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„Lernen ist wie Rudern gegen den Strom.  

Hört man damit auf, treibt man zurück.“ 

Laotse 
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Zusammenfassung 

Die chronische lymphatische Leukämie (CLL) stellt die häufigste Leukämie in der westlichen 

Hemisphäre dar. In den vergangen Jahren gelang zwar die kontinuierliche Verbesserung der 

Therapie, indem die herkömmliche Chemotherapie durch neue Ansätze (wie monoklonale 

Antikörper und verschiedene Inhibitoren) ergänzt wurde. Allerdings ist durch hohe 

Rezidiv-Raten noch immer meist keine vollständige Heilung möglich. Um nun Mechanismen 

der CLL-Pathogenese und mögliche Grundlagen für weitere Therapieoptionen zu evaluieren, 

fokussiert sich diese Arbeit auf die Untersuchung der Rolle der beiden Proteine NFAT2 und 

LCK in der CLL. Ein entscheidender Faktor hierbei ist eine bestimmte Unempfindlichkeit 

gegenüber B-Zell-Rezeptor-Stimulation, genannt Anergie. Die Untersuchungen wurden dabei 

hauptsächlich im TCL1-Mausmodell der CLL durchgeführt. 

Mittels des TCL1-Modells konnten wir eine Anergie-Gen-Signatur bestehend aus Cbl-b, 

Egr2, Grail und Lck identifizieren, welche abhängig vom B-Zell-Rezeptor- und NFAT-

Signaling ist. Durch den Knockout von NFAT2 im TCL1-Modell konnten wir außerdem 

demonstrieren, dass die Expression einiger regulatorischer Gene (Cdkn2a und Trp53) durch 

den Verlust von NFAT2 reduziert ist. Ebenso ist die Expression von Chemokin-Rezeptoren, 

die eine wichtige Rolle in der CLL spielen, verändert. Des Weiteren gelang der Nachweis von 

LCK als direktem NFAT2-Zielgen in primären Patientenproben. Außerdem konnten wir 

zeigen, dass LCK in anergen CLL-Zellen mit dem B-Zell-Rezeptor interagiert. Um daraufhin 

die Bedeutung von NFAT2 und LCK in der CLL weiter zu untersuchen, wurden diese Gene 

im TCL1-Modell ausgeknockt. Dabei zeigte sich durch den Verlust von NFAT2 und LCK ein 

verringertes Überleben. Allerdings kann im Falle des Verlusts von LCK die CLL nicht als 

alleinige Todesursache in Betracht gezogen werden. Des Weiteren zeigten sich im Falle der 

Deletion von LCK zwar Hinweise, aber keine eindeutigen Belege für eine Transformation der 

CLL. Durch die Deletion von LCK zeigten sich zudem zwar veränderte Zellzyklus- und 

Apoptoseraten, welche sich aber nicht als signifikant darstellten. Abschließende 

Untersuchungen der Expression wichtiger Anergie-Marker (Prdm1 und IgM) sowie der 

Ca2+-Mobilisation belegten jedoch den Verlust der Anergie durch den Verlust von NFAT2 und 

LCK.  

Durch diese Ergebnisse wurden NFAT2 und LCK als entscheidende Faktoren in der Anergie 

von CLL-Zellen identifiziert. Die Modulation der NFAT2-LCK-Achse könnte daher neue 

Therapieoptionen eröffnen. 
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Abstract 

Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is the most common leukemia in the western 

hemisphere. Over the last years there was a continuous improvement of the common 

therapy by introducing new therapeutic options (monoclonal antibodies and different 

inhibitors). Nevertheless, high relapse-rates still prevent a complete elimination of the CLL. 

To evaluate mechanisms in the CLL-pathogenesis und putative basics for novel treatment-

options, we focused on the role of the proteins NFAT2 and LCK in CLL in this work. A crucial 

factor hereby was a certain unresponsiveness against b cell receptor stimulation, called 

anergy. The investigations were hereby mainly conducted in the TCL1-mouse model. 

Via the TCL1-model, we identified an anergy-associated gene signature consisting of Cbl-b, 

Egr2, Grail and Lck. This gene signature also appeared to be dependent on B cell receptor 

and NFAT signaling. By knocking out NFAT2 in the TCL1-model, we also demonstrated a 

reduced expression of regulatory genes (Cdkn2a und Trp53) upon deletion of NFAT2. Also 

chemokine receptor expression, which plays an important role in CLL, is altered. 

Furthermore, we identified LCK as a direct NFAT2-target in primary patient samples. We 

were also able to show, that LCK interacts with the B cell receptor in case of anergy. To 

further investigate the role of NFAT2 and LCK in CLL, these genes were then knocked out in 

the TCL1-model. This featured a reduced survival of animals with CLL. However, in case of 

the LCK deletion the CLL could not be considered as the only cause of death. Additionally, in 

case of the LCK deletion we found hints but no unequivocal prove for the transformation of 

the CLL. We also detected altered cell cycle and apoptosis rates upon the loss of LCK, which 

also turned out to be not significant. Final investigations of important anergy markers (Prdm1 

und IgM) and Ca2+-flux clearly demonstrated the loss of anergy upon loss of NFAT2 and 

LCK. 

Based on these results, NFAT2 and LCK were identified as crucial factors of anergy in CLL 

cells. Modulation of the NFAT2-LCK-axis could thus open new therapeutic avenues. 
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1 EINLEITUNG 

1.1 Das Immunsystem 

Im Allgemeinen kann das Immunsystem in das angeborene und das adaptive ImmunSystem 

(IS) unterteilt werden. Beide Kompartimente verfügen hierbei über Rezeptoren, um 

Pathogene aufzuspüren, sowie zelluläre und humorale Faktoren zur Abwehr von 

Krankheitserregern. Die dem angeborenen Immunsystem zugehörigen 

antigenpräsentierenden Zellen (Antigen Presenting Cells (APCs)) erkennen durch 

konservierte Rezeptoren (Pathogen Reconition Receptors, (PRRs)) Oberflächenstrukturen 

und Nukleinsäuren von Pathogenen und phagozytieren diese. Fragmente phagozytierter 

Erreger werden dann dem adaptivem Immunsystem in Form von T-Helfer-Zellen über MHC-

Klasse II-Moleküle präsentiert, welche dann die weitere Immunantwort steuern. Unter 

anderem werden durch T-Helfer-Zellen zytotoxische T-Zellen und antikörper-produzierende 

B-Zellen aktiviert, um eine spezifische und effiziente Bekämpfung des betreffenden Erregers 

zu gewährleisten. Da sich diese Arbeit in der Hauptsache mit B-Zellen beschäftigt, wird im 

Folgenden nur näher auf B-Zellen (= B-Lymphozyten) eingegangen. 

1.1.1 B-Zellen 

B-Zellen spielen eine essentielle Rolle in der adaptiven Immunantwort, da ausschließlich sie 

in der Lage sind, Antikörper zu produzieren. Kommt es allerdings zu Fehlfunktionen von 

B-Zellen, kann dies zu diversen Autoimmunerkrankungen sowie zur Entstehung 

verschiedener Tumorentitäten führen. 

 

Der Name der B-Zellen leitet sich ursprünglich nach ihrer Entdeckung in der Bursa fabricii 

von Hühnern ab1. Das „B“ kann jedoch auch als Abkürzung für Knochenmark (bone marrow) 

stehen, in welchem die Entwicklung der B-Zellen im Menschen hautsächlich stattfindet. Nach 

ihrer Entwicklung im Knochenmark wandern die naiven B-Zellen in die Peripherie. 

 

Der Großteil der B-Zellen wandert in die Milz und die Lymphknoten, eine geringere Anzahl 

zirkuliert im Blut sowie der Lymphe. Sobald eine B-Zelle in Kontakt mit ihrem spezifischen 

Antigen gerät, wandert sie in die sogenannten Keimzentren, differenziert zur Plasmazelle 

und sezerniert Antikörper. Eben diese Produktion von Antikörpern führte zur Entdeckung der 

Plasmazellen durch Astrid Fagraeus, was den Grundstein für die folgende Entdeckung und 

Charakterisierung der B-Zellen legte2. Wie bereits erwähnt, kann jede B-Zelle nur einen 

spezifischen Antikörper als Rezeptor tragen und muss diesen nach Antigen-Kontakt in hoher 

Menge produzieren können. Dies wird durch die klonale Selektion erreicht. Auf der einen 
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Seite wird so eine große Variation möglicher Antikörper erhalten, auf der anderen Seite 

findet eine gezielte Proliferation und Differenzierung nur derjenigen B-Zelle statt, die ihr 

spezifisches Antigen erkannt hat. Diese Theorie der klonalen Selektion wurde erstmals 1957 

von Sir Mac Farlane Burnet aufgestellt3-5. 

 

Die Diversität der Antikörper wird unter anderem durch die sogenannte somatische 

Rekombination erreicht. Das zugrundeliegende Prinzip bildet hierbei die unterschiedliche 

Zusammenlagerung von Variable- (V), Diversifying- (D) und Joining- (J) Gensegmenten, 

welche zusammen die schwere oder die leichte Kette (ohne das D-Segment) bilden. Dieser 

Mechanismus wurde 1978 von Susumu Tonegawa entdeckt6. Die resultierende Diversität der 

Antiköper ermöglicht die effiziente Bekämpfung der enormen Vielfalt an Pathogenen mittels 

Antiköper. 

1.1.2 Die B-Zell-Entwicklung  

Die Entwicklung der B-Zellen findet aus hämatopoetischen Stammzellen (Hematopoetic 

Stem Cells, (HSC)) im Knochenmark statt und ist in Abb. 1 A schematisch dargestellt. 

Erhalten HSC von Stromazellen die entsprechenden Signale in Form von Zytokinen, 

Chemokinen und Zell-Zell-Interaktionen, so differenzieren sie sich über Vorstufen zu 

gemeinsamen lymphatischen Vorläuferzellen (Common Lymphoid Progenitor, (CLP)). Im 

weiteren Verlauf bilden CLP den ersten Zelltyp der B-Zell-Linie, die frühen Pro-B-Zellen. In 

diesem Stadium findet auch die erste Genumlagerung des IgH-Lokus statt. Hierbei wird ein 

D-Segment an ein JH-Segment umgelagert. Anschließend findet die Umlagerung eines  VH-

Segmentes an das DJH-Segment in der späten Pro-B-Zelle statt. Nach dieser vollständigen 

Umlagerung der schweren Kette wird diese mit einer vorläufigen leichten Kette (surrogate 

light chain) zusammen als Prä-B-Zell-Rezeptor an der Oberfläche der großen Prä-B-Zelle 

exprimiert. Die Expression des Prä-B-Zell-Rezeptors dient als essentieller Schritt der 

Qualitätskontrolle der B-Zell-Entwicklung. Kann auch durch Umlagerung der V-, D-, und J-

Segmente auf dem zweiten Chromosom kein Prä-B-Zell-Rezeptor exprimiert werden, führt 

das zum Zelltod. Im anderen Fall wird der Prä-B-Zell-Rezeptor internalisiert und die 

Umlagerung der leichten Kette wird in der kleinen Prä-B-Zelle eingeleitet5. 

 

Die Umlagerung der V-und J-Segmente der leichten Kette findet dabei zuerst am κ-Lokus 

statt. Ergibt die Umlagerung des κ-Lokus auf beiden Chromosomen keine funktionelle leichte 

Kette, so wird der Umlagerungsvorgang im λ-Lokus wiederholt. Sollte auch dies nicht in einer 

funktionalen leichten Kette resultieren, wird die Apoptose der Zelle eingeleitet. Im Falle einer 

produktiven Umlagerung der Gene der leichten Kette wird IgM auf der Oberfläche (sIgM) der  

nun unreifen B-Zelle als B-Zell-Rezeptor exprimiert. Die unreifen B-Zellen können dann als 
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transiente B-Zellen das Knochenmark verlassen und in die Peripherie wandern, wo 

anschließend reife B-Zellen gebildet werden. 

 

Unterschiede in Lokalisation, Funktion, Entwicklung und Phänotyp lassen außerdem eine 

grundsätzliche Unterscheidung zweier B-Zell-Subpopulationen zu, den B1- und B2-Zellen 

(siehe Abb. 1B)7-9. So migrieren transiente B1-Zellen hauptsächlich in den Peritonealraum, 

um dort reife B1a, B1b und B10 B-Zellen zu bilden10. Transiente B2-Zellen wandern vor 

allem in die Milz und differenzieren dort zu follikulären und Marginalzonen B-Zellen. Die 

Herkunft der beiden B-Zell-Linien ist nicht abschließend geklärt, wobei  jedoch gängiger 

Weise von der Existenz unterschiedlicher Vorläufer im Knochenmark sowie der Milz 

ausgegangen wird7,8,11-14.  Treffen B-Zellen auf ihr entsprechendes Antigen, folgt die 

Aktivierung sowie die klonale Expansion, welche in der Differenzierung zu Plasmazellen 

gipfelt. Diese Plasmazellen produzieren dann antigen-spezifische Antikörper. Um einen 

anhaltenden Schutz zu gewähren, können einige B-Zellen zudem zu Gedächtniszellen 

differenzieren5. 

 

 

 

 

 

 

 

A) 
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1.1.3 Die B-Zell-Rezeptor-Aktivierung 

Wie bereits angemerkt, ist der B-Zell-Rezeptor (B Cell Receptor (BCR)) aus einem 

Oberflächen-gebundenen Antikörper und dem damit verknüpften intrazellulären Igα(CD79a)-

B) 

Abb. 1: B-Zell-Entwicklung 

A) Schematische Darstellung der B-Zell-Entwicklung im Knochenmark. Hierbei werden aus 

hämatopoetischen Stammzellen (HSC) zuerst gemeinsame lymphatische Vorläuferzellen (CLP), 

welche sich dann zu B1- oder B2-Vorläufern entwickeln. Über verschiedene pro- und prä-B-Zell-

Phasen werden dann unreife B-Zellen gebildet, die anschließend aus dem Knochenmark 

auswandern. 

B) Verteilung der B-Zell-Subpopulationen. Transitionale B1-Zellen migrieren in der Peripherie 

hautsächlich in den Peritonealraum, um dort zu B1a-, B1b- und B10-Zellen auszureifen. Transitionale 

B2-Zellen wandern hauptsächlich in die lymphatischen Organe inklusive der Milz und reifen dort zu 

Marginalzonen B-Zellen (MZ, lymphatische Organe) oder folikulären B-Zellen (FO, Milz). Diese 

Zellen können bei Antigenkontakt direkt zu Plasmazellen differenzieren, oder als Keimzentren B-

Zellen (GC) zu Gedächtniszellen und langlebigen Plasmazellen ausdifferenzieren, wenn sie mit 

ihrem Antigen in Berührung kommen. 

 

Quelle: Entnommen aus „Analyse des Transkriptionsfaktors NFAT2 in der Pathogenese der CLL“, 

Dissertation von Melanie Märklin 
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Igβ(CD79b)-Heterodimer aufgebaut. Bindet nun ein Antigen an den Antikörperpart des BCR, 

wird im Zytoplasma eine Signalkaskade in Gang gesetzt (siehe Abb. 2). Der erste Akteur der 

BCR-Signalkaskade ist hierbei die Src-Kinase Lck/Yes Novel tyrosine kinase (LYN)15. LYN 

phosphoryliert beide Tyrosine in den Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motifs 

(ITAMs) der Igα- und Igβ-Ketten, wodurch die Spleen tYrosine Kinase (SYK) rekrutiert und 

aktiviert wird16-19. 

Zudem kann LYN den CD19-Korezeptor-Komplex aktivieren, welcher daraufhin weitere 

LYN-Kinasen aktiviert, um das BCR-Signaling zu verstärken, oder zur Aktivierung von 

PhosphoInositid-3-Kinasen (PI3K) führt, welche in der Folge PhosphatIdylinositol-4,5-

bisPhosphat (PIP2) zu  PhosphatIdylinositol-3,4,5-trisPhosphat (PIP3) phosphorylieren. PIP3 

rekrutiert dann die Phosphoinositide-Dependent Kinase-1 (PDK1) an die Plasmamembran, 

welches dort die Proteinkinase B (AKT) sowie die Mammalian Target Of Rapamycin 

(mTOR)-Kaskade initiiert19,20. 

 

SYK wiederum phosphoryliert anschließend das Adaptorprotein B cell LiNKer protein 

(BLNK). Die Phosphorylierung dieses Adaptorproteins ist ein wichtiger Schritt bei der Bildung 

des Signalosoms, einem essentiellen Bestandteil der BCR-Signalkaskade. So bindet es die 

Tec-Kinase Bruton‘s Tyrosine Kinase (BTK), proto-oncogen VAV (VAV), sowie die 

PhophoLipase C γ2 (PLCγ2)21. BTK wiederum wird durch LYN oder SYK phosphoryliert, 

woraufhin diese Kinase PLCγ2 aktiviert19,22-24. 

 

PLCγ2 spaltet im Anschluß PIP2 in Inositol-1,4,5-triPhosphat (IP3) und DiAcylGlycerin 

(DAG). DAG kann daraufhin an RAt Sarcoma viral antigen (RAS) binden und die 

Extracellular-signal Regulated Kinase 1/2 (ERK1/2)-Kaskade in Gang setzen, oder mittels 

Proteinkinase Cß (PKCß) den Nuclear Factor of Kappa light polypeptide gene enhancer in B 

cells (NF-κB)-Signalweg aktivieren19,25. 
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Abb. 2: B-Zell-Rezeptoraktivierung 

Nach der Bindung des Antigens kommt es durch LYN zur Phosphorylierung von ITAMs von CD79a 

und b (Igα und β). Im Folgenden kommt es durch die Aktivität von SYK zur Bildung des  

Signalosoms, bestehend aus BTK, VAV, BLNK und PLCγ2. Nach seiner Aktivierung durch BTK 

spaltet PLCγ2 PIP2 in DAG und IP3.  DAG kann daraufhin den NFκB- sowie den ERK-Signalweg 

initiieren. IP3 auf der anderen Seite führt über den IP3-Rezeptor (IP3R), STIM, ORAI und CRAC 

zum Einstrom von Ca
2+

-Ionen in die Zelle. Dadurch wird der NFAT-Signalweg aktiviert. Durch die 

Aktivierung des CD19-Korezeptor-Komplex via LYN kann auch der AKT-Signalweg initiiert werden.    

 

Quelle: Entnommen und modifiziert nach „Analyse des Transkriptionsfaktors NFAT2 in der 

Pathogenese der CLL“, Dissertation von Melanie Märklin 
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IP3 andererseits wird am IP3-Rezeptor des Endoplasmatischen Retikulums (ER) gebunden, 

was dort zur Öffnung von Calcium(Ca2+)-Kanälen führt. Die folgende Erhöhung der 

intrazellulären Ca2+-Konzentration führt zur Öffnung der Calcium Release-Activated 

Channels (CRAC) durch STromal Interaction Molecule (STIM) und Calcium Release-

Activated Calcium channel 1 ((CRACM1) = Calcium Release-Activated Calcium Modulator 

ORAI). Hierdurch gelangen extrazelluläre Ca2+-Ionen in die Zelle. Die Calcium-Ionen binden 

daraufhin an Calmodulin, welches Calcineurin aktiviert. In seiner Funktion als Phosphatase 

dephosphoryliert Calcineurin anschließend auch Nuclear Factor of Activated T cells (NFAT), 

welcher in der Folge die Expression NFAT-abhängiger Gene induziert5,26. 

1.1.4 Die B-Zell-Anergie 

Obwohl die Entstehung selbstreaktiver B-Zellen, wie beschrieben, in der Entwicklung durch 

Austausch von Gensegmenten oder Apoptose in hohem Maße verhindert wird, können 

einige autoreaktive B-Zellen diesen Mechanismen entkommen. 

 

Abb. 3: B-Zell-Anergie 

Gegenüberstellung des gewöhnlichen BCR-Signalings und des Signalings in der Anergie. 

Herkömmlicherweise führt eine Stimulation zur Aktivierung des BCR mit nachfolgendem 

Ca
2+

-Einstrom in die Zelle und zuvor beschriebenem Signaling. Im Falle der Anergie führt jedoch ein 

tonischer Stimulus zu einem für äußere Signale unempfindlichen BCR, worauf es zu keinem/sehr 

geringem Ca
2+

-Einstrom und keinem herkömmlichen BCR Signaling kommt. Die CLL-Zellen einer 

Subgruppe von Patienten zeigt ebenfalls dieses Phänomen. 
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Eine Möglichkeit ist nun die Induktion der Toleranz unreifer B-Zellen, welche hierbei 

unreaktiv gegenüber äußeren Stimuli wird. Dies geschieht meist, wenn die Selbstantigene 

eine starke Bindung am BCR aufweisen, andernfalls kann es zur Entstehung von 

Autoimmunerkrankungen kommen. Niedrigaffine, autoreaktive B-Zellen können allerdings 

auch diesem Mechanismus entkommen, zu naiven B-Zellen heranreifen und im Organismus  

zirkulieren. Die naiven autoreaktiven B-Zellen können dann entweder aktiviert werden oder 

es wird Anergie ausgelöst. Dies kann entweder durch fehlende Kostimulation oder eine 

tonische BCR-Stimulation erfolgen. Anerge B-Zellen sind unempfindlich gegenüber der 

Stimulation des BCR, wodurch das konventionelle BCR-Signaling nicht ausgelöst wird (siehe 

Abb. 3), außerdem zeigen sie eine höhere Apoptoseresistenz5,27,28. 

1.1.5 Der B-Zell-Rezeptor und die B-Zell-Anergie in der 

chronischen lymphatischen Leukämie 

Der BCR und das ausgelöste Signaling beeinflussen, wie zuvor erläutert, die Proliferation, 

Selektion, Differenzierung und Antikörperproduktion. Daher besitzt der BCR auch in der 

Pathogenese der aus entarteten B-Zellen hervorgehenden Chronischen Lymphatischen 

Leukämie (CLL) eine entscheidende Funktion9,19,29,30. Die Modalitäten der BCR-Aktivierung in 

der CLL sind Gegenstand der Forschung und Diskussion. Fest steht jedoch, dass die 

Stimulation des BCR an Überleben, Proliferation sowie Selektion und Expansion maligner 

CLL-Klone beteiligt ist29-32. Zudem kann der BCR auf CLL-Zellen einige Besonderheiten 

aufweisen, wie einen „stereotypen“ BCR, der durch die erhöhte Verwendung bestimmter 

leichter und schwerer Ig-Ketten-Gene zustande kommt33. Zusätzlich können CLL-Patienten 

durch die somatischen Mutationen in den IGVH in zwei Subgruppen unterteilt werden: 

Mutierte und Unmutierte CLL (M-CLL und U-CLL, respektive)34. Trotz der unklaren Herkunft 

der CLL und ihrer Subgruppen wurden ihre molekularen Charakteristika eingehend 

untersucht35. So konnte gezeigt werden, dass M-CLL-Zellen meist nicht auf die Stimulation 

des BCR reagieren, sowie vermehrt eine Reduktion von sIgM aufweisen. Aufgrund der 

mangelnden Reaktivität gegenüber der BCR-Stimulation durch einen tonischen Stimulus 

werden diese CLL Zellen auch als anerg bezeichnet (vgl. 1.1.4)36. 

 

Die reduzierte Expression von sIgM ist ebenso ein Charakteristikum anerger CLL-Zellen, wie 

eine deutlich reduzierte Expression der ungünstigen prognostischen Marker Zeta chain of T 

cell receptor Associated Protein kinase 70  (ZAP70) und CD3837. In anergen CLL-Zellen 

konnte außerdem eine konstitutive Aktivierung des BCR-Signalings sowie von ERK1/2 und 

NFAT2 demonstriert werden36-38. Weiterhin wiesen diese CLL-Zellen eine Reduktion von PR 
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DoMain zinc finger protein 1  (PRDM1, BLIMP-1) auf, wodurch es zu einem 

charakteristischen Differenzierungsblock kommt39,40. 

 

Trotz dieser Fakten und neuer Erkenntnisse unserer Arbeitsgruppe bleibt eine Korrelation 

zwischen klinischer Prognose und Anergie-Status schwierig, weshalb hier weitere Studien 

notwendig sind37,40. 

1.2 Der NFAT/Ca
2+

-Signalweg 

1.2.1 Die NFAT-Faktoren 

Die NFAT-Transkriptionsfaktoren-Familie wurde schon vor 30 Jahren das erste Mal in 

T-Zellen entdeckt, wobei das Mitglied der Familie als ein an den InterLeukin 2 (IL-2) 

Promotor bindendes Protein identifiziert wurde41. Im Laufe der Jahre wurden weitere 

Mitglieder der NFAT-Transkriptionsfaktoren-Familie identifiziert (NFAT1-5). Zudem konnte 

durch langjährige Forschung gezeigt werden, dass die NFAT-Faktoren sowohl in 

Immunzellen, wie T-Zellen, B-Zellen, NK-Zellen, dendritischen Zellen und Makrophagen eine 

wichtige Rolle einnehmen, ebenso jedoch auch unerlässlich im Entwicklungsprozess der 

Muskulatur und verschiedener Organe, wie z.B. des Herzens, sind26,42-46. 

 

Bei den NFAT-Transkriptionsfaktoren handelt es sich um evolutionär hochkonservierte 

Proteine, welche auch zwischen verschiedenen Spezies eine hohe Homologie aufweisen. 

Grundsätzlich bestehen NFAT-Transkriptionsfaktoren aus drei Domänen, der regulatorischen 

Domäne, der DNA-bindenden Domäne und der C-terminalen Domäne (siehe Abb. 4). Hierbei 

stellen die DNA-bindende Domäne sowie die regulatorische Domäne die wichtigsten 

Bestandteile dar. Die N-terminale regulatorische Domäne, welche auch als NFAT Homology 

Region (NHR) bezeichnet wird, besteht aus einer TransAktivierungsDomäne (TAD) sowie  

mehreren SeRin-Reichen (SRR) und Serin-Prolin-reichen (SP) Motiven. Diese Motive 

können durch regulatorische NFAT-Kinasen, wie die Casein Kinase 1 (CK1), die Dual-

specificity tYrosine-phosphorylation-Regulated Kinase 1 und 2 (DYRK 1 und 2) und die 

GlykogenSynthase Kinase 3 (GSK3) phosphoryliert werden. Außerdem befindet sich in der 

regulatorischen Domäne die Nukleare LokalisationsSequenz (NLS), welche für die 

Translokation von NFAT in den Nukleus zuständig ist. Eine der wichtigsten Regionen der 

regulatorischen Domäne stellt die Calcineurin-Bindungsstelle dar, an die die Phosphatase 

Calcineurin andockt, welche eine Hauptrolle bei der Aktivierung von NFAT spielt5. 

 

Die DNA-bindende Domäne, die auch als Rel-Homology Domain (RHD) bezeichnet wird, 

ermöglicht die Bindung und Regulation von Zielgenen. Zudem befinden sich in der 
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DNA-bindenden Domäne mehrere Bindungsstellen für FBJ murine OsteoSarkoma viral 

oncogene homolog (FOS) und JUN proto-oncogene (JUN), wodurch Interaktionen unter 

anderem mit Aktivator Protein-1 (AP-1) und Forkhead bOX P-family protein 2 und 3 (FOXP2 

und 3) ermöglicht werden26,45. 

 

1.2.2 Das NFAT-Signaling 

Die Aktivierung des NFAT/Ca2+-Signalweges kann durch Ligandenbindung an verschiedenen 

Rezeptoren ausgelöst werden  (unter anderem den T-Zell-Rezeptor (T Cell Receptor (TCR)), 

den BCR, den Fragment Crystallisable Rezeptor (Fc-Rezeptor) sowie einige Chemokin- und 

Zytokin-Rezeptoren5. Da in dieser Arbeit hauptsächlich das NFAT-Signaling in B-Zellen 

untersucht wurde, findet im Folgenden eine exemplarische Erörterung des durch Aktivierung 

des BCR ausgelösten NFAT-Signalings statt, welcher in 1.1.3 schon angesprochen wurde 

und in Abb. 5 skizziert ist. 

 

So kommt es durch Antigenbindung des BCRs zum nachfolgenden Signaling, in dessen 

Verlauf auch das Signalosom gebildet wird. Dieser Schritt ist essentiell für die Induktion des 

NFAT-Signalweges durch den BCR, da hierbei PLCγ2 aktiviert wird. Durch PLCγ2 wird PIP2 

 

Abb. 4: Aufbau der NFAT-Transkriptionsfaktoren 

Im Prinzip bestehen die NFAT-Faktoren aus drei Domänen, der regulatorischen Domäne (NHR), der 

DNA Bindedomäne (RHD) und der C-terminalen Domäne. Die regulatorische Domäne enthält 

Regionen, die essentiell für die Steuerung der Aktivität von NFAT sind, wie die Bindestellen für CK1 

und Calcineurin. Außerdem sind in der NHR Serin- (SSR) und Serin-Prolin- (SP) reiche Motive 

enthalten, welche durch NFAT-Kinasen wie CK1, GSK3 und DYRK phosphoryliert werden können. 

Die NLS-Region steuert die Translokation von NFAT in den Zellkern. Die DNA-Bindedomäne 

ermöglicht die Regulation von Zielgenen und besitzt Binderegionen für FOS- und JUN-Domänen von 

Interaktionspartnern. 

 

Quelle: Entnommen aus „Analyse des Transkriptionsfaktors NFAT2 in der Pathogenese der CLL“, 

Dissertation von Melanie Märklin   
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in DAG und IP3 aufgespalten, wobei durch DAG unter anderem die MAP-Kinase-Kaskade 

ausgelöst wird, während IP3 über den IP3-Rezeptor einen Ca2+-Ausstrom aus dem ER 

bewirkt. Dadurch wird die zytoplasmatische Ca2+-Konzentration erhöht, was durch eine 

Interaktion von STIM und ORAI die Öffnung der CRAC-Kanäle bedingt. Durch den folgenden 

Einstrom extrazellulärer Ca2+-Ionen in die Zelle wird die intrazelluläre Ca2+-Konzentration 

weiter erhöht. Dies führt in der Folge zur Bindung von Calcium an Calmodulin, welches 

Calcineurin aktiviert. Calcineurin erfüllt anschließend seine Funktion als Phosphatase und  

dephosphoryliert unter anderem NFAT (nuclear factor of activated T cells), wodurch NFAT in 

den Zellkern transloziert und dort seine Funktion als Transkriptionsfaktor wahrnimmt. So 

reguliert NFAT in B-Zellen unter anderem die Aktivierung, Differenzierung und 

Proliferation5,26,46,47. 
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Abb. 5: NFAT-Signaling in B-Zellen 

Nach Antigenkontakt kommt es mittels LYN und SYK zur Bildung des Signalosoms, bestehend aus 

BTK, VAV, BLNK und PLCγ2. Nach seiner Aktivierung durch BTK spaltet PLCγ2 PIP2 in DAG und 

IP3.  DAG kann im Folgenden den ERK-Signalweg initiieren, während IP3 an den IP3-

Rezeptor(IP3R) des ER bindet. Dies führt zur Freisetzung von Ca
2+

-Ionen aus dem ER, was durch 

die Interaktion von STIM und ORAI, welches die Öffnung der CRAC-Kanäle bewirkt, in einem 

Ca
2+

-Einstrom in die Zelle resultiert. Die erhöhte Ca
2+

-Konzentration in der Zelle sorgt anschließend 

über Calmodulin für die Aktivierung von Calcineurin. Diese Phosphatase sorgt wiederum dafür, dass 

inaktives, stark phosphoryliertes NFAT aus dem Zytoplasma in den Zellkern transloziert wird. Hier 

steuert NFAT die Transkription von Zielgenen und kann mit Interaktionspartnern wie z.B. AP1 

kooperieren. Um eine übermäßige Transkription von NFAT-abhänigen Genen zu verhindern, wird 

NFAT durch die NFAT-Kinasen CK1, GSK3 und DYRK wieder phosphoryliert und gelangt zurück in 

das Zytoplasma. 

 

Quelle: Entnommen und modifiziert nach „Analyse des Transkriptionsfaktors NFAT2 in der 

Pathogenese der CLL“, Dissertation von Melanie Märklin   



1 EINLEITUNG 

1.3 Der LCK-Signalweg 

- 23 - 

 

1.2.3 Die Rolle von NFAT in Tumorerkrankungen 

Da der NFAT-Signalweg, wie oben beschrieben, von großer Bedeutung unter anderem in 

Immunzellen ist, kann ein aberrantes Signaling der verschiedenen NFAT-Faktoren in 

unterschiedlichen Tumorerkrankungen eine Rolle bei der Entstehung, Transformation und 

Metastasierung spielen. So wurde zum Beispiel für das Mamma- und Kolonkarzinom 

demonstriert, dass NFAT 1 und 5 eine zentrale Funktion in der Migration und Metastasierung 

spielen26,48,49. Ebenso wurde gezeigt, dass NFAT eine wichtige Rolle bei der Steuerung von 

Proliferation und Überleben von Prostatakarzinom-Zellen zukommt26,50. Für NFAT2 konnte 

auch eine entscheidende Rolle in der Pathogenese des malignen Melanoms, sowie für die 

Proliferation von Zellen des Pankreaskarzinoms gezeigt werden26,51-53. 

 

Da in der vorliegenden Arbeit hauptsächlich NFAT2 und dessen Rolle in der CLL untersucht 

wurden, soll im Folgenden vermehrt auf NFAT2 in hämatologischen Tumoren, vor allem in 

der CLL, eingegangen werden. So wurde die Überexpression und konstitutive Aktivierung 

von NFAT2 in einer großen Anzahl von Tumorerkrankungen, unter anderem einigen B-Zell-

Lymphomen, beschrieben26,54. Für eine Reihe unterschiedlicher Non-Hodgkin-Lymphome 

(NHL) konnte hierbei eine Überexpression von NFAT2 festgestellt werden, ferner konnte in 

der CLL, dem diffus-großzelligen B-Zell-Lymphom (Diffuse Large B Cell Lymphoma 

(DLBCL)) sowie dem Burkitt/Burkitt-like Lymphom eine erhöhte nukleäre Lokalisation von 

NFAT demonstriert werden54. Des Weiteren konnte in der CLL eine Korrelation zwischen der 

Reaktivität des BCR und der Aktivierung von NFAT2 gezeigt werden38. Hierbei ging in CLL-

Patienten, deren maligne Zellen auf eine αIgM-Stimulation reagierten, eine erhöhte BCR-

Reaktivität mit einer vermehrten NFAT2-DNA-Bindung und einer schlechteren Prognose 

einher. Dem gegenüber konnte im Rahmen einer aktuellen Veröffentlichung  unserer 

Arbeitsgruppe (Märklin et al., Nat Commun, 2017) ein Zusammenhang zwischen einer 

erhöhten NFAT2-Expression, der Anergie von CLL-Zellen und einem milderen Verlauf 

hergestellt werden40. Dies untermauert die komplexe Rolle von NFAT2 in der CLL und die 

Notwendigkeit weiterer Studien in diesem Bereich. 

1.3 Der LCK-Signalweg 

1.3.1 Die Kinase LCK  

Die Lymphocyte Cell-specific Protein-tyrosine Kinase (LCK) wurde bereits 1983 entdeckt 

und zuerst als Proto-Onkogen in der murinen T-Zell-Lymphom-Linie LSTRA identifiziert55,56. 

Später wurde die Zugehörigkeit zu den SRC-Family-Kinasen (SFK) festgestellt und bereits in 

den frühen 1990iger-Jahren konnte LCK als essentieller Bestandteil des TCR-Signalings 
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identifiziert werden57-60. Neben der tragenden Rolle der Proteintyrosinkinase LCK in der 

Aktivierung von T-Zellen, wurde die Wichtigkeit von LCK sowohl hinsichtlich des Überlebens 

als auch der Entwicklung und Funktion von CD4- und CD8-positiven T-Zellen beschrieben61-

65. 

 

Die 56 kDa schwere Kinase, die daher auch als p56-LCK bezeichnet wird, besteht aus vier 

Domänen (vgl. Abb. 6). Diese vier Domänen sind die N-terminale „Unique“ Domäne, die 

SRC-Homologie-Domänen 3 und 2 (SH3 und SH2) und die C-terminale Kinase-Domäne66. 

Hierbei bindet die Unique-Domäne kovalent an zytoplasmatische Regionen von CD4 oder 

CD8, während die SH3 und SH2-Domänen eine wichtige Rolle bei der Bindung von 

Zielproteinen sowie der Regulation von LCK spielen. Weitere essentielle Bestandteile der 

Regulation von LCK sind ein carboxy-terminales inhibitorisches Tyrosin (Tyr505), sowie ein 

aktivierender Tyrosinrest in der katalytischen Domäne (Tyr394). Die Kinase-Domäne 

wiederum phosphoryliert die Tyrosin-Reste von ITAMs in CD3, sowie von Zielproteinen wie 

ZAP70 oder PLCγ267-69. 

 

Abb. 6: Aufbau der Kinase LCK 

Die Kinase LCK gehört zu den SFK und besteht wie die anderen Familienmitglieder aus vier 

Domänen, der N-terminalen „Unique“-Domäne, den SH3- und SH2-Domänen und der C-terminalen 

Kinase-Domäne. Die „Unique“-Domäne enthält zum einen ein Motiv zur Bindung an CD4/CD8, sowie 

einzigartige Aminosäure-Sequenzen. Die SH3- und SH2-Domänen dienen der Interaktion mit  Prolin-

reichen Sequenzen und Phosphotyrosin-Motiven von Zielproteinen und erfüllen regulatorische 

Funktionen. Die Kinase-Domäne ermöglicht die katalytische Funktion als Phosphotyrosinkinase und 

besitzt regulatorische Tyrosinreste. Hierbei wirkt die Phosphorylierung von Y394 aktivierend, 

während die Phosphorylierung von Y505 eine inaktivierende Wirkung besitzt. 

 

Quelle: Modifiziert nach https://www.thermofisher.com/antibody/product/Phospho-LCK-Tyr505-

Antibody-Polyclonal/44-850G 
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1.3.2 Das LCK-Signaling 

LCK steht am Anfang des TCR-Signalwegs und gestaltet damit das weitere Signaling, wie in 

Abb. 7 dargestellt. Die Antigen-Bindung des TCR sowie die MHC-Bindung der Ko-

Rezeptoren CD4 oder CD8 führt zur Aktivierung von LCK. Daraufhin phosphoryliert LCK 

ITAM-Sequenzen der zytoplasmatischen CD3-Ketten. Dies sorgt für die Rekrutierung von 

ZAP70, welches wiederum von LCK phosphoryliert und anschließend selbst 

Adapterproteine, wie Linker for Activation of T-cells family member 1 (LAT1), phosphoryliert. 

Durch dieses Adapterprotein wird dann PLCγ2 rekrutiert und aktiviert. Analog zum in 1.1.3 

beschriebenen BCR-Signaling sorgt  PLCγ2 für die Spaltung von PIP2 in DAG und IP3. 

Anschließend bindet IP3 an den IP3-Rezeptor und löst einen Ca2+-Ausstrom aus dem ER 

aus. Dies erhöht die intrazelluläre Ca2+-Konzentration, was durch eine Interaktion von STIM 

und ORAI die Öffnung der CRAC bedingt. Durch den folgenden Einstrom extrazellulärer 

Ca2+-Ionen in die Zelle wird die intrazelluläre Ca2+-Konzentration weiter erhöht. Dies 

wiederum kann über die Aktivierung von Calcineurin die NFAT-Faktoren induzieren69,70. Des 

Weiteren kann LCK über die Interaktion mit der ProteinKinase D2 (PKD2) die NFAT-

Faktoren aktivieren5,71. 

 

Neben der Rolle von LCK in T-Zellen wurde auch eine Expression von LCK in B-1-Zellen  

und CLL-Zellen demonstriert72,73. Hierbei wird jedoch die Rolle von LCK kontrovers diskutiert. 

So wurde auf der einen Seite eine verstärkende Wirkung von LCK auf das BCR-Signaling in 

B1-Zellen ausgemacht, während eine andere Gruppe eine Verringerung des BCR-Signalings 

durch LCK feststellte. Eine weitere Gruppe postulierte, dass die Rolle von LCK 

vernachlässigbar sei74-76. Zusammengefasst gilt LCK als wichtiger Faktor des BCR-

Signalings in CLL Zellen, die prognostische Relevanz ist jedoch umstritten40,77-79. 
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Abb. 7: LCK-Signaling in T-Zellen 

Die Erkennung eines Peptid-MHC-Komplexes durch den TCR führt zu einer nachfolgenden 

Signalkaskade. Dabei phosphoryliert LCK ITAMs in zytoplasmatischen Regionen des CD3, wenn 

CD4 oder CD8-Korezeptoren den MHC-Komplex binden. Anschließend bindet ZAP70 an die 

phosphorylierten ITAMs und wird ebenfalls durch LCK phosphoryliert. In der Folge führt das aktivierte 

ZAP70 zur Rekrutierung des GADS/SLP-76/LAT-Komplexes. Dieser Komplex rekrutiert daraufhin 

PLCγ2. Nach seiner Aktivierung durch ITK spaltet PLCγ2 PIP2 in DAG und IP3. DAG kann daraufhin 

den NFκB- sowie den ERK-Signalweg initiieren. IP3 auf der anderen Seite führt über den IP3-

Rezeptor (IP3R), STIM, ORAI und CRAC zum Einstrom von Ca
2+

-Ionen in die Zelle. Dadurch wird 

der NFAT-Signalweg aktiviert.  

 

Quelle: Entnommen und modifiziert nach „Analyse des Transkriptionsfaktors NFAT2 in der 

Pathogenese der CLL“, Dissertation von Melanie Märklin 
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1.3.3 LCK in Tumorerkrankungen 

Wie bereits angesprochen, wurde LCK in einer Tumorzelllinie erstmals beschrieben und 

ebenso seine Fähigkeit, eine neoplastische Transformation auszulösen55,56,80. So überrascht 

es nicht, dass LCK auch eine Rolle in verschiedenen Tumorerkrankungen spielt81. So wurde 

eine Überexpression von LCK in der Akuten Lymphatischen Leukämie (ALL) beschrieben, 

wobei die Funktion von LCK hier nur in einer Subgruppe der B-Zell-Vorläufer ALL (B Cell 

Precursor (BCP)-ALL) aufgeklärt werden konnte. So gibt es Belege, dass LCK dort über die 

Überaktivierung von STAT5 das Überleben und die Proliferation der Tumorzellen erhöht82. 

 

Eine ektopische Expression von LCK wurde dagegen für die Akute Myloische Leukämie 

(AML), für das Kolonkarzinom und das Kleinzellige Lungenkarzinom (Small Cell Lung 

Carcinoma (SCLC)) gezeigt81,83,84. Im Falle des kleinzelligen Lungenkarzinoms wird eine 

Interaktion von Kit und LCK vermutet, durch welche die Proliferation, sowie die Inhibition der 

Apoptose in SCLC-Zellen ausgelöst wird81. Ebenso wird LCK in einer Reihe von B-Zell-

Neoplasien, wie dem Burkitt-Lymphom und, wie oben beschrieben, der CLL exprimiert72,85. 

Der Mechanismus, über den LCK hierbei fungiert, ist jedoch nicht geklärt. Auf der einen Seite 

wurde gezeigt, dass LCK für die Transformation von B-Zellen, die dem Epstein-Barr-Virus 

(EBV) ausgesetzt wurden, eine wichtige Rolle spielt86. Auf der anderen Seite wurde der 

Verlust von LCK in der CLL und DLBCL als Schutzmechanismus gegenüber der Apoptose 

demonstriert87,88. Zudem scheint LCK in der CLL im BCR-Signaling involviert zu sein, wobei 

der Mechanismus ungeklärt und der prognostische Nutzen umstritten ist40,77-79. 

1.4 Leukämien und maligne Lymphome 

Wenn Zellen des blutbildenden Systems entarten und maligne Zellen hervorbringen, werden 

die entstehenden Tumorarten nach den betroffenen Geweben charakterisiert. Betrifft die 

Erkrankung vor allem das Knochenmark und das periphere Blut, spricht man von Leukämien. 

Sind hauptsächlich lymphatische Organe betroffen, wird von einem Lymphom gesprochen. 

Die im weiteren Verlauf näher betrachtete CLL wird  als Leukämie des B-Zell Non-Hodgkin-

Lymphom (B-NHL)-Typs klassifiziert. 

 

Leukämien werden grundsätzlich in akute und chronische Formen eingeteilt. Erkrankungen 

des Lymphsystems werden in Hodgkin-Lymphome (HL, Morbus Hodgkin) sowie 

Non-Hodgkin-Lymphome (NHL) aufgeteilt. Da sich die vorliegende Arbeit auf die CLL 

konzentriert, soll im Folgenden nur kurz auf die Klassifikation eingegangen werden. 
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Zum ersten Mal wurden Hodgkin-Lymphome 1832 von Thomas Hodgkin charakterisiert, der 

in sieben Patienten Lymphadenopathien sowie eine Splenomegalie feststellte89. 

Charakteristisch für HL sind hierbei die typischen Hodgkin-Zellen90,91. Zwar ist die Ursache 

für den Morbus Hodgkin nicht vollständig aufgeklärt, jedoch wird das EBV als Verursacher 

vermutet. Der genaue Mechanismus ist allerdings bisher unklar92-94. 

 

NHL werden entsprechend ihrer Herkunft entweder aus der B-Zell-Linie (B-NHL) oder der 

T-Zell-Linie (T-NHL) in die genannten Gruppen eingeteilt, sowie in hoch- und niedrigmaligne 

Untergruppen klassifiziert. Hierbei sind B-NHL mit einem Anteil von etwa 80-90% der NHL 

deutlich häufiger als T-NHL. Hierbei bilden das DLBCL sowie das follikuläre Lymphom die 

wichtigsten Subgruppen95. Einen Spezialfall bildet die CLL, die den niedrig-malignen B-NHL 

zugeordnet wird. 

1.5 Die chronische lymphatische Leukämie 

Die chronische lymphatische Leukämie stellt die häufigste Leukämie bei Erwachsenen in der 

westlichen Hemisphäre dar und ist ein Hauptbestandteil der vorliegenden Arbeit. Auch in 

Deutschland zählt die CLL mit circa 40% der Leukämien und etwa 5000 Neuerkrankungen 

pro Jahr zur häufigsten Leukämie-Form (vgl. Abb. 8). Das mediane Erkrankungsalter liegt 

zwischen 70-75 Jahren, womit die CLL eine Alterserkrankung darstellt. Außerdem sind 

Männer häufiger betroffen als Frauen (7,4 gegenüber 4,8 pro 100000) 96,97. 

 

Die Erstbeschreibung der CLL erfolgte 1845 durch Rudolf Virchow, dennoch sind die exakten 

Mechanismen der Entstehung bislang unbekannt, wobei die Erforschung der Pathogenese 

durch die biologische und klinische Heterogenität der Erkrankung erschwert wird98. Fest 

steht, dass gewisse genetische Prädispositionen existieren, die das Entstehen einer CLL 

begünstigen, ebenso wie einige Gefahrenstoffe eine CLL auslösen können99,100. Einer CLL 

geht meist eine Monoklonale B Lymphozytose (MBL) voraus. Auch die zelluläre Herkunft der 

CLL ist nicht geklärt, wobei entweder Marginalzonen-B-Zellen, B1-B-Zellen oder transitionale 

B-Zellen als Ursprung vermutet werden101. 

 

Die Diagnose einer CLL erfolgt meist als Zufallsbefund und wird über mikroskopische und 

genetische Untersuchungen, sowie einer Immunphänotypisierung getroffen. Außerdem wird 

oft nicht direkt therapiert, sondern über eine „watch-and-wait“ genannte Strategie 

beobachtet. Hierbei werden unter anderem die Lymphozytenzahl im Blut, sowie das 

Vorhandensein von Lymphadenopathien oder Splenomegalien als Kriterien angelegt und alle 

3-12 Monate untersucht. Verschiedene Stadien der Krankheit lassen sich entweder durch die 
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Einteilung nach Rai oder Binet vornehmen, wobei die Binet-Klassifikation in Europa 

gebräuchlicher ist97,102,103. Des Weiteren sind das Vorhandensein von mehr als 5000 klonalen 

B-Lymphozyten pro μl im Blut und die Lymphozytenverdopplungszeit wichtige Parameter104-

106. 

Sobald die Einleitung einer Therapie indiziert ist, wird standardmäßig eine 

Chemoimmunotherapie eingesetzt107. Hierbei kommen in der Erstlinientherapie 

Chemotherapeutika wie Fludarabin (Purin-Analogon), Chlorambucil, Cyclophosphamid und 

Bendamustin (Alkylanzien) zum Einsatz. Ebenso werden Doxorubicin (Anthracyclin) und 

Vincristin (Alkaloid) verwendet. Auch Immunsuppressiva wie Cortison, bzw. Prednison 

(Kortikosteroide) werden eingesetzt. Meist wird in Kombination damit der anti-CD20-

Antikörper Rituximab gegeben, es stehen jedoch auch die anti-CD20-Antikörper 

Ofatumumab and Obinutuzumab zur Verfügung. Auch Kinaseinhibitoren wie Ibrutinib (BTK-

Inhibitor) und Idelalisib (PI3Kδ-Inhibitor) sowie der B Cell Lymphoma 2 (BCL-2)-Inhibitor 

 

Abb. 8: Anzahl der CLL-Neuerkrankungen in Deutschland 

Hochrechnung der altersspezifischen CLL-Neuerkrankungen für 2011 aufgrund von Daten des 

Zentrums für Krebsregisterdaten, GEKID.  

 

Quelle: https://www.onkopedia.com/de/onkopedia/guidelines/chronische-lymphatische-leukaemie-

cll/@@view/html/index.html#ID0EXE 

 



1 EINLEITUNG 

1.5 Die chronische lymphatische Leukämie 

- 30 - 

 

Venetoclax werden zunehmend auch in früheren Therapielinien eingesetzt und haben die 

Therapieoptionen deutlich verbessert. Dabei sind der Allgemeinzustand des Patienten, sowie 

verschiedene genetische Marker entscheidend bei der Auswahl der eingesetzten 

Therapeutika. Kommt es zu einem Rezidiv, wird die Kombination oder Anwendung der 

Therapeutika verändert, oder alternative Substanzen werden verabreicht104-106. Eine weitere 

Therapiemethode ist eine allogene Stammzelltransplantation. Trotz bedeutender 

Verbesserung der Therapie in den vergangen Jahren bleibt die CLL bis heute nicht komplett 

heilbar. Eine weitere Komplikation der CLL ist die sogenannte Richter-Transformation, die in 

5-10% der Patienten im Krankheitsverlauf auftritt und die Transformation in ein hochmalignes 

Lymphom mit schlechter Prognose darstellt108,109. 

1.5.1 Biologische und klinische Charakteristika der CLL 

Generell beschreibt die CLL eine Akkumulation maligner, klonaler B-Zellen im Knochenmark, 

weiteren lymphatischen Geweben und dem peripheren Blut von Patienten. CLL-B-Zellen sind 

durch die Koexpression der B-Zell-Antigene CD19, CD20 und CD23 mit dem T-Zell-Antigen 

CD5 charakterisiert. Zur besseren Untersuchung pathologischer Eigenschaften wird die CLL 

in Subgruppen unterteilt, wobei der geläufigsten Unterteilung der Mutationsstatus der 

IGVH-Gene zugrunde liegt. Der IGHV-Status spielt sowohl bei der klinischen Prognose, als 

auch bei der Auswahl des Therapieregimes eine wichtige Rolle. So weisen Patienten mit 

mutierten IGHV-Genen (M-CLL) eine günstigere Prognose auf als Patienten mit unmutierten 

IGHV-Genen (U-CLL). 

 

Weitere prognostisch ungünstige Marker sind CD38 und ZAP70. So wird CD38 auch in 

gesunden B-Zellen exprimiert, spricht in der CLL jedoch für einen ungünstigen Verlauf. Für 

ZAP70 konnte zunächst die Expression in CLL-Zellen nachgewiesen werden, während 

später ein Zusammenhang zwischen der ZAP70-Expression und einem erhöhten BCR-

Signaling belegt werden konnte. Beide Marker werden ferner häufig in der prognostisch 

ungünstigen U-CLL exprimiert5. 

 

Zusätzliche prognostische Marker stellen Chromosomen-Aberrationen und Mutationen dar. 

Chromosomen-Aberrationen kommen in 80% der CLL-Patienten vor und sind dort nur in den 

CLL-Zellen zu finden. Die Ursache der Chromosomen-Aberrationen liegt jedoch im Unklaren. 

Die wichtigsten Aberrationen sind die Deletionen 13q14, 11q22.3 und 17p13 und die 

Trisomie 12q13. Hierbei stellt die Deletion 13q14 die häufigste Aberration dar, welche zudem 

als einzige Aberration eine günstige Prognose aufweist110,111. Das zugrundeliegende 

Phänomen stellt einen komplexen Suppressor-Mechanismus dar, in dem unter anderem die 

microRNAs Mir-15a und Mir-16-1 involviert sind112. Die ungünstigsten Aberrationen sind die 
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Deletionen 11q22.3 sowie 17p13, welche das Ataxia Teleangiectatica-Mutierten (ATM)-Gen 

oder das Tumorsuppresorgen  P53 (TP53) betreffen. Beide Gene spielen eine zentrale Rolle 

bei der Reparatur von DNA-Schäden113,114. Hierbei tritt die Deletion von 11q22.3 häufiger auf 

(ca. 10% der CLL-Patienten) als die Deletion 17p13, welche initial sehr selten ist (ca. 4% der 

CLL-Patienten). Jedoch weisen etwa ein Drittel der Patienten mit einer rezidivierten oder 

refraktären CLL diese Aberration auf, welche mit einer ungünstige Prognose 

einhergeht110,114. 

 

Zudem können direkte Mutationen und Deletionen des TP53-Gens auftreten, welche neben 

Mutationen des neurogenic locus NOTCH homolog protein 1 (NOTCH1) und Mutationen des 

Splicing Factor 3B subunit 1 (SF3B1) zu den wichtigsten Mutationen in CLL-Zellen zählen. 

Alle genannten Mutationen sind hierbei mit einer ungünstigen Prognose verknüpft115,116. 

Mutationen von TP53 und SF3B1 spielen bei defekten Antworten auf DNA-Schäden 

und/oder der Häufung von DNA-Schäden in CLL-Zellen eine wichtige Rolle117,118. 

Währenddessen gehen NOTCH1-Mutationen mit einem erhöhten Überleben von CLL-Zellen 

einher119. Des Weiteren sind TP53 und NOTCH1-Mutationen mit einer erhöhten 

Chemoresistenz der CLL-Zellen, sowie einem erhöhten Risiko einer Richter-Transformation 

assoziiert114,119-121. Außerdem konnte vor Kurzem eine Koevolution von genetischen und 

epigenetischen Aberrationen in Fällen mit Hochrisiko-CLL aufgezeigt werden, was die 

Bedeutung von Mutationen in der CLL weiter unterstreicht und die wachsende Wichtigkeit 

der Untersuchung epigenetischer Mechanismen in der CLL deutlich macht122. 

1.6 Transgene Mausmodelle  

Zur Erforschung der Pathogenese von Tumorerkrankungen sind Modellsysteme wie 

transgene Mauslinien unersetzbar. Dies liegt unter anderen an eingeschränkten 

Möglichkeiten von In-vitro-Analysen primärer Patientenzellen sowie von Tumorzelllinien. So 

lassen sich zwar die Aktivität von Tumorzellen, sowie ihre Reaktion auf verschiedene Stimuli 

gut in vitro ermitteln. Die Entwicklung und Transformation von Tumorzellen sowie deren 

genetischen und zellulären Ursachen lassen sich in vitro jedoch nur retrospektive 

analysieren, während im Mausmodell die Pathogenese unter spezifischen Voraussetzungen 

untersucht werden kann. Hierzu werden genetisch veränderte Inzuchtstämme verwendet. 

1.6.1 Das TCL1-Modell 

Zur Untersuchung der CLL in Modellorganismen gibt es eine Vielzahl an Möglichkeiten. 

Hierbei stellt das Eµ-TCL1-Modell eines der am häufigsten verwendeten Modelle dar123-126. 

Das TCL1-Gen wurde zuerst im Menschen in der T-Zell-Prolymphozytenleukämie (T-PLL) 

beschrieben127. Des Weiteren ist TCL1 ebenfalls ein wichtiger Faktor in der Entwicklung von 
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T- und B-Zellen, außerdem wird es in verschiedenen T- und B-Zell-Erkrankungen 

exprimiert128-131. Ferner spielt TCL1 auch eine Rolle in einer Subgruppe von CLL-

Patienten132,133. 

 

2002 wurde in der Gruppe von Carlo M. Croce das erste TCL1-CLL-Mausmodell entwickelt 

und publiziert126. Hierbei kommt es zur Expression von TCL1 unter der Kontrolle des B-Zell-

spezifischen Eµ-Enhancers. Dies führt zur Entstehung einer oligoklonalen CLL, welche 

äußerst ähnlich zur humanen CLL verläuft. Im Verlauf kommt es dabei in den Mäusen zur 

malignen Expansion CD5+-positiver B-Zell-Klone im Blut, sowie den Organen des 

Lymphsystems, wodurch die Tiere in einem medianen Alter von 10-12 Monaten versterben. 

1.6.2 Knockout-Modelle 

Um Knockouts in Mauslinien einzubringen, gibt es grundsätzlich mehrere Möglichkeiten: Den 

konditionellen Knockout oder den konventionellen Keimbahn-Knockout. Im Folgenden soll 

zuerst der konditionelle Knockout vorgestellt werden, da das zuerst verwendete TCL1 

NFAT2-KO-Modell darauf basiert. 

 

Erstmals wurde ein konditionaler Knockout mittels Cre/loxP-Rekombinationssystem des P1 

Bakteriophagen 1993 durch Klaus Rajewski erfolgreich erzeugt134-136. Grundlage dieses 

Systems ist die Bindung der zyklischen Rekombinase (Cre) an sogenannte locus of crossing 

over [x] of P1 recombinase (loxP)- Sequenzen137. Wird das gewünschte Gen nun durch loxP-

Sequenzen flankiert, kommt es während der homologen Rekombination zur Deletion des 

Gens durch die Cre-Rekombinase. In der vorliegenden Arbeit wurde ein Mausmodell 

verwendet, in dem loxP-Sequenzen in Exon 3 von NFAT2 eingebracht wurden138. Hierdurch 

kommt es zu einem frühzeitigen Stop der Translation, wodurch kein funktionelles NFAT2 

gebildet werden kann. Um einen B-Zell-spezifischen Knockout zu erhalten, wurde die Cre-

Rekombinase unter der Kontrolle des B-Zell-spezifischen CD19-Promotors exprimiert, der 

schon frühzeitig in der B-Zellentwicklung aktiviert wird139 (siehe Abb. 9 und 11). 

 

Ein konventioneller Knockout lässt sich durch das Einbringen einer Mutation oder einer 

Sequenz, die zum frühzeitigen Abbruch der Transkription führt, generieren. Dies wurde im 

verwendeten LCK-Knockout-Modell durch die Einführung einer Neomycin- Resistenz im 

Zielgen erreicht (siehe Abb. 10 und Abb. 11), wodurch eine nichtfunktionale oder inaktivierte 

Version des Zielgens exprimiert wird63. Ein konventioneller Knockout führt bei Genen, die in 

der Entwicklung eine wichtige Rolle spielen, jedoch häufig zu einem embryonal-lethalen 

Phänotyp. Um dies zu umgehen, kann ein konditioneller Knockout verwendet werden. 
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Abb. 9: Eµ-TCL1-Modell mit konditionellem NFAT2-KO 

Durch Kreuzung der Eµ-TCL1-Linie mit homozygoten Tieren der NFAT2
fl/fl

 CD19
cre/+

 (NFAT2-KO)-
Linie werden Tiere mit dem Genotyp Eµ-TCL1 NFAT2

fl/fl
 CD19

cre/+
 (TCL1 NFAT2-KO) generiert. 

 

 

  

 

Abb. 10: Eµ-TCL1-Modell mit konventionellem LCK-KO 

Die zuvor eingeführte Eµ-TCL1 NFAT2
fl/fl

 CD19
cre/+

 (TCL1 NFAT2-KO)-Linie wird zur Generierung der  
des neuen Modellsystems  mit homozygoten Tieren der B6.129S2-LCK

tm1Mak
/J (LCK

-/-
, LCK-KO)-Linie 

verpaart. Hierdurch erhält man in der F3-Generation die gewünschten TCL1 NFAT2-KO LCK-KO-
Tiere. 
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Zusätzlich dazu, kann bei einem konditionellen Knockout eine räumliche und zeitliche 

Kontrolle des Knockouts erreicht werden. 

 

In der vorliegenden Arbeit wurde der Knockout von LCK mithilfe eines konventionellen 

Knockouts generiert, während der Knockout von NFAT2 mittels eines konditionellen 

Knockouts erreicht wurde (schematische Darstellung der verwendeten Modelle siehe 

Abb. 9-11). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A) 

B) 

 

 

 

 

 

Abb. 11:  Darstellung der verwendeten Knockouts auf genetischer Ebene 

A) Der konditionelle Knockout von LCK wird durch das Einbringen einer Neomycin-Resistenz erreicht, 
wodurch kein funktionales Protein mehr gebildet werden kann.  
B. Der konditionelle Knockout von NFAT2 beruht auf dem Einbringen zweier loxP Sequenzen, die 
Exon 3 flankieren und als Schnittstellen der cre-Rekombinase dienen und wodurch das Gen deletiert 
wird. 
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1.7 Zielsetzung 

Bis zum heutigen Tag ist die CLL in den meisten Fällen unheilbar. Zwar hat sich in den 

vergangen Jahren die Therapie der CLL durch den Einsatz therapeutischer Antikörper wie 

Rituximab (CD20-Antikörper) und Kinaseinhibitoren wie Idelalisib (PI3Kδ-Inhibitor) und 

Ibrutinib (BTK-Inhibitor) sowie dem BCL-2-Inhibitor Venetoclax drastisch verbessert. 

Dennoch ist die einzige kurative Behandlung die allogene Stammzell-Transplantation, 

welche jedoch nur in einem kleinen Anteil der Patienten durchgeführt werden kann. 

Hauptsächlich erleiden die Patienten wiederholte Rezidive, in deren Verlauf es auch zu einer 

Richter-Transformation kommen kann. Aufgrund der eingeschränkten 

Behandlungsmöglichkeiten ist das Interesse an neuen Therapieoptionen groß. 

 

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Analyse der molekularen Mechanismen von NFAT2 

und LCK in der CLL und deren Einfluss auf die Anergie von CLL-Zellen. Zuerst soll dabei im 

TCL1-Mausmodell die Expression verschiedener Anergie-Gene nach Beeinflussung des 

BCR- und NFAT-Signalings untersucht werden. 

 

Anschließend wird eine detailliertere Analyse der Beteiligung von LCK am BCR-Signaling 

sowie am NFAT-Signaling durchgeführt, um eine Lokalisierung von LCK in den beiden 

Signalwegen zu ermöglichen. 

 

In einem weiteren TCL1-Mausmodell, in das zusätzlich ein LCK-Knockout eingebracht 

wurde, sollen abschließend die Auswirkungen des Verlusts von LCK auf den Verlauf der CLL 

untersucht werden. Hierbei steht der Einfluss auf die Überlebensdauer und die Dynamik der 

Erkrankung im Fokus. Letztlich soll auch die Auswirkung der Abwesenheit von LCK auf die 

Anergie der CLL-Zellen untersucht werden, um  die Bedeutung für mögliche neue Therapien 

näher zu erläutern. 
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2 MATERIAL & METHODEN 

2.1 Material 

2.1.1 Verbrauchsmaterialien 

 

96-well plate F-Bottom Greiner bio-one, Frickenhausen 

96-well plate V-Bottom Greiner bio-one, Frickenhausen 

96-well plate, withe Roche, Penzberg 

Bolt® 4-12% Bis-Tris Plus Gel Novex® Life technologie, Carlsbad, CA 

Combitips Biopur 5 ml  Eppendorf, Hamburg 

Countess Slides InvitrogenTM Life technologie, Carlsbad, CA 

Deckgläser Menzel, Braunschweig 

Einbettkassetten Langenbrinck, Emmendingen 

FACS Röhrchen 5 ml Costar® Corning, Tewksbury, MA 

Falconröhrchen 15; 50 ml  Greiner bio-one, Frickenhausen 

Gentle MACS C-tubes Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach 

Gewebe-Kulturflaschen 75 cm2 Greiner bio-one, Frickenhausen 

Gewebe-Kulturschale Polystyrol PS 16/60 mm Greiner bio-one, Frickenhausen 

Handschuhe Micro-Touch Ansell, Tamworth UK 

iBlot® Transfer Stack Novex® Life technologie, Carlsbad, CA 

Kapillaren 9 µl Hirschmann Laborgeräte, Eberstadt 

LS MACS Columns Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach 

Microvette 500 EDTA Sarstedt, Nümbrecht 

Nitrilhandschuhe Kimberley Clark, Weinheim 

Objektträger Superfrost  Langenbrinck, Emmendingen 

PCR-Reaktionsgefäße 8er Strips Biozym, Hessisch Oldendorf 

Pipette serologisch Advant. 2; 5; 10; 25; 50 ml Costar® Corning, Tewksbury, MA 

Pipettenspitzen 10; 200; 1000; 1250 µl Eppendorf, Hamburg 

QIA Shredder Qiagen, Hilden 

Reaktionsgefäße 0,5; 1,5; 2,0 ml  Eppendorf, Hamburg 

Sealing Folie Roche, Penzberg 

Shearingtubes microTUBE AFA  6x16mm Covaris, Woburn, MA 

Spritze Insulin 1,0 ml mit Kanüle Costar® Corning, Tewksbury, MA 

Sterilfilterspitzen 10; 100; 1000 µl Biozym, Hessisch Oldendorf 

Zellsieb 40 µm, steril Partec, Münster 
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Zellsieb 40 µm, steril Costar® Corning, Tewksbury, MA 

Zellsieb 70 µm, steril Costar® Corning, Tewksbury, MA 

 

2.1.2 Reagenzien & Chemikalien 

 

100 bp DNA Ladder InvitrogenTM, Life technologies, Darmstadt 

37 % Formaldehyde p.a., ACS  Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 

7-AAD BD Biosciences, Heidelberg 

Agarose NEEO Ultra Sigma-Aldrich, Steinheim 

Annexin V : PE Apoptosis Detection Kit I BD Biosciences, Heidelberg 

APC BrdU Flow Kit BD Biosciences, Heidelberg 

Biocoll (Dichte 1,077g/ml) Merck, Darmstadt 

Bolt™ LDS Sample Buffer InvitrogenTM Life technologies, Darmstadt 

Bolt™ MES SDS Running Buffer InvitrogenTM Life technologies, Darmstadt 

Bovines Serumalbumin (BSA) Sigma-Aldrich, Steinheim 

Calciumchlorid Sigma-Aldrich, Steinheim 

Cell Fixation/Permeabilisation Kit BD Biosciences, Heidelberg 

Cell Lysis Buffer (10X) New England Biolabs, Ipswich, MA 

ddH2O Merck, Darmstadt 

D-Glucose Sigma-Aldrich, Steinheim 

Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich, Steinheim 

DNase & RNase freies Wasser Promega, Wisconsin, USA, 

Dnase I InvitrogenTM Life technologies, Darmstadt 

Duolink® In Situ Red Starter Kit Mouse/Rabbit Merck, Darmstadt  

EDTA-Lösung (0,5M) FLUKA, Steinheim 

EGTA  Sigma-Aldrich, Steinheim 

Eosin G-Lösung 0,5% wässrig Merck, Darmstadt 

Erythrozytenlysepuffer ccpro GmbH, Oberdorla 

Ethanol p.a. (99,9%) Merck, Darmstadt 

Ex-Taq HS + Puffer Lonza, Basel, CH 

FACS-Clean  BD Biosciences, Heidelberg 

FACS-Flow  BD Biosciences, Heidelberg 

FACS-Rinse  BD Biosciences, Heidelberg 

FuraRed™, AM, cell permeant Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA 

Fötales Kälberserum (FCS) Biochrom, Merck, Darmstadt 

http://www.lifetechnologies.com/order/catalog/product/B0008?ICID=search-product
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HALT Protease & Phosphatase Inhibitor (100X) Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA 

Hämatoxilin Merck, Darmstadt 

HEPES Gibco® Life technologie, Carlsbad, CA 

iDeal ChIP-seq kit for Histones Diagenode S.A., Seraing, Belgien 

Ionomycin  Sigma-Aldrich, Steinheim 

Isofluran CP-pharma, Burgdorf 

Isopropanol Sigma-Aldrich, Steinheim Merck, 

Darmstadt 

Kaliumchlorid Sigma-Aldrich, Steinheim 

KAPA2G Fast HotStart Genotyping Mix Merck, Darmstadt 

KAPA Extraktionspuffer Merck, Darmstadt 

KAPA Express Extract Enzym Merck, Darmstadt 

L-Glutamin Gibco® Life technologie, Carlsbad, CA 

Licor Blocking Buffer Li-COR Bioscience, Lincoln, US 

MACS Puffer Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach 

MEN nicht essentielle Aminosäuren Gibco® Life technologie, Carlsbad, CA 

Methanol  Merck, Darmstadt 

Midori Green Biozym, Hessisch Oldendorf 

Rneasy Mini Kit Qiagen, Hilden 

Magnesiumchlorid Sigma-Aldrich, Steinheim 

Midori Green Nippon Genetics Europe GmbH, Düren  

Natriumazid  Merck, Darmstadt 

Natriumchlorid Sigma-Aldrich, Steinheim 

Natriumpyruvat Gibco® Life technologie, Carlsbad, CA 

Neomount Eindeckmedium Merck Millipore, Darmstadt 

Orange G Sigma-Aldrich, Steinheim 

Pan B Cell Isolation Kit (mouse) Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach 

PBS w/o Ca2+Mg2+ Sigma-Aldrich, Steinheim 

PerfeCTa Quanta SYBR Green FastMix QuantaBio, Beverly, MA 

Penicillin/Streptomycin-Mix Merck, Darmstadt 

Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA)  Sigma-Aldrich, Steinheim 

Pluronic™ F-127 (20% Solution in DMSO) InvitrogenTM Life technologies, Darmstadt 

qScript cDNA Super Mix QuantaBio, Beverly, MA 

QuickExtract DNA Extraktionslösung QuantaBio, Beverly, MA 

Reducing Agent Life technologies, Darmstadt 

RNAse & DNAse freies Wasser  Promega, Wisconsin, USA, 
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Rneasy Mini Plus Kit Qiagen, Hilden 

Roti®-Nanoquant Carl Roth, Karlsruhe 

Roticlear Carl Roth, Karlsruhe 

RPMI 1640 GlutaMAX-I HEPES  Gibco® Life technologies, Darmstadt 

SDS (10%) Carl Roth, Karlsruhe 

Superscript II Reverse Transkriptase InvitrogenTM Life technologies, Darmstadt 

SYBR® Select Master Mix Applied Biosystems®, Life technologie, 

Carlsbad, CA 

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS)  Sigma-Aldrich, Steinheim 

Trypanblau InvitrogenTM Life technologies, Darmstadt 

Tween-20 Sigma-Aldrich, Steinheim 

Wasser, AFA-grade Covaris, Woburn, MA 

β-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich, Steinheim 

β-Mercaptoethanol (Zellkultur) Gibco® Life technologie, Carlsbad, CA 

 

2.1.3 Geräte und Zubehör 

 

Apotome Zeiss, Jena 

BD FACS AriaTM II BD Biosciences, Heidelberg 

BD FACS Canto II BD Biosciences, Heidelberg 

BD LSR II BD Biosciences, Heidelberg 

Biofuge fresco Heraeus, Hanau 

Bolt® Mini Gel Tank InvitrogenTM Life technologies, Darmstadt 

CountessTM InvitrogenTM Life technologies, Darmstadt 

ELISA Reader  TECAN, Crailsheim 

Eppendorf 8 Kanal elektr. Eppendorf, Hamburg 

Eppendorf Research Plus 2,5; 10; 100; 1000 µl Eppendorf, Hamburg 

Geldoku E-Box-VX2/20M Peqlab, Erlangen 

Gelkammer Peqlab, Erlangen 

Gentle MACS Miltenyi, Bergisch Gladbach 

iBlot® Gel Transfer Device InvitrogenTM Life technologies, Darmstadt 

Inkubator HERA Cell Heraeus, Hanau 

Licor Odyssey Imaging System Li-COR Bioscience, Lincoln, US 

Light Cyler LC480 Roche, Penzberg 

M220 Focused-ultrasonicator™ Covaris, Woburn, MA 

http://www.lifetechnologies.com/order/catalog/product/B4477599?ICID=search-product
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Magnetisches Rack, DynaMag™-15 Magnet Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA 

Mastercycler Gradient Eppendorf, Hamburg 

Megafuge 1.0R Heraeus, Hanau 

Mikroskop HBO 50 Zeiss, Jena 

Mikrowelle LG, Willich 

Nanodrop Peqlab, Erlangen 

Ohrlochzange E. Becker & Co GmbH, Castrop-Rauxel 

Pipetboy acu Integra Biosciences, Chur CH 

Schüttler Polymax 1040 Heidolph, Schwabach 

Spannungsgerät Power Pac 300 Bio-Rad, München 

Sterilbank HERA safe Heraeus, Hanau 

Thermomixer comfort  Eppendorf, Hamburg 

Vacusafe Integra Biosciences, Chur CH 

Waage Kern Roth, Karlsruhe 

Wasserbad  Memmert, Schwabach 

Zentrifuge 5415R Eppendorf, Hamburg 

Zentrifuge 5804R Eppendorf, Hamburg 

 

2.1.4 Puffer und Medien 

 

10x TBE Puffer (1 l) 107,8 g TRIS, 55 g Borsäure, 7,44 g EDTA 

Ammoniumchlorid Puffer (1 l) 0,8% NH4Cl in ddH2O, 0,1 mM EDTA gepuffert mit KHCO3 auf 

pH 7,4 

B-Zellmedium RPMI, 10% FCS, 1% Pen/Strep, 1% MEN, 1% Natriumpyruvat 

50 µM β-Mercaptoethanol 

Einfriermedium FCS + 10% DMSO 

PBS-T PBS + 0,1% Tween-20 

Medium 1 RPMI, 5% FCS, 1% Pen/Strep 

Medium 2 RPMI, 10% FCS, 1% Pen/Strep 

0 mM Ca2+ Ringer 1 mM MgCl2, 4mM KCl, 140 mM NaCl, 10 mM D-Glucose, 0,5 

mM EGTA, 10 mM HEPES 

4 mM Ca2+ Ringer 4 mM CaCl2, 1 mM MgCl2, 4mM KCl, 140 mM NaCl, 10 mM 

Glucose, 0,5 mM EGTA, 10 mM HEPES 
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2.1.5 Antikörper 

 

MHC I (20-8-4S) mouse IgG2a AG Stefanovic 

αIgM mouse IgM Southern Biotech, Birmingham, AL 

Annexin V-PE - BD Biosciences, Heidelberg 

Anti-acetyl-Histone H3 Antibody poly-rabbit Millipore, Billerica, MA 

B220-eFluor605 (RA3-6B2) rat IgG2a eBioscience, Frankfurt 

BrdU-APC (3D4) mouse IgG1 BD Biosciences, Heidelberg 

CD19-FITC (eBio1D3) rat IgG2a eBioscience, Frankfurt 

CD19-PECy7 (eBio1D3) rat IgG2a eBioscience, Frankfurt 

CD3e-FITC (145-2C11) arm. hamster IgG eBioscience, Frankfurt 

CD5-APC (53-7.3) rat IgG2a eBioscience, Frankfurt 

CD5-eFlour450 (53-7.3) rat IgG2a eBioscience, Frankfurt 

Cofilin poly-rabbit Cell Signaling, Danvers, MA 

GAPDH mouse, IgG1 R&D Systems, Minneapolis, MN 

Goat anti-Mouse IgG2a, 

Alexa-Flour 488 

Poly-goat IgG Thermo Fisher Scientific 

IgG Isotype Control rabbit IgG Cell Signaling, Danvers, MA 

IgM-PE  (II/41) rat IgG2a eBioscience, Frankfurt 

IRDye® 680RD Anti-Rabbit donkey Li-COR Bioscience, Lincoln, US 

IRDye® 680LT Anti-Mouse donkey Li-COR Bioscience, Lincoln, US 

IRDye® 800CW Anti-Mouse donkey Li-COR Bioscience, Lincoln, US 

IRDye® 800CW Anti-Rabbit goat Li-COR Bioscience, Lincoln, US 

LCK poly-rabbit Cell Signaling, Danvers, MA 

NFAT2 (7A6) mouse IgG1 BD Biosciences, Heidelberg 

NFAT2 (7A6) ChIP grade mouse IgG1 Abcam, Cambridge, UK 

anti-(α)IgM F(ab’)2 mouse IgM Dianova, Hamburg 

β-Aktin (13E5) rabbit IgG Cell Signaling, Danvers, MA 

 

2.1.6 Primer 

 

CD40L Promotor  ChIP 
ACTCGGTGTTAGCCAGG 

GGGCTCTTGGGTGCTATTGT 

IL2 Promotor ChIP 
TCCAAAGAGTCATCAGAAGAG 

GGCAGGAGTTGAGGTTACTGT 

https://de.wikipedia.org/wiki/Billerica
https://de.wikipedia.org/wiki/Massachusetts
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LCK Promotor ChIP 
CAGGCAAAACAGGCACACAT 

CCTCCAGTGACTCTGTTGGC 

CD19 Genotypisierung 
ACG ACC AAG TGA CAG CAA TG 

CTC GAC CAG TTT AGT TAC CC 

Eµ-TCL1 Genotypisierung 
CAT CTG GCA GCA GCT CGA 

GCC GAG TGC CCG ACA CTC 

LCK Genotypisierung 

GTC ATT CAG AAC CTG GAG AGA GGC  

CAG AGT CAG AGT CCA TGT GTG CAC  

ACC CGT GAT ATT GCT GAA GAG CTT 

NFAT2 Genotypisierung 
CCA TCT CTC TGA CCA ACA GAA GCC AG 

CCT ATT TAA ACA CCT GGC TTC CTG CG 

Aktin qRT-PCR 
TCT TGG GTA TGT AAT CCT GTG GCA 

ACT CCT GCT TGC TGA TCC ACA TCT 

NFAT2 qRT-PCR 
AGT CTC TTT CCC CGA CAT CA 

CAC CTC GAT CCG AAG CTC 

Cbl-b RT2-qPCR Primer Assay Qiagen, Hilden 

CCR1 RT2-qPCR Primer Assay Qiagen, Hilden 

CCR7 RT2-qPCR Primer Assay Qiagen, Hilden 

CCR9 RT2-qPCR Primer Assay Qiagen, Hilden 

Cdkn2a RT2-qPCR Primer Assay Qiagen, Hilden 

CXCR3 RT2-qPCR Primer Assay Qiagen, Hilden 

CXCR4 RT2-qPCR Primer Assay Qiagen, Hilden 

CXCR5 RT2-qPCR Primer Assay Qiagen, Hilden 

Egr2 RT2-qPCR Primer Assay Qiagen, Hilden 

Grail (Rnf128) RT2-qPCR Primer Assay Qiagen, Hilden 

Lck RT2-qPCR Primer Assay Qiagen, Hilden 

Trp53 RT2-qPCR Primer Assay Qiagen, Hilden 

   

2.2 Methoden 

2.2.1 Tiermodelle 

 Haltung und Zucht der Mäuse 2.2.1.1

Die in dieser Arbeit verwendeten Tiere wurden in der Tierhaltung des Verfügungsgebäudes 

der Medizinischen Fakultät (FORS) im gelben Bereich gehalten. Dabei handelte es sich um 
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eine Spezifiziert PathogenFreie (SPF) - Haltung mit einer moderaten Trockenbarriere in 

offener Käfighaltung (12 Stunden Tag/Nacht-Rhythmus, 23 °C), sowie eine Haltung in 

Individually Ventilated Cages (IVCs). Die Versorgung der Tiere erfolgte ad libitum mit einer 

Zuchtdiät für Mäuse (ssniff Spezialdiäten GmbH, Soest) und frischem Trinkwasser. 

Verpaarungen erfolgten nach der Geschlechtsreife im Alter von acht Wochen. Im Alter von 

vier Wochen wurden die Tiere mittels Ohrlochmarkierung nach dem verwendeten 

Ohrlochschema markiert. Die Ohrmarken wurden dann zur Genotypisierung mittels PCR 

aufgearbeitet. 

 

Eine Bestands- und Gesundheitskontrolle fand wöchentlich statt und ein zusätzliches 

Hygienemonitoring alle sechs Monate. Hierfür wurde eine virologische, bakteriologische und 

parasitologische Untersuchung der Einstreu-Sentinellen durchgeführt. Alle Tierversuche 

wurden vom Regierungspräsidium Tübingen genehmigt und in Zusammenarbeit mit dem 

Tierärztlichen Dienst in Tübingen durchgeführt (Genehmigungsnr. M9/13 & M11/16). 

 Verwendete transgene Mauslinien 2.2.1.2

Zur Zucht und tierexperimentellen Untersuchung dienten genetisch veränderte Tiere des 

C57BL/6J-Hintergrundes. So wurde, da NFAT2 für die Entwicklung verschiedener 

Organsysteme (Herz, Gefäßsystem, ZNS) essentiell ist, eine konditionelle Knockout-Linie für 

NFAT2 verwendet. Aufgrund des embryonal-lethalen Phänotyps eines konventionellen 

NFAT2-Knockouts wurden daher „gefloxte“ NFAT2fl/fl Mäuse eingesetzt, welche aus dem 

Labor von Prof. A Rao (La Jolla Institute, San Diego) stammen. Um eine B-Zell-spezifische 

Deletion von NFAT2 zu erreichen, wurden diese Tiere mit der CD19-cre Linie verpaart 

(B6.129P2(C)-Cd19tm1(cre)Cgn/J). Der Genotyp dieser Tiere wurde mit NFAT2fl/flCD19cre/+ 

(NFAT2-KO) angegeben. 

 

Um die Pathogenese der CLL in vivo zu untersuchen, wurden Eµ-TCL1-transgene Tiere 

verwendet, welche uns freundlicherweise von C.M. Croce (Ohio State University, Ohio, USA) 

zur Verfügung gestellt wurden. Im Gegensatz zu den häufig verwendeten B6C3 Eµ-TCL1-

Tieren, handelte es sich hierbei um auf den C57BL/6-Hintergrund rückgekreuzte Tiere. 

 

Für die Beschreibung der Rolle von NAFT2 in der CLL wurde das Eµ-TCL1-Modell mit dem 

konditionellen NFAT2 Knockout-Modell kombiniert. Die verwendeten Tiere trugen den 

Genotyp Eµ-TCL1+/-NFAT2fl/flCD19cre/+ (TCL1 NFAT2-KO). In dieser Linie kommt es durch die 

B-Zell-spezifische Defizienz von NFAT2 zu einer Akzelerierung der Leukämie mit einer 

verminderten Überlebensdauer und einer aggressiven Transformation40. 
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Um die Rolle von LCK in der CLL-Pathogenese zu analysieren, wurden Tiere der Linie 

B6.129S2-LCKtm1Mak/J (LCK-/-, LCK-KO) verwendet. Hierbei handelt es sich um eine Linie, die 

einen Keimbahn-Knockout von LCK aufweist. Dies wurde durch das Einbringen einer 

Neomycin-Kassette in Exon 12 erreicht, was im Verlust der Proteinexpression resultiert63. 

Dadurch kommt es vor allem zu einer eingeschränkten Funktion und Entwicklung der 

T-Zellen. Damit geht eine erhöhte Infektanfälligkeit in der offenen Haltung einher, welche 

jedoch durch die Haltung in IVCs vollständig ausgeglichen wurde. Die Tiere waren fertil, 

jedoch war die durchschnittliche Wurfgröße mit vier Tieren geringfügig kleiner als bei 

herkömmlichen B6-Mäusen. 

 

Um Tiere sowohl mit dem NFAT2 Knockout, als auch dem LCK Knockout zu erhalten, 

wurden Tiere der Eµ-TCL1+/-NFAT2fl/flCD19cre/+-Linie mit B6.129S2-LCKtm1Mak/J-Mäusen 

gekreuzt. Die resultierende Line trug den Genotyp Eµ-TCL1+/-NFAT2fl/flCD19cre/+LCK-/- (TCL1 

NFAT2-KO LCK-KO). 

 Genotypisierung der Tiere 2.2.1.3

Zur Extraktion der DNA wurden die gewonnenen Ohrmarken der Tiere in mit 88 µl DNase & 

RNase freiem Wasser, 10 µl KAPA Extraktionspuffer und 2 µl KAPA Express Extract Enzym 

versetzt und bei 75 °C 10 min in einem Thermoschüttler inkubiert. Die Lösung wurde 

abschließend bei 95 °C 5 min inaktiviert. Die DNA Lösungen wurden nach dem Einsatz in 

der PCR bei -20 °C gelagert. Für den PCR-Ansatz wurden je 1 µl der extrahierten DNA 

eingesetzt. Die verwendeten Primersequenzen sind unter 2.1.6 aufgelistet. 

 

Tab. 1: Zusammensetzung der PCR-Mixe und verwendete PCR-Programme 

NFAT2 PCR 

DNase & RNase freies H2O 8,0 µl  95 °C 3 min  

DMSO 1,0 µl  94 °C 15 s 
 
 

35 Zyklen 
KAPA Mouse Genotyping 

Hot Start Kit Mix 
12,5 µl  58 °C  15 s 

Primer fw/rv je: (10 µM) 1,25 µl  72 °C  15 s 

   72 °C 1 min  

   10 °C  ∞  

NFAT2
fl/fl

  397 bp NFAT2
+/+

  332 bp 

 

 

CD19-cre PCR 

DNAse & RNAse freies H2O 9,0 µl  95 °C 1 min  
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KAPA Mouse Genotyping 

Hot Start Kit Mix 
12,5 µl  95 °C 15 s  

 

30 Zyklen Primer fw/rv je: (10 µM) 1,25 µl  55 °C  15 s 

   72 °C  10 s 

   4 °C  ∞  

CD19
cre/+

  352 bp CD19
+/+

  keine Bande 

  

Eµ-TCL1 PCR 

DNAse & RNAse freies H2O 9,0 µl  96 °C 3 min  

KAPA Mouse Genotyping 

Hot Start Kit Mix 
12,5 µl  95 °C 15 s  

 

30 Zyklen Primer fw/rv je: (10 µM) 1,25 µl  65 °C  15 s 

   72 °C  10 s 

   4 °C  ∞  

Eµ-TCL1
+/-

  350 bp Eµ-TCL1
-/-

  keine Bande 

 

LCK  PCR 

DNAse & RNAse freies H2O 7,75 µl  95 °C 3 min  

KAPA Mouse Genotyping 

Hot Start Kit Mix 
12,5 µl  95 °C 15 s 

 

 

35 Zyklen 

 

   61 °C  15 s 

   72 °C  15 s 

Primer fw/neo fw/rv je:  

(10 µM) 

1,25 µl 
 72 °C 1 min  

   4 °C  ∞  

LCK
-/-

 = LCK
neo/neo

  421 bp LCK
+/+

  292 bp 

 

Im Anschluss an die Amplifizierung wurden die PCR-Proben auf einem 1,5 %-Agarosegel 

aufgetrennt und in einer Geldokumentationskammer ausgewertet. Um die DNA-Banden 

sichtbar zu machen, wurde das Agarosegel mit MidoriGreen Farbstoff (1:10000) versetzt. 

 

2.2.2 Präparation der Organe 

Für die Präparation und anschließende Aufarbeitung der Organe wurden die Tiere mittels 

CO2 euthanasiert. Die Arbeitsschritte für die entsprechenden Organe werden im Folgenden 

detailliert beschrieben. 
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 Milz  2.2.2.1

Die Milzen wurden aus dem Abdomen freipräpariert in jeweils ein Gentle MACS C-Tube mit 

5 ml MACS-Puffer aufgenommen. Mittels des Programm m_spleen_04 des Gentle MACS 

erfolgte durch die Zerkleinerung die Herstellung einer Zellsuspension. Diese Zellsuspension 

wurde über 40 µm Zellsiebe filtriert und mit 10 ml MACS-Puffer gewaschen (300 x g, 5 min, 

4 °C). Vor durchflusszytometrischen Analysen wurden die Splenozyten mit einer 

Erythrozytenlyse behandelt. Hierfür wurde 1 ml Zellsuspension mit 9 ml Ammoniumchlorid-

Puffer vermischt und 30 s auf Eis inkubiert. Danach wurde sofort 40 ml MACS-Puffer 

zugegeben, um die Lyse zu stoppen. Abschließend wurden die Zellen zwei Mal mit frischem 

Puffer gewaschen (300 x g, 5 min, 4 °C) und zur FACS-Analyse eingesetzt. 

 Knochenmark 2.2.2.2

Femur und Tibia wurden von beiden Seiten der Hinterläufe entnommen und in kalten MACS-

Puffer gelegt. Nach dem Entfernen der Gelenkköpfe wurde das Knochenmark mit Hilfe einer 

Kanüle aus dem Knochen gespült. Die Zellen wurden vereinzelt und durch 40 µm Zellsiebe 

filtriert. Danach erfolgte die Lyse der Erythrozyten mit 9 ml Ammoniumchlorid-Puffer wie 

bereits für die Milz beschrieben. Am Ende wurden die Zellen zwei Mal mit frischem Puffer 

gewaschen (300 x g, 5 min, 4 °C) und zur FACS Analyse eingesetzt. 

2.2.3 Blutentnahme und Aufarbeitung 

 Blutentnahme 2.2.3.1

Für die Blutabnahme wurden die Tiere durch eine Inhalationsnarkose mittels Isofluran 

betäubt. Die Entnahme erfolgte retroorbital mittels Kapillare, das gewonnene Blut wurde in 

EDTA-Microvetten aufgenommen und bis zur weiteren Verarbeitung zwischengelagert. 

 Isolation der PBMCs 2.2.3.2

Die PBMCs wurden aus dem Blut mittels Erythrozytenlyse gewonnen. Für die Lyse wurden 

30 µl EDTA-Blut mit 270 µl Ammoniumchlorid-Puffer versetzt und die Erythrozyten unter 

Schütteln 10 min auf Eis lysiert. Anschließend erfolgte ein Zentrifugationsschritt (300 x g, 

5 min, 4 °C), woraufhin die Zellen zur zweiten Lyse in 100 µl Lysepuffer aufgenommen 

wurden. Nach weiteren 10 min Inkubation auf Eis wurde die Lyse mit 1 ml MACS-Puffer 

gestoppt und die Zellen bei 300 x g und 4 °C für 5 min zentrifugiert. Nach einem letzten 

Waschschritt mit 500 µl MACS-Puffer wurden die Zellen für anschließende Analysen 

verwendet. 
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2.2.4 Isolation und Kultivierung der B-Zellen 

 Negative magnetische Isolation der B-Zellen  2.2.4.1

Für die Negativ-Isolation von murinen B-Zellen wurden als Ausgangsmaterial Splenozyten, 

wie unter 2.2.2.1 beschrieben, vorbereitet. Die B-Zellen wurden hierfür mit dem Pan B Cell 

Isolation Kit nach Herstellerprotokoll isoliert. Dafür wurden im ersten Schritt je 1-2x108 Zellen 

mit dem Pan B Cell Biotin-Antibody Cocktail (CD4, CD11c, CD49b, CD90.2, Gr-1 und Ter-

119) für 5 min inkubiert und für weitere 10 min mit Anti-Biotin MicroBeads. Die Separation 

erfolgte über LS MACS Säulen im magnetischen Feld. Der Durchfluss enthielt die 

unmarkierten B-Zellen, welche für die weiteren Versuche eingesetzt wurden. 

 B-Zell-Rezeptor-Stimulation  2.2.4.2

Für die BCR-Stimulation wurden negativ isolierte B-Zellen (siehe 2.2.4.1) verwendet. Diese 

wurden á 1-2x107 Zellen/ml in B-Zellmedium aufgenommen. Zur Untersuchung der Anergie-

Signatur muriner CLL-Zellen wurden die Ansätze entweder unbehandelt inkubiert oder aber 

mit 10 µg/ml αIgM stimuliert. Außerdem wurden neben αIgM zu den jeweiligen Ansätzen 

auch 1 µm CsA, 1 µm FK506, 1 µm INCA oder 10 µm VIVIT zugegeben und nach 1 h oder 

6 h geerntet. 

2.2.5 Dichtegradientenzentrifugation der Splenozyten 

Hierfür wurde die Milz, wie unter 2.2.2.1 beschrieben, bis zur Erythrozytenlyse aufgearbeitet. 

Statt der Lyse wurde anschließend eine Dichtegradientenzentrifugation mittels Ficoll 

durchgeführt. Dafür wurde die Zellsuspension nach dem Zerkleinern der Milz auf ein 

Volumen von 30 ml mit PBS aufgefüllt. Danach wurde die Zellsuspension vorsichtig  auf 

15 ml Biocoll-Lösung überschichtet. Anschließend wurden die Lymphozyten durch eine 

Zentrifugation mit 563 x g bei Raumtemperatur für 20 min ohne Bremse separiert. Daraufhin 

konnten die Lymphozyten, welche sich in der Interphase des Ficolls befanden, abgenommen 

und in ein neues 50 ml Reaktionsgefäß überführt werden. Die Zellsuspension wurde mit 

50 ml PBS bei 361 x g für 5 min bei RaumTemperatur (RT) gewaschen. Nachdem der 

Überstand abgenommen wurde, erfolgte ein erneuter Zentrifugationsschritt mit 50 ml PBS 

bei 276 x g ebenfalls für 5 min bei RT. Nachdem der Überstand verworfen wurde, wurde der 

letzte Waschschritt mit 10 ml PBS mit 203 x g für 5 min bei RT durchgeführt. Nach der 

Aufnahme des Pellets in 1 ml MACS-Puffer wurde die Anzahl der gewonnen PBMCs mit 

Hilfe des Countess-Zählgerätes bestimmt. 
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2.2.6 RNA Isolation & cDNA Synthese 

Die RNA wurde mit Hilfe des RNeasy Plus Kits isoliert. Dafür wurden pelletierte Zellen 

verwendet, welche in 600 µl RLT-Puffer mit β-Mercaptoethanol lysiert wurden. Die RNA-

Isolation erfolgte nach Hersteller-Protokoll. Am Ende wurde die RNA in 30 µl RNase- & 

DNase freiem Wasser eluiert. Der RNA Gehalt und die Reinheit wurde mit dem Nanodrop 

bestimmt. 

 

Im Anschluss wurde die cDNA Synthese durchgeführt. Hierfür wurden bis zu 16 µl RNA 

(möglichst 1 µg, Minimum 1 pg) eingesetzt, falls nötig mit DNAse & RNAse freiem H2O 

aufgefüllt und 4 µl cDNA Super Mix zugegeben. Es folgte eine Inkubation für 5 min bei 25 °C 

und die cDNA-Synthese bei 42 °C für 30 min. Am Ende wurde die Reaktion bei 85 °C für 

5 min inhibiert und die Proben bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert. 

2.2.7 Quantitative Realtime-PCR (qRT-PCR)  

Die Bestimmung der verschiedenen Genexpressionen erfolgte durch eine Quantitative 

RealTime-PCR (qRT-PCR). Hierfür wurde der Roche Light Cycler 480 mit 96-well Platten 

verwendet. Der PerfeCTa Quanta SYBR Green FastMix wurde nach dem folgenden Schema 

mit den verwendeten Primern versetzt und in die 96-well Platte vorgelegt. Die cDNA wurde 

mit RNase freiem Wasser nach Pipettierschema verdünnt und zum vorgelegten Mastermix 

pipettiert. Die Platte wurde vor der Messung mit einer selbstklebenden Folie verschlossen 

und bei 300 x g für 1 min zentrifugiert. Die Messung der Proben erfolgte nach dem 

angegeben PCR-Programm und wurde anschließend mit der Lightcycler Software (Roche) 

analysiert. 

 

Tab. 2: Zusammensetzung des DNA- und Primer-Mix und verwendetes RT-PCR-Programm 

cDNA Ansatz  PerfeCTa Quanta SYBR Green FastMix Ansatz 

cDNA 1 µl  Mastermix 10 µl 

DNAse & RNAse freies H2O 8 µl  Primer fw/rv 1 µl 

Gesamtvoulumen. pro Well 9 µl  
Gesamtvolumen 

pro Well 
11 µl 

PCR Programm 

Taq Aktivierung 95 °C 30 s  

Amplifikation 
95 °C 5 s 

40 Zyklen 
60 °C 30 s 

Schmelzkurve 60-95 °C 15 s  

Kühlen 40 °C 30 s  
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2.2.8 Proteinisolation 

Zur Isolation des Gesamtproteins wurden 2x107 pelletierte Zellen verwendet. Diese wurden 

mit 100 µl Lysepuffer resuspendiert. Der Lysepuffer wurde zuvor mit Cell Lysis Buffer (10X)  

und  HALT Protease/Phosphatase Inhibitor (100X) in destilliertem Wasser angesetzt. Die 

resuspendierten Zellen wurden für 10 min auf Eis inkubiert.  Danach folgten zwei 

Inkubationen für 5 min im Ultraschall-Wasserbad, zwischen denen die Proben 2 min auf Eis 

gelagert wurden. Um die isolierten Proteine vom Zelldebris zu trennen, wurde das Lysat 

anschließend mit 15700 x g für 10 min bei 4 °C zentrifugiert und der Überstand in ein neues 

Eppendorf-Gefäß überführt und bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert. 

2.2.9 Proteinbestimmung nach Bradford 

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde ein Bradford-Assay mit Hilfe der Roti®-

Nanoquant Lösung durchgeführt. Die Konzentrationsbestimmung wurde in einer 96-well 

Flachbodenplatte durchgeführt und pro Well 49 µl ddH2O vorgelegt. Die Proteinlysate 

wurden 1:5 mit ddH2O vorverdünnt und es wurde je 1 µl der verdünnten Proteinlösung und 

der Eichgeraden pro Well hinzugegeben. Zur Herstellung der Roti®-Nanoquant 

Arbeitslösung wurde eine 1:5 Verdünnung in ddH2O angefertigt. Pro Well wurden 200 µl 

Roti®-Nanoquant Arbeitslösung zugegeben und die Reaktion 5 min bei Raumtemperatur 

inkubiert. Anschließend wurde die Farbreaktion mit dem ELISA-Reader bei 590 nm und 

450 nm detektiert und der Quotient der Absorptionen bei 590 nm und 450 nm zur 

Bestimmung der Proteinkonzentration verwendet. 

 

Tab. 3: Verwendeter Proteinkonzentration-Standard 

 

 

 

 

 

 

2.2.10 Sodium-Dodecyl-Sulfat Polyacrylamid Gelelektrophorese 

(SDS-PAGE) 

Die Auftrennung der Proteine wurde durch eine Sodium-Dodecyl-Sulfat PolyAcrylamid 

GelElektrophorese (SDS-PAGE) erreicht. Hierfür wurden Bolt® 4-12 % Bis-Tris Gele 

verwendet. Die Bolt® Mini Gel-Laufkammer wurde mit 400 ml 1X MES-Laufpuffer befüllt und 

die Bis-Tris Gele nach Anleitung installiert. Die Menge des benötigten Proteinlysates wurde 

NEB Cell Lysis Buffer-Eichgerade 

0 mg/ml 0,5 mg/ml  

0,0625 mg/ml 1 mg/ml  

0,125 mg/ml 2 mg/ml  

0,25 mg/ml 4 mg/ml 
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berechnet und die Proben nach Tab. 4 hergestellt. Dafür wurden die Proteinlösungen mit 

LDS-Ladepuffer und dem Reducing Agent versetzt und auf 70 °C für 10 min erhitzt. 

Anschließend wurden die Gele mit den Proben und 3-5 µl des Proteinstandards beladen. Die 

Auftrennung erfolgte bei 165 V für 45-50 min. 

 

Tab. 4: Pipettierschema der Proteinproben für die SDS-Page 

Gesamt Vol. 10 µl 20 µl 30 µl 40 µl 50 µl 60 µl 

LDS-Puffer 2,5 µl 5 µl 7,5 µl 10 µl 12,5 µl 15 µl 

Reducing Agent 1 µl 2 µl 3 µl 4 µl 5 µl 6 µl 

Protein + H2O max. 6,5 µl max. 13 µl max. 19,5 µl max. 26 µl max. 32,5 µl 

32,5µl µl 

max. 39 µl 

 

2.2.11 Western Blot  

Die mittels SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden mit dem iBlot® Gel Transfer System 

auf eine Nitrozellulose-Membran übertragen. Der Aufbau der Blotting Apparatur erfolgte nach 

Herstellerangaben. Zur Übertragung der Proteine wurde das Geräteprogramm P0 (siehe 

Tab. 5) verwendet. Um die Übertragung der Proteine zu verbessern, wurden die Gele vor der 

Übertragung für 10 min in 20 % Ethanol inkubiert. 

 

Tab. 5: Verwendetes Blotting-Programm 

Programm Spannung Dauer insgesamt 

P0 

20 V – 1 min 

23 V – 4 min 

25 V – verbleibende Zeit 

7 min 

 

Danach erfolgte das Blockieren mit 20 ml Odyssey™ Blocking Puffer 1:2 in TBS verdünnt. 

Nach mind. 1-3 h Inkubation wurde der Blocking Puffer entfernt und 10 ml der 

Primärantikörper-Lösung nach Tab. 6 und Tab. 7 zugegeben und über Nacht unter leichtem 

Schütteln im Kühlraum inkubiert. Am nächsten Tag wurde die Primär-AK Lösung entfernt und 

die Membran 4x für 5 min unter Schütteln mit TBS-T (0,2% Tween 20) gewaschen. Danach 

wurde die Sekundär-AK Lösung nach Tab. 6 und Tab. 8 zugegeben und für 1 h bei 

Raumtemperatur inkubiert. Abschließend wurde die Membran erneut vier Mal für 5 min mit 

TBS-T (0,1 % Tween 20) und einmal mit TBS gewaschen und anschließend bei 50 °C im 

Wärmeschrank getrocknet. Nach dem Trocknen wurde die Membran mit dem ODYSSEY® 

Imaging System analysiert. 
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Tab. 6: Zusammensetzung der Antikörperlösungen für Western Blot 

Primärantikörper-Lösung Sekundärantikörper-Lösung 

Odyssey™ Blocking Puffer 5 ml Odyssey™ Blocking Puffer 10 ml 

TBS 5 ml PBS 10 ml 

0,2 % Tween-20 20 µl 0,2 % Tween-20 40 µl 

0,01 % NaN3 (10 %) 10 µl 0,02 % SDS (10 %) 40 µl 

 

Tab. 7: Verdünnung der Primärantikörper für Western Blot 

Primär-Antikörper Verdünnung  

NFAT1 (m-mouse) 1:1000  

NFAT2 (m-mouse) 1:2000  

β-Aktin (m-rabbit) 1:5000  

GAPDH (m-mouse) 1:1000  

LCK (poly-rabbit) 1:1000  

Cofilin (p-rabbit) 1:1000  

 

Tab. 8: Verdünnung der Sekundärantikörper für Western Blot 

Sekundär-Antikörper Verdünnung 

α-mouse 800CW 1:20000 

α-mouse 680LT 1:15000 

α-rabbit 800CW 1:20000 

α-rabbit 680 1:15000 

 

2.2.12 Mikroskopie (Immunfluoreszenz-Färbung) 

 Vorbereitung der Objektträger 2.2.12.1

Für die Immunfluoreszenz wurden PBMCs aus extrahiertem murinen Blut gewonnen. Dazu 

wurden 100 µl Blut mit 1 ml Erythrozytenlysepuffer versetzt und für 5 min auf Eis inkubiert. 

Es folgte ein Zentrifugationsschritt mit 400 x g für 5 min bei 4 °C. Nach Verwerfen des 

Überstandes wurde das Zellpellet mit 1 ml MACS-Puffer für 5 min mit 400 x g bei 4 °C 

gewaschen. Im Anschluss folgte die Bestimmung der Zellzahl in 1 ml MACS-Puffer mittels 

Countess Zählgerät. Danach wurden 2x106 Zellen für 5 min mit 400 x g bei 4 °C pelletiert 

und in 500-600 µl PBS aufgenommen. Mittels Zytospin-Zentrifuge wurden die Zellen auf 

Objektträger aufgebracht. Hierzu wurden 100 µl der Zellsuspension mit 800 rpm für 2 min 

zentrifugiert und 3 min in Aceton fixiert. Die Objektträger wurden dann bis zur weiteren 

Verarbeitung bei -80 °C gelagert. 
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 Immunfluoreszenz-Färbung 2.2.12.2

Zur Färbung wurden die Objektträger aufgetaut und getrocknet. Daraufhin wurden die 

Zellpellets mit einem Fettstift umrandet und kurz in PBS gewaschen. Es folgte das 

Permeabilisieren der Zellen für 8 min mit 0,2 % TritonX. Nach einem Waschschritt mit PBS 

wurden mit 100 µl 5 % BSA/PBS 1 h bei RT blockiert. Daraufhin wurde die Blockierlösung 

abgekippt, der Primärantikörper nach Tab. 9 in 1 % BSA/PBS verdünnt und je 100 µl pro 

Zytospin-Probe zugegeben. In einer Feuchtigkeitskammer wurden die Objektträger dann bei 

4 °C über Nacht mit dem Primärantikörper inkubiert. 

 

Tab. 9: Verdünnung der Primärantikörper für Immunfluoreszenz-Färbung 

Primär-Antikörper Verdünnung 

α-LCK 1:50 

α-LYN 1:100 

α-CD79a (mouse) 1:200 

α-CD79a (rabbit) 1:100 

 

Am folgenden Tag wurde die Primärantikörper-Lösung verworfen und die Objektträger zwei 

Mal 10 min und einmal 5 min mit PBS gewaschen. Anschließend wurde der entsprechende 

Sekundärantikörper (goat-anti-mouse-FITC, oder anti-rabbit-TexasRed, jeweils 1:50) in 

1 %iger BSA/PBS-Lösung mit DAPI (1:5000) aufgenommen und 1-1,5 h lichtgeschützt bei 

RT inkubiert. Die folgenden Schritte erfolgten ebenfalls lichtgeschützt in einer 

Feuchtigkeitskammer. So wurden die Zytospins zwei Mal für 10 min in PBS gewaschen und 

danach für 5 min in Aqua dest. gewaschen. Nach der Trocknung der Objektträger wurde 

vorsichtig ein Tropfen Mounting-Medium aufgetropft und für 24 h bei 4 °C ausgehärtet. Bis 

zur Analyse wurden die Objektträger bei 4 °C im Dunkeln gelagert. 

 

2.2.13 Proximitäts-Ligations-Assay (Duolink-Analyse) 

 Stimulation und Vorbereitung der Objektträger 2.2.13.1

Die Zellen für das Proximitäts-Ligations-Assay (Duolink-Analyse) wurden, wie zuvor in 

2.2.12.1 beschrieben, einer Erythrozytenlyse unterzogen. Nach dem Waschen der Zellen 

erfolgte eine Aufnahme in 100 µl B-Zell-Medium und im Falle einer Stimulation eine Zugabe 

von 20 µg/ml αIgM sowie eine Inkubation für 10 min bei 37 °C. Unstimulierte Zellen wurden 

direkt in kaltem PBS für 5 min mit 400 x g bei 4 °C gewaschen. Nach der Stimulation wurde 

1 ml kaltes PBS zugegeben und für 5 min mit 400 x g bei 4 °C gewaschen. Dann wurden die 

Zellen für 5 min mit 400 x g bei 4 °C pelletiert und in 500-600 µl PBS aufgenommen. Mittels 
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Zytospin-Zentrifuge wurden die Zellen auf Objektträger aufgebracht. Hierzu wurden 100 µl 

der Zellsuspension mit 800 rpm für 2 min zentrifugiert und 3 min in Aceton fixiert. Die 

Objektträger wurden dann bis zur weiteren Verarbeitung bei -80 °C gelagert. 

 Färbung für Duolink-Experimente 2.2.13.2

Die Zellen wurden, wie in 2.2.13.1 beschrieben, gewaschen und permeabilisiert. Nachdem 

die Objektträger kurz in PBS gewaschen wurden, erfolgt die Duolink-Färbung. Hierfür 

wurden die Zytospins zuerst mit 100 µl Blocking Solution für 30 min in einer 

Feuchtigkeitskammer bei 37 °C inkubiert. Danach wurde die Blocking Solution verworfen. 

Anschließend wurden die beiden Primärantikörper (Nr. 1 und Nr. 2) wie in Tab. 10 

beschrieben in der Antibody-Diluent-Lösung kombiniert und verdünnt und 100 µl pro Zytospin 

zugegeben. Bei 4 °C erfolgte über Nacht eine Inkubation in einer Feuchtigkeitskammer. 

 

Tab. 10: Kombination und Verdünnung der Primärantikörper für Duolink-Experimente 

Primär-Antikörper Nr. 1 Verdünnung  Primär-Antikörper Nr. 2 Verdünnung 

CD79α (rabbit mAb) 1:100  LYN (mouse mAb) 1:100 

CD79α (mouse mAb) 1:100  LCK (rabbit mAb) 1:50 

 

Am folgenden Tag wurde die Primärantiköperlösung verworfen und die Objektträger zwei 

Mal 5 min in 1X Wash Buffer A gewaschen. Die Oligonukleotid-gekoppelten 

Sekundärantiköper (PLA plus und PLA minus) wurden 1:5 in Antibody Diluent verdünnt, auf 

die Zytospins gegeben und für 1 h bei 37 °C in einer Feuchtigkeitskammer inkubiert. Danach 

wurde die Lösung mit den Sekundärantikörpern verworfen. Die Objektträger wurden zwei 

Mal 5 min in 1X Wash Buffer A gewaschen. Im Anschluss wurde eine 1:5 Ligations-Lösung 

mit ddH2O angesetzt, welche nach Zugabe der Ligase (1:40 in der Ligations-Lösung) auf die 

Proben gegeben wurde. Nach einer 30 min Inkubation bei 37 °C in einer 

Feuchtigkeitskammer wurde die Ligations-Lösung abgekippt. Daraufhin wurden die 

Objektträger zwei Mal 2 min in 1X Wash Buffer A gewaschen. Es folgte das Ansetzen der 1:5 

Amplifikations-Lösung, in der die Polymerase 1:80 verdünnt wurde. Diese Mischung wurde 

auf die Zytospins gegeben und für 100 min bei 37 °C in einer Feuchtigkeitskammer inkubiert. 

Im Folgenden wurde die Amplifikations-Polymerase-Lösung verworfen und die Objektträger  

zwei Mal 10 min in 1X Wash Buffer B sowie einmal 1 min in 0,01X Wash Buffer B 

gewaschen. Die Objektträger wurden anschließend bei RT im Dunkeln getrocknet. 

Abschließend wurde Duolink in situ Mounting Medium mit DAPI auf die Proben gegeben. 

Nach Auflegen von Deckgläschen wurden die Proben mit Nagellack versiegelt und nach 

15 min Inkubation mikroskopiert. Die Lagerung der Objektträger erfolgte bei -20 °C im 

Dunkeln. 



2 MATERIAL & METHODEN 

2.2 Methoden 

- 54 - 

 

2.2.14 Chromatin Immunopräzipitation (ChIP) 

 Stimulation und Fixierung der Zellen 2.2.14.1

Für die ChIP-Experimente wurden Zellen der Jurkat-Zelllinie oder aus CLL-Patienten 

gewonnene PBMCs verwendet. Hierfür wurden die Zellen einmal in dem entsprechenden 

Kulturmedium (RPMI + 10 % FCS + 1 % P/S bei Jurkat-Zellen und B-Zellmedium für 

CLL-Zellen) bei 4 °C mit 203 x g für 5 min gewaschen. Danach wurden die Zellen á 

2x107 Zellen/ml in Kulturmedium aufgenommen und mit 20 ng/ml PMA und 0.75 μg/ml 

Ionomycin für 16 h inkubiert. 

Im Anschluss an die Inkubation wurden die Zellen für 5 min bei 203 x g zentrifugiert, der 

Überstand verworfen und das Zell-Pellet in 500 µl PBS aufgenommen. Nach Zugabe von 

13,5 µl 37 % Formaldehyd erfolgte eine Fixierung für 2,5 min bzw. 5 min bei RT. Die 

Fixierung wurde durch 57 µl Glycin-Lösung abgestoppt. Daraufhin erfolgte eine  

Zentrifugation bei 4 °C mit 500 x g für 5 min. Nach der Abnahme des Überstandes wurde das 

Pellet zwei Mal mit 1 ml PBS für 5 min bei 4 °C mit 200 x g gewaschen. 

 Sonifikation der Zellen 2.2.14.2

Nachfolgend wurden die Zellen mittels iDEAL ChIP seq Kit von Diagenode nach 

modifizierten Herstellerangaben lysiert. So wurden die Jurkat-Zellen vor der Lyse 10 s in 

flüssigem Stickstoff behandelt. Das Zellpellet wurde in 5 ml iL1 resuspendiert und für 10 min 

unter Schütteln auf Eis inkubiert. Es folgte ein Zentrifugationsschritt mit 500 x g für 5 min bei 

4 °C. Der Überstand wurde abgenommen und das Zellpellet in 5 ml Lysepuffer iL2 

aufgenommen. Nach einer Inkubation für 10 min auf Eis unter Schütteln wurden die Zellen   

bei 500 x g für 5 min mit 4 °C zentrifugiert. Der Überstand wurde vorsichtig verworfen und die 

Zellen in 140 µl Shearingpuffer iS1 mit Proteinaseinhibitor aufgenommen. Nach 10 min 

Inkubation auf Eis wurde die Zellsuspension in Sonicator-Gefäße überführt. 

Daraufhin wurde das Chromatin-Shearing für 7,5 min (Patientenproben) oder 10 min (Jurkat-

Zellen) im Ultrasonicator M220 mit einer durchschnittlichen Leistung von 9.375 W 

durchgeführt, um 200–500 bp große DNA-Fragmente zu erhalten. Abschließend wurden die 

Proben mit 15700 x g für 10 min bei 4 °C zentrifugiert und der Überstand in einem frischen 

1,5 ml-Reaktionsgefäß gesammelt. Um die Qualität des gescherten Chromatins und die 

tatsächliche Bandengröße festzustellen, wurde eine Gelelektrophorese durchgeführt. Die 

Proben wurden bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert. 

 Immunopräzipitation und DNA-Isolation 2.2.14.3

Die Immunpräzipitation wurde mithilfe des iDEAL ChIP seq kit und angepassten 

Herstellerangaben durchgeführt. Zu Beginn wurden 20 µl magnetische Protein-A-Beads 5X 
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in 1X ChIP-Puffer iC1 gewaschen. Anschließend wurden die ChIP-Reaktionen wie in Tab. 11 

angegeben angesetzt. Es wurden 10 µg des anti-NFAT2-Antikörper 7A6 sowie 2,5 µg des 

Isotyp-Antikörpers zugegeben. 

 

Tab. 11: Zusammensetzung der ChIP-Reaktionen 

Primär-Antikörper Volumen [µl] pro IP 

5 % BSA 6 

100X Halt Protease Inhibitor 1:100 

5X ChIP-Puffer iC1 56 

geschertes Chromatin 15 

Protein-A-Beads 20 

ChIP seq Wasser 170 - x 

Antikörper (anti-NFAT2 oder Isotyp) x 

 

Der Reaktions-Mix wurde über Nacht bei 4 °C auf einem Rotator inkubiert. Am Folgetag 

wurden die Reaktionsgefäße zentrifugiert, für 1 min im magnetischen Rack inkubiert und der 

Überstand verworfen. Anschließend wurden die magnetischen Beads in 350 µl iW1-, iW2-, 

iW3- und iW4-Waschpuffer für je 5 min bei 4 °C auf einem Rotator gewaschen. Nach einer 

Inkubation für 1 min im magnetischen Rack und der Abnahme des Überstandes wurden die 

Schritte mit dem folgenden Waschpuffer wiederholt.  

Nach dem letzten Waschschritt wurden die Beads in 100 µl Elutionspuffer iE1 aufgenomen 

und für 30 min auf einem Rotator inkubiert. Die Proben wurden kurz anzentrifugiert und 

1 min im magnetischen Rack platziert. Daraufhin wurde der Überstand in ein neues 

1,5 ml-Reaktionsgefäß überführt und mit 4 µl Elutionspuffer iE2 versetzt. Für die Input-

Kontrolle wurde 1 µl geschertes Chromatin mit 99 µl Elutionspuffer iE1 und 4 µl 

Elutionspuffer iE2 gemischt. Anschließend wurden die Proben für 4 h bei 65 °C und 

1300 rpm im Thermomixer inkubiert. Nach diesem Schritt wurden 100 µl 100 % Isopropanol 

und 10 µl magnetische iPure2-Beads hinzugefügt und diese Mischung für 1 h bei RT in 

einem Rotator inkubiert. Im Anschluß an die Inkubation wurden die Proben zentrifugiert und 

1 min im magnetischen Rack ruhen gelassen. Der Überstand wurde verworfen und die 

Beads in 100 µl Waschpuffer 1 resuspendiert. Es folgte nach dem Invertieren der 

Reaktionsgefäße für 5 min bei RT eine Inkubation auf einem Rotator. Dieser Schritt wurde 

mit dem Waschpuffer 2 wiederholt. Um die präzipitierte DNA zu eluieren, wurden die Beads 

nach 1 min Inkubation im magnetischen Rack und Abnahme des Überstandes in 55 µl 

Elutionspuffer (Buffer C) für 15 min bei RT auf einem Rotator inkubiert. Die Proben wurden 

zentrifugiert, 1 min im magnetischen Rack inkubiert und der Überstand in frische 
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5 ml-Reaktionsgefäße überführt. Die Proben wurden bis zur weiteren Verwertung bei -20 °C 

gelagert. 

 qRT-PCR 2.2.14.4

Die Detektion der NFAT2-Zielgene in CLL-Zellen erfolgte durch eine qRT-PCR. Hierfür 

wurde der Roche Light Cycler 480 mit 96-Well-Platten verwendet. Eine Verdünnungsreihe 

der Input-Kontrolle wurde zur Kalkulation der relativen Anreicherung verwendet. Der 

PerfeCTa Quanta SYBR Green FastMix wurde nach dem folgenden Schema mit den 

verwendeten Primern versetzt und in die 96-Well-Platte vorgelegt. Die präzipitierte DNA 

wurde zum vorgelegten Mastermix pipettiert. Die Platte wurde vor der Messung mit einer 

selbstklebenden Folie verschlossen und bei 300 x g für 1 min zentrifugiert. Die Messung der 

Proben erfolgte nach dem angegeben PCR-Programm und wurde anschließend mit der 

Lightcycler Software (Roche) analysiert. 

 

Tab. 12: Zusammensetzung des DNA- und Primer-Mix und verwendetes RT-PCR-Programm 

cDNA Ansatz  
PerfeCTa Quanta SYBR Green FastMix 

Ansatz 

Präzipitierte DNA  

(NFAT2-Probe oder Negativ-Kontrolle)  
9 µl  Mastermix 10 µl 

Ges. pro Well 9 µl  
Primer (CD40L, IL-2 oder  LCK) 

fw/rv 
1 µl 

   Ges. pro Well 11 µl 

 

 

PCR Programm 

Taq Aktivierung 95 °C 30 s  

Amplifikation 
95 °C 5 s 

40 Zyklen 
60 °C 30 s 

Schmelzkurve 60-95 °C 15 s  

Kühlen 40 °C 30 s  

 

2.2.15 Durchflusszytomtrie 

Die verwendeten Zellen wurden, wie in 2.2.3 beschrieben, mittels Erythrozytenlyse präpariert 

und mit dem FACS Canto II analysiert. Die Daten wurden anschließend mit der FlowJo 

Version 10 Software analysiert. 
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 MHC-Oberflächenfärbung 2.2.15.1

Die Detektion der MHC-Expression erfolgte mittels Durchflusszytometrie. Hierzu wurden 0,5-

1x106 Zellen in 50 µl MACS-Puffer aufgenommen und der Primärantikörpermix nach 

Pipettierschema zugegeben. Nach einer Inkubation für 30 min auf Eis wurden die Zellen 

einmal mit MACS-Puffer gewaschen (300 x g, 5 min, 4 °C). Im Anschluss wurde der 

Sekundärantiköper zugegeben und für 60 min bei 4 °C inkubiert. Vor der Analyse wurden die 

Zellen zweimal mit MACS-Puffer gewaschen (300 x g, 5 min, 4°C). 

 

Tab. 13: Zusammensetzung der Antikörperlösung für die MHC-Oberflächenfärbung 

MHC-Oberflächen Panel 

1. AK [µl] 2. AK [µl] 

CD19-PECy7 0,4 Alexa-Flour 488 α-mouse 0,1 

CD3e-FITC 0,3   

IgM-PE 0,5   

CD5-APC 0,5   

B220-eFluor605 1,25   

MHC I (20-8-4S) 0,5   

7-AAD 2   

 

 Färbung der CLL-Zellen 2.2.15.2

Zur Färbung wurden ca. 0,5-1x106 Zellen in 50 µl MACS-Puffer verwendet. Der 

Antikörpermix wurde nach Pipettierschema zugegeben und die Zellen 30-60 min auf Eis 

inkubiert. Anschließend wurden die Zellen zweimal mit MACS-Puffer gewaschen (300 x g, 

5 min, 4 °C). 

 

Tab. 14: Zusammensetzung der Antikörperlösung für die Färbung der CLL-Zellen 

CLL Panel  

1. AK [µl]     

CD19-PECy7 0,4     

CD3e-FITC 0,3     

IgM-PE 0,5     

CD5-APC 0,5     

B220-eFluor605 1,25     

7-AAD 2  
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 Zellzyklusanalyse 2.2.15.3

Die Zellzyklusanalyse wurde durch ein in vivo BrdU-Labeling mit dem APC BrdU Flow Kit 

durchgeführt. Dafür wurde den Tieren 200 µl einer 10 mM BrdU-Lösung IntraPeritoneal (i.p.) 

injiziert. Anschliesend wurden die Tiere nach 24 h euthanasiert und die Organe untersucht. 

Die Zellen wurden wie unter 2.2.2 und 2.2.3 beschrieben präpariert und für die FACS-

Färbung vorbereitet. Die Antikörper wurden nach Pipettierschema und wie unter 2.2.15.2 

beschrieben für das Staining der CLL-Zellen eingesetzt. Anschließend wurden die Zellen zur 

Permeabilisierung in 100 µl Cytofix/Cytoperm Puffer aufgenommen und 30 min auf Eis 

inkubiert. Nach einem Waschschritt mit 100 µl Perm/Wash Puffer (300 x g, 5 min, 4 °C) folgte 

ein weiterer Permeabilisationsschritt mit 100 µl Cytoperm Plus Puffer für 10 min auf Eis. 

Nach einem weiteren Waschritt mit Perm/Wash Puffer  (300 x g, 5 min, 4 °C) wurde auf Eis 

100 µl Cytofix/Cytoperm Puffer für 5 min zugegeben. Nach dem Waschschritt (300 x g, 

5 min, 4 °C) schloss sich ein DNase-Verdau mit 50 µl DNase (300 µg/ml) in Perm/Wash 

Puffer an. Die Reaktion wurde für 1 h bei 37 °C inkubiert. Die DNase wurde mit einem 

Waschschritt (300 x g, 5 min, 4 °C) entfernt und das inkorporierte BrdU mit einem BrdU-

Antikörper markiert. Dafür wurde 1 µl BrdU-AK in 50 µl Perm/Wash Puffer verwendet und 

20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dem letzten Waschschritt (300 x g, 5 min, 4 °C) 

wurden die Zellen in MACS-Puffer aufgenommen. Um den DNA-Gehalt zu bestimmen, 

wurden vor der Messung 5 µl 7-AAD Lösung hinzugegeben. 

 

Tab. 15: Zusammensetzung der Antikörperlösungen für das BrdU-Assay 

BrdU Panel 

1. AK [µl] Intrazelluläre AK [µl] 

CD19-FITC 0,5 BrdU-APC 1,0 

IgM-PE 0,5   

CD5-eFlour450 0,5   

 

  Annexin V Färbung 2.2.15.4

Um den Anteil an apoptotischen Zellen zu bestimmen, wurde eine AnnexinV-Färbung mit 

dem AnnexinV: PE Apoptosis Detection Kit I durchgeführt. Dafür wurden ca. 0,5-1x106 Zellen 

in 50 µl Annexin Binding Puffer eingesetzt und die Antikörper nach Pipettierschema zugeben. 

Die Inkubation erfolgte dann für 15 min bei Raumtemperatur. Vor der Analyse wurden die 

Zellen einmal mit Bindung Puffer gewaschen (300 x g, 5 min, 4 °C). 
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Tab. 16: Zusammensetzung der Antikörperlösungen für das Annexin-Assay 

Annexin V Panel 

1. AK [µl] 

CD3e-FITC 0,3 

7-AAD 1,0 

CD19-PECy7 0,25 

CD5-APC 0,6 

Annexin V-PE 2,0 

 

 Ca2+-Flux-Messung mittels FuraRed 2.2.15.5

Für die Ca2+-Mobilisations-Experimente wurden Splenozyten verwendet, welche mittels Ficoll 

isoliert (siehe 2.2.5) und extrazellulär gefärbt wurden. Dabei wurden die Zellen á 

2x107 Zellen/ml in Medium 1 aufgenommen. Daraufhin erfolgte die Beladung mit FuraRed für 

25 min bei 30 °C unter leichtem Schütteln im Dunkeln. Anschließend wurde 1 ml Medium 2 

zugegeben und für 10 min bei 37 °C im Dunkeln inkubiert. Nach der Zugabe von 3 ml 0 mM 

Ca2+ Ringer folgte eine Zentrifugation mit 203 x g für 5 min. Die Zellen wurden dann mit 2 ml 

0 mM Ca2+ Ringer mit 203 x g für 5 min gewaschen. Die folgende Antikörper-Färbung wurde 

in 1 ml Medium 1 nach dem angegebenen Schema durchgeführt (vgl. Tab 17). Im Anschluß 

an eine Inkubation für 20 min wurden die Proben bei 203 x g für 5 min zentrifugiert. Es folgte 

ein Waschschritt mit 4 mM Ca2+ Ringer bei 203 x g für 5 min. Für die Messung wurden die 

Zellen in 1 ml 4 mM Ca2+ Ringer aufgenommen und jeweils 250 µl eingemessen. Während 

des Einmessens erfolgte auch die Stimulation mithilfe von 10 µg αIgM sowie mit Ionomycin 

als Positivkontrolle. 

 

Tab. 17: Zusammensetzung der Antikörperlösungen für die Messung des Calcium-Einstroms 

 

 

 

 

2.2.16 Histologische Analyse 

 Paraffin-Einbettung der Organe 2.2.16.1

Die Tiere der verwendeten Kohorten wurden euthanasiert und die Milz wie beschrieben 

präpariert. Anschließend wurde die Milz in Einbettkassetten eingebracht und für 10 min in 

Ca
2+

 Panel  FuraRed Beladung 

1. AK [µl]   [µl] 

CD19-FITC 2,5  Medium 1 1000 

CD5-APC 3,0  FuraRed (1 µM) 10,0 

   Pluronic (0,02 %) 1,0 
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PBS Lösung gewaschen. Danach wurden die Organe in 4 %iger Formalin-Lösung fixiert und 

bis zur Einbettung gelagert. Die Einbettung der Proben in Paraffin wurde im Institut für 

Pathologie des Universitätsklinikums Tübingen durchgeführt. Nach dem Einbetten wurden 

5 µm Gewebeschnitte am Mikrotom angefertigt und diese auf Objektträger aufgebracht. Im 

Anschluss wurden die Schnitte getrocknet und eine Färbung mittels Hämatoxylin/Eosin 

(H & E Färbung) durchgeführt. 

 H & E Färbung 2.2.16.2

Die Paraffinschnitte wurden vor der Färbung drei Mal für 3 min mit Roticlear behandelt. 

Anschließend wurde die Hämatoxylin-Färbung in einer absteigenden Alkoholreihe (siehe 

Tab. 18) durchgeführt. Danach wurden die Gewebeschnitte mit H2O gewaschen. Die Eosin-

Färbung wurde nach dem angegeben Schema angefertigt und die Objektträger mit 70 % 

Ethanol gewaschen. Abschließend wurden die Paraffinschnitte mit einer aufsteigenden 

Alkoholreihe dehydratisiert (siehe Tab. 18) und drei Mal für 3 min mit Roticlear fixiert. Vor der 

Auswertung im Mikroskop wurden die Paraffinschnitte mit Neomount Eindeckmedium 

eingedeckt und getrocknet. 

 

Tab. 18: Färbeschema für die histologischen Analysen 

 

 

 

 

 

 

 

Hämatoxylin-Färbung 

Roticlear/EtOH (1:2) 1 min 

100 % Ethanol 1 min 

100 % Ethanol 1 min 

70 % Ethanol 1 min 

50 % Ethanol 1 min 

Hämatoxylin 30 s 

Eosin-Färbung 

50 % Ethanol 1 min 

70 % Ethanol 1 min 

0,5 % Eosin 30-60 s 

Dehydrierung 

70 % Ethanol 1 min 

100 % Ethanol 1 min 

100 % Ethanol 1 min 

Roticlear/EtOH (1:2) 1 min 
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3 ERGEBNISSE 

Teile der hier gezeigten Ergebnisse wurden zuvor in Publikationen verwendet. Die 

entsprechenden Publikationen sind in den betreffenden Abbildungen vermerkt, ebenso ob 

die Abbildungen modifiziert wurden. Die gezeigten Daten wurden dabei sowohl im Falle von 

Märklin et al., Nat Commun, 2017 (doi:10.1038/s41467-017-00830-y) (Nutzung nach CC BY 

4.0, https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/legalcode) als auch im Falle von Fuchs et 

al., J Vis Exp, 2018 (doi:10.3791/58270) vom Autor dieser Arbeit generiert.     

3.1 Die Rolle von NFAT2 in der Anergie von CLL-Zellen 

3.1.1 NFAT2 steuert die Expression von Anergie-Genen 

Im Rahmen einer aktuellen Studie konnte unsere Arbeitsgruppe zeigen, dass die Deletion 

von NFAT2 im TCL1-Modell zu einer Akzelerierung der CLL sowie zu einem verringerten 

Überleben führt40. Zudem ist bekannt, dass das BCR-Signaling eine entscheidende Rolle in 

der CLL spielt. Nachdem bereits zuvor spekuliert wurde, dass die Anergie in CLL-Zellen von 

Bedeutung ist und eine Reduktion Anergie-assoziierter Gene mittels Microarray durch unsere 

Arbeitsgruppe detektiert wurde, konnte der zugrundeliegende Mechanismus aufgeklärt 

werden37,40,140. 

 

Hierzu wurden CLL-Zellen aus 20 Wochen alten TCL1-Mäusen isoliert und mittels negativer 

Selektion aufgereinigt. Anschließend wurden die Zellen für 1 h oder 6 h inkubiert und mit 

αIgM stimuliert. Zudem wurden die Inhibitoren Cyclosporin A (CsA), Tacrolimus (FK506) 

sowie das VIVIT-Peptid eingesetzt. Dabei inhibieren CsA und FK506 die Funktion von 

Calcineurin und dadurch indirekt NFAT, während VIVIT NFAT direkt durch die kompetitive 

Bindung von Calcineurin inhibiert. Die finale Analyse der Zellen erfolgte nach der Isolation 

der RNA mittels qRT-PCR. 

 

Die Ergebnisse der Analyse sind in Abb. 12 dargestellt. Zur Überprüfung des Ansatzes 

wurde zuerst der autoregulatorische Mechanismus von NFAT2 untersucht. So konnte 

festgestellt werden, dass im Falle der BCR-Stimulation die Expression von NFAT2 deutlich 

erhöht wird, während die Inkubation mit verschiedenen Inhibitoren für 1 h eine signifikante 

Verringerung der NFAT2-Expression zur Folge hatte. Zudem gelang durch dieses Setup die 

Identifizierung der BCR- und NFAT-abhängigen Expression einer Reihe von Genen, die aus 

der T-Zell-Anergie bekannt sind, namentlich Cbl-b, Egr2, Grail und Lck. So konnte für alle 

diese Gene eine signifikant erhöhte Expression durch BCR-Stimulation nachgewiesen 

werden, was deren Abhängigkeit vom BCR-Signaling belegt. 
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A)                                                                         B) 

C)                                                                        D) 

E) 

 

Abb. 12: Veränderte Expression von Anergie-Genen 

CLL-Zellen wurden aus Tieren der TCL1-Linie isoliert und für 1 oder 6 h in B-Zell-Medium inkubiert. 
Durch Zugabe von 10 µg/ml αIgM-Antikörper wurden die Zellen stimuliert. Das NFAT-Signaling wurde 
mittels hinzugeben von 1 µm CsA, 1 µm FK506 oder 10 µm VIVIT  blockiert. Abschließend wurde die 
Expression einer definierten Anergie-Signatur durch RT-PCR analysiert und auf die Expression von 
ß-Actin normalisiert. Dargestellt sind die Ergebnisse für Nfat2 (A), Lck (B), Cbl-b (C), Grail (D) sowie 
Egr2 (E)(n=5, * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001). Modifiziert nach Märklin et al., Nat Commun, 2017 
(doi:10.1038/s41467-017-00830-y). 
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Die Inhibition von Calcineurin mittels CsA oder FK506 führte zu einer drastisch verringerten 

Expression von Egr2, Grail und Lck. Von besonderem Interesse ist der signifikante 

Rückgang der Expression von Lck nach einstündiger Inkubation mit dem VIVIT-Peptid. Dies 

legt nahe, dass Lck ein direktes Zielgen von NFAT ist. 

 

Die Analyse und Identifikation von Cbl-b, Egr2, Grail und Lck, sowie die Tatsache, dass 

diese Gene in der T-Zell-Anergie eine wichtige Rolle spielen, hatte zur Folge, dass diese 

Gene von uns als Anergie-Gen-Signatur postuliert wurden. 

3.1.2 Veränderte Genexpression durch den Verlust von NFAT2  

 Die Deletion von NFAT2 hat eine Expression regulatorischer Gene 3.1.2.1

analog zur Richter-Transformation zur Folge 

Weitere Analysen unserer Arbeitsgruppe konnten zudem belegen, dass es durch den Verlust 

von NFAT2 zu einer Transformation der CLL kommt, welche der Richter-Transformation im 

Menschen ähnelt. Hierzu wurden weitere Untersuchungen der Genexpression angestellt. 

Aus dem Richter-Syndrom ist bekannt, dass es zur Fehlregulation einiger Gene wie Trp53 

und Cdkn2a kommt120,121. Da der Nachweis der Transformation der CLL durch den Knockout 

von NFAT2 gelang, wollten wir belegen, dass der Verlust von NFAT2 ebenfalls zu einer 

veränderten Expression der genannten regulatorischen Gene führt. 

 

  A)                                                          B) 

 

Abb. 13: Expression von Richter-Genen im TCL1-Modell 

Aus Tieren der  TCL1- und der TCL1  NFAT2-KO-Gruppe wurden CLL-Zellen isoliert und 1h in B-Zell-
Medium inkubiert. Anschließend wurde die RNA aus den Zellen isoliert und via RT-PCR analysiert. 
Dargestellt sind die Ergebnisse für Cdkn2a (A) und Trp53 (B) (n=5, * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001). 
Modifiziert nach  Märklin et al., Nat Commun, 2017 (doi:10.1038/s41467-017-00830-y). 
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Um dies zu demonstrieren, wurden CLL-Zellen aus 20 Wochen alten TCL1-Mäusen mit oder 

ohne NFAT2-Knockout isoliert und mittels negativer Selektion aufgereinigt. Die Analyse der 

Zellen erfolgte im Anschluss an die Isolation der RNA mittels qRT-PCR. 

 

Die resultierenden Daten zeigen, dass die Expression der regulatorischen Gene Trp53 und 

Cdkn2a signifikant reduziert vorliegt, wenn NFAT2 deletiert wurde (vgl. Abb. 13). Diese 

verringerte Expression ist analog zur humanen Richter-Transformation. 

 

 Der Verlust von NFAT2 wirkt sich auf die Expression von Chemokin-3.1.2.2

Rezeptoren aus 

Da durch den Verlust von NFAT2 eine veränderte Expression sowohl von Anergie-

assoziierten Genen sowie von regulatorischen Genen gezeigt werden konnte, sollten 

nahfolgend weitere Auswirkungen des NFAT2-Knockouts auf die Genexpression untersucht 

werden. Über die letzten Jahre konnte eine wichtige Rolle des Mikromilieus für das 

Überleben der CLL-Zellen demonstriert werden141. So sind CLL-Zellen abhängig vom Pro-

Survival-Effekt von CXCL12, welches von Nurse-like Zellen (NLCs) abgegeben wird, oder sie 

können selbst regulatorische T-Zellen mittels CCL3 und 4 rekrutieren. Somit spielen 

Chemokine und Chemokin-Rezeptoren eine wichtige Rolle in der CLL und es gibt Hinweise 

für eine Interaktion des BCR-Signalings mit dem Signalweg einiger Chemokin-

Rezeptoren142,143. Aufgrund des Zusammenhangs des BCR mit dem NFAT-Signaling und die 

Bedeutung der Chemokin-Rezeptoren in der Pathophysiologie der CLL wollten wir im 

Folgenden die Auswirkungen des NFAT2-Knockouts auf die Expression einiger Chemokin-

Rezeptoren, die in der humanen CLL eine wichtige Rolle spielen, untersuchen. 

 

Hierzu isolierten wir CLL-Zellen aus 20 Wochen alten TCL1-Mäusen mit oder ohne NFAT2-

Knockout, welche anschließend mithilfe negativer Selektion aufgereinigt wurden. Die 

Analyse der Zellen erfolgte daraufhin nach der Isolation der RNA mittels qRT-PCR.  

 

Die Ergebnisse dieser Analyse sind in Abb. 14 dargestellt. So waren wir hier in der Lage zu 

demonstrieren, dass der Knockout von NFAT2 zu einer signifikant verringerten Expression 

von CCR1, CCR7 und CXCR3 führt. Besonders deutlich war der Unterschied in der 

Expression von CXCR4 und CXCR5. Im Gegensatz dazu war im Fall von CCR9 durch eine 

hohe Varianz innerhalb der Kohorten kein signifikanter Unterschied feststellbar. 
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           A)                                                          B)  

                 C)                                                         D) 

                 E)                                                         F) 

Abb. 14: Veränderte Expression von Chemokin-Rezeptoren im TCL1-Modell 

CLL-Zellen wurden aus Tieren der TCL1- sowie der TCL1 NFAT2-KO-Linie isoliert. Im Anschluss 
wurde eine RNA-Isolation durchgeführt, die Expression von Chemokin-Rezeptoren durch RT-PCR 
analysiert und auf die Expression von ß-Actin normalisiert. Dargestellt sind die Ergebnisse für CCR1 
(A), CCR7 (B), CCR9 (C), CXCR3 (D), CXCR4 (E) sowie CXCR5 (E) (n=5, * p<0,05, ** p<0,01, *** 
p<0,001). 
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 Die Deletion von NFAT2 beeinflusst nicht die Expression von NFAT1 3.1.2.3

Da zuvor bei Brustkrebs ein Zusammenhang von erhöhter NFAT2- mit erhöhter NFAT1-

Expression beschrieben wurde144, wollten wir evaluieren, ob dies auch im Fall der CLL 

feststellbar ist. 

 

Hierfür wurden aus TCL1-Tieren mit oder ohne NFAT2-Knockout CLL-Zellen isoliert, einer 

Proteinisolation unterzogen und mittels Western Blot analysiert. 

 

Dabei ließ sich kein signifikanter Unterschied in der Expression von NFAT1 in Tieren mit 

oder ohne NFAT2-Expression nachweisen (siehe Abb. 15). 

 

 Der Verlust von NFAT2 hat keine Auswirkungen auf die MHC I-3.1.2.4

Expression 

Neben der Beeinflussung des Mikromilieus besitzen Tumorzellen noch weitere Mechanismen 

zur Immunevasion. Dabei ist der erworbene Verlust der MHC I-Expression ein 

entscheidender Mechanismus, mit dem Tumorzellen der Erkennung durch zytotoxische T-

Zellen entkommen145,146. Aufgrund des veränderten Verlaufs der CLL und der veränderten 

Genexpression in CLL-Zellen durch die Deletion von NFAT2 wollten wir untersuchen, ob sich 

der Verlust von NFAT2 auch auf die MHC I-Expression auswirkt. 

 

 

 

Abb. 15: Effekt des NFAT2-KO auf NFAT1 

Aus TCL1- und TCL1  NFAT2-KO-Tieren wurden CLL-Zellen isoliert. Nach einer 1 h-Inkubation in B-
Zell-Medium erfolgte eine  Protein-Extraktion aus den Zellen und abschließend mit 20 µg des 
Proteinextraktes eine Protein-Gelelektrophorese mit Western-Blot. Dargestellt sind die Ergebnisse für 
je zwei repräsentative Tiere pro Gruppe für  NFAT1 und NFAT2 sowie ß-Actin als Ladekontrolle. 
Modifiziert nach  Märklin et al., Nat Commun, 2017 (doi:10.1038/s41467-017-00830-y). 
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Dafür wurden CLL-Zellen aus 20 Wochen alten TCL1-Mäusen mit oder ohne NFAT2-

Expression extrahiert. Anschließend wurde eine durchflusszytometrische Analyse 

durchgeführt. Hierbei war jedoch, wie in Abb. 16 sichtbar, kein signifikanter Unterschied in 

der MHC I-Expression feststellbar. 

 

3.2 LCK ist ein direktes Zielgen von NFAT2 

3.2.1 Nachweis der Interaktion von NFAT2 und LCK-Promotor 

Nachdem zuvor im Mausmodell die Abhängigkeit von Lck vom BCR- und NFAT2-Signaling 

demonstriert werden konnte (siehe 3.1.1), sollte im Anschluss die Aufklärung des 

zugrundeliegenden Mechanismus erfolgen. Aufgrund der Inhibition der Lck-Expression durch 

den NFAT-Inhibitor VIVIT sowie der Tatsache, dass schon zuvor eine mögliche NFAT2-

Bindestelle im LCK-Promotor beschrieben wurde147, vermuteten wir eine direkte Interaktion 

von NFAT2 mit dem LCK-Gen. 

 

Um dies zu überprüfen, wurden Jurkat-Zellen sowie aus Patienten isolierte CLL-Zellen für 

16 h mit Ionomycin stimuliert und eine Chromatin-Immunopräzipitation (ChIP) durchgeführt. 

Die finale Analyse der präzipitierten DNA-Fragmente wurde danach via qRT-PCR 

durchgeführt. 

 

 

 

Abb. 16: Oberflächenexpression von MHC I im TCL1-Modell 

CLL-Zellen aus TCL1- und TCL1 NFAT2-KO-Tieren wurden isoliert. Nach der Isolation wurden die 
Zellen für 1 h in B-Zell-Medium inkubiert und anschließend durchflusszytometrisch analysiert. 
Dargestellt ist die mittlere Fluoreszenzintensität (MFI) als Maß für die MHC I-Expression, gemessen 
mit dem Antikörper  20-8-4S (n=5). 
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Zuerst wurde zu Testzwecken die Jurkat-Zelllinie verwendet, welche bekanntermaßen eine 

hohe Expression von NFAT2 aufweist. Zudem wurde der IL-2-Promotor als Positiv-Kontrolle 

verwendet, da IL-2 ein gut beschriebenes Zielgen von NFAT2 darstellt. In Abb. 17 ist deutlich 

zu erkennen, dass wir die spezifische Bindung von NFAT2 an den IL-2-Promotor durch den 

verwendeten Assay nachweisen konnten. Die hohe Anreicherung des LCK-Promotors in der 

präzipitierten DNA bestätigte ebenfalls die Hypothese, dass LCK ein Zielgen von NFAT2 ist. 

Nachdem der Nachweis in einer Zelllinie gelang, sollte daraufhin auch in humanen CLL-

Zellen die Bindung von NFAT2 an den LCK-Promotor gezeigt werden. Hierbei diente CD40L 

als Positiv-Kontrolle, da es zuvor als Zielgen von NFAT2 in CLL-Zellen beschrieben wurde. 

Neben einer deutlichen Anreicherung des CD40L konnte ebenfalls eine große Menge des 

LCK-Promotors präzipitiert werden. Dies belegt, dass LCK in humanen CLL-Zellen ein 

direktes Zielgen von NFAT2 ist. 

3.3 LCK als Akteur im BCR-Signaling 

3.3.1 LCK interagiert im Falle der Anergie mit dem BCR 

Da gezeigt werden konnte, dass LCK ein direktes Zielgen von NFAT2 darstellt, wollten wir 

ebenfalls ergründen, welche Rolle LCK im BCR-Signaling spielt, da die Expression von LCK 

     A)                                                                           B)  

 

Abb. 17: Nachweis von LCK als direktes Zielgen von NFAT2 

Um zu zeigen, dass LCK ein direktes Zielgen von NFAT2 ist, wurde eine ChIP durchgeführt. Hierfür 
wurden Jurkat-Zellen oder CLL-Zellen aus Patienten für 16 h  á 2x10

7
 Zellen/ml mit 20 ng/ml PMA 

und 0,75 μg/ml Ionomycin in Kulturmedium inkubiert. Darauf folgte die Sonifikation der Zellen und die 
Immunpräzipitation von NFAT2 mitsamt gebundener DNA-Sequenzen. Abschließend wurde eine RT-
PCR der gebundenen DNA-Sequenzen durchgeführt, um nachzuweisen, dass NFAT2 die Promotor-
Regionen von LCK, IL-2 und CD40L bindet.  Dargestellt sind die Ergebnisse für Jurkat-Zellen (A) und 
CLL-Zellen aus Patienten (B) (n=5, * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001). Modifiziert nach Fuchs et al., J 
Vis Exp, 2018 (doi:10.3791/58270). 
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in CLL-Zellen zuvor mehrfach beschrieben wurde72,77. Basierend auf der Funktion von LCK in 

T-Zellen sollte daraufhin eine mögliche Interaktion des BCR mit LCK nachgewiesen werden. 

Hierfür wurde die Duolink-Analyse verwendet. Die Funktionsweise ist schematisch in Abb. 18 

dargestellt. So werden die Zellen zuerst mit Antikörpern gegen die Interaktionspartner 

behandelt. Dabei ist wichtig, dass die Antikörper aus verschiedenen Wirtsspezies stammen 

(z.B. Ratte und Maus). Im Anschluss werden gegen die Primärantikörper gerichtete 

Sekundärantikörper zugegeben. An diese Sekundärantikörper sind Oligonukleotide 

gekoppelt. In den folgenden Schritten findet eine Ligation sowie eine anschließende 

Amplifikation mit diesen Oligonukleotiden statt. Zum Abschluss wurden an Fluorophore 

gekoppelte DNA-Sonden zugegeben. Diese hybridisieren an komplementäre Bereiche der 

vervielfältigten Oligomere, wodurch es zu einem Fluoreszenzsignal im Falle einer Interaktion 

kommt. 

 

Zuerst wurden herkömmliche Immunfluoreszenz-Färbungen gegen LYN und LCK 

durchgeführt und mittels Mikroskopie analysiert. Dabei wurde deutlich, dass LYN und LCK in 

der Nähe der Zellmembran vorliegen (vgl. Abb. 19). Während die Deletion von NFAT2 die 

Expression von LYN nicht beeinflusst (Abb. 19A), ist in Abb. 19B sichtbar, dass LCK durch 

den NFAT2-Knockout deutlich schwächer exprimiert wird. 

              A)                        B)                        C)                        D)    

 

Abb. 18: Schematische Darstellung der Duolink-Analyse 

Die Duolink-Analyse wurde eingesetzt, um zu demonstrieren, dass LCK direkt mit dem BCR 
interagiert. Die Grafik zeigt schematisch die Funktionsweise des Assays. Hierbei erkennen Primär- 
(A) und Oligonukleotid-gekoppelte Sekundärantikörper (B) die Interaktionspartner. Durch die Ligation 
(C) und Polymerisation (D) angehefteter Oligonukleotide mithilfe von Fluoreszenz-gekoppelten 
Nukleotiden entsteht dann im Falle einer Interaktion ein Fluoreszenzsignal. Modifiziert nach  Märklin 
et al., Nat Commun, 2017 (doi:10.1038/s41467-017-00830-y). 
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              B) 

 

 

 

 

 

Abb. 19: LYN und LCK sind an der Zellmembran von CLL-Zellen lokalisiert 

Mit CLL-Zellen aus TCL1- und TCL1  NFAT2-KO-Tieren wurden Zytospins angefertigt. Anschließend 
wurden die Zellkerne durch eine DAPI-Färbung (blau) und die Zielproteine durch Antikörper (grün) 
angefärbt. Gezeigt sind die Färbungen für LYN (A) oder LCK (B) (Vergrößerung: 200x). Modifiziert 
nach  Märklin et al., Nat Commun, 2017 (doi:10.1038/s41467-017-00830-y). 
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Für die Interaktions-Analysen wurden PBMCs aus dem Blut von TCL1-Tieren mit oder ohne 

NFAT2-Deletion isoliert und nach einer BCR-Stimulation mittels Zytospin auf Objektträger 

aufgebracht. Daraufhin erfolgte die Färbung gemäß des Duolink-Protokolls des Herstellers. 

               A) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

               B) 

 

Abb. 20: LCK interagiert mit dem BCR in CLL-Zellen 

CLL-Zellen aus TCL1- und TCL1  NFAT2-KO-Tieren wurden isoliert und 10 min bei 37 °C in B-Zell-
Medium mit 20 µg/ml αIgM stimuliert oder unbehandelt belassen. Anschließend wurden Zytospins 
angefertigt und das  Proximitäts-Ligations-Assay durchgeführt. Die Zellkerne wurden außerdem durch 
DAPI (blau) angefärbt. Gezeigt sind die Interaktionen von CD79a und LYN  oder CD79a und LCK in 
herkömmlichen TCL1-Tieren (A,) sowie in TCL1 NFAT2-KO-Tieren (B) (Vergrößerung: 630x). 
Modifiziert nach Märklin et al., Nat Commun, 2017 (doi:10.1038/s41467-017-00830-y). 
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Via Mikroskopie wurde die finale Analyse der Zellen durchgeführt (Abb. 20). Die Interaktion 

zwischen LYN und dem BCR diente dabei als Positiv-Kontrolle. Die Stimulation des BCRs 

führte hierbei in CLL-Zellen aus herkömmlichen TCL1-Mäusen (siehe Abb. 20A) zur 

Rekrutierung von LCK an den BCR, nicht jedoch im Falle des Verlusts von NFAT2 (vgl. 

Abb. 20B). 

3.4 Die Bedeutung von LCK in der CLL 

Um die Rolle von LCK im Verlauf der CLL detaillierter zu untersuchen, wurde ein TCL1-

Mausmodell generiert, welches ebenfalls einen LCK- und NFAT2-Knockout enthält. Im 

TCL1-Modell, das freundlicherweise von Prof. C.M. Croce zur Verfügung gestellt wurde, führt 

die Expression des TCL1-Onkogens unter Kontrolle des B-Zell-spezifischen Eµ-Enhancers 

zur Ausbildung einer CLL. So entwickeln die Tiere eine oligoklonale CLL, welcher der 

Erkrankung im Menschen stark ähnelt. Durch Vorarbeiten von Dr. Märklin in unserer Gruppe 

konnte in diese Linie eine über den CD19-Promotor gesteuerte, B-Zell-spezifische Deletion 

von NFAT2 eingebracht werden. Der Verlust von NFAT2 führte im TCL1-Modell zu einem 

aggressiveren Verlauf der CLL. Um nun die Rolle von LCK in diesem Kontext zu 

untersuchen, wurde ein konventioneller LCK-KO in die TCL1-Linie mit NFAT2-KO  

eingebracht. 

3.4.1 LCK-KO im transgenen Eµ-TCL1 Modell 

Bei der Generierung der neuen Linie wurden in der Parental-Generation Tiere aus der LCK-

KO-Kohorte (B6.129S2-LCKtm1Mak/J-Linie) mit Tieren aus der TCL1 NFAT2-KO-Linie (TCL1+/-

NFAT2fl/flCD19cre/+) verpaart. Hierdurch erhielt man in der F1-Generation Tiere, die 

heterozygot für den LCK-KO und den NFAT2-KO sind und welche zur weiteren Verpaarung 

mit der LCK-KO-Linie verwendet wurden. Daraus entstanden Tiere, die den LCK-Knockout 

homozygot tragen und heterozygot für NFAT2 sind. Indem diese Mäuse verpaart wurden, 

erhielt man in der F3-Generation die gewünschten TCL1 LCK-KO (TCL1+/-LCK-/-

NFAT2fl/flCD19+/+)- und LCK-KO NFAT2-KO (TCL1-/-LCK-/-NFAT2fl/flCD19cre/+)-Tiere zur 

Züchtung der TCL1 LCK-KO NFAT2-KO (TCL1+/-LCK-/-NFAT2fl/flCD19cre/+) Versuchskohorte. 

In Abb. 21 ist das Vorgehen hierfür skizziert. 
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Der Nachweis des Verlusts von LCK in den LCK-KO-Tieren, sowie im Fall des Verlustes von 

NFAT2, wurde mit isolierten CLL-Zellen auf Proteinebene erbracht. Hierfür wurden CLL-

Zellen aus Milzen extrahiert. Der nachfolgende Western-Blot (Abb. 22) erbrachte einen 

erneuten Nachweis für den Verlust der Expression von LCK in TCL1 NFAT2-KO-Tieren. 

 

Der Verlust der LCK-Expression war ebenso in den neu generierten TCL1 LCK-KO- und 

TCL1 NFAT2-KO- LCK-KO-Tieren feststellbar. 

3.4.2 Der Verlust von LCK verringert das Überleben 

Da der LCK-Knockout im Eµ-TCL1 Modell zu einem Verlust der Proteinexpression führte, 

sollte anschließend untersucht werden, welche Auswirkungen dies auf den Verlauf der CLL 

hat. Hierfür wurde ein Langzeitversuch mit den entsprechenden Kohorten durchgeführt. 

 

Abb. 21: Kreuzungsschema des konventionellen LCK Knock-outs im Eµ-TCL1 Modell 

In der Parentalgeneration (P) wurde die Linie mit konventionellem LCK-Knockout  mit der Eµ-TCL1 
NFAT2-KO Linie verpaart. Genotyp und  prozentuale Verteilung der  für weitere Verpaarungen  
verwendeten Nachkommen (F1-F3) sind angegeben. 

 

 

Abb. 22:  Nachweis des LCK-Knockout im  TCL1 LCK-KO NFAT2-KO-Modell 

Aus TCL1  NFAT2-KO-, TCL1 LCK-KO und TCL1 NFAT2-KO LCK-KO-Tieren wurden CLL-Zellen 
isoliert. Mit diesen Zellen wurde eine  Protein-Extraktion durchgeführt. Im Anschluss wurden 20 µg des 
Proteinextraktes für eine Protein-Gelelektrophorese mit Western-Blot verwendet. Dargestellt sind die 
Ergebnisse für je ein repräsentatives Tier pro Gruppe für LCK sowie Cofilin als Ladekontrolle. 
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Hierbei stellten TCL1 LCK-KO NFAT2-KO und TCL1 LCK-KO-Tiere die experimentellen 

Kohorten dar. Als Kontrollkohorten wurden Tiere der LCK-KO NFAT2-KO- und LCK-KO-

Gruppen verwendet. Des Weiteren wurden Daten aus einer vorangegangenen 

Langzeitanalyse der TCL1- und TCL1 NFAT2-KO-Tiere herangezogen40. 

Bei sämtlichen Tieren im Experiment fanden wöchentlich eine Gewichtskontrolle und eine 

Erfassung des allgemeinen Gesundheitszustandes statt. Der Todeszeitpunkt jedes Tieres 

wurde vermerkt und die Überlebensdauer in Tagen berechnet. Der Tod trat hierbei entweder 

von selbst ein oder aber durch eine Euthanasie mittels CO2 aus tierschutzrechtlichen 

Gründen aufgrund eines zu hohen krankheitsbedingten Gewichtsverlustes. Die Beobachtung 

endete nach 400 Tagen, als alle Tiere verstorben waren. Außerdem erfolgte ab einem Alter 

von drei Monaten alle vier Wochen eine retrobulbäre Blutabnahme. Das abgenommene Blut 

wurde dann für die Analyse mittels Durchflusszytometrie aufgearbeitet. Somit sollten mit 

diesem Experiment das Überleben der Tiere und der Anteil an malignen CD5+ B-Zellen im 

Blut festgestellt werden. 

 

In Abb. 23A ist die Kaplan-Meier-Kurve der Überlebensraten gezeigt. So wiesen die TCL1-

Tiere mit einer LCK-Deletion ein medianes Überleben von 162,5 Tagen auf mit einer 

maximalen Überlebensdauer von 210 Tagen. Währenddessen verstarben die Tiere der 

A)                                                                      B) 

 

Abb. 23: Der Verlust von LCK verringert das Überleben und sorgt für eine Vermehrung der CLL-
Zellen 

Tiere der verschiedenen Genotypen wurden gezüchtet und dem Alter und dem Geschlecht 
entsprechend den Kontrollkohorten LCK-KO & NFAT2-KO LCK-KO (n=7) und den experimentellen 
Kohorten TCL1, TCL1 NFAT2-KO, TCL1 LCK-KO sowie TCL1  NFAT2-KO LCK-KO  (n=10) 
zugeordnet. Alle 2-3 Wochen erfolgte eine retrobulbäre Blutentnahme von ca. 50 µl Blut. A) Kaplan-
Meier-Kurve der Überlebensrate in Tagen. B) Durchflusszytometrische Analyse des Blutes. 
Dargestellt ist der Mittelwert an CD5+ B-Zellen pro µl Blut der untersuchten Kohorten (n=7-10). 
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TCL1 NFAT2-KO LCK-KO-Kohorte signifikant früher innerhalb eines Zeitraums von 

162 Tagen mit einem medianen Überleben von 104 Tagen. Somit zeigte sich bei weiterer 

Analyse der Daten ein signifikanter Unterschied zwischen der TCL1-Kohorte mit einem 

medianen Überleben von 325 Tagen (Überlebensdauer: 400 Tage) und den TCL1-Tieren mit 

LCK-Deletion sowie LCK- und NFAT2-Deletion. Die TCL1 NFAT2-KO-Kohorte mit 

Überlebensdauer von 265 Tagen und einem medianen Überleben von 200,5 Tagen zeigte 

dem gegenüber einen zur TCL1 LCK-KO-Kohorte sehr ähnlichen Verlauf, sowie einen 

signifikanten Unterschied zur TCL1 LCK-KO NFAT2-KO-Gruppe. Die Tiere aus den 

LCK-KO- und LCK-KO NFAT2-KO- Kontrollkohorten verstarben nach 263 beziehungsweise 

311 Tagen. Durch ein medianes Überleben von 239 beziehungsweise 249 Tagen ließ sich 

damit kein signifikanter Unterschied zwischen herkömmlichen TCL1-Tieren und den 

LCK-KO- und LCK-KO NFAT2-KO- Kontrollkohorten feststellen. 

 

Die durchflusszytometrische Analyse des malignen CD5+ B-Zell-Anteils im Blut ist in 

Abb. 23B dargestellt. Hierbei zeigte sich in den LCK-KO und LCK-KO NFAT2-KO Tieren ein 

äußerst geringer Anteil an CD5+ B-Zellen (max. 12 Zellen/µl), der sich im gesamten Zeitraum 

nicht veränderte. Im Gegensatz dazu wiesen beide TCL1-Kohorten eine deutlich höhere 

Anzahl an malignen B-Zellen im Blut auf. So waren bei der TCL1 LCK-KO-Kohorte 

durchschnittlich bis zu 900 Zellen/µl messbar, wobei sich nach 130 Tagen eine deutliche 

Zunahme dieser Zellen zeigte (200 Zellen/µl).  Der Anteil der CD5+ B-Zellen in TCL1-Mäusen 

mit LCK-KO und NFAT2-KO betrug im Gegensatz 500 Zellen/µl nach 130 Tagen und 

maximal 1.400 Zellen/µl im Durchschnitt bei 180 Tagen. 

 

Die Deletion von LCK wirkte sich also negativ auf das Überleben der Tiere aus. Zudem 

vermuteten wir aufgrund der Daten eine stärkere Expansion der CLL-Zellen im Blut durch 

den Verlust von LCK. Da jedoch auch die Mäuse der LCK-KO-Kontrollgruppen starben, kann 

die CLL hier jedoch nicht die alleinige Todesursache sein. 
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3.4.3 Der Verlust von LCK führt nicht zu einer Akzelerierung der 

CLL 

Um einen weiteren Einblick in die Auswirkungen des Verlusts von LCK in der CLL zu 

erhalten, wurden neben den Tieren für die Langzeitanalyse weitere Kohorten gezüchtet. Bei 

diesen wurden in einem Alter von fünf Monaten verschiedene Organe untersucht. So wurde 

unter anderem die Milz entnommen und deren Größe und Gewicht analysiert. 

 

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in Abb. 24 dargestellt. So wiesen Milzen von  

herkömmlichen TCL1-Mäusen nach 20 Wochen ein Gewicht von durchschnittlich 105,7 mg 

auf. Tiere, welche sowohl das TCL1-Onkogen als auch den NFAT2-KO trugen, hatten mit 

einem Milzgewicht von 235,4 mg eine im Vergleich 2-fache Gewichtszunahme. 

 

Außerdem zeigte sich hier schon eine leichte Splenomegalie. Ein ähnliches Bild konnte für 

die TCL1 LCK-KO-Kohorte demonstriert werden. So wiesen Tiere dieser Kohorte im Mittel 

ein Milzgewicht von 216,7 mg und eine Splenomegalie auf. Am stärksten ausgeprägt stellte 

sich die Situation in der TCL1 NFAT2-KO LCK-KO-Gruppe dar. So war hier unter anderem 

eine deutliche Splenomegalie sichtbar. Außerdem zeigte sich mit einem Milzgewicht von 

557,8 mg eine im Vergleich zu herkömmlichen TCL1-Tieren über 5-fache beziehungsweise 

im Vergleich mit TCL1 NFAT2-KO-Tieren eine über 2-fache Gewichtszunahme. 

               A)                                                B) 

 

Abb. 24: Der Verlust von LCK führt zu einer Splenomegalie 

Tieren der TCL1-, TCL1 NFAT2-KO-, TCL1 LCK-KO- sowie TCL1  NFAT2-KO LCK-KO-Kohorte  
wurden im Alter von 5 Monaten die Milzen entnommen. A) Aufnahmen entnommener Milzen. B) 
Gewicht entnommener Milzen. Dargestellt ist der Mittelwert (n=6-14, * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001). 
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Des Weiteren fanden durchflusszytometrische Untersuchungen verschiedener Organe statt. 

Hierzu wurde die Milz, Blut und Knochenmark aus Tieren isoliert, aufgearbeitet und einer 

Analyse mittels Durchflusszytometrie unterzogen. 

 

Im Verlauf der Analysen konnten wir vorherige Ergebnisse bestätigen, nach denen im Alter 

von 5 Monaten der Anteil der CLL-Zellen in TCL1-Tieren mit NFAT2-KO in Blut, Milz und 

Knochenmark im Vergleich zu herkömmlichen TCL1-Tieren erhöht ist. Jedoch stellte sich 

dieser Unterschied nicht in allen Organen im gleichen Ausmaß signifikant dar.  

So konnte im Blut (vgl. Abb. 25B) von TCL1 NFAT2-KO-Tieren ein signifikant erhöhter Anteil 

maligner Zellen von 54,8 % im Vergleich zu  26,2 % in der TCL1-Kohorte nachgewiesen 

werden. Den geringsten Anteil an CLL-Zellen wiesen TCL1-Tiere mit LCK-KO (17,7 %) auf. 

Währenddessen zeigte sich in TCL1-Tieren mit NFAT2-KO und LCK-KO ein Anteil von 

38,2 % maligner Zellen, womit diese Kohorte sowohl im Vergleich zu herkömmlichen TCL1-

Mäusen als auch zu TCL1-Mäusen mit LCK-KO signifikant mehr CLL-Zellen besaß. 

 

In der Milz (Abb. 25C) bot sich ein ähnliches Bild, wobei hier die TCL1 NFAT2-KO LCK-KO-

Kohorte mit 38,6 % den höchsten Anteil an CLL Zellen aufwies, verglichen mit der TCL1-

Kohorte sowie TCL1-Tieren mit NFAT2-KO oder LCK-KO (26,3 % vs. 37,1 % vs. 20,4 %). 

Diese Werte waren durch gruppeninterne Varianzen jedoch nicht als signifikant zu 

klassifizieren. 

 

Den geringsten Anteil an CLL-Zellen wies in allen Gruppen das  Knochenmark auf (vgl. 

Abb. 25D). So wiesen TCL1-Tiere hier einen Anteil maligner Zellen von 4,1 % auf, TCL1-

Tiere mit NFAT2-KO einen Anteil von 11,3 %. Für die TCL1-Kohorten mit LCK-KO sowie 

NFAT2-KO und LCK-KO ließ sich im Knochenmark  dagegen ein Anteil von 3,0 %, 

beziehungsweise 7,4 %  ermitteln. Hier stellte sich nur der Unterschied zwischen 

TCL1-Tieren und TCL1-Tieren mit NFAT2-KO sowie zwischen TCL1-Tieren mit NFAT2-KO 

und TCL1-Tiere mit LCK-KO als signifikant dar. 
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Des Weiteren erfolgten histologische Analysen entnommener Milzen der verschiedenen 

Kohorten zum Zeitpunkt 20 Wochen (siehe Abb. 26). Diese zeigten in TCL1-Tieren eine 

leichte Expansion der weißen Pulpa, sowie eine geringe Infiltration von CLL-Zellen in die rote 

Pulpa. In Tieren der TCL1 LCK-KO- sowie TCL1 NFAT2-KO-Kohorte konnte eine Atrophie 

der weißen Pulpa und eine erhöhte Infiltration maligner B-Zellen in der roten Pulpa 

nachgewiesen werden. In TCL1 LCK-KO-Mäusen fand sich jedoch auch eine stark erhöhte 

A) 

 

 

 

 

 

 

 

 B)                                             C)                                              D) 

 

Abb. 25: Anteil der CLL-Zellen in verschiedenen Organen 

Zellen aus TCL1-, TCL1  NFAT2-KO-,  TCL1 LCK-KO- sowie TCL1  NFAT2-KO LCK-KO-Tieren 
wurden isoliert und via Antikörper angefärbt. Anschließend  erfolgte eine durchflusszytometrische 
Analyse. Gezeigt sind die angewendete Gating-Strategie (A) sowie die Anteile der CLL-Zellen im Blut 
(B), in der Milz (C) sowie im Knochenmark (D) (n=5, * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001). 
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Granulopoese, welche auf Infektionen dieser Tiere hindeutet. Auch in der TCL1 LCK-KO 

NFAT2-KO-Kohorte konnte eine veränderte Struktur der Milz gezeigt werden. Dabei waren 

die Effekte mit einer deutlichen Verringerung der weißen Pulpa, sowie einer signifikanten 

Expansion der roten Pulpa noch weiter ausgeprägt. Dies wurde auf eine starke Infiltration 

durch CLL-Zellen zurückgeführt. Während die CLL-Zellen in den anderen Kohorten kleine 

Zellen mit geringem Anteil an Zytoplasma darstellten, waren die Zellen hier mittelgroß mit 

einem mittleren Zytoplasmagehalt. Die Beschaffenheit des Chromatins war zwischen der 

TCL1 und der TCL1 LCK-KO-Kohorte recht ähnlich, da beide stark kondensiertes Chromatin 

aufwiesen. Dem gegenüber lag in TCL1 NFAT2-KO- und TCL1 LCK-KO NFAT2-KO-Tieren  

eine offenere Struktur des Chromatins mit auffälligen Nucleoli vor. 

3.4.4 Zellzyklus- und Apoptoseraten werden nicht durch die 

LCK-Deletion beeinflusst 

Um anschließend zu überprüfen, ob ein Unterschied im Zellzyklus in den verschiedenen 

Kohorten vorliegt, wurde bei Tieren der jeweiligen Kohorten eine i.p.-Injektion mit BrdU 24 h 

 

 

Abb. 26: Histologische Analyse der Milzen 

Tieren der TCL1-, TCL1 NFAT2-KO-, TCL1 LCK-KO- sowie TCL1  NFAT2-KO LCK-KO-Kohorten  
wurden im Alter von 5 Monaten die Milzen entnommen und einer histologischen Analyse unterzogen. 
Gezeigt sind repräsentative Aufnahmen entnommener Milzen aus  TCL1-, TCL1 NFAT2-KO-, TCL1 
LCK-KO- und TCL1  NFAT2-KO LCK-KO-Tieren (Vergrößerung: 100x (bei H&E, CD und B220) und 
400x (bei H&E)). 
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vor der Analyse durchgeführt. Um mögliche Unterschiede in der Apoptoserate feststellen zu 

können, wurden die isolierten Zellen außerdem einer Annexin V-Färbung unterzogen.  In den 

anschließenden durchflusszytometrischen Analysen wurde der Anteil der Zellen in den 

verschiedenen Zellzyklus-Phasen durch Färbung auf BrdU bzw. 7-AAD sowie der Anteil der 

apoptotischen Zellen mittels Annexin V-Färbung ermittelt. 

 

Hierbei zeigte sich, dass sich sowohl im Blut, als auch in der Milz und im Knochenmark der 

Großteil der Zellen aller Genotypen in der G0/G1-Phase befand (Abb. 27). Im Blut folgte 

anteilsmäßig darauf die G2/M-Phase, während sich die wenigsten Zellen in der S-Phase 

fanden (vgl. Abb. 27B). In herkömmlichen TCL1-Tieren waren so 9,4 % der Zellen im 

Stadium der S-Phase, während in den TCL1-Tieren mit den jeweiligen Knockouts etwa 

doppelt so viele Zellen vorhanden waren (24,7 % vs. 23,8 % vs. 22,2 % (TCL1 NFAT2-KO 

vs. TCL1 LCK-KO vs. TCL1  NFAT2-KO LCK-KO). Durch gruppeninterne Abweichungen ließ 

sich hier jedoch kein signifikanter Unterschied demonstrieren. 

 

In der Milz waren die G2/M- (12,4 %-32,1 % der Zellen) und die S-Phase (9,8 %-25,4 % der 

Zellen) etwa gleich verteilt, mit etwas mehr Zellen in der G2/M-Phase (siehe Abb. 27C). 

Demgegenüber zeigte sich im Knochenmark ein heterogenes Bild (vgl. Abb. 27D). So waren 

hier in herkömmlichen TCL1-Mäusen und TCL1-Tieren mit NFAT2-KO etwa doppelt so viele 

Zellen in der S-Phase als in der G2/M-Phase. Dieses Verhältnis stellte sich in TCL1-Tieren 

mit LCK-KO oder NFAT2-KO und LCK-KO jedoch umgekehrt dar. 

 

Was die Apoptoseraten betrifft, zeigte die Annexin V-Färbung im Blut, in der Milz, sowie im 

Knochenmark, dass herkömmliche TCL1-Tiere im Vergleich zu TCL1-Tieren mit Knockouts 

einen verminderten Anteil apoptotischer CLL-Zellen aufweisen (vgl. Abb. 28). 
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A) 

 

B) 

 

 

 

 

 

 

C) 

 

 

 

 

 

 

 

D)                                     

 

Abb. 27: Unterschiede im Zellzyklus der verschiedenen TCL1-Kohorten 

Für die Zellzyklusanalyse wurde Tieren der verschiedenen Kohorten (TCL1- und TCL1  NFAT2-KO,  
TCL1 LCK-KO sowie TCL1  NFAT2-KO LCK-KO) 24 h vor der Analyse 150 µl BrdU-Lösung injiziert. 
Am Analysetag wurden die Organe präpariert und eine Antikörperfärbung durchgeführt. Die Analyse 
erfolgte mittels Durchflusszytometrie. Gezeigt sind die verwendete Gating-Strategie (A) sowie der 
Anteil der CLL-Zellen in den verschiedenen Stadien des Zellzyklus im Blut (B), in der Milz (C) sowie 
im Knochenmark (D) (n=5, * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001). 
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Am deutlichsten stellte sich dieser Unterschied im Blut und im Knochenmark zwischen TCL1-

und TCL1 NFAT2-KO LCK-KO-Mäusen dar (35,2 % vs. 80,4 % im Blut (Abb. 28A) 

gegenüber 55,9 % vs. 83,0 % im Knochenmark (Abb. 28C)). Während in Blut und 

Knochenmark TCL1-Tiere mit NFAT2-KO und LCK-KO die höchsten Apoptoseraten 

aufwiesen, zeigten in der Milz TCL1 LCK-KO-Tiere mit 79,92 % den größten Anteil 

apoptotischer Zellen. In der Milz stellten sich die Unterschiede jedoch nicht signifikant dar. 

Durch die genannten Ergebnisse konnten wir zwar vorherige Ergebnisse reproduzieren5,40. 

Allerdings ließ sich trotz Hinweisen auf Veränderungen im Zellzyklus sowie der Apoptose der 

CLL-Zellen kein klarer, signifikanter Effekt des Knockouts von LCK auf den Verlauf der CLL 

zeigen. 

 

3.5 LCK ist ein entscheidender Faktor in der Anergie von 

CLL-Zellen 

Nachdem in den vorangegangenen Experimenten somit kein klarer Einfluss von LCK auf die 

Proliferation und Apoptose der CLL-Zellen nachgewiesen werden konnte, sollte die 

Auswirkung der Deletion von LCK auf die Anergie untersucht werden, da LCK zuvor als Teil 

der Anergie-Gen-Signatur identifiziert wurde. Um die Anergie in CLL-Zellen zu untersuchen, 

wurden verschiedene Parameter analysiert. So wurde eine erhöhte Expression von Prdm1 

A)                                              B)                                               C) 

 

Abb. 28: Erhöhte Apoptoseraten in CLL-Zellen mit Knockouts 

Die Analyse der Apoptoseraten erfolgte durch Annexin V- und Antikörperfärbung. Hierzu wurden aus 
TCL1-, TCL1  NFAT2-KO-,  TCL1 LCK-KO sowie TCL1  NFAT2-KO LCK-KO-Tieren die Organe 
entnommen und die Zellen angefärbt. Im Anschluss wurden die Zellen durchflusszytometrisch 
analysiert. Gezeigt sind die Apoptoseraten von CLL-Zellen aus dem Blut (A), aus der Milz (B) sowie 
aus dem Knochenmark (C) (n=5, * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001). 
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(Blimp1) schon zuvor als Marker für den Verlust der Anergie identifiziert, ebenso wie eine 

gesteigerte IgM-Oberflächenexpression37,39,148. Ein weiterer wichtiger Marker für die Anergie 

stellt die Calcium-Mobilisation dar, da diese nach Stimulation des BCR-Rezeptors in 

gesunden Zellen zunimmt, in anergen B-Zellen jedoch nicht37,148. 

 

3.5.1 Erhöhte Expression von Prdm1 durch den Verlust von NFAT2 

und LCK  

Um einen Anhaltspunkt bezüglich der Anergie in TCL1-Tieren mit LCK-KO zu erhalten, 

wurde zuerst die Genexpression von Prdm1 untersucht, welches in anergen CLL-Zellen nur 

in geringem Maße exprimiert wird39. Dazu wurden CLL-Zellen aus 20 Wochen alten TCL1-

Mäusen isoliert, mittels negativer Selektion aufgereinigt und anschließend nach einer RNA-

Isolation via RT-PCR analysiert. 

 

Es zeigte sich, dass Prdm1 in TCL1 NFAT2-KO-Tieren signifikant höher exprimiert vorliegt 

als in der TCL1-Kohorte (3,1-fache vs. 1,0-fache relative mRNA-Expression) (vgl. Abb. 29). 

Eine weitere Erhöhung des Prdm1-Levels zeigte sich in der TCL1 LCK-KO-Kohorte sowie 

der TCL1 NFAT2-KO LCK-KO-Kohorte  (lag in beiden Kohorten bei der 4,7-fachen relativen 

mRNA-Expression). Somit konnte ein erster Hinweis auf den Verlust der Anergie in den 

TCL1-Tieren mit LCK-KO ausfindig gemacht werden. 

 

 

Abb. 29: Verstärkte Prdm1-Expression in TCL1-Tieren mit LCK-KO und NFAT2-KO  

Zuerst wurden CLL-Zellen aus TCL1-, TCL1 NFAT2-KO-, TCL1 LCK-KO-, und TCL1 NFAT2-KO LCK-
KO-Tieren isoliert. Anschließend erfolgte eine RNA-Isolation. Die finale  Analyse erfolgte mittels RT-
PCR. Dargestellt ist die auf ß-Actin normalisierte mRNA-Expression (n=5, * p<0,05, ** p<0,01, 
*** p<0,001). 

 



3 ERGEBNISSE 

3.5 LCK ist ein entscheidender Faktor in der Anergie von CLL-Zellen 

- 84 - 

 

3.5.2 Gesteigerte Oberflächenexpression von IgM durch die 

Deletion von NFAT2 und LCK 

Um den Verlust der Anergie durch die Deletion von LCK zu untermauern, wurde die 

Oberflächenexpression von IgM analysiert, da Apolonio et al demonstrieren konnten, dass 

der BCR im Falle der Anergie in verringertem Maße auf der Zelloberfläche vorliegt37. Zur 

Untersuchung der IgM-Oberflächenexpression wurden Splenozyten isoliert und mittels 

Durchflusszytometrie untersucht.  

So ist in Abb. 30 erkennbar, dass TCL1-Tiere eine geringe Expression von IgM aufwiesen 

(MFI von 9088), während TCL1-Tiere mit NFAT2-KO oder LCK-KO eine signifikant 

vermehrte Expression von IgM zeigten (MFI von 37942 oder 29400). Die höchste 

IgM-Expression wiesen jedoch Tiere aus der TCL1 LCK-KO NFAT2-KO-Kohorte auf (MFI 

von 63075). 

 

 

Abb. 30: Vermehrte Oberflächenexpression von IgM durch LCK und NFAT2-KO in TCL1-Tieren 

Nachdem aus Tieren der TCL1-, TCL1 NFAT2-KO-, TCL1 LCK-KO-, und TCL1 NFAT2-KO LCK-KO-
Kohorte Splenozyten isoliert wurden, erfolgte eine Oberflächen-Färbung mithilfe von Antikörpern. Die 
abschließende Analyse erfolgte mittels Durchflusszytometrie. Dargestellt sind Mittelwerte der mittleren 
Fluoreszenzintensität (MFI) (n=5, * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001). 

 

3.5.3 Vermehrte Ca2+-Mobilisation durch den Verlust von NFAT2 

und LCK 

Zur Untersuchung der Reaktivität der B-Zellen wurde außerdem die Ca2+-Mobilisation nach 

Rezeptorstimulation herangezogen. So kommt es in gesunden B-Zellen nach Stimulation des 

BCRs zu einer erhöhten Ca2+-Mobilisation, jedoch nicht, wenn ein anerger Zustand vorliegt37. 

Zur Untersuchung der Ca2+-Mobilisation wurden Splenozyten isoliert, mit dem Ca2+-reaktiven 

Farbstoff FuraRed beladen und extrazellulär mit Fluoreszenz-Antikörpern angefärbt. Anfangs 

wurde der basale Ca2+-Einstrom der CLL-Zellen für 30 s detektiert (Abb. 31). 
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Dabei war in Tieren mit LCK-KO ein leicht erhöhter Einstrom feststellbar. Anschließend 

erfolgte die Rezeptorstimulation mittels Zugabe von αIgM. Dabei zeigte sich ein verzögerter 

und schwacher Einstrom von Calcium in anergen CLL-Zellen aus TCL1-Tieren. Dem 

gegenüber stand eine unmittelbare und sehr hohe Ca2+-Mobilisation in den TCL1-Kohorten 

mit den jeweiligen Knockouts. Die abschließende Stimulation mithilfe von Ionomycin diente 

als Positiv-Kontrolle für die Fähigkeit der Zellen der Ca2+-Mobilisation. 

 

 

Abb. 31: Erhöhte Ca
2+

-Mobilisation von TCL1 Zellen mit Knockouts  

Splenozyten aus TCL1, TCL1 NFAT2-KO, TCL1 LCK-KO, und TCL1 NFAT2-KO LCK-KO Tieren wurden 
isoliert und anschließend mit FuraRed beladen. Mittels Antikörpern erfolgte eine Oberflächen-Färbung. 
Zuerst wurde daraufhin der basale Ca

2+-
Einstrom für 30 s aufgenommen. Anschließend erfolgte die 

BCR-Stimulation mit 10 µg/ml αIgM und die Ca
2+

-Mobilisation wurde bestimmt. Nach 180 s Messzeit 
wurde 10 µM Ionomycin als Positivkontrolle zugegeben. Dargestellt ist die Ca

2+
-Mobilisation der CLL-

Zellen. 
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4 DISKUSSION 

In der vorliegenden Arbeit sollten die Rolle von NFAT2 und LCK in der CLL ergründet, sowie 

näher beleuchtet werden. Zugrundeliegend waren hierbei Vorarbeiten und aktuelle 

Erkenntnisse unserer Arbeitsgruppe, die demonstrierten, dass der Verlust von NFAT2 

sowohl im TCL1-Modell als auch in Patienten in einem Verlust der Anergie von CLL-Zellen 

resultiert. Dies wiederum gipfelt in einem aggressiveren Verlauf der CLL in Einheit mit einer 

Transformation der Erkrankung5,40. 

 

In dieser Arbeit konnte im TCL1-Mausmodell eine Anergie-Gen-Signatur beschrieben 

werden, welche abhängig vom NFAT- und BCR-Signaling ist. Zudem zeigte sich die 

Expression einiger regulatorischer Gene analog zur humanen Richter-Transformation. Die 

Deletion von NFAT2 schlug sich außerdem auf die Expression von Chemokin-Rezeptoren 

nieder. Bei der weiteren Untersuchung gelang es zudem, LCK als direktes Zielgen von 

NFAT2 zu identifizieren. Da LCK außerdem in vorherigen Publikationen als Bestandteil des 

BCR-Signalosoms vermutet wurde, wollten wir ebenfalls eine mögliche Beteiligung von LCK 

untersuchen. Dabei gelang uns der Nachweis, dass LCK in der Anergie mit dem BCR 

interagiert. Mittels Langzeit-Untersuchungen konnten wir ebenso ein verringertes Überleben 

von TCL1-Tieren mit NFAT2-KO, LCK-KO oder NFAT2-KO und LCK-KO zeigen, wobei 

allerdings im Falle der Deletion von LCK die CLL nicht als alleinige Todesursache in Betracht 

gezogen werden konnte. Außerdem waren in weiteren Untersuchungen keine eindeutigen 

Belege für eine Akzelerierung oder Transformation der CLL durch den Verlust von LCK 

nachweisbar. Da des Weiteren der Zellzyklus und die Apoptose zwar verändert erschienen, 

die Unterschiede sich meist jedoch als nicht signifikant herausstellten, konnten keine klaren 

Schlüsse gezogen werden. In abschließenden Experimenten, in denen die Expression 

wichtiger Anergie-Marker sowie der Calcium-Flux analysiert wurde, ließ sich allerdings 

belegen, dass LCK eine wichtige Rolle in der Anergie von CLL-Zellen spielt. 

 

Ein anerger Phänotyp in CLL-Zellen wurde schon zuvor beschrieben, ebenso wurden 

verschiedene Charakteristika dieser Zellen identifiziert36-39. Zu den Eigenschaften anerger 

CLL-Zellen zählt unter anderem die konstitutive Phosphorylierung von MEK1/2 und ERK1/2, 

eine fehlende Phosphorylierung von AKT, die Überexpression von NFAT2 und ein für αIgM-

Stimulation unempfänglicher BCR36. Die konstitutive Phosphorylierung von ERK1/2 wurde 

anschließend bestätigt, außerdem wurde eine reduzierte IgM-Oberflächenexpression, sowie 

eine reduzierte Calcium-Mobilisation nach BCR-Stimulation festgestellt37. Des Weiteren 

wurde in anergen CLL-Zellen eine verringerte Expression von Prdm1 nachgewiesen39. Auch 
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NFAT2 wurde schon früher in CLL-Zellen exprimiert gefunden, sowie aktiviert in Burkitt-

Lymphom und DLBCL54. Eine Studie durch Le Roy et al. konnte außerdem einen 

Zusammenhang zwischen der Aktivierung des BCR und NFAT2 sowie dem Verlauf der CLL 

demonstrieren38. Übereinstimmend mit Muzio et al., die eine erhöhte NFAT2-Aktivierung mit 

dem in der Anergie konstitutiv aktivierten MAP/ERK-Signalweg in Zusammenhang bringen 

konnten, waren wir in der Lage, eine gesteigerte Expression von NFAT2 in anergen CLL-

Zellen zu zeigen36. Eine andere Studie konnte zudem aufzeigen, dass NFAT2 in der 

Entwicklung von B-1a-Zellen eine essentielle Rolle spielt, was die wichtige Funktion von 

NFAT2 in B-Zellen untermauert.5,149 Zusätzlich zur Beschreibung der Wichtigkeit 

der NFAT2-Expression gelang uns ebenso die Charakterisierung einer NFAT2-abhängigen 

Anergie-Gen-Signatur. Diese Anergie-Gen-Signatur besteht aus Lck, Cbl-b, Grail und Egr2 

(siehe Abb. 12) und somit aus Faktoren, welche zuvor in der T-Zell-Anergie beschrieben 

wurden150-156. 

 

Der interessanteste Faktor in diesem Zusammenhang ist die Proteintyrosinkinase LCK. Dies 

liegt unter anderem an der Tatsache, dass Lck in Microarray-Analysen als eines der Top5 

der NFAT2-regulierten Gene identifiziert wurde und die Expression von Lck sehr stark durch 

den NFAT-Inhibitor VIVIT verringert werden kann40. Außerdem wurde die enorme Bedeutung 

von LCK für die T-Zell-Aktivierung und die T-Zell-Anergie gezeigt150,151,157. Die Expression der 

Kinase wurde zudem in unterschiedlichen Tumorentitäten nachgewiesen (Kolon- und 

Rektumkarzinom84,158, sowie verschiedene Lymphome88). Des Weiteren wurde LCK in 

B-Zellen/B1-Zellen und CLL-Zellen beschrieben72,80,159,160. Die Rolle von LCK in diesen Zellen 

ist allerdings umstritten. So konnte von einigen Autoren gezeigt werden, dass LCK wichtig für 

das BCR-Signaling, jedoch nicht für die B-1-Zell-Entwicklung ist, oder sogar verstärkend im 

BCR-Signaling wirkt74,75. In anderen Arbeiten wurde LCK hingegen als vernachlässigbar für 

das BCR-Signaling beschrieben161. Auch die Expression von LCK in CLL-Patienten stellt sich 

heterogen dar81,88,162. Während unsere Arbeitsgruppe LCK als wichtigen Faktor im 

BCR-Signaling, sowie eine erhöhte LCK-Expression mit einem indolenten Verlauf  der CLL 

feststellte, wird in anderen Arbeiten zwar die Wichtigkeit im BCR-Signaling in CLL-Zellen 

bestätigt, jedoch nicht die Bedeutung im Verlauf der CLL77,78. 

 

Die E3-Ubiquitinligase CBL-B wurde zuvor ebenfalls als negativer Aktivierungsregulator und 

in der T-Zell-Anergie beschrieben152. Hierbei reguliert CBL-B die TCR-Expression ebenso 

wie die TCR-abhängige NF-κB-Aktivierung herunter163,164. Eine ähnliche Rolle als negativer 

Regulator wurde für CBL-B ebenso im BCR-Signaling beschrieben165, wobei der 

zugrundeliegende Mechanismus hier die Ubiquitinylierung von SYK ist. Ebenso wurde CBL-
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B als wichtiger Faktor in der Kontrolle der B-Zell-Anergie via BCR-Signaling identifiziert166. 

Zusätzlich wurde ein Signalweg in T-Zellen aufgedeckt, der einen Zusammenhang zwischen 

NFAT1-2 und CBL-B aufzeigt. Dabei regulieren NFAT1 und NFAT2 die Expression von 

Deltex1, welches wiederum die Expression von CBL-B steuert. Außerdem wurde eine 

Interaktion zwischen Deltex1 und Egr2 festgestellt, die eine optimale Expression von CBL-B 

ermöglicht und so die T-Zell-Anergie fördert167. Auch eine umgekehrte Wechselwirkung, bei 

der CBL-B NFAT1-4 aktiviert, wurde in T-Zellen beschrieben168. Unsere Ergebnisse zeigen 

CBL-B als an der Anergie von CLL-Zellen beteiligt, wobei die Regulation hier über NFAT2 

und den BCR stattfindet. 

 

Eine weitere E3-Ubiquitinligase mit einer wichtigen Rolle in der Anergie von T-Zellen stellt 

GRAIL dar153-155. Hier wurde eine bedeutende Rolle von NFAT1 ermittelt, da die Expression 

von GRAIL durch NFAT1-Dimere reguliert wird169. Eine weitere Studie fand zudem heraus, 

dass die Expression von GRAIL und CBL-B abhängig von NFAT1 ist170. Wie jedoch GRAIL 

seine Wirkung entfaltet, ist größtenteils unbekannt. Mögliche Zielproteine einer 

Ubiquitinylierung durch GRAIL in der T-Zell-Anergie sind die Rho-GTPase oder CD40L171,172. 

Unsere Untersuchungen in den TCL1-Tieren zeigen, dass GRAIL auch in der Anergie von 

CLL-Zellen eine wichtige Rolle spielt und hierbei durch NFAT2 und das BCR-Signaling 

reguliert wird. 

 

Der Transkriptionsfaktor EGR2 stellt einen weiteren wichtigen Akteur in der T-Zell-Anergie 

dar156. Zusammen mit EGR3 wurde dieser Transkriptionsfaktor als wichtiger negativer 

Aktivationsregulator in T-Zellen festgestellt, der unter anderem die Expression von CBL-B 

beeinflusst173. Außerdem wurde herausgefunden, dass EGR2 durch NFAT1-4 reguliert wird 

und die negative Regulation der T-Zell-Aktivität hauptsächlich durch NFAT1 und NFAT4 via 

EGR2 und EGR3 vermittelt wird174,175. Eine weitere Studie konnte zudem aufzeigen, dass  

EGR2 ein direktes Zielgen von NFAT1-3 darstellt176. Außerdem wurde eine Beteiligung von 

EGR2 nicht nur in der Entwicklung von T-Zellen, sondern auch von B-Zellen festgestellt177.  

Auch im BCR-Signaling spielt EGR2 eine Rolle178. So konnte EGR2 nicht nur als negativer 

Regulator der B-Zell-Aktivität identifiziert werden, sondern ebenso beteiligt an der Anergie 

von B-Zellen179-181. In der TCL1-Kohorte konnten wir EGR2 ebenso als Anergie-Gen 

identifizieren, das durch NFAT und das BCR-Signaling moduliert wird. 

 

Spannend für weitere Untersuchungen wäre nun, die Expression dieser Anergie-Gene in 

CLL-Patienten zu untersuchen, um die Rolle der Anergie-Gen-Signatur auch in der humanen 
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Erkrankung zu belegen. Des Weiteren wäre eine Korrelation mit weiteren prognostischen 

Markern wie dem IGHV-Status, sowie der CD38- und ZAP70-Expression von Interesse. 

 

Im Falle einer Richter-Transformation der CLL spielen bestimmte Gene der 

Zellzyklusregulation eine wichtige Rolle. Dabei können Mutationen in diesen Genen 

entweder zu einem Verlust der Expression, oder einer gesteigerten Aktivität führen. So 

wurden als Risikofaktoren einer Richter-Transformation Mutationen identifiziert, die zum 

Verlust der CDKN2A- und Trp53-Expression oder zu nichtfunktionalen Proteinen führen und 

damit die Regulation des Zellzyklus und der Apoptose verhindern. Aber auch Mutationen, die 

eine übermäßige Aktivierung von C-MYC und NOTCH1 zur Folge haben und damit zu einer 

unregulierten Proliferation führen, spielen hierbei eine wichtige Rolle108,109,120,121,182,183. Der 

Verlust von Trp53 und Cdkn2a wurde dabei als Hauptmechanismus der Richter-

Transformation beschrieben184,185. Eine stark verringerte Expression von Trp53 und Cdkn2a 

konnten wir auch hier darstellen (siehe Abb.13). und damit weiter verifizieren, dass der 

Verlust von NFAT2 zu einer Transformation analog zur Richter-Transformation führt. In einer 

weiteren Arbeit gelang es unserer Arbeitsgruppe zudem nachzuweisen, dass diese 

Transformation mit einer beschleunigten klonalen Evolution und einem resultierenden, 

größtenteils unmutierten IGHV-Repertoire der NFAT2-defizienten CLL-Zellen 

zusammenhängt186. Die Korrelation von NFAT2 und LCK mit den CDKN2A- und Trp53-

Proteinlevel in humanen CLL-Proben, sowie eine Untersuchung des IGHV- und des 

allgemeinen Mutations-Status, könnten hier weitere Einblicke in die Bedeutung von NFAT2 

und LCK in der humanen CLL bieten. 

 

Die Rolle des Microenvironments in der CLL ist ebenfalls von enormer Bedeutung. Eine 

besondere Bedeutung kommt hierbei den Chemokinen und den entsprechenden Chemokin-

Rezeptoren zu141-143. Im Zuge dieser Arbeit konnten wir eine veränderte Expression von 

Chemokin-Rezeptoren aufgrund des NFAT2-KO ausmachen (vgl. Abb. 14). Zuvor wurden 

verschiedene Chemokin-Rezeptoren als wichtige Faktoren für das Überleben von CLL-Zellen 

identifiziert, oder als prognostische Faktoren der CLL vorgeschlagen. So wurde CCR1 als 

Rezeptor von Makrophagen-sezernierten Signalen identifiziert, welche in einem höheren 

Überleben von CLL-Zellen resultieren187. Auch CCR7 wurde in diesem Zusammenhang als 

Pro-Survival-Faktor identifiziert188. Dies deckt sich mit der gesteigerten Apoptoserate von 

NFAT2-defizienten CLL-Zellen5,40. Eine weitere Studie fand zudem eine Korrelation der 

CCR7- und CXCR4-Expression mit dem Rai-Staging189. 
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Als weiterer prognostischer Marker wurde CXCR3 vorgeschlagen. Hier fand eine 

Arbeitsgruppe einen negativen Zusammenhang zwischen der Expression von CXCR3 und 

der Rai-Klassifizierung. CLL-Patienten mit niedriger CXCR3-Expression hatten also eine 

schlechtere Prognose190,191. Dies  wurde in einer weiteren Arbeit bestätigt und mit der 

CXCR4-Expression kombiniert. Dabei zeigte sich, dass eine geringe CXCR3-Expression in 

Zusammenhang mit einer hohen CXCR4-Expression auf einen aggressiveren Verlauf der 

CLL hinweist192. Eine Reduktion von CXCR4 wurde auch durch Brain-derived neurotrophic 

factor (BDNF) ausgelöst, was ebenfalls einen milderen Verlauf der CLL zur Folge hatte193. 

Während unsere Resultate in Hinblick auf CXCR3 die Ergebnisse bestätigten, gelang uns 

dies bezüglich der CXCR4-Expression nicht. Eine mögliche Erklärung dafür bieten Arbeiten, 

die herausfanden, dass CXCR4 durch BCR-Aktivität herunterreguliert wird und wir eine 

höhere BCR-Aktivität in TCL1 NFAT2-KO-Tieren feststellten194-196. Zudem wurde im Falle 

des Mucosa Associated Lymphoid Tissue (MALT)-Lymphoms der Verlust von CXCR4 mit 

einer Progression zu einem DLBCL verknüpft197, was ebenso eine mögliche Erklärung bietet, 

da ein NFAT2-Verlust, wie gezeigt, in einer Transformation der CLL resultiert. Ebenso als 

schützend vor Apoptose wurde die CXCR5-Überexpression demonstriert198. Auch hier 

zeigten unsere Ergebnisse, dass ein Verlust von NFAT2 mit einem Verlust von CXCR5, 

sowie einer erhöhten Apoptoserate der CLL-Zellen einhergeht40. 

 

Da das Microenvironment auch in der humanen CLL als sehr wichtig angesehen wird, wäre 

hier eine Korrelation von LCK und NFAT2 mit der Expression von Chemokinen und 

Chemokin-Rezeptoren auch in primären Patientenproben interessant. Da eine Vielzahl von 

Antikörpern, Rezeptor-Antagonisten, Signaling-Inhibitoren (auch gegen Akteure der BCR-

Signalkaskade) als zielgerichtete Therapien gegen Chemokine und Chemokin-Rezeptoren 

getestet werden141-143,199, wäre es spannend zu untersuchen, ob sich diese Behandlungen 

auch in der NFAT2- oder LCK-Expression niederschlagen, oder ob die Inhibition von NFAT2 

und LCK eine Auswirkung auf die Expression der Chemokine und Chemokin-Rezeptoren 

hat. Da zudem nicht nur Chemokine sondern auch verschiedene Zellen im Microenvironment 

der CLL verändert sind (regulatorischen T-Zellen (Tregs), „nurse-like„-Zellen und myeloide 

Suppressor-Zellen)200-203, wären auch hier weitere Untersuchungen im Zusammenhang mit 

NFAT2 und LCK von Interesse. Außerdem könnten Analysen bezüglich des 

Zusammenhangs von oxidativem Stress- und Metabolit-Level204,205 mit der NFAT2 und LCK-

Expression im TCL1-Modell, sowie in humanen CLL-Patienten mögliche prognostische oder 

therapeutische Ansätze aufzeigen. 
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Bei Brustkrebs konnte ein Zusammenhang zwischen einer erhöhten NFAT2- und einer 

erhöhten NFAT1-Expression nachgewiesen werden, wobei NFAT2 die Expression von 

NFAT1 reguliert144. Um zu untersuchen, ob dies auch analog in der CLL gilt, griffen wir auf 

TCL1-Mäuse zurück. Im Falle des TCL1-Modells konnten wir jedoch keine Abhängigkeit der 

NFAT1-Expression von NFAT2 feststellen (siehe Abb. 15). Ein Hauptmechanismus, über 

den Tumore der Immunosurveillance entkommen, ist die Modulierung der MHC-Klasse-I-

Expression206-210. Da außerdem ein niedriges Level der MHC-Expression mit einem 

aggressiveren Tumorverhalten assoziiert wurde211, wollten wir untersuchen, ob sich dieser 

Zusammenhang auch im Falle des aggressiveren CLL-Phänotyps durch den NFAT2-KO 

zeigt. Allerdings konnten wir keine Korrelation zwischen der NFAT2-Deletion und einer 

verringerten MHC-Expression aufweisen, da wir vergleichbare Levels der MHC-Expression 

in der TCL1 und der TCL1 NFAT2-KO-Kohorte vorfanden (siehe Abb. 16). Eine Übertragung 

der Ergebnisse auf die humane Erkrankung wäre auch hier von Interesse. Zudem wäre eine 

Untersuchung der anderen NFAT-Familien-Mitglieder sowie die Auswirkung von NFAT2 und 

LCK-Inhibition auf andere NFAT-Familien-Mitglieder in humanen CLL-Patienten spannend. 

 

Bereits 1995 wurde LCK als potentielles Zielgen von NFAT2 identifiziert147. Im Zuge dieser 

Arbeit verwendeten wir eine Methode namens Chromatin-Immunopräzipitation (ChIP) um 

LCK in Patientenproben als direktes Zielgen von NFAT2 zu identifizieren (vgl. Abb. 17)40,212. 

Hierbei diente CD40L als Positivkontrolle, da die Bindung von NFAT2 an den zugehörigen 

Promotor in B-Zell-Lymphomen beschrieben wurde213. Im Hinblick auf die ChIP-Experimente 

stellten sich auf methodischer Ebene einige zentrale Herausforderungen. So war die Findung 

eines passenden Antikörpers, der NFAT2 auch unter den gegebenen Bedingungen bindet, 

eine der großen Hürden. Hier zeigten sich auch Unterschiede im selben Klon (7A6) von 

verschiedenen Herstellern. Dies lag zum Großteil daran, dass die Epitope einiger 

verwendeten Antikörper durch die Formaldehyd-Fixierung maskiert wurden. Auch die 

Bedingungen für das Shearing der Zellen und die Größe der resultierenden DNA-Fragmente 

mussten optimiert werden. So mussten die Zellen, sowie die enthaltene DNA so fragmentiert 

werden, dass die resultierenden DNA-Fragmente die optimale Größe von 200-500 bp 

aufwiesen, zum anderen sollten die gebunden Proteine nicht zerstört werden. Waren die 

erhaltenen DNA-Fragmente kleiner oder größer als 200-500 bp, so ließ sich entweder die 

Bindung von NFAT2 nicht nachweisen, oder es kam zu einer hohen unspezifischen Bindung 

durch den Kontroll-Antikörper. Weitere Untersuchungen in dieser Richtung sind mittels 

Electric Mobility Shift Assay (EMSA) oder verschiedener Reporter-Assays möglich, um die 

Affinität von NFAT2 zum LCK-Promotor weiter zu charakterisieren. 
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Mittels ChiP-on-Chip oder ChIP-Seq ließen sich auch neue Zielgene von NFAT2 

identifizieren, sowie die Wirkung verschiedener Therapeutika testen, welche sich auf die 

DNA-Methylierung oder Histon-Modifikationen auswirken212. Diese epigenetischen 

Mechanismen wurden als bedeutende Faktoren in der CLL entdeckt und ein direkter 

Zusammenhang zwischen einem hypomethylierten Promotor und einer erhöhten NFAT2-

Expression konnte in der CLL belegt werden122,214-220. Weitere epigenetische Veränderungen 

des NFAT2-Promotors führten zu einer verringerten Expression221, weshalb hier eine 

mögliche therapeutische Nutzung von methylierenden/demethylierenden Agenzien gegen 

NFAT2220 untersucht werden sollte.  Auch eine mögliche Reaktivierung der NFAT2-LCK-

Achse, mittels Einbringen von NFAT2 oder LCK durch RNA oder Retroviren in aggressiven 

CLL-Zellen, könnte neue therapeutische Strategien aufzeigen. 

 

LCK wurde schon früh in CLL-Zellen beschrieben72. Die Rolle von LCK im BCR-Signaling 

wird, wie oben bereits angesprochen, jedoch kontrovers diskutiert. So existieren zum einen 

Daten, die zeigen, dass LCK das BCR-Signaling verstärkt74, zum anderen wurde LCK mit 

einer Verringerung des BCR-Signaling in Verbindung gebracht75. Eine weitere Arbeitsgruppe 

wiederum demonstrierte, dass LCK keine Auswirkung auf das BCR-Signaling hat161. Die 

verstärkende Wirkung wurde dabei auf eine veränderte Phosphorylierung verschiedener 

Faktoren der BCR-Kaskade, sowie die Aktivierung des Raf-MEK-Erk-Signalweg via LCK 

zurückgeführt74. Dal Porto et al zeigten dem gegenüber, dass eine höhere LCK-Expression 

eine Verringerung des BCR-Signalings in B1-Zellen mit sich bringt. Dabei scheint vor allem 

die Koexpression von LCK und CD5 wichtig, welche mit einer erhöhten CD5-

Phosphorylierung einhergeht, was eine verminderte Ca2+-Mobilisation und eine veränderte 

Phosphorylierung zur Folge hat75. Da wir neben der Lokalisation von LCK nahe des BCR 

(Abb. 20) auch einen erhöhten Ca2+-Flux durch LCK/NFAT2-KO (Abb. 31) feststellen 

konnten, legen unsere Daten einen ähnlichen Mechanismus in CLL-Zellen nahe. 

 

Auch in Hinblick auf die Bedeutung der Koxpression von LCK und CD5 stimmen unsere 

Daten überein, da wir neben der verringerten LCK-Expression auch eine geringere CD5-

Expression in aggressiveren CLL-Zellen detektierten40. Zudem wurde CD5 nicht nur als 

negativer Regulator des BCR-Signalings beschrieben, sondern auch von Friedman et al. als 

prognostischer Faktor für einen günstigeren Verlauf der CLL gewertet222. Auch LCK wurde 

als wichtiger Faktor im BCR-Signaling von CLL-Zellen beschrieben, wobei der prognostische 

Nutzen aktuell jedoch noch immer debattiert wird, da andere Arbeitsgruppen keine 

Korrelation von LCK mit dem Verlauf der CLL feststellen konnten40,77,78. Eine Möglichkeit, wie 

LCK am BCR-Signaling beteiligt ist, besteht in der Phosphorylierung von IKK, AKT und ERK 
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durch LCK nach BCR-Stimulation77. Hier könnten in weiterführenden Versuchen 

verschiedene LCK-Inhibitoren223 zum Einsatz kommen, um potentielle Auswirkungen auf das 

BCR-Signaling zu erforschen. Andererseits wäre die Analyse der NFAT2- und LCK-

Expression, sowie Aktivierung nach Gabe von BCR-Signaling-Inhibitoren wie Ibrutinib und 

Idelalisib interessant. 

 

Zuerst wurde in den Tieren mit LCK-KO die Effizienz des LCK-KOs untersucht. Hierbei 

konnten wir feststellen, dass die Expression von LCK durch den Knockout verloren geht, 

ebenso konnte der Verlust der LCK-Expression auch durch die Deletion von NFAT2, wie 

zuvor gezeigt, demonstriert werden5,40. Die residuale Expression von LCK in Tieren mit LCK-

KO wurde ebenfalls zuvor beschrieben, stellt jedoch keine Rettung des Genotyps dar63. 

 

Weitere Analysen zeigten, dass der Knockout von NFAT2 und LCK zu einer Verringerung 

des Überlebens in TCL1-Tieren führt. Die Überlebenskurven sind jedoch nicht eindeutig zu 

bewerten, da alle Kohorten mit einem LCK-KO eine verringerte Lebenszeit aufwiesen, auch 

ohne das TCL1-Transgen (vgl. Abb.23). Weitere Untersuchungen deckten auf, dass diese 

Tiere eine opportunistische Infektion mit Pneumocystis jirovecii erleiden, was zu einer 

Pneumonie der Tiere führt (die Feststellung der Erreger erfolgte durch den tierärztlichen 

Dienst). Durch die Beeinträchtigung des Immunsystems mittels des Keimbahn-knockouts 

von LCK verläuft diese Infektion tödlich. Die hier erzielten Ergebnisse müssen daher mit 

einer gewissen Vorsicht betrachtet werden, da die Auswirkungen der CLL auf das Überleben 

durch die Infektion maskiert wurden. Während in vorhergehenden Studien keine 

Auswirkungen des LCK-KO auf das Überleben festgestellt wurden63, konnten wir dies hier 

durch die in diesen Tieren auftretende Pneumonie nicht bestätigen. Eine Möglichkeit dieses 

Problem zu beheben, bestünde in der Gabe des Antibiotikums Cotrimoxazol mittels 

Trinkwasser in allen Kohorten, um die Infektion in den LCK-KO Tieren zu verhindern. Eine 

weitere Möglichkeit besteht auch im Wechsel der Tierhaltung oder der Transplantation der 

CLL-Zellen aus den TCL-Kohorten mit und ohne LCK-KO in NOD Scid Gamma (NSG)-

Mäuse. Bei diesen Lösungen würde jedoch das Problem bestehen bleiben, dass durch den 

Keimbahn-knockout von LCK auch andere Zellen als B-Zellen betroffen wären. Dies ließe 

sich nur mithilfe einer neuen Mauslinie lösen, welche einen B-Zell-spezifischen, z.B. CD19-

vermittelten, LCK-KO durch das Cre-flox-System oder CRISPR-Cas9 aufweist. 

 

Trotz der Pneumonie kann man eine CLL in den Tieren beobachten, was unter anderem die 

Splenomegalie sowie die Zunahme der CLL-Zellen zeigt (siehe Abb.23-25). Hierbei kommt 

es zu einem recht schnellen Anstieg der CLL-Zellen in TCL1-Tieren mit LCK-KO oder 
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NFAT2-KO und LCK-KO verglichen mit herkömmlichen TCL1-Tieren (vergl. Abb. 23B und 

Märklin et al.5,40). Es fällt jedoch auf, dass eine verringerte Gesamtanzahl an CLL-Zellen 

verglichen mit herkömmlichen TCL1-Tieren oder TCL1 NFAT2-KO-Tieren vorliegt, was für 

eine mögliche Rolle von LCK in der B-Zell-Entwicklung spricht (vergleiche Abb. 23B und 

Märklin et al.5,40). Dies weicht von den Ergebnissen von Ulivieri et al. ab, die zeigten, dass es 

keinen Unterschied in der B-Zell-Entwicklung zwischen LCK-defizienten und Wildtyp-Mäusen 

gibt74. Allerdings wurden in dieser Studie nur peritoneale B-Zellen untersucht. Zum Zeitpunkt 

3 Monate konnten wir in den verschiedenen Organen (Blut, Milz und Knochenmark) 

zwischen herkömmlichen TCL1-Tieren und TCL1 LCK-KO-Tieren, was den prozentualen 

Anteil der CLL-Zellen betrifft, jedoch auch keinen Unterschied feststellen. Die geringere 

Gesamtanzahl der B-Zellen durch den LCK-KO wurde parallel zu unseren Ergebnissen 

allerdings auch bei Dal Porto et al. beschrieben75. 

 

Eine weitere mögliche Erklärung für die geringere Anzahl an CLL-Zellen kann auch darin 

liegen, dass sich der Keimbahn-knockout von LCK auch auf andere Zellen auswirkt. Alle 

Tiere mit LCK-KO haben unter anderem nur noch eine sehr geringe Anzahl an T-Zellen, da 

LCK ein essentieller Faktor in der Entwicklung von T-Zellen ist63. So ist LCK nicht nur an der 

Aktivierung von T-Zellen beteiligt, sondern auch an jeder Phase in der Entwicklung der T-

Zellen62,159,224-226. Da T-Zellen wichtige Signale für B-Zellen und deren Entwicklung liefern, 

liegt die Vermutung nahe, dass sich Veränderungen des T-Zell-Kompartiments auf B-Zellen 

und dadurch auch CLL-Zellen auswirkt227. So konnte in den Keimzentren der Lymphknoten 

ein T-Zell-abhängiger Mechanismus belegt werden. Dort ist InterLeukin 21 (IL-21), welches 

von folikulären T-Helfer-Zellen sezerniert wird, für einen korrekten Klassenwechsel von 

Antikörpern und das Überleben der B-Zellen essentiell. Auch die Differenzierung und 

Proliferation, ebenso wie die Entwicklung von B-Zellen mittels IL-21 gesteuert und über 

B Cell Lymphoma 6 (BCL-6) in den B-Zellen vermittelt wird 227-229. Neben der T-Zellaktivität, 

die auch gesunde B-Zellen betrifft, spielen vor allem die Tregs in der CLL eine wichtige 

Rolle230. Einige Studien konnten eine höhere Anzahl an Tregs in CLL-Patienten feststellen, 

so dass ein möglicher prognostischer Nutzen vorgeschlagen wurde231-233. Des weiteren lagen 

Tregs in einem TCL1-Transplant-Modell in einem aktivierten Status vor, die CLL-Zellen durch 

ihre stark immunsupprimierenden Eigenschaften vor zytotoxischen T-Zellen schützen230. 

Somit sind wesentliche Faktoren, die sich für CLL-Zellen vorteilhaft auswirken, wie durch T-

Zellen bereitgestellte Zytokine, im Falle des LCK-KO drastisch verändert, was eine 

Bewertung der Ergebnisse erschwert. Auch hier wären Analysen in einem Mausmodell mit 

einer B-Zell-spezifischen Deletion von LCK von Interesse. 
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Die im TCL1-Modell beschriebene Infiltration mit CLL-Zellen126 war auch im Fall der 

verschiedenen Knockouts mittels Histologie feststellbar (siehe Abb. 26). Es zeigte sich 

zudem, dass die Deletion von NFAT2 und LCK schon im Alter von fünf Monaten zu einer 

verstärkten Infiltration mit CLL-Zellen in die Milz mit Splenomegalie führte (vgl. Abb. 24 und 

26). Während in TCL1-Tieren mit NFAT2-KO mit sieben Monaten eine Transformation der 

CLL-Zellen feststellbar war40, konnte dies hier für das Alter von fünf Monaten noch nicht 

eindeutig gezeigt werden, auch wenn Hinweise darauf vorhanden waren. Dass der Verlust 

von NFAT2 und LCK zu einer Transformation der CLL führt, konnte auch in CLL-Patienten 

mit einer Richter-Transformation demonstriert werden40. 

 

Mittels Durchflusszytometrie konnten wir CLL-Zellen außer in der der Milz auch im Blut und 

im Knochenmark feststellen (vgl. Abb. 25). Die CLL-Zellen zeigten hier die typische 

Expression von CD5234. Allerdings ließen sich keine Unterschiede zwischen dem Anteil an 

CLL-Zellen aus herkömmlichen TCL1-Mäusen und TCL1-Tieren mit LCK-KO nachweisen. 

Die Deletion von NFAT2 auf der anderen Seite zeigte sowohl allein, als auch in Kombination 

mit dem LCK-KO eine Erhöhung des CLL-Zell-Anteils. Durch die zuvor erwähnten 

Komplikationen mit dem LCK-KO sind diese Ergebnisse nicht eindeutig zu bewerten. Möglich 

ist jedoch, dass NFAT2 über einen nicht nur durch LCK-vermittelten Mechanismus Einfluss 

auf die Dynamik der CLL nimmt. 

 

Aufgrund der von uns zuvor festgestellten Rolle von NFAT2 für den Zellzyklus und die 

Apoptose der CLL-Zellen, wollten wir weiter untersuchen, ob durch den Verlust von LCK 

ebenfalls eine Änderung in dem Zellzyklus oder der Apoptoserate auftritt (vgl. Abb. 27 und 

28). Im Blut und in der Milz konnten wir in herkömmlichen TCL1-Tieren eine vermehrte 

Anzahl der CLL-Zellen in der G2-/M-Phase vorfinden, während die Zellen in der S-Phase 

vermindert waren. Die Deletion von NFAT2 und LCK führte dagegen zu einer verringerten 

Anzahl an CLL-Zellen in der G2-/M-Phase und zu einer erhöhten Anzahl der CLL-Zellen, die 

in die S-Phase eintraten. Eine mögliche Interpretation ist hierbei, dass NFAT2 und LCK den 

Zellzyklus negativ beeinflussen und ihre Deletion diese Regulation aufhebt, wodurch der 

Zellzyklus beschleunigt wird, was sich mit vorangegangen Ergebnissen unsere 

Arbeitsgruppe decken würde5. Die Ergebnisse wiesen hierbei allerdings keinen statistisch 

signifikanten Unterschied auf. Zudem ist über die Zellzyklusregulation von NFAT2 sehr wenig 

bekannt. 

 

Des Weiteren wollten wir die Auswirkungen der verschiedenen Knockouts auf die Apoptose 

untersuchen. Hierbei wurde zuvor in unserer Arbeitsgruppe eine erhöhte Apoptoserate im 
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Blut und im Knochenmark von NFAT2-defizienten TCL1-Tieren gezeigt. Eine erhöhte 

Apoptoserate deutete sich auch in den CLL-Zellen aus TCL1-Tieren mit den verschiedenen 

Knockouts im Vergleich zu herkömmlichen TCL1-Tieren an. Jedoch waren hier nur die 

Apoptoseraten im Blut und im Knochenmark der TCL1 NFAT2-KO LCK-KO-Kohorte 

signifikant höher als in herkömmlichen TCL1-Tieren. Die Rolle von LCK in der Apoptose ist 

zudem umstritten, da es Ergebnisse gibt, die zeigen, dass der Knock-down von LCK keine 

Apoptose auslöst162. Auf der anderen Seite gibt es Untersuchungen, die zeigen, dass durch 

Inhibition von LCK eine erhöhte Glucocorticoid-Sensitivität und Apoptose resultiert87. 

Allerdings konnten wir durch die hohen Apoptoseraten auch nicht die zuvor in vivo 

beschriebene BCL-2 und BAX-vermittelte Apoptoseresistenz235-237 der CLL-Zellen zeigen. 

Bei dieser Apoptoseresistenz der CLL-Zellen in vivo ist wiederum das Microenvironment 

sowie „nurse-like“-Zellen und eine verminderte CD95-Expression von Bedeutung238-242. 

 

Unsere Ergebnisse lassen hingegen nicht den Rückschluss zu, dass LCK eine Rolle im 

Zellzyklus oder der Apoptose spielt. Aufgrund der nicht eindeutigen Ergebnisse und der Rolle 

der durch den LCK-KO fehlenden T-Zellen in der Entwicklung von B1- und CLL-Zellen227-233, 

besteht auch die Möglichkeit, dass der Verlust der LCK-Expression kein initiales sondern ein 

späteres Ereignis in der CLL darstellt. Hierzu sind weitere Untersuchungen notwendig. Eine 

In-vitro-Kultivierung der CLL-Zellen aus den verschiedenen Kohorten bietet eine alternative 

Untersuchungsmöglichkeit, um die Zellen unabhängig von unterschiedlichen Gegebenheiten 

des Microenvironments der Mausmodelle zu untersuchen. Zusätzlich könnten hierzu aus 

TCL1-Mäusen mit und ohne den entsprechenden Knockout CLL-Zellen entnommen werden 

und in NSG-Mäuse transplantiert werden (wie in Märklin et al. beschrieben40). Um ein 

eindeutigeres Bild bezüglich der Infiltration und Dynamik der CLL-Zellen durch den Verlust 

von LCK zu erhalten, sind weitere Analysen, zum Beispiel in einem Mausmodell mit einer B-

Zell-spezifischen Deletion von LCK oder in humanen CLL-Patienten notwendig. Um den 

prognostischen Nutzen der Analysen zu steigern, wäre eine  Korrelation mit ZAP70 und 

CD38 oder dem IGHV-Status spannend. 

 

Die wichtige Rolle von LCK in der Anergie von CLL-Zellen konnte in dieser Arbeit 

demonstriert und untermauert werden. Die Auswirkungen von LCK auf die Anergie wurden 

zuerst über die Prdm1-Expression untersucht (Abb. 29). So wurde eine verringerte 

Prdm1-Expression zuvor als Marker für anerge CLL-Zellen identifiziert39. Da Prdm1 in der 

Differenzierung von B-Zellen eine wichtige Rolle spielt, ist diese Differenzierung in anergen 

CLL-Zellen beeinträchtigt. Die Rolle von Prdm1 in der Anergie und der zugrundeliegende 

Mechanismus sind jedoch nicht vollständig geklärt. Ein möglicher Erklärungsansatz besteht 
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in einem vermuteten Zusammenhang von Prdm1 mit BCL-65, einem weiteren wichtigen 

Faktor in der B-Zell-Entwicklung und der Entwicklung von Lymphomen243,244. So wurde 

neben der verringerten Prdm1-Expression in anergen CLL-Zellen eine höhere BCL-6-

Expression festgestellt5. Da Prdm1 via BCL-6 durch die direkte Bindung von BCL-6 an das 

BCL-6 Response Element (BRE) im Prdm1-Gen inhibiert wird, ist die negative Korrelation 

plausibel243,245. Allerdings gibt es auch eine Studie, die eine schlechtere Prognose in CLL-

Patienten mit einer erhöhten BCL-6-Expressio beschreibt246. 

 

Neben einer geringeren Prdm1-Expression wurde auch die verminderte IgM-Expression von 

anergen CLL-Zellen durch die Deletion von NFAT2 und LCK aufgehoben, was weiter auf 

einen Verlust der Anergie durch den NFAT2-KO, sowie den LCK-KO hinweist (vgl. Abb. 30). 

So wurde ein anerger Phänotyp mit einer reduzierten IgM-Expression korreliert, während ein 

prognostisch ungünstiger unmutierter IGHV-Status mit einer höheren Expression von IgM in 

Verbindung gebracht wurde37,148. Zusammenhänge zwischen der LCK und IgM konnten in 

Hinblick auf die Sekretion schon gezeigt werden. So wurde eine erhöhte IgM-Sekretion bei 

Molina et al. und Dal Porto et al. in gesunden B-Zellen nach LCK-KO festgestellt63,75. Eine 

Begründung der reduzierten Oberflächenexpression von IgM im LCK-KO liegt 

möglicherweise in einem Mechanismus, der kürzlich entdeckt wurde. Hierbei wurde 

allerdings ebenfalls nur die verminderte Sekretion von IgM durch einen LCK vermittelten 

Mechanismus beschrieben247. Es besteht die Möglichkeit, dass dieser Mechanismus auch für 

die verringerte IgM-Oberflächenexpression verantwortlich ist. Dies würde auch eine 

Erklärung für die geringe IgM-Expression in anergen CLL-Zellen bieten, da diese Zellen 

unseren Ergebnissen nach auch eine höhere LCK-Expression aufweisen. Da die höhere 

LCK-Expression von uns mit einer höheren NFAT2-Expression korreliert wurde5,40,212, ist 

damit auch eine mögliche Verbindung der NFAT2-Expression mit einer verringerten IgM-

Expression begründbar.  

 

Auch eine erhöhte Ca2+-Mobilisation wurde durch die Deletion von LCK ausgelöst (siehe 

Abb. 31). Da eine verringerte Ca2+-Mobilisation mit der Anergie verbunden ist37,40, zeigen 

diese Ergebnisse ebenfalls einen Verlust der Anergie durch den Verlust von LCK. Dass es in 

CLL-Patienten einen Unterschied zwischen verschiedenen Subgruppen und dem BCR-

vermittelten Ca2+-Einstrom gibt, wurde von Hivroz et al. schon 1988 entdeckt248. So fand 

deren Studie zwei Patienten-Subgruppen, die eine hohe Ca2+-Mobilisation aufwiesen, jedoch 

eine unterschiedliche CLL-Zell-Proliferation zeigten, und eine Subgruppe, in der keinerlei 

Ca2+-Mobilisation  nach BCR-Stimulation nachweisbar war. Spätere Untersuchungen 

konnten eine negative Korrelation der Ca2+-Mobilisation mit weiteren prognostischen 



4 DISKUSSION 

 

- 98 - 

 

Faktoren wie CD38, ZAP70 und IGHV-Status und der Aktivierung des BCR-Signalings 

feststellen29,37,148,249. Diese Ergebnisse decken sich mit unseren Daten, die einen milderen 

Verlauf der CLL mit der Anergie der CLL-Zellen verbinden. Außerdem zeigen unsere 

Ergebnisse, dass die Anergie mit einer hohen NFAT2- und LCK-Expression einhergeht. 

 

Weitere Korrelationen der Anergiemerkmale (verminderte IgM- und Prdem1-Expression 

sowie verringerte Ca2+-Mobilisation) mit prognostischen Markern wie CD38, ZAP70 und 

IGHV-Status sowie Rai- oder Binet-Stadium wären hier von Interesse.
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5 ANHANG 

5.1 Nomenklatur 

Die Nomenklatur der Gene und Proteine erfolgte nach dem HUGO Gene Nomenclature 

Committee. 

Die Nomenklatur der Lymphocyte Cell-specific Protein-tyrosine Kinase ist wie folgt: 

 Gen Protein 

murin Lck LCK 

human LCK LCK 

 

5.2 Abkürzungsverzeichnis 

AK - Antikörper 

AKT - Proteinkinase B 

ALL - Akute lymphatische Leukämie 

AML - Akute myeloische Leukämie 

AP1 - activator protein 1 

ATM - Ataxia teleangiectatica-mutierten 

Gen 

B1P - B1-Progenitoren  

BAX - BCL2-associated X protein 

BCL-2 - B-cell lymphoma 2 protein 

BCL-6 - B-cell lymphoma 6 protein 

BCR - B-Zell-Rezeptor 

Blimp1 - B lymphocyte-induced maturation 

protein-1 

BLNK - B-cell linker protein 

BrdU – Bromdesoxyuridin 

BRE - Bcl6 response element 

BTK - Bruton‘s Tyrosinkinase 

B-Zellen - bone marrow–derived 

Ca2+ - Calciumion 

CaM - Calmodulin 

CaMKK - Ca2+/calmodulin-dependent 

protein kinase 

CBL - Casitas B-lineage lymphoma 

CD - cluster of differentiation 

CD79A - immunoglobulin-associated alpha 

CK1 - Casein Kinase 1 

CLL – Chronische lymphatische Leukämie 

CLP - gemeinsamen lymphoiden 

Progenitoren (common lymphoid 

progenitors) 

CML - Chronische myeloische Leukämie 
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C-MYC - v-myc avian myelocytomatosis 

viral oncogene homolog 

COX2 - Cyclooxygenase-2 

Cre - Zyklische Rekombinase 

CREB - cAMP responsive element binding 

protein 1 

CTLA-4 - cytotoxic T-lymphocyte-

associated protein 4 

DAG - Diacylglycerin 

DC - Dentritischen Zellen 

DLBCL - Diffus-großzelliges B-Zell NHL 

DNA - Desoxiribonukleinsäure 

D-Segment – diversifying Segment 

DT40 B-Zellen – B-Zelllinie aus dem Huhn 

EBV - Epstein-Barr-Virus 

Egr2 - Early growth response 2 

EMT - epitheliale-mesenchymale 

Transition 

ER - endoplasmatischen Retikulum 

ERK - (MAPK) mitogen-activated protein 

kinase 

Fc.- fragment crystallisable 

FO - Follikuläre B-Zellen 

FOS - FBJ murine osteosarcoma viral 

oncogene homolog 

GC - Keimzentren-B-Zellen (germinal 

center) 

GRAIL - Ring finger protein 128 

GSK3 - Glykogensynthase Kinase 3 

H & E – Hämatoxylin & Eosin 

HCV - Hepatitis C Virus 

HEL - hen egg lysozyme 

HL - Hodgkin-Lymphome 

HSC - hämatopoetischen Stammzellen 

(hematopoietic stem cells) 

i.p. – intraperitoneal 

IgHL – leichte Kette der Immunglobuline 

IgHV - schweren Kette der Immunglobuline 

IL-2 - Interleukin 2 

IL-21 – Interleukin 21 

IP3 - Inositoltriphosphat 

ITAM - Tyrosin-basiertes 

Aktivierungsmotiv (tyrosine-based 

activation motif) 

IVC - individually ventilated cages 

J-Segment – joining Segment 

JUN - jun proto-oncogene 

KO – Knockout 

LCK - lymphocyte-specific protein tyrosine 

kinase 
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loxP - locus of crossing over [x] of P1 

recombinase 

LPS - Lipopolysaccharide 

LYN - Lck/Yes novel tyrosine kinase 

MAPK- mitogen-activated protein kinase 

M-CLL – mutierte Chronische 

lymphatische Leukämie 

mRNA - messenger RNA 

mTOR - mechanistic target of rapamycin 

MZ - Marignalzonen B-Zellen 

MZL - Marginalzonen-B-Zell-Lymphom 

NFAT - Nuclear factor of activated T cells 

NFκB - nuclear factor of kappa light 

polypeptide gene enhancer in B cells 

NHL - Non-Hodgkin-Lymphome 

NHR - NFAT homology region  

NK - Natürliche Killerzellen 

NLS - nukleäre Lokationssequenz 

ORAI - calcium release-activated calcium 

modulator 

OS - Gesamtüberleben (overall survival) 

OX40 Ligand - tumor necrosis factor 

(ligand) superfamily, member 4 (TNFSF4) 

PBMC - Peripheral blood mononuclear cell 

PBS – Phosphate-buffered Saline 

PCR - Polymerase-Kettenreaktion 

pDCs - plasmazytoide dentritische Zellen 

PDK1 - Phosphoinositide-dependent 

kinase-1 

PFS – progressionsfreie Überleben 

PI3K - Phosphoinositid-3-Kinase 

PIP2 - Phosphatidylinositol-4,5-

bisphosphat 

PIP3 - Phosphatidylinositol (3,4,5)-

trisphosphat 

PKCβ - Protein Kinase Cβ 

PLCγ2 - Phospholipase C γ2 

Prdm1 - PR domain containing 1 

qRT-PCR – quantitative reverse 

Transkriptase PCR 

RBE - recombinase binding elements 

RHD - Rel-homology domain 

RhoA - ras homolog family member A 

Ring - Really Interesting New Gene 

RNA - Ribonukleinsäure 

RT - Raumtemperatur 

SCID - schweren kombinierten 

Immundefekt (severe combined 

immunodeficiency ) 

Ser - Serin 

SLC - Surrogat leichte Kette (surrogate 

light chain) 
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SLE - Lupus erythematodes 

SPF - spezifiziert pathogenfrei 

SR - Serin-Prolin reiche Motive (serine-

prolin regions) 

SRR - Serin-reiche Motive(serine-rich 

regions) 

ssRNA - single strand RNA 

STIM - stromal interaction molecule 

SV40 T-Antigen - Simian Vacuolating 

Virus 40 T Antigen 

SYK - Spleen tyrosine kinase 

TAD - Transaktvierungsdomäne 

T-ALL - Akuten Lymphatischen T-Zell 

Leukämie 

TCL1 - T cell lymphoma breakpoint 1 

Onkogen 

TCR - T-Zellrezeptors 

Th - Threonin 

TKI - Tyrosinkinase-Inhibitoren 

TLR – toll-like receptor 

TNF - tumor necrosis factor 

TNFSF13 - Tumor necrosis factor (ligand) 

superfamily, member 13 

TP53 - Tumorsuppressors 53 

Treg - regulatorischen T-Zellen 

Tyr - Tyrosin 

Ube2h - Ubiquitin-konjugierende Enzym 

E2 H 

U-CLL – unmutierte Chronische 

lymphatische Leukämie 

VAV - Guanine nucleotide exchange factor 

V-Segment – variable Segment 

WAS - Wiskott-Aldrich-Syndrom 

WBC – White blood count 

XLA - Bruton-Syndrom (X-linked 

agammaglobulinemia) 

ZAP70 - ζ-chain-associated protein kinase 

70
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