Pipettierfehler auszuschlieRen, wird zunachst der
Mittelwert ACT aus den zwei CT-Werten einer Probe gebildet. Dann subtrahiert man den
ACT-Wert von B2-Mikroglobulin vom ACT-Wert des betrachteten Gens. Den AACT-Wert
erhdlt man, wenn man den ACT-Wert des Experiments vom ACT-Wert der Kontrollprobe
abzieht. Mit der Formel

X-fache Anderung = 2A%4¢T

kann schlieRlich die relative Kopienzahl der Versuchs-cDNA im Vergleich zur Kontroll-
cDNA B2-MG ermittelt werden.

5.2.3 Agarosegelelektrophorese
Die Gelelektrophorese dient dem Auftrennen von Nukleinsduren (DNA, RNA, PCR-

Produkte) und anderen Molekiilen nach GréRe mit Hilfe eines elektrischen Feldes.

Die Nukleinsaure wird auf ein Agarosegel aufgetragen. Dieses bringt man so in eine
Elektrophoresekammer ein, dass es allseitig von TBE (Tris-Borat-EDTA-Buffer) umspult
wird. Nun legt man eine elektrische Spannung so an, dass sich das Gel zwischen Kathode und
Anode befindet. Der Stromfluss lasst die auf das Gel aufgetragenen, negativ geladenen
Nukleinsauren Richtung Anode wandern. Das Gel bildet eine netzférmige Struktur, sodass
kleine Molekile besonders weit laufen kénnen, wéhrend gréRere Molekile zurlckbleiben.

Dies flihrt zur Auftrennung der Probe nach Grolie ihrer Bestandteile.

Fur ein einprozentiges Gel 16st man in der Mikrowelle 1g Agarose in 100ml TBE. Dazu gibt
man 7pl Ethidiumbromid. Dies interkaliert in die Nukleinsduren, sodass sie unter UV-Licht
sichtbar werden. Nun wird die Flussigkeit luftblasenfrei in zwei Gelkammern gegossen.
Sofort danach bringt man einen Kamm in das Gel ein, sodass sich wahrend des Aushértens

Kammern im Gel bilden.
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In die Kammern trdgt man die Proben und den Marker auf. Dazu werden Mischungen aus
Probe/Marker, Gel-Beladungspuffer (GBP) und Aqua destillata angefertigt [s. Tab. 16]:

RNA PCR-Produkt Marker
Probe 2ul 10ul 1ul
GBP 2ul 2ul 2ul
A. dest. Braun 8ul - ul
Gel-Art 1%ig 1,5%ig

Tabelle 16: Probenvorbereitung fur die Gelelektrophorese.

Versuchsansatz fiir eine Gelelektrophorese mit RNA oder PCR-Produkt sowie den Marker,
der als Vergleichsprobe mit auf das Gel aufgetragen wird.

Nun legt man ein elektrisches Feld mit 120V und 15W fiir circa 40 Minuten an das Gel an.
AnschlieBend erfolgt die Auswertung der Elektrophorese mit der Gel Doc 200-UV-Kammer
und der Quantity One-Software von BIO-RAD.

5.2.4 Gelextraktion
Die Aufreinigung von DNA aus dem Gel mit dem QIlAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) ist

unter anderem noétig, um einen bestimmten DNA-Abschnitt, den man durch

Gelelektrophorese identifiziert hat, fur die Sequenzierung aufzubereiten.

Zunéchst schneidet man die entsprechende Bande unter UV-Licht aus dem Gel aus, wiegt das
ausgeschnittene Stuck und gibt es in ein Réhrchen. Auf 100mg Gel fugt man 300ul QG-
Buffer hinzu und stellt das Rohrchen fur 10 Minuten bei 50°C in den Heizblock. Die Warme
und regelmaRiges Vortexen unterstitzen die Auflosung des Gels. Der QG-Buffer enthalt
einen pH-Wert-Indikator, der beim optimalen pH-Wert von 7,5 eine gelbe Farbe besitzen
muss. Falls eine violette Farbung vorliegt, muss der pH-Wert mit 10ul 3M Sodiumacetat

korrigiert werden.

Anschlieend fugt man pro 100mg Gel 100ul Isopropanol hinzu und vortext das Gemisch.
Dieser Schritt erhoht die Ausbeute an DNA-Fragmenten mit 500-4000 Basenpaaren L&nge.
Nun wird die Flussigkeit in eine Gelextraktionssdule umgefillt und bei 17900x g eine Minute
lang zentrifugiert. Die DNA bindet nun an den in der S&ule vorhandenen Filter, wahrend der

fliissige Uberstand mit darin gelosten kleineren Molekiilen den Filter passiert und verworfen
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werden kann. Das erneute Hinzugeben von 500ul QG-Buffer mit darauffolgendem
Zentrifugieren entfernt letzte Agarosereste aus dem Filter.

Im néchsten Schritt wascht man den Filter durch die Addition von 750ul mit Ethanol
versetztem PE-Buffer, 1-2 Minuten Inkubation und einminutiges Zentrifugieren bei 17900x g.
Dies dient zur Entfernung von Salzen aus dem Filter. Ein zusatzliches Zentrifugieren
eliminiert Reste des PE-Buffers aus der Membran und trocknet sie. Die fliissigen Uberstande

werden jeweils verworfen.

Nun stellt man den obere Saulenteil in ein 1,5ml-Réhrchen. 37ul Aqua destillata werden so
auf den Filter gegeben, dass die als weiller Fleck sichtbare DNA genau getroffen, aber nicht
mit der Pipettenspitze beruhrt wird. Nach einer Minute Inkubationszeit erfolgt ein erneutes

Zentrifugieren, das mit dem dabei entstandenen Uberstand nochmals wiederholt wird.

Ergebnis sind circa 35ul von in Aqua destillata geléster DNA.

5.3  Zellkultur und Zellfunktion

5.3.1 Kulturbedingungen

Die humanen Lymphomzelllinien MyLa, Hut78 und SeAx gehdren zu den
Suspensionszelllinien. Sie bendtigen RPMI-1640-Medium, das mit 1% nichtessentiellen
Aminosauren, 1% Sodiumpyruvat, 10% inaktiviertem FCS sowie 0,2% Plasmocin versetzt

wurde.

Optimal sind eine Temperatur von 37°C, 95% Luftfeuchtigkeit und 5% CO,. Die Zellen
werden alle 2-3 Tage oder nach Bedarf passagiert.

5.3.2  Zellzahlbestimmung

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgt mittels Lichtmikroskopie. Dazu gibt man 8ul der gut
durchmischten Zellsuspension auf einen speziellen Objekttrager mit Neubauer-Zahlkammern
und bedeckt sie mit einem Deckgléschen. Ein groBes Quadrat dieser Zahlkammern besteht
aus 4x4 kleinen Quadraten. Man zahlt die Zellen in den vier groRen Quadraten und bildet die
Quersumme durch Division des Ergebnisses durch 4. Die Anzahl der Zellen pro Milliliter

erhalt man mithilfe der Formel:

Zellzahl/ml = Quersumme der gezahlten Zellen  x 10*
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Die Anfarbung der Zellen mit Trypanblau ermdglicht die Unterscheidung lebender von
apoptotischen Zellen.

5.3.3  Zellzyklusmessung

Anhand dieser Messung mit dem Fluoreszenzfarbstoff Propidiumiodid, der in die DNA
interkaliert, kann bestimmt werden, wie viele Prozent der Zellen sich in der G1-, G2- oder S-
Phase des Zellzyklus befinden. Grundlage dafir ist, dass die messbare Fluoreszenz der Zellen
proportional zur DNA-Menge steigt.

Da Propidiumiodid auch in doppelstrangige RNA interkalieren kann, behandelt man die
Proben vorher mit RNAse.

Es werden etwa 1x10° Zellen fur 10 Minuten bei 500x g zentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Es folgt ein Waschschritt mit 1ml PBS. Nach Entfernen des Uberstandes wird das
verbleibende Zellpellet unter Vortexen tropfenweise mit 500ul eiskaltem 75%igem Ethanol
versetzt und fir mindestens eine halbe Stunde bei -20°C eingefroren. Dies fihrt zur Fixierung
der Zellen in ihrer Phase des Zellzyklus.

Es folgt ein zehnmin(tiges Zentrifugieren der Proben bei 1500x g bei 4°C. Wahrenddessen
bereitet man einen Mastermix aus 300ul PBS, 6l RNAse und 6l Propidiumiodid pro Probe
vor. Die Resuspension des Zellpellets erfolgt nach Abnahme des Uberstands mit jeweils
300ul des Mastermix. Nach einer weiteren halben Stunde Inkubationszeit bei
Raumtemperatur im Dunkeln kann die gut gevortexte Probe mit dem FACS gemessen

werden. Die Auswertung der Ergebnisse erfolgt mit dem Programm ,,ModFit®.

5.3.4 A20-Knochdown mittels siRNA

Zur Untersuchung der Funktion von A20 soll die Expression dieses Gens unter anderem

unterdriickt werden. Dies geschieht mittels siRNA (short interfering RNA), einer
Einzelstrang-RNA komplementar zu zelleigener mRNA. Durch Bindung der siRNA an
MRNA entsteht dsSRNA (Doppelstrang-RNA), welche von der Zelle abgebaut wird. Damit

kann das mMRNA-Level und somit die Genexpression gesenkt werden.

Im Rahmen dieser Arbeit werden die A20-mRNA-spezifischen siRNAs 14259 und 14260 in
die Zelllinien MyLa und Hut78 eingeschleust. Dieses geschieht mitttels Elektroporation.
Hierbei wird durch einen kurzen elektrischen Impuls die Permeabilitdt der Zellmembran
gesteigert, sodass die siRNA durch Diffusion in die Zelle gelangen kann. Es wird das Cell

Line Nucleofector® Kit V der Firma Amaxa Biosystems benutzt.
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Fur die Transfektion bendtigt man jeweils ca. 2 Millionen Zellen. Nach Bestimmung der
Zellzahl (s. Kapitel 5.3.2) zentrifugiert man das benétigte Volumen Zellsuspension fur 10 min
bei Raumtemperatur mit 1500 U/min. Das entstandene Pellet wird in jeweils 100 pl Human T
cell Nucleofector Solution resuspendiert. Nun gibt man 10 pl siRNA bzw. scrambled control,
eine funktionslose siRNA als Kontrollprobe, in der Konzentration 1pg/pl dazu und uberfihrt
das Gemisch in die Transfektionskivette. Im Elektroporationsgerat (Amaxa) erfolgt dann die

Elektroporation im Programm G-010.

AnschlieBend wird sofort 500 ul vorgewarmtes RPMI-Medium zugesetzt. Die Suspension
uberfiihrt man schlieBlich in weitere 20ml RPMI-Medium, z.B. auf eine 9-Well-Platte. Pro
Zelllinie kdnnen so Ansétze mit sSiRNA, scrambled control und génzlich unbehandelten Zellen
als Kontrolle fur unterschiedliche Messzeitpunkte erzeugt werden. Bis zur Probenentnahme

werden die Zellen im Brutschrank kultiviert.

5.3.5 BrdU

Eine andere Methode zur Bestimmung der Zellproliferation ist die Markierung der Zellen mit
5-Brom-2’-desoxyuridin (BrdU) mittels BrdU Flow Kit von BD Pharmingen. BrdU wird als
Thymidinanalogon von der DNA-Polymerase wahrend der DNA-Synthese in die neu
entstehenden DNA-Strange eingebaut. Mit fluoreszierenden Antikdrpern markiert, kann man
den Anstieg des DNA-Gehalts im Verlauf des Zellzyklus als Anstieg der Fluoreszenz mithilfe
des FACS beobachten.

Zunéchst steht die Vorbereitung von BrdU, BD Perm/Wash, Staining Buffer sowie DNAse

fur den Gebrauch an.

BrdU (1mM) 31pl BrdU (10mg/ml) werden in Iml RPMI-Medium verdinnt
BD Perm/Wash Verdinnung des 10x Stock 1:10 mit Aqua destillata
Staining Buffer 1x PBS+ 3% hitzeinaktiviertes FBS+ 0,09% Natriumazid

DNase (300ug/ml) 30ul DNAse werden mit 70ul PBS verduinnt (jeweils pro Probe)

APC-anti-BrdU 1ul APC-anti-BrdU werden mit 50ul Perm/Wash verdunnt

Tabelle 17: Vorbereitungen fiir BrdU

Arbeitsschritte vor Durchfiihrung der BrdU-Markierung von Zellen.
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AnschlieBend werden zunachst etwa 1x10° Zellen durch 10 Minuten Zentrifugation bei 500x
g von ihrem Medium getrennt, in 5ml frischem, vorgewarmtem RPMI-Medium resuspendiert
und mit 10ul BrdU versetzt. Es folgt eine Inkubation bei 37°C im Brutschrank flir mindestens
3 Stunden.

Fixierung und Permeabilisierung der Zellen

Nach Zugabe von 10ml PBS erfolgt zunéchst ein erster Waschschritt (Zentrifugation bei 300x
g fur 10 Minuten). Das entstehende Pellet wird in 1ml PBS resuspendiert und erneut
zentrifugiert, bei 500x g und 4°C fiir 10 Minuten. Nach Abnahme des Uberstands folgt das
Losen des Pellets in 200ul CytoFix/Perm. An eine Inkubation auf Eis fur 20-30 Minuten
schlielt sich eine Zentrifugation bei 100x g und 4°C fur 5 Minuten an. Das Pellet wird
gevortext und zweimal mit Perm/Wash bei gleichen Zentrifugationsbedingungen gewaschen.
Darauf folgend resuspendiert man das Pellet in 300ul eines Mastermix aus 90% FCS und 10%
DMSO und friert die Suspension bei -80°C ein.

Nach dem Auftauen wird die Suspension mit 10ml PBS bei 200x g 10 Minuten lang
gewaschen. Das Pellet wird in 100ul BD CytoPerm Plus Buffer geldst und nach 10 Minuten
Inkubation bei 4°C erneut in Iml BD Perm/Wash bei 300x g fiir 5 Minuten gewaschen.

Re-Fixierung

Nun resuspendiert man das Zellpellet in 100ul BD CytoFix/CytoPerm Buffer, lasst die
Suspension 5 Minuten lang bei Raumtemperatur oder 4°C inkubieren und wascht die Zellen
anschlieBend mit 1ml Perm/Wash (300x g, 5 Minuten).

DNAse-Behandlung

Zur Freilegung des wahrend der Inkubationszeit eingebauten BrdU werden die Zellen nun in
100ul DNAse geldst und eine Stunde lang bei 37°C inkubiert. Es folgt ein Waschschritt mit
1ml BD Perm/Wash (300x g, 5 Minuten).

BrdU-Farbung

Fir die Kennzeichnung des BrdU werden fluoreszenzmarkierte Antikorper benutzt. Dazu
resuspendiert man das Zellpellet in 50ul APC-anti-BrdU und l&sst die Suspension 20 Minuten
lang bei Raumtemperatur inkubieren. Nachfolgend werden die Zellen in 1ml BD Perm/Wash
gewaschen (300x g, 5 Minuten).
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Zur Farbung der Gesamt-DNA resuspendiert man die Zellen in 20pul 7-AAD. Nach
Hinzufligen von 1ml Staining Buffer erfolgt die Fluoreszenzmessung im FACS.

Zur Auswertung der Ergebnisse wird das Programm ,,ModFit* benutzt.

5.3.6  Apoptose-Messung

Der kontrollierte Zelltod kann mithilfe des Proteins Annexin V sichtbar gemacht werden.
Grundlage daflr ist Phosphatidylserin, das im Anfansstadium der Apoptose von der
zytoplasmatischen Seite der Zellmembran auf die extrazellulare Seite wandert. Damit kann
Annexin V, das eine hohe Affinitat zu Phophatidylserin besitzt, an die Aulenseite
apoptotischer Zellen binden und sie so markieren. Zur Unterscheidung apoptotischer Zellen
von nekrotischen Zellen dient 7-Amino-Actinomycin D (7-AAD). Es kann durch die
perforierten Zellmembranen nekrotischer Zellen gelangen und an die DNA, aber nicht an
frihapoptotische Zellen binden. Somit konnen frihapoptotische Zellen, die nur Annexin V
gebunden haben, von spatapoptotischen und nekrotischen Zellen unterschieden werden, die

sowohl Annexin V-, als auch 7-AAD-positiv sind.
Verwendet wird das Kit APC Annexin V von BD Pharmingen.

0,5 ml Zellsuspension werden in ein FACS-Ro6hrchen gefullt, mit 2 ml PBS versetzt und 5
Minuten lang bei 500x g zentrifugiert. Nach dem Verwerfen des Uberstands schlieft sich ein
weiterer Waschschritt an. Derweil wird ein Mastermix angesetzt: Pro Probe bendtigt man
50u! Annexin Binding Buffer; 2,5ul APC Annexin V sowie 2,5ul 7-AAD.

Die vom Uberstand befreite Probe wird kurz gevortext und anschlieRend mit 50pul des
Mastermix versetzt. Nach 15 Minuten Inkubation im Dunkeln addiert man 300ul Annexin
Binding Buffer, dann ist die Probe bereit fiir die Messung im FACS. Die Auswertung der

Messung erfolgt mit dem Programm ,,ModFit*.

5.4 Inhibition des NF-kB-Signalwegs

Um die Abhangigkeit der Zelllinien MyLa und SeAx vom NF-kB-Signalweg zu analysieren,
wurden sie mit den beiden NF-«kB-Inhibitoren MG 132 und JSH-23 behandelt.
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MG 132 ist ein Peptidaldehyd, das als Inhibitor des Ubiquitin-Proteasom-Wegs wirkt. Es
inhibiert 26S-Proteasome und verhindert damit die Degradierung des NF-kB-Inhibitors IkB,

sodass NF-kB nicht in den Zellkern translozieren kann (8).

Das aromatische Diamin JSH-23 dagegen behindert direkt die nukledre Translokation von
p65 sowie die DNA-Bindungsfahigkeit von NF-«B.

Insgesamt behindern die Inhibitoren die Transaktivierung der Gene mit kB-Bindungsstelle im

Promotor.

Die pulverférmigen Inhibitoren werden so in DMSO gelost, dass MG 132 in einer
Konzentration von 10,6mM und JSH-23 in einer Konzentration von 20,8 mM vorliegt. Diese
Losungen werden nochmals 1:1000 (MG 132) bzw. 1:2000 verdiinnt. Fir die
Endkonzentration 100uM fligt man nun bei beiden Inhibitoren jeweils 10ul Lésung pro
Milliliter Zellsuspension hinzu. Bei JSH-23 funktioniert teilweise auch schon eine niedrigere

Konzentration von 30uM, die 3ul/ml Zellsuspension entspricht.

In jeder Versuchsreihe erfolgt auBerdem der Ansatz einer Mock-Probe, bei der die
Zellsuspension nur mit dem Lésungsmittels DMSO behandelt wird, und zwar in der gleichen
Konzentration, in der die Inhibitoren in den anderen Proben vorliegen. Dies dient dazu,
Einflusse des Losungsmittels auszumachen. Nicht zuletzt stellt man auch eine Non-treated

(NT)-Probe bereit, die nur die Zellsuspension enthalt.

Nach 4, 7, 10 und 24 Stunden werden Proben fir die RNA-Isolation abgenommen. AuRerdem

erfolgt nach 24h die Probengewinnung flr die Analyse von Zellzyklus und Apoptose.

5.5 NF-xB-Reporter-Assay

Zur Bestimmung der NF-xkB-Aktivitdt in Zellen wurde neben dem TagMan-basierten
Screening auch das Cignal™ Reporter Assay Kit von SA Biosciences benutzt. Zu diesem
gehéren ein Reporter und eine Positivkontrolle, die mittels Transfektion in die Zellen

eigeschleust werden.

Der Reporter ist ein Konstrukt aus dem Gen fur Griin-fluoreszierendes Protein (GFP) und den
Promotorelementen TATA-Box sowie Transcriptional Response Element (TRE). Diese

Promotorelemente sind so ausgelegt, dass NF-kB spezifisch an sie binden kann. Durch diese
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Bindung wird das Gen transaktiviert und das Grin-fluoreszierende Protein kann produziert
werden. Es akkumuliert in der Zelle und kann mithilfe des FACS gemessen werden. Somit

signalisiert eine Fluoreszenz der Zellen NF-kB-Aktivitét.

In der Positivkontrolle dagegen steht das GFP-Gen unter der Kontrolle eines CMV-Promotors

und ist damit konstitutiv aktiv. Dies dient dazu, den Erfolg der Transfektion zu Gberprifen.

5.5.1 Gentransfer mittels Elektroporation

Bei der Transfektion wird Fremd-DNA ohne Mithilfe von bakteriellen oder viralen Vektoren
in eine eukaryotische Zelle eingeschleust. Dazu gibt es verschiedene Verfahren, hier wurde
die Elektroporation (Amaxa) benutzt. Bei diesem Verfahren fuhrt ein kurzer Stromimpuls zur
voriibergehenden Permeabilisierung der Zellmembran, sodass die Fremd-DNA imstande ist,
in das Zytoplasma der Zelle zu gelangen. VVon dort kann sie in den Zellkern translozieren und

in die DNA der Zelle eingebaut werden.

Fiir diese Methode benétigt man etwa 1,5x10’ Zellen. Diese werden bei 300x g und 23°C fiinf
bis zehn Minuten lang herunterzentrifugiert und vom Uberstand befreit. Es folgt eine
Resuspension der Zellen in 400ul Solution V. Dann werden jeweils 100ul der Zelllésung mit
20l der Reporter-oder Positivkontroll-Lésung vermengt und luftblasenfrei in die
Transfektionskiivette pipettiert. Uber das Programm M13 des Amaxa-Gerats erfolgt die
Elektroporation. AnschlieBend werden sofort 500ul vorgewdrmtes RPMI-Medium
hinzugefugt und die Zellsuspension mit einer Plastikpipette in vorbereitete Gewebsflaschen

mit 28ml vorgewarmtem RPMI-Medium uberfihrt.

Im weiteren Verlauf des Experiments folgt direkt anschlielend die Behandlung der
transfezierten Zellen mit den NF-xB-Inhibitoren, indem jeweils 7ml der Zellsuspension
abgefillt und mit 70ul JSH-23, MG 132 oder DMSO versetzt werden.

5.5.2 Messung der Fluoreszenz

Die Fluoreszenzmessung der transfezierten Zellen durch das FACS erfolgt 24 Stunden nach
der Transfektion. Dafiir werden etwa 500l der Zellsuspension mit 1ml PBS verdiinnt und 10
Minuten lang bei 300x g zentrifugiert. Nach Abnahme des Uberstands erfolgt ein erneuter
Waschschritt mit 1ml PBS unter den gleichen Zentrifugationsbedingungen. AnschlieRend
wird das Zellpellet in 300ul PBS gelost.

Nun kann die Fluoreszenzmessung im FACS stattfinden. Die Auswertung der Ergebnisse

erfolgt mit dem Programm ,,WinMDI Version 2.8*.
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6 Ergebnisse

6.1 Vorversuche

6.1.1 Primerauswahl

In der vorliegenden Arbeit wird der Einfluss des Tumorsuppressors A20 auf den NF-xB-Weg
untersucht. Dafiir werden Parameter benétigt, die als Indikatoren fir die Anderungen in
diesem Signalweg dienen. Verschiedene Zielgene des Transkriptionsfaktors NF-xB sollen
diese Aufgabe erfiillen. Die Zielgene enthalten eine kB-Bindungsstelle in ihrem Promotor,
damit sind sie in ihrer Expression auf das Vorhandensein von NF-kB angewiesen. Mit Hilfe
der Internetseite http://www.bu.edu/nf-kb/gene-resources/target-genes/ wurden 14 solcher
Zielgene ausgesucht: cFLIP, c-Myb, Bcl2, CYLD, NF-xB2, CD3y, CD38, IL2, IL6, HIF1A,
BMI1, GATA3, Bcl2L11 sowie TNFRSF9. Mit den Primern dieser Gene wurden TagMan-
QRT-PCRs mit der cDNA der T-Zellen der gesunden Blutspender 10047-10054
durchgefiihrt. Daran schlossen sich eine kritische Uberpriifung der Schmelzkurven sowie die
Durchfuhrung von Agarose- Gelelektrophoresen mit den PCR-Produkten an.

Melt Curve Melt Curve

Derlvative Reporter (-Rn)

Tempersture (*C) Tempersture (°C)

i.ﬂ‘ B c D ME Hf Hc WH -}a‘ 8 c D ME MF Mo WH ‘
Abbildung 7 Schmelzkurve der Abbildung 6 Schmelzkurve der
TagMan-QRT-PCR mit dem c- TagqMan-QRT-PCR mit dem CD38-
Myb-Primer. Primer

Die exakte Schmelzkurve beweist die Die mehrfachen Peaks der

Spezifitat des Primers. Schmelzkurve weisen auf unspezifische

Reaktionen der Primer hin.
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Bei der QRT-PCR muss eine Amplifizierung der cDNA stattfinden, andernfalls funktioniert
der Primer nicht. Diese Voraussetzung wurde von allen Primern erfillt.
Bei der Schmelzkurve wurde auf saubere Verlaufe sowie eine klar zulaufende Spitze geachtet
[s. Abb. 6].

Die Primer von CD38 sowie Bcl2L11 wiesen unklare Schmelzkurven mit mehreren Peaks auf
[s. Abb. 7] und wurden daher nicht weiter verwendet.

Bei der Agarose-Gelelektrophorese deuten klar abgegrenzte Banden auf spezifische
Ergebnisse  hin.  Dieses  Kriterium  wurde von allen  Primern  erfillt.
Unspezifische Ergebnisse kodnnen zum Beispiel entstehen, wenn sich die Primer
aneinanderlagern, statt an die DNA zu binden. Im Falle von NFkB2 entstanden bei zwei
Versuchsansétzen jedoch 2 klare Banden: In Probe 10047 16h nach Stimulation sowie in der
unstimulierten Probe 10054. Aufgrund der guten Schmelzkurve wurde jedoch entschieden,

das Gen weiter als Zielgen heranzuziehen.

Nur wenn alle Bedingungen erfllt waren, wurde ein Primer flr die weiteren Untersuchungen

der Zellen verwendet.

6.1.2 Die Expression der NF-kB-Zielgene andert sich unter NF-kB-Einfluss

Die Primer fanden zunédchst Anwendung im Rahmen von QRT-PCRs an der cDNA gesunder
T-Zellen. Diese wurde von Franka Busse im unstimulierten Zustand sowie 4 und 16 Stunden
nach Stimulation durch IL2 aus den T-Zellen der 4 Blutspenderproben 10047, 10050, 10053
und 10054 gewonnen. IL2 aktiviert den NF-xB-Signalweg, sodass der Transkriptionsfaktor
NF-kB freigesetzt wird und an die kB-Stellen der DNA im Promotor seiner Zielgene binden
kann. Die Expression der Zielgene miisste sich entsprechend andern. Mit diesem Experiment
sollte Uberpriift werden, ob die ausgewéhlten Zielgene als Indikatoren fur den NF-kB- Weg in
Frage kommen.

Nach der Durchfiihrung der PCRs mit den verschiedenen Primern wurden die Ergebnisse der
vier Patienten gemittelt, um die individuellen Schwankungen der Genexpression zu
berticksichtigen.

Es zeigte sich bei neun Genen ein Anstieg der Expression nach IL2-Stimulation: bei cFLIP, c-
Myb, IL2, IL6, BMI1, HIF1A, CYLD, TNFRSF9 und NF-kB2. Der Zeitverlauf der Reaktion

auf die Stimulation unterschied sich aber von Gen zu Gen.
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a) Hochster Anstieg der Genexpression 4 Stunden nach T-Zell-Stimulation mit IL2

Abbildung 8 Saulendiagramm zur
CFLIP (pooled) CFLIP-Expression in unstimulierten (ns)
5500 T-Zellen sowie 4 und 16 Stunden nach
Stimulation durch IL2.
% 2000 ]
&
T 1500 Dem starken Anstieg der Genexpression
é 1000 4 Stunden nach der Stimulation folgt von
< ein allmahlicher Abfall der
S 500 - Genexpression. Ahnliche
:. Expressionsmuster finden sich bei c-
0 ' ' Myb, NF-xB2 und TNFRSF'9 (nicht
ns 4h 16h gezeigt).
Stunden nach IL2-Stimulation

Funf der Gene reagieren mit einem friilhen Expressionsanstieg auf die 1L2-Stimulation: cFLIP,
c-Myb, NF-xB, TNFRSF9 sowie BMI1. Bei cFLIP und c-Myb steigt die Expression nach 4
Stunden auf das Dreifache im Vergleich zum unstimulierten Zustand der Zellen [s. Abb. 8].
Im Falle von NF-kB2 ist die Steigerung 10fach, bei TNFRSF9 sogar 12fach. Die BMI1-

Expression erhoht sich auf das 1,8-fache.

Nach 16 Stunden zeigt sich bei fast allen dieser Gene die Expression im Vergleich zu den 4-
Stunden-Ergebnissen erniedrigt; gegenuber den Werten der unstimulierten Zellen ist die
Expression der Gene aber immer noch erhoht. Nur bei BMI1 bleibt die Genexpression auch

nach 16 Stunden stabil.

b) Hochster Anstieg der Genexpression 16 Stunden nach T-Zell-Stimulation durch IL2

Bei IL2, IL6, HIFLA und CYLD ist der Expressionsanstieg 16 Stunden nach der Stimulation
am groBten [s. Abb. 9]. Der endgliltige Anstieg ist meist sehr stark: Wé&hrend sich die CYLD-
Expression nach 16h auf das 1,6fache erhoht, steigen die HIFLA-Werte auf das Siebenfache;
der IL6-Wert ist 16 Stunden nach Stimulation 59-mal hoher als der Wert der unstimulierten
Zellen. 1L2 weist sogar eine Uber 4000-fache Steigerung auf, da es in unstimulierten Zellen
kaum  exprimiert wird und nach der  Stimulation sprunghaft ansteigt.
Das Expressionsmuster von CYLD weicht etwas ab, da hier 4 Stunden nach Stimulation noch

keine Anderung der Genexpression sichtbar ist.
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Abbildung 9 Saulendiagramm zur IL6-
Expression in unstimulierten (ns) T-
Zellen sowie 4 und 16 Stunden nach
Stimulation durch IL2.
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Stunden nach IL2-Stimulation

Die Genexpression steigt allmahlich an
und erreicht nach 16 Stunden ihren
hdchsten Wert. Ahnliche
Expressionsmuster finden sich bei IL2
und HIF1A (nicht gezeigt).

¢) Abfall der Genexpression nach Stimulation der T-Zellen mit 1L2

CD3y weist einen Expressionsabfall nach Stimulation auf [s. Abb. 10]. Die Genauspragung ist
4 Stunden nach der IL2-Behandlung um etwa 40% abgefallen und bleibt auch nach 16

Stunden auf diesem Niveau.
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Abbildung 10 Saulendiagramm zur
CD3y-Expression in unstimulierten
(ns) T-Zellen sowie 4 und 16 Stunden
nach Stimulation durch IL2.

Die Genexpression sinkt ab und
stagniert dann auf dem niedrigen Level.

d) Keine Anderungen in der Genexpression nach Stimulation

Bcl2 und GATAS zeigten auch 16 Stunden nach der IL2-Behandlung keine Anderung in ihrer

Expression. Daher wurden sie nicht fur weitere Untersuchungen herangezogen.

Insgesamt wurden nach diesem Experiment 10 Primer fur die weiteren Untersuchungen
benutzt- cFLIP, c-Myb, NF-kB2, HIF1A, BMII1, IL2, IL6, TNFRSF9, CYLD und CD3y.




6.2 Reaktionen der NF-kB-Zielgene auf A20-Knockdown und -Reexpression
in gesunden- und Tumorzellen

6.2.1 Der NF-xB-Weqg wird durch den Knockdown des Tumorsuppressors A20 in

verschiedenen Lymphomzelllinien beeinflusst

Floriane Braun flhrte in VVorversuchen in den kutanen T-Zell-Lymphom-Zelllinien MyLa und
Hut78 einen Knockdown des Tumorsuppressors A20 durch. Dazu wurden die siRNAs 14259
und 14260 getrennt voneinander verwendet, zusétzlich kam eine scrambled control- eine
funktionslose siRNA- zum Einsatz. 8, 24 und 48 Stunden nach dem Knockdown wurden

mMRNA-Proben gewonnen.

Nach dem Umschreiben der mRNA in cDNA fuhrte ich die QRT-PCR-Untersuchungen
durch. Die Auswertung der PCRs erfolgte mit Excel. Dabei wurden die Ergebnisse der
siRNA-behandelten Proben durch die Ergebnisse der scrambled-control-applizierten Proben
dividiert, um zu zeigen, wieviel mal hoher oder niedriger die Expression der Zielgene in den
Knockdown-Proben im Gegensatz zu den Kontrollproben ist. Damit wurden die Effekte, die

allein durch das Transfezieren der siRNAs entstanden, aus den Ergebnissen herausgerechnet.

a) A20-Knockdown in MyLa

MyLa ist eine Zelllinie, die sich von einem Patienten mit Mycosis fungoides ableitet. 8, 24

und 48 Stunden nach dem AZ20-Knockdown wurden Proben fiir die cDNA-Gewinnung
abgenommen. An dieser cDNA erfolgte die Durchfuhrung von QRT-PCRs.
Neun von zehn Zielgenen wiesen 48 Stunden nach der RNA-Interferenz eine erhohte
Expression im Vergleich zur Anwendung der scrambled control auf [s. Abb.11]. Das weist
darauf hin, dass der NF-kB-Weg durch das Ausschalten von A20 starker aktiviert wird. Diese
Verénderungen sind unabhéngig von der verwendeten siRNA, wobei die SiRNA 14259 aulRer
bei den Genen IL6 und NF-kB2 stets stirkere Anderungen bewirkt. NF-kB2 weicht von den
sonstigen Resultaten der 48-Stunden-Proben ab, da seine Genexpression im Vergleich zur
Anwendung der scrambled control unter der sSiRNA 14259 sinkt bzw. unter der SiIRNA 14260
gleich bleibt. IL2 wird in dieser Zelllinie sehr schwach ausgebildet, sodass nur 48-Stunden-
Werte vorhanden sind. Am eindrlcklichsten zeigen sich die Ergebnisse der Genexpression
von HIF1A, die unter der siRNA 14259 fast auf das 17fache im Vergleich zur scrambled

control erhéht sind.
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Die Ergebnisse der Proben friherer Zeitpunkte sind weniger eindeutig. So zeigen sich 8
Stunden nach dem A20-Knockdown mit der sSiRNA 14259 die cDNA-Level von finf der zehn
Zielgene im Verhaltnis zu den scrambled-control-Werten erniedrigt. Betroffen sind HIF1A,
BMIl, CYLD, CD3y und c-Myb. 24 Stunden nach dem Knockdown liegt das
Expressionslevel dieser Gene erst auf dem Niveau der mit scrambled control behandelten
Zellen [s. Abb. 11]. Interessanterweise zeigen diese funf Gene allerdings nach 48h den
groliten Anstieg in der Expression. TNFRSF9, IL6 und cFLIP weisen kein solches Absinken
der siRNA-Werte unter die scrambled-control-Werte auf. NF-xB2, fir das 48h nach dem
Knockdown als einziges Gen keine Steigerung der Expressionslevel nachweisbar ist, zeigt
dagegen wahrend der friilhen Zeitpunkte eine Expressionszunahme. Offensichtlich reagiert es
als erstes der Gene auf Schwankungen der NF-kB-Konzentration der Zelle und fallt dafir
auch als erstes wieder ab. Auch im ersten Experiment, unter IL2-Stimulation, gehdrte es zur
fruh reaktiven Gruppe.
Insgesamt fallt weiterhin auf, dass die Verwendung der beiden unterschiedlichen siRNAs
auch unterschiedlich groBe Schwankungen in der cDNA-Expression hervorruft, abhangig
vom Zeitpunkt der Probenentnahme. So sind 8h nach dem Knockdown die durch die siRNA
14260 bedingten Erhéhungen der Expression stérker als die durch siRNA 14259 bedingten.
48h nach dem Knockdown haben sich die Verhaltnisse umgekehrt.
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Abbildung 11 Diagramme zur Veranderung der Genexpression in MyLa-Zellen nach dem
Knockdown von A20.

Genexpression der NF-kB-Zielgene 8h nach A20-Knockdown in MyLa
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Zu Abb. 11: Sichtbar sind die Veranderungen der NF-xB-Zielgene auf cDNA-Ebene nach
Anwendung der A20-spezifischen siRNAs 14259 und 14260 im Verhaltnis zur Anwendung der
funktionslosen scrambled control. x-Achse: Zielgene, y-Achse: Starke der relativen
Veranderung der Genexpression. kV=, keine Verdnderung*, das heifst die Genexpression
nach Anwendung der siRNAs entspricht der Genexpression nach Anwendung der scrambled

control.

b) A20-Knockdown in Hut78

Die Hut78-Zelllinie leitet sich von einem Patienten mit Sézary-Syndrom ab. Auch an dieser

Zelllinie wurden 8, 24 und 48 Stunden nach dem siRNA-vermittelten Knockdown von A20
Proben fir QRT-PCRs gewonnen. Es stellte sich dabei heraus, dass Hut78 IL2, IL6 und
TNFRSF9 kaum exprimiert. Daher konnten diese drei Gene nicht zur Auswertung

herangezogen werden.

Acht Stunden nach dem Knockdown mit siRNA 14260 ist die Genexpression aller NF-kB-
Zielgene, mit Ausnahme von NF-kB2, im Vergleich zu den Zellen ohne Knockdown
gesteigert [s. Abb. 12]. Das AusmaR der Steigerung reicht von einer knappen Verdopplung
bei cFLIP bis hin zu einer fast 9-fachen Steigerung im Falle von HIF1A. Die Anwendung der
SIRNA 14259 dagegen fiihrte zu einer verminderten Genexpression. 16 Stunden spater aber
erreichen die cDNA-Werte der Zielgene auch in den mit dieser siRNA behandelten Zellen
erhdhte Werte, wahrend der Umfang der Expressionszunahme in den mit 14260 behandelten
Zellen zuriickgegangen ist. cFLIP und CD3y dagegen entsprechen nun in ihrer Auspragung
dem Muster der Zellen ohne Knockdown. Auch nach 48 Stunden weist das Gros der Zielgene
noch eine verstiarkte Expression auf, mit Ausnahme von CYLD und CD3y. Die Wirkung der

beiden unterschiedlichen siRNAs hat sich inzwischen angeglichen [s. Abb. 12].

Insgesamt fallt auf, dass die sSIRNA 14260 fruher und im Falle von Hut78 im Vergleich mit
SiIRNA 14259 auch starker in die Expression der Zielgene eingreift. In den Experimenten mit
MyLa wirkt 14260 ebenfalls friiher; die Reaktion auf 14259 erfolgt spéater, fallt dafur aber

auch starker aus.
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Abbildung 12 Diagramme zur Veranderung der Genexpression in Hut78-Zellen nach dem
Knockdown von A20.
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Zu Abb. 12: Sichtbar sind die Veranderungen der NF-xB-Zielgene auf cDNA-Ebene nach
Anwendung der A20-spezifischen siRNAs 14259 und 14260 im Verhaltnis zur alleinigen
Durchfiihrung des Transfektionsprozesses (,, Mock ). x-Achse: Zielgene, y-Achse: Starke der
relativen Verdnderung der Genexpression. Zum Vergleich: kV= , keine Verdnderung*“, das
heilt die Genexpression nach Anwendung der siRNAs entspricht der Genexpression nach

Durchfuhrung des Transfektionsprozesses ohne siRNA.

6.2.2 Die Reexpression von A20 in SeAx beeinflusst den NF-kB-Weq neqgativ

Die von einem Patienten mit Sézary-Syndrom gewonnene Zelllinien SeAx enthélt eine bi-
allelische Deletion des A20-Gens und ist daher nicht imstande, den Tumorsuppressor selbst
zu produzieren. In einem Versuch von Floriane Braun wurde das A20-Gen retroviral in SeAx-
Zellen transduziert. AulRerdem wurde in andere SeAx-Zellen ein leerer Vektor eingeschleust,
um die Konsequenzen der Methode an sich sichtbar zu machen- diese Negativkontrolle wird
im Folgenden als MIGR bezeichnet. Nach 72, 90 und 100 Stunden erfolgte die
Probenabnahme fir die cDNA-Herstellung. Die cDNA wurde durch mich mit QRT-PCRs
untersucht. In der Auswertung mit Excel wurden die cDNA-Werte der A20-reexprimierten
Proben durch die Werte der MIGR-Proben geteilt, um das Ausmal} der Veranderung zu

zeigen.

Es fiel auf, dass IL2 hier nicht nachweisbar war. Daher kann es nicht in der Auswertung der

Ergebnisse benutzt werden.

Es zeigt sich insgesamt ein Trend zur verminderten Expression der Zielgene nach AZ20-
Reexpression. Insbesondere 100 Stunden nach erfolgter Reexpression sind die cDNA-Spiegel
der Zielgene im Vergleich zur MIGR- Behandlung deutlich vermindert, bzw. im Falle von
CD3y verstdrkt. Bei vier von neun NF-kB-Zielgenen- HIF1A, CYLD, c-Myb und BMI1-
fuhrt die Reexpression von A20 zu allen Zeitpunkten zu einem Sinken ihres
Expressionslevels. Drei weitere Gene- TNFRSF9, cFLIP und NF-«B2- zeigen jedoch 90
Stunden nach der Transduktion in A20-behandelten Zellen héhere cDNA-Spiegel als in
MIGR-Zellen. Bei IL6 tritt dieses Phdnomen sogar bei zwei Zeitpunkten auf, nach 72 Stunden
und nach 90 Stunden [s. Abb. 13].
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Abbildung 13 Veranderungen der cDNA-Level von NF-xB-Zielgenen zu verschiedenen
Zeitpunkten nach A20-Reexpression in SeAx.
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Das Diagramm zeigt die relativen Veranderungen der Expression von neun verschiedenen
NF-xB-Zielgenen 72, 90 und 100 Stunden nach Transduktion des A20-Gens. Zum Vergleich:
kV= keine Veranderung der Genexpression nach A20-Reexpression im Vergleich zur MIGR-

Behandlung.

6.2.3 Die Expression von NF-kxB-Zielgenen gesunder T-Zellen wird durch AZ20-

Knockdown beeinflusst

Nach den Analysen zum Einfluss von A20 auf die Expression von NF-kB-Zielgenen in
malignen T-Zellen sollen die Reaktionen der Zielgene auf einen Knockdown des
Tumorsuppressors in gesunden T-Zellen untersucht werden. Die daflr benétigten T-Zellen
wurden von Franka Busse aus den Buffy Coats von Blutkonserven gesunder Spender isoliert.
Diese T-Zellen wurden zundchst mit IL2 stimuliert, um den NF-kB-Weg anzuregen,
anschlieBend folgte der A20-Knockdown. Die Gewinnung der RNA fand 24, 48, 72 und 96
Stunden nach dem Knockdown statt. Die RNA wurde in cDNA umgeschrieben und von mir
mittels QRT-PCR analysiert. Bei der Berechnung der Endergebnisse in Excel wurden erneut
die Anderungen der Genexpression der Knockdown-Proben durch die Veranderungen der mit

scrambled control behandelten Proben geteilt. Da die Ergebnisse von bis zu 11 Blutspendern
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(10066, 10067, 10068, 10077, 10078, 10082, 10084, 10085, 10088, 10089 und 10090)
gemittelt werden konnten, war eine statistische Auswertung mittels Wilcoxon-Test maoglich.

a) Ergebnisse 24 Stunden nach dem Knockdown

Veranderung der Expression der NF-kB- Zielgene 24h nach dem A20-
Knockdown
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Abbildung 14 Anderung der Genexpression der Zielgene 24h nach A20-Knockdown in
gesunden T-Zellen.

Die X-Achse zeigt die NF-xB-Zielgene, wahrend auf der Y-Achse die x- fache Anderung
der Genexpression dargestellt ist. Vier Gene zeigen eine deutliche, drei nur eine
schwache Veranderung. Bei NF-xB2, IL2 und IL6 ist p<0,05. NC= no change.

24 Stunden nach dem Knockdown von A20 zeigt sich die Expression von 4 der 10 NF-kB-
Zielgene im Vergleich zur scrambled control hochreguliert: 1L2 (p=0,027), IL6 (p=0,027) und
NF-kB2 (p=0,0039) mit statistisch relevanter Hochregulation ihrer Genprodukte, sowie
TNFRSF9 (p=0,097). cFLIP (p=1), BMII (p=0,91) und CD3y (p=0,51) weisen nach dem
Knockdown eine nur leicht erhdhte und auch nicht statistisch signifikante Steigerung der
cDNA-Expression vom 1,1- bzw. 1,2-fachen des Wertes der Kontrollzellen auf. Das
Maximum liegt bei einer Steigerung um das 2,6-fache im Falle von IL2 bzw. IL6. Die cDNA-
Konzentration von c-Myb dagegen ist im Vergleich zur scrambled control leicht gesunken
(p=0,16) [s. Abb. 14].

CYLD und HIF1A sind in einigen Proben nicht ausreichend nachweisbar und kénnen daher
nicht mit in den Wilcoxon-Test einbezogen werden. Die T-Zellen stammen aus den Proben
der Blutspender 10066, 10067, 10068, 10077, 10084, 10085, 10088, 10089 und 10090. Die
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Proben von 10078 und 10082 dieses Zeitpunktes mussten aufgrund schlechter cDNA-Qualitét

aussortiert werden.

b) Ergebnisse 48 Stunden nach dem Knockdown

Veranderung der Expression der NF-kB- Zielgene 48h nach A20-
Knockdown
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Abbildung 15 Anderung der Genexpression der Zielgene 48h nach A20-Knockdown in
gesunden T-Zellen.

7 von 9 Genen weisen eine Steigerung ihres cDNA-Levels auf, 2 sind nahezu unverandert.
IL6, IL2, TNFRSF9, BMI1 und CYLD entsprechen p<0,05. NC= no change.

Zwei Tage nach der Behandlung der Zellen mit siRNA weisen 7 Gene eine Erhéhung ihres
cDNA-Spiegels auf, auBerdem finden sich hier die meisten statistisch relevanten
Expressionssteigerungen. Das Maximum liegt bei einer Steigerung um das 3,8-fache bei IL6
(p=0,0048); wéhrend auch IL2 (p=0,04), TNFRSF9 (p=0,019), BMI1 (p= 0,0029) und CYLD
(p= 0,023) eine statistisch nachweisbare Steigerung ihrer Genexpression im Vergleich zur
scrambled control erfahren. NFkB2 (p= 0,27) und cFLIP (p=0,52) zeigen ebenfalls einen
erhdhten cDNA-Spiegel. CD3y (0,9-fach; p=0,76) und c-Myb (1,1-fach, p=0,17) weisen keine
Veranderung auf. HIF1A ist erneut nicht in allen Proben nachweisbar und kann daher nicht

mit zur Auswertung herangezogen werden [s. Abb. 15].
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¢) Ergebnisse 72 Stunden nach dem Knockdown

Nach drei Tagen liegt bei allen getesteten NF-xB-Zielgenen eine zumindest leichte Steigerung
in der Expression vor. Diese reicht bis zu einer 3,9-fachen Steigerung des cDNA-Levels im

Falle von IL6 (p=0,0097), welches auch die einzig statistisch relevante Verédnderung darstellt.

Verdanderung der Expression der NF-kB- Zielgene 72h nach A20-
Knockdown
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Abbildung 16 Anderung der Genexpression der Zielgene 72h nach A20-Knockdown in
gesunden T-Zellen.

Alle NF-xB-Zielgene der Knockdown-Proben zeigen eine vermehrte Expression im
Gegensatz zu den mit scrambled control behandelten Proben. NC= no change.

Bei den anderen Zielgenen ist ebenfalls eine Steigerung der Genexpression zu verzeichnen,
die jedoch nicht statistisch signifikant ist: NF-xB2 (p=0,96), cFLIP (p=0,206), c-Myb
(p=0,96), BMI1 (p=0,89), IL2 (p= 0,206), TNFRSF9 (p=0,7), CYLD (p=0,945) und HIF1A
(p=0,29), CD3y (p=0,83). Die Werte variieren zwischen 1,1-fach (CD3y) und 1,4-fach
(TNFRSF9) bzw. 2,6-fach (I1L2) [s. Abb. 16].

d) Ergebnisse 96 Stunden nach dem Knockdown

Nach 96 Stunden kann man nur noch bei 3 Genen eine leichte Steigerung ihres
Expressionslevels erkennen: IL6 (p=0,109), IL2 (p=0,109) und NF-xB2 (p=0,25). Die
Steigerung reicht vom 1,4-fachen bei c-Myb bis zum 2,0-fachen bei IL6. Bei c-Myb, BMI1
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und TNFRSF9 liegt keine Veranderung im Vergleich zur scrambled control mehr vor: c-Myb
1,1fach (p=0,31).; BMI1 und TNFRSF9 1-fach (p=0,46 bzw. 0,546). Die anderen Gene haben
in der AZ20-Knockdown-Probe einen niedrigeren Spiegel im Vergleich mit den
Kontrollproben. cFLIP weist in dieser Versuchsgruppe das einzige statistisch verwertbare
Ergebnis auf (p=0,0078) und ist ebenfalls herabreguliert (0,7-fach); &hnlich wie CYLD
(p=0,546) und CD3y (p=0,195) [s. Abb. 17]. Fir dieses Experiment konnten die Proben
10077, 10078, 10082, 10084, 10085, 10088, 10089 und 10090 verwendet werden. Die
Proben 10066, 10067 und 10068 wurden im Rahmen der Experimente von Franka Busse nur
uber 72h kultiviert.

Verdanderung der Expression der NF-kB-Zielgene 96h nach A20-
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Abbildung 17 Anderung der Genexpression der Zielgene 96h nach A20-Knockdown in
gesunden T-Zellen..

Nur noch 3 Gene weisen eine erhthte Expression im Vergleich zu den Kontrollproben auf,
die Ubrigen zeigen keine Veranderung oder Downregulation. NC= no change.

Einzelauswertung der Gene

Nach dem Knockdown des NF-kB-Inhibitors A20 in gesunden T-Zellen zeigt sich eine
Steigerung in der Expression von NF-xB-Zielgenen. Dabei reagieren die Zielgene
unterschiedlich schnell auf den Knockdown: Einige weisen bereits 24 Stunden danach einen

erhohten cDNA-Pegel im Vergleich mit den Zellen der scrambled control auf; andere erst
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nach 48 Stunden. Bei einigen Genen féllt der Unterschied des cDNA-Gehalts besonders grof3
aus; bei anderen ist nur eine geringe Veradnderung nachweisbar [s. Abb. 18].
cFLIP weist 24 Stunden nach dem Knockdown nur eine geringe Expressionssteigerung im
Vergleich zur scrambled control auf (1,3-fach), erreicht nach 72 Stunden eine 2,4-fache
Steigerung im Vergleich mit den Kontrollzellen und féllt danach stetig ab, bis es 96 Stunden
nach dem Knockdown sogar herunterreguliert erscheint (0,7-fach). Der 96-Stunden-Wert ist
statistisch relevant. NF-kB2 ist 24 Stunden nach dem Knockdown verglichen mit der
Kontrolle 1,7-fach erhtht (p<0,05); die Expression gleicht sich dann aber wieder mit Werten
von 1,2- bis 1,4-facher Erhéhung den Verhaltnissen in den Kontrollzellen an und verliert die
statistische Signifikanz. IL2 zeigt zu allen Zeitpunkten deutlich erhéhte cDNA-Spiegel im
Vergleich zur scrambled control (24-72 Stunden nach dem Knockdown 2,6-fach; 96 Stunden
danach 1,8-fach erhoht). Der 24- und der 48- Stunden- Messwert sind statistisch relevant. Die
Knockdown-Zellen weisen ebenfalls deutlich und konstant erhéhte IL6- Pegel auf (bis 3,9-
fach); auBerdem liefert IL6 am meisten statistisch signifikante Resultate (24, 48, 72 Stunden).
Der cDNA-Pegel von TNFRSF9 zeigt 24 Stunden nach dem Knockdown die hdchste
Verénderung (1,78-fach) und fallt danach stetig ab, bis sich die Pegel 96 Stunden nach dem
Knockdown in Knockdown- und Kontrollzellen véllig gleichen. Der 48-Stunden-Wert

erreicht ein p von unter 0,05.

c-Myb reagiert insgesamt kaum auf den Knockdown mit Werten von 0,9-fach bis 1,1-fach,
und erreicht auch keine statistische Signifikanz. Ahnlich verhalt sich BMI1, allerdings zeigt
sich hier 48 Stunden nach dem Knockdown eine statistisch relevante Erhohung des cDNA-
Pegels im Vergleich zur Kontrolle auf das 1,35-fache. Auch CD3y schwankt um den Wert
von 1 und damit die Ubereinstimmung der cDNA-Pegel in Knockdown- und Kontroll-Zellen.
Einzig nach 96 Stunden féllt eine deutliche Verminderung des cDNA-Spiegels im Vergleich
zu den Kontrollzellen auf (0,7-fach), allerdings ohne statistische Signifikanz. Entsprechend
fallen die Ergebnisse bei CYLD und HIF1A aus.
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Abbildung 18 Einzelauswertung der NF-«B-Zielgene unter A20-Knockdown.
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x-Achse: jeweils Stunden nach A20- Knockdown; y-Achse: jeweils x-fache Veranderung der
Genexpression. Die Zielgene zeigen eine unterschiedliche Dynamik in ihrer
Expressionssteigerung nach A20-Knockdown. CYLD und HIF1A waren nicht zu allen

Zeitpunkten nachweisbar.
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6.3 Die NF-xB-Zielgene unter dem Einfluss von NF-kB-Inhibitoren

Mit Hilfe von JSH-23 und MG 132, zwei Inhibitoren des NF-xB-Wegs, soll nun die
Abhéngigkeit der beiden Zelllinien MyLa und SeAx von diesem Signalweg untersucht
werden. Ein Unterschied zwischen den Zelllinien liegt im A20-Status: Wahrend MyLa A20
ausbilden kann, mangelt es SeAx aufgrund einer bi-allelischen Deletion an dem
Tumorsuppressor. Untersuchungsgegenstand ist, ob die Zelllinien bei unterschiedlichem A20-

Status auch unterschiedlich auf die Inhibitoren reagieren.

6.3.1 Die NF-xB-Inhibitoren JSH-23 und MG 132 beeinflussen die Zellbiologie abhingig

von ihrer Konzentration

a) Test in MyLa

Zunachst werden zur Dosisfindung verschiedene Konzentrationen der Inhibitoren benutzt: fir
JSH-23 3uM, 10uM und 30uM; fir MG 132 5uM, 25uM und 100uM. Diese
unterschiedlichen Konzentrationen kommen an MyLa-Zellen mit einer Dichte von 3,7x10°
Zellen/ml zur Anwendung. Zusétzlich erfolgt die Anlage von unbehandelten ,,Non-treated*
(NT)- Proben sowie von Mock-Proben, denen nur DMSO, das Mittel, in dem die die
Inhibitoren geldst sind, hinzugefligt wurde. So ergaben sich 10 verschiedene Proben [s. Tab.
18].

MyLa NT MyLa NT
MyLa Mock MyLa Mock
MyLa + 3uM JSH-23 MyLa + 5pM MG 132

MyLa + 10uM JSH-23 MyLa + 25uM MG 132

MyLa + 30uM JSH-23 MyLa + 100uM MG 132

Tabelle 18: Probenaufteilung im MyLa+Inhibitor -Experiment

Zu MyLa wurden unterschiedliche Dosen der Inhibitoren gegeben sowie als
Kontrollproben nur das Losungsmittel DMSO bzw. kein weiterer Stoff. NT= non-treated.
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Von diesen Ansdtzen werden nach 8 Stunden und nach 24 Stunden Proben abgenommen.
AnschlieRend folgen die Messungen von Apoptose und Zellzyklus. Diese sollen herausstellen,

ob die Zellen tberhaupt auf die NF-xB-Inhibition reagieren.
Die Ergebnisse von Apoptose- und Zellzyklusmessung sind allerdings widerspruchlich:

Bei der Apoptose tiberwiegt die Wirkung von JSH-23- so zeigt sich 8 Stunden nach Zugabe
der Inhibitoren in allen mit JSH-23 behandelten Zellen eine Steigerung der Apoptose im
Vergleich zu Mock, wahrend bei MG 132 eine solche Steigerung nur mit der hdchsten
Konzentration erreicht wird. Nach 24 Stunden weisen beide Inhibitoren etwa die gleichen
Effekte auf- eine Apoptosesteigerung mit der niedrigsten und der mittleren Konzentration des
jeweiligen Inhibitors [s. Tab. 19].

Inhibitor JSH-23 MG 132

Konzentration 3uM 10uM 30uM 5uM 25uM 100uM
8h +3% +8% +2% -1% -1% +6%
24h +3% +1% -2% +2% +2% -1%

Tabelle 19: Anderung der Apoptoseraten von MyLa nach Behandlung mit NF-xB-Inhibitoren
im Vergleich zur Mock-Probe (nur DMSO).

Wahrend nach 8 Stunden Inkubationszeit vor allem JSH-23 die Apoptoserate steigern
konnte, gelingt dies nach 24 Stunden auch mit niedrigen Dosen MG132.

Da NF-kB die Zellteilung férdert, wirde man bei Anwendung von NF-kB-Inhibitoren eine
Abnahme der Zellteilung erwarten. Dies wiirde sich durch eine Zunahme der Zellen in der
G1-Phase bei Abnahme des Zellanteils in der S-Phase bemerkbar machen. Bei der
Anwendung der Inhibitoren in MyLa [s. Tab. 20, nur héchste Konzentration der Inhibitoren
gezeigt] zeigt sich, dass nur die hochste Konzentration von MG 132 eine Steigerung in der
G1-Phase erzeugen kann (+5,5% nach 8h sowie +3% nach 24h). Dies wird allerdings nur
beim 8h-Messpunkt durch eine Abnahme der Zellen in der S-Phase erreicht, nach 24h findet

sich vor allem eine Abnahme der Zellen in der G2-Phase.
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In den mit JSH-23 behandelten Proben findet sich paradoxerweise zu beiden Zeitpunkten eine
Abnahme der Zellen in der G1-Phase bei Zunahme der S-Phase.

Inhibitor 30uM JSH-23 100uM MG 132
Zellzyklus- Gl G2 S Debris  G1 G2 S Debris
Phase

8h Mock 72% 11% 17,5% 13% 77% 125% 11% 14%

Inhib ~ 70% 11% 19% 12% 825% 8% 95% 7%

24h Mock 83% 9% 8% 11% 86% 7% 7% 8%

Inhib 81% 8% 11%  9,5% 89% 3,5% 7,5% 14%

Tabelle 20: Zellzykluswerte von MyLa-Zellen nach Inhibitorzugabe.

Mock: Zugabe von DMSO; Inhib: Zugabe von JSH-23 bzw. MG 132 in der jeweils hochsten
Konzentration (30uM bzw. 100uM). G1/G2/S: Phasen des Zellzyklus. Debris= Anteil toter
Zellen. Unter JSH-23-Zugabe kommt es zu keinem Anstieg der Zellen in der G1-Phase bzw.
Abfall der Zellen in der S-Phase, wéahrend dies unter MG132-Zugabe zu beobachten ist.

Zur Bestatigung der Ergebnisse werden im nédchsten Versuch MyLa-Zellen einer Dichte von
2x10°/ml mit der jeweils starksten Konzentration der Inhibitoren behandelt. Jede Probe wird
dreimal angesetzt. Diesmal erfolgt die Messung von Apoptose und Zellzyklus nur nach 24
Stunden. Aus den erhaltenen Werten erfolgt die Bildung des Mittelwerts.

Die Apoptose-Ergebnisse unterscheiden sich erneut nur sehr schwach [s. Tab. 21]. Wé&hrend
im Vorversuch JSH-23 zu einem Absinken der Apoptose um 2% und MG 132 zu einer
Abnahme um 1% fiihrt, findet sich nun eine Zunahme der Apoptose bei den mit 30uM JSH-
23 behandelten Zellen um 2%. In jedem der drei Teilversuche lag die Apoptoserate der MG
132-behandelten Zellen unter, die der JSH-23-behandelten Zellen (iber der der Mock-Zellen.
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Behandlung Apoptose-Rate

Mock 20%
30uM JSH-23 22%
100uM MG 132 19%

Tabelle 21: Apoptoseraten in MyLa nach Inhibitorzugabe, gemittelt aus drei
unterschiedlichen Proben.

Die Zugabe der NF-xB-Inhibitoren hat kaum Einfluss auf die Apoptoseraten der Zellen.

Bei der Zellzyklusmessung erkennt man nun auch eine leichte Steigerung in der G1-Phase
nach der Zugabe von JSH-23 (+4%), ahnlich wie im Vorversuch zeigt sich dazu eine starke
Steigerung mit MG 132 (+25%). Die Steigerung der G1-Phase durch JSH-23 erklért sich
durch einen Abfall des Anteils der Zellen in der G2-Phase (-5%). Fir die starke Erhéhung des
G1-Anteils der Zellen nach MG 132-Zugabe wirken der Austritt von Zellen aus der S-Phase (-
12,5%) und aus der G2-Phase (-13,5%) zusammen [s. Tab. 22].

G1 G2 S Debris
NT 61% 16% 23% 4%
Mock 62% 19% 19% 7%
30uM JSH-23 66% 14% 20% 4,5%
100uM MG 132 87% 5,5% 6,5% 9%

Tabelle 22: Verteilung der Zellzyklus-Phasen in MyLa-Zellen nach Inhibitorzugabe, gemittelt
aus drei unterschiedlichen Proben.

In den gemittelten Ergebnissen lasst sich eine Steigerung der Zellen in der G1-Phase, vor
allem unter MG132, feststellen.

Aufgrund der schwachen Wirkung von JSH-23 soll versucht werden, tiber die Erhéhung der
Konzentration des Inhibitors starkere Effekte zu erzielen. Dazu wird eine Konzentrationsreihe
angesetzt aus einer unbehandelten Probe, einer Mock-Probe sowie jeweils Proben mit 40uM,
60uM, 100uM und 200puM JSH-23. Auch dieser Ansatz wurde dreifach durchgefiihrt. Die
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MyLa-Zellen liegen in einer Dichte von 2,5x10°/ml vor. Wegen der bisher starkeren
Aussagekraft wird nur der Zellzyklus gemessen. Da sich der starkste Anstieg in der G1-Phase
bei 100uM feststellen l&asst [s. Abb. 19], wird ab nun diese Konzentration fir JSH-23 benutzt.
Die Werte flr 200uM konnen nicht zum Vergleich herangezogen werden, da die Menge an
DMSO, die als Vergleich zur Mock-Gruppe hinzugegeben werden muss, schon allein
erhebliche biologische Effekte auslost. Daher kann nicht differenziert werden, ob die Folgen
der Inhibitor-Anwendung an den NF-kB-Hemmstoffen oder an der Wirkung des DMSO

liegen.

JSH-23-Konzentrationsreihe

80
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40 -~
30 ~ B Myla
20
10
0 .

Mock 40uM GOuM IOOuM
Art der Behandlung mit JSH-23

Anteil der Zellen in der G1-Phase in %

Abbildung 19 JSH-23-Konzentrationsreihe in MyLa.

NT= non-treated; Mock=nur DMSO-Zugabe; 40/60/100uM= Konzentration von JSH-23.
Je hoher die JSH-23-Dosis, desto hoher der Anteil der Zellen in der G1-Phase.
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b) Tests in SeAx
In der Zelllinie SeAx werden die Versuche unter den gleichen Bedingungen durchgefihrt. Die
Dichte der SeAx-Zellen betragt 3x10°ml. Auch hier werden nach 8 und 24 Stunden

Zellzyklus und Apoptose gemessen, um den Erfolg der Inhibition zu prifen.

In der Apoptose zeigen sich nach 8 Stunden kaum Veranderungen [s. Tab. 23]. Nach 24
Stunden findet sich in allen Zellproben eine leicht gesteigerte Apoptose im Vergleich zu
Mock. Die starksten Effekte weist dabei die Behandlung mit der niedrigsten und der héchsten

Konzentration von MG 132 auf.

Inhibitor JSH-23 MG 132

Konzentration 3uM 10puM 30uM S5uM 25uM 100uM
8h +/-0% +2% +/-0% -1% +1% -2%
24h +2,5% +1% +1% +6% +2% +4%

Tabelle 23: Anderungen der Apoptoseraten von SeAx nach Behandlung mit NF-xB-
Inhibitoren im Vergleich zur Mock-Probe (nur DMSO).

Beide Inhibitoren fiihren vor allem nach 24 Stunden Inkubationszeit zu einer
Apoptosesteigerung in SeAx.

In der Zellzyklus-Messung préasentieren vor allem die mit JSH-23 behandelten Zellen
Veranderungen, allerdings wirken auch hier nur die hdchsten Inhibitor-Konzentrationen [s.
Tab. 24, nur hochste Inhibitor-Konzentrationen gezeigt]. Schon 8 Stunden nach Zugabe des
Inhibitors zeigen sich leichte Verschiebungen im Zellzyklus zugunsten der G1-Phase. Nach
24 Stunden befinden sich im Vergleich zu den Mock-Zellen 3% weniger Zellen in der S-
Phase, dafur 3% mehr Zellen in der G1-Phase.

Die Behandlung mit MG 132 fiihrte zu unterschiedlichen Ergebnissen. 8 Stunden nach der
Verwendung des Inhibitors ist der Anteil der Zellen in der S-Phase um 3% hdoher als in den
Mock-Zellen. Entsprechend niedriger ist der Gehalt der G1-Phase-Zellen. Nach 24 Stunden
dagegen ist ein vierprozentiger Abfall der S-Phasen-Rate zu verzeichnen. Dieser geht
allerdings nicht zu Lasten der G1-Phase, sondern deutet erneut auf einen Arrest in der G2-

Phase hin.

Auch bei SeAx liegt der Anteil der Debris-Zellen nach der Zugabe von Inhibitoren jeweils

hoher als nach der reinen Zugabe von DMSO.
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Inhibitor

Zellzyklus-
Phase

8h Mock
Inhib
24h Mock

Inhib

30 uM JSH-23 100 uM MG 132

G1 G2 S Debris G1 G2 S Debris
67% 15% 18% 11% 68% 15% 16% 10%
68% 15% 17% 14% 65% 15% 19% 13%
69% 15% 16% 18% 80% 10% 10% 21%
72% 15% 13% 26% 78% 16% 6% 25%

Tabelle 24: Zellzykluswerte von SeAx-Zellen nach Inhibitorzugabe.

Mock: Zugabe von DMSO; Inhib: Zugabe der héchsten Konzentration an JSH-23 bzw. MG
132 (30uM bzw. 10uM). G1/G2/S: Phasen des Zellzyklus. Debris= Anteil toter Zellen. JSH-
23 fuhrt vor allem nach 24 Stunden Einwirkzeit zu einer leichten Steigerung des Anteils der
Zellen in der G1-Phase.

In einem nachsten Versuch sollen diese Ergebnisse wiederum bestétigt werden. Dazu werden

alle Proben dreimal angesetzt, allerdings nur mit der hochsten Konzentration jedes Inhibitors.

Die Zelldichte liegt hier bei 2,5x10°/ml. Nach 24 Stunden werden Apoptose und Zellzyklus

gemessen und die Mittelwerte der Ergebnisse gebildet.

Die Apoptose-Ergebnisse dhneln dem Vorversuch. Erneut ist kaum eine Anderung zu

verzeichnen [s. Tab. 25].
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Behandlung Apoptose-Rate

Mock 7%
30uM JSH-23 6%
100puM MG 132 9%

Tabelle 25: Apoptose-Raten in  SeAx nach Inhibitorzugabe, gemittelt aus drei
unterschiedlichen Proben.

In den Mittelwerten der Apoptoseraten ist kaum eine Steigerung nach Inhibitorzugabe
sichtbar.

Die Ergebnisse der Zellzyklusmessung unterscheiden sich jedoch vom Vorversuch. Wahrend
dort die Zugabe von JSH-23 zu jeder Zeit eine Erh6hung der G1-Phasen-Zellen mit sich
bringt, gelingt dies hier nur MG 132. Die Behandlung mit JSH-23 dagegen fihrt in jedem der
drei Teilversuche zu einem gesteigerten Anteil von Zellen in der S-Phase von bis zu +5%
(nicht gezeigt). In den mit MG 132 inhibierten Zellen findet sich ein starkes Absinken des
Anteils von Zellen in der S-Phase. Die Zellen sind hauptsachlich in der G1-Phase arretiert
(+8%), aber auch die G2-Phase enthalt 1,5% mehr Zellen [s. Tab. 26].

Gl G2 S Debris
NT 49% 12% 39% 4%
Mock 53% 11,5% 35% 4,5%
30uM JSH-23  49% 12% 38% 4%
100uM MG 132 61% 13% 26% 5%

Tabelle 26: Verteilung der Zellzyklus-Phasen in SeAx-Zellen nach Inhibitorzugabe, gemittelt
aus drei unterschiedlichen Proben

Eine deutliche Veranderung der Verteilung der Zellen in den Zellzyklusphasen lasst sich nur
nach MG132-Zugabe ausmachen.

Auch an den SeAx-Zellen wurde die JSH-23-Konzentrationsreihe erprobt. Hier fielen die
Ergebnisse dhnlich wie im MyLa-Versuch aus- der hochste Anstieg des G1-Phasen-Anteils
fand sich jeweils bei der Anwendung von 100puM JSH-23 [s. Abb. 20].
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JSH-23-Konzentrationsreihe
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Abbildung 20 JSH-23-Konzentrationsreihe in SeAx.

NT= non-treated; Mock=nur DMSO-Zugabe; 40/60/100uM= Konzentration von JSH-
23. Die hochste JSH-23-Dosis fiihrt zum hochsten Anteil von Zellen in der G1-Phase.

6.3.2 Die Markierung von MyLa-Zellen mit BrdU bestétigt den Effekt der Inhibitoren auf

den Zellzyklus
MyLa-Zellen mit einer Dichte von 3x10°/ml erhalten die Behandlung mit den NF-ikB-

Inhibitoren mit einer jeweiligen Konzentration von 100uM. Nach 6 Stunden Einwirkzeit
erfolgt die Zugabe von 5-Brom-2’-desoxyuridin (BrdU), das weitere 3 Stunden einwirken
kann. Damit soll der Verlauf des Zellzyklus genauer beobachtet werden. Der Versuch wird
mit zwei unterschiedlichen Ansétzen durchgefiihrt. Die unten prasentierten Ergebnisse stellen
daher Mittelwerte aus diesen beiden Experimenten dar.

Erneut wird ein Anstieg in der G1-Phase erkennbar. Dieser beruht bei beiden Inhibitoren auf
einer Abnahme der Zellpopulation, die sich in der Mitose befindet (jeweils -2%). AuRerdem
befinden sich etwas weniger der inhibierten Zellen in den spaten S-Phase, im Vergleich zu
den Mock-Zellen [s. Tab. 27].
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G1-Phase Frihe S-Phase  Spéate S-Phase  Mitose

NT 69% 4% 13% 13,5%
Mock 70% 2,5% 11% 16%
100pM JSH-23  73% 3% 10% 14%
100pM MG 132 74% 2% 9% 14%

Tabelle 27: Mit BrdU ermittelte Zellzyklusphasen in MyLa nach Inhibitorzugabe

Durch BrdU-Markierung sind sowohl nach JSH-23-, als auch nach MG132-Zugabe leichte
Steigerungen des Anteils an Zellen in der G1-Phase sowie ein leichter Abfall des Anteils
der Zellen in der Mitose sichtbar.

6.3.3 Ein NF-kB-Cignal-Assay zeigt die Abnahme der NF-xB-Aktivitdit unter den

Inhibitoren

Die Effektivitat der NF-xB-Inhibitoren soll noch einmal bestétigt werden. Daflr wird ein
NF-kB-Cignal-Assay benutzt. Die beiden Gene fir Grin fluoreszierendes Protein (GFP), ein
Reporter und eine Positivkontrolle wurden mittels Elektroporation in jeweils unterschiedliche
Zellen transfeziert. Direkt im Anschluss daran erfolgte die Zugabe der Inhibitoren. Nach 16
Stunden Inkubationszeit konnte die Fluoreszenz im FACS gemessen werden. Wahrend die
Positivkontrolle stets Aktivitat aufweist, wird das Reporter-Gen nur dann transkribiert, wenn
NF-kB aktiviert ist, da das Gen unter dem Einfluss einer xB-Bindungsstelle in seinem
Promotor steht. Kann man im FACS also eine Fluoreszenz in den Zellen messen, die den

Reporter transfeziert bekamen, spricht das fir eine Aktivierung des NF-xB-Wegs.

Die Dichte von MyLa betrug zum Startzeitpunkt des Experiments 3x10° Zellen/ml. Wahrend
sich die Fluoreszenzwerte in Reporter- und Kontrollzellen unbehandelt sowie nach bloRer
DMSO-Zugabe (Mock) nur wenig unterscheiden , ist unter der Inhibitorbehandlung eine
Halbierung der Fluoreszenzwerte erkennbar. MG 132 fiihrt im Vergleich zur Positivkontrolle
zu einer Abnahme der Fluoreszenz um 48%, unter JSH-23 betragt die Abnahme sogar 56%,
das entspricht einer Fluoreszenzabnahme im Vergleich zur Mock-Probe von 46 bzw. 56% [s.
Tab. 28].

88



Positivkontrolle | Reporter
NT 2,91 2,82
Mock 3,67 2,55
100puM JSH-23 | 2,52 1,12
100uM MG 132 | 2,62 1,37

Tabelle 28: Fluoreszenzwerte von MyLa-Zellen nach Transfektion der Positivkontrolle bzw.
des GFP-Reporters des NF-xB-Cignal-Assays mit und ohne NF-«B-Inhibition.

Im Vergleich zu den Kontrollproben sind die NF-xB-Aktivierung anzeigenden
Fluoreszenzwerte in MyLa-Zellen nach Inhibitorzugabe halbiert.

Auch mit den SeAx-Zellen wurde das Experiment durchgefuhrt. Die Dichte betrug hier ca.
4x10° Zellen/ml. Auch hier ist eine Abnahme der Fluoreszenz im Vergleich zu den Zellen der
Positivkontrolle zu verzeichnen. Allerdings féllt der Unterschied zu den unbehandelten- und
den Mock-Zellen geringer aus, da diese, verglichen mit der Positivkontrolle, bereits 42% bzw.
46% weniger Fluoreszenz aufweisen. Die inhibierten Zellen zeigen 57% (JSH-23) und 63%
(MG 132) weniger Fluoreszenz als die Positivkontrolle, aber nur 15 bzw. 29% im Vergeich
zur Mock-Probe [s. Tab. 29].

Positivkontrolle | Reporter
NT 12 7
Mock 13 7
100uM JSH-23 | 14 6
100uM MG 132 | 13,5 5

Tabelle 29: Fluoreszenzwerte von SeAx-Zellen nach Transfektion der Positivkontrolle bzw. des

GFP-Reporters des NF-xB-Cignal-Assays mit und ohne NF-«B-Inhibition.

In SeAx-Zellen nimmt die NF-xB-Aktivierung anzeigende Fluoreszenz nach

Inhibitorzugabeim Vergleich zu Mock kaum ab.
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6.3.4 Die Inhibitoren beeinflussen die Expression der NF-xB-Zielgene

Die Zielgene wurden vergleichend an MyLa- und an SeAx-Zellen 24 Stunden nach Zugabe

der Inhibitoren bestimmt. Es wurden Konzentrationen von 30uM JSH-23 (dieses Experiment

fand zeitlich vor der JSH-23-Konzentrationsreihe statt) bzw. 100uM MG132 verwendet.
Auch wurden Non-treated- (NT) und Mock- Proben nur mit DMSO hergestellt. Anschlie3end
erfolgte die cDNA- Gewinnung mit Untersuchung im TagMan. Der Versuch erfolgte in

dreifacher Ausflihrung; bei der Auswertung in Excel wurden die Ergebnisse gemittelt.

Abbildung 21 Die cDNA-Level der NF-xB-Zielgene in MyLa und SeAx nach Inhibitorzugabe

cFLIP

NF-kB2

BMI1
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NT= Non- treated, Mock= Behandlung nur mit DMSO, JSH= Behandlung mit JSH-23,
MG=Behandlung mit MG132. Siehe auch Fortsetzung auf der néachsten Seite.
In den SeAx- Zellen findet sich trotz Einsatz der Inhibitoren nur im Falle von CD3y eine
leichte Herunterregulation der Expression, in den MyLa-Zellen hingegen wird bei 7

Zielgenen eine Abnahme der cDNA ersichtlich.
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Betrachtet werden wieder die inhibierten Zellen im Vergleich zu den nur mit DMSO
behandelten Mock- Zellen. In den SeAx- Zellen findet sich trotz Einsatz der Inhibitoren nur
im Falle von CD3y eine leichte Herunterregulation der Expression, nach Zugabe von MG132.
Allerdings wird dieses Gen in SeAx kaum exprimiert, sodass die Aussagekraft hier
eingeschrankt ist. In den MyLa-Zellen hingegen wird bei 7 Zielgenen eine Abnahme der
cDNA ersichtlich. Bei cFLIP gelingt dies beiden Inhibitoren; bei NF-xB2, IL6 und TNFRSF9
schafft JSH-23 die Herunterregulation des cDNA-Spiegels, wahrend die Werte nach der
Behandlung mit MG132 erhoht sind. c-Myb, BMIl1, HIFIA und CD3y reagieren mit
verminderter Transkription auf MG132; eine vermehrte Transkription findet sich unter JSH-
23. Die Auspragung von CYLD d&ndert sich durch keinen der Inhibitoren [s. Abb. 21].

6.3.5 Der Knockdown von A20 in MyLa vermindert die Sensitivitit der Zellen auf die NF-

kB-Inhibitoren

Es wurden MyLa-Zellen mit den siRNAs 14259 und 14260 transfeziert. Nach 48 Stunden
Inkubationszeit folgt die Zugabe von 100uM DMSO fir die Mock-Proben, 100 uM JSH-23
fur die JSH-Proben oder 100 pM MG132 fir die MG132-Proben. 4, 7, 10 und 24 Stunden
nach Einsatz der Inhibitoren schlieit sich die Probenentnahme an. Mit der gewonnenen
cDNA werden QRT-PCRs der Zielgene durchgefihrt. Die Auswertung erfolgt mit Excel.
Wieder werden die Werte der tatséchlichen Proben durch die Werte der Mock-Proben

dividiert, um die Veranderungen ersichtlicher zu machen.
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a) Reaktion auf JSH-23
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Abbildung 22 Einfluss von JSH-23 auf die Genexpression in MyLa-Zellen mit und ohne
A20-Knockdown

sc= scrambled control; kd= Knockdown. Zum Vergleich hinzugefigt: kV= keine

Veranderung.

4 Stunden nach Zugabe von JSH-23 ist die Veradnderung von 7 von 8 Zielgenen im Vergleich
zu Mock bei den scrambled control- Proben stérker als in den Knockdown-Proben. So findet
sich zum Beispiel im Falle von BMI1 in den Zellen mit A20 ein circa 50%iger Anstieg der
Genexpression, wahrend sich der cDNA-Spiegel in den A20-defizienten Zellen im Vergleich
zu Mock nicht verandert hat. Bei NF-«kB2 nahm das cDNA-Level unter der scrambled control
um 23% ab, unter dem Knockdown nur um 5%. Nur bei TNFRSF9 war die Verdnderung in
den Zellen mit A20-Knockdown starker. 7 Stunden nach Inhibitorzugabe sind noch 5 Gene in
den sc-Proben starker veréndert als in den kd-Proben, jetzt unter anderem auch TNFRSFO.
Nach 10 Stunden haben sich die Verhaltnisse umgekehrt und die Proben des AZ20-
Knockdowns tiberwiegen in ihren Abweichungen von Mock, wéhrend sich der cDNA-Spiegel

der A20- kompetenten Zellen kaum noch von den Inhibitoren verédndern l&sst. 24 Stunden
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nach Inhibitorbehandlung schlieBlich sind die Gene zur Halfte in den Zellen mit Knockdown
(HIF1A, NF-xB2, TNFRSF9), zur anderen Hilfte in den Zellen ohne Knockdown (cFLIP, c-

Myb, BMI1) starker verandert.

AuRerdem fallt auf, dass auch bei den Zellen der scrambled control JSH-23 die Expression

der Mehrzahl der Gene nur 7 Stunden nach Zugabe senken konnte, zu den anderen

Zeitpunkten waren die Werte im Vergleich zu Mock meist erhoht [s. Abb. 22].

b) Reaktion auf MG132

Reaktion von MyLa-Zellen mit und ohne A20-
Knockdown 4h nach MG132-Zugabe
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Abbildung 23 Einfluss von MG132 auf die Genexpression in MyLa-Zellen mit und ohne

A20-Knockdown.

sc= scrambled control; kd= Knockdown. Zum Vergleich hinzugefugt: kV= keine
Veranderung.7 Stunden nach dem Knockdown unterscheidet sich das Level der Zielgene

zwischen scrambled control- und Knockdown-Zellen deutlich.

Die Zielgene lassen 4, 10 und 24 Stunden nach Anwendung von MG132 keinen grof3en

Unterschied zwischen den Zellen mit sowie den Zellen ohne Knockdown erkennen. Die Gene
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cFLIP und c-Myb zeigen 4 Stunden nach Einsatz der Inhibitoren kaum eine Differenz in
ihrem Level; 4 weitere Gene (BMI1, NF-xB2, IL6, CD3y) zeigen unter dem Knockdown
schwéchere Veranderungen als ohne; HIFLA und TNFRSF9 sind mit Knockdown im
Vergleich zu Mock starker verandert. 7 Stunden nach Inhibitorzugabe sind die Ergebnisse
eindeutiger: Die Verdnderung von cFLIP, c-Myb, HIF1A, BMI1, NF-kB2, TNFRSF9 und
CD3y ist in A20-haltigen Zellen stérker ausgepragt als in A20-defizienten Zellen. Wéhrend in
den Zellen der scrambled control der cONA-Spiegel der Gene durch den Inhibitor stark sank,
um bis zu 80% im Falle von c-Myb, verringerte sich das Level in den Zellen des Knockdown

weniger oder stieg sogar an.

Nach 10 bzw. 24 Stunden haben sich die Werte der beiden Versuchsreihen auch hier wieder

angeglichen, die Gene sind nun im etwa selben AusmaR verandert.

MG132 konnte 4 und 7 Stunden nach seiner Zugabe die Expression der Zielgene in den
Zellen der scrambled control im Vergleich zu Mock senken. Spater gelang dies nur noch bei
der Hélfte bzw. 2 von 6 Genen [s. Abb. 23].

Die Wirkung von A20 auf den NF-kB-Weg wurde somit auf verschiedene Arten untersucht:
Welchen Einfluss Knockdown und teilweise Re-Expression auf die Zielgene, die Apoptose
der Zellen und den Zellzyklus sowie die Beeinflussbarkeit durch NF-kB-Inhibitoren haben.
Dabei wurden sowohl gesunde Spender-T-Zellen, als auch maligne Zellen kutaner T-Zell-
Lymphome untersucht. Die eben vorgestellten Ergebnisse werden im ndchsten Kapitel
ausgewertet und mit Angaben aus der Literatur verglichen.
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7 Diskussion

Kutane T-Zell-Lymphome- darunter die Zelllinien SeAx, Hut78 und MyLa- sind oftmals
durch eine konstitutive Aktivierung des NF-kB-Wegs gekennzeichnet (8). A20 hemmt den
NF-kB-Weg (81). Nun stellt sich die Frage, ob der Verlust von funktionsfahigem A20 Uber
die Enthemmung des NF-kB-Wegs zur malignen Transformation der betroffenen Zelle fiihren
kann und damit als Ausloser flr kutane T-Zell-Lymphome infrage kommt, insbesondere, da

A20 in Zellen des Sézary-Syndroms haufig deletiert ist (82).

Im Rahmen dieser Arbeit soll abgeschétzt werden, wie stark A20 auf den NF-kB-Signalweg
in gesunden und malignen T-Zellen einwirkt und ob es imstande ist, zur Pathogenese der
kutanen T-Zell-Lymphome Mycosis fungoides und Sézary-Syndrom beizutragen. Ist der
Tumorsuppressor nur ein Molekil von vielen im Geflecht des Signalwegs oder kann er

tatséchlich entscheidend in die Signalkaskade eingreifen?

Schmitz et al. konnte die Wirkung von A20 bereits in Zellen des Hodgkin-Lymphoms
beschreiben. Sein Team fand A20-Mutationen in Zellen von Hodgkin-Lymphom und
Primarem Mediastinalem B-Zell-Lymphom und konnte nachweisen, dass die Reexpression
von A20 die Zahl der Transkripte von NF-kB-Zielgenen senkt; aulerdem wirkte die
Behandlung zytotoxisch. Es wurde geschlussfolgert, dass der Verlust von funktionsfdhigem
A20 onkogenes Potential besitzt (14). Ebenfalls im Hodgkin-Lymphom untersuchten Nomoto
et al. die Aberrationen von TNFAIP3 und stellten fest, dass in 11% der Falle eine homozygote
sowie in 32% der Falle eine heterozygote Deletion des Gens vorliegt (83). Lee et al.
untersuchten die Wirkung von A20 in vivo, indem sie A20-defiziente M&use beobachteten. Es
zeigte sich, dass der NF-kB-Weg bei A20-Verlust aufgrund des fehlenden negativen
Feedbacks nur verzdgert beendet werden kann. Die Mdause mit homologem A20-Verlust
entwickelten schwere Entzlindungsreaktionen und starben nach kurzer Zeit. Sie zeigten eine
Uberempfindlichkeit fiir LPS und TNF, nach deren Injektion sie innerhalb von 2 Stunden
verstarben. Auch trat eine nicht entzindlich bedingte Verdickung der Haut auf, die darauf
hinweist, dass A20 auch in der Differenzierung der Haut eine Rolle spielt (17). Dies ist
besonders interessant im Zusammenhang mit den A20-Aberrationen in kutanen T-Zell-

Lymphomen, etwa der biallelischen Deletion in SeAx (82).

Ahnliche Versuche fiihrten Nagamachi et al. durch. A20-defiziente Mause entwickelten
Kachexie, Andmie, eine Proliferation der myeloischen Zellen bei Reduktion der

lymphatischen  B-Zellen im peripheren Blut sowie Hepatosplenomegalie und
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Lymphknotenschwellungen, sie starben innerhalb von 6 Monaten nach Geburt. Ahnliche
Verénderungen waren auch in adulten Mausen nachweisbar, in denen der A20-Mangel
Tamoxifen-abhéngig induziert wurde, sowie nach der Transplantation von A20-defizientem
Knochenmark in nicht genetisch veranderte Mause. Das lasst darauf schlief3en, dass A20 auch
in der adulten Hamatopoese eine wichtige Rolle spielt und Aberrationen empfindlich in die
Homd@ostase der Hamatopoese eingreifen konnen (18).

Paik et al. fanden A20-Deletionen in 23% der Diffusen Grol3zelligen B-Zell-Lymphome (76).
Auch im MALT-Lymphom, im Follikularen Lymphom, im Mantelzelllymphom, im Burkitt-
Lymphom, im NK-Zell-Lymphom, bei der adulten T-Zell-Leukdmie (21), im Mediastinalen
B-Zell-Lymphom (14), in Formen des Marginalzonenlymphoms (77) sowie in bestimmten
EBV- (78) und AlDS-assoziierten Lymphomen (79) und in Féllen der T-ALL (84) konnten
Alterationen von A20 nachgewiesen werden. Neben A20-Defizienz durch Mutationen wurde
auch eine Downregulation von A20 durch die MicroRNAs miR-125a und miR-125b im
Diffusen GroRzelligen B-Zell-Lymphom festgestellt- mit nachfolgend gesteigerter Aktivitat
des NF-kB-Wegs (72). Ein Zusammenhang der NF-kB-Aktivitdt mit dem A20-Status der
Zelle wurde in der Zusammenschau all dieser Ergebnisse vermutet und konnte im Diffusen
Grolzelligen B-Zell-Lymphom, im MALT-Lymphom sowie im Hodgkin-Lymphom auch
bereits gezeigt werden (21) (77) (14) (80).

Ziel dieser Arbeit soll es sein, diesen Zusammenhang in vitro im Rahmen Kutaner T-Zell-

Lymphome herzustellen.

Als Kriterium fur die NF-xB-Aktivitat wurde zunéchst ein Katalog willkirlich ausgewahlter,
NF-kB-abhéngiger Gene herangezogen: cFLIP, c-Myb, Bcl2, CYLD, NF-«B2, CD3y, CD38,
IL2, IL6, HIF1A, BMI1, GATA3, Bcl2L11 sowie TNFRSF9. Diese wurden anschlieend auf
ihre Funktionalitdt getestet, indem an gesunden T-Zellen Quantitative Real-Time-PCRs
durchgefihrt wurden: Kann mit den bestellten Primern in der PCR eine Amplifikation der
betroffenen Gene erreicht werden? Dies zeigt sich einerseits in den vom TagMan-
Computerprogramm erstellten Diagrammen und kann andererseits mittels Gelelektrophorese
der PCR-Produkte nachgewiesen werden. Alle verwendeten Primer erfillten dieses Kriterium.
Ist die erfolgte Amplifikation spezifisch? Das zeigt sich in der Schmelzkurve der PCR-
Produkte. Mehrere Peaks deuten auf unspezifische Amplifizierungen hin. Aus diesem Grund
wurden CD38 sowie Bcl2L11 aus dem Pool der Zielgene ausgeschlossen.
Auch eine klare Bande in der Gelelektrophorese spricht fur eine spezifische Vermehrung.

Diese entstand bei allen Proben, im Falle von NFkB2 entstanden bei zwei Versuchsansétzen
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jedoch 2 klare Banden: In Probe 10047 16h nach Stimulation sowie in der unstimulierten
Probe 10054. NFxB2 wird als p100 gebildet, ist aber erst als p52 aktiv- doch diese Variante
wird auf Proteinebene mittels Ubiquitin-abhangiger Degradation gebildet. Doch es besitzt
noch ein verwandtes Molekil, NF-kB1 (5). Womdglich kann der Primer fiir NFkB2 auch am
Gen fur NFkB1 ansetzen. Aufgrund der guten Schmelzkurve wurde jedoch entschieden, das

Gen weiter als Zielgen heranzuziehen.

Es wurden Quantitative Real-Time-PCRs an den T-Zellen gesunder Blutspender
durchgefihrt, deren cDNA im unstimulierten Zustand sowie 4h und 16h nach Stimulation mit
IL2 gewonnen wurde. Damit konnte geprift werden, ob die Zielgene adaquat auf eine
Aktivierung des NFkB-Wegs reagieren wirden, da IL2 ein Ausloser dieses Signalwegs ist. Es
stellte sich heraus, dass Bcl2 und GATA3 keine Anderung ihres cDNA-Levels erkennen
lieBen, sodass sie nicht weiter als Indikatoren fur den NFxB-Weg benutzt wurden.
CFLIP, c-Myb, NF-xB2, BMI1 und TNFRSF9 reagierten auf die IL2-Stimulation mit einem
starken Anstieg der Genexpression nach 4 Stunden, gefolgt von einem allmahlichen Abfall
der cDNA-Level. Bei IL6, IL2 und HIF1A stieg der cDNA-Spiegel allméhlich an und
erreichte nach 16 Stunden seinen hochsten Wert. Diese Gene reagierten also wie erwartet mit

einer messbaren Heraufregulation auf den aktivierten NF-kxB-Weg.

Bei CD3y dagegen sinkt die Genexpression nach Stimulation ab und stagniert dann auf
niedrigem Niveau. Ahnliches zeigte sich auch bei Badran et al., der die Bindung von NF-xB
im CD3y-Promotor im Rahmen der HIV-Infektion untersuchte und einen zunehmenden
Verlust der CD3y-Transkripte nach NF-xB-Bindung feststellte (85).

Da diese Gene eine messbare Reaktion auf die Stimulation des NF-kB-Wegs zeigten, wurden
sie verwendet, um bei anschlieBenden Eingriffen in diesen Signalweg das AusmafR der

Behandlung auf den NF-kxB-Weg zu zeigen.

Zunéchst sollte untersucht werden, welchen Einfluss A20 auf den NF-kB-Weg in Zelllinien
kutaner T-Zell-Lymphome hat: auf mMRNA-Ebene wurde A20 mittels siRNA-Knockdown so
weit wie moglich ausgeschaltet, anschlieBend wurde die Reaktion der Zielgene nach 8, 24 und
48 Stunden beobachtet. Durch den AZ20-Knockdown misste der NF-kB-Weg weniger
gehemmt werden, die NF-xB-Zielgene mussten daher starker zur Auspradgung kommen- oder

im Falle von CD3y schwécher.

Bei der Zelllinie MyLa finden sich bei den Proben mit Knockdown im Vergleich zu Proben,

die mit funktionsloser siRNA behandelt wurden, 8h nach dem Knockdown die vier Gene
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cFLIP, NF-kB2, TNFRSF9 und IL6 verstirkt sowie CD3y vermindert exprimiert. Die ersten
drei Zielgene zeigten auch schon im Vorversuch die schnellste Reaktion auf die IL2-

Stimulation; auch die CD3y-Expression sank dort sofort ab.

Nach 24h lasst sich noch immer nur bei diesen Genen ein erhéhter cDNA-Spiegel feststellen;
zudem ist paradoxerweise der CD3y-Spiegel erhéht. Im Vorversuch stagnierte er tber 16
Stunden, das Verhalten danach wurde nicht erfasst. Womdglich kommt es nach dieser Zeit im
Rahmen von Feedback-Prozessen zu einer uberschiefenden Expression, die sich nun hier

bemerkbar macht.

Nach 48h sind die cDNA-Level von cFLIP, NF-kB2 und IL6 merklich abgefallen, dafiir zeigt
sich nun eine Reaktion bei HIF1A, IL2, BMI1, c-Myb und CYLD. HIF1A und IL2 reagieren
damit wie im Vorversuch erst verzogert auf Schwankungen der NF-kB-Kaskade. BMIL1,
CYLD und c-Myb dagegen hatten im Vorversuch eine schnelle Expressionssteigerung nach
IL2-Stimulation gezeigt; hier bendtigen sie 48 Stunden fir eine Reaktion. Das spricht dafur,
dass die Schnelligkeit der Reaktion wohl von mehreren Faktoren abhangt, die Richtung der

Reaktion jedoch stimmt. Auch CD3y wird noch immer verstarkt exprimiert.

Eine andere Zelllinie kutaner T-Zell-Lymphome ist Hut78. Auch an dieser wurde der
Knockdown mit den siRNAs 14259 und 14260 durchgefihrt. Eine Besonderheit an dieser
Zelllinie ist, dass NF-kB2 mutiert ist- es liegt vermehrt im Zellkern vor und wirkt nicht mehr
als Repressor von NF-«kB (9). Es sollte daher in diesem Versuch nur mit Vorsicht betrachtet

werden.

Wiéhrend die Verwendung der beiden verschiedenen Interferenz-RNAs bei MyLa eine relativ
gleichformige Reaktion der Zielgene ausloste, agierten die NF-kB-abhangigen Gene 8
Stunden nach dem Knockdown in Hut78 je nach Behandlung vollig gegensétzlich: Die siRNA
14260 fuhrte wie erwartet zu einer (berwiegend vermehrten Expression der Gene (mit
Ausnahme von NF-kB2); die siRNA 14259 allerdings senkte die Expression der Zielgene. 24
Stunden nach dem Knockdown glichen sich die Wirkungen der siRNAs langsam an, bis sie
dann 48 Stunden nach dem Knockdown gleichférmig zu einer erhdhten Genexpression
fihrten. Da die Herunterregulierung der Genexpression nur zu einem Zeitpunkt und in einer
Zellpopulation vorkommt, ware ein methodischer Fehler als Erklarung denkbar, etwa in der
RNA-Gewinnung dieser Zellgruppe. In Vorversuchen von Floriane Braun, die die Hut78-
Zellen mit Knockdown auf ihren A20-Gehalt untersuchte, zeigte sich allerdings auch, dass die
SIRNA 14259 das A20-Level erst 48 Stunden nach der Behandlung relevant senken konnte;
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bei MyLa trat dieser Effekt bereits nach 24 Stunden ein. Insgesamt wirkte die sSiRNA 14260
zu allen Zeitpunkten starker auf die A20-Expression ein (82).

In Zusammenschau der Knockdown-Experimente an MyLa- und Hut78-Zellen bestatigt sich
die NF-kB-hemmende Funktion von A20.

Im Vergleich zu den beiden A20-positiven Zelllinien MyLa und Hut78 ist SeAx durch eine
biallelische A20-Deletion nicht in der Lage, den Tumorsuppressor zu produzieren (75). Somit
kann an dieser Zelllinie untersucht werden, wie sich eine Reexpression von A20 auf die
Expression der NF-xB- Zielgene auswirkt. Theoretisch misste diese sinken, da die Hemmung
durch A20 zu einer verminderten Bindung von NF-xB in den Promotoren der Zielgene fuhren
wirde- bzw. bei CD3y steigen. Eine verminderte NF-kB-Aktivierung nach A20-
Uberexpression mit herabgesetzter Expression von Zielgenen konnte auch von Zou et al. an

Peritonealzellen von Ratten gezeigt werden (86).

Bei acht Zielgenen zeigte sich 100 Stunden nach der A20-Reexpression ein deutlich
niedrigerer cDNA-Spiegel im Vergleich zu Kontrollzellen. Sieben dieser Gene wiesen diese
Reduktion bereits 72 Stunden nach Reexpression auf, nur IL6 reagierte zundchst mit einem
Anstieg seiner Genexpression. cFLIP, NF-kB2 und TNFRSF9 haben 90 Stunden nach der
Reexpression einen Anstieg ihrer cONA-Menge zu verzeichnen, der sich jedoch 10 Stunden
spiater wieder relativiert hat. CD3y reagiert zundchst paradox mit einer erniedrigten
Genexpression, bevor es nach 100h eine verdoppelte Expression im Vergleich zur MIGR-
Behandlung aufweist.

Die Erwartungshaltung hat sich bestatigt, da der Trend der Genreaktionen zur verminderten
(bei CD3y zur erhohten) Expression geht. Es gibt allerdings auch abweichende Werte,
besonders bei IL6, dessen Expression insbesondere nach 90 Stunden verdoppelt ist, oder
CD3y, mit einem halbierten cDNA-Level nach 72h. Dies l&sst sich nicht mit Reaktionen auf
die Transfektion an sich erklaren, da solche Effekte durch den Abgleich mit den
Kontrollproben ausbalanciert wurden. Es lasst sich nur mutmalien, dass die unerwarteten
Reaktionen mit Nebenwegen in Verbindung stehen, auf denen A20 abseits vom NF-kB-Weg
auf die Auspragung von IL6 und CD3y eingewirkt haben konnte, etwa im Zusammenhang mit
dem Ubiquitin-System.

Daraus lasst sich schlieBen, dass die Beurteilung der Aktivitat des NF-kB-Wegs anhand von
Zielgenen nicht uber ein einziges Gen, sondern nur in der Zusammenschau aller ausgewé&hlten

Zielgene erfolgen sollte. Im Vergleich mit Ergebnissen von Floriane Braun, die die
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Veranderungen des Zellzyklus nach der Reexpression gemessen hat, zeigt sich, dass auch dort
die starksten Verénderungen erst 100 Stunden nach der Transfektion auftraten: Nach 70
Stunden befanden sich 3% mehr Zellen in der G1-Phase; nach 110 Stunden waren es 14,5%

im Vergleich zur Behandlung mit einem leeren Vektor (82).

Die Wirkung von A20 lasst sich also sowohl auf molekularbiologischer- als auch auf
zellbiologischer Ebene erkennen. Zum gleichen Ergebnis kommt Schmitz et al., der nach
A20-Rekonstitution in den A20-defizienten Hodgkin-Lymphom-Zelllinien KM-H2 und L-
1236 einen Abfall der cDNA-Level der NF-kB-Zielgene BIRC3, ICAM1 und LTA feststellte.
Diese fallen allerdings starker aus als die Veranderungen in SeAx, mit einer 2,5- bis 6,5-
fachen Downregulation, was an der Benutzung von GFP-abhéngig FACS-sortierten Zellen
liegen konnte. Auch ein zytotoxischer Effekt der Reexpression konnte festgestellt werden.
Hier wurde geschlussfolgert, dass die A20-Rekonstitution die Aktivitat des NF-xB-Wegs
global abschwacht (14).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Verdnderung des A20-Spiegels im gestorten
Geflige des Stoffwechsels maligner Zellen durchaus messbare Konsequenzen mit sich bringt.
Nun stellt sich die Frage, ob dhnliche Ergebnisse auch in gesunden T-Zellen erreicht werden.
Um das zu klaren, wurden die T-Zellen von bis zu 11 unterschiedlichen gesunden
Blutspendern zunédchst mit IL2 stimuliert, um den in gesunden T-Zellen normalerweise nur
schwach aktiven NF-kB-Weg anzustoRen, anschliefend folgte der Knockdown von AZ20.
Nach RNA-Gewinnung und Umschreibung in cDNA erfolgte die Untersuchung der mRNA-
Spiegel der einzelnen NF-xB-Zielgene in den Zellen mittels QRT-PCR. Anschliefend wurden
die Werte der Knockdown-Zellen mit denen von Kontroll-Zellen verglichen. Die Ergebnisse

wurden mithilfe des Wilcoxon- Tests statistisch gepruft.

24 Stunden nach dem Knockdown zeigten 4 der 10 NF-xB-Zielgene eine deutlich
hochregulierte Expression im Vergleich zur scrambled control: I1L2 (p=0,027), IL6 (p=0,027)
und NF-xB2 (p=0,0039) mit statistisch relevanter Hochregulation ihrer Genprodukte sowie
TNFRSF9 (p=0,097). Diese Zielgene verhielten sich wie erwartet: Durch den Knockdown
von A20 nach IL2-Stimulation der Zelle fiel bei angeregtem NF-xB-Weg eine supprimierende
Instanz weg, sodass eine verstarkte Zellantwort moglich wurde. Die Zielgene waren im
Vergleich zu den Kontrollzellen mit unbeeinflusstem A20 stérker exprimiert. cFLIP (p=1),
BMI1 (p=0,91), c-Myb (p=0,16) und CD3y (p=0,51) wiesen kaum einen Unterschied in ihrer

Genexpression im Vergleich zu den Kontrollzellen auf.
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Nach 48 Stunden zeigten 7 von 9 Genen eine Expressionssteigerung. Neben IL2 und IL6
waren nun auch TNFRSF9, BMI1 und CYLD durch ein p von unter 0,05 charakterisiert.
Aufgrund der Anzahl der statistisch relevanten Ergebnisse scheint der Knockdown von A20

nach 48 Stunden am besten zu wirken. c-Myb und CD3y stagnierten weiterhin.

72 Stunden nach dem Knockdown zeigten schliel3lich alle Gene eine verstarkte Expression im
Vergleich zur Behandlung mit funktionsloser siRNA,; allerdings hatte nur IL6 eine statistische
Signifikanz. Nach 96 Stunden relativierte sich dieser Effekt wieder: 4 Gene zeigten eine
erhohte, 4 eine erniedrigte Genauspragung, und 2 Gene hatten sich an das Level in den
Kontrollzellen angeglichen. Interessanterweise lag der einzige statistisch signifikante Wert
hier bei cFLIP, welches 96 Stunden nach dem A20-Knockdown einen gesunkenen mRNA-
Spiegel aufwies. Man kann vermuten, dass hier gegenregulatorische MaRnahmen die Ursache
sind.

Insgesamt bestatigt die Vielfalt der Zielgene die Hypothese, dass ein A20-defizienter NF-kB-
Weg zur verstéarkten Expression der NF-kB-Zielgene fuhrt. Allerdings l&sst sich dies nicht an
einem einzigen Gen beweisen, sondern nur in der Zusammenschau aller Gene ableiten, da
nicht alle Gene wie erwartet reagieren: So wies c-Myb in den gesunden T-Zellen Gberhaupt
keine relevante Reaktion auf einen aktivierten und enthemmten NF-kB-Weg auf. Da c-Myb
vor allem bei der Hamatopoese eine Rolle spielt (43), ist es in reifen, gesunden T-Zellen

womaglich supprimiert.

CD3y reagierte erst 96 Stunden nach dem Knockdown mit dem erwarteten Abfall der
Genexpression. Allerdings wurden die Zellen hier frihestens 24 Stunden nach dem
Knockdown untersucht, wéahrend die Zellen nach der alleinigen I1L2-Stimulation nach 4 und
16 Stunden kontrolliert wurden, sodass die Abweichungen zum Vorversuch eventuell tber
abweichende Zeitpunkte der Messung erklarbar sind. Da die Vorversuche mit Gewinnung und
Stimulation der T-Zellen jeweils von Franka Busse durchgefthrt wurden, hatte ich keinen
Einfluss auf die Zeitpunkte.

Insgesamt sind die Steigerungen in der Genexpression der malignen Zelllinien insbesondere
48 Stunden nach dem Knockdown starker ausgepragt als bei den gesunden T-Zellen. Bei
ersteren ist eine Steigerung der Expression um das bis zu 17-fache der Verhéltnisse in den
Kontrollproben erfolgt; bei den T-Zellen hingegen erfahren die meisten Zielgene eine
maximale Expressionssteigerung auf das 4-fache, wobei Steigerungen auf das etwa 1,5-fache
die Regel waren. Dies lasst eine hohere Stabilitdt im Signalweg der gesunden Zellen

vermuten. Interessanterweise waren die Zielgene mit den hdchsten Expressionssteigerungen
102



in den malignen T-Zellen andere als in den gesunden T-Zellen: Wéahrend im Falle der
gesunden Blutspenderzellen vor allem IL6 hochreguliert werden konnte, zeigte dies in MyLa
48 Stunden nach dem Knockdown kaum eine Reaktion. HIFLA oder BMI1 dagegen, die in
den gesunden T-Zellen maximal auf das 1,4fache anstiegen, reagierten in MyLa mit 17- bzw.
11-facher Erhthung des mRNA-Spiegels. Dies deutet auf die verénderte Genregulation in
malignen T-Zellen hin, so spielt HIF1LA eine Rolle bei der Sauerstoffversorgung,
Neoangiogenese und Gluconeogenese maligner Zellen (62); BMI1 besitzt hamatopoetische
Aufgaben (54), eine Uberexpression konnte bereits bei verschiedenen hamatologischen
Neoplasien, unter anderem den kutanen T-Zell-Lymphomen, nachgewiesen werden (57) (56)
(55). Besonderheiten wie diese zeigen noch einmal, dass die Reaktionen der Zielgene nur in
der Zusammenschau betrachtet werden dirfen und nicht einzeln Rickschlusse auf den

Zustand des NF-kB-Wegs zulassen.

Waunschenswert ware noch eine statistische Auswertbarkeit in Myla- und Hut78-Zellen
ahnlich wie in diesem Versuch an gesunden T-Zellen. Eine Madoglichkeit ware die
Durchfiihrung des Versuchs an den T-Zellen von 10 Mycosis fungoides- oder Sezary-
Patienten mit einer Auswertung mittels Wilcoxon-Test wie bei den gesunden Blutspendern,
dies wirde die Ergebnisse besser vergleichbar machen. Ebenfalls problematisch hinsichtlich
der Vergleichbarkeit der Ergebnisse der Tests in gesunden und malignen Zellen ist, dass bei
den gesunden T-Zellen die siRNAs 14259 und 14260 gemeinsam zum Knockdown verwendet
wurden, wahrend sie bei den malignen Zelllinien getrennt voneinander genutzt wurden. Da

dieser Knockdown von Floriane Braun durchgefihrt wurde, hatte ich darauf keinen Einfluss.

Die bisherigen Ergebnisse zeigen, dass der Verlust von A20 verstarkend bzw. die Zugabe von
A20 hemmend auf den NF-xB-Weg einwirken kann und damit sehr wohl im Stande ist,

deutlich in den Signalweg einzugreifen.

Zur weiteren Untermauerung dieser These wurde mittels der zellfremden NF-xB-Inhibitoren
MG 132 und JSH-23 auf den Signalweg eingewirkt und die darauffolgenden Reaktionen
abhéngig vom A20-Status der Zellen betrachtet. Sors et al. konnten zeigen, dass der
Proteasom-26S-Inhibitor MG 132 zur Down-Regulation der NF-xB-Aktivierung fuhren und
Zellen von kutanen T-Zell-Lymphomen zur Apoptose bringen kann (8). Um eine wirksame
Konzentration der Inhibitoren zu bestimmen, wurden die Inhibitoren in verschiedenen
Konzentrationen in MyLa-Zellen angewendet und anschlieBend die Apoptoseraten gemessen.
Theoretisch missten diese durch eine Hemmung des NF-kB-Wegs steigen, da der Signalweg

an sich anti-apoptotisch wirkt. JSH-23 gelingt dies 8 Stunden nach seiner Zugabe auch
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zungchst in allen Konzentrationsstufen, wahrend MG 132 es nur in seiner hdchsten
Konzentration schafft. 24 Stunden nach Inhibitorzugabe allerdings wirken bei beiden Stoffen
nur die niedrigste und die mittlere Konzentration pro-apoptotisch. Demgegeniiber stehen die
Werte der Zellzyklusmessungen 24 Stunden nach Inhibitorzugabe. Nur durch Zugabe von
MG 132 in der hochsten Konzentration (L00uM) ist eine Zunahme der Zellen in der G1-Phase
zu verzeichnen, JSH-23 zeigt paradoxerweise den gegenteiligen Effekt. Zur Kontrolle der
Ergebnisse wurde der Versuch dreifach wiederholt und die Ergebnisse wurden gemittelt.
Nach 24 Stunden hatte die Behandlung mit 30uM JSH-23 die Apoptoserate um 2% gesteigert;
unter 100uM MG-132 war sie um 1% gefallen. Die Zellzyklusmessung zeigte nun auch eine
Wirkung von JSH-23: Der Anteil der Zellen in der G1-Phase war um 4% gestiegen, mit MG
132 zeigte sich der Anteil sogar um 25% gesteigert, der Anteil der Zellen in der G2-Phase war

gesunken.

Da die Wirkung von JSH-23 bisher nicht zufriedenstellend war, wurde dessen Konzentration
schrittweise auf 100uM gesteigert. Mit der neuen Konzentration wurde an den MyLa-Zellen
ein BrdU durchgefiihrt, um die Wirkung der Inhibitoren auf den Zellzyklus genauer zu
erfassen. Die bisherigen Ergebnisse wurden dadurch bestétigt- beide Inhibitoren fiihrten zu

einem erhdhten Anteil von Zellen in der G1-Phase bei verminderter Mitosefraktion.

Unter gleichen Bedingungen wurde die Versuchsreihe mit der A20- defizienten Zelllinie
SeAx durchgefuhrt. Von besonderem Interesse war, ob durch das Fehlen von A20 die

Reaktion auf die Inhibitoren anders ausfallt als bei MyLa.

Waéhrend die Apoptose von MyLa bereits 8 Stunden nach Inhibitorzugabe eine Reaktion
zeigte- besonders JSH-23 konnte in allen Konzentrationen die Apoptoserate um bis zu 8%
steigern- findet sich bei SeAx nach dieser Zeit kaum ein Einfluss auf den Zelltod. Die
Veranderungsraten reichten von -2% bis +2%. 24 Stunden nach der Behandlung erreicht
JSH-23 Apoptoseraten von bis zu 2,5%, dies allerdings in seiner niedrigsten Konzentration.
Der Proteasomen-Hemmer MG-132 dagegen kann mit bis zu 6% erhohter Apoptose
aufwarten, ebenfalls in seiner niedrigsten Konzentration. Allerdings muss man sich fragen, ob
das Uberwiegen der Wirkung von MG132 gegeniiber dem NF-xB-spezifischen Wirkstoff
JSH-23 eventuell durch eine Akkumulation von Abfallstoffen in der Zelle aufgrund der
Proteasomen-Hemmung zustande kommt. Insgesamt zeigt sich die Apoptoserate von SeAx
mit Werten zwischen -2% und +6% etwas weniger beeinflussbar als die von MyLa mit

Werten von -7% bis +8%. Sors et al. erzielte &hnliche Werte, allerdings nach einer
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Inkubationszeit von 48h: Der Anteil toter apoptotischer Zellen in SeAx war von 12,1% in der
Kontrollprobe auf 15,6% unter MG-132 angestiegen (8).

Die Frage, wie A20 den Zelltod beeinflusst, ist ein viel diskutiertes Thema. Denn einerseits
kann A20 die Zelle vor dem TNF-induzierten programmierten Zelltod schiitzen (17) (87),
andererseits kann die Reexpression von A20 in Lymphomzelllinien mit A20-Aberration den
Zelltod induzieren (19). In adulten Geweben scheint A20 eher vor Apoptose zu schitzen (18).
Man konnte dieses Thema mit einer Apoptosemessung vor und nach A20-Reexpression in

SeAx weiter verfolgen.

Im Zellzyklus-Versuch der Einzelprobe zeigte sich bei SeAx 8 Stunden nach Inhibitorzugabe
unter JSH-23 eine Zunahme der Zellen in der G1-Phase um 1%, wéhrend sich unter MG 132
3% weniger Zellen in dieser Phase befanden. Nach 24 Stunden befanden sich im Vergleich
zur Mock-Gruppe 3% mehr der mit JSH-23 behandelten Zellen in der G1-Phase,
entsprechend weniger in der S-Phase. Die Behandlung mit MG132 fuhrte erneut zu einem
Abfall der Zellen in der G1-Phase, allerdings befinden sich nun auch weniger Zellen in der S-
Phase- zugunsten von G2. Insgesamt zeigten sich nach 24 Stunden mit JSH-23 bei MyLa und
bei SeAx dhnliche Ergebnisse. Auf MG132 reagierten die beiden Zelllinien im Einzelversuch
sehr unterschiedlich: MyLa nach 24 Stunden mit einem starken Anstieg in der G1-Phase,

SeAx dagegen mit einem Abfall.

Im Kontrollversuch, bei dem die Ergebnisse aus 3 Einzelversuchen gemittelt wurden, waren
bei SeAx dhnlich wie bei MyLa die Apoptoseraten nach Inhibition kaum verandert. Wahrend
SeAx mit +2% mehr auf MG132 reagierte, war bei MyLa mit ebenfalls +2% die Reaktion auf
JSH-23 starker. Der Zellzyklusversuch hingegen konnte die Ergebnisse des Einzelversuchs
nicht bestétigen. Hier reagierte SeAx wie erwartet mit einer Steigerung der Zellpopulation in
G1 auf MG132 (+7%), wahrend die mit JSH-23 behandelten Zellen zu 4% weniger in der G1-

Phase waren.

Zieht man die gemittelten Proben zum Vergleich mit MyLa heran, erkennt man, dass beide
Zelllinien stirker auf MG132 reagieren. Doch wihrend der Inhibitor in SeAx ,,nur* zu 8%
mehr Zellen in der G1-Phase flihrte, schaffte er in MyLa eine Steigerung von +25%. Auch
dies weist wieder drauf hin, dass die A20-kompetenten MyLa-Zellen starker durch NF-xB-

Inhibitoren beeinflussbar sind als die A20-defizienten SeAx-Zellen.
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Auch fir SeAx wurde nach diesem Versuch die Konzentration an JSH-23 gesteigert. Nur der
Konzentration von 100uM war es moglich, einen héheren Anteil von Zellen in der G1-Phase

im Vergleich zur Mock-Kontrolle zu produzieren.

Die bisherigen Inhibitor-Experimente haben gezeigt, dass das Fehlen von A20 in SeAx
offensichtlich zu einer gréReren Stabilitdt im NF-xB-Weg fuhrt, welche durch NF-xB-
Inhibitoren weniger gestort werden kann als bei A20-positiven Zellen wie MyLa. In den
nachsten Experimentreihen sollte diese Hypothese bestatigt werden.

Dazu wurde zundchst das NF-kB-Cignal-Assay genutzt. Dieses kann die Aktivitat des NF-«xB-
Wegs Uber Fluoreszenz sichtbar machen, da das Reportergen fur GFP nur dann transkribiert
wird, wenn NF-xB in seinem Promotor bindet. Damit ist es eine direktere Methode als die
Betrachtung von Zellzyklus und Apoptose, die von vielen verschiedenen Einfliissen abhéngig
ist. An MyLa zusammen mit den Inhibitoren angewandt, zeigt sich, dass beide Inhibitoren die
Fluoreszenz im Vergleich zur Mock-Probe um Uber 50% senken kénnen. Demgegendiiber steht
SeAx, in welchem die Fluoreszenz nur um 15% durch JSH-23 bzw. um 29% durch MG132

vermindert werden konnte. Dies bestatigt die Hypothese.

In einer néchsten Versuchsreihe sollte die Wirkung der Inhibitoren noch einmal anhand der
NF-kB-Zielgene getestet werden. Dazu wurden zun&chst die beiden Zelllinien SeAx und
MyLa mit den Inhibitoren behandelt und die Reaktionen der Zielgene miteinander verglichen.
Wieder fiel auf, dass das A20-defiziente SeAx kaum Veranderungen der Genexpression durch
die Inhibitoren zeigte- eine Downregulation erfolgte paradoxerweise nur im Falle von CD3y-
wahrend bei MyLa deutliche Schwankungen der cDNA-Level erkennbar wurden. 7 Zielgene
wurde nach der Behandlung mit den Inhibitoren vermindert ausgebildet. Fraglich ist hier
allerdings, warum alle Zielgene aufler cFLIP und CYLD nur auf je einen der beiden
Inhibitoren wie erwartet mit einer Verminderung der mRNA-Produktion reagierten, wahrend

die Behandlung mit dem jeweils anderen Inhibitor die gegenteilige Wirkung zeigte.

Zuletzt sollte nun noch einmal bestatigt werden, dass sich die Unterschiede in den Reaktionen
auf die Inhibitoren tatséchlich auf den A20-Status zurtickfiihren lassen. Dazu wurden JSH-23
und MG132 an MyLa-Zellen mit und ohne A20- Knockdown angewendet. Die Erwartung an
die Inhibitoren besteht in einer Senkung der cONA-Level der Zielgene. Der A20-Knockdown
kann als Gegenspieler betrachtet werden, da er den NF-kB-Weg enthemmt. Wieder stellt sich
die Frage, ob der A20-Knockdown zu einer messbaren Enthemmung flhrt oder kompensiert

werden kann.
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Zundchst féllt auf, dass die Inhibition im Falle von JSH-23 nur 7 Stunden nach dessen Zugabe
wie erwartet funktioniert, denn nur zu diesem Zeitpunkt ist das Level von 6 von 8 Zielgenen
in der Kontrollprobe ,,scrambled control® im Vergleich zur Zugabe von DMSO erniedrigt.
MG132 schafft eine verminderte Expression bei 6 von 8 Genen nach 4 Stunden sowie 8 von 8

Genen nach 7 Stunden.

Betrachtet man die Werte des JSH-23-Versuchs nach 4 Stunden, fallt auf, dass sich die
cDNA-Spiegel der Gene (abgesehen von CD3y) in der Knockdown-Gruppe trotz
Inhibitorzugabe im Vergleich zu Mock weniger verandert haben (-17% bis +27%), als die
Spiegel in der Kontrollgruppe, welche zwischen -23% und +103% schwanken. Dies l&sst auf
den Einfluss von A20 schlielen: wahrend der Inhibitor in A20-kompetenten Zellen stark in
den NF-kB-Signalweg eingreifen kann, ist ihm das bei enthemmtem Signalweg ohne A20 nur
noch eingeschrankt maoglich. Mit der Zeit verliert sich diese Wirkung allerdings- nach 7
Stunden tritt sie noch bei 5 von 8, nach 24 Stunden nur noch bei 3 von 6 Genen auf. Die
Werte zum 10-Stunden-Messpunkt sind ganzlich kontrar, hier tGberwiegt die Wirkung der
Inhibitoren auf die Gene in den Knockdown-Zellen. Eventuell griffen hier wieder
Sicherungsmechanismen des NF-«xB-Wegs, die gegenregulatorisch auf die Zielgene
einwirkten.

Unter MG132 zeigten konnte der Inhibitor 7 Stunden nach seinem Einsatz die cDNA-Level
der Zielgene in den Kontrollzellen deutlich senken, seine Wirkung auf die Zellen mit
Knockdown féllt schwécher aus. So fiel der Wert von cFLIP in den A20-defizienten Zellen
nur um 7%, wahrend er in A20-haltigen Zellen um 43% sank. Wéhrend der anderen
Zeitpunkte sind die Expressionsdnderungen nach Inhibition in Scrambled control- und

Knockdown-Zellen allerdings etwa gleichformig.

Insgesamt ist nach Betrachtung aller Experimente ein Zusammenhang der Stabilitat des NF-

kB-Wegs mit der A20-Kompetenz wahrscheinlich.

Bei der kritischen Betrachtung der Methode ist ein Ansatzpunkt, dass die
Tumorsuppressorfunktion von A20 wohl vor allem von seiner E3-Ligase-Aktivitat abhangt.
Diese gibt Proteine zur proteasomalen Degradierung frei (19). MG132 als Proteasominhibitor
konnte somit hemmend auf die Funktion von A20 einwirken. Daher ist es wichtig, den
Inhibitor im Vergleich mit JSH-23 zu betrachten.

Auch die Aktivitdt von MALT1 sollte eventuell kunftig starker in Betracht gezogen werden.

Dieses Protein zerschneidet A20 nach Aktivierung des T-Zell-Rezeptors, um fordernd auf den
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NF-kB-Weg einzuwirken (19). Es kann nicht abgeschéatzt werden, inwieweit MALT1 unsere
Versuche beeinflusst hat. Vermutlich kann aber davon ausgegangen werden, dass der Effekt
im Vergleich von Test- mit Kontrollzellen vernachldssigbar ist. Generell muss beachtet
werden, dass sowohl A20, als auch die Zielgene auch auf anderen Wegen als dem direkten
NF-kB-Weg beeinflusst werden kdnnen- so kann etwa Bcl-10 die Expression von A20 in B-
Zellen hochregulieren (88), und der Transmembranrezeptor NOTCH1 CYLD in der T-ALL
uber die Expression von HES1 downregulieren (74)- obwohl NOTCHL1 ebenfalls zu einer

konstitutiven Aktivierung des NF-kB-Wegs im Sézary-Syndrom fuhrt (73).

In zukinftigen Versuchen konnten gesunde T-Zellen mit A20-Knockdown auf ihr
biologisches Verhalten untersucht und mit malignen T-Zellen verglichen werden. Die
Messung von Zellzyklus und Apoptose zum Beispiel kdnnte dartiber Aufschluss geben, ob
sich gesunde Zellen allein durch den Knockdown &hnlich wie kranke Zellen verhalten.
Aulerdem konnten Patientenproben, die bereits sequenziert sind, starker in die
Untersuchungen einbezogen werden und ebenfalls auf Zielgenexpression, Zellzyklus,

Apoptose und Verhalten nach A20-Modifikation und Inhibition untersucht werden.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass der Tumorsuppressor A20 einen messbaren Einfluss
auf den NF-kxB-Weg austibt. Durch seinen Wegfall- etwa in der Zelllinie SeAx oder durch
Knockdown- zeigt sich der Signalweg messbar aktiviert und kann Einfllisse von aufRen, wie
etwa die NF-kB-Inhibitoren, besser tolerieren. Der Verlust von A20 fiihrt zur gesteigerten
Expression von NF-kB-Zielgenen, was ein Hinweis darauf ist, dass eine solche Mutation zur
konstitutiven Aktivierung des NF-kB-Wegs beitragen kann. Das fehlende Reaktionsvermdgen
auf Einflisse von aufen nach A20-Knockdown weist auf mdgliche Wachstums- und
Uberlebensvorteile einer so mutierten Zelle hin.

Die Verdnderungen, die durch die Beeinflussung des A20-Status der Zelle hervorgerufen
werden, sind nicht dramatisch, aber doch messbar. So reagierten gesunde T-Zellen mit A20-
Knockdown zwar mit einer gesteigerten Reaktion der Zielgene, doch fielen die Steigerungen
weniger stark aus als bei malignen Zellen nach A20-Knockdown. Der alleinige Verlust von
A20 fihrt also nicht automatisch zur malignen Transformation, sondern es bedarf noch
weiterer Veranderungen der Zelle, um zu entarten. So beschrieben van der Fits et al. etwa die
permanente Expression des aktivierten Transmembran-Rezeptors NOTCH1 in Sézary-Zellen
von Patienten sowie SeAx- und Hut78-Zellen, die nicht auf Mutationen in den codierenden
Regionen des NOTCH1-Gens beruht. Die gezielte Inhibierung von NOTCH1 mittels

Antikorpern erhéhte die Apoptoserate der Zellen (73). Brechmann et al. konnten zeigen, dass
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die regulatorische Untereinheit 1 der Proteinphosphatase 4 (PP4R1) einen bisher
unbekannten Inhibitor der IKK darstellt und dass ein Mangel dieses Molekils mit einer
abnormen Aktivitdt des NF-kB-Wegs in T-Zell-Lymphomen einhergeht (89). Eine A20-
Aberration konnte also ein Teil multipler, kooperierender Transformationen sein, wie Schmitz
et al. sie in der Zelllinie KM-H2 beschrieb (14).
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8  Zusammenfassung

Die maligne Entartung von Zellen wird durch Aberrationen auf genetischer oder
molekularbiologischer Ebene verursacht, die zum Entgleisen wichtiger Signalwege fiihren
und ungehindertes Zellwachstum bei gehemmter Apoptose zur Folge haben. In den kutanen
T-Zell-Lymphomen Mycosis fungoides und Sézary-Syndrom wird h&ufig die Deletion des
Tumorsuppressorgens TNFAIP3 festgestellt, welches mit seinem Protein A20 hemmend auf
den NF-kB-Weg einwirken kann. Signalwege wie der NF-xB-Weg unterliegen jedoch einer
Vielzahl von Einflussfaktoren, daher wurden in dieser Arbeit die biologischen Konsequenzen
einer A20-Expression im Vergleich zu einem A20-Knockdown untersucht.

In den kutanen T-Zell-Lymphom-Zelllinien MyLa und Hut78 sowie in den T-Zellen gesunder
Blutspender konnte nachgewiesen werden, dass die Expression von bis zu 10/10 NF-kB-
Zielgenen nach dem Knockdown von A20 erhoht ist. Nach einer Reexpression von A20 in der
A20-defizienten Sézary-Syndrom- Zelllinie SeAx dagegen war die Expression von 8/10
Zielgenen ricklaufig.

Die direkte Inhibition des NF-kB-Wegs mittels JSH-23 oder MG132 fuhrte in MyLa und
SeAx zu einem Arrest der Zellen in der G1-Phase des Zellzyklus, wobei der Prozentsatz der
Zellen in der G1-Phase in den A20-haltigen MyLa-Zellen starker stieg als in den A20-
defizienten SeAx-Zellen. Die Apoptose wurde von der Inhibition kaum beeinflusst.
Mittels eines NF-kB-Signal-Assays konnte auRerdem gezeigt werden, dass die Auspragung
des NF-kB-Wegs nach Inhibitorzugabe in MyLa starker abnimmt als in SeAx, was sich auch
in der Expression der Zielgene nach Inhibition zeigt.

Ein A20-Knockdown in MyLa mit anschlieBender Inhibition des NF-kB-Wegs fiihrte
ebenfalls zu einem starkeren Rickgang der Expression der Zielgene in den Kontrollproben im
Vergleich zu den Knockdown-Proben.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass der Tumorsuppressor A20 einen messbaren Einfluss
auf den NF-xB-Weg ausubt. Durch seinen Wegfall zeigt sich der Signalweg aktiviert und
kann Einflisse von aul3en, wie etwa die NF-kB-Inhibitoren, besser tolerieren.

Der alleinige Verlust von A20 fuhrt allerdings nicht automatisch zur malignen
Transformation, es bedarf also mehrerer korrespondierender genetischer Verédnderungen der
Zelle, um zu entarten. Diese weiteren Veranderungen zu finden und in einen Kontext zum
A20-Verlust zu stellen, fuhrt zur weiteren Verbesserung des Verstandnisses der Pathogenese
des kutanen T-Zell-Lymphoms und moglicherweise zur  Entwicklung neuer

Therapiestrategien.
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