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1. Einleitung

1.1.Chronisch Lymphatische Leukamie (CLL)

1.1.1. Definition und Epidemiologie

Maligne Lymphome entstehen durch Entartung von Lymphozyten und
manifestieren sich meist in Lymphknoten, Milz und Knochenmark. Man
unterscheidet das Hodgkin-Lymphom (HL) von den Non-Hodgkin-Lymphomen
(NHL). Die sehr heterogene Gruppe der NHL wird von der World Health
Organisation (WHQO) nach ihrer Herkunft in B- und T-Zell-Lymphome unterteilt,
wobei B-Zell-Lymphome mit 80-85% die Mehrheit bilden. Nach ihrer Dignitat
werden indolente und aggressive NHL unterschieden. Zu den indolenten B-Zell
NHL (B-NHL) gehort auch die CLL, welche durch einen leukamischen Verlauf
charakterisiert ist.” Bis heute ist die CLL nicht heilbar, wobei sich ihr Verlauf sehr
unterschiedlich darstellen kann. Meist verlauft sie indolent und bedarf zumindest
Uber einen langeren Zeitraum keinerlei Therapie, in anderen Fallen wird die
Erkrankung schnell progredient und kann zum Tode fuhren. Im Jahr 2017 wurden
ca. 5100 Neuerkrankungen in Deutschland festgestellt, damit ist die CLL die
haufigste Leukamie des Erwachsenen, wobei Manner etwas haufiger erkranken
als Frauen (Abbildung 1). Das mediane Erkrankungsalter liegt bei 72 Jahren flr
Manner und 75 Jahren fur Frauen, nur ca. 10-15% der Neuerkrankten sind unter
50 Jahre alt.?
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Abbildung 1: CLL-Neuerkrankungen in Deutschland

Dargestellt sind die durchschnittliche jahrliche Zahl an Neuerkrankungen, aufgeteilt
nach Altersgruppen (Balken, linke Y-Achse) und die Inzidenzrate in
Neuerkrankungen/100.000 Einwohner (Linien, rechte Y-Achse) der CLL in

Deutschland in den Jahren 2012-2014. (iibernommen von Onkopedia?)

1.1.2. Pathogenese und molekulare Eigenschaften
Der zellulare Ursprung der CLL ist noch Gegenstand aktueller Forschung. Bisher
konnte keine definitive Subpopulation der B-Zellen identifiziert werden, durch
deren Entartung eine CLL entsteht. Ein Vergleich der Genexpression zwischen
CLL-Zellen und gesunden B-Zellen deutet darauf hin, dass die CLL am ehesten
aus Antigen-erfahrenen B-Zellen hervorgeht.

In der CLL fuhrt die Verwendung von bestimmten schweren und leichten
Immunglobulin-Ketten (lg-Ketten) im B-Zell Rezeptor (BZR) zu Stereotypien des
BZR.®> Anhand des Mutationsstatus der schweren Kette der Ig (IgHV) werden
zwei Gruppen der CLL unterschieden: Patientinnen mit mutierten (M-CLL) und
mit unmutierten (U-CLL) IgHV. Eine U-CLL muss in >98% mit der

entsprechenden Keimbahnsequenz Ubereinstimmen. Im Vergleich zur M-CLL



zeigt die U-CLL einen signifikant ungiinstigeren Verlauf.® CLL-Patientinnen mit
U-CLL zeigen auch eine hohe Expression von CD38 (= 30%), wobei beide
Faktoren unabhangig voneinander mit einem kirzeren Uberleben korrelieren.”
CD38 unterhalt durch Signaliibertragung in die CLL-Zelle deren Proliferation.®
Die SignalUbertragung von CD38 geschieht Uber die Tyrosinkinase ZAP70, die
von CD38 phosphoryliert wird.® Eine hohe ZAP70-Expression verstéarkt die BZR-
Signalibertragung.’® Wie auch im Falle von CD38 korreliert eine hohe

Expression von ZAP70 mit einem unglnstigeren Verlauf der CLL."

Im Genom von CLL-Zellen treten eine Reihe unterschiedlicher Mutationen auf,
welche auf mogliche Pathomechanismen der CLL schlie3en lassen. In ca. 80%
der CLL finden sich eine oder mehrere solcher Lasionen. Die mit >50% am
haufigsten vorkommende ist die Deletion 13g14, welche einen gunstigen Faktor
fur die Prognose der CLL darstellt. Die Grolke dieser Deletion ist variabel,
beinhaltet aber mindestens den DLEU1 und -2 Locus, sowie die MicroRNA
miR15/16 und das DLEU7-Gen.'? Die miR15/16 entfaltet ihre Eigenschaft als
Tumorsuppressor Uber die Inhibition des B-cell lymphoma 2 (Bcl2) Proteins und
induziert dadurch Apoptose. Uber diesen Weg kénnte die Deletion zur
Pathogenese der CLL beitragen.'® Ahnliches gilt fir das DLEU7-Gen, das durch
die Inhibition des nuclear factor kappa B (NFKB)- und nuclear factor of activated
t-cells (NFAT)-Signalwegs ebenfalls als Tumorsupressor wirkt.'* Die Deletion
11922-23 kommt bei 20% der CLL-Patientinnen vor und betrifft das ataxia
telangiectasia-mutated (ATM) Gen, welches der DNA-Reparatur dient.'? Dadurch
sind Trager dieser Lasion empfanglicher fur die Akkumulation weiterer
genetischer  Lasionen und zeigen eine  Resistenz  gegenuber
Chemotherapeutika.’™ Mit dieser Deletion zeigt die CLL eine raschere
Progression und bei jiingeren Patientinnen ein signifikant kiirzeres Uberleben.'®
Die Deletion 17p13 beinhaltet das Tumorsuppressorgen TP53 und hat
prognostisch ungunstige Auswirkungen auf den Verlauf der CLL, sie induziert
eine genomische Instabilitat sowie schlechteres Ansprechen auf

Chemotherapie.'”



1.1.3. Diagnostik und Klassifikation
Die Diagnose der CLL kann gestellt werden, wenn >5000 monoklonale B-
Lymphozyten/uL Uber 3 Monate im peripheren Blut vorliegen. Liegt dieser Wert
<5000/pL wird bei fehlenden zusatzlichen Symptomen eine monoklonale B-Zell-
Lymphozytose (MBL) diagnostiziert, die mit einer Wahrscheinlichkeit von 1-2%
pro Jahr in eine CLL Ubergehen kann. Tritt eine Zytopenie aufgrund von
Knochenmarksinfiltration mit typischen CLL-Zellen auf, liegt per Definition eine
CLL vor, auch ohne monoklonale B-Zell-Lymphozytose. Eine Small Lymphocytic
Leukemia (SLL) wird festgestellt, wenn eine Lymphadenopathie ohne eine
Infiltration des Knochenmarks und mit einer monoklonalen Lymphozytose
<5000/uL vorliegt. SLL und CLL gelten als unterschiedliche Manifestationen
derselben Erkrankung.'® Anhand einer korperlichen Untersuchung und eines
Blutbildes lasst sich die CLL in Stadien nach Binet einteilen und damit das

mediane Uberleben einschéatzen (Tabelle 1).'°

Tabelle 1: Stadieneinteilung nach Binet °

Stadium | Tastbar vergroRerte Hamoglobin | Thrombozyten Medianes
Lymphknotenregionen Uberleben
<3 >10 g/dL 2100.000/uL >10 Jahre

B 23 >10 g/dL 2100.000/uL 5-7 Jahre
irrelevant <10 g/dL <100.000/uL 2,5-3 Jahre

WeiterfUhrende Untersuchungen ermdglichen eine exaktere Risikostratifizierung
nach dem CLL-IPI, einem internationalen CLL-Prognoseindex. Dabei werden
neben dem Binet-Stadium und dem Patientenalter, der TP53-Mutationsstatus,
der IgHV-Status sowie der R2-Mikroglobulinspiegel im Serum berucksichtigt
(Tabelle 2) womit die CLL einer Risikogruppe zugeordnet werden kann (Tabelle
3).20



Tabelle 2: Risikoscore der CLL Tabelle 3: 5-Jahres-Uberlebensrate (5-JUR)

Kriterien Punkte Risikogruppe | Score | 5-JUR
TP53 deletiert /mutiert 4 Niedrig 0-1 93,2%
IGHV unmutiert 2 Intermediar 2-3 79,3%
R2-Mikroglobulin >3,5mg/L | 2 Hoch 4-6 63,3%
Binet Stadium B/C 1 Sehr hoch 7-10 23,3%
Alter >65 Jahre 1

Score 0-10

1.1.4. Therapie
Die einzige potenziell kurative Therapieoption fur die CLL besteht in einer
allogenen Stammgzelltransplantation. In der Regel ist jedoch keine Therapie nétig,
sondern ein abwartendes Vorgehen indiziert mit Kontrollen im Abstand von 3-6
Monaten, das sogenannte ,wafch and wait‘. Die Therapie der CLL in frhen
Stadien zeigt bislang keinen Uberlebensvorteil, was auch durch die CC12 Studie
2022 erneut bestatigt werden konnte.?! Ein Therapiebeginn ist ab einem Stadium
Binet C indiziert. In den Stadien A und B sollte bei Auftreten eines der folgenden

Kriterien die Therapie ebenfalls eingeleitet werden:??

e B-Symptomatik
e Knochenmarksinsuffizienz mit zunehmender Anamie und/oder
Thrombozytopenie
e Therapierefraktare autoimmunhamolytische Anamie oder
Autoimmunthrombozytopenie
e Massive und symptomatische Splenomegalie
e Massive oder progrediente Lymphadenopathie
e Lymphozytenverdopplungszeit <6 Monate ab >30.000/uL oder
Progredienz >50% uber 2 Monate
Die Erstlinientherapie nach den aktuellen Leitlinien der DGHO richtet sich nach
dem Allgemeinzustand (AZ) der Patientinnen und den genetischen

Eigenschaften der Erkrankung (Tabelle 4). Die meisten Patientlnnen erhalten



einen Tyrosinkinase-Inhibitor (TKI) zusammen mit einem anti-CD20-Antikorper

(z.B. Rituximab) als Erstlinientherapie.?

Tabelle 4: Erstlinientherapie der CLL?

AZ Genetik Therapie

del(17p13)/komplexer Ibrutinib/Idelalisib +

Karyotyp/IGHV mutiert Rituximab/Ofatumumab/Venetoclax
it Ohne del(17p13) <65 Jahre: Fludarabin +

Cylcophosphamid + Rituximab (FCR)

>65 Jahre: Bendamustin +

Rituximab/Ofatumumab

del(17p13) Ibrutinib/Idelalisib +
unfit Rituximab/Ofatumumab/Venetoclax
Ohne del(17p13) Chlorambucil + CD20Ak
gebrechlich supportive Therapie

Die Therapiewahl richtet sich bei der CLL vor allem nach Komorbiditaten und der
Genetik. Die klassische Chemoimmunotherapie, bestehend aus Rituximab,
Cyclophosphamid und Fludarabin, galt frUher als Standardtherapie.
Cyclophosphamid als alkylierende Substanz und Fludarabin als Purinanalogon
gehoren zu den klassischen Chemotherapeutika mit zytostatischer Wirkung.
Rituximab hingegen bindet als anti-CD20-Antikorper an das auf CLL-Zellen
exprimierte  CD20 und induziert damit als Hauptwirkmechanismus die
antikdrperabhangige zellulare Zytotoxizitat (ADCC), welche hauptsachlich durch

Naturliche Killerzellen (NK-Zellen) vermittelt wird.

Die klassische Chemoimmunotherapie wird heutzutage von den small molecules
Ibrutinib, Idelalisib und Venetoclax erganzt. Ibrutinib hemmt die Bruton’s Tyrosine
Kinase (BTK), welche an Signalwegen der B-Zelle beteiligt ist und zu deren
Uberleben und Proliferation beitragt. Die Kombination von Ibrutinib mit Rituximab
zeigte sich der klassischen Chemoimmunotherapie Uberlegen.?? Idelalisib
inhibiert die BZR-Signalubertragung durch spezifische Hemmung der
Phosphatidylinositol-3-Kinase. Die Kombination von Idelalisib mit Rituximab far

CLL-Patientinnen mit refraktarer CLL, verbesserte signifikant deren Uberleben



verglichen mit alleiniger Rituximab-Therapie.?* Venetoclax induziert durch die
Blockade des anti-apoptotischen Bcl-2 Apoptose. Die Kombination von
Venetoclax und dem anti-CD20-Antikorper Obinutuzumab ist bei unbehandelten
Patienten mit relevanten Nebenerkrankungen der Therapie mit Chlorambucil und

Obinutuzumab Uberlegen.?52

Ist die CLL ab sechs Monaten nach Therapieende wieder progredient, spricht
man von einer rezidivierten CLL. Findet die Progredienz bereits innerhalb dieser
6 Monate statt oder zeigt sich von Beginn an kein Ansprechen auf die Therapie,
spricht man von einer refraktaren CLL.'8 Betroffene Patientinnen bedurfen einer
Zweitlinientherapie, die meistens aus Rituximab und Venetoclax besteht. In
dieser Kombination zeigt sich fur rezidivierte/refraktare CLL in 83,5% der Falle
eine Negativitat fir Minimal Residual Disease (MRD) im peripheren Blut.2® Neben
einer rezidivierenden oder refraktaren Erkrankung kann die CLL sich auch zu
einem hochmalignen Lymphom entwickeln. Diese Transformation wird als
Richter Syndrom (RS) bezeichnet."

1.1.5. Richter Syndrom (RS)
Das RS tritt bei der 2-10% der CLL-Patientinnen auf. In 92% der Falle geht die
CLL dabei in ein diffus grof3zelliges B-Zell-Lymphom (DGBZL) und in 8% in ein
Hodgkin-Lymphom Uber.?” Die Transformation zum RS wird vermutlich durch
Akkumulation genetischer Lasionen im Verlauf der CLL-Erkrankung
hervorgerufen. Diese unterscheiden sich von den genetischen Lasionen, die man
in einem de novo entstandenen DGBZL antrifft.?® Besonders haufig tritt beim RS
eine Mutation des NOTCH1-Gens (31%) sowie eine TP53-Mutation (60%)
auf.2?30 Die NOTCH-1- und TP53-Mutation korrelieren in der CLL mit einem
schlechteren Uberleben.?®3! An ein RS sollte gedacht werden, wenn CLL-
Patientinnen sich mit B-Symptomatik, Verschlechterung des Allgemeinzustands
und rasch progredienter VergroRerung einer nodalen oder extranodalen
Manifestation prasentieren. Daraufhin sollte eine Bildgebung mittels
Magnetresonanztomografie (MRT) oder Computertomografie (CT) zur

Bestimmung des Ausbreitungsstadiums durchgefuhrt und eine geeignete



Manifestation fur eine Biopsie ermittelt werden. Mit der histologischen
Untersuchung der Biopsie kann die Diagnose gesichert werden.?? Das RS Bedarf
immer einer Therapie, wobei dafur zuerst die klonale Beziehung zwischen der
CLL und dem aggressiven Lymphom bestimmt werden muss. Sind die Klone
nicht verwandt, ist von einer de novo Entwicklung eines DGBZL auszugehen.
Handelt es sich um eine Transformation aus der CLL sollte der Einschluss in eine
klinische Studie in Betracht gezogen werden. Ist dies nicht moglich kann nach R-
CHOP, einem Chemotherapieschema aus Rituximab, Cyclophosphamid,
Doxorubicin, Vincristin und Prednisolon, behandelt werden. Damit I&sst sich ein
medianes Uberleben von 21 Monaten erzielen.3> Wenn mdglich sollte eine
Stammzelltransplantation  (SZT) angestrebt werden. Die  3-Jahres-
Uberlebensrate liegt bei 36% nach allogener und 59% nach autologer SZT.33:34

1.2. NFAT-Transkriptionsfaktoren
NFAT wurde erstmals in nuklearen Extrakten aktivierter T-Zellen entdeckt und
als DNA-bindender Faktor am Interleukin-2(IL-2)-Promoter identifiziert.3> NFAT
ist relevant fur die Funktion und Entwicklung von T-Zellen sowie fur weitere Zellen
des Immunsystems wie dendritische Zellen, B-Zellen und Megakaryozyten.36-3°
Daruber hinaus spielt der Transkriptionsfaktor eine Rolle bei der Differenzierung
von Osteoklasten sowie bei der embryonalen Entwicklung der Herzklappen und

Skelettmuskulatur.4°

Zur Familie der NFAT-Transkriptionsfaktoren gehoren NFAT1 bis NFAT5, wobei
NFAT1 bis NFAT4 Uber einen calciumabhangigen Signalweg aktiviert werden,
NFATS hingegen durch osmotischen Stress. Ein NFAT-Protein besteht aus einer
N-terminalen regulatorischen, einer DNA-bindenden und einer C-terminalen
Domane (Abbildung 2). Innerhalb der regulatorischen Domane, die als NFAT-
Homology-Region (NHR) bekannt ist, finden sich mehrere Serin-reiche (SRR1-
2) und Serin-Prolin-reiche Abschnitte (SP1-3), die von verschiedenen Kinasen
(Casein Kinase 1(CK1), Glycogen Synthase Kinase 3 (GSK3), Dual-specificity
tyrosin-phosphorylation-requlated Kinase (DYRK)) phosphoryliert werden

konnen. In dieser Domane befindet sich auch die Nuclear Localization Sequence



(NLS), die NFAT in den Zellkern transloziert. Durch die Phosphorylierung wird
die Translokation von NFAT in den Zellkern verhindert. AuRerdem finden sich in
der regulatorischen Domane die Bindungsstellen fur Calcineurin (SPRIEIT),
welche malgeblich die Aktivitat von NFAT beeinflusst. Die DNA-bindende
Domane, auch Rel-Homology-Domain (RHD) genannt, ist hochkonserviert und
kommt in allen NFAT-Formen vor. Sie beinhaltet mehrere Ansatzpunkte fur die
Bindung von Ko-Transkriptionsfaktoren wie Activator Protein 1 (AP1).41

Regulatory domain (NHR) DNA-binding domain (RHD) C-terminal domain
&
& & %
& S L LS Q

N terminus ‘ C terminus
|

CK1 docking site K GSK3 DYRK
Calcineurin docking site NFAT kinases

Abbildung 2: Schematischer Aufbau der NFAT-Transkriptionsfaktoren

Ein NFAT-Protein besteht aus einer N-terminalen regulatorischen, einer DNA-bindenden
und einer C-terminalen Domane. Innerhalb der regulatorischen Doméane (NHR) finden sich
mehrere Serin-reiche Abschnitte (SRR1-2, SP1-3), sowie verschiedene Kinasen (CK1,
GSK3, DYRK) und die NLS. Aullerdem eine N-terminale Transaktivierungsdoméane (TAD),
sowie Bindungsstellen fur die Kinase CK1 (FSILF) und Calcineurin (SPRIEIT). (Ubernommen
mit Genehmigung (Lizenznummer: 5427690159176) aus Milller et al*")

Da sich die vorliegende Arbeit mit der Rolle von NFAT2 befasst, wird im
Folgenden der Signalweg der calciumabhangigen NFAT-Transkriptionsfaktoren
beschrieben.

1.2.1. NFAT-Signalweg
Der Ca?*/NFAT-Signalweg wird durch Aktivierung von T-Zell-Rezeptoren (TZR),
BZR, Fc-Rezeptoren oder Chemokin-Rezeptoren induziert. Im Folgenden wird
die Signaltransduktion Uber den BZR beschrieben, wie sie auch in der CLL-Zelle
stattfinden kann (Abbildung 3). Durch die Bindung eines Liganden an den BZR
wird Phospholipase Cy (PLCy) aktiviert, welche wiederum Phosphatidyl-4,5-
bisphosphat (PIP2) zu Diacylglycerol (DAG) und Inositol-1,4,5-triphosphat (IP3)

hydrolysiert. IP3 bindet dann an seinen Rezeptor am endoplasmatischen



Retikulum (ER), wodurch ein Ca?*-Eflux aus dem ER entsteht. Die sinkende
Ca?*-Konzentration im ER wird von STIM1 und -2 detektiert, welche wiederum
Uber das Protein ORAI im Ca?*-Kanal der Plasmamembran einen Ca?*-Influx aus
dem Extrazellularraum auslésen. Das Ca?*-Sensorprotein Calmodulin bindet
Ca?* und aktiviert dann Calcineurin, welches NFAT dephosphoryliert und damit
dessen Translokation in den Zellkern ermaoglicht. Hier bindet NFAT zusammen
mit seinen Kofaktoren in dimerischen Komplexen an Promotorregionen
verschiedener Zielgene. Zur Steuerung der Transkription wird NFAT durch
verschiedene Kinasen (CK1, DYRK, GSK3) rephosphoryliert und damit

inaktiviert.*!

10



Abbildung 3: Ca?*/NFAT Signalweg in der B-Zelle

Die PLCy wird tber den BZR aktiviert, dadurch wird PIP; zu DAG und IP3 hydrolysiert.
IP; induziert einen Ca®*-Eflux aus dem ER. Calmodulin bindet Ca®* und aktiviert
Calcineurin, wodurch NFAT dephosphoryliert und in den Zellkern transloziert wird. NFAT
bindet zusammen mit seinen Kofaktoren in dimerischen Komplexen an Promotorregionen
verschiedener Zielgene. Die Inaktivierung von NFAT erfolgt Uber NFAT-Kinase (CK1,
DYRK, GSK3). (iibernommen von Sana et al*? unter CC BY 4.0 Lizenz)

1.2.2. NFAT in Tumorerkrankungen
Der Einfluss des NFAT-Signalwegs auf die Proliferation und Differenzierung von
Lymphozyten wurde bereits umfangreich erforscht. Der Signalweg ist in
verschiedenen immunologischen Erkrankungen wie z.B. der rheumatoiden

Arthritis oder dem systemischen Lupus erythematodes verstarkt aktiv.*® Die

11



Dysregulation von NFAT hat auch Einfluss auf die Entstehung und das
Wachstum von malignen Erkrankungen. Es konnte gezeigt werden, dass die
Aktivitat von NFAT1 und NFATS in Brustkrebszellen sowie Kolonkarzinomzellen
das invasive Wachstum und damit die Metastasierung fordert.** Ebenso
unterstutzt die konstitutive Aktivitat von NFATZ2 in Pankreaskarzinomen durch
Bindung an den Promoter des c-myc Onkogens, die Proliferation der malignen
Zellen.*® Flr das invasive Blasenwandkarzinom konnte gezeigt werden, dass die
nukleare Aktivitat von NFAT2 mit der Progression der Erkrankung korreliert.
Durch die Blockade von NFAT2 mittels siRNA oder Calcineurininhibitoren wie
Cyclosporin A (CsA) oder Tacrolimus (FK506) konnte eine Verringerung der
Zellviabilitat sowie vermehrte Apoptose erzielt werden.*6 NFAT ist auch an der
Tumorangiogenese beteiligt. Hier wird es Uber VEGF aktiviert und induziert die
Transkription der angiogenesefordernden Cyclooxygenase-2 (COX-2). Eine
Inhibition von NFAT durch CsA hemmt sowohl die Aktivierung von COX-2 als
auch die angiogenetischen Effekte von Vascular Endothelial Growth Factor
(VEGF).*" Trotz der anti-Tumor Wirkung von CsA und FK506 ist bekannt, dass
eine Langzeitbehandlung mit diesen Substanzen zu einer erhdhten Inzidenz von
Tumorerkrankungen fiihrt.*® Das lasst sich dadurch erklaren, dass durch die
immunsuppressive Wirkung auch die Immunuberwachung der Tumore gehemmt
wird. Um einen reinen anti-Tumoreffekt zu erreichen waren Substanzen notig, die
NFAT spezifisch im Tumor inhibieren, ohne die Immunudberwachung zu

beeintrachtigen.*®

1.2.3. NFAT in der CLL
NFAT2 wird in allen lymphatischen Zellen exprimiert, ebenso wie in den meisten
lymphatischen Neoplasien. In einer histopathologischen Untersuchung von NHL
zeigte sich eine deutliche Uberexpression von NFAT2. In einzelnen NHL, wie
auch in der CLL, konnte eine nukleare Translokation von NFAT2 festgestellt
werden.’® In aggressiven B-NHL konnte gezeigt werden, dass NFAT die
Transkription von Blys, einem Mitglied der TNF-Familie mit anti-apoptotischer

Wirkung induziert und damit das Uberleben der entarteten Zellen unterhélt. Eine
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Hemmung von NFAT verringerte die Expression von Blys.%" Auch bei der
Regulation der Expression des CD40-Liganden spielt NFAT eine Rolle und
aktiviert dessen Transkription im grof3zelligen B-Zell NHL. Durch die Interaktion
mit dem CD40 Rezeptor wird das Uberleben der B-NHL-Zellen unterstiitzt.>2 In
T-Zell-Lymphomen liegt NFAT vollstandig dephosphoryliert und damit aktiv im
Kern vor. Die Behandlung dieser Lymphome mit CsA oder FK506 bewirkt eine
vollstandige Phosphorylierung und damit Deaktivierung von NFAT. Dies hemmt
die Proliferation der Tumorzellen und aktiviert deren Apoptose. Ein
vergleichbarer Effekt konnte in einer Zelllinie eines B-Zell Lymphoms beobachtet

werden.%3

Anergie bezeichnet einen Mechanismus, durch den autoreaktive B-Zellen nach
Bindung eines Autoantigens gehemmt werden.>* Ahnliche Eigenschaften
konnten in einer Gruppe von CLL-Zellen nachgewiesen werden. Muzio et al
beschreiben diesen Phanotyp mit einer konstitutiven Phosphorylierung von
ERK1/2 sowie MEK1/2 und einer erhdhten nuklearen Aktivitdt von NFAT. Der
anerge Phanotyp ist durch eine geringe Aktivierung des BZR-Signalwegs nach
BZR-Bindung durch IgM gekennzeichnet.>®> Durch die Hemmung von NFAT
konnte Anergie der CLL-Zellen aufgehoben werden, wodurch der BZR-
Signalweg wieder aktivierbar und die CLL-Zellen apoptotisch wurden. Der anerge
Phanotyp stellt in der CLL einen Uberlebensvorteil dar, dessen Umkehrung
wiederum Apoptose induziert und somit als Zielstruktur fur Therapien dienen
konnte.®® Die Fahigkeit der CLL-Zelle, auf IgM-Stimulation mit BZR-
Signalaktivitat zu reagieren, ist mit friherem Krankheitsprogress und einem

kiirzeren Uberleben der Patientinnen assoziiert.%”

Marklin et al konnten NFAT2 als entscheidenden Regulator des anergen
Phanotyps der CLL charakterisieren. NFAT2 ist in CLL-Zellen deutlich
Uberexprimiert im Vergleich zu B-Zellen gesunder Spender. Interessanterweise
zeigte sich bei Patientinnen mit aggressiven CLL-Verlaufen eine deutlich
verringerte NFAT2-Expression. Im Ep-TCL1-Mausmodell konnte mit einer
Deletion von NFAT2 eine Akzeleration der CLL, sowie eine Transformation in ein
aggressives BZL hervorgerufen werden. Dieser Akzeleration lag ursachlich der

Verlust des anergen Phanotyps zu Grunde.®® In einer weiteren Analyse dieses
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Mausmodells konnte gezeigt werden, dass ein Verlust von NFAT2 zu einer
Selektion unmutierter BZR sowie zur Dominanz stereotyper BZR fuhrte. Daraus
resultiert eine oligoklonale CLL mit schnellerem Krankheitsprogress. Da
stereotype BZR auch als Risikofaktor fur eine Transformation zum RS gelten,
konnten diese Ergebnisse darauf hindeuten, dass NFAT2 auch die Progression
zum RS mitverursacht.®® Einen weiteren Hinweis fiir die Relevanz von NFAT2 in
der CLL-Pathogenese liefert die Erkenntnis von Wolf et al. Sie konnten zeigen,
dass eine niedrige NFAT2-RNA-Expression durch Hypomethylierung des
NFAT2-Promoters mit einer Progression der CLL korreliert. Auch hier wurde
bewiesen, dass sowohl die |Inhibition des NFAT-Signalwegs mit
Calcineurininhibitoren als auch die Hemmung des BZR-Signalwegs durch
Ibrutinib die Aktivitat von NFAT hemmen und die Apoptose der CLL-Zellen

induzieren.®0

1.3.NK-Zellen
NK-Zellen sind Lymphozyten, die dem angeborenen Immunsystem angehoren.
Anders als T- und B-Zellen sind sie ohne vorherige Sensibilisierung in der Lage,
ihre Zielzellen zu toten, weshalb sie als ,naturliche® Killerzellen bezeichnet
werden.®! Anhand ihrer CD56 Expression lassen sie sich in die Subpopulationen
CD569M und CD56%"9" NK-Zellen einteilen. Die CD56"9" Population macht ca.
10% der NK-Zellen im peripheren Blut aus und produziert vorrangig Zytokine und
Chemokine. lhre IFNy-Ausschuttung aktiviert Antigenprasentierende Zellen
(APZ) und bewirkt antiproliferative Effekte auf virusinfizierte oder maligne
Zellen.?283 Im Gegensatz zur CD569™ Population hat sie jedoch kaum die
Fahigkeit, eine Zielzelle zu lysieren. CD569™ NK-Zellen fiihren bei Aktivierung
vor allem die zytotoxischen Effektorfunktionen der NK-Zellen aus. Aktivierung
von NK Zellen wird durch eine Balance aus aktivierenden und inhibierenden
Rezeptoren bestimmt.®* Diese Regulation wird von der ,missing-self* und der
.induced-self* Hypothese beschrieben. Laut der ,missing-self® Hypothese
erkennt eine NK-Zelle eine Zielzelle mit fehlender Expression von MHC-I als

fremd und lysiert diese. Die ,induced-self* Hypothese besagt, dass die Bindung
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von Liganden an bestimmte Oberflachenrezeptoren aktivierend auf die NK-Zellen
wirkt. Diese Rezeptoren erkennen beispielsweise Liganden auf Zielzellen, die
durch zellularen Stress, maligne Transformation oder virale Infektion exprimiert
werden.®® Die Aktivierung von NK-Zellen lasst sich mit der Expression des

Oberflachenantigens CD69 messen.®

1.3.1. NK-Zell-Zytotoxizitat
Die Lyse einer Zielzelle durch NK-Zellen kann Uber die Rezeptor-vermittelte und
Granula-vermittelte Zytotoxizitat ablaufen. (Abbildung 4)

NK-Zellen tragen auf ihrer Oberflache Liganden fur Todesrezeptoren der
Zielzellen, die bei Bindung in der Zielzelle Apoptose auslosen. Zu diesen
Liganden gehdren die Mitglieder der Tumor Necrosis Factor (TNF)-Familie TNF-
related Apoptosis inducing Ligand (TRAIL) und Fas Ligand (FasL). FasL bindet
an Fas (CD95) auf der Zielzelle. Dadurch wird die Apoptose durch die Aktivierung
der Caspasen 8 und 10 induziert. TRAIL, ein Typ-2-Transmembranprotein,
induziert durch Bindung an seine Rezeptoren (TRAIL-R1 und -R2) ein pro-
apoptotisches Signal mit Aktivierung von Caspase 8. Die Lyse der Zielzelle Uber
Todesrezeptoren ist wesentlich langsamer als Uber die unten beschriebene
Sekretion von Granula. Das liegt einerseits an der Geschwindigkeit der
Bereitstellung dieser Rezeptoren und andererseits auch an den
unterschiedlichen Wegen der Apoptoseinduktion in der Zielzelle. Aufgrund der
unterschiedlichen Kinetik wird vermutet, dass die rezeptorvermittelte Zytotoxizitat
erst unterstitzend zum Einsatz kommt, wenn die Vorrate der Granula erschopft

sind.®”
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Abbildung 4: Granula- und Todesrezeptoren-vermittelte NK-Zell-Zytotoxizitat

A Die Granula-vermittelte Zytotoxizitat wird durch die Sekretion lytischer Granula
initiiert. Das darin enthaltene Perforin und verschiedene Granzyme gelangen durch
Perforinporen oder Uber Endozytose in die Zielzelle und induzieren die Apoptose. B
Die Todesrezeptor-vermittelte Zytotoxizitat wird durch die Expression von TRAIL und
FasL auf der Effektorzelloberflache initiiert. Bei Bindung an deren Rezeptoren auf der
Zielzelle wird Uber Caspaseaktivierung und mitochondriale Dysfunktion die Apoptose
induziert. (Ubernommen mit Genehmigung (Lizenznummer: 5427691214120) aus

Prager et al®’)

NK-Zellen enthalten ebenso wie zytotoxische T-Zellen sekretorische Lysosomen,
die vor allem Perforin und Granzyme enthalten. Die sekretorischen Lysosomen
gelangen mit Hilfe von Dynein entlang der Mikrotubuli zum Microtubuli-
Organizing-Centrum (MTOC), welches sich der immunologischen Synapse
anlagert. Dort fusionieren sie schlief3lich mit der Zellmembran und entladen ihren
Inhalt in den synaptischen Spalt.® Es gibt verschiedene Erklarungsansatze, wie
Granzyme mit Hilfe von Perforin in die Zielzelle gelangen kénnten (Abbildung 5).
(I) Das Poren-Modell vermutet, dass Granzyme durch die Perforin-Poren in der

Zielzellmembran in die Zielzelle gelangen und so die Apoptose induziert. Dieses
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wird jedoch von der Beobachtung, dass Granzym B auch ohne Perforin in die
Zielzelle gelangen kann, infrage gestellt. Daraufhin wurde das (ll)
Endosomolysin-Modell vorgeschlagen, nachdem Perforin nur an der
endosomalen Membran aktiv ist und so die darin enthaltenen Granzyme in die
Zielzelle freisetzt. (lll) Pipkin et al schlagen ein Hybrid-Modell vor, bei dem durch
die Bindung von Perforin an die Zellmembran und den darauffolgenden Ca?*-
Influx das Membranreparatursystem aktiviert und die Endozytose von Perforin

und Granzymen in die Zielzelle induziert wird.5°

(a) Original pore model (b) Endosomolysin model (c) Hybrid model

Granzymes

Q‘l

* y €
YR %O

¢ i
0 i | s
| e

Abbildung 5: Modelle der Granula-induzierten Zytotoxizitat

(a) Das urspringliche Porenmodell geht davon aus, dass die Granzyme durch die
Perforinporen in der Zellmembran in das Zellinnere gelangen. (b) Nach dem
Endosomolysin-Modell wirkt Perforin nur an der endosomalen Membran. Damit
missen Granzyme unabhangig von Perforin in Endosomen der Zielzelle gelangen.
Aus diesen konnen sie durch Perforin-Poren in das Zytoplasma der Zielzelle gelangen.
(c) Das Hybrid-Modell besagt, dass durch die Perforinporen in der Zellmembran ein
Ca®"Einstrom in die Zielzelle stattfindet, wodurch Membranreparaturmechanismen
induziert werden, die die Ko-Endozytose von Granzymen und Perforin ermdglichen.

(ibernommen mit Genehmigung (Lizenznummer: 5427690863348) aus Pipkin et al®)
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Im Zellinneren angekommen, konnen die Granzyme ihre apoptotische Wirkung
ausuben. Granzym B induziert die Apoptose Caspase-abhangig durch
Aktivierung von Caspase 3 und 7 oder durch die Spaltung von BH3-interacting
domain death antagonist (Bid). Die Caspasen 3 und 7 werden als
Effektorcaspasen bezeichnet und schneiden nach ihrer Aktivierung
verschiedenste Substrate in der Zelle, was die Apoptose vorantreibt.”°
Granzym A kann unabhangig von den zuvor genannten Prozessen Apoptose
durch die Produktion von reactive oxygen species (ROS) induzieren, ahnlich wirkt
Granzym K. Granzym M kann Caspase-unabhangig Apoptose induzieren und
unterstutzt die Wirkung von Granzym B durch die Inaktivierung von dessen
Inhibitor.6” Die Bildung der immunologischen Synapse dient einer gezielten
Freisetzung der zytotoxischen Granula auf die Zielzelle, wodurch umliegende
gesunde Zellen geschutzt werden. Auch die NK-Zelle benotigt Mechanismen, um
sich vor ihren eigenen Granula zu schutzen. Bei der Exozytose der Granula wird
mit der Zellmembran der Lysosomen auch das darin enthaltene CD107a in die
Zellmembran eingebaut. Dieses schutzt die NK-Zelle vor Granula vermittelter
Apoptose durch Beeintrachtigung der Bindung von Perforin an die
Zellmembran.”" In NK-Zellen zeigt sich auRerdem eine Uberexpression von
Plasmic Serpin Proteinase Inhibitor 9 (P1-9), das durch die spezifische Hemmung
von Granzym B die Zelle vor Lyse durch eigene Granula schitzt.”? Auf dem Weg
zur immunologischen Synapse in den sekretorischen Lysosomen verhindert der

saure pH-Wert in den Lysosomen die Aktivierung von Perforin.5°

1.3.2. Immuniiberwachung durch NK-Zellen und Immunevasion
durch Tumore
Das Konzept der Tumoriberwachung durch das Immunsystem wurde 1967
durch Burnet eingefuhrt. Demnach ist das Immunsystem in der Lage,
Tumorzellen, die durch somatische Mutationen spontan entstehen, zu
identifizieren und eliminieren.”®> NK-Zellen spielen eine zentrale Rolle in der
Immuniiberwachung von Tumoren.”* Es gibt zwei Mechanismen, mit denen

Tumorzellen die Immuniiberwachung durch NK-Zellen umgehen kénnen:"®
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) Inhibierende Signale, die die NK-Zelle in einen inaktiven Zustand
versetzen.

) Resistenzbildung der Tumorzellen gegenuber NK-Zell-Zytotoxizitat.

Im Laufe der Tumorentwicklung kommt es zu genetischen Veranderungen, durch
die maligne Zellen eine Apoptoseresistenz entwickeln und damit der NK-Zell
Zytotoxizitat entkommen konnen. Zu diesen genetischen Veranderungen gehort
z.B. die Mutation verschiedener Caspasen.’®’® AuRerdem kann es zur
verminderten Expression von pro-apoptotischen und vermehrten Expression von
anti-apoptotischen Proteinen kommen. So fuhrt in der CLL ein Polymorphismus
mit verringerter Expression des pro-apoptotischen Bcl-2-associated X protein
(BAX) zu Progression und Therapieresistenz.”® Die verstarkte Expression des
anti-apoptotischen Proteins Bcl2 in B-NHL fuhrt zu einer Resistenz gegenuber

der Behandlung mit Rituximab.8°

Durch Mutationen in Todesrezeptoren kdnnen Tumorzellen der Aktivierung der
extrinsischen Apoptose entgehen. Solche Mutationen finden sich beispielsweise
in den TRAIL-Rezeptoren in metastasierten Brutskrebszellen.?! Eine Mutation

von Fas oder FasL geht mit einer héheren Inzidenz von Lymphomen einher.82

Perforin scheint hierbei als Bestandteil der NK-Zell-Granula, von besonderer
Bedeutung fur die Immunuberwachung zu sein. Im Mausmodell induziert eine
Perforin-Defizienz die Entwicklung von Lymphomen, und auch Defekte des
humanen Perforins scheinen die Entwicklung von Lymphomen und weiteren
Tumorentitaten zu unterstltzen.8384 In Patientinnen mit Pankreas, Kolon- und
Magenkarzinomen korreliert eine reduzierte Expression von Perforin in NK-Zellen
mit der lymphatischen Metastasierung dieser Tumore.?® Auf Zellen der akuten
myeloischen Leukamie (AML) konnte eine verringerte Bindungskapazitat von
Perforin festgestellt werden, wodurch diese vor der Granula-vermittelten
Zytotoxizitat geschltzt sind.8® Fir die Funktion der Granula-vermittelten
Zytotoxizitat ist der Aufbau der immunologischen Synapse entscheidend. Absi et
al konnten zeigen, dass Brustkrebszellen beim Angriff durch NK-Zellen das
Aktinfilament (F-actin) in der Zellmembran an der immunologischen Synapse

akkumulieren. Dadurch wurden geringere Konzentrationen von Granzym B in
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den Brustkrebszellen erreicht als in Abwesenheit von F-actin.8” Die in den
Granula enthaltenen Granzyme werden auch zum Zielobjekt der Immunevasion
von Tumoren. So hemmt beispielsweise Serpin B9 die Apoptoseinduktion durch
Granzym B und wird in den verschiedensten Tumorentitaten vermehrt

exprimiert.888°

1.3.3. Wirkung von anti-CD20-Antikorpern
Die Resistenzmechanismen von Tumorzellen gegenuber NK-Zellen wirken sich
in besonderem Malde auch auf die Effektivitat von Immuntherapien aus. Bei der
Anwendung von monoklonalen Antikérpern wird unter anderem uber ADCC die
Lyse von Tumor-Zellen durch NK-Zellen induziert.®® Durch die Bindung des Fc-
Rezeptors (CD16) auf NK-Zellen wird deren zytotoxische Aktivitat (1.3.1)
induziert. CD16 ist als einziger Rezeptor der NK-Zelle in der Lage, ohne weitere
aktivierende Signale die Aktivierung der NK-Zelle auszulésen.®' Daraufhin kann
eine NK-Zelle mehrere Tumorzellen lysieren, ohne selbst apoptotisch zu werden.
Eine signifikante Reduktion der Granula nach Kontakt mit Tumorzellen deutet
daraufhin, dass hier vor allem die Granula-induzierte Zytotoxizitat von Bedeutung
ist.°2 Monoklonale Antikérper sind auRerdem in der Lage, die Tumorinfiltration
durch NK-Zellen zu férdern.®' Es konnte nachgewiesen werden, dass die CLL-
Therapie mit Rituximab im Wesentlichen von der zytotoxischen Aktivitat der NK-
Zellen abhangt.®® Aufgrund ihrer zentralen Rolle in der Therapie der CLL
beschaftigt sich diese Arbeit spezifisch mit den Resistenzmechanismen

gegenuber NK-Zellen.

1.4.Zielsetzung
Die CLL ist bis heute eine unheilbare Erkrankung. Wann sie therapiebedurftig
wird, entscheiden klinische Parameter.’® Obwohl eine Risikostratifizierung
moglich ist, gibt es keine Therapie, die in fruhen Stadien eingreift, um einen
aggressiven Verlauf der Erkrankung abzuwenden.202.8495 Um frlihzeitig bei
Patientinnen mit Progredienz der Erkrankung eingreifen zu konnen, ist es

essenziell, die Mechanismen, die dem Progress der Erkrankung zu Grunde
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liegen, besser zu verstehen. Marklin et al®® entdeckten NFAT2 als Regulator der
Anergie in der CLL. In Patientlnnen mit aggressiverem Verlauf oder der
Transformation zum RS ist NFAT2 geringer exprimiert als bei Patientinnen mit
benignem Verlauf. Eine Deletion von NFAT2 im Ep-TCL1-Mausmodell hob den
anergen Phanotyp auf und flhrte zu einer Akzeleration der Erkrankung. Wie die
NFAT2-Deletion die Akzeleration der CLL induziert, ist noch nicht verstanden. Als
mogliche Ursache kommt dafur eine durch die NFAT2-Deletion induzierte
Immunevasion der CLL-Zellen infrage. Das Ziel dieser Arbeit war, den
Zusammenhang zwischen NFAT2 und dem aggressiven Verlauf der CLL besser
zu verstehen. Daflr fokussiert sich diese Arbeit auf den Aspekt der
Immuniberwachung der CLL durch NK-Zellen. Fir die Analysen wurde eine
NFAT2-Deletion in eine humane CLL-Zelllinie eingebracht, um die von Marklin et
al beschriebene aggressive CLL zu modellieren. Damit wurde der Einfluss auf
die NK-Zell Aktivierung und Zytotoxizitat gegenuber CLL-Zellen mit und ohne
NFAT2-Deletion analysiert.
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2. Material

2.1. Zelllinien

MEC-1 Zelllinie (ACC 497) DSMZ, Hannover, Deutschland

HEK293T (ACC 635)

2.2.Primer
Bezeichnung
NFAT2-Primer

vorwarts (fw)

NFAT2-Primer
ruckwarts (rv)
GAPDH-Primer fw

GAPDH-Primer rv

2.3.Vektoren
Bezeichnung
pLV[Exp]-Puro-
EFS>eSpCas9

pLV[gRNAJ-EGFP-

DSMZ, Hannover, Deutschland

Sequenz (5‘3Y) Hersteller, Hauptsitz
CCT GGA GAT CCC ACT
CCTG

CGTACC CGTGTGTTC
TTCCT

GGG TGT GAA CCATGA
GAA G

GGC AGG GAT GAT GTT
CTG G

Merck KGaA, Darmstadt,

Deutschland

Zielsequenz (5‘3%) Hersteller, Hauptsitz

GTG TAG TTC GAC CAT

U6>Scramble_gRNA1 TCG TG Vectorbuilder, Chicago,

pLV[gRNAJ-EGFP-

U6>{NFAT2_1all}

pLV[gRNAJ-EGFP-

U6>{NFAT2_2all}

2.4.Gerate

Bezeichnung

GGG TTGAGATCC CGC USA
CATTT

CCA CCG AGC CCACTA
CGAGA

Hersteller, Hauptsitz
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Brutschrank HERAcell
Sterilbank Herasafe

-80°C Gefrierschranke
Flussigstickstofftanks
Durchlichtmikroskope, Axiovert25
Neubauer-Zahlkammer
Multifuge 3 L-R

Tischzentrifuge 5415 R
Vortexer, Reax Top

Pipetten, Multikanalpipetten und
Multistepper

PIPETBOY acu 2

Wasserbad W22
pH-Meter
MACS Seperator Magnet

Nanodrop 2000 Spektrophotometer

Multilabel Counter Victor 1420
Emax, ELISA-Reader

Durchflusszytometer
- FACS Canto™ I
- LSR Fortessa™
IncuCyte S3

2.5.Verbrauchsmaterial
Bezeichnung

Pipettenspitzen

Heraeus, Hanau Deutschland
Heraeus, Hanau Deutschland

Binder, Tuttlingen, Deutschland
Cryotherm, Kirchen/Sieg, Deutschland
Zeiss, Jena Deutschland

Brand, Wertheim Deutschland
Heraeus, Hanau, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Heidolph, Schwabach, Deutschland
Eppendorf, Hamburg Deutschland

Integra Biosciences, Biebertal
Deutschland

Medingen, Arnsdorf Deutschland
Mettler-Toledo, Greifensee Schweiz
Milteny Biotec, Bergisch Gladbach,
Deutschland

Thermo Scientific, Braunschweig
Deutschland

Perkin Elmer Wallac, Turku, Finland
Molecular Devices, San Jose, CA,
USA

BD Bioscience, Heidelberg

Deutschland

Essen BioScience, Ann Arbor, M,
USA

Hersteller, Hauptsitz
VWR, Darmstadt Deutschland
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Platten fur FACS und IncuCyte
96-well-Platten F-Bottom
96-well-Platten U-Boden
96-well-Platten V-Bottom
96-well-Platten fur ELISA
Plattenversiegelungsfolie transparent
79x135mm

Zentrifugenrohrchen (15 mL, 50 mL)
Kryo-Rohrchen

FACS-Ro6hrchen
Zentrifugenrohrchen (15 mL, 50 mL)

Zellkulturflaschen 75cm? (250 mL)
Zellkulturplatten (6-, 12-, 24-, 48-, 96-

well)

2.6.Chemikalien und Reagenzien
Bezeichnung

Biocoll-Losung

Phosphate Buffer Saline (PBS) 10x
IMDM Medium, GlutaMAX™

RPMI 1640 Medium, GlutaMAX™
FCS (Fetales Kalberserum)
DMSO (Dimethylsulfoxid)

HEPES
Natriumazid (NaNs)

Greiner bio-one, Frickenhausen

Corning Inc., Corning, NY, USA
Greiner bio-one, Frickenhausen
Deutschland

Corning Inc., Corning, NY, USA
Greiner bio-one, Frickenhausen
Deutschland

Corning Inc. Corning, New York USA
Greiner bio-one, Frickenhausen,
Deutschland

Corning Inc. Corning, New York USA
Corning Inc. Corning, New York USA

Hersteller, Hauptsitz
Biochrom/Merck Millipore, Berlin,
Deutschland

Lonza, Verviers, Belgien

Gibco Invitrogen, Karlsruhe,
Deutschland

Gibco Invitrogen, Karlsruhe,
Deutschland

Biochrom/Merck Millipore, Berlin,
Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
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Tween 20
Penicillin/Streptomycin (P/S)
BATDA

Europium-LAsung

Triton X-100

7-AAD (7-Aminoactinomycin)
Annexin V

Incucyte® Caspase-3/7 Red Dye for
Apoptosis

FACS-Clean, -Flow, -Rinse
Trypanblau 0,4%
Tarks-Losung

Poly-HRP 20 Streptavidin

TMB Mikrowell Substrat
Phosphorsaure (H3PO4)
Carbonat Bicarbonat Puffer Kapseln

2.7.Kits
Bezeichnung
Fast Gene Scriptase || — Ready mix
Plasmid purification Mini Kit
High Pure RNA lIsolation Kit
NK cell isolation kit, human

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Lonza, Verviers, Belgien

Perkin Elmer, Waltham, MA, USA
Perkin Elmer, Waltham, MA, USA
Roth, Karlsruhe, Deutschland
BioLegend, San Diego, CA, USA

Essen BioScience, Ann Arbor, Ml,
USA

BD, Heidelberg, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Fitzgerald Industries International,
North Acton, MA, USA

KPL, Gaithersburg, MD, USA

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Hersteller, Hauptsitz

Nippon, Duren, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland
Roche, Basel, Schweiz

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,

Deutschland

2.8.Rezepturen fur Puffer und Zellkulturmedien

Bezeichnung Zusammensetzung

MEC-1 Zellkulturmedium IMDM + 10% FCS + 1% P/S
PBMC-Medium RPMI 1640 + 10% FCS + 1% P/S
Einfriermedium 70% RPMI + 20% FCS + 10% DMSO
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Transfektionsmedium
FACS-Puffer

ELISA Waschpuffer
MgCl>-EGTA

Puffer A2

DMEM + 10%FCS + 1%P/S

PBS + 1% FCS + 0,01% NaNs

PBS + 0,5% Tween 20

PBS + TmM EGTA + 1mM MgCl2

20mM HEPES + 2,5mM CaClz, 150mM NaCl mit

NaOH und HCI auf pH 7,4 eingestellt und durch
0,22um steril filtriert

Puffer A3

BSA 1% + 20mM HEPES mit NaOH und HCI auf

pH 7,4 eingestellt und durch 0,22um steril filtriert

2.9. Antikorper und rekombinante Proteine

Bezeichnung

Humanes IgG (higG)
CD69-PE (Klon: FN50)
CD107a-PE (Klon: H4A3)
CD56-PECy7 (Klon: HCD56)
CD3-APCFire (Klon: SK7)
Maus IgG (mIgG)

Rekombinantes Perforin (ALX-200-
604)
Anti-Perforin-Antikorper (Klon: 6G9)

Anti-Human IFN-y monoclonal

Anti-Human IFN-y monoclonal
Antibody Biotin Labeled

2.10. Software
Bezeichnung
Endnote X9
FlowdJo V10

Hersteller, Hauptsitz
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
BD-Pharmigen, San Diego, CA, USA
BD-Pharmigen, San Diego, CA, USA
BD-Pharmigen, San Diego, CA, USA
BioLegend, San Diego, CA, USA
Southern Biotech, Birmingham, AL,
USA

Enzo Life Sciences, Lorrach,
Deutschland

BD Biosciences, Franklin Lakes, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

Hersteller, Hauptsitz
EndNote, Philadelphia, PA, USA
FlowJo LLC, Ashland, OR, USA
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Graph Pad Prism 8 GraphPad Software Inc., La Jolla, CA,

USA
Lightcycler® 480 Software Roche, Basel, Schweiz
IncuCyte® Analysis Software Sartorius, Gottingen, Deutschland
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3. Methoden

3.1. Zellkultur
Die MEC-1-Zellen wurden mit einer Dichte von 0,5x10° Zellen/mL in Medium
ausgesat und bei 37°C und 5% CO- im Brutschrank kultiviert. Alle zwei bis drei
Tage und immer am Tag vor Verwendung in einem Experiment wurde das
Medium erneuert und die Zelldichte eingestellt. Hierfur wurden die Zellen bei
1500 rpm 5 min zentrifugiert, ausgezahlt und in frischem Medium suspendiert.
Zur Bestimmung der Zellzahl wurde eine Neubauer-Zahlkammer verwendet,

hierbei erfolgte der Ausschluss toter Zellen durch Farbung mit Trypanblau.

3.2.Einfrieren und Auftauen von Zellen
Zur Kryokonservierung wurden 107 Zellen in 1 mL Einfriermedium in Kryo-
Rohrchen bei -80 °C eingefroren und spater im Flussigstickstofftank gelagert.
Das Einfrieren erfolgte bei kultivierten Zellen einen Tag nach Wechsel des
Nahrmediums und bei Peripheral Blood Mononuclear Cells (PBMCs) direkt nach
der Isolierung mittels Dichtegradzentrifugation. Zum Auftauen wurden die Zellen
circa 1 min bei 37 °C im Wasserbad erwarmt und in 10 mL Zellkultur-Medium
uberfuhrt, zweimal bei 1500 rpm fur 5 min zentrifugiert und jeweils in frischem
Medium aufgenommen. Daraufhin konnten die Zellen fur Experimente genutzt

oder in der Zellkultur weiter kultiviert werden.

3.3.Isolation von PBMCs
PBMCs wurden mittels Dichtegradzentrifugation aus Leukaphereseprodukten
der Transfusionsmedizin des Universtitatsklinikums Tubingen gewonnen (Ethik-
Nummer: 13/2007V). Die verwendete Biocoll-Losung enthalt ein stark
verzweigtes Copolymer aus Saccharose und Epichlorhydrin mit einer Dichte von
1,077 g/mL. Lymphozyten und Monozyten befinden sich nach der Fraktionierung
in der Interphase zwischen der Biocoll-Schicht und dem Plasma, welches die
Thrombozyten enthalt. Erythrozyten und Granulozyten hingegen sedimentieren
aufgrund ihrer hoheren Dichte auf den Boden des Zentrifugenrohrchens.®® Aus
dem Leukaphereseprodukt wurde in einer Zellkulturflasche mit PBS eine
Zellsuspension mit einem Gesamtvolumen von 140 mL hergestellt. Hiervon

wurden 35 mL auf 15 mL Biocoll-Losung langsam aufgeschichtet, sodass sich
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die beiden Phasen nicht vermischten. Darauf folgte eine Zentrifugation fur 18 min
bei 2000 rpm ohne Bremse. Die Interphase wurde abgenommen und dreimal mit
PBS auf 50 mL aufgeflllt und bei 1500 rpm fur 5 min zentrifugiert und der
Uberstand entfernt. Es folgte eine zusatzliche Zentrifugation mit PBS bei 800 rpm
fur 10 min zur Minimierung der Kontamination mit Thrombozyten. Danach
wurden die Zellen gezahlt und entweder mit 1x107 Zellen/Kryo-R&hrchen
eingefroren oder in 30 mL PBMC-Medium mit einer Dichte von 5x10°¢ Zellen/mL

in Kultur genommen.
3.4.NFAT2 CRISPR/Cas9 Knock-out in MEC-1 Zelllinie

3.4.1. Vektorentwurf

Die Vektoren zur Induktion des CRISPR/Cas9-Knockouts wurden mit Hilfe von
Vectorbuilder® gemal} der Vektorkarten in Abbildung 6 erstellt.

A) Der Cas-9-Vektor codiert die Caspase
o P {; 9 (eSpCas9). Des weiteren enthalt er
’ %j])—f;i eine Ampicillinresistenz (Ampicillin) zur

kulturellen Anzucht des Vektors in

VB TSR Bakterien und eine Puromycinresistenz

SV4Q early pA ——
AU3/3' LTR — *
‘ (Puro) zur Selektion der transduzierten
Zellen in der Zellkultur.
MPGK promoter }\ . I

WPRE -/

B) Der SCR-Vektor codiert die irrelevante

e o sgRNA  (Scramble_gRNA1),  ohne

/ N Zielsequenz auf dem menschlichen oder

Aniitn ~ ( B murinen Genom und ebenfalls eine
T vB190125-1162x0y Ampicillinresistenz (Ampicillin).

Zusatzlich codiert er auch enhanced

S / green fluorescent protein (EGFP) zur
besseren Selektion der Transfektanten.
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oV prnolr C) Der NFAT2_1-Vektor codiert die

>y, sgRNA gerichtet gegen Exon 7 des

f § NAFT2 Gens und ebenfalls eine

Anpicin —_ ( Ampicillinresistenz ~ (Ampicillin)  und
Ve190125-1235ufk EGFP.

o D) Der NFAT2_2-Vektor codiert die

/ o sgRNA gerichtet gegen Exon 3 des

O NAFT2 Gens und ebenfalls eine

— Ampicillinresistenz ~ (Ampicillin) ~ und
) VB190125-1236hwp

iﬁ: e EGFP.

WPRE

Abbildung 6: Schematische Darstellung der verwendeten Vektoren

Abbildungen tGbernommen von Vektorbuilder®

3.4.2. Plasmidamplifikation und - aufbereitung
Zur Amplifikation der Plasmide wurden diese in kompetente Escherichia coli (E.
coli) Bakterien transfiziert. Hierfur wurden 40 pl kompetente Zellen mit 5 pl eines
jeden Transferplasmids (SCR, CRISPR/Cas9, NFAT2_1, NFAT2_2) vorsichtig
vermischt und 20-30 min auf Eis inkubiert. Darauf folgte eine Hitzeschock-
Transformation bei 42 °C fur 45 s und eine erneute Inkubation auf Eis fur 2 min.
Die transformierten Zellen wurden auf einer ampicillinhaltigen Agarplatte
ausplattiert und uber Nacht bei 37 °C Kolonien gezuchtet. Einzelkolonien wurden
anschlielend gepickt, in LB-Medium aufgenommen und erneut bei fur 8 h
inkubiert. Diese Kultur wurde anschlieRend 1:500 verdunnt und erneut 12 h
inkubiert. Die Bakterien wurden dann geerntet und die darin vervielfachten
Plasmide wurden gemal} dem Herstellerprotokoll des Qiagen® Plasmid Mini Kit

aufbereitet.
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3.4.3. Transfektion

Human Embryonic Kidney 293T Zellen (HEK-Zellen) wurden mit den isolierten
Plasmiden transfiziert. Hierfur wurden HEK-Zellen mit einer Dichte von
0,4x10% Zellen/mL in einer 6-well-Platte in 3 mL/well in DMEM mit 10% FCS und
1% P/S ausgesat. Nach 24 h Inkubation bei 37 °C und 5% CO: wurde das
Medium vorsichtig abgenommen und 5 mL DMEM ohne FCS und P/S fur 1 h
zugegeben. Die Transfektionslosung wurde nach Tabelle 5 hergestellt und fr
20 min bei RT inkubiert. Hierbei wurden zwei verschiedene Ansatze verfolgt
(Abbildung 7):

1) Im kombinierten Ansatz wurden die HEK-Zellen mit dem Cas9-Vektor und
einem der sgRNA Vektoren (NFAT2_1, NFAT2_2 oder SCR) gemeinsam
transfiziert.

2) Im separaten Ansatz wurde jedes Transferplasmid in separaten HEK-
Zellen transfiziert.

A) Kombinierte Transfektion

Ziel-RNA

e
________________________________________________ < A
B) Separate Transfektion Nl:(%TZ

(Vektor 1)

Ziel-RNA /
o 04
~@-o-@ | ¥
NFAT2

HEK-Zellen Virus MEC -1 KO

/ Wildtyp - (Vektor 2)

Cas9
o— — 2
HEK-Zellen Virus
Abbildung 7: Schematische Darstellung der Transfektionsansatze
Es wurden zwei verschiedene Transfektionsansatze verfolgt, die hier schematisch

dargestellt sind. A) In der kombinierten Transfektion wurde das Cas9-Plasmid

gemeinsam mit dem Plasmid der Zielsequenz in die HEK-Zellen transfiziert. Mit dem
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VirusUberstand dieser HEK-Zellen wurden die MEC-1-Zellen transduziert. B) Im
getrennten Ansatz wurden zwei HEK-Zell-Populationen mit jeweils dem Cas9- oder dem
sgRNA-Plasmid transfiziert. Die MEC-1-Zellen wurden mit dem Uberstand von beiden

HEK-Zell-Populationen transduziert.

Die Transfektionslosung (Tabelle 5) wurde dann zur entsprechenden HEK-Zell-
Population in der 6-well-Platte hinzugeftgt und fir 16 h bei 37 °C und 5% CO2
inkubiert. Danach wurde das Medium vorsichtig abgenommen, mit 2 mL je well
Transfektionsmedium aufgefullt und erneut fur 24 h inkubiert. Zur Aufreingung
der Viren von zelluldren Bestandteilen wurde der Uberstand der HEK-Zellen mit
1 uL Polybren versetzt und durch einen 45 um Filter filtriert. Das Filtrat wurde
anschlieldend direkt fur die Transduktion verwendet. Die Virusproduktion wurde
durch erneute Zugabe von 2 mL Transfektionsmedium pro well zu den
transfizierten HEK-Zellen wiederholt und die Aufreinigung und Transduktion am

Folgetag erneut durchgefuhrt.

Tabelle 5: Transfektionslosungen

Separate Transfektion Kombinierte Transfektion

3,5 yg Transferplasmid 1,75 ug Transferplasmid CRISPR/Cas9

(SCR/NFAT2_1/NFAT2_2/CRISPR/Cas9)
1,75 ug Transferplasmid

(SCRINFAT2_1/NFAT2_2)

2,3 ug deltaR8.9 (gag-pol-rev) 2,3 ug deltaR8.9 (gag-pol-rev)

1,2 ug VSV 1,2 ug VSV

Auf 450 pL Gesamtvolumen auffiullen mit Opti-MEM

16 pl TransIT 16 pl TransIT

3.4.4. Transduktion
Fur die Transduktion wurden MEC-1-Zellen mit einer Dichte von 1x10°8 Zellen/
mL mit je 1 mL pro well in eine 6-well-Platte ausgesét. Die lentiviralen Uberstande
der HEK-Zellen wurden gemal® dem Schema in Abbildung 7 zu den MEC-1-
Zellen hinzugegeben. Die Platte wurde dann fur 90 min bei 700 g und 37 °C
zentrifugiert und anschlieBend fur 6 h im Brutschrank inkubiert. Nach der
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Inkubation folgte eine weitere Zentrifugation mit 1200 rpm fur 5 min, damit
Uberstand ohne MEC-1-Zellen vorsichtig abgenommen und 2 mL frisches MEC-
Zell-Medium hinzugegeben werden konnte. Die Zellen wurden Uber Nacht im
Brutschrank kultiviert und die Transduktion am nachsten Tag wiederholt. Nach
72 h wurden die Transfektanten durch Zugabe von 2 mg/mL Puromycin
selektiert. AnschlieBend fand eine Subklonierung der Transfektanten statt.
Hierfur wurden Einzelzellen in MEC-Medium ausgesat und nach erfolgreicher

Vermehrung wurde ihre NFAT-Expression in der gRT-PCR gemessen.

3.5.RNA-Isolation, cDNA-Synthese und qRT-PCR
Zur Isolation der RNA wurden je 1x108 Zellen verwendet. Die Aufreinigung der
zellularen RNA erfolgte mit dem High Pure RNA Isolation Kit von Roche gemal}
Herstellerprotokoll. Anschlieend wurde die Konzentration und Qualitat der RNA
mit dem NanoDrop Spektrophotometer bestimmit.

Mit der gewonnene RNA wurde anschliefend die cDNA-Synthese mit dem Fast
gene Scriptase Il Kit (Nippon Genetics) gemal} Herstellerprotokoll durchgeflhrt.

Die qRT-PCR wurde gemal} den Angaben in Tabelle 6 mit dem SYBR® Green
FastMix (Quantabio) angesetzt und im Light-Cycler® 480 (Roche) mit dem

Programm in Tabelle 7 analysiert.

Tabelle 6: Pipettierschema der qRT-PCR

cDNA-Ansatz SYBR Green Ansatz

cDNA (150 ng/well) 2 pl PerfeCTa SYBR® Green FastMix 10 pl
RNAse freies H.O 7 ul Primer fw/rv 1ul
Gesamtvolumen pro well 9 ul Gesamtvolumen pro well 11

Tabelle 7: PCR-Programm Lightcycler® 480

Zyklen Zeit Temperatur
Denaturierung 1 10s 95 °C
Amplifikation 40 5s 95 °C
15s 60 °C
Kidhlung 1 30s 40 °C
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3.6.Zytotoxizitatsassay
Zur Analyse der NK-Zell-Zytotoxizitat wurden BATDA-Europium basierte
Zytotoxizitatsansatze verwendet. Die Zielzellen wurden mit BATDA
(bis(acetoxymethyl)2,2":6',2"-terpyridine-6,6"-dicarboxylate) inkubiert, welches
durch die Zellmembran diffundiert und intrazellular von der Acetylesterase zu
nicht permeablem TDA (2,2".6',2"-terpyridine-6,6"-dicarboxylic acid) hydrolysiert
wird. Bei Lyse der Zielzelle, kann das TDA durch Zugabe von Europium (Eu3*)
ein fluoreszierendes Chelat (EuTDA) bilden. Die Fluoreszenz korreliert somit mit

der Anzahl der lysierten Zellen und wurde wie folgt berechnet:
Lyserate (%) = 100 X [(Wertpmbe — Wertspontan) + (WertMaximal — Wertsponmn)]

Es wurden je 1x10° Transfektanten (SCR und NFAT2-KO) in 2 mL Medium
suspendiert und mit je 4 yl BATDA fur 30 min unter regelmafigem Schatteln im
Brutschrank inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen viermal mit zuvor
erwarmtem PBMC-Medium bei 300 g fur 7 min zentrifugiert, um Uberschussiges
BATDA zu entfernen. Die Zielzellen wurden mit oder ohne 1,25 ug/mL Rituximab
auf 5x10* Zellen/mL eingestellt und 5x102 Zellen pro well in 100 pl auf der Platte

verteilt.

Als Effektorzellen wurden PBMCs von gesunden Spendern nach 3-5 Tage
Kultivierung verwendet. Die Effektorzellen wurden gemall dem angegebenen
Effektor- zu Zielzell-Ratio (E:T-Ratio) in PBMC-Medium aufgenommen und in
einem Volumen von 100 pl zu den Zielzellen pipettiert. Jede Kondition wurde als
Triplikat angesetzt. Um den spontanen Zelltod und die maximale Lyse der
Zielzellen zu bestimmen, wurden diese entweder unbehandelt oder mit Triton X-
100 behandelt eingesetzt. Nach einer Zentrifugation bei 100 g fur 2 min wurde
der Ansatz 2 h im Brutschrank inkubiert. Vor der Ernte des Uberstandes wurde
die Platte bei 200 g flr 5 min zentrifugiert und 20 pl des Uberstands in eine neue
96-well-Platte Uberflhrt. Anschliellend wurden 200 ul Europium-Losung pro well

zugegeben und im Multilabel Counter Victor 1420 gemessen.
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3.7.Durchflusszytometrie

3.7.1. Bestimmung der Aktivierung und Degranulation von NK-
Zellen
Zur Bestimmung der Aktivierung und Degranulation der NK-Zellen wurden diese
mit den Zielzellen in den angegebenen E:T-Ratios mit oder ohne 10 pg/mL
Rituximab far 4 h far Degranulations- bzw. 24 h fur Aktivierungsmessung
inkubiert und anschlie®end eine durchflusszytometrische Analyse durchgefuhrt.
Die Zellen wurden zur Blockade der fragment-cristallizable-(Fc)-Rezeptoren auf
der Zelloberflache fur 30-45 min in FACS-Puffer mit 10 uyg/mL humanem
Immunglobulin G (hlgG) bei RT inkubiert. Anschlief3end folgte ein Waschschritt,
bei dem mit 2000 rpm fiir 2 min zentrifugiert und der Uberstand abgeschuittet
wurde. Daraufhin wurden die Proben entsprechend Tabelle 8 in 50 yl FACS-
Puffer fir 20 min bei RT im Dunkeln inkubiert, daraufhin folgten 2 Waschschritte
mit FACS-Puffer. Zur Farbung toter Zellen wurde 7-Aminoactinomycin (7-AAD)
(1:200) 15 min vor der Messung hinzugefugt. Die Messung erfolgte am FACS

Canto™ Il (BD Bioscience).

Tabelle 8: Panel fiir NK-Zell-Aktivierung und -Degranulation

1. Antikorper Verdiinnung
CD56-PECy7 1:50
CD3-APC-Fire 1:100
CD107a-PE oder CD69-PE 1:25

3.8.IFN-y ELISA
Die Interferon-y (IFN-y) -Produktion der Effektorzellen wurde mittels Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay (ELISA) aus den Uberstanden der Kokultur
bestimmt. Der anti-IFN-y-Antikdrper (capture-Antikorper) wurde Uber Nacht bei
4 °C auf der Platte immobilisiert. Daraufhin wurde die Platte dreimal mit
Waschpuffer aufgeflllt und mit der Glaspipette abgesaugt. Es folgte eine
Inkubation mit 200 uyl 1% BSA-PBS pro well fur 1 h bei RT. Danach wurden 50 pl
der Standardkonzentrationsreihe bzw. der Kulturiberstande zugegeben und flur

1-2 h bei RT inkubiert. Danach wurden 50 pl des sekundaren Biotin-markierten
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IFN-y-Detektionsantikbrper zugegeben und fur 1-2 h bei RT inkubiert. Danach
wurden durch funfmaliges Waschen und Absaugen die nicht gebundenen
Proteine entfernt. AnschlieRend wurde 100 yl Strepdavidin-Horseradish
Peroxidase (Sav-HRP) mit hinzugegeben und 30 min bei RT inkubiert. Es folgten
weitere 6 Waschschritte und anschlielend die Zugabe von 100 pL des
chromogenen Substrats 3,3°,5,5'-Tetramethylbenzidin (TMB) mit einer Inkubation
far 15 min im Dunkeln bei RT. Daraufhin wurde die Farbreaktion mit 100 pl H3PO4
gestoppt und im ELISA-Reader bei 450 nm detektiert.

3.9.Herstellung von NK-Zell-Lysaten
Um restliche Erythrozyten aus den PBMCs zu entfernen, wurde eine Lyse fur
10 s in destilliertem Wasser durchgefuhrt. Die NK-Zellen wurden anschlieend
mittels magnetaktivierter Zellsortierung (MACS) gemal des Herstellerprotokolls
des NK cell isolation Kits isoliert. Die Reinheit der NK-Zellen (CD56*CD3") wurde
wie in Tabelle 8 (ohne CD107a/CD69-Farbung) mittels Durchflusszytometrie
bestimmt und nur bei einer Reinheit von mindestens 70% fur die Herstellung von
NK-Zell-Lysaten verwendet. Je 1x107 NK-Zellen wurden in 200 ul PBS mit 1 mM
MgCl, und 1mM EGTA (Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-N,N,N',N'-
tetraessigsaure) versetzt und anschliefend dreimal in einem Bad aus 70%igem
Ethanol und Trockeneis schockgefrostet und wieder aufgetaut. Die Lysate
wurden dann bei 4 °C fir 5 min bei 3600 rpm zentrifugiert, der Uberstand
abgenommen, die Proteinkonzentration im NanoDrop Spektrophotometer
bestimmt und bei -80 °C gelagert. Zur Bildung der Lysatepools wurden Lysate

von 8-9 Spendern zusammengefuhrt.

3.9.1. 7-AAD und Annexin-V Expression nach Lysatbehandlung
Zur Untersuchung der Membranpermeabilisation und Apoptoseinduktion durch
NK-Zell-Lysate wurde nach der Behandlung mit diesen die 7-AAD- bzw. Annexin-
V-Positivitat der Transfektanten durchflusszytometrisch bestimmt. Es wurden
25.000 Transfektanten in 50 pyl A2-Puffer aufgenommen, mit 0,02 pg/ul Lysat in
50 yl A3-Puffer versetzt und fur 1 h im Brutschrank inkubiert. AnschlieRend
wurde 1,6 uM 7-AAD gemal dem Ansatz von Lopez et al.%” oder Annexin V (1:50)
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zugegeben und fur 15 min auf Eis inkubiert und im Durchflusszytometer
analysiert. Zur Blockade der Perforin-Effekte wurden die Lysate vor dem
Experiment mit 100 uyg/mL eines anti-Perforin-Antikdrpers oder dem
entsprechenden Isotyp fur 15 min bei RT vorinkubiert.

3.9.2. Bestimmung der Caspase 3/7 Aktivitat im IncuCyte
Es wurden 25.000 Zellen pro well in 50 yl A2 Puffer ausgesat und die erste
Aufnahme zum Zeitpunkt 0 h mit dem IncuCyte durchgefuhrt. Anschlief3end
wurde 0,12ug/uL Lysat oder Vehikelkontrolle und 0,5 uM Caspase3/7 Red Dye
Reagenz pro well in 50 yL A3-Puffer zugegeben. Fur circa 4 h wurde alle 30 min
eine Aufnahme im IncuCyte durchgefuhrt und die Daten anschlieRend mithilfe

der IncuCyte Software quantitativ ausgewertet.

3.10 Statistik
Alle kombinierten Daten wurden auf ihre Verteilung getestet (Shapiro-Wilk Test)
und es wurden entsprechende statistische Tests angewandt (Students t-Test /

Wilcoxon Test).
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4. Ergebnisse

4.1.Generierung eines NFAT2-Knockouts in der MEC-1 Zelllinie

Um die Rolle von NFAT2 in CLL-Zellen zu untersuchen, wurde in der MEC-1-
CLL-Zelllinie mithilfe eines lentiviralen Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats/CRISPR associated protein 9 (CRISPR/Cas9) Systems ein
Knockout (KO) des NFAT2-Gens induziert. Hierbei wurde ein Transferplasmid,
welches die CRISPR/Cas9 Sequenz tragt, zusammen mit je einem weiteren von
drei verschiedenen Transferplasmiden, die verschiedene Zielsequenzen (SCR,
NFAT2_1 und NFATZ2_2) tragen, transfiziert. Um zu untersuchen, wie die beste
Knockout-Effizienz erreicht werden kann, wurden zwei verschiedene sgRNAs fur
NFAT2 und ein separater bzw. kombinierter Transfektionsansatz miteinander
verglichen (Abbildung 7). Der NFAT2-Knockout wurde auf mRNA-Ebene mit Hilfe
einer qRT-PCR analysiert. Hier zeigte sich die Expression der NFAT2-mRNA in
den NFAT2-KO Transfektanten als deutlich verringert im Vergleich zu SCR. Der
separate Ansatz erwies sich als effizienter im Vergleich zum kombinierten
Ansatz. Die separate Transfektion erzielte mit NFAT2_1 eine Reduktion der
NFAT2 Expression um 97% und mit NFAT2_2 um 91%. Im kombinierten Ansatz
war die Reduktion um 69% fur NFAT2_1 und 84% fir NFAT2_2 deutlich
schwacher. (Abbildung 8)
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Abbildung 8: NFAT2-mRNA-Expression nach CRISPR/Cas9 Knockout

In transfizierten MEC-1-Zellen wurde die Expression von NFAT2-mRNA mittels gRT-
PCR bestimmt. Dargestellt ist das normalisierte Verhaltnis der NFAT2-mRNA-
Expression der NFAT2-KO Zelllinien bezogen auf den Referenztransfektanten SCRin

kombiniertem bzw. separatem Transfektionsansatz.

Aufgrund dieser Ergebnisse wurden im Folgenden die MEC-1-Zellen aus dem
separaten Ansatz subkloniert und die Subklone erneut auf die Expression von
NFAT2-mRNA untersucht (Abbildung 9). Aus den Subklonen der SCR
Transfektanten wurde der Klon #17 mit der hochsten NFAT2-mRNA Expression
fur die weiteren Experimente ausgewahlt. Unter den NFAT2-KO Subklonen
wurden drei Klone mit der niedrigsten NFAT2-Expression, zwei NFAT2_1 (#12
und #13) und ein NFAT2_2 (#10) Klon ausgewahlt und asserviert. Der Klon
NFAT2_1 #12 wurde fur alle folgenden Experimente verwendet, da er die
geringste NFAT2-mRNA Expression aufwies.
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Abbildung 9: NFAT2-mRNA-Expression der MEC-1 Subklone

Aus den Transfektanten wurden Einzelzellklone hergestellt und anschliel3end deren
NFAT2-Expression mittels gRT-PCR bestimmt. (A) Dargestellt ist die relative NFAT2-
Expression der SCR Subklone (#13-17) normalisiert auf das Referenzgen GAPDH und
(B, C) die NFAT2-Expression bezogen auf den Klon SCR#17 fur Klone aus der
Transfektion mit den sgRNAs NFAT2_1 (#9-13) (B) und NFAT2_2 (#7-11) (C).

Die fur die folgenden Experimente verwendeten Subklone NFAT2_1#12 und
SCR#17 werden im Folgenden mit NFAT2-KO und SCR bezeichnet.
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Um zu Uberprifen, ob es sich bei den ausgewahlten Transfektanten um
erfolgreich transfizierte Klone handelt, wurde die im Transferplasmid enthaltene
EGFP-Sequenz durchflusszytometrisch Uber die Expression von GFP Uberpruft.
Sowohl SCR als auch NFAT2-KO Transfektanten exprimieren zu 99,7% bzw.
99,8% EGFP, wohingegen Wildtyp (WT) MEC-1-Zellen kein EGFP exprimieren
(Abbildung 10).

A MEC-1 Wildtyp SCR#17 NFAT2-KO #12
0% 99,7% 99,8%

FSC-A

A 4

EGFP

Abbildung 10: EGFP-Expression der MEC-1-Transfektanten

Transfektanten und WT MEC-1-Zellen wurden mittels Durchflusszytometrie auf deren EGFP-
Expression analysiert. Dargestellt ist die EGFP-Expression der Transfektanten SCR und
NFAT2-KO sowie der WT MEC-1-Zellen mit prozentualen Angaben der markierten

Population.
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4.2. Analyse der NK-Zell-Reaktivitat gegentiber der MEC-1-Zelllinie

4.2.1. NK-Zell-Zytotoxizitat

Die NK-Zell-abhangige Lyse von SCR und NFAT2-KO Transfektanten wurde mit
Hilfe von Europium Zytotoxizitatsanalysen in verschiedenen Effektor- zu Zielzell-
Verhaltnissen (E:T) untersucht. Die SCR-Transfektanten wurden im Vergleich zu
den NFAT2-KO-Transfektanten deutlich starker lysiert. Die Behandlung mit
Rituximab steigerte die Lyse beider Zelllinien im Vergleich zur unbehandelten
Gruppe, allerdings zeigten die NFAT2-KO Transfektanten immer noch eine
deutliche Resistenz gegenuber der NK-Zell-vermittelten Lyse. (Abbildung 11A)
Die kombinierten Daten aller Spender (n=17) zeigten bei Zugabe von Rituximab
in jeder E:T-Ratio einen signifikanten Anstieg der Lyse verglichen mit den Proben
ohne Behandlung. In der E:T-Ratio 20:1 war fur NFAT2-KO die spezifische Lyse
mit Rituximab signifikant geringer als fur SCR, hier zeigte sich bei NFAT2-KO
eine spezifische Lyse von durchschnittlich 48% gegenuber 59% bei SCR. Ohne
Rituximab-Behandlung erreicht der Unterschied keine Signifikanz. Bei E: T 80:1
zeigte sich ebenfalls eine signifikant geringere spezifische Lyse der NFAT2-KO-
(30%) gegenuber den SCR-Transfektanen (36%) in der Gruppe ohne Rituximab-
Behandlung, mit Behandlung erreicht der Unterschied keine Signifikanz.
(Abbildung 11B und C)
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Abbildung 11: Genetischer Verlust von NFAT2 reduziert die NK-Zell-vermittelte
Lyse der MEC-1 Zellen

Die NFAT2-KO- und SCR-Zellen wurden in An- oder Abwesenheit von Rituximab

(1,25 pg/mL) in den angegebenen E:T-Ratios mit PBMCs gesunder Spender inkubiert.

AnschlieRend wurde die spezifische Lyse durch NK-Zellen mittels 2 h Europium

Zytotoxizitatsanalysen gemessen. (A) Dargestellt sind exemplarische Ergebnisse und (B,
C) kombinierte Daten mit PBMCs von 17 verschiedenen gesunden Spendern im E:T-
Verhaltnis 20:1 (B) und 80:1 (C) (ns = p>0,05; * =

= p<0,0001).

p<0105, *k — p<0’01, *kk — p<0,005, *kkk
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4.2.2. Aktivierung der NK-Zellen

Um die Ursache fur die geringere Lyse der NFAT2-KO-Zellen aufzuklaren, wurde
die Erkennung der NFAT2-KO- und SCR-Transfektanten durch NK-Zellen
analysiert. Dabei wurden die Aktivierung (CD69) und die Degranulation (CD107a)
der NK-Zellen in Kokultur mit den Transfektanten in An- oder Abwesenheit von
Rituximab mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Die Expression von CD107a
unterschied sich nicht signifikant zwischen NK-Zellen, die mit NFAT2-KO oder
SCR kokultiviert wurden. Sie wurde signifikant durch die Behandlung der Kokultur
mit Rituximab gesteigert, so stieg sie bei SCR um 26 Prozentpunkte und bei
NFAT2-KO um 27 Prozentpunkte an. Ahnlich verhielt es sich mit der Expression
des Aktivierungsmarkers CD69. Die Behandlung mit Rituximab steigerte
signifikant dessen Expression auf NK-Zellen, wohingegen die Kokultivierung mit
SCR oder NFAT2-KO keinen Einfluss auf die Expression von CD69 erbrachte.
Auch in der Kontrollgruppe mit PBMCs allein ohne Transfektanten zeigt sich ein
Anstieg der CD69- und CD107a-Expression auf den NK-Zellen bei
Vorbehandlung mit Rituximab. (Abbildung 12)
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Abbildung 12: NK-Zell-Aktivierung bleibt durch NFAT2-Deletion unbeeinflusst

PBMCs von gesunden Spendern wurden in An- oder Abwesenheit von SCR- oder
NFAT2-KO-Transfektanten (E:T 80:1) mit oder ohne Rituximab (10 pg/mL) kultiviert.
Die Degranulation (CD107a) und die Aktivierung (CD69) der NK-Zellen wurden nach
4 h bzw. 24 h mittels Durchflusszytometrie bestimmt. (A, B) Dargestellt ist die

hierarchische Gatingstrategie von Einzelzellen, lebenden Zellen (7-AAD) und NK-
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Zellen (CD3'CD56+) (A) und die FMO-Kontrolle fur CD107a und CD69 (B). (C, D)
Gezeigt sind kombinierte Daten von 6 verschiedenen PBMC-Spendern hinsichtlich der
CD107a- (C) bzw. CD69- Expression (D) auf NK-Zellen. (ns = p>0,05; * = p<0,05; **
= p<0,01, *** = p<0,005; **** = p<0,0001).

Ein weiterer Parameter zur Analyse der NK-Zell-Aktivierung ist die Sekretion von
IFN-y. Um diese zu analysieren, wurden die Uberstande aus den Kokulturen nach
4 h und 24 h mittels IFN-y-ELISA untersucht. Beim Vergleich der IFN-y-
Konzentrationen zwischen den Kokulturen mit NFAT2-KO- oder SCR-Zellen
zeigte sich zu keinem Zeitpunkt ein signifikanter Unterschied, weder ohne noch
mit Rituximab-Behandlung. Allerdings lasst sich nach 4 h eine deutliche
Steigerung der IFN-y Sekretion durch Zugabe von Rituximab erkennen, welche
sich nach 24 h an die Level ohne Rituximab angleichen. (Abbildung 13)
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Abbildung 13: IFN-y Sekretion durch PBMCs bleibt von NFAT2-Deletion
unbeeinflusst

(A, B) PBMCs von gesunden Spendern wurden in An- oder Abwesenheit von SCR bzw.
NFAT2-KO Transfektanten mit oder ohne Rituximab (1,25 ug/uL) Kkultiviert. Die
Sekretion von IFN-y wurde nach 4 h (A) und 24 h (B) Kokultur mittels ELISA bestimmit.
(ns = p>0,05)
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4.3. Analyse der NK-Zell-Zytotoxizitat gegentliber MEC-1-Transfektanten
Um die zytotoxischen Effekte der NK-Zellen in einem Effektorzell-unabhangigen
Ansatz zu untersuchen, wurden im Folgenden Lysate der NK-Zellen verwendet
(Herstellung im Material und Methoden Teil beschrieben). NK-Zell-Lysate
enthalten grof3e Mengen an Perforin und Granzymen, die bei Aktivierung der NK-

Zellen ausgeschuttet werden, um die Zielzelle zu lysieren.

Die SCR und NFAT2-KO Transfektanten wurden nach Inkubation mit den
Lysaten mit 7-AAD gefarbt. Die gemessene 7-AAD-Positivitat der Transfektanten
nach Lysatbehandlung dient als direktes Mal3 flr die Membranpermeabilisierung.
Ohne Lysate zeigen beide Transfektanten einen vergleichbaren Anteil an 7-AAD*
Zellen, wohingegen mit Lysatbehandlung der Anteil an 7-AAD* Zellen von SCR
um 40,8 Prozentpunkte hoher lag als bei NFAT2-KO. (Abbildung 14)
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Abbildung 14: NFAT2-Deletion verringert die Membranpermeabilisierung durch
NK-Zell-Lysate

SCR- und NFAT2-KO-Transfektanten wurden fir 1 h bei 37 °C mit NK-Lysaten
behandelt und mit 7-AAD gefarbt. (A) Dargestellt ist die exemplarische Gatingstrategie
von Einzelzellen und 7-AAD* Transfektanten mit prozentualen Angaben der
markierten Population. (B) Zeigt den Anteil an 7-AAD* SCR- und NFAT2-KO Zellen

mit und ohne Lysatbehandlung.

Um zu analysieren, ob die Membranpermeabilisierung nach Behandlung mit den
NK-Zell-Lysaten durch Perforin ausgelost wird, wurden die Lysate mit einem
blockierenden anti-Perforin-Antikorper vorbehandelt. Die anschlieRende

durchflusszytometrische Analyse zeigte keinen Unterschied in der
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Membranpermeabilisierung zwischen SCR und NFAT2-KO bei vorheriger anti-
Perforin-Behandlung der Lysate. Zudem lag der Anteil an 7-AAD* Zellen gleich
hoch, wie bei den unbehandelten Proben, sodass man hier eine Permeabilisation
ausschlieRen kann. In den Isotypkontrollen fur anti-Perforin mit einem migG2b
Antikorper zeigte sich weiterhin eine signifikante Resistenz in NFAT2-KO Zellen.
(Abbildung 15A)

Eine Behandlung mit humanem rekombinantem Perforin (rhPFN) lieferte
vergleichbare Ergebnisse wie mit den NK-Zell-Lysaten (Abbildung 15B) und
fuhrte zu einem deutlich hoheren Anteil an 7-AAD* Zellen bei SCR (89%) als bei
NFAT2-KO Transfektanten (60%) (Abbildung 15B).
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Abbildung 15: Perforin vermittelt die NK-Lysat-abhangige
Membranpermeabilisierung

(A) NK-Zell-Lysate wurden nach Vorbehandlung mit einem anti-Perforin-Antikdrper
(100 pg/mL) zur Behandlung der SCR bzw. NFAT2-KO Transfektanten eingesetzt und
die Membranpermeabilisierung mittels 7-AAD durchflusszytometrisch bestimmt. (B)

Alternativ wurden die Transfektanten in An- oder Abwesenheit von rekombinantem
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Perforin (0,18 ng/pl) inkubiert und die Membranpermeabilisierung mittels 7-AAD
durchflusszytometrisch bestimmt.

Neben der Membranpermeabilisierung der SCR- und NFAT2-KO-Zellen wurde
deren Suszeptibilitat fur Apoptoseinduktion genauer untersucht. Hierfur wurden
die MEC-1-Transfektanten mit Lysaten inkubiert und anschlieRend Annexin-V,
als Marker der frUhen Apoptose, durchflusszytometrisch bestimmt. Ohne Lysate
zeigen beide Transfektanten einen vergleichbaren Anteil an Annexin-V* Zellen,
wohingegen der Anteil an Annexin-V* Zellen nach Behandlung mit den Lysaten
fur SCR um 41,8 Prozentpunkte hoher lag als bei NFAT2-KO. (Abbildung 16)
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Abbildung 16: Suszeptibilitat fur Apoptoseinduktion wird durch NFAT2-
Deletion reduziert

SCR und NFAT2-KO Transfektanten wurden fur 1 h bei 37 °C mit Lysaten behandelt
und mit Annexin-V markiert. (A) Dargestellt ist die exemplarische Gatingstrategie von
Einzelzellen und Annexin-V* Transfektanten mit prozentualen Angaben der markierten
Population. (B) zeigt den Anteil an Annexin-V* SCR und NFAT2-KO Zellen mit und
ohne Behandlung von Lysaten.

Um die Apoptoseinduktion in SCR- und NFAT2-KO-Zellen durch NK-Zell-Lysate
Uber einen langeren Zeitraum zu untersuchen, wurde ein Verfahren zur
Bestimmung lebender Zellen (IncuCyte®) genutzt. Die Aktivierung von Caspasen
3/7 wurde mit Hilfe eines roten Fluoreszenz-gekoppelten Caspasen 3/7 Reagenz
dargestellt. Lebende Transfektanten kdnnen anhand der EGFP-Expression

identifiziert werden. Exemplarische Aufnahmen nach circa 2 h zeigen deutlich
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vermehrt rot fluoreszierende SCR- als NFAT2-KO-Zellen und kaum rote
Fluoreszenz in den Kontrollen. (Abbildung 17A) Der Verlauf der Caspaseaktivitat
Uber die gesamte Messzeit zeigte einen deutlichen Anstieg des Caspase3d/7
Signales in SCR-Zellen, das sein Maximum nach 2 h erreicht hatte. Zu diesem
Zeitpunkt zeigte sich auch die grofite Differenz in der Caspaseaktivitat zwischen
SCR- und NFAT2-KO-Transfektanten mit ca. 60% geringerer Caspase3/7
Positivitat in SCR-Zellen. Die Kontrollen ohne Lysatbehandlung zeigten keine
Aktivierung der Caspase. (Abbildung 17B)

A) SCR NFAT2-KO

Lysatbehnaldung
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Abbildung 17: Caspase3/7 Aktivitat nach Lysatbehandlung wird durch NFAT2-

Deletion verringert

(A-C) SCR- und NFAT2-KO-Zellen wurden mit und ohne Lysatbehandlung (0,12 pg/uL)

mit Caspase3/7 Reagenz (0,5 yM) markiert und Uber ca. 4 h im IncuCyte in 30 min

Intervallen gemessen. Dargestellt sind exemplarische Bilder aus dem IncuCyte® der vier

verschiedenen Bedingungen (A) sowie der Anteil der Caspase 3/7 positiven Flache an
der Gesamt-Zellflache im Verlauf (B) und nach 2,1 h (C).
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5. Diskussion

Die CLL ist die haufigste Leukamieform in Deutschland und bis heute
medikamentds nicht heilbar.?® Die Indikation zur Therapie wird an klinischen
Parametern festgemacht. Trotz der Moglichkeit einer Risikostratifizierung der
CLL?° sind aggressive Verlaufe durch eine friihzeitige Therapie bislang nicht
abzuwenden.®*% Zur Rolle von NFAT2 in der CLL war bislang wenig bekannt.
NFAT2 zeigte sich in einer histopathologischen Untersuchung in der CLL
Uberexprimiert und zum Teil in den Zellkern transloziert.?° In verschiedenen
aggressiven B-NHL liefert NFAT einen Uberlebensvorteil fur die Tumorzellen.?'
In Ubereinstimmung damit konnte durch Hemmung von NFAT die metabolische
Aktivitat im DGBZL verringert werden.>? Marklin et al untersuchten die Rolle von
NFAT2 in der CLL und erlangten damit neue Erkenntnisse sowohl Uber die
Vorhersage des Krankheitsverlaufs als auch Uber NFAT2 als potenzielle
Zielstruktur in der CLL-Therapie. Sie konnten zeigen, dass Patientinnen mit
aggressiver CLL oder RS eine verringerte Expression von NFAT2 aufweisen. Im
Ep-TCL1-Mausmodell der Leukamie sorgte die B-Zell spezifische Deletion von
NFAT2 fur eine Akzeleration der CLL und eine Aufhebung des anergen
Phanotyps. NFAT2 korreliert mit der Aggressivitat der Erkrankung und konnte als

relevanter Regulator der Anergie in der CLL identifiziert werden.%8

Hieran anknupfend wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht, wie sich eine
Deletion von NFAT2 in CLL-Zellen auf deren Immunevasion gegenuber NK-
Zellen auswirkt. Hierfir wurde eine Zelllinie als Modell fur die CLL herangezogen.
Zelllinien haben den Vorteil, dass sie ein stabiles System fur Untersuchungen
bieten.®® In dieser Arbeit wurde die MEC-1-Zelllinie verwendet, die aus dem
peripheren Blut eines Patienten mit B-CLL stammt.’® Die MEC-1 Zelllinie ist dem
anergen Phanotyp der CLL ahnlich.%> Nach Marklin et al wiirde die Induktion einer
NFAT2-Deletion den anergen Phanotyp aufheben und einen aggressiven
Phanotyp induzieren.®® In dieser Arbeit wurde mit Hilfe dieses Modells der
Zusammenhang zwischen NFAT2-Deletion und Immunuberwachung der CLL

untersucht.
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5.1.Generierung eines NFAT2-Knockouts in der MEC-1 Zelllinie
Der NFAT2-Knockout wurde mit Hilfe des CRISPR/Cas9 Systems induziert.
Dieses wurde schon von Arruga et al in der MEC-1-Zelllinie erfolgreich
eingesetzt, um die Auswirkungen eines Knockouts von NOTCH1 auf die CLL zu

untersuchen.91

FUr die Untersuchung des NFAT2-Knockouts wurden zwei Transfektionsansatze
verglichen, wobei die separate Transfektion von Zielsequenz und Cas9 eine
hohere Knockout-Effizienz erzielte mit einer starkeren Reduktion der NFAT2-
Expression. Fur den Vektor NFAT2_1 reduziert sich die NFAT2-Expression mit
dem separaten Ansatz um 28 Prozentpunkte im Vergleich zum kombinierten
Ansatz. In der separaten Transfektion wurde je eine HEK-Zell-Population mit
einem Plasmid transfiziert, somit entstand mehr Virus als in der kombinierten
Transfektion. Das konnte die Ursache fur die hohere Knockout-Effizient im
separaten Ansatz sein. Hsu et al zeigen, dass Konzentrationen von Cas9 und
sgRNA zu einem effizienteren Knockout hin titriert werden kénnen.'%? Eine solche
Titration fur Cas9 und sgRNA als auch fur deren lentivirale Vektoren konnte
zeigen, mit welchen Konzentrationen die hochste Knockout-Effizienz in unserem

Ansatz erzielt werden wirde.

Die folgende Subklonierung der Transfektanten lieferte unterschiedliche
Expressionslevel von NFAT2 in den NFAT2-KO Subklonen. Dabei schwankte die
relative NFAT2-Expression bezogen auf den Klon SCR#17 von nahezu 0% bis
Uber 300%. Diese Variabilitat in der NFAT2-Expression kann durch eine
unterschiedlich effiziente Transduktion in die einzelnen MEC-1-Zellen zustande
kommen. Als Ursachen hierfir konnte eine unterschiedliche Cas9-Effizienz in
verschiedenen Zellen infrage kommen. Dies unterstreicht die Relevanz der
Subklonierung in diesem Ansatz. Trotz unterschiedlicher Knockout-Effizienzen
konnte damit eine einheitliche Population von Transfektanten mit effizientem
NFAT2-Knockout selektiert werden, die in den folgenden Experimenten zum

Einsatz kam.
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5.2. Analyse der NK-Zell-Reaktivitat gegeniiber der MEC-1 Zelllinie

5.2.1. NK-Zell-Zytotoxizitat
Nach der erfolgreichen Generierung der SCR- und NFAT2-KO-Zelllinien wurden
diese in Zytotoxizitatsassays eingesetzt. Es zeigte sich eine durch die NFAT2-
Deletion induzierte Resistenz der MEC-1-Zellen gegenuber der Lyse durch NK-
Zellen. Diese Resistenz bestand auch bei Induktion von NK-Zell-abhangiger
ADCC durch Zugabe des anti-CD20-Antikorpers Rituximab.

Die Zytotoxizitatsanalysen unter Verwendung von PBMCs wurden Uber eine
Inkubationszeit von 2 h durchgefuhrt und ermitteln dadurch vorrangig die Lyse
der Zielzellen durch NK-Zellen.'®® Diese Methode zeigt eine starke Korrelation

mit der durchflusszytometrischen Bestimmung der NK-Zell-Zytotoxizitat. %4

Unsere Analysen zeigen eine signifikant geringere Lyse der NFAT2-KO-
gegenuber den SCR-Zellen bei E:T 20:1 mit Rituximab-Behandlung und E:T 80:1
ohne Behandlung. Bei E:T 80:1 mit Rituximab konnte kein signifikanter
Unterschied gemessen werden. Grund dafur konnte sein, dass die Lysekapazitat
hier schon maximal ausgeschopft ist und sich somit eine Resistenz nicht mehr
messen lasst. Ein ahnliches Phanomen konnte den fehlenden signifikanten
Unterschied bei der E:T 20:1 ohne Rituximab erklaren. Hier konnte durch die
geringe Lysekapazitat bei wenigen PBMCs und ohne Behandlung ein
Unterschied nicht gut messbar sein. Diese Effekte wurden moglicherweise bei
Verwendung von isolierten NK-Zellen vermieden werden kdnnen. Die Zugabe
von Rituximab steigerte in allen Ansatzen signifikant die Lyse der Transfektanten.
Dies war erwartet und stimmt mit den Ergebnissen von Veuillen et al Uberein, die
zeigten, dass die spezifische Lyse sich durch den Einsatz von Rituximab
signifikant steigern Iasst. Veuillen et al konnten aul3erdem zeigen, dass CLL- im
Vergleich zu AML-Zellen eine Resistenz gegenuber NK-Zell-vermittelter Lyse

aufweisen.10°

Unsere NFAT2-KO- zeigen verglichen mit SCR-Transfektanten eine deutlich
geringere Suszeptibilitat gegenuber der Lyse durch NK-Zellen. Diese hat auch
bei Einsatz des monoklonalen Antikorpers Rituximab weiterhin Bestand. Diese

Ergebnisse deuten auf die Relevanz dieses neu entdeckten
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Resistenzmechanismus in der Immuntherapie der CLL hin. Ob sich das
aggressivere Verhalten der NFAT2-KO-Transfektanten auch in vivo bestatigt,

wird aktuell im Mausmodell untersucht.

5.2.2. Aktivierung der NK-Zellen
Als Ursache fur die geringere Lyse von NFAT2-KO Zellen ware eine geringere
NK-Zell-Aktivierung durch NFAT2-KO- als durch SCR-Transfektanten eine
mogliche Erklarung. Dies wurde in Kokulturen von MEC-1-Transfektanten mit
PBMCs untersucht. Hier zeigte sich kein Unterschied in der CD69- und CD107a-
Expression sowie IFN-y-Produktion der NK-Zellen zwischen Kokultivierung mit
NFAT2-KO- oder SCR-Zellen. Die Aktivierung der NK-Zellen wurde mit Hilfe der
Expression von CD69 bestimmt. Kein Unterschied in der CD69-Expression
deutet darauf hin, dass NFAT2-KO Zellen durch NK-Zellen nicht weniger oder
schlechter erkannt werden. Damit Ubereinstimmend unterscheidet sich auch die
Expression des Degranulationsmarkers CD107a nicht. Wie Fischer et al konnten
wir eine signifikante Steigerung der CD107a-Expression bei Zugabe von
Rituximab messen.'%® Dies steht im Einklang mit den Ergebnissen unserer
Zytotoxizitatsanalysen, wo die Zugabe von Rituximab die Lyse der
Transfektanten signifikant steigerte. Da Rituximab auch an das CD20 gesunder
B-Zellen bindet, werden auch in der Kontrollgruppe NK-Zellen aktiviert, was
erklart, warum die Expression von CD69 und CD107a auch ohne das Vorliegen

von Transfektanten anstieg.

Die Ausschuttung von IFN-y bleibt von der NFAT2-Deletion ebenso
unbeeinflusst. Bei Zugabe von Rituximab zeigt sich eine verstarkte IFN-y-
Ausschuttung. Dies zeigt sich nach 4 h, nicht aber nach 24 h Inkubation. NK-
Zellen sind die Hauptquelle fiir IFN-y des angeborenen Immunsystems.'%” Die
Ausschuttung von IFN-y durch NK-Zellen wird sowohl durch aktivierende
Rezeptoren als auch durch Zytokine wie IL-12 induziert."®® Durch die
Ausschuttung von IFN-y wird die Tumorerkennung gefordert und weitere
Immunzellen aktiviert.'® Die konstitutiv aktive IFN-y-Transkription erlaubt den
NK-Zellen eine schnelle Bereitstellung des Zytokins.'"® Das erklart den friihen
Anstieg der IFN-y nach Aktivierung der NK-Zellen durch Rituximab. Ein Abfall der
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IFN-y Konzentration zum spateren Messzeitpunkt (24 h) konnte darauf

hindeuten, dass die Halbwertszeit von IFN-y bereits Uberschritten war.

Aus diesen Ergebnissen Iasst sich schlie3en, dass die Erkennung der CLL-Zellen
durch NK-Zellen nicht durch die NFAT2-Deletion beeintrachtigt wird. Damit bleibt
die Immunogenitat der CLL-Zellen von NFAT2 unbeeinflusst. Die Resistenz
gegenuber NK-Zell-Lyse kommt damit erst nach Aktivierung und Degranulation
der NK-Zelle zum Tragen. Eine durch NFATZ2 induzierte Resistenz gegenuber
der NK-Zell-Zytotoxizitat ist also wahrscheinlich, dies wurde im Folgenden

untersucht.”®

5.3. Analyse der NK-Zell-Zytotoxizitat gegeniiber MEC-1-Transfektanten
Um eine mogliche Resistenzbildung der Transfektanten gegenuber Lyse
unabhangig vom zellularen Kontext zu untersuchen, wurden aus isolierten NK-
Zellen Proteinlysate generiert, die aufgrund des hohen Anteiles an zytotoxischen
Granula groRe Mengen an Perforin und Granzymen enthalten.'” Mit diesen
Lysaten wurden anschlielRend die Transfektanten behandelt.

5.3.1. Perforin-induzierte Membranpermeabilisierung
Im ersten Schritt wurde der Einfluss von Perforin in den Lysaten auf die
Membranpermeabilisation der Transfektanten analysiert. Die hier ermittelten
Ergebnisse zeigen, dass die NFAT2-Deletion in CLL-Zellen eine Resistenz
induziert. Die mit 7-AAD bestimmte Membranpermeabilisierung durch die Lysate
ist in NFAT2-KO Zellen um 40,8 Prozentpunkte und damit deutlich geringer als
in SCR Transfektanten. Weiterhin konnte hier gezeigt werden, dass durch die
Zugabe eines anti-Perforin-Antikorpers die Aufnahme von 7-AAD* in die Zelle
verhindert wird und damit vermutlich die zugrunde liegende Porenbildung durch
Perforin in der Zielzell-Membran. Es zeigte sich keine Zunahme der 7-AAD*
Zellen im Vergleich zu unbehandelten Proben, zudem auch keine Unterschiede
zwischen SCR und NFAT2-KO Transfektanten. Daraus lasst sich schlie3en, dass

die hier beobachtete Resistenz gegenuber der Membranpermeabilisierung uber
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eine Resistenz der NFAT2-KO-Transfektanten gegenuber Perforin vermittelt

wird.

Lehmann et al beschreiben ein ahnliches Phanomen, bei dem eine
eingeschrankte Bindung von Perforin an die Oberflache von Zellen der
chronischen und akuten myeloischen Leukamie (CML, AML) fur deren Resistenz
gegenliber NK-Zell-Zytotoxizitat verantwortlich ist.8¢ Eine mogliche Erklarung fur
die verminderte Porenbildung in NFAT2-defizienten CLL-Zellen konnte ein
Einfluss von NFAT2 auf die Struktur der Zellmembran sein. Li et al konnten
zeigen, dass sich beim Aufbau der immunologischen Synapse die Lipidmembran
der NK-Zellen verdichtet und diese so vor Perforin schiitzt.''? Es ist ebenfalls
bekannt, dass die Veranderung der Membranstruktur und des Aktinskelettes eine
Brustkrebszelllinie vor NK-Zell-vermittelter Lyse schiitzt.8” Auch zytotoxische T-
Zellen mussen sich vor ihren eigenen Granula schitzen. Rudd-Schmitd et al
konnten zeigen, dass eine hohe Lipiddichte in der Plasmamembran die Bindung
von Perforin verhindert und Phosphatidylserin durch seine negative Ladung
membrangebundenes Perforin inaktiviert.'' Bei der Degranulation werden auch
CD107a und Cathepsin B an der Zellmembran exponiert, wodurch Perforin daran
gehindert wird, an die Effektorzelle zu binden, beziehungsweise proteolytisch
inaktiviert wird.”"''* Ahnliche Mechanismen konnten sich auch Tumorzellen
zunutze machen, um sich vor NK-Zell-Zytotoxizitat zu schutzen. Fur CLL-Zellen
ist bekannt, dass sie Aktinflamente an der immunologischen Synapse
polarisieren, um der NK-Zell-Zytotoxizitat zu entkommen. Die gezielte Hemmung
dieses Aktinumbaus mit einem CDC42-Inhibitor konnte die Suszeptibilitat der
CLL-Zellen gegenlber NK-Zell-Zytotoxizitat wiederherstellen.!'® Die von Wurzer
et al verwendeten CDC42-Inhibitoren kdnnten in zuklnftigen Versuchen zur
Behandlung der NFAT2-KO Transfektanten verwendet werden, um zu
untersuchen, ob Aktinfilamente an der NFAT2 vermittelten NK-Zell-Resistenz
beteiligt sind.

57



5.3.2. Granula-induzierte Apoptose
Auch eine Resistenz gegenuber der Apoptose ist ein bekannter Mechanismus
von Tumorzellen, um sich der Immuniiberwachung von NK-Zellen zu entziehen.”
Die hier beschriebenen Ergebnisse zeigen eine geringere Aktivierung der
Apoptose in NFAT2-KO- verglichen mit SCR-Transfektanten. Dies wurde mit
dem Marker Annexin-V in der Durchflusszytometrie und auch durch

Untersuchung von Caspase 3/7 Aktivitat mit Hilfe des IncuCyte ermittelt.

Die Apoptoseresistenz als Immunevasionsmechanismus kann verschiedene
Ursachen haben. Tumorzellen durchlaufen eine Vielzahl von genetischen
Veranderungen, die einen Uberlebensvorteil bieten, unter anderem Resistenz
gegeniiber Apoptose.'® Fiir Caspase 3 und 7 sind Mutationen in verschiedenen
Tumorentitaten beschrieben, die zur Tumorentwicklung beitragen konnten.”6.117
Neben Mutationen kann auch eine vermehrte oder verringerte Expression von
anti- beziehungsweise pro-apoptotischen Molekulen die Apoptoseinduktion in
Tumorzellen verhindern.”> Die erhéhte Expression der anti-apoptotischen
Proteine der Bcl2-Familie ist mit der Resistenz von B-NHL gegenuber ADCC-
basierten Therapien assoziiert.2? Es ware interessant, diese Mechanismen der
Apoptoseresistenz bei den CLL-Transfektanten zu untersuchen. Die geringere
Apoptoseinduktion in NFAT2-KO-Transfektanten konnte auch auf eine geringere
Anzahl an Perforinporen zurtckzufuhren sein, wodurch auch weniger Granzyme
in die Zielzelle gelangen. Somit wurde indirekt Uber eine Perforinresistenz auch

eine Apoptoseresistenz durch den NFAT2-KO induziert werden.

5.4. Ausblick

5.4.1. NFAT2 zur Risikostratifizierung der CLL
Nach aktuellem Forschungstand korrelieren in der CLL hohe NFAT2-Level mit
einer guten Prognose und meist anergen BZR, wohingegen niedrige NFAT2-
Level auf aggressive Verlaufe mit hochreaktiven BZR und starker Ca?*-
Mobilisation hinweisen. Eine niedrige Expression von NFATZ2 deutet nicht nur auf
aggressive Verlaufe hin, sondern zeigt sich auch beim RS.58118 Somit kbnnte die

Etablierung von NFAT2 als Marker zur Risikostratifizierung der CLL eine neue
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Moglichkeit bieten, aggressive Verlaufe und deren Transformation zu
hochaggressiven Lymphomen (RS) frihzeitig zu erkennen und mit NFAT2 als
Zielstruktur auch therapeutisch anzugehen. Vorangegangene Analysen zeigen,
dass hierfur die Bestimmung der mMRNA-Expression von NFAT2 mittels gqRT-PCR
geeignet ware.%® Da eine niedrige NFAT2-Expression mit einem hochreaktiven
BZR korreliert, konnte statt der Bestimmung der NFAT2 mRNA auch die BZR-
Reaktivitat zur Risikostratifizierung genutzt werden, wofur sich die von Heitmann
et al etablierte durchflusszytometrische Ca?*-Flussmessung eignen wiirde."'®
Bereits etablierte Marker wie CD38, ZAP70 und IGHV-Mutation oder
chromosomale Abberrationen'® werden nicht durch das Fortschreiten der
Erkrankung oder therapeutische Interventionen beeinflusst. Fur NFATZ2 ist dies
noch nicht vollstandig erforscht, eigene Beobachtungen deuten aber darauf hin,
dass sich NFAT2 als Marker dynamisch verhalt. Das wurde die Moglichkeit
eroffnen, auf eine Veranderung des Markers zu reagieren und fruhzeitig eine
Therapie zu beginnen. Des weiteren ware es interessant zu untersuchen, ob
NFAT2 die Expression von neuen Risikomarkern der CLL wie 4-BBL'® und
Endoglin (CD105)"?! reguliert, die beide mit kiirzerer Uberlebenszeit korrelieren.
Um NFATZ2 als Marker zur Risikostratifizierung einfuhren zu konnen, sind
Analysen notwendig, die einen zuverlassigen Grenzwert zur Aufteilung in hohe

und niedrige NFAT2-Expression ermitteln.

5.4.2. NFAT2 als therapeutische Zielstruktur
Wie in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, beeinflusst die Deletion von NFAT2
das Uberleben von CLL-Zellen. Damit liegt es nahe, NFAT2 als Zielstruktur fir
neue Therapieoptionen in der CLL zu berlicksichtigen.*® Die Inhibition von NFAT
als therapeutische Methode scheint den hier vorliegenden Ergebnissen zu
widersprechen. Diese Arbeit sowie die friihere Arbeit von Marklin et al 8 zeigen,
dass die Deletion von NFAT2 einen aggressiveren Verlauf der CLL und eine
Resistenz gegenuber NK-Zell-Zytotoxizitat induziert. Demnach konnte man
annehmen, dass auch eine Inhibition von NFAT einen aggressiven Verlauf

begunstigt und eine Induktion von NFAT2 eine mogliche Therapieoption darstellt.
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Apollonio et al konnten zeigen, dass die Inhibition von NFAT mit VIVIT zwar den
anergen Zustand der CLL-Zellen aufhebt, aber ebenso deren Apoptose
induziert.%¢ Die Ursachen fiir die scheinbare Diskrepanz unserer Ergebnisse

bleibt aktuell unklar und erfordert weiterfihrende Arbeiten.

Eine genauere Analyse der durch die NFAT2-Deletion induzierten
Resistenzmechanismen konnte weitere Zielstrukturen fir neue CLL-
Therapeutika aufdecken. Diese Analyse konnte Uber die Untersuchung in der
CLL auf bekannte Resistenzmechanismen anderer Entitaten erfolgen. Diese
mussten anschlieBend auf einen Zusammenhang mit der NFAT2-Deletion
untersucht werden. Eine alternative Herangehensweise ware die Analyse von
RNA-Sequenzierungsdaten der Transfektanten. Die durch den NFAT2-KO
veranderte Genexpression musste dann auf einen moglichen Zusammenhang
mit Resistenzmechanismen gegenuber NK-Zell-Zytotoxizitat Uberpruft werden.
Am zielfGhrendsten ware wahrscheinlich ein kombiniertes Vorgehen, bei dem die
RNA-Sequenzierungsdaten der NFAT2-KO-Transfektanten auf veranderte
Genexpression von potenziell in Resistenzmmechanismen involvierten Genen
untersucht werden. Liefern diese Ansatze Erkenntnisse, konnten die am
Resistenzmechanismus beteiligten Strukturen als spezifische Zielstrukturen far
neue Therapien dienen. Uber diese kann man zu diesem Zeitpunkt aber nur

spekulieren.

Zusammenfassend ist also momentan unklar, inwiefern eine Modulation des
NFAT2-Signalweges als neue Therapieoptionen fur die CLL etabliert werden

konnte, und weiterfuhrende Arbeiten sind erforderlich, um diese Frage zu klaren.

5.4.2.1. Inhibition von NFAT2
Der NFAT-Signalweg wird durch die CsA und FK506 inhibiert, die aufgrund ihrer
immunsuppressiven Wirkung in der Transplantationsmedizin eingesetzt werden.
Auch ihr Einfluss auf die CLL wurde in der Vergangenheit untersucht, wobei eine
Langzeitbehandlung mit diesen Substanzen zum Progress der Erkrankung und
sogar zu einer erhéhten Inzidenz von Tumorerkrankungen fiihrte.48.122.123 Dies

lasst sich mit der immunsuppressiven Wirkung der Substanzen erklaren, die die
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Immuniiberwachung von malignen Erkrankungen hemmt.*® Um diesen Effekt zu
umgehen, ware eine spezifische Inhibitoren des NFAT-Signalwegs mit Hilfe von
Small Molecule Inhibitors (SMls) fir NFAT wie dem Peptidinhibitor VIVIT oder
Inhibitors of NFAT-CaN Association 6 (INCA-6) denkbar. Diese binden an die
Calcineurin-Bindungsstelle von NFAT, wobei die Dephosphorylierung anderer
Calcineurin-Substrate unbeeinflusst bleibt.'?4125 Le Roy et al konnten zeigen,
dass die Stimulation des BZR in CLL-Zellen ein Uberlebenssignal mit erhhter
metabolischer Aktivitat auslost, welches durch die Therapie mit VIVIT inhibiert
werden kann.%” Die Phytochemikalien Rocaglamid und seine Derivate inhibieren
die nukleare Translokation von NFAT, ohne NF-kB und AP-1 zu beeinflussen und
konnten damit ebenfalls als NFAT-spezifische Inhibitoren dienen.'?® Auch das
Bisphosphonat Zolendronat hemmt Tumorzellwachstum in Mamma- und
Pankreaskarzinom (ber Ubiquitinilierung und Degradierung von NFAT.'?” Der
Calciumkanalinhibitor ~ Nifedipin verringert in Kolonkarzinomzellen die
Phosphorylierung und damit die Aktivitat von NFAT2. Dadurch werden die
Proliferation und Metastasierung der Tumorzellen gehemmt. Zusatzlich wird
durch Nifedipin NFAT2-abhangig die Expression von PD-L1 auf Tumorzellen und
PD-1 auf T-Zellen verringert.'?® So wird (iber die Hemmung von NFAT2 das
Tumorwachstum von Kolonkarzinomzellen gehemmt, es ware denkbar, dass sich
diese Effekte auch fur andere Tumorentitaten zeigen. Diese Vielzahl von
Moglichkeiten, NFAT zu inhibieren, gilt es in Zukunft noch in der CLL zu

untersuchen, um daraus eventuell neue Therapien zu entwickeln.

Des weiteren gibt es Hinweise, dass die Blockade von NFAT bereits genutzte
Therapien verbessern konnte. In Untersuchungen der BCR-ABL* CML und
akuten lymphatischen Leukamie (ALL) konnte gezeigt werden, dass durch NFAT-
Blockade die malignen Zellen fur TKls sensibilisiert und die Elimination der
Leukamiezellen erleichtert werden kann.'2%130 Wolf et al konnten zeigen, dass
eine Therapie mit Ibrutinib die Aktivitat von NFAT2 in CLL Zellen deutlich
reduziert.?® Die Inhibition des NFAT-Signalwegs mit VIVIT hebt den anergen
Zustand der CLL auf, stellt die Reaktivitat auf den BZR wieder her und induziert
Apoptose.’® Dieser Enthemmung des anergen Zustands und die damit

einhergehende Reaktivitat auf den BZR konnte die Wirkung von Inhibitoren des
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BZR-Signalwegs wie Ibrutinib verbessern. Es ware also sinnvoll, die Wirkung von
spezifischen NFAT-Inhibitoren im Zusammenspiel mit anderen Therapeutika der
CLL zu untersuchen. Aul3erdem ware es wunschenswert, NFAT-Inhibitoren zu

entwickeln, die gezielt in malignen Zellen ihre Wirkung entfalten.*?

5.4.2.2. Induktion von NFAT2
Als entgegengesetzter Therapieansatz kdnnte in der Theorie auch eine Induktion
des NFAT-Signalwegs in der CLL interessant sein. Eine Aktivierung des NFAT-
Signalwegs bei aggressiven Krankheitsverlaufen mit geringer NFAT2-Expression
konnte eine Reaktivierung des anergen Zustands der CLL-Zellen induzieren,
wodurch sich der aggressivere Verlauf abbremsen liee. Fur das hepatozellulare
Karzinom ist bekannt, dass eine induzierte Uberexpression von NFAT2 die
Aggressivitat der Tumorzellen verringert.’3' Einen solchen Effekt kénnte man

sich auch fur die CLL vorstellen.

Um den NFAT-Signalweg zu induzieren, kdnnte man beispielsweise die Ca?*-
Aufnahme in die Zelle erhdhen. So kann beispielsweise in Zellen des
Prostatakarzinoms eine verstarkte Aktivitat von NFAT durch erhohte Expression
des Ca?*-Kanals TRPV6 beobachtet werden.'®> Bei Einsatz des
Chemotherapeutikums 5-Fluorouracil ist der Eintritt von extrazellularem Ca?*
essenziell fur die Apoptoseinduktion in Kolonkarzinomzellen.'3® Gleiches gilt fiir
die Anwendung von Bortezomib in der Therapie des Multiplen Myeloms und flr
die Cisplatin-Therapie von Zervixkarzinomzellen.'3'35 Im Gegensatz dazu
erhoht bei der Therapie der ALL die Behandlung mit Dexamethason die
intrazellulare Ca?*-Konzentration, die Apoptose der Tumorzellen wird aber durch
einen intrazellularen Ca?*-Chelator verbessert.'3¢ Es besteht also die Gefahr,
durch Induktion CaZ*-abhangiger Signalwege Uberlebensmechanismen von
Tumoren zu verstarken. Um die Induktion des NFAT-Signalwegs fur die CLL
therapeutisch nutzen zu konnen, sind entsprechend Untersuchungen zur
Auswirkung der NFAT-Induktion spezifisch in der CLL notwendig, um
herauszufinden, wie sich eine unspezifische Induktion durch erhohte

intrazellulare Ca?*-Konzentration auf die CLL-Zelle auswirkt. Auch bei diesem
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Ansatz waren Therapeutika, die spezifisch den NFAT2-Signalweg induzieren
konnen, von Vorteil. Dabei ware die Blockade von NFAT-Kinasen denkbar, die
durch die Phosphorylierung von NFAT dessen Translokation aus dem Zellkern in
das Zytoplasma fordern.

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die NFAT2-
Deletion in CLL-Zellen eine Resistenz gegenuber der Membranpermeabilisierung
durch Perforin und der Apoptoseinduktion durch NK-Zell-Lysate induziert. Die
Mechanismen, die diese Resistenz vermitteln, gilt es weiter aufzuklaren. Hierfur
konnte die durch NFAT2-KO veranderte Genexpression zielfuhrend sein. Mithilfe
von RNA-Sequenzierung konnten sich  Hinweise auf an den
Resistenzmechanismen beteiligten  Strukturen ergeben. Ein besseres
Verstandnis konnte dann eine therapeutische Modulation von NFAT zur
Optimierung NK-Zell-mobilisierender therapeutischer Ansatze in der CLL

ermoglichen.
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6. Zusammenfassung

Marklin et al haben gezeigt, dass der genetische Verlust von NFATZ2, bekannt als
wichtiger  Transkriptionsfaktor in der Lymphozytenentwicklung, einen
aggressiven Verlauf der CLL verursacht: In Mausen zeigen indolente CLL-Zellen
eine hohe NFAT2-Expression und weisen anerge BZR auf. Der NFAT2-Verlust
verstarkt die BZR-Signalubertragung und fuhrt zu einem bdsartigen und
proliferativen Erkrankungsverlauf. Dies spiegelt sich auch bei Patienten mit
Umwandlung einer indolenten CLL in ein aggressives B-Zell-Lymphom (Richter-

Syndrom) wider, die eine im Vergleich niedrige NFAT2-Expression aufweisen.®

In dieser Arbeit wurde untersucht, ob und wie NFAT2 an der Resistenz von CLL-
Zellen gegen Behandlung mit bei dieser Erkrankung routinemafig eingesetzten
Anti-CD20-Antikorpern  beteiligt ist. Diese Antikorper vermitteln ihre
therapeutische Wirkung wesentlich uber die Auslosung von ,antibody-dependent
cellular cytotoxicity“ (ADCC) durch Naturliche Killerzellen (NK-Zellen). Zu diesem
Zweck wurde ein CRISPR/Cas9-basierter NFAT2- knock out (KO) in MEC-1 CLL-
Zellen durchgefuhrt, um eine fur eine aggressive CLL charakteristische Zelle zu
modellieren. In Zytotoxizitatsassays zeigte sich eine deutlich hohere Resistenz
von NFAT2-KO-Zellen gegenuber NK-Zell-Zytotoxizitat verglichen mit Kontroll-
Transfektanten. Der NFAT2-Verlust verstarkte nicht nur die Resistenz von CLL-
Zellen gegenuber basaler Lyse, sondern ebenfalls gegenuber der ADCC, die
durch den Anti-CD20-Antikorper Rituximab induziert wird. Analysen von
Aktivierung, Degranulation und IFN-y-Freisetzung von NK-Zellen in Kulturen mit
den generierten Transfektanten zeigten, dass die unterschiedliche Sensibilitat
gegenuber NK-Zell-Lyse nicht durch eine unterschiedliche Immunogenitat der
Zielzellen, d. h. auf der Erkennungsebene, verursacht wird, was auf eine
veranderte Anfalligkeit der CLL-Zellen fur NK-Effektorfunktionen hinweist. Durch
Einsatz von NK-Zell-Lysaten, welche die Effektormolekile Granzyme und
Perforin enthalten, welche bei NK-Aktivierung freigesetzt werden, wurde eine
erhohte Resistenz gegen Membranpermeabilisierung in Folge des NFAT2-
Verlustes identifiziert. Eine Blockade von Perforin durch neutralisierende
Antikorper hob die Unterschiede im Hinblick auf Anfalligkeit fur

Membranpermeabilisierung auf, was die Beteiligung von NFAT2 an der
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Aufrechterhaltung der Membranintegritat bestatigte. Darlber hinaus konnte
gezeigt werden, dass die Caspase 3/7-Aktivierung in NFAT2-KO-Transfektanten
nach Exposition gegenuber NK-Zell-Granula im Vergleich zu den Kontrollen
reduziert ist. Dies weist darauf hin, dass der Verlust von NFAT2 neben der
Beeinflussung der Anfalligkeit fir Membranpermeabilisierung auch Resistenz in

frihen Stadien der Apoptose vermittelt.

Die erhobenen Daten zeigen somit zusammengenommen, dass der Verlust von
NFAT2 CLL-Zellen ermdglicht, sich der Abtotung durch NK-Zellen zu entziehen.
Dies gilt sowohl fur konstitutive Zytotoxizitat als auch fur therapeutisch induzierte
ADCC und st durch verringerte Anfalligkeit fur Perforin-vermittelte
Membranpermeabilisierung und intrinsische Resistenz gegen Apoptose bedingt.
Somit vermittelt ein NFAT-Verlust, der mit einem aggressiven klinischen Verlauf
bei  Patienten  korreliert, Resistenz  von  CLL-Zellen  gegenuber

immuntherapeutischen Behandlungsmodalitaten.
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7. Summary

Recently, Marklin et al demonstrated that loss of NFAT2, known as important
transcription factor in lymphocyte development, causes an aggressive course of
CLL: in mice, indolent CLL cells show high NFAT2 expression and exhibit non-
responsive B cell receptors (BCRs). NFAT2 loss enhances BCR signaling and
leads to highly malignant and proliferative disease. This is mirrored by low NFAT2
expression in patients with transformation of indolent CLL to an aggressive B cell

lymphoma (Richter's syndrome).58

In this work, we investigated whether and how NFAT2 is involved in the
resistance of CLL cells to treatment with CD20 antibodies that are routinely used
for treatment of this disease. These antibodies mediate their therapeutic effect
largely by triggering antibody-dependent cellular cytotoxicity (ADCC) by natural
killer cells (NK cells). To this end, we used a CRISPR/Cas9-based NFAT2 knock
out (KO) in MEC-1 CLL cells to obtain a cell characteristic for aggressive CLL.
Cytotoxicity assays showed significantly higher resistance of NFAT2-KO cells to
NK cell cytotoxicity compared with SCR control transfectants. NFAT2 loss not
only enhanced the resistance of the CLL cells to constitutive lysis, but also to
ADCC induced by the anti-CD20 antibody rituximab. Analyses of activation,
degranulation, and IFN-y release of NK cells in response to the transfectants
showed that the differential sensitivity to NK cell lysis was not caused by altered
immunogenicity of the target cells, i.e., at the level of recognition, pointing to
altered susceptibility of the CLL cell to NK effector function. NFATZ2 loss not only
enhanced the resistance of CLL cells to basal lysis but likewise to ADCC induced
by the anti-CD20 antibody rituximab. This antibody is routinely used in CLL
therapy and mediates its efficacy in great part by stimulation of ADCC. By using
NK cell lysates containing the effector molecules granzyme and perforin, which
are released upon NK activation, we identified increased resistance to membrane
permeabilization as consequence from NFATZ2 loss. Blockade of perforin by
neutralizing antibodies in turn abolished the differences in susceptibility to
membrane permeabilization, confirming the involvement of NFAT2 in the
maintenance of membrane integrity. Moreover, caspase 3/7 activation was

shown to be reduced in NFAT2-KO transfectants after exposure to NK cell
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granules compared with controls. This revealed that loss of NFATZ2, in addition to
affecting susceptibility to membrane permeabilization, also mediates resistance

at early stages of apoptosis.

Taken together, the collected data show that loss of NFAT2 allows CLL cells to
evade NK cell effector function. This holds true for both, constitutive cytotoxicity
and therapeutically induced ADCC and is due to reduced susceptibility of the
leukemic cells to perforin-mediated membrane permeabilization and intrinsic
resistance to apoptosis. Thus, NFAT loss, which correlates with an aggressive
clinical course in patients, mediates resistance of CLL cells to immunotherapeutic

treatment modalities.
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8. Verzeichnisse

8.1. Abkurzungsverzeichnis

7-AAD
ADCC
ALL
AML
AP1
APZ
ATM
AZ
BATDA
BAX
Bcl2
BCR
Bid
B-NHL
BTK
BZR
CD105
CD16
CK1
CLL
CML
COX-2
CRISPR/Cas9

CsA

CT

DAG
DGBZL
DYRK
E:T-Ratio
EGFP

EGTA
ER
Eusd*
F-actin
FasL
Fc
FK506
GSK3
HEK-Zellen
hlgG
HL
IFN-y
IgHV

7-Aminoactinomycin

Antikorperabhangige zellulare Zytotoxizitat
Akute lymphatische Leukamie

Akuten myeloischen Leukamie

Activator Protein 1

Antigenprasentierende Zellen

Ataxia telangiectasia-mutated
Allgemeinzustand
bis(acetoxymethyl)2,2".6',2"-terpyridine-6,6"-dicarboxylate
Bcl-2-associated X protein

B-cell lymphoma 2

B cell receptor

BH3-interacting domain death antagonist
B-Zell NHL

Bruton’s Tyrosine Kinase

B-Zell Rezeptor

Endoglin

Fc-Rezeptors

Casein Kinase 1

Chronisch Lymphatische Leukamie
chronisch myeloische Leukamie
Cyclooxygenase-2

Clustered Regularly Interspaced Short Plaindromic
Repeats/CRISPR associated protein 9
Cyclosporin A
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