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1 Einleitung

1.1 Maligne Lymphome

Maligne Lymphome sind bosartige Neubildungen des lymphatischen Systems. Seit einer Beschrei-
bung verschiedener Krankheitsverldufe innerhalb dieser Krankheitsgruppe durch den britischen
Pathologen Thomas Hodgkin werden Hodgkin-Lymphome (HL) und die heterogene Gruppe der
Non-Hodgkin-Lymphome (NHL) unterschieden (Hodgkin 1832). Dabei betrug die Inzidenz der
NHL im Jahr 2012 9,8 pro 100.000 Personen in Europa bei einer Mortalitit von 3,5 pro 100.000
Personen (Ferlay et al. 2013). Der Begriff der NHL beinhaltet eine Vielzahl verschiedener B- und
T-Zell-Lymphome. Im Folgenden wird ausschlief3lich auf das diffuse groB3zellige B-Zell-Lymphom
(engl. diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL)) als hiufigsten Vertreter der aggressiven NHL bei Er-
wachsenen eingegangen (Naresh et al. 2000; Al-Hamadani et al. 2015).

1.2 Diffuses grof3zelliges Non-Hodgkin-Lymphom

Klassischerweise tritt das DLBCL mit einem mittleren Erkrankungsalter zwischen der sechsten
und siebten Lebensdekade eher bei dlteren Personen auf, es kénnen jedoch auch Kinder betroffen
sein (Martelli et al. 2013). Obwohl die Atiologie der Lymphome und somit auch der DLLBCLs
grofBtenteils unbekannt ist, wurden einige mogliche Risikofaktoren wie Zustinde der Immunsupp-
ression oder Infektionen mit verschiedenen Viren und Bakterien beschrieben (Blinder und Fisher
2008). Die Standardtherapie dieser grof3zelligen B-Zell-Lymphome ist die CHOP-Kombinations-
chemotherapie in Kombination mit Rituximab, einem monoklonalen Antikérper gegen den B-Zell-
Oberflichenmarker CD20 (Pfreundschuh et al. 2011; Ghielmini et al. 2013). Eine Erweiterung der
Standardkombinationstherapie um das Zytostatikum Etoposid zeigt insbesondere bei jungen Pati-
enten mit ungiinstiger Prognose gute Ergebnisse (Glass et al. 2010). Als weitere Therapieoption
bei jungen Patienten ohne Ansprechen des Tumors auf die Erstlinienchemotherapie steht eine
Hochdosischemotherapie in Kombination mit einer autologen Stammzelltransplantation zur Ver-
fiigung. Die Idee einer gezielteren Tumortherapie wird aktuell durch den Test einiger neuer Medi-
kamente wie des Tyrosinkinase-Inhibitors Ibrutinib verfolgt (Wilson et al. 2015; Mondello und
Younes 2015).
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1.2.1 Prognostische Faktoren der DLBCLs

DLBCLs zahlen aufgrund ihres schnellen Wachstums zu den aggressiven, aber potenziell heilbaren
Lymphomen. Bei sehr heterogenem klinischen Verlauf und groflen Unterschieden im
Therapieansprechen errechnet sich die jeweilige Prognose nach klinischen Faktoren mit Hilfe des
Internationalen Prognostischen Index (IPI), den es fir Patienten unter 60 Jahren auch als
altersadaptierten IPI gibt (Martelli et al. 2013). Da jedoch auch das Tumorproliferationsverhalten
auf Grundlage verschiedener Signalkaskaden und Stoffwechselvorginge immer besser verstanden
wird, gewinnen molekulare Klassifikationen der DLBCLs zunehmend an Bedeutung. Nach
Genexpressionsprofilen lassen sich innerhalb der DLBCLs die Gruppe der oxidativen
Phosphorylierung, die des B-Zell-Rezeptors/der Proliferation und die der inflaimmatorischen
Wirtsreaktion unterscheiden, was auch metabolische Auswirkungen hat (Monti et al. 2005; Caro et
al. 2012). Des Weiteren zeigten DNA-microarray-Untersuchungen Unterschiede in der
Genexpression, die mit dem Differenzierungs- und Proliferationsgrad der Zellen korrelieren. So
lassen sich die DLBCLs nach ihrem Genexpressionsmuster verschiedenen Reifungsstadien
gesunder B-Zellen sowie unterschiedlichen Krankheitsverliufen zuordnen. Es werden
keimzentrums-B-Zell-dhnliche Zellen (germinal center B-cell like DI.LBCL, GCB) von aktivierten
peripheren B-Zell-dhnlichen Zellen (activated B-cell like DI.BCL., ABC) unterschieden (Alizadeh et
al. 2000). Charakteristische Unterschiede finden sich zudem in der Mikroumgebung der Zellen. So
lieBBen sich in ABC-DLBCL-Zellen bemerkenswerterweise unter anderem Mutationsmuster finden,
die zu einer konstitutiven Aktivierung des JAK-STAT-Signalwegs und des NF-xB-Signalwegs
fihren (Davis et al. 2001; Lam et al. 2008; Scuto et al. 2011). Dabei zeigten Patienten mit ABC-
DLBCL gegeniiber denen mit GCB-DLBCL interessanterweise eine deutlich lingere
durchschnittliche Uberlebenszeit (Alizadeh et al. 2000). Zudem ist in DLBCLs eine Zuordnung zu
unterschiedlichen Genexpressionssignaturen beschrieben worden, die die Krankheitsprognose
beeinflusst (Lenz et al. 2008). Da auch die metabolischen Zellverinderungen in Tumoren die
Krankheitsprognose deutlich modulieren, sind Signalkaskaden wie der STAT3- und NF-»B-
Signalweg schon seit vielen Jahren ein zentrales Thema der Tumorforschung (Tornatore et al. 2012;
Poli und Camporeale 2015). Diese Transkriptionsfaktoren steuern wichtige Zellvorginge wie
Immunantwort, Angiogenese, Zellwachstum, -proliferation und -tibetleben (He und Karin 2011;
Didonato et al. 2012). In malignen Zellen verursachen sie durch die hervorgerufene Inflammation
Mutationen, die die Tumorinitiation begiinstigen. Zudem unterstiitzen sie Gewebeinvasionen,
Metastasierungen und die tumorspezifischen Verdnderungen der Mikroumgebung. Nicht zuletzt
aufgrund der beschriebenen konstitutiven Aktivierung von STAT3 und NF-xB in Tumorzellen

stellen diese Signalkaskaden potenzielle Angriffsmoglichkeiten in der Tumortherapie dar.
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Problematisch fur eine STAT3- und NF-xB-Signalweg-basierte dauerhafte Tumortherapie ist
jedoch der grof3e Einfluss dieser beiden Transkriptionsfaktoren auf andere Immunzellen und eine
damit einhergehende Immunschwiche und Infektionsneigung der Patienten (Bollrath und Greten
2009; Baud und Karin 2009). Obwohl in STAT3-tuberexprimierenden Brustkrebszellen und
Xenograftmodellen durch die Inhibition von STAT3 bereits Proliferationshemmungen erzielt
werden konnten, mussen fir die lingerfristige Tumortherapie im Patienten auch limitierende
Nebenwirkungen betrachtet werden (Song et al. 2005; Siddiquee et al. 2007). Aus diesem Grund
bedarf es einer genaueren Untersuchung der STAT3- und NF-xB-vermittelten Verdnderungen des

Zellmetabolismus, die einer spezifischeren Tumortherapie zugrunde liegen konnten.

Unabhingig von der Zuordnung zu den B-Zell-Entwicklungsstadien wurden bei einem kleinen
Anteil der DLBCLs genetische Verinderungen oder eine verinderte Proteinexpression des in vie-
len verschiedenen Zellprozessen beteiligten Transkriptionsfaktors c-Myc (Myc) beschrieben. Die
beschriebenen Deregulationen stellen oft Uberexpressionen dar und sind mit einer schlechteren
Prognose fiir die DLBCL-Patienten assoziiert (Barrans et al. 2010; Schrader et al. 2012; Horn et al.
2013; Valera et al. 2013). Myc reguliert in den Zellen wichtige zellmetabolische Vorginge, die Zell-
differenzierung sowie den Zellzyklus (Meyer und Penn 2008). Die Bedeutung der Myc-Deregula-
tion wurde fiir B-Zellen zu einem groBen Teil mit Hilfe der auch im Rahmen dieser Arbeit ver-
wendeten Modellzelllinie P493-6 untersucht, die ein Modell fiir konstitutionelle Myc-Expression
darstellt (Schuhmacher et al. 1999; Pajic et al. 2000; Le et al. 2012).

1.3 Tumorumgebung und Signalwege

Eine besondere und prognostische Rolle in der intrazelluliren Signalibertragung wird den JAK-
STAT- sowie NF-xB-einschlieBenden Signalwegen zuteil (He und Karin 2011; Didonato et al.
2012; Sinkovics 2015).

1.3.1 JAK-STAT-Signalweg

Als Transkriptionsfaktoren und Signalvermittler in der Zelle werden eine Vielzahl wichtiger
Zellprozesse durch die STAT (Signal transducer and activator of transcription)-Proteine beeinflusst, unter
anderem regulieren sie Zellproliferation, Angiogenese und Apoptose (Bromberg 2002). STAT-Pro-

teine wurden bereits vor tber 20 Jahren im Rahmen von Interferon-Signaltransduktionen
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beschrieben und kommen bei allen Tieren in verschiedenen Varianten vor (Darnell et al. 1994;
Rawlings et al. 2004). Ein besonderes Augenmerk wurde in dieser Arbeit auf STAT3 gelegt, da
dieses durch das prognostisch wichtige Interleukin 10 (IL10) aktiviert wird, dem eine besondere
Rolle in der Lymphomentwicklung zugeschrieben wird (Lech-Maranda et al. 2006; Béguelin et al.
2015). Fur dieses Zytokin wurde beschrieben, dass erhohte Konzentrationen im Serum oder
Plasma bei Patienten mit DLBCLs und anderen himatologischen Erkrankungen, aber auch soliden
Tumoren, mit einer schlechteren Prognose und einem aggressiveren Krankheitsverlauf assoziiert
sind (Lech-Maranda et al. 2006; Gupta et al. 2012; Zhao et al. 2015). IL10 fihrt unter anderem
tber die Aktivierung von Januskinasen (JAK) durch den IL10-Rezeptor zu einer Phosphorylierung
und Dimerisierung von STAT3-Proteinen (Rawlings et al. 2004; Gupta et al. 2012) (Abbildung 1).
Durch die Dimerisierung der zuvor ruhend im Plasma vorliegenden STAT3-Proteine wird der
Transport in den Zellkern ermdglicht. Letztendlich fithrt der beschriebene JAK-STAT-Signalweg
durch die spezifische Bindung der dimerisierten STAT-Proteine an regulatorische DNA-

Sequenzen zu einer verstirkten Transkription von Zielgenen (Rawlings et al. 2004).

1.3.2 NF-xB-Signalweg

Der Transkriptionsfaktor NE-«B (nuclear factor 'kappa-light-chain-enbancer’ of activated B-cells) reguliert
wichtige Zellvorginge wie die Immunantwort, die Proliferation und den programmierten Zelltod
(Verma et al. 1995). Zuerst beschrieben wurde NF-xB als ein Protein, das in reifen B-Zellen an
eine spezifische DNA-Sequenz im enhancer-Bereich des Gens der kappa-Leichtkette von Immun-
globulinen bindet (Sen und Baltimore 1986). Heutzutage ist klar, dass dieser Tanskriptionsfaktor
in einer Vielzahl unterschiedlicher Zellen mannigfaltige Wirkungen hat, indem er an ein spezifi-
sches ¥B-Motiv der DNA bindet (Lenardo und Baltimore 1989; Snapper et al. 1996; Guttridge et
al. 1999; Duckett 2002; Smale 2011). Aufgebaut ist NF-»B in seiner aktiven Form als Homo- oder
Heterodimer aus jeweils zwei Untereinheiten, wobei in einem GroBteil der Fille als Gemeinsamkeit
die gleiche aus ungefihr 300 Aminosiuren bestehende Rel-homologe Domane (Re/ honology domain,
RHD) ein Bestandteil am N-Terminus ist (Siebenlist et al. 1994). Als Untereinheiten sind die Rel-
Proteine RelA (p65), RelB und c-Rel bekannt. Weitere Untereinheiten sind die Nicht-Rel-Proteine
NF-xB1 (p50) und NF-«B (p52), die durch proteolytische Spaltung aus den Proteinen p105 bzw.
p100 entstehen. Klassischerweise ist NF-xB dabei ein Heterodimer aus einem Rel- und einem
Nicht-Rel-Protein und wirkt in dieser Form transkriptionsaktivierend, es kommen aber auch eher

transkriptionshemmend wirkende Homodimere vor. Die Interaktion von RelA (p65) und p50 fithrt
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dabei zum klassischen Heterodimer (Ghosh et al. 1990; Siebenlist et al. 1994). Hinweisgebend fur
eine genauere Beleuchtung des NF-»xB-Signalwegs waren in den letzten Jahren gewonnene Er-
kenntnisse Uber das Protein Myd88 (Myeloid differentiation primary response gene 88) in DLBCLs, bei
dem es sich um ein Bindeglied zwischen dem Toll-like-Rezeptor (TLR) und nachgeschalteten Sig-
nalkaskaden handelt (Ishii und Akira 2006; Kawai und Akira 2010). So zeigten Exom- und RNA-
Sequenzierungen vermehrt Mutationen des zugehorigen Gens MYDSS bei DLBCLs (Ngo et al.
2011; Lohr et al. 2012). Auch Uberexpressionen des Proteins wurden beobachtet und korrelierten
mit einem schlechteren Krankheitsverlauf fiir den Patienten (Choi et al. 2013). Aber auch die mit
Myd88 assoziierten und ihm vorgeschalteten Toll-like-Rezeptoren (TLR) lassen sich vermehrt in
malignen Zellen finden. Sie kénnen Entziindungsreaktionen modulieren und die Tumor-Mikro-
umgebung verindern (Sato et al. 2009). TLR vermitteln eine Immunantwort, indem sie Pathogen-
assoziierte molekulare Muster (pathogen-associated molecular patterns, PAMPs), wie die fir Bakterien
typischen CpG-Oligodeoxynukleotide oder Lipo-polysaccharide, erkennen kénnen (Krieg et al.
1995; Lim und Staudt 2013). Im Menschen werden zehn TLR unterschieden, wobei in dieser Arbeit
primir der klassischerweise CpG erkennende und in Endosomen lokalisierte TLR9 betrachtet wer-
den soll (Hemmi et al. 2000; Kawai und Akira 2010; Blasius und Beutler 2010) (Abbildung 1). Uber
verschiedene Zwischenschritte wie die Phosphorylierung und Degradation von I kappa B (IxB)
witd eine Translokation des kanonischen NF-xB (p50/RelA) in den Zellkern ermdglicht. Somit
kann NF-»B an die DNA binden und die Transkription abhingiger Gene regulieren (Bours et al.
1990; Ghosh und Baltimore 1990; Régnier et al. 1997; Mercurio et al. 1997; Lim und Staudt 2013).

1
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1
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1
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Abbildung 1: Schematische Darstellung des STAT3- und TLR9-Signalwegs
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Gezeigt ist die Signalkaskade um STAT3 sowie TLR9 und NF-B in schematischer Form. Eine Aktivierung des endo-
somalen TLRY durch CpG oder andere bakterielle DNA-Bruchstiicke fithrt tiber das Adaptormolekil Myd88 unter
anderem zu einer Aktivierung von IRAKs (Interlenkin-1-receptor-associated kinase). Diese Kinasen fithren iber eine Modi-
fikation von TRAFG6 (TNF receptor associated factor 6) zur TAK1 (TGFbeta activated kinase 1) -Aktivierung. Als Folge wer-
den die IKKSs (IxB &inase) phosphoriliert, die wiederum durch Phosphorilierung zur IxB-Degradation fihren. Somit
kann dieser NF-xB-Inhibitor seine Funktion nicht mehr ausiiben, NF-»B wird in den Zellkern transportiert und regu-
liert die Transkription abhingiger Gene. In der dargestellten STAT3-Signalkaskade fithrt eine Aktivierung des IL.10-
Rezeptors durch IL10 zu einer Multimerisierung der Rezeptoruntereinheiten. Die gekoppelten Januskinasen 2 (JAK2)
werden selber durch die raumliche Nihe zueinander transphosphoriliert, woraufthin sie als Tyrosinkinasen den Rezep-
tor und ihr Hauptsubstrat STAT3 phosphorilieren kénnen. Diese ruhend im Zytoplasma vorliegenden Proteine dime-
risieren, werden in den Zellkern transportiert und wirken mit Hilfe ihrer SH2-Domaine an regulatorischen DNA-Se-
quenzen als Transkriptionsfaktor. Diese schematische Darstellung wurde mit Hilfe der Graphikelemente von
SERVIER Medical Art erstellt (www.servier.de).

1.4 Zellmetabolismus

Die Voraussetzungen fiir das Wachstum und Uberleben von Tumorzellen sind Mutationen und
Verinderungen, die sie von gesunden Zellen unterscheiden. So wird hiufig das ungehemmte
Wachstum durch autarke Proliferationsregulation, die fehlende Sensitivitit gegentiber wachstums-
hemmenden Signalen sowie die Umgehung der Apoptose beschrieben. Zudem zeichnen sich Tu-
morzellen durch stindige Angiogenese und die Méglichkeit der Gewebeinvasion und Metastasen-
bildung aus (Hanahan und Weinberg 2000). In den letzten Jahren kristallisierten sich jedoch weitere
existenzielle Verinderungen und Merkmale fiir Tumorzellen heraus — ein verinderter, an die Be-
durfnisse angepasster Zellmetabolismus und die Schaffung einer auf die Tumorzelle abgestimmten
»Mikro-Umgebung (wzicroenvironment). Auch in DLBCL:s spielen in dieser Tumorumgebung Signale
an umgebende scheinbar gesunde Zellen und deren Antwort eine wichtige Rolle fiir das Uberleben
der Tumorzellen und die damit verbundene Krankheitsprognose (Hanahan und Weinberg 2011;
Ward und Thompson 2012). Speziell zur Tumorgenese scheint die Mikroumgebung der Tumor-
zellen einen wichtigen Beitrag zu liefern (Lenz et al. 2008; Aldinucci et al. 2010). Dabei ist schon
lange bekannt, dass Tumorzellen sich in ithrem Metabolismus von gesunden Zellen unterscheiden.
So besagt der Warburg-Effekt, dass Tumorzellen vermehrt Glukose in Abwesenheit von Sauerstoff
in Form der anaeroben Glykolyse verbrauchen (Warburg et al. 1927; DeBerardinis et al. 2008).
Neben Glukose stellt Glutamin das wichtigste Metabolit als Grundlage zur Zellproliferation dar
(Vander Heiden et al. 2009). Auch Lymphomzellen zeigen durch ihr verindertes genetisches Profil
einen Metabolismus, der vermehrt Glukose und Glutamin verbraucht (Dang 2012). Interessanter-
weise stellte sich fir DLBCLs Glutamin in Vorergebnissen dieser Arbeit als proliferationsbegren-
zender Faktor heraus (Abschnitt 1.5). Auch fir die in dieser Arbeit verwendete Zelllinie P493-6

wurde eine Glutaminaseabhingigkeit des Wachtums und der Tumorgenese beschrieben, die eine
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genauere Untersuchung der Glutaminolyse verlangt (Le et al. 2012; Liu et al. 2012; Xiang et al.
2015).

1.4.1 Glutaminolyse

Glutamin ist essenziell fiir die Zellproliferation und liefert durch seinen Abbau wichtige Zellpro-
dukte wie Glutamat, Aspartat und Kohlenstoffdioxid (CO,) (Brand 1985). Speziell Tumorzellen
zeigen einen modulierten Metabolismus. Es wurde bereits gezeigt, dass die Glutaminolyse 7 vitro
Uber das notwendige Mal} funktioniert oder sogar hinsichtlich der gelieferten Zell- und Molekiil-
bausteine die Glykolyse teilweise ersetzt (Reitzer et al. 1979; DeBerardinis et al. 2007). Der erste
Schritt der Glutaminolyse der Zelle ist dabei die Desaminierung des Glutamins zu Glutamat durch
die Glutaminase (Genname: GLJS). In P493-Lymphomzellen wurden bereits iz vivo Auswirkungen
der Hemmung der GLS auf die Umwandlung von Pyruvat zu Alanin beschrieben, was die klinische
Bedeutung der Glutaminolyse in Tumorzellen unterstreicht (Dutta et al. 2013). Um das mit Hilfe
der GLS entstandene Glutamat in den Citratzyklus einzuspeisen, ist eine Umwandlung in a-Keto-
glutarat («-KG) durch die Glutamat-Dehydrogenase (Genname: GLLUDT7) oder durch die mito-
chondriale Aspartat-Aminotransferase (Genname: GOT2) notwendig (Newsholme et al. 1985;
DeBerardinis und Cheng 2010; Le et al. 2012; Son et al. 2013). Indem aus Glutamat a-Ketoglutarat
entsteht, katalysiert die mitochondriale GOT2 die Reaktion von Oxalacetat zu Aspartat. Die ent-
sprechende Riickreaktion wird tber die zytosolische Aspartat-Aminotransferase (Genname:
GOTT) vermittelt (Abbildung 2). Glutamin ist fiir die Zelle dabei nicht nur ein Kohlenstoff- und
Stickstoff-Lieferant, sondern auch ein wichtiges Atmungssubstrat. Durch seinen Abbau wird die
Synthese von nicht-essenziellen Aminosiuren, Nukleotiden und anderen Zellmetaboliten ermog-
licht. Durch die Glutaminolyse wird auflerdem die vermehrte Reduktion des Wasserstoffubertra-
gers Nicotinamidadenindinukleotidphosphat (NADPH) ermoglicht, indem Malat tiber das Mala-
tenzym zu Pyruvat umgewandelt wird (DeBerardinis und Cheng 2010). Malat entsteht dabei sowohl
direkt im Citratzyklus als auch tGber eine Aspartat-Synthese durch die zytosolische GOT1. Entstan-
denes NADPH spielt eine zentrale Rolle fiir den Redoxstatus der Zelle und dabei im Besonderen

die Reduktion von Glutathion (Son et al. 2013).

1.4.2 Die Redoxbalance der Zelle
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Die Redoxbalance ist ein Gleichgewicht zwischen Antioxidantien und entstandenen radikalen Mo-
lekiilen in der Zelle, von denen ein GroBteil reaktive Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS)
sind. ROS werden durch eine Gruppe verschiedener Sauerstoffradikale gebildet, die aufgrund ihrer
hohen Reaktionsbereitschaft potenziell schidlich fiir die Zelle sind. Sie kénnen der Zelle aber auch
exogen zugefiihrt werden (z. B. durch Schwermetalle oder Zigarettenrauch) oder endogen entste-
hen. Dabei wird zwischen einer enzymatischen und einer nicht-enzymatischen (z. B. Zellatmungs-
assoziierten) Entstehung der ROS unterschieden. Erhéhte ROS-Konzentrationen fithren zu oxi-
dativem Zellstress, der wiederum diverse Krankheiten beglinstigen kann. Wihrend hohe ROS-
Konzentrationen und eine unausgeglichene Redoxbalance in gesunden Zellen schidlich sein kén-
nen, werden in Tumorzellen haufig erhéhte Mengen von ROS und eine entsprechend ,,verscho-
bene* Redoxbalance gefunden. Diese erhohten ROS-Mengen sind sowohl im Hinblick auf den
verinderten Tumormetabolismus als auch fiir die Modulation der Tumormikroumgebung relevant
(Szatrowski und Nathan 1991; Toyokuni et al. 1995; Marnett 2000; Peng und Gandhi 2012;
Jezierska-Drutel et al. 2013; Anso et al. 2013). Die Menge der reaktiven Sauerstoffverbindungen in
der Zelle hingt dabei sowohl von der Menge der enstandenen Radikale als auch von der Effektivitat
ithres Abbaus ab. Ein fir eine ausgeglichene Redoxbalance wichtiges antioxidatives Molekdl ist
neben den mit der Nahrung zugefithrten Antioxidantien und anderen endogenen Antioxidantien,
wie zum Beispiel der Superoxid-Dismutase oder der Katalase, das Glutathion (GSH) (Pham-Huy
et al. 2008; Cairns et al. 2011). GSH ist ein Tripeptid aus den Aminosduren L-Cystein, Glycin und
L-Glutamin. Die Neusynthese wird tber die Enzyme Glutamatcysteinligasen (GCLC) und Gluta-
thion-Synthetase (GSS) reguliert. In der reduzierten Form des GSH kénnen zwei Molekille GSH
mit Sauerstoffradikalen reagieren. Durch die Glutathion-Peroxidase (GPX) wird Wasserstoff von
GSH auf z. B. Wasserstoffperoxid tbertragen und GSH wird oxidiert. Somit bildet sich die oxi-
dierte Form des GSH, das Glutathion-Disulfid (GSSG), indem zwei der GSH-Molekdile eine Disul-
fidbindung eingehen. Das entstandene GSSG kann dann mit Hilfe der Glutathion-Reduktase
(GSR) und NADPH als Cofaktor reduziert werden, um in der Zelle wieder als Antioxidans zur
Verfigung zu stehen (Kalinina et al. 2014). Die Neubildung von GSH kann zum Beispiel bei Glu-
taminmangel durch N-Acetylcystein (NAC) als Cysteinlieferant geférdert werden (Abbildung 2).
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Glutaminolyse der Zelle

Gezeigt ist die kanonische und nicht-kanonische Glutaminolyse in der Zelle. Im kanonischen Abbauweg wird das
Glutamin (Gln) tber die Glutaminase zu Glutamat (Glu) desaminiert, woraufhin Glutamat nach Verstoffwechselung
durch die Glutamat-Dehydrogenase (GDH) zu a-KG in den Citratzyklus eingespeist wird. Im nicht-kanonischen Ab-
bauweg wird die Reaktion von Glutamat zu a-KG von der mitochondrialen Aspartat-Aminotransferase (Genname:
GOT?2) katalysiert, wodurch gleichzeitig das als Zwischenprodukt des Citratzyklus entstechende Oxalacetat (OA) zu
Aspartat (Asp) umgebaut wird. Nach dem Transport des Aspartats ins Zytosol findet durch die zytosolische Aspartat-
Aminotransferase (Genname: GOT1) die Riickreaktion statt, also ein Umbau zu OA. Die weiteren Reaktionen, aus-
gehend von OA tber Malat zu Pyruvat, werden durch die Enzyme Malat-Dehydrogenase (Genname: MDHT) und
Malatenzym (Genname: MET) katalysiert, wobei bei der Pyruvat-Entstehung Kohlenstoffdioxid (CO2) und das redu-
zierte NADPH als Nebenprodukte entstehen. NADPH erméglicht unter anderem die Reduktion von Glutathion
(GSH) mit Hilfe der Glutathion-Reduktase (Genname: GSR), worauthin das reduzierte GSH in der Zelle entstandene
reaktive Sauerstoffspezies (ROS) reduzieren kann, indem es selber wieder oxidiert und zum Glutathion-Disulfid
(GSSG) wird. N-Acetylcystein (NAC) kann dabei als Cysteinlieferant fiir das Glutathion dienen und wurde in Vorar-
beiten der Arbeitsgruppe experimentell genutzt (modifiziert nach Alberghina und Gaglio 2014, S. 2).

1.5 Vorarbeiten der Arbeitsgruppe

Die auch in Vorarbeiten der Arbeitsgruppe genutzte B-Zell-Modellzelllinie P493-6 zeichnet sich
durch ein mit Hilfe von Tetrazyklin kontrollierbar exprimiertes MY C-Gen aus (Schuhmacher et al.
1999). Durch Zugabe von Tetrazyklin wird eine Myc-Repression (Myc““-Zustand) erreicht,
dadurch arretieren die Zellen in der GO- oder G1-Phase des Zellzyklus (Pajic et al. 2000).
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Wihrend die P493-6 im Myc"*"-Zustand als ein Modell fiir aggressive B-Zell-Lymphomzellen wie

low

die des Burkitt-Lymphoms dient, kénnen im Myc“*-Zustand Eigenschaften normaler B-Zellen un-

low

tersucht werden. Experimente im Myc¥-Zustand lassen auch Interventionen/Manipulationen zu,

die zu weitestgehend Myc-unabhingigen Verinderungen der Zellen fiithren.

low

In der Arbeitsgruppe konnte nun kiirzlich gezeigt werden, dass die nicht proliferierenden Myc
Zellen nach einer Kostimulation mit ILL10 und CpG wieder proliferieren (Feist et al. 2017). Es
konnte die Hypothese aufgestellt werden, dass die Synergie aus dem JAK-STAT3- und dem NF-
»B-Signalweg hierfiir verantwortlich ist, da die CpG-Wirkung durch ACHP, einen chemischen In-
hibitor der IxB-Kinase (IKK), sowie die Wirkung von ILL10 durch den JAK-Inhibitor Ruxolitinib
aufgehoben wurde (Feist et al. 2017). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass diese IL10- und CpG-
vermittelte Proliferation der Zelllinie P493-6 glutaminabhingig ist und sich sowohl durch Zugabe
des GLS-Inhibitors CB-839 als auch des Transaminase-Inhibitors AOA hemmen lasst (Feist 2016).
Interessanterweise bewirkte auch eine Zugabe von NAC zu I1.10- und CpG-stimulierten MY C'"-
Zellen eine Wiederaufnahme der Zellproliferation, was einen Hinweis auf die Beteiligung der Re-
doxbalance lieferte (Feist 2016). In weiterfithrenden Analysen konnte M. Feist zeigen, dass auch in
DLBCL-Zellen mit aberrantem JAK-STAT- und NF-xB-Signalweg eine dhnliche Glutaminabhin-

gigkeit beobachtet werden kann.

1.6 Ziele und Fragestellung

Das Ziel dieser Arbeit bestand darin, zu kliren,

1. ob spezifisch STAT3 und NF-«B/RelA in die IL10- und CpG-vermittelte Aktivierung der
Zellproliferation von P493-6-Zellen im Myc"-Zustand involviert sind.

2. inwieweit die mitochondriale Aspartat-Aminotransferase (GOT2) spezifisch durch die bei-
den genannten Transkriptionsfaktoren reguliert wird und somit mitverantwortlich fir den
Glutaminstoffwechsel ist.

3. ob sich ein Fehlen von Glutamin auch auf den Glutathionmetabolismus und die Fihigkeit

des Umgangs mit reaktiven Sauerstoffradikalen der stimulierten Zellen auswirkt.

Deshalb wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit folgende Fragen bearbeitet:

e Istdie durch IL10 und CpG vermittelte Proliferation der P493-6MYCv_Zellen STAT3- und
NF-»B/RelA-abhingig?
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e Wird die GOT2 durch STAT3 und NF-xB/RelA reguliert und ist GOT2 wichtig fir die
Zellverdopplung der I11.10- und CpG-stimulierten P493-6™“V-Zellen?

e  Wirkt sich im Bezug auf die 11.10- und CpG-vermittelte Proliferation der P493-6™"“"-
Zellen ein Glutaminmangel auf die Fahigkeit des ROS-Umgangs der Zellen aus und welche

Rolle spielt Glutathion hierbei moglicherweise?

Zur Beantwortung dieser Fragen wurden IL10- und CpG-stimulierte P493-6-Zellen mit niedriger
MYC-Expression dutch Knockdown von STAT3, NF-xB/RelA und GOT2 charakterisiert. Wei-

terhin wurden erste Untersuchungen zur Rolle von ROS und Glutathion durchgefihrt.
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2 Material und Methoden

Im folgenden Materialteil (2.1) sind alle regelmaBig verwendeten Gerite, Materialien und Substan-
zen sowie verwendete Software mit Herstellernamen aufgefiihrt. Der Methodenteil (2.2) beinhaltet
alle durchgefiithrten zellbiologischen und proteinbiochemischen Methoden sowie die statistische

Analyse.

2.1 Material

2.1.1 Gerite

Tabelle 1: verwendete Gerite

Gerit Hersteller

Accu Jet Brand GmbH & Co. KG, Wertheim,
Deutschland

Bioruptor Standard Sonication Device Diagenode Inc., Denville, NJ, USA

Elektrophoresekammer und Wet-Blot-System | Bio-Rad GmbH, Minchen, Deutschland

FACScan Durchflusszytometer Becton, Dickinson and Company, Franklin
Lakes, NJ, USA

Heraeus Multifuge 3 L-R Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA,
USA

HERAftreeze, -80°C Freezer Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA,
USA

Tkamag RCT Magnetrihrer/Heizplatte IKA-Werke GmbH & Co. KG, Staufen,
Deutschland

Infinite F50 Tecan Group Ltd., Minnedorf, Schweiz

Inkubator Cytoperm Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA,
USA

Inverses Durchlichtmikroskop Telaval 31 Carl Zeiss AG, Jena, Deutschland

Luminescent Image Analyzer LAS-4000 Fujifilm, Minato, Japan

Microflow Laminar Downflow Workstation Bioquell Ltd., Andover, GroB3britannien

NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA,
USA

Neubauer-Zihlkammer LO Laboroptik GmbH, Friedrichsdorf,
Deutschland

Nucleofactor 11 Lonza, Basel, Schweiz

Pipetboy acu Integra Biosciences AG, Fernwald, Deutsch-
land

Sanyo Ultra Low -152°C Freezer Panasonic Healthcare Co. Ltd., Tokio, Japan

T3000 Thermocycler Biometra GmbH, Géttingen, Deutschland

Tischzentrifuge 1-15k Sigma Laborzentrifugen GmbH, Osterode,
Deutschland

Vortex Genie 2 Schiitt Labortechnik, Géttingen, Deutschand

Waage 1.2200S Sartorius AG, Géttingen, Deutschland

TriStar LB 941 Berthold technologies, Bad Wildbad,
Deutschland
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| Multipette plus

| Eppendorf, Hamburg, Deutschland

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 2: verwendete Verbrauchsmaterialien

Vetrbrauchsmaterial

Hersteller

384-Well-Platte

Greiner Bio-One International
Kremsmunster, Osterreich

GmbH,

96-Well-Platte (Rund-/Flachboden)

Sarstedt AG & Co., Numbrecht, Deutschland

Cellstar Tissue Culture Dishes (24-Well, 6-
Well)

Greiner Bio-One International GmbH,
Kremsminster, Osterreich

Cryo.s Einfriergefille Greiner Bio-One International GmbH,
Kremsmiinster, Osterreich
Deckgliaser Menzel, Braunschweig, Deutschland

Falcon Réhrchen (15 ml, 50 ml)

Sarstedt AG & Co., Numbrecht, Deutschland

Filter Tips (10 ul, 100 ul, 1000 pl)

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht, Deutschland

Transparente Mikroplatten Abdeckfolie

Greiner Bio-One International GmbH,
Kremsmunster, Osterreich

Immobilon PVDF Membrane Advantages

Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland

Glaspasteurpipetten

Brand GmbH & Co.KG, Wertheim, Deutsch-
land

Polystyrene Round-Bottom Tube 5ml

Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA

Reaktionsgefille (0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml)

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Serologische Pipetten (5 ml, 10 ml, 25 ml)

Sarstedt AG & Co., Numbrecht, Deutschland

Whatman-Filterpapier (Diethylaminoethyl-
Zellulose)

GE Healthcare Bio-Sciences, Pittsburgh, PA,
USA

Zellkulturflaschen mit Beluftungskappe (25
cm’, 75 cm?, 175 cm?) fiir Suspensionszellen

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht, Deutschland

Combitips advanced 0.1 ml

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

2.1.3 Chemikalien

Tabelle 3: verwendete Chemikalien

Chemikalien

Hersteller

4-Iodphenylborsiure (4-IPBA)

Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, MO,
USA

Actylamid/Bisacrylamid 40%

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Ammoniumpersulfat (APS) (10 % in H,O)

Bio-Rad GmbH, Munchen, Deutschland

bovines Serum-Albumin (BSA)

Catl Roth GmbH, Kartlstruhe, Deutschland

Bromphenolblau

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Complete Proteinaseninhibitor Cocktail Tablets

F. Hoffmann-La Roche Ltd, Basel, Schweiz




Material und Methoden

Seite 14

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, MO,
USA

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Ethanol 99%

J.T. Baker, Center Valley, PA, USA

Fetales Kilberserum (FCS)

Biochrom, Merck Millipore,
Deutschland

Darmstadt,

Full Range Rainbow Molecular Weight Markers
RPNS8OOE

GE Healthcare Bio-Sciences, Pittsburgh, PA,
USA

Glycin Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Isopropanol J.T. Baker, Center Valley, PA, USA

Luminol Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, MO,
USA

Methanol 99% Th. Geyer GmbH & Co.KG, Renningen,
Deutschland

Milchpulver Catl Roth GmbH, Karlstruhe, Deutschland

Natriumchlorid (NaCl)

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Natrium-Desoxycholat

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

NP-40 Igepal (Nonidet P-40)

Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, MO,
USA

Penicillin/Streptomycin (P/S)

Lonza Group Ltd., Basel, Schweiz

Phos-Stop

F. Hoffmann-I.a Roche Ltd, Basel, Schweiz

Phosphat gepufferte Salzlsung (PBS)

Pan-Biotech GmbH, Aidenbach, Deutschland

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)

Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, MO,
USA

Ponceau S-Lésung (0,1% Ponceau S in 5%

Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, MO,

Essigsdure) USA

ReBlot Plus Mild Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland
Roti-Load (4x Probenpuffer) Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Roti-Quant Cartl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

RPMI-1640 mit L-Glutamin

Lonza Group Ltd., Basel, Schweiz

Tetramethylethylendiamine (TEMED)

Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, MO,
USA

Trisbase Salzlésung (TBS)

Catl Roth GmbH, Kartlsruhe, Deutschland

Trypanblau 0.4 % in PBS Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, MO,
USA
Tween-20 (T) Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg,

Deutschland

Wasser HPLC Grad

J.T. Baker, Center Valley, PA, USA

SYBR Green I Nukleinsiure Gelfirbung, 1:100

F. Hoffmann-T.a Roche Ltd, Basel, Schweiz

(D+)-Trehalose-Dihydrat

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Triton X 100

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Diethylpyrocarbonat (DEPC)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Hot FIREPol DNA-Polymerase, Hotstart

Solis BioDyne OU, Tartu, Estland

Desoxyadenosintriphosphat (dATP), 100 mM

PrimeTech ALC, Minsk, Weil3russland

Desoxycytidintriphosphat (dCTP), 100 mM

PrimeTech ALC, Minsk, Weil3russland

Desoxythymidintriphosphat (dTTP), 100 mM

PrimeTech ALC, Minsk, Weil3russland

Desoxyguanosintriphosphat (dGTP), 100 mM

PrimeTech ALC, Minsk, Weil3russland

Magnesiumchlorid (MgCl,)

Solis BioDyne OU, Tartu, Estland
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2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-

10mM

ethansulfonsiure (HEPES Buffer solution),

Gibco by Life Technologies, Carlsbad, CA,
USA

Sodium Pyruvate, ImM

Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, MO,
USA

L-Glutamin

Biochrom, Betlin, Deutschland

Recombinant Human 11.10

PeproTech, Rocky Hill, NJ, USA

Klasse B CpG Oligonukleotide, 0.5uM

InvivoGen, San Diego, CA, USA

DL-Buthionine-sulfoximine (BSO), 500uM Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, MO,
USA

Epigallocatechin Gallate (EGCG), 20uM Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, MO,
USA

Glutathion reduced ethyl ester, ImM Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, MO,
USA

Doxycyclin Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, MO,
USA

CellROX Green Life Technologies, Carlsbad, CA, USA

2.1.4 Puffer, L6sungen und Medien

Tabelle 4: verwendete Puffer, Lésungen und Ansitze

Puffer / Losung / Ansatz

Zutaten

10 % Trenngel

10 % Acrylamid/Bis Solution
250 mM Trisbase pH 8,8
0,0004 % APS

0,00125 % TEMED

4x SDS-Probenpuffer

500 pl Roti-Load 1 (4x)
1 % gesittigte Bromphenolblau-Losung

5 % Sammelgel

5 % Actrylamid/Bis Solution
250 mM Tris-Base pH 6,8
0,0004 % APS

0,00125 % TEMED

Blockierlosung 1

5 % BSA in TBS-T 0,1%

Blockierlosung 11

5 % Milchpulver in TBS-T 0,1%

cDNA-Master Mix (pro Probe)

4 ul 5x first strand buffer

2 ul 0,1 M Dithiothreitol (DTT)

1 ul SuperScript II reverse Transkriptase
1 ul 10 mM dNTPs

Einfriermedium

90 % FCS
10 % DMSO
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Laufputffer (10x) fiir Western Blot

250 mM Tris
1,92 M Glycin
1% SDS

Luminol-Losung (ECL-Losung Teil I)

100 mM Tris/HCI pH 8,8
2,5 mM Luminol
4 mM 4-1PBA

Peroxid-Losung (ECL-Lésung Teil 1)

100 mM Tris/HCI pH 8,8
10,6 mM H,O,

SYBR-Green-Mix (fir qRT-PCR)

(Ansatz fur 2.500 Proben)

3 mM MgCl,

1:80.000 SYBR-Green 1

75 mM Tris-HCI pH 8,8

20 mM (NH4)2504

0,2 mM dNTP-Mix

0,01 % Tween-20

20 U/ml Hot FIREPol DNA-Polymerase
0,25 % Triton X-100

ad 6,5 ml H,O mit 0,1 % DEPC

7,5 ml 1M Trehalose

TBS (1x) 20 mM Tris-Base pH 7,6
137 mM NaCl pH 7,6
TBS-T 1xTBS pH 7,6

0,1 % Tween-20

Transferpuffer (1x)

2,5 mM Tris-Base pH 8,3
192 mM Glycin
15 % Methanol

Trypanblau-Losung

0,4 % Trypanblau in PBS

Zellkulturmedium 1

RPMI-1640 mit 4 mM L-Glutamin
10 % FCS
1 % Penicillin/Streptomycin

Zellkulturmedium II (ohne Glutamin)

RPMI-1640 ohne Glutamin; ohne Glukose
10 % FCS

1 % Penicillin/Streptomycin
11 mM Glukose

Zellkulturmedium IIT (ohne Glukose)

RPMI-1640 ohne Glutamin; ohne Glukose
10 % FCS

1 % Penicillin/Streptomycin
2 mM Glutamin

Zellkulturmedium IV (ohne Glukose und ohne
Glutamin)

RPMI-1640 ohne Glutamin; ohne Glukose
10 % FCS
1 % Penicillin/Streptomycin

Transfektionsmedium

RPMI-1640 mit 4 mM L-Glutamin

1 mM Pyruvat

10 mM 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-
ethansulfonsdure (HEPES)

RIPA-Gebrauchslésung

RIPA-Stocklosung

10 ul/ml PMSF

40 pl/ml Complete

40 pl/ml Phosphostop
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RIPA-Stocklosung

150 mM NaCl

1 % NP-40

0,1 % SDS

50 mM TrisHCI pH7,4
0,25 % Na-Deoxycholat

NP-40 Lysepuffer

50 mM Tris-Base pH 7,4

150 mM NaCl
1 mM EDTA
0,5 % NP-40
2.1.5 Western Blot-Antikérper
Tabelle 5: verwendete Antikorper
Antikorper Verdiinnung fiir Immu- Hersteller
noblot
anti-Tubulin, mouse 1:10000 in 5% BSA Millipore, Schwalbach,
Deutschland
anti-GAPDH, mouse 1:20000 in 5% BSA Abcam, Cambridge, England
anti-STAT3, rabbit 1:1000 in 5% BSA CellSignaling, Ieiden, Nie-
detlande
anti-RelA, rabbit 1:1000 in 5% BSA CellSignaling, Ieiden, Nie-
detlande
anti-GOT?2, rabbit 1:5000 in 5% Milch Proteintech, Chicago, 1L,
USA
anti-rabbit, goat 1:2000 in 5% BSA Santa Cruz, Heidelberg,
Deutschland
anti-mouse, goat 1:2000 in 5% BSA Santa Cruz, Heidelberg,
deutschland
2.1.6 Small interfering RNA (siRNA)
Tabelle 6: verwendete small interfering RNA (siRNA)
siRNNA Konzentration Hersteller
Silencer select Negative Control | 0.5 ng/pl Life Technologies, Carlsbad,
No.1 siRNA CA, USA
STAT3 siRNA 0.5 pug/ul Dharmacon, Lafayette, CO,
USA
REI.A siRNA 0.5 pg/ul Dharmacon, Lafayette, CO,
USA
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GOT2 siRNA 0.5 pg/ul

Dharmacon, Lafayette, CO,
USA

2.1.7 Software

Tabelle 7: verwendete Software

Software

Hersteller

Graph Pad Prism 6.04/7.04 for Windows

Graph Pad Software Inc., San Diego, USA

Image J 1.48v

Wayne Rasband, National Institutes of Health,

Bethesda, MD, USA

Microsoft Office 2010 (Word, Powerpoint, Ex- | Microsoft, Redmont, USA

cel)

Magellan for FF50 7.0 Tecan Group Ltd., Mannedorf, Schweiz

RQ Manager 1.2.1 Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific

Inc., Waltham, MA, USA

Sequence Detection System SDS 2.4 Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific

Inc., Waltham, MA, USA

MicroWin 2000 Mikrotek Laborsysteme GmbH, Overath, Ger-

many

2.2 Methoden

2.2.1 Kultivierung und Stimulation der P493-6-Zelllinie

Die Suspensionszelllinie P493-6, deren Ursprung und Eigenschaften bereits beschrieben wurden
(Abschnitt 1.5), wurde in Medium I bei einer Konzentration von 5-10° Zellen/ml kultiviert. Dazu
wurden die Zellen alle 48 Stunden mit Hilfe der Neubauer-Zihlkammer gezihlt, fir 5 Minuten bei
100 g und Raumtemperatur zentrifugiert und der Uberstand anschlieBend mit Hilfe einer Absaug-
pumpe und einer Pasteurpipette abgesaugt. Das Zellpellet wurde in dem entsprechenden Volumen
des vorgewarmten Mediums I resuspendiert, um dann in eine neue Zellkulturflasche tiberfihrt und

bei 37 °C gelagert zu werden.

Alle beschriebenen Versuche und Methoden wurden mit der Modellzellinie P493-6 im Myc"*"-Zu-
stand durchgefiihrt. Um die Zellen in diesen Myc*"-Zustand zu iiberfiihren, erfolgte bereits 24
Stunden vor dem Versuchsansatz und am Versuchstag nach der Aussaat eine Behandlung mit 1

ng/ml Doxycyclin. Eine Ausnahme davon bildete die Transfektion von Zellen mit siRNA, hier
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wurde als Stressprophylaxe die Uberfithrung in den Myc¥-Zustand erstmalig 3 Stunden nach der

Transfektion durchgefihrt.

Die Stimulationen der Zellen wurden in den Konzentrationen 0.5 uM CpG und 25 ng/ml 11.10
durchgefiihrt.

2.2.2 Transfektion mit siRNA

Bei der small interfering RNA (siRNA) handelt es sich um kurze einzel- oder doppelstringige RNA-
Molekiile, die durch Bindung an komplementire einzelstringige RNA-Abschnitte in der Zelle de-
ren Funktion unterbinden kénnen. Mit dem Ziel der Einbringung dieser Fremd-RNA in die Zellen
wurde eine Elektroporation mit dem Nucleofactor Kit V (Amaxa Biosystems) nach Angaben und
Gebrauchshinweisen des Herstellers durchgefithrt. Dabei wurden, nachdem die Zelldichte 24 Stun-
den vor dem Versuch auf 1-10° Zellen/ml eingestellt worden war, am Versuchstag zunichst 4-10°
Zellen pro zu transfizierender Probe 10 Minuten bei 87 g zentrifugiert, worauthin eine Resuspen-
sion in jeweils 100 ul der Nukleofektionslosung (nucleofactor solution) erfolgte. Nach Zugabe von
jeweils 2-4 pug siRNA zu 4-10° Zellen wurde die Transfektion mit dem Programm C-009 durch-
gefiihrt. Darauf schloss sich direkt die Uberfiihrung der transfizierten Zellen in jeweils 2 ml vorge-
wirmtes Transfektionsmedium (mit 10 mM HEPES und 1 mM Pyruvat) pro 4-10° Zellen und eine
Inkubation bei 37 °C an. Zusitzlich wurden 3 Stunden spiter erneut 2 ml desselben Mediums zu
jeweils 4-10° ausgesiten Zellen gegeben. Im Gegensatz zu allen anderen durchgefiihrten Versuchen
erfolgte aufgrund der zusitzlichen Stressbelastung fiir die Zellen erst 3 Stunden nach der Trans-

low

fektion die Behandlung mit Doxycyclin, um die Zellen in einen Myc“*-Zustand zu versetzen.

24 Stunden nach der Transfektion erfolgten eine Zellzihlung und eine Ernte von jeweils 2-10°
Zellen fir eine Kontrolle des Knockdowns im Western Blot. Daftir wurden die Zellen 5 Minuten
bei 900 g und 4 °C zentrifugiert, nach dem Absaugen noch in jeweils 1 ml PBS gewaschen und die
Trockenpellets anschlieBend bei -20 °C eingefroren. Vor der Auftragung der Proben in das SDS-
Gel wurden die Trockenpellets in jeweils 20 ul des 1:4 in RIPA-Puffer vorverdunnten 4x SDS-
Probenpuffer Roti-Load resuspendiert, fiir 10 Minuten bei 95 °C aufgekocht, sechsmal fiir 10 Se-
kunden sonifiziert und abschlieBend 1 Minute bei 11000 g zentrifugiert. Die Durchfihrung des

Western Blots erfolgte wie im Abschnitt 2.2.8 beschrieben.

Zudem wurde 24 Stunden nach der Transfektion ein Teil der Zellen in Medium 1 fur eine Bestim-

mung der Zellvermehrungsrate ausgesit und stimuliert, um sie nach 48 Stunden zu zihlen, wie im
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Abschnitt 2.2.6 beschrieben. Pro Behandlungsvariante mit siRNA wurden die Zellen dabei entwe-

der mit IL10, mit CpG, mit IL.10 und CpG oder als Kontrollprobe gar nicht stimuliert.

Tabelle 8: Mengen der verwendeten small interfering RNA (siRNA)

siRNA eingesetzte Menge

Silencer select Negative Control | 4 ug

No.1 siRNA

STAT3 siRNA 2ug
REIL.A siRNA 2ug
GOTZ2 siRNA 4 ug

2.2.3 Zellernte fiir quantitative Real-Time Polymerase-Kettenreaktion

Um Zellen fiir eine Genexpressionsanalyse zu ernten, wurden ebenfalls 24 Stunden nach der Trans-
fektion in einer 24-Well-Platte 0.5-1-10° Zellen in 1 ml Medium I pro Well ausgesit und entspre-
chend mit IL.10 und CpG stimuliert. Nach einer 24-stiindigen Inkubation bei 37 °C erfolgte eine
Zellzihlung (siehe Abschnitt 2.2.6) und die Zugabe von 1-10° fiir die Normierung wichtigen
Schneiderzellen aus der Fliegenart Drosophila melanogaster pro 1-10° Lymphomzellen. Indem in der
spateren Analyse das Haushaltsgen .4CT424 der Schneiderzellen mitbestimmt wird, konnen durch
diese interne Kontrolle Variationen der eingesetzten RNA-Menge ausgeglichen werden (Feist
20106). Fur die Zellernte folgte auf eine 5-miniitige Zentrifugation der Proben bei 900 g ein Wasch-
schritt in jeweils 1 ml PBS, worauthin die Trockenpellets bei -80 °C eingefroren wurden. Die sich
anschlieBende RNA-Isolation mit Bestimmung der RNA-Menge, die cDNA-Synthese sowie die
quantitative Real-Time Polymerase-Kettenreaktion (quantitative real-time polymerase chain reaction, gRT-

PCR) wurde, wie in den Kapiteln 2.2.10 bis 2.2.12 beschrieben, durchgefiihrt.

2.2.4 Zellzahl- und Viabilititsbestimmung
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Nach einer makroskopischen und mikroskopischen Beurteilung der kultivierten Suspensionszellen
im Hinblick auf Mediumfarbung, Flaschenverunreinigung, Zelldichte, Zellform und Zellgranulari-
tit wurden diese durch Auf- und Abpipettieren gemischt und anschlieSend ein Aliquot von 10 ul
abgenommen. Um abgestorbene Zellen mikroskopisch identifizieren zu kénnen, erfolgte eine Mi-
schung der Zellsuspension im Verhiltnis 1:2 mit einer Trypanblau-Losung und eine Zellzihlung
mit Hilfe der Neubauer-Zihlkammer. AusschlieBlich abgestorbene oder beschidigte Zellen neh-
men diesen blauen Farbstoff auf, wohingegen lebende Zellen keine blaue Firbung zeigen. Somit
ist mit Hilfe der Zihlkammer neben der Zellzahlbestimmung auch eine Viabilititsbestimmung

moglich, indem das Verhiltnis von lebenden zu toten Zellen berechnet wird.

2.2.5 Gefrierkonservierung und Auftauen der Zelllinien

Fiir die Lagerung und Konservierung bei -150 °C wurden jeweils 5-10° Zellen in 1 ml Einfrierme-
dium in spezielle Kryotubes tberfiithrt. Fiir eine langsame und schonende Temperaturreduktion
erfolgte eine Kithlung mit Hilfe spezieller, mit Isopropanol gefiillter Einfrietboxen um 1 °C pro

Minute bis auf -80 °C, worauthin die Zellen ab dem Folgetag bei -150 °C gelagert wurden.

Das Auftauen der gefrierkonservierten Lymphomzellen erfolgte durch einen schnellen Tempera-
turwechsel von -150 °C zu einem 37 °C warmen Wasserbad. Auf eine 2-miniitige Auftauphase
schloss sich die Uberfiihrung von jeweils 5-10° Zellen in 5 ml Zellkulturmedium I an. Um iiber-
schiissiges Einfriermedium zu entfernen, wurden die Zellen fiir 5 Minuten bei 100 g zentrifugiert,
nach dem Absaugen des Uberstandes in 5 ml Zellkulturmedium I resuspendiert, in eine Zellkultur-

flasche tberfihrt und anschlieBend bei 37 °C im Brutschrank gelagert und in Kultur gehalten.

2.2.6 Bestimmung der Zellvermehrungsrate

Nachdem die Zelldichte am Vortag auf 1-10° Zellen/ml eingestellt worden war und die Zellen mit
Doxycyclin vorbehandelt worden waren, erfolgte eine Aussaat von jeweils 5:10* Zellen in 100 pl
des jeweiligen Mediums in eine 96-Well-Platte und die gewiinschte Stimulation bzw. Inhibition der
Zellen. Eine Stimulation mit IL.10 und CpG erfolgte sowohl direkt im Anschluss als auch erneut
nach 24 Stunden. Die Zellen wurden nach einer insgesamt 48-stindigen Inkubation bei 37 °C mit

Hilfe einer Neubauer-Zihlkammer gezihlt (siche 2.2.4).
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Tabelle 9: Stimuli und Inhibitoren fiir Zellvermehrungsversuche

Stimuli/Inhibitoren Konzentration
1110 25 ng/ml

CpG 0,5 uM

BSO 500 uM

H,0, 50 oM

GSH 1 mM

2.2.7 ROS-Messung und Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie erméglicht es, Zellen mit Hilfe eines Lasers nach bestimmten Figen-
schaften zu sortieren. Dabei flieBen die Zellen in Suspension einzeln hintereinander durch eine
Messkammer, sodass ihr jeweiliges Streulicht nach Passion des Laserstrahls erfasst und von einem
Detektor ausgewertet werden kann. Das Vorwirtsstreulicht (FSC = forward scatter) ist abhingig vom
Zellvolumen, wihrend das seitliche Streulicht (SSC = sideward scatter) eine Aussage tber die Gra-

nularitat der Zelle und Zellstrukturen erlaubt.

Zusitzlich dazu konnen im FACS (fluorescence activated cell signaling) fluoreszierende Farbstoffe, mit
denen die Zellen zuvor markiert worden sind, detektiert und die Zellen mit Hilfe gegensitzlicher
Polarisierungen je nach detektiertem Signal in verschiedene Gefile sortiert und gezahlt werden.
Um tote Zellen zu detektieren, wurde der Farbstoff Propidiumiodid eingesetzt, der nur in tote

Zellen eindringen, mit der DNA interkalieren und so detektiert werden kann.

Die Messung des oxidativen Stresslevels durch die Erfassung der Menge der reaktiven Sauer-
stoffspezies erfolgte mit Hilfe des Farbstoffs CellROX Green, der im oxidierten Zustand im Ge-
gensatz zum reduzierten Zustand mit einem Emissionsmaximum von 520 nm stark fluoresziert.
Somit sollte der Farbstoff CellROX Gteen nur dann zu detektieren sein, wenn er zuvor durch
Radikale oxidiert wurde. Nachdem die Zellen am Vortag auf eine Konzentration von 1:10° Zel-

low

len/ml eingestellt und dutch Zugabe von Doxycyclin in einen Myc®¥-Zustand versetzt worden
waren, folgte die Aussaat von jeweils 5:10° Zellen in 1 ml oder 2,5:10° Zellen in 500 pl des entspre-
chenden Mediums in eine 24-Well-Platte und eine entsprechende Stimulation. Auf eine 24-stiindige
Inkubation bei 37 °C folgte die Ernte der Zellen in speziellen FACS-Rohrchen (Polystyrene Round-
Bottom Tube) mit einer Zentrifugation bei 650 g fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur und der Re-

suspension in jeweils 500 ul PBS mit 1 pg/ml Propidiumiodid, worauf sich die Messung der ROS-
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Menge im FACS-Gerit anschloss. Als Positivkontrolle diente eine tert-Butylhydroperoxid-Losung
(TBHP), die in einer Verdiinnung von 0,5 mM eine Stunde vor der Messung als ROS-Induzierer
zu zwel Zellproben gegeben wurde. 2 mM des antioxidativen Metaboliten NAC konnten als Ne-
gativkontrolle bei Zugabe zu einer der Proben zwei Stunden vor der Messung diese Zunahme der
ROS-Menge verhindern. Ebenfalls eine Stunde vor der Messung wurde der in 1:10 in Dimethyl-
sulfoxid (DMSO) vorverdinnte Farbstoff CellROX Green in einer Endkonzentration von 500 nM

zu den Zellen gegeben, worauthin die Zellen bis zur Messung dunkel gehalten wurden.

2.2.8 Western Blot

Der Western Blot, auch Immunoblot genannt, ermdglicht den gezielten Nachweis von Proteinen.
Dabei schlie3t sich an eine Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
eine Ubertragung der Proteinbanden auf eine Polyvinylidenfluorid-Membran (PVDF-Membran)
an, worauthin durch ausgewihlte Primir- und Sekundir-Antikérper die gewtinschten Proteine

nachgewiesen werden kénnen.

Als Vorbereitung der Proben fiir den Gellauf wurden diese nach Zugabe eines 1:4 in RIPA vor-
verdunnten vierfach-SDS-Ladepuffers (Roti-Load), der die Proben fiir die Auftragung beschwert
und durch die negative Ladung die Auftrennung in der Elektrophorese erleichtert, sonifiziert und

gekocht. AnschlieBend wurden jeweils 15 pl der Zellsuspension in die Geltaschen geladen.

Wahrend der Gelelektrophorese sammelten sich die Proteine zunachst bei einer Stromstirke von
20 mA in einer Linie im pH-neutralen Sammelgel, um dann im basischen Trenngel bei 40 mA nach
ithrer Grof3e aufgetrennt zu werden. Dabei zeigten sich auch die Banden des Full-Range Rainbow-
Markers, von dem vor dem Gellauf 5 ul aufgetragen wurden und der die Bestimmung der Protein-

grofBe ermdglicht, indem die Farbpalette bestimmte kDa-Grenzen anzeigt.

Nach abgeschlossenem Gellauf erfolgte die Ubertragung der nach ihrer GréB3e aufgetrennten Pro-
teine auf eine PVDF-Membran, die vorher fur 15 Sekunden mit Methanol, fir 2 Minuten mit ste-
rilem Wasser und fir 5 Minuten mit Transferpuffer vorbehandelt worden war. Dies geschah als
Elektroblot durch Anlegen einer konstanten Spannung von 100 V fiir eine Stunde bei 4 °C, wo-
raufhin die Ubertragung der Proteinbanden durch eine Firbung mit einer Ponceau S-Losung tiber-
prift wurde, um die Membran im Anschluss wie gewtinscht zu zerschneiden und wieder vollstindig
durch Waschen mit einer Tris-gepufferten Salzlésung mit Tween (TBS-T) zu entfirben. Damit die

eingesetzten Antikérper nur ihre spezifischen Bindungen eingehen konnten, mussten die freien,
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unspezifischen Antikérperbindestellen blockiert werden, was durch die einstiindige Behandlung
der Membran mit 5-prozentigem und in TBS-T gel6stem Rinderserumalbumin (BSA) geschah. Die
sich gegen die Zielproteine richtenden vorverdiinnten Primar-Antikorper (siehe Tabelle 5) wurden
im Anschluss tber Nacht bei 4 °C zu den gewlinschten Membranstiicken gegeben. Am Folgetag
schlossen sich auf dreimaliges Waschen fiir jeweils 10 Minuten in TBS-T die einstiindige Zugabe
des passenden, an eine Peroxidase gekoppelten Sekundir-Antikérpers, welcher sich gegen die Spe-
zies des Primir-Antikorpers richtet, sowie erneut drei 10-minttige Waschschritte an. Die Darstel-
lung der gebundenen Proteine erfolgte iiber ein Cheminolumineszenz-Verfahren mit Hilfe einer
aus Luminol- und Peroxid-Loésung bestehenden erweiterten Cheminolumineszenz (ECL)-Losung.
Indem die Peroxidase des gebundenen Sekundir-Antikérpers das Luminol oxidiert, entsteht ein

Lumineszenz-Signal, das detektiert werden kann.

Fir die Firbung weiterer Proteine auf den gleichen Membranabschnitten war eine Behandlung mit
einer Reblot-Losung fur 15 Minuten erforderlich, um die gebundenen Antikérperkonjugate zu 16-
sen. Darauf folgten eine erneute Blockade der Membran mit BSA fiir eine Stunde und die entspre-

chenden bereits beschriebenen Antikérperbehandlungen.

Die konstitutiv in der menschlichen Zelle vorhandenen Proteine Tubulin oder Glycerinaldehyd-3-
phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) dienten als Kontrolle fiir eine gleichmal3ige Beladung der
Geltaschen. Die Auswertung der Knockdowns erfolgte dabei mit Hilfe des Programms Image],
indem das Verhiltnis der jeweiligen Bandendichte zu der Bandendichte ihrer jeweiligen GAPDH-
oder Tubulin-Bande berechnet wurde, um dieses Verhiltnis im Anschluss auf das Verhiltnis der

mit unspezifischer siRNA (scrambled siRN.A) behandelten Kontrollprobe zu beziehen.

2.2.9 Glutathion-Messung

Die Messung der GSH-Konzentration erfolgte mit Hilfe des GSH/GSSG-Glo™-Assays (Pro-
mega) nach Herstellerangaben und -gebrauchsanweisungen. Die Gesamt-Glutathion-Messung
wird ermdglicht, indem eine glutathionabhingige und durch die Glutathion-S-Transferase kataly-
sierte Konversion von Luciferin stattfindet. Nach Zugabe einer Luciferase kann ein Lumineszenz-
Signal detektiert werden, das proportional zur Luciferin- und somit auch zur Glutathion-Menge
ist. Durch Zugabe von N-Ethylmaleimide (NEM) vor der Reaktion und somit Verinderung des
reduzierten Glutathions (GSH), die zur Blockade der oben beschriebenen Reaktion fithrt, kann
isoliert das vorhandene oxidierte Glutathion (GSSG) gemessen und nachfolgend auch das Verhalt-

nis zwischen oxidierter (GSSG) und reduzierter (GSH) Form bestimmt werden.
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Nachdem die Zelldichte am Vortag auf eine Konzentration von 1-10° Zellen/ml eingestellt worden

low

war und die Zellen durch Zugabe von Doxycyclin in einen Myc*-Zustand versetzt worden waren,
folgte die Aussaat von jeweils 2,5:10° Zellen in 50 pl des entsprechenden Mediums in eine 24-Well-
Platte und eine entsprechende Stimulation. Die Zellen wurden nach einer sich anschlieBenden 24-
stindigen Inkubation bei 37 °C geerntet. An eine 5-miniitige Zentrifugation bei 300 g und 4 °C
schloss sich ein Absaugen des Uberstandes sowie eine Resuspension der Zellpellets in Ringer-1.6-
sung und auf Eis an. In einer Konzentration von 3:10° Zellen/ml wurden die Proben jeweils bei
einer Messdauer von 0,25 Sekunden im Luminometer gemessen, wobei Proben mit reiner Ringer-

Losung eine Leerwert-Messung ermdglichten. Dieser Leerwert wurde nach der Messung von allen

Ergebnissen abgezogen und die bereinigten Werte ausgewertet.

Die Berechnung der reduzierten Glutathion-Werte erfolgte aufgrund der Entstehung zweier Mo-
lekiile reduzierten Glutathions (GSH) aus einem Molekiil oxidierten Glutathions (GSSG) nach der

Formel:

uM totales Glutathion — (uM GSSG - 2)
uM GSSG

Verhiltnis GSH/GSSG =

2.2.10 RNA-Isolierung

Zur Isolierung der RNA aus einem zuvor geernteten Trockenpellet (siche Abschnitt 2.2.3) von
jeweils 0,5-1-10° Zellen wurde das Isolationskit ,,Nucleospin RNA II* (Macherey-Nagel) entspre-

chend den Herstellerangaben und Gebrauchsanweisungen verwendet.

Dabei wurden die Zellpellets in Pufferlésungen resuspendiert, die sowohl die vorhandene RNAse
inaktiviert als auch durch viele chaotrope, strukturbrechende Salze die Zellen lysiert und eine
Umgebung fiir die Zellen schafft, die diese besonders affin fiir die Bindung an eine Silikat-membran
macht. Die ebenfalls gebundene DNA wurde durch Inkubation mit DNAse gelést und
nachfolgend ausgesptlt, worauthin in mehreren Waschschritten auch andere Makromolekiile,
Metabolite und Salze entfernt wurden. Zum Losen der gewonnenen RNA erfolgte eine Spiilung

der Membran mit RN Ase-freiem, sterilem Wasser.

Mittels eines Spektralphotometers (NanoDrop) konnte die gewonnene RNA auf Reinheit geprift
und gleichzeitig ihre Konzentration gemessen werden. Die Bestimmung der Absorbtionskoeffi-
zienten Azeo/2s0 und Aso/2s0 gab dabei durch das charakteristische Absorbtionsspektrum der RNA

einen Hinweis auf eventuelle Verunreingungen.
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2.2.11 cDNA-Synthese

Die Umschrift der gewonnenen RNA in komplementire DNA (complementary DN.A, cDNA) wurde
mit dem Reverse-Transkriptase-Kit ,,SuperScript I1* (Invitrogen) nach Angaben sowie Gebrauchs-
anweisungen des Herstellers durchgefiihrt. Mit Hilfe der reversen Transkriptase wird dabei ein zur
vorhandenen RNA komplementirer und fiir die folgende qRT-PCR benétigter DNA-Strang syn-

thetisiert.

Daftr wurde jeweils 1 pg RNA in 10 pl ddH>O verdiinnt, um anschlieBend 2 ul der vorher auf 5
uM vorverdiinnten Random-Hexamer-Primer hinzuzufiigen. Nach Inkubation bei 70 °C fiir 10
Minuten und nachfolgender, fiir die Bindung der Primer an die RNA wichtige Abkthlung auf Eis
wurden 8 ul des cDNA-Master-Mixes zu den Proben gegeben. Im Anschluss erfolgte eine Inkuba-
tion fur 10 Minuten bei 25 °C, fiir 60 Minuten bei 42 °C und fur 10 Minuten bei 65 °C. Ein kurzes
Abkiihlen der Proben bildete den Abschluss des Programms, worauthin diese bei -20 °C bis zut

weiteren Verwendung gefrierkonserviert wurden.

2.2.12 qRT-PCR

Bei der Polymerase-Kettenreaktion handelt es sich um eine zz-vitro- Amplifikation definierter DNA-
Abschnitte. Erméglicht wird diese Reaktion durch die Tag-Polymerase, ein thermostabiles Enzym
aus dem Bakterium Thermus aquaticns. Ein vollstindiger Reaktionsansatz beinhaltet aulerdem noch
Desoxyribonukleosidtriphosphate (ANTPs) als Bausteine fiir die komplementire Sequenz und die
zu vervielfiltigende DNA als ¢cDNA (complementary DNA). Um den zu amplifizierenden
Abschnitt zu definieren, werden Primer, spezifische Oligonukleotide, eingesetzt. Dabei ist ein
Primer komplementir zu einer Basensequenz vor dem Zielabschnitt (forward primer) und der zweite
Primer komplementir zu einer Basensequenz nach dem gewtinschten DNA-Abschnitt (reverse

primer).

Es werden 3 Phasen innerhalb der Polymerase-Kettenreaktion unterschieden. Wihrend der
Denaturierungsphase wird die DNA durch Hitzeeinwirkung in ihre beiden Einzelstringe zerlegt.
In der darauffolgenden Phase der Primerhybridisierung lagern sich die Primer an ihre passenden
Basensequenzen an und bilden somit die Startsequenz fir die Synthese der komplementiren DNA-

Stringe aus den dNTPs in der Elongationsphase. Die hiufige Wiederholung dieser Abfolge und
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die vielen Zyklen ermdglichen eine annihernd exponentielle Vermehrung eines bestimmten DNA-

Abschnittes.

Die quantitative Real-Time Polymerase-Kettenreaktion hat den Vorteil, dass wihrend der
Amplifikation auch gleichzeitig eine Quantifizierung des vervielfiltigten DNA-Abschnittes
erfolgen kann. Diese Mengenbestimmung wird durch den Farbstoff SYBR-Green ermdglicht, der
mit einer hohen Affinitit in doppelstringige DNA interkalieren kann. Waihrend er in der
Denaturierungsphase kein Fluoreszenz-Signal aussendet, da die DNA in Einzelstringen vorliegt,
nimmt das Signal in jeder FElongationsphase proportional zur Menge der entstandenen
doppelstringigen DNA zu. Am Ende jeder Elongationsphase wird die Fluoreszenzzunahme
gemessen, wobei das Emissionsmaximum von SYBR-Green bei 521 nm liegt. Neben der DNA-
Mengenbestimmung ist durch die Auswertung des Verhiltnisses von Fluoreszenz-Signal zu

Temperatur auch eine Erfassung der Schmelztemperatur moglich.

In jedes Well wurden insgesamt 10 ul Reaktionslosung gegeben, die 10 ng DNA, 5,6 ul des SYBR-
Green-Mixes sowie jeweils 3 pmol/ul des Vorwirts- und Ruckwittsprimers beinhaltet. Proben mit
sterilem Wasser statt cDNA dienten als Negativkontrolle. Die endogene Kontrolle erfolgte durch
Normalisierung der Zellen auf ein in Drosgphila melanogaster-Fliegen konstitutiv exprimiertes Aktin-
Gen (ACT42A). Dieser Mengenvergleich war moglich, indem vor dem Ernten der Zellen (siche
Abschnitt 2.2.3) zu 1 Million humanen Zellen 1-10° Schneider 2 (S2)-Zellen, Makrophagen-
dhnliche Suspensionszellen aus Drosophila melanogaster, gegeben worden waren. Diese Methode

wurde von M. Feist etabliert (Feist 20106).

Mit Hilfe der Programme SDS 2.4 und dem RQ Manager von Applied Biosystems konnten die
Ergebnisse ausgewertet werden. Dabei wurde zunichst der ACt-Wert berechnet, indem der Ct(eycle
threshold)-Wert der jeweiligen ACT42A4-Probe vom Ct-Wert der Probe des beobachteten Gens
abgezogen wurde. Die Ct-Werte kennzeichnen dabei den jeweils kleinsten Wert, bei dem ein
exponentielles Kurvenwachstum zu erkennen ist, hier also eine relevante Vermehrung des Gens
detektiert wurde. Durch eine anschlieBende Subtraktion des ACt-Werts einer festgelegten
Kalibrator-Probe lie3 sich der jeweilige AACt-Wert berechnen. Die dargestellte relative Expression
wurde nach der Formel 2*“ berechnet und als Mittelwert mit seinem Positiv- und Negativfehler

dargestellt.

2.2.13 Statistische Analysen

Der in den Abbildungen gezeigte Fehlerbalken stellt den Mittelwert *+ Standardabweichung der

angegebenen Anzahl an biologischen Replikaten dar. Fur die statistische Berechnung wurde dabei
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die Normalverteilung angenommen und eine One-Way-Analysis of 1 ariance (One-Way-ANO1A) mit
anschlieBender Bonferroni-Methode durchgefiihrt. Das Signifikanzniveau lag bei * p<0,05; **
p<0,01; *** p<0,001. Fiir alle statistischen Analysen wurde GraphPad Prism 6.04 oder 7.04 ver-

wendet.

3 Ergebnisse

Ein Ziel dieser Arbeit war es, am Beispiel der P493-6-Zellen neue Einblicke in Mechanismen zu
gewinnen, wie IL10 und CpG méglicherweise die Proliferation ruhender B-Zellen regulieren kon-

nen. Besonderes Interesse galt in diesem Zusammenhang den in viele Zellvorginge involvierten

JAK-STAT- und NF-»B-Signalwegen.

3.1 STAT3 und NF-xB/RelA vermitteln gemeinsam die IL10- und CpG-in-
duzierte Proliferation in P493-6"¥Cv-Zellen

Da in Vorarbeiten bereits gezeigt werden konnte, dass chemische Inhibitoren fiir JAKs und IKK
die Wirkung von IL10 und CpG auf P493-6-Zellen hemmen, sollte nun die Frage beantwortet
werden, ob spezifisch STAT3 und NF-xB/RelA fiir die IL10- und CpG-vermittelte Zellprolifera-
tion wichtig sind. Die Hypothese war demnach, dass STAT3 und NF-»B/RelA gemeinsam die
IL10- und CpG-vermittelte Proliferation und den damit verbundenen Metabolismus in ruhenden

B-Zellen regulieren konnen.

Dazu wurden die Proteinmengen von STAT3 und RelA in P493-6-Zellen durch einen RNA-Inter-
ferenz-vermittelten Knockdown reduziert. P493-6""""_Zellen wurden mit spezifischen siRNAs
gegen STAT3, REIA oder beide Transkriptionsfaktoren sowie als Kontrolle mit einer scr-siRNA
nukleofiziert. Drei Stunden nach der Nukleofektion wurden die Zellen entsprechend mit Doxycyc-
lin behandelt, um die Expression von MYC zu reduzieren (Myc"). 24 Stunden nach der Nukle-
ofektion wurden Proben fiir den Western Blot zur Analyse der Proteinmengen von STAT3 und
RelA geerntet (Abbildung 3 C+D). Sowohl die STAT3- als auch die RelA-Proteinmengen waren
nach dem Knockdown reduziert. Der Knockdown von REILA war im Vergleich zum STAT3-
Knockdown ein wenig geringer ausgeprigt (Abbildung 3 C+D+E). Parallel wurden die verbliebe-
nen Zellen mit IL10, CpG oder IL10+CpG behandelt oder unbehandelt kultiviert. 72 Stunden
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nach der Nukleofektion, also 48 Stunden nach der Stimulation, wurde die Zellverdopplungsrate

sowie die Viabilitit durch Zellzihlung bestimmt (Abbildung 3 A+B).
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Abbildung 3: Die Proliferation IL10- und CpG-stimulierter P493-6MYClow_Zellen ist abhingig von der gemein-
samen Wirkung von STAT3 und NF-xB (RelA)

P493-6-Zellen wurden mit 2 pg STAT3- und 2 pg RELLA-siRNA allein oder in Kombination transfiziert. Die Ein-
zeltransfektionen wurden mit 2 ug unspezfischer siRNA (scr-siRNA, scrambled-siRNA) aufgefillt und als Kontrolle 4
ng scr-siRNA verwendet. Die MY C-Expression wurde mit Doxycyclin reprimiert und die Zellen nach 24 Stunden mit
IL10, CpG oder IL10+CpG stimuliert. (A) Zellvermehrungsrate 48 Stunden nach Stimulation. Die Werte sind auf ihre
jeweilige unstimulierte Kontrollprobe normiert. Zu erkennen ist eine synergistische proliferationssteigernde Wirkung
durch IL10 und CpG, die sich durch den Knockdown von STAT3 und REILA abschwichen lisst. (B) Trotz Prolife-
rationsunterschieden bleibt die Viabilitit der Zellen nach dem Knockdown konstant. (C) Ein erfolgreicher Knockdown
wurde durch Western Blot-Analyse verifiziert. Dargestellt ist ein reprisentativer Blot zur Knockdown-Kontrolle 24
Stunden nach der Transfektion. Die Expression von GAPDH dient als Ladekontrolle. (D+E) Die Quantifizierung der
Knockdowneffizienzen nach Einzel- und Doppelknockdown erfolgte mit Image]. 100 Prozent entsprechen einem
vollstindigen Knockdown des jeweiligen Gens. Der Western Blot zeigt einen 72-prozentigen STAT3- und ein 48-
prozentigen REL.A-Knockdown. Die Doppeltransfektion zeigt einen 56-prozentigen STAT3- und einen 54-prozenti-
gen REILA-Knockdown. Auffillig ist ein stets etwas schwicherer Knockdown von REILA, wihrend die Menge des

STAT3-Proteins sich um bis zu 80 Prozent senken lieS. N=3, MW*SD. Getestet mit der One-Way-ANOVA und der
Bonferroni-Methode. Signifikanzniveau * p<0,05; * p<0,01; ¥+ p<0,001.

Hierbei zeigte sich, dass die mit scr-siRNA nukleofizierten Zellen durch die Kostimulation mit
IL10 und CpG proliferierten und diese Proliferationsrate deutlich tber der der jeweiligen Einzel-
stimulation lag (Abbildung 3 A). Nach ST AT3-Knockdown war die Zellverdopplung durch CpG-
Stimulation vergleichbar zur unstimulierten Probe, die IL10-vermittelte Zellzahlverdopplungsrate

verdnderte sich jedoch nicht im Vergleich zur scr-Kontrolle. Im Gegensatz hierzu fihrte die
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reduzierte STAT3-Proteinmenge zu einer Reduktion der Zellproliferation bei IL10- und CpG-sti-
mulierten Zellen. Noch deutlicher wurde diese Reduktion der Zellverdopplung nach REI.A-
Knockdown. Auch eine vermehrte Proliferation nach CpG-Stimulation war hier nicht mehr zu
beobachten. Zellen, in denen die Proteinmenge von sowohl STAT3 als auch RelA reduziert war,
zeigten nach der Kostimulation mit II.10 und CpG den grofiten Abfall der Zellverdopplung. Wich-
tig war auch die Beobachtung, dass die Proliferationsunterschiede nicht durch Unterschiede in der
Zellviabilitit zu erkliren sind (Abbildung 3 B). Daraus kann geschlussfolgert werden, dass 1L10
und CpG die Proliferation der P493-6*“"-Zellen durch STAT3 und RelA regulieren.

3.2 Die Rolle von STAT3, RelA und GOT2 in P493-6™C~-Zellen

3.2.1 STAT3 und NF-xB/RelA steigern die IL10- und CpG-vermittelte
Genexpression von GOT2in den P493-6"¥¢"~-Zellen

Zu Beginn der Arbeit war bekannt, dass die Proliferation der Zelllinie P493-6 glutaminabhingig ist
und sich sowohl durch Zugabe des GLS-Inhibitors CB-839 als auch des Transaminase-Inhibitors

high 7 ellen als auch in

AOA hemmen lisst. Zudem zeigten RNA-Sequenzierungen sowohl in Myc
I1.10- und CpG-stimulierten Myc'**-Zellen eine starke Erhéhung der Genexpression verschiedener
Enzyme der Glutaminolyse (Feist 2016). Unter anderem wurde eine sehr starke synergistische Ak-
tivierung der Genexpression von GOT2 nachgewiesen. Die zu beantwortende Frage war deshalb,
ob GOT2 in P493-6-Zellen iber die Stimulation mit IL10 und CpG durch STAT3 und NF-»B
reguliert wird. Hierfir wurde 24 Stunden nach der Transfektion mit STAT3- und/oder REI.A-

siRNA eine PCR-Analyse der GOT2-Genexpression durchgefiihrt.
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Abbildung 4: Verstirkte GOT2-Expression durch IL10 und CpG ist abhingig von STAT3 und RelA

P493-6-Zellen wurden mit 2 pg STAT3- und 2 pg RELLA-siRNA allein oder in Kombination transfiziert. Die Ein-
zeltransfektionen wurden mit 2 pg unspezfischer siRNA (scr-siRNA, scrambled-siRNA) aufgefillt und als Positivkon-
trolle 4 pg scr-siRNA verwendet. Die MY C-Expression wurde mit Doxycyclin reprimiert und die Zellen nach 24 Stun-
den mit 110, CpG oder IL10+CpG stimuliert. Gezeigt ist die Expression des Gens GOTZ2 24 Stunden nach der
Stimulation. Unstimulierte Proben bilden die Kontrollproben. Zu erkennen ist eine deutliche Steigerung der Genex-
pression nach Stimulation mit 110 und CpG, die nach dem Knockdown von STAT3 und REI.A nicht mehr erreicht
werden kann. Gezeigt ist ein reprisentatives Experiment von n=3, dargestellt ist die relative Expression als MW=£SD.

In Abbildung 4 sind die Ergebnisse der GOT2-Genexpressionsanalyse nach STAT3- und RELA-
Knockdown zusammengefasst. Beobachtet werden konnte eine deutlich verstirkte Expression des
Gens GOT2 nach der Doppelstimulation der mit scr-siRNA nukleofizierten P493-6"“"-Zellen
mit I.10 und CpG im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle oder den Einzelstimulationen. Der
Effekt der vermehrten Genexpression nach der Doppelstimulation war nach dem Knockdown des
Transkriptionsfaktors ST AT3 ebenso wie nach dem Knockdown von REI.A nur noch in abge-
schwiichter Form zu sehen. Nach dem Doppelknockdown von STAT3 und REL.A war die zuvor
beobachtete GOT2-Expressionssteigerung nach der Doppelstimulation fast nicht mehr zu be-
obachten. Zusammenfassend konnte eine STAT3- und RelA-abhingige GOT2-Genexpressionsre-
gulation nach IL10- und CpG-Stimulation beobachtet werden, welche méglicherweise eine ent-

scheidende Rolle in der IL.10- und CpG-vermittelten Proliferationssteigerung spielt.
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3.2.2 Reduzierte Expression von GOT2 fithrt zu einer reduzierten IL10- und

CpG-vermittelten Zellverdopplung der P493-6M¥C*"-Zellen

Um zu kliren, ob die GOT2-Genexpression relevant fiir die Proliferation der P493-6"“"-Zellen
nach IL10- und CpG-Stimulation ist, wurde ein Knockdown von GOTZ2 durchgefiihrt. Zudem
sollte untersucht werden, ob ein Zusammenhang zwischen der beobachteten Hemmwirkung durch
den Transaminaseninhibitor AOA mit der GOT2-Genexpression besteht. Parallel wurde zum Ver-
gleich in diesen Analysen auch ein Doppelknockdown von ST:AT3 und RELA durchgefiihrt. Wie
im Abschnitt 3.1 beschrieben, wurden die Zellen nach der Nukleofektion mit spezifischen siRNAs
in den Myc*"-Zustand versetzt, es wurden Proben fiir die Analyse der Proteinmengen im Western
Blot geerntet (Abbildung 5 C+D) und die Zellverdopplung sowie Viabilitit bestimmt (Abbildung
5 A+B). Die Knockdowns von REI.A und GOT2 waren im Vergleich zum ST.AT3-Knockdown
ein wenig geringer ausgepragt (Abbildung 5 C+D).
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Abbildung 5: Die Zellverdopplung der P493-6MYClov_Zellen ist abhingig von GOT2.

P493-6-Zellen wurden mit 2 ug STAT3- und 2 ug REILA-siRNA in Kombination oder mit 4 ug GOTZ siRNA trans-
fiziert. Als Kontrolle wurden 4 pg scr-siRNA verwendet. Die MYC-Expression wurde mit Doxycyclin reprimiert und
die Zellen nach 24 und 48 Stunden mit IL.10, CpG oder IL10+CpG stimuliert. (A) Zellvermehrungsrate 48 Stunden
nach der Stimulation. Der in der Kontrollbehandlung zu erkennende Wachstumsvorteil durch die IL10- und CpG-
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Stimulation ldsst sich durch den Knockdown von GOT2 oder STAT3 und REL.A aufheben. (B) Trotz Proliferations-
unterschieden bleibt die Viabilitit der Zellen nach dem Knockdown konstant. (C) Ein erfolgreicher Knockdown wurde
durch Western Blot-Analyse verifiziert. Dargestellt ist ein reprisentativer Blot zur Knockdown-Kontrolle 24 Stunden
nach der Transfektion. Die Expression von Tubulin dient als Ladekontrolle. (D) Die Quantifizierung der Knockdow-
neffizienzen erfolgte mit ImageJ. 100 Prozent entsprechen einem vollstindigen Knockdown des jeweiligen Gens. N=4,
MWZSD. Getestet mit der One-Way-ANOVA und der Bonferroni-Methode. Signifikanzniveau * p<0,05; **
p<0,01; *** p<0,001.

Auch in diesen Proben proliferierten die mit scr-siRNA nukleofizierten Zellen durch die Ko-sti-
mulation mit ILL10 und CpG. Diese Proliferationsrate lag deutlich tiber der der jeweiligen Einzel-
stimulation (Abbildung 5 A). Vergleichbar mit den Ergebnissen nach dem Doppelknockdown von
STAT3 und REL.A war auch nach dem Knockdown von GOTZ2 eine deutliche Reduktion der
Zellproliferation nach der Kostimulation mit IL10 und CpG zu beobachten. Nach der Reduktion
der GOT2-Proteinmenge wie auch nach STAT3-Knockdown war die Zellproliferation durch IL10
vergleichbar zur unstimulierten Probe. Die CpG-vermittelte Zellzahlverdopplungsrate verinderte
sich jedoch im Vergleich zur scr-Kontrolle nicht. Zudem konnte beobachtet werden, dass die
Proliferationsunterschiede nicht durch Unterschiede in der Zellviabilitit zu erkliren sind (Abbil-
dung 5 B). Insgesamt sprechen diese Ergebnisse daftir, dass sowohl STAT3 und RelA als auch
GOT2 essenziell fiir die durch I1L10 und CpG vermittelte vermehrte Zellproliferation sind.

3.3 Untersuchung des Zusammenhangs zwischen der Glutaminolyse und
der Redoxbalance in IL10- und CpG-stimulierten P493-6MY¢°V-Zellen

3.3.1 Einfluss von H;O; auf IL10- und CpG-stimulierte P493-6MYC*"-Zellen

Aus Vorarbeiten der Arbeitsgruppe war bekannt, dass die IL10- und CpG-vermittelte Zellprolife-
ration der P493-6"Y“VZellen nach Glutaminentzug durch eine Zugabe des Antioxidans NAC
wieder rekonstituiert werden kann. Dies weist auf eine mégliche Regulation des Glutathion-Stoff-
wechsels und somit auch der ROS-Balance in der Zelle hin. Daher wurden Myc'**-Zellen der Zell-
linie P493-6 zunichst mit Wasserstoffperoxid (H.O,) behandelt oder ihnen Glutamin entzogen,
daraufhin wurden sie mit I1.10 und/oder CpG behandelt oder unbehandelt kultiviert und 48 Stun-

den nach der ersten Stimulation wurden Zellzahl sowie Viabilitat bestimmt.
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Abbildung 6: Die IL10- und CpG-vermittelte Zellproliferation ist abhingig von Glutamin und oxidativem
Stress

P493-6-Zellen wurden mit Doxycyclin in ihrer MY C-Expression reprimiert und in Zellkulturmedium II ausgesit. Nach
24 Stunden wurde dem Zellkulturmedium teilweise 2 mM Glutamin zugesetzt und die Zellen wurden teilweise mit 50
pM H20O; behandelt. Zellen ohne Glutaminentzug bilden die Positivkontrolle, solche mit Glutaminentzug die Nega-
tivkontrolle. AuBBerdem erfolgte eine Stimulation mit IL10, CpG oder IL10+CpG nach 24 und 48 Stunden. (A) Zell-
vermehrungsrate 48 Stunden nach der ersten Stimulation. Eine durch IL10- und CpG-Stimulation erreichte Zellprolife-
ration ist nach Glutaminentzug nicht mehr zu beobachten. H>O» fithrt zu einem Proliferationseinbruch, der sich mit
Glutamin und einer I.10- und CpG-Doppelstimulation teilweise kompensieren ldsst. (B) Trotz Proliferationsunter-
schieden bleibt die Viabilitit der Zellen nach der Behandlung grofB3tenteils konstant. Auffillig ist ein Einbruch der
Viabilitdt nach Behandlung durch H2Os, der nach Doppelstimulation mit 11.10 und CpG ausgeglichen werden kann.
N=3, MW=xSD. Getestet mit der One-Way-ANOVA und der Bonferroni-Methode. Signifikanzniveau * p<0,05; **
p<0,01; *** p<0,001.

Die mit 50 uM H,Os behandelten, im Zellkulturmedium mit Glutamin wachsenden Zellen zeigten
bereits im Grundzustand eine erniedrigte Zellzahl im Vergleich zu den unbehandelten Zellen (Ab-
bildung 6 A). Dennoch lieSen sich die Zellen etwas stirker zur Proliferation durch IL10 und CpG
anregen als diejenigen, die in Abwesenheit von Glutamin behandelt wurden. Der Vergleich der
Zellviabilitit verdeutlicht, dass 48 Stunden nach der ersten Stimulation zwischen 84 % und 97 %
der Zellen lebensfihig waren (Abbildung 6 B). Eine deutlich reduzierte Zellviabilitit (72 %) war
bei H,O»-behandelten Zellen zu sehen. Daraus lisst sich schlieflen, dass reaktive Sauerstoffspezies
Einfluss auf die glutaminabhingige, IL10- und CpG-vermittelte Zellproliferation der P493-6-Zel-

len haben.

3.3.2 Glutaminabhingiger ROS-Abbau in IL10- und CpG-stimulierten
P493-6MYClov_Zellen

Um einen ersten Einblick in den Zusammenhang zwischen glutaminabhingigem Zellmetabolismus

und der Redoxbalance der Zelle zu gewinnen, wurden die relativen ROS-Konzentrationen indirekt




Ergebnisse Seite 35

mit Hilfe des Farbstoffes CellROX Green durch FACS-Analysen bestimmt. Je mehr ROS durch
die Zellen produziert wird, umso hoher ist die Fluoreszenz des eingesetzten Farbstoffes. Messun-
gen erfolgten dabei sowohl nach Glutamin- als auch nach Glukoseentzug. Die gleichzeitige Unter-
suchung der Effekte des Glukoseentzugs sollte die Frage beantworten, wie essenziell Glutamin im
Vergleich zur Glukose hierbei ist. Hierfiir wurde dem Zellmedium mit P493-6""“""-Zellen Glu-
kose und/oder Glutamin zugesetzt. Aulerdem wurden die Zellen mit IL10, CpG oder IL10+CpG
behandelt oder unbehandelt kultiviert. Mit Hilfe des Farbstoffs CelROX Green erfolgten nach 24
Stunden Analysen der Fluoreszenzintensititen im FACS, die Riickschliisse auf die ROS-Menge der

Zellen zulieBen.
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Abbildung 7: Glutaminabhingige ROS-Reduktion durch IL10 und CpG

P493-6-Zellen wurden mit Doxycyclin behandelt, um die MY C-Expression zu reduzieren. Die Zellen wurden in Zell-
kulturmedium IV, das weder Glukose noch Glutamin enthilt, ausgesit. Nach 24 Stunden wurde dem Zellkulturme-
dium wieder 2 mM Glutamin und/oder 2 g/1 Glukose zugesetzt. Zellen im Medium mit Glukose und Glutamin bilde-
ten die Positivkontrolle. AuB3erdem erfolgte eine Stimulation mit ILL10, CpG oder IL10+CpG. (A) Die Abnahme der
relativen ROS-Menge durch IL10+CpG ist nicht abhingig von Glukose, wihrend (B) die ROS-Menge in Abwesenheit
von Glutamin nicht mehr so deutlich durch IL10 und CpG reduziert werden kann. Abgebildet ist die relative ROS-
Menge im FACS 24 Stunden nach der Stimulation als Mittelwerte der Mediane. (N=5), MW=SD.

In P493-6™“"Zellen sind relativ hohe ROS-Mengen in Gegenwart von Glukose und Glutamin
detektierbar. Nach der Stimulation durch IL10, CpG oder beide Stimulantien war eine Abnahme
der relativen ROS-Mengen zu beobachten (Abbildung 7 A). Dabei war die Menge auch schon nach
der Einzelstimulation mit CpG niedriger als in der Kontrolle. Durch die Doppelstimulation mit
IL10 und CpG war eine zusitzliche deutliche Abnahme des ROS-Menge zu sehen, was fiir einen
durch IL10 und CpG synergistisch vermittelten Abfang von Radikalen spricht. Nach Glukoseent-
zug war sowohl nach der Einzelstimulation mit I1.10 oder CpG als auch nach der Doppelstimula-
tion eine Senkung der ROS-Menge zu erkennen. Dabei bewirkten beide Einzelstimulationen eine
Senkung der Menge an Sauerstoffradikalen, die vergleichbar mit der nach Doppelstimulation war.

Somit wurde deutlich, dass die An- oder Abwesenheit von Glukose den ROS-Abfang der Zellen
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nicht beeinflusst. Gegensitzliche Ergebnisse erbrachten die gemessenen ROS-Mengen nach Glu-
taminentzug (Abbildung 7 B). Hier fithrte zwar die Einzelstimulation mit II.10 zu einer Senkung
der ROS-Menge, nach CpG-Stimulation und Doppelstimulation blieb die ROS-Menge im Ver-
gleich zu den Kontrollzellen jedoch unwesentlich niedriger, annihernd so hoch wie in den unsti-
mulierten Kontrollzellen. Die Analysen wurden zum Teil bis zu finfmal wiederholt, konnten je-
doch nicht statistisch ausgewertet werden, da in jedem Experiment die Ausgangs-ROS-Mengen im
FACS unterschiedlich waren. Es kann aus unserer Sicht jedoch davon ausgegangen werden, dass
I1.10 und CpG in Abhingigkeit von Glutamin die ROS-Menge in den P493-6"“*"-Zellen redu-
zieren und so die Zellen schitzen kénnen. Unter Berticksichtigung einer fritheren Beobachtung,
dass NAC die Proliferation von IL10- und CpG-stimulierten Zellen in Abwesenheit von Glutamin
unterstizen kann, wurde im Folgenden der Frage nachgegangen, inwieweit GSH in die beobach-

teten Prozesse involviert ist (Feist 2016).

3.3.3 Keine IL10- und CpG-vermittelte Reduktion der relativen ROS-Menge

der P493-6M¥C°~-Zellen nach Glutathionsynthese-Inhibition

Wie in der Einleitung beschrieben, kann GSH in seiner reduzierten Form Sauerstoffradikale in der
Zelle abfangen und ist somit ein wichtiges, die Redoxbalance regulierendes Molekiil.
Buthioninsulfoximin (BSO) ist ein spezifischer Inhibitor der Glutamatcysteinligase, welche das
limitierende Enzym der Glutathionsynthese ist und deren Hemmung somit zu einem Absinken des

Glutathionspiegels fiihrt.

P493-6-Zellen wurden in Abwesenheit oder in Gegenwart von Glutamin kultiviert. Es erfolgte eine
Zellzihlung und Viabilititsbestimmung sowie Messung der relativen ROS-Menge nach Gluta-

matcysteinligasen-Inhibition durch BSO.
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Abbildung 8: In IL10- und CpG-stimulierten Zellen wird die relative ROS-Menge im Vergleich zu
unstimulierten P493-6MYClow_Zellen nach Glutathionsynthese-Inhibition nicht reduziert

P493-6-Zellen wurden mit Doxycyclin in ihrer MY C-Expression reprimiert und in Zellkulturmedium IT ausgesit. Nach
24 Stunden wurde zum Zellkulturmedium teilweise 2 mM Glutamin und teilweise 50 uM BSO hinzugegeben. Zellen
ohne Glutaminentzug bildeten die Positivkontrolle, solche mit Glutaminentzug die Negativkontrolle. AuB3erdem er-
folgte eine Stimulation mit IL10, CpG oder IL10+CpG nach 24 und 48 Stunden. (A) Zellvermehrungsrate 48 Stunden
nach der ersten Stimulation. Eine durch IL10- und CpG-Stimulation erreichte Zellverdopplung ist nach Glutaminent-
zug nicht mehr und nach Glutathion-Inhibition minimal weniger zu beobachten. (B) Trotz Proliferationsunterschieden
bleibt die Viabilitit der Zellen nach Inhibition bis auf einen leichten Einbruch nach BSO-Zugabe konstant. (C) Relative
ROS-Menge im FACS 24 Stunden nach der Stimulation als Mittelwerte der normierten Mediane. Wihrend die Stimu-
lation mit IL.10 und CpG ohne Nihrstoffentzug zu einer Senkung der ROS-Menge fiihtt, ist dieser Effekt nach Glu-
taminentzug stark abgeschwicht und fehlt nach Glutathion-Inhibition. N=3, MW*SD. Getestet mit der One-Way-
ANOVA und der Bonferroni-Methode. Signifikanzniveau * p<0,05; ** p<0,01; *RE p<0,001.

In Abbildung 8 ist dargestellt, dass die Zellproliferation nach Glutathionsynthese-Inhibition durch
BSO nach der Stimulation mit IL10 und CpG nur unwesentlich steigerbar war (Abbildung 8 A).
Sowohl die Einzelstimulationen als auch die Doppelstimulation mit IL10 und CpG fiihrten zu
einem weniger deutlichen Proliferationseffekt im Vergleich zu den Positivkontrollzellen. Die Zell-
viabilitit war trotz der beschriebenen Proliferationsunterschiede relativ konstant (Abbildung 8 B).
Lediglich die unstimulierten Zellen zeigten eine leicht reduzierte Viabilitit nach der BSO-Zugabe.
Eine Glutathionsynthese-Inhibition fiihrte somit zu einem nachweisbaren Einfluss auf die Zellvi-
abilitit sowie die Fihigkeit von IL10 und CpG, die Zellproliferation in P493-6-Zellen zu aktivieren.
Dieses Ergebnis passt zu der Beobachtung, dass auch H,O-behandelte, unstimulierte P493-6-
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Zellen eine reduzierte Zellviabilitidt zeigten (Abschnitt 3.3.1). Nach IL10- und CpG-Stimulation
war jedoch trotz Glutathionsynthese-Inhibition keine reduzierte Zellviabilitit zu erkennen. Korre-
lierend mit der geringeren Zellverdopplung war nach der Glutathionsynthese-Inhibition trotz des
Wachstums mit Glutamin keine Senkung der ROS-Menge durch IL10 oder die Doppelstimulation
zu beobachten (Abbildung 8 C). Nur nach der CpG-Stimulation konnte die ROS-Menge teilweise
gesenkt werden. Zudem zeigte sich erneut die bereits beschriebene ROS-Senkung durch IL10 und
CpG, die durch einen Glutaminentzug gemindert wurde (vergleiche Abbildung 7). Diese Beobach-
tungen verdeutlichen, dass neben Glutamin, ILL10 und CpG auch das Glutathion und somit der

Redoxausgleich relevant fiir das Zellwachstum und Zelltiberleben ist.

3.3.4 Glutaminabhingig erh6éhte Glutathion-Konzentration nach IL10- und
CpG-Stimulation in P493-6MYClov_Zellen

Da deutlich wurde, dass die Glutathionsynthese-Inhibition im Zusammenspiel mit IL.10 und CpG
sowohl die Zellviabilitt als auch das Redoxlevel beeinflusst (Abbildung 8), wurden im Folgenden
die Glutathion-Konzentrationen der P493-6™“"-Zellen bestimmt. Dabei wurde zwischen tota-
lem, reduziertem und oxidiertem Glutathion unterschieden, da Glutathion in seiner reduzierten
Form als Antioxidans (ROS-Finger) wirkt. Hierfiir wurde dem Zellkulturmedium IV mit P493-6-
Zellen im Myc"-Zustand Glukose und/oder Glutamin zugesetzt (siche Abschnitt 3.3.2). AuBer-
dem wurden die Zellen mit ILL10, CpG oder IL10+CpG behandelt oder unbehandelt kultiviert. Mit
Hilfe des GSH/GSSG-Glo™-Assays erfolgte die Analyse des Lumineszenz-Signals im Luminome-
ter, indem eine glutathionabhingige und durch die Glutathion-S-Transferase katalysierte Konver-
sion von Luciferin stattfand. Diese lie3 Riickschlisse auf die Konzentration des Gesamt-Gluta-
thions sowie des oxidierten Glutathions zu, woraufhin das Verhiltnis zwischen oxidierter und

reduzierter Form bestimmt wurde.
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Abbildung 9: Durch die Stimulation mit IL10 und CpG wird glutaminabhingig die Glutathion-Konzentration
in P493-6MYClow_Zellen erhoht

P493-6-Zellen wurden mit Doxycyclin in ihrer MYC-Expression reprimiert und in Zellkulturmedium IV, das weder
Glukose noch Glutamin enthalt, ausgesit. Nach 24 Stunden wutde zu dem Zellkulturmedium 2 mM Glutamin und/o-
der 2 g/1 Glukose hinzugegeben. Zellen im Zellkulturmedium mit Glukose und Glutamin bildeten die Positivkontrolle.
AuBerdem erfolgte eine Stimulation mit 110, CpG oder IL10+CpG. (A+B) Totale und reduzierte Glutathion-Kon-
zentration im Luminometer 24 Stunden nach der Stimulation. Anstieg der Konzentration nach 1L10- und CpG-Sti-
mulation sowohl ohne Nihrstoff- als auch nach Glukoseentzug, wohingegen Glutaminentzug diesen Effekt aufhebt
oder sogar noch zu einer Senkung der Konzentration fihrt. (C) Die Konzentration des oxidierten Glutathions (GSSG)
liegt bei 0,5 mmol/10¢ Zellen, betrigt somit ca 10 % und verindert sich dementsprechend nut unwesentlich. N=5,
MW=SD. Getestet mit der One-Way-ANOVA und der Bonferroni-Methode. Signifikanzniveau * p<0,05; ** p<0,01;
F p<0,001.

In Abbildung 9 A ist dargestellt, dass ein zunechmender Anstieg der Gesamtkonzentration von
Glutathion durch die Einzelstimulation mit IL.10 oder CpG beobachtet werden konnte, der bei der
Doppelstimulation im Vergleich zur unstimulierten Probe am héchsten war. Demnach fiihrte die
Stimulation mit IL.10 und CpG zu einer Steigerung der Glutathion-Konzentration in den Zellen.
Diese GSH-Konzentrationssteigerung war auch zu beobachten, wenn den Zellen keine Glukose
zur Verfigung stand. Nach dem Entzug von Glutamin zeigte die Einzelstimulation mit ILL10 oder
CpG, verglichen mit den unstimulierten Kontrollzellen, keine Verinderung der Konzentration an
totalem Glutathion. Nach der Doppelstimulation hingegen kam es zu einem signifikanten Abfall

der Glutathion-Konzentration. Dies spricht fiur einen Verbrauch des noch vorhandenen
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Glutathions, jedoch auch fir eine fehlende GSH-Neusynthese. Die Verinderungen in der Kon-
zentration des reduzierten GSH zeigen sich in dhnlicher Form auch in den gemessenen Konzent-
rationen des totalen Glutathions (Abbildung 9 B). In der parallel durchgefithrten Messung der
Konzentrationen des oxidierten Glutathions (GSSG) zeigte sich, dass die Konzentration des GSSG
bei 0,5 mmol/10° Zellen lag. Sie betrug somit ca. 10 % der totalen Glutathion-Konzentration (Ab-
bildung 9 C) und verdnderte sich mit Ausnahme der Proben, die unter Glutaminentzug gemessen
wurde, nur unwesentlich. Die GSSG-Konzentrationen nach Glutaminentzug waren verringert und
wurden durch die Stimulationen weiter reduziert (Abbildung 9 C). Die Verinderungen des GSSG
zeigten dabei jedoch eine an den Fehlerbalken zu erkennende grof3e Streuung der Ergebnisse und
waren somit nur eingeschrinkt interpretierbar. Insgesamt fiithrte die IL10- und CpG-Stimulation
der P493-6"“"-Zellen zu einer glutaminabhingigen Steigerung der Glutathionsynthese und be-
einflusste moglicherweise auch in geringerem Umfang das Verhiltnis von Reduktion zu Oxidation

des Glutathions.

6 MYClow _

Insgesamt stellte sich die Senkung der ROS-Menge und die Glutathionsynthese in P493-
Zellen als ein sowohl glutaminabhingiger als auch IL10- und CpG-regulierter Prozess dar. Die
Proliferation der Zellinie P493-6 zeigte ebenfalls eine Abhingigkeit von IL10 und CpG. Da, wie
im Abschnitt 3.2.1 gezeigt, STAT3 und NF-»B die Genexpression von GOT2 regulieren, sollte als
nachstes untersucht werden, inwieweit STAT3 und NF-«B oder GOT2 Einfluss auf die ROS-

Menge und die Konzentration von Glutathion haben.

3.3.5 Analyse des Einflusses von GOT2 sowie STAT3 und NF-xB auf die
relative ROS-Menge in P493-6™Y¢°V-Zellen

Weder nach GOT2- oder STAT3- und REIL.A-Knockdown noch nach Glutaminentzug konnte
durch 1110 und CpG eine Zellverdopplung der P493-6™“V-Zellen aktiviert werden. Deshalb
wurde gepriift, ob die relative Menge an reaktiven Sauerstoffspezies der Zellen nach entsprechen-
dem Knockdown verdndert ist, was fir eine Regulation durch die Transkriptionsfaktoren und so-
mit gef. auch Korrelation mit der GOT2-Expression sprechen wiirde. Es wurde postuliert, dass die
durch IL10 und CpG stimulierten P493-6-Zellen bei reduzierter Expression von GOTZ oder
STAT3/RELAROS-Mengen aufweisen, die im Bereich der unstimulierten Zellen liegen.
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Abbildung 10: Reduzierte ROS-Mengen nach GOTZ- oder STAT3 und RELA-Knockdown

P493-6-Zellen wurden mit 2 pg STAT3- und 2 pg RELLA-siRNA in Kombination oder mit 4 pg GOT2 siRNA trans-
fiziert. Als Kontrolle wurden 4 ug scr-siRNA verwendet. Die MYC-Expression wurde mit Doxycyclin reprimiert und
die Zellen nach 24 und 48 Stunden mit IL10, CpG oder IL10+CpG stimuliert. Abgebildet ist die ROS-Menge im
FACS 24 Stunden nach der ersten Stimulation als Mittelwerte der normierten Mediane. Eine Senkung der ROS-Menge
durch IL10 und CpG ist nach allen Behandlungen zu erkennen. Dabei ist nach dem Knockdown von GOT2 oder
STAT3 und RELA bereits die ROS-Grundmenge leicht erniedrigt. N=3, MW=£SD.

Wie in Abbildung 10 dargestellt, wurde in mit scr-siRNA transfizierten P493-6"“-Zellen die
relative ROS-Menge durch die Stimulation mit IL10 und/oder CpG reduziert (siche auch Ab-
schnitt 3.3.2). Deutlich wurde eine Senkung der ROS-Menge durch die IL10- und CpG-Stimulation
bis hin zur Doppelstimulation. Trotz GOT2-Knockdown dnderte sich jedoch an der Intensitit der
Reduktion der relativen ROS-Mengen nach Stimulation mit IL.10 und CpG nichts im Vergleich zu
den scr-Kontrollproben. Interessanterweise waren in den Zellen mit reduzierter GOT2-Protein-
menge gegeniiber den entsprechenden scr-Proben bereits basal weniger Sauerstoffradikale zu de-
tektieren. Ein statistischer Vergleich war aufgrund der interexperimentellen Varianz der basalen
ROS-Mengen nach Nukleofektion nicht méglich. Auch die gemessenen ROS-Mengen nach der
Transfektion mit STAT3- und RELLA-siRNA waren moglicherweise schon im unstimulierten
Grundzustand gegeniiber der scr-transfizierten Zellen erniedrigt, jedoch nicht so deutlich wie nach
GOT2-Knockdown. Wahrend die IL10-Stimulation hier kaum zu einer Verinderung der ROS-
Menge fiihrte, waren die Effekte der CpG- und Doppelstimulation miteinander vergleichbar, dhn-
lich wie nach dem GOT2-Knockdown. Somit blieb auch nach Transfektion mit GOTZ2- oder
STAT3- und RELA-siRNA der ROS-senkende Effekt von IL10 und CpG erhalten, was unter
Berticksichtigung der Ergebnisse der oben dargestellen Analysen so nicht zu erwarten war. GOT2

und STAT3/NF-»B haben somit zwar einen Einfluss auf die ROS-Menge, der IL10- und CpG-
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vermittelte Effekt konnte im Rahmen der durchgefithrten Analysen unter den dargestellten expe-
rimentellen Bedingungen jedoch nicht mit GOT2 oder STAT3 und NF-xB in Verbindung gebracht
werden und unsere Hypothese liel3 sich somit nicht bestitigen. Um eine mogliche Erklirung fiir
die Diskrepanz der Verinderungen der relativen ROS-Mengen zwischen den BSO-behandelten,
IL10- und CpG-stimulierten P493-6-Zellen und den Zellen mit reduzierter GOT2- oder
STAT3/RelA-Proteinmenge zu finden, wurden im Folgenden zusitzlich die GSH-Konzentratio-

nen bestimmt.

3.3.6 Analyse des Einflusses von GOT2 sowie STAT3 und RELA auf die

Konzentration des Glutathions in P493-6MYCv_Zellen

P493-6™M“"_Zellen wurden mit GOT2- oder STAT3- und REL.A-siRNA nukleofiziert (siche Ab-
schnitt 3.1 und 3.3.5). AuBlerdem wurden die Zellen mit IL10, CpG oder IL10+CpG behandelt
oder unbehandelt kultiviert. 24 Stunden nach der Stimulation erfolgte die Analyse der Glutathion-

Konzentrationen wie im Abschnitt 3.3.4 beschrieben.
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Abbildung 11: Reduzierte Glutathion-Konzentration nach STAT3 und RELA-, aber nicht nach GOTZ-
Knockdown

P493-6-Zellen wurden mit 2 pg STAT3- und 2 ng REILA-siRNA in Kombination oder mit 4 pg GOTZ2 siRNA trans-
fiziert. Als Kontrolle wurden 4 ug scr-siRNA verwendet. Die MYC-Expression wurde mit Doxycyclin reprimiert und
die Zellen nach 24 Stunden mit IL10, CpG oder IL10+CpG stimuliert. (A)+(B)+(C) Konzentration von totalem,
reduziertem und oxidiertem Glutathion im Luminometer 24 Stunden nach der Stimulation. Die Stimulation mit 11.10
und CpG fiihtt zu einer héheren Konzentration an totalem, reduziertem und oxidiertem Glutathion, nach GOTZ2-
Knockdown zeigt sich kein Unterschied zur scr-Probe. Nach ST.AT3+REIL.A-Knockdown zeigt sich eine im Vergleich
zur doppelstimulierten scr-siRNA-Probe niedrigere Glutathion-Konzentration nach Doppelstimulation. N=5,
MW=SD. Getestet mit der One-Way-ANOVA und der Bonferroni-Methode. Signifikanzniveau * p<0,05; ok
p<0,01; *** p<0,001.

In Abbildung 11 A ist dargestellt, dass ein Anstieg der Gesamtkonzentration von Glutathion durch
die Einzelstimulation mit IL10 und noch deutlicher durch die Doppelstimulation beobachtet
werden konnte. Demnach fithrte die Stimulation mit ILL10 und CpG zu einer Steigerung der
Glutathion-Konzentration in den Zellen nach scr-siRNA-Nukleofektion vergleichbar zu
untransfizierten Zellen (vergleiche Abbildung 9). Der Anstieg der Glutathion-Konzentration nach
IL10- und CpG-Stimulation innerhalb der Gruppe der mit scr-siRNA transfizierten Zellen war
jedoch aufgrund der groflen interexperimentellen Varianz nicht signifikant und zeigte keinen
Synergismus, was eine Einschitzung der weiteren gemessenen Konzentrationen erschwerte und
thre  Aussagekraft stark einschrinkte. Dennoch war zu erkennen, dass die
Konzentrationssteigerung des totalen Glutathions auch nach GOT2-Knockdown zu beobachten
war. Nach STAT3- und RELA-Knockdown jedoch lief3 sich die Konzentration des totalen
Glutathions durch die Doppelstimulation mit IL10 und CpG schlechter steigern. Die
Verinderungen der Konzentrationen des reduzierten Glutathions folgten in ihrem Verlauf den
beschriebenen Konzentrationen des totalen Glutathions (Abbildung 11 B). In den parallel
durchgefithrten Messungen der Konzentrationen von oxidiertem Glutathion (GSSG) zeigte sich,
dass die GSSG-Konzentrationen bei 0,5 mmol/10° Zellen lagen. Sie betrugen somit ca. 10 % der
totalen Glutathion-Konzentration (Abbildung 11 C) und verdnderten sich mit Ausnahme der
Proben, die nach STAT- und REI.A-Knockdown gemessen wurden, nur unwesentlich. Weniger
STAT3- und RelA-Protein fihrte auch hier zu einem im Vergleich zu den scr-Vergleichsproben
weniger durch IL10 und CpG stimulierbaren Konzentrationsanstieg, wihrend der GOTZ2-
Knockdown keinen Effekt zeigte. Die Verinderungen des oxidierten Glutathions zeigten dabei
jedoch eine an den Fehlerbalken zu erkennende gro3e Streuung der Ergebnisse und waren somit
nur eingeschrinkt interpretierbar (Abbildung 11 C). Insgesamt fihrte die 1L10- und CpG-
Stimulation der P493-6™“VZellen zu einer STAT3- und NF-xB-abhingigen und GOT2-
unabhingigen Steigerung der Glutathion-Konzentration und beeinflusste moglicherweise auch in

geringerem Umfang das Verhaltnis von Reduktion zu Oxidation des Glutathions.
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Beziiglich der ROS-Menge und Glutathion-Konzentration in P493-6MYY_Zellen konnte somit

zusammenfassend festgestellt werden:

1. Die relativen ROS-Mengen sind glutamin-, aber nicht glukoseabhingig (Abbildung 7)

2. Die Proliferation nach ILL10- und CpG-Stimulation und die ROS-Mengen sind abhingig
von einer Glutathionsynthese (Abbildung 8)

3. Das totale, reduzierte und oxidierte Glutathion wird glutaminabhingig durch 1110 und
CpG reguliert (Abbildung 9)

4. Weder der GOT2-, noch der STAT3- und REI.A-Knockdown haben unter den gewihlten
experimentellen Bedingungen Einfluss auf die ILL10- und CpG-vermittelte ROS-Reduktion
(Abbildung 10)

5. Der STAT3- und RELA-, aber nicht der GOT2-Knockdown fiihrt zu Verinderungen der

Konzentration des totalen, reduzierten und oxidierten Glutathions (Abbildung 11)

Die Glutathionanalysen miissen zukinftig jedoch durch unabhingige Analysen mit noch priziserer
Probenernte und -behandlung, zum Beispiel auch unter Sauerstoffentzug, sowie entsprechender

Zellkultur unter verschiedenen normoxischen/hypoxischen Bedingungen gestiitzt werden.

4 Diskussion

Eine Hauptfragestellung dieser Atbeit wat, ob spezifisch STAT3 und NF-xB/RelA in die I11.10-

low

und CpG-vermittelte Aktivierung der Zellproliferation von P493-6-Zellen im Myc*“"-Zustand in-
volviert sind. Zellzahlbestimmungen nach dem Knockdown von ST:AT3 und der NF-»xB-Unterein-
heit REI.A bestitigten in diesem Zusammenhang eine von diesen Transkriptionsfaktoren abhin-
gige Proliferation der I1.10- und CpG-stimulierten P493-6"“-Zellen (Abbildung 3). Somit
konnten die Vorergebnisse der Arbeitsgruppe, bei denen durch den Einsatz chemischer Inhibito-
ren fir IKKs und JAKSs eine Rolle fiir STAT3 und NF-xB/RelA postuliert wurde, wesentlich et-
weitert werden (Feist 20106). Dies ist wichtig, da aberrantes JAK-STAT- sowie NF-xB-Signaling als
ursichlich fir eine schlechtere Krankheitsprognose und einen aggressiveren Krankheitsverlauf be-
schrieben wurden und da erhohte IL10-Serumkonzentrationen in DLBCLs prognostisch relevant
sind (Lech-Maranda et al. 2006; Huang et al. 2013; Ok et al. 2014; Béguelin et al. 2015). Interessan-
terweise wurde nicht nur eine konstitutive Aktivierung von STAT3 und NF-xB in DLBCLs be-

schrieben, sondern STAT3 stellt auch in anderen Tumorentititen wie dem Hepatozelluliren Kar-

zinom eine vielversprechende Zielstruktur der spezifischen Tumortherapie dar (Kube et al. 2001;
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Yu und Jove 2004; Compagno et al. 2009; Scuto et al. 2011; Hung et al. 2014; Odqvist et al. 2014).
So wurde nach STAT3-Inhibition in DLBCL-Zelllinien bereits eine reduzierte Zellproliferation mit
vermehrter Apoptose und weniger Tumorwachstum beobachtet (Ding et al. 2008). NF-xB kann in
malignen Zellen neben der Tumorinitiation tumorspezifische Eigenschaften wie Invasion und Me-
tastasierung regulieren (Aggarwal 2004; Inoue et al. 2007; Dong et al. 2007; Ben-Neriah und Karin
2011). In der Literatur beschriebene Mechanismen der tumorspezifischen Proliferationsférderung
des NF-»B-Signalwegs sind, neben den bereits genannten Mutationen des TLR-Adaptormolekiils
Myd88, in der ABC-Subgruppe der DLLBCLs vermehrt zu findende atypische IxB—Molekiile (Lohr
et al. 2012; Nogai et al. 2013). Auch die bereits in Vorarbeiten der Arbeitsgruppe beobachtete
synergistische Proliferationssteigerung nach IL.10- und CpG-Stimulation wird durch Publikationen
gestiitzt, die sowohl auf Gen- als auch auf Proteinebene eine Kooperation von STAT3 und NF-

»B beschreiben (Yoshida et al. 2004; Lam et al. 2008; Lee et al. 2009; Grivennikov und Karin 2010).

Vorarbeiten der Arbeitsgruppe zeigten hinsichtlich der vermehrten Zellproliferation unter anderem
eine Genexpressionsregulation des Zellzyklusregulators CDK4 durch STAT3 und NF-»«B (Feist
2016). Zudem fihrten durchgefiithrte Inhibitionsversuche sowie RNA-Sequenzierungen in diesem
Zusammenhang zu einer Fokussierung auf das Gen GOTZ, sodass sich die Frage ergab, ob GOT2
durch STAT3 und NF-»B/RelA reguliert wird und somit wichtig fir die Zellverdopplung der IT.10-
und CpG-stimulierten P493-6""“""-Zellen ist (Feist 2016). Als Antwort auf diese Frage konnte mit
Hilfe von Knockdowns eine GOTZ2-Transkriptionsregulation durch STAT3 und NF-xB/RelA
nachgewiesen werden (Abbildung 4). Passend zu diesem Ergebnis wurden kiirzlich mit Hilfe der
Chromatin-Immunprizipitation (Chromatin Immuno Precipitation, ChIP) Bindestellen fir NF-»B im
Genlokus des Gens GOT2 gefunden (Yang et al. 2013). In weiterfithrenden Analysen der Arbeits-
gruppe konnte mittlerweile eine kooperative Bindung von STAT3 und RelA an den proximalen
Promotor von GOTZ2 nachgewiesen werden (Feist 2016). Weiterhin wichtig ist, dass ein negativer
prognostischer Einfluss der GOTZ2-Expression in DLBCLs beschrieben werden konnte (Feist
2010).

Ubereinstimmend mit der Hypothese einer GOT2-beeinflussten Zellproliferation wurde deutlich,
dass die Proliferationsférderung der P493-6"“""-Zellen durch I1.10 und CpG nicht nur abhingig
von STAT3 und NF-»B, sondern auch von GOT2 ist (Abbildung 5). Fur die korrespondierende
zytosolische Aspartat-Aminotransferase wurde in anderen Tumoren, wie dem Mammakarzinom,
bereits eine proliferationssteigernde Regulation beschrieben (Thornburg et al. 2008). Aspartat-
Aminotransferasen wie die GOT2 greifen in die Glutaminolyse der Zellen ein, was sich aufgrund
einer demonstrierten Glutaminabhingigkeit der IL10- und CpG-vermittelten Proliferation in P493-

6™V Zellen gut nachvollziehen lisst (Abbildung 6). Nachdem die Relevanz der Glutaminolyse
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im Tumorzellmetabolismus schon lange Thema der Forschung ist, wurde kiirzlich treffenderweise
fiir Malignomzellen und die Zelllinie P493-6 eine verminderte Proliferation nach einem Eingriff in
die Glutaminolyse, z. B. durch die Hemmung der Glutaminase, beschrieben (Xiang et al. 2015; Jin
et al. 2016). Die tumorspezifische Glutaminase kann sowohl durch Myc, als auch durch NF-»B
und die RhoGTPase reguliert sein (Wang et al. 2010; Dang et al. 2011). Dies und die hier vorlie-
genden Befunde deuten darauf hin, dass Myc sehr dominant die Glutaminolyse in transformierten
Zellen regulieren kann, es aber auch alternative Regulationsmechanismen und Transkriptionsfak-

toren gibt, durch die Glutamin-verstoffwechselnde Enzyme reguliert werden.

Unter Berticksichtigung der bisherigen Beobachtungen entstand die Idee eines Modells, in dem
IL.10- und CpG-vermittelt eine Koaktivitit von STAT3 und NF-»B/RelA dutch die transkriptio-
nelle Regulation von GOTZ zu einer gesteigerten Glutaminolyse beitrdgt, um so die Proliferation
von P493-6™“"Zellen zu sichern. In diesem Zusammenhang wurden bereits Pankreasadenokar-
zinomzellen beschrieben, in denen das durch die GOT2 tber die Glutaminolyse entstandene As-
partat durch die zytosolische Aspartat-Aminotransferase in Oxalacetat und dieses durch die Malat-
dehydrogenase (MDH) in Malat umgewandelt wurde (Son et al. 2013). Interessant ist dabei der sich
anschlieBende Umbau zu Pyruvat durch das Malatenzym, der zu einer Entstehung von NADPH
fithrt, das wiederum die Reduktion des Antioxidans GSH begtinstigt (Abbildung 2)(Alberghina und
Gaglio 2014; Wise und Thompson 2010; Duckwall et al. 2013). Aber auch andere Aminotransfera-
sen dirfen in der Onkogenese nicht auBler Acht gelassen werden. Beispielsweise in Kolonkarzi-
nomzellen ist der gesteigerte Glutaminkatabolismus durch eine vermehrte Aktivitit der mitochond-

rialen Alanin-Aminotransferase (Genname: GPT2) reguliert (Smith et al. 2010).

Um sich dennoch im vorgeschlagenen Modell dem Mechanismus der glutaminabhingigen, I1.10-
und CpG-vermittelten Zellproliferation zu nahern, stellte sich im Kontext der beschriebenen
Literatur die Frage, ob sich ein Glutaminmangel auf die Fihigkeit des ROS-Umgangs der Zellen
auswirkt und welche Rolle Glutathion hierbei moglicherweise spielt. In diesem Zusammenhang
wurde zunichst deutlich, dass die Anwesenheit von Glutamin den Zellen ermdglichte, oxidativen
Stress mit Hilfe der IL10- und CpG-Stimulation auszugleichen, auch wenn dies unter den
gewihlten experimentellen Bedingungen der externen Zugabe von H,Os nicht vollstindig gelang
(Abbildung 6). Passend dazu zeigten die Messungen der intrinsischen ROS-Menge der Zellen eine
glutaminabhingige und glukoseunabhingige Senkung nach Stimulation mit IL10 und CpG
(Abbildung 7). Demnach ist von einer gemeinschaftlich von IL10, CpG sowie Glutamin
abhingigen Fihigkeit der Zelle auszugehen, anfallende oder vorhandene radikale Sauerstoffspezies
in der Zelle zu reduzieren. Glutathion ist in diesem Zusammenhang ein wichtiges, méglicherweise

involviertes Molekiil, da GSH in seiner reduzierten Form zu den wichtigsten Radikalfingern zahlt
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(Ames etal. 1995; Pham-Huy et al. 2008). Eine durchgeftihrte Hemmung der Glutamatcysteinligase
mit BSO lieB erkennen, dass sowohl die Proliferation der P493-6™“**-Zellen nach I1L.10- und
CpG-Stimulation als auch die ROS-Konzentration abhingig von der Glutathionsynthese sind
(Abbildung 8). Die Glutamatcysteinligase wurde schon vor vielen Jahren mit einer zentralen Rolle
in der Therapieresistenz fir Tumoren in Verbindung gebracht (Meister 1991). Auch in
Therapiestudien zu verschiedenen Tumoren wurde fur eine Verbesserung des
Therapieansprechens bereits zusitzlich zur Standardtherapie eine Glutathion-Hemmung mit BSO
durchgefiihrt, was fiir einen moglichen therapeutischen Nutzen der Glutathionsynthese-Inhibition
spricht (Balendiran et al. 2004). Passend dazu wurde in einer Glutathion-Konzentrationsmessung
deutlich, dass das totale, reduzierte und oxidierte Glutathion glutaminabhingig durch IL10 und
CpG reguliert wird (Abbildung 9). Einschrinkend muss jedoch auf die mit nur etwa 1/20 des
Gesamt-Glutathions vergleichsweise sehr geringen Konzentrationen an oxidiertem Glutathion
hingewiesen werden, die demnach im normalen Schwankungsbereich der Totalwerte lagen und
daher nur begrenzt aussagekriftig waren. Insgesamt sprechen diese Beobachtungen dennoch fir
die Hypothese, dass die Zellen ihre intrinsische ROS-Menge tber die beschriebene Regulation von
STAT3 und NF-»B glutaminabhingig und mit Hilfe von Antioxidantien wie dem GSH unter der
fir sie toxischen Grenze halten kénnen. Der Zusammenhang zwischen einer koaktiven GOT2-
Transkriptionsregulation von STAT3 und NF-xB/RelA mit der Proliferationssicherung der P493-
6™V Zellen iiber eine gesteigerte Glutaminolyse und eine vermehrte ROS-Reduktion muss
jedoch unter den dargestellten experimentellen Bedingungen insofern differenziert betrachtet
werden, als in dieser Arbeit beschriebene, verinderte Glutathion-Konzentrationen zwar nach
STAT3-und RELLA-, nicht aber nach GOT2-Knockdown gezeigt werden konnten (Abbildung 11).
Es muss jedoch angemerkt werden, dass aufgrund der groBlen interindividuellen Varianz der
Ergebnisse nach der Nukleofektion und somit einer nicht méglichen statistischen Auswertung
dieses Ergebnis zum jetzigen Zeitpunkt nicht verallgemeinert werden kann. Uberraschenderweise
war mit Ausnahme einer erniedrigten Basalmenge kein Einfluss eines GO12-, ST AT3- und REI.A-
Knockdowns auf die IL10- und CpG-vermittelte ROS-Reduktion nachweisbar (Abbildung 10).
Eine mogliche Erklirung hierfir ist, dass nukleofizierte Zellen aufgrund des insgesamt erh6hten
Stresslevels nicht reproduzierbar fir anschlieBende ROS-Konzentrationsmessungen geeignet sein
konnten. Weiterhin missen sicherlich noch Verfeinerungen in der Technik der Probenernte
getestet werden, um die Glutathion-Analysen nachhaltiger auswerten zu kénnen. Hierzu missen
zukiinftig eine noch prazisere Probenernte und -behandlung, beispielsweise unter
Sauerstoffentzug, sowie Zellkultur unter verschiedenen normoxischen/hypoxischen Bedingungen
verglichen werden. Zudem wire als Erganzung und zur besseren Trennung der Glutathionsynthese

und -reduktion eine Untersuchung der Enzyme Glutamatcysteinligasen und Glutathion-Synthetase
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sinnvoll, fir die bereits eine Regulation durch NF-xB beschrieben wurde (Lu 2014). RNA-
Sequenzierungen der Arbeitsgruppe zeigten sowohl eine Aktivierung der Glutathion-Synthetase
und einer Untereinheit der Glutamatcysteinligase, als auch eine Aktivierung der Glutathion-
Peroxidase durch IL10 und CpG (Feist 2016). Die Glutathion-Reduktase hingegen wird nicht
durch IL10 und CpG reguliert, sodass die Daten insgesamt mehr fiir eine vermehrte Glutathion-
Synthese als fiir eine vermehrte Reduktion sprechen (Feist 2016). In zukiinftigen Analysen sollte
des Weiteren das Thioredoxinsystem bertcksichtigt werden, das ein weiteres wichtiges
antioxidatives System in der Zelle darstellt (Kiebala et al. 2015). Deutlich wird zudem, dass das
vorgeschlagene Modell eine sehr vereinfachte Idee in dem komplexen metabolischen Netzwerk
der Zelle darstellt. Auch die mitochondriale GOT2 katalysiert eine Reaktion, die eine Schnittstelle
der Glutaminolyse zwischen mitochondrialer Atmung und der Verwertung im Zytosol bildet.
Wihrend sich in der Literatur in Myc-abhingigen Tumoren Kohlenstoffatome des Glutamins in
Metaboliten des Citratzyklus detektieren lieBen, zeigten Ergebnisse der Arbeitsgruppe in diesem
Zusammenhang, dass markierte Glutaminmolekile nach IL10- und CpG-Stimulation auch durch
vermehrte Nukleotid-Neusynthese und Aspartat-Synthese proliferationsférdernd sind (Yang et al.
2009; Anso et al. 2013; Feist 2016). Weitergehende Untersuchungen wie NADPH-Messungen,
Differenzierungen zwischen mitochondrialem und zytosolischem ROS und Glutathion, Isotopen-
Markierung des Glutamins zur Verfolgung des Abbauweges nach ILL10- und CpG-Stimulationen
sowie Messungen des Sauerstoffverbrauchs und pH-Wertes der Zelle mit Hilfe eines Extracellular-
Flux(XF)-Analysegerites konnten zum Gesamtverstindnis beitragen. Letztendlich wire ein notiger
weiterer Schritt die Ubertragung der gewonnenen Erkenntnisse auf andere Zelllinien mit aberranter

NF-»B- und STAT3-Aktivierung sowie auf aggressive NHL-Zellen.

In dieser Arbeit wurde erstmalig gezeigt, dass die durch IL10- und CpG-vermittelte Proliferation
der P493-6™“VZellen STAT3- und NF-xB/RelA-abhingig ist. Weiterhin wurde erstmalig deut-
lich, dass die GOT2 durch STAT3 und RelA reguliert wird und wichtig fir die Zellverdopplung
der IL10- und CpG- stimulierten P493-6"“""_Zellen ist. Zudem wurde gezeigt, dass ein Gluta-
minmangel die Fahigkeit der Zellen einschrinkt, mit ROS umzugehen, und dass Glutathion hierbei

eine wichtige Rolle spielen kann.

5 Zusammenfassung

Die bedeutenden Therapiefortschritte durch kombinierte Immunochemotherapie fiir Patienten
mit DLBCL als hiufigstem Vertreter der aggressiven Non-Hodgkin Lymphome diirfen nicht dar-

tber hinwegtiuschen, dass einige Patientin nicht von diesen Behandlungsméglichkeiten profitieren
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und die Chemotherapie nach wie vor starke Nebenwirkungen aufweist. Somit ist ein besseres Ver-
stindnis onkogener Signalwege auch fiir eine verbesserte dosisreduzierte sowie individualisierte
und gezielte Tumortherapie wichtig (Buske et al. 2017). Das tiefere Verstindnis des tumorbedingt
verinderten Zellmetabolismus kann hierbei zur Identifizierung spezifischer Angriffspunkte in
Lymphomzellen beitragen (Hanahan und Weinberg 2011; Dang 2012). Als Modell fiir aggressive
B-Zell-Lymphome mit komplexer Tumormikroumgebung und/oder onkogenem Signalnetzwerk
diente die Modellzelllinie P493-6, um die Relevanz der Transkriptionsfaktoren STAT3 und NF-xB
beziiglich der Proliferation und Genexpression sowie der Modulation des Glutaminmetabolismus

und der Redoxbalance zu untersuchen.

STAT3 und NF-xB/RelA wurden als wichtige, durch IL10 und CpG aktivierte Transkriptionsfak-

low

toren identifiziert, welche die Proliferation in der Modellzellreihe P493-6 im Myc*"-Zustand regu-
lieren. Zudem zeigte sich eine STAT3- und NF-xB/RelA-vermittelte Transkriptionsregulation des
in die Glutaminolyse und Zellproliferation involvierten Gens GOTZ2. Des Weiteren wurde die Re-
levanz der Glutaminolyse in einer ILL10- und CpG-vermittelten Glutaminabhangigkeit der Prolife-
ration offensichtlich. Somit konnte ein Modell vorgeschlagen werden, in dem IL10- und CpG-
vermittelt eine Koaktivitit von STAT3 und NF-xB/RelA durch die transkriptionelle Regulation
von GOT2 zu einer gesteigerten Glutaminolyse und Zellproliferation beitrigt. Dieses Modell muss
jedoch in der Zukunft auch darauf hin gepriift werden, ob es genau so oder dhnlich auch im Kon-
text aberranter STAT3- und NF-«B-Koaktivitit in verschiedenen Lymphomentititen anwendbar
ist. Beziiglich der ROS-Menge und Glutathion-Konzentration in P493-6M“*"-Zellen kann zusam-
menfassend festgestellt werden, dass die Proliferation nach IL10- und CpG-Stimulation und die
ROS-Mengen in Abhingigkeit von Glutamin und der Glutathionsynthese stehen.
Uberraschenderweise hatten weder der GOT2- noch der STAT3- und REL.A-Knockdown unter
den gewihlten experimentellen Bedingungen Einfluss auf die IL10- und CpG- vermittelte ROS-
Reduktion. Insgesamt geben die gewonnenen Ergebnisse einen Einblick in den Metabolismus der
P493-6-Zellen mit einer besonderen Relevanz von STAT3 und NF-»B im Hinblick auf die B-Zell-
Proliferation und -Transformation. Dieses Wissen und mégliche Parallelen zum Lymphommeta-
bolismus kénnen in Zukunft gegebenenfalls zur Entwicklung neuer selektiver Tumortherapien bei-

tr agen.
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