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Kurzfassung

Das anaplastische grof3zellige Lymphom (ALCL) gehort zur Gruppe der T-Zell Non-
Hodgkin-Lymphome und tritt in zwei systemischen Formen auf, dem anaplastic
lymphoma kinase (ALK) -positiven (ALK+) und ALK-negativen (ALK-) ALCL. ALK+
ALCL haben in der Regel eine gute Prognose und treten im jungeren Alter auf,
wohingegen das ALK- ALCL vermehrt bei alteren Patienten auftritt und eine schlechtere
Prognose hat. Neben einer typischen Zellmorphologie bestehend aus grofen,
pleomorphen Zellen ist die Expression des Zelloberflachenmarkers CD30 typisch flr
das ALCL. Zellen des ALCL sind daruberhinaus durch ein spezifisch dereguliertes
Netzwerk von Transkriptionsfaktoren gekennzeichnet. Hierzu gehoren eine konstitutive
Aktivitat des activator protein 1 (AP-1)-Transkriptionsfaktorkomplexes sowie des
interferon regulatory factor 4 (IRF4), die beide Wachstum und Uberleben der ALCL-
Zellen fordern. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den AP-1-Komplex in ALCL-Zellen
besser zu charakterisieren und insbesondere Expression und Funktion der AP-1-
Faktoren BATF und BATF3 zu charakterisieren.

In der vorliegenden Arbeit wurde zuerst die Expression von BATF und BATF3 in ALCL-
Zelllinien und primaren Patientenproben untersucht und eine differentielle Expression
beider Faktoren im ALCL nachgewiesen, die, abgesehen vom klassischen Hodgkin-
Lymphom, so in keiner anderen Lymphomentitat vorkommt. Des Weiteren konnte eine
starke Bindung von BATF und BATF3 an klassische AP-1-Bindungsmotive sowie AP-
1/IRF-composite elements (AICE) gezeigt werden. Diese Bindungsaktivitaten
unterscheiden das ALCL von anderen Lymphomen.

Funktionell fuhrte die Herunterregulation von BATF und BATF3 in ALCL-Zellen mittels
siRNA-Interferenz zu einer starken Wachstumshemmung sowie Zelltodinduktion.
Ebenso wurde ein Tetrazyklin-induzierbares System zur globalen Inhibition der AP-1-
Aktivitat durch den dominant-negativen Inhibitor A-Fos etabliert, was ebenfalls zu
Wachstumsarrest und Zelltod fuhrte.

Weiterhin konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass durch das Zusammenspiel von
BATF, BATF3 und IRF4 in ALCL-Zellen TH17- und type 3 innate lymphoid (ILC3-)Zell-
typische Gene aktiviert werden. Neben Zytokinen wie IL-17 und IL-22 wurde eine ALCL-
spezifische Expression von RORC?2 identifiziert, der als einer der SchlUsselfaktoren fur
die TH17-/ILC3-Zelldifferenzierung gilt. Die pharmaklogische Inhibition von RORC2



sowohl alleinig als auch in Kombination mit dem ALK-Inhibitor Crizotinib hemmte das
Wachstum von ALCL-Zellen.

Zusammenfassend konnte diese Arbeit eine zentrale Bedeutung von BATF-Faktoren fur
die ALCL-Pathogenese beschreiben und die Mdoglichkeit aufzeigen, TH17/ILC3-

assoziierte Gene als therapeutische Zielstruktur im ALCL zu nutzen.
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Abstract

Anaplastic large cell lymphoma (ALCL) belongs to the group of T-cell non-Hodgkin-
lymphoma and has two systemic subtypes, the ALK-positive and ALK-negative ALCL.
Whereas the first form has its incidental peak at a younger age and a better outcome,
the ALK-negative afflicts mainly older patients and has a worse overall survival.

The hallmarks of ALCL cells are large, pleomorphic cells and the expression of the cell
surface marker CD30. Belonging to the hematopoietic malignancies it is characterized
by another feature of this group, a dysregulated network of transcription factors. So far,
it was shown that ALCL has a constitutive activity of the transcription factor complex
AP-1 and a high expression of the transcription factor IRF4, which is essential for
growth and survival of ALCL. The aim of this work was to better-characterize the AP-1-
complex and to identify the biological function of the AP-1-proteins BATF and BATF3.
Therefore, the expression pattern of both proteins were analyzed in ALCL-cell lines and
patient-derived primary material. A distinct differential expression of both proteins could
be validated as well as their participation in the DNA-binding at classical AP-1-binding
sites. Furthermore, it was shown that in ALCL-unknown AP-1/IRF-composite elements
are co-occupied by complexes of IRF4 and AP-1 comprised of BATF and BATF3
separating ALCL from other hematological malignancies.

To further characterize the biological function of BATF and BATF3 different technical
approaches were used. Genomic deletion via CRISPR/Cas9 as well as gene-specific
transient mRNA-interference lead to growth inhibition and cell death of ALCL-cells. In
addition, global inhibition of the AP-1-activity showed a similar result. Furthermore,
BATF and BATF3 drive a gene expression that resembles the gene signature of TH17-
or type 3 innate lymphoid (ILC3) cells leading to the hypothesis that a fraction of ALCL
might originate from ILC3. Pursuing this the expression of characteristic TH17-/ILC3-
genes was shown in ALCL-cell lines and primary material including the expression of
the key transcription factor of TH17-/ILC3-differentiation RORC2.

Finally, pharmacological inhibition of RORC2 using a small molecular inhibitor alone or
in combination with the ALK-antagonist crizotinib lead to growth retardation of RORC2-
expressing ALCL cells.

This work demonstrated the essential function of BATF and BATF3 for ALCL and its
role for the establishment of newly detected ILC3-gene signature, which could be a hint
for the origin of ALCL.
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1 Einleitung

1.1 Das anaplastische groBzellige Lymphom (ALCL)

1.1.1 Epidemiologie, Klassifikation und klinisches Bild

Das anaplastische grof3zellige Lymphom (ALCL) gehort zu den Non-Hodgkin-
Lymphomen (NHL) und wurde erstmals 1985 von Harald Stein und Kollegen
beschrieben’. Gemessen an der Gesamtzahl aller Lymphome ist das ALCL eine seltene
Entitat mit 2 % aller NHL der Erwachsenen?, wobei es aber die drittgrof3te Gruppe der
T-Zell Non-Hodgkin-Lymphome (T-NHL) im Erwachsenenalter darstellt®. Bei Kindern
stellt das ALCL mit 10-30 % aller Lymphome dagegen die grofdte Gruppe der T-NHL
dar*®,

Die charakteristischen Tumorzellen des ALCL besitzen ein grof3zelliges, pleomorphes
Aussehen und exprimieren den Oberflachenmarker CD30°.

Gegenwartig werden in der WHO-Klassifizierung lymphatischer Neoplasien drei ALCL-
Entitaten aufgeflhrt, die alle zu den peripheren T-Zell-Lymphomen (PTCL) gezahlt
werden. Neben der kutanen Form des ALCL (primary cutaneous ALCL, C-ALCL)
werden zwei systemische Formen des ALCL unterschieden, die durch die Expression
oder fehlende Expression der anaplastic lymphoma kinase (ALK) charakterisiert sind,
ALK-positive (ALK+) und ALK-negative (ALK-) ALCL’. Ursachlich fir die ALK-
Expression in ALK+ ALCL ist typischerweise die fur ALCL spezifische Translokation
t(2:5)(p23:q35). Hierbei fusioniert das Nucleophosmin-kodierende NPM-Gen auf
Chromosom 5g35 mit dem Gen fur die Rezeptortyrosinkinase ALK auf Chromosom
2p23, was zu einer konstitutiven ALK Expression und damit ALK-Aktivitat fihrt®.
Wahrend der ALK-Translokation im ALK+ ALCL eine zentrale Rolle in der
Lymphomentstehung zugesprochen wird®, ist die Pathogenese des ALK- ALCL
unklarer, auch wenn Kkurzlich publizierte Studien wichtige Hinweise zur

Lymphomentstehung lieferten'®"2.

Die Inzidenz des ALK+ ALCL hat einen Gipfel in jingeren Jahren (Median 30 Jahre), da
haufig bei Kindern die Diagnose eines ALK+ ALCL gestellt wird. Das ALK- ALCL
dagegen hat ein Durchschnittsalter von 55 Jahren'. Die Mehrzahl der Patienten ist

mannlich und hat bei Diagnosestellung ein fortgeschrittenes Stadium Il oder IV. Das
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systemische ALCL manifestiert sich haufig in Lymphknoten, tritt aber auch extranodal in
Haut, Knochen, Leber, Milz oder Knochenmark auf'*'®. Klinische Symptome sind
vergroRerte Lymphknoten und haufig eine sogenannte B-Symptomatik mit Fieber,
Nachtschweif und Gewichtsverlust'>'. Zu den veranderten Laborparametern kénnen
eine erhohter Laktatdehydrogenase (LDH) -Wert sowie, insbesondere bei
Knochenmarkbefall, eine Anamie und Thrombozytopenie gehdren'.

Die durchschnittliche 3-Jahres-Uberlebensrate fiir Patienten mit der Diagnose eines
ALK" ALCL betragt 70-90 %, wohingegen das ALK- ALCL eine Uberlebensrate von 40-
60 % aufweist’>">'®. Damit besitzt das ALCL insgesamt eine relativ gute Prognose,
wobei die bessere Uberlebensrate der ALK+ ALCL-Patienten unter anderem damit
erklart wird, dass ALK+ ALCL Patienten insgesamt ein jungeres Durchschnittsalter
aufweisen. Fur Patienten mit einem ALK+ oder ALK- ALCL alter als 40 Jahre konnte
kein relevanter Unterschied in der 5-Jahres-Uberlebensrate gezeigt werden'. Im
Vergleich zu der Gruppe der peripheren T-Zell-Lymphomen, die nicht weiter spezifiziert
sind (peripheral T-cell-lymphoma — not otherwise specified, PTCL-NOS), besitzt das
ALCL eine insgesamt bessere Prognose'. Risikofaktoren fiir eine schlechtere
Uberlebensrate sind unter anderem die Expression von CD56'®, die Expression des

epithelialen Membran Antigens MUC-12°

oder erhohte Spiegel des Tumornekrosefaktor
(TNF) -Rezeptor-Familenmitglieds CD30 im Serum der Patienten?'.

Des Weiteren konnten Untergruppen des ALCL identifiziert werden, deren Prognose
sich deutlich unterscheidet. Es konnte gezeigt werden, dass die DUSP-IRF4
Translokationen von Chromosom 6p25 mit einer 5-Jahres-Ubelebensrate von bis 90 %
einhergehen, wohingegen die Uberexpression von TP63 eine 5-Jahres-Ubelebensrate

von nur 17 % hat?>?4,

1.1.2 Therapie des ALCL

Die Therapie des ALCL besteht Ublicherweise aus einer Polychemotherapie, nur ggf. in
Kombination mit einer Strahlentherapie. In der Regel erhalten ALCL-Patienten mehrere
Zyklen einer CHOP- (Cyclophosphamid, Doxorubicin, Vincristin und Prednisolon) oder
CHOEP- (zusatzliche Gabe von Etoposid) Chemotherapie®. Fiir Therapie-refraktare
Patienten oder Patienten mit einem ALCL-Rezidiv stellt die Hochdosis-Chemotherapie
mit autologer Stammzelltransplantation eine alternative Behandlungsoption dar?®?’.

Derzeit werden zudem neue Therapien untersucht, die gezielt einzelne Molekulle oder
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Signalwege der ALCL-Zelle angreifen. Insbesondere die Therapie mit Brentuximab
Vedotin zeigt dabei sehr gute Ergebnisse. Brentuximab Vedotin ist ein gegen CD30
gerichteter Antikorper, der mit dem Zytostatikum Monomethylauristatin E konjugiert
wurde und der aufgrund der sehr guten Therapieergebnisse in der ECHELON-2 Studie
in Kombination mit einer modifizierten CHOP-Chemotherapie in den USA bereits in der

Erstlinientherapie zugelassen ist?®®2.

Weitere vielversprechende Wirkstoffe zur
Therapie des ALK+ ALCL sind die Klasse der ALK-Inhibitoren, die gegenwartig auch in
der Behandlung des ALK+ nicht-kleinzelligen Lungenzellkarzinoms verwendet
werden®. Der ALK-Inhibitor Crizotinib zeigt dabei auch im ALK+ ALCL eine sehr hohe
Ansprechrate®®. Crizotinib kann das ALK+ ALCL anscheinend gut unter Kontrolle
halten, aber die malignen Zellen nicht komplett eradizieren, da ALCL-Patienten nach
Beenden der ALK-Inhibitortherapie rasch Rezidive bekommen haben® . Die Entwicklung
weiterer neuer Therapieansatze fur das ALCL ist somit wichtig, um zum einen das
Therapieansprechen und damit die Prognose weiter zu verbessern und zum anderen

Therapiestrategien zur Eradikation residueller Lymphomzellen zu entwickeln.

1.1.3 Zellularer Ursprung des ALCL

Das ALCL wird in der aktuellen Lymphomklassifikation zu den T-NHL gezahlt, da in
einigen Fallen T-Zell-Rezeptor (TZR) -Umlagerungen nachgewiesen wurden®?,
Allerdings wird der TZR (iblicherweise in ALCL-Zellen nicht exprimiert*®*’. In
transgenen Mausmodellen konnte gezeigt werden, dass die Expression von NPM-ALK
unter der Kontrolle des CD4-Promotors rasch zu lymphoproliferativen Erkrankungen in
den Mausen fiihrte*?. Zusatzlich stellte sich heraus, dass die TZR-Expression zwar fiir
das Verlassen des Thymus von CD4-positiven (CD4+) T-Zellen notwendig ist, aber fur
die Lymphomentstehung durch NPM-ALK in der Peripherie herunterreguliert werden
muss*’. Ein weiteres Modell, in dem die NPM-ALK-Expression vom Lck-Promotor
abhangig ist, entwickelte T-Zelllymphome, die CD30 exprimieren*. Zudem zeigen
sowohl das ALK+ als auch das ALK- ALCL einen globalen Verlust vieler typischer T-
Zell-Marker, wie CD3, CD5 oder CD7'7#%%54¢ ynd exprimieren teilweise auch
linienfremde Marker wie EMA oder TIA-1, anhand derer das ALCL von PTCL-NOS oder
dem klassichen Hodgkin-Lymphom (cHL) abgegrenzt werden kann*’*%. Daher ist die

Einordnung des ALCL innerhalb der T-Zell-Lymphome nicht abschlieRend untersucht
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und die Klarung des zellularen Ursprungs des ALCL weiterhin Gegenstand der

Forschung.

1.1.4 Deregulierte Signalwege und Transkriptionsfaktoren (TF) in
ALCL-Zellen

ALK+ und ALK- ALCL-Zellen besitzen viele Uberlappende molekulare und histologische
Besonderheiten. Obwohl beide ALCL-Entitaten hinsichtlich genomischer Aberrationen
divergieren®® und Gen- oder mRNA-Expressionsanalysen ALK+ von ALK- ALCL

anhand eines differentiellen Expressionsmusters unterscheiden konnten®%-2

, zeigten
neuere Analysen, dass das Epigenom beider Entitaten durchaus eine hohe
Ubereinstimmung aufweist™. Hierzu passt, dass die Unterscheidung von ALK+ und
ALK- ALCL anhand des Genexpressionsprofils vor allem auf einer Uberschaubaren und
durch ALK induzierten Gensignatur beruht*®.

Das ALCL ist charakterisiert durch eine hohe Expression von CD30 (auch als Ki-1 oder
TNFRSF8 bezeichnet)1, einem Transmembran-Rezeptor, der zu der Familie der TNF
receptor superfamily (TNFRSF) gehort. Die Expression von CD30 ist typisch fur das
ALCL und das cHL*®, das zwar meistens von B-Zellen abstammt, aber viele
Ahnlichkeiten mit dem ALCL aufweist®®. CD30 wird unter anderem durch JUNB
reguliert®® und aktiviert die NF-kB und MAPK Signalkaskade®’. CD30 wird physiologisch
nur von aktivierten B- und T-Lymphozyten exprimiert’, daher dient der histologische
Nachweis von CD30 auf ALCL oder cHL-Tumorzellen in Verbindung mit anderen
Markern, zum Beispiel ALK fiir das ALK+ ALCL oder CD15 fiir das HL®® als
diagnostischer Marker fur diese Lymphome.

Neben der Expression von CD30 ist die NPM-ALK-Translokation charakteristisch fur
das ALK+ ALCL®. Die durch die Translokation aktivierte Tyrosinkinase ALK beeinflusst
durch ihre konstitutive Aktivitat nachgeschaltete Signalwege und sichert Wachstum und
Uberleben der ALK+ ALCL-Zellen. Das onkogene Potential von NPM-ALK konnte

960 als auch in-vivo in NPM-ALK-transgenen Mausen gezeigt

sowohl in-vitro
werden*?®". NPM-ALK vermittelt seinen onkogenen Effekt neben der Phosphoinositid-3-
Kinasen (PI3K)/AKT-Signalkaskade durch Aktivierung der Janus Kinase (JAK) und
signal transducer and activator of transcription-3 (STAT3)-Signalwegs und zudem auch
durch die Aktivierung des MYC-Protoonkogens und von activator protein 1 (AP-1)

Transkriptionsfaktoren (TF)®%°°,
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Der PI3K/AKT Signalweg aktiviert in ALCL-Zellen die Proteinkinase B und fuhrt Gber die
Aktivierung von dem mammalian target of rapamycin (mTOR) zu verstarkter
Proliferation durch die Expression von Zyklin D2 und durch Herunterregulation von
BCL2 und p27 zu verstarktem Uberleben und Resistenz gegeniiber Apoptose®®®’.
NPM-ALK aktiviert dariberhinaus auch direkt JAK/STAT3, einerseits durch Aktivierung
von JAK3, andererseits durch konstitutive Phosphorylierung von STAT3, was zu einer
erhohten Transkription von STAT3-Zielgenen fiihrt®®. Dazu gehéren unter anderem die
anti-apoptotisch wirkenden Gene BCL2 und Survivin®®°. Interessanterweise wurden
viele im ALK+ ALCL deregulierte und teilweise von NPM-ALK kontrollierte
Transkriptionsfaktoren auch fur das ALK- ALCL beschrieben. Fir STAT3 konnte auch in
ALK- ALCL-Fallen eine starke Aktivitat gezeigt werden, die durch aktivierende
Mutationen in JAK?1 oder STAT3 zustande kommt'®, sodass hier von einem
komplementaren Mechanismus zur fehlenden ALK-vermittelten  Aktivierung
ausgegangen werden muss.

Auch interferon regulatory factor 4 (IRF4) ist sowohl im ALK+ als auch im ALK- ALCL
stark exprimiert und essentiell fiir das Uberleben von ALCL-Zellen”®"". Dariiber hinaus
wird MYC durch IRF4 aktiviert und ist ebenfalls nicht nur auf das ALK" ALCL
beschrankt’®"?.

Des Weiteren konnte AP-1 unabhangig vom ALK Status in allen ALCL Fallen als

7375 Da dieser Transkriptionskomplex in der

konstitutiv aktiv gezeigt werden
vorliegenden Arbeit naher untersucht wurde, wird dessen Bedeutung fur das ALCL
nachfolgend ausfuhrlich besprochen, nachdem zunachst eine Einfuhrung in die Familie

der AP-1-Transkriptionsfaktoren gegeben wird.

1.2 AP-1-Transkriptionsfaktoren

1.2.1 AP-1 TF-Familie, generelle Aspekte

Unter der Bezeichnung AP-1 wird eine Gruppe von Transkriptionsfaktoren
zusammengefasst, die strukturelle Gemeinsamkeiten aufweisen und als Homo- oder
Heterodimere an spezifische DNA-Sequenzen binden’®. Allen Proteinen dieser Gruppe
ist dabei ein basisches Leucin-Zipper- (basic leucine zipper, bZIP) Motiv gemein, das

sowohl die Dimerisierung Uber den Leucin-Zipper mit anderen bZIP-Proteinen als auch
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die Bindung der DNA mit der basischen DNA-Bindungsdoméne erméglicht’”. AP-1-
Dimere konnen dabei je nach ihrer Zusammensetzung mit unterschiedlicher Affinitat an
insbesondere zwei palindromische DNA-Sequenzen binden. Ein DNA-Bindungsmotiv ist
unter dem Namen TPA-responsive element (TRE) bekannt und besteht aus der
Basensequenz 5-TGA(C/G)TCA-37°. Das andere DNA-Bindungsmotiv besteht aus der
Basensequenz 5'-TGACGTCA-3 und ist das cyclic AMP-responsive element (CRE)®.
An welches Bindungsmotiv das jeweilige AP-1-Dimer praferentiell bindet, wird dabei

t’°. Diese kdénnen sich

vor allem aus der Zusammensetzung dieses Dimers bestimm
dabei aus den Mitgliedern der AP-1- und der CRE binding und activating transcription
factor (CREB/ATF) -Proteinfamilien bilden, deren Vertreter oben erlauterte bZIP-
Struktur aufweisen. Unter den AP-1-Faktoren sind die JUN-Familie, bestehend aus c-
JUN, JUNB und JUND, und die FOS-Familie, bestehend aus c-FOS, FOSB, FRA-1,
FRA-2, am besten untersucht®. Weitere mit diesen AP-1-Faktoren interagierende und
an TRE oder CRE bindende Faktoren sind die ATF-Familie, die sich aus den ATF-
Faktoren JDP-2 und BATF, BATF2 und BATF3 zusammensetzt, und die Familie der
MAF-Proteine®’. An die DNA bindende Homodimere kdénnen nur von JUN-Proteinen
gebildet werden, alle anderen Faktoren bilden mit unterschiedlichen Bindungspartnern
und DNA-Bindungspréferenzen Heterodimere®2. So binden JUN/FOS-Heterodimere mit
hoher Affinitdt an TRE-Sequenzen®*®
das CRE-Motiv binden®. Des Weiteren erkennen MAF Proteine erweiterte DNA
Sequenzen, die MAF recognition elements (MARE) genannt werden®®. MARE | (5'-
TGC-TGA(C/G)TCA-GCA-3) ahnelt dabei der TRE-Sequenz und MARE Il (5°-TGC-
TGACGTCA-GCA-3) dem CRE-Motiv. Weitere Faktoren wie JAB1 (JUN activation

domain binding protein 1) oder p202 kdnnen daruber hinaus mit AP-1 interagieren und

, wohingegen die JUN/ATF-Komplexe eher an

dessen Aktivitat positiv oder negativ beeinflussen®.
Da in dieser Arbeit zwei Mitglieder der ATF-Familie mit ihren Bindungspartnern aus der
JUN-Familie untersucht wurden, soll im Folgenden auf diese beiden Proteingruppen

naher eingegangen werden.

1.2.2 Struktur von JUN-, FOS- und BATF-Proteinen und Lokalisation

ihrer kodierenden Gene

Die  Struktur der verschiedenen  AP-1-Familienmitglieder  weist  sowohl

Gemeinsamkeiten als auch Unterschiede auf. Wie schon besprochen, besitzen alle AP-
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1-Faktoren eine bZIP-Doméane, die die Dimerisierung und die spezifische DNA-
Bindungsaffinitat ermdglicht. Der Leucin-Zipper wird dabei aus einer hydrophoben a-
Helix mit einem gro3en Leucin-Anteil gebildet, der sich Uuber hydrophobe
Wechselwirkungen mit einem anderen Leucin-Zipper zusammenlagern kann, was die
Bildung einer Superhelix zur Folge hat. Die basischen DNA-Bindungsdomanen der
beiden Proteine nehmen nicht an dieser Verwindung teil, sondern ermoglichen durch
ihre Gabelstellung und die Aminosauren Asparagin, Cystein und Arginin die Bindung an
die DNA’’. Diese bZIP-Domane ist in allen AP-1-Mitgliedern konserviert. Die
Unterschiede bestehen in den anderen Domanen, die fur die Transaktivierung von
Bedeutung sind und daher Transaktivierungsdomanen genannt werden.

Die JUN-Familie besteht aus Proteinen mit einer Lange von 331 Aminosauren (AS) (c-
JUN, kodierender Genlocus 1p32.1) oder 347 AS (JUNB, Genlocus 19p13.13 sowie
JUND, Genlocus 19p13.11). Neben der am C-Terminus gelegenen bZ|P-Domane
besitzen diese Proteine noch drei weitere Transaktivierungsdomanen in Richtung des
N-Terminus®”®. Die FOS-Familie hat zwar von der Anzahl der AS (c-FOS: 380 AS,
Genlocus 14q924.3; FOSB: 338 AS, Genlocus 19913.32; FRA-1: 271 AS, Genlocus
11913.1 und FRA-2: 326 AS, Genlocus 2p23.2) Ahnlichkeiten zur JUN-Familie, eine
Transaktivierungsdomane besitzen aber nur c-FOS und FOSB, nicht aber FRA-1 und
FRA-2, und diese ist von der bZIP-Doméne aus in Richtung des C-Terminus gelegen®.
Von der ATF-Familie wird in dieser Arbeit nur die BATF-Untergruppe behandelt,
weswegen im Folgenden nur diese besprochen wird. BATF2 besitzt von seiner Struktur
her eine Ahnlichkeit zu den FOS-Proteinen. Mit einer Lange von 274 AS (Genlocus
11913.1), einer in Richtung des N-Terminus gelegenen bZIP-Domane und einer
zusatzlichen, am C-Terminus gelegenen, bisher nicht naher bestimmten Domane ahnelt
es den FOS-Faktoren®. BATF und BATF3 dagegen unterscheiden sich von allen bisher
besprochenen Proteinen, da sie mit einer Lange von 125 AS (Genlocus 14g24.3) und
127 AS (Genlocus 1932.3) (BATF3) deutlich kirzer sind und auch keine

Transaktivierungsdomane besitzen®'.

1.2.3 Regulation und Funktion von AP-1

Die Regulation von AP-1-Faktoren ist komplex und wird durch eine Vielzahl an
Mechanismen ermoglicht. Auf mRNA-Ebene wird dies durch die Translation der JUN-,
FOS- und ATF-Gene und die Stabilitdt der mRNA erreicht®’. JUN zeigt dabei iiber AP-
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1-Bindungsstellen im Promotorbereich eine positive Eigenregulation93. Auf
Proteinebene besitzen die Syntheserate und der Abbau der einzelnen Proteine, der
sog. Turn-Over, einen gro3en Einfluss auf die AP-1-Funktion. Fur JUNB konnte
beispielsweise gezeigt werden, dass NPM-ALK die Transkription der JUNB mRNA
erhoht®®.  Zudem koénnen posttranslationale Modifikationen, wie zum Beispiel
Phosphorylierungen verschiedener Serin- und Threonin-AS die Aktivitat von cJUN
verandern®®. Dabei ist fir die Funktion entscheidend, an welcher Stelle die
Phosphorylierung stattfindet: Kommt es zu N-terminalen Phosphorylierungen, werden
Zielgene induziert®, wohingegen die C-terminalen Phosphorylierungen einen
proteasomalen Abbau von cJUN zur Folge hat®’.

Weiterhin werden JUN Proteine durch bestimmte Kinasen, die cJUN N-terminalen
Kinasen (JNK: JNK1, JNK2 und JNKS3), N-terminal phosphoryliert und damit
aktiviert®®. JNKs gehoren zur Familie der Mitogen-aktivierten Protein-Kinasen (MAPK)
und werden durch extrazellulare Stimuli, wie zum Beispiel Zytokine, Neurotransmitter,
Hormone, Wachstumsfaktoren, oder physikalischen und chemischen Stress aktiviert.
Danach translozieren sie in den Zellkern und kénnen dort JUNs phosphorylieren81.

Die FOS-Familie wird hauptsachlich Uber die extracellular-signal-requlated kinase
(ERK) MAPK-Kaskade reguliert. Nach Aktivierung durch Wachstumsfaktoren und
Zytokine translozieren die ERKs in den Nukleus und konnen dort ternary complex
factors (TCFs) phosphorylieren, die nach dieser Aktivierung an FOS Promotoren binden
kénnen®%°. FRA-1 und FRA-2 hingegen werden direkt durch ERKs phosphoryliert.
Auch die Expression von cJUN wird durch ERKs positiv beeinflusst.®?

Zuletzt kann das Verhaltnis der verschiedenen AP-1-Faktoren und die Interaktion mit
anderen Co-Faktoren die Aktivitat und die funktionellen Eigenschaften des AP-1-

Komplex beeinflussen®’.

1.2.4 Bedeutung von AP-1 fur Wachstum, Zelltod und maligne

Transformation

AP-1 ist in viele zellulare Prozesse involviert und besitzt vor allem einen Einfluss auf
Wachstum und Zelltodregulation verschiedener Zelltypen®. In diesem Zusammenhang
wurde AP-1 in Bezug auf Entzindung, Wundheilung und =zellularer Migration

beschrieben®’101:102,
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1.2.4.1 Einfluss von AP-1 auf zellulares Wachstum

Studien in Fibroblasten und Hepatozyten konnten einen wichtigen Einfluss von JUN-
und FOS-Proteinen auf die Proliferation zeigen1°3, dabei besitzen die unterschiedlichen
FOS-Proteine anscheinend einen zumindest teilweise redundanten Effekt'®, da nur der
gemeinsame knock-out von cFOS und FOSB eine verminderte Proliferationsrate zur
Folge hatte'®. Die Funktion der JUN-Mitglieder auf den Zellzyklus und damit auf die
Proliferation ist komplex. Anfangs wurde cJUN als positiver Regulator des Zellzyklus

106,107

beschrieben , wohingegen JUNB und JUND die Proliferation von Fibroblasten

hemmten'®'%. Doch neuere Studien konnten zeigen, dass auch JUNB und JUND die
Proliferation in einem positiven Sinne beeinflussen kénnen”>%%11°,

Die Kontrolle der Proliferation wird zum Teil dadurch erreicht, dass AP-1-Heterodimere
aus c-JUN und FOS direkt an den ZyklinD1-Promotor binden und diesen aktivieren'"".
Zyklin D1 ist notwendig, um die Zelle aus der G1-Phase in die S-Phase zu bringen''2.
Auch der Tumorsuppressor p53 wird durch AP-1 beeinflusst, da c-JUN ein direkter
Repressor des p53 Gens ist und zudem dessen Funktion, die Aktivierung von p21¥7,
auch in direkter Weise hemmt'®®''®. P21Cip1 ist ein Inhibitor der Zyklin-abhangigen
Kinase (cyclin-dependent kinase, CDK), der fur die antiproliferative Funktion von p53
verantwortlich ist'™*,

Fur JUNB konnte dagegen gezeigt werden, dass es am ZyklinD1-Promotor als
Repressor wirkt und p16INK4a aktiviert'®'"" einen weiteren CDK-Inhibitor, der die
Phosphorylierung von Rb verhindert und so den Ubergang der Zelle von der G1- in die
S-Phase stort. Aullerdem fuhrte der Verlust von JUNB in Mausen zu einer
myeloproliferativen Erkrankung, die zu einer Blastenkrise fiihren kann''®. Diese Daten
haben anfangs eine inhibitorische Funktion von JUNB nahe gelegt, vor allem als
Antagonist der Funktion von cJUN.

Weitere Studien konnten jedoch auch aktivierende Effekte von JUNB beschreiben: Zum
einen kann JUNB Zyklin A aktivieren und damit die Wachstumsrate verstarken''®, zum
anderen kann JUNB die Effekte eines cJUN Verlustes in Mausen aufheben und erlaubt
damit eine normale Entwicklung und fuhrt nicht zu Herz- oder
Leberentwicklungsstérungen117. Zusammengefasst kann JUNB zelltyp- und
differenzierungsabhangig sowohl aktivierend als auch inhibierend wirken.

Zum letzten Vertreter der JUN-Familie, JUND, gibt es in der Literatur verschiedene

Angaben. Einerseits zeigen immortalisierte Zellen, in denen JUND ausgeschaltet ist,
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eine erhohte Proliferation, andererseits aber wachsen primare Fibroblasten mit einem
Verlust von JUND Iangsamermg. Welche Rolle JUND in der Kontrolle der Proliferation
und des Zellzyklus genau besitzt, kann daher noch nicht abschlieliend gesagt werden.

JUND-vermittelte Effekte scheinen dabei aber Zelltyp-abhangig zu sein.

1.2.4.2 Einfluss von AP-1 auf programmierten Zelltod

AP-1-Faktoren sind auch in die Regulation vom programmierten Zelltod (Apoptose)
involviert. Hinweise hierauf lieferte der Nachweis von c-JUN- und c-FOS-Induktion in
apoptotischen Neuronen des Hippocampus''® und nach Einwirken von genotoxischem
Stress wie UV-Bestrahlung oder alkylierende Substanzen auf HelLa S3-Zellen''%°,
Auch in bestimmten, Apoptose-dominaten Entwicklungsstadien, wie der Involution der
Mamma oder der Prostata nach Kastration, wurden hohe Expressionslevel von AP-1-
Faktoren gefundenm’m. Weiterhin haben in-vitro Experimente mittels Uberexpression
oder Inhibition von AP-1 in verschiedenen Zelllinien gezeigt, dass AP-1 Faktoren

123124 |0 c-FOS-defizienten Mausen wurde

t1 25.

Apoptose-induzierend wirken konnen
demonstriert, dass die durch Licht induzierte Apoptose der Retina beeintrachtigt is
Dies kann dadurch erklart werden, dass AP-1 bestehend aus c-JUN nach Induktion
durch JNK mehrere proapoptotisch wirkende Ziele aktiviert. Dazu gehdren neben dem
Fas-Liganden (FasL) und TNF-a'?®"'?® guch BIM, einem Mitglied der Bcl2-Familie'®.
Des Weiteren wird in Lebertumoren TP53 durch c-JUN reprimiert, was zu einer
abgeschwachten p53 Expression und verminderter Apoptoserate fiihrt'°.

Dagegen konnten andere Studien einen hemmenden Effekt auf die Apoptose
nachweisen. Hepatozyten von c-Jun-defizienten Mausen zeigen eine massive

Apoptoserate™’

, ebenso wie der doppelte knock-out von Jnk1 und Jnk2 in bestimmten
Hirnarealen eine erhdohte aber in anderen auch eine reduzierte Apoptoserate
aufweist'®. In T-Zellen kénnen JUN Proteine Bcl3 induzieren, das als Uberlebensfaktor

fiir T-Zellen unter Wachstumsfaktorentzug dient'*.

Zusammenfassend ist die Rolle von AP-1 in Bezug auf die Proliferation und das
Uberleben von Zellen je nach Zelltyp und Differenzierungsstatus verschieden. In einem
ersten Erklarungsmodell induziert AP-1 Zielgene, die entweder das Uberleben und
Wachstum starken oder hemmen. Dabei gibt das Verhaltnis der unterschiedlichen AP-1

Faktoren und das der induzierten Zielgene je nach Zelltyp das Signal zur Proliferation
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oder Zelltod. Ein zweites Modell versucht die Funktion von AP-1 in Bezug auf
Wachstum und Apoptose damit zu erklaren, dass AP-1 je nach Zellkontext seine
Wirkung entfaltet: In geschadigten Zellen, die sich nicht mehr teilen kdnnen, fuhrt die
AP-1 Aktivitat zum schnellen Zelltod, wohingegen in proliferationsfahigen Zellen AP-1

das Wachstum starkt. '3

1.2.4.3 AP-1 in der malignen Transformation

Zusatzlich zum Einfluss auf die Proliferation und Apoptose wurden Effekte von AP-1 auf
die Differenzierung und maligne Transformation von Zellen beschrieben. Sowohl JUN
als auch FOS wurden zuerst als virale Onkoproteine v-Jun und v-Fos im avian sarkoma
virus 17 identifiziert'®. Daher ist es nicht verwunderlich, dass den AP-1-Faktoren schon
frdh auch eine Rolle in Malignomen zugeschrieben wurde. In der Tat konnte gezeigt
werden, dass AP-1 eine Rolle sowohl im Tumorwachstum als auch in Invasion,
Metastasierung sowie der Angiogenese spielt und zudem von zahlreichen Onkogenen
induziert wird. Auf der anderen Seite wurde verschiedenen AP-1 Faktoren auch eine

Funktion als Tumorsuppressor nachgewiesen.?

Im Folgenden soll kurz auf die Rolle
der Hauptmitglieder der beiden gro3en AP-1 Familien eingegangen werden:

Eine Amplifikation von cJUN wurde in einer Untergruppe von aggressiven Sarkomen
gefunden'®. Auch im cHL und im ALCL wurde eine starke Expression von c-JUN und
JUNB entdeckt. In Tumoren der Haut scheint c-JUN eine wichtige Rolle fur das
Fortschreiten der malignen Erkrankung, nicht aber fur den ersten Schritt der
Transformation zu besitzen'%%"3"138 |m hepatozellularen Karzinom bewahrt c-JUN die
Zellen vor der TNF-a-abhédngigen Apoptose'. Auch in Tumoren des Intestinaltraktes
konnte c-JUN eine Rolle zugeschrieben werden'. Sowohl c-JUN als auch JUNB
konnen beide in-vitro die Angiogenese von Fibrosarkomazellen mittels der Expression
von Proliferin verstarken% 1,

Eine starke Expression von JUNB wurde in der Lymphomatoiden Papulose und in

119142 Aper fir JUNB konnte auch eine Tumor-

kutanen Lymphomen entdeck
suppressive Wirkung beschrieben werden, da JunB-defiziente Mause eine
myeloproliferative Erkrankung entwickeln, die bis zur Blastenkrise fuhren kann''®.
Zudem ist JUNB in den hamatopoietischen Stammzellen von Patienten mit Akuter

Myeloischer Leukémie (AML) herunterreguliert'*.
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Auch fur c-Fos wurde eine transformierende Wirkung beschrieben. Im Tiermodell
konnte gezeigt werden, dass transgene Mause mit einer Uberexpression von cFos
vermehrt Osteosarkome aufweisen'**'*°. Auch die Uberexpression von Fra-1 oder Fra-
2 fiihrte zu Lungentumoren in transgenen Mausen'®. Des Weiteren stehen einige
Gene, die fur die Metastasierung und Angiogenese wichtig sind, unter der Kontrolle von
cFOS und FRA-1. Die Matrixmetalloproteasen MMP1 und MMP3 sind hierfur Beispiele
ebenso wie der vaskuldre endotheliale Wachstumsfaktor VEGFD'"148,

Ein weitere wichtige Voraussetzung fur Invasion und Metastasierung von Tumoren ist
die Fahigkeit zur Migration, die dadurch erreicht wird, dass Epithelzellen ihre Polaritat
verlieren und einen mesenchymalen Phanotyp annehmen™®. Auch dieser als epithelial-
mesenchymale Transition (EMT) bekannte Vorgang steht unter der Regulation von AP-

150151 Dabei ist aber

1, da sowohl c-JUN als auch c-FOS diesen induzieren konnen
anzumerken, dass c-FOS wahrscheinlich wichtiger fur die spaten Stadien der
Tumorgenese ist, da in-vitro nur die Uberexpression von ¢c-FOS invasives Wachstums
hervorruft'®.

Andererseits kann ¢c-FOS aber auch als Tumorsuppressor wirken. In p53-defizienten
Mausen ermoglicht erst die Deletion von c¢-Fos die Ausbildung von
Rhabdomyosarkomen'®2.

Zusammenfassend konnen einzelne AP-1-Faktoren und in Folge die gesamte AP-1-
Aktivitat je nach Zelltyp, Tumorentitat und Differenzierungsgrad sowohl onkogen als
auch tumorsuppressiv wirken. Dabei muss immer der genetische Hintergrund und die

Expression weiterer, fur eine Transformation wichtige Proteine berucksichtigt werden.

1.3 BATF und BATF3

1.3.1 Expression von BATF und BATF3

BATF und BATF3 werden anders als das dritte Mitglied dieser Familie, BATF2%,
hauptsachlich in hamatopoietischen Zellen exprimiert153'154. Nach der initialen
Beschreibung von BATF im Jahr 1995 in mit Ebstein-Barr-Virus (EBV) infizierten B-
Zellen™®, wurde es nicht nur in B- sondern auch T-Zell-Subtypen und in
hamatopoietischen Stammzellen nachgewiesen'>*'%%"%" Dabei kommt BATF vor allem
in der Differenzierung von T-Helferzellen (TH) vom Typ 17 (TH17) eine zentrale

Bedeutung zu, da ohne diesen Faktor eine Ausreifung von T-Zellen zu TH17-Zellen
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nicht moglich ist. In Mausexperimenten konnte gezeigt werden, dass der knock-out
(KO) von BATF zu einem volligen Fehlen von TH17-Zellen fuhrt. Auch waren diese
Mause gegen die experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis (EAE), eine auf TH17-
Zellen basierende Autoimmunerkrankung, resistent'®®. Andere Zellen, auf die eine
fehlende BATF-Expression einen Einfluss hat, sind die TH1-, TH2- und TH9-Zellen,
sowie follikuldre T- (Ten)-, und stimulierte CD8+-Zellen'*%"%2,

BATF3 wurde das erste Mal im Jahr 2000 als transkriptioneller Inhibitor beschrieben'®.
Seitdem wurde es in TH1, TH2 und TH17-Zellen nachgewiesen, aber, verglichen mit
BATF, in einem deutlich geringeren Expressionslevel'. In dendritischen Zellen
dagegen ist BATF3 stirker als BATF exprimiert'®®. Dabei hat sich gezeigt, dass die
Expression mit zunehmendem Reifungsstatus der Zellen zunimmt'®*. Wie diese beiden
Faktoren selbst reguliert sind und wie sie die Zelldifferenzierung beeinflussen kdnnen,

wird in den folgenden Abschnitten besprochen.

1.3.2 Regulation der Aktivitat von BATF und BATF3

Die Regulation der Aktivitat von Transkriptionsfaktoren ist komplex. Sie wird auf mRNA-
Ebene durch die enge Kontrolle der Translation und der mRNA-Stabilitat, der post-
translationalen Modifizierung und der Verfugbarkeit von Bindungspartnern oder
Inhibitoren erreicht. Fur BATF konnte gezeigt werden, dass die Expression entweder
STAT3- oder STAT6-abhangig induziert wird'®. In hamatopoietischen Stammzellen
wurde nachgewiesen, dass BATF durch den granulocyte-colony stimulation factor (G-
CSF) induziert werden kann'’. Auch weitere Zytokine, Interleukin (IL)-6 und IL-4
zusammen mit transforming growth factor- (TGF-)B und leukaemia inhibiting factor
(LIF), konnten die Expression von BATF induzieren'®*'®®. In naiven CD4" T-Zellen
konnte auch IL-1 die Expression von BATF erhéhen und in CD8" T-Zellen wird ein
solcher Effekt durch IL-12 und die Zugabe von anti-CD3/anti-CD28 Antikorpern
erreicht'®”'% |n B-Zellen induziert IL-4 die BATF-mRNA Expression, wihrend die
Stimulation mit Lipopolysacchariden (LPS) diese Expression verstarkt'.

Als posttranslationale Modifikationen von BATF sind die Phosphorylierungen
bestimmter Serine, Threonine und Tyrosine bekannt. Bedeutungsvoll sind hierbei die
AS Serin 43 (S43) und Threonin 48 (T48) des BATF-Proteins, welche in der DNA-

Bindungsdomane liegen. Die Phosphorylierung von S43 fuhrt zu einem Verlust der

24



DNA-Bindungskapazitat bei erhaltener Dimerisierung mit JUN-Proteinen und stellt einen
Mechanismus der Regulation von BATF dar'®.

Die Regulation von BATF3 muss in zukunftigen Studien analysiert werden.

1.3.3 Funktionelle Charakterisierung von BATF und BATF3

BATF und BATF3 wurden nach ihrer Entdeckung zuerst als Inhibitoren von AP-1
beschrieben, da gezeigt werden konnte, dass sie zwar wie FOS-Proteine mit JUN
dimerisieren konnen, aber durch ihre fehlende Transaktivierungsdomane anders als
JUN/FOS-Dimere die AP-1-Aktivitat negativ beeinflussen’®'"°.

1.3.3.1 Korrelation von AP-1 und IRF-4

Da dieses Modell aber die vielen Auswirkungen eines BATF- oder BATF3-KO auf
verschiedene T-Zellpopulationen nicht erklarte'*'%® konnte daraufhin in nachfolgenden
Arbeiten eine positive Beeinflussung der Transkription gezeigt werden'""""*_ Diese wird
dadurch erreicht, dass Komplexe aus JUN/BATF oder JUN/BATF3 den
Transkriptionsfaktor interferon regulatory factor 4 (IRF4) an die DNA rekrutieren'’?""3,
Diese AP-1/IRF4-Komplexe konnen spezifische DNA-Sequenzen binden und aktivieren,
die sich aus der AP-1- (s.0.) und der IRF-Bindungssequenz (5-GAAA-3")
zusammensetzen und als AP-1/IRF4-composite elements (AICE) bezeichnet werden'”>.
Dabei kann die IRF-Bindungsstelle entweder direkt der AP-1-Sequenz folgen (5°-
GAAATGA(C/G)TCA-3") oder aber in einem Abstand von vier Basenpaaren zum AP-1-
Bindungsmotiv (5°-GAAANNNnTGA(C/G)TCA-3")'">""* Der Mechanismus der DNA-
Bindung ist dabei ahnlich wie bei anderen composite-Komplexen, die IRF4 eingehen
kann. IRF4, das selbst nur eine schwache DNA-Bindungsaffinitat besitzt, ist dabei auf
die Prasenz von PU.1 oder SpiB an der DNA angewiesen, um an spezifische
Bindungsmotive, die sogenannten ETS/IRF4-composite elements (EICE), binden zu
kénnen'">'®_Fir die Bindung an AICEs sind BATF oder BATF3 zwingend notwendig,
da ein Komplex aus JUN- und FOS-Proteinen nicht mit IRF4 interagieren kann'’>. Diese
kooperative Aktivitat kann nun eine positive transkriptionelle Akitivitat von BATF und
BATF3 erklaren.
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1.3.3.2 Funktion BATF und BATF3 in T- und B-Zellen

Die Ausreifung zu TH17-Zellen ist sowohl von Zytokinstimulation als auch von der
Expression bestimmter Transkriptionsfaktoren abhangig. Wie bereits im Kapitel 1.3.1
beschrieben, zeigen BATF-knock-out (KO) Mause einen Fehlen der TH17-Zellen'®®"°,
Dabei konnten weiterfuhrende Studien zeigen, dass die Expression der Zytokine IL-6
und TGF-B, die die TH17-Differenzierung induzieren, zwar nicht unter der Kontrolle von
BATF stehen'®®, wohl aber die TH17-spezifischen Gene fiir die Aufrechterhaltung des
TH17-Programms. So konnte nachgewiesen werden, dass ohne BATF die Expression
des Schliisselfaktors fiir die TH17-Differenzierung, RORyt'””, nach anfinglicher
normaler Aktivierung nicht aufrechterhalten werden konnte'®. Auch die Expression
TH17-charakteristischer Zytokine ist von BATF abhangig. Es konnte gezeigt werden,
dass BATF an regulatorische Elemente der Gene IL17A, IL17F, IL21, IL22 und IL10
bindet'*®'"*_Zudem ist die Expression des Rezeptors fiir IL-23 (IL-23R), einem weiteren
TH17-charakteristsichen Gen'”!, von BATF anhéngig159. Interessanterweise konnte die
retrovirale Expression von RORyt in BATF-KO Mausen die Expression dieser Zytokine
nicht vollstandig wiederherstellen, weshalb ein synergistischer Effekt dieser beiden

d'®. Des Weiteren

Transkriptionsfaktoren auf die TH17-Zielgene angenommen wir
konnte eine zumindest teilweise Redundanz von BATF und BATF3 in TH17-Zellen
identifiziert werden, da die retrovirale Expression von BATF3 in BATF” T-Zellen die IL-
17 Produktion wiederherstellen konnte'’2,

Obwohl BATF und BATF3 auch in anderen TH-Zelltypen exprimiert wird, zeigt nur der
KO von BATF einen Einfluss auf die Differenzierung der TH-Zellreihe. BATF3 dagegen
scheint in anderen Untergruppen der T-Zellreihne eine kritische Funktion zu
iibernehmen'®. In TH1-Zellen zeigte der KO von BATF einzeln oder in Kombination mit
BATF3 keinen Einfluss auf die Differenzierung, Proliferation oder Interferon-y- (INFy-)
Produktion dieser Zellen'’2.

Fir den Einfluss von BATF auf die Differenzierung zu TH2-Zellen gibt es
gegensatzliche Veroffentlichungen. BATF-KO Mause hatten in einer Studie eine
normale Entwicklung der TH2-Zellen™. In einem anderen Modell konnte eine
Differenzierungsblockade festgestellt werden, was aber moglicherweise auf den
genetischen Hintergrund der Mause zurtckzufuhren ist’®. Interessanterweise zeigen
Mause mit einem Doppel-KO von BATF und BATF3 eine verminderte Produktion von

IL-4 und IL-10 der TH2-Zellen'"?. Auch fiir TH9-Zellen konnte eine Abhangigkeit von
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BATF gezeigt werden, da die THO9-Differenzierung in BATF CD4*-Zellen stark
beeintrachtigt war'®’.

Zudem spielt BATF eine wichtige Rolle in der Funktion von B-Zellen, da in
immunisierten BATF” Mausen keine Keimzentren mehr entstehen. Dies kommt
einerseits durch einen Defekt in Try-Zellen zustande, da gezeigt werden konnte, dass
BATF eine direkte Wirkung auf BCL-6, cMAF und IL-4 besitzt, so dass BATF' Mause
einen Mangel an CXCR5" Tgy-Zellen haben'®. Andererseits ist die Expression von
activation-induced cytidine deaminase (AID), dem Enzym, das essentiell fur den
Isotypen-Klassenwechsel in B-Zellen ist, in BATF’ Mausen stark reduziert'®1%°.

Fir BATF3 konnte eine wichtige Funktion in der Entwicklung von CD8a™ dendritischen
Zellen gezeigt werden, da BATF3” Mause einen Mangel an CD8a*-Zellen und eine
Anfalligkeit fiir verschieden Viruskrankheiten aufweisen'*1%4,

Zusammengefasst haben BATF und BATF3 eine grole Relevanz sowohl fir
Differenzierung als auch Funktion verschiedener Zellen der T- und B-Zell-

Untergruppen®’.

1.3.3.3 BATF und BATF3 in malignen Lymphomen

Eine Expression von BATF oder BATF3 wurde auch in verschiedenen malignen
Erkrankungen des lymphatischen Systems entdeckt. Eine hohe Expression von BATF3
konnte in Hodgkin-Reed-Sternberg (HRS) Zellen und in Zellen des primaren

178180 \/granderte

mediastinalen  B-Zell-Lymphoms (PMBL) gezeigt werden
Expressionslevel von BATF wurden in Patienten mit einer Zweitneoplasie nach der
Diagnose eines Hodgkin-Lymphoms identifiziert'®'. Zudem konnte in einem transgenen
Mausmodell nachgewiesen werden, dass die Uberexpression von BATF zu einer
lymphoproliferativen Erkrankung fiihrt'®. Ein weiteres Modell, beruhend auf
Transplantation von retroviral modifizierten B-Zellen, konnte zeigen, dass die ektope

Expression von BATF3 zu B-Zell-Lymphomen fiihrt'®2.

Auch im ALCL konnte eine erhdhte Expression von BATF3 identifiziert werden®®'78184,
Weiterhin beschreibt eine kurzlich erschienene Studie im cHL und ALCL eine onkogene
Achse aus STAT3-BATF3-MYC, die entscheidend die Proliferation und das Uberleben

der Zellen beeinflusst'®.
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1.4 Zielstellung der Arbeit

In der vorliegenden Arbeit sollen die Transkriptionsfaktoren BATF und BATF3 im ALCL
naher charakterisiert werden. Daflr wird im ersten Teil dieser Arbeit die Expression der
beiden Proteine im ALCL in Zelllinien und primaren Material von ALCL-Patienten zu
anderen Lymphomen verglichen.

Im nachsten Schritt sollen beide Faktoren hinsichtlich ihrer Funktion und Kooperation
mit anderen Transkriptionsfaktoren untersucht werden, um in der Folge die Bedeutung
von BATFs fur die Biologie von ALCL-Zellen zu klaren. Dafur werden verschiedene
Modelle zum Aus- bzw. Abschalten der Expression von BATF und BATF3 etabliert.
Diese Analysen sollen klaren, ob diese beiden Proteine eine Rolle im Wachstum und
Uberleben von ALCL-Zellen sind.

Des Weiteren soll untersucht werden, ob BATFs bestimmte Zielgene aktivieren, um
stromabwarts gelegene Signalwege identifizieren zu kdnnen. Diese Zielgene kdnnten
dann auch Hinweise auf den bisher nicht geklarten Ursprung des ALCL geben.
Abschlielend soll geklart werden, ob diese Erkenntnisse eine Bedeutung fur die
Therapie des ALCL haben konnten, indem durch Manipulation dieser aktivierten
Zielgene und Signalwege neue Ansatzpunkte fur eine zielgerichtete Therapie

beschrieben werden konnen.
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2 Materialien und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Zelllinien

Zelllinie

Zelltyp

Referenz

Karpas-299 (K299)

Anaplastisch grof3zelliges
Lymphom, ALK"

Fischer P, Blood (1988)

Anaplastisch grol3zelliges

SU-DHL-1 Lymphom, ALK" Epstein AL, Cancer (1974)
Anaplastisch grof3zelliges

DEL Lymphom, ALK" Barbey S, Int. J. Cancer (1990)
Anaplastisch grof3zelliges .

JB6 Lymphom, ALK" Kadin ME, Blood (1990)
Anaplastisch grof3zelliges . .

FE-PD Lymphom, ALK’ Del Mistro A, Leukemia (1994)
Anaplastisch grof3zelliges .

Mac-1 Lymphom, ALK’ Kadin ME, Lab. Invest. (1988)

) Anaplastisch grof3zelliges

Mac-2A Lymphom, ALK Su IJ. Am, J. Pathol. (1989)
Anaplastisch grof3zelliges .

DL40 Lymphom, ALK Kubonishi I, Cancer Res. (1990)

Jurkat Akute T-lymphoblastische | g, eider U, Int. J. Cancer (1977)
Leukamie

KE-37 Akute T-lymphoblastische Burger R, Leuk. Res. (1999)
Leukamie

Molt-14 Akute T-lymphoblastische Drexler HG, Haematol Oncol (1989)
Leukamie

H9 Kutanes T-Zell-Lymphom |\, b1 AIDS (1989)
(Sézary)
Transformierte humane

HEK293 embryonale Grakam FL, J. Gen. Virol. (1977)
Nierenzelllinie
HEK293-Zellen, die das

HEK293T/17 simian virus 40 large Pear WS, PNAS (1993)
tumor antigen
exprimieren

2.1.2 Bakterienstamme

Bakterienstamm

Hersteller

E. coli XL1 blue

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
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2.1.3 Chemikalien

Substanz Hersteller Katalognummer
Acrylamid 40 % Roth, Karlsruhe, Deutschland #A515.1
Biozym, Hessisch Oldendorf,
Agarose Deutschland #840004
Ammoniumchlorid (NH4CI) | Sigma, St. Louis, MO, USA #9434
Ammoniumpersulfat (APS) | Roth, Karlsruhe, Deutschland #9592.2
Ampicillin Roth, Karlsruhe, Deutschland #K029.2
Bacto™ Trypton Difco/BD, Sparks, MD, USA #211705
B-Mercaptoethanol Sigma, St. Louis, MO, USA #M6250
?é’gg‘)e Serum Albumin | o005 St Louis, MO, USA | #3803
Cholorquin Sigma, St. Louis, MO, USA #C6628
Complete Mini Protease | o, e Basel, Schweiz #11836153001
Inhibitor Cocktail
Cresol Rot natrium Salz Sigma, St. Louis, MO, USA #114480

Crizotinib

Pfizer, New York City, NY, USA

# PF-02341066

Disuccinimidyl Glutarat

DMEM high glucose Gibco BRL, Billings, MT, USA | # 11960-085
DTT Roth, Karlsruhe, Deutschland #6908.2
EDTA Roth, Karlsruhe, Deutschland #8040.2
EGTA Roth, Karlsruhe, Deutschland #3054.2
Ethidiumbromid Sigma, St. Louis, MO, USA #E1510
Ethanol Roth, Karlsruhe, Deutschland #9065.1
Ficoll Sigma, St. Louis, MO, USA #F5415

Fotales Kalberserum
(FCS)

Biochrom, Berlin, Deutschland

#S0115, Lot: 1247B

Thermo Fisher Scientific,

Formaldehyd Waltham, MA, USA #10321714
GeneRuler ™ 1 kb DNA Fermentas/Thermo Fisher #SMO0310
ladder Scientific, Waltham, MA, USA
GeneRuler ™ 100 bp plus | Fermentas/Thermo Fisher 4#SM0321
DNA ladder Scientific, Waltham, MA, USA
Glycerol SgAHealthcare, Chicago, IL, 417132501
Glycin Roth, Karlsruhe, Deutschland #3908.3
Merck Millipore, Burlington,
GSK805 MA, USA #531369
HEPES Roth, Karlsruhe, Deutschland #6763
Hygromycin B Sigma, St. Louis, MO, USA # H3274-1G
Isopropanol Roth, Karlsruhe, Deutschland #6752 .1
Kaliumchlorid Roth, Karlsruhe, Deutschland #6781.1
Magnesiumchlorid Sigma, St. Louis, MO, USA #M-3634
Methanol Roth, Karlsruhe, Deutschland #8388.1
Microscint™-0 ornsimer, Waltham, MA, | 46031611
Natriumacetat Roth, Karlsruhe, Deutschland #P-1147
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Natriumcarbonat Roth, Karlsruhe, Deutschland #8563.2
Natriumchlorid Roth, Karlsruhe, Deutschland #3957 .2
Natriumcitrat Roth, Karlsruhe, Deutschland #4088.2
Natriumflorid Roth, Karlsruhe, Deutschland #2618
Natriumhydroxid Roth, Karlsruhe, Deutschland #8655
, Gibco/Invitrogen, Karlsruhe,
Natriumpyruvat 100x Deutschland #11360-039
Natriumorthovanadat Sigma, St. Louis, MO, USA #S6508
NP40 Calbiochem, La Jolla, CA, USA | #492016
Optimem Gibco/Invitrogen, Karlsruhe, 431985070
Deutschland
PageRuler™ Plus Thermo Fisher Scientific, 496619
Prestained Protein Ladder | Waltham, MA, USA
phosphate-buffered saline | Gibco/lnvitrogen, Karlsruhe, )
(PBS) Deutschland #10010-023
Penicillin-Streptomycin Gibco/Invitrogen, Karlsruhe, #15140-122
100 x Deutschland
Pierce™ ECL Western Thermo Fisher Scientific, #32106
Blotting Substrate Waltham, MA, USA
Roche, Mannheim,
poly[d(I-C)] Deutschland #10108812001
Ponceau-S Roth, Karlsruhe, Deutschland #5938.1
Propidiumiodid Sigma, St. Louis, MO, USA #P-4270
Protein-A-Sepharose SgAHealthcare, Chicago, IL, #17-0780-01
Protein-Assay (Bradford | giop2d, Miinchen, Deutschland | #500-0006
Reagenz)
Proteinase K Roth, Karlsruhe, Deutschland #7528.4
RPMI-1640 Gibco/Invitrogen, Karlsruhe, #31870-025
Deutschland
SDS Roth, Karlsruhe, Deutschland #CN30.3
Patrick Griffin Labor, Scripps
SR1903 Research Institute, FL, USA
Patrick Griffin Labor, Scripps
SR2211 Research Institute, FL, USA
TEMED Roth, Karlsruhe, Deutschland #UN-2372
Tris Roth, Karlsruhe, Deutschland #5429.2
Triton X-100 Sigma, St. Louis, MO, USA #18787
Trypanblau Sigma, St. Louis, MO, USA #16146
Tween20 Roth, Karlsruhe, Deutschland #9127.1

2.1.4 Radioaktive Substanzen

Substanz Hersteller Katalognummer
[a-32P]dCTP (3000 i

Ci/mmol, 10mCi/ml) NEN, Boston, MA, USA #NEG-513
[°’H]-Thymidin NEN, Boston, MA, USA #NET-027
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2.1.5 Puffer

Name

Zusammensetzung

10x Shift Hybridisierungspuffer

0.5 M Tris HCI pH 8.0, 0.7 M NaCl

4x Laemmlipuffer

200 mM Tris-HCI pH 6.8, 40 % Glycerol,
16 % SDS, 20 % B-Mercaptoethanol, 0.22 %
Bromphenolblau

Gibson Assembly Reaktionspuffer

0,1 M Tris-HCL pH 7,5, 10 mM MgCl,, 0,2mM
dGTP/dCTP/dATP/dTTP, 10 mM DTT, 1 mM NAD

Kernextraktionspuffer A

10 mM HEPES pH 7,9, 10 mM KCI, 0,1 mM
EDTA, 0,1 mM EGTA, 1 mM DTT, 10 pl NaF,
50 pl NazVOy, 72 Tbl. cOmplete Mini, ad 51 H,O

Kernextraktionspuffer C

20 mM HEPES pH 7,9, 0,4 M NaCl, 0,1 mM
EDTA, 0,1 mM EGTA, 1 mM DTT, 20% Glyerol,
10 pl NaF, 50 yl Na3zVQs, Y2 Tbl. cOmplete Mini,
ad 51 H,O

LB Medium

10 g Bacto-trypton, 5 g Hefeextrakt, 5 g NaCl ad
11 H20

NP40-Hochsalzlysepuffer

20 mM HEPES pH 7.9, 350 mM NaCl, 1 mM
MgCI2, 1 mM EDTA pH 8.0, 0.2 mM EGTA

pH 8.0, 1 % NP40, 1x cOmplete™ Protease
Inhibitor Cocktail / 5ml, 1 mM NaF, 1 mM Na3VO4

PBS

0.8 mM Na2HPO4, 0.2 mM NaH2PO4,
14 mM NacCl

Protein-A-Sepharose Suspension

50 % (vol/vol) Protein-A-Sepharose in H20

Ponceau-Farbeldsung

0.1 % Ponceau in 5 % Essigsaure

TBE

0.1 M Tris, 0.1 M Borsaure, 2.5 mM EDTA

TBST

20 mM Tris (pH 7.5), 0.135 M NacCl, 0.01 % Triton-
X

Western Blot Laufpuffer

50 mM Tris, 500 mM Glycin, 0.1 % SDS

Western Blot Transferpuffer

35 mM Tris, 40 mM Glycin, 0.04 % SDS,
20 % Methanol

Western Blot Waschpuffer

150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI pH 7.5,
1 % Triton-X100, 1 % Trockenmilchpulver

2.1.6 Plasmide

Plasmide

Hersteller

pcDNA3.1(+)

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

pcDNA3.1 BATF s. Methoden
pcDNA3.1 BATF3 s. Methoden
pcDNA3.1 RORC1 s. Methoden
pcDNA3.1 RORC2 s. Methoden

pEGFP-N3 Clontech, Palo Alto, CA, USA
pGEM®-T Easy Promega, Madison, WI, USA
pGag-pol Freundlicherweise zur Verfugung gestellt von
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Achim Leutz, MDC, Berlin, Deutschland

Freundlicherweise zur Verfigung gestellt von

PEnV Achim Leutz, MDC, Berlin, Deutschland
lentiCRISPR v2 Addgene, #52961, (Feng Zhang Lab, MIT, USA)
PRTS1 Freundlicherweise zur Verfigung gestellt von

Georg Bornkamm, Minchen, Deutschland

2.1.7 Oligonukleotide

2.1.7.1 Primer fur semi-quantitative RT-PCR-Analysen

Name Sequenz (52 3") Produktlange
GAPDH F ATGCTGGCGCTGAGTAC 258 bp
GAPDHR TGAGTCCTTCCACGATAC

JUNB F TCTCTCAAGCTCGCCTCTTC 413 BP
JUNB R AGGTAGCTGATGGTGGTCGT

IRF4 F GAGCCAAGCATAAGGTCTGC 476 bp
IRF4 R GGGTCTGGAAACTCCTCTCC

BATF F CCCAGGAGAAGTCAGGAAGG 585 BP
BATF R CTTGTCCAGGCCTCTGTCTC

BATF3 F CAGCGTCCTGCAGAGGAG 383 BP
BATF3R GCTGGGCAGAGGAGTGTC

AHR F TAGGCTCAGCGTCAGTTACC 380 bp
AHRR GGAGACCAGTGGCTTCTTCA

CCL20 F CTCCTGGCTGCTTTGATGTC 207 bp
CCL20R ATTTGCGCACACAGACAACT

IL1R1 F AGACAAGGCCTTCTCCAAGA 456 bp
IL1R1R TAAGGGCACACAAGTCCTCC

ILAR F AAAACGACCCGGCAGATTTC 494 bp
ILAR R CTCTTTGGCAGCCTTGTGAG

IL6R F CGGAAGACAATGCCACTGTT 374 bp
IL6R R GCAGGAGAACTTCTGGGACT

IL17A F AGGCAGGAATCACAATCCCA 364 bp
IL17AR CCCACGGACACCAGTATCTT

IL17F F ATCAATGAAAACCAGCGCGT 324 bp
IL17F R GGTCTCTTGCTGGATGGGAA

IL18R1 F CGCCGAGTTTGAAGATCAGG 408 bp
IL18R1 R CTTTTGGTGTCTGTGCCTCC

IL21R1 F CTCACCCTTACCTGGCAAGA 450 bp
IL21R1R ATAGCTCGAGTCTTTGCGGA

IL22 F ACCTTCATGCTGGCTAAGGA 384 bp
IL22 R TTGCTCTGGTCAAATGCAGG

IL23R F ATACCTTCTGCAGCCGTCAT 198 bp
IL23R R GCTTTTGATGTGACCTGGGG

IL26 F CGCTTTGTGGAGGACTTTCA 326 bp
IL26 R TCACCTAACATGCCGTCAGT

NCR1F TACTGCCGTCTAGACACTGC 392 BP
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NCR1R AGGAACCACACTAGAGCC
NFKBIZ F TCAGGCGATTCAGAAGGGAG 482 bp
NFKBIZ R CTGGCTGTTCGTTCTCCAAG
RUNX2 F CTGTGGTTACTGTCATGGCG 415 bp
RUNX2 R TGCCTGGGGTCTGTAATCTG
TNFSFR8 F AGTGCTCTTCTGGGTGATCC 416 bp
TNFSFR8 R CGGTGTCAGCCTTCATGATG
RORC1F ACCGATGTGGACTTCGTTTT 414 bp
RORC1R TCCTAACCAGCACCACTTCC
RORC2 F GAGAAGGACAGGGAGCCAAG 348 bp
RORC2 R TGCAGCTGTTTCTGCACTTC

2.1.7.2 Primer fur real-time qPCR
Name Sequenz (52 3) Produktlange
HPRT F TGACCTTGATTTATTTTGCATACC 102 bp
HPRT R CGAGCAAGACGTTCAGTCCT
AHR F CGTCAGTTACCTGAGAGCCAA 83 bp
AHR R AGTTATCCTGGCCTCCGTTTC
BATF F ATCGTATTGCCGCCCAGAAG 98 bp
BATF R TAGAGCCGCGTTCTGTTTCT
BATF3 F GTTGCTGCTCAGAGAAGTCG 117 bp
BATF3 R TGTCAGCTTCCCGATCTCTC
IL1R1 F GCTCATCGTGATGAATGTGGC 140 bp
IL1RTR CAGGCCTTGTGGGTTTGTTT
IL6R F AGGAGGAAGCATGCTGGC 120 bp
IL6R R CTGGTCAGCACGCCTCTC
IL18R1 F CGGGGACGCCTCTCTGAA 129 bp
IL18R1 R TGTGGGGACGTGAAGTACAAG
IL26 F CCTTAGGCAGAAATTGAGCCAC 134 bp
IL26 R TATCCAGTTCACTGATGGCTTTGT
RORC2 F TGAGAAGGACAGGGAGCCAAG 88 bp
RORC2 R TCCCCACAGATTTTGCAAGGG

2.1.7.3 Primer fur Chromatin-Immunprazipitationen
Name Sequenz (52 3) Position | Effizienz

(TSS=1) | (%)

IL12RB1 ChIP_SP1 | TGCCTTAGGGATGGGCTGTG -21 105,6
IL12RB1 _ChIP_RP1 | GTCCCCACTCCGGAACACAT -118
IL17A ChlP_SP3 GACCATGAGCTGGAGCCTGT -28731 107 1
IL17A ChIP_RP3 TGGGGGAAGTAGGAGTGGCA -28639
IL18R1 ChIP_ SP1 AGAAGGCATTCTGTCCATGTCCT 4315 106,7
IL18R1 _ChIP_RP1 CTCCAGTGACTCTCGGGTGC 4412
IL1R1 _ChIP_SP4 TCATGATTTTGTGGGTTGATGAGGC | -16611 107,6
IL1R1 ChIP RP4 GTGGCTGTCTGGCTACAACTG -16532
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IL22_ChIP_SP1 CCCCCATACAACACCAGAGCA -2959 91,6
IL22_ChIP_RP1 GCCCCTGATGGACCAAGCAT -3073
IL23R_ChIP_SP1 GGTCAGGGCTCTGCTGACAT -98 86,3
IL23R_ChIP_RP1 TTCCTCACTGCCTGCCTGTC -20
IL23R_ChIP_SP4 TCTGCCGATGGCTGCTTAGAA 5487 118
IL23R_ChIP_RP4 AGCTTGAATCCAGGGGTTTGAGTA 5636
IL26_ChIP_SP1 AGGGAAGTACCAGATAAGACTTGGT | -5598 91,6
IL26_ChIP_RP1 ACCACAGATGCAGCAGTAGAGA -5671
IL4R_ChIP_SP1 TTCATCCTCTTCGGTGTGATGCT 4243 116,6
IL4R_ChIP_RP1 GCGGGAAAGCACCCAAAGAT 4319
IL4R_ChIP_SP3 GCGTCCGTTCTTGCCTTTCC 4645 99,5
IL4R_ChIP_RP3 TGGCTTTAGCGCAGACCTCA 4791

REF _chr4_SP1 TGCAGGGGCAAGCATATTCA na 94,4
REF _chr4_RP1 GGAGATAAAGCTGGGCGACA na

Ref _chr12_SP3 TGCCTTAGTTTTGTTGGTCCT na 101,4
Ref _chr12_RP3 GTTGGGAGAAAAATGCACGGTTA na

2.1.7.4 Oligonukleotide fur Klonierungen

pcDNA3.1(+) - Plasmide

Name Sequenz (52 3)
BATF BamHI s GCGGATCCGCCGCCATGCCTCACAGCTCCGACAGC
BATF Xhol as CTCCAGTCAGGGCTGGAAGCGCGGGG

BATF3 BamHI s GCGGATCCGCCGCCACCATGTCGCAAGGGC

BATF3 Xhol as CTCCAGTCATCGGGGCAAGCAGC

RORC1 EcoRl s GGAATTCGCCACCATGGACAGGGCCCCACAGAG

RORC Xhol as CTCGAGTCACTTGGACAGCCCCAC

RORC2 EcoRl s GGAATTCGCCACCATGAGAACACAAATTGAAG

pPRTS1 - Plasmide

Name Sequenz (52 3)
A-Fos Xbal s GCTCTAGAAAGCTCCACCATGGACTACAAG
A-Fos Xbal as GCTCTAGAGAAGCTTGAATTAATCAGG

lentivirale Plasmide

Name Sequenz (52 3)

BATF s ACACCGGTGCCACCATGGACTACAAGGATGA
BATF as ACTCTAGAGGGCTGGAAGCGCGGGGAGCT
BATF3s ACACCGGTGCCGCCACCATGTCGCAA

BATF3 as ACTCTAGATCGGGGCAAGCAGCCGGCCAC
oligo1 s GTTGTAAATGAGCACACAAAAG

oligo1 as AATTCTTTTGTGTGCTCATTTACAACAT
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oligo2 s CTAGCGGATCCGTTGTATCTAGAA

oligo2 as GATCTTCTAGATACAACGGATCCG

pSK's GTTTAAACAACATACGAGCCGGAAGCATAAA

pSK as CGACATCTCCGGCTTGTTTCAGCAGAGAGAAGTTTGTTGCGC
CGGATCCCCCGGTACCCAATTCGCCCTATAGT

EGFP/EBFPs | CTTCTCTCTGCTGAAACAAGCCGGAGATGTCGAAGAGAATCC
TGGACCGATGGTGAGCAAGGGCGAGGA

EGFP/EBFP as | GTCGACTTAACGCGT TTACTTGTACAGCTCGTCCA

WPRE s GAGCTGTACAAGTAAACGCGTTAAACGCGTTAAGTCGACAATCA

WPRE as TTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTTTAAACGGGCCCTGCTAG
AGATTTTC

2.1.7.5 Accell siRNAs fur Gen-Inhibierung

gene symbol

5‘-sequence-3*

SiBATF #2 GAAAGAUGCUCAAGUCCCA
SiBATF #3 GCUCUACGCAAGGAGAUCA
SiBATF #4 GUAUUAAGAAAGAUGCUCA
SiBATF3 #1 CUCUAGAAUUUGGAUAAUA
SiBATF3 #2 CAGAGAAGUCGGAAGAAGC

Non-targeting siRNA #1

Catalog item: D-001910-01-50

Non-targeting siRNA #2

Catalog item: D-001910-02-50

2.1.7.1 Oligonukleotide fur Electrophoretic Mobility Shift Assays

(EMSA)

Name

Sequenz (52 3)

AICE_Bcl11b - sense

AGCTTAGTGCAGAAATGAGTCAGAGATCAAAGAAG

AICE_Bcl11b - antisense

AGCTCTTCTTTGATCTCTGACTCATTTCTGCACTA

AICE - sense

AGCTCTTGCCTTAGAGGTTTCGGGATGACTAATACTGT
A

AICE - antisense

AGCTTACAGTATTAGTCATCCCGAAACCTCTAAGGCAA
G

AICE_IL12RB - sense

AGCTGCTTTTGCTTTCACTTTGACTGGCCTGGAGACAA
TGAGTT

AICE_IL12Rb - antisense

AGCTAACTCATTGTCTCCAGGCCAGTCAAAGTGAAAGC
AAAAGC

AP-1- sense AGCTAGCATGAGTCAGACAC
AP-1- antisense AGCTGTGTCTGACTCATGCT
Sp1- sense AGCTATTCGATCGGGGCGGGGCGAGC

Sp1- antisense

AGCTGCTCGCCCCGCCCCGATCGAAT
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2.1.8 Enzyme

Name Hersteller Katalognummer
Thermo Fisher Scientific,
BamHI Waltham, MA, USA #ERO0051
Thermo Fisher Scientific,
DreamTaq™ Polymerase Waltham, MA, USA #EPO701
Thermo Fisher Scientific,
EcoRI Waltham, MA, USA #ERO02771
Thermo Fisher Scientific,
FastAP Waltham, MA, USA #EF0654
Phusion High-Fidelity DNA | Thermo Fisher Scientific, HF530L
Polymerase Waltham, MA, USA
: Thermo Fisher Scientific,
T4 DNA Ligase Waltham, MA, USA #ELO014
Thermo Fisher Scientific,
Xbal Waltham, MA, USA #EROG8T
Thermo Fisher Scientific,
Xhol Waltham, MA, USA #ER0691
2.1.9 Antikorper
Name Hersteller Katalognummer | Experiment
anti-BATF Cell Signaling #8638S WB, ChIP
anti-BATF Santa Cruz Biotechnology #sc-100974 SS, Co-IP, IHC
anti-BATF3 R&D Systems #AF7437 WB, ChIP
anti-BATF3 Santa Cruz Biotechnology #sc-162246 SS, IHC
anti-BATF3 Santa Cruz Biotechnology sc-398902 WB, Co-IP
anti-B-actin Sigma Adrich #A5316 WB
anti-FLAG M2 Sigma Adrich #F1804 WB
anti-FRA2 Santa Cruz Biotechnology #sc-604 SS
anti-IRF4 Santa Cruz Biotechnology #sc-6059 WB, SS
anti-JUNB Cell Signaling #3753 ChiP
anti-JUNB Santa Cruz Biotechnology #sc-46 WB, SS
anti-JUNB Santa Cruz Biotechnology #sc-5052 Co-IP
anti-JUNB Santa Cruz Biotechnology #sc-8051 WB
anti-PARP1 Santa Cruz Biotechnology #sc-8007 WB
Freundlicherweise zur WB
anti-RORC Verfugung gestellt von Dan
Littman, New York, USA
Maus lgGf R&D Systems #MAB002 SS, Co-IP
Isotypkontrolle
Kaninchen 19G | ggp systems AB-105-c sS
Isotypkontrolle
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2.1.10 Kits

Name Hersteller Katalognummer

1st Strand cDNA . .

Synthesis Kit for RT-PCR Roche Indianapolis, IN, USA #11483188001

AnnexinV-FITC/PI Kit Bender MedSystems, Wien, #BMS500F|
Osterreich

ECL Amersham Bioscience, Uppsala, #RPN2132
Schweden

IL-17A DuoSet ELISA kit R&D Systems #DY317

IL-17F DuoSet ELISA kit R&D Systems #DY1335B

IL-22 DuoSet ELISA kit R&D Systems #DY782

Invisorb® Spin Plasmid | o400 Birkenfeld, Deutschland | #1010140300

Mini Two

Invisorb Spin DNA Stratec, Birkenfeld, Deutschland | #1020110300

Extraction Kit

I\N/Il;c):(lieoBond® Xira Midi / Macherey-Nagel #740414

pGEM®Teasy cloning Kit | Promega, Madison, WI, USA #TM042

Power SYBR® Green Applied Biosystems, Foster City,

PCR Master Mix CA, USA #4367659

RNase-Free DNase Set Qiagen, Hilden, Deutschland #79254

RNeasy Mini Kit Qiagen, Hilden, Deutschland #74106

Zymoclean Gel DNA Zymo Research, Irvine, CA, USA | #D4007

Recovery Kit

2.1.11 Gerate

Name

Hersteller

Avanti J-26 XP Zentrifuge

Beckmann Coulter GmbH, Krefeld, Deutschland

Bioruptor™

Diagenode, Liége, Belgien

C1000 Thermal Cycler

BioRad, Miinchen, Deutschland

CURIX 60 Filmentwickler

AGFA, Mortsel, Belgien

DU®640 spectrophotometer

Beckmann Coulter GmbH, Krefeld, Deutschland

Duomax 1030, Unimax 1010

Heidolph Instruments, Schwabach, Deutschland

FACSAria™

BD Bioscience, Heidelberg, Deutschland

FACSCantoll™

BD Bioscience, Heidelberg, Deutschland

FLUOstar OPTIMA

BMG Labtech, Ortenberg, Deutschland

Gene Pulser™ || Xcell

BioRad, Miinchen, Deutschland

Heraeus Pico17 Zentrifuge

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

MIC magnetic induction cycler

Bio Molecular Systems, Upper Coomera, QLD,
Australien

Thermomixer compact

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Trans-Blot® SD Semi-Dry
Transfer Cell

BioRad, Miinchen, Deutschland

Tri-Carb 2800TR Liquid
Scintillation Analyzer

PerkinElmer, Waltham, MA, USA
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2.1.12 Software

Name Hersteller

Adobe lllustrator Adobe Systems, San José, CA, USA
FACS Diva BD Bioscience, Heidelberg, Deutschland
FlowJo 9 FlowJo LLC, Ashland, OR, USA

Graph Pad Prism Graph Pad Software, San Diego, CA, USA
RStudio RStudio Inc., Boston, MA, USA

2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

2.2.1.1 Zellkulturbedingungen

Alle Zelllinien wurden, wenn nicht anders angegeben, in RPMI-1640 mit 10 %
hitzeinaktiviertem (30 min bei 56° C) fotalen Kalberserum (fetal calf serum, FCS), 100
pg/ml Streptomycin, 100 U/ml Penicillin und 1 mM Natriumpyruvat bei 37° C und 5 %
COg kultiviert. Dieses Medium wird in dieser Arbeit als Standardmedium bezeichnet. Die
Zelldichte dabei betrug je nach Zelllinie 1x10° bis 1x10° Zellen pro ml. Bei den
gekennzeichneten Experimenten wurden 1 pg/ml Doxyzyklin (Dox), die RORC
Inhibitoren SR1903, SR2211 und GSK805, der ALK Inhibitor Crizotinib (Crizo) oder als
Kontrolle Dimethylsulfoxid (DMSQO) hinzugegeben.

2.2.1.2 Transiente Transfektion von Zellen

Fir die transiente Transfektion wurden 1-5 x 10° Zellen in 500 yl OPTI-MEM | Medium
aufgenommen und mithilfe eines GenePulser™ |l XCell Gerats und unter spezifischen
Bedingungen (K299: 50 pF, 500 V; FE-PD: 500 pF, 250 V; Hek293: 950 yF 180 V)
elektroporiert. Wenn nicht anders angegeben, wurden 40 ug Expressionsplasmid
verwendet und die Zellen nach der Elektroporation fur 5 min bei 37° C inkubiert.
Danach wurden sie in Standardmedium uberfuhrt. Die Effizienz der Transfektion wurde
mittels Co-Transfektion von pEGFP-N3 und anschlieBender durchflusszytometrischer
Analyse mithilfe eines FACSCantoll™ ermittelt. Daflr wurden die Zellen zentrifugiert
(1200 rpm, 5 min, RT), in PBS gewaschen und in PBS/Propidiumiodid (PI)
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aufgenommen. Fur die durchflusszytometrische Analyse wurde ein FACSCantoll™

verwendet.

2.2.1.3 Lentivirale Transduktion

Fiir die lentivirale Transduktion wurden die Zellen zu einer Dichte von 8 x 10° Zellen pro
2 ml Standardmedium in einer 6-well Platte ausgesat, 2-4 ml lentiviraler Uberstand
dazugegeben und 90 min mit 800 g zentrifugiert. AnschlieRend wurden die Zellen Uber
Nacht bei 37° C inkubiert. Am nachsten Tag wurden die Zellen dreimal mit PBS

gewaschen, in Standardmedium ausgesat und fur weitere Analysen genutzt.

2.2.1.4 Generierung von A-Fos exprimierenden Zellen

Fur die Generierung von A-Fos induzierbaren Zellen wurden FE-PD-Zellen wie oben
beschrieben mit 40 pg pRTS1_AFos elektroporiert und 24 h spater mit 110 ug/ml
Hygromycin B fur 21 bis 28 Tage kultiviert. Fur die funktionelle Charakterisierung der
globalen AP-1-Inhibition wurden die Zellen mit 1 pg/ml Doxyzyklin stimuliert und
anschlieBend GFP*-Zellen durchflusszytrometrisch  mithilfe eines FACSAria™
aufgereinigt. Dafir wurden die Zellen nach dem Waschen in PBS mit 10 % FCS
aufgenommen und bei entsprechenden Wellenlangen die gewunschten Populationen
aufgereinigt und anschlief3end fur weitere Analysen in Standardmedium aufgenommen.
FUr die transiente Expression von A-Fos wurden K299-Zellen mit 40 ug CMV_AFos und
5 ug pEGFP-N3 elektroporiert (s.0.) und nach 48 bzw. 72 h wurden GFP-positive Zellen

durchflusszytometrisch mit einem FACSAria™ aufgereinigt.

2.2.1.5 RNA-Interferenz mittels small interfering RNA (siRNA)

Gen-silencing Experimente wurden mit siRNAs der Firma Dharmacon durchgefuhrt.
K299-, Mac-1- und Mac-2A-Zellen wurden passiv mit 500-750 nM siRNA transfiziert.
Dafiir wurden 1 x 10° Zellen pro ml in RPMI-1640 mit 1 % FCS und Penicillin und
Streptomycin ausgesat und fur 72 Stunden kultiviert. Danach wurden die Effizienz des
gen-silencings mittels Western Blot Uberpruft und die weiteren funktionellen Analysen in

Standardmedium durchgefuhrt.
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2.2.1.6 Bestimmung der Apoptoserate mittels AnnexinV-FITC/PI-

Analyse

FUr die Analyse der Apoptoserate wurde das AnnexinV-FITC/PI Kit der Firma Bender
MedSystems nach Angaben des Herstellers verwendet. Die Zellen wurden zentrifugiert
(1200 rpm, 5 min, RT) und in 200 yl Bindungspuffer mit AnnexinV-FITC (1:40) und PI
(1:20) fur 15 min inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen durchflusszytometrisch
analysiert. Doppelt negative Zellen wurden als lebend, AnnexinV positive Zellen als

apoptotisch und PI positive Zellen als spatapoptotisch/tot definiert.

2.2.1.7 Bestimmung der Proliferationsrate mittels [°H]-

Thymidineinbau

Fir die Analyse der Proliferationsrate wurde ein indirektes Verfahren gewahlt, das den
Einbau von [3H]-Thymidineinbau wahrend der Zellteilung in neu synthetisierte DNA
misst. Dafir wurden 1 x 10* Zellen in 200 pl Standardmedium pro well einer 96-well
Platte gegeben. Fiir die jeweils letzten 18 - 24 Stunden dieser Kultur wurde 1 uCi [°H]-
Thymidin pro well hinzugeflgt. AnschlieRend wurden die Zellen uber Nacht bei -20° C
eingefroren, wodurch es zur Zelllyse kommt. Daraufhin wurden die Ansatze auf eine
UniFilter©-96,GF/C© Filterplatte geernet und Uber Nacht getrocknet. AnschlieRend
wurden pro well 20 yl Microsint© 0 hinzugegeben, die Platten versiegelt und im Tri-Carb

2800TR Liquid Scintillation Analyzer gemessen.

2.2.1.8 Analyse von Zelltod durch RORC Inhibition

Fir die Inhibition von RORC wurden die kleinmolekularen Modulatoren SR1903 und
SR2211 aus dem Labor von Patrick Griffin und GSK805 (Calbiochem) verwendet. Die
Zellen wurden in Standardmedium mit 5 yM der entsprechenden Inhibitoren fur die
angegebene Zeit kultiviert und anschlieBend durchflusszytometrisch auf ihre
Lebendigkeit analysiert. Fur die Kombinationsversuche mit Crizotinib wurden 7,5 yM
der entsprechenden RORC-Inhibitoren und 25 nM Crizotinib in Standardmedium

verwendet. Die Anaylse der Apoptoseraten erfolgte wie unter 2.2.1.2 beschrieben.
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2.2.2 Praparation von und Experimente mit RNA

2.2.2.1 RNA-Praparation

Fir die RNA-Praparation wurde das RNeasy Mini Kit des Herstellers Qiagen nach
Angaben des Herstellers benutzt. Die zu analysierenden Zellen wurden einmalig mit
PBS gewaschen, zentrifugiert und anschlielend die RNA nach Protokoll prapariert. Alle
Proben wurden mit dem RNase Free DNase Set verdaut, um Kontaminationen mit DNA
zu vermeiden. Praparierte RNA wurde in flissigem Stickstoff schockgefroren und

anschlie3end bei -80° C gelagert.

2.2.2.2 Synthese von cDNA

Fur die cDNA Synthese wurde das 7st Strand cDNA Synthesis Kit der Firma Roche
nach Angaben des Herstellers benutzt. Fir die Synthese wurden in der Regel 1 uyg RNA
und die Oligo-dT Primer benutzt. Die synthetisierte cDNA wurde bei -20° C gelagert.

2.2.3 Praparation von und Experimente mit DNA

2.2.3.1 Klonierung

2.2.3.1.1 pcDNAS3.1(+) Plasmide

Fur die Klonierung von Expressionsplasmiden wurden BATF mit den Primern ,BATF
BamHI s“ und ,BATF Xhol as“ und BATF3 mit den Primern ,BATF3 BamHI s und
,BATF3 Xhol as” (s. Kap. 2.1) aus cDNA der Linie K299 mittels PCR amplifiziert und
die Fragmente nach Auftrennung in einer Agarose-Gelelektrophorese aufgereinigt.
Gleichzeitig wurde das pcDNA3.1(+) Plasmid mit den Restriktionsenzymen BamHI und
Xhol verdaut und ebenfalls aufgereinigt. Anschlieend wurden die BATF- und BATF3-
Fragmente mithilfe der T4 DNA Ligase in das pcDNAS3.1(+) ligiert und die Plasmide als
pcDNA3.1_BATF bzw. pcDNA3.1_BATF3 bezeichnet.

Fur die Klonierung der RORC Plasmide (pcDNA3.1_RORC1 und pcDNA3.1_RORC2)
wurden fur RORC1 die Primer ,RORC1 EcoRI s und ,RORC Xhol as“ und fir RORC2
die Primer ,RORC2 EcoRI s“ und ebenfalls ,RORC Xhol as“ verwendet. Nach
Amplifikation mittels PCR aus cDNA der Zellinie K299, Auftrennung mittels
Gelelektrophorese und Aufreinigung wurden die Fragmente in pcDNA3.1(+), das vorher
mit EcoR1 und Xhol verdaut wurde, mithilfe der T4 DNA Ligase ligiert.
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2.2.3.1.2 pRTS1-Plasmide
FUr die Generierung eines TET-induzierbaren A-Fos exprimierenden Plasmids wurde A-
Fos mit den Primern ,A-Fos Xbal s“ und ,A-Fos Xbal as“ aus einem auf CMV500

basierenden A-Fos Expressionsplasmid'®®

amplifiziert, aufgereinigt und mittels der
Xbal-Schnittstellen in  ein  pUC19-Plasmid eingebracht, das zusatzlich Sfil-
Restriktionsschnittstellen aufweist (pUC19_Sfil). Anschlielend wurde aus dieser
Zwischenstufe das A-Fos Fragment mittels Sfil-Verdau mobilisiert und in das pRTS1

Plasmid mittel T4 DNA-Ligase kloniert.

2.2.3.1.3 Lentivirale Plasmide

Die Klonierungen der lentiviralen Plasmide wurden von Henrike Lisa Sczakiel
durchgefuhrt. Als Grundlage wurde das lentiCRISPRv2-Plasmid von Feng Zhang
verwendet. Um eine erfolgreiche Transduktion des Plasmids sichtbar machen zu
konnen, wurde in einem ersten Schritt der Abschnitt des lentiCRISPRv2-Plasmids, der
fur die Puromycin Resistenz kodiert, durch einen EGFP- bzw. EGFP-Reporter mittels
Gibson-Assembly ersetzt. Dafur wurden zuerst die Fragmente fir EGFP bzw. EBFP,
WPRE und pSK mit den gleichnamigen Primern (s. Materialien) amplifiziert und
anschlie3end mittels Dpnl Verdau von Ausgangs-DNA befreit. AnschlieRend wurden die
Gibson-Assembly mit 15 ng/kb des entsprechenden Fragments, 800 U Tag Ligase, 0,08
U T5 Exonuklease und 0,4 U Phusion DNA Polymerase im Gibson Assembly
Reaktionspuffer fur eine Stunde bei 50° C inkubiert.

Im zweiten Schritt wurden in die nun hergestellten lentiCRISPRv2-EGFP und -EBFP-
Plasmide der Abschnitt fur das sgRNA-scaffold mittels Verdau mit Pacl und EcoRI
eliminiert, indem anschlieBend ein nicht-kodierendes Oligo (Oligo1) an diese Stelle
kloniert wurde. Anschliellend wurden diese Plasmide (lentiCRISPRv2-EBFP/EGFP-
Oligo1) mit Xbal und BamH| verdaut, um den Cas9-kodierenden Abschnitt zu
eliminieren. An diese Stelle wurde dann das Oligo2 mittels T4 Ligase ligiert. Die neu
klonierten Vektoren wurden lentiCRISPRv2-EGFP/EBFP-empty benannt. Anschliel3end
wurden BATF und BATF3 aus den o.g. pcDNA3.1_BATF bzw. pcDNA3.1_BATF3 mit
den Primern ,BATF s“ und ,BATF as“ bzw. ,BATF3 s“ und ,BATF3 as”“ amplifiziert,
aufgereinigt und mittels Agel und Xbal in die Vektoren kloniert. Alle Konstrukte wurden

mittels Sequenzierung verifiziert.
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2.2.3.2 Sequenzierung

Alle Plasmide und DNA-Fragmente wurden von der Firma LGC Genomics Berlin

Sanger sequenziert.

2.2.3.3 Agarose-Gelelektrophorese

Fur die Auftrennung von PCR-Fragmenten wurde eine Agarose-Gelelektrophorese
durchgefuhrt. Dafir wurden die PCR Produkte mit 5 yl Cresol Rot in ein 1% Agarose
Gel gegeben, das zusatzlich 0,5 pg/ml Ethidiumbromid enthielt. Anschlieend wurde
eine Spannung von 80-140 V angelegt und das Gel fur etwa 30-90 min laufen gelassen.
Um die GroRRe der Fragmente abschatzen zu konnen, wurde ein GroRenmarker (100 bp
plus oder 1 kb /adder) verwendet. Die aufgetrennten Banden wurde anschlief3end

mithilfe von UV Licht dargestellt und, falls erforderlich, ausgeschnitten.

2.2.3.4 DNA-Extraktion

Um das jeweilige Fragment aus der Agarose zu bergen, wurde das Zymoclean Gel

DNA Recovery Kit nach Angaben des Herstellers benutzt

2.2.3.5 Verdau und Dephosphorylierung von DNA

Fir den Restriktionsverdau von DNA wurden die Restriktionsenzyme nach den
Angaben des Herstellers mit den entsprechenden Puffern verwendet und bei 37° C fur
eine 1h inkubiert. Im Falle einer nachfolgenden Dephosphorylierung wurde
anschlieend thermosensible Alkalische Phosphatase (AP) hinzugegeben und far
weitere 30 min bei 37° C inkubiert. Die Hitzeinaktivierung der AP fand bei 75° C fur

5 min statt.

2.2.3.6 Ligation von DNA-Fragmenten

Fir die Ligation von DNA Fragmenten in Vektoren wurde die jeweiligen verdauten DNA
Fragmente und Vektoren zusammen mit der T4 DNA-Ligase uber Nacht bei 16° C
inkubiert.

44



2.2.3.7 Transformation von E. coli XL1 blue

Fur die Transformation von kompetenten E. coli XL1 blue Zellen wurden 5 pul des
entsprechenden Ligationsproduktes verwendet. Dieses wurde mit 50 ul E-Coli XL1-Blue
Zellen gemischt, fur 10 min auf Eis belassen und dann 40 s bei 42° C Hitze behandelt.
AnschlieRend wurde der Ansatz fur 10 min auf Eis belassen und mit 500 pl LB Medium
ohne Antibiotikum fur 40-60 min bei 37° C (bzw. 30° C fur die pRTS1-Konstrukte) und
180 rpm inkubiert. Im nachsten Schritt wurden die Bakterien bei 1200 rpm fur 2 min
zentrifugiert und anschlieBend auf Agar Platten mit Ampicillin ausgesat und uber Nacht
bei 37° C (bzw. 30° C) inkubiert. Am nachsten Tag wurden Einzelkolonien fur weitere
Experimente gepickt. Fur gro3ere Volumina (,Mini-Prap“) wurden die Einzelkolonien
ausgewahlt, in 2 ml LB Medium mit Ampicillin gegeben und fir 8-16 h bei 37° C (bzw.
30° C) inkubiert. Fur groRere Ansatze (,Midi-/Maxi-Prap®) wurde dieser Mini-Ansatz mit
LB-Medium mit Ampicillin auf bis zu 250 ml aufgefullt und wiederum bei o.g.

Bedingungen inkubiert.

2.2.3.8 Praparation von Plasmid-DNA

Plasmid-DNA wurde aus 2 ml (,Mini-Prap“) mithilfe des Invisorb® Spin Plasmid Mini
Two Kits und aus 150-250 ml Bakterienkultur mithilfe des NucleoBond® Xtra Midi bzw.

Maxi Kits nach Angaben des Herstellers prapariert.

2.2.3.9 Reverse-Transkriptase polymerase chain reaction (RT-PCR)

Fur die Analysen mittels RT-PCR wurden 1 ug der entsprechenden cDNA und jeweils
1 pl der jeweiligen Primer (10 mmol/l) (s. Kap. 2.1) verwendet. Zudem wurden 1 pl
dNTPs (10 mM) und 0,25 pl DreamTag™ Polymerase (5 U/ul) verwendet. Anschliel3end
wurde das Zielvolumen von 50 pl mit der Zugabe von destilliertem H20 erreicht und
anschlielfend die RT-PCR mithilfe eines C71000 Thermal Cyclers durchgefuhrt. Fur die
Amplifikation von DNA-Fragmenten fur die Klonierung wurde die Phusion High Fidelity

DNA Polymerase nach Angaben des Herstellers benutzt.

2.2.3.10 Quantitative Real-Time PCR (qPCR)

Fir die gPCR wurde die jeweilige cDNA 1:20 verdunnt und anschlieffend mithilfe des

SYBR™ Green PCR Master Mix in einem MIC magnetic induction cycler analysiert.

45



2.2.3.11 Chromatin-Immunprazipitation (ChlP)

Die ChlP-Analysen wurden zusammen mit Linda van Hoff und Eva Kargel aus dem
Labor von Claus Scheidereit am Max-Delbruck-Zentrum fur Molekulare Medizin
durchgefuhrt. Fur die Analysen wurde ein modifiziertes Protokoll der Firma Millipore
verwendet. Die angegebenen Zellen wurden bei 1200 rpm fur 5 min zentrifugiert und
anschlielend mithilfe der two-step cross-linking Methode fixiert. Dafur wurden die
Zellen fur 30 min mit 2 mM Disuccinimidylglutarat und anschlielend mit 1 %
Formaldehyd fur 5 min bei RT inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellen mit 50 mM
Tris-HCI (pH 8,0), 5 mM EDTA und 1 % SDS lysiert und mithilfe eines Bioruptor Plus in
13 Zyklen bei hoher Intensitat und Zyklusdauer von jeweils 30 s Ultraschall und 30 s
Pause sonifiziert. Dann wurde fur eine Stunde eine Praclearance mit Protein Sepharose
A bei 4° C durchgefiihrt und nach Zentrifugation in den Uberstand die jeweiligen
Antikorper hinzugegeben und uber Nacht bei 4° C inkubiert. Die Konzentration der
Antikorper gegen BATF und JUNB wurde nach Angaben des Herstellers eingestellt
(1:50 Verdunnung). Fur den BATF3 Antikorper wurde eine Konzentration von 27 ug/
1x10” Zellen verwendet. Am nachsten Morgen wurde Sepharose A hinzugegeben und
fur eine Stunde bei 4° C rotieren gelassen. Im Anschluss wurden die Immunkomplexe in
mehrmaligen Zentrifugier- und Waschschritten gereinigt und in 1 % SDS mit 0,1 M
NaHCOg3 eluiert. Daraufhin wurden die Aufhebung des Cross-linkings, die RNAse- und
Proteinase K-Behandlungen sowie die Phenol-Chloroform-Extraktion nach Angaben
des Herstellers durchgefuhrt. Die gqPCR Analysen wurden in Triplikaten mit der ChlP-
DNA, den jeweiligen Primern (s. Kap. 2.1) und GoTag® qPCR Master Mix durchgefuhrt.
Als Referenz wurden Primer fur Sequenzen auf den Chromosomen 4 und 12, die
zwischen Genen liegen und keine Transkriptionsfaktoren rekrutieren, und als Kontrolle

4 ng Input DNA verwendet.

2.2.4 Praparation von und Experimente mit Protein

2.2.4.1 Praparation von Gesamtprotein

Fir die Praparation von Gesamtprotein wurde die Hochsalzlyse (HSL) verwendet. Dafur
wurden die Zellen bei 1200 rpom und RT fur 5 min zentrifugiert und nach einem
Waschschritt mit PBS in NP40-HSL Puffer aufgenommen, 10 min auf Eis inkubiert und
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im Anschluss fur 10 min bei 14000 rpm und 4° C zentrifugiert. Der Uberstand, in dem
sich nun das Gesamtprotein befand, wurde in ein neues Gefal} uberfuhrt und bei -80° C

gelagert.

2.2.4.2 Praparation von Kernprotein

Fur die Praparation von Kernproteinen wurden die Zellen nach dem Zentrifugieren und
Waschen in Kernlysepuffer A aufgenommen und fur 15 min auf Eis inkubiert, was zu
einer Zellschwellung fuhrt. Im Anschluss wurden 5 pul NP-40 hinzugegeben und die
Zellen fur 10 s auf einem Vortexschuttler gemixt, wodurch es zur Zerstorung der
Zellmembran kommt. Danach wurden die Ansatze fur 30 s bei 14000 rpm und 4° C
zentrifugiert, um die Kerne zu pelletieren. Diese Pellets wurden dann in 40 pl
Kernlysepuffer C aufgenommen und 30 min bei 4° C geschuttelt. Im letzten Schritt
wurde nach Zentrifugation bei 14000 rpm der Uberstand, in dem sich nun die
Kernproteine befinden, abgenommen und nach Schockgefrieren in flissigem Stickstoff
bei -80° C gelagert.”

2.2.4.3 Bradford-Test

Fir die Bestimmung der Proteinkonzentration der jeweiliegen Gesamt- und
Kernproteinpraparationen wurde der Bradford-Test verwendet. Dafir wurde das Bio-
Rad Protein Assay Dye Reagent Concentrate nach Vorgaben des Herstellers
verwendet. Die Losung wurde in einem Verhaltnis von 1:5 mit H,O verdunnt und im
Anschluss eine Standardkurve mit O pl, 2 yl, 4 ul, 6 pl, 8 pl und 10 pl einer BSA-L6sung
(1 mg/ml) hergestellt. Dann wurden jeweils 2 pl der Gesamt- und Kernprotein-Ansatze
hinsichtlich ihrer Absorbtion in einem DU®640 Spectrophotometer bei einer
Wellenlange von 595 nm untersucht und mithilfe der Standardkurve die Konzentration

bestimmt.

2.2.4.4 Co-Immunoprazipitation

Fir die Co-Immunprazipitation wurden 1000 pg Gesamtprotein der jeweiligen Zelllinien
verwendet. Im ersten Schritt wurde die Konzentration von NaCl im HSL-Puffer mittels
Verdunnung mit HSL-Puffer ohne NaCl auf 150 mmol eigestellt. Anschlielend wurde

eine Praclearance mit Sepharose A durchgefuhrt. Dafur wurden 25 pl der Sepharose
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zum Ansatz gegeben und flr 1 h bei 4° C unter standiger Rotation inkubiert. Nach
Abzentrifugieren der Sepharose wurden 2 pug der jeweiligen Antikdrper in den
Uberstand hinzugefligt und das Gemisch (iber Nacht bei 4° C unter stéandiger Rotation
inkubiert. Am nachsten Morgen wurden 25 pl Sepharose A hinzugegeben und erneut
fur 1 h bei 4° C rotieren gelassen. Daraufhin wurde der Sepharose-Antikorper-Protein
Komplex bei 1200 rpm fur 1 min bei 4° C zentrifugiert und mehrmals mit Co-IP
Waschpuffer gewaschen. Im Anschluss wurde 4x Laemmli Puffer hinzugegeben und die

Proteine mittels SDS-Page aufgetrennt.

2.2.4.5 SDS-Gelelektrophorese

Fur die SDS-Gelelektrophorese wurden 20-60 ug Gesamtprotein oder 10-30 ug
Kernprotein verwendet. Die Proteinlysate wurden mit 4x Laemmli Puffer und H20 auf ein
Gesamtvolumen von 20-40 ul eingestellt. Im Anschluss wurden diese Ansatze bei 95° C
fur 5 min denaturiert, auf ein je nach Grolie der zu analysierenden Proteine 8-12 %iges

Polyacrylamidgel aufgetragen und bei 80-120 V fur 45 bis 120 min laufen gelassen.

2.2.4.6 Western Blot (WB) und Immundetektion

Die Proteine wurden nach der SDS-Gelelektrophorese mithilfe eines SemiDry-Systems
auf eine Nitrocellulose-Membran mithilfe des WB Transferpuffers Ubertragen. Dafur
wurde eine Spannung von 20V fur 40-60 min angelegt. Danach wurden die
Membranen mit Ponceau S gefarbt und mit WB-Waschpuffer fir 60 min bei RT
geblockt. Im Anschluss wurde der jeweilige Erst-Antikorper in Verhaltnissen von 1:200
bis 1:1000 in WB-Waschpuffer verdunnt und die Membran damit Uber Nacht bei 4° C
unter sanftem Schutteln inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit WB-Waschpuffer fur
jeweils 10 min bei RT wurde der Zweitantikorper in einem Verhaltnis von 1:5000 bzw.
1:10000 in WB-Waschpuffer hinzugegeben und fur 40-60 min bei leichtem Schutteln
und RT inkubiert. Nach erneutem dreimaligen Waschen erfolgte die Detektion der
Proteinbanden mittels des ECL-Kits, CL-Xposure Filmen und einem Crurix 60

Filmentwickler.
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2.2.4.7 Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA)

Fur die Untersuchung der DNA-Bindungsaktivitat von Transkriptionsfaktor-Komplexen
wurde das EMSA Verfahren verwendet. Dafur wurden radioaktiv markierte
doppelstrangige DNA-Oligonukleotide hergestellt, die die jeweilige Transkriptionsfaktor-
Bindungssequenz enthalten (s. Kap. 2.1). Hierzu wurden zuerst komplementare
einzelstrangigen Oligonukkleotide hybridisiert, indem jeweils 10 ug der Oligos in 50 pl
Shift-Hybridisierungspuffer gemischt, fur 10 min auf 95° C erhitzt und Uber Nacht auf RT
abgekuhlt gelassen wurden. Im Anschluss erfolgte die radioaktive Markierung mittels
Einbau von [0-*?P]JdCTP in den AGCT-Ubergang. Dafiir wurden 1,25ul des
hybridisierten Oligos zusammen mit 2,5 pl 10x Klenowpuffer, 4 pl [a->?P]dCTP (3000
Ci/mmol, 10mCi/ml), 1,8 yl dNTPs (1mM; ohne CTP), 1ul Klenow-Enzym (5000 U/ml)
und 14,45 pl H,0 gemischt und far 30 min bei 37° C inkubiert. Im Anschluss wurde nicht
eingebautes [a-*?P]dCTP mithilfe von Quick Spin-Saulen nach Angaben des Herstellers
entfernt.

Der EMSA wurde mit 2-5 ug Kernprotein der jeweiligen Zelllinie durchgefthrt. Dafur
wurden die Kernextrakte mit 10 pl 2x Shiftpuffer, 1 yl DTT (100 mM), 1yl BSA
(10 mg/ml), 1 pl poly dIldC (2 pg/pl) und ca. 20000 cpm des jeweiligen radioaktiv
markierten Oligos gemischt und mit H,O auf Reaktionsvolumen von 20 pul eingestellt.
Anschlieliend wurde das Gemisch fur 10 min bei RT inkubiert und in einem 5 %
Acrylamidgel und 1x TBE als Laufpuffer mittels Gelelektrophorese bei 180 — 240 V
aufgetrennt. Danach wurde das Gel auf ein Whatmanpapier mithilfe von Unterdruck bei
75° C fur 45 — 60 min ubertragen. Die Darstellung der Komplexe erfolgte mit CL-
Xposure Filmen und einem Crurix 60 Filmentwickler. Dafur wurden die Filme bei -80° C
mehrere Stunden bis Tage belichtet. Fur Supershift-Analysen wurde den Kernproteinen

1 — 3 yl des jeweiligen Antikorpers zugesetzt.

2.2.4.8 Immunhistochemie

Die immunhistochemischen Farbungen wurden von loannis Anagnostopoulos und
Michael Hummel vom Institut fur Pathologie der Charité — Universitatsmedizin Berlin
durchgefuhrt. Die beschriebenen Falle stammen aus dem Referenzzentrum der Charité
und die Diagnosen wurden nach den Richtlinien der Weltgesundheitsorganisation
(WHO) gestellt. Fur die Farbungen wurden Schnitte von Formalin-fixiertem und in

Paraffin eingebettetem Material verwendet. Fur die BATF- und BATF3- Farbungen
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wurden Antikdrper von SantaCruz (sc-100974 und sc-162246) verwendet. Die
Detektion von gebundenem Antikorper erfolgte mit APAAP (Alkalische Phosphatase
Anti-Alkalische Phosphatase) und Fast Red der Firma Dako.

2.2.4.9 Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Fur die Messung von sezerniertem Protein wurden die DuoSet Kits der Firma R&D
nach Angaben des Herstellers verwendet. Der Uberstand der Zelllinien wurde
gewonnen, indem 3 x 10° Zellen pro ml ausgesat wurden und der Uberstand 48 h
spater eingesammelt wurde. Die optische Dichte wurde photometrisch bei 450 nm in
einem FLUOstar OPTIMA gemessen. Eine Korrektur fur optische Fehler der Platten
wurde bei 570 nm durchgeflhrt.

2.2.4.10 Cytospin

Fur das Aufbringen von Zellen auf Objekttrager wurden 1 x 10° Zellen in 200 pl PBS
aufgenommen und bei 500 rpm und RT fur 10 min zentrifugiert. Anschliefiend wurden

die Objekttrager uber Nacht bei RT getrocknet.

2.2.5 Statistik

Die Statistischen Analysen wurden mithilfe der Programme R v2.9.1 (http://www.r-
ptoject.org/), RStudio und Graph Pad Prism durchgefuhrt. Zur graphischen Darstellung
der Ergbnisse wurde das Programm Graph Pad Prism angewendet. Fir die Daten aus
den Experimenten zu Proliferation, Wachstum und Apoptose wurden die Daten in
Gruppen zusammengefasst und anschliel3end ein Welch-Test durchgefuhrt.

p-Werte <0,05 wurden als signifikant betrachtet. Ergebnisse sind als arithmetische
Mittel + Standardfehler (SEM, standard mean of error) dargestellt, soweit nicht anders

angegeben.
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3 Ergebnisse

Vorarbeiten meiner Arbeitsgruppe haben eine starke Aktivierung der AP-1-

t73-75

Transkriptionsfaktoren im ALCL gezeig . Um diese Aktivierung umfassender zu

verstehen und weil inzwischen neue Wirkungsmechanismen der AP-1 Faktoren

beschrieben wurden'’?174

Konsequenzen der AP-1-Faktoren BATF und BATF3 im ALCL untersucht wurden.

, sind in der vorliegenden Arbeit Expression und funktionelle

3.1 AP-1/BATF DNA-Bindungsaktivitat und BATF und BATF3
Expression im ALCL

Die DNA-Bindungsaktivitat von AP-1 im ALCL wurde mithilfe von EMSAs an der TRE-
Sequenz, dem klassischen AP-1-Bindungsmotiv, untersucht. Dafur wurden
Kernpraparationen von ALCL-Zelllinien (ALK+ ALCL: K299, SU-DHL-1, DEL, JB6; ALK-
ALCL: FE-PD, Mac-1, Mac-2A, DL-40) und nicht-ALCL T-Zell-Leukamie- (Jurkat, KE-
37, Molt-14) oder -Lymphomlinien (H9) analysiert. Dabei bestatigte sich die von unserer
Arbeitsgruppe schon fruher beschriebene starke differentielle Aktivitat von AP-1-
Komplexen an der TRE-Bindungsstelle in allen ALCL-Linien’®, welche nicht in den
nicht-ALCL T-Zelllinien (in der Folge vereinfachend als T-Zelllinien benannt)

nachgewiesen werden konnte (Abb. 3.1).
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Abb. 3.1: DNA-Bindungsaktivitait von AP-1 im ALCL. EMSAs wurden mit 3 pg Kernextrakten von
ALCL-Zelllinien (K299, SU-DHL-1, DEL, JB6, FE-PD, Mac-1, Mac-2A, DL-40), akuten lymphoblastischer
T-Zell-Leukamie-(ALL) Zelllinien (Jurkat, KE-37, Molt-14) und einer kutanen T-Zell-Lymphomlinie (H9)
durchgefuhrt. Als radioaktiv-markiertes DNA-Oligonukleotid wurde die TRE-Bindungssequenz des
humanen Kollagenase Promotors verwendet. Die Analyse von SP-1 diente ebenso wie das Darstellen
des ungebundenen DNA-Oligos (freie Probe) als Kontrolle.
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Um einen genaueren Einblick in die ALCL-spezifische Zusammensetzung des AP-1-
Komplexes zu erhalten und die Frage der Aktivitat und Bindung von BATF und BATF3
an die TRE-Sequenz in ALCL-Zellen zu beantworten, wurden Supershift-Analysen
durchgefuhrt. Dafur wurden EMSA-Analysen mit gegen FRA-2, JUNB, BATF, BATF3
und IRF4 gerichteten Antikdrpern durchgefuhrt. Dabei zeigte sich, dass der AP-1-
Komplex nicht nur aus den schon bekannten FRA-2 und JUN-Proteinen gebildet wird,
sondern dass auch BATF einen starken Anteil an der DNA-Bindung hat. BATF3
dagegen konnte nur in geringem Malie nachgewiesen werden. IRF4 ist nicht an der
Bindung von AP-1 an der TRE-Sequenz beteiligt (Abb. 3.2).
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Abb. 3.2: Zusammensetzung der AP-1 DNA-Bindungsaktivitdit an der TRE-Sequenz in ALCL
Zelllinien. Supershift-Analysen der ALCL Zelllinien wurden mit 3 pug Kernextrakten und verschiedenen
Antikérpern gegen AP-1-Proteine (FRA-2, JUNB, BATF, BATF3) und IRF4, sowie einer Isotyp-Kontrolle
(IC) durchgefiihrt. Als radioaktiv markierte Sonde, wurde wie in Abb. 3.1 die TRE-Sequenz genutzt. Die
Ansatze wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt und anschlieRend radiographisch dargestellt. (SS —
Supershift-Komplex; n.s. — unspezifische Bande)

Die DNA-Bindungsaktivitaten von BATF und, wenn auch deutlich schwacher, BATF3
lieRen darauf schlie®en, dass beide TF in ALCL-Zellen exprimiert sind. Daher erfolgte
im nachsten Schritt die Expressionsanalyse dieser Faktoren in den Zelllinien. Fur die
Analyse auf mRNA-Ebene wurde eine RT-PCR durchgefuhrt. Hierbei zeigte sich eine
differentielle Expression beider Faktoren. BATF ist in allen ALCL-Linien stark exprimiert,

aber auch in den anderen T-Zelllinien, wenn auch in deutlich schwacherem Mal,
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nachweisbar. Dagegen ist die Expression von BATF3 nur auf die ALCL-Linien

beschrankt und konnte nicht in den anderen Linien nachgewiesen werden (Abb. 3.3).
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Abb. 3.3: mRNA-Expression von BATF und BATF3 in Lymphomlinien. Die cDNA von ALCL- und T-
Zelllinien wurde mittels RT-PCR und spezifischen Primern hinsichtlich ihrer Expression von BATF und
BATF3 untersucht. Die Analyse von GAPDH diente als Kontrolle.

RT-PCR

Um die Expression auch auf Proteinebene zu untersuchen, wurden WB-Analysen
durchgefuhrt. Daflir wurden Kernextrakte der ALCL- und T-Zelllinien mittels
Polyacrylamid-Gelelektrophorese  aufgetrennt, auf eine Nitrozellulosemembran
transferiert und die unterschiedlichen Proteine mithilfe von Antikorpern dargestellt. Die
differentielle Expression von BATF und BATF3 konnte auch auf Proteinebene bestatigt
werden. Dabei zeigte sich eine starke (Zelllinien K299, JB6, FE-PD) oder sehr starke
(Mac-1 und Mac-2A) BATF-Expression in den meisten ALCL-Zelllinien. Die Zelllinien
SU-DHL-1, DEL und DL-40 =zeigten im Vergleich hierzu eine schwachere
Proteinexpression von BATF, die aber immer deutlich hoher als in den T-Zelllinien war.
BATF3 konnte mittels WB in allen ALCL-Linien nicht aber in den Kontroll-Linien
nachgewiesen werden. Hierbei zeigten lediglich die Linien SU-DHL-1, JB6, Mac-1 und
DL-40 eine etwas geringere Expression. Insgesamt konnten die mRNA Analysen damit

auf Proteineben bestatigt werden (Abb. 3.4).
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Abb. 3.4: BATF- und BATF3-Expression auf Proteinebene in Lymphomzelllinien. 30 ug Kernextrakte
der ALCL- und T-Zellinien wurden mittels Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennt und
anschlieBend mithilfe von spezifischen Antikérpern gerichtet gegen BATF und BATF3 im Immunoblot
untersucht. Die Analyse von PARP1 diente als Ladungskontrolle.
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Um die Ergebnisse der in-vitro Analysen auch in primaren Lymphomproben zu
bestatigen, wurden Lymphknotenbiopsien im Hinblick auf die Expression von BATF und
BATF3 untersucht. Diese Analysen wurden von den Pathologen loannis
Anagnostopoulos und Michael Hummel vom Institut fur Pathologie der Charité —
Universitatsmedizin Berlin durchgefuhrt. Dabei zeigte sich eine nukleare Lokalisation
beider Transkriptionsfaktoren (Abb. 3.5).
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Abb. 3.5: BATF und BATF3 werden in primdren ALCL-Zellen exprimiert. Reprasentative Farbungen
von primaren Lymphomen (ALK+, ALK- ALCL, Mantelzell-Lymphom (MCL) und Diffuses grof3zelliges B-
Zell-Lymphom (DLBCL)) mittels Immunhistochemie mit Antikdrper gegen BATF (oben) und BATF3
(unten).

Hinsichtlich BATF zeigten von den 70 nicht-ALCL B- und T-Zell-Lymphomen keines der
Mantelzelllymphome (MCL, 0 von 7), keines der follikularen Lymphome (FL, O von 11)
und keines der Burkitt-Lymphome (BL, 0 von 11) eine Expression. Im diffusen
grofRzelligen B-Zell-Lymphom (DLBCL) zeigten drei Viertel der Falle (15 von 20) eine
gemischte Anzahl von BATF-gefarbten Zellen. Alle Falle der getesteten chronisch
lymphatischen Leukamien (CLL, 9 von 9), der PTCL-NOS (9 von 9) und des nodularen
Lymphozyten-pradominanten Hodgkin-Lymphoms (NLPHL, 2 von 2) wiesen eine
Expression von BATF auf. Bemerkenswert war eine starke Anfarbung von BATF in
allen ALCL (16 von 16) und allen cHL (8 von 8), was die in-vitro Daten bestatigte.

Die Expression von BATF3 dagegen war beschrankt auf wenige Lymphome. Lediglich
ein CLL von den 69 analysierten Fallen (10 MCL, 11 FL, 8 BL, 20 DLBCL, 9 CLL, 9
PTCL-NOS, 2 NLPHL) zeigte eine Anfarbung fur BATF3. Dagegen waren alle ALCL (16
von 16) und cHL-Proben (8 von 8) positiv fur BATF3.
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Zusammenfassend zeigen die Experimente eine starke differentielle Uberexpression
von sowohl BATF als auch BATF3 im ALCL. Anhand der Analyse primarer
Lymphomfalle konnte festgestellt werden, dass die gleichzeitige Expression beider
Faktoren ein Alleinstellungsmerkmal des ALCL und des cHL ist. Die Beteiligung von
BATF und BATF3 an der Bildung von AP-1-Komplexen liel3 die Vermutung nach

weiteren Bindungspartnern aufkommen, die im Folgenden beantwortet werden soll.

3.2 Kooperation von AP-1 mit IRF4 im ALCL

Da kurzlich veroffentliche Studien gezeigt haben, dass AP-1-Komplexe, bestehend aus
BATF oder BATF3 und JUN mit IRF4 interagieren und bestimmte DNA-Sequenzen

erkennen'”"174

, stellte sich die Frage, ob auch im ALCL eine solche Kooperation dieser
Transkriptionsfaktoren zu finden ist. Dafur wurde die Expression von JUNB und IRF4 in
den ALCL-Zelllinien zuerst auf mMRNA-Ebene analysiert. Dabei zeigte sich, dass beide
Transkriptionsfaktoren differentiell exprimiert werden. JUNB konnte ausschlieB3lich und
mit starker Expression in allen ALCL Linien, aber nur schwach in den T-Zelllinien
nachgewiesen werden. Auch IRF4 wird, abgesehen von KE-37-Zellen, nur in den
ALCL-Zellen exprimiert. Um diese Ergebnisse auch auf Proteinebene zu validieren,
wurden Kernextrakte der Zelllinien mittels WB auf die Expression von JUNB und IRF4
getestet. Hierbei konnte ein hohes Expressionsniveau beider Faktoren in den ALCL-
Linien gezeigt werden, wobei in den T-Zelllinien JUNB nicht und IRF4 nur in der Linie
KE-37 nachgewiesen werden konnte. Somit konnten die Ergebnisse der mRNA-
Analysen verifiziert und vorangegangene Arbeiten meiner Gruppe und Literaturdaten zu
JUNB und IRF4 im ALCL bestatigt werden’®"""3 (Abb. 3.6).
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Abb. 3.6: Analyse der Expression von JUNB und IRF4 auf mRNA- und Proteinebene. Oben: Die
cDNA von ALCL und T-Zelllinien wurde mittels RT-PCR auf die Expression von JUNB und IRF4
untersucht. Die Analyse von GAPDH diente als Kontrolle. Unten: 30 ug Protein-Kernextrakte der ALCL-
und nicht-ALCL-T-Zelllinien wurden mittels WB gelelektrophoretisch aufgetrennt und JUNB und IRF4
mittels Immunoblot dargestellt. Die Analyse von PARP1 diente als Kontrolle.

Zusammenfassend haben die Daten bisher gezeigt, dass ALCL-Zellen neben JUNB
und IRF4 auch spezifisch und stark die AP-1/ATF-Faktoren BATF und BATF3
exprimieren. Es sollte deshalb im nachsten Schritt die Frage beantwortet werden, ob
diese Transkriptionsfaktoren im ALCL miteinander interagieren und der Komplex aus
selbigen spezifische DNA-Sequenzen, die sogenannten AICEs, erkennen und binden
kann. Um diese Hypothese zu validieren, wurden EMSA-Analysen mit Kernextrakten
der ALCL- und T-Zelllinien zusammen mit DNA-Oligonukleotiden aus den
Promotorbereichen der Gene CTLA4, IL12RB und BCL11B, die AICEs beinhaltenm,
durchgefuhrt. Hierbei zeigte sich eine starke, differentielle Aktivitat an den untersuchten
AICE-Bindungssequenzen in allen ALCL- im Vergleich zu den T-Zelllinien. Dabei spielte
es keine Rolle, ob zwischen der AP-1- und der IRF-Bindungssequenz ein Abstand aus
vier Basenpaaren bestand oder beide Bindungssequenzen direkt nebeneinander lagen.
Die T-Zelllinien wiesen dagegen keine Aktivitat an diesen Bindungsmotiven auf. Mit
diesen Experimenten konnte gezeigt werden, dass AICE-Bindungsmotive im ALCL
besetzt sind und eine Kooperation von AP-1-Faktoren mit IRF4 im ALCL wahrscheinlich
ist (Abb. 3.7).
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Abb. 3.7: DNA-Bindungsaktivitat von AP-1/IRF4-Komplexen in ALCL-Linien. 3 ug Kernextrakt der
ALCL und T-Zelllinien wurden im EMSA untersucht. Als radioaktiv-markierte DNA-Oligonukleotide wurden
AICE-Bindungssequenzen sowohl mit als auch ohne Nukleotid-Spacer zwischen den IRF4- und AP-1-
Bindungssequenzen, aus den Promotoren der Gene CTLA4, IL12RB und BCL11B verwendet. Das IRF-
Motiv ist unterstrichen und das AP-1-Motiv fett dargestellt. Die zwischen der IRF- und AP-1-
Bindungssequenz liegenden Basen sind grau gefarbt. Die Ansatze wurden mittels Gelelektrophorese
aufgetrennt und anschlieRBend radiographisch dargestellt. Das ungebundene DNA-Oligonukleotid (freie
Probe) ist als Kontrolle dargestellt.

Um diese Vermutung bestatigen zu konnen und einen tieferen Einblick in das
Zusammenspiel von AP-1 und IRF4 zu bekommen, wurden Supershift-Analysen
durchgefuhrt. Dafur wurden die Kernextrakte von ALCL-Linien mittels EMSA und gegen
AP-1-Faktoren und IRF4-gerichteten Antikdrpern untersucht. Dabei konnte beispielhaft
an der AICE_BCL11b-Bindungssequenz in zwei ALK+ (K299 und JB6) und zwei ALK-
(FE-PD und Mac-2A) ALCL-Zelllinien nachgewiesen werden, dass die DNA-bindenden
Komplexe aus FRA-2, JUNB, BATF, BATF3 und IRF4 bestehen. Die Bindungsaktivitat
von FRA-2 war schwacher im Vergleich zum klassischen TRE AP-1-Bindungsmotiv und
zwischen den einzelnen Linien zeigte sich eine etwas unterschiedliche
Bindungsaktivitat von BATF und BATF3 (Abb. 3.8).
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Abb. 3.8: Zusammensetzung des AP-1/IRF4-Komplexes an der AICE-Bindungssequenz. ALCL-
Zelllinien wurden mittels Supershift-Analysen untersucht. Jeweils 3 pg Kernextrakt wurden mit
verschiedenen Antikérpern (s. Abb. 3.2) und der AICE-Bindungssequenz des BCL11B-Promotors
analysiert. Dabei dienten Ansatze ohne Antikdrper und mit Isotyp-Antikérper (IgG), als Kontrollen. Der
Komplex aus AP-1 und IRF4 ist als AP-1/IRF4 und der jeweilige Supershift-Komplex mit SS bezeichnet.
Eine unspezifische Bande (n.s.) ist dargestellt.

Um mogliche Protein-Protein-Interaktionen von IRF4 und AP-1-Faktoren zu
untersuchen, wurden Ko-Immunprazipitationen durchgefuhrt. Dazu wurden jeweils zwei
ALK+ und zwei ALK- ALCL-Linien mit zwei T-Zelllinien verglichen. Die Ko-
Immunprazipitation von JUNB, dem nach Literaturlage Hauptinteraktionspartner von
BATF-Faktoren'”?, zeigte, dass in den ALCL-Linien sowohl BATF als auch BATF3 mit
JUNB direkt interagieren und einen heterodimeren Komplex bilden. (Abb. 3.9). Eine Ko-

Immunprazipitation mit IRF4 konnte nicht nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 3.9: Interaktion von BATF oder BATF3 mit JUNB auf Proteinebene. Gesamtproteinlysate von
ALCL- und T-Zelllinien wurde mittels Ko-Immunprazipitation (IP) untersucht. Dazu wurde jeweils ein
spezifischer Antikérper gerichtet gegen JUNB, BATF oder BATF3 dem Lysat hinzugefligt, iber Nacht
inkubiert und danach gelektrophoretisch aufgetrennt. Die Membran wurde anschlielend im Immunoblot
mit Antikérpern gegen JUNB, BATF und BATF3 untersucht. Die Farbung gegen das jeweilige prazipitierte
Protein, das Darstellen der unbehandelten Lysate (input) und des Immunoblots gegen B-actin dienten als
Kontrollen. Das Erstellen dieser Blots wurde mit Hilfe von F. Hummel erstellt.

Zusammengefasst zeigten diese Experimente im ALCL eine direkt Interaktion von
BATF bzw. BATF3 mit JUNB, sowie eine gemeinsame Bindung dieser AP-1-Faktoren
zusammen mit IRF4 an entsprechende composite-Bindungssequenzen wie AICEs. Die
funktionellen Konsequenzen dieser DNA-Bindungsaktivitdt werden im nachsten

Abschnitt untersucht.
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3.3 Funktionelle Charakterisierung von BATF/ BATF3/AP-1 in ALCL-

Zellen

Um die funktionelle Bedeutung von BATF und BATF3 im ALCL naher zu untersuchen,
wurde ein knock-down auf mMRNA-Ebene mit small interfering RNA (siRNA) ausgefuhrt.
HierfUr wurden exemplarisch jeweils eine ALK+ (K299) und eine ALK- ALCL-Zelllinie

(Mac-1) untersucht.

3.3.1 Inhibition von BATF und BATF3 mittels RNA-Interferenz

In diesem experimentellen Ansatz wurde die Expression von BATF und BATF3 mithilfe
von siRNAs gestort, um Einblicke in die biologische Relevanz dieser beiden Faktoren
im ALCL zu erhalten.

Zuerst wurden die ideale Menge und der beste Zeitpunkt der jeweiligen siRNA-
Interferenzen auf die Proteinexpression bestimmt. Dazu wurden Mac-2A-Zellen mit
ansteigenden Konzentrationen der siRNAs uUber mehrere Tage inkubiert. Nach zwei bis
funf Tagen wurden die Zellen geerntet und nach Praparation von
Gesamtproteinextrakten die Expressionsniveuas von BATF und BATF3 mittels
Immunoblot analysiert. Dabei zeigte sich, dass die Expression beider Proteine in
Abhangigkeit von Konzentration und Inkubationsdauer der siRNA zwar nicht vollstandig,
aber gut inhibiert werden kann (Abb. 3.10).
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Abb. 3.10: Optimierung der siRNA-Interferenz zur Inhibition der Expression von BATF und BATF3.
Mac-2A-Zellen wurden mit ansteigenden Konzentrationen (250 yM bis 750 uM) von siRNAs gegen BATF
(Blots oben) oder BATF3 (Blots unten) Uber mehrere Tage inkubiert. Tag O ist hierbei der Start der
siRNA-Zugabe und die Zahl hinter dem Plus (+1) beschreibt die Lange der Zeit der Zellkultur unter
normalen Serumbedingungen nach siRNA Behandlung unter Serumentzug. Die Expression von BATF
und BATF3 wurde mittels Immunoblot analysiert. Die Analyse von B-actin diente als Kontrolle. Das
Erstellen dieser Blots wurde mit Hilfe von S. Lusatis erstellt.

Mit fur jede Linie optimierten Bedingungen (500 yM bzw. 700 pM siRNA; 3 Tage
Inkubation mit 1 % FCS) wurden als nachstes die Effekte des knock-downs von BATF
und BATF3 allein oder in Kombination auf die ALCL-Zelllinien untersucht. Daflr wurden
sowohl K299- als auch Mac-1-Zellen mit siRNAs gegen BATF und BATF3 behandelt
und nach dreitagiger Inkubationszeit hinsichtlich der Expression von BATF und BATF3,
Proliferation und Apoptose analysiert. In K299-Zellen konnte der knock-down von BATF
und BATF3 sowohl im alleinigen als auch im kombinierten Ansatz im Western Blot
bestatigt werden (Abb. 3.11A). Funktionell wurde die Proliferation der Zellen durch das
Herunterregulieren von BATF alleine nicht und von BATF3 nur leicht vermindert. Durch
die Inhibition beider Gene hingegen konnte eine starke Hemmung der Proliferation

sowohl in der Zellzahl als auch durch *[H]-Thymidineinbau gezeigt werden (Abb. 3.11B
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und C). Des Weiteren wurde die Apoptose-Induktion durch Farbung mit einem gegen
Annexin-V-gerichteten Antikorper in der Durchflusszytometrie bestimmt. Dabei zeigte
die gegen BATF gerichtete siRNA keinen Effekt auf die Viabilitat der Zellen,
wohingegen die siRNA gegen BATF3 eine leichte Zelltodinduktion nach sieben Tagen
zeigte. Der kombinierte knock-down beider Proteine hatte eine hohere Apoptoserate zur

Folge (Abb. 3.11D).
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Abb. 3.11: siRNA-Interferenz von BATF und BATF3 fiihrt zu Wachstumsarrest und
Apoptoseinduktion in K299-Zellen. K299-Zellen wurden jeweils drei Tage mit jeweils 500 yM Kontroll
siRNAs (siCTL #1 und siCTL #2), mit siRNAs gegen BATF (siBATF #2, siBATF #3 und siBATF #4) oder
BATF3 (siBATF3 #1 und siBATF3 #2) oder in Kombination behandelt und anschlielend weiterfuhrende
Experimente durchgefihrt. (A) Die Reduktion der Expression von BATF und BATF3 wurde mittels
Western Blot und spezifischen Antikdrpern gegen BATF und BATF3 am dritten Tag nach siRNA Zugabe
untersucht. Die Analyse von B-actin diente als Kontrolle. (B) Am Tag 3 nach siRNA-Zugabe wurden
100.000 Zellen ausgesat und jeden zweiten Tag optisch mithilfe eines Mikroskops gezahlt. Die Zellzahl
der lebenden Zellen ist ber die Zeit dargestellt. (C) Nach vier bis sieben Tagen nach Zugabe der siRNAs
wurden die Zellen zusatzlich mit 3[H]—Thymidin inkubiert und 24 h spater der Einbau von 3[H]—Thymidin in
neu synthetisierte DNA vermessen. Der Thymidineinbau ist angegeben in counts per minute (cpm). (D)
Die Zellen wurden am siebten bzw. neunten Tag nach siRNA-Zugabe durchflusszytometrisch auf
Annexin-V-FITC / Pl analysiert. Der Anteil Annexin-V-positiver Zellen aller gemessenen Zellen ist in
Prozent angegeben. Es ist jeweils eines von drei Experimenten dargestellt. Alle statistischen Analysen
wurden mit einem Welch-Test durchgefihrt. **, P<0,01; ***, P<0,001
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Die untersuchten Mac-1-Zellen gaben ein ahnliches Bild ab. Die Expression von BATF
und BATF3 alleine oder in Kombination konnte erfolgreich herunterreguliert werden
(Abb. 3.12A). Der knock-down von BATF alleine zeigte keine signifikante Hemmung
des Wachstums, wohingegen die Inhibition von BATF3 ein leicht vermindertes
Wachstum und eine leichte Apoptoseinduktion in den ersten Tag nach Transfektion
aufwies. Der doppel-knock-down von BATF und BATF3 dagegen hatte eine massive
Wachstumseinschrankung mit einer stark verminderten Proliferation und starker
Apoptoseinduktion zur Folge, was auf die funktionelle Bedeutung dieser beiden
Proteine fir das Uberleben von ALCL-Zellen hinweist (Abb. 3.12B-D).
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Abb. 3.12: siRNA-Interferenz von BATF und BATF3 fiihrt zu Wachstumsarrest und
Apoptoseinduktion in Mac-1-Zellen. Mac-1-Zellen wurden jeweils drei Tage mit jeweils 500 yM bzw.
700 uM Kontroll siRNAs (siCTL #1 und siCTL #2), mit siRNAs gegen BATF (siBATF #2, siBATF #3 und
SiBATF #4) oder BATF3 (siBATF3 #1 und siBATF3 #2) alleine oder in Kombination behandelt und
anschlieBend weiterfuhrende Experimente durchgefiihrt. (A) Die Reduktion der Expression von BATF
und BATF3 wurde mittels Western Blot und spezifischen Antikérpern gegen BATF und BATF3 am dritten
Tag nach siRNA Zugabe untersucht. Die Analyse von B-actin diente als Kontrolle. (B) Am Tag 3 nach
siRNA-Zugabe wurden 100.000 Zellen ausgesat und jeden zweiten Tag optisch mithilfe eines Mikroskops
gezahlt. Die Zellzahl der lebenden Zellen ber die Zeit ist dargestellt. (C) Nach vier bis sieben Tagen
nach Zugabe der siRNAs wurden die Zellen zusatzlich mit 3[H]—Thymidin inkubiert und 24 h spater der
Einbau von 3[H]—Thymidin in neu synthetisierte DNA vermessen. (D) Die Zellen wurden am fiinften bzw.
siebten Tag nach siRNA Zugabe durchflusszytometrisch auf Annexin V FITC / Pl analysiert. Der Anteil
Annexin-V-positiver Zellen aller gemessenen Zellen ist in Prozent angegeben. Es ist jeweils eines von
drei Experimenten dargestellt. Alle statistischen Analysen wurden mit einem Welch-Test durchgefiihrt. **,
P<0,01; ***, P<0,001
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Dass die beobachtete Toxizitat spezifisch fur den knock-down von BATF und BATF3
ist, wurde mithilfe von Zellen Uberpruft, in denen diese beiden Proteine parallel zum
knock-down ektop exprimiert wurden. Damit sollte gepruft werden, ob die ektope
Expression von BATF oder BATF3 die Effekte des jeweiligen knock-downs aufheben
kann. Dafur wurden K299- und Mac-1-Zellen lentiviral mit ektopem BATF und BATF3
ausgestattet. Die Klonierungen der Vektoren wurden von Henrike Lisa Sczakiel
durchgefuhrt. Die lentiviralen Vektoren wurden dabei so designed, dass die beiden
Kandidatengene BATF und BATF3 Uber ein P2A-Peptid mit jeweils GFP (BATF) oder
BFP (BATF3) fusioniert sind. Dies erlaubte den prozentualen Anteil der transduzierten
Zellen in der Durchflusszytometrie zu analysieren. Dabei zeigte sich eine sehr hohe
Transduktionsrate der doppel-positiven GFP"BFP*-Zellen von bis 80% (Abb. 3.13).
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Abb. 3.13: Transduktionsrate von K299- und Mac-1-Zellen nach lentiviraler Transduktion. K299-
und Mac-1-Zellen wurden lentiviral mit einem Kontrollvirus (Mock) oder einem Virus, der fir das humane
BATF oder BATF3 kodiert (ekBATF und ekBATF3), ausgestattet und anschlielend
durchflusszytometrisch auf die Exression der beiden Marker Proteine GFP (BATF) und BFP (BATF3)
untersucht.

Im Western Blot sind vorteilhafterweise die ektopen Proteine daran zu erkennen, dass
sie etwas grof3er als die endogenen Proteine sind, da das P2A-Peptid die Eigenschaft
besitzt, sich selbst zu spalten, und dadurch einige Aminosauren an den jeweiligen

Teilen des nun gespaltenen Fusionsproteins angehangt bleiben. Die mit BATF und
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BATF3 ausgestatteten K299- und Mac-1-Zellen wurden - wie in Abb. 3.11 und 3.12. -
mit siRNAs gegen BATF und BATF3 behandelt. Dabei richteten sich die siRNAs gegen
die in 5’-untranslatierten Bereiche der beiden Gene, so dass nur die endogenen, nicht
aber die ektop-exprimierten Proteine herunterreguliert wurden. Die Transduktion der
Zellen sowie die Interferenz der Proteine wurden im Western Blot Uberprift. Dabei
zeigte sich, dass nur die Expression der endogenen Proteine durch die siRNAs
gehemmt wurde (Abb. 3.14).
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Abb. 3.14: Hemmung der endogenen, nicht aber der ektopen BATF und BATF3-Expression durch
siRNA-Interferenz. K299- und Mac-1-Zellen wurden lentiviral mit einem Kontrollvirus (Mock) oder einem
Virus, der fir das humane BATF oder BATF3 kodiert (ekBATF und ekBATF3), ausgestattet und
anschliefend mit ungerichteten siRNAs (siCTL #1 und siCTL #2) oder einer Kombination aus siRNAs
gegen BATF (siBATF #2 und siBATF #4) und BATF3 (siBATF3 #1) behandelt, die gegen den
untranslatierten Bereich der jeweiligen mRNA gerichtet sind. Die ektope Expression und die siRNA-
Interferenz von BATF und BATF3 wurde mittels Western Blot analysiert. Die Analyse von B-actin diente
als Kontrolle. Zu beachten ist die Herunterregulation der endogenen, nicht aber der ektop-exprimierten
Proteine sowie das veranderte Laufverhalten von ektop exprimiertem BATF und BATF3 aufgrund des
fusionierten P2A-Rests nach entsprechender P2A-Spaltung.

Nachfolgend wurde das Wachstum dieser Zellen Uber die Zeit untersucht. Es zeigte
sich, dass die Hemmung der Proliferation durch den gemeinsamen knock-down von
BATF und BATF3 komplett umkehrbar ist, wenn die Zellen vorher ektop mit BATF und
BATF3 ausgestattet wurden. Diese Zellen wiesen die gleiche
Wachstumsgeschwindigkeit wie Zellen auf, die nur mit Kontroll-siRNAs behandelt
wurden (Abb. 3.15).
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Abb. 3.15: Ektope Expression von BATF und BATF3 hebt die durch BATF und BATF3 siRNA-
Interferenz vermittelte Zelltoxizitat in ALCL-Zellen auf. 100.000 der in Abb. 3.19 beschriebenen Zellen
wurden am Tag 3 nach siRNA-Zugabe ausgesat und jeden zweiten Tag optisch mithilfe eines Mikroskops
nach Trypan-Farbung gezahlt. Die Zahl lebender Zellen wurde Uber die Zeit dargestellt. Alle statistischen
Analysen wurden mit einem Welch-Test durchgefuhrt. ***, P<0,001

Zusammengefasst konnte mit diesem System die Bedeutung von BATF und BATF3 fur
das Wachstum und Uberleben der Zellen belegt werden. Allerdings besteht der AP-1-
Komplex nicht nur aus BATF- und BATF3-Proteinen, sondern aus vielen verschiedenen
Transkriptionsfaktoren und der knock-down einzelner Faktoren ist fur die Aktivitat des
Gesamtkomplexes oft schwer zu beurteilen. Deshalb wurde im nachsten Schritt ein

weiteres System genutzt, um die AP-1-Aktivitat global zu blockieren.

3.3.2 Induzierbare Inhibition von AP-1 mittels A-Fos

Einige AP-1-Mitglieder konnen sich teilweise gegenseitig erganzen oder ersetzen und
sind haufig, wie auch im Fall des ALCL, gleichzeitig exprimiert. Daher kann die
vollstandige Inhibition von AP-1 dem knock-down einzelner Faktoren im Hinblick auf die
Analyse biologisch relevanter Konsequenzen uberlegen sein. Fur die folgenden
Experimente wurde deshalb ein Ansatz gewahlt, bei dem nicht nur ein bestimmter AP-
1-Faktor herunterreguliert, sondern die gesamte AP-1-Aktivitat mithilfe eines dominant-
negativen Inhibitors gehemmt wird. Dieser Inhibitor, A-Fos, besitzt eine ahnliche
Struktur wie andere AP-1-Faktoren und enthalt die fur die Dimerisierung essentielle
leucine zipper (bZIP)-Domane des FOS-Proteins. Im Gegensatz zu FOS wurde aber die
basische DNA-Bindungsdomane gegen eine saure, amphiphatische Sequenz
ausgetauscht. So kann A-Fos zwar weiterhin Uber die bZIP-Domane Heterodimere mit
JUN- und anderen AP-1-Proteinen eingehen, aber die saure Sequenz interagiert mit der
basischen DNA-Bindungsdomane anderer AP-1-Faktoren und stabilisiert diesen

Komplex, so dass das Heterodimer nicht mehr an die DNA binden kann'®®.
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Um die Auswirkungen der AP-1-Inhibition direkt untersuchen zu kénnen, wurde ein
Tetrazyklin-induzierbares Genexpressions-System (pRTS) gewahlt (LIT), in dem das
gene of interest nur in Anwesenheit von Tetrazyklin (Tet) exprimiert wird. Die Tet-
Abhangigkeit der Zielgenexpression wird dadurch erreicht, dass sowohl ein Tet-
kontrollierter Aktivator der Transkription (rtTA) und ein Tet-kontrollierter Repressor der
Transkription (tTS) gleichzeitig aktiv sind und nur in Anwesenheit von Doxyzyklin der
rntTA/tTS-abhangigen Promoter (Piibi) aktiviert wird'®. Da dieser Promotor eine
bidirektionale Ausrichtung hat, kann die Expression des Zielgens mit einem in
aquimolarer Menge exprimierten Reporter kontrolliert werden. In diesen Vektor wurde
der Inhibitor A-Fos hineinkloniert (pRTS_AFos) und als Reporter diente GFP
(Abb. 3.16).

CAGp > riTA2 [IRES » (TS % GFP AFOS

Abb. 3.16: Aufbau des Tetrazyklin-induzierbaren A-Fos-Expressionsvektors. Der durch Tet
kontrollierte Aktivator der Transkription (rtA2) ist ebenso wie der durch Tet kontrollierte Repressor der
Transkription (rTS) unter die Kontrolle des Chicken B-actin Promotors (CAGp) gestellt. Dabei ist rTS Uiber
eine internal ribosomal entry site (IRES) verbunden. Der bidirektionale rtTA/tTS-abhangige Promotor
(Ptetbi) koontrolliert sowohl die Expression von A-Fos als auch die von GFP und ist nur in Anwesenheit
von Tet aktiv.

Die erfolgreiche Transfektion von Zellen als auch die Tet-Induzierbarkeit des Vektors

mit dem Nachweis von GFP konnte mittels Fluoreszenz-Mikroskopie bestatigt werden.
Die Effizienz der Transfektion betrug dabei in etwa 50% (Abb. 3.17).

- Dox

Durchlicht

UV-Fluoreszenz

Abb. 3.17: Induktion von GFP nach Stimulation mit Doxyzyklin. Mit pRTS_A-Fos transfizierte FE-PD-
Zellen wurden 48 Stunden nach Doxyzyklin-Behandlung geerntet, auf einen Trager aufgebracht und
mittels Durchlicht-Mikroskopie (oben) oder mittels Fluoreszenz-Mikroskopie auf das Vorhandensein GFP-
positiver Zellen untersucht (unten).
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Fur die folgenden Experimente wurden FE-PD-Zellen mit dem pRTS-Vektor entweder
mit A-Fos oder einer Leervariante (Mock) als Negativkontrolle transfiziert. Nach
zweiwochiger Selektion mit Hygromycin wurden die Zellen mit Doxyzyklin stimuliert und
GFP-positive Zellen nach 72 bzw. 96 Stunden durchflusszytometrisch aufgereinigt.
Anschlieliend wurde ein Teil der Zellen geerntet und hinsichtlich der Expression von A-
Fos sowie der AP-1-Aktivitat untersucht. Der andere Teil der Zellen wurde mit Hinblick

auf die Proliferation und das Uberleben analysiert.

Die Analyse von Gesamtzellextrakten im Western Blot zeigte, dass nach 72-stindiger
Doxyzyklin-Stimulation A-Fos in den zwei gezeigten Ansatzen gut exprimiert wurde.
Nach 96-stindiger Induktion zeigte sich eine noch starkere Expression. In
unstimulierten Zellen konnte dagegen A-Fos nicht nachgewiesen werden. Mittels EMSA
konnte gezeigt werden, dass nach Stimulation mit Doxyzyklin und der daraus folgenden
Expression von A-Fos sowohl die AP-1- als auch die AP-1/IRF4-Bindungsaktivitat
komplett inhibiert wird. Dabei spielte es keine Rolle, ob die Zellen 72 oder 96 Stunden
stimuliert wurden. Somit zeigt dieses System zum einen eine hervorragende
Induzierbarkeit von A-Fos, zum anderen eine komplette Inhibition der AP-1-Aktivitat

allein und mit seinem Kooperationspartner IRF4 (Abb. 3.18).
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Abb. 3.18: Die Expression von A-Fos fiihrt zu einem totalen Verlust der konstitutiven AP-1-
Aktivitat. FE-PD-Zellen wurden mittels Elektroporation mit dem Tet-abhangigen A-Fos Vektor (A-Fos)
oder einem Kontrollvektor (Mock) ausgestattet und 72 bzw. 96 Stunden mit Doxyzyklin induziert.
Anschliefen wurden die Gesamtizellextrakte dieser Zellen auf die Expression von A-Fos im WB
analysiert. Die Analyse von B-actin diente als Kontrolle. Dieselben Gesamtzellextrakte wurden mittels
EMSA auf die DNA-Bindungsakitivitdt von AP-1 und AP-1/IRF4 Komplexen untersucht. Hierflir wurden
die TRE-site und die AICE_Bcl11b-site verwendet. Die Analyse von Sp1 diente als Kontrolle. Zwei
unabhangige Experimente (#1 und #2) sind gezeigt. Das Erstellen dieser Blots wurde mit Hilfe von S.
Lusatis erstellt.

Im Folgenden wurden die Effekte der A-Fos-vermittelten AP-1-Inhibition auf die
Proliferation und das Uberleben der FE-PD-Zellen untersucht. Dabei zeigte sich ein
starker Wachstumsarrest in den A-Fos-stimulierten Zellen schon nach einem Tag. Die
Analysen nach 96-stundiger Doxyzyklin-Behandlung zeigten dabei ausgepragteren
Effekt. PI-Farbungen und anschliel3ende fluorescence-activated cell sorting- (FACS-)
Analysen (ber Zeit zeigten eine starke Toxizitat durch A-Fos, die das Uberleben der
Zellen massiv beeintrachtigt (Abb. 3.19).
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Abb. 3.19: Der Verlust der AP-1-Aktivitat fiihrt zu Zelltod und Wachstumsarrest im ALCL. FE-PD-
Zellen, ausgestattet mit dem Tet induzierbarem A-Fos Expressions- oder einem Kontroll-Vektor (Mock),
wurden 72 Stunden nach Doxyzyklin Induktion auf lebende, GFP positive Zellen durchflusszytometrisch
angereichert und taglich die Zellviabilitat nach Pl Farbung mittels Durchflusszytometer gemessen und
Uber die Zeit dargestellt (links). 48 Stunden nach Anreicherung (nach 72 bzw. 96 Stunden Induktion mit
Doxyzyklin) wurden die Zellen mit 3[H]—Thymidin inkubiert und 24 h spater der Einbau von 3[H]—Thymidin
in neu synthetisierte DNA vermessen. Zwei unabhangige Experimente (#1 und #2) sind gezeigt. Alle
statistischen Analysen wurden mit Welch-Test durchgefihrt. **, P < 0,01; ***, P < 0,001; n.s., nicht
signifikant

Zusammengefasst wurde bisher gezeigt, dass ALCL-Zellen ohne die konstitutive
Aktivitat von BATF und BATF3 oder von AP-1 nicht Uberleben koénnen und das
Zellwachstum massiv eingeschrankt ist. Im Folgenden wurden mogliche Zielgene dieser

Transkriptionsfaktoren im ALCL untersucht.

3.4 ALCL zeigt eine Expression von Genen, die typisch fur TH17-
oder type 3 innate lymphoid cells (ILC3) sind

Da bisher gezeigt werden konnte, dass die AP-1-Faktoren BATF und BATF3 im ALCL
exprimiert sind und konstitutiv in ALCL-Zellen an spezifische DNA-Bindungsstellen
binden sowie das Ausschalten dieser Gene zu Wachstumsarrest und Zelltod fuhrt,
wurde nach moglichen Zielgenen dieser Transkriptionsfaktoren gesucht.

Wie schon in der Einleitung beschrieben bilden BATFs Heterodimere mit JUN-
Proteinen'”®. In der Literatur werden diese Komplexe zusammen mit STAT3 und IRF4
als Schliisselregulatoren in der TH17-Zelldifferenzierung beschrieben'”". Da neben den
gezeigten Proteinen auch STAT3 und IRF4 im ALCL stark exprimiert und aktiviert
sind’®'% wurde die Hypothese aufgestellt, dass ALCL-Zellen eine Expression von
TH17-Markergenen aufweisen.

Um eine solche Genexpression nachzuweisen, wurden die TH17/ILC3-spezifischen
Zytokine IL-17A, IL-17F und IL-22 mittels enzyme-linked immunosorbent assays
(ELISA) analysiert. Dafiir wurden Uberstéande von den ALCL- und T-Zelllinien nach 48

Stunden Inkubationszeit abgenommen und untersucht. Hierbei zeigte sich fur IL-17A,
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dass die Linien Mac-1 und Mac-2A dieses Zytokin sezernieren. Ein ahnliches Bild
zeigte sich fur IL-17F, da es in den Uberstanden der Zellen JB6, Mac-1 und Mac-2A
detektiert werden konnte. Auch das fur ILC3-Zellen typische Zytokin IL-22 konnte in den
Linien FE-PD, Mac-1 und Mac-2A nachgewiesen werden (Abb. 3.20).

8 - 40-
=6+ = 30+
2 2
< 47 w207
= =
P % 104 .TI
D NxeOO NP IR D D N0 NSl
PUSRR "’1,&\{3) N DN R W NG DN
R VS
i;,o‘z‘ © <<‘</® O 4\;9% K ®$®°0V5‘§43’ o
2 2
14
12
€107 I
S 8-
~ 64
N
4 4
2—.
04T
S \‘o QQ N W‘Q “‘Qg
NS <<, S \/5 ‘</
R NEOPEe

Abb. 3.20 ALCL-Zellen sezernieren zum Teil IL-17A, IL-17F und IL-22. Die Uberstande von ALCL-
(K299, SU-DHL-1, DEL, JB6, FE-PD, Mac-1, Mac-2A, DL-40) und T-Zellllinien (Jurkat, KE-37, Molt-14,
H9) wurden mittels ELISA auf die Sekretion von IL-17A, IL-17F und IL-22 untersucht. Ein reprasentatives
von drei unabhangigen Experimenten ist dargestellt.

3.5 Regulation der TH17/ILC3-Gene durch BATF und BATF3

In meiner Arbeitsgruppe konnte neben den genannten Zytokinen nachgewiesen
werden, dass ALCL-Zellen in der globalen Anaylse von Genexpressionsprofilen eine
Gensignatur fiir TH17-Zellen sowie, noch ausgepragter, fir ILC3-Zellen besitzen'®®
Somit konnte bis hierher eine starke Expression und Aktivitat des AP-
1/BATF/BATF3/IRF4-Moduls sowie die Expression TH17-/ILC3-spezifischer Gene
nachgewiesen werden, nicht aber deren Abhangigkeit voneinander. Um einen Hinweis
auf eine direkte Regulation der TH17/ILC3-Gene durch BATF- und BATF3-TF zu

erhalten, wurden in Zusammenarbeit mit Eva Kargel und Linda von Hoff aus der

73



Arbeitsgruppe von Claus Scheidereit am MDC Berlin Chromatin-Immunprazipitationen
(ChlIP)-Analysen von BATF, BATF3 und JUNB durchgefuhrt. Dafur wurden die drei
ALCL-Linien K299, JB-6 und Mac-2A und als Kontrolle die T-Zelllinie Jurkat mit
entsprechenden Antikorpern untersucht. Diese Analysen erbrachten den Nachweis
einer spezifischen DNA-Prazipitation von Promotor- oder Enhancer-Regionen der Gene
fur IL1R1, IL4R, IL12RB, IL17A, IL18R1, IL22, IL23R und IL26 mittels Antikdrper gegen
BATF, BATF3 und JUNB in allen ALCL-Linien, die in den Jurkat-Zellen nicht gesehen
werden konnte (Abb. 3.21).
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Abb. 3.21: BATF und BATF3 binden an Promotor- und Enhancerregionen von TH17- und ILC3-
assoziierten Genen. Chromatinimmunoprazipitationen (ChIP) von K299-, JB6-, Mac-2A- und Jurkat-
Zellen. Der Input und die mit Antikdrpern gegen BATF, BATF3 und JUNB prazipitierte DNA wurden
mittels gPCR mit spezifischen Primern fir die Promotor- oder Enhancerregionen der genannten Gene
analysiert. Die Daten von zwei Experimenten wurden kombinierte und der Mittelwert £+ SEM ist gezeigt.
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Auch wenn man mit diesen ChlP-Analysen keine funktionellen Aussagen uber eine
entsprechende Genregulation treffen kann, da die ChlP-Analysen nur den Nachweis
einer Bindung eines TF an eine regulatorische DNA-Region erbringen, passen sie gut
zu einer BATF-/BATF-vermittelten Regulation dieser Gene. Diese konnte in meiner
Arbeitsgruppe auch nachgewiesen werden'®.

In der abschlielRenden Versuchsreihe soll ein weiterer Marker der TH17- bzw. ILC3-

Zellen in ALCL-Zellen untersucht werden.

3.6 RORC2 als mogliches therapeutisches Ziel im ALCL

RORC?2 ist einer der Schlusselfaktoren fur die Differenzierung von TH17- und ILC3-
Zellen'””. Dieser Transkriptionsfaktor gehort zur Gruppe der nuclear orphan receptors,
zu der auch RORC1 gehort. Da beide Faktoren grofRe strukturelle Ahnlichkeiten
aufweisen und sich nur in einer kurzen alternativen 5-Kodierungssequenz
unterscheiden, die auf Proteinebene einen Unterschied im N-Terminus von drei
Aminosauren ausmacht, gibt es keine verfugbaren RORC2-spezifischen Antikorper.
Daher wurde als erstes getestet, ob beide Proteine im Immunoblot zu unterscheiden
sind. Daflr wurden Expressionsplasmide fur RORC1 und RORCZ2 generiert und in
HEK293-Zellen transfiziert. Die Analyse von Gesamtzellextrakten dieser Zellen mittels
WB bestatigte, dass RORC2 ein um etwa 2 kDa kleineres Molekulargewicht besitzt und
beide Proteine eindeutig identifiziert werden konnen (Abb. 3.22). Genutzt wurde fur die

Detektion ein von Dan Littman (New York) freundlicherweise Uberlassener Antikorper.
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Abb. 3.22: Die unterschiedliche GroRe von RORC-Isoformen RORC1 und RORC2 kénnen im WB
unterschieden werden. HEK293-Zellen wurden mittels Elektroporation mit einem Kontrollplasmid (Mock)
oder Plasmiden, die fuir RORC1 oder RORC2 kodieren, transfiziert. 30 ug Kernextrakt dieser Zellen
wurde anschliefend im WB mit einem Antikoérper, der sowohl RORC1 als auch RORC2 erkenntwo,

untersucht. Die Analyse von PARP1 diente als Kontrolle.
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Im nachsten Schritt wurden die ALCL-Linien hinsichtlich ihrer Expression von RORC
auf mMRNA-Ebene mittels RT-PCR untersucht. RORC1 ist zwar auch in den T-Zelllinien
exprimiert, allerdings deutlich starker in den ALCL-Zelllinien. Zudem konnte in funf der
acht ALCL-Linien eine RORC2-Expression nachgewiesen werden. Lediglich in
SU-DHL-1, FE-PD und DL-40 zeigte sich keine RORC2-Expression. Auch keine der T-
Zelllinien zeigte eine Expression von RORC2. Um dieses Ergebnis auch auf
Proteinebene zu bestatigen, wurden Gesamtzellextrakte dieser Zellen in WB Analysen
untersucht. Dabei konnte das Bild der RT-PCR und damit die Expression von RORC2
in den funf ALCL-Linien bestatigt werden (Abb. 3.23). Zusammengefasst wurde damit
das ALCL als erstes RORC2-exprimierendes Lymphom identifiziert.
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Abb. 3.23: ALCL-Zelllinien exprimieren RORC2. Oben: Die cDNA von ALCL- und T-Zelllinien wurde
mit spezifischen Primern fir RORC1 und RORC2 mittels RT-PCR untersucht. Die Analyse von GAPDH
diente als Kontrolle. Unten: 30 ug Kernextrakte der Linien wurden im WB mit einem spezifischen
Antikorper fur RORC untersucht. Die Analyse von PARP1 diente als Ladekontrolle.

RT-PCR

WB

Gegen die Mitglieder der RORC-Familie wurden Inhibitoren und negative Modulatoren
entwickelt'®"'%2. Um RORC2 als mdgliches therapeutisches Ziel im ALCL zu
identifizieren, wurden ALCL- und T-Zelllinien mit den RORC-Inhibitoren SR2211 und
SR1903 behandelt, die freundlicherweise von Patrick Griffin (Florida) Uberlassen
wurden. Die ALCL-Zelllinien K299, JB6 und Mac-2A zeigten unter Behandlung mit den
Inhibitoren im Vergleich zu den Kontrollen eine uber die Zeit verringerte Viabilitat.
Dagegen konnte kein Effekt auf Zellen festgestellt werden, die keine oder nur eine
geringe RORC-Expression haben. KE-37-Zellen mit fehlender und Jurkat-Zellen mit nur
geringer RORC-Expression sowie FE-PD-Zellen mit starker RORC-1 aber fehlender
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RORC2-Expression wurden durch die Inhibitoren in ihnrem Uberleben nicht beeinflusst

(Abb. 3.24).
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Abb. 3.24: Inhibition von RORC2 mithilfe von kleinmolekularen Modulatoren induziert Zelltod in
ALCL. Drei Zelllinien, die RORC2 exprimieren (K299, JB6 und Mac-2A), wurden ebenso wie drei RORC2
negative Linien (KE-37, Jurkat, FE-PD) mit 5 yM der RORC Inhibitoren SR1903 und SR2211 oder der
DMSO-Kontrolle behandelt und die Zellviabilitdt wurde nach Farbung mit Pl duchflusszytometrisch
analysiert. Der prozentuale Anteil lebender Zellen der Gesamtpopulation ist Uber die Zeit dargestellt.
Eines von drei unabhéangigen Experimenten ist dargestellt.

Fur das ALK+ ALCL gibt es mit dem ALK-Tyrosinkinase-Inhibitor Crizotinib prinzipiell
eine wirksame Therapieoption®*, die offensichtlich aber nicht zu einer
Lymphomeradikation und dauerhafter Heilung der ALCL-Patientin fihrt*”. Es wurde
deshalb eine Einzel- oder Kombinationsbehandlung mit Crizotinib und/oder RORC-
Inhibitoren in den ALCL-Zellen getestet, die sowohl ALK+ sind als auch RORC2
exprimieren. Fur diese Experimente kamen somit K299-, DEL- und JB6-Zellen in Frage.
Crizotinib und die RORC-Inhibitoren SR221, SR1903 und GSK805 wurden dabei in
Konzentrationen eingesetzt, die fur sich allein nur eine geringe Letalitat auf die Zellen
besitzen. Die Kombination von sowohl ALK- als auch RORC-Inhibitor zeigte dabei eine

deutliche Steigerung der Letalitat gegenuber den Ansatzen mit nur einem Wirkstoff

(Abb. 3.25).
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Abb. 3.25: Die Kombination von RORC2-Inhibitoren mit dem ALK-Inhibitor Crizotinib fiihrt zu
gesteigertem Zelltod von ALCL-Zellen. Die ALK+ Zelllinien K299, DEL und JB6 wurden jeweils mit
7,5 yM RORC Inhibitor (SR1903, SR2211 oder GSK805) oder 25 nM Crizotinib (Crizo) alleine oder in
Kombination behandelt. Nach Farbung der Zellen mit Annexin-V-FITC und Pl wurden die Zellen
durchflusszytometrisch analysiert. Der prozentuale Anteil lebender Zellen an der Gesamtpopulation am
Tag 2 der Behandlung ist gezeigt. Die Experimente wurden im Triplikat durchgefuhrt, gezeigt ist der
Mittelwert + Standardabweichung. Eines von drei identischen Experimenten ist dargestellt. *, P<0,05; ***,
P<0,001

Zusammenfassend beschreibt dieser Abschnitt in einem Teil der ALCL-Zellen den
Nachweis des TH17/ILC3-spezifischen Transkriptionsfaktors RORC2, dessen alleinige
Inhibition zur moderaten Zelltodinduktion fuhrt und dessen Inhibition der Wirkung einer
ALK-Inhibition deutlich verstarkt.
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4 Diskussion

4.1 Einfuihrung

Transkriptionsfaktoren und deren Netzwerke spielen in hamatopoietischen Neoplasien
eine entscheidende Rolle, da die Deregulierung dieser eng kontrollierten Netzwerke mit
der Entstehung verschiedener Leukamien und Lymphome assoziiert ist'91%* Das
ALCL ist eines der Beispiele fur eine lymphatische Neoplasie mit einer Vielzahl von

spezifisch deregulierten Transkriptionsfaktoren.

In der vorliegenden Arbeit wurden die Aktivitat und die Zusammensetzung des
Transkriptionsfaktorkomplexes AP-1 im ALCL naher charakterisiert und dessen
Auswirkung auf das Wachstum und Uberleben in ALCL-Zellen beschrieben. Dabei
konnten den zur AP-1-Familie zugehorigen Proteinen BATF und BATF3 eine zentrale
Rolle in diesem Transkriptionsfaktorkomplex zugeordnet und frihere Studien zu AP-1
im ALCL bestatigt werden”>"°. Zudem wurde eine Kooperation dieser Proteine mit IRF4
nachgewiesen und verschiedene Zielgene des BATF/AP-1-Komplexes identifiziert und
deren Expression im ALCL validiert. Die pharmakologische Inhibition von RORC2,
eines dieser Zielgene, konnte als moglicher neuer Angriffspunkt in der Therapie des
ALCL identifiziert werden. Des Weiteren konnte aufgrund dieser Ergebnisse eine
Hypothese zum nicht sicher geklarten zellularen Ursprungs des ALCL aufgestellt

werden.

4.2 Expression von BATF und BATF3

Neben anderen deregulierten Transkriptionsfaktoren wie NOTCH1, STAT3 und
MYC'%188.19% \veist das ALCL eine konstitutive AP-1-Aktivitat auf, die unter anderem auf
der starken Expression und Aktivitat der AP-1-Faktoren JUN, JUNB und FRA-2
beruht’>. Die vorliegende Arbeit konnte nun belegen, dass AP-1 im ALCL
facettenreicher und komplexer ist als bisher aufgezeigt. Die AP-1-Faktoren BATF und
BATF3 erweitern nicht nur das Spektrum der Zusammensetzungen des AP-1-
Komplexes, sondern auch der moglichen Kooperationspartner im ALCL. AP-1 ist auch
in anderen hamatologischen Entititen aktiv®> und eine differentielle Expression von

BATFs im ALCL konnten friihere Arbeiten zeigen®®'®*, die unter anderem das ALCL
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anhand der BATF3-Expression von anderen PTCLs unterscheiden konnten und eine
Expression von BATF im ALCL zeigen konnten'®>'%. Parallel zur hier beschriebenen
Arbeit wurden die Aktivitat von BATFs vor allem im cHL und im ALCL ausfuhrlicher
aufgearbeitet. In der hier vorgelegten Arbeit konnte dargelegt werden, dass die
gleichzeitige Expression von BATF und BATF3 eine Besonderheit des ALCL unter den
lymphatischen Neoplasien darstellt. Nur im cHL, das neben der konstitutiven AP-1-
Aktivitat viele ahnliche histologische und molekulare Eigenschaften wie das ALCL

aufweist’>">"%° konnten ebenfalls beide Proteine nachgewiesen werden'®’.

4.3 AP-1-Aktivitat im Bezug auf den ALK-Status

Obwohl die gegenwartige WHO-Klassifikation das ALK+ und ALK- ALCL als getrennte
Entititen auffiihrt’, konnte in diesen beiden Entititen kein Unterschied beziiglich des
Expressionsmusters von BATF und BATF3 oder der DNA-Bindungsaktivitat von AP-1
nachgewiesen werden. Das ist insbesondere dahingehend interessant, da NPM-ALK
die Expression des AP-1-Faktors JUNB induzieren kann'®"'®®, Diese Daten stiitzen das
von meiner Gruppe aufgestellte Konzept, dass sowohl das ALK+ als auch das ALK-
ALCL ein gemeinsames Grundprinzip der Krankheitsentstehung aufweisen®>1%°.
Unzweifelhaft induziert NPM-ALK eine Vielzahl von Signalwegen und nachfolgende
Genexpressionsianderungen®®®!, allerdings finden sich in ALK- ALCL-Féllen
komplementar aktivierte Signalwege und globale Analysen der Genom-Methylierungen
von ALK+ und ALK- ALCL unterstitzen das Konzept eines gemeinsamen Wegs der

Pathogenese®.

4.4 Die komplexe AP-1-Aktivitat erschwert funktionelle Analysen

AP-1 Transkriptionsfaktoren bestehen aus einer bZIP-Domane, die es ihnen erlaubt,
zusammen mit anderen bZIP-Proteinen zu dimerisieren und bestimmte DNA-
Bindungsmotive zu erkennen®®. Dabei kénnen sich sowohl Homodimere bestehend aus
JUN-Proteinen oder Heterodimere aus Mitgliedern der verschiedenen AP-1-Familien
bilden, so dass es eine Vielzahl mdglicher Zusammensetzungen des aktiven AP-1-

Komplexes gibt®’

. Damit BATFs die Transkription beeinflussen kdnnen, mussen sie mit
anderen AP-1-Faktoren interagieren, wofur sie Heterodimere mit insbesondere JUN

oder JUNB eingehen kénnen®', die beide im ALCL stark exprimiert sind’>?%°. Des
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Weiteren kann dieser Komplex durch verschiedene Kofaktoren beeinflusst werden und
je nach zellularem Kontext die Transkription bestimmter Zielgene aktivieren oder

82,102

hemmen Hinzu kommt, dass die Funktion von AP-1 je nach Zelltyp und

Differenzierungsstatus unterschiedlich ist®%%"!

, sodass AP-1 insgesamt sowohl im
Hinblick auf seine Zusammensetzung als auch seine Funktion hochkomplex ist. Daher
ist die funktionale Analyse eines oder mehrerer einzelner AP-1-Faktoren schwierig.
Zudem muss man sicherlich zwischen einer konstitutiven AP-1-Aktivitat, wie sie zum
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Beispiel im ALCL oder cHL gegeben ist’®, und einer unter normalen physiologischen

Bedingungen transienten Aktivitat unterscheiden.

4.5 BATF und BATF3 beeinflussen Wachstum und Uberleben von
ALCL-Zellen

In dieser Arbeit wurden mehrere experimentelle Ansatze gewahlt, um die oben
beschriebenen Hindernisse in der Analyse von AP-1-Faktoren zu umgehen und die
Funktion von BATF/BATF3/AP-1 im Hinblick auf Wachstum und Uberleben im ALCL zu
untersuchen.

Hierzu wurde die Expression von BATF und BATF3 auf mRNA-Ebene gehemmt. Daflr
wurden siRNAs sowohl einzeln als auch in Kombination genutzt. Hierbei konnte gezeigt
werden, dass insbesondere die kombinierte Herunterregulation von BATF und BATF3
zu einer starken Wachstumshemmung und einem stark beeintrachtigtem Uberleben
fuhrt, wohingegen die Inhibition nur eines Faktors nur moderate oder keine Effekte
zeigte. Diese Daten stimmen mit in meiner Arbeitsgruppe durchgefuhrten Experimenten
Uberein, in denen mittels genomischer Deletion von BATF und BATF3 mithilfe des
CRISPR/Cas9-Systems eine  Wachstumshemmung der deletierten  Zellen
nachgewiesen wurde. Interessanterweise konnten keine Zellklone mit einer
kombinierten Deletion von BATF und BATF3 hergestellt werden, was auf eine
essentielle Bedeutung beider Faktoren fur das Wachstum von ALCL-Zellen spricht.

Da die verschiedenen BATFs sich gegenseitig erganzen und ersetzen kdnnen, wie

vorangegangene Arbeiten®'"'"?

und die Hochregulation des jeweiligen anderen Proteins
nach CRISPR/Cas9-Deletion zeigen'®®, ist es demnach wahrscheinlich nicht
ausreichend, nur eines der BATF-Proteine in einem Zellsystem zu inhibieren, wenn
mehrere BATF-Familienmitglieder in diesem System exprimiert sind. In einem weiteren

experimentellen Ansatz wurde daher die gesamte AP-1-Aktivitdt mittels eines
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dominanten AP-1-Repressors, A-Fos, gehemmt. Dieser besitzt die Eigenschaft, mit
JUN-Proteinen Dimere zu bilden, aber die transkriptionelle Aktivitat des Komplexes
komplett zu blockieren'®®. Nach einer solchen Inhibition von AP-1 zeigten die Zellen
eine stark verminderte Proliferation und ein massiv beeintrachtigtes Uberleben, was die
Ergebnisse einer transienten Inhibition bestatigt’
Versuche ein starkes onkogenes Potential von BATF und BATF3 im ALCL, da der

. Zusammengenommen zeigen diese

Verlust von beiden Proteinen zu verminderter Proliferation und Zelltod fuhrt. Auch in
zwei Mausmodellen konnte diese onkogene Wirkung gezeigt werden: Die
Uberexpression von Batf in T-Zellen transgener Mause flihrte zu einer
lymphoproliferativen Erkrankung182, wahrend die Expression von BATF3 in murinen B-
Lymphozyten nach Transplantation in Rag1-defiziente Mause B-Zell-Lymphome

induzierte®.

4.6 Kooperative Bindung von BATFs und IRF4 an AICEs im ALCL

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass BATFs im ALCL mit IRF4 kooperieren und
gemeinsam bestimmte DNA-Sequenzen, sie sogenannten AICEs, erkennen und binden
konnen. Der Transkriptionsfaktor IRF4 ist im ALCL stark exprimiert und essentiell far
das Uberleben von ALCL-Zellen”®""2°2203 Eine Kooperation von BATFs mit IRF4 wird
dadurch ermoglicht, dass das IRF-Bindungsmotiv (GAAA) in direkter Nachbarschaft
zum AP-1-Bindungsmotiv liegt und der AP-1-Komplex, vor allem bestehend aus JUN
und BATF, IRF4 an die DNA rekrutieren kann. Dabei beeinflussen sich beide Faktoren
gegenseitig und verstirken die DNA-Bindungsaffinitat ihres jeweiligen Partners'’?"",
Interessanterweise sind nur wenige Aminosauren an der direkten Protein-Protein-

Interaktion beteiligt'"?

, S0 dass die Kooperation durch die Bindung an die DNA
stabilisiert werden konnte. Diese Arbeit konnte nun zeigen, dass im ALCL sowohl BATF
als auch BATF3 an der kooperativen Bindung mit IRF4 an die DNA beteiligt sind.
Obwohl eine gemeinsame Bindung mittels EMSA auf DNA-Ebene nachgewiesen
werden konnte, liel3 sich keine direkte Protein-Protein-Interaktion zwischen AP-1/BATF
und IRF4 nachweisen, was wahrscheinlich an den bekannten, schwachen
Wechselwirkungen  zwischen AP-1  und IRF4 liegt'"*. Auch in einer
Massenspektrographie-Analyse im cHL konnte nur eine nicht signifikante Anreicherung

von IRF4 im BATF3-Immunoprazipitat nachgewiesen werden'®,
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4.7 Funktionelle Bedeutung von AICEs

Aufgrund der fehlenden Transaktivierungsdomane von BATF und BATF3 galten beide
Transkriptionsfaktoren lange als Inhibitoren der AP-1-Aktivitat'>*'%>1¢3170  Barbara
Schraml et al. konnten aber zeigen, dass BATF eine wichtige Rolle in der
Differenzierung von TH17-Zellen besitzt, da Batf’"Mause zwar eine normale TH1- und

58 In der

TH2-Differenzierung, jedoch keine Ausbildung von TH17-Zellen aufweisen
Folge konnte geklart werden, dass die Kooperation von BATF mit IRF4 fur die positive
transkriptionelle Aktivitat von BATF verantwortlich und fur die Differenzierung von

TH17-Zellen essentiell st 173174,

Zudem konnte gezeigt werden, dass die
verschiedenen BATFs flreinander funktionell kompensieren koénnen, um die

Diffenzierung von TH17- und CD8+ dendritischen Zellen zu erméglichen’’.

4.8 Die TH17-charakteristische Gensignatur von ALCL-Zellen

TH17-Zellen wurden erst vor wenigen Jahren als Untergruppe der CD4" Effektorzellen
identifiziert und besitzen eine wichtige Rolle in der Regulation der Immunantwort und
der Abwehr gegen korperfremde Pathogenezo“. Lange Zeit herrschte die Vorstellung,
dass naive CD4" T-Zellen sich entweder in TH1-Zellen, die sich durch eine hohe
Produktion von INFy und die Abwehr gegen Bakterien auszeichnen, oder in TH2-Zellen
differenzieren konnen, die vor allem IL-4, IL-5 und IL-13 sezernieren und in der Abwehr
gegen Parasiten und dem Isotypenswitch von B-Zellen eine Rolle spielen®®. In der
jungsten Vergangenheit wurde aber noch eine weitere Untergruppe identifiziert, die sich
in Abhangigkeit von den auf sie einwirkenden Zytokinen differenziert und sich durch
eine Produktion von IL-17 von TH1- und TH2-Zellen unterscheidet?®?%’.

Diese Differenzierung von naiven T-Zellen zu TH17-Zellen wird durch ein Netzwerk von
Transkriptionsfaktoren reguliert, die gemeinsam das transkriptionelle Programm von
TH17-Zellen initieren. Die Schlusselposition dabei nimmt RORyt ein, da viele
Expressionsmarker von TH17-Zellen, wie die Expression des IL-23R oder des
Chemokinrezeptors CCR6, und die Sekretion der charakteristischen Interleukine von
RORyt abhéngen”?’zog. RORuyt allein reicht aber nicht aus, naive T- zu TH17-Zellen zu
differenzieren, sondern benotigt weitere Transkriptionsfaktoren, die innerhalb dieses
Netzwerks kooperieren'”". Dazu gehoren STATS3, IRF4, IkB{ und BATF, welche an der
Induktion von TH17-Genen wie IL-17A und RORyt selbst beteiligt sind'*®2°*2'". Auch
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fur den AP-1-Faktor JUNB konnte eine bedeutende Rolle in der Differenzierung von
TH17-Zellen beschrieben werden, da JUNB die Bindung von BATF an die DNA des
RORC-Locus erleichtert und JunB-defiziente M&ause keine TH17-Zellen ausbilden

kénnen?'2213

. TH17-Zellen sezernieren im Vergleich zu TH1- und TH2-Zellen ein
eigenes Zytokinprofil und produzieren neben den namensgebenden IL-17A und IL-17F
andere charakteristische Interleukine wie IL-21, IL-22 und IL-26. AuRerdem besitzen sie
eine starke Expression von spezifischen Rezeptoren, zu denen AHR, CCRG, IL-22R

und IL-23R gehéren?™,

Einige dieser TH17 assoziierten Gene, wie AHR, IL17, IL22, IL26 und RORC wurden
bereits im ALK+ ALCL beschrieben oder werden sogar wie im Fall von |IL-17 durch die
von NPM-ALK induzierte MicroRNA miR-135b getrieben®'>?" Diese Arbeit konnte
jedoch darlegen, dass sich die Expression vonTH17-Genen nicht nur auf das ALK+
ALCL beschrénkt, sondern auch ein Merkmal des ALK- ALCL ist'®. Dies korreliert nicht
nur mit der in dieser Arbeit gezeigten Expression von den Transkriptionsfaktoren BATF
und BATF3, sondern auch mit den anderen fur die TH17-Differenzierung notwendigen
Faktoren STAT3, JUNB und IRF4%27"73218 "7 dem konnte in dieser Arbeit gezeigt
werden, dass ein Teil dieser TH17-assoziierten Genexpression von AP-1 und BATFs
abhangig sind, da deren Promotor- oder Enhancer-Regionen von BATF und BATF3
besetzt sind. Zudem fuhrt die Deletion von BATF und BATF3 in ALCL-Zellen zu einer
verminderten Expression von TH17-Genen'®®. Daher konnte diese Arbeit eine TH17-
Signatur nicht nur im ALK+ sondern auch fur das ALK- ALCL aufzeigen und eine

Abhangigkeit dieser von BATFs nachweisen.

4.9 Ahnlichkeit der ALCL- zu ILC3-Zellen

Interessanterweise Uberlappt die Gensignatur von TH17-Zellen mit der von ILC3-
Zellen?'. Diese Zellen gehéren zu den innaten lymphoiden Zellen (ILC) und sind Teil
des angeborenen Immunsystems. Dabei besitzen sie eine wichtige Rolle in der
schnellen Abwehr gegen Mikroorganismen und in der Homdostase von Geweben?°. Im
Unterschied zu T- und B-Zellen des adaptiven Immunsystems bilden diese Zellen keine
somatisch rekombinierten T- oder B-Zell-Rezeptoren aus, sondern werden von
Stresssignalen, Zytokinen oder mikrobiellen Partikeln aktiviert. Allerdings kdnnen sie

ahnlich wie die adaptiven T-Zellen ihrer Funktion nach in Effektor- und Helferzellen
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unterteilt werden: Die langer bekannten naturlichen Killerzellen (NK-Zellen) ahnein
dabei den zytotoxischen CD8"-Zellen, da sie ebenfalls abnormale Zellen erkennen und
eliminieren kdnnen??'. Die drei Gruppen der Helfer ILCs (ILC1, ILC2 und ILC3)
entsprechen in ihrer Funktion und ihrem Zytokinprofil den Untergruppen der TH-Zellen
(TH1, TH2 und TH17)*2. ILC1-Zellen besitzen Aufgaben in der Abwehr gegen
intrazellulare Bakterien®, wogegen ILC2-Zellen &hnlich wie TH2-Zellen IL-5 und IL-13
produzieren und wichtig fur die parasitare Abwehr sind?*>??*_|LC3-Zellen sind fiir die
Abwehr gegen extrazellulare Mikroorganismen von Bedeutung und spielen eine Rolle in
der Entwicklung von Peyer-Plaques und in Autoimmunerkrankungen wie den chronisch
entzindlichen Darmerkrankungen und Psoriasis?®®. Sie befinden sich vor allem in
Tonsillen und der Lamina propria des Intestinaltraktes und exprimieren ebenso wie
TH17-Zellen eine charakteristisches Zytokinprofil aus IL-17, IL-22 und IL-26 und
typische Rezeptoren wie AHR und RORyt?%,

In dieser Arbeit konnte nun gezeigt werden, dass das Expressionsprofil von ALCL-
Zellen nicht nur zu Th17-Zellen passt, sondern auch mit dem von ILC3-Zellen. Dies ist
insbesondere dahingehend interessant, dass weiterhin Uber die Ursprungszelle des
ALCL diskutiert wird. Bemerkenswert in diesem Zusammenhang ist, dass ALCL-Zellen

4143 was fur den

in einem Teil der Falle keinen funktionstichtigen TZR aufweisen
postulierten CD4-Ursprung des ALCL sehr ungewdhnlich ware. Neben dem fehlenden
TZR-Rearrangement ware die ALCL-spezifische Expression von Faktoren wie RORvt,
AHR, IL-22 und IL-17 auch mit einem Ursprung des ALCL in ILC3-Zellen

vereinbar?'62?7

. Um diese Hypothese bestatigen zu konnen, sind weitere Studien
erforderlich, die zum Beispiel analysieren konnten, ob weitere Schlusselfaktoren und
Signalwege von ILC3- und ALCL-Zellen geteilt werden. Sollte sich diese Hypothese
nicht bestatigen, legt diese Arbeit nahe, dass die deregulierten Transkriptionsfaktoren
im ALCL ein Transkriptionsprogramm initiieren oder stimulieren, das dem von ILC3-

bzw. TH17-Zellen ahnelt.

4.10 Implikationen fur neue Therapieansatze des ALCL

Neben diesen Erkenntnissen zu deregulierten Transkriptionsfaktoren und der moglichen
Ursprungszelle des ALCLs liefert diese Arbeit Ansatze fur neue zielgerichtete Therapien
fur das ALCL. Dies ist insbesondere fur die Gruppe der ALK- ALCL-Patienten wichtig,
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da diese insgesamt eine schlechtere Prognose besitzen'. Neben dem bereits
erfolgreich in klinischen Studien getesteten gegen CD30 gerichteten Antikorper-
Medikamenten-Konjugat Brentuximab vedotin®*?®, zeigt die Gruppe der ALK-
Inhibitoren eine gute Ansprechrate in ALK+ ALCL-Patienten®®. Allerdings ist bisher
keiner der vier fur das nicht-kleinzellige Lungenkarzinom zugelassenen Wirkstoffe
Crizotinib, Ceritinib, Alectinib und Brigatinib®®2** fiir die Behandlung des ALCLs
zugelassen. Sie werden derzeit aber in klinischen Studien untersucht®**#**. Neue
Ansatzpunkte fur Medikamente in bisher nicht bertcksichtigten Signalwegen wurden
daher das Spektrum der gerichteten Therapien im ALCL erweitern. Diese Arbeit
beschreibt die Inhibition von RORC2, dem Schlisselprotein in der Entwicklung von
TH17-Zellen, als mogliches Ziel, da kleinmolekulare RORC-Inhibitoren das Uberleben
von ALCL-Zellen, nicht aber von den Kontrollzellen beeintrachtigten. Interessanterweise
werden RORC-Inhibitoren derzeit in klinischen Studien getestet®®®, da TH17-Zellen mit
der Entstehung und Aufrechterhaltung von Autoimmunerkrankungen und chronischen
Entziindungen in Verbindung gebracht werden®*®?*’. Die Inhibition von TH17-Zellen
und ihrer Funktion konnte eine deregulierte Entzindungsreaktion hemmen. Daher
werden auch Antikorper gegen die Effektorzytokine von TH17-Zellen entwickelt. Dazu

214,238
6 ,23

gehoren unter anderem IL-17A bzw. IL-17F und IL-2 , gegen die derzeit teilweise

schon neutralisierende Antikérper in klinischen Studien getestet werden®*%*°. Die
Expression von IL-17 und IL-26 sowohl in ALCL-Zelllinien als auch in primarem
Patientenmaterial’™®® und die negativen Serumtiter fiir IL-17A in Remission®'® lassen
darauf schlielen, dass diese Antikorper auch in der Therapie des ALCL eine
Anwendung finden konnten. Des Weiteren konnten die Serumtiter fur diese Cytokine
auch prognostisch relevant sein?'®. Klarheit dariiber werden zukiinftige Studien bringen.
Dass auch trotz der guten Ansprechrate des ALK+ ALCL auf Behandlung mit ALK-
Inhibitoren neue bzw. erganzende Therapien in diesem Therapieansatz noétig sind, ist
daraus abzuleiten, dass ALK-Inhibitoren zwar das ALCL kontrollieren®, aber die Zellen
anscheinend nicht komplett eradizieren kdnnen. Gambacorti-Passerini et al. konnten
zeigen, dass nach Absetzen von Crizotinib in kompletter Remission das ALCL innerhalb
kiirzester Zeit rezidiviert’’. Daher sind hierbei ergdnzende Therapien notwendig, um
auch magliche ,schlafende” ALCL-Zellen eliminieren zu kdonnen. Diese Arbeit konnte
zeigen, dass die Kombination aus Crizotinib mit RORC-Inhibitoren die Wirkungen

beider Einzelstoffe verstarkt und die Toxizitat auf ALCL-Zellen erhoht.
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4.11 Zusammenfassung

In dieser Arbeit konnte die Komplexitdt und funktionelle Bedeutung des AP-1-
Komplexes im ALCL weiter charakterisiert und aufgezeigt werden, dass die AP-1-
Faktoren BATF und BATF3 fiir Wachstum und Uberleben von ALCL-Zellen essentiell
ist. Des Weiteren konnten Zielgene des BATF/AP-1-Komplexes in ALCL-Zellen
identifiziert werden, die einen Hinweis auf die mdgliche Abstammung des ALCL von
ILC3-Zellen geben kdnnten. Zudem wurde ein neuer potentieller Ansatzpunkt fur die
Pharmakotherapie des ALCLs beschrieben, was in der Zukunft zu neuen

Behandlungsoptionen flur ALCL-Patienten fihren kdnnte.
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