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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Chronische Lymphatische Leuk&mie (CLL) ist bis heute nicht heilbar. Fir die Entwicklung
neuer Therapieoptionen ist es wichtig, die Ursachen fir das verstarkte Uberleben der
leukédmischen B-Zellen zu verstehen. Der deregulierten Expression von Proteinen und RNA
wird hierflr eine bedeutende Rolle zugeschrieben. In der vorliegenden Arbeit werden in

diesem Zusammenhang die Proteine CD5 und PLAG betrachtet.

Eine hohe Expression des Transmembranrezeptors CD5 ist charakteristisch fur CLL-Zellen.
Um den Einfluss von CD5-abhangigen Signalwegen in der CLL zu analysieren, wurde bislang
der Rezeptor mit Hilfe von Antikorpern stimuliert. Jedoch kdnnen Antikdrper unspezifische
Reaktionen in der Zelle hervorrufen. Um dies zu vermeiden, wurde fur die vorliegende Arbeit
ein chimarer Rezeptor (CD5-EGFR) konstruiert und in die CLL-ahnliche Zelllinie Mecl

stabil transfiziert.

Die Expression des chimaren Rezeptors auf der Zelloberflache und seine Dimerisierung nach
Liganden-Zugabe konnte erfolgreich gezeigt werden. Der Nachweis einer liganden-
spezifischen Aktivierung von CD5-spezifischen Signalkaskaden in diesem System gelang
jedoch nicht. Ebenso zeigten Mec1-Klone, die CD5-EGFR oder CD5 stabil exprimieren, nach
Stimulierung des chiméren Rezeptors mit Ligand oder des nativen CD5-Rezeptors durch
Anti-CD5 Antikorper kein verédndertes Wachstum. An primdren CLL-Zellen verbesserte
dieselbe Behandlung mit Anti-CD5 Antikdrpern im Durchschnitt die Viabilitat. Auf Grund der
stark unterschiedlichen Antworten der einzelnen CLL-Proben reagierten einige der
untersuchten CLL-Klone, &hnlich den CD5-positiven Mec1-Zellen, nicht auf die Antikorper-

vermittelte Stimulation.

Eine Untersuchung konstitutiver Effekte der CD5-Expression war naheliegend, da an der
cytoplasmatischen Doméne von CD5 eine Tyrosinphosphorylierung und eine Assoziation mit
der Phosphatase SHP1 im Western Blot nachgewiesen wurde. Untersuchungen an den
Zellinien Hek293, Jurkat und Mecl zeigten, dass die ektopische Expression der
cytoplasmatischen Doméne von CD5 die mRNA-Expression der Serin-Threonin Kinase
PKCa herabsetzt. In funf unabh&ngigen Mecl-Klonen verringerte die Expression der
cytoplasmatischen Doméne von CD5 stets die metabolische Aktivitat der Zellen. Diese
Ergebnisse zeigen, dass allein die Expression der cytoplasmatischen Doméne von CD5 ohne
weitere Stimulation einen Einfluss auf Signalkaskaden, die Genexpression und die

metabolische Aktivitat hat, und damit zur Pathogenese der CLL beitragen kann.
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Die zweite in dieser Arbeit behandelte Fragestellung basiert auf miRNA-Array-Analysen, bei
denen die Herabregulation einiger miRNAs in CLL-Zellen im Vergleich zu B-Zellen gesunder
Probanden gefunden wurde. Durch bioinformatische Analysen der vorhergesagten
Bindestellen dieser miRNAs, wurde die mRNA des Proto-Onkogens PLAGL als potentielle
Zielstruktur von deregulierten miRNAs in CLL-Zellen identifiziert. Durch die verringerte
miRNA-Expression konnte die Proteinexpression von PLAG1 erhoht werden. Tatséchlich war
das Expressionsniveau von PLAGL in CLL-Zellen hoher als in B-Lymphozyten gesunder
Probanden. Durch Luziferase-Reporter-Assays konnte gezeigt werden, dass die identifizierten
miRNAs an die vorhergesagten Bindestellen in der 3'UTR von PLAG1 mRNA binden und
dadurch die Translation des Reportergens herabsetzen. Transfektion dieser miRNAs in
primédre CLL-Zellen flhrte bei einigen CLL-Proben zu einem erhdhten Anteil apoptotischer
Zellen. Diese Experimente legen nahe, dass eine Erhohung der PLAG1-Expression mangels

bestimmter miRNAs an der Pathogenese der CLL beteiligt sein kdnnte.
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Abstract

Chronic Lymphatic Leukemia (CLL) is still an incurable disease. For the development of
therapeutic options it is necessary to understand the reasons for the improved survival of
leukemic B-cells. An important role is ascribed to the deregulated expression of proteins
and RNA in CLL cells. In this context the proteins CD5 and PLAG1 were examined in the

present work.

High expression of the transmembrane receptor CD5 on B-cells is distinctive for CLL
cells. For analysis of CD5-induced signaling pathways in CLL, so far the receptor has been
stimulated by means of antibodies. Antibodies, however, may elicit unspecific effects on
the cell. To avoid these effects a chimeric receptor (CD5-EGFR) was constructed and
transfected into the CLL-like cell line Mec1.

Expression of the chimeric construct on the cell surface and its dimerisation after addition
of ligand were successfully demonstrated. The proof for ligand-specific activation of CD5-
induced signaling cascades in this system, however, failed. Similarly, Mecl clones stably
expressing CD5-EGFR or CD5 did not show any changes in growth after stimulation with
ligand or anti-CD5 antibodies. For primary CLL samples the same treatment with anti-CD5
antibodies on the average improved cell viability. Due to strongly different response of
individual CLL samples, some of the investigated CLL clones, similarly to CD5-positive
Mecl cells, did not respond at all to antibody-mediated stimulation.

It was obvious to investigate constitutive effects of CD5-expression, since tyrosine
phosphorylation of the cytoplasmic domain of CD5 and its association with the
phosphatase SHP1 was detected by Western Blot. Investigations of the cell lines Hek293,
Jurkat and Mecl showed that ectopic expression of the cytoplasmic domain of CD5
reduces the mRNA expression of the serine-threonine kinase PKCa. In five independent
Mecl clones expression of the cytoplasmic domain always decreased the metabolic
activity of the cells. These results indicate that expression of the cytoplasmic domain of
CD5, independently of its external stimulation can influence signaling cascades, gene
expression and metabolic activity and thus contribute to the pathogenesis of CLL.

The second topic of this thesis is based on miRNA-Array analysis, which showed down
regulated miRNA expression in CLL cells as compared to peripheral B-cells of healthy

donors. Bioinformatic analysis of the predicted binding sites for these miRNAs identified
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the mRNA of the proto-oncogene PLAG1 as a potential target of deregulated miRNAS in
CLL cells. Reduced miRNA expression might increase the protein expression of PLAG1.
Indeed, PLAG1 protein levels in CLL cells were higher than in B-lymphocytes from
healthy donors. Luciferase-reporter-assays showed that miRNAs bind to the predicted
binding sites in the 3’UTR of the PLAG1 mRNA and reduce translation of the reporter
gene. Transfections of these miRNAs into CLL patient samples showed in some CLL
samples resulted in an increased percentage of apoptotic cells. These experiments imply
that an increased PLAGL1 expression due to lack of certain miRNAs may be involved in the

pathogenesis of CLL.



Einleitung

1 Einleitung

Die vorliegende Arbeit soll einen Beitrag zu der Beteiligung des Transmembranproteins
CD5 und der durch miRNA modulierten Expression von PLAGL1 in der Pathogenese der
Chronischen Lymphatischen Leukdmie (CLL) leisten. Dies verlangt zundchst eine
ausfiihrliche Auseinandersetzung mit der Erkrankung CLL sowie deren Ursachen
(Abschnitt 1.1). Weiterhin ist die Kenntnis von CD5 und seiner molekularen Umgebung
notig (Abschnitt 1.2), sowie der Bedeutung von microRNA (miRNA) in
Tumorerkrankungen (Abschnitt 1.3).

1.1 Chronische Lymphatische Leukamie (CLL)

CLL ist in den Industriestaaten die h&ufigste Form der Leukdmie bei Erwachsenen
(Redaelli et al., 2004). Die Inzidenz liegt landesabhangig zwischen einem bis fiinf Fallen
auf 100 000 Einwohnern pro Jahr. Die Krankheitshdufigkeit ist in Australien, USA, Italien,
Schweiz und Irland besonders hoch (Redaelli et al., 2004). Auffallig ist, dass Manner
ungefahr doppelt so hdufig wie Frauen an CLL erkranken (Cartwright et al., 2002).

Diagnostiziert wird CLL meist bei Patienten hoheren Lebensalters. Der Median liegt bei 65
Jahren (Shaffer et al., 2002). Aufgrund von Immunodefizienz sind Infektionen die
haufigste Todesursache fur CLL-Patienten (Hamblin and Hamblin, 2008).
Therapieoptionen fir CLL-Patienten sind Behandlungen mit Chemotherapeutika. Eine
Heilung ist bis heute nicht mdglich (Ghia et al., 2007).

1.1.1  Krankheitsverlauf der CLL

CLL ist charakterisiert durch die langsame Akkumulation CD5-positiver B-Zellen
(Rozman and Montserrat, 1995). Da die Erkrankung haufig jahrelang symptomlos verlauft,

wird in vielen Féllen die Diagnose nach einer routinemagigen Blutuntersuchung gestellt.

Aus heutiger Sicht ist CLL eine relativ heterogene Krankheit. Auf der Basis molekularer
Marker, z.B. des Mutationsstatus der Immunoglobulin schweren Ketten-Gene (IgVVH), oder
der Expression von ZAP70 (Zeta-Chain-Assosciated Protein Kinase 70), kann zwischen
einer indolenten und einer aggressiven Verlaufsform unterschieden werden (Damle et al.,
1999; Hamblin et al., 1999; Kim et al., 2004).



Einleitung

Die Expression der prognostischen Marker korreliert stark mit der Lebenserwartung der
Patienten. Patienten einer aggressiven Verlaufsform haben eine mediane Lebenserwartung
von 95 Monaten, bei Patienten der indolenten Verlaufsform liegt sie bei 293 Monaten
(Hamblin et al., 1999). Ob die CLL-Zellen beider Prognostischen Gruppen denselben
zellul&ren Ursprung haben, wird diskutiert. Moglicherweise stellt CLL nicht eine, sondern
zwei verschiedene Krankheiten mit &hnlichem Phanotyp dar.

1.1.2  Mdgliche Vorlaufer von CLL-Zellen

Zurzeit ist unklar, aus welchen B-Zellen CLL-Zellen hervorgehen (Ghiotto et al., 2004;
Martin and Kearney, 2001). Es kommen mehrere Subtypen von B-Zellen in Frage, auf die

im Folgenden naher eingegangen wird.

Am starksten dhneln CLL-Zellen in ihrem Oberflachen-Phénotyp und ihrer Genexpression
Antigen-erfahrenen Gedéchtnis B-Zellen (Damle et al., 2002; Damle et al., 1999; Klein et
al., 2001). CLL-Zellen mit unmutierter IgVH kdnnten sich auch aus marginalen B-Zellen
entwickelt haben, bei denen keine somatische Hypermutation stattfinden muss (Chiorazzi
et al., 2005; Ghiotto et al., 2004). Mdglicherweise liegt der Ursprung von CLL-Zellen in
Bla-Zellen (Martin and Kearney, 2001). Im Gegensatz zu B2-Zellen exprimieren Bla-
Zellen analog zu CLL-Zellen CD5. Ihre Aufgabe besteht in der Abwehr von bakteriellen
Infektionen. Im Gegensatz zu B2-Zellen befinden sich diese Zellen hauptsachlich im

Peritoneum.

1.1.3  Uberleben der CLL-Zelle

Das Uberleben der CLL-Zellen in vivo ist durch eine langsame Proliferation und eine
geringe Apoptoserate charakterisiert (Chiorazzi, 2007). Eine wichtige Rolle fiir das
Uberleben von CLL-Zellen spielt das Mikromilieu, da primare CLL-Zellen ex vivo unter
Zellkulturbedingungen innerhalb weniger Tage in Apoptose gehen (Ghia et al., 2008). Die
Interaktion mit anderen Zellen oder Kofaktoren ist also zumindest teilweise fiir die
fehlende Apoptoseinduktion in CLL-Zellen verantwortlich. Die extrazellularen Stimuli und
die dazugehorigen Signalkaskaden zu identifizieren und zu verstehen, die das Uberleben
der CLL-Zellen ermdglichen, ist ein wichtiger Schritt, um neue Therapieoptionen fur CLL

zu finden.
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Fur viele Transmembranrezeptoren ist die Teilnahme an der Entwicklung und dem
Uberleben der CLL-Zelle nicht geklart. In dieser Arbeit wird die Beteiligung des
Transmembranrezeptors CD5, der in CLL-Zellen Gberexprimiert wird, an der Pathogenese
der CLL naher untersucht. Ein anderer Schwerpunkt beschaftigt sich mit den
Auswirkungen verénderter MicroRNA (miRNA)-Expressionen auf die Expression des
Proto-Onkogens PLAG1 in CLL (Abschnitt 1.3). Um die Bedeutung von CD5 in der CLL-
Zelle besser verstehen zu kénnen, wird im Folgenden das molekulare Umfeld von CD5

naher beschrieben.

1.2 CD5 und sein molekulares Umfeld

In diesem Abschnitt wird der Rezeptor CD5 naher beschrieben, sowie sein molekulares
Umfeld. Dazu gehoren der B-Zell-Rezeptor (BZR), Src-Kinasen, Syk-Kinasen und die
Phosphatase SHP1 (Abbildung 1.1).

1.2.1  Der Transmembranrezeptor CD5

CDS5 st ein 68 kDa grofRer Transmembranrezeptor, der auf T-Zellen, Bla-Zellen und auf
CLL-Zellen exprimiert wird. Die extrazellulare Doméne von CD5 besitzt drei
cysteinreiche Domanen, und gehort daher zu der SRCR-Familie (Scavenger-Receptor-
Cysteine-Rich Family, siehe Lozano et al., 2000). In dieser Familie sind CD5 und CD6 die
am starksten verwandten Proteine. Es wird davon ausgegangen, dass ihr Ursprung in einem

gemeinsamen Gen liegt (Lecomte et al., 1996).

Aufbau der cytoplasmatischen Doméne von CD5

Die cytoplasmatische Doméane von CD5 besitzt, analog zum BZR, keine Enzymaktivitat.
Eine Weiterleitung extrazelluldrer Stimulation ist folglich auf die Rekrutierung von
Kinasen und Phosphatasen angewiesen. In der Aminoséure-Sequenz von CD5 kdnnen vier
Tyrosin-, sowie vier Threonin- und elf Serin- Phosphorylierungsmotive identifiziert
werden (Abbildung 1.2).

Die Phosphorylierung der Serin- und Threoninreste von CD5 lassen sich in T-Zellen
nachgeweisen (Griffith et al., 1989). Eine Verstarkung der Phosphorylierung wird nach T-
Zell Stimulation oder Behandlung mit Anti-CD5 Antikorpern detektiert (Alberola-1la et al.,
1993; Lozano et al., 1990). Hierbei sind Isoformen der Protein Kinase C (PKC) und CAM-
Kinase Il beteiligt (Calvo et al., 1998; Lozano et al., 2000).
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Abbildung 1.1: Schematische Darstellung der molekularen Umgebung von CD5. CD5 (links) besitzt drei
extrazelluléare cysteinreiche Doménen. Die cytoplasmatische Doméne besitzt mehrere Tyrosine. An ein
ITIM-Motiv kann SHP1 (Raute) binden. An ein ITAM-Motiv konnte eine Rekrutierung von Src-Kinasen
nachgewiesen werden (Kreis). Zu den relevanten Src-Kinasen gehéren hier Lck und Lyn. Der B-Zell-
Rezeptor (gestrichelte Box), bestehend aus IgM, CD79a und CD79b besitzt ebenfalls ein ITAM-Motiv.
Hier konnen Src-Kinasen und im zweiten Schritt Syk-Kinasen (Rechteck) rekrutiert werden. Zu den Syk-
Kinasen gehdren die Proteine Syk und ZAP70. ZM: Zellmembran; Y: Tyrosinreste; Zahlen:
Aminosaureposition.

Die Tyrosine 429 und 441 befinden sich in einem ITAM-Motiv (Immunoreceptor tyrosine-
based activation motife) dhnlichen Umfeld. Ein ITAM-Motiv ist definiert durch zweli
YXXL Motive, die durch acht bis zwolf Aminosduren getrennt sind. Nach einer
Phosphorylierung, z.B. durch Src-Kinasen, kénnen an diese Motive Kinasen binden, die
eine SH2-Domaéne besitzen. Analog zum BZR und T-Zell Rezeptor (TZR) kdnnte es durch
Bindungen von Syk-Kinasen zu einer Weiterleitung von Signalen kommen (Monroe,
2006).

In T-Zellen konnte nachgewiesen werden, dass Lck Tyrosinreste von CD5 phosphoryliert
kann (Burgess et al., 1992; Dennehy et al., 2001; Raab et al., 1994). Durch Mutationen der
betreffenden Tyrosine konnte gezeigt werden, dass Lck hauptsachlich Y441, jedoch auch
Y463, phosphorylieren kann (Dennehy et al., 2001).
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Abbildung 1.2: Schematische Darstellung von CD5 und den mdglichen Phosphorylierungsmotiven. Das
Protein CD5 ist mit extrazelluldrer Doméne, Transmembran-Domane (TM) und der cytoplasmatischen
Doméne abgebildet. Im unterem Balken ist die cytoplasmatische Domane vergréRert dargestellt. Potentiell
phosphorylierbare Aminosaurereste (T: Threonin; S: Serin; Y: Tyrosin) sind eingezeichnet. Mit Pfeilen
werden Kinasen/Phosphatasen, die die Aminosauren phosphorylieren, aufgelistet. PKC: Protein Kinase C,
PKG: Protein Kinase G, CaMK: Calcium-abhdngige Protein Kinase, PKA: Protein Kinase A, Lck:
Lymphocyte-Specific Protein-Tyrosine Kinase, SHP1: Protein-Tyrosin Phosphataselc. Zahlen geben die
jeweilige Aminosaureposition an. Das ITAM-Motiv ist in der gestrichelten Box besonders hervorgehoben.
Modifiziert nach Lozano (Lozano et al., 2000).

Tyrosin 378 befindet sich in einem ITIM-Motiv (Immunoreceptor tyrosine-based inhibition
motife). ITIM-Motive sind definiert durch die Aminosauresequenz AENTITYSLLKHP
(Unkeless and Jin, 1997). An ITIM-Motive kénnen SH2-Domane enthaltende Tyrosin-
Phosphatasen rekrutiert werden. Fir das ITIM-Motiv von CD5 lasst sich eine Bindung der
Phosphatase SHP1 nachweisen (Perez-Villar et al., 1999; Sen et al., 1999). Durch deren
Rekrutierung kann eine Weiterleitung der Rezeptor-Stimulierung durch Kinasen
unterbunden werden (Sen et al., 1999; Unkeless and Jin, 1997).

Liganden von CD

Als Liganden von CD5 werden CD72, gp40-80 und gpl50 diskutiert (Biancone et al.,
1996; Bikah et al., 1998; Calvo et al., 1999; Calvo et al., 1998; Van de \elde and
Thielemans, 1996). Keiner dieser Liganden konnte in weiteren Publikationen bestatigt
werden. Mdoglicherweise wird die Suche nach einem Liganden durch eine nicht stetige
Expression erschwert. So konnte der Ligand gp40-80 nur auf Splenozyten gefunden
werden, die mit CD3/CD28 aktiviert waren (Biancone et al., 1996).
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1.2.2 Der B-Zell Rezeptor (BZR) und dessen Aktivierung

Der B-Zell Rezeptor (BZR) besteht aus einem Molekul IgM, das aus zwei leichten und
zwei schweren Immunoglobulin-Ketten zusammengesetzt ist. Erganzt wird der BZR durch
das weitgehend intrazelluldre Heterodimer CD79a und CD79b (Monroe, 2006; Niiro and
Clark, 2002; Papavasiliou et al., 1995; Teh and Neuberger, 1997). An den BZR konnen

Fremdantigene binden, was zu dessen Aktivierung fuhrt.

CD79a und CD79b besitzen wie CD5 ITAM-Motive. Nach einer Stimulierung des BZR
kommt es zu einer Phosphorylierung seiner ITAM-Motive durch die Src-Kinase Lyn (Niiro
and Clark, 2002). An diese kann anschlieBend die Tyrosinkinase Syk mit der SH2-Domaéne
binden. Die Phosphorylierung der ITAM-Motive kann zusatzlich durch Koregulatoren wie
CD19, CD22 oder CD5 weiter beeinflusst werden (Niiro and Clark, 2002; Sen et al., 1999;
Tedder et al., 1997).

Nach einer BZR-Aktivierung werden Uber die Proteine RAS, PKC und NF«xB Signalwege
induziert, die die Gen-Expression der B-Zelle verandern. Gleichzeitig lasst sich ein

Calcium-Influx im Cytoplasma nachweisen (Niiro and Clark, 2002).

Im Gegensatz zu reifen B-Zellen exprimieren CLL-Zellen nur wenig IgM und CD79b
(Payelle-Brogard et al., 2002; Zomas et al., 1996). Stimulierungen des BZR in CLL-Zellen
zeigen, dass viele CLL-Zellen nur unzureichend auf eine Stimulation reagieren (Bernal et
al., 2001; Lankester et al., 1995; Nedellec et al., 2005). In vielen Fallen kann auch
Apoptose oder ein verstirktes Uberleben der CLL-Zelle induziert werden (Deglesne et al.,
2006; Zupo et al., 2000). Dabei scheint die Art der Stimulation einen groRen Einfluss auf
die Antwort der CLL-Zelle zu haben (Deglesne et al., 2006; Petlickovski et al., 2005).
Auffallig ist auch, dass CLL-Zellen, die die Marker fur die aggressive Verlaufsform tragen,

besser auf BZR-Stimulation reagieren (Nedellec et al., 2005).

1.2.3 Src-Kinasen

Src-Kinasen sind neben der Weiterleitung der BZR- und CD5-Stimulierung auch an der
Signalweiterleitung vieler anderer Membranrezeptoren involviert. Src-Kinasen sind an
Prozessen des Zellwachstums, der Differenzierung aber auch des Uberlebens und der
Migration beteiligt. Auf diese Weise spielen sie eine wichtige Rolle bei der Weiterleitung
von Stimuli aus dem externen Milieu der Zelle (Abram and Courtneidge, 2000; Ingley,
2008; Kefalas et al., 1995).
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Src-Kinasen gehoren zu den Nicht-Rezeptor-Tyrosinkinasen. Die Familie der Src-Kinasen
besteht aus neun Mitgliedern (Abram and Courtneidge, 2000; Ingley, 2008; Kefalas et al.,
1995). Wéhrend die Src-Kinasen Src, Fyn, Yes und Yrk ubiquitdr exprimiert werden, sind
die Src-Kinasen Lyn, Fgr und BIk typischerweise stark in B-Zellen vorzufinden. Lck wird
in T-Zellen, NK-Zellen und im Gehirn synthetisiert (Abram and Courtneidge, 2000; Ingley,
2008; Kefalas et al., 1995; Thomas and Brugge, 1997).

Src-Kinasen haben eine Grofle von 52-62 kDa und bestehen aus sechs Untereinheiten
(Abram and Courtneidge, 2000; Ingley, 2008; Kefalas et al., 1995; Thomas and Brugge,
1997). Jede Src-Kinase besitzt eine spezifische Unique-Region, die fur Protein-Protein
Interaktionen relevant zu sein scheint. Weitere Doménen sind die SH2-Domane, die
spezifisch an phosphorylierte Tyrosinmotive bindet, und eine SH3-Domane, die an Prolin-
reiche Sequenzen bindet und damit Protein-Protein Wechselwirkungen férdert. In der SH4-
Doméne befindet sich eine N-Terminale Myristilierungs-Doméne, welche an die Membran
bindet. Daher sind Src-Kinasen an der Zellmembran lokalisiert.

Die SH1-Doméne beinhaltet das katalytische Zentrum der Kinase. Hier befindet sich auch
Tyrosin 416. Eine Phosphorylierung an dieser Stelle sorgt flr eine optimale Struktur der
Substrat-Binde-Domane und ist wichtig fir die Aktivitat des katalytischen Zentrums (Xu et
al., 1999). Am C-terminalen Ende befindet sich eine zweite Tyrosin-
Phosphorylierungsstelle. Eine Phosphorylierung dieses Tyrosins fiihrt zu einer Bindung mit
der SH2-Domane. Vermutet wird, dass hierdurch die Kinase in einer geschlossenen,

inaktiven Form verbleibt (Brown and Cooper, 1996).

Src-Kinasen in CLL-Zellen

Lyn ist CLL-Zellen in wesentlich starker exprimiert als in gesunden B-Zellen (Contri et al.,
2005; Majolini et al., 1998). AulRerdem ist diese Kinase in CLL-Zellen zu einem groReren
Anteil im Cytoplasma lokalisiert. Die Kinase spielt eine wesentliche Rolle bei der
Signaltransduktion des BZR. Lck, welche ublicherweise in T-Zellen exprimiert wird, wird
in CLL-Zellen ebenfalls starker exprimiert als in gesunden B-Zellen (Majolini et al., 1998).
Da Tyrosin-Motive in der cytoplasmatischen Domane von CD5 bekannte Substrate fir Lck
sind, ist auch in CLL-Zellen eine Wechselwirkung von CD5 und Lck wahrscheinlich
(Dennehy et al., 2001; Raab et al., 1994).
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1.2.4 Syk-Kinasen

Zu den Syk-Kinasen gehoren die Proteine Spleen Tyrosine Kinase (Syk) und Zeta-Chain-
Assosciated Protein Kinase 70 (ZAP70). Sie haben eine GroRRe von ungefahr 70 kDa. Die
Kinase Syk wird hauptsachlich in B-Zellen exprimiert, in T-Zellen wird eher ZAP70
exprimiert (Mustelin et al., 2003; Turner et al., 2000). Fur B-Zellen untypisch wird ZAP70

auch teilweise stark in CLL-Zellen exprimiert (Chen et al., 2002).

Die Hauptrolle dieser Molekule ist die Signalweiterleitung von extrazellularen Stimuli,
beispielsweise einer BZR-Stimulierung. Durch das Vorhandensein von SH2-Domanen
kdnnen sie an phosphorylierte ITAM-Motive binden und weitere Proteine phosphorylieren
(Niiro and Clark, 2002). In Syk-negativen B-Zelllinien kann nur eine schwache, verzdgerte
Calcium-Mobilisation nach Stimulierung des BZR nachgewiesen werden (Jiang et al.,
1998; Takata et al., 1994).

1.2.5 SHP1

Die Tyrosin-Phosphatase Src homology region 2-domain-phosphatase (SHP1) kann an
SH2-Doménen binden. Bei CD5 liegt SHP1 durch Rekrutierung an das ITIM-Motiv in
raumlicher Nahe zum ITAM-Motiv (Unkeless and Jin, 1997). Eine Signalweiterleitung an
ITAM-Motive durch Src-Kinasen kann durch SHP1 gestort werden (Gary-Gouy et al.,
2000).

1.2.6  Experimentelle Aktivierung von CD5-induzierten Signalkaskaden

Da keine Liganden zur Stimulierung von CD5 erhdltlich sind, werden experimentelle
Stimulierungen von CD5, analog zu Stimulierungen des BZR und TZR, mit Antikdrpern
durchgefuhrt (Pers et al., 1998; Renaudineau et al., 2005).

In friiheren in vitro Experimenten wurde gezeigt, dass eine Stimulierung von CD5 durch
monoklonale Antikorper in T-Zellen zu einem verstarktem Calcium-Influx und erhéhter IL-
2 Produktion fuhrt. Zusammen mit einer TZR-Stimulation konnte eine verstirkte
Proliferation beobachtet werden (Ceuppens and Baroja, 1986; June et al., 1987; Spertini et
al.,, 1991). In Bla-Zellen kann eine alleinige Stimulierung von CD5 durch Anti-CD5
Antikorper Signalkaskaden ausldsen. Hier zeigte sich eine verstarkte Apoptose-Induktion
(Pers et al., 1998).
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Stimulierungen in CLL-Zellen

Stimulierung von CD5 auf CLL-Zellen fuhrt bei vielen Patientenproben zu einem erhéhten
Anteil apoptotischer Zellen (Cioca and Kitano, 2002; Pers et al., 2002; Renaudineau et al.,
2005). Eine verstarkte Apoptoserate wurde in solchen CLL-Zellen gefunden, die die

Marker fiir den aggressiven Verlauf dieser Krankheit exprimieren.

Einen moglichen Hinweis auf eine konzentrationsabhangige Apoptoseinduktion nach CD5-
Stimulation gibt eine neuere Publikation. Hier wird nach einer CD5-Stimulation bei
niedrigen Konzentrationen in den meisten CLL-Zellen eine Forderung des Uberlebens
erzielt, erst bei hoheren Antikdrperkonzentrationen gehen die CLL-Zellen in Apoptose
(Perez-Chacon et al., 2007b).

1.2.7 Chimare Rezeptoren als Modelle fiir eine ligandeninduzierte CD5-

Stimulation

Da primédre CLL-Zellen einer Variabilitdt durch den Binet-Status, den prognostischen
Verlauf und der Lebensweise des Patienten selber unterworfen sind, unterliegen die
Experimente mit priméren Zellen einer hohen Variabilitat. Erschwert wird die Arbeit an
primédren CLL-Zellen in vitro dadurch, dass die Zellen schnell in Apoptose gehen. Um die
Beteiligung von CD5 an der Pathogenese der CLL untersuchen zu kénnen, ist es daher

gunstiger langlebige B-Zelllinien als Modellsystem zu verwenden.

Ein Zelllinienmodel fir die CD5-Stimulation in CLL existiert noch nicht, da alle
verfiigbaren CLL-Zelllinien CD5-negativ sind. Daher wére es ideal, den CD5-Rezeptor in
CLL-Zelllinien einzubringen und dann zu stimulieren. Ein Ansatz, Rezeptoren zu
stimulieren, von denen keine Liganden bekannt sind, ist das Benutzten von chimaren
Rezeptoren. Als extrazellulare Doméne wird hierbei ein Rezeptor mit bekannten Liganden
gewadhlt. Als cytoplasmatische Doméne wird die Doméne des zu untersuchenden Rezeptors
verwendet. Durch Zugabe des passenden Liganden konnen Aktivierungen der
cytoplasmatischen Doméne erzielt werden (Lehvaslaiho et al., 1989; Pandiella et al., 1989;
Piccinini et al., 2002; Riedel et al., 1989; Riedel et al., 1986).

Fir die Erforschung CD5-induzierter Signalkaskaden wurden bereits chimére Rezeptoren
entwickelt. Ein chimdrer Rezeptor, der extrazellular aus FCy-Rezeptor besteht, konnte
durch Antikdrper nur zusammen mit dem BZR in einer Maus B-Zelllinie stimuliert werden
(Gary-Gouy et al., 2000). Eine Chiméare aus CD5 und CD6 wurde in einer T-Zelllinie
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exprimiert. Dieser Rezeptor wurde, vielleicht wegen einer schlechten Handhabung des
CD6-Ligandes, nur mit Antikorpern aktiviert (Perez-Villar et al., 1999). Ein chimérer
Rezeptor, der in B-Zellen mit einem Liganden aktiviert werden kann, ist aus der

vorliegenden Literatur nicht bekannt.

Eigene Erfahrungen in der Verwendung von chimdren Rezeptoren wurden in der
Arbeitsgruppe von Dr. Krause schon gewonnen (Hausherr et al., 2007; Schaeffer et al.,
2001). In diesem Fall wurde ein chimdrer Rezeptor fir die Erforschung der
Signaltransduktion des IL-6 Rezeptors (IL6R) entwickelt. Ebenfalls konnte die Aktivierung
eines chiméren CD5-EGFR Rezeptors in einer T-Zelllinie nachgewiesen werden (Aditya
\eldurthy, personliche Mitteilung).

1.3 Beteiligung veranderter microRNA-Expression an einer

veranderten Proteinexpression in der CLL

In den nachsten Abschnitten wird auf die Bedeutung von miRNA, ihrer Prozessierung und
Regulierung von mRNA eingegangen (Abschnitte 1.3.1 bis 1.3.3). Eine wichtige
Bedeutung hat die Expression von miRNA in der Entwicklung von Tumorerkrankungen
eingenommen. Auf diesen Aspekt und ihrer Bedeutung in CLL wird in Abschnitt 1.3.4
naher eingegangen. In diesem Zusammenhang wird auch das Proto-Onkogen PLAGL,
dessen mMRNA-Stabilitdt potentiell durch miRNA reguliert werden konnte, naher
charakterisiert (Abschnitt 1.3.5).

1.3.1  RNA-Interferenz (RNAI) und microRNA (miRNA)

RNA-Interferenz (RNAI) ist ein wichtiger Regulationsmechanismus der mRNA-Stabilitat
und Proteinexpression in der Zelle. Durch Bindung von komplementarer RNA an mRNA
kommt es zum Abbau, sowie einer veranderten Translation der mRNA. Erstmals wurde
RNAI in Caenorhabditis elegans beschrieben (Fire et al., 1998). Inzwischen ist bekannt,
dass auch in Pflanzen und Pilzen Regulationsmechanismen durch RNAI gesteuert werden
(Rana, 2007). Unterschieden wird zwischen zwei Untergruppen von RNAI ausldsender
RNA: small interfering RNA (siRNA) und microRNAs (miRNA).

Wahrend siRNAs komplett komplementér zu ihrer Target mRNA sind, stimmen bei

miRNA oft nur wenige Basenpaare (berein. SIRNAs werden von Transposons transkribiert
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oder entstehen durch Abbau viraler RNA (Bi et al., 2009; Rana, 2007). Dagegen sind
miRNAs endogene RNAsS, die von Genen kodiert werden.

Es wird geschatzt, dass ca. 700 miRNAs im menschlichen Genom kodiert sind. Diese
Anzahl scheint im Vergleich zu den proteinkodierenden Genen (ca. 22 000) relativ gering.
Es muss jedoch beachtet werden, dass eine miRNA schatzungsweise die Transkription von
hunderten Genen beeinflussen kann (Deng et al., 2008; Rana, 2007; Selbach et al., 2008).

1.3.2  Prozessierung von microRNA

MiRNAs sind kleine, ungefédhr 22 Nukleotide lange, nicht-kodierende, doppelstrangige
RNA-Molekule. Menschliche miRNAs sind in Introns von Protein-kodierenden Genen und
Introns und Exons von nicht kodierenden Genen kodiert (Bi et al., 2009; Rana, 2007;
Rodriguez et al., 2004). AuBerdem befindet sich ein Teil der miRNA-kodierenden Loci in
intergenen Bereichen (Lin et al., 2006). Die Regulationsmechanismen flr die Transkription
dieser Gene sind noch unklar. Um funktionale miRNAs zu erhalten muss primare miRNA

(pri-miRNAs) mehrfach prozessiert werden (Abbildung 1.3).

Pri-miRNAs werden von RNA Polymerase 11 oder Polymerase Il transkribiert (Borchert
et al., 2006; Cai et al., 2004). Sie werden von dem Komplex Drosha-DGCRS8 erkannt und

Abbildung 1.3: Biogenese und Funktion von
miRNA. Im Nucleus wird das miRNA-Gen von
einer RNA-Polymerase abgelesen. Danach wird die
pri-RNA durch die Enzyme DGCRS8 und Drosha
prozessiert. Durch Exportin-5 wird die Pre-miRNA
in das Cytoplasma geschleust und durch Dicer zur
reifen miRNA prozessiert. Dort bindet sie an einen
Multienzymkomplex RISC und wird zu einem
RNA-Einzelstrang abgebaut. Eine Bindung an
MRNA ist nun moglich. In P-Bodies kommt es
abhéngig von der Homologie zwischen miRNA-
Bindedomdne und mMiRNA zu einer mMRNA
Degradation oder zu einer Repression der
Translation. Abbildung modifiziert nach Bi et.
al.(2009).

Nucleus miRNA Gene

mMIRNA Ziel Gene l RNA pol Il
(Pri-miRNA)_é
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in ein 70-Nukleotid grofles Molekil gespalten, welches eine typische Haarnadelstruktur
enthdlt (Bi et al., 2009). Die so entstandene Pre-miRNA wird mittels des RanGTP-
abhangigen ds-RNA-Binde-Proteins Exportin-5 in das Cytoplasma geschleust (Bohnsack
et al., 2004). Dort wird es durch das RNAse Il Enzym Dicer zu einem 22-Nukleotid
groRRen, doppelstrangigen RNA-Molekil geschnitten (Ketting et al., 2001). Ein Strang des
Doppelstranges wird in einen groRen Enzymkomplex, dem RNA-induced silencing
complex (RISC), inkorporiert, wéhrend der zweite Strang abgebaut wird. RISC besteht aus
den Enzymen Dicer, TRBP (dsRNA-Binde-Protein) und Argonaute Protein 2 (Ebenfalls ein
RNA-bindendes Protein).

Die reife miRNA, gebunden im RISC-Komplex, kann nun an komplementdre mRNA

Sequenzen binden.

1.3.3 Regulationsmechanismen durch microRNA

Die Bindung reifer miRNA im RISC-Komplex an mRNA fuhrt zu einer veranderten
MRNA-Stabilitdt oder Translationsrate. Meistens bindet die miRNA an die 3’UTR
(3‘untranslated Region) der mRNA (Bi et al., 2009). In seltenen Féllen konnte auch eine
Bindung an die 5’UTR nachgewiesen werden (Jopling, 2008; Orom et al., 2008). Meistens
fuhrt die mMRNA-Bindung zu einer verminderten Translationsrate (Bartel, 2004; Engels and
Hutvagner, 2006). Eine Verstarkung der Translationsrate nach mMRNA-Bindung konnte bis
jetzt nur in wenigen Fallen nachgewiesen werden (Orom et al., 2008; Vasudevan et al.,
2007).

Unterschiedliche Mechanismen kdnnen, abhéngig von der Komplementaritat zur mRNA,
zu einer verminderten Translation filhren. Wahrend eine Degradierung der mRNA bei einer
starken Komplementaritat zwischen den beiden RNAs vorkommt, wird eine verminderte
Translation bei weniger komplementdren RNA-Strdngen beobachtet (Bartel, 2004). Die
RNA-Sequenz zwischen dem 2-7 Nukleotid bzw. 2-8 Nukleotid der miRNA sind fur einen
Regulationsmechanismus besonders wichtig. Diese Sequenz wird als Seed bezeichnet
(Lewis et al., 2005; Rana, 2007). Jedoch kdnnen Wobble-Basen Paarungen in der Seed-
Sequenz toleriert werden, bzw. eine nicht perfekt passende Seed-Sequenz durch weitere
komplementére Basen zwischen miRNA und mRNA ausgeglichen werden (Brennecke et
al., 2005; Miranda et al., 2006; Vella et al., 2004).
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Im Cytoplasma sind im Normalfall die mMRNAs mit den gebundenen RISC-Proteinen in P-
Bodies lokalisiert. Es konnte gezeigt werden, dass sich in P-Bodies Enzyme befinden, die
den RNA-Abbau beschleunigen (Rana, 2007).

1.3.4 Bedeutung der microRNA-Regulation in neoplastischen

Erkrankungen

Fur die Entstehung von malignen Transformationen neoplastischer Erkrankungen sind
mehrere  Veranderungen im Genom notwendig. Viele Untersuchungen der
Tumorentstehung beschaftigen sich mit den Veranderungen der Protein-kodierenden
Genbereiche. Es zeigt sich aber, dass auch die Veranderungen der nicht Protein-
kodierenden Genbereiche einen Beitrag zur Krebsentstehung leisten kdnnen (Deng et al.,
2008; Imyanitov, 2009). So ist die globale Expression von miRNA in vielen Tumorarten
verandert (Calin and Croce, 2006; Lu et al., 2005).

Einige miRNAs werden bereits als Onkogene bezeichnet (Papagiannakopoulos et al.,
2008). Beispielsweise wurde in vielen Tumorarten eine Hochregulation von miRNA-21
(miR-21) gefunden. In Glioblastoma-Zelllinien zeigte sich, dass miR-21 ein Netzwerk von
Tumorsuppressorgenen wie p53 beeinflusst. Eine verringerte Expression der miRNA fiihrt
zu einer verstarkten Apoptoserate, verminderter Proliferation und Zell-Zyklus-Arrest

(Papagiannakopoulos et al., 2008).

Ebenso wurde fiir miRNAs eine Rolle als Tumorsuppressorgene gefunden (Calin et al.,
2002; Mayr et al., 2007; Shi et al., 2008). Bei vielen Tumoren wird die 3°'UTR von dem
Gen, welches das Protein High Mobility Group A2 (Hmga2) kodiert, durch eine
Translokation getrennt. Hierdurch kommt es zu einer Uberexpression von Hmga2. In
gesundem Gewebe wird die Translation durch die miR-let-7, die an den 3’UTR bindet,
reduziert (Mayr et al., 2007).

MiRNA-Expression in CLL-Zellen

In CLL-Zellen von 50% aller CLL-Patienten wird eine Translokation des 13q14.3
Chromosomenabschnittes gefunden (Dohner et al., 2000). Es konnte jedoch kein Protein-
kodierendes Gen in diesem Chromosomenabschnitt identifiziert werden. 2002 wurde
entdeckt, dass sich die Gene fir miR-16-1 und miR-15a in diesem Abschnitt befinden.
Durch die Translokation ergibt sich eine Herabregulation dieser miRNAs in CLL-
Patientenzellen (Calin et al., 2002). Eine Target-Sequenz dieser miRNAs ist die 3'UTR des
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anti-apoptotischen Proteins BCL2 (Calin et al., 2008). Durch eine geringere Expression der
miRNA kann es zu einer Uberexpression von BCL2 kommen, wodurch die
Apoptoseinduktion verhindert werden kann (Calin et al., 2008; Calin et al., 2002; Nicoloso
etal., 2007).

Weitere miRNAs, die in der Pathogenese von CLL eine Relevanz haben, sind die miRNAS
miR-181 und miR-29. Diese konnen die Expression des Proteins TCL1, das in CLL
uberexprimiert ist, beeinflussen (Herling et al., 2006; Pekarsky et al., 2006).

Madglicherweise lasst sich anhand verschiedener miRNA-Expressionslevel nicht nur eine
CLL-Zelle von gesunden Zellen unterscheiden, sondern diese spiegeln sogar verschiedene
Verlaufsformen und den Krankheitsprogress wieder. Die Grundlage fir die Erforschung
von miRNA an sich und in der CLL verbessert sich zunehmend durch neue Array-
Technologien und geben damit Potential, die Griinde flr das Entstehen von CLL und auch

dessen Heilung auf einer neuen Ebene zu betrachten.

Ein miRNA-Array wurde auch in den Arbeitsgruppen AG Wendtner und AG Schultze der
medizinischen Klinik I der Uniklinik Koln durchgefuhrt. Es konnte eine veranderte
miRNA-Expression im Vergleich zu aus Blut gesunder Probanden isolierten B-Zellen
ermittelt werden. Durch eine weitere Auswertung der Ergebnisse wurden Gene bestimmt,
deren 3°’UTR-Sequenzen der mRNA durch miRNA reguliert werden kdnnten. Durch eine
veranderte Expression von miRNA in CLL-Zellen besteht eine hohe Wahrscheinlichkeit
fir eine veranderte Expression auf Proteinebene. Ein potentielles Protein, dessen
Expression in der CLL durch eine verdnderte miRNA-Expression beeinflusst wird, stellt
das Proto-Onkogen PLAGL dar.

1.3.5 Das Proto-Onkogen PLAG1

PLAG1 (Pleomorphic Adenoma Gene 1) ist ein 56kDa, oder nach alternativem Spleil3en
47kDA grof3er Transkriptionsfaktor (Kas et al., 1997). Die Ausbildung von sieben Zink-
Finger Domanen dient zur Bindung an DNA. Am C-Terminus von PLAG1 befindet sich
eine transkriptionsaktivierende Doméne (Kas et al., 1998). PLAGL1 kann posttranslational
durch Sumoylierung, Phosphorylierung von Serin- oder Threonin-Aminosaureresten und

Acetylierung modifiziert werden (Van Dyck et al., 2007).

Das Gen fir PLAG1 besteht aus 5 Exons (Queimado et al., 1999). Interessanterweise
befinden sich am 3'UTR der mRNA mehrere potentielle Bindestellen fiir verschiedene
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miRNAs. Eine Funktion einiger miRNA-Bindestellen wurde vor kurzem nachgewiesen
(Zhang et al., 2009).

Eines der von PLAGL regulierten Zielgene ist das Gen des Insulin-like growth factor Il
(IGF-11) Proteins (Voz et al., 2000). Es ist bekannt, dass IGFIlI durch autokrine und
parakrine Mechanismen die Zell-Proliferation fordern kann (Van Dyck et al., 2007). Somit
kann es eine Rolle in der Tumorentstehung spielen.

PLAG1 wurde zuerst in Tumoren der Speicheldriise entdeckt. In 25% der Félle werden
durch Translokationen in diesen Tumoren die Gene fir PLAG1 und B-Catenin fusioniert
(Kas et al., 1997). Durch den dauerhaft aktiven Promotor des f-Catenin Gens kommt es zu
einer Hochregulation dieses Proteins. Eine Deregulation der PLAG1-Expression wurde
auch in Lipoblastomen, Hepatoblastomen, und Akuter Myeloischer Leukdmie (AML)
gefunden (Van Dyck et al., 2007). Auch Experimente an Fibroblasten zeigten ein
onkogenes Potential von PLAG1. Durch Transfektion von PLAGL1 verlieren die
Fibroblasten den Zell-Zell Kontakt, wachsen auch ohne Haftung, zeigen eine geringere
Abhangigkeit von Serum Zusatzstoffen und kénnen Tumoren in Mausen mit defekten
Immunsystem (Nude-Mause) induzieren (Hensen et al., 2002). In Cre-abhéngigen PLAG1-
Mausen konnten sich nach Hochregulation der PLAG1-Expression in der Speicheldrise
sowie Brustdruse Tumoren entwickeln (Declercq et al., 2005). Ein Zusammenhang mit

CLL wurde noch nicht hergestellt.

1.4 Fragestellung

Der Expressionsstatus von Proteinen und RNA unterscheidet CLL-Zellen von ihren
mdoglichen Vorlauferzellen (Caligaris-Cappio and Ghia, 2008; Su et al.,, 2009). Die
Auswirkungen verénderter Protein- und RNA-Expression in CLL-Zellen und ihre
mdoglichen Ursachen zu verstehen, hilft die Biologie der Tumorzelle zu begreifen, und neue

Therapieansétze zu finden.

In dieser Arbeit wird die Beteiligung der Expression von CD5 und seiner Stimulation néher
charakterisiert. Ebenfalls werden die Auswirkungen der global veranderten miRNA-

Expression in CLL auf die Proteinexpression des Proto-Onkogens PLAGL1 betrachtet.

Bis heute sind CD5-Stimulation fiir die Erforschung der Signaltransduktion in CLL nur in
priméren CLL-Zellen durchgefiihrt worden. Experimente mit primdren Zellen unterliegen
aufgrund von Binet-Status und Prognostischer Gruppe einer hohen Variabilitat. Eine
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Stimulierung von CD5 mit einem natirlichen Liganden ist nicht moglich, da bis heute
keine beschriebenen Liganden wvalidiert wurden. Unter anderem konnte in der
Arbeitsgruppe Krause gezeigt werden, dass chimére Rezeptoren, die extrazellulére
Doménen von stimulierbaren Rezeptoren exprimieren, sich eignen, um eine Stimulierung
weiterzuleiten (Hausherr et al., 2007; Schaeffer et al., 2001). Die Aktivierung eines
chiméaren CD5-EGFR Rezeptors in einer T-Zelllinie war erfolgreich(Aditya Veldurthy,
personliche Mitteilung). Dieser chimére Rezeptor wurde in Zelllinien, die sich aus CLL-
Zellen entwickelt haben, exprimiert und stimuliert. Bei einer erfolgreichen Stimulation und
Aktivierung der Signalkaskade sollte diese ndher untersucht werden. Ebenfalls wurde
betrachtet, ob sich die gewonnenen CD5-positiven Zelllinien von CD5-negativen Zelllinien

unterscheiden.

In einem miRNA-Array wurde die Expressionsstarke von miRNA in CLL-Zellen mit der
von gesunden B-Zellen verglichen. Hierbei wurden Hinweise fir mehrere deregulierte
miRNAs in B-Zellen CLL erkrankter Patienten gefunden. Untersucht wurde im diesem
Zusammenhang die Regulation der Translation durch miRNA an der 3’UTR mRNA fir
den Transkriptionsfaktor PLAGL. Es sollte die mdgliche Beteiligung des Proteins PLAG1,
das durch mehrere miRNA-Bindestellen reguliert werden konnte, an der Pathogenese der
CLL n&her erfasst werden.
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2 Material

2.1 Verbrauchsmaterial

2.1.1 Plastikware

Alle Waren, mit Ausnahme der in Tabelle 2.1 angegeben Waren wurden von Sarstedt

bezogen.

Tabelle 2.1: Hersteller benutzter Plastikware, die nicht von Sarstedt
bezogen wurden.

Plastikware Hersteller

96-Well Platte fur Luziferase Assays Becton Dickinson

Combi-Tips Eppendorf

Einfrierbox NUNC

FACS-R&hrchen Becton Dickinson/Sarstedt
Kryotubes NUNC

2.1.2 Reagenzien

Die Hersteller der benutzten Reagenzien fiir Assay und in der Zellkultur sind in Tabelle 2.2
aufgefiihrt. Die Hersteller der benutzten Baukasten fiir das Durchfiihren von Assays sind in
Tabelle 2.3, die benutzten Antikorper in Tabelle 2.4 aufgelistet. Eine Liste der Verwendeten

Restriktionsenzyme befindet sich in Tabelle 2.5.
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Tabelle 2.2: Hersteller benutzter Reagenzien

Reagenzien Hersteller Reagenzien Hersteller
7-AAD Becton Dickinson Ficoll Ammershan
Agarose-A Beads Roche Hyperfilm-ECL Ammershan
Agarose-G Beads Roche IgM-Beads Irvine Scientific
Blocking Solution LiCOR MACS CD19-beads Milltinyl Biotec
(Nitrozellulose)
B-Rosete Sep Stemcell Technologies | Micro-RNA Duplex Dharmacon
BS3 Pierce Nitrozellulose Membran Amershan
Cell Fix Becton Dickinson Opti-Mem Invitrogen
Cell-Fix Becton Dickinson Penicillin-Streptomycin  Invitrogen
Cell-Wash Becton Dickinson PVDF Millipore
CIAP New England Biolabs Rabbit-muscle Enolase ~ SIGMA
DMEM Invitrogen Re-Blot Solution (mild) Chemicon
Duplex-miRNA Dharmacon RPMI 1640 Invitrogen
Dynalbeads (M450) Invitrogen SDS-Gel-Laufpuffer SIGMA

(10x)
EGF BIOSOURCE T4-DNA Ligase New England Biolabs
Enolase SIGMA TCEP Pierce
FACS-Clean Becton Dickinson Trizol Invitrogen
FACS-Flow Becton Dickinson Trypsin Invitrogen
FBS PAN-Biotech UV-etten Eppendorf

Tabelle 2.3: Hersteller benutzter Baukéasten

Baukasten Hersteller
BCA-Protein- Assay Pierce
XTT-Assay Roche
cDNA Synthese Kit Roche
Midi/Mini/Maxi Préparation Qiagen
PCR-Aufreinigungs Kit Qiagen
Gel-Aufreinigungs Kit Qiagen
Dual-Glow Luziferase Assay Promega
Apoptose Assay (7-AAD, Annexin-V Becton
FITC/PE) Dickinson
Lipofectamine 2000 Invitrogen
Nukleofektion Solution V Amaxa
Light-Cycler Kapillaren Roche
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Tabelle 2.4: Hersteller benutzter Antik6rper

Antikorper gegen Hersteller Anwendung
Annexin-V Becton Dickinson FACS

BCL2 (610538) Becton Dickinson Western Blot
CD23 (Leu-20) Becton Dickinson FACS

CD5 (L17F12)

CD5 (UCHT2)

CD5-PE (UCHT?2)
CDB83-PE (2218)

CD86-PE

EGFR (LA22)

EGFR-PE

1gG1 Maus Kontrolle-PE
1gG2a Maus Kontrolle
1gG2a Maus Kontrolle-FITC
Lck (06-583)

Lck (3A5)

Lyn (610003)

PKC (a,B,y)

PLAG1 (AB 55652)

pY (4G10)

pY (PY20)

pY (PY99)

PY416 pan Src

Sek. Antikdrper 680 Anti-Kaninchen
Sek. Antikdrper 680 Anti-Maus

Sek. Antikérper 800 Anti-Kaninchen
Sek. Antikdrper 800 Anti-Maus

Sek. Antikorper Anti-Kaninchen-HRP

Sek. Antikorper Anti-Maus-HRP
SHP1 (C-19)

Tubulin (sc-9104)

V5

B-Aktin

Santa Cruz Biotechnology

Biolegend
Becton Dickinson
Immunotech
Pharmingen
Upstate

Becton Dickinson
Becton Dickinson
Biolegend
Becton Dickinson
Upstate

Santa Cruz Biotechnology
Becton Dickinson

Upstate

Abcam

Upstate

Santa Cruz Biotechnology
Santa Cruz Biotechnology
Cell Signaling

LiCOR

LiCOR

LiCOR

LiCOR

Ammershan

Ammershan

Santa Cruz Biotechnology
Santa Cruz Biotechnology

Invitrogen

Santa Cruz Biotechnology

Western Blot
/Immunopréazipitation

Stimulierung

FACS

FACS

FACS

Western Blot

FACS

FACS
Immunoprézipitation
FACS

Western Blot/
Immunoprézipitation

Western Blot
Western Blot
Western Blot
Western Blot
Western Blot
Western Blot
Western Blot
Western Blot
Western Blot
Western Blot
Western Blot
Western Blot
Western Blot
Western Blot
Western Blot
Western Blot

Western Blot/
Immunoprézipitation

Western Blot
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2.1.3 Verwendete Zelllinien

Die verwendeten Zelllinien und die Bezugsquelle sind in Tabelle 2.6 aufgelistet.

Tabelle 2.5: Hersteller verwendeter Restrik-

tionsenzyme.

Tabelle 2.6: Bezugsquellen benutzter Zelllinien

Restriktionsenzym  Hersteller Zelllinie Bezugsquelle
BSU36I New England Biolabs BA/F3 DSMz
HindlIl1l Fermentas BA/F3-CD5-EGFR Aditya Veldurthy, AG Krause
NHE | Fermentas BA/F3-EGFR Aditya Veldurthy, AG Krause
XBa New England Biolabs Daudi DSMZzZ
Spel Boehringer Mannheim Hek293-CD5 Luca Parabo, Kéln

Hela DSMz

Jurkat (2G5-, 2G5+)

JVM3
JVM3-CD5
Mecl

Lozano, Barcelona (Calvo et
al., 1998)

DSMZ
Aditya Veldurthy, AG Krause
DSMZ

2.1.4 \erwendete Plasmide und Primer

Die Bezugsquellen der verwendeten Plasmide sind in Tabelle 2.7 aufgelistet. Die

Sequenzen der verwendeten Primer sind in 5°-3° Richtung in Tabelle 2.8 aufgelistet.

Tabelle 2.7: Bezugsquelle der verwendeten Plasmide

Plasmid Bezugsquelle
pCDNAG Invitrogen

pHP Apr-1-neo-CD5 Lozano, Barcelona
pISO Addgene

pIS1 Addgene
pmax-GFP Amaxa
pRK5-EGFR Ullrich, Martinsried

pTrcHis2-Topo
pCDNAG-EPO-CD5

Invitrogen

Martina Bamberger,
Miinchen
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Tabelle 2.8: Sequenzen der verwendeten Primer

Primer fiir

Sequenz

B2M

CDS5 (aus pHp Apr-1-neo)

CD5-EGFR (aus pRK5)

CD5-EGFR (cytoplasmatische
und Transmembran-Domaéne
CD5)

EGFR (Mutation des Stop-
Codon)

IL10

PKCa

PLAG1 (aus
RZPDB737F102048D)

PLAG1-3’'UTR
PLAG1-3’'UTR (MUT 107,424)

PLAG1-3’UTR (MUT 141)

PLAG1-3"'UTR (MUT 181, 1)

PLAG1-3’UTR (MUT 181, 2)

TTCTGGCCTGGAGGCTATC (FW)
TCAGGAAATTTGACTTTCCATTC (RW)

CGCAAGCTTATGGGGTCTCTGCAACCG (FW)
CCCTGGATCCTGGCATGTGAC (RW)

ATC CAA GCT TAT GCG ACC CTC CGG GAC (FW)
AAT TCT CGA GCAGCC TCT GAG CC (RW)

ATA CCT CAG GAT CCAAAC CCC G (FW)
ATC CAAGCT TCAGCC TCT GAG CCC (RW)

CAGGAGGCAAAGTGCCTATCA (FW)
CCCAAGCTTTGATGCTCCAAT (RW)

TGGGGGAGAACCTGAAGAC (FW)
CCTTGCTCTTGTTTTCACAGG (RW)

AAACCCCCGTTCTTGACG (FW)
ACGAAGTACAGCCGATCCA (RW)

GACTAGTTGCCTATTTGTTGCTTGTGC (FW)
TTTTCCTTTTGCGGCCGCCAGCCCACTTTCCATTCT (RW)

TTCGTTGAGCGAGTTCT ( zur Sequenzierung)

CCTTCAATATTATATTHHATCATGATGATAATGTAACTTGGGCTACA
ACTCT (FW)
AGAGTTGTAGCCCAAGTTACATTATCATGATCCAATATAATATTGAA
GG (RW)

CAAAAATGGTAGATGGTATTTTAAACAGGTACATTTTTAAAGGGTT
TTCTTATCAATTTGCTAT (FW),
TATAGCAAATTGATAAGAAAACCCTTTAAAAATGTACCTGTTTAAA
ATACCATCTACCATTTTT (RW)

CCAGAGCCGATTGCTTTATTAAGCTAATAAGGAAGGTTAAAGAGT
ACATATTTTCA(FW)
TGAAAATATGTACTATTTAACCTTCCTTATTAGCTTAATAAAGCAAT
CGGCTCTGG (RW)

CAGTGGTACAGATGAACCAGAAGGAAGGTTTATCTTCTCAGAAAC
ACTC (FW)
GAGTGTTTCTGAGAAGATAAACCTTCCTTCTGGTTCATCTGAACC
ACTG (RW)
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2.2 Verwendete Gerate

Die Hersteller verwendeter Gerdte sind in Tabelle 2.9 aufgelistet.

Tabelle 2.9: Hersteller verwendeter Geréte

Gerét Hersteller
Elisa-Reader MR500 Dynatech
FACS-Canto Becton Dickinson
LiCOR-Odyssey LiCOR
Light-Cycler Roche
Luminometer Berthold
Nanodrop Paglab

PCR Biometra
SDS-Gel/Western Blot Bio-Rad
Kammern

2.3 Verwendete Puffer

Die Rezepturen verwendeter Puffer sind in Tabelle 2.10 aufgelistet.

Tabelle 2.10: Rezeptur verwendeter Puffer

Puffer Rezeptur

HEPES-Puffer 50 mM HEPES pH7, 1 mM DTT, 1 mM MgCI2

Kinase-Assay-Puffer 50 mM Tris-HCI pH7,2, 10mM MgCI2, 2 mM DTT, 0,01% Tween
20, 100 uM ATP

Lyse-Puffer 1% Detergenz (NP40/Brij 96), 150 mM NacCl, 20 mM Tris-HCI pH8,

10% Glycerol, 18 mM EDTA, 0,2% Phosphatase- und
Proteaseinhibitor

TBS 10 mM Tris-HCI pH8, 150 mM NacCl, (fur TBST: 0,1% Tween 20)
Transfer-Puffer 200 mM Tris, 200mM Glycin, 15% Methanol
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3 Methoden

3.1 Arbeiten in der Zellkultur

3.1.1 Zelllinien

Alle Zelllinien wurden bei 37°C und 5% CO, mit 10% Hitze inaktivierten FBS und 1%
Penicillin/Streptomycin inkubiert und alle 2-3 Tage in die von der DSMZ empfohlenen
Dichte gesplittet (www.dsmz.de, 13.02.2009). Mec1-, Jurkat-, JVM3-, BA/F3- und Daudi-
Zellen wurden in RPMI1640 kultiviert. Fir die Kultivierung von BA/F3-Zellen wurde dem
Medium noch 10 ng mI™ IL-3 hinzugegeben. Hek293- und Hela-Zellen wurden in DMEM

kultiviert.

3.1.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Zelllinien wurden in einer Dichte von 1x10° mI™ in FBS mit 10% DMSO in Kryotubes
eingefroren. Dazu wurden diese in Einfrierboxen (Kryobox) uberfuhrt und bei -80°C

gelagert. Fur langere Aufbewahrung wurden die Proben in Flissig-Stickstoff gelagert.

Zum Auftauen wurden die Zellen auf 37°C erwdrmt. Sie wurden in ein 50 ml Falcon mit
10 ml Medium 0berfihrt und zentrifugiert (1 000 rcf), um das DMSO zu entfernen.

Danach wurden die Zellen in 5 ml Kultivierungsmedium tberfuhrt und weiter passagiert.

3.1.3  Gewinnung von primaren Zellen

Um periphere mononucledre Blut- (PBMCs) Zellen zu gewinnen wurde heparinisiertes
Blut von Patienten mittels eines Ficoll-Gradienten aufgereinigt. Das Blut wurde 1:1 mit
PBS verdunnt und auf 20 ml Ficoll in einem 50 ml Rohrchen aufgeschichtet. Die 50 ml
Rohrchen wurden bei 2300 rcf fir 30 min zentrifugiert und ohne zusatzliches bremsen
gestoppt. Die mononucleéren Zellen befinden sich nun auf der Ficoll-Schicht und werden
mit einer Pipette abgenommen. Nach zweimaligem waschen mit PBS wurden die Zellen
gezahlt und fur weitere Experimente verwendet. Wenn nicht anders angegeben wurden die
Zellen in einer Dichte von 2x10° mI™ in RPM11640 Medium weiter kultiviert.

Um eine reinere Population von B-Zellen von Patientenblut zu gewinnen, wurde vor der

Ficoll-Zentrifugation zu den Zellen ein Aufreinigungs-Antikdrper Kit (Rosette Sep B-cell
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purification) dazugegeben (100 pl Antikorper-Losung auf 2 ml Blut) und 15 min bei RT
inkubiert.

PBMCs aus Blut von gesunden Probanden wurden mittels der MACs-Technik weiter
aufgereinigt. Die Zellen wurden mit CD19 gekoppelten magnetischen Beads inkubiert. Die
Anti-CD19 Antikorper binden ausschliellich CD19-positive Zellen, B-Zellen. Diese
werden an einen Magneten in einer S&ule gebunden, wahrend die restlichen Zellen, die

sich im Blut befinden, weggewaschen werden.

Die Abnahme von Patienten- bzw. Probandenblutproben erfolgte im informierten
Einverstdndnis im Einklang mit der Deklaration von Helsinki und wurde von der

Ethikkomission der Universitat zu Kéln genehmigt (Antragszeichen 01.163).

3.2 Herstellen der verwendeten Plasmide

Fur die Arbeiten zur Herstellung von CD5, CD5-EGFR und EGFR kodierende Plasmide
wurde der pCDNAG6 Vektor verwendet. Die 3’UTR von dem PLAGI1 kodierendem Gen
wurde in den Vektor plIS1 kloniert. Eine Auflistung der verwendeten Plasmide und Primer
befinden sich in Tabelle 2.7 und Tabelle 2.8.

Im Allgemeinen wurden die DNA-Abschnitte mittels PCR gewonnen. Danach wurde der
PCR Ansatz mit dem PCR Purification Kit aufgereinigt. Es folgte ein Restriktionsverdau
mit den entsprechenden Restriktionsenzymen. Der Verdau wurde auf ein Agarosegel
aufgetragen. Die bendtigten DNA Banden wurden ausgeschnitten und mit Hilfe des Gel
Extraktion Kits aufgereinigt und 1 h bei 16°C mit T4-Ligase ligiert und in XL-1- blue oder
DHT5a-Bakterien mittels Hitzeschock transformiert. Die Bakterien wurden auf
Ampizillin-LB-Platten ausgesat und bei 37°C in Inkubator Gber Nacht inkubiert. Am
néchsten Tag wurden die Klone gepickt und wieder tber Nacht bei 37°C schuttelnd in LB-
Medium inkubiert. Danach folgten eine DNA-Isolierung und ein Restriktionsverdau. Das

Insert der gewonnen Plasmide wurde mittels Sequenzierung verifiziert.

3.2.1  Klonierungen in den pCDNAG-Vektor

Die cDNA von CD5, EGFR oder dem chiméren Rezeptor CD5-EGFR wurde in einen
PCDNAG Vektor kloniert. Die Transkription dieses Vektors wird durch einen CMV-
Promotor reguliert. Nach der Multiple-Cloning-Site wird noch ein His-Tag und V5-tag
kodiert.
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PCDNAG-CD5-EGFR: Um den chiméren Rezeptor zu klonieren wurde aus dem Plasmid
PCDNAG-EPO-CD5 mittels PCR der Transmembran-Doméne kodierende Bereich und der
die cytoplasmatische Doméne kodierende Bereich herausgeschnitten. An dem 3°-Ende
wurde in den Primer eine HindllI-Schnittstelle hinzugefiigt, an das 5°-Ende eine Bsu36l
Schnittstelle. Der amplifizierte DNA-Abschnitt wurde mittels dieser Restriktionsenzyme
geschnitten und mit dem Vektor pRK5-EGFR ligiert, der zuvor ebenfalls verdaut wurde.
Mit Hilfe einer weiteren PCR wurde CD5-EGFR aus dem Vektor pRK5 herausgeschnitten,
und nach einem Verdau mit Hindll1 und Xhol in den Vektor pPCDNAG Uberfiihrt.

PCDNAG-CD5: Die cDNA fiir die Kodierung der extrazellularen Doméne von CD5 wurde
aus dem Vektor pHf} Apr-1-neo-CD5 mittels PCR herausgeschnitten. Der Vektor pPCDNAG-
CD5-EGFR und die gewonnene amplifizierte DNA wurden mit BamH21 verdaut und ligiert.

pCDNAG-EGFR: Die cDNA fir EGFR wurde aus dem Vektor pRK5-EGFR mit den
Restriktionsenzymen HindlIll und XBa herausgeschnitten. Der Vektor pPCDNAG6 wurde mit
NHEI und Hindlll verdaut. Danach wurden beide Fragmente ligiert. Um das Stop-Codon
am EGFR 3°‘-Ende zu entfernen wurde mit Primern in einer PCR eine Punktmutation

eingeflihrt, wodurch statt Translationsstop ein Leucin synthetisiert wurde.

3.2.2 Kilonierungen in den plS1-Vektor

In den pIS1-Vektor wurde die 3°UTR fiir das Gen PLAG] kloniert und die Mutationen der
miRNA-Bindestellen durchgefiihrt. Die Sequenz fir PLAG1 3’UTR wurde aus einer
cDNA-Datenbank (ImaGenes, Clone RZPDB737F102048D) bezogen. Mit einer PCR
wurde eine Sequenz der 3’UTR (3316bp-4617bp) aus dem Plasmid herausgeschnitten. Fir
diese PCR wurde eine High Fidelity Polymerase (Fermentas) benutzt, die Poly-A Enden
produziert. Das entstandene DNA-Fragment wurde in den pTrcHis2-Topo hinein kloniert.
Aus diesem Vektor wurde mit den Restriktionsenzymen Spel und Notl das gewiinschte
Fragment herausgeschnitten und in pIS1 kloniert. Das Plasmid wurde pIS1-PLAG1-3’UTR

genannt.

Mutationen: Die Mutationen der miRNA-Bindestellen wurden mit dem Stratagene
QuickChange Site Directed Mutagenesis Kit durchgefiihrt. Die Primer wurden mit Hilfe
der  Primer-Design  Software  auf der  Stratagene  Homepage  erstellt
(http://www.stratagene.com). Es wurde darauf geachtet, dass die miRNA-Bindestelle durch

zwei Punktmutationen verandert wird. Dadurch soll die Ausbildung einer Helix zwischen
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MRNA und miRNA unterbunden werden (Brennecke et al., 2005). AulRerdem wurde die
Punktmutation so gewahlt, dass auch eine Ausbildung von Wobble-Basenpaaren nicht
mdoglich war. Fur die Herstellung der Plasmide wurde die Anleitung von Stratagene
verwendet (Tabelle 3.1).

3.3 Transfektion der verwendeten Plasmide

3.3.1 Transfektionen von Zelllinien

Stabile Transfektionen: Fir Transfektionen von Suspensions-Zelllinien wurden stabile
Klone hergestellt. Bevor die Zellen fir eine stabile Transfektion transfiziert wurden, wurde
zuerst die effizienteste Transfektion getestet und die optimale Konzentration flr eine
Selektion mit Blastizidin bestimmt. Daflir wurden die Zellen in einer Dichte von
2x10° ml™ ausgesat und 0-10 pg Blastizidin pro ml ausgesat. Nach zwei Wochen wurde
die geringste Blastizidin-Konzentration gewahlt, bei der nur tote Zellen mit Trypan-Blau
Farbung ermittelt werden konnten. Alle Transfektionen (auBer Hek293-Zellen) wurden
durch Elektroporation bei 900 uF und 250 V durchgefihrt. Die zu transfizierende DNA
wurde zuvor linearisiert und 30 pug verwandt. Die Konzentrationen fiir die Selektion der

Klone sind in Tabelle 3.2 aufgelistet.

Zwei Wochen nach der Selektion wurde die Lebendzellzahl bestimmt und die Zellen
wurden in 96-Well Platten ausgesat. Dabei wurden pro Platte 50, 25, 12, 6, 2 oder 1
lebendige Zellen pro Well ausgesat. Pro Zell-Konzentration wurde eine Platte ausgesat.
Wochentlich wurden die Platten nach hochgewachsenen Klonen untersucht. Sobald sich
das Medium eines Wells gelb farbte, wurden die Zellen in eine neue Kulturschale

uberfihrt. Damit mdglichst nur Einzel-Zell Klone weitergezogen wurden, wurden nur die

Tabelle 3.1: Sequenzen der miRNA und mutierten miRNA-Bindestellen.

Potentielle Seed- Mutiertes
Bindestelle fir . . . Position in PLAG1-3¢-UTR
. Sequenzmotivl  Bindemotivl,2
hsa-miR
181a/181b UGAAUGU GGAAGGU 3502, 4309
AUGCUGC
107 /424 UGCUGCUA AUGAUGAUGUA 4437
141 CAGUGUU AAGGGUU 3878

1: Orientierung der mRNA von 5° zu 3°
2: Nukleotide die durch Mutagenese vertauscht wurden sind unterstrichen dargestellt.
3: Die Nummerierung der 3’UTR startet nach dem PLAG1 Stop-Codon.
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Tabelle 3.2: Blastizidin-Konzentrationen zur Selektion stabiler Klone.

Zelllinie Blastizidin-Konzentration
Mecl 8 pg ml™*

VM3 8pug mlt

Daudi 4pg mit

Jurkat 8ug mlt

Hek293 15 pg ml?

Klone weiter kultiviert, bei denen hdchstens jedes dritte Well eine Population entwickelte.
Die heranwachsenden Klone wurden mittels FACS auf die Oberflachenexpression des

Target-Proteins getestet.

Transiente Transfektionen: Am Tag vor der Transfektion wurden 2x10* Hela-Zellen pro
Well ausgesdt. Am nachsten Morgen wurden die benttigte DNA/RNA in einem
Endvolumen von 25 pl (aufgefullt mit Opti-Mem) vorpipettiert. Insgesamt wurde pro Well
50ng DNA (pISO:pIS1; 1:10) und 1pg miRNA transfiziert. Jeder Ansatz wurde
mindestens in Tripletts transfiziert. In der Zwischenzeit wurde DMEM und die am Tag

zuvor ausgesaten Hela-Zellen auf RT gebracht.

Danach wurde die Lipofectamin Losung vorbereitet. Dazu wurde ein Mastermix Ansatz
angesetzt. Pro Well wurde 0,5 pl Lipofectamin (Morher vorsichtig gemischt) in 25 ul Opti-

Mem pipettiert. Nach vorsichtigem mischen wurde die Lésung 5 min bei RT inkubiert.

Pro Well wurde 25 pl Lipofectamin Mix in die Eppendorfgefdlie gegeben, vorsichtig
gemischt und 20 min bei RT inkubiert. In der Zwischenzeit wurde auf die Hela-Zellen
50 pl frisches DMEM-Medium gegeben (ohne Penicillin/Streptomycin).

Nach der Inkubationszeit wurde je Well 50 ul Transfektionsansatz auf die Zellen gegeben.
Fur jedes Well wurde eine neue Pipettenspitze benutzt. Nach 4-6 h Inkubation im 37°C
Inkubator wurde das Medium nach einmaligem waschen mit 100 pl Medium erneut
gewechselt (75 pl). Uber Nacht wurden die Zellen bei 37°C inkubiert.

3.3.2 Luziferase-Assay

Fir den Luziferase-Assay wurde das Kit Dual-Glo von Promega verwandt. Das Substrat
fur die Firefly-Luziferase wurde im Wasserbad auf RT erwarmt. Wahrenddessen wurde die
Zellkulturplatte auf RT abgekihlt. Pro Ansatz (75 ul) wurden 75 pl Luziferase-Substrat auf

die Zellen gegeben. Nach einer Inkubationszeit von 10 min wurde die Menge an
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umgesetztem Luziferin, messbar durch Lichtemission, mit einem Luminometer bestimmt.
Danach wurden 75 pl der Stop and Glow Solution auf die Zellen gegeben. Dies Inhibiert
die Aktivitat der Firefly-Luziferase. In dieser Losung befindet sich auch das Substrat flr
die Renilla-Luziferase. Nach weiteren 10 min Inkubationszeit konnte die Menge an

Luziferin bestimmt werden.

Die Menge an umgesetztem Substrat der Luziferasen ist proportional zu ihrer
Expressionsstarke. Die Expression der Renilla-Luziferase wurde normalisiert auf die
Expression der Firefly-Luziferase. In einem zweiten Schritt wurde die normalisierte
Expression der Renilla-Luziferase auf Expression der Renilla-Luziferase nach Transfektion

mit Kontroll-miR normalisiert.

3.3.3 Transfektionen von primaren Zellen

Zur Transfektion primarer CLL-Zellen wurde von Amaxa Kit V verwandt. Frisch
aufgereinigte Zellen wurden sofort transfiziert. Fur einen Ansatz wurden 5x10° Zellen
verwendet. Die zu benutzenden Zellen wurden in einem Eppendorfgefall
herunterzentrifugiert und pro Ansatz in 100 pl Solution V resuspendiert. 100 pl der
Zelllésung wurden in die Kivetten, in denen sich schon die zu transfizierende DNA/RNA
befand pipettiert und mit der DNA/RNA durch schitteln gemischt. Insgesamt wurden flnf
Doppelansatze transfiziert. Ein Ansatz wurde ohne zuséatzliche RNA transfiziert, einer mit
2 ug pPMAX-GFP, einer mit Kontroll-RNA, einer mit miR-181a/181b und einer mit miR-
181a/181b/424/107. Zur Elektroporation der CLL-Zellen wurde das Program U-013
gewéhlt. Nach der Elektroporation wurden die Zellen sofort mit Hilfe der im Kit
erhaltlichen Pipette in ein 6-Well Platte transferiert, indem sich 1,5 ml 37°C warmes RPMI

mit 10% FBS befanden. Die Kivette wurde noch zweimal mit Medium ausgespult.

24 h spéter wurde die Transfektionseffizienz des pMAX-GFP ermittelt, indem diese Probe
mit einem FACS analysiert wurde. Die Uberlebensrate der mit RNA transfizierten Zellen
wurde mit 7-AAD und Annexin-V-FITC in einer FACS-Messung bestimmt.

3.4 Crosslinking

Fiir das Crosslinking mit Bis(sulfosuccinimidyl)suberat (BS3) wurden pro Ansatz 2x10’
Zellen verwendet. Experimente wurden an Mecl-Klon CD5-EGFR1 und 2 und EGFR

durchgefuhrt. Fur jeden Klon wurden drei Ansatze angesetzt, namlich mit Crosslinking und
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EGF, mit Crosslinking ohne EGF und nur EGF-Zugabe ohne Crosslinking. Die Proben
wurden dreimal mit PBS gewaschen und in 200 pl resuspendiert. Sie wurden auf Eis
gestellt und 1 h mit dem Liganden (100 ng) inkubiert. Danach erfolgte die Zugabe von BS3
fir 30 min (2 mM). Um (berfliissiges BS3 zu binden wurde 20 mM Tris (pH 7,5)
hinzugegeben. Die Proben wurden noch einmal mit PBS gewaschen und mit 70 pul NP40
Lyse-Puffer lysiert. Fur die Analyse wurden 6% SDS-Gele angefertigt und von jeder Probe
die gleiche Menge an Protein aufgetragen. Der Western Blot wurde mit Anti-V5 Antikorper

durchgefiihrt.

3.5 Stimulierungen

Fur die Stimulierungen wurden verschiedene Protokolle ausgetestet, z.B. wurden die
Proben teilweise tUber Nacht in Medium ohne FBS gehungert, oder zur Lyse der Zellen
andere Lyse-Puffer benutzt. Beschrieben werden die Methoden, der hier dargestellten

Ergebnisse.

3.5.1 Stimulierungen mit EGF

Fur die Stimulierungen mit EGF wurden die Zellen am Vortag in einer Dichte von
5x10°> ml™ ausgesat in RPMI ausgesit. Am nachsten Morgen wurden die Zellen
herunterzentrifugiert, in PBS resuspendiert, und in einer Konzentration von 4x10’ ml™ in
EppendorfgefalRe aliquotiert. Die Zellen wurden 30 min auf Eis inkubiert und 100 ng EGF
dazugegeben. Danach folgte eine weitere Stunde Inkubation auf Eis und eine 60 min
Stimulierung bei 37°C im Wasserbad (Majolini et al., 1998). Danach wurden die Zellen
sofort auf Eis gestellt und 1 ml PBS mit 1 mM NazVO, und 20 mM NaF gestoppt. Die

Proben wurden zweimal mit PBS gewaschen und 30 min in NP-40 Lyse-Puffer lysiert.

3.5.2  Stimulierungen mit IgM

Primare CLL-Zellen wurden mit 5 pg ml™ Anti-lgM gekoppelten Beads Stimuliert. Die
primaren Zellen wurden in einer Dichte von 2x10° mI™ ausgesat. Der XTT-Assay wurde
nach 24h und 48h durchgefuhrt. Fir den \ergleich mit Anti-CD5 Antikdrper

Behandlungen wurden die Assays nach funf Tagen Inkubation durchgefihrt.
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Fur Zelllinien wurden die Zellen mehrmals mit PBS und RPMI ohne FBS gewaschen.
Danach wurden sie iiber Nacht in RPMI kultiviert und mit ebenfalls 5 ug ml™* Anti-lgM
Beads stimuliert. Annexin-V-Assay und XTT-Assay wurde nach 24 h und 48 h gemessen.

3.5.3  Stimulierungen mit CD5

Primare CLL-Zellen wurden in einer Dichte von 2x10° mI™ in RPMI kultiviert. Fir
Stimulierungen mit I&slichem Anti-CD5 Antikérper wurde 1 pg mi™ und 10 pg ml™ auf die
Zellen gegeben (als Kontrolle 1gG). Nach funf Tagen Inkubation wurde der XTT-Assay
und Annexin-V-Assay durchgefiihrt. Dieses Protokoll wurde bernommen von Perez-
Chacon et al (Perez-Chacon et al., 2007b).

Fur die Stimulierung mit gekoppelten Anti-CD5 Antikdrper an M-450 Dynalbeads (Tosyl-
aktiviert) mussten zuerst die Beads hergestellt werden. Daflir wurden 400 pg Antikorper in
1,2ml mit Borat-Puffer (0,1 M Natrium-Borat, pH 9) gewaschene Beads gegeben
(Ausgangsmenge Beads 4 ml) und tber Nacht bei 37°C inkubiert. Am darauffolgenden Tag
wurden die Beads funfmal mit PBS gewaschen und in 4 ml PBS resuspendiert. Die Anzahl
Beads wurde mikroskopisch bestimmt. Fur die Stimulierungen der Patientenzellen wurde

ein halbes Bead, ein Bead oder zwei Beads pro Zelle benutzt.

Fur die Stimulierungen der Mec1-Zellen wurde ein halbes Bead pro Zelle benutzt. Mecl-
Zellen wurden flr diesen Versuch tber Nacht in RPMI gehungert und ein XTT-Assay hach
24 h und 48 h gemessen.

3.6 XTT-Assay

Der XTT-Assay ist ein kolorimetrischer Test. Die Farbe die sich im Laufe des Assays
entwickelt ist von dem Vorhandensein von NADP(H) abhéngig. Die Menge an Farbe, die
sich in einem Assay entwickelt, korreliert somit mit der Anzahl von metabolisch aktiven,
lebendigen Zellen. Damit gibt der XTT-Assay einen indirekten, relativen Nachweis von der

Zellzahl in einem Ansatz.

Fiir den XTT-Assay wurden 1x10° Zellen bei Zelllinien oder 2x10° Zellen bei priméaren
Zellen pro Well in eine 96-Well Platte ausgesat. Es wurde pro experimentellen Ansatz
mindestens Dupletts ausgesat. Dabei wurde darauf geachtet, in jedem Pipettierschritt eine
neue Spitze fur die Pipette zu verwenden. Zusatzlich wurde zur Bestimmung der

Hintergrundabsorption nur Medium in die Schélchen gegeben. Auf die Zellen, und die
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Kontrollen wurden nach dem Ausséen jeweils 50 pl XTT-Reagenz mit einer Multipette
dazugegeben. Die Zellen wurden bei 37°C bei 5% CO, inkubiert und nach 24-96 h

gemessen.

Die Messung des XTT-Assay erfolgte in einem Elisa-Reader. Es wurde die Absorption bei
einer Wellenlange von 450 nm gemessen und gegen die Absorption bei einer Wellenldnge
von 650 nm normalisiert. Fur die Auswertung wurde die Absorption, die bei der Kontrolle

gemessen wurde von den dbrigen Werten abgezogen.

3.7 Herstellung von Lysaten

Zur Herstellung von Lysaten wurde pro 1x10° Zellen 15 pl Lyse-Puffer verwandt (NP-40
oder Brij Lyse-Puffer). Vor der Lyse wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen. Fir
die Lyse wurden die Zellen auf Eis gestellt und mit einer Pipette und dem Lyse-Puffer
resuspendiert. Danach wurden sie 30 min bei 4°C drehend inkubiert. Um ZelltrGmmer zu
entfernen wurden die Zellen bei 16 000 rcf fur 15 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde

in ein neues Eppendorfgefal’ Gberfihrt.

3.7.1 Proteinbestimmung

Die Proteinbestimmung erfolgte nach der Anleitung des BCA-Kits der Firma Pierce.

3.8 Immunoprazipitation

Fiir die Immunoprazipitation wurden 1x10’ Zellen benutzt (fir Kinase-Assay und pY416-
Bestimmung 500 pg Protein). Die Zellen wurden in 1 ml Lyse-Puffer lysiert (bei Kinase-
Assay, pY416-Bestimmung 300 pl; siehe Tabelle 3.3). Zuerst wurden die Lysate mit
Agarose-Beads (50 pl) 1,5 h vorbehandelt. Die Beads wurden herunterzentrifugiert und der
Uberstand in ein neues Eppendorfgefal transferiert. Die Beads (50 ul) wurden mit den
Antikorpern auf die Lysate gegeben und 1,5 h inkubiert. Danach wurden die Proben noch
fanfmal mit Brij Lyse-Puffer (oder NP-40 Lyse Puffer) gewaschen und sofort mit 40 pl
SDS-Gel-Ladepuffer fir 5 min bei 100°C gekocht. Fir den Kinase-Assay wurden die
Proben ohne kochen weiterverwandt. Fir die CD5-Immunoprazipitation wurde der
Uberstand der gesamten Immunoprazipitation auf ein SDS-Gel aufgetragen, ansonsten die
Hélfte der Probe.
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Tabelle 3.3: Verwendete Mengen von Antikoérper flir Immunoprézipitationen

Immunopréazipitation Konzentration (pro Ansatz)  Lyse-Puffer

CD5 (L17F12) 4 ug Brij-96 Lyse-Puffer
CD5 (V5) 4 ug Brij-96 Lyse-Puffer
Lck 2 ug NP-40 Lyse-Puffer

3.9 Kinase-Assay

Fir den Kinase-Assay musste zuerst das Substrat Enolase vorbereitet werden. Dafir
wurden 2,15 mg der rabbit-muscle Enolase bei 4°C und 16 000 rcf in der Kuhlzentrifuge
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, in 50 pul HEPES-Puffer resuspendiert und
30 min auf Eis inkubiert. Es wurde 50 pl Glycerin hinzugegeben und in 20 pl Aliquots bei
-80°C eingefroren.

Zur Inaktivierung wurde die Enolase mit 1 VT 100 mM Essigsdure versetzt und 10 min bei

30°C inkubiert. Pro Kinasereaktion wurde 1 pl eingesetzt.

Die immunoprazipitierten Kinasen wurden 20 pl Kinase-Puffer (inkl. 1 pl Enolase)
resuspendiert und fir 15 min bei 30°C auf einem Schittelinkubator inkubiert. Zu den
Proben wurde 20 pl 4xSDS-Ladepuffer hinzugegeben und 20 ul auf ein SDS-Gel geladen.

3.10  SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) ermdglicht unter denaturierenden
Bedingungen  die  Auftrennung  eines  Proteingemisches  entsprechend  der
Molekulargewichte der im Proteingemisch enthaltenen Proteine. Die native Konformation
der Proteine wird dabei durch die Reduktion der Disulfidbriicken mit TCEP und
Anlagerung des anionischen Detergens Natriumdodecylsulfat (SDS) zerstort. Durch die
Einfiihrung negativer Ladungen wandern die Proteine umgekehrt proportional zum

Logarithmus des Molekulargewichts, im elektrischen Feld in Richtung Anode.

Nach Einfullen und Polymerisation der Trenngellosung wurde die Sammelgellésung
hinzugefugt. Die Gelkassette wurde dann in die Elektrophoreseapparatur eingesetzt. Die
Proben in 4xSDS-Probenpuffer wurden bei 100°C fir 5min denaturiert, kurz
abzentrifugiert und in die Taschen des Gels geladen. Die Elektrophorese wurde in
Laemmli-Puffer bei 100 V im Sammelgel und bei 120 V bis max. 150 V (ca. 30 mA) im
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Trenngel durchgefuhrt. Zur Abschatzung des Molekulargewichts und zur Kontrolle der
Laufbedingungen wurden Standardmarker aufgetragen.

3.11 Western Blot

Fur die Ubertragung der durch SDS-PAGE aufgetrennten Proteine erfolgte mit Hilfe eines
Wet-Western Blots auf eine Membran. Negativ geladene Proteine wandern in einem
elektrischen Feld aus dem Gel zur Anode und bleiben an der Transfer-Membran hangen.
Die Blotkammer wurde wie folgt aufgebaut: Auf die Kathode wurde ein mit Transfer-
Puffer getrankter Schwamm gelegt, danach folgte Filterpapier, das Polyacrylamid-Gel, die
Nitrozellulose-Membran (oder PVDF-Membran), wieder ein durchnasstes Filterpapier und

ein Schwamm. Der Blot wurde mit Eiskthlung 1 h bei 100 V durchgefihrt.

3.12 Immunodetektion

Fir die Immundetektion wurde bei einer PVDF-Membran diese Uber Nacht bei 2,5% BSA
in TBS geblockt (Nitrozellulose, Odyssey Blocking Buffer). Am néchsten Tag wurde der
Primére Antikorper in 3 ml TBST hinzugegeben und 1 h drehend inkubiert (fiir LICOR in
Odyssey Blocking Buffer). Danach wurde die Membran dreimal mit TBST gewaschen. Es
folgte eine Inkubation mit sekundarem Antikérper (HRP: 1:3 000; LiCOR 1:15 000) fur
45 min und einem erneutem dreimaligen Waschen mit TBST. Die mit Antikérper-HRP
behandelte Membran wurde mit ECL-Western Blotting Detection System (Amershan) und
darauffolgende Belichtung und Entwicklung von Hyperfilm ECL (Amershan)
durchgefiihrt.

Die mit Fluoreszenz-Antikdrper markierte Membran wurde mit dem Odyssey-Imager

entwickelt.

3.12.1 Strippen der Membran

Um die Antikorper von der Membran zu entfernen wurde die Membran 15 min bei RT mit
Re-Blot Solution mild inkubiert. Danach wurde die Membran zweimal mit entsprechenden
Ldsungen geblockt.
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3.13  Fluorescence Activated Cell Sorting (FACS)

Die Durchflusszytometrie (FACS-Analyse) ist ein Verfahren zur quantitativen Bestimmung
von Oberflachenmolekilen sowie intrazellularen Proteinen. Das Verfahren beruht auf einer

fluoreszenzfarbstoffmarkierten Antikdrper-Antigen Reaktion.

Bei der Auswertung der Oberflachen-Proteinexpression am Durchflusszytometer wurde die
Software FACSDiva benutzt. Das FACS wurde zur Annexin-V-Farbung benutzt und zur

Detektion von Oberflachenmolekilen.

Bei der Annexin-V-Farbung wurden 5x10° Zellen in ein FACS-Tube iberfiihrt, und 5 min
und mit 1 ml PBS gewaschen. Danach wurde in jeden Ansatz 150 pl Annexin-V- Staining
Puffer und je 3 ul Annexin-V-FITC und 7AAD dazugegeben. Fur diese Versuche wurden
10 000 Events gezahlt.

Fiir die Oberflachenfarbungen wurden ebenfalls 5x10° Zellen in ein FACS-Tube uberfiihrt
und die Zellen mit PBS gewaschen. Danach wurden die Zellen mit je 2,5 pl Antikorper
gefarbt und 15 min bei RT im Dunklen inkubiert. Nach erneutem Waschen wurden die

Zellen mit Cell-Fix fixiert und gefaxt.

3.14  Gewinnung von cDNA

Fiir die Gewinnung von cDNA wurden mindestens 2x10° Zellen mit 1 ml Trizol gelést.
Durch Trizol wurden Nukleoprotein-Komplexe aufgelost. Danach wurden 200 pl
Chloroform zu der Losung gegeben und zentrifugiert (16 000 rcm; 4°C; 10 min). Die
genomische DNA und Proteine befinden sich in der unteren Phase. Die RNA, die sich in
der wassrigen Phase befindet, wurde abgenommen und durch Zugabe von 500 pul
Isopropanol prazipitiert. Nach einer Inkubation von 10 min wurde zentrifugiert (16 000 rcf;
4°C; 30 min). Danach wurde das RNA-Pellet zweimal mit 70% Ethanol gewaschen und
abschlieRend getrocknet. Die RNA wurde in 100 pl RNAsen-freiem Wasser fur 5 min bei
55°C gelost.

Die RNA-Reinheit und -Konzentration wurde am Spektrometer (Nanodrop) bestimmt, und
die Absorption bei 260 nm (A260) und 280 nm (A280) gemessen. Die RNA wurde bei -
80°C gelagert.

Die cDNA-Synthese wurde mit dem cDNA-Synthese Kit von Roche durchgefihrt. Fir die
Synthese wurden 500 ng RNA eingesetzt. Die Menge an RNA wurde mit RNAse-freiem
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Wasser auf 12 pl aufgefillt und nach Zugabe der Anchored Primer 10 min auf 65°C erhitzt.
Puffer, dNTPs, RNAse Inhibitor und das Enzym Reverse Transkriptase wurde hinzugefiigt
und die Losung 30 min bei 55°C, dann 5 min bei 85°C inkubiert. Die cDNA wurde

schliellich in 80 pl RNAse-freiem Wasser aufgenommen.

3.14.1 Arbeiten mit dem Light-Cycler

Die Quantifizierung wird mit Hilfe von Fluoreszenz-Messungen wéhrend eines PCR-
Zyklusses durchgefihrt. Die Sonde bindet spezifisch an die Sequenzen der cDNA. Bei
jeder Verdoppelung der cDNA wird auch das Fluoreszenzsignal verdoppelt.

Zuné&chst wurde eine Standardreihe erstellt. Dazu wurde cDNAs von Mecl-Klon EGFR
verwandt. Eine Verdiinnungsreihe (1:10, 1:50, 1:100, 1:250, 1:500, 1:1 000, 1:10 000) der
cDNAs wurde vorpipettiert und die quantitative Menge der darin enthaltenen cDNA wurde
im Lightcycler gemessen. Die Standardreihe dient den folgenden Messungen als Effizienz-

Relation.

Bei den Messungen der Proben im Lightcyler wurde jeweils ein Kalibrator (aus dem
gleichen Mastermix wie die restlichen Standardproben) mit gemessen, und das Verhaltnis

zu dem Referenzgen -2 microglobulin (B2M) bestimmt.

Die Auswertung der Messwerte erfolgte mit der LightCycler (Version 4.05) Software.
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4 Ergebnisse

Der Ergebnisteil gliedert sich in zwei Teile. Zuerst werden die Ergebnisse beschrieben, die
die Beteiligung des Transmembranrezeptors CD5 an der Pathogenese der CLL naher
charakterisieren sollen. Im Zweiten Abschnitt werden Ergebnisse der Untersuchung der
miRNA-Expression in CLL-Zellen und die Auswirkungen auf die Proteinexpression von
PLAGI vorgestellt.

4.1 Beteiligung von CD5 an der Pathogenese der CLL

CLL ist charakterisiert durch die Akkumulation CD5-positiver B-Zellen (Rozman and
Montserrat, 1995). Die Rolle von CD5 in der Pathogenese der CLL ist bislang noch unklar.
In T-Zellen und B-Zellen werden CD5 Aufgaben in der Signaltransduktion des TZR und
BZR zugeschrieben (Gary-Gouy et al., 2000; Perez-Villar et al., 1999). Eine Stimulation
von CD5 wurde bisher nur mit Antikérpern durchgefihrt, da kein physiologischer Ligand
bekannt ist. Stimulationen durch Antikdrper konnen zu unspezifischen Effekten fuhren,
weswegen in dieser Arbeit ein neuer Ansatz zur CDS5-Stimulation gewéhlt wurde
(Nimmerjahn and Ravetch, 2008; Rudich et al., 1985).

Fur eine ligandenspezifische Aktivierung CD5-abhédngiger Signalwege wurde ein chimarer
Rezeptor konstruiert und in geeigneten Zellsystemen zur Expression gebracht. Die
Ergebnisse der Stimulierungen des chimaren Rezeptor werden in den folgenden
Abschnitten erlautert. Erganzt werden die Ergebnisse durch Stimulierungen von CD5 mit
Anti-CD5 Antikorpern auf Patientenzellen und Zelllinien (Abschnitt 4.1.7). Im letzten
Abschnitt werden Versuche beschrieben, in denen die konstitutiven Effekte der CD5-
Expression auf Zellen betrachtet werden (Abschnitt 4.1.8 bis 4.1.13).

4.1.1 Ein chiméarer Rezeptor aus EGFR und CD5 kann in Mec1-Zellen

stabil auf der Membran exprimiert werden

Der chimére Rezeptor wurde so zusammengesetzt, dass die extrazellulare Domane aus
EGFR besteht, und die cytoplasmatische Doméne und Transmembran-Domane von CD5
stammt (Abbildung 4.1 A).
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Abbildung 4.1: Expression von CD5-EGFR auf stabil transfizierten Mecl-Klonen. A) Schematische
Darstellung der exprimierten Proteine EGFR, CD5-EGFR und CD5. N: N-Terminales Ende; C: C-
Terminales Ende. B) Relative Proteinexpression von EGFR oder CD5-EGFR auf Mec1-Klonen und eines
mit dem Leervektor transfizierten Klons auf der Zellmembran. Die durchflusszytometrisch gemessene
durchschnittliche Fluoreszenz nach Farbung mit Anti-EGFR Antikdrper wurde auf die mit einem
unspezifischen  Isotyp-Kontrollantikdrper —erhaltene  Signalstarke normalisiert. Die Starke der
Oberflachenexpression wurde in zwei unabhdngigen Experimenten gemessen. Die CD5-EGFR Klone sind
durchnummeriert. C) Lysate von Mecl-Klon EGFR, CD5 und CD5-EGFR1 wurden auf einem SDS-PAGE
Gel aufgetrennt. Der Western Blot wurde gegen den am C-Terminus lokalisierten VV5-Tag durchgefihrt. Als
Ladekontrolle wurde die Membran mit Tubulin gefarbt. Der Molekulargewichtsmarker (kDa) ist links im
Bild dargestellt.

Fir die beabsichtigten Untersuchungen wurde das CD5-EGFR-Konstrukt zunéchst in der
CLL-&hnlichen CD5-negativen Zelllinie Mecl stabil exprimiert (Stacchini et al., 1999).
Zum Vergleich wurden Mecl1-Klone generiert, die den vollstindigen EGFR und natives
humanes CD5 exprimieren. Das Stop-Codon von CD5, CD5-EGFR und EGFR wurde
durch eine Punktmutation verdndert, so dass das am 3°-Ende liegende V5-Tag des Vektors

mit abgelesen wird.

Die Zellen wurden durch Elektroporation transfiziert. Nach Blastizidin-Selektion und
Einzel-Zell-Verdinnung wurden stabile Klone gewonnen. Die Expression von CD5-EGFR

auf der Zellmembran wurde in positiven Klonen durch Antikorperfarbung
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durchflusszytometrisch ermittelt (Abbildung 4.1 B). Die Expression von CD5-EGFR st in
den Klonen 1 und 3 ungefahr gleich stark. Klon 2 ist in etwas starkerer Proteinmenge
vorhanden. Die Expression von CD5-EGFR ist in Klon 4 schwankend. Als Kontrolle
wurde auch EGFR in Mecl-Zellen stabil transfiziert. EGFR wird auf Mecl1-Zellen jedoch

nur schwach exprimiert.

Im Western Blot zeigen sich bei CD5-EGFR transfizierten Klonen das Protein CD5-EGFR
in einem Molekulargewichtsbereich von ca. 110-130 kDa. Im Vergleich dazu liegt die
Grolke von CD5 im stabil transfizierten Mecl-Klon CD5 bei 65-75 kDa. Bei kiirzeren
Expositionen zeigen sich zwei Proteinbanden, die sich aus unterschiedlichen
posttranslationalen Modifikationen, z.B. Glykosylierung, ergeben kénnten (Abbildung 4.1
C).

Fur die weiteren Untersuchungen standen verschiedene CD5-EGFR-positive Klone zu
Verfugung, wovon Klon 3 und 4 mit zeitlicher Verzogerung generiert wurden. Ebenfalls
konnte ein EGFR-positiver und mit zeitlicher Verzdgerung auch ein CD5-positiver Mecl-

Klon hergestellt werden.

4.1.2 Dimerisierung von CD5-EGFR nach EGF-Zugabe

Um zu testen ob der chimére Rezeptor nach EGF-Zugabe dimerisiert, wurden
Crosslinking-Experimente mit Bis(sulfosuccinimidyl)suberat (BS3) durchgefiihrt. BS3 ist
wasserldslich und somit nicht Membran-permeabel. Mecl-Klon CD5-EGFR1 und 2 und
Mecl-Klon EGFR wurden nach Zugabe von EGF mit BS3 gecrosslinkt. Nach Lyse der
Zellen und Auftrennung auf einem SDS-Gel wurde ein Western Blot gegen das am C-

Terminus vorhandene VV5-Tag durchgefiihrt.

Zu erkennen ist, dass durch gleichzeitige Zugabe von EGF und BS3 ein Dimer von EGFR
bei Mecl-Klon EGFR erscheint. Die alleinige Zugabe von BS3 oder EGF reichen nicht
aus, um eine detektierbare Dimerisierung von EGFR zu erreichen. Eine Dimerisierung von
CD5-EGFR ergibt sich bei gleichzeitiger Zugabe von BS3 und EGF. Auch die Zugabe von
BS3 alleine zeigte eine Dimerisierung von CD5-EGFR, jedoch in schwdacherer Form. Dies
kann bei beiden untersuchten CD5-EGFR Klonen beobachtet werden (Abbildung 4.2).
Ohne BS3-Zugabe sind keine Dimere zu erkennen.

Die zunehmende Dimerisierung von CD5-EGFR nach EGF-Zugabe ist ein Anzeichen
daftir, dass tber die Stimulierung mit EGF eine Signalkaskade fiir CD5 aktivierbar ist.
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Abbildung 4.2: CD5-EGFR dimerisiert nach Zugabe von EGF. Mec1-Klone EGFR oder CD5-EGFR (Klone
1 und 2) wurden entweder unbehandelt oder nach EGF-Zugabe bei 4°C inkubiert und mit oder ohne
Crosslinking-Reagenz BS3 (Bis(sulfosuccinimidyl)suberat) behandelt. Danach wurden die Zellen lysiert.
Der Western Blot wurde mit Anti-V5 Antikorper, der den V5-Tag am C-Terminus von CD5-EGFR oder
EGFR erkennt, entwickelt. Links im Bild ist der Molekulargewichtsmarker eingezeichnet (kDa).

4.1.3  Zeitverlauf der Tyrosinphosphorylierung in Mec1-Klonen nach EGF-
Behandlung

Um zu testen, ob durch die Dimerisierung von CD5-EGFR eine Signalkaskade ausgelst
wird, wurde die globale Tyrosinphosphorylierung von Proteinen vor und nach einer

Stimulierung mit EGF verglichen.

Mecl-Klon CD5-EGFR1 wurde nach einem Serumentzug fir 60 min mit und ohne Zugabe
von EGF bei 37°C inkubiert. Nach einer Stimulierung von CD5-EGFR mit EGF ist zu
erkennen, dass die globale Tyrosinphosphorylierung sowohl bei den stimulierten als auch
bei den unstimulierten Zellen Gber den gesamten Inkubationszeitraum abnimmt. Jedoch ist
eine starkere Dephosphorylierung bei den mit EGF-stimulierten Zellen zu erkennen
(Abbildung 4.3 A).

In einem weiteren Versuch wurde untersucht, ob die beobachtete Abnahme der
Tyrosinphosphorylierung ein Indiz fiir eine spezifisch aktivierte CD5-Signalkaskade durch
EGF oder einen anderen, unspezifischen Effekt darstellt. Daflir wurden die Mecl-Klone
EGFR, CD5-EGFR1 und Leervektor gewéhlt. Wie oben beschrieben, wurden diese 60 min
mit 100 ng EGF oder ohne Zugabe von EGF bei 37°C behandelt. Die Ergebnisse sind in
Abbildung 4.3 B dargestellt.
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Abbildung 4.3: Zeitverlauf der Tyrosinphosphorylierung in Mecl-Klonen nach EGF-Behandlung. Die
Mecl-Klone wurden 60 min mit 100 ng EGF bei 4°C inkubiert. Danach wurden die Zellen sofort lysiert
oder 1 min, 5 min oder 60 min bei 37° inkubiert. Lyse in NP-40 Lyse-Puffer. Auf das Gel wurden 15 pg
Protein aufgetragen. Mit Coomassie-Blau geférbte Membran als Lade- und Transferkontrolle. Zwischen
Coomassie und Anti-PY geférbter Membran ist der Molekulargewichtsmarker eingezeichnet (kDa). A)
Mec1-Klon CD5-EGFR1 wurde flr 1 min, 5 min oder 60 min bei 37°C mit 100 ng EGF inkubiert. Western
Blot mit Anti-Phosphotyrosin Antikérper (4G10). B) Mecl-Klone EGFR, CD5-EGFR1 und Leervektor
wurden fir 60 min mit 100 ng EGF stimuliert. Western Blot mit Anti-Phosphotyrosin Antikdrper (4G10).

Eine Phosphorylierung von EGFR bei 180 kDa ist nach der Stimulierung mit EGF zu
erkennen. Auch bei dem Mecl-Klon CD5-EGFR1 ist bei 180 kDa eine leichte Zunahme
der Phosphorylierung zu sehen. Der mit dem Leervektor transfizierte Klon trégt keine
solche Phosphorylierung. Die Proteine zwischen 100-120 kDa zeigen bei Mec1-Klon CD5-
EGFR1 nach EGF-Stimulierung eine Dephosphorylierung, ahnlich dem in Abbildung 4.3 A
dargestellten Effekt. Eine Dephosphorylierung von Proteinen nach EGF-Stimulierung ist

auch bei dem mit Leervektor transfizierten Klon zu erkennen.

Die in diesem Abschnitt dargestellten Ergebnisse lassen vermuten, dass schon die alleinige

Zugabe von EGF, bzw. die Durchfiihrung der Stimulierung, einen unspezifischen Einfluss
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auf Mec1-Zellen hat. Der Effekt der Stimulierung auf Mecl1-Klon CD5-EGFR mit EGF ist
gering, wahrend die Aktivierung von EGFR im Mecl-Klon EGFR gut sichtbar ist.
Experimente, die das globale Phosphotyrosinlevel der Zelle betrachten, wurden daher nicht

weiter durchgefihrt.

4.1.4 Maogliche liganden-induzierte Src-Kinase-Aktivierung in Zelllinien,
die CD5-EGFR exprimieren

In Lysaten von Mecl-Zellen, die CD5-EGFR exprimieren, konnte nach Behandlung mit
EGF keine eindeutige Veranderung auf Phosphotyrosinebene nachgewiesen werden. Eine

Erklarung hierfur wére, dass der Nachweis auf Lysatebene nicht sensitiv genug ist.

Um die Aktivierung der CD5-Domane von CD5-EGFR spezifischer zu testen, wurde der
Phosphorylierungsstatus der Src-Kinase Lck untersucht. Eine erhdhte Phosphorylierung
von Lck wird nach einer Antikdrperbehandlung mit Anti-CD5 in T-Zellen und CLL-Zellen
beschrieben (Majolini et al., 1998). Um zu testen, ob durch die Stimulierung von CD5-
EGFR durch EGF Lck in Mecl-Zellen starker phosphoryliert wird, wurden Mec1-Klon
CD5-EGFR1 und Leervektor transfizierte Zellen mit EGF stimuliert und Lck
immunoprazipitiert. Anschlielend wurde mittels Western Blot die Phosphorylierung des
Tyrosins 416 von Src-Kinasen analysiert, da eine Phosphorylierung dieses Tyrosins eine

verstarkte Aktivierung anzeigt (Hunter, 1987).

Wie in Abbildung 4.4 zu erkennen ist, ist die Phosphorylierung des Tyrosins 416 im CD5-
EGFR Klonl im nicht stimulierten Zustand insgesamt schwacher als in den mit Leervektor
transfizierten Zellen. Eine Stimulation mit EGF erzielt jedoch eine Verdopplung der
Phosphorylierung im Mecl-Klon CD5-EGFR1. Die EGF-Behandlung bei dem mit
Leervektor transfizierten Klon zeigt keinen eindeutigen Einfluss. Hier konnten hohe
Schwankungen der Phosphorylierung von Lck Tyrosin 416 festgestellt werden. Aufgrund

dessen lieferte dieser Versuch kein eindeutiges Ergebnis.

Daher wurde beschlossen, einen Kinase Assay, der die Aktivitdt von Kinasen sensitiver
erfasst, durchzufihren. In einem Kinase-Assay wird ein passendes Substrat durch eine
Kinase in vitro phosphoryliert. Anhand der Starke der Substratphosphorylierung nach
Inkubation koénnen Rickschlusse auf die Aktivitdt der Kinase gezogen werden. Als

Substrat wurde Enolase gewahlt (Hausherr et al., 2007).
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Abbildung 4.4: Die Basisphosphorylierung am aktivierenden Tyrosin ist in Mecl-Klon CD5-EGFR
herabgesetzt. Mec1-Klon CD5-EGFR1 oder Leervektor wurden 30 min bei 4°C inkubiert, danach wurden
100 ng EGF zu den Zellen gegeben und fiir weitere 30 min inkubiert. Fur die Stimulierung wurden die Zellen
sofort lysiert oder 60 min bei 37°C inkubiert. Lck wurde immunoprazipitiert und auf einem SDS-PAGE Gel
aufgetrennt. A) Gefarbte PVDF-Membran mit einem Antikdérper gegen Phosphotyrosin 416 der Src-Familie
(pY416). Nach Strippen der Membran wurde mit einem Antikorper, der Lck bindet, die Quantitat der
immunoprazipitierten Lck ermittelt. B) Densitometrische Auswertung von zwei unabhangigen
Stimulierungsexperimenten normalisiert auf mit Leervektor transfizierten, unstimulierten Mec1 Zellen.

Die Zellen wurden wie oben angegeben stimuliert und Lck immunoprézipitiert. Folgend
wurde Lck mit Enolase in einem Kinase-Assay-Puffer inkubiert. Danach wurde mittels
Western Blot die Phosphorylierungsstarke von Enolase und Lck quantifiziert. Um zu
testen, ob die immunopréazipitierte Lck aktiv ist, wurde in einer Zeitreihe getestet, ob die
Phosphorylierung der Enolase mit fortschreitender Inkubationszeit zunimmt. Dies war im
Western Blot deutlich zu erkennen (Abbildung 4.5 A).

Die Quantifizierung der Phosphorylierung der Enolase durch Lck zeigt, dass in Mec1-Klon
CD5-EGFR1 weniger aktive Lck vorhanden ist als in der mit Leervektor transfizierten
Kontrolle. Nach EGF-Stimulierung ist weder im Mecl-Klon CD5-EGFR noch in
Leervektor transfizierten Klon eine verstarkte Lck Aktivitat zu detektieren (Abbildung 4.5
B und C).
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Abbildung 4.5: Die Kinaseaktivitit von Lck wird durch Zugabe von EGF im Mecl-Klon CD5-EGFR1
nicht beeinflusst. Mec1-Klon CD5-EGFR1 oder Leervektor wurden mit 100 ng EGF bei 4°C 30 min
inkubiert und anschlieRend fir 60 min bei 37°C stimuliert. Die Zellen wurden lysiert und mit einem Anti-
Lck Antikdrper immunoprézipitiert. Fir den Kinase-Assay wurde Enolase als Substrat gewahlt. A) Um
zu testen, ob die immunoprézipitierte Lck noch funktionsfahig ist, und die Enolase phosphoryliert werden
kann, wurde immunoprazipitierte Lck 0-30 min mit Enolase inkubiert. Mittels Western Blot wurde durch
einen Anti-Phosphotyrosin Antikérper (PY99) die Phosphorylierung von Enolase nachgewiesen
(47 kDa). B) Parallel dazu wurde ein Kinase-Assay mit EGF stimulierten Mecl-Klonen CD5-EGFR1
oder Leervektor durchgefiihrt. Nach Strippen der Membran wurde die Quantitdt der Lck-
Immunoprézipitation mit einem Anti-Lck Antikorper ermittelt. C) Die Starke der Western Blot Banden
wurden densitometrisch quantifiziert und die im Western Blot ermittelte Phosphorylierung der Enolase zu
der immunoprézipitierten Lck normalisiert.
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Aktivitatstest und Phosphorylierungsanalyse an Tyrosin 416 zeigen ubereinstimmend eine
Abnahme der Lck-Aktivitat bzw. Phosphorylierung am aktivierenden Phosphotyrosin in
CD5-EGFR exprimierenden Mecl-Zellen. Die Kinase-Assays zeigen keine verstéarkte
Aktivierung von Lck nach Stimulation mit EGF. Dies steht im Gegensatz zu
Phosphorylierungsanalysen an Tyrosin 416 nach Lck Immunoprézipitationen. Hier sind
allerdings hohe Schwankungen in dem Kontrollexperiment nachweisbar. Da somit in
beiden Experimenten keine deutlich starkere Aktivitat von Lck nach EGF-Zugabe in

Mec1-Zellen zu erkennen war, wurden keine weiterfihrenden Experimente durchgefihrt.

4.1.5 Das Wachstum von CD5-EGFR exprimierenden B-Zellen wird durch
EGF-Stimulierung nicht beeinflusst

Nachdem keine Aktivierung der erwarteten Signalkaskaden nach EGF-Stimulierung zu
erkennen war, wurde getestet, ob durch EGF eine Wachstumsverénderung der CD5-EGFR-
positiven Klone erfolgt. Bein einem veranderten Wachstum durch EGF-Zugabe sollten

noch weitere Signalkaskaden, die mit CD5 assoziiert sein konnten, untersucht werden.

Mecl CD5-EGFR Klone wurden in 0% oder 1% FBS ausgesat und mit 0, 10 oder 100 ng
EGF behandelt. In einem XTT-Assay wurde das Wachstum der Zellen bestimmt. Es wird
angenommen, dass XTT proportional zum Zellwachstum reduziert wird. Die Ergebnisse
flr den Mec1-Klon CD5-EGFR3 sind in Abbildung 4.6 dargestellt. Es ist zu erkennen, dass
die Zugabe von 1% FBS das Zellwachstum der Mecl-Zellen erhéht. Einen Einfluss von

EGF auf das Wachstum der Zellen ist jedoch nicht feststellbar.

Neben Mecl-Zellen wurde auch bei stabil transfizierten BA/F3-Zellen die Proliferation
nach EGF-Zugabe untersucht. Die BA/F3-Zelllinie ist eine IL-3 abhé&ngig wachsende

Maus-Zelllinie, die aus pro-B Zellen gewonnen wurde (Palacios et al., 1984).

In Publikationen wird berichtet, dass mit EGFR stabil transfizierte BA/F3-Zellen nicht
mehr nur 1L-3 abh&ngig wachsen, sondern auch mit Zugabe von EGF proliferieren kdnnen
(Riese et al., 1995). Ebenfalls konnte auf diese Weise fur das Protein P200bcr-abl ein

transformierender Effekt auf B-Zellen nachgewiesen werden (Daley and Baltimore, 1988).
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Abbildung 4.6: Die Zugabe von EGF zeigt keinen Einfluss auf das Wachstum von Mecl1-Klon CD5-EGFRS.
Stabil transfizierter Mec1-Klon CD5-EGFR3 wurde in 0% oder 1% FBS ausgesat. Es wurde 0 ng, 10 ng
oder 100 ng EGF zu dem Medium dazugegeben. Die Zellen wurden Uber Nacht inkubiert und am
darauffolgenden Tag das relative Wachstum der Zellen berechnet. Dazu wurde der XTT-Umsatz im
Verhdltnis zu Mec1-Klon CD5-EGFR3 in 0%FBS ohne EGF auf eins gesetzt. Die Absorption wurde bei
490 nm gemessen.

In diesem Ansatz wurde getestet, ob auch CD5-EGFR-positive Zellen EGF-abhéngig
wachsen kdnnen und somit ein proliferationsfordernder Effekt von CD5 nachgewiesen
werden kann. BA/F3-Zellen wurden mit CD5-EGFR, CD5 und als positiv-Kontrolle EGFR
stabil transfiziert. Allerding wuchsen keine CD5-positven BA/F3-Klone.

Wildtyp-Zellen, EGFR und CD5-EGFR stabil transfizierte BA/F3-Klone wurden ausgesét
und mit IL-3 oder 100 ng EGF oder ohne jegliche Zugaben kultiviert. Die Zellzahl wurde

an drei aufeinanderfolgenden Tagen bestimmt.

Zu erkennen ist, dass alle ausgesaten BAF/3-Zellen mit IL-3 deutlich schneller wachsen.
Fehlt jegliche Zugabe, zeigen Wildtyp BA/F3-Zellen kein Wachstum. Die Zugabe von
EGF lasst, wie erwartet, den EGFR-positiven BA/F3-Klon langsamer, aber auch IL-3
unabhéngig proliferieren. Durch Zugabe von EGF zu dem CD5-EGFR Klon lasst sich kein
veradndertes Wachstum erkennen (Abbildung 4.7). In diesem System l&sst sich kein

proliferationsfordernder Effekt von CD5 nachweisen.

Weitere Untersuchungen zur Stimulierung des CD5-EGFR durch EGF wurden nicht
durchgefuhrt. AnschlieBende Experimente befassen sich mit der Stimulierung von CD5 mit
Anti-CD5 Antikorpern oder dem konstitutiven Effekt von CD5.
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Abbildung 4.7: Die Zugabe des Liganden EGF induziert in EGFR, aber nicht CD5-EGFR transfizierten
BA/F3-Zellen IL-3 unabhdngiges Wachstum. Untransfizierte BA/F3-Zellen (A) oder CD5-EGFR-
transfizierte (B) BA/F3-Zellen oder EGFR-transfizierte BA/F3-Zellen (C) wurden in einer Dichte von
5x10* ml™ ausgesat. Die Zellen wurden ohne Zusatz zum Medium oder mit Zusatz von 1L-3 (10 ng) oder
EGF (100 ng) weiter behandelt. Die Zelldichte wurde mittels Trypan-Blau Z&hlung nach 24, 48 und 72 h
ermittelt. Das Experiment wurde zweimal unabhéngig voneinander wiederholt.

4.1.6  Einfluss von CD5 auf die Uberlebensregulation durch den B-Zell-

Rezeptor

Die Stimulierung des BZR auf CLL-Zellen fuhrt h&ufig zu einer Veranderung ihrer
Vitalitat (Bernal et al., 2001; Nedellec et al., 2005; Petlickovski et al., 2005). CD5 ist als
ein Korezeptor des BZR beschrieben, der die B-Zell-Aktivierung herabsetzten kann (Bikah
et al., 1996; Renaudineau et al., 2005). Um herauszufinden, ob sich die Uberexpression
von CD5 in Mecl-Zellen negativ auf die BZR-Stimulation auswirkt, wurde getestet, ob

CD5-positive Mec1-Zellen verandert auf die BZR-Stimulierung reagieren.

Als Positiv-Kontrolle wurde die BZR-Stimulierung auch in CLL-Zellen durchgefihrt.
Zuné&chst wurden in diesem Ansatz Mec1-Zellen (iber Nacht gehungert. Die Konzentration
der IgM-Beads wurde analog zu Stimulierungsversuchen von Patientenzellen durchgefiihrt
(Kofler et al., 2004; Pallasch et al., 2008).

50



Ergebnisse

>
vg)

140 -
qe < 120 1
- o
g = 100 |
S 1.2 2 -
g 10 N80
()
v Q0
,E 0,8 S 60
o 06 5
[ Q2 40
o
0,4 3
0 2 20 1
0,0 T 0 T
Leervektor  CD5 CLL Leervektor CD5 CLL
C Mecl ' Mecl

12

. Mecl-Leervektor
/3 Mecl-CD5
g | mmmm CLL

10 1

Relative Fluoreszenzintensitat

CD23 CD83 CD86

Abbildung 4.8: BZR-Stimulation fiihrt in primaren CLL-Zellen zu einem verbesserten Uberleben, jedoch
nicht in Mecl-Klonen. Mecl-Klone und primédre CLL-Zellen wurden mit IgM (5 ug ml-1) oder als
Kontrolle mit IgA stimuliert. Dazu wurden 2x10° Mec1-Zellen pro ml in Medium ohne FBS ausgesat, oder
2x10° Patientenzellen pro ml in Medium mit FBS. A) XTT-Assay von Mec1-Klonen (Leervektor oder CD5)
und primdren CLL-Zellen. Normalisiert zu IgA. B) Annexin-V-Férbung nach 24 h BZR-Stimulation,
normalisiert zu IgA, bei Mec1-Klonen (CD5 oder Leervektor) und priméaren CLL-Zellen (Probe 9181). C)
Durchflusszytometrische Bestimmung der Expression von CD23, CD83, CD86 auf Mecl-Zellen oder
priméren CLL-Zellen (n=2). Die durchschnittliche Fluoreszenz nach Antikorperbehandlung stimulierter
Zellen wurde auf die gemessene Fluoreszenz ohne Stimulation (IgA) normalisiert.

Wie in Abbildung 4.8 gezeigt, flhrt die BZR-Aktivierung in Patientenzellen zu einer
geringeren Apoptoserate und einer erhohten metabolischen Aktivitat. Dieser Effekt konnte
jedoch nicht in Mecl-Zellen beobachtet werden. Der CD5-Klon zeigt nach IgM-
Behandlung eher eine leichte Verringerung der Viabilitdt und eine erhdhte Apoptoserate.

Die mit Leervektor transfizierten Zellen reagieren nicht auf eine BZR-Stimulation.

Als Kontrolle fir eine erfolgreiche BZR-Stimulation wurde ermittelt, ob die
Aktivierungsmarker CD23, CD83 und CD86 an der Zelloberflache verstarkt exprimiert
wurden (Mahanonda et al., 2002; Mongini et al., 2002). Bei priméren CLL-Zellen wird

eine Zunahme der Proteinexpression beobachtet, bei Mec1-Zellen nicht.

Da in den Mecl-Klonen keine erfolgreiche BZR-Aktivierung gemessen werden kann,

wurde die BZR-Stimulation in Mec1-Zellen nicht weiter verfolgt.
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4.1.7 Patientenzellen, aber nicht CD5-positive Mec1-Zellen, zeigen eine
erh6hte Viabilitat nach CD5-Stimulation durch Anti-CD5 Antikorper

Bei den Stimulierungen von CD5-EGFR mit EGF in Mecl-Klonen konnten keine
eindeutigen Aktivierungen von CD5-spezifischen Signalkaskaden nachgewiesen werden.
Deswegen wurde versucht primare CLL-Zellen mit Anti-CD5 Antikdrper zu stimulieren

und diese Stimulierungen in Mec1-Klon CD5 zu wiederholen.

In den ersten Experimenten wurden losliche Anti-CD5 Antikorper und Beads mit
gekoppelten Anti-CD5 Antikdrper zur Stimulierung von priméren CLL-Zellen verwendet.
Es wurden mehrere Bead-Konzentrationen zur Zellzahl getestet. Als Vergleich wurden die
Patientenzellen und Mec1-Zellen mit Anti-IgM Antikorper gekoppelten Beads zur BZR-
Aktivierung behandelt.

Die Behandlung priméarer CLL-Zellen mit I6slichem Anti-CD5 Antikorper zeigt keinen
Einfluss auf die Viabilitat der Zellen (Abbildung 4.9 A). Eine Behandlung mit gekoppelten
Anti-CD5 Antikorpern zeigt eine signifikant gesteigerte metabolische Aktivitdt von
Patientenzellen im XTT-Assay. Einen Unterschied in der Starke der metabolischen

Aktivitat, abhéngig von der verwendeten Bead-Anzahl, lasst sich nicht erkennen.

Die Starke der Antwort auf die mit Beads durchgefiihrte CD5-Stimulierung schwankt
zwischen den verwendeten primaren CLL-Zellen (Abbildung 4.9 B). Es wurde bis zu 50%
gesteigerte metabolische Aktivitit gemessen. Bei manchen priméren CLL-Proben liel? sich

kein Einfluss auf die metabolische Aktivitat durch CD5-Stimulation nachweisen.

Eine durchflusszytometrisch Analyse der Zellen war nicht moglich, da die Beads das
Vorwaértsstreulicht und das Seitwértsstreulicht der CLL-Zellen verandern. Ebenfalls I4sst
sich eine gesteigerte metabolische Aktivitat auch nach BZR-Stimulation mit gekoppelten
Anti-IgM Antikorpern nachweisen. Der Effekt der BZR-Stimulation ist starker als der
Effekt der CD5-Stimulation. Auch der Mecl-Klon CD5 wurde mit Anti-CD5 Antikorpern
gekoppelten Beads stimuliert. Hier war kein Einfluss auf die Viabilitat der Zellen
erkennbar (Abbildung 6.9 B).

Ein weiteres Experiment bestand darin, die Assoziation von der Phosphatase SHP1 mit
CD5 zu untersuchen. Eine konstitutive Assoziation von SHP1 mit CD5 wurde mit einer
fehlenden Stimulierbarkeit von CD5 in Zusammenhang gebracht (Renaudineau et al.,
2005).
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Abbildung 4.9: Stimulationen mit Anti-CD5 Antikérpern kénnen in priméren CLL-Zellen zu einer
verstarkten Viabilitat fihren. A) Primdre CLL-Zellen wurden mit gekoppelten Anti-IgM (5 pg ml™)
Antikérpern an Beads oder mit 10 pg ml™ Iéslichem Anti-CD5 Antikérper (als Kontrolle 1gG) oder
unterschiedlichen Bead-Konzentrationen mit gekoppelten Anti-CD5 Antikorpern (als Kontrolle gekoppeltes
IgG) behandelt. Es wurden entweder ein, zwei oder ein halbes Bead pro Zelle (B/Z) dem Ansatz
hinzugefiigt. In einem XTT-Assay wurde die Viabilitdt der Zellen bestimmt. Die Werte wurden zu
unbehandelten Zellen normalisiert. Statistisch signifikante Stimulierungen wurden mit * markiert (p<0,05).
B) Relative Viabilitatveranderungen von CLL-Zellen einzelner Patienten nach Zugabe von immobilisierten
Anti-CD5 Antikdrpern (ein halbes Bead pro Zelle) oder immobilisierten Anti-lgM Antikorpern. Die
Patienten sind durchnummeriert. Die Werte wurden zu unbehandelten Zellen normalisiert.
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Abbildung 4.10: SHP1 ist konstitutiv mit CD5 assoziiert. Mec1-Zellen wurden mit gekoppelten Anti-CD5
Antikorpern (ein halbes Bead pro Zelle) fiir ein, zwei und finf Minuten stimuliert. Die Zellen wurden mit
Brij Lyse-Puffer lysiert. Aus 1 mg Lysat wurde CD5 immunoprézipitiert. Als Kontrolle wurde mit 1gG2a
immunoprazipitiert. Mit Anti-SHP1 Antikorper kann eine Assoziation von SHP1 an CD5 im Western Blot
nachgewiesen werden. Der Western Blot wurde ebenfalls mit Anti-V5 Antikdérper behandelt und so CD5
nachgewiesen

Aus diesem Grund wurden Immunoprazipitationen von CD5 auf Coimmunoprazipitation
von SHP1 nach Stimulierung von CD5 in Mecl-Klon CD5 untersucht. Wie in Abbildung
4.10 gezeigt, lasst sich im Western Blot eine Assoziation von SHP1 mit CD5 auch ohne
Stimulation von CD5 nachweisen. In der Negativ-Kontrolle ldsst sich SHP1 nicht

detektieren.

Die Effekte der CD5-Stimulierung in CLL-Zellen wurden als unbedeutend im \ergleich
zur IgM-Stimulation eingestuft. Die Stimulationsversuche wurden aus diesem Grund nicht
weiter verfolgt. Da in den Mecl-Zellen Hinweise auf eine unzureichende Stimulierbarkeit
von CD5 zu finden sind, wurde auch an CD5-Stimulierungen in Mec1-Zellen nicht weiter

gearbeitet.

4.1.8 Die cytoplasmatische Doméne ist bei Expression von CD5 in Mecl-

Zellen konstitutiv phosphoryliert

Physiologisch relevante Effekte einer Signalkaskade, die durch Dimerisierung von CD5
ausgelost werden, wurden in dem vorliegenden Modelsystem nicht festgestellt. Deswegen
wurden die konstitutiven Effekte der CD5-Expression beobachtet. In den folgenden
Abschnitten werden die Ergebnisse hierzu beschrieben.

Die cytoplasmatische Doméne von CD5 besitzt mehrere Tyrosine, die potentiell
phosphorylierbar sind. In T-Zellen kann gezeigt werden, dass CD5 durch TZR-
Stimulierung an Tyrosinresten phosphoryliert wird. Durch die neu entstandenen
Bindestellen kdnnen Proteine rekrutiert werden (Vila et al., 2001). In CLL-Zellen wird eine
andauernde Tyrosinphosphorylierung von CD5 beschrieben (Gary-Gouy et al., 2007,
Renaudineau et al., 2005). Es ist zu vermuten, dass durch eine konstitutive Phosphorylie-
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Abbildung 4.11: CD5 ist in Mecl-Klonen phosphoryliert. A) Unstimulierte Mec1-Klone CD5 und CD5-
EGFR (Klon4) wurden lysiert. Mit Anti-CD5 Antikdrper bzw. mit Anti-V5 Antikorper (Tag am C-Terminus
von CD5-EGFR) wurde aus 1 mg Proteinlysat CD5 bzw. CD5-EGFR immunoprazipitiert. Als Isotyp-
Kontrollen dienten zur Immunoprazipitation 1gG2A-Antikorper oder 1gGl-Antikorper. Die komplette
Immunoprézipitation wurde auf einem SDS-Gel aufgetrennt. Anschlieend wurde ein Western Blot mit
Anti-Phosphotyrosin Antikorper (Anti-PY, PY99) durchgefiihrt. Die Membran wurde gestrippt und mit V5-
Antikorper behandelt. A) Der Pfeil zeigt die Phosphorylierung von CD5. Rechts von dem Bild ist der
Molekulargewichtsmarker eingezeichnet (kDa). B) Phosphorylierung von CD5-EGFR (Pfeil) nach einer
langeren Exposition. C) Nach Strippen der Membran und erneutem Farben mit Anti-V5 Antikdrper wird
CD?5 bei ca. 68 kDa sichtbar, bzw CD5-EGFR bei ca. 120 kDa.

rung CDb5-induzierte Signalkaskaden dauerhaft angeschaltet sind. Dies koénnte zu
Unterschieden in der globalen Phosphorylierung und Proteinexpression in CD5-positiven
Zellen fihren. Aus diesem Grund wurde in CD5-positiven Mecl-Klonen (CD5-Klon und
CD5-EGFR4) der Phosphorylierungsstatus von CD5 erfasst

Um zu testen, ob CD5 in Mecl-Zellen tyrosinphosphoryliert ist, wurden CD5-positive
Mecl-Klone CD5 und CD5-EGFR4 lysiert und CD5 immunoprazipitiert. Nach einer
Immunoprézipitation ist mittels Western Blot eine schwache Tyrosinphosphorylierung von
CD5 (68kDa) zu erkennen (Abbildung 4.11). Parallel hierzu werden noch
Coimmunoprézipitationen von einem ca. 120 kDa groRem Protein und 23 kDa groflem
Protein sichtbar. Bei einer ldngeren Exposition sind allerdings auch in der Negativ-
Kontrolle Banden auf dieser Hohe zu erkennen. Auch eine Phosphorylierung von CD5-
EGFR kann nach einer langeren Exposition bei 110 kDa nachgewiesen werden. In der

dazugehdrigen Negativ-Kontrolle ist keine Phosphorylierung detektierbar. Nach Strippen
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der Membran und erneuter Behandlung mit Anti-V5 Antikorper lasst sich CD5 bei einer
Hohe von ca. 68 kDa nachweisen. CD5-EGFR lasst sich wesentlich schwécher, bei ca.
120 kDa detektieren.

In den hier gezeigten Experimenten kann also gezeigt werden, dass die cytoplasmatische
Doméne von CD5 in Mecl-Klonen tyrosinphosphoryliert wird. Damit sind fir Kinasen
und Phosphatasen \oraussetzungen geschaffen, an CD5 zu binden und die

Signaltransduktion von Mec1-Zellen zu beeinflussen.

4.1.9 Charakterisierung CD5-positiver und -negativer Zelllinien auf

Proteinebene

Da die konstitutive Phosphorylierung von CD5 einen Einfluss auf die Signaltransduktion
in CD5-positiven Zellen haben konnte, wurde auf Lysatebene nach Unterschieden auf
Phosphotyrosin- und Proteinebene zwischen CD5-positiven und -negativen Zellen gesucht.
Auf Proteinebene wurde das molekulare Umfeld von CD5, also Src-Kinasen und SHP1
betrachtet. PKC ist in der Signaltransduktion von CD5-vermittelten Signalkaskaden
involviert (Perez-Chacon et al., 2007a). Weiterhin wurde die Expression von BCL2
betrachtet, da in CD5-positiven Daudi-Zellen eine erhéhte mRNA-Expression von BCL2

gemessen wurde.

Um eine allgemeingltige Aussage Uber die Auswirkungen von CD5 machen zu koénnen,
wurden mehrere stabil transfizierte CD5-positive Zelllinien getestet. Es wurden die
Zelllinien Mecl, JVM3, ebenfalls eine CLL-&hnliche Zelllinie, und Daudi, eine aus einem
Burkitt-Lymphom gewonnene Zelllinie, benutzt. Mittels Western Blot wurde die globale
Tyrosinphosphorylierung und auch die spezifische Phosphorylierung des Tyrosins 416 von

Src-Kinasen zwischen CD5-positiven und -negativen Zelllinien verglichen.

Betrachtet man in den Klonen die Tyrosinphosphorylierung im Western Blot auf
Lysatebene, so zeigt sich keine einheitliche Verédnderung des Musters zwischen stabil
transfizierten Mecl-, Daudi- und JVM3-Zellen (Abbildung 4.12 A). Auffallig ist eine
verstérkte Phosphorylierung der Mecl Wildtyp-Zellen bei einer Gréolie von ca. 95 kDa. Da
diese Phosphorylierung nicht bei CD5-negativen Daudi-Zellen oder JVM3-Zellen zu

beobachten ist, scheint sie nicht spezifisch durch CD5 reguliert zu werden.
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Abbildung 4.12: Charakterisierung CD5-positiver und -negativer Zelllinien auf Lysat-Ebene. A)
Unstimulierte JVM3- (Wildtyp und CD5-positiv), Mecl- (Wildtyp, Leervektor- und CD5-Klon) und Daudi-
(Wildtyp und zwei CD5-Klone) Zelllinien wurden lysiert. Mittels Western Blot wurde das
Phosphotyrosinlevel auf Lysatebene betrachtet (PY99). B) Die gleichen Proben wurden auch mit Anti-Src
Phosphotyrosin 416 Antikorper (P416-Src) entwickelt. Nach Strippen der Membran wurden diese noch mit
Antikorpern gegen Lyn, BCL2, PKC (o,8,y), SHP1 und Tubulin als Kontrolle geférbt. Die stabilen Klone
besitzen eine Resistenz gegen Blastizidin.

Auffallig ist in diesem Western Blot die verstarkte Phosphorylierung auf der Hohe der Src-
Kinasen in CD5-positiven JVM3-Zellen (Abbildung 4.12 A). Diese verstarkte
Phosphorylierung ist nicht in CD5-positiven Mecl- oder Daudi-Zellen zu erkennen.
Betrachtet man die verstérkte Phosphorylierung der Src-Kinasen am Tyrosin 416 in JVM3-

Zellen, so ist kein Unterschied zwischen den Klonen nachweisbarbar (Abbildung 4.12 B).
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Die verstarkte Phosphorylierung der Src-Kinasen in CD5-positiven JVM3-Zellen scheint
demnach nicht das Resultat einer Phosphorylierung des Tyrosins 416 zu sein.

Auf Proteinebene lasst sich fiur SHP1 und BCL2 keine Anderungen in der
Proteinexpression feststellen (Abbildung 4.12 B). Die Src-Kinase Lyn wird in allen
Zelllinien nur wenig exprimiert. Eine leichte Reduktion von PKC (a.,f,y) ist in den CD5-
positiven Mecl-Klon erkennen. In Daudi-Zellen und den JVM3-Zellen kann keine PKC

(o,B,y)-Expression detektiert werden.

Die Ergebnisse zeigen, dass auf Phosphotyrosinebene kein einheitlicher Unterschied
zwischen CD5-positiven und CD5-negativen Zelllinien detektierbar ist. Auf Proteinebene
konnte die Expression von PKC (a,B,y) in CD5-positiven Zellen verandert sein. Im
nachsten Schritt wurde getestet, ob alle Mec1-Zellen, die die cytoplasmatische Domane

von CD5 exprimieren, eine verringerte PKC (a,B,y)-Expression zeigen.

4.1.10 Verminderte Proteinexpression der klassischen PKC-Isoformen in
CD5-positiven Mecl1-Zellen

Aufbauend auf die in Abschnitt 4.1.9 dargestellten Ergebnisse wurde die Expression von
PKC (a,B,y) im Western Blot bei allen Mecl-Klonen bestimmt. Dabei werden die Klone,
die kein CD5 exprimieren, mit Klonen, die mindestens die cytoplasmatische Doméne von

CD5 exprimieren, verglichen. Diese werden folgend als CD5-positiv bezeichnet.

Wie in Abbildung 4.13 gezeigt, zeigen CD5-positive Mec1-Zellen im Vergleich zu CD5-
negativen Mecl-Zellen eine verringerte Expression von PKC (a,B,y). Die Expression von
PKC (a,B,y) wurde in zwei unabhdngigen Experimenten quantifiziert und mit der
Expression von Tubulin normalisiert. Die Mec1-Klone CD5-EGFR1-4 und CD5 zeigen
eine bis zu siebenmal geringere PKC (a.,B,y)-Expression als die Wildtyp Mec1-Zellen, bzw.
die mit EGFR oder mit Leervektor transfizierten Mecl-Zellen. CD5-positive Klone und
CD5-negative Klone wurden in Gruppen aufgeteilt und in einem Box Plot dargestellt. Es
zeigt sich, dass die CD5-positiven Zellen im Mittel viermal weniger PKC (a,B.y)
exprimieren als die CD5-negativen Klone (p=0,001; siehe Abbildung 4.13 C).

4.1.11 CD5-positive Zelllinien exprimieren weniger PKCo mRNA

Da in Mecl-Klonen die Expression von CD5 einen negativen Einfluss auf die

Proteinexpression von PKC (a,B,y) hat, sollte dieses Ergebnis auch auf mMRNA-Ebene mit-
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Abbildung 4.13: Die Expression der klassischen PKC-lsoformen ist in CD5-positiven Mecl-Zellen
herabgesetzt. A) Unstimulierte Mec1-Klone wurden lysiert und auf ein SDS-Gel geladen. Der Western Blot
wurde mit einem Anti-PKC (a,B,y) Antikdrper durchgefihrt. Als Ladekontrolle diente Tubulin. B)
Quantifizierung zweier unabhéngiger Experimente. Normalisiert wurde zu Leervektor transfizierten Zellen.
Die Quantifizierung wurde mit dem Odyssey-Imager durchgefuhrt. C) Die Quantifizierung von zwei
unabhéngigen Ergebnissen wurde nach CD5-positiven (n=10) und CD5-negativen (n=6) Zellen gruppiert
und das Ergebnis im Box Plot dargestellt. Die statistische Signifikanz wurde in einem T-Test ermittelt
(p=0,001).

tels Real-Time PCR (RT-PCR) betrachtet werden. Auf Western Blot Ebene war eine
Unterscheidung mit den benutzten Antikorpern fiir die PKC Isoformen o, 3 und y nicht
moglich. Aus diesem Grund wurden auf mRNA-Ebene die Isoformen einzeln betrachtet.
Da in Publikationen zwischen PKCa- und CD5-Expression ein Zusammenhang
beschrieben wird, wurde zuerst die mMRNA-Expression von PKCa untersucht (Nakagawa et
al., 2006).

Die Ergebnisse der Real-Time PCR zeigen fur die CD5-positiven Mecl-Klone eine
niedrigere Expression von PKCa mRNA als die CD5-negativen Klone (Abbildung 4.14 A).
Das Expressionslevel der PKCa mRNA in CD5-negativen Zellen variiert um das 2,5-fache.

Die geringste Expression von PKCa mRNA in den CD5-negativen Zellen wird in den
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Abbildung 4.14: Das PKCo mRNA-Level ist in CD5-transfizierten Zelllinien herunterreguliert. A) Mittels
quantitativer RT-PCR wurde die Expressionsrate von PKCo mRNA in Mec1-Klonen (CD5, CD5-EGFR,
EGFR, Leervektor, Wildtyp), Jurkat-Klonen (CD5-negativ (2G5-), CD5-positiv (2G5+), CD5-EGFR),
Hek293-Klonen (CD5, Wildtyp), peripheren B-Zellen aus Blut gesunder Probanden und CLL-Zellen
quantifiziert. Dabei wurde die PKCo mRNA-Expression jedes Klons relativ zur B2M mRNA-Expression
ausgedrickt und auf die Expressionsmenge von PKCa in Wildtyp (Jurkat:2G5-) normiert. Der Mittelwert
und die Standardabweichungen wurden von zwei unabhéngigen Experimenten bestimmt. A) Relative PKCa
MRNA-Expression in Mecl-Zellen. B) Relative PKCa mRNA-Expression in Hek293- und Jurkat-Zellen. C)
CD5-positive und CD5-negative Klone wurden in Gruppen sortiert in einem Box Plot dargestellt (T-Test,
p=6x10°). D) Vergleich (p=0,18) der PKCa mRNA-Expression zwischen peripheren B-Zellen gesunder
Probanden (n=5) und CLL-Zellen (n=12).

Wildtyp Mec1-Zellen gefunden. Das Expressionslevel ist in diesem Fall allerdings immer

noch hoher als das in den CD5-positiven Zellen.

Um zu testen, ob die verringerte Expression von PKCa durch eine Expression von CD5
nur in Mecl-Zellen in einem Zusammenhang steht, wurden noch weitere CD5-positive und
-negative Zelllinien auf ihre PKCo mRNA-Expression untersucht. Verfugbar waren CD5-
positive und -negative Hek293-Zellen, eine Zelllinie aus menschlichem Nierenepithel-
Zellen, JVM3- und Daudi- Zellen. Ebenfalls zur Verfugung standen eine modifizierte
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Jurkat-Zelllinie (2G5), gewonnen aus einer humanen T-Zell Leukdmie (Schneider et al.,
1977). Jurkat-Zellen sind normalerweise als T-Zellen CD5-positiv. CD5-negative Jurkat-
Klone (2G5-) wurden durch Zell-Sortierung aus Jurkat-Zellen (Klon JE6.1) selektiert
(Simarro et al., 1997). In diese Zellen wurde CD5 wieder stabil hineintransfiziert (2G5+).

In der AG Krause wurden diese Zellen ebenfalls mit CD5-EGFR stabil transfiziert.

In Daudi- und JVM3-Zellen ist keine PKCa mRNA nachweisbar. In Hek293- und Jurkat-
Zellen zeigt sich wie in Mecl-Zellen eine geringere Expression von PKCo mRNA in CD5-
positiven Zellen (Abbildung 4.14 B). Dieses Ergebnis wurde in zwei unabhéngigen

Versuchen erhalten.

Die CD5-positiven und -negativen Zelllinien wurden in zwei Gruppen zusammengefasst
und relativ zu den mit Leervektor transfizierten Zellen normalisiert. Die Ergebnisse
wurden in einem Box Plot dargestellt (Abbildung 4.14 C). Die Menge an PKCa ist in den
CD5-negativen Zellen im Durchschnitt auf ungefahr die Halfte reduziert (p=6x107).

Ebenfalls wurde die Menge an PKCa mRNA in CLL-Zellen, die CD5 exprimieren, und in
gesunden peripheren B-Zellen, die keine Expression von CD5-aufweisen, ermittelt. Hier
zeigt sich, dass bei sechs von zwdlf Patienten gar keine Expression von PKCo nachweisbar
ist. Jedoch ist bei manchen primdren CLL-Zellen die PKCa-Expression im Vergleich zur
Kontrollgruppe erhoht. Somit ist kein signifikanter Unterschied der PKCo mMRNA-
Expression zwischen CLL-Patienten und gesunden B-Zellen zu erkennen (p=0,18, siehe
Abbildung 4.14 D).

Die Ergebnisse zeigen, dass in CD5-positiven Zelllinien eine verringerte Expression von
PKCa mRNA nachweisbar ist. In primdren CLL-Zellen zeigt sich im \ergleich zu

peripheren B-Zellen keine signifikant geringere Expression von PKCa.

4.1.12 Die Expression von IL-10 mRNA wird nicht durch CD5-Expression

reguliert

Die Expression von PKCo mRNA ist in CD5-positiven Zelllinien herabgesetzt. In einem
weiteren Ansatz wurde untersucht, ob die IL-10 mRNA-Expression durch eine CD5-
Expression beeinflusst wird. 1L-10 hat Einfluss auf das Uberleben von B-Zellen (Itoh and
Hirohata, 1995). Ein Zusammenhang zwischen CD5-Expression und IL-10-Expression
konnte einen Hinweis auf die Funktion von CD5 in der Proliferation von CLL-Zellen

geben. In der Literatur sind Zusammenhange in der 1L-10-Expression, der CD5-Expression
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und der PKCa-Expression beschrieben (Gary-Gouy et al., 2002; Ohkusu et al., 1997).
Weswegen eine Regulation von IL-10 durch CD5 wahrscheinlich ist.

Daher wurde getestet, ob in den verfligbaren Zelllinien ebenfalls ein Zusammenhang
zwischen CD5-Expression und IL-10-Expression gefunden werden kann. Fur diesen
Ansatz wurde die IL-10 mRNA-Expression aller verfugbaren CD5-positiven mit dem
entsprechenden CDb5-negativen Klone bestimmt und verglichen. Die IL-10 mRNA-
Expression wurde auch in CLL-Zellen und peripheren B-Zellen gesunder Probanden

bestimmt.

Die IL-10 mRNA-Expression liegen in Jurkat- und in Hek293-Zellen unterhalb der
Nachweisgrenze. Bei Mecl1-Klonen zeigt sich, dass die Expression der IL-10 mRNA in den
CD5-positiven und -negativen Zellen stark schwankt (Abbildung 4.15 A). Die starkste IL-
10 mRNA-Expression wurde bei Klon CD5-EGFR1 ermittelt, wahrend die niedrigste IL-
10 mRNA-Expression in dem Mecl-Klon CD5 zu finden ist, einem ebenfalls CD5-
positiven Klon. In den Mecl-Klonen zeigt sich also kein einheitlicher Zusammenhang

zwischen der IL-10 Produktion und CD5-Expression.

In den Daudi-Zellen zeigt sich eine gesteigerte I1L-10 Produktion in den CD5-positiven
Klon, wahrend in den CD5-positiven JVM3-Zellen eine geringere IL-10 mRNA-
Expression zu erkennen ist (Abbildung 4.15 B). In Daudi- und JVM3-Zellen wird
mdoglicherweise die Menge an IL-10 durch das Vorhandensein von CD5 einheitlich
reguliert, jedoch kann keine allgemeine Aussage getroffen werden. In diesen beiden
Zelllinien missten noch weitere CD5-positive Klone auf ihre 1L-10 Produktionen getestet

werden, um sicher zu gehen, dass die Ergebnisse nicht von Klon zu Klon variieren.

Weiterhin wurde die 1L-10 mRNA-Expression auch in peripheren B-Zellen und in CLL-
Zellen bestimmt. Hier ist auffallig, dass eine signifikant stérkere IL-10 mMRNA-Expression
in den peripheren B-Zellen zu finden ist (p=9x10°®; siehe Abbildung 4.15 C).

Die hier dargestellten Ergebnisse verschiedener B-Zell-Lymphom-Zelllinien zeigen keinen
einheitlichen Zusammenhang zwischen IL-10 mRNA-Expression und der Expression des
intrazellularen Teils von CD5. Ein Zusammenhang zwischen der IL-10-Expression und der

Pathogenese der CLL kénnte dennoch bestehen.
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Abbildung 4.15: Die Expression von CD5 zeigt keinen einheitlichen Einfluss auf die IL-10 mRNA
Expression. Von Mecl-Klonen (CD5, CD5-EGFR, EGFR, Leervektor, Wildtyp), Daudi-Klonen (Wildtyp,
CD5-positiv), JVM3-Klonen (CD5, Wildtyp), B-Zellen gesunder Probanden und CLL-Zellen wurde mRNA
gewonnen. Mittels RT-PCR wurde IL-10 mRNA und als Kontrolle B2M mRNA quantifiziert. Die
Ergebnisse wurden zum Wildtyp normalisiert. Der Mittelwert sowie die Standardabweichungen wurden in
zwei unabhéngigen Experimenten bestimmt. A) Relative Expression von IL-10 mRNA in Mecl-Zellen. B)
Relative 1L-10 mRNA-Expression in Daudi- und JVM3-Zellen, normalisiert zum Wildtyp. C) Die
Expression von 1L-10 mRNA wurde in gesunden B-Zellen (n=5) und in CLL-Zellen (n=11) quantifiziert.
Mit dem Wilcoxon-Rangsummen Test zeigt sich, dass periphere B-Zellen mehr IL-10 produzieren als CLL-
Zellen (p=9x10°).

4.1.13 CDb5-positive Mec1-Zellen zeigen einen verringerte Viabilitat

Der direkte Einfluss der CD5-Expression auf das Wachstumsverhalten in B-Zellen wurde
bisher noch nicht untersucht. Es sollte getestet werden, ob CD5-Expression zu einer
Veranderung der Proliferation fuhren kann. Fir diesen Versuch wurden XTT-Assays
durchgefihrt. In diesem Assay wird die metabolische Aktivitat der Zelle bestimmt, die
proportional zur Zellzahl zunimmt. Zur Verifizierung wurde die Proliferation von Mecl-

Klon CD5 und Leervektor bestimmt.
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Abbildung 4.16: Die CD5-Expression zeigt einen Einfluss auf die metabolische Aktivitat in Mecl-Zellen.
A) CD5-positive und -negative Mec1-Zellen wurden in einer Dichte von 5x10* mI™ ausgesat. Nach 0 h, 48 h
und 96 h wurde ein XTT-Assay durchgefiihrt. Die XTT-Reduktion von drei unabhdngigen Experimenten
wurde colorimetrisch gemessen. Die Ergebnisse wurden in CD5-positiv (CD5-EGFR Klone 1-4, CD5 Klon)
und CD5-negativ (Mecl Wildtyp-Zellen, Leervektor-transfiziert und EGFR-transfiziert) eingeteilt. Hiervon
wurde die Standardabweichungen berechnet und ein Wilcoxen-Rangsummentest durchgefihrt (p=0,041).
Die Viabilitat wurde relativ zu CD5-negativ 0 h dargestellt. B) Um das Experiment zu bestatigen wurden die
Mecl-Klone Leervektor und CDS5 in einer Dichte von 5x10* mI™ ausgesat und taglich die Gesamtzellzahl
bestimmt.

Wie in Abbildung 4.16 dargestellt, wurden Mecl1 Wildtyp-Zellen, Mecl1-Klone CD5-EGFR
(1-4), CD5, Leervektor und EGFR ausgesat und ein XTT-Assay nach 0 h, 48 h und 96 h
durchgefiihrt. Zur Darstellung wurden CD5-positive und -negative Mecl-Klone
zusammengefasst. Zu Versuchsbeginn ist kaum ein Unterschied in der metabolischen
Aktivitdt zwischen den einzelnen Klonen detektierbar. Nach 48 h ist eine gesteigerte
metabolische Aktivitat bei den CD5-negativen Zellen zu erkennen, wéhrend die CD5-
positiven Klone dieselbe metabolische Aktivitat wie zu Versuchsbeginn zeigen. Nach 96 h
zeigt sich auch eine Steigerung der metabolischen Aktivitdt der CD5-positiven Klone.
Diese ist in CD5-negativen Zellen aber immer noch signifikant héher als in den CD5-
positiven Zellen (p=0,0411).

Um zu testen, ob der Unterschied in der metabolischen Aktivitat auf eine unterschiedliche
Proliferation zurtickzufiihren ist oder durch eine allgemein niedrigere Stoffwechselrate,
wurden die Mecl1-Klone CD5 und Leervektor ausgesat und taglich ihre Zellzahl bestimmit.
In diesem Experiment konnte gezeigt werden, dass der Mecl-Klon Leervektor schneller
proliferiert als der Mecl-Klon CD5. Dieser Effekt ist allerdings erst nach 72h
Zellwachstum sichtbar (Abbildung 4.16 B).
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Die Ergebnisse zeigen, dass CD5-positive Mecl-Zellen eine verringerte metabolische
Aktivitat aufweisen, welche teilweise durch eine verringerte Proliferationsrate verursacht

werden kann.

4.2 Modulierte Expression von PLAG1 durch microRNA in CLL

Die Bedeutung von miRNA in der Pathogenese der CLL ist noch weitgehend unklar.
Grundlage der hier durchgefiihrten funktionellen Analyse bildete die Anwendung einer
neuartigen Plattform zur Expressionsbestimmung von hsa-miRNA (homo sapiens
microRNA, folgend miRNA abgekirzt; Kooperationspartner Arbeitsgruppen Prof. Dr. C.
Wendtner und Prof. Dr. Schultze; Name des Arrays: HumanMi_V2). Mit dieser Technik
konnte die Expression von 752 verschiedenen miRNAs-basierend auf einem Bead-Chip-

Microarray ermittelt werden.

Die Expression von miRNA in B-Zellen von 50 CLL-Patienten wurde mit der von CD19-
positiven peripheren B-Zellen von 14 gesunden Probanden verglichen. Die CLL-Patienten
waren vor der Blutentnahme noch nicht mit Chemotherapeutika oder anderen CLL-

spezifischen Therapien behandelt worden.

Vergleicht man die absolute Anzahl von miRNA, die in CLL-Zellen exprimiert wird, mit
der Anzahl der in peripheren B-Zellen exprimierten miRNAS, so zeigt sich eine geringere
miRNA-Expression in CLL-Zellen (Christian Pallasch, personliche Mitteilung). Betrachtet
man die miRNAs, die im Vergleich zu gesunden B-Zellen mindestens um das zweifache
dereguliert sind und einen p-Wert kleiner als 0,05 haben, so scheint die Expression von
sieben miRNAs signifikant hochreguliert zu werden. Im Gegensatz dazu scheint die
Expression von 19 miRNAs herunterreguliert zu werden. Die Ergebnisse zeigen z.B. eine
Herabregulation der miR-107, - 424, -181a und -181b. Eine erhéhte Expression weisen
z.B. miR-141 und -155 auf (Christian Pallasch, personliche Mitteilung).

4.2.1 ldentifizierung von PLAG1 als mogliches Zielgen

MiRNA konnen durch die Bindung an die 3’'UTR die Translationsrate von mRNA herab
regulieren (Rana, 2007). Um Zielstrukturen fir deregulierte miRNAs in der CLL zu finden,
wurde von Christian Pallasch (AG Prof Wendtner) die Datenbank von Targetscan

verwendet (www.targetscan.org, Release 4.1).
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Abbildung 4.17: Der 3’UTR von PLAG] besitzt mehrere miRNA-Bindestellen. Schematische Darstellung
der 3°UTR von PLAGI1 und der konservierten Bindestellen (BS) fir miRNA (graue Boxen). Die
konservierten Bindestellen fir miRNAs, die in der CLL dereguliert sind, sind beschriftet (weile Boxen).
Daten aus Targetscan 4.1 und HumanMi_V2. Zahlen: kb der 3’UTR von PLAG].

Ein mogliches Zielgen von in der CLL deregulierter miRNA ist das Gen flr den
Transkriptionsfaktor PLAG1 (Pleomorphic adenoma gene 1). PLAGL1 ist als Proto-
Onkogen beschrieben und in mehreren Tumorarten Uberexprimiert (Van Dyck et al., 2007).
Die 3’'UTR von PLAGI1 besitzt mehrere hoch und schwach konservierte potentielle
Bindestellen fur miRNAs (Abbildung 4.17). Von den hochkonservierten miRNA-
Bindestellen sind einige fur die Regulation der PLAG1-Expression in der CLL besonders
bedeutsam, da fir diese eine veranderte miRNA-Expression in der CLL gemessen worden
sind. Dies sind die Bindestellen fiir miR-181, -107, -155, -141, -424.

Eine niedrigere Konzentration in CLL-Zellen wird von miR-181, -155, -107 und -424
gemessen. Die Expression der miR-141 ist in CLL-Zellen hochreguliert. Das
Vorhandensein von miRNA-Bindestellen fur in CLL-Zellen deregulierten miRNAs macht
PLAG1 zu einem potentiell veréndert exprimierten Protein, welches fiir die Pathogenese
der CLL Bedeutung haben konnte.

4.2.2 PLAGLl st in CLL-Zellen tberexprimiert

Da potentielle Bindestellen fir miRNAs an der 3’UTR von PLAG1 vorhanden sind, wurde
Uberpruft, ob in CLL-Zellen PLAG1 veréndert exprimiert wird. Aus diesem Grund wurden
in Kooperation mit der AG Prof. Dr. Wendtner aus B-Zellen gesunder Probanden und CLL-
Zellen Lysate hergestellt und diese auf die Expression von PLAG1 untersucht.

Hier zeigt sich, dass in gesunden B-Zellen eine deutlich geringere Expressionsrate von
PLAGL1 zu finden ist. Allerdings ist die Expression von PLAG1 in den CLL-Zellen nicht
einheitlich stark exprimiert (Abbildung 4.18). Durch eine geringere EXxpression von
miRNA konnte es zu einer starkeren Expression von PLAG1 kommen, da weniger mMRNA

degradiert wird bzw. die Hemmung der Translation aufgehoben wird.
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4.2.3 MicroRNAs konnen an die 3’UTR von PLAGL1 binden

PLAGL ist bei CLL-Patientenzellen Uberexprimiert. Eine mogliche Ursache fur eine
verénderte Expression ware die Regulation der mRNA-Stabilitdt durch miRNAs. Um zu
testen, ob die Bindung von miRNA die Translation von PLAG1 beeinflussen wiurde,

wurden Luziferase-Assays durchgefuhrt.

Dazu wurde das Ende der 3°UTR von PLAG1 an ein Renilla-Luziferase kodierendes Gen
fusioniert (Vektor pIS1). Die 3’'UTR von PLAGI beinhaltet zwei Bindestellen fiir miR-
181, eine Bindestelle fiir miR-141 und eine tberlappende Bindestellen der miR-107 und -
424 (Abbildung 4.19 B).

In  Hela-Zellen wurde dieser Renilla-Luziferase kodierenden Vektor und ein
Kontrollvektor, der Firefly-Luziferase kodiert (pIS0O), transfiziert. Zusatzlich wurde
miRNA-Duplex der miR-181a, -181b, -424, -107, -141 oder Kontroll-miR, kotransfiziert.
MiR-181a und miR-181b besitzen die gleiche Seed-Sequenz, haben aber Unterschiede in
der restlichen Sequenz. Die Auswertung des miRNA-Arrays ergaben eine verminderte
Expression von miR-181a und miR-181b. Um evtl. Unterschiede ihrer Regulation der
3’UTR von PLAGI1 zu beriicksichtigen, wurden diese separat transfiziert. Die Kontroll-
miR basiert auf miRNA Sequenzen von C. Elegans, die aber keine potentiellen

Bindestellen im humanen Genom haben sollten (www.dharmacon.com; Februar 2009).
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Abbildung 4.18: CLL-Zellen haben eine erhdhte Expression von PLAG1. Gesunde periphere B-Zellen und
CLL-Zellen wurden aus Blut isoliert und mit RIPA-Puffer lysiert. A) Lysate wurden ein SDS-PAGE Gel
geladen und nach einem Western Blot die Expression von PLAG1 und als Ladekontrolle f-Aktin bestimmt.
B) Die normalisierte PLAG1-Expression zu B-Aktin nach densitometrischer Auswertung wurde in einem
Box Plot dargestellt. Die Signifikanz wurde mit einem T-Test geprdift.
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Abbildung 4.19: Die 3’UTR von PLAGI beinhaltet funktionale Bindestellen fir miRNAs. Um deren
Funktionalitat zu testen, wurden Luziferase-Assays durchgefuhrt. Hela-Zellen wurden mit einem Renilla-
Luziferase-3’'UTR PLAGI1 (nativ oder mutiert), einem Firefly-Luziferase Vektor zur Normalisierung der
Transfektionseffizienz und miRNA-Duplex transfiziert. Nach 24 h wurde die Expression der Luziferasen
bestimmt, und auf die Kontroll-miR normalisiert. A) Signifikante (*) Deregulationen der Luziferase-
Expression nach Transfektion mit 3’°UTR PLAGI1 (nativ) und miR (T-Test: p<0,05). B) Schematische
Darstellung der Bindestellen am 3’UTR. Nummern: kbp. MiR-181 besitzt zwei Bindestellen. Bindestelle ftr
miR-107 und -424 sind Uberlappend. C-E) Um die Spezifitat der Bindestellen zu verifizieren wurden die
jeweiligen Bindestellen in der 3’UTR mutiert und transfiziert. Verglichen wird die Renilla-Expression nach
Transfektion von nativer 3’UTR zu den jeweiligen mutierten Bindestellen (muBS) in der 3’UTR. Die Daten
wurden jeweils zur Transfektion mit Kontroll-miR normalisiert (weilRer Balken). Mutierte miR-181-
Bindestellen 1 und/oder 2 kotransfiziert mit miR-181a (C) und mit miR-181b (D). E) Kotransfektionen von
miR-107 und -424 zur mutierter 3°UTR miRNA-Bindestelle fir miR-107 und -424 oder nativ. F)
Kotransfektionen von miR-141 zu 3’°UTR mit mutierter miR-141 Bindestelle oder nativ.
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24 Stunden nach der Transfektion wurde die Menge der Renilla-Luziferase und Firefly-
Luziferase in den Zellen bestimmt. Um Schwankungen in der Transfektionseffizienz zu
berucksichtigen, wurde die ermittelte Menge der Renilla-Luziferase mit der gemessenen

Menge der Firefly-Luziferase normalisiert.

Alle getesteten miRNAs verringerten die Menge an Renilla-Luziferase in Hela-Zellen,
jedoch in unterschiedlichen Ausmal} (Abbildung 4.19 A). Am stérksten konnten die miR-
181a und miR-181b die Expression beeinflussen, hier zeigte sich eine 50% schwachere
Expression. Einen geringeren Einfluss zeigen die miR-107, -424 und -141. Hier wird noch

ungefahr 80% der Renilla-Luziferase im Vergleich zur Kontrolle exprimiert.

Um zu zeigen, dass die Bindung an die miRNAs wirklich spezifisch ist, wurden jeweils
zwei Nukleotide in den potentiellen Bindestellen mutiert. Die Bindestellen fir miR-107
und -424 sind an der 3’UTR von PLAG1 iberlappend, weswegen hier ein gemeinsames

Konstrukt erstellt wurde. Fir miR-181 existieren zwei Bindestellen (Bindestelle 1 und 2).

Durch die Mutationen der miRNA-Bindestellen konnte durch Kotransfektion der miRNAs
keine verminderte Expression der Renilla-Luziferase mehr beobachtet werden. Im
Gegenteil ergab sich durch die Mutation eine im Vergleich zur Kontrolle erhdhte Renilla-
Luziferase-Expression. Mdglicherweise liegt dies an weiteren intrazellularen miRNAs, fur
die die mutierte Bindestelle nicht mehr zur Verfligung steht (Abbildung 4.19 C-F).

MiR-181a und miR-181b besitzen in der 3’UTR von PLAGI zwei Bindestellen. Hier
wurden die Bindestellen einzeln und auch gemeinsam mutiert (Abbildung 4.19 C und D).
Durch Mutation der Bindestelle 2 zeigt sich nur eine leichte Verbesserung der Expression
im Vergleich zu der Transfektion mit der 3’UTR von PLAG1 ohne Mutation. Hingegen hat
die Bindestelle 1 einen starkeren Effekt auf die Expressionsrate der Renilla-Luziferase, da
durch die Mutation die Expression der Renilla-Luziferase stark ansteigt. Durch die
Mutation beider Bindestellen wurde der Effekt nochmals leicht verstarkt. Ein Unterschied

zwischen Kotransfektion von miR-181a und miR-181b ist nicht zu erkennen.

Dies bedeutet, dass alle identifizierten miRNA-Bindestellen auch funktionell miRNA

binden kénnen und hierdurch die Expression von PLAGL1 reduziert wird.
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Abbildung 4.20: Nach Retransfektion von miRNA in primére CLL-Zellen zeigen viele Proben eine erhéhte
Anzahl apoptotischer Zellen. Primédre CLL-Zellen wurden durch Nukleofektion mit Kontroll-miR
(Kontrolle), miR-181 (miR-181a/b) oder miR- 181a/181b/424/107 transfiziert. 24 h nach der Transfektion
wurde der prozentuale Anteil der nicht-apoptotischen  Zellen mit  Annexin-V-Férbung
durchflusszytrometrisch bestimmt. Zur Auswertung wurden die Proben auf die Kontrolle normalisiert
(gepaarter T-Test, p=0,1). Jede primdre CLL-Probe wurde mit je einem Symbol gekennzeichnet.

4.2.4 Retransfektion von microRNA in CLL-Zellen kann zu einer

verstarkten Apoptoseinduktion fuihren

Hinweise in der Literatur uber miRNA-Expression deuten auf einen Einfluss verénderter
miRNA-Expression auf das Uberleben von Tumorzellen hin (Zanette et al., 2007). Da in
CLL-Zellen eine verringerte miRNA-Expression im Vergleich zu peripheren B-Zellen
vorkommt, wurden einige miRNAs in primare CLL-Zellen transfiziert und nach 24 h die

Apoptoseinduktion in den Zellen gemessen.

MiR-181a/b wird in Gliablastoma-Zellen eine Rolle als Tumorsuppressor zugeschreiben,
die Apoptose in Zellen induzieren kann. Ahnlich wie in CLL, ist in Gliablastoma-Tumoren
die Expression von miR-181a/b herabgesetzt (Marton et al., 2008; Shi et al., 2008). Eine
Retransfektion von miR-181a/b sollte zeigen, ob hierdurch auch in CLL-Zellen eine
apoptotische Wirkung erzielt werden kann. Da mehrere miRNAs in der CLL dereguliert
sind, wurden in einem Ansatz vier miRNAs, miR-181a/b, -424 und -107, in CLL-Zellen
retransfiziert. Die Retransfektion dieser miRNAs koénnte sich auch auf die PLAG1-

Expression auswirken.
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Mit Hilfe von Transfektionen mit Amaxa Nukleofektion konnte eine Transfektionseffizienz
von ca. 20% erzielt werden. 24 h nach Transfektion wurde die Apoptoserate der Zellen mit
Annexin-V/7AAD gemessen. Die Zahl der nicht-apoptotischen Zellen nahm in 4 von 6
getesteten primaren CLL-Zellen zwischen 5% und 40% nach Retransfektion von miRNA
ab (p=0,01; siehe Abbildung 4.20). Dabei war der Effekt der Transfektion von miR-181a/b
alleine und miR-181a/b mit -107 und -424 vergleichbar.

Die hier dargestellten Ergebnisse legen nahe, dass eine miRNA-bedingte Stérung der

PLAG1-Expression an der Pathogenese der CLL beteiligt seien kénnte.
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5 Diskussion

Die Diskussion gliedert sich in zwei Teile. Im ersten Abschnitt werden Ergebnisse, die eine
Beteiligung von CD5 an der Pathogenese der CLL klaren sollen, diskutiert (Abschnitt 5.1).
In dem zweiten Abschnitt werden die Ergebnisse erortert, die den Einfluss von miRNA und
die Bedeutung von PLAGL1 in der CLL beschreiben (Abschnitt 5.2).

5.1 Beteiligung von CD5 an der Pathogenese der CLL?

CD5 ist ein Transmembranrezeptor, der auf CLL-Zellen, im Gegensatz zu normalen
peripheren B-Zellen hoch exprimiert wird (Lozano et al., 2000). Die Beteiligung von CD5
in der Pathogenese von CLL ist unklar. Erschwert wird die Ergriindung der Funktion von
CD5 in CLL-Zellen durch die Tatsache, dass kein physiologischer Ligand von CD5
bekannt ist. Bis jetzt haben Stimulierungen von CD5 in CLL-Zellen mit Hilfe von
Antikorpern stattgefunden (Cioca and Kitano, 2002; Perez-Chacon et al., 2007b;
Renaudineau et al., 2005). Es ist bekannt, dass Antikorper nicht nur mit ihrer FAB-Domane
spezifisch an Zellen binden. Auch Bindungen der FC-Doméne des Antikdrpers an FC-
Rezeptoren kodnnen erfolgen. Dies kann zur Induktion von Apoptose, oder auch zur
Proliferation der Zelle fiihren (Nimmerjahn and Ravetch, 2008). Andere Ansétze
Rezeptoren zu stimulieren, von denen kein Ligand bekannt ist, ist das Benutzen von
chimdren Rezeptoren, die dann durch Zugabe eines Liganden spezifisch stimuliert werden
kdnnen (Hausherr et al., 2007; Riedel et al., 1986; Schaeffer et al., 2001).

5.1.1 Stimulierung des chiméren Rezeptors in Mec1-Zellen als Modell zur
Kl&rung der Funktion von CD5 in CLL

Um die Beteiligung von CD5 an der Pathogenese der CLL né&her untersuchen zu kénnen,
wurde in eine CLL-&hnliche Zelllinie ein chiméarer Rezeptor transfiziert. In dieser Arbeit
wurde ein chimdrer Rezeptor aus der cytoplasmatischen Doméne und Transmembran-
Doméne von CD5 und der extrazellularen Doméne des EGFR in Mecl-Zellen zur
Expression gebracht. Nach Zugabe von EGF sollte CD5 stimuliert werden, und die CD5-
abhangigen Signalkaskaden untersucht werden.

Die Expression von CD5-EGFR auf der Zellmembran von Mecl-Zellen konnte

nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis war fir die Durchfihrung der folgenden
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Experimente sehr wichtig. Fur einen zuvor gebauten chiméren Rezeptor, der aus der
extrazellularen Doméne des EPO (Erythopoetin)-Rezeptors und der intrazelluldaren und
Transmembran-Doméne von CD5 bestand, konnte dieser Nachweis nicht gelingen. Fur die
durchflusszytometrische Bestimmung war kein Antikdrper verfiigbar. Eine fehlende
Stimulierbarkeit nach EPO-Zugabe wurde daher auf eine nicht ausreichende Expression

auf der Zellmembran zuriickgefihrt (Glinter Krause, personliche Mitteilung).

Ebenfalls gelang der Nachweis, dass die Zugabe des Liganden EGF zu einer Dimerisierung
des chimaren Rezeptors fuhrt (Abschnitt 4.1.2). Eine Aktivierung von Signalkaskaden

durch CD5-Dimerisierung konnte nicht nachgewiesen werden.

Als mogliche Ursachen fiir das Fehlen einer spezifischen Antwort nach CD5-Stimulation
kommen unter anderem eine unpassende Ubertragung des extrazelluldaren Signals der
Ligandenbindung in das Zellinnere oder ein nicht hinreichend passender Zusammenhang

mit der Signaltransduktion in Mec1-Zellen in Betracht.

Funktionsweise des chimaren Rezeptors

Die fehlende Reaktion der CD5-EGFR exprimierenden Mecl-Zellen auf eine EGF-
Behandlung konnte auf einen unpassenden Aufbau des chiméren Rezeptors hinweisen. Der
unpassende Aufbau konnte zur Folge haben, dass CD5-EGFR durch eine falsche Struktur
nicht durch EGF aktivierbar ist, oder CD5-EGFR dauerhaft aktiviert ist, und die

zusatzliche Aktivierung durch EGF nicht mehr detektierbar ist.

Gegen einen fehlerhaften Aufbau von CD5-EGFR spricht, dass in Jurkat-Zellen, die CD5-
EGFR stabil exprimieren, eine induzierbare Antwort nach EGF-Stimulation festgestellt
wurde. Dabei handelt es sich um die Phosphorylierung eines 120 kDa groRRen Proteins. Die
parallelen Versuche mit Anti-CD5 Antikorper in CD5-positiven Jurkat-Zellen zeigten
ahnliche Ergebnisse (Aditya Veldurthy, personliche Mitteilungen). Die Beobachtungen an
Jurkat-Zellen wurden nicht weiter verfolgt, weil von der Charakterisierung dieser T-Zell-
Lymphom-Zelllinie keine weiteren Erkenntnisse uber die Pathogenese der CLL erwartet

wurden.

Fir eine mogliche Daueraktivierung von CD5-EGFR spricht, dass CD5-EGFR auch ohne
Zugabe von EGF als Dimer vorlag. Es kann zwar nach der Stimulierung eine verstarkte
Dimerisierung von CD5-EGFR nachgewiesen werden, jedoch kdnnte der Effekt der durch
die zusatzliche Dimerisierung von CD5-EGFR erfolgte, zu klein sein, um detektiert zu

werden. Ebenfalls spricht fir diese Hypothese, dass auch ohne Stimulierung zwischen
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CD5-positiven und -negativen Zellen Unterschiede in der Proteinexpression und der
Viabilitat nachweisbar sind (Abschnitt 4.1.10.).

Dieser Befund scheint nicht mit der klonierungsbedingten \erkiirzung des EGFR im
Zusammenhang zu stehen. Die Domane IV des EGFR wurde flr die Klonierung verkurzt.
Doméne Il und IV halten den nativen EGFR in einer inhibierten Konformation, solange
keine Stimulation mit EGF durchgefiihrt wird. Eine Mutation der Domane IV fuhrt zu
einer hoheren Ligandenbindeaffinitdt und zu einer dauerhaft nicht autoinhibierten
Konformation von EGFR (Burgess et al., 2003; Ferguson et al., 2003). Ohne die Zugabe
von EGF kann aber auch der EGFR mit verkirzter Doméne 1V nicht dimerisieren (Elleman
et al., 2001). Maoglicherweise sind also intrazellulare Aminoséuren fur die dauerhafte
Dimerisierung von CD5-EGFR verantwortlich. Um diese Hypothese zu priifen, misste die

Dimerisierung von nativem CD5 auf Mec1-Zellen naher untersucht werden.

Gegen die Hypothese, dass CD5-EGFR nicht funktioniert spricht, dass die Behandlung mit
Anti-CD5 Antikorpern in CD5-positiven Mecl-Zellen ebenfalls keine biologischen Effekte
induziert, wahrend die entsprechende Behandlung von priméren CLL-Zellen groRtenteils
zu einem Uberlebensvorteil fiihrt. Wenn CD5-Stimulierungen in Mecl1-Zellen nicht
messbar sind, dann sind vielleicht Mec1-Zellen zur Untersuchung der Funktion von CD5-
Signalkaskaden in CLL nicht geeignet.

Es kdnnen keine eindeutigen Hinweise gefunden werden, die einen nicht funktionalen
chimaren Rezeptor als Ursache fur die fehlend nachweisbare Stimulierung begriindet.
Wenn die Stimulierung des chiméren Rezeptors funktioniert, konnte die Mecl-Zelle als
Modell zur CD5-Stimulierung ungeeignet sein.

Mecl-Zellen als CLL-Modell

Stimulierungen von CD5 und CD5-EGFR fiihren in Mecl-Zellen zu keiner messbaren
induzierten Signaltransduktion. Dies konnte ein Hinweis sein, dass Mecl-Zellen zur
Untersuchung von CDb5-vermittelten Signalwegen nicht geeignet sind. Eine fehlende
Reaktion von Mecl-Zellen auf CD5-Stimulierung kann aber durchaus als CLL-typisch
bewertet werden. So zeigen sich bei der Stimulierung von Patientenzellen auch nicht

immer nachweisbare Effekte auf eine CD5-Stimulierung (Abschnitt 4.1.7).

Auch in der Literatur werden nur bei einem Teil der ex vivo-Proben von CLL-Patienten
biologische Effekte nach einer Behandlung mit Anti-CD5 Antikdrpern beobachtet (Cioca
and Kitano, 2002; Perez-Chacon et al., 2007a; Perez-Chacon et al., 2007b; Pers et al.,
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2002; Renaudineau et al., 2005). Die Patientenproben werden in CD5-Responder und
CD5-Non-Responder eingeteilt. Bei letzteren wird keine Reaktion auf Anti-CD5
Antikorper Behandlung beobachtet.

Eine Antwort auf CD5-Stimulierung scheint mit dem Vorliegen prognostischer Marker fiir
die aggressive Verlaufsform zu korrelieren (Perez-Chacon et al., 2007b; Renaudineau et al.,
2005). Die fehlende Antwort auf CD5-Stimulierung in Mecl1-Zellen, kdnnte ein Hinweis
darauf sein, dass diese aus einer CLL mit indolenter Verlaufsform entstanden ist. Die CLL-
Zellen der indolenten Verlaufsform sind durch eine niedrige ZAP70-Expression und eine
mutierte IgVVH charakterisiert (Chiorazzi et al., 2005). Gestutzt wird diese Hypothese durch
die Expression der Marker fir eine indolente Verlaufsform in Mecl-Zellen. Mecl1-Zellen
weisen eine mutierte IgVH und eine niedrigen ZAP70-Expression auf (Rajesh Kumar,

personliche Mitteilung, Alfarano et al., 1999).

Ein weiterer Hinweis, dass Mecl-Zellen aus einem non-Responder gewonnen wurden,
erfolgt durch die Analyse der Assoziation von CD5 und SHP1. Die Untersuchung von
Signaltransduktionprozessen nach CD5-Stimulierung unter Berlicksichtigung des BZR und
der BZR-assoziierten Molekilen ergab, dass bei allen CD5-Respondern vor der CD5-
Stimulation eine Assoziation von CD5 mit dem BZR sowie mit der Phosphatase SHP1 und
CD5 nachzuweisen war. Nach Stimulierung von CD5 ging bei CD5-Respondern diese
Assoziation verloren (Renaudineau et al., 2005). Auch andere betrachtete Signalmolekiile
zeigten vor und nach dem Crosslinking zwischen den einzelnen CD5-Respondern eine
einheitliche Reaktion. Die Resultate der Betrachtung der CD5-Non-Responder sind nicht
so einheitlich (Renaudineau et al., 2005).

Die Non-Responder wurden in drei Gruppen, abhdngig von den unterschiedlichen
Signalantworten, eingeteilt. In einer dieser Gruppen fallt auf, dass eine Dissoziation von
SHP1 nach CD5-Stimulierung nicht stattfindet. Auch in den fur diese Arbeit Experimenten
ist zu erkennen, dass eine Dissoziation von SHP1 von CD5 in Mec1-Zellen nicht stattfindet
(Abschnitt 4.1.7). Auf diese Weise konnte eine weitere Signaltransduktion verhindert
werden, da SHP1 den Tyrosinrest von Src-Kinasen, der zu deren Aktivierung erforderlich
ist, dephosphoryliert (Chiang and Sefton, 2001). Dies wirde auch erklaren warum Lck in
dem Mecl-Klon CD5-EGFR weniger aktiv ist (Abschnitt 4.1.4).

Ein weiterer Hinweis, dass Mecl1-Zellen aus Non-Respondern gewonnen wurden, liefert

die ebenfalls nicht induzierbare BZR-Stimulation in Mecl-Zellen. Durch eine BZR-
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Stimulation kam es in den primaren CLL-Zellen meistens zu einer verringerten
Apoptoserate, zu starkerer metabolischer Aktivitat und zu einer verstarkten Expression von
frihen B-Zell Aktivierungsantigenen. In Mecl-Zellen wurde das nicht beobachtet
(Abschnitt 4.1.6).

Primare CLL-Zellen reagieren nicht in allen Fallen auf eine BZR-Stimulation (Allsup et
al., 2005; Lankester et al., 1995; Nedellec et al., 2005). Die unterschiedliche Antwort der
Zellen auf die BZR-Stimulation korreliert haufig, dhnlich wie bei der CD5-Stimulation,
mit der Anwesenheit von prognostischen Markern. Im Allgemeinen steht das Vorliegen der
Marker fir die aggressive Verlaufsform eher im Zusammenhang mit einer
Proliferationsforderung nach BZR-Stimulation, wahrend Zellen, die die Marker der
indolenten Verlaufsform tragen, gar nicht auf den Stimulus reagieren oder verstarkt in

Apoptose gehen.

Alle, die hier aufgefiihrten Punkte konnten darauf hinzeigen, dass die fehlende CD5-
Stimulierbarkeit in Mec1-Zellen durchaus als CLL-typisch fir die indolente Verlaufsform
betrachtet werden kann. Uber die Beteiligung von CD5-Stimulierungen an der Pathogenese

der CLL kdénnen in diesem Modell keine neuen Ergebnisse gewonnen werden.

5.1.2  Aktivierung von CD5-Signalkaskaden in priméaren CLL-Zellen

Da in Mec1-Zellen keine Aktivierung von CD5-induzierten Signalkaskaden nachgewiesen

werden konnte, sollte an primédren CLL-Zellen eine CD5-Stimulation durchgefiihrt werden.

In der Literatur ist beschrieben worden, dass die Behandlung mit Ioslichem Anti-CD5
Antikérper eher zu einem verstirkten Uberleben von CLL-Zellen fiihrt (Perez-Chacon et
al., 2007b). Apoptose-Induktion zeigt sich erst bei htheren Konzentrationen (10 pg) von
Anti-CD5 Antikorpern (Perez-Chacon et al., 2007b; Renaudineau et al., 2005). Da in dieser
Arbeit kein Effekt auf Stimulation mit 16slichem Antikdrper messbar war, wurden ebenfalls
mit an Microbeads immobilisierten Anti-CD5 Antikdrpern stimuliert (Abschnitt 4.1.7). Fur
die Stimulierung mit l6slichem Anti-CD5 Antikdrper wurde exakt der gleiche
Kontrollantikorper, die gleiche Inkubationszeit und dieselben Assays wie bei Perez-Chacon
benutzt. Aus welchem Grund nicht die gleichen Ergebnisse erhalten wurden ist fraglich
(Perez-Chacon et al., 2007Db).

In den Experimenten mit gekoppelten Anti-CD5 Antikdrpern wurde in acht von zwolf

Fallen eine um 15% stérkere metabolische Aktivitat gemessen. Dies steht im Gegensatz zu
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Berichten Uber Apoptoseinduktion in CLL-Zellen nach CD5-Stimulierung mit
immobilisierten Anti-CD5 Antikorpern (Cioca and Kitano, 2002). Dies konnte auf eine
unterschiedliche Stimulierungsmethode und Antikérperkonzentration zuriickzufuhren sein.
Nach Behandlung mit an Microbeads gekoppelten Anti-CD5 Antikdrpern konnte
beobachtet werden, dass meistens nur ein Bruchteil der Zelloberflache mit Anti-CD5
gekoppelten Kiigelchen bedeckt ist, und somit die CDS5-Stimulation nur auf sehr
begrenzten Membranbezirken ablauft, was zu einem Uberlebensvorteil fiihrt. Bei
Stimulation mit geléstem Antikdrper in hohen Mengen, oder mit gecrosslinktem Anti-CD5
Antikorper an eine Zellkulturschale, wie bei Cioca und Kitano, wird ein groRerer Teil der
Zelloberflache erfasst, was zur Apoptoseinduktion fiihren konnte. Es I&sst sich vermuten,
dass die Behandlung mit geringeren Konzentrationen eher zu einem starkeren Uberleben
der Zelle fihrt.

Experimente mit CD5-Stimulationen wurden in Patientenzellen nicht weiter beobachtet, da
schon mehrere Publikationen mit CDS5-Stimulation durch Antikorper in CLL-Zellen
vorhanden sind. AuRerdem ist der Effekt der CD5-Stimulation im Vergleich zu dem Effekt
nach BZR-Stimulation relativ gering. Um neue Erkenntnisse iber die Funktion von CD5-
Stimulation in CLL-Zellen néher erfassen zu kodnnen, wéren Stimulationen mit dem

naturlichen Liganden von CD5 wichtig.

5.1.3 Expression von CD5 in Zelllinien zur Klarung der Funktion von CD5
in CLL

Da die Stimulierung von CD5 in Mecl-Zellen zu keiner detektierbaren Aktivierung von
CD5-induzierten Signalkaskaden fiihrte, wurden die konstitutiven Einfliisse von CD5
betrachtet. Allein durch das Vorliegen von CD5 in der Zelle kénnte die Signaltransduktion
und folglich die Genexpression und das Uberleben von CLL-Zellen beeinflusst werden, da

sich an der cytoplasmatischen Domane von CD5 Protein-Bindestellen befinden.

Im Einklang mit einem mdglichen konstitutiven Effekt der CD5-Expression liegt CD5
auch ohne Stimulierung in CD5-positiven Mecl-Zellen phosphoryliert vor (Abschnitt
4.1.8). Ebenfalls konnte gezeigt werden, dass in Mec1-Zellen mit stabiler CD5-Expression
die Phosphatase SHP1 dauerhaft mit CD5 assoziiert ist (Abschnitt 4.1.7). Eine konstitutive
Phosphorylierung von CD5, und eine Assoziation von SHP1 an CD5 wurde auch in CLL-
Zellen, die die Marker der indolenten Verlaufsform aufweisen, gefunden (Gary-Gouy et al.,

2007; Renaudineau et al., 2005). Durch eine Phosphorylierung von CD5 und eine
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Assoziation mit SHP1 konnten die laufenden Signalkaskaden in raumlicher N&he zu CD5
verandert werden. Dies konnte zu einer dauerhaft veranderten Signaltransduktion der Zelle

fuhren.

Um mogliche Effekte in CD5-positiven und -negativen Zellen aussagekréftiger
untersuchen zu kdnnen, wurden Zelllysate aus unterschiedlichen Zelllinien verglichen, von

denen CD5-positive und -negative Zellen verfiigbar waren.

In den CD5-positiven Zellen ist insgesamt die Proteinmenge der klassischen Isoformen a,
B und y der Serin-Threonin Kinase PKC herabreguliert (Abschnitt 4.1.10). Da der
verwendete Antikorper nicht zwischen den Isoformen a, § und y unterscheidet, kann hier
nicht entschieden werden welcher dieser drei Isoformen fur eine verringerte PKC-
Expression in CD5-positiven Zellen verantwortlich ist. Auch in CLL-Zellen ist eine
veranderte PKC (a,B,y) Proteinexpression beschrieben worden (Abrams et al., 2007; Alkan
et al., 2005). In diesen Publikationen ist berichtet worden, dass CLL-Zellen in Vergleich zu
gesunden B-Zellen weniger PKCa, mehr PKCB und genauso viel PKCy exprimieren
(Abrams et al., 2007; Alkan et al., 2005). Wenn eine geringere Expression von PKC (a.,f3,y)
in CD5-positiven Mec1-Zellen detektierbar ist, wéhrend in CLL-Zellen, die ebenfalls CD5-
positiv sind, nur eine niedrigere Expression von PKCa zu finden ist, wahrend PKCp und
PKCy gleich oder starker exprimiert werden, so konnte es sein, dass durch CD5-

Expression die Expression von PKCa reduziert wird.

Aus diesem Grund wurde zuerst die Expression von PKCa in mehreren CD5-positiven und
-negativen Zellen auf mRNA-Ebene betrachtet. Es konnte nachgewiesen werden, dass in
CD5-positiven Zellen weniger PKCa mRNA exprimiert wird als in CD5-negativen Zellen.
Dies konnte in drei verschiedenen Zelllinien gezeigt werden. Da die Zelllinien aus
verschiedenen Gewebetypen stammen, wie T-Zellen, Nierenepithel-Zellen und CLL-

ahnlichen-Zellen, konnte dies ein Hinweis auf eine allgemeingultige Aussage fir CD5 sein.

Eine weitere Publikation deutet auf einen wichtigen Zusammenhang zwischen PKCa- und
CD5-Expression hin (Nakagawa et al., 2006). Aus B-Zell-Vorlé&uferzellen, die enzymatisch
inaktive PKCa exprimieren, entsteht aufgrund des dominant-negativen Effekts eine B-Zell
Population mit CLL-ahnlichem Phénotyp. Wie humane CLL-Zellen exprimieren diese
Zellen CD5 und zeigen eine erhohte BCL2-Expression. Werden diese Zellen aus der Maus
isoliert, gehen diese Zellen, &hnlich den CLL-Zellen, in Zell-Zyklus Arrest (Nakagawa et

al., 2006). Wenn ein Zusammenhang in CLL-Zellen zwischen PKCa-Expression und dem
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Phanotyp von CLL-Zellen gefunden werden kdnnte, dann liegt es nahe, dass auch CD5
diesen Phénotyp pragt.

Deswegen wurde die Expression von PKCo mRNA in CLL-Zellen mit gesunden
peripheren B-Zellen verglichen. Eine Herabregulation von PKCa konnte in Patientenzellen
nicht verifiziert werden, obwohl auf Proteinebene Publikationen eine geringere PKCa-
Expression in CLL-Zellen beschreiben (Abrams et al., 2007; Alkan et al., 2005). Eine
Tendenz zu einer geringeren PKCa-Expression zeigt sich allerdings schon, da nur sechs
von zwolf Patienten eine PKCoa-Expression oberhalb der Nachweisgrenze aufweisen
(Abschnitt 4.1.11). Dies ist moglicherweise ein Hinweis auf Untergruppen innerhalb der
CLL-Patienten. Um zu testen, ob auch auf Proteinebene ein Expressionsunterschied in
CLL-Zellen und gesunden Zellen existiert, sollten noch Western Blots gegen PKCa

durchgefihrt werden.

Ein weiterer Zusammenhang zwischen CD5 und PKCa gibt die Phosphatase SHP1. SHP1
ist in Thrombozyten ein Substrat von PKCo (Jones et al.,, 2004). Die Serin-
Phosphorylierung von SHP1 durch PKCa inaktiviert die Phosphatase. Folglich kdnnte eine
niedrigere Expression von PKCa zu einer starkeren Aktivitdt von SHP1 fuhren, da diese
seltener inaktiviert wird. In weiterer Konsequenz konnte dies die verringerte Lck Aktivitat
von Mecl-Klon CD5-EGFR (Abschnitt 4.1.4) erkléren, da SHP1 Lck in einem inaktiven
Zustand hélt (Chiang and Sefton, 2001). Da Lck und SHP1 an CD5 binden, kénnten sie
sich lokal gegenseitig beeinflussen. Eine erhéhte Aktivitdt von SHP1 in CLL-Zellen ist
allerdings nicht detektiert worden (Allsup et al., 2008).

5.1.4 Beeinflusst das Vorliegen der cytoplasmatischen Domane von CD5
das Uberleben der CLL-Zelle?

Es konnte gezeigt werden, dass durch eine Expression von CD5 die Expression von PKCa
auf mMRNA-Ebene herabreguliert wird. Als nachstes sollte betrachtet werden, ob auch die
Viabilitat der Zelle durch CD5 beeinflusst werden kann. Dafuir wurde die Expression von
IL-10, die einen positiven Einfluss auf das Uberleben von CLL-Zellen haben soll, und die

Proliferation von CD5-positiven Zellen betrachtet (Gary-Gouy et al., 2002).

IL-10 erhoht die Proliferation von B-Zellen (ltoh and Hirohata, 1995). Neuere
Publikationen assoziieren eine verstarkte IL-10-Expression mit einem verstarktem
Uberleben der CLL-Zellen (Gary-Gouy et al., 2002; Perez-Chacon et al., 2007b). Ein
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Zusammenhang zwischen CD5 und IL-10 wird diskutiert, da CD5-positive Daudi-Zellen
eine erhohte IL-10-Expression aufweisen (Gary-Gouy et al., 2002). Ein weiterer
Zusammenhang zeigt sich zwischen einer niedrigeren PKCa-Expression, die ,wie im
vorherigen Abschnitt diskutiert, in CD5-positiven Zellen herunterreguliert ist, und einer
erhohten IL-10-Expression (Ohkusu et al., 1997). Durch die Hinweise in der Literatur ist
die IL-10-Expression ein potentielles weiteres Protein, das durch eine CD5-Expression

beeinflusst werden kann.

Deswegen wurde die Expression von IL-10 mRNA in allen CD5-positiven und -negativen
Zelllinien untersucht. Eine erhthte IL-10 mRNA-Expression konnte, wie bereits von Gary-
Gouy et al. (2002) publiziert, in CD5-positiven Daudi-Zellen reproduziert werden
(Abschnitt 4.1.12). In CD5-positiven JVM3-Zellen zeigte sich eine erniedrigte IL-10
MRNA-Expression. In Mecl-Zellen, die CD5 exprimieren, konnte keine einheitlich
verénderte 1L-10 mRNA-Expression gemessen werden. Eine allgemeingultige Aussage
uber CD5-Expression und IL-10 mRNA-Expression war also in Zelllinien nicht moglich.

CD5 scheint in Zelllinien die 1L-10 mRNA-Expression nicht stark zu beeinflussen.

Allerdings konnte in CD5 exprimierenden CLL-Zellen im Vergleich zu gesunden B-Zellen
eine niedrigere IL-10 mRNA-Expression festgestellt werden (Abschnitt 4.1.12). Dieser
Zusammenhang kann aber, da in CD5-positiven Zelllinien keine verringerte 1L-10 mRNA-
Expression gemessen worden ist, nicht nur auf eine CD5-Expression zuriickgefuhrt

werden.

Publikationen ber die IL-10-Expression in CLL-Zellen sind nicht bekannt. Im Serum von
CLL-Patienten konnten erhohte IL-10 Proteinexpressionen nachgewiesen werden (Fayad et
al., 2001). Durch die erhohte Expression von IL-10 in CD5-positiven peripheren B-Zellen
und CD5-positiven Daudi-Zellen im Vergleich zu CD5-negativen peripheren B-Zellen und
CD5-negativen Daudi-Zellen wurde die erhéhte Expression im Serum von CLL-Patienten
auf die erhohte IL-10-Expression in CLL-Zellen zurlckgefihrt (Gary-Gouy et al., 2002;
Perez-Chacon et al., 2007b). Die erhéhte Expression von IL-10 im Serum koénnte auf die
erhohte Anzahl von B-Zellen, die IL-10 produzieren zuriickzufiihren sein und nicht auf
eine erhohte Expression von IL-10 in CLL-Zellen durch eine CD5-Expression. Allerdings
sollte die IL-10 Produktion in CLL-Zellen noch einmal in einem Elisa gemessen werden,

um sicher zu gehen, dass mMRNA-Expression und Proteinexpression korrelieren.
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Da keine Hinweise fir eine durch CD5 beeinflusste IL-10-Expression in Zelllinien
gefunden werden konnte, wurde betrachtet, ob sich CD5-positive Zellen von CD5-
negativen Zellen in ihrer Viabilitdt unterscheiden. Dafur wurden CD5-positive und -

negative Zellen ausgesat und ihre Proliferation in einem XTT-Assay bestimmt.

Im XTT-Assay ist zu erkennen, dass alle Zellen, die mindestens die cytoplasmatische
Doméne von CD5 exprimieren eine verringerte Proliferation zeigen als CD5-negative
Zellen. Da in einem XTT-Assay die Proliferation nicht direkt gemessen wird, sondern eher
die metabolische Aktivitat (Redox-Potential) der Zelle (Berridge et al., 2005), wurde
zusétzlich von Mecl-Klon CD5 und Leervektor taglich die Zellzahl bestimmt (Abschnitt
4.1.13). Die gemessene hohere Viabilitat der CD5-negativen Zellen scheint nicht nur aus
einer unterschiedlichen Zellzahl zu resultieren, da sich bei mikroskopischer Zellzahlung
erst nach 96 h ein Unterschied zwischen CD5-positiven und -negativen Zellen zeigt,
wéhrend ein Unterschied im Redox-Potential der Zelle bereits nach 48 h gezeigt werden

kann.

Madglicherweise ist flir eine verlangsamte Proliferation von CD5-positiven Mecl-Zellen
PKCa verantwortlich. Experimente zeigen, dass PKCa durch p21 W/ ginen positiven
Einfluss auf die Zellproliferation in Glioma-Zellen hat (Besson and Yong, 2000). Um zu
zeigen, dass dieser Effekt definitiv von der fehlenden Expression von PKCa resultiert,

konnte in den CD5-positiven Zellen PKCa wieder in die Zellen transfiziert werden.

Der Zusammenhang zwischen der Anwesenheit von CD5 und modulierter PKCa
Transkription zeigt, dass evtl. eine dauerhafte Signaltransduktion durch CD5 in CLL-
Zellen stattfindet, die eine Anderung der Transkription von PKCa bedingt. Diese kénnte

mdoglicherweise fiir die Pathogenese der CLL eine Bedeutung haben.

5.1.5 Ausblick

Die hier dargestellten Ergebnisse zeigen, dass rekombinante Mec1-Zellen nicht auf eine
CD5-Stimulation reagieren. Vermutlich gehéren Mec1-Zellen, wenn diese als CLL-Zellen
betrachtet werden konnen, in die Prognostische Gruppe der indolenten Verlaufsform, in der
auch in Patientenzellen keine Aktivierung von CD5 messbar war. Die Fragestellung nach
der Beteiligung von CD5 durch seine Stimulierung in CLL-Zellen in diesem Modellsystem

wurde deswegen nicht weiter verfolgt.
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Konstitutive Effekte der CD5-Expression in CLL wurden bisher wenig betrachtet,
weswegen sich hier weitere Untersuchungen lohnen konnten. Die Herabregulation von
PKCa mRNA ist nur eine von vielen potentiell durch CD5 beeinflussten Zielstrukturen.
Mit Hilfe eines mMRNA-Arrays konnte man noch weitere verdnderte mMRNA-
Expressionslevel aufdecken, die in RT-PCRs und Western Blots auf ihre Relevanz

uberprift werden kénnten.

Da PKCa fiir die Pathogenese der CLL eine wichtige Rolle spielen konnte, sollte ermittelt
werden, welcher Teil von CDS5 fiir eine Herabregulation von PKCa zustindig ist, vielleicht
konnten durch Mutationen der Phosphorylierungsstellen der Zusammenhang zwischen den

zwei Proteinen genauer charakterisiert werden.

Ein neuer Ansatz, um die Funktion von CD5 auf CLL-Zellen zu ergriinden, wére die
Transfektion mit siRNA gegen CD5 in CLL-Zellen. Die Transfektionseffizienz von CLL-
Zellen ist allerdings noch sehr gering, und Effekte auf das Uberleben der Zelle kénnten nur
mit Zell-Sortierung oder bei einer sehr starken Reaktion von CD5 auf die Zelle erwartet

werden.

5.2 Die Beteiligung von microRNA an der Pathogenese der CLL

MIRNA hat einen Einfluss auf die Translationsrate von mRNA. Durch eine verénderte
miRNA-Expression kann die Translationsrate von mRNA beeinflusst werden, dies kénnte

zu einer veranderten Proteinexpression fuhren.

Mit Hilfe einer neuen Array-Plattform konnte die Expression von 752 hsa-miRNAS
untersucht werden. Im Vergleich zu gesunden B-Zellen zeigte sich in dem miRNA-Array
(HumanMi_V2) eine verringerte Expression von 19 miRNAs und eine erhohte Expression
von sieben miRNAs (Christian Pallasch, persénliche Mitteilung). Publikationen, die eine
veranderte miRNA-Expression in der CLL beschreiben, wurden damit bestatigt (Calin et
al., 2005; Fulci et al., 2007).

5.2.1  Uberexpression von PLAGL1 in CLL

Durch eine Bewertung der mdglichen Zielsequenzen fur deregulierte miRNAs an 3°UTRs,
wurden die Proteine zu den 3°UTRs herausgefiltert, deren Translation durch die hier
identifizierten deregulierten miRNAs besonders betroffen sein sollten. Eines dieser

Proteine ist der Transkriptionsfaktor PLAGL. In Western Blots konnte gezeigt werden, dass
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PLAG1 in CLL-Zellen starker exprimiert wurde als in gesunden peripheren B-Zellen
(Abschnitt 4.2.2).

Die Expression von PLAG1 in CLL-Zellen ist allerdings nicht einheitlich stark.
Madglicherweise ist dies ein Hinweis flr eine durch Prognostische Gruppen oder durch den
Verlauf von CLL beeinflusste PLAG1-Expression.

Einen weiteren Hinweis fir die Relevanz von PLAG1 in CLL wurde mit Hilfe der
Betrachtung von Genen, die durch PLAG1 reguliert werden kénnten, gefunden. Gene, die
durch den Transkriptionsfaktor PLAGL1 reguliert werden kdnnen, wurden mit Hilfe eines
MRNA-Arrays festgestellt (Moz et al., 2004). Dafiir wurde die Expression der mRNA in
Speicheldrusen-Tumoren, in denen PLAG1 erhoht exprimiert wird, verglichen mit
gesunden Speicheldrisen-Zellen. Die gewonnenen Daten wurden durch Transfektionen
von Hek293-Zellen mit PLAG1 und durch den Nachweis der Promotor-Bindestelle fur
PLAG1 verifiziert (Moz et al., 2004). Betrachtet man die mMRNA-Expression der vermutlich
durch PLAG1 verénderten Gene in CLL-Zellen, so zeigt sich, dass diese mMRNAs auch in
CLL dereguliert sind (Christian Pallasch, personliche Mitteilung). Globale
Genexpressionsprofile wurden in der Arbeitsgruppe Wendtner produziert (Pallasch et al.,
2008).

In der Software Targetscan (Release4.1) wurden konservierte miRNA-Bindestellen fur
mehrere miRNAs gefunden. Funf dieser miRNAs wurden in diesem miRNAs-Array als
dereguliert beschrieben. Dies sind die miR-155, -181, -424, -107 und -141. MiR-155, -181,
-424, -107 wurden in CLL-Zellen signifikant weniger exprimiert als in peripheren B-
Zellen. MiR-141 wurde starker exprimiert. Damit ist eine verénderte Translation der

MRNA von PLAG1 durch verdnderte miRNA-Expression wahrscheinlich.

5.2.2 Regulation von miRNA an dem 3°’UTR von PLAG1

An den 3’UTR von PLAG1 konnen potentiell mehrere miRNA binden. In einem
Luziferase-Assay wurde getestet, ob die miRNA-Bindestellen fir miR-181a,-181b, -107, -
424 und -141 funktionell sind (Abschnitt 4.2.3). Bei Kotransfektionen von miRNA und der
mit einem Gen fur das Enyzm Renilla-Luziferase fusionierten 3’'UTR von PLAG1 konnte
ein geringerer Umsatz von Luziferin im Vergleich zu Kontroll-miRNA detektiert werden.

Die Menge an umgesetztem Luziferin korreliert mit der Enzymmenge der Renilla-

83



Diskussion

Luziferase. Dies bedeutet, dass jede getestete miRNA an die 3°UTR von PLAG1 binden
kann, und die Translation des Proteins hemmt.

Durch eine Mutation der betreffenden Bindestelle konnte keine der getesteten miRNAsS
mehr an der betreffenden Bindestelle binden. Dadurch konnte eine spezifische Bindung
und Regulation der miR-181a, -181b, -107, -424, -141 nachgewiesen werden.

Die Starke der Repression der Translation ist abhéngig von der kotransfizierten miRNA.
Die miRNA mit dem starksten Einfluss auf die Translationseffizienz sind miRNAs
181a/181b. In der 3’UTR von PLAGI existieren zwei Bindestellen fir miR-181.
Interessanterweise zeigt eine Mutation der Bindestelle 1 einen starkeren Effekt auf die
Translation als eine Mutation an der Bindestelle 2. Mdgliche Erklarungen waéren, dass
entweder die Basensequenzen der mRNA und miRNA an der Bindestelle 1 starker
homolog sind oder, dass diese Bindestelle fiir den RISC-Komplex besser zuganglich ist.
Der RISC-Komplex kdnnte mit der miRNA besser an diese Stelle binden und es kann
haufiger zu einem Translationsstop kommen (Brennecke et al., 2005; Brown et al., 2005;
Friedman et al., 2009).

Auffallig ist, dass die Transfektionen von miRNA mit dem Plasmid, das die mutierte
miRNA-Bindestelle tragt eine hohere Luziferase-Expression aufweist als die Kontrolle.
Eine Erklarung fir die verstarkte Luziferase-Expression konnte die Expression von
internen miRNAs sein, die ebenfalls nicht mehr an die miRNA-Bindestelle binden kénnen.
Dies fuhrt dazu, dass auch in dem Kontrollexperiment mit funktionsfahigen miRNA-
Bindestellen und Kontroll-miR, die Translation durch Binden interner miRNAS
herabreguliert wird.

5.2.3 Retransfektion von miRNA in CLL-Zellen

Da in CLL-Zellen eine verringerte miRNA-Expression im \ergleich zu peripheren B-
Zellen ermittelt wurde, wurden einige miRNAs in primédre CLL-Zellen retransfiziert und
nach 24 h die Apoptoseinduktion in den Zellen gemessen. Da CLL-Zellen durch eine
langsame Proliferation und eine fehlende Apoptoseinduktion charakterisiert sind, konnte
eine Anderung der Expression fir das Uberleben der CLL-Zelle relevanter miRNAs,
Apoptose auslsen (Nicoloso et al., 2007).

Zu den transfizierten miRNAs gehorten miR-181a/b, -107 und -424. In vier von sechs
Proben ist eine verringerte Viabilitdt der CLL-Zellen zu erkennen. Da kein einheitlicher
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Effekt auf die Uberlebensrate von CLL-Zellen nachzuweisen ist, konnte dies ein Hinweis

auf Untergruppen innerhalb der CLL sein.

Der beobachtete Effekt auf die Uberlebensrate der CLL-Zellen ist teilweise gering.
Vermutlich ist dies auf die schlechte Transfektionseffizienz von CLL-Zellen
zuruckzufiihren, und auf die Tatsache, dass CLL-Zellen in vitro auch ohne Transfektion in
Apoptose gehen. Um eine Aussage uber die Bedeutung von miRNA im Uberleben der

CLL-Zelle machen zu kdnnen, sollte die Transfektion von CLL-Zellen verbessert werden.

5.2.4 Weiterfiihrende Experimente

Um die Pathogenese der CLL besser zu verstehen, sollte die verdnderte miRNA-
Expression mit den Prognostischen Gruppen korreliert werden. Interessant ware auch die
miRNA-Expression im Verlauf der Erkrankung, also die verschiedenen Binet-Stadien, zu
betrachten. Einblicke in die miRNA-Expression konnten so Hinweise auf die Entstehung

und Entwicklung der CLL geben.

Auch in Maus-Modellen konnte der Einfluss von PLAG1 néher betrachtet werden.
Interessant ware die Expression von PLAG1 in TCL1-transgenen Mé&usen mit der
Expression in Wildtyp Mausen zu vergleichen. Die TCL1-transgenen Mause,
uberexprimieren das Gen fir TCL1 in B-Zellen (Bichi et al., 2002). In CLL-Zellen der
aggressiven Verlaufsform ist TCL1 Uberexprimiert (Herling et al., 2006). Mit dieser
Uberexpression entwickeln die Mause zeitabhangig eine CLL-ahnliche Leukamie, die wie
bei CLL charakterisiert ist durch eine CD5-Expression. Dies wirde einen weiteren
Hinweis fir die Bedeutung von PLAGL in CLL geben. In einem weiteren Schritt kdnnen

TCL1-transgene Mause, die PLAG1 Uberexprimieren generiert werden.

Auf Gen-Ebene zeigt die 3’UTR von PLAGI mehrere Bindestellen fiir miRNA. Um zu
verstehen, wie die Translation der mRNA durch unterschiedliche Quantitét der jeweiligen

mMiRNAs verandert wird, konnten Kombinationen der miRNAs kotransfiziert werden.

Die Rolle von PLAGL1 in CLL konnte auch durch siRNA-Transfektionen in priméaren CLL-
Zellen betrachtet werden. Die technische Durchfiihrung der Transfektion dieser Zellen ist

allerdings im Moment noch schwierig, da die Transfektionseffizienz lediglich 20% betrégt.
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5.3 Ausblick

Die Ursachen fir die Entstehung der CLL sind noch ungeklért. In den letzten Jahren
wurden einige Hypothesen zur Entstehung aufgestellt, jedoch war der eindeutige Nachweis
dieser Hypothesen noch nicht mdglich. Ein Problem in der CLL-Forschung ist sicherlich,
dass nicht geklart werden kann aus welchem Typ von B-Zellen sich CLL-Zellen
entwickeln. Eine Mdglichkeit die Ursprungszelle von CLL-Zellen zu erfahren koénnte
durch Microarrays die die Expression von mRNA, miRNA oder die Methylierung der
DNA bestimmen, erfolgen. Dafiir mussten auch die unterschiedlichen Arten von B-Zellen

aufgereinigt und untersucht werden.

Erschwert werden Experimente mit CLL-Zellen durch die hohe Apoptoserate dieser Zellen
nachdem diese in vitro kultiviert werden. Es existieren verschiedene Ansatze, um CLL-
Zellen langer am Leben zu erhalten, eine Proliferation dieser Zellen ist jedoch kaum zu

erreichen.

In dieser Arbeit wurden zwei mdgliche Aspekte, die die Pathogenese der CLL beeinflussen
kdnnten, behandelt. Die Rolle der Stimulierung des Transmembranrezeptors CD5 in der
CLL scheint im \ergleich zur BZR-Stimulation, soweit die experimentellen
Rahmenbedingungen physiologische Verhaltnisse widerspiegeln, einen geringen Einfluss
auf die Biologie der Zelle zu haben. Hier wére es wichtig Stimulierungen mit dem

physiologischen Liganden durchzufihren.

Die Anwesenheit von CD5 zeigt in Vergleich zu CD5-negativen Zellen einen Einfluss auf
die Proteinexpression in Zelllinien und auf die Proliferation dieser Zellen. Moglicherweise

kdnnten diese Erkenntnisse durch einen mRNA-Array weiter ausgebaut werden.

Die Quantifizierung von miRNA in CLL-Zellen gibt einen neuen Ansatzpunkt, um die
verénderte Proteinexpression in CLL zu verstehen. So konnte gezeigt werden, dass die
3’'UTR von PLAGI1 durch miRNA reguliert werden kann. Durch eine verminderte
Expression dieser miRNAs in CLL-Zellen kann so die Uberexpression von PLAGI in
CLL-Zellen erklart werden. Da PLAG1 bereits als Proto-Onkogen charakterisiert ist,
konnte auch in CLL-Zellen eine Deregulation von PLAG1 einen Beitrag zur Pathogenese
der CLL beitragen.
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7 Anhang

Abklrzungsverzeichnis

APS
AS
ATP
BCA
bp
BS3
BZR

C

CD
cDNA
CLL
DMSO
EDTA
EGF
EGFR
EPO
FACS
FBS
FITC
FSC
Hmga2
HRP
HumanMi_V2

IL-6R
ITAM
ITIM
kB
Lck

Ammoniumperoxidsulfat

Aminoséure

Adenosintriphosphat

Bicinchonic Acid

Basenpaare

Bis(sulfosuccinimidyl)suberat
B-Zell-Rezeptor

Carboxy-

Cluster of Differentiation

Complementary DNA

Chronische Lymphatische Leukamie
Dimethylsulfoxid

Etylendiamintetraessigsédure

Epidermaler wachstums Faktor

EGF-Rezeptor

Erythopoetin

Fluorescence Activated Cell Sorter

Fotales Rinderserum

Fluorescein isothiocyanate

Forward Scatter

High Mobility Group 2A
Horseradish-Peroxidase

Name des in der Medizinischen Klinik 1, KdIn
durchgefiihrtem miRNA-Arrays

Interleukin 6 Rezeptor

Immunoreceptor tyrosine based activation motif
Immunoreceptor tyrosine based inhibitory motif
Kilobasenpaare

Lymphocyte-specific Protein Tyrosine Kinase
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mMiRNA
PBS
PCR
PE
PKC
pY

RT
RTK
RT-PCR
SHP-1
SSC
Syk
TBS
TCEP
TGFa
TZR
uN
UTR

viv

ZAP70

Nukleotide werden durch die Anfangsbuchstaben der Basen dargestellt:
A: Adenin

C: Cytosin

microRNA
Phosphat-gepufferte Salzldsung
Polymerase-Ketten-Reaktion
Phycoerythrin

Protein Kinase C
Phosphoryliertes Tyrosin
Raumtemperatur
Rezeptor-Tyrosin-Kinasen
Real-Time PCR

SH2 Containing Protein Tyrosine Phosphatase
Sideward Scatter

Spleen Tyrosine Kinase
Tris-gepufferte Salzldsung
Tris(2-chlorethyl)phosphin
Transforming growth factora
T-Zell-Rezeptor

Uber Nacht

Untranslated Region
\Volumenprozent

Wildtyp

Beliebige Aminoséaure
Zeta-Chain-Associated Protein Kinase 70

G: Guanin

T: Thymin

Aminosauren werden im Einbuchstabencode dargestellt:

Alanin A; Arginin R; Asparagin N; Asparaginsaure D; Cystein C; Glutamin Q;

Glutaminséure E; Glycin G; Histidin H; Isoleucin I; Leucin L; Lysin K; Methionin M;

Phenylalanin F; Prolin P; Serin S; Threonin T; Tryptophan W; Tyrosin Y
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