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1. Einleitung

Bei dem klassischen Hodgkin-Lymphom (cHL) handelt es sich um eine maligne himatologi-
sche Erkrankung noch nicht vollstindig gekléarter Pathogenese. Eine Besonderheit dieser Er-
krankung stellt die hohe Anzahl reaktiver, nicht-maligner Zellen im betroffenen Gewebe im
Verhiltnis zu einer kleinen Population von Tumorzellen dar, die Hodgkin- und Reed-
Sternberg (H/RS)-Zellen (Drexler, 1992). Eine Vielzahl konkurrierender als auch iiberlappen-
der Signalwege sind im cHL aktiviert und bedingen eine autokrine Produktion von Wachs-
tumsfaktoren sowie eine permanente Aktivierung intrazelluldrer Signalwege, die im Zusam-
menhang mit der zelluldren Transformation stehen konnten (Garcia J et al., 2003).

Die Aktivierung von STAT-Proteinen (engl.: signal transducer and activator of transcripti-
on) scheint eine bedeutsame Rolle sowohl fiir das Zellwachstum als auch die Differenzierung
von bestimmten hidmatopoetischen Zellen zu spielen und unter definierten Bedingungen
Apoptose in aktivierten Zellen zu verhindern (Benekli et al., 2003; Hirano et al., 2000). Fiir
das STAT-Familienmitglied STAT6 konnte ebenso wie fiir STAT3 eine permanente Aktivie-
rung im cHL gezeigt werden (Kube et al., 2001; Skinnider et al., 2002 b). Es existieren weni-
ge Erkenntnisse iiber die Art und Weise, in der aktiviertes STAT6 in die Transformation von
Hodgkin- und Reed-Sternberg-Zellen involviert ist.

Das Hodgkin-Lymphom gehort zu den am besten therapierbaren Malignomen des Erwachse-
nenalters. Auch in fortgeschrittenen Stadien sind Heilungen bei der Mehrzahl der Patienten
moglich. Im Blickpunkt der behandelnden Arzte stehen nicht mehr allein die erzielbaren Hei-
lungsraten, sondern vermehrt auch die Vermeidung von Langzeittoxizititen durch die Thera-
pie. Ernsthafte Probleme stellen insbesondere das erhohte kardiovaskuldre Mortalititsrisiko
sowie das signifikant erhohte Risiko fiir Zweitneoplasien nach erfolgter Therapie dar. Aus
diesen Erkenntnissen heraus besteht die Notwendigkeit, neue und effizientere Strategien in
der Therapie des Hodgkin-Lymphomes zu entwickeln mit moglichst hoherer bis gleichwerti-
ger Tumorwirksamkeit und geringerer Begleittoxizitdt. Die Erwartung an neue Behandlungs-
strategien ist ein moglichst spezifischer Angriff auf die maligne Zelle und deren intrazellulire
Signaltransduktionswege. Grundlage fiir solche Therapien ist ein umfassendes Verstiandnis
der Pathogenese der Tumorerkrankung, wozu diese Arbeit durch Untersuchung der pathophy-

siologischen Bedeutung von STAT6 fiir das Hodgkin-Lymphom einen Beitrag leisten wollte.



1.1. Das Hodgkin-Lymphom

1.1.1. Klinik und Therapie

Das Hodgkin-Lymphom ist ein malignes Lymphom mit einer Inzidenz von 2-4 Neuerkran-
kungen/100 000 Einwohner/ Jahr in den Industrieldandern. Ménner erkranken etwas hiufiger
an dieser Neoplasie als Frauen bei einem ungefihren Verhiltnis von 10:6. Generell kann diese
Erkrankung in allen Lebensphasen auftreten, allerdings sind zwei Haufigkeitsgipfel der Er-
krankung zu verzeichnen. Ein Héufigkeitsgipfel liegt im jungen Erwachsenenalter zwischen
dem 20. bis 30. Lebensjahr, ein anderer im sechsten Lebensjahrzehnt. Verwendete synonyme
Bezeichnungen dieser Erkrankung sind Morbus Hodgkin (MH) oder auch der frither verwen-
dete Begriff Lymphogranulomatose (Possinger und Regierer, 2007). Bezogen auf die Ge-
samtheit aller Krebserkrankungen liegt der Anteil der Hodgkin-Lymphome bei etwa 0,4 Pro-
zent. Die Erkrankung beginnt meist lokalisiert in einer einzelnen peripheren Lymphknotenre-
gion und breitet sich dann lymphogen, spiter per continuitatem entlang der Lymphbahnen
oder auch hdmatogen aus. Bei Diagnosestellung sind in absteigender Hiufigkeit bevorzugt
zervikale, axilldre und infradiaphragmale Lymphknoten betroffen. Computertomographisch
lasst sich héufig ein Befall retroperitonealer und mediastinaler Lymphknoten nachweisen.
Neben der schmerzlosen, druckindolenten Lymphknotenschwellung derber Konsistenz stehen
klinisch so genannte B-Symptome im Vordergrund. Unter einer B-Symptomatik versteht man
soweit nicht anderweitig begriindbar Fieber iiber 38 Grad Celsius, Gewichtsverlust von mehr
als 10 Prozent des Korpergewichtes innerhalb der letzten sechs Monate sowie Nachtschweif3
(Possinger und Regierer, 2007). Weitere charakteristische Symptome sind Leistungsminde-
rung, Juckreiz, Schwiche, Appetitlosigkeit sowie selten aber charakteristisch durch Alkohol
induzierte Schmerzen der befallenen Lymphknotenregion. Nicht selten findet man eine Ver-
groBerung von befallenen Organen wie Leber und Milz. AuBlerdem kann ein Befall des
Gastrointestinaltraktes, des Knochens, der Lunge, des Riickenmarkes und des Gehirns vor-
kommen (Classen et al., 2004).

Zur Diagnosestellung ist die histologische Untersuchung eines vollstindig entnommenen
Lymphknotens wegweisend (Hoffbrand er al., 1997).

Die Therapie selbst erfolgt stadienadaptiert. Eine griindliche klinische Untersuchung, bildge-
bende Verfahren wie Sonographie und Computertomographie, eine Knochenmarksbiopsie

sowie hdamatologische und biochemisch- immunologische Laborparameter sind essentiell und
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dienen der Abkldrung des Ausbreitungsstadiums der Erkrankung zum Zeitpunkt der Diagnose
(Diehl, 2002). Die gebriauchliche Stadieneinteilung erfolgt nach Ann-Arbor (s. Tabelle 1).

Die Zusammenfassung in Risikogruppen nach Stadium der Lymphomausbreitung und Risiko-
faktoren erfolgt in internationalen Studiengruppen unterschiedlich. In der Deutschen Hodg-
kin-Lymphom-Studiengruppe (DHSG) hat sich eine therapierelevante Unterteilung in ein lo-
kalisiertes (Stadium I/II ohne Risikofaktoren), intermedidres (Stadium I/II mit Risikofaktoren)
sowie fortgeschrittenes Stadium (Stadium IIB mit Risikofaktoren, Stadium III, IV) bewihrt
(Diehl, 2002). Als Risikofaktoren gelten eine extranodale Tumorausbreitung, eine hohe Blut-
senkungsgeschwindigkeit, ein groer Mediastinaltumor oder mehr als drei befallene Lymph-

knotenareale (Classen et al., 2004).

Tabelle 1: Ann-Arbor-Klassifikation fiir nodale Lymphome (Quelle: Classen et al., 2004, S. 758)

Stadium I. Befall einer einzigen Lymphknotenregion (I/N) oder Vorliegen eines

einzigen lokalisierten extranodalen Herdes (I/E)

Stadium II. Befall von zwei oder mehr Lymphknotenregionen auf einer Seite des
Zwerchfelles (II/N) oder Vorliegen lokalisierter extranodaler Herde
und Befall einer oder mehrerer Lymphknotenregionen auf einer Seite

des Zwerchfelles (II/E)

Stadium III. Befall von Lymphknotenregionen ober- und unterhalb des Zwerchfel-
les (III/N) oder Vorliegen lokalisierter extranodaler Herde und Befall
einer oder mehrerer Lymphknotenregionen, so dass Herde auf beiden
Seiten des Zwerchfells resultieren (III/E), eine Milzbeteiligung ist

eingeschlossen, hat aber besondere Bedeutung (II1/S)

Stadium I'V. Disseminierter Befall eines oder mehrerer extralymphatischer Organe

mit oder ohne Befall von Lymphknoten

A: ohne Allgemeinsymptome

B: mit Fieber > 38,5° C u/o Nachtschweill u/o unbeabsichtigter Ver-
lust von >10% Korpergewicht in den letzten 6 Monaten

E: extranodaler Befall (umschriebener Organbefall durch direktes
Einwachsen aus einem beteiligten Lymphknoten oder in engem ana-
tomischen Bezug)

S: Milzbefall
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Abbildung 1: Einteilung des Lymphknotenbefalls beim Hodgkin-Lymphom (n. Deutsche Hodgkin-
Lymphom-Studiengruppe, Leiter: Prof. Dr. V. Diehl, Universitit Koln). a-1: Bezeichnung der Lymph-
knotenareale (Quelle: Possinger und Regierer, 2007, S. 405)

Grundsitzlich wird bei den verschiedenen Klassifikationen eine Unterscheidung zwischen der
Anzahl der befallenen Lymphknotenregionen zur Bestimmung des Ausbreitungsstadiums der
Erkrankung sowie der Anzahl der befallenen Lymphknotenareale zur Risikostratifizierung
vorgenommen (s. Abbildung 1).

Bei der Therapie des Hodgkin-Lymphoms wird heute meist eine stadienabhéngige Kombina-
tion aus Chemotherapie und gegebenenfalls nachfolgender Strahlentherapie eingesetzt. Die
Art und Intensitdt der Behandlung erfolgt streng risikoadaptiert, eine Behandlung im Rahmen
von Studienprotokollen sollte angestrebt werden. Zurzeit werden in Deutschland circa zwei
Drittel aller Patienten, die an einem cHL erkranken, im Rahmen der Protokolle der Deutschen
Hodgkin-Lymphom Studiengruppe (DHSG) mit Leitung in Koln therapiert (Diehl, 2002, S.
1762ff). In Hinblick auf die mogliche Toxizitdt der Behandlung sollten vor Beginn der Thera-
pie ein Elektrokardiogramm, eine Echokardiographie, eine Lungenfunktionspriifung und die
Uberpriifung der Leber- und Nierenfunktionswerte sowie der Schilddriisenparameter erfolgen.

Eine relevante Nebenwirkung der Therapie stellt bei den hidufig jungen Patienten mit nicht



1. Einleitung

abgeschlossener Familienplanung eine mogliche Sterilitdt dar. Miannern sollte bei Gefahr der
Beeintriachtigung der Spermatogenese die Moglichkeit einer Spermakryokonservierung ange-
boten werden. Bei Frauen ist die Anwendung eines GnRH-Analogons zur Protektion der Ova-
rialfunktion zu diskutieren, aber in dieser Indikation noch nicht zugelassen (Possinger und
Regierer, 2007). In anerkannten Therapieprotokollen wird die zeitliche Abfolge und Dosie-
rung der Zytostatika festgelegt (s. Tabelle 2).

In Deutschland kommen vor allem das ABVD-Protokoll (Adriamycin, Bleomycin, Vinblastin,
Dacarbazin) nach Bonadonna (Bonadonna et al, 1975) sowie das BEACOPP-Protokoll (Ble-
omycin, Etoposid, Adriamycin, Cyclophosphamid, Vincristin, Procarbazin, Prednison) in
Form des Basisprotokolls oder in eskalierter Dosierung zur Anwendung (Diehl et al., 2003).
Insbesondere eine Chemotherapie nach dem BEACOPP-eskaliert-Protokoll geht mit einer
deutlich erhohten Hamatotoxizitét einher und damit verbunden einem gesteigerten Infektions-
risiko. Eine intensivere Betreuung und die Fachkenntnis ausgewiesener Behandlungszentren
sind fiir die Behandlung mit diesem Protokoll erforderlich. Im Anschluss an die Chemothera-
pie erfolgt zumeist die Bestrahlung (20-40 Gray) von Lymhknotenarealen mit klinisch mani-
festem Befall (Involved-field Radiotherapie). Im Fall von Rezidiverkrankungen ergénzen ge-
gebenenfalls intensive Chemotherapieprotokolle oder eine Hochdosis-Chemotherapie mit
nachfolgender autologer Blutstammzelltransplantation die Therapieoptionen (Possinger und

Regierer, 2007).

Tabelle 2: Standardtherapie (auerhalb von Studien) beim Morbus Hodgkin
(Quelle: nach Classen et al., 2004, S. 759)

Lokalisierte Stadien Abfolge von zwei bis vier Zyklen ABVD+ 30 Gy
(Gruppe 1) Involved-Field-Strahlentherapie

Stadium I/ IT ohne Risikofaktoren

Intermediire Stadien Abfolge von vier bis sechs Zyklen ABVD+ 30 Gy
(Gruppe 2) Involved-Field-Strahlentherapie

Stadium I/ IT mit Risikofaktoren

Fortgeschrittenes Stadium Abfolge von acht Zyklen BEACOPP eskaliert oder acht
(Gruppe 3) Zyklen ABVD + Bestrahlung

Stadium IIB mit Risikofaktoren, von Bulk- und/oder Resttumor

Stadium III/ IV



Das Hodgkin-Lymphom gehort zu den am besten therapierbaren Malignomen des Erwachse-
nenalters. Die 5-Jahresiiberlebensrate liegt bei 84 Prozent, in friihen Stadien sind es sogar 90
Prozent. Auch in fortgeschrittenen Stadien sind Heilungen bei der Mehrzahl der Patienten
moglich (Batzler et al., 2008; Re et al., 2005). Neben akuten und chronischen unerwiinschten
Nebenwirkungen der Therapie wie Infertilitdat, Himatotoxizitit sowie kardialer und pulmona-
ler Toxizitdt werden diese Therapieerfolge allerdings durch das Risiko der bei Behandlungs-
beginn durchschnittlich relativ jungen Patienten an Zweitneoplasien, vor allem an akuter mye-
loischer Leukdmie, Non-Hodgkin-Lymphomen, myelodysplatischem Syndrom und soliden
Tumoren zu erkranken getriibt (Diehl, 2002). Das relative Risiko an einem zweiten Malignom
zu versterben ist im Vergleich zur allgemeinen Bevolkerung sechsfach erhoht, in @hnlicher
GroBenordnung nimmt auch das kardiovaskulidre Mortalitétsrisiko zu. Das relative Risiko fiir
Zweitmalignome ist umso hoher, je jiinger die Patienten zum Therapiezeitpunkt waren. Trotz
exzellenter Heilungsraten unterstreichen diese Langzeitkomplikationen nach Radio- und

Chemotherapie die Bedeutung von alternativen Therapiestrategien.

1.1.2. Pathologie und Klassifikation

Nach der Erstbeschreibung durch Thomas Hodgkin (Hodgkin, 1832) erfolgte eine detaillierte
histologische Beschreibung durch Carl Sternberg (Sternberg, 1898) und Dorothy Reed (Reed,
1902). Normales Lymphgewebe ist durch abnorme Zellen, die einkernigen Hodgkin- und die
mehrkernigen Reed-Sternberg-(H/RS)-Zellen, ersetzt. Eine Besonderheit unter den Lymph-
omen stellt die Tatsache dar, dass diese als Tumorzell-Population angenommenen Zellen nur
einen geringen Anteil von 0,1-1 Prozent im infiltrierten Gewebe ausmachen (Brduninger ef al,
2006; Drexler, 1992). Auffillig ist die hohe Anzahl reaktiver, nicht-maligner Zellen, darunter
vor allem CD4 (engl.: cluster of differentiation)-positive Lymphozyten, B-Zellen, Plasmazel-
len, Neutrophile, Eosinophile und Histiozyten (Brduninger et al., 2006; Thomas et al., 2004).
Dieses priagnante histologische Bild (s. Abbildung 2) steht mit einer vermehrt nachgewiese-
nen Zyto-und Chemokinexpression durch die H/RS-Zellen in Zusammenhang (Poppema,
1996) und impliziert einen moglichen Faktor fiir Tumorentstehung und Aufrechterhaltung des

transformierten Phinotyps.
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Abbildung 2: Histologie Hodgkin-Lymphom a) schematisch (Quelle: Hoffbrand et al., 1997, S. 271),
b) histologisches Bild von Reed-Sternberg-Zellen (Quelle: Classen et al., 2004, S. 757)

Anhand des histologischen Schnittpriparates eines exstirpierten Lymphknotens erfolgt die
Subtypisierung des cHL in vier histologische Unterklassen: nodulér-sklerosierend, gemischt-
zellig, lymphozytenreich sowie lymphozytenarm (Jaffe et al., 1999; WHO, 2003), dargestellt
auch in Tabelle 3. Morphologische, zytochemische sowie immunologische Kriterien werden
seit 1999 zur Einteilung nach der WHO-Klassifikation herangezogen (Harris et al., 1994;
WHO, 2003).

Das lymphozyten-pridominante Hodgkin-Lymphom (LPHL) stellt eine eigenstindige Entitét
dar, da es sich morphologisch, immunphénotypisch und klinisch vom klassischen Hodgkin-
Lymphom unterscheidet. Der histologische Typ beeinflusst den Krankheitsverlauf und insbe-
sondere auch das Verhalten nach Rezidiven. Allerdings lassen verbesserte Therapiemoglich-

keiten diesen Einfluss zunehmend in den Hintergrund treten.
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Tabelle 3: WHO-Klassifikation der Hodgkin-Lymphome (Quelle: n. Classen et al., 2004)

Lymphozyten-pridominantes Hodgkin-Lymphom (3-5%)
Klassisches Hodgkin-Lymphom (95-97 %)

mit den vier Subtypen:

1. Lymphozytenreiches klassisches Hodgkin-Lymphom (3%)

2. Klassisches Hodgkin-Lymphom vom nodulir-sklerosierenden Typ (82%)
3. Klassisches Hodgkin-Lymphom vom Mischtyp (14%)

4. Lymphozytenarmes klassisches Hodgkin-Lymphom (1%)

1.1.3. Pathogenese - klonale Identitit, Immunphinotyp, Apoptoseresistenz, Epstein-Barr-

Virus und Zytokine

Charakteristisch fiir die onkogen transformierten H/RS-Zellen ist ein Rearrangement und so-
matische Hypermutation von Immunglobulin-Genen, die einen Ursprung dieser malignen
Zellen in Keimzentrums-B-Lymphozyten nahelegen (Bréduninger et al., 2006; Kanzler et al.,
1996; Kiippers und Rajewsky, 1998; Marafioti et al., 2000). Der zelluldre Ursprung der H/RS-
Zellen wurde aufgrund eines fiir B-Zellen ungewohnlichen Immunphénotyps lange kontrovers
diskutiert. Beim cHL besteht ein Defekt in der Aufrechterhaltung der B-Zell-typischen Ge-
nexpression in den H/RS-Zellen (Schwering et al., 2003).

Die Nomenklatur von Zelloberflichenmarker erfolgt nach dem CD-System (engl.: cluster of
differentiation), das die Marker in fortlaufender Reihenfolge nummeriert und von der World
Health Organisation (WHO) zusammengestellt wurde. Ihre Identifikation erfolgte durch mo-
noklonale Antikorper, die spezifisch einen bestimmten Oberfldchenmarker binden.

Eine Vielzahl B-Zell-spezifischer Marker, darunter CD19, CD20, CD22 sowie der Leukozy-
tenmarker CD45 oder Proteine des B-Zellrezeptors (CD79a und CD79b), sind im HL entwe-
der gar nicht oder nur in einem kleinen Anteil der H/RS-Zellen exprimiert (Drexler, 1992;
Falini et al., 1996; Kuzu et al., 1993; Watanabe er al., 2000). Zusitzlich findet man in H/RS-
Zellen teilweise die Expression von Oberflichenmarkern anderen zelluldren Ursprungs, dar-
unter zelluldre Oberflachenmarker von dendritischen Zellen, Monozyten oder Makrophagen
(Kiippers, 2002). Im Gegensatz dazu bewahren die B-Zellen des Non-Hodgkin-Lymphoms
die Expression typischer B-Zell-spezifischer Oberflichenmarker (Abelev, 2000; Greaves,
1986). Im Rahmen dieser Arbeit analysierte Oberflichenmarker sind mit ihrer niheren Cha-

rakterisierung und Expression in der Hodgkin-Zelllinie 1428 in Tabelle 4 aufgelistet.



Tabelle 4: Charakterisierung der in der vorliegenden Arbeit untersuchten Zelloberflichenmarker (Quel-
le: n. WHO, 2003)

CD Anti- alternati- zelluléire Expressi- Funktion
gen ver Name | Expression on in der
Zelllinie
1428
CDh19 B-Zellen _ im Komplex mit CD21 und
CDS81, Ko-Rezeptor fiir B-Zellen
CD20 B-Zellen _ mogliche Funktion in der Regu-
lation der B-Zellaktivierung, Ko-
Stimulation, Differenzierung
CD21 CR2 reife B-Zellen, _ Rezeptor fiir Komplement c3d,
follikulir- Epstein-Barr-Virus, Ko-
dendritische Rezeptor fiir B-Zellen, assoziiert
Zellen mit CD19 und CD81
CD22 BL-CAM reife B-Zellen _ bindet Sialkonjugate und CD75,
B-Zelladhidsion
CD25 IL-2Ra, aktivierte T- _ IL2-Rezeptor a-Kette
Tac Zellen, regulato-
rische T-Zellen,
B-Zellen und
Makrophagen
CD30 Ki-1 aktivierte T-, B- + bindet CD30L (CD153), Kreuz-
und NK-Zellen, verbindung von CD30 erhoht
Monozyten Proliferation von B- und T-
Zellen
CD40 CD154 B-Zellen, Mak- + bindet CD154 (CD40L), Rezep-
Ligand rophagen, Dend- tor fiir kostimulatorisches
ritische Zellen, Signalfiir B-Zellen, Anregung
basale Epithel- Wachstum, Differenzierung,
zellen Isotypenwechsel B-Zellen, Zy-
tokin-Produktion durch Mak-
rophagen und Dendritische Zel-
len
CD45 Leukocyte | alle himato- _ Tyrosin-Phosphatase, erhohte
common poetischen Zel- signalisierung durch Rezeptor
antigen len von B- und T-Zellen
(LCA),
T200,
B220
CD54 ICAM-1 héamatopoetische + intrazelluldres Adhdsionsmole-
und nicht- kiil, Rezeptor fiir Rhinovirus
hédmatopoetische
Zellen
CD95 Apo-1, Fas | Diverse Zellen + bindet TNF-dhnliche Fas Ligan-

den (CD178), induziert Apopto-
se
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Es konnte auBerdem gezeigt werden, dass einige fiir die B-Zell-Funktion entscheidende
Transkriptionsfaktoren wie PU.1, Octamer-binding transcription factor-2 (Oct-2) und B-cell-
specific coactivator OBF-1 (BOB-1) sowie der B-Zell-Rezeptor selbst in Primidrgewebe sowie
in kultivierten H/RS-Zellen runterreguliert sind (Re et al., 2001; Stein et al., 2001; Torlakovic
et al., 2001). B-Zellen mit einem Defekt im B-Zellrezeptor werden normalerweise durch
Apoptose aussortiert. H/RS-Zellen exprimieren hingegen das antiapoptotische Protein c-Flip,
einen Inhibitor der Fas-vermittelten Apoptose (Thomas et al., 2004). Der fiir B-Zell-
Differenzierung und Erhalt der B-Zell-Identitédt essentielle Transkriptionsfaktor paired box
protein 5 (Pax-5) ist in der Mehrzahl der Fille in den H/RS-Zellen exprimiert (Foss et al.,
1999).

Ein weiteres wichtiges Charakteristikum von Hodgkin-Lymphom-Tumorzellen ist eine Resis-
tenz gegeniiber proapoptotischen Stimuli. H/RS-Zellen weisen eine Resistenz sowohl gegen-
tiber CD95/Fas/Apo-1-vermittelter (Catlett-Falcone et al., 1999; Maggio et al., 2003; Thomas
et al., 2002) als auch Staurosporin (STS)-vermittelter Apoptose auf (Kashkar et al., 2002;
Kashkar et al., 2003). Die Aktivierung von STAT-Proteinen beeinflusst die Transkription von
Genen, die an der Regulation der Proliferation und Apoptose beteiligt sind. Diese Transkripti-
onsfaktoren konnten demzufolge eine bedeutsame Rolle bei der Inaktivierung apoptotischer
Signalkaskaden spielen. Insbesondere das STAT-Familienmitglied STAT3 scheint eine zent-
rale Bedeutung als Regulator fiir die Proliferation und das Uberleben von cHL-Zellen zu ha-
ben (Holtick et al., 2005; Kube et al., 2001). Fiir STAT3 konnte ein Zusammenhang zwischen
der Expression antiapoptotischer Proteine (Bcl-2, Bcl-x1, Mcl-1, Survivin) und dem Uberle-
ben von Zellen unterschiedlicher Tumorentitdten, unter anderem multiple Myelome und eini-

ge solide Tumoren, gezeigt werden (Burke et al., 2001; Catlett-Falcone et al., 1999).

Der CD95-Rezeptor (Fas, Apo-1) ist ein Mitglied der Rezeptoren der Tumor-Nekrose-Faktor
(TNF)-Familie. Durch Bindung des CD95-Liganden an den CD95-Rezeptor wird eine Signal-
kaskade ausgelost, die zum Zelltod durch Apoptose fiihrt. Fiir die humane Myelom-Zelllinie
U266 konnte bereits gezeigt werden, dass eine Inhibition von STAT3 zu einer Sensitivierung
gegeniiber CD95/Fas/Apo-1-vermittelter Apoptose fiihrt (Catlett-Falcone et al., 1999; Maggio
et al., 2003; Thomas et al., 2002). Durch pharmakologische Hemmung von STAT3 mittels
Tyrosin-Kinase-Inhibitoren (AG17 und AG490) konnte eine Sensitivierung von H/RS-Zellen
gegeniiber CD95/Fas/Apo-1-vermittelter Apoptose gezeigt werden (Holtick et al., 2005).



Der Proteinkinaseninhibitor Staurosporin (STS) ist prinzipiell iiber die Freisetzung von Cy-
tochrom C aus den Mitochondrien und folgender Caspasenaktivierung in der Lage, Apoptose
zu induzieren. In STS-behandelten cHL-Zellen bleibt allerdings die Cytochrom C-
Freisetzung, Caspasen-und Bax-Aktivierung aus (Kashkar et al., 2002) und bedingt eine Re-
sistenz gegeniiber STS-vermittelter Apoptose. Wie bereits fiir CD95-vermittelte Apoptose
gezeigt, konnte fiir die pharmakologische Hemmung von STAT3 durch die Koinkubation der
cHL-Zellen mit den Tyrosinkinaseinhibitoren AG17 oder AG490 sowie STS eine Sensitivie-

rung gegeniiber STS-vermittelter Apoptose bewiesen werden (Holtick et al., 2005).

Immer wieder diskutiert wird eine infektiose Genese des Hodgkin-Lymphoms, wobei die In-
fektion mit dem Epstein-Barr-Virus (EBV) im Mittelpunkt des Interesses steht. Eine Vielzahl
von malignen Tumorerkrankungen, darunter das Burkitt-Lymphom, das Nasopharyngeale
Karzinom sowie das Hodgkin-Lymphom, wird mit einer EBV-Infektion assoziiert (Khanna
und Burrows, 2000). In H/RS-Zellen konnte in 50 Prozent der Fille EBV nachgewiesen wer-
den (Herbst, 1996). Gestiitzt wird diese Theorie durch epidemiologische Daten. In einer Ko-
hortenstudie konnte eine positive Assoziation zwischen der Infektiosen Mononukleose und
dem EBV-positiven HL gezeigt werden (Hjalgrim et al., 2003). Es besteht ein erhohtes Risi-
ko, nach einer serologisch durchgemachten Infektiosen Mononukleose ein Hodgkin-
Lymphom zu entwickeln (Hjalgrim et al., 2003; Miller und Beebe, 1974; Rosdahl et al.,
1974).

Das EB-Virus befillt insbesondere B-Zellen und kann {iiber eine Expression von EBV-
spezifischen Genen zu einer Immortalisierung von B-Zellen fiihren (Kiippers et al., 2005).
Von besonderer Bedeutung fiir die Entstehung des malignen Phénotyps sind die latenten
EBV-Membranproteine LMP-1 und LMP-2a anzusehen (Kiippers, 2002), wobei die latente
Expression von LMP-1 an der konstitutiven Aktivierung von nuclear factor (NF)-xB beteiligt
ist (Horie ef al., 2002).

Das auffillige histologische Bild des Morbus Hodgkin weist auf einen weiteren wichtigen
Faktor hin, der mit der Pathogenese dieser malignen himatologischen Erkrankung in Zusam-
menhang stehen konnte. Das cHL ist durch die Expression multipler Zytokine, darunter Inter-
leukin (IL)-5, IL-6, IL-7, IL-9, IL-10, Lymphotoxin a, granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor, transforming growth factor (TGF)-B , sowie Zytokinrezeptoren wie der IL-
2-Rezeptor (IL-2R), IL-6R oder IL-13R charakterisiert (Gruss et al., 1992; Skinnider und
Mak, 2002). Die Interaktion der Zytokine mit ihren Zytokinrezeptoren fiihrt zu einer Aktivie-

rung intrazelluldrer Signalkaskaden mit vielfachen Effekten auf die zelluldre Funktion.



Insgesamt liegen in H/RS-Zellen neben NF«kB weitere Signalwege permanent aktiviert vor,
darunter cJun und JunB (Mathas et al., 2002), AKT (Morrison et al., 2004), MAP/ERK kinase
(MEK)/ extracellular signal-related kinase (ERK) (Zheng et al., 2003), Neurogenic locus
notch homolog protein 1 (NOTCHI) (Jundt et al., 2002) sowie fiir diese Arbeit von besonde-
rem Interesse der Jak (Januskinasen)/STAT-Signalweg (Cochet et al., 2006; Holtick et al.,
2005; Kapp et al., 1999; Kube et al., 2001; Skinnider et al., 2001; Skinnider et al., 2002 b).
Die Zytokinexpression steht nicht nur mit der Rekrutierung des charakteristischen Infiltrates
des cHL in Zusammenhang, sondern weist auch auf einen moglichen Zusammenhang mit
zelluldren Prozessen wie der Proliferation der H/RS-Zellen hin.

Generell gilt, dass Zytokine und ihre Rezeptoren an der Kontrolle der Proliferation, Differen-
zierung und Apoptose himatopoetischer Zellen beteiligt sein konnten (Zubler, 1997). Zytoki-
ne sind von Zellen sezernierte Glykoproteine von etwa 25kDa und werden in die Familien der
Interleukine, Interferone und Tumor-Nekrose-Faktoren unterteilt. Typischerweise entfalten
Zytokine eine parakrine Wirkung auf umliegende Zellen oder wirken autokrin auf die Zelle
zuriick, die sie produziert hat. Eine Deregulation der Zytokin-oder Zytokinrezeptorexpression
oder assoziierter Signalwege kann zur Proliferation und iiber auto- oder parakrine Stimulation
zum Ausbleiben von Apoptose fithren, ebenso wie zu einer Beeinflussung der Immunantwort
(Foss et al., 1993).

Die Familie der STAT-Proteine spielt eine entscheidende Rolle fiir die Signalkaskaden, die
durch Zytokin-Rezeptor-Interaktion angesto3en werden (Bromberg und Darnell, 2000). Ne-
ben vielfdltigen Rollen in physiologischen Zellprozessen wird ein Zusammenhang der STAT-
Proteine mit der Transformation und Onkogenese von Zellen als gesichert angenommen. IThr
Beitrag zur Tumorgenese ist wohl eng mit Signalwegen der Wachstumsfaktoren, Apoptosere-
gulation und Angiogenese verkniipft. Eine Suppression von STAT-Signalwegen hat in einer
wachsenden Anzahl von Fillen zu einem Untergang von Tumorzellen gefiihrt (Bromberg,

2002).
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1.2. Der Jak/STAT- Signaltransduktionsweg

1.2.1. Allgemeines

Bei den STAT-Molekiilen handelt es sich um latente zytoplasmatische Transkriptionsfakto-
ren, die durch eine Vielzahl von Zytokinen und Wachstumsfaktoren aktiviert werden konnen
und an der Regulation biologischer sowie physiologischer Prozesse beteiligt sind (O Shea et
al., 2002). Transkriptionelle Ziele der STAT-Molekiile sind in Zusammenhang mit der Zell-
proliferation, der Angiogenese und einer Apoptoseresistenz gebracht worden (Yu und Jove,
2004). Eine konstitutive STAT-Aktivierung konnte in der Vergangenheit neben dem Morbus
Hodgkin (Kube et al., 2001; Skinnider et al., 2002 b) unter anderem auch fiir Akute Leuké-
mien (Gouilleux et al., 1996; Meydan et al., 1996), das Multiple-Myelom (Catlett-Falcone et
al., 1999) sowie fiir einige weitere himatologische und solide Tumoren (Bowman et al., 2000;

Buettner et al., 2002) gezeigt werden (s. Tabelle 5).

Tabelle S: STAT-Aktivierung in einer Auswahl von soliden und himatologischen Malignomen (Quelle:
n. Bromberg, 2002; Kube et al., 2001; Yu und Jove, 2004)

Solide Malignome STAT-
Aktivierung

Mamma 1,3

Ovar 3

Lunge 1,3

Melanom 3

Pankreas 3

Prostata 3

Niere 3

Kopf-Hals-Tumoren 1,3,5

Himatologische Malignome STAT-
Aktivierung

Multiples Myelom 1,3

Lymphome:

Burkitt-Lymphom

Mycosis fungoides

Kutanes T-Zell-Lymphom
Non-Hodgkin-Lymphom (NHL)
Hodgkin-Lymphom

Akute myeloische Leukdmie (AML)
Chronisch myeloische Leukimie (CML)
Erythrozytenleukdmie

Chronisch lymphatische Leukéimie (CLL)
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1. Einleitung

Eine Bindung von Zytokinen oder Wachstumsfaktoren als Liganden an Rezeptoren auf der
Zelloberfldche fiihrt iiber verschiedene Zwischenschritte zu einer Tyrosinphosphorylierung
der STAT-Molekiile. Die einzelnen Schritte sind schematisch in Abbildung 3 dargestellt:

Bei Protein-Tyrosin-Kinasen (PTK), die die Aktivierung von STAT-Molekiilen vermitteln,
handelt es sich um Mitglieder der Janus-Kinasen-(Jak)-Familie. Die Bindung des Liganden an
den extrazelluldren Teil des Reeptors (Schritt A) fithrt zu einer Konformationsidnderung des
Rezeptors und damit zu einer Aktivierung von assoziierten Jaks, die zuerst sich selbst und
dann den Rezeptor phosporyliert und eine Andockstelle fiir STAT-Molekiile erzeugt (Schritt
B). Die an die Andockstelle bindenden STAT-Molekiile werden ebenfalls phosphoryliert
(Schritt C). Diese Phosphorylierung bedingt eine Homo-oder Heterodimerbildung der STAT-
Molekiile mit darauf folgender Translokation in den Nukleus (Schritt D). Dort binden die
STAT-Molekiile an definierte DNA-Elemente in der Promotorregion von Zielgenen und akti-
vieren so deren Transkription (Schritt E) (Bromberg, 2002; Levy und Darnell, 2002; Kissel-
eva et al., 2002).
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Abbildung 3: Darstellung des Jak/ STAT-Signalweges (Quelle: n. Bromberg et al.,
2002; Levy et al., 2002; Kisseleva et al., 2002). Schematische Darstellung der Haupt-
komponenten des Jak/ STAT-Signalweges und der sukzessiven intrazelluldren Aktivie-
rungsschritte nach Bindung des Liganden an den Rezeptor (Schritte A-E, im Text erldu-

tert)
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1.2.2. Die Rolle von STAT3 bei malignen Erkrankungen

Fiir STAT3 konnte eine konstitutive Aktivierung sowohl fiir das cHL als auch fiir einige soli-
de und h@matologische Malignome (Burke et al., 2001; Bromberg, 2002; Kube et al., 2001;
Sriuranpong et al., 2003; Yu und Jove, 2004) nachgewiesen werden.

STATS3 spielt eine Rolle bei fundamentalen zelluldren Prozessen, die in Zusammenhang mit
der malignen Transformation beim cHL gebracht werden (Chen et al., 2001; Kube et al.,
2001; Skinnider, 2002 b). Viele proliferative und antiapoptotische Signale werden iiber diesen
Transkriptionsfaktor vermittelt (Darnell, 1997; Fukada et al., 1998). Fiir STAT3 konnte eine
Aktivierung durch IL-6, IL-11, OSM, CNTF, LIF, Leptin und EGF gezeigt werden.

Die Frage, welche Faktoren zu der Deregulation der Jak/STAT-Signalwege im cHL fiihren,
konnte noch nicht abschlieend gekldrt werden.

In manchen Tumorentititen wie dem Multiplen Myelom ist eine konstitutive Aktivierung von
Jak/STAT-Molekiilen das Ergebnis einer autokrinen oder parakrinen Stimulierung durch ent-
sprechende Zytokine (Heinrich et al., 1998). Die Expression der a-Kette des IL-6-Rezeptors
gp80 konnte sowohl fiir Primérzellen des HL als auch fiir HL-Zelllinien gezeigt werden
(Heinrich et al., 1998; Hibi et al., 1996). Von IL-6 ist bekannt, dass es in der Lage ist iiber
Jak-Kinasen Mitglieder der STAT- Familie zu aktivieren (Liitticken et al., 1994; Stahl et al.,
1994; Darnell, 1997). Durch Antikérper vermittelte Neutralisation von IL-6 oder des IL-6-
Rezeptors konnte gezeigt werden, dass beim cHL die STAT-Aktivierung von endogenem IL6
unabhiingig ist (Kube et al., 2001).

Als ein entscheidendes Prinzip zur Erforschung des Einflusses von STAT3 auf das unkontrol-
lierte Wachstum und den onkogenen Phinotyp der cHL-Tumorzellen hat sich die Moglichkeit
der Suppression dieses Signalweges herausgestellt. Eine Inhibition von STAT3 kann durch
unterschiedliche Methoden wie pharmakologische Inhibitoren, dominant-negative Konstrukte
oder Antisense/siRNA-Molekiile erreicht werden.

Pharmakologisch bedeutsam zeigt sich die Gruppe der Tyrphostine, eine neuere Klasse von
Tyrosin-Kinase-Inhibitoren, darunter AG490 und AG17, mit Einfluss auf die Phosphorylie-
rung von Jak2- und STAT3. Fiir das cHL, aber auch fiir das kutane T-Zell-Lymphom, Akute
Leukédmien und die Zellinie U266 des Multiplen Myeloms konnte eine Blockade der STAT-
Aktivierung durch AG490 gezeigt werden (Catlett-Falcone et al., 1999; Kube et al., 2001;
Meydan et al., 1996; Nielsen et al., 1997; Bromberg et al., 1999). Die konstitutive STAT3-
Aktivierung konnte ebenso wie die Proliferation der HL-Zelllinie L428 in vitro durch eine

Behandlung der HL-Zellen mit dem Tyrphostin AG490 inhibiert werden.
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Bei AG17 handelt es sich ebenfalls um einen Tyrosin-Kinase-Inhibitor mit Einfluss auf das
Proliferationsverhalten und den Grad der STAT3-Phosphorylierung der Zellen. Aullerdem
fiihrt AG17 zu einem Zell-Zyklus-Arrest und sensitiviert die HL-Zellen fiir CD95/FAS-Apo-1
oder Staurosporin vermittelte Apoptose (Holtick et al., 2005).

Die Wirksamkeit der Tyrphostine wie AG490 und AG17 stiitzt die These eines bedeutsamen
Einflusses von STAT3 auf das unkontrollierte Wachstum und den onkogenen Phinotyp der
Tumorzellen. Die konstitutive STAT3-Aktivierung bedingt anscheinend eine Akkumulation
der Tumorzellen. AuBlerdem vermittelt die konstitutive Aktivierung von STAT3 eine Resis-
tenz gegeniiber konventionellen Therapien, die sich eines proapoptotischen Mechanismus zur
Tumorzellelimination bedienen. Ergénzend zu den pharmakologischen Beeinflussungsmog-
lichkeiten lie sich die entscheidende Bedeutung von STAT 3 fiir das Tumorwachstum durch
den Einsatz von dominant-negativen Konstrukten oder Antisense/siRNA-Molekiilen in vitro
sowie im Mausmodell zeigen (Alas und Bonavida, 2003; Amin et al., 2004; Bharti et al.,
2003; Blaskovich et al., 2003; Burke et al., 2001; Garcia R et al., 2001; Holtick et al., 2005;
Kube et al., 2001; Nagel-Wolfrum et al., 2004; Niu et al., 1999).

1.2.3. Die Rolle von STAT6 im Hodgkin-Lymphom

In Veroffentlichungen konnte bislang gezeigt werden, dass eine STAT6-Defizienz mit einer
verbesserten Immunitét gegeniiber Tumoren vergesellschaftet ist (Terabe et al., 2000).

Fiir das STAT-Familienmitglied STAT6 konnte ebenso wie fiir STAT3 eine permanente Ak-
tivierung fiir das cHL gezeigt werden (Kube et al., 2001; Skinnider et al., 2002 b). Anders als
fiir STAT3 findet man diese Aktivierung nicht bei Non-Hodgkin-Lymphomen oder in norma-
lem lymphatischen Gewebe. Eine permante Aktivierung von STAT6 konnte aulerdem fiir die
mit dem Humanen T-Zell-lymphotropen-Virus (HTLV) assoziierte T-Zell-Leukdmie sowie
fiir p190 """ assoziierte Leukimien gezeigt werden (Wurster ef al., 2000).

STAT6 spielt eine wichtige Rolle bei der humoralen Immunabwehr, unter anderem bei der
Polarisierung naiver Th-Zellen zu Th2-Zellen sowie beim Klassenwechsel zum IgE-Isotyp der
Immunglobuline (Kaplan et al., 1996; Shimoda et al., 1996; Takeda et al., 1996). Fiir STAT6
konnte eine entscheidende Funktion in der IL-4 vermittelten B-und T-Zell-Proliferation auf-

gezeigt werden (Shimoda et al., 1996; Takeda et al, 1996).
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Von STATG ist eine Aktivierung durch die Zytokine IL-4 und IL-13 bekannt. STAT6—
defiziente Mause zeigen eine fehlende Antwort auf eine Stimulation mit diesen Zytokinen
(Wurster et al., 2000; Zhu et al., 2001). Bei IL-13 handelt es sich um ein Th2-Zytokin mit
einer wichtigen Funktion in der humoralen Immunabwehr (Zurawski und De Vries, 1994) und
immunmodulierenden und antiinflammatorischen Funktionen durch direkte Interaktion mit B-
Zellen und Makrophagen (Defrance et al., 1994; De Waal Malefyt et al., 1993; Lomo et al.,
1997; Mc Kenzie et al., 1993; Minty et al., 1993). IL-13 ist in der Lage die Freisetzung von
Chemokinen wie unter anderem macrophage-derived chemokine (MDC) von Makrophagen
und Eotaxin von Fibroblasten zu stimulieren und so die Th2-Immunantwort zu unterstiitzen
(Andrew et al., 1998; Bonecchi et al., 1998; Hoeck und Woisetschlager, 2001).

Die Expression von IL-13 sowohl als auch IL-13R konnte fiir die H/RS-Zellen im cHL ge-
zeigt werden (Kapp et al., 1999; Skinnider et al, 2001). Sie stellen einen moglichen autokri-
nen Stimulus dar, der mit der STAT6-Aktivierung und der cHL-Pathogenese in Zusammen-
hang gebracht werden kann (Kapp et al., 1999; Skinnider et al., 2001; Skinnider et al., 2002
a). Es konnte eine Abnahme des Levels von aktiviertem STAT6 durch IL-13 neutralisierende
Antikorper gezeigt werden (Wurster et al., 2000). Eine Inhibition der IL-13-vermittelten Sig-
nalkaskaden durch neutralisierende Antikorper 16st Apoptose in einigen cHL-Zellinien aus
(Trieu et al., 2004). Eine Aktivierung des IL13-R fiihrt letztlich zu einer Aktivierung von
JAKI und zu einer Phosphorylierung von STAT6. Diskutiert wird auch ein Zusammenhang
zwischen der Entstehung und Aufrechterhaltung des charakterischen reaktiven Infiltrates im
HL und einer parakrinen Wirkung von IL-13, entweder durch die IL-13-vermittelte Freiset-
zung von Chemokinen von H/RS-Zellen oder durch direkte Wirkung von IL-13 auf IL-13-
Rezeptor-exprimierende Zellen, vor allem Makrophagen und B-Zellen (Skinnider et al.,
2001). Hingegen wird IL-4 im cHL nicht konstant exprimiert (Kapp et al., 1999; Skinnider et
al., 2001) und scheint anders als IL-13 damit keinen Einfluss auf die permanenteAktivierung
von STAT6 im cHL zu haben.

In Anbetracht der bisherigen Erkenntnisse ergeben sich Hinweise fiir einen moglichen ent-
scheidenden Zusammenhang von einer permanenten STAT6-Aktivierung mit der Pathogenese
des cHL. STAT6 scheint insbesondere in Bezug auf die Rolle von Zytokinen wie IL-13 bei
der Entstehung des pathognomischen reaktiven Infiltrates eine wichtige Funktion zuzukom-
men. Die genaue Bedeutung von STAT6 fiir die Pathogenese des cHL ist allerdings nur unzu-

reichend geklirt und deshalb Gegenstand der vorliegenden Arbeit.



1. Einleitung

1.3. Das Prinzip der RNA-Interferenz

Bei der Methode der RNA-Interferenz (RNAi) handelt es sich um eine Technologie der post-
transkriptionellen Genregulation, die es ermoglicht die Funktion von Proteinen und Genen zu
untersuchen. Doppelstringige RNA-Molekiile (dsSRNA) modifizieren die Expression einzel-
ner Gene im Wesentlichen durch Degradierung der mRNA des Zielgenes (Elbashir et al.,
2001). Prinzipiell konnte die Expression jedes beliebigen zelluldren Gens iiber spezifische
siRNAs verringert werden. Die resultierende Verringerung der Genprodukte erdffnet die
Moglichkeit, physiologischen Funktion des Genes verstehen zu lernen. Das RNAi-Verfahren
zur Untersuchung verschiedener Genfunktionen wird bislang bei Sédugetierzellen hauptséich-
lich in der Zellkultur genutzt, auch wenn bereits eine erfolgreiche in-vivo-Anwendung durch-
gefiihrt werden konnte (Soutschek er al., 2004). Fernziel bleibt der therapeutische Nutzen fiir
den Menschen.

Entdeckt wurde das Prinzip der RNAIi erstmals von Andrew Fire und Craig Mello als physio-
logisch vorkommende Form der sequenzspezifischen Inhibition der Genexpression im Nema-
toden Caenorrhabditis elegans (C. elegans) (Fire et al., 1998). Mittlerweile konnte gezeigt

werden, dass RNAi-Effekte in vielen eukaryontischen Organismen existieren (Hannon, 2002).

Nach Aufnahme der doppelstriangigen RNA von der Zelle prozessiert das Enzym Dicer, eine
Typ-IlI-Ribonuclease, aus ldngeren dsRNA-Stringen eine small interfering RNA (siRNA)
bestehend aus 21 bis 28 Nucleotiden (Elbashir er al., 2001; Zamore et al., 2000). Aus der
Verbindung der beiden Stringe der siRNA mit Proteinen entsteht ein Ribonuclein-Komplex,
der so genannte RNA-induzierte Silencing-Komplex (RISC), der wiederum komplementére
mRNA oder DNA binden und degradieren kann (Sharp, 2001; Tijsterman und Plasterk, 2004;
Zamore et al., 2000).

Eine Besonderheit bei der Anwendung des RNA-Interferenz bei Sdugetierenzellen ist die Tat-
sache, dass die Gabe von dsRNA mit mehr als 30 Nukleotiden anders als bei dem Nematoden
C. elegans eine unspezifische Interferonantwort auslost, wodurch ein RNAi-Effekt verhindert
wird. Eine direkte Transfektion von siRNA 16st hingegen keine Interferonantwort aus. Nach-
teil der Methode ist aber, dass die Expression der Zielgene nur voriibergehend abgeschaltet
wird (Elbashir et al., 2001). Die stabile, anhaltende Suppression eines Gens durch RNA-
Interferenz wird durch die Transfektion mit Vektoren moglich, die nach Transkription in der

Zelle siRNA freisetzen konnen (siRNA-Expressions-Kassetten).
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Eine Moglichkeit ist die Verwendung der so genannten short hairpin RNA (shRNA). Vektor-
vermittelt kommt es in der Zelle zur Expression der kurzen shRNA, einer haarnadelformigen
doppelstringigen RNA, die von dem Enzym Dicer zu einer siRNA umgesetzt wird (Brum-
melkamp et al., 2002; Hannon, 2002; Paddison et al., 2002). Selektionsmarker wie Antibioti-
karesistenzen auf dem Plasmid ermdoglichen die Selektionierung transfizierter Zellen.

Fiir die vorliegende Arbeit wurde das Prinzip der RNA-Interferenz mittels shRNA genutzt,

um eine Suppression von STAT6 in Zelllinien des Hodgkin-Lymphoms zu erreichen.

1.4. Zielsetzung der Arbeit

Die Bedeutung von STATS6 fiir die Pathogenese des Hodgkin-Lymphoms ist nur unzureichend
geklart und soll deshalb Gegenstand dieser Arbeit sein. Verschiedene Hodgin-Zelllinien die-
nen als Modell, an dem Faktoren definiert werden kénnen, die den transformierten Phéanotyp
aufrechterhalten (Kiippers et al., 1996; Vockerodt et al., 1998; Vockerodt et al., 2002). Ziel
der vorliegenden Arbeit ist es neue Erkenntnisse iiber die Rolle von STAT6 beim Morbus
Hodgkin zu erlangen. Hierbei sollte an Zelllinien vor allem der Einfluss der konstitutiven Ak-
tivierung von STAT6 auf die Zellverdopplungszeiten von Tumorzellen, den B-Phinotyp und
die Regulation der Apoptose untersucht werden.

Die Aufgabenstellungen, die im Verlauf der Arbeit untersucht werden sollen, gliedern sich in
einen ersten methodischen Teil zum ,,knockdown* der STAT6 Expression sowie daran an-
kniipfend Analysen STAT6 abhidngigen Zellverdopplungszeiten, moglichen Verdnderungen
der Apoptoseresistenz von Hodgkin-Lymphomzellen sowie zur Expression von B-Zell-
typischen Zelloberflichenmarkern.

Insgesamt sollen die Ergebnisse dieser Arbeit einen Beitrag zu der Kliarung der Frage leisten,
ob die Inhibition von STAT6 in Zukunft eine neue Option in der Therapie des Hodgkin-
Lymphoms darstellen konnte. Die Erwartung an neue Behandlungsstrategien ist ein moglichst
spezifischer Angriff auf die maligne Zelle und intrazelluldre Signaltransduktionswege. Trotz
exzellenter Heilungsraten unterstreichen Langzeitkomplikationen wie ein erhohtes kardio-
vaskuldres Mortalitétsrisiko sowie eine signifikant erhohte Rate an Zweitmalignomen nach

Radio- und Chemotherapie die Bedeutung von alternativen Therapiestrategien.



1. Einleitung
Folgende Aufgaben sollen im Einzelnen bearbeitet werden:

e Mit den herkommlichen Transfektionsmethoden sind die meisten Hodgkin-
Zelllinien nur unzureichend transfizierbar. Mit Hilfe der Methode der Nukleofek-
tion soll gekldrt werden, ob mit dieser nichtviralen Methode des Gentransfers ein
Einbringen von DNA in Hodgkin-Lymphomzellen ermoglicht wird, um die nach-
folgenden Aufgaben zu l9sen.

o Folgende Fragen sollen untersucht werden:
Bietet die Methode der Nukleofektion eine praktikable Moglichkeit der Trans-
fektion der Hodgkin-Zelllinien L1236 und L591?
Welche der untersuchten Nukleofektionsbedingungen ist fiir die analysierten

Zelllinien geeignet?

¢ Im Anschluss soll mittels der Methode der RNA-Interferenz die Expression des
Transkriptionsfaktors STAT6 in Hodgkin-Zelllinien reduziert werden. Um eine
Moglichkeit zu schaffen gezielt die Funktion von STAT6 in Hodgkin-Zelllinien zu
untersuchen, soll mittels der Nukleofektion von shRNA gegen STAT6 der Versuch
unternommen werden, Hodgkin-Zellen mit stark reduzierter STAT6-Expression zu
etablieren. Diese Zellen sollen in den anschlieBenden Funktionsanalysen als Mo-
dell dienen, an dem die funktionelle Rolle von STAT6 in den transformierten Zel-
len untersucht werden kann.
o Im Einzelnen sollen folgende Fragen analysiert werden:

Welchen Effekt hat fehlendes STAT6 auf die Zellverdopplung als Maf3 der Zell-

proliferation?

Fiihrt eine reduzierte STAT6-Expression in Hodgkin-Zellen zu einer Sensitivie-

rung gegeniiber Staurosporin-oder CD95-vermittelten Apoptose?

Hat die reduzierte STAT6-Expression einen Einfluss auf die beschriebene

fehlende B-Zellidentitdt der cHL-Zellen?
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2. Material und Methoden

Nachstehend (Kapitel 2.1.1. sowie 2.1.2.) sind im Materialteil alle regelmiBig verwendeten

Gerite, Chemikalien und deren Hersteller aufgefiihrt. Artikel des tiglichen Laborbedarfs wie

Pipettenspitzen, Reaktionsgefialle, Zellkulturflaschen, Rontgenfilme, Sterilfilter, etc. wurden

von den Firmen GE Healthcare (Miinchen), Braun (Melsungen), Eppendorf (Hamburg), Bec-

ton Dickinson (Heidelberg), Greiner (Niirtingen) und Sarstedt (Niimbrecht) bezogen.

Der Methodenteil gliedert sich in zellbiologische Analysen (Kapitel 2.2.), proteinbiochemi-

sche Analysen (Kapitel 2.3.) sowie molekularbiologische Analysen (Kapitel 2.4.).

2.1. Materialien

2.1.1. Gerite

Biofuge Pico

Brutschrank Cytoperm

Brutschrank BBD 6220

Casy® cell counter

Consort E734 Power Supply
Elektrophoreseeinheit
Elektroporationsgerit Easyject

FACScan Gerit

Hera-Freez -80°C Kiihleinheit

Inverses Durchlichtmikroskop (Telaval 31)
Inverses Fluoreszenzmikroskop (Leitz DM IL)
Microflow Laminar Downflow Workstation
Multifuge 3 L-R

Nukleoporator

Power-Pac 300 Power Supply
Tischzentrifuge 1-15k

Tischzentrifuge 5415C

Heraeus Instruments, Hanau
Heraeus Instruments, Hanau
Heraeus Instruments, Hanau
Schirfe-System, Reutlingen
Schiitt Labortechnik, Gottingen
BioRad, Miinchen

Geneflow Ltd, Staffordshire, UK
Becton Dickinson, Heidelberg
Heraeus Instruments, Hanau
Zeiss, Jena

Leica, Wetzlar

Bioquell, Andover, UK
Heraeus Instruments, Hanau
Amaxa, Koln

BioRad, Miinchen

Sigma, Osterode

Eppendorf, Hamburg



Ultra Low -152 °C Kiihleinheit
Ultraschallbad Branosonic 220
UV-Spektrometer

Vortex Genie 2

Wasserbad

2.1.2. Chemikalien

Zellkultur:

RPMI -1640 Medium
L-Glutamine, 200 U/ml
Penicillin G

Streptomycin

Fotales Kilberserum (FCS)
Geneticin (G418)
HEPES-Puffer 1M (pH 7,4)

Phosphate Buffered Saline (PBS Dulbecco’s)

Chemikalien:

Acrylamid/Bisacrylamid 40%
Actinomycin D
Ammoniumpersulfat
Ampicillin

Bradford- Reagenz
Bromphenolblau

BSA

BSA (Zellkultur, getestet)
Complete Mini

Coomassie Brilliant-Blue G250
Dinatriumhydrogenphosphat
DMSO

EDTA

ECL- Reagenz
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Sanyo, Gunma, Japan

Lab Extreme Inc, Kent City, USA
Eppendorf, Hamburg

Schiitt Labortechnik, Gottingen

Kotterman Labortechnik, Hanigsen

Sigma Aldrich, Deisenhofen
Sigma Aldrich, Deisenhofen
Sigma Aldrich, Deisenhofen
Sigma Aldrich, Deisenhofen
Sigma Aldrich, Deisenhofen
Invitrogen/Gibco, Karlsruhe
Sigma Aldrich, Deisenhofen
Invitrogen Corporation, UK

BioRad, Miinchen

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
BioRad, Miinchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Serva, Heidelberg

Sigma Aldrich, Taufkirchen
Roche, Mannheim

Sigma, Deisenhofen

Merck, Darmstadt

Sigma Aldrich, Taufkirchen
Sigma Aldrich, Taufkirchen
Amersham, Little Chalfont, UK



Ethanol (96%)
Ethidiumbromid
FACS Flow
FBS

Geneticin
Gentamycin
Glycin
HEPES-Puffer
Isopropanol
Kaliumchlorid

Kanamycin

L-Glutamin-Penicillin-Streptomycin-Losung

Magermilchpulver

Membrane Blocking Agent
Methanol (100% (p.a.)
Natriumchlorid
Natriumdeoxycholat
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumdodecylsulfat
Natriumfluorid
Natriumvanadat

PBS

Phosphorsédure 85%

PMEFS

Ponceau S

Protein-Standard fiir SDS-PAGE
Propidiumjodid

RPMI-1640 Zellkulturmedium
Re-Blot-Plus Mild

Roti-Load 4xProbenpuffer
Tetramethylethylendiamin
TrisBase

Trichloressigsdure

Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris) 1M
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Baker, Desenter, Holland
Serva, Heidelberg

Becton Dickinson, Heidelberg
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
BioRad, Miinchen

GE Healthcare, Miinchen
J.T. Baker, Deventer, Holland
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Invitrogen, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
GE Healthcare, Miinchen
Sigma Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Chemicon International, Hofheim
Roth, Karlsruhe

Sigma Aldrich, Deisenhofen
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Paesel+Lorei, Hanau



2. Material und Methoden

Trypton Sigma Aldrich, Deisenhofen
Tween 20 Serva, Heidelberg

100bp DNA Leiter Invitrogen, Karlsruhe

1kbp DNA Leiter Invitrogen, Karlsruhe

2.1.3. Gebrauchsfertige Reaktionssysteme (“Kits*)

Cell-Line Nucleofector™ Kit: Amaxa, Koln
ECL™-Western-Blotting Reagenz GE Healthcare, Miinchen
EndoFree Plasmid Maxi Kit Qiagen, Hilden

2.1.4. Zelllinien

Fiir die vorliegende Arbeit wurden die in Tabelle 6 aufgelisteten Zelllinien verwendet.

Tabelle 6: Verwendete Zelllinien

Zelllinie Zellursprung Referenz

L1236 B-Zelle, Wolf et al., 1996

Hodgkin-Lymphom
L591 B-Zelle, Diehl et al., 1982

Hodgkin-Lymphom
L428 B-Zelle, Schaadt et al. , 1979

Hodgkin-Lymphom

2.1.5. Plasmide und Bakterienstimme

Zur Transformation der Plasmide, die in Tabelle 7 aufgefiihrt sind, wurde der Bakterienstamm
E. coli XL1-Blue (Genotyp: recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac (F"proAB
lacl’ZAM15 Tnl0 (Tet")) aus der Stammsammlung der Arbeitsgruppe verwendet. Alle ver-

wendeten Vektoren wurden nach Anweisung des Herstellers (ABI/Applied Biosystems, Wei-
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terstadt) mit dem Primer M13rev sequenziert. Die Oligonukleotide fiir die Klonierungen und

die Sequenzierungen wurden vom IBA, Gottingen bezogen.

Tabelle 7: Verwendete Plasmide

Vektor Bezugsquelle

pSUPERneo OligoEngine, Seattle, WA, USA

PSUPERneoSTATGsi | Eco RI / Hind III- Fragment des Vektors pSUPERneoSTATGsi, der eine
STAT6-spezifische Oligonukleotid-Sequenz enthilt in den Vektor pSUPER-

neo:

(GATCCccatggcgcaccgtttgaggatTCAAGAGAtcctcaaacggtgegcecattttttggaaaA).

2.1.6. Antikorper
Die Primir- und Sekundérantikorper fiir die Proteindetektion im Immunoblot sowie die Anti-

korper zur Analyse zellbiologischer Parameter, die in dieser Arbeit Verwendung fanden, sind

in den Tabellen 8-10 aufgelistet.

Tabelle 8: Verwendete Antikorper fiir die Proteindetektion im Immunoblot

Antikorper | Verdiinnung Spezifitit Bezugsquelle

STAT6 1:1000 Monoklonaler BD Transduction
Antikorper Laboratories, Lexington,
(Maus) UK

Aktin 1:5000 Monoklonaler Chemicon International,
Antikorper Hotheim
(Maus)

Maus-HRP 1:2000 Polyklonaler Santa Cruz Biotechnology,
Antikorper Santa Cruz, CA, USA
(Ziege)
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Tabelle 9: Verwendete Antikorper fiir die Anwendung in der Zellkultur (Analyse der Zell-
Oberflaichenmarker)

Antigen Spezifitit Bezugsquelle

Isotyp- monoklonal Maus | Diaclone, Gielen

Kontrolle IeG

PE/FITC

CD20-FITC monoklonal Maus | Becton Dickinson,
IeG Heidelberg

CD21-FITC monoklonal Maus | Immunotech, Marseille, Frankreich
IeG

CD40-FITC monoklonal Maus | Serotec, Diisseldorf
IeG

CD45-FITC monoklonal Maus | Immunotech, Marseille, Frankreich
IeG

CD95-FITC monoklonal Maus | Immunotech, Marseille, Frankreich
IeG

CD19-PE monoklonal Maus | Becton Dickinson, Heidelberg
IeG

CD22-PE monoklonal Maus | Becton Dickinson,
IeG Heidelberg

CD25-PE monoklonal Maus | Immunotech, Marseille, Frankreich
IeG

CD30-PE monoklonal Maus | Immunotech, Marseille, Frankreich
IeG

CD54-PE monoklonal Maus | Serotec, Diisseldorf
IeG

Tabelle 10: Verwendete Antikorper fiir die Anwendung in der Zellkultur (Apoptose-Assay)

Antikorper | Konjugat | Bezugsquelle
o-CD95 PE Immunotech, Marseille, Frankreich

AnnexinV | FITC Becton Dickinson, San Jose, CA, USA
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2.2. Zellbiologische Analysen

2.2.1. Zellkultur

Durchfiihrung:

a) Kultivierung von Suspensionszellen:

Die verwendeten cHL-Zelllinien (1428, 1.591, L1236) wurden in RPMI-1640 Medium, dem
50 U/ml Penicillin G, 50 mg/ml Streptomycin, 2mM L-Glutamin und zusétzlich 10% fotales
Kilber-Serum zugesetzt wurde, steril bei 37°C in 5%CO,-haltige Atmosphére kultiviert. Je
nach Zelldichte fanden 25cm>-,75 cm?, oder 175 cm? —Zellkulturflaschen mit Beliiftungsklap-
pe Verwendung. Die Dichte der Zellen lag zwischen 3x10°- 5x10° Zellen/ml. Die Hiufigkeit
des Wechsels des Ndahrmediums variierte nach der Proliferationsrate und der Stoffwechselak-

tivitdt der jeweiligen Zelllinie.

b) Zellzahlbestimmung:

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte in einer Neubauer-Zihlkammer. Von der Zellsuspensi-
on wurden 10 ul 1:1 mit Trypanblau-Losung versetzt und 10 ul in die Neubauer-Zahlkammer
gegeben. Bei bekanntem Volumen der Zdhlkammer ermoglicht das System die Bestimmung
der Zellzahl pro ml. Das Auszéhlen der Zellen erfolgte unter Zuhilfenahme eines Mikroskops.
Die Zellmembran toter Zellen ist im Gegensatz zu der der lebenden Zellen fiir den Farbstoff
Trypanblau permeabel. Eine Firbung der Zellen mit Trypanblau ermoglichte dementspre-

chend die Unterscheidung lebender von toten Zellen.

c¢) Kryokonservierung und Auftauen von Zellen:

Fiir die Kryokonservierung wurden ca. 5x10° Zellen (in gutem Allgemeinzustand und in der
logarithmischen Wachstumsphase) bei 4°C und 750rpm fiir 5Smin zentrifugiert. Anschlieend
wurde das Medium abgenommen und in 1,5ml Einfriermedium bestehend aus 90% FBS
und10% DMSO resuspendiert. Die Zellsuspension wurde in Einfrierrohrchen iiberfiihrt und in
einer Einfrierbox fiir 24h bei -80°C eingefroren. Das in der Einfrierbox enthaltene Isopropa-
nol ermdglichte das Abkiihlen der Zellsuspension um 1°C pro Minute und verhinderte zu-
sammen mit dem im Einfriermedium enthaltenem DMSO eine Zerstorung der Zelle durch zu

schnelle Eiskristallbildung. Die Langzeitlagerung erfolgte dann bei -150°C.
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Zum Auftauen der Zellen wurden die Zellen in ein Wasserbad bei 37° gestellt. Im Anschluss
erfolgte ein Waschritt zur Verhinderung zytotoxischer Schritte durch das DMSO. Dafiir wur-
de die Zellsuspension in 10ml Zellkulturmedium {iiberfithrt und 5 min bei 750rpm zentrifu-
giert. Das Zellsediment wurde zur weiteren Kultivierung in einer entsprechenden Menge

Zellkulturmedium resuspendiert und in eine Zellkulturflasche iiberfiihrt.

d) Etablierung von Zellklonen:

Nach der Transfektion mit dem Vektor pSUPERneoSTAT6si oder pSUPERneo wurden die
cHL-Zellen in RPMI 1640 komplett kultiviert, dem 1 mg/ml Geneticin (G418) zugefiigt wur-
de. Die Antibiotikaresistenz diente dabei als Selektionsmarker, um transfizierte Zellen von

nicht transfizierten Zellen zu unterscheiden.

2.2.2. Transfektion

Bei der Transfektion handelt es sich um eine Standardtechnik der Molekularbiologie zur Ein-
schleusung von heterologer DNA in eukaryontische Zellen.

Entwickelt wurde die Methode der Transfektion von McCutchan und Pagano, die mit Diethy-
laminoethyl transfizierten (1968), gefolgt von Arbeiten mit der Calcium-Phosphat-Technik
(Graham und van der Eb, 1973), einer immer noch weit verbreiteten Methode. Hiufig ange-
wandte Techniken der Transfektion beruhen auf mechanischen, elektrischen oder chemischen

Methoden, wovon einige in Tabelle 11 aufgelistet sind.

Tabelle 11: Ubersicht wichtiger Transfektionsmethoden

Chemisch Physikalisch

Lipofektion (Felgner et al., | Elektroporation/ Nukleofektion
1987) (Neumann et al., 1982)

Calcium-Phospat (Graham und | Mikroinjektion (Cappeci, 1980)
van der Eb, 1973)
DEAE-Dextran ~ (McCutchan | Ballistik
und Pagano, 1968)
Druck
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Fiir lymphatische Zellen erwiesen sich allerdings die physikalischen Transfektionsmethoden
der Elektroporation und Nukleofektion als effizient (Andreason, 1993; Fouillard, 1996; Lur-
quin, 1997), wihrend mildere Methoden keine Erfolge erbrachten.

Die Effizienz der Transfektion wird von unterschiedlichen Faktoren beeinflusst (s. Tabelle
12), die sowohl fiir die Elektroporation als auch fiir die Nukleofektion gelten. Um maximale
Transfektionseffizienzen zu erreichen miissen alle diese Parameter fiir den jeweiligen Zelltyp
optimal eingestellt werden.

Grundsitzlich unterscheidet man eine transiente Expression von einer stabilen Expression der
Gene in der Zielzelle. Bei der stabilen Transfektion wird ein Teil der transfizierten DNA in
das Genom eingebaut , das fremde Gen kann anhaltend transkribiert und translatiert und so in
ein Protein iibersetzt werden. Bei der transiente Transfektion findet eine Expression der frem-

den DNA nur zeitlich begrenzt statt.

Tabelle 12: Parameter, die die Effizienz der Elektroporation maigeblich beeinflussen

Faktoren Beeinflussungsmaoglichkeit

Einstellung Elektroporator Stirke des elektrischen Feldes

Dauer des elektrischen Impulses

Temperatur vor/nach Puls
Elektroporationsmedium Zusammensetzung
DNA Qualitdt (Endotoxingehalt/ Rein-
heit)
Konzentration

Durchfiihrung:

a) Elektroporation:

Bei der Elektroporation wird durch das Anlegen eines oder mehrerer, aufeinander folgender
elektrischer Impulse die Permeabilitit der Zellmembran kurzfristig erhoht und fiir DNA-
Molekiile durchgingig (Neumann et al., 1982).

Am Tag vor dem eigentlichen Versuch wurden die Zellen in einer Zelldichte von 5x10° Zel-
len/ml in frisches Medium aufgenommen, so dass sie sich fiir die Elektroporation in logarith-

mischer Wachstumsphase befanden.
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12h spiter wurden die Zellen pelletiert, wobei die Zentrifuge vorgekiihlt war (4°C). Nach ei-
nem Waschschritt mit gekiihltem Medium wurden pro Ansatz 1x10 Zellen in 500ul RPMI
mit 25mM HEPES aufgenommen, entsprechend einer Konzentration von 2x10’ Zellen/ml.
Die erforderliche Zellmenge wurde mit 5-13 ug der jeweiligen Plasmid-DNA gemischt (ma-
ximal 20ug Gesamt-DNA-Menge). Das DNA-Zellgemisch wurde in die eisgekiihlte Elektro-
porationskiivette iiberfithrt und elektroporiert (Elektroporationsbedingungen fiir die [428:
Spannung von 250V; Kapazitit 1650uF).

Anschliefend wurde der Kiivetteninhalt mit einer Pasteurpipette in eine kleine Zellkulturfla-
sche (10ml) mit 8ml RPMI komplett/ 10mM HEPES (angewirmt auf Raumtemperatur) iiber-
fiihrt. Die weitere Kultivierung erfolgte bei 37°C, 5%CO, im Inkubator. Um die Effizienz der
Transfektion zu bestimmen, wurde bei allen Reaktionen ein Ansatz mit Spg EGFP-Plasmid
transfiziert und die Proteinexpression erstmals nach 6h unter dem Fluoreszenzmikroskop so-
wie nach 24h durchflusszytometrisch und im Fluoreszenzmikroskop analysiert.

Bei dem Green Fluorescent Protein (GFP) handelt es sich um ein Protein der Qualle Aequora
victoria, das bei entsprechender Anregung fluoresziert und sowohl im Fluoreszenzmikroskop
als auch durch FACS-Analyse nachgewiesen werden kann, ohne dass eine Antikorperfarbung
erforderlich ist. Es ist kein Substratumsatz nétig, da es sich bei dem Genprodukt selbst um

einen fluoreszierenden Farbstoff handelt.

b) Nukleofektion:

Bei der Nukleofektion handelt es sich um eine neuere Variante der Elektroporation.

Die DNA soll durch die Kombination spezifischer Puffer und elektrischer Parameter direkt in
den Zellkern eingebracht werden. Bei dieser speziellen Form der Elektroporation erfolgt nicht
nur ein Spannungsimpuls wie bei der Elektroporation, sondern es werden eine Reihe komple-
xer Spannungsmuster erzeugt. In Verbindung mit unterschiedlichen Puffersystemen ergibt
sich so eine Vielzahl moglicher Transfektionsbedingungen (s. Tabelle 13).

Besonders vorteilhaft scheint diese Methode fiir primére Zellen und schwer zu transfizierende
Zelllinien zu sein. Die genaue Zusammensetzung der Puffer und Einzelheiten der Programme
sind durch die Herstellerfirma Amaxa nicht freigegeben und konnen daher leider nicht ange-

geben werden.
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Tabelle 13: Schema zur Optimierung der Nukleofektion

Programm: Losung R Losung T Losung V
1 A-23 A-23 A-23
2 A-27 A-27 A-27
3 T-20 T-20 T-20
4 T-27 T-27 T-27
5 T-16 T-16 T-16
6 T-01 T-01 T-01
7 G-16 G-16 G-16
8 0-17 O-17 0-17

Am Vorabend der geplanten Nukleofektion wurden die Zellen in frisches Medium aufge-
nommen, wobei die Zelldichte dabei den Bedingungen der Elektroporation entsprach (5x10°
Zellen/ml). Die Zellen sollten sich fiir den Versuch wieder in ihrer logarithmischen Wachs-
tumsphase befinden. Die benotigte Anzahl von Zellen, 1x10°%- 1x10 Zellen pro Ansatz, wur-
den pelletiert (Zentrifugation 10 min bei 200xg) und einmal mit PBS gewaschen.

Danach resuspendierte man die Zellen in der gewiinschten Nukleofektionslosung (Losung R,
T oder V) bei RT, wobei die Konzentration 1x10°1x10’ Zellen/100 ul betrug, und mischte
die Zellsuspension mit der jeweiligen Plasmid-DNA (Menge s. Elektroporation). Fiir den Puls
wurden 100ul des Zell/DNA-Gemisches in die Nukleofektionskiivetten gegeben, verschlossen
und in den Nukleofektor inseriert. Das gewiinschte Programm wurde gewéhlt. Die Wahl des
Programmes und der Nukleofektionslosung erfolgte nach dem Schema aus Tabelle 13, mit
dem Ziel fiir jede Zelllinie die optimalen Nukleofektionsbedingungen zu ermitteln. Um die
Zellen nach dem Impuls mit den Plastikkiivetten in die 12-well-Platte zu iiberfiihren, gab man
erst 500ul RPMI komplett (vorgewdarmt) zu den Kiivetten. Die anschlieBende Kultivierung
erfolgte wie gehabt (37°C, 5%CO,). Nach 6h wurden die Zellen nach Transfektion von EGFP
erstmals unter dem Fluoreszenzmikroskop beurteilt, nach 24h erfolgt die durchflusszytometri-

sche und erneute mikroskopische Analyse der Transfektionseffizienzen.
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2.2.3. Durchflusszytometrische Analyse

Bei der Durchflusszytometrie, auch FACS (engl.: fluorescense activated cell sorting) genannt,
handelt sich um eine Methode zur Quantifizierung mehrerer physikalischer und Fluoreszenz-
Parameter einzelner Zellen in einer grofleren Zellpopulation. Die Zellen wandern in einem
Fliissigkeitsstrom durch einen Laserstrahl. Die Absorption und Reflektion von Licht wird
gemessen, ebenso wie die Fluoreszenzen, die die Zellen emittieren. Aus diesen Parametern
berechnet sich dann die Grofle, Granularitidt und optische Dichte der Zellen. Die Farbung mit
spezifischen Antikorpern, die mit fluoreszierenden Farbstoffen (FITC- oder PE-konjugiert)
markiert sind, erlaubt den Nachweis der Expression bestimmter Molekiile auf und in der Zel-
le, auBBerdem l&sst sich mittels Annexin V-Markierung Apoptose detektieren.

Wihrend frithen Apoptosestadien finden Verdnderungen an der Zellmembran statt, unter an-
derem kommt es zur Translokation von Phosphatidylserin (PS) von der zytoplamatischen In-
nenseite an die AuBenseite der Membran. Annexin V hat als Ca**-abhingiges, Phospholipid-
bindendes Protein eine hohe Affinitit fiir PS und dient dementsprechend als Sonde fiir die PS-
Exposition auf der Membranauf3enseite.

Der FACScan ist in der Lage, mehrere Fluoreszenzen gleichzeitig zu detektieren, was Dop-
pelfarbungen mit Antikorpern gekoppelt an unterschiedliche Fluorochrome ermoglicht. Die
Ergebnisse werden als Histogramme oder Punkt-Plots in der Auswertungs-und Aufnahme-

software dargestellt.

Durchfiihrung:

a) ohne Antikorperfiarbung:

Bei den EGFP-exprimierenden Zellen, die bereits einen fluoreszierenden Marker tragen, war
keine zusitzliche Antikorperfarbung erforderlich.

Ein Aliquot der zu untersuchenden Zellen wurde mit 2ml FACS-Puffer in Sml-
Rundbodenrohrchen iiberfiihrt und zentrifugiert (750rpm, 4°C, Smin). Das entstandene Pellett
wurde in 500ul FACS-Puffer resuspendiert.

Die Proben wurden auf Eis aufbewahrt und kurz vor der Messung Sul Propidiumjodid (Ver-
hiltnis 1:100) zugegeben.

Propidiumiodid diente als Marker fiir tote Zellen. Durch die Membrandysfunktion toter Zellen
kann das Propidiumiodid in den Zellkern eindringen und zu einer Interkalation mit der DNA

fithren. Im FACS-SCAN ist dies durch stirkere Fluoreszenz nachweisbar.
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Alle durchflusszytometrischen Analysen erfolgten mit Hilfe der FACScalibur®, Cellquest

Software®.
FACS-Puffer: 1xPBS (pH 7,4)
0,5% (w/v) BSA
Sterilfiltern des Puffers.
b) mit Antikorperfarbung:

Wie bei der Vorgehensweise ohne Antikorperfarbung wurde die erforderliche Anzahl Zellen
(1-5%10"/ ml) erst mit 2ml FACS-Puffer in 5ml-Rundbodenrshrchen iiberfiihrt und zentrifu-
giert (750rpm, 4°C, 5min). Der Uberstand wurde entfernt und das erhaltene Zellpellet an-
schlieBend fiir 15min mit einem Fluorochrom-markierten Antikorper inkubiert. Das Firbevo-
lumen betrug 50ul, wobei die Menge des eingesetzten Antikorpers den Herstellerangaben
entsprach, meist Sul (Verdiinnung 1:10). Die Inkubation erfolgte auf Eis und im Dunklen.

Nach der Inkubation wurden die Zellen in 1ml FACS-Puffer gewaschen, bei 250xg zentrifu-
giert und der Uberstand abgesaugt. Wie unter a) vermerkt, wurden die Zellen wiederum in
500ul FACS-Puffer aufgenommen und vor der Analyse 5ul Propidiumiodid (1:100) hinzu

gegeben. Die Aufbewahrung erfolgte auf Eis und zusitzlich vor Licht geschiitzt.

c) Apoptose-Assay:

Zur Quantifizierung der Induktion von Apoptose durch die Hemmung der STAT6-Expression,
wurden die Zellen in einer Zelldichte von 5x10°/ ml eingesetzt. In frithen Apoptosestadien
kommt es iiber Verdnderungen der Membranintegritit zu einer Translokation von Phospati-
dylserin von der Innen- auf die AuBlenseite der Zellmembran. Die FACS-Analyse erfolgte
nach Firbung der Zellen mit Annexin V, einem Ca2+—abhéingigen, Phospholipid-bindenden
Protein mit hoher Affinitét fiir Phosphatidylserin (s. Antikdrperfarbung). Die mittleren Fluo-
reszenzintensititen fiir Annexin V wurden nach Inkubation der Zellen mit 100ng/ml a-CD95
Antikorper, bzw. Isotypkontrolle oder einer Behandlung der Zellen mit dem Protein-Kinase-

Inhibitor Staurosporin iiber 24h in einer Konzentration von 1uM bestimmt.
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2.2.4. Proliferations-Assay

Um quantitative Aussagen iiber das Wachstumsverhalten von Zellen in Zellkulturen machen
zu konnen, wurde die Zelldichte zu bestimmten Zeitpunkten bestimmt, um daraus die Zell-
verdopplungszeiten zu ermitteln. Die Zelldichte wurde in einem automatischen Zellzdhl-Gerit
(Casy® cell counter, Schirfe-System, Reutlingen) bestimmt. Der verwendete

Casy®ton-Puffer (isotonische Salzlosung) wurde nach Angaben des Herstellers hergestellt.

Casy®ton-Puffer: Natriumchlorid 7,93g/1
EDTA-Dinatriumsalz 0,38g/1
Kaliumchlorid 0,4g/1
Natriumdihydrogenphosphat 0,19¢g/1
Dinatriumhydrogenphosphat 1,95g/1
Natriumfluorid 0,3g/1.

Durchfiihrung:

Die Zelldichte der fiir den Versuch vorgesehenen Zellen wurde 24h vor der ersten Messung
bestimmt. Dann wurden die Zellen pelletiert und in einer Zelldichte von 3x10°/ml in 6ml
RPMI 1640 komplett in einer kleinen 10-ml-Zellkulturflasche wieder aufgenommen und kul-
tiviert. Die erste Messung erfolgte nach 24h, weitere zu den Zeitpunkten 48h, 72h und 96h.
Fiir jede Messung wurden die Zellen 1:500 mit Casy®ton Puffer verdiinnt. Bestimmt wurde
neben der Gesamtzahl der Zellen/ml, die absolute Zahl und der relative Anteil der toten Zel-
len. Insgesamt wurden drei Messreihen durchgefiihrt, wobei jeweils die verschiedenen 1428
Zellklone aus der letzten Analyse wieder in eine einheitliche Zelldichte von 3x10°/ml einge-

setzt wurden.
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2.3. Proteinbiochemische Analysen

2.3.1. Proteinisolation

Der Lipidanteil von Zellmembranen wird durch das Reagenz NP-40 des RIPA-Puffers ange-

griffen und die Proteine freigesetzt (Helenius et al., 1979).

Durchfiihrung:

Fiir die Proteinisolation wurde die Zellzahl bestimmt und die als Pellet geernteten Zellen in
RIPA-Puffer resuspendiert. Man bendétigte circa 100ul frisch angesetzten kompletten RIPA-
Puffer fiir 1x10” Zellen. Das resuspendierte Pellet wurde nach ordentlichem Durchmischen
zweimal fiir jeweils Smin im Ultraschallbad bei 4°C beschallt. Zwischen den Beschallungen
erfolgte ein 10miniitiger Inkubationsschritt auf Eis. Im Anschluss wurden die Proben dann
bei 15000rpm auf 4°C gekiihlt abzentrifugiert. Ein Aliquot des Uberstandes wurde in der Pro-
teinbestimmung eingesetzt (s. Kapitel 2.2.8.). Die Lagerung der Proteine erfolgte bei -80°C.

RIPA-Puffer: 1xPBS (pH 7.4)
1% (v/v) Nonidet P-40
0,5% (w/v) Natriumdeoxycholat
0,1% (w/v) SDS,
frisch zugeben:
10uM PMSF
ImM Natriumvanadat

Proteinaseinhibitor-Mix (complete mini, Fa. Roche).
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2.3.2. Proteinbestimmung nach Bradford

Die Proteinbestimmung wurde nach dem Protokoll von Bradford im Doppelbestimmungsver-

fahren durchgefiihrt (1976).

Durchfiihrung:

Jeweils 2ul Proteinlysat (s. Kapitel 2.2.7.) wurden mit A. bidest 1:500 verdiinnt. In die Kiivet-
ten wurde 200ul Bradford-Losung (Protein-Assay, Bio-Rad, Miinchen) vorgelegt und die ver-
diinnten Proben hinzu gegeben (Verhiltnis 5:1), gut gemischt, um anschlieBend 15min bei RT
zu inkubieren. Die Extinktion wurde bei einer Wellenldnge von 595 nm im Photometer ge-
messen, wobei zur Berechnung der Proteinkonzentration (ug/ml) eine Standardeichkurve mit

verschiedenen Konzentrationen BSA diente.

2.3.3. SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese (SDS-Page)

In der denaturierenden Gel-Elektrophorese werden Proteine nach ihrem Molekulargewicht
aufgetrennt, wobei die verwendeten Reagenzien die Sekundir- und Tertidrstruktur denaturie-
ren und somit keinen Einfluss auf die Mobilitit der Proteine mehr ausiiben konnen (Lammli,

1970).

Durchfiihrung:

Das Trenngel wurde nach Rezept gegossen und mit Isopropanol iiberschichtet. Nach der Po-
lymerisation, die circa 30 min benétigte, wurde das Isopropanol abgegossen, mit ddH,O ge-
spiilt und das restliche Wasser mit einem Filterpapier abgesaugt. Das Sammelgel wurde nach
Rezept liber das Trenngel gegossen, sowie ein 10-Taschenkamm eingesetzt. Trenn-und Sam-
melgel hatten eine Dicke von 0,75mm.Von den Zelllysaten (s. Kapitel 2.2.7.) wurden wahl-
weise 30ug, 10ug oder 3,3 ug an Proteinmenge eingesetzt, die sich aus der Bradford-Analyse
ergeben haben (s. Kapitel 2.2.8.), wobei die Proben wihrend der gesamten Vorbereitungszeit
auf Eis gehalten wurden. Die berechnete Menge SDS-Liammli-Puffer (Verhiltnis 1:1) bzw.
bei groBeren Volumina 1:3 mit 4fach Probenpuffer (Roti®-Load, Roth, Karlsruhe) wurde zu
den Proben gegeben, die dann vor dem Auftragen 5 min bei 95°C denaturiert und kurz an-

zentrifugiert wurden. Zum spiteren Grofenvergleich der Proteinbanden wurde neben den
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Proben auch ein Protein-Molekulargewichtsstandard (Full Range Rainbow Molecular Weight
Marker, GE Healthcare, Miinchen) mitgefiihrt Molekulargewichte untersuchte Proteine (s.
Tabelle 14). Die Kammer wurde mit Laufpuffer gefiillt. Die Elektrophorese erfolgte bei einer
konstanten Stromstidrke von 35mV, einer maximalen Spannung von 180 V {iber einen Zeit-
raum von circa 1,5h, mit leichter Variation der Laufzeit in Abhingigkeit von der Wanderge-

schwindigkeit des Markers und der Lauffront des Probenpuffers.

Trenngel 11% : 2,5ml Trenngelpuffer (1M Tris pH 8,8)
2,8ml Acrylamid/Bisacrylamid 40%
4,7ml A. bidest
0,1ml SDS 10%
0,04ml APS 10%
0,013ml TEMED.

Sammelgel 5%: 1,25ml Sammelgelpuffer (1M Tris pH 6,8)
0,25ml Acrylamid/Bisacrylamid 40%
3,125ml A.bidest
0,045ml SDS 10%
0,02ml APS 10%
0,008ml TEMED.

SDS-Lammli-Puffer (2x): 100mM Tris/HCL pH 6,8
100mM DTT
4% (wlv) SDS
20% (v/v) Bromphenolblau.

Laufpuffer (1x): 25mM Tris
192mM Glycin
1% (w/v) SDS.
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Tabelle 14: Molekulargewichte der untersuchten Proteine

Protein Molekulargewicht
STAT6 100kDa
Aktin 42kDa

2.3.4. Western-Blot-Analyse

Bei der Western-Blot-Analyse handelt es sich um eine Methode zur Ubertragung von Protein-
banden aus einem Elektrophoresegel auf eine Tragermembran aus Nitrozellulose. Im SDS-Gel
(s. Kapitel 2.2.9.) liegen die Proteine in negativ geladener Form vor, im Spannungsfeld wan-
dern sie in Richtung Kathode und werden dabei auf einer Membran fixiert. Die Bindung der
Proteine an der Membran ist unspezifisch. Im Anschluss konnen die so immobilisierten Prote-
ine mit Antikdrpern markiert werden, wobei der erste Antikorper spezifisch gegen das Prote-
in, das von Interesse ist, gerichtet wird. Gewonnen wird der Erstantikorper meist durch Im-
munisierung von Kaninchen oder Ziegen. Der Zweitantikorper bindet spezifisch an den Erst-
antikorper und ist auBerdem Enzym markiert. Reaktionen, die von diesen Enzymen katalysiert
werden, ermoglichen so eine Visualisierung, zum Beispiel in Form einer Chemilumineszenz

(Gershoni und Palade, 1983; Towbin et al., 1979).

Durchfiihrung:

a) Transfer von Proteinen auf eine Nitrozellulosemembran:

Die Stocklosung des Transblotpuffers wurde mit ddH»0 auf einfache Konzentration verdiinnt
und unter dem Abzug Methanol fiir eine Endkonzentration von 15% erginzt. Der Transfer der
aufgetrennten Proteine auf eine Nitrozellulosemembran (Hybond-C-extra, GE Healthcare,
Miinchen) wurde mittels Nassblotverfahren durchgefiihrt. Hierzu wurden folgende Kompo-
nenten (in Transferpuffer getrdnkt) auf ein Tréagergestell geschichtet unter Vermeidung von

Lufteinschliissen:
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Kathode (Minuspol)
Schwamm

drei Lagen Filterpapier
SDS-Gel
Nitrozellulosemembran
drei Lagen Filterpapier
Schwamm

Anode (Pluspol).

Der Transfer der Proteine auf die Membran erfolgte in einer mit Transferpuffer gefiillten
Kammer mit voreingestellten Geridteparametern (Spannung 0,1kV, Stromstidrke 300mA, Leis-
tung 300W) im elektrischen Feld bei einer Temperatur von 4°C iiber 4h. Zur Konstanthaltung
der Temperatur wurden Puffer und Kiihlaggregat nach 2h erneuert.

Nach dem Transfer wurden die Proteine auf der Membran durch 3miniitige Inkubation in
Ponceau S-Losung fiir eine Minute reversibel angefidrbt, um einen ersten Anhalt fiir Transfer-
effizienz und eventuelle Konzentrationsunterschiede zu erhalten. Eine vollstindige Entfér-

bung der Membran wurde durch Waschen der Membran mit TBS-Tween erreicht.

Transferpuffer (1x) pH 8,3: 25mM Tris
192mM Glycin
15% (v/v) Methanol.

Ponceau-S-Losung: 5% (v/v) Eisessig

0,5% (w/v) Ponceau S.

b) Immundetektion:

Bei der Immundetekion handelt es sich um den Proteinnachweis mittels spezifischer Antikor-
per. Vor der Bindung des Erstantikorpers wurde die Membran nach dem Transfer (s. Kapitel
2.10.1.) in TBS-T gespiilt und eine Stunde in 5% MP (Amersham Blocking Agent)/TBS-T
geschwenkt, um unspezifische Bindungsstellen abzusittigen. Fiir die Immundetektion wurden
die Antikorper verdiinnt (1% Milchpulver-TBS-T) (s. Tabelle 8) und die Membran darin bei
4°C iiber Nacht auf dem Kippschiittler inkubiert. Eine Ausnahme bildete dabei die Aktin-
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Farbung, da dieser Erstantikorper nur 1h und bei RT inkubiert werden musste. Im néchsten
Schritt wurde die Membran 3x10 min in TBS-T gewaschen. Der Zweitantikorper wurde ver-
diinnt (s. Tabelle 8) und eine Stunde bei RT auf die Membran gegeben. Wie zuvor wurde die

Membran 3x10 min in TBS-T gewaschen.

c¢) Detektion mit dem ECL-System:

Um die spezifisch gefdrbten Proteinbanden sichtbar machen zu koénnen, wurde eine ECL-
Western-Blotting Reagenz verwendet, wobei es sich um das Substrat fiir die an den Sekunda-
rantikorper gekoppelte Peroxidase handelt. Chemilumineszenz ist die Folge einer Reaktions-
kette, die durch die antikorpergebundene Peroxidase initiiert wird (Durrant 1994). Die Detek-
tion der Chemilumineszenz erfolgt durch Auflegen von autoradiographischen Filmen.

Beide Komponenten der ECL-Western-Blotting Reagenz (Losung A und B) wurden zu glei-
chen Anteilen gemischt, wobei pro Filter 4ml auf die Membran gegeben wurde. Die Inkubati-
onszeit betrug 1min bei RT. Danach wurden die Filter in einer Filmkassette befestigt und vor-
her das iiberschiissige ECL entfernt. In der Dunkelkammer erfolgte das Einlegen des Filmes.
Die Belichtungszeiten variierten nach der Stirke der zu erwartenden Proteinbanden, wobei

Standardbelichtungszeiten eine Minute, zwei Minuten und fiinf Minuten waren.

d) Losung von spezifischen Bindungen (“Strippen):

Verwendet man eine Membran nicht nur fiir eine einzige Antikorperfarbung, so besteht die
Notwendigkeit spezifische Bindungen zu 16sen, um restliche Signalintensititen der vorherge-
henden Firbung bei der spiteren Filmentwicklung zu verhindern.

Hierzu wurde die Membran 3x15 min in TBS-T 1x gewaschen. Die Re-Blot-Plus-Mild-
Losung (Chemicon, Hofheim) wurde mit A.bidest auf einfache Konzentration verdiinnt, wo-
bei pro Membran 15ml Re-Blot-Plus-Mild 1x eingesetzt wurden. Die Inkubationszeit der
Membran in dieser Losung betrug bei Raumtemperatur 30min. Im Anschluss erfolgte ein wei-
terer Waschschritt iiber 15min in TBS-T 1x.Eine Aufbewahrung der Membran vor erneuter
Verwendung erfolgte entweder in TBS-Tween im Kiihlschrank bei 4°C oder im getrockneten

Zustand bei Raumtemperatur.



2. Material und Methoden

TBS (1x) pH 7,6: 20mM Tris Base
137mM Natriumchlorid.
TBS-Tween (1x) pH 7,6: 1xTBS

0,1% (v/v) Tween-20.

2.4. Molekularbiologische Analysen

Die Plasmid-DNA, die fiir die Nukleofektions- und Elektroporationsversuche verwendet wur-
de, musste im Vorfeld der Versuche durch Transformation kompetenter Bakterien und an-
schlieBender Isolation der hochreinen Plasmid-DNA mittels Qiagen Plasmid-Kits gewonnen

werden.

2.4.1. Transformation von E.coli-Zellen

Die Einfiihrung von Plasmid-DNA in die Bakterienzellen bezeichnet man als Transformation,
basierend auf der Methode von Dagert und Ehrlich (1979). Verwendet werden E.coli-
Stamme, die einer physikalischen und/oder (u/o) chemikalischen Behandlung unterzogen
wurden, um ihre Fihigkeit DNA in ihr Inneres aufzunehmen zu verstirken. Man bezeichnet
diese Bakterienstimme als kompetent. Zur Selektion der Transformanden plattiert man die
Zellen auf LB-Selektionsagar, das ein Antibiotikum enthilt (Ampicillin 50ng/ml bzw. Kana-
mycin 20ng/ml), da die Plasmide eine Antibiotikaresistenz als selektierbaren Marker enthal-

ten.

Durchfiihrung:

Nach dem Auftauen der chemisch kompetenten Zellen (50ul/Ansatz) auf Eis, wurde ca.
100ng Plasmid-DNA dazu gegeben und das Gemisch fiir 30min auf Eis inkubiert. Es folgte
ein Hitzeschock bei 42°C fiir 45s, danach wurden die Zellen sofort wieder auf Eis gestellt. Es
wurde 250ul SOC-Medium/Ansatz auf die Zellen gegeben und eine Stunde bei 37°C schiit-
telnd inkubiert. AbschlieBend erfolgte ein Ausplattieren des Transformationsansatzes (25ul
und 75ul) auf Selektionsagar (je nach Plasmidresistenz: Ampicillin 50pug/ml oder Kanamycin

10pg/ml) und die Inkubation bei 37°C iiber Nacht.
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2.4.2. Praparation von Plasmid-DNA

Bei der Isolation von hochreiner Plasmid-DNA mit Hilfe des Qiagen Plasmid-Kits (Qiagen,
Hilden) handelt es sich um eine schnelle und einfache Methode, um Plasmide aus einer Bakte-
rienkultur zu priparieren. Dem Aufschlussverfahren liegt ein modifizierter alkalischer Auf-

schluss (Birnboim und Doly, 1979) zu Grunde.

Durchfiihrung:

Von der bewachsenen Agarplatte wurde eine Einzelkolonie von einer Agarplatte entnommen
und als Starterkultur in 2-5ml LB-Medium, versetzt mit einem entsprechenden selektiven An-
tibiotikum in einer Konzentration von 1:1000, iiber acht Stunden bei 37°C schiittelnd (300
rpm) inkubiert. Als selektives Antibiotikum diente je nach Resistenz des jeweiligen Plasmids
Kanamycin oder Ampicillin. Nach Ablauf der Zeit wurde die Starterkultur circa 1:500 ver-
diinnt in 100ml frisches LB-Medium tiberfiihrt, das wiederum mit einem selektiven Antibioti-
kum 1:1000 versetzt wurde. Die Inkubation erfolgte iiber 12-16h wiederum bei 37°C schiit-
telnd (300 rpm). Als néchster Schritt erfolgte die Isolation der Plasmide mit Hilfe des En-
doFree Plasmid Maxi-Kits nach den Angaben der Fa. Qiagen. Die prizipitierte Plasmid-DNA
wurde in Endotoxin-freiem Wasser aufgenommen (Volumen abhingig von GroBe Prizipitat).

Die Konzentrationsbestimmung der DNA erfolgte im UV-Spektrometer bei einer Wellenlinge

von 260nm.

Luria-Bertani (LB)-Medium: Trypton 10g/1
Hefeextrakt 5g/1
NaCl 10g/1.

2.4.3. Konzentrationsbestimmung von Nukleinsdurelésungen

Die Nukleinsdurekonzentration in Losungen wurde photometrisch mit einem Spektralphoto-
meter in Quarzkiivetten durch Messung der Absorption bei 260nm bestimmt. Einer optischen
Dichte (OD);sp von 1 kann man folgende Referenz-Konzentrationen zugrunde legen

(Sambrook et al., 1989):
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doppelstrangige DNA: 50 pg/ ml
RNA: 40 pg/ ml.

Einen Anhalt fiir die Reinheit der DNA-L6sungen erhilt man durch die Beziehung der Ab-
sorptionswerte unterschiedlicher Wellenldngen. Fiir reine DNA gilt folgende Beziehung

(Sambrook et al. 1989): OD¢p:0D»g0=1,8.

Durchfiihrung:
Fiir die Konzentrationsbestimmung wurde die DNA 1:50 mit destilliertem Wasser verdiinnt.
Die Messung erfolgte in Quarzkiivetten bei einer Extinktion von 260nm im Spektrometer,

auBerdem wurde der OD»gy:0OD5go bestimmt.
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3. Ergebnisse

In H/RS-Zellen liegen verschiedene Signaltransduktionskaskaden konstitutiv aktiviert vor,
darunter der Jak/STAT-Signalweg (Cochet et al., 2006; Holtick et al., 2005; Kapp et al,.
1999; Kube et al, 2001; Skinnider et al., 2001; Skinnider et al., 2002 b). Im Rahmen dieser
Arbeit sollte ein Beitrag zu der noch unzureichend erforschten Frage geleistet werden, welche
Bedeutung STAT®6 fiir die Tumorentstehung- und Aufrechterhaltung im Hodgkin-Lymphom
hat.

Der Ergebnisteil der vorliegenden Arbeit gliedert sich in einen methodischen Teil (s. Kapitel
3.1. und 3.2.) sowie eine anschlieBende Analyse von Hodgkinzellen nach reduzierter STAT6-
Expression. Hierbei wurde das Proliferationsverhalten der Zellen, mogliche Verdnderungen
der Apoptoseresistenz sowie die Expression von spezifischen Zelloberflichenmarkern unter-
sucht (s. Kapitel 3.3.-3.6.). Hintergrund war die Notwendigkeit, methodische Grundlagen fiir
eine Nukleofektion als Moglichkeit des nichtviralen Gentransfers von cHL-Zelllinien zu etab-
lieren, um die Voraussetzung zu schaffen, durch Transfektion einer sShARNA gegen STAT6 die
Bedeutung dieses STAT-Familienmitglieds an mehreren cHL-Zellinien vergleichend analy-
sieren zu konnen. Insgesamt dienten die Ergebnisse des methodischen Teils iiber diese Arbeit
hinaus als Grundlage fiir verschiedenste transfektionsabhingige Versuche mit den untersuch-
ten cHL-Zelllinien. Daran anschlieBend wurden Experimente durchgefiihrt, mit dem Ziel der
Etablierung von Hodgkin-Zelllinien mit reduzierter STAT6-Expression. Die Reihenfolge der
Darstellung der Untersuchungsergebnisse des zweiten Teils dieser Arbeit ist vor allem den
funktionellen Aspekten der Analyse dieser STAT6-defizienten Zellen geschuldet und dient
der besseren Ubersichtlichkeit, auch wenn die Analysen groBtenteils zeitlich parallel erfolgt

sind.
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3.1. Einbringen von DNA in Hodgkinzellen: Nukleofektion der cHL-Zelllinien

L591 und L1236

In dem methodischen Teil der vorliegenden Arbeit sollten praktikable Nukleofektionsbedin-
gungen fiir die cHL-Zelllinien L591 sowie L1236 ermittelt werden. Diese Zelllinien waren
bisher mit herkdmmlichen Transfektionsmethoden nicht effizient zu transfizieren. Anders als
fiir die Zelllinie 1428 waren mittels Elektroporation keine zufrieden stellenden Ergebnisse zu
erlangen. Daher wurde in dieser Arbeit das von dem Hersteller Amaxa entwickelte Verfahren
der Nukleofektion als spezielle Variante der Elektroporation getestet.

Durch die Kombination spezifischer Puffer und elektrischer Parameter soll die DNA bei die-
ser Methode direkt in den Zellkern eingebracht werden. Bei dieser speziellen Form der
Elektroporation erfolgt nicht nur ein einzelner Spannungsimpuls wie bei der herkommlichen
Elektroporation, sondern es werden eine Reihe komplexer Spannungsmuster erzeugt. In Ver-
bindung mit unterschiedlichen Puffersystemen ergibt sich so eine Vielzahl moglicher Trans-
fektionsbedingungen, die jedoch im Detail zum Zeitpunkt der Durchfiihrung dieser Arbeit von
der Herstellerfirma Amaxa nicht freigegeben waren. Um diese Methode fiir diese Zelllinien
nutzbar zu machen, wurden verschiedene Transfektionspuffer (R, T und V) in Kombination
mit einer Vielzahl unterschiedlicher Nukleofektionsprogramme (A-23, A-27, T-20, T-27, T-
16, T-01, G-16, O-17) getestet. Um die Transfektionseffizienz bestimmen zu kénnen, wurde
ein pEGFP-Expressionsvektor als leicht nachweisbares Reportergen transfiziert. Bei dem
Genprodukt selbst handelt es sich um ein fluoreszierendes Protein. Die transfizierten Zellen
wurden im Anschluss an die Nukleofektion erstmals nach 6h sowie 24h unter dem Fluores-
zenzmikroskop beurteilt (Daten nicht gezeigt). Aullerdem erfolgte nach 24h die durchflusszy-
tometrische Quantifizierung der Fluoreszenzintensitdten und damit der Transfektionseffizienz

mittels FACS-Analyse.
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3.1.1. Quantifizierung der Transfektionseffizienzen

Entscheidend fiir die Beurteilung der unterschiedlichen Nukleofektionsbedingungen war die
in der FACS-Analyse ermittelte Transfektionseffizienz als Anteil EGFP-positiver Zellen (%
total) und Anteil lebender, EGFP-positiver Zellen (% gated) sowie andererseits die Viabilitit

als MaB der Uberlebensfihigkeit der transfizierten Zellen.
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Abbildung 4: Eine reprisentative Nukleofektion der Zelllinie L591 ist die Kombination aus Puffer V mit dem
Programm A-23: FACS-Auswertung 24h nach der Nukleofektion. Propidium-Iodid (PI) diente als Marker fiir
tote Zellen. a), b), c): graphische Darstellungen, d): Quadrantenstatistik (UL: engl.: upper left, UR: engl.: upper
right, LL: engl.: lower left, LR: engl.: lower right). Es wurden insgesamt 10000 Zellen aufgenommen. Gesetzte
Gates R1 und R2, weitere Erlduterung im Text.
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In Abbildung 4 sind Graphiken der FACS-Auswertung einer reprasentativen Nukleofektion
der L591 dargestellt, der Kombination aus Puffer V mit Programm A-23. Sie dienen der Ver-
anschaulichung wie die Werte fiir Viabilitdt und Transfektionseffizienz der Zelllinie L591
sowie der Zelllinie L1236 gewonnen wurden.

Bei der Analyse der Zellen dient das Setzen von elektronischen Gates der Abgrenzung von
Zellverbanden mit bestimmten Eigenschaften. Die Detektoren des Gerites erfassen die
Lichtsstreuung als Vorwirtsstreuung (engl.: forward scatter; FSC) in Relation zur Zellgrofle
und im rechten Winkel dazu als Seitwirtsstreuung (engl.: side scatter; SSC) in Abhéngigkeit

von der intrazelluliren Granularitit und Membranbeschaffenheit. In Abbildung 4a) ist die

Verteilung der EGFP-positiven Zellen und damit der Transfektionseffizienz dargestellt. Das
Gate R2 in Abbildung 4b) erlaubt anhand der Propidium-Iodid-Féarbung eine Aussage iiber die

Viabilitit der transfizierten Zellen. Propidiumiodid dient als Marker fiir tote Zellen. Durch die
Membrandysfunktion toter Zellen kann das Propidiumiodid in den Zellkern eindringen und zu
einer Interkalation mit der DNA fiihren. Das Gate R1 in Abbildung 4c) dient der Abgrenzung
intakter Zellen von Zelltriimmern. Die Quadrantenstatistik in Abbildung 4d) basiert auf Ab-
bildung 4a). Unter Prozent Total ist der prozentuale Anteil der Gesamtzellzahl angegeben, der

sich im jeweiligen Quadranten befindet. Zur Bestimmung der Viabilitét der transfizierten Zel-
len wurde das Verhiltnis der Gated events zu Total events herangezogen. Fiir die Kombinati-
on von Puffer V mit dem Programm A-23 konnte fiir die Zelllinie L591 ein Anteil EGFP-
positiver Zellen von 16,74% aller aufgenommenen Zellen und ein Anteil von 33,96% der le-

benden Zellen ermittelt werden.

3.1.2. Ergebnisse der Testung verschiedener Nukleofektionsbedingungen fiir die Zelllinie

L591

In der FACS-Analyse ergaben sich folgende Ergebnisse fiir die unterschiedlichen Kombinati-
onen aus Puffern und Nukleofektionsprogrammen fiir die Zelllinie L591 (s. Tabelle 15):

Bei jedem der drei verwendeten Transfektionspuffer (R, T, V) wurde das beste Verhiltnis aus
Transfektionseffizienz und Viabilitdt mit einem Programm der Kategorie A-23 oder A-27
erzielt. In der Gesamtbetrachtung stellten sich fiir die Zelllinie L.591 die drei Kombinationen
aus Puffer V mit Programm A-23, Puffer T mit Programm A-27 sowie Puffer R mit Pro-
gramm A-23 als reprisentative Nukleofektionsbedingungen heraus. Durch die Verwendung

des Puffers V wurde in Kombination mit dem Programm A-23 eine Viabilitit von 50% bei
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33,96% EGFP-positiven, lebenden Zellen sowie 16,74% EGFP-positiven Zellen fiir die trans-

fizierten Zellen erreicht. Die Kombination des Puffers T mit dem Programm A-27 ergab fiir

die transfizierten Zellen eine Viabilitit von 71% bei 18,91% EGFP-positiven, lebenden Zellen

sowie insgesamt 13,45% EGFP-positiven Zellen.

Tabelle 15: Transfektionseffizienzen der Nukleofektion fiir die Zelllinie L591

a) Puffer V
Programm Gated Total (%) Viabilitiat (%)
(live gate %)
A-23 33,96 16,74 50%
A-27 10,25 7,41 72%
T-20 62,39 11,38 18%
T-27 54,58 10,15 19%
T-16 45,64 11,15 24%
T-01 28,03 11,14 40%
G-16 31,53 9,42 30%
0-17 46,31 12,58 27%
b) Puffer T
Programm Gated Total (%) Viabilitat (%)
(live gate %)
A-23 27,51 15,96 42%
A-27 18,91 13,45 71%
T-20 40,92 7,5 18%
T-27 49,35 6,79 14%
T-16 54,28 10,4 19%
T-01 26,28 12,04 46%
G-16 34,32 11,27 33%
0-17 43,17 12,04 28%
¢) Puffer R
Programm Gated (live | Total (%) Viabilitit (%)
gate %)
A-23 24,68 13,55 54%
A-27 7,63 5,83 76%
T-20 44,05 9,23 21%
T-27 39,38 7,95 20%
T-16 38,27 10,48 27%
T-01 23,69 8,99 38%
G-16 27,44 8,88 32%
0-17 37,81 9,42 25%

Ergebnisse der FACS-Analyse 24h nach Nukleofektion. Es wurden drei verschiedene Transfektionspuf-
fer (R, T und V) in Kombination mit acht verschiedenen Nukleofektionsprogrammen (A-23, A-27, T-
20, T-27, T-16, T-01, G-16, O-17) getestet. Fiir die Nukleofektion wurden die Zellen in einer Konzent-
ration von 1x10%1x10 Zellen/100ul Nukleofektor Lsungen a) V, b) T oder ¢) R pro Ansatz einge-
setzt. Als Plasmid-DNA wurde EGFP in einer Konzentration von 5 pug Plasmid-DNA/Ansatz (in 1-5 pl
H,0 oder TE) verwendet. Propidium-Iodid diente als Marker fiir tote Zellen. Farblich unterlegt die je-
weils giinstigste Nukleofektionsbedingung fiir den jeweiligen Puffer.
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Ahnlich gute Ergebnisse erzielte auch die Kombinationen von Puffer R mit dem Programm
A-23 fiir die transfizierten Zellen, eine Viabilitit von 54% bei einem Anteil von 24,68%
EGFP-positive, lebenden Zellen sowie 13,55% EGFP-positiven Zellen aller untersuchten Zel-
len. Insgesamt betrachtet fiel aufgrund der leichten Uberlegenheit in der Transfektionseffi-
zienz die Entscheidung fiir die Verwendung des Puffers V in Kombination mit Programm A-
23 fiir folgende Nukleofektionsversuche. Sicherlich wiren aber auch die anderen beiden Kan-
didaten (Puffer T mit Programm A-27 sowie Puffer R mit Programm A-23) potentiell einsetz-

bar gewesen.

Zur besseren Vergleichbarkeit wurden die fiir die Nukleofektion verwendeten Zellen entspre-
chend den Bedingungen fiir die Zelllinie 1428 zusitzlich mittels Elektroporation transfiziert.
Dargestellt ist eine reprasentative Auswahl aus mehreren Versuchen (s. Tabelle 16).

Im Vergleich zu den Transfektionseffizienzen der Elektroporation (Viabilitit 28%, Anteil
EGFP-positiver Zellen 9,78%) zeigte sich eine deutliche Uberlegenheit der Nukleofektion fiir
die Zelllinie L591 (Puffer V, Programm A-23: Viabilitit 50%, Anteil EGFP-positiver Zellen
16,74%).

Tabelle 16: Transfektionseffizienzen der Elektroporation fiir die Zelllinie L591

Gated Total (%) Viabilitat (%)
(live gate %)
35,23 9,78 28%

Ergebnis der FACS-Analyse der Zelllinie L591 24h nach Transfektion. Fiir die Elektroporation wurden
die Zellen pro Ansatz in einer Konzentration von 1x10’ Zellen/500ul RPMI (mit 25mM HEPES) einge-
setzt. EGFP wurde in einer Konzentration von 1,5 ug Plasmid-DNA pro Ansatz verwendet (Elektropo-
rationsbedingungen: 250V/1650uF).

3.1.3. Ergebnisse der Testung verschiedener Nukleofektionsbedingungen fiir die Zelllinie

L1236

Fiir die Zelllinie L1236 wurde aufgrund von Vorversuchen (Daten nicht gezeigt) aus Kosten-
und Zeitgriinden ein kleinerer Versuchsansatz gewihlt. Im Vorfeld dieser Arbeit wurde deut-
lich, dass die Zelllinie L1236 verglichen mit den Zelllinien 1428 und L591 empfindlicher
sowohl auf Nukleofektion als auch Elektroporation reagierte. Fiir die meisten Bedingungen

war aufgrund eines hohen Anteils toter Zellen keine Auswertung der Daten moglich. Fiir die
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vorliegende Arbeit wurden deshalb nur einige wenige aussichtsreiche Nukleofektionsbedin-

gungen weiter getestet. Es ergaben sich folgende Ergebnisse fiir die unterschiedlichen Kom-

binationen aus Puffern und Nukleofektionsprogrammen fiir die Zelllinie L1236 (s. Tabelle

17): Bei jedem der drei verwendeten Transfektionspuffer (R, T, V) wurde fiir die Zelllinie

L1236 die beste Kombination aus Transfektionseffizienz und Viabilitdt mit einem Programm

der Kategorie A-23 erzielt. Allerdings erwies sich die Kombination aus Puffer V und Pro-

gramm A-23 anders als bei der Zelllinie L591 nicht als beste Nukleofektionsbedingung.

Sowohl die Kombination von Puffer R als auch Puffer T mit dem Programm A-23 ergab eine

hohere Viabilitit von 29%, bzw. 24% fiir die transfizierten Zellen gegeniiber 19% fiir die

Kombination mit Puffer V.

Tabelle 17: Transfektionseffizienzen der Nukleofektion fiir die Zelllinie L1236

a) Puffer V

b) Puffer T

C) Puffer R

Programm Gated Total (%) Viabilitit (%)
(live gate %)

A-23 33,53 8,08 19

A-27 21,73 5,53 25

Programm Gated Total (%) Viabilitiat (%)
(live gate %)

A-23 43,42 8,15 24

Programm Gated Total (%) Viabilitat (%)
(live gate %)

A-23 40,6 11,65 29

Ergebnisse der FACS-Analyse 24h nach Nukleofektion. Es wurden drei verschiedene Transfektionspuf-
fer a) V, b) T und c) V in Kombination mit zwei verschiedenen Nukleofektionsprogrammen (A-23, A-
27) getestet. Fiir die Nukleofektion wurden die Zellen in einer Konzentration von 1x10°%-1x10" Zel-
len/100ul Nukleofektor Losungen R, V oder T pro Ansatz eingesetzt. Als Plasmid-DNA wurde EGFP
in einer Konzentration von 5ug Plasmid-DNA/Ansatz (in 1-5ul H,O oder TE) verwendet. Propidium-

Todid diente als Marker fiir tote Zellen.
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Insgesamt erwies sich die Kombination aus Puffer R und Programm A-23, bei der eine Viabi-
litdt von 29% und 11,65% EGFP-positive Zellen gemessen wurden, als praktikable Nukleo-
fektionsbedingung. Die Zelllinie L1236 erwies sich als schwerer transfizierbar im Vergleich
zu der Zelllinie L591. Wihrend die Zelllinie L591 mit einer Viabilitdt von 50% und einem
Anteil von 16,74% EGFP-positiven Zellen (Puffer V, Programm A-23) transfizierbar war,
wurde fiir die Zelllinie L1236 eine maximale Viabilitit von 29% mit einem Anteil von

11,65% EGFP-positiven Zellen (Puffer R, Programm A-23) erreicht.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Methode der Nukleofektion eine Moglichkeit
der Einbringung von DNA in die generell als schwierig transfizierbar anzusehenden Zelllinien
L591 sowie L1236 darstellt.

Fiir die Zelllinie L591 erwies sich der Puffer V in Kombination mit dem Programm A-23 so-
wie fiir die Zelllinie L1236 der Puffer R in Kombination mit Programm A-23 als geeignet fiir
weitere Nukleofektionsversuche verwendet zu werden. Fiir die Zelllinie L591 wéren aufer-
dem Puffer T mit Programm A-27 sowie Puffer R mit Programm A-23 in Frage gekommen.
Anzumerken ist, dass zum Zeitpunkt der Durchfithrung dieser Versuchsreihen noch keine
Angaben des Herstellers Amaxa in Bezug auf die untersuchten cHL-Zelllinien vorlagen.
Empfohlen wird durch Amaxa mittlerweile unter anderem auch die Verwendung von Puffer V
in Kombination mit Programm T-01 fiir die Zelllinie L.1236.

Aufgrund der gewonnenen Erkenntnisse iiber die Methodik der Nukleofektion und durch die
Ermittlung von praktikablen Nukleofektionsbedingungen fiir die untersuchten Zelllinien wur-
de es moglich eine Reihe von transfektionsabhingigen Experimenten durchzufiihren. Die Er-
gebnisse der Optimierung der Nukleofektionsbedingungen stellten dementsprechend fiir unse-
re Arbeitsgruppe die Grundlage zum weiteren Arbeiten mit diesen Zelllinien dar. Fiir diese
Arbeit ermoglichten die methodischen Vorarbeiten einen Einstieg in die Untersuchung der
Bedeutung und Funktion des in cHL-Zelllinien permanent aktiv vorliegenden Transkriptions-

faktors STAT6 durch die Verwendung einer shRNA spezifisch fiir STAT6.
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3.2. Etablierung von cHL-Zellen mit reduzierter STAT6-Expression

Die Methode der RNA-Interferenz soll eingesetzt werden, um eine Reduktion (“Knock-
down*‘) der STAT6-Expression in cHL Tumorzellen zu erzielen und damit die Moglichkeit zu
Analysen der Funktion und Bedeutung von STAT6 unter anderem fiir die Zellproliferation der
cHL-Zellen zu schaffen.

Im Vorfeld dieser Arbeit konnte bereits fiir STAT3 gezeigt werden, dass eine RNA1 vermittel-
te Reduktion der STAT3-Expression moglich ist und dass konstitutiv aktives STAT3 fiir die

Proliferation von cHL-Tumorzellen notwendig ist (Holtick et al., 2005).

Fiir die vorliegende Arbeit wurden cHL-Zellen der Zelllinien L428, L591 sowie L1236 mit
dem STAT6-shRNA-exprimierendem Vektor (pSUPERneoSTAT6si) mittels Nukleofektion
transfiziert. Die Auswahl der Transfektionsbedingungen richtete sich nach den individuell fiir
jede Zelllinie ermittelten Ergebnissen der Optimierungsversuche (s. Kapitel 3.1.) oder Vorar-
beiten der Arbeitsgruppe. Als Kontrollen dienten mit einem leeren Vektor (pSUPERneo)
transfizierte cHL-Zellen. AnschlieBend wurden die pSUPERneo- sowie die pSUPERne-
oSTAT6si-transfizierten Zellen durch Zugabe von Geneticin (G418) zu dem Kulturmedium
einer Selektion unterzogen und entsprechend aus den Zellkulturplatten isoliert.

Unter den Transfektanden der Zelllinie 1428 konnte eine reprdsentative Anzahl G418-
resistenter Zellen kultiviert werden. Es lieBen sich sowohl pSUPERneo-Zellen als auch pSU-
PERneoSTATG6si-Zellen etablieren. Hierbei wurden folgende 1.428-Zellen fiir nachfolgende
Analysen isoliert:

Die mit pSUPERneoSTAT6si transfizierten L428-Zellen wurden als Klone 11, 24, 27, 32 und
49 weitergefiihrt. Die mit pSUPERneo transfizierten L428-Zellen wurden als Klone 70, 72
und 73 benannt. Die pSUPERneo-Zellen sind eine Auswahl von 10 unabhidngigen Klonen,
wihrend die pPSUPERneoSTAT6si-Zellen alle isolierten unabhingigen Klone einschliefen.
Die Transfektion der Zelllinie L591 mit dem Vektor pSUPERneoSTAT6si sowie zu dem
Kontroll-Vektor pPSUPERneo war mit einer kompletten Abwesenheit G418-resistenter Zellen
verbunden. Es konnten weder pSUPERneoSTAT6si-Zellen noch pSUPERneo-Zellen gewon-
nen werden. Hingegen konnten unter den Transfektanden der Zelllinie L1236 zwar G418-
resistente Zellen selektioniert werden, dabei handelte es sich allerdings ausschlieflich um
pSUPERneo-Zellen. Zellen mit pSUPERneoSTAT6si konnten fiir diese Zelllinie nicht ge-
wonnen werden. Somit konnten auch keine L1236-Zellen mit reduzierter STAT6-Expression

isoliert werden.
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Zusammenfassend kann man sagen, dass lediglich fiir die Zelllinie 1428 eine ausreichende
Anzahl sowohl von pSUPERneo-Zellen als auch von pSUPERneoSTAT6si-Zellen etabliert
werden konnte, die weiter kultiviert wurden. Weder fiir die Zelllinie .591 noch 1.1236 lie3en
sich entsprechende Ergebnisse erzielen. In Bezug auf die Zelllinie L1236 fiel auf, dass keine
Zellen mit pPSUPERneoSTAT6si wohl aber Zellen mit pPSUPERneo gewonnen werden konn-
ten als moglichen indirekten Hinweis fiir die essentielle Rolle von STAT6 in dieser Zelllinie.
Ahnliche Erfahrungen fiir die Zelllinie L1236 hatten sich bereits fiir die Arbeit mit spezifisch
gegen STAT3 gerichtete ShARNA ergeben (Holtick et al., 2005).

Im folgenden Teil der vorliegenden Arbeit wurden nach Selektion unter G418 die mit pSU-
PERneoSTATG6si transfizierten [428-Zellen im Vergleich mit pSUPERneo transfizierten
L428-Zellen niher charakterisiert, um die funktionelle Rolle von STAT6 in den cHL-Zellen
zu untersuchen.

Es erfolgte deshalb die vergleichende Analyse der pSUPERneo- und pSUPERneoSTAT6si-
Zellen beziiglich ihres Proliferationsverhaltens (s. Kapitel 3.3.), der Sensitivierung gegeniiber
STS- sowie CD95-vermittelter Apoptose (s. Kapitel 3.4.), der Expression von ausgewdihlten
zelluldaren Oberflachenmarkern (s. Kapitel 3.5.) und der STAT6- Expression (s. Kapitel 3.6.).

3.3. Effekt der Hemmung von STAT6 auf die Proliferation von cHL-Zellen

Zur Untersuchung der Bedeutung von STAT6 fiir das Wachstum und das Uberleben von
L428-Zellen, wurde in der vorliegenden Arbeit der Effekt von fehlendem STAT6 auf die
Zellverdoppelung als ein MaB} der Proliferation verschiedener pSUPERneoSTATG6si-Zellen
analysiert. Verglichen wurde die Zellzahl iiber 96h als ein Maf} der Proliferation der Zellklo-
ne. Als Kontrollen dienten pSUPERneo-transfizierte Zellklone der Zelllinie L428. Die Be-
stimmung der Zelldichte erfolgte jeweils nach 24h, 48h, 72h sowie 96h, um daraus Aussagen
zu Zellverdopplungszeiten und absoluter Zellzahl zu ermitteln.

Messungen fiir die Zelllinien L1236 sowie L591 konnten nicht wie urspriinglich geplant
durchgefiihrt werden, da fiir diese Hodgkin-Zelllinien keine entsprechenden Zellen gewonnen
werden konnten (s. Kapitel 3.2.).

Fiir die Zelllinie 1428 ergaben sich folgende Ergebnisse (s. Abbildung 5):
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Die L428-pSUPERneoSTAT6si-Klone 11, 24, 27, 32 und 49 zeigten gegeniiber den pSU-

PERneo-Klonen 70, 72 und 73 ein abweichendes Proliferationsverhalten. Es konnte eindeutig

gezeigt werden, dass die mit pPSUPERneoSTAT6si transfizierten 1.428-Zellen deutlich lang-

samer wuchsen verglichen mit den pSUPERneo-transfizierten L428-Zellen. Die Zellverdopp-
lungszeiten der L428-STAT6si-Zellen 11, 24, 27, 32 sowie 49 lagen iiber 96h. Die Zellen der

drei verwendeten Kontrollklone wichen nur minimal im Proliferationsverhalten voneinander

ab. Thre Zellverdopplungszeiten lagen zwischen 30h bis 35h.

Verglich man die Zellverdopplungszeiten der Zellen der L428-STAT6si-transfizierten Zell-

klone in allen drei Versuchsansitzen, zeigte sich keine relevante Abweichung in den ver-

schiedenen Zellverdoppelungszeiten. Alle untersuchten pSUPERneoSTAT6si-Zellen waren

nahezu gleichermaflen in der Proliferation eingeschrénkt.
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Abbildung 5: Konstitutiv aktives STATG ist fiir die Proliferation von cHL-Tumorzellen notwendig.
Vergleich der Zellverdopplungszeiten der L428-pSUPERneo-transfizierten Kontrollen (Klone 70, 72,
73) und L428-pSUPERneoSTAT6si-transfizierten Zellen (Klone 11, 24, 27, 32, 49) durch Bestimmung
der Zellzahl zu den vier Messzeitpunkten 24h, 48h, 72h und 96h. Dargestellt ist eine reprisentative
Auswahl (Zahl der Wiederholungen: n=3). Nach Abschluss einer Messreihe wurden die verschiedenen
L428-Zellklone wieder in eine einheitliche Zelldichte von 3x10°/ml eingesetzt und erneut analysiert.
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3.4. Effekt der Hemmung von STAT6 auf die STS- sowie CD95/Fas/Apo-1-

vermittelte Apoptoseneigung in cHL-Zellen

Ein wichtiges Charakteristikum von cHL-Zellen ist die Resistenz gegeniiber proapoptotischen
Stimuli, darunter eine Resistenz gegeniiber Staurosporin- sowohl als auch CD95/Fas/Apo-1-
vermittelte Apoptose (Catlett-Falcone et al., 1999; Kashkar et al., 2002; Kashkar et al., 2003;
Maggio et al., 2003; Thomas et al., 2002). Durch pharmakologische Hemmung von STAT3
mittels Tyrosin-Kinase-Inhibitoren konnte fiir cHL-Zellen gezeigt werden, dass eine Inkuba-
tion mit AGI17 sowie AG490 zu einer Sensitivierung der H/RS-Zellen gegeniiber
CD95/Fas/Apo-1-vermittelter Apoptose fiihrt (Holtick et al., 2005).

Ein weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit war es deshalb zu untersuchen, ob auch eine Hem-
mung von STAT6 mittels spezifischer shRNA zu einer Sensitivierung der cHL-Zellen gegen-
iber Staurosporin- oder CD95-vermittelter Apoptose fiihrt.

Die pSUPERneoSTATG6si-Zellen der Zelllinie 1428 (Klone 11, 24, 32 sowie 49) wurden im
Vergleich zu den pSUPERneo-Zellen (Klon 70, 72 sowie 73) iiber 24h mit STS behandelt,
sowie in einem weiteren Versuchsansatz mit dem agonistischen a-CD95 Antikorper inkubiert.
Im Anschluss erfolgte die Farbung mit Annexin-V-FITC als Marker fiir Apoptose und die
durchflusszytometrische Quantifizierung der Fluoreszenzintensititen. Bestimmt wurden je-
weils die mittlere Fluoreszenzintensitdt (MFI) sowie die Differenz (AMFI) aus der MFI nach
STS oder a-CD95-Behandlung mit der MFI der jeweiligen Kontrolle (DMSO oder Isotyp).
Als aussagekriftig wurde eine mehr als zweifache Abweichung der MFI nach STS- oder a-
CD95-Behandlung von der MFI der Kontrollen gewertet.

Auffillig war bei der Auswertung der Versuchsdaten, dass die mit pSUPERneoSTAT6si-
transfizierten Zellklone bereits ohne STS-Behandlung oder Inkubation mit a-CD95-
Antikorper eine hohere Spontanapoptoserate als die Kontrollklone aufwiesen, erkenntlich an
den MFI-Werten der DMSO- oder Isotyp-Kontrollen. Ein Vergleich der STAT6si-Zellklone
untereinander zeigte hier vor allem hohe MFI-Werte fiir den Klon 11 (MFI 18,69), den Klon
24 (10,16) sowie fiir den Klon 49 (MFI 11,41). Der Wert der MFI fiir den Klon 32 (MFI 7,47)
lag ungefihr im Bereich der Kontrollklone (MFI 5,17-6,77).

Zur Veranschaulichung der gewonnenen Ergebnisse erfolgte eine Darstellung der FACS-

Analysen in Abbildung 6 a) und Abbildung 6 b) in Form von Histogrammen.
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3. Ergebnisse

Abbildung 6a (a-c): Darstellung der Ergebnisse der FACS-Analyse (s. Tabelle 18 und
19) als Histogramme (im Querformat von links nach rechts: Isotyp-Kontrolle, Stau-
rosporin, 0-CD-95-Antikorper). Dargestellt wurden die pSUPERneo-Zellen (Kontrol-
len) a) 70, b) 72 und c) 73) sowie vergleichend eine Auswahl von pSUPERne-
oSTATG6si-Zellen in Abbildung 6b). Dargestellt sind die mittleren Fluoreszenzintensi-

tiaten (MFI) in Prozent als Zahl innerhalb der Histogramme.
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Abbildung 6b (d-g): Darstellung der Ergebnisse der FACS-Analyse (s. Tabelle 18 und Tabelle 19) als
Histogramme (im Querformat von links nach rechts: Isotyp-Kontrolle, Staurosporin, a-CD-95-
Antikorper). Dargestellt wurden die pSUPERneoSTAT6si-Zellen d) 11, e) 24, f) 32 und g) 49) sowie
vergleichend eine Auswahl von pSUPERneo-Zellen (Kontrollen) in Abbildung 6a). Dargestellt sind die
mittleren Fluoreszenzintensititen (MFI) in Prozent als Zahl innerhalb der Histogramme.
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Im Einzelnen ergaben sich in der FACS-Analyse folgende Ergebnisse fiir die Behandlung der

cHL-Zellen der Zelllinie 1.428 mit STS (s. Tabelle 18):

Es konnte mit Ausnahme von Klon 32 kein relevanter Unterschied in der Reaktion auf die

STS-Behandlung zwischen den stabil mit pPSUPERneoSTAT®6si transfizierten Zellen und den

mit pSUPERneo stabil transfizierten Zellen festgestellt werden. Die pSUPERneo-Zellen 70,

72 sowie 73 zeigten keine Reaktion auf die STS-Behandlung, es ergab sich ein relativ einheit-

liches Bild mit einer AMFI zwischen 0,3 bis 1,94 fiir Annexin. Der STAT6si-Klon 24 lag mit

einer AMFI von 0,4 fiir Annexin im Bereich der Kontrollklone.

In den anderen STAT6si-Zellklonen zeigte sich nach der Behandlung mit STS eine etwas

starkere Zunahme der mittleren Fluoreszenzintensitit mit einer AMFI zwischen 5,55 (Klon11)

bis 8,01 (Klon 32) fiir Annexin im Vergleich zu den pSUPERneo-Zellen.

Tabelle 18: cHL-Zellen mit gehemmter STAT6-Expression zeigen eine leichte Tendenz zur Sensitivie-
rung gegeniiber Staurosporin-vermittelter Apoptose.

Zellklon DMSO | STS AMFI | MFI
MFI MFI (STS) /

MFI
(DMSO)

70 Kontrolle 6,77 7,07 0,3 1,04

72 Kontrolle | 5,17 7,07 1,9 1,37

73 Kontrolle | 5,36 7,3 1,94 1,36

11 STAT6| 18,69 24,24 | 5,55 1,30

24 STAT6 || | 10,16 10,56 | 0,4 1,04

32 STAT6 || | 7,47 15,48 8,01 2,07

49 STAT6 | 11,41 17,57 6,16 1,54

FACS-Analyse der L428-Zellen nach 24h Inkubation mit STS (1pM) gegeniiber der DMSO-
behandelten Kontrolle. Verglichen wurden die pSUPERneoSTAT6si-Zellen (Klone 11, 24, 32 sowie
49) mit den pSUPERneo-Zellen (Klone 70, 72 sowie 73). Zur Quantifizierung der Apoptoseinduktion
wurden die Zellen mittels Firbung mit Annexin-V-FITC analysiert. Dargestellt sind die mittleren Fluo-
reszenzintensititen (MFI) sowie die Differenzen AMFI. Die Berechnung von AMFI ergab sich nach
folgender Formel: AMFI= MFI (STS)-MFI (DMSO). Als signifikant wurde eine mehr als zweifache
Abweichung der MFI nach STS-Behandlung von der MFI der Kontrollen (DMSO) gewertet. Die Pfeile
symbolisieren den Grad der STAT6-Reduktion (|: leichte Reduktion, || mittelgradige Reduktion, || |:
starke Reduktion), der sich aus den parallel durchgefiihrten Western-Blot-Analysen ergeben hat (s. Ka-

pitel 3.6.).
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Fiir den Klon 32 war mit einer MFI von 15,48 das Kriterium einer zweifachen Abweichung
im Vergleich zu der MFI der DMSO-Kontrolle (MFI 7,47) erfiillt. Allerdings zeigte sich ins-
gesamt keine sehr deutliche Sensitivierung der STAT6si-Klone gegeniiber STS-vermittelter
Apoptose. Die Werte fiir die MFI nach STS-Behandlung blieben fiir die restlichen STAT6si-
Klone unter einer zweifachen Abweichung im Vergleich zu der MFI ohne STS-Behandlung
(DMSO-Kontrollen). Eine Tendenz zur Sensitivierung der pSUPERneoSTAT6si-Zellen ge-
geniiber STS-vermittelter Apoptose ldsst sich aber festhalten. Die Aussagekraft der vorliegen-
den Daten ist jedoch aufgrund der limitierten Anzahl der zur Verfiigung stehenden Zellen

eingeschrinkt.

Fir die Behandlung der 1.428-Hodgkinzellen mit dem agonistischen a-CD95 ergaben sich
folgende Ergebnisse in der FACS-Analyse (s. Tabelle 19):

Tabelle 19: cHL-Zellen mit gehemmter STAT6-Expression zeigen keine Sensitivierung gegeniiber
CD95/Fas/Apo-1-vermittelter Apoptose.

Zellklon Isotyp o- AMFI | MFI
MFI CD95 (STS) /
MFI MFI
(Isotyp)

70 Kontrolle 6,77 5,44 -1,33 0,80

72 Kontrolle 5,17 5,76 0,59 1,11

73 Kontrolle 5,36 5,44 0,08 1,01

11 STAT6] 18,69 19,11 0,42 1,02

24 STAT6 || | 10,16 8,89 -1,27 0,88

32 STAT6 || | 7,47 9,42 1,95 1,26

49 STATG6 | 11,41 12,91 1,5 1,13

FACS-Analyse der L428-Zellen nach Zugabe von a-CD95-Antikérper (100 ng/ml) im Vergleich zur
Isotypkontrolle. Verglichen wurden die pSUPERneoSTAT6si-Zellen (Klone 11, 24, 32 sowie 49) mit
den pSUPERneo-Zellen (Klone 70, 72 sowie 73). Zur Quantifizierung der Apoptoseinduktion wurden
die Zellen mittels Firbung mit Annexin-V-FITC analysiert. Dargestellt sind die mittleren Fluoreszenz-
intensititen (MFI) sowie die Differenzen AMFI. Die Berechnung von AMFI ergab sich nach folgender
Formel: AMFI= MFI (a-CD95)-MFI (Isotyp-Kontrolle). Als signifikant wurde eine mehr als zweifache
Abweichung der MFI nach a-CD95-Behandlung von der MFI der Kontrollen (Isotyp) gewertet. Die
Pfeile symbolisieren den Grad der STAT6-Reduktion (|: leichte Reduktion, || mittelgradige Redukti-
on, |]]: starke Reduktion), der sich aus den parallel durchgefiihrten Western-Blot-Analysen ergeben
hat (s. Kapitel 3.6.).
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Nach der Behandlung der cHL-Zellen mit a-CD95-Antikorper zeigte sich in den pSUPERne-
0STAT6si-Zellen keine stirkere Zunahme der mittleren Fluoreszenzintensititen fiir Annexin
als in den pSUPERneo-Zellen. Hierbei lagen die AMFI der pSUPERneo-Zellen im Bereich
von -1,33 bis 0,59, wihrend die AMFI der pSUPERneoSTAT6si-Zellen zwischen -1,27
(Klon24) bis 1,95 (Klon 32) streuten. Es liefl sich demzufolge keine Sensitivierung der L428-
Zellen mit gechemmter STAT6-Expression gegeniiber CD95-vermittelter Apoptose feststellen.

Zusammenfassend ldsst sich festhalten, dass die STAT6si-Klone bereits ohne STS- oder a-
CD95-Behandlung eine hohere Spontanapoptoserate aufwiesen als die Kontrollklone. Deut-
lich wird dies insbesondere bei der Betrachtung der Histogramme (s. Abbildung 6).

Die Hemmung von STATG6 in den L428-cHL-Zellen lésst eine Tendenz der Sensitivierung
gegeniiber STS-vermittelter Apoptose erkennen. Lediglich fiir den pSUPERneoSTAT6si-
Klon 32 konnte definitionsgemil3 eine Sensitivierung im Sinne einer mehr als zweifachen
Abweichung der MFI nach STS- oder a-CD95-Behandlung von der MFI der Kontrollen
(DMSO oder Isotyp) belegt werden.

Die Resistenz gegeniiber CD95-vermittelter Apoptose blieb trotz gehemmter STAT6-
Expression in den cHL-Zellen bestehen. Die Unterschiede innerhalb der pSUPERne-
0STAT6si-Zellen im Vergleich zu den pSUPERneo-Zellen fielen dabei geringer aus als bei
den mit STS-behandelten cHL-Zellen.

Insgesamt sind die beobachteten Effekte auf die Apoptoseneigung als vorhandene Tendenz
und biologisch nicht als dominanter Effekt zu bewerten. Den beobachteten deutlichen Effekt
des Fehlens von STAT6 auf das Wachstumsverhalten der untersuchten pPSUPERneoSTAT6si-
Zellklone (s. Kapitel 3.3) ldsst sich anhand der erhobenen Daten nicht auf eine Sensitivierung

gegeniiber den untersuchten proapoptotischen Stimuli zuriickfiihren.

3.5. Effekt der Hemmung von STAT6 auf die Expression von B-Zell-typischen

Oberflachenmarkern in cHL-Zellen

In der vorliegenden Arbeit wurde das Fehlen der B-Zell-typischen Genexpression in H/RS-
Zellen (Schwering et al., 2003) zum Anlass genommen, den moglichen Einfluss einer Hem-
mung von STAT6 in cHL-Zellen auf das Expressionsmuster ausgewihlter B-Zell-spezifischer

Oberflichenmarker zu analysieren (s. Kapitel 1.1.3.). Es sollte gepriift werden, ob eine per-
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manente Aktivierung von STAT6 ursédchlich fiir das Fehlen der B-Zellidentitit verantwortlich
sein konnte.

Eine Auswahl von pSUPERneoSTAT6si-Zellen (Klone 11, 24 sowie 49) wurde im Vergleich
mit den pSUPERneo-Zellen (Klone 70 sowie 72) hinsichtlich der Expression von ausgewéhl-
ten Oberflaichenmarkern analysiert. Fiir die vorliegende Arbeit sollte die Oberflichenexpres-
sion von CD19, CD20, CD21, CD22, CD25, CD30, CD40, CD45 sowie CD54 untersucht
werden. Zusitzlich wurde ergiinzend die Expression von CD95/ Fas/ Apo-1 analysiert.

Hierfiir wurden die cHL-Zellen mit den entsprechenden fluoreszenzmarkierten Antikorpern
gefirbt und die Fluoreszenz anschlieBend mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Gemessen
wurden die mittleren Fluoreszenzintensititen (MFI) sowie die Differenzen (AMFI) aus der
MFI der ausgewihlten Zelloberflichenmarker mit der MFI der jeweiligen IgG-Isotyp-
Kontrolle. Zur Veranschaulichung dienen die Histogramme aus Abbildung 7.

Als aussagekriftige Abweichung in dem Expressionsgrad wurde eine mehr als zweifache

Abweichung in der MFI im Vergleich zu den Kontrollantikdrpern gewertet.
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Abbildung 7: FACS-Analyse der Expression von Zelloberflichenmarkern in L428-cHL-Zellen. Anhand des pSU-
PERneoSTATG6si-Klones 49 sind beispielhaft die Histogramme der mittleren Fluoreszenzintensititen (MFI) der a)
CD30-PE Firbung sowie der b) CD95-FITC Firbung im Vergleich zur jeweiligen Isotyp-Kontrolle dargestellt. Die
Berechnung von AMFI fiir Tabelle 20 ergab sich nach folgender Formel: AMFI= MFI (analysierter Zelloberfla-
chenmarker)-MFI (Isotyp-Kontrolle).
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Bei den pSUPERneoSTAT6si-Zellen zeigte allerdings der Zellklon 11 morphologische Be-
sonderheiten in der durchflusszytometrischen Analyse, ein abweichendes Verhalten im Vor-
wirts- und Seitwirts-Scatter. Er unterschied sich damit nicht nur von den pSUPERneo-Zellen,

sondern auch von den anderen pSUPERneoSTATG6si-Klonen (s. Abbildung 8).

a) o b)

o 1000 0 " 1000

Seitwirts-Scatter

2

Klon 11 ' I\f?lbn 24

0 " 1000 0 ' 1000

—

Vorwirts-Scatter

Abbildung 8: Der STAT6si-Klon 11 zeigte ein abweichendes morphologisches Verhalten im Vorwirts-
sowie Seitwirts-Scatter bei der FACS-Analyse. Dargestellt wurden c) der STAT6si-Klon 11 (pSUPER-
neoSTAT6si) im Vergleich zu dem d) Klon 24 (pSUPERneoSTAT6si) sowie zu den pSUPERneo-

Klonen a) 70 und b) 72.
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In der FACS-Analyse ergaben sich folgende Ergebnisse fiir die Expression der untersuchten
Zelloberflichenmarkern in den pSUPERneoSTAT6si-Zellen gegeniiber den mit pSUPERneo-
transfizierten Kontrollen (s. Tabelle 20):

Tabelle 20: Expression von Zelloberflichenmarkern in L428-cHL-Zellen

Klon Klon Klon Klon Klon

70 72 11 24 49

AMFI AMFI AMFI AMFI AMFI
CD19 -0,28 0,63 0,43 1 0,85
CD20 3,18 1,65 2,2 3,64 1,66
CD21 2,45 2,27 2,59 3,78 0,84
CD22 0,31 0,57 8,57 0,37 0,82
CD25 1,09 0,9 4,42 1,41 2,5
CD30 1985,54 1909,3 2302,23 1585,08 1347,75
CD40 69,75 71,04 108,03 44,74 62,4
CD45 0,4 0,26 0,47 0,93 0,85
CD54 387,57 306 349,82 485,24 289,44
CD95 55,04 62,21 118,87 60,56 40,49

FACS-Analyse der Expression von Zelloberflichenmarkern. Mit pSUPERneoSTATG6si-transfizierte
Zellklone der Zelllinie L428 (Klone 49, 11 sowie 24) wurden im Vergleich zu den mit pSUPERneo-
transfizierten Kontrollen (Klone 70 sowie 72) analysiert. Der jeweilige Antikdrper wurde in einer Kon-
zentration von 1:10 eingesetzt, bei einem Firbevolumen von 50ul. Die Inkubationzeit erfolgte iiber 10
min auf Eis und unter Lichtabschluss. Propidium-Iodid diente als Marker fiir tote Zellen. Die Berech-
nung von AMFI ergab sich nach folgender Formel: AMFI= MFI (analysierter Zelloberflachenmarker)-

MEFI (Isotyp-Kontrolle).
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Es lieBen sich insgesamt keine systematischen Unterschiede bei der Expression der untersuch-
ten Zelloberflichenmarker feststellen. Die pSUPERneoSTAT6si-Zellen zeigten ebenso wie
die pSUPERneo-Zellen eine Expression der Zelloberflichenmarker CD30, CD40, CD54 so-
wie CD95/Fas/Apo-1. Wie bereits in anderen Publikationen beschrieben zeigten die cHL-
Zellen ein Defizit in der B-Zell-typischen Genexpression. Eine Expression der Zell-
oberflichenmarker CD19, CD20, CD21, CD22, CD25 sowie CD45 war kaum nachweisbar.
Betreffend die mittleren Fluoreszenzintensititen fiir die Zelloberflichenmarker zeigte der
STAT6si-Klon 11 ein leicht abweichendes Verhalten gegeniiber den anderen Zellklonen. Er
wies verglichen mit den anderen Zellklonen den jeweils hochsten Wert AMFI fiir die Zell-
oberflichenmarker CD22, CD25, CD30, CD40 sowie CD95 auf.

Wertete man nun eine mehr als zweifache Abweichung in der MFI im Vergleich zu den Kon-
trollantikdrpern als aussagekriftige Abweichung in dem Expressionsgrad, bleiben lediglich
fiir CD22 mit einer AMFI von 8,57 gegeniiber den Kontrollen (Klon 70 AMFI: 0,31, Klon 72
AMFTI: 0,57) sowie fiir CD25 (AMFI: 4,42) gegeniiber den Kontrollklonen (Klon 70 AMFI:
1,09, Klon 72 AMFI: 0,9), eine erhohte Expression bestehen. Die Werte fiir die Expression
von CD95 waren mit einer AMFI von 118,87 gegeniiber den Kontrollklonen (Klon 70 AMFI:
55,04, Klon 72 AMFT: 62,21) grenzwertig erhoht.

Zusammenfassend ldsst sich festhalten, dass sich ein sehr heterogenes Bild hinsichtlich der
Expression der analysierten Zelloberflichenmarker bei allen Zellklonen ergab, was darauf
schlieBen lésst, dass eine Hemmung von STAT6 zu keiner Wiederherstellung der B-Zell-
spezifischen Expression von Zelloberflichenmarkern in cHL-Zellen fiihrt. Die Diagramme in
Abbildung 9 dienen nochmals der Veranschaulichung der gewonnenen Ergebnisse aus Tabel-
le 20. Dargestellt ist je ein repréasentativer Versuch von drei unabhéngigen Analysen.
Exemplarisch wurde die Expression der Oberflaichenmarker CD30, CD40 sowie CD45 darge-
stellt. Auch die Expression von CD95/Fas/Apo-1 verinderte sich nicht durch die Herunterre-
gulation von STAT6 in den pSUPERneoSTAT6si-Klonen.



MFTI (cp3o0) - MFT (1sotyp)

MFT (cps4) - MFI @sotyp)

MFI (cp19) - MFT (sotyp)

MFT (cp20) -MFT @sotyp)

3. Ergebnisse {8

a) Expression von CD30 b) Expression von CD40

MFT (cp40) -MFI (sotyp)

Klon70 Klon72 Klon24 Klon49  Kion 11 Klon70  Klon72  Klon24  Klon49  Klon 11
(Kontrolle) (Kontrolle) (Stat6||) (STAT6|) (STAT6])

(Kontrolle) (Kontrolle) (STAT6]1) (STAT6|) (STAT6])

¢) Expression von CD54 d) Expression von CD19

Klon 70 Klon 72 Klon 24 Klon 49 Klon 11 Klon 70 Klon 72 Klon 24 Klon 49 Klon 11
(Kontrolle) (Kontrolle) (STAT6||) (STAT6|) (STAT6|) (Kontrolle) (Kontrolle) (STAT6)|) (STAT6}) (STAT6|)

e) Expression von CD2( f) Expression von CD21

MFI (cp21) - MFI (sotyp)

Klon 70 Klon 72 Klon 24 Klon 49 Klon 11 Klon 70 Klon 72 Klon 24 Klon 49 Klon 11
(Kontrolle) (Kontrolle) (STAT6/|) (STAT6]) (STAT6|) (Kontrolle) (Kontrolle) (STAT6)|) (STAT6]) (STAT6|)

g) Expression von CD45

Klon 70 Klon 72 Klon 24 Klon 49 Klon 11
(Kontrolle) (Kontrolle) (STAT6||) (STAT6]) (STAT6|)

Abbildung 9 (a-g): Eine Hemmung der STAT6-Expression fiihrt in cHL-Zellen nicht zu einer durch-
gingigen Verinderung der B-Zell-spezifischen Expression von Zelloberflichenmarkern. Die Diagram-
me zeigen die Werte fiir die AMFI der im cHL exprimierten Zelloberflichenmarker a) CD30, b) CD40,
¢) 54 sowie der kaum exprimierten Zelloberflaichenmarker d) CD 19, e) CD 20, f) CD 21 und g) CD45.
Die mit pSUPERneoSTAT6si-transfizierten L428-Zellklone (Klone 24, 49 sowie 11) wurden im Ver-
gleich zu den mit pSUPERneo-transfizierten L.428-Kontrollen (Klone 70 sowie 72) analysiert. Eine
mehr als zweifache Abweichung in der MFI im Vergleich zu den Kontrollantikdrpern konnte nicht
nachgewiesen werden. Dargestellt ist je ein reprisentativer Versuch von drei unabhingigen Analysen
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Lediglich fiir den Klon 11 zeigte sich eine Steigerung der Expression von CD22 sowie CD25
im Vergleich zu den anderen untersuchten Klonen. Die Aussagekraft der Ergebnisse fiir den
Klon 11 wurde aber durch sein morphologisch anderes Aussehen in der FACS-Analyse einge-
schriankt. Insgesamt ist der Klon 11 nicht als repridsentativ fiir die pSUPERneoSTAT6si-
Klone zu betrachten. Die Diagramme in Abbildung 10 verdeutlichen abschlieBend nochmals
das teilweise abweichende Expressionsmuster von Oberflichenmarkern fiir den Klon 11 im

Vergleich zu den anderen L428-Zellklonen.
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Abbildung 10: Der STAT6si Klon 11 zeigt ein teilweise abweichendes Expressionsmuster der analy-
sierten Zelloberflaichenmarkern. Fiir den Klon 11 ergab sich eine signifikante Steigerung der Expression
von CD22 sowie CD25 im Sinne einer mehr als zweifachen Abweichung in der MFI im Vergleich zu
der IgG-Isotyp-Kontrolle. Die Diagramme zeigen die Werte fiir die AMFI der Zelloberflichenmarker a)
CD22, b) CD95 sowie c) CD25 fiir die unterschiedlichen 1.428-Zellklone. Die mit pSUPERne-
oSTAT6si-transfizierten L428-Zellen mit gechemmter STAT6-Expression (Klone 24, 49 sowie 11) wur-
den im Vergleich zu den mit pSUPERneo-transfizierten L428-Kontrollen (Klone 70 sowie 72) analy-
siert. Dargestellt ist je ein reprdsentativer Versuch von drei unabhingigen Analysen.
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3.6. Expression von STATG6 in den STAT6si-transfizierten cHL-Zellen

Die pSUPERneoSTAT6si-transfizierten 1.428-Klone wurden im Vergleich mit den pSUPER-
neo-transfizierten Kontrollen hinsichtlich der Expression von STAT6 im Western- Blot analy-
siert. Beriicksichtigt wurden Zell-Lysate unterschiedlicher Zellpassagedauer der STAT6si-
Klone, um einem moglichen Einfluss auf die Proteinexpression Rechnung zu tragen. Unter-
sucht wurden Zellklone friither Zellpassage von 3 Monaten im Vergleich zu Zellklonen mit
spaterer Zellpassage von 6,5 Monaten bzw. 7,5 Monaten. Eine zweite Inkubation der Memb-
ran mit einem Antikorper gegen pB-Aktin diente dem Abgleich des Proteingehaltes in den Spu-
ren. In Abbildung 9 wurde folgendes Expressionsmuster nachgewiesen:

STAT6 wurde in allen Zellklonen in unterschiedlichen Konzentrationen nachgewiesen. Auf-
fallend waren Unterschiede im Grad der STAT6-Expression zwischen den zu verschiedenen
Zeitpunkten gewonnenen Zell-Lysaten der pSUPERneoSTATsi-Klone.

Betrachtet wurden zu allererst isoliert die Zell-Lysate kiirzerer Zellpassagezeit (3 Monate).
Die Aktinfarbung diente als interner Standard und ermdglichte erst einen Vergleich der Pro-
ben untereinander. Es liel sich ein iiberzeugender Effekt im Sinne einer Reduktion des Levels
der STAT6-Expression fiir die Klone 24' sowie 32! im Vergleich zu den Kontrollklonen 70
und 73 zeigen. Fiir die Klone 11', 27' sowie 49" wurde die Aussagekraft der Western-Blot-
Analysen durch die teils etwas heterogene Expression von B-Aktin als Zeichen eines un-
gleichmiBigen Proteingehaltes in den Spuren eingeschrinkt. Insbesondere fiir die Klone 49"
sowie 11" lieB aber sich tendenziell eine Reduktion der STAT6-Expression annehmen.

Im Vergleich der pSUPERneoSTATG6si-Klone untereinander fielen deutliche Unterschiede im
Grad der STAT6-Expression zwischen den zu verschiedenen Zeitpunkten gewonnenen Zell-
Lysaten auf. Zeigten sich die Klone 32', 24' frither Passage deutlich in ihrer STAT6-
Expression im Vergleich zu den Kontrollen reduziert, so war dieser Effekt bei den pSUPER-
neoSTATG6si-Zellen spiiterer Passagen (Klone 327, 24 sowie 24°) nicht mehr nachweisbar.
Ein Unterschied in der STAT6-Expression dieser pPSUPERneoSTAT6si-Klone spiterer Pas-
sagen im Vergleich zu den pSUPERneo-Kontrollen (Klone 70 sowie 73) bestand nicht mehr.
Eine ebenfalls den Kontrollen vergleichbare STAT6-Expression zeigten die Klone 277 sowie
11% Der Klon 497 wies trotz lingerer Passagedauer immer noch eine verminderte STAT6-

Expression auf.
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Abbildung 9: Expression von STAT6 in den pSUPERneo-transfizierten Zellklonen:

a) Klone 11, 24 und 27, b) Klone 32 und 49 sowie in den pSUPERneo-transfizierten
Kontrollklonen c¢) Klone 70 und 73). Zell-Lysate unterschiedlicher Zellpassagedauer
wurden im Western-Blot mit Antikdrpern gegen STAT6 untersucht. Verdeutlicht wurde
dies bei den betreffenden Klonen durch hochgestellte Zahlen (' friihe Passage: 3 Mona-
te, 2 spéte Passage: 3 Monate + 3,5 Monate, 3 spéte Passage: 3 Monate + 4,5 Monate). -
Aktin diente dem Abgleich des Proteingehaltes in den Spuren.
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Um die Aussagekraft der STAT6-Expressionsstirke in den pSUPERneoSTAT6si- transfizier-
ten L428-Klonen sowie den pSUPERneo transfizierten L.428-Kontrollklonen zu vertiefen,
wurde eine Titrationsreihe durchgefiihrt. Dabei wurden die verwendeten Zellklone in zwei
Stufen verdiinnt. Verglichen wurde der Kontrollklon 72 mit einem pSUPERneoSTATG6si-
Klon frither Zellpassage (L428 Klon 32), der sich im Vorversuch in der STAT6-Expression
reduziert gezeigt hatte. Es ergab sich folgendes Expressionsmuster in Abbildung 10:

Im Vergleich der Titrationsreihe des pSUPERneo-Kontrollklons 72 zeigte der pSUPERne-
0STAT6si-Klon 32 eine deutlich herabgesetzte Expression von STAT6.

Vergleicht man ergénzend die Ergebnisse des Proliferations-Assays (s. Kapitel 3.3.) mit dem
Grad der STAT6-Expression, so zeigt sich, dass obwohl die Dosis von STAT6 gering redu-
zierbar war, ein dominanter Hemmeffekt fiir die Proliferation der Zellen bestand. Unabhingig
von dem Level der STAT6-Expression in den Western-Blot-Analysen waren alle untersuchten

pSUPERneoSTAT6si-Zellklone deutlich in ihrem Wachstum gehemmt.

Zusammenfassend kann festgestellt ~werden, dass die identifizierten 1428-
pSUPERneoSTAT6si-Zellen in frither Passage durch eine deutlich geringere Expression von
STAT6 als die pSUPERneo-Zellen charakterisiert waren. Bei den pSUPERneoSTAT6si-
Zellen spiterer Passagen ndherte sich das STAT6-Expressionsmuster dem der pSUPERneo-
Kontrollklone an. Allerdings bestand unabhingig von dem Level der STAT6-Expression in
den Western-Blot-Analysen ein dominanter Hemmeffekt auf die Proliferation der pSUPER-
neoSTAT6si-Zellen im Vergleich zu den pSUPERneo-Kontrollen (s. Kapitel 3.3.).

Moglicherweise wurden die L428-pSUPERneoSTAT6si-Zellen zu frith einer funktionellen
Analyse unterworfen, ohne dass die Zellen reine Klone darstellten und von Zellen iiberwach-
sen wurden, die nur G418 resistent waren. Es besteht aber auch die Moglichkeit, dass zusitz-
liche Verdnderungen der L428-pSUPERneoSTAT6si-Zellen vorlagen. Dies konnte im Rah-

men dieser Arbeit nicht mehr geklirt werden.
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Abbildung 10: Titrationsreihe des pSUPERneoSTAT6si-transfizierten Zell-
klons (L428 Klon 32) sowie einem pSUPERneo-transfizierten Kontrollklon
(L428 Klon 72). Zell-Lysate wurden im Western-Blot mit Antikérpern gegen
STAT®6 untersucht. Die verwendeten Zellklone wurden in verschiedenen Prote-
ingehalten eingesetzt (Proteingehalt der Spuren: 30 ug, “10ug, 3,3 ng).
Eine zweite Inkubation der Membran mit einem Antikorper gegen B-Aktin
diente dem Abgleich des Proteingehaltes in den Spuren. Bei dem Klon 32 wurde
Zell-Lysat einer frithen Passage (3 Monate) verwendet.
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In H/RS-Zellen konnte eine konstitutive Aktivierung verschiedener Signalkaskaden nachge-
wiesen werden, darunter der in dieser Arbeit untersuchte Jak/STAT-Signalweg (Cochet et al.,
2006; Holtick et al., 2005; Kapp et al., 1999; Kube et al., 2001; Skinnider et al., 2001; Skin-
nider et al., 2002 b). Fiir die STAT-Familienmitglieder STAT3 und STAT6 konnte eine per-
manente Aktivierung im cHL gezeigt werden (Kube et al., 2001; Skinnider et al., 2002 b). Fiir
STAT3, STAT6 und bedingt auch STATS liel sich mittlerweile eine essentielle Rolle fiir die
Proliferation der cHL-Zellen zeigen (Baus und Pfitzner, 2006; Kube et al., 2001; Holtick et
al., 2005; Skinnider et al., 2002 b; Weniger et al., 2006). Es war daher von besonderem Inte-
resse, den Zusammenhang zwischen der Aktivierung des Jak/STAT-Signalweges und der Pa-
thogenese des cHL besser verstehen zu lernen.

Ziel aller Forschungsbemiihungen bleibt es, neue und effizientere Strategien in der Therapie
des Hodgkin-Lymphoms zu entwickeln, die auf dem Verstidndnis der molekularen Ursache
der Erkrankung basieren. Insbesondere bei fortgeschrittenen Tumorstadien oder bei Rezidi-
verkrankungen ist eine hohere bis gleichwertige Tumorwirksamkeit bei geringerer Begleitto-
xizitdt erstrebenswert. Inwieweit die Jak/STAT-Signalkaskade einen moglichen Angriffs-
punkt fiir zukiinftige therapeutische Ansdtze darstellt ist noch nicht vollstindig geklirt. Ziel
dieser Arbeit war es daher mittels der Technik der RNA-Interferenz durch Inhibition von
STAT6 in Hodgkin-Zelllinien die Bedeutung von STATS® fiir die Pathogenese des klassischen

Hodgkin-Lymphoms nédher zu untersuchen.

4.1. Die Methode der Nukleofektion ermdoglicht die Transfektion der cHL-
Zelllinien L591 und L1236

In dem methodischen Teil der vorliegenden Arbeit gelang es mit Hilfe der Methode der
Nukleofektion als optimierte Variante der Elektroporation eine neue Transfektionsmoglich-
keit fiir die untersuchten cHL-Zelllinien zu etablieren. Insbesondere die cHL-Zelllinien L1236
sowie L.591 waren zu Beginn dieser Arbeit mit den herkommlichen Elektroporationsmetho-

den nicht zu transfizieren.



In dieser Arbeit wurden fiir den jeweiligen Zelltyp eine Vielzahl von Transfektionspuffern
und Elektroporationsprogrammen kombiniert, um maximale Transfektionseffizienzen zu er-
reichen. Die Ergebnisse der Optimierungsversuche in der vorliegenden Arbeit zeigten, dass
mittels der optimierten Methode der Nukleofektion fiir die schwer zu transfizierenden Zell-

linien L591 (Puffer V, Programm A-23) sowie L1236 (Puffer R, Programm A-23) eine Mog-
lichkeit des Einbringens von Fremd-DNA besteht. Im Vergleich zu den Transfektionseffizien-
zen der Elektroporation zeigte sich eine deutliche Uberlegenheit der Nukleofektion fiir die

Zelllinien L591 sowie L1236 (vgl. Tabelle 15, 16 und 17). Die Zelllinie L1236 reagierte ins-

gesamt empfindlicher als die Zelllinie L591 sowohl auf Nukleofektion als auch Elektroporati-
on bei einem hohen Anteils toter Zellen.

Zum Zeitpunkt der Durchfithrung dieser Versuchsreihen lagen noch keine Angaben des Her-
stellers in Bezug auf die untersuchten cHL-Zelllinien vor. Der Hersteller Amaxa empfiehlt
mittlerweile unter anderem auch die Verwendung von Puffer V in Kombination mit Pro-
gramm T-01 fiir die Zelllinie L1236.

Die gewonnenen Ergebnisse dienten unserer Arbeitsgruppe als Grundlage fiir weiterfithrende
Experimente mit Hodgkin-Zelllinien. Nils Schoof analysierte in seiner Arbeit den Effekt der
Inhibition des Hitzeschockproteins HSP90 auf die STAT-Aktivierung in Hodgkin-Zelllinien
(Schoof, 2008; Schoof et al., 2009).

4.2. Die Bedeutung von STAT6 fiir die Pathogenese des klassischen Hodgkin-
Lymphoms

Im Rahmen dieser Arbeit sollte ein Beitrag zu der noch unzureichend erforschten Frage ge-
leistet werden, welche Bedeutung STAT6 fiir die Pathogenese des Hodgkin-Lymphoms hat.
Die im methodischen Teil dieser Arbeit gewonnenen Kenntnisse sollten genutzt werden durch
Nukleofektion von spezifisch gegen STAT6 gerichteter shRNA eine gezielte Hemmung der
Expression von STAT6 in Hodgkin-Zelllinien zu erreichen. Die STAT6-defizienten Zellklone
sollten im Anschluss in verschiedenen Versuchen beziiglich der Zellverdopplungszeit, der
Apoptoseneigung und der Expression B-Zell-spezifischer Oberflaichenmarker analysiert wer-

den. Dafiir erfolgte die Transfektion von cHL-Zellen der Zelllinien L428, L591 sowie L1236
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mit einem STAT6si-exprimierenden Vektor. Im Anschluss daran gelang es lediglich fiir die
Zelllinie 1428 eine repridsentative Auswahl an STAT6-defizienten Zellklonen zu etablieren,
die fiir folgende Versuche und funktionelle Charakterisierung zur Verfiigung standen. Weder
fiir die Zelllinie L591 noch L1236 lieBen sich entsprechende Ergebnisse erzielen. In Bezug
auf die Zelllinie L1236 fiel auf, dass keine STAT6-defizienten Klone wohl aber Kontrollklone
gewonnen werden konnten als moéglichen indirekten Hinweis auf die essentielle Rolle von
STATS6 in dieser Zelllinie.

Ahnliche Effekte konnten bereits in anderen Arbeiten fiir die Transfektion der Zelllinie L1236
mit pPSUPERneoSTAT3si beschrieben werden (Holtick et al., 2005) sowie fiir die Analyse des
NF-kB-Signalweges im cHL (Bargou et al., 1997). Dieser Befund ist als Hinweis zu deuten,
dass auch STAT6 direkt in die Zellproliferation und Uberleben der L1236-Zellen involviert
sein konnte. Fiir die Zelllinie L591 konnten weder Kontrollklone noch STAT6-defiziente
Zellklone gewonnen werden. Insgesamt konnten dementsprechend weitere Funktionsanalysen
lediglich mit der Zelllinie 1428 durchgefiihrt werden.

In Ankniipfung an diese Ergebnisse denkbar wire es in Anbetracht der hohen STAT6-
Expression in den Hodgkin-Zelllinien den Versuch zu unternehmen, durch Wiederholung der
Nukleofektion die Effizienz der Methode weiter zu erhohen und so vielleicht auch fiir diese
Zelllinien STAT6-defiziente Klone zu gewinnen oder aber durch Transfektion von siRNA
ohne klonale Selektion die Wirkung von STAT6 zu untersuchen. Aufbauend auf den Erkennt-
nissen dieser Arbeiten wurden solche Analysen von N. Schoof in der Arbeitsgruppe durchge-
fiihrt und in seiner Promotionsschrift dargelegt (Schoof, 2008). Die Expression von STAT3
und STAT6 wurde von N. Schoof anders als in der vorliegenden Arbeit mittels transienter
RNA-Interferenz in der cHL-Zelllinie L.428 gehemmt. Hintergrund war die Mdoglichkeit, so
einen klonalen Selektionsprozess zu umgehen, der mit sekundédren Effekten Veridnderungen
neben der Hemmung von STAT6 und STAT3 verbunden sein konnte und damit eine Uberla-
gerung der spezifischen Effekte der Reduktion dieser Transkriptionsfaktoren zu verhindern.
Ein Nachteil in der Methodik liegt sicherlich darin, dass sich die siRNA-induzierten Effekte
anders als bei den stabilen Klonen bereits nach einem kurzen Beobachtungszeitraum verrin-
gern, viele auf RNA-Interferenz basierende Effekte allerdings erst nach einigen Tagen analy-
siert werden konnen (Ngo et al., 2006). Zusétzlich wurde von N. Schoof die Transfektion der
siRNAs 48h nach der ersten Transfektion wiederholt, um so die Effektivitit zu steigern

(Schoof, 2008).
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Eine andere Moglichkeit wire statt der Nukleofektion eine lentivirale Transduktion durchzu-
fiihren mit dem Ziel einer effektiveren Reduktion von STAT6 wie unter anderem durch Baus

und Pfitzner erfolgt (Baus, 2005; Baus und Pfitzner, 2006).

Zu Beginn dieser Arbeit wurde in der Literatur eine bedeutsame Rolle von STAT-Proteinen
fiir das Wachstumsverhalten der malignen Zellen im Hodgkin-Lymphom beschrieben (Be-
nekli et al., 2003; Hirano et al., 2000). Insbesondere fiir das STAT-Familienmitglied STAT3
finden sich Hinweise fiir eine wichtige Rolle als Regulator von Proliferation und Uberleben
von verschiedenen Tumorzelllinien und insbesondere auch in cHL-Zelllinien (Alas et al.,
2003; Amin et al., 2004; Burke et al., 2001; Catlett-Falcone et al. 1999; Holtick et al., 2005;
Kube et al., 2001). Anders als fiir STAT3 existierten bei Beginn dieser Arbeit keine Verdof-
fentlichungen, die den Zusammenhang zwischen der konstitutiven Aktivierung von STAT6
und dem deregulierten Wachstumsverhalten der cHL-Zellen belegen konnten. Die IL-13-
Abhingigkeit der cHL-Zellen war als ein indirekter Hinweis auch auf die mogliche Bedeu-
tung einer STAT6-Aktivierung fiir die Pathogenese des Hodgkin-Lymphoms zu werten.

Es sollte daher durch den Einsatz spezifischer shRNA der Einfluss einer Hemmung von endo-
genem STATG auf die Zellverdopplungszeiten von cHL-Zellen in vitro untersucht werden.
Die verschiedenen pSUPERneoSTAT6si-Zellklone der Zelllinie 1428 wurden im Vergleich
zu den pSUPERneo-Kontrollen in Bezug auf ihre Zellverdopplungszeiten iiber 96h vergli-
chen. Es konnte in der vorliegenden Arbeit erstmals gezeigt werden, dass auch konstitutiv
aktives STAT®G fiir die Proliferation der Zelllinie L428 notwendig sein kann (vgl. Abbildung
5). Die Arbeitsgruppe um Baus und Pfitzner bestitigten diese Ergebnisse einer Hemmung der
Proliferation von cHL-Zellen durch spezifisch gegen STAT6 gerichtete siRNA. Sie konnten
fiir die Hodgkin-Zelllinie L1236 nach lentiviraler Transduktion eine deutliche Hemmung des
Wachstums von STAT6-shRNA-exprimierende Zellen zeigen, allerdings bei fehlendem Ef-
fekt auf die Proliferation der Zelllinien L428 und L540. Insgesamt erreichten sie eine effekti-
ve Reduktion der Menge an STAT6 in den Zelllinien L428 sowie L1236 durch Verwendung
eines lentiviralen Expressionssystems. In der Zelllinie L591 konnte die Expression von
STAT6 nicht vollstidndig inhibiert werden (Baus, 2005; Baus und Pfitzner, 2006).

Ergénzend konnte N. Schoof aus unserer Arbeitsgruppe in seiner Promotionsschrift eine Pro-
liferationshemmung sowohl fiir die STAT6-siRNA-transfizierten Zellen als auch STAT3-
siRNA-transfizierten Zellen nachweisen. Wie bereits erwéhnt erfolgte abweichend zu dieser
Arbeit eine transiente Transfektion der cHL-Zelllinie 1.428. Die Zellproliferation der siRNA-

transfizierten cHL-Zelllinie 1428 wurde zur Bestimmung des Wachstumsverhaltens mittels
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’H-Thymidin-Einbau gemessen. Ein additiver Effekt durch gleichzeitige Hemmung von
STAT3 und STATS6 lieB sich nicht zeigen (Schoof, 2008). Die Analysen zur Proliferations-
hemmung wurden allerdings bereits 72h nach der zweiten transienten Transfektion durchge-

fiihrt, so dass die Effekte der Proliferationshemmung gering ausgepriagt waren (Schoof, 2008).

Durch Western-Blot-Analysen konnte gezeigt werden, dass eine Transfektion von cHL-Zellen
mit dem shRNA-exprimierenden Vektor bei einigen der etablierten pSUPERneoSTAT6si-
Zellklonen zu einer Abnahme der STAT6-Expression im Vergleich zu den pSUPERneo-
Kontrollen fiihrte (vgl. Abbildung 11 und 12). Moglicherweise lag die Ursache fiir die insge-
samt eher geringgradig hemmbaren STAT6-Expression in der Reduktion des shRNA-Effektes
iber die Passagezeit. Denkbar wire auch, dass keine reinen pSUPERneoSTAT6si vorlagen,
die aufgrund des Wachstumsnachteils gegeniiber pPSUPERneo-Zellen iiberwachsen wurden.

Korreliert man die Ergebnisse der Zellverdopplungszeiten (vgl. Abbildung 5) mit dem Grad
der Proteinmenge von STAT6 in den Western-Blot-Analysen (vgl. Abbildung 11 und 12), so

zeigt sich ein dominanter Hemmeffekt fiir die Proliferation der Zellen trotz gering reduzierter
Dosis von STAT6. Alle untersuchten Zellklone der L428 mit reduzierter STAT6-
Proteinmenge waren deutlich in ihrem Proliferationsverhalten gehemmt, unabhéngig von dem
Ausmal der Reduktion der Proteinmenge von STAT6 in den Western-Blot-Analysen.

Im Vorfeld dieser Arbeit konnte von Holtick et al. 2005 fiir STAT3 ein von unseren Ergebnis-
sen fiir STAT6 abweichendes Verhalten gezeigt werden. Fiir STAT3 zeigte sich eine dosisab-
hingige Beziehung zwischen der STAT3-Expression im Western-Blot und der Zellverdopp-
lungszeit. Je stirker die Proteinmenge von STAT3 im Western-Blot reduziert war, desto stér-

ker war auch das Proliferationsverhalten der Zellklone beeintrichtigt (Holtick et al., 2005).

In der vorliegenden Arbeit zeigte sich in den weiteren Western-Blot-Analysen fiir die unter-
suchten Zellklone der Zelllinie L428 eine Abhingigkeit der STAT6-Expression von der Dauer
der Zellpassage. Nach lidngerer Kultivierungszeit von 6,5 Monaten kehrte die STAT6-
Expression zum Ursprungsniveau zuriick (vgl. Abbildung 11). Hier miisste in der Perspektive
untersucht werden, ob die Zellen epigenetische Verdnderungen aufweisen.

Urséchlich fiir den Einfluss der Zellpassagedauer auf die STAT6-Expression konnte auch die
essentielle Rolle von STAT®6 fiir die cHL-Zellen sein. Zu Bedenken wire sicherlich die Mog-
lichkeit, dass keine reinen Zellklone, sondern Subklone mit unterschiedlicher STAT6-
Defizienz vorlagen. Mit der Dauer der Kultivierung wiirden Zellen mit normalem STAT6-

Niveau einen deutlichen Proliferationsvorteil aufweisen und die anderen Subklone verdrin-
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gen. An weiterfithrenden Experimenten zur Kldarung des Sachverhaltes wiren Verdiinnungs-
reihen der Zellklone denkbar. AnschlieBen konnten sich Southern-Blot-Analysen und Unter-

suchungen zur Expression von shRNA in diesen Zellklonen.

Im cHL findet man charakteristischer Weise eine Deregulierung multipler Signalwege (Garcia
J et al., 2003). NF-xB im Zusammenspiel mit Notch oder c-Jun/Jun-B sowie MEK/ERK
(Mathas et al., 2002; Wood et al., 1998; Zheng et al., 2003) wurden als dereguliert beschrie-
ben. Durch die Inhibition von NF-kB-Signalwegen mittels dominant-negativem IkBa wurde
die Proliferation von cHL-Zellen beeintriachtigt (Bargou et al., 1997).

Die Diskriminierung welchen relativen Beitrag jeweils deregulierte STAT-, NF-xB- oder
MEK/ERK-Signalwege an der Proliferation und Regulation von Zielgenen leisten, konnte
noch nicht abschlieend gekléart werden. Vorherige Arbeiten konnten zeigen, dass eine direkte
Protein-Protein-Interaktion zwischen STATs und NF-kB sowie anderen Transkriptionsfakto-
ren bestehen konnte (Litterst und Pfitzner, 2001; Yoshida et al., 2004). Aulerdem konnten
verschiedene Zielgene beschrieben werden, bei denen STAT3 und NF-kB Bindungsstellen
teilen oder deren korrespondierenden Promotorregionen starke Ahnlichkeiten aufwiesen
(Ohmori et al., 1997).

Ein weiteres wichtiges Charakteristikum von Hodgkin-Lymphomzellen ist die Resistenz ge-
geniiber proapoptotischen Stimuli. Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher auch fiir
STAT6 zu untersuchen, ob es durch eine Hemmung mittels spezifischer siRNA zu einer Sen-
sibilisierung der cHL-Zellen gegeniiber STS-oder CD95-vermittelten Apoptose kommt. Die
STAT6si-exprimierenden Zellklone wurden im Vergleich zu den Kontrollklonen iiber 24h mit
STS behandelt, sowie in einem weiteren Versuchsansatz mit dem agonistischen o-CD95-
Antikorper inkubiert. Im Anschluss erfolgte die durchflusszytometrische Quantifizierung der
Fluoreszenzintensitéten fiir Annexin-V-FITC als Marker fiir frithe Apoptosestadien.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigten allerdings, dass trotz Hemmung von STAT6
in L428-Zellen die Resistenz gegeniiber CD95-vermittelter Apoptose bestehen blieb (vgl.
Tabelle 19 sowie Abbildung 6). Weiterhin wurden in der vorliegenden Arbeit dhnliche Be-
funde wie fiir die CD95-vermittelte Apoptose auch fiir die Resistenz der H/RS-Zellen gegen-
iber Staurosporin-vermittelter Apoptose erhoben. Es bestand lediglich eine Tendenz der Zu-
nahme der mittleren Fluoreszenzintensitit fiir Annexin nach STS-Behandlung im Vergleich
zu den Kontrollklonen (s. Tabelle 18 sowie Abbildung 6). Nicht vollstindig geklirt werden
konnte auBerdem die Frage, ob die Reduktion von STAT6 in der Zelllinie L428 nicht aus-
reichte, die bestehende Resistenz gegeniiber STS-oder CD95-vermittelter Apoptose aufzuhe-



4. Diskussion

ben. Die Ergebnisse dieser Arbeit belegten weiterhin, dass die STAT6si-Klone bereits ohne
STS- oder a-CD95-Behandlung eine relativ hohere Spontanapoptoserate aufwiesen als die
Kontrollklone. Das konnte ein moglicher Hinweis darauf sein, dass STAT6 einen Effekt auf
die Apoptoseneigung hat, der unabhingig von den bisher untersuchten Mechanismen ist.

Eine permanente Aktivierung des STAT-Familienmitglied STAT6 im klassischen Hodgkin-
Lymphom ist mit autokriner Sekretion von IL-13 assoziiert (Kapp ef al. 1999; Skinnider et
al., 2001; Skinnider et al., 2002 a). In einigen HL-Zelllinien (L428, HDLM?2) konnte gezeigt
werden, dass sich mit einem neutralisierenden IL-13-Antikérper durch Inhibition der IL-13-
vermittelten Signalkaskade Apoptose auslosen liel (Trieu et al., 2004). Komponenten des IL-
13-Rezeptors in B-Zellen konnen allerdings neben STAT6 auch STAT3 und STATS aktivie-
ren (Rolling et al., 1996), so dass die Induktion von Apoptose durch Blockade des IL-13-
Rezeptors durch die Inhibition mehrerer Transkriptionsfaktoren und nicht singuldr STAT6
bedingt sein konnte. Die Tatsache, dass eine alleinige Hemmung von STAT6 durchaus aus-
reicht, Apoptose in cHL-Zellen zu induzieren, konnte nach neueren Erkenntnissen mittels
STATG6-spezifischen siRNA fiir die Hodgkin-Zelllinie L1236 gezeigt werden (Baus, 2005).
Baus und Pfitzner konnten allerdings ebenso wenig wie unsere Ergebnisse eine Induktion von
Apoptose durch STAT6-spezifische siRNA fiir die Zelllinie L428 zeigen. Sie fiihrten das auf
die Menge von konstitutiv aktivem STATI1 in L1236-Zellen zuriick mit proapoptotischer
Wirkung nach STAT6-Depletion sowie auf moglicherweise unterschiedliche Zielgene von
STAT6 in beiden Zelllinien (Baus, 2005). Interessant war auflerdem, dass Baus und Pfitzner
zeigen konnten, dass die Apoptose-Induktion nach STAT6-Depletion in der Zelllinie L1236
durch Caspasen vermittelt wurde (Baus, 2005).

Im cHL fehlt eine B-Zell-typische Genexpression in den H/RS-Zellen (Schwering et al.,
2003). In verschiedenen Veroffentlichungen konnte gezeigt werden, dass die Zelllinie 1428
eine mangelnde Expression von CD19, CD20, CD21, CD22 sowie des Leukozytenmarkers
CD45 aufweisen, wohingegen eine Expression von CD30, CD40 sowie CD45 auf diesen Zel-
len nachzuweisen ist (Drexler, 1992; Kiippers, 2002; Kuzu et al., 1993; Poppema, 1996;
Schwering et al., 2003; Watanabe et al., 2000).

In der vorliegenden Arbeit sollte deshalb mittels Durchlusszytometrie untersucht werden, ob
die Hemmung von STAT6 mittels STAT6-spezifischer siRNA in cHL-Zellen eine B-Zell-
typische Expression von Zelloberflichenmarkern wiederherstellen kann, darunter B-
Lymphozyten- sowie Hamatopoese-spezifische Marker. Untersucht wurde die Expression von

CD19, CD20, CD21, CD22, CD25, CD30, CD40, CD45 sowie CD54 durch Inkubation der
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Hodgkin-Zellen mit fluoreszenzmarkierten Antikorpern und anschlieBender durchflusszyto-
metrischer Analyse. Aulerdem wurde erginzend nach der Expression von CD95/ Fas/ Apo-1
in L428 cHL-Zellen geschaut, da H/RS eine Resistenz gegeniiber CD95-vermittelter Apopto-
se aufwiesen (Catlett-Falcone et al., 1999; Maggio et al., 2003; Thomas et al., 2002).

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die Hemmung von STAT6 mittels STAT6-
spezifischer siRNA in den cHL-Zellen nicht zu einer Wiederherstellung der Expression B-
Zell-spezifischer Oberflichenmolekiile fiihrte (vgl. Tabelle 20 sowie Abbildung 9). Zusam-
menfassend ldsst sich aus den Ergebnissen dieser Arbeit iiber die Expression von Oberfla-
chenmarkern in cHL-Zellen mit gehemmter STAT6-Expression kein Zusammenhang zwi-
schen B-Zell-typischer Genexpression in den H/RS-Zellen und einer permanenten Aktivie-
rung von STAT6 herstellen.

Die Expression von CD40 sowie CD54 wird in cHL-Zellen durch NF-xB reguliert (Hinz et
al., 2001). In der vorliegenden Arbeit konnte kein Unterschied zwischen dem Expressionsni-
veau dieser Proteine in den STAT6si-Zellklonen im Vergleich zu den Kontrollklonen festge-
stellt werden. Die Hemmung von STATG6 scheint demzufolge keinen Einfluss auf die Aktivie-
rung von NF-kB zu haben, ein Befund der bereits auch fiir die Hemmung von STAT3 erhoben
werden konnte (Holtick et al., 2005). Fiir das cHL konnte au3erdem in vorherigen Veroffent-
lichungen gezeigt werden, dass der B-Zell-Rezeptor selbst in H/RS-Zellen nicht exprimiert ist

(Re et al., 2001; Stein et al., 2001; Torlakovic et al., 2001).

Insgesamt weist der Einfluss von STAT6 auf die Zellverdopplung auf eine essentielle Rolle
dieses STAT-Familienmitgliedes in der Pathogenese des Hodgkin-Lymphomes hin.
Allerdings waren die mittels der Methodik dieser Arbeit gewonnen Zellen nicht sinnvoll zur
weiteren Analyse von STAT6-vermittelten Effekten einsetzbar. Anders als initial geplant,
gelang es lediglich fiir die Hodgkin-Zelllinie 428 und nicht fiir die Hodgkin-Zelllinien
L1236 und L591 weiterfithrende Untersuchungen durchzufiihren. Die cHL-Zelllinien weisen
durch die Entstehung aus unterschiedlichen cHL-Subidentitdten eine gewisse Heterogenitit
auf, so dass die gewonnenen Ergebnisse nicht ohne weitere Bestidtigung in anderen Zelllinien
oder aber Primédrmaterial auf das gesamte cHL iibertragen werden konnen. Die cHL-Zelllinien
bieten die Moglichkeit zur Erforschung dieser Erkrankung, da es bisher kein Tiermodell zur
Verfiigung steht. Gewonnene Ergebnisse sollten aber immer an primdrem Tumorgewebe von
cHL-Patienten validiert werden.

Auch erschien eine weiterfithrende funktionelle Interpretation insbesondere aufgrund der
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Ergebnisse der Western-Blot-Analysen nicht sinnvoll. Es stand insgesamt nur eine limitierte
Anzahl an STAT6-defizienten Zellklonen zu Verfiigung, die repridsentative Aussagen er-
schwerte. Zusitzlich ging die STAT6-Expression der meisten Zellklone im Western-Blot nach

langerer Zellpassagezeit auf das Ausgangsniveau zuriick (vgl. Abbildung 9 und 10) und stan-

den damit sinnvollen weiteren Analysen nur begrenzt zur Verfiigung.

4.3. Ausblick

Erkenntnisse iiber die molekularen Ursachen, die zur Entwicklung des Hodgkin-Lymphoms
fiihren, konnten in Zukunft spezifischere Therapien ermoglichen mit moglichst hoherer bis
gleichwertiger Tumorwirksamkeit und geringerer Begleittoxizitit. Derzeitige therapeutische
Ansitze umfassen den Einsatz von neutralisierenden Antikorpern wie TRAIL-R1-Antikorper,
anti-CD20- (Rituximab), anti-CD30-Antikérper (SGN-30, MDX-60) oder IL-13-Antikorper
(CAT-354), die gegen proliferationsfordernde oder antiapoptotische Signale vermittelnde Re-
zeptoren oder Proteine gerichtet sind. Eine Inhibition des NF«xB-Signalweges durch Substan-
zen wie Arsentrioxid oder eine Inhibition des 26S-Proteasoms durch Bortezomib, MG132,
tiber das unter anderem der NFxB-Inhibitor IxB abgebaut wird, sind andere erfolgsverspre-
chende Ansitze (Re et al., 2005). Sogenannte ,,small molecules* haben mittlerweile einen
festen Stellenwert in der Therapie bestimmter Tumorentititen, darunter insbesondere der in
der Therapie der chronisch myeloischen Leukdmie (CML) eingesetzte Proteintyrosinkinase-
hemmer Imatinib (Glivec) (Fabbro et al., 2002).

Welchen Stellenwert ein spezifischer therapeutischer Angriff am Jak/STAT-Signalweg in der
zukiinftigen Therapie des Hodgkin-Lymphoms haben konnte, ldsst sich derzeit noch nicht

sicher voraussagen.

Ausstehend nach den Untersuchungen der vorliegenden Arbeit war insbesondere die Identifi-
zierung von transkriptionellen Zielen von STAT6. Durch Genexpressionsanalyse mittels Mic-
roarray-Analyse von L428-Zellen, die mit siRNA gegen STAT6 transfiziert wurden gelang es
N. Schoof Zielgene von STAT6 im cHL zu identifizieren und teilweise zu validieren, die mit

dem malignen Phénotyp der Zellen in Zusammenhang stehen konnten. Unter diesen Genen



sind vor allem der Transkriptionsfaktor IRF4, die IL-13-Rezeptorunterheit IL.13Ral, die Re-
zeptortyrosinkinase EphB1 und die Proteinphosphatase PTPRK zu nennen, die dementspre-
chend potentielle Ziele einer Therapie darstellen konnten (Schoof, 2008). In Einklang mit
anderen Veroffentlichungen stiitzen die vorliegende Arbeit sowie die Ergebnisse von N.
Schoof die Bedeutung, die in der Identifizierung funktionell wichtiger STAT-regulierter Gene
und ihrer Charakterisierung als diagnostische oder prognostische Faktoren oder Ziel fiir neue-

re spezifischere Therapien liegt.

Im Mittelpunkt neuerer Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe steht das Heat-shock protein
90 (HSP90), das in Hodgkin-Zellen iiberexprimiert vorliegt und in Zusammenhang mit der
Stabilisierung von Protoonkogenen und aberranten Signalwegen gebracht wird (Whitesell und
Lindquist, 2005). Fiir den HSP90-Inhibitor Geldanamycin und sein Derivat 17-AAG konnten
antiproliferative Effekte sowie eine Sensitivierung fiir apoptotische Stimuli aufgezeigt werden
(Broemer et al., 2004; Georgakis et al., 2006). Im Vorfeld hatten Cochet et al. zeigen konnen,
dass eine Downregulation von mindestens drei JAKs notwendig war, um eine Proliferations-
hemmung von Tumorzellen zu erreichen. Die Arbeitsgruppe um Schoof bestitigte eine De-
stabilisierung von Jaks durch Inhibition von HSP90 in Hodgkin-Zelllinien mit Einfluss auf die
STAT-Aktivierung (Cochet et al., 2006; Schoof et al., 2009). Ein Knock-down von HSP90
mittels RNA-Interferenz fiihrte ebenso wie eine Inhibition durch 17-AAG zu einer verminder-
ten Zellproliferation sowie iiber eine verminderten Proteinexpression verschiedener Januski-
nasen zu einer verminderten Tyrosinphosphorylierung von STAT1,-3,-5 und 6 (Schoof, 2008;
Schoof et al., 2009).

Die Inhibition von HSP90 stellt damit ein aussichtsreiches mogliches Target einer spezifi-
scheren Therapie des Hodgkin-Lymphoms oder anderer Tumorentititen mit deregulierter
Jak/STAT-Aktivierung dar. Es wurden bereits oral verfiigbare HSP90-Inhibitoren entwickelt,
deren Nutzen fiir eine Therapie und klinische Einsetzbarkeit noch evaluiert werden miissen
(Kasibhatla et al., 2007). Der Einsatz von 17-AAG ist derzeit unter anderem bei verschiede-

nen Lymphomentitéten in klinischer Erprobung (Buglio et al., 2007).
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Zielsetzung dieser Arbeit war es, durch den Einsatz von spezifisch gegen STAT6 gerichteter
shRNA die pathophysiologische Bedeutung von STAT6 fiir ausgewihlte Hodgkin-Zelllinien
niher zu charakterisieren. Im ersten Teil der Arbeit wurden die methodischen Grundlagen fiir
eine Transfektion der untersuchten Hodgkin-Zelllinien optimiert. Die Technik der Nukleofek-
tion als spezielle Variante der Elektroporation erwies sich fiir die schwer transfizierbaren
Hodgkin-Zelllinien als den herkommlichen Methoden iiberlegen. Mit Hilfe der gewonnenen
Kenntnisse konnten Zellen der Zelllinie L428 mit reduzierter STAT6-Expression etabliert
werden. Im zweiten Teil der Arbeit wurden die pSUPERneoSTAT6si-Zellklone hinsichtlich
des Proliferationsverhaltens, der Apoptoseneigung, dem Expressionsmuster von B-Zell-
spezifischen Oberflachenmarkern sowie der STAT6-Expression im Western-Blot charakteri-
siert. Es konnte fiir die Hodgkin-Zelllinie L428 gezeigt werden, dass STAT6 essentiell fiir die
Proliferation ist und eine Inhibition von STAT6 zu einem Wachstumsnachteil der Tumorzel-
len fiihrt. Die bestehende Resistenz der malignen Zellen des Hodgkin-Lymphoms gegeniiber
Staurosporin-sowie CD95/Fas/Apo-1-vermittelter Apoptose konnte durch die Inhibition von
STAT6 in den untersuchten Zellklonen nicht beeinflusst werden. Das Fehlen einer B-Zell-
typischen Genexpression in Hodgkin-Zellen wurde zum Anlass genommen, den moglichen
Einfluss einer Hemmung von STAT6 auf das Expressionsmuster ausgewihlter B-Zelllinien
spezifischer Oberflachenmarker zu analysieren. Insgesamt konnte in den L.428-
pSUPERneoSTAT6si- Zellen keine Wiederherstellung des charakterischen B-Zell-typischen
Phénotyps nachgewiesen werden. Fiir die Mehrzahl der untersuchten pSUPERneoSTAT6si-
Zellen wurde im Vergleich zu den pSUPERneo-Kontrollen zunéchst eine herabgesetzte
STAT6-Expression nachgewiesen, die jedoch bei hoherer Passagenzahl verloren ging.

In Zusammenhang mit neueren Daten der Arbeitsgruppe und publizierten Daten stiitzt die
vorliegende Arbeit die Hypothese, dass konstitutiv aktiviertes STAT6 wichtig fiir das Hodg-
kin-Lymphom ist, ebenso wie die Identifizierung funktionell wichtiger STAT-regulierter Ge-
ne und ihre Charakterisierung als diagnostische oder prognostische Faktoren oder mogliche

Ziele fiir neuere spezifischere Therapien.
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7. Anhang LIS

7. Anhang: Abkiirzungsverzeichnis

Neben den international giiltigen physikalischen Einheiten und chemischen Symbolen werden
folgende Abkiirzungen verwendet:

Abb. Abbildung

A. bidest Wasser zweifach destilliert

AML Akute Myeloische Leukédmie

APS Ammoniumperoxidsulfat

BCL engl.: B-cell lymphoma

BOBI1 engl.: B-cell-specific coactivator

BSA Rinderserumalbumin (engl.: bovine serum albumin)
bzw. beziehungsweise

ca. circa

CD engl.: cluster of differentiation

C. elegans Caenorrhabditis elegans (Nematode)

cFLIP engl.: cellular FLICE-like inhibitory protein
cHL engl.: common Hodgkin Lymphoma

d.h. das heif3it

DHSG Deutsche Hodgkin-Lymphom-Studiengruppe
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsédure (engl.: desoxyribonucleic acid)
dsRNA doppelstriangige Ribonukleinsdure

EBV Epstein-Barr-Virus

ECL engl.: enhanced chemiluminescence

E.coli Escherichia coli

EDTA Ethylendiamintetraessigsiure

EGFP engl.: enhanced green fluorescent protein
engl. Englisch

ERK engl.: extracellular signal-related kinase

et al. und andere (lat.: et alii)

etc. und so weiter (lat.. et cetera)

Fa. Firma



FACS
FCS
FITC
FSC
GFP
gef.
GIST
GnRH

gp

HD
HEPES
HL
H/RS-Zellen
HSP 90
HTLV
IL

IL-R

Ig

JAK
LB-Medium
LD
LMP1
LL
LPHL
LR

MC
MDC
MEK
MH
Notchl
Nr.
NFxB
NS

engl.: fluorescence activated cell sorting
fotales Kélberserum
Fluoreszeinthiocyanat

engl.: forward scatter

7. Anhang

griin fluoreszierendes Protein (engl. green fluorescent protein)

gegebenenfalls
Gastrointestinaler Stromatumor

engl.: gonadotropin-releasing-hormon

Glykoprotein

Stunde (engl.: hour)

engl.: Hodgkin's disease
N-2-Hydroxyethylpiperazin-N 2-ethansulfonsidure
Hodgkin-Lymphom
Hodgkin/Reed-Sternberg-Zellen

engl.: Heat-shock protein 90

Humanes T-Zell-lymphotropes Virus

Interleukin

Interleukin-Rezeptor

Immunglobulin

Janus-Kinasen

Luria-Bertani-Medium

Lymphozytire Verarmung-histol. Begriff
latentes Membranprotein 1-EBV-Protein

engl.: lower left

Lymphozyten-pradominantes Hodgkin-Lymphom
engl.: lower right

gemischte Zellularitiit (engl.: mixed cellularity)
engl.: macrophage-derived chemokine

engl.: MAP/ERK kinase

Morbus Hodgkin

engl.: neurogenic locus notch homolog protein 1

Nummer

engl.: nuclear factor kappa-B

nodulir-sklerosierend- (histol.Begriff)
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OCT2
OD
PAGE
PAX
PBS
pH
PMSF
PS
PTK
RISC
RNA

RT

SDS
shRNA
siRNA
SOCS
SSC
STAT
STS
Tab.
TARC
TBS

TE
TEMED
TGF
™
TNF
TRAF's
TRIS
Tween

u/o

7. Anhang

engl.: octamer-binding transcription factor-2

optische Dichte

Polyacrylamidgelelektrophorese

engl.: paired box protein 5

Phosphat-gepufferte Kochsalzlosung (engl.:phosphate buffered saline)
negativ dekadischer Logarithmus der Hydroniumionenkonzentration
Phosphomethylsulfonylfluorid

Phosphatidylserin

Protein-Tyrosin-Kinase

engl.: RNA-induced silencing complex
Ribonukleinsdure (engl.: ribonucleic acid)
Umdrehungen pro Minute (engl.: rounds per minute)
Raumtemperatur

Sekunde

siche

Na-Dodecylsulfat (engl.: sodium-dodecylsulfate)

engl.: short hairpin ribonucleic acid

engl.: small-interfering ribonucleic acid

engl : suppressor of cytokine signaling

engl : side scatter

engl: signal transducers and activators of transcription
Staurosporin

Tabelle

engl.: thymus and activation-related chemokine
Tris-gepufferte Kochsalzlosung (engl: tris buffered saline)
Tris-EDTA

Tetramethylethylendiamin

engl.: transforming growth factor

engl.: trademark

Tumor-Nekrose-Faktor

TNF-assoziierte Faktoren
Tris-hydroxymethyl-aminomethan
Polyoxyethylensorbitanmonolaurat

und/oder
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VCA
vgl.
v/v
viw
WHO
XIAP
z.B.

virales Kapsidantigen

vergleichend

Volumen pro Volumen

Gewicht pro Volumen (engl.: weight/volume)
engl.: World Health Organisation

engl.: x-linked inhibitor of apoptosis

zum Beispiel
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