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1 Einleitung 

1.1 Leukämieformen 

Der Begriff der Leukämie wurde von dem deutschen Pathologen Rudolf Virchow 
geprägt, der nach dem Zentrifugieren des Blutes seiner Patienten/Patientinnen 
eine Zunahme der Leukozytenmanschette feststellte (Abbildung 1). Diese prä-
sentierte sich im Vergleich zu den Erythrozyten und dem Serum als breite weiße 
Schicht, weshalb er die Erkrankung Leukämie nannte, was aus dem Griechi-
schen übersetzt „weißes Blut“ heißt (1).  

 

 

Abbildung 1: Zentrifugiertes Blut, Gesund vs Leukämie 

Abgebildet ist das Schema zweier Reagenzröhrchen mit zentrifugiertem Blut, je einer gesunden 
und einer an Leukämie erkrankten Person. Deutlich zu erkennen ist die erweiterte Leukozyten-
manschette bei der an Leukämie erkrankten Person (1). Erstellt mit Motifolio© 

 

Die Bezeichnung der Leukämie ist historisch gewachsen und umfasst heute eine 
Vielzahl an Bluterkrankungen. Diese gehen nicht alle mit einer Erhöhung der Leu-
kozytenzellzahl einher, vielmehr kann es beispielsweise bei den akuten Leukä-
mien auch zu einer Leukozytopenie kommen. 

Die Leukämien lassen sich grob einerseits nach ihren Ursprungszellreihen in 
myeloisch und lymphatisch, sowie andererseits nach ihren klinischen Verlaufs-
formen in akut und chronisch einteilen. Daraus ergeben sich folgende vier Haupt-
gruppen (2):  
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• Akute myeloische Leukämie (AML) 
• Chronisch myeloische Leukämie (CML)  
• Akute lymphatische Leukämie (ALL)  
• Chronische lymphatische Leukämie (CLL)  

Die akuten Leukämieformen AML und ALL zeichnen sich durch eine übermäßige 
Proliferation von unreifen Blasten der myeloischen bzw. lymphatischen Zellreihe 
aus, bei denen funktionales zellbildendes Knochenmark (KM) verdrängt wird und 
sich Zytopenien ausbilden können (Abbildung 2) (3, 4). 

 

 

Abbildung 2: Die Hämatopoese 

Abgebildet ist die Hämatopoese ausgehend von den pluripotenten Stammzellen des Knochen-
marks. Bereits früh trennt sich der Entwicklungsweg in zwei Zelllinien, den myeloischen und den 
lymphatischen, auf. Aus den myeloischen Vorläuferzellen entstehen die Thrombozyten, Erythro-
zyten, Monozyten und die verschiedenen Gruppen der Granulozyten. Der lymphatischen Zell-
reihe entstammen die B-Zellen, T-Zellen und die natürlichen Killerzellen. Quelle: 
https://www.kompetenznetz-leukaemie.de/content/patienten/leukaemien/blut_und_blutbildung/, 
abgerufen am 05.03.2020 (5).  

 

Im Gegensatz zu den akuten verlaufen die chronischen Leukämieformen CML 
und CLL langsamer und die Symptome sind für die Erkrankten erst später wahr-
nehmbar. Aufgrund dessen wird die Erstdiagnose der CML bei mehr als 97% der 
Betroffenen in der chronischen Phase gestellt. Unbehandelt geht diese in eine 
Akzelerationsphase über und endet in einer Blastenkrise, die einer unbehandel-
ten akuten Leukämie ähnelt und meist tödlich verläuft. Ursächlich für die CML ist 
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eine spezifische Chromosomenaberration der pluripotenten hämatopoetischen 
Stammzellen des Knochenmarkes, die zu einer verstärkten klonalen Proliferation 
führt (6).  

1.2 Die chronische lymphatische Leukämie 

Der Schwerpunkt dieser Dissertationsarbeit liegt auf der chronischen lymphati-
schen Leukämie (CLL). Diese gilt als die häufigste Leukämieform, wobei es sich 
im engeren Sinne um ein Lymphom handelt, da sich ihr proliferativer Ursprung 
im Lymphsystem befindet. Erst bei der Infiltration des Blutes und des Knochen-
markes kommt es zu einer lymphozytären Leukozytose, deren Erscheinungsbild 
historisch dafür sorgte, dass die CLL zu den Leukämien gezählt wurde. Da die 
anderen bereits erwähnten Leukämieformen ihren Ausgangspunkt im Knochen-
mark haben, zählen diese indes zu den echten Leukämien.  

Nach der Klassifikation der World Health Organization (WHO) zählt die CLL zu 
den indolenten Non-Hodgkin Lymphomen, bei der die B-Zellreihe betroffen ist. 
Symptomatisch für die CLL sind schmerzfreie geschwollene Lymphknoten, allge-
meine Abgeschlagenheit, Infektanfälligkeit und B-Symptomatik, bestehend aus 
Gewichtsverlust, Nachtschweiß und Fieber. Die Therapie richtet sich nach der 
Stadieneinteilung nach Binet und Rai, sowie dem „Fitheitsgrad“ der Erkrankten. 
Hierfür stehen konventionelle Chemotherapeutika, Antikörper wie der CD20-An-
tikörper Rituximab und andere spezifische zielgerichtete Substanzen wie Inhibi-
toren von Proteinkinasen, sowie weitere Inhibitoren für die Tumorgenese rele-
vante Regulatorproteine zur Verfügung, mit deren Hilfe jedoch keine Heilung er-
zielt werden kann.  

Allein die allogene Stammzelltransplantation stellt eine potentiell kurative Lösung 
dar, die jedoch nicht für alle Betroffenen geeignet ist (7). Für die Transplantation 
müssen individuelle Faktoren wie das Alter und die Komorbiditäten der Erkrank-
ten beachtet werden. Erschwerend ist der Umstand, dass zunächst eine kompa-
tible spendende Person gefunden werden muss. Weiterhin besteht während der 
Konditionierung und nach der Transplantation aufgrund der Immunsuppression 
ein erhöhtes Risiko für Infektionen. Auch kann eine Graft-versus-Host-Disease 
(GvHD) ausgelöst werden, bei dem das neu transplantierte Immunsystem die 
Körperzellen der empfangenden Person angreift. Eine akute GvHD tritt bei 30-
60% aller allogen transplantierten Patienten/Patientinnen auf. Diese wird ver-
sucht mithilfe von Immunmodulatoren zu kontrollieren (8, 9).  

Somit besteht weiterhin der Bedarf nach neuartigen Medikamenten, die den Er-
krankten weitere Therapieoptionen eröffnen können. 
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1.3 Restriktion von Aminosäuren 

Ein Charakteristikum von Tumorzellen ist die von Virchow beobachtete unkon-
trollierte Zell-Proliferation (10). Für diese durchlaufen die Tumorzellen den Zell-
zyklus einhergehend mit der Replikation ihres Genoms und der Anreicherung ih-
rer Zellmasse. Die für diesen Prozess benötigten Nährstoffe nehmen die Zellen 
mithilfe von membranständigen Transportern auf, die eigens hierfür verstärkt ex-
primiert werden. Insofern stellen diese Transporter eine grundlegende Stütze für 
das Tumorwachstum dar, weshalb eine Intervention mit den Transportern als 
eine angreifbare Schwachstelle gilt, die mit einer Intervention des Tumorstoff-
wechsels gleich zu setzen ist (11).  

Der Erfolg einer solchen Stoffwechselintervention zeigte sich bereits in den frü-
hen 1970er Jahren bei der Therapie der akuten lymphatischen Leukämie. So 
führte die Kombination des Enzyms Asparaginase mit den herkömmlichen 
Chemotherapeutika bei rund 90% der so behandelten Erkrankten zu einer Re-
mission. Dabei spaltete die Asparaginase die für die Tumorzellen proliferations-
notwendige Aminosäure (AS) L-Asparagin in Asparaginsäure und Ammoniak auf 
und reduzierte das im Serum verfügbare L-Asparagin. Diese Reduktion wirkte 
global im Körper und betraf die Verfügbarkeit von L-Asparagin für alle Zellen. 
Besonders betroffen waren jedoch die ALL-Zellen, da sie die Fähigkeiten der Ei-
gensynthese von Asparagin verloren hatten und durch die Reduktion der Aspa-
raginkonzentration im Plasma kaum exogenes L-Asparagin importieren konnten. 
Mithilfe dieser Therapie konnte die Hemmung der DNA-, RNA- und Protein-Syn-
these mit anschließender Apoptose in den Lymphoblasten der ALL beobachtet 
werden (12).  

Ein weiterer auf Aminosäuren (AS) basierender Therapieansatz ist die Restriktion 
von Cystein. Dieses benötigen Zellen neben der Proteinbiosynthese auch für die 
Synthese des antioxidativen Tripeptides Glutathions (Cystein, Glycin, Glutamin-
säure), mit dessen Hilfe die Zellen die toxische Wirkung von reaktiven Sauer-
stoffspezies (ROS) neutralisieren können (13). Da die CLL-Zellen die Fähigkeit 
zur Eigensynthese von Cystein verloren haben, sind sie vollständig auf den Im-
port von exogenen Cystein für die Glutathion-Synthese angewiesen. Diese Ei-
genschaft wird als Cystein-Auxothrophie bezeichnet. Unter der von Zhang et al. 
durchgeführten Studie konnte beobachtet werden, dass unter Chemotherapie 
hohe Konzentrationen von ROS in den neoplastischen CLL-Zellen anfallen, die 
zum konsekutiven Untergang der Zellen führten. Lediglich im Knochenmark der 
Betroffenen gelang es vereinzelten CLL-Zellen, aufgrund hoher Cysteinkonzent-
rationen, bereitgestellt durch die Stromazellen, zu überleben (14, 15). Um die 
verblieben CLL-Zellen therapeutisch zu erreichen, versuchten die Autoren den 
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Zellen den Zugang zu Cystein zu verwehren. Hierfür wurde der Aminosäuretrans-
porter xCT-, der für den überwiegenden Transport von Cystein in die CLL-Zellen 
zuständig ist, blockiert. Allerdings erwies sich diese Methode als unzureichend, 
da noch ausreichend Cystein über die Alternativtransporter ASCT1 und ASCT2 
transportiert wurde, weshalb eine solche Restriktion auf zellulärer Ebene nicht 
zielführend war.  

Die Gruppe um Cramer et al. entschied sich für einen systemischen Ansatz, bei 
dem das freie Cystein im Serum gesenkt wurde. Hierzu wurde Cysteinase, ein 
Enzym das Cystein abbaut, in Kombination mit ROS-erhöhenden Chemothera-
peutika verabreicht. Diese Kombinationstherapie führte zu einem Arrest des Zell-
zyklus und zur Induktion der Apoptose in Tiermodellen (16).  

In beiden Beispielen waren die Tumorzellen auf den Import bestimmter exogener 
Aminosäuren angewiesen, die sie selbst nicht mehr synthetisieren konnten.  

 

1.4 Rolle des Arginins 

Analog zur Restriktion von Asparagin und Cystein beschäftigte sich unsere Ar-
beitsgruppe mit der Restriktion von Arginin, einer semi-essentiellen Aminosäure, 
die neben der Proteinbiosynthese für eine Vielzahl an intrazellulären Stoffwech-
selprozessen benötigt wird, wie beispielsweise der Entgiftung stickstoffhaltiger 
Verbindungen über den Harnstoffzyklus (Abbildung 3). Darüber hinaus dient Argi-
nin als Substrat für die Synthese von biologisch aktiven Substanzen, wie Ornithin, 
Citrullin, Stickstoffmonoxid (NO), Kreatin und Glutamat. Weiterhin wirkt es als 
Regulator für zelluläre Prozesse, wie der Aktivierung der Proteinkinase 
mTORC1, die als Regulator einer zentralen Schaltstelle des Zellmetabolismus 
und der Proteinbiosynthese fungiert (17, 18).  
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Abbildung 3: Argininmetabolismus 

Dargestellt sind die vielfältigen Stoffwechselprozesse in denen Arginin involviert ist. Oben rechts 
wird die Aufnahme von exogenem Arginin über den kationischen Aminosäuretransporter (CAT) 
dargestellt. Darunter werden die enzymatischen Abbauprozesse zu Ornithin und Citrullin, die 
Arginin- und Glutathion-Synthese, sowie die Beteiligung der einzelnen Substanzen an dem links 
dargestellten Citratzyklus gezeigt. Quelle: https://doi.org/10.1530/JOE-11-0236, abgerufen am 
06.03.2020, L-arginine is essential for pancreatic β-cell functional integrity, metabolism and de-
fense from inflammatory challenge (19).  

 

Arginin spielt auch eine wichtige Rolle bei der Aktivierung des Immunsystems. 
Es konnte in vitro eine verlängerte Viabilität von CD4+ und CD8+ T-Zellen und 
eine verstärkte antitumorale Aktivität in murinen Modellen bei erhöhten intrazel-
lulären Argininkonzentrationen festgestellt werden (20).  

Die Gruppe um Rodriguez et al. konnte nachweisen, dass Arginin von entschei-
dender Bedeutung für die T-Zell Rezeptor Expression ist. Unter Argininmangel 
kam es hierbei zu einer verminderten Translation der Zetakette des T-Zell-Re-
zeptors (21). Weiterhin führte ein Argininkonzentrationsabfall durch die gra-
nulozytäre Arginase zu einer Immunsuppression und bestätigte die immunstimu-
lierende Funktion von Arginin (22). 
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Bei Erkrankten mit erniedrigten Plasma-Argininkonzentrationen, die an oro- 
und/oder hypopharyngealen Plattenepithelkarzinomen erkrankt waren, konnte 
die Langzeit-Überlebensrate signifikant erhöht werden, indem den Betroffenen 
präoperativ argininreiche Lebensmittel verabreicht wurden (23).  

Arginin zählt zu den semi-essentiellen Aminosäuren, das bedeutet, dass der Kör-
per grundsätzlich in der Lage ist, den Bedarf an Arginin durch Eigensynthese zu 
decken, es aber in besonderen Situationen wie Wachstum, Infektion, Entzündung 
o.Ä. zu Versorgungsengpässen kommen kann und der Körper dann auf die exo-
gene Zufuhr von Arginin angewiesen ist (24).  

Die aus dem Ornithinzyklus stammende Aminosäure Citrullin ist die Ausgangs-
substanz der Arginin-Synthese. Aus Citrullin wird mithilfe der Enzyme Arginino-
succinat-Synthase (ASS) und Argininosuccinat-Lyase (ASL) in zwei Schritten 
Arginin hergestellt (25). 

Das Vorkommen dieser beiden zytosolischen Enzyme ist dabei im großen Maße 
vom jeweiligen Gewebetyp abhängig. So haben einige Tumorarten die Fähigkeit 
der ASS-Expression über epigenetische Stilllegung verloren und gelten somit als 
argininauxotroph, was bedeutet, dass sie vollständig vom Import exogenen Argi-
nins abhängig sind (26). Bekannt ist die Arginin-Auxotrophie bereits für Mela-
nome, hepatozellulären Karzinomen, Prostatakarzinome u.a., sowie neuerdings 
auch bei hämatologischen Erkrankungen wie der ALL und der AML (26-29). Dies 
eröffnet die Perspektive der möglichen Behandlung, mittels einer argininrestrikti-
ven Therapie.  

In ersten klinischen Studien konnten bereits positive Resultate erzielt werden, bei 
denen die plasmatische Argininkonzentration mittels argininmetabolisierenden 
Enzymen (ADI-PEG 20) gesenkt wurde (30, 31). Die Gruppe um Miraki-Moud et 
al. belegte zudem, dass es unter dieser Arginindepletion zur induzierten 
Apoptose der Tumorzellen kam (32). 

Arginin spielt daher, sowohl in der Entwicklung und Funktion des Immunsystems, 
als auch in der Tumorprogression eine entscheidende Rolle (27).  

 

1.5 Arginintransporter 

Für die Proteinbiosynthese und weitere intrazelluläre Stoffwechselwege sind Zel-
len auf Aminosäuren als Grundbausteine angewiesen. Diese hydrophilen Sub-
stanzen können die Lipiddoppelmembrane der Zellen nicht ohne Hilfe passieren, 
weshalb die Zellen Transporter für den Import und Export der Aminosäuren ver-
wenden (33). 
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Für die Klassifikation der Transporter hat das Human Gene Organisation Gene 
Nomenclature Committee (HGNC) eine einheitliche Nomenklatur eingeführt. Da-
nach werden aktuell über 300 verschiedene Transporter unterschieden, die sich 
wiederum in über 60 Familien einteilen lassen (34-36). 

Die für den Transport von Arginin zuständigen Aminosäuretransporter gehören 
zu den Familien der SLC6 und SLC7 (Solute Carrier Family 6 and 7) Transporter. 
Die Transporter der SLC7-Familie können wiederum in zwei Untergruppen ein-
geteilt werden, die kationischen Aminosäuretransportern (CATs) und die hetero-
meren Transporter (HATs). Die HATs bestehen aus zwei unterschiedlichen Pro-
teinen, den der SLC7-Familie zugehörigen leichten Ketten (light chains = lc), die 
die katalytisch aktiven Komponenten darstellen und den schweren Ketten 4F2hc 
(heavy chains = hc ) oder rBAT, die der SLC3-Familie zugeordnet werden und 
die für die Lokalisation der leichten Ketten in die Plasmamembran wichtig sind. 
Zu den HATs zählen die Transporter y+LAT1 (SLC7A7), y+LAT2 (SLC7A6) und 
b0,+AT (SLC7A9). Hierbei sind die Transporter y+LAT1 und 2 mit dem Glyokopro-
tein 4F2hc assoziiert, während das Glykoprotein rBAT mit dem Transporter 
b0,+AT in Verbindung steht (37).  

Zu den CATs zählen die Transporter hCAT-1 (SLC7A1), hCAT-2A und hCAT-2B 
(SLC7A2) und hCAT-3 (SLC7A3), welche natriumunabhängig für den Hauptanteil 
des Arginin-Importes in die meisten Zellen verantwortlich sind (38, 39). Wie der 
Name nahelegt, transportieren die CATs nur kationische Aminosäuren, während 
die HATs zusätzlich neutrale Aminosäure (NAS) transportieren können.  

 

Bereits vor der Nomenklatur der HGNC wurden die Transporter nach ihren Trans-
porteigenschaften eingeteilt. Die CATs wurden dem System y+ zugeordnet, das 
erstmals 1969 von Christensen und Antonioli in Retikulozyten aus Kaninchen be-
schrieben wurde (40). Der Namen der y+ erklärt sich danach wie folgt: y steht für 
einen natriumunabhängigen Transport von basischen Aminosäuren (BAS). Ur-
sprünglich stand es für Lysin und wurde Ly abgekürzt, nach dem Nachweis wei-
terer BAS, die transportiert wurden, ließ man das L wegfallen. Das + steht für die 
positive Ladung der BAS in physiologischer Umgebung, weshalb diese auch als 
kationische Aminosäuren bezeichnet werden. Hierzu zählen die Aminosäuren Ly-
sin, Arginin und Ornithin (38). Die HATs wurden dem System y+L zugeordnet. 
Deves entdeckte 1992 dieses neue Transporter-System, das neben den kationi-
schen AS noch zusätzlich neutrale AS transportieren kann. Der Buchstabe L 
wurde für die in den Experimenten transportierte NAS Leucin gewählt (41). 

 



Einleitung 9 

  

Die den HATs zugehörigen Transporter y+LAT1 und y+LAT2 sind obligatorische 
Austauscher. Sie können natriumunabhängig intrazelluläre BAS sowohl gegen 
extrazelluläre BAS tauschen, als auch natriumgekoppelt gegen große NAS aus 
dem extrazellulären Raum. Aufgrund des Natriumkonzentrationsgefälles zwi-
schen intra- und extrazellulärem Raum findet überwiegend der Import von NAS 
im Austausch gegen BAS statt (33).  

Der Transporter y+LAT1 befindet sich hauptsächlich an der basolateralen Memb-
ran von Epithelzellen des Dünndarms und des Nierentubulus (Abbildung 4). Ba-
sische Aminosäuren werden von den Epithelzellen über den b0,+AT (SLC7A9) 
aus dem Darm oder aus dem Harn an der apikalen Seite der Epithelien aufge-
nommen und an der basalen Seite über den Transporter des y+LAT1 wieder an 
das Blut abgegeben. Bei einem Defekt des y+LAT1 kommt es zum klinischen Bild 
der lysinurischen Proteinintoleranz (LPI), einer seltenen autosomal-rezessiven 
Erbkrankheit, die mit einer verminderten Resorption von BAS einhergeht. Diese 
äußert sich in Form von geistiger Retardierung, Gedeihstörungen, Übelkeit, Erb-
rechen, Hepatosplenomegalie, Osteoporose, Nierenfunktionsstörungen, Lun-
genbeteiligung, Knochenmarkanomalitäten, Koma und veränderter Immunant-
wort (37).  

 

 

Abbildung 4: Verteilung des y+LAT1 im menschlichen Körper 

Dargestellt ist die relative Expression der y+LAT1-RNA in 27 verschiedenen Körpergeweben von 
95 unterschiedlichen Personen. Deutlich erkennbar ist die vermehrte Expression in Niere, Dünn-
darm und Zwölffingerdarm. Quelle: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/9056#gene-expression, 
abgerufen am 09.03.2020. 
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Der y+LAT2 ist weniger erforscht und es gibt bei dessen Ausfall kein klares klini-
sches Krankheitsbild. Die Transporteigenschaften decken sich mit denen des 
y+LAT1, wobei das Expressionsspektrum breiter ist und der y+LAT2 sowohl in 
zahlreichen epithelialen als auch nicht-epithelialen Zellen nachgewiesen werden 
kann (Abbildung 5) (42). 

 

 

Abbildung 5: Verteilung des y+LAT2 im menschlichen Körper 

Dargestellt ist die relative Expression der y+LAT2-RNA in 27 verschiedenen Körpergeweben von 
95 unterschiedlichen Personen. Deutlich erkennbar ist das im Vergleich zum y+LAT1 vermehrte 
Vorkommen von y+LAT2. Quelle: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/9057, abgerufen am 
24.11.2021. 

 

Auch der ATB0,+ Transporter befähigt Zellen zur Argininaufnahme. Er zählt aller-
dings zu der Familie der SLC6-Transporter und ist der einzige bekannte Trans-
porter, der natriumabhängig Arginin importieren kann (33).  

 

1.6 hCAT-1-Suppression 

Ein Ziel unserer Arbeitsgruppe war die Ermittlung des Transporters, der für den 
Hauptimport von Arginin in die CLL-Zellen zuständig ist, und die Klärung der 
Frage ob sich dieser als Angriffspunkt für eine antitumorale Therapie eignen 
könnte. Für eine erfolgreiche Therapie mittels hCAT-1-Suppression müssten fol-
gende Konditionen erfüllt sein: 

 

1) die Zellproliferation und Viabilität müssen von Arginin abhängig sein (i) 
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2) die CLL-Zellen müssen argininauxotroph sein (ii) 

3) den Zellen sollte nur ein Transporter für die Argininaufnahme zur Verfü-

gung stehen (iii) 
 

Unsere Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass es sowohl bei der Kultivierung von 
primären, humanen CLL-Zellen aus dem peripheren Blut von Erkrankten, als 
auch bei immortalisierten CLL-Zellreihen (HG3, MEC1, JVM-2) in argininfreier 
Umgebung zu einem vollständigen Proliferationsstopp kam (Abbildung 6) (39). 
Diese Erkenntnisse wurden gemeinsam mit den Ergebnissen dieser Dissertation 
publiziert. Die grundlegende Voraussetzung für eine argininrestriktive Therapie 
ist somit gegeben (i).  

 

 

Abbildung 6: Proliferation primärer CLL-Zellen 

Dargestellt ist die Proliferation von primären CLL-Zellen unter oder ohne Arginin (Arg+/-) und 
unter oder ohne Stimulation mit dem Wachstumsfaktor Toll-ähnlichen Rezeptor 9-Agonist (TLR9 
+/-). Die primären CLL-Zellen aus dem peripheren Blut von Erkrankten proliferieren nur unter der 
Stimulation von TLR9, da sie physiologisch in der G0/G1 Phase des Zellzyklus gefangen sind. 
Zusätzlich benötigen sie extrazelluläres Arginin zur Proliferation. Die statistische Auswertung er-
folgte durch einen t-Test (***: p≤0,001) Quelle: Cationic Amino Acid Transporter-1-Mediated Argi-
nine Uptake Is Essential for Chronic Lymphocytic Leukemia Cell Proliferation and Viability (39). 

 

Für die zweite Kondition wurde die Expression des Enzymes Argininosuccinat-
Synthase überprüft. Dieses Enzym dient den Zellen zur Eigensynthese von Argi-
nin. Hier konnten wir zeigen, dass nur bei einem von den 18 untersuchten Be-
troffenen die CLL-Zellen über das Enzym ASS verfügten. Selbst ein Argininman-
gel und eine Wachstumsstimulation führten nicht zu einer Induktion der ASS. 
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Eine Wachstumsstimulation der primären CLL-Zellen mit dem Toll-ähnlichen Re-
zeptor 9-Angonisten (TLR9) war nötig, da sich die Zellen in der peripheren Blut-
bahn in einem Zellzyklusarrest in den Phasen G0/G1 befanden. Durch die Stimu-
lation konnten die primären CLL-Zellen erneut zur Proliferation angeregt werden 
(43). Hingegen benötigten die immortalisierten CLL-Zellreihen keine Proliferati-
onsstimulation. Eine Kultivierung dieser unter Argininmangel über einen Zeitraum 
von 48 Stunden führte zu einer mäßigen ASS-Induktion. Die immortalisierten Zel-
len benötigten verglichen mit der physiologischen Körperkonzentration allerdings 
eine 25 bis 50fach höhere Citrullinkonzentration, um eine Proliferation wieder in 
Gang zu setzen. Somit gelangten wir zu der Hypothese, dass CLL-Zellen als 
argininauxotroph angesehen werden können (ii).  

Für die dritte Kondition wurden die Expressionen aller potenziellen Arginintrans-
porter auf mRNA-Ebene in den CLL-Zellen untersucht, in denen die mRNA der 
Transporter hCAT-1, y+LAT1, y+LAT2 und b0,+AT detektiert werden konnten. In 
der HG3-CLL-Zellreihe ist der y+LAT1 auf mRNA-Ebene stark exprimiert, wäh-
rend die Expressionen der Transporter hCAT-1 und y+LAT2 um etwa 60% nied-
riger lagen. Der Transporter b0,+AT wurde kaum von den HG3-Zellen exprimiert 
(Abbildung 7) (44). Unter physiologischen Bedingungen dient der hCAT-1 und 
der b0,+AT dem Import von Arginin, während die y+LAT1 und 2 Transporter für 
den Export zuständig sind.  

Die Annahme, dass die kanzerogenen Zellen einen erhöhten Argininbedarf für 
Proliferation und Wachstum haben, bestätigte sich auf mRNA-Ebene. Hierzu 
wurden die mRNA-Menge der Arginintransporter von primären CLL-Zellen im 
nicht stimulierten und stimulierten Zustand gemessen. Unter Stimulation zeigte 
sich eine verstärkte hCAT-1-Expression bei wiederum verringerter y+LAT1- und 
gleichbleibender y+LAT2-Expression verglichen mit den nicht stimulierten Zellen.  

Dieses Expressionsmuster legte die Vermutung nahe, dass die Zellen versuchen, 
ihren Argininimport zu erhöhen, während sie kompensatorisch die exportieren-
den Transporter herunterregulieren.  

Für die Differenzierung welcher der kationischen Aminosäuretransporter für den 
Hauptanteil der Argininaufnahme zuständig ist, wurden die verschiedenen Trans-
porter-Systeme gehemmt und die Aufnahme von radioaktiv markiertem Arginin 
gemessen. Unter der Hemmung des y+-Systems mit N-Ethylmaleimid (NEM), 
dessen einziger in den HG3-Zellen detektierbare Vertreter der hCAT-1 war, 
zeigte sich eine um 75,8% reduzierte Argininaufnahme, was diesen als Hauptim-
porteuer für Arginin identifizierte (44). Aufgrund der fast nicht vorhandenen Ex-
pression des Transporters b0,+AT und der Tatsache, dass die Transporter y+LAT1 
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und 2 in physiologischer Umgebung überwiegend für den Export von Arginin zu-
ständig sind, vermuteten wir, dass die CLL-Zellen lediglich über den hCAT-1 als 
Argininimportierenden Transporter verfügten. Somit trifft auch die dritte Kondition 
zu (iii).  

 

 

Abbildung 7: mRNA-Expression der Arginintransporter in den CLL-Zellrei-
hen 

Expression der Arginintransporter in den CLL-Zellreihen HG3, MEC1 und JVM-2 auf mRNA-
Ebene. Die Transporter hCAT-1, y+LAT1, y+LAT2 und b0,+AT werden exprimiert. Besonders in der 
HG3-Zellreihe wird der y+LAT1 stark exprimiert. Quelle: Cationic Amino Acid Transporter-1-Me-
diated Arginine Uptake Is Essential for Chronic Lymphocytic Leukemia Cell Proliferation and Vi-
ability (39).  

 

In der Folge dieser Erkenntnisse wurde die Hypothese aufgestellt, dass der 
hCAT-1 Transporter essentiell für die Argininversorgung der CLL-Zellen ist.  

Um diese Vermutung zu verifizieren, wurde die hCAT-1-Expression mittels small-
hairpin-RNA (shRNA) supprimiert und die Auswirkungen in verschiedenen Expe-
rimenten an den HG3-Zellen überprüft. 

Unter Suppression des Transporters konnte eine verminderte Argininaufnahme 
nachgewiesen und in den nachfolgenden Experimenten ein Proliferationstopp 
und ein vermehrter Zelltod beobachtet werden (Abbildung 8). Der Nachweis des 
Zelltodes gelang mithilfe von Annexin und Propidiumiodid (PI). Annexin band an 
das in der Plasmamembran eingelagerte Phospholipid Phosphatidylserin, wel-
ches sich bei intakten Zellen intrazellulär befand und lediglich bei der zelltodbe-
dingten Rekonfiguration durch Membranausstülpungen für Annexin zugänglich 
wurde. PI ist ein Nukleinsäure-Interkalator, der nur die Zellmembran von toten 
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Zellen durchdringen konnte (45). Das gleiche Bild von Proliferationstopp und ver-
mehrten Zelltod wurde auch bei der Kultivierung von nicht transfizierten HG3-
Zellen in argininfreiem Medium beobachtet. Somit konnte bestätigt werden, dass 
die CLL-Zellen auf die Argininaufnahme mittels hCAT-1-Transporter für ihre Via-
bilität und Proliferation angewiesen sind. 

 

 

Abbildung 8: Argininaufnahme, Proliferation und Zelltod in HG3-Zellen 
nach hCAT-1-Suppression 

Nach hCAT-1-Suppression (CAT-1 k.o.) und Kultur in regulären 1mM argininhaltigem Medium 
kommt es im Vergleich zu den nicht transfizierten Kontrollzellen (NT) bei den transportersuppri-
mierten HG3-Zellen zu einer verminderten Aufnahme von Arginin (D), zu einem Proliferationstop 
(E) und zu einem erhöhten Untergang von Zellen (G) und (F). Die statistische Auswertung erfolgte 
durch einen t-Test (***: p≤0,001). Quelle: Cationic Amino Acid Transporter-1-Mediated Arginine 
Uptake Is Essential for Chronic Lymphocytic Leukemia Cell Proliferation and Viability (39).  

 

Neben den beschriebenen in vitro Versuchen wurde das Tumorverhalten unter 
hCAT-1-Suppression auch in vivo erforscht. Hierzu wurde ein Xenograft-Modell 
erschaffen, in dem Mäusen HG3-Zellen implantiert wurden. Mittels Doxycyclin-
induzierbarer shRNA konnte eine hCAT-1-Suppression initiiert werden, bei der 
ein verzögertes Tumorwachstum der HG3-Zellen beobachtet werden konnte (Ab-
bildung 9). Das Tumorwachstum konnte lediglich verzögert und nicht gänzlich 
gestoppt werden. Ursachen und etwaige Kompensationsmechanismen für das 
wiederaufflammende Wachstum wurden untersucht. Dabei zeigte sich eine kon-
tinuierliche hCAT-1-Suppression und ein unverändertes Expressionsprofil der 
anderen Arginintransporter. Eine in den HG3-Tumorzellen detektierbare ASS-Ex-
pression des Xenograft-Modells könnte eine Ursache für den Durchbruch des 
Tumorwachstums sein.  

In den primären CLL-Zellen, die den Erkrankten direkt entnommen wurden, 
zeigte sich mit Ausnahme einer Person hingegen keine ASS-Expression. Auch 
unter einer Arginindepletion und Stimulation mit TLR9 konnte keine ASS-Rein-
duktion beobachtet werden. TLR9 aktivierte in den Zellen ein Translationsprofil, 
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das den Proliferationsprozessen in den Lymphknoten in vivo stark ähnelte, so 
dass wir annahmen, dass es auch in den Patienten/Patientinnen zu keiner ASS-
Reinduktion kommen wird (39). Somit könnte eine Arginindepletion mittels Hem-
mung des hCAT-1-Transporters eine mögliche Therapieoption für Erkrankte dar-
stellen.  

 

 

Abbildung 9: Tumorwachstum unter Doxycyclin induzierter hCAT-1-Supp-
ression 

Die Mausmodelle wurden in zwei Gruppen aufgeteilt: rot mit Doxycyclin- und blau ohne Doxycyc-
lin- Gabe. Das Antibotikum Doxycyclin aktivierte die Transkription der shRNA. Jede Gruppe ent-
hielt eine Kontrolle mit einer induzierbaren non-target shRNA (gestrichelt Linie) und einer Probe 
mit induzierbaren hCAT-1 knock-out shRNA (durchgängige Linie). Es zeigte sich ein zeitverzö-
gertes Tumorwachstum der HG3-Zellen bei der induzierten Suppression von hCAT-1. Quelle: 
Cationic Amino Acid Transporter-1-Mediated Arginine Uptake Is Essential for Chronic Lympho-
cytic Leukemia Cell Proliferation and Viability (39).  

 

1.7 Die Rolle von y+LAT1 und y+LAT2  

Bereits in der Frühphase der Experimente zur hCAT-1-Supression zeichnete sich 
eine vielversprechende Wirkung im Hinblick auf die CLL-Zellen ab, sodass sich 
parallel die Frage stellte, inwieweit die Aminosäuretransporter y+LAT1 und 
y+LAT2 hinsichtlich der Viabilität und der Proliferation der HG3-Zellen eine Rolle 
spielen könnten. 

Auf mRNA-Ebene wurden diese beiden Transporter neben dem hCAT-1 am 
stärksten exprimiert. Zudem konnte im [3H]-Arginin-Aufnahmeversuch durch die 
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Hemmung des y+L-Systems (y+LAT1 und 2) und des Transporters b0,+AT mit Leu-
cin eine um 53% verringerte Argininaufnahme beobachtet werden. Dies wies auf 
eine Beteiligung eines dieser Systeme neben dem hCAT-1 hin. Zur Differenzie-
rung zwischen den Transportern des y+L-Systems und dem Transporter b0,+AT 
diente die Durchführung des Arginin-Aufnahmeversuch unter der gleichzeitigen 
Gabe von NEM und Leucin, sowie in Abwesenheit von Natrium. NEM hemmte 
die Argininaufnahme über den hCAT-1, während Leucin als NAS sowohl den 
Transporter y+LAT1 und 2 und dem Transporter b0,+AT als Substrat diente. Aller-
dings konnten die Transporter des y+L-Systems Leucin nur in Anwesenheit von 
Natrium importieren, während der Transporter b0,+AT dieses natriumunabhängig 
aufnehmen konnte. Wir beobachteten eine Argininaufnahme unter dieser Kons-
tellation aus Natriummangel, NEM und Leucin. Dies sprach dafür, dass die Trans-
porter y+LAT1 und 2 keine extrazelluläre NAS im Austausch gegen intrazelluläre 
BAS aufnahmen, sondern ein Austausch von BAS gegen BAS stattfand, der da-
für sorgte das radioaktiv-markiertes Arginin aus dem extrazellulären Raum auf-
genommen wurde. Eine Aufnahme von Arginin über den bo,+AT war aufgrund der 
vorliegenden Substrat-Inhibition durch Leucin und der nur geringen Expression 
des Transporters in den HG3-Zellen als unwahrscheinlich anzusehen (33). Es 
konnte somit im [3H]-Arginin-Aufnahmeversuch gezeigt werden, dass neben dem 
hCAT-1 noch die Transporter des y+L-Systems eine Rolle in der Argininaufnahme 
spielten (44).  

Trotz ihrer überwiegenden Exporteigenschaften für BAS in physiologischer Um-
gebung konnte eine Argininaufnahme nicht ganz ausgeschlossen werden. Daher 
stellte sich die Frage, welcher der beiden Transporter y+LAT1 oder 2 des y+L-
Systems in den CLL-Zellen den größeren Anteil an der Argininaufnahme haben 
könnte und ob einer dieser beiden Transporter eine entscheidende Rolle für die 
Viabilität und Proliferation der CLL-Zellen spielen könnte. 

Im Hinblick auf den y+LAT1-Transporter konnte bislang keine klare Aussage dar-
über getroffen werden, welchen Effekt eine verminderte oder erhöhte Expression 
in verschiedenen Tumorarten auf Wachstum und Überleben hat. 

Eine Überexpression des y+LAT1 ging mit einer schlechteren Prognose bei Er-
krankten mit Glioblastom einher (46). Zudem konnte die Gruppe um Cheng et al. 
mittels Sequenzierung des Transkriptoms eine Überexpression des y+LAT1 in 
Ovarialtumoren feststellen, welche eine Schlüsselfunktion in der Chemotherapie-
Resistenz innehaben könnte, da vermutet wird, dass der Transporter die Auf-
nahme und Abgabe von Medikamentenwirkstoffen modulieren könnte (47). 
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Doch nicht in allen Tumorentitäten wird ein vermehrtes y+LAT1-Vorkommen als 
tumorfördernd angesehen. Bei Patienten/Patientinnen mit Multiplem Myelom ver-
besserte sich hingegen die Prognose bei erhöhter y+LAT1-Expression (48). 

Xie et al. wiederum brachten eine Herunterregulation des y+LAT1 mit einer er-
höhten Radioresistenz bei nicht kleinzelligem Lungenkarzinom in Verbindung 
(49).  

Aus den unterschiedlichen Studienergebnissen konnte daher nicht abgeleitet 
werden, welche Rolle der y+LAT1 für die CLL-Zellen einnimmt. 

 

Für den y+LAT2 Transporter gab es zum Zeitpunkt des Verfassens der vorliegen-
den Dissertation keine Studien, die einen Zusammenhang zwischen der Trans-
porterexpression und dem Tumorwachstum untersuchten. 

In der vorliegenden Arbeit sollten analog zu den Versuchen mit dem hCAT-1 die 
Aminosäuretransporter y+LAT1 und y+LAT2 mittels shRNA-Transfektion suppri-
miert und die Auswirkungen auf die CLL-Zellen erforscht werden.  
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2 Ziele der Arbeit 
Unsere Arbeitsgruppe konnte nachweisen, dass chronische lymphatische Leu-
kämiezellen (CLL) zum Überleben und zum Wachsen von dem Import der basi-
schen Aminosäure Arginin abhängig sind, da sie die Fähigkeit der Eigensynthese 
von Arginin verloren haben. Für den Arginintransport stehen den CLL-Zellen die 
Aminosäuretransporter hCAT-1, y+LAT1 und 2 zur Verfügung. Für den hCAT-1 
konnte nachgewiesen werden, dass eine shRNA vermittelte Suppression der 
Transporterexpression zu einer verminderten Argininaufnahme führte, verbun-
den mit einem konsekutiven Zelluntergang und Proliferationsstopp der CLL-Zel-
len. 

Analog zu den Versuchen mit dem Transporter hCAT-1 war das Ziel dieser Ar-
beit, die anderen beiden Transporter y+LAT1 und y+LAT2 auf ihre Rolle für die 
Viabilität und Proliferation der B-Zell-Leukämiezellen hin zu überprüfen. 

Die ausgewählte Methode für die Suppression der Aminosäuretransporter war 
die Lentivirale Transduktion, bei der eine shRNA in die CLL-Zellen eingebracht 
wurde. Die shRNA wurde in mehreren Schritten zu einer small-interfering-RNA 
(siRNA) prozessiert, die teilweise oder vollständig komplementär zur messenger-
RNA (mRNA) der Transporter war. Dies führte zu dem Zusammenschluss der si- 
und mRNA und deren damit verbundenen Abbau, mit der Folge, dass weniger 
Transporter exprimiert wurden.  

Das erste Ziel bestand somit in der Ermittlung der passenden shRNA für die 
Transporter-Suppression von y+LAT1 und 2. Anschließend sollte der Zeitraum 
evaluiert werden, in dem die Transporter-Restexpressionen möglichst gering wa-
ren, um die funktionellen Versuche der Argininaufnahme, der Viabilität und der 
Proliferation durchführen zu können.  

In der so festgestellten Zeitspanne galt es die Versuchsdurchgänge für die Ge-
nerierung einer ausreichenden Datenmenge zu Sicherung valider Ergebnisse 
drei bis viermal zu wiederholen. 
  



Material 19 

  

3 Material  

3.1 Allgemeine Geräte 

 
Geräte Hersteller 
Absaugpumpe  KNF Laboport Neuberger (Freiburg) 

Absorptions-Mikroplatten-Reader [Sunrise] Tecan (Männedorf,Schweiz) 

Aufnahmegerät für Western Blots [Molecular Ima-
ger Chemi Doc XRS]  

BioRad (München) 

Begasungsbrutschrank 
[Heracell 150 Kupferausführung] 

Thermo Fisher Scientific (Waltham, 
USA) 

Blotkammer [TransBlot Electrophoretic Transfer 
Cell] 

BioRad (München) 

Brutschrank [mikrobiologisch WTB 37°C] Binder (Tuttlingen) 

Durchflusszytometer [BD Accuri C6 Flowcytometer] BD Bioscience (San Jose, USA) 

elekt. Piepette [Pipetus®-akku]  Merck KGaA (Darmstadt) 

Flüssigszintillationszähler [Tri-Carb 2810TR Coun-
ter]  

Perkin-Elmer (Waltham, USA) 

Gelelektrophoresekammer [Perfektblue™ Doppel-
gelsystem Twin EXWS] 

Peq-Lab (Erlangen) 

Glas-Messpipetten  Brand (Wertheim) 

Glas-Reagenzröhrchen Schott (Mainz) 

Gleichstromquelle [Power Pac 300] BioRad (München) 

Hochgeschwindigkeitszentrifuge [Avanti™ J-30 I mit 
Rotor JLA 16.250] 

Beckman-Coulter (Krefeld) 

Hochgeschwindigkeitszentrifuge [J2-MC mit Rotor 
13.1] 

Beckman-Coulter (Krefeld) 

Inkubationsschüttler [Incubator Shaker Series in-
nova 40] 

New Brunswick Scientific (Echison,USA) 

Kühlschrank [KTe 1740] Liebherr (Biberach) 

Magnetrührer [IKAMAG RCT] IKA®-Werke GmbH & CO.KG (Staufen) 

Mikroskop [Leitz DM IL] Leica Microsystems GmbH (Wetzlar) 

pH-Meter [CG809] Schott AG (Mainz) 

Photometer [NanoDrop 2000]  Thermo Fisher Scientific (Waltham, 
USA) 

Pipetten [Pipetman®] Gilson (Middelton, USA) 

Pipettenspitzen 0,1-20 µl;2-200 µl;50-1000 µl Greiner Bio-One (Frickenhausen) 
Sarstedt (Nümbrecht) 

Präzisionswaage [Kern 440] Kern & Sohn GmbH (Bahlingen) 

Schikanenkolben  Schott (Mainz) 

Schüttler [IKA-VIBRAX-VXR] IKA®-Werke GmbH & CO.KG (Staufen) 
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Sicherheitsbunsenbrenner [Fireboy eco] INTEGRA Biosciences GmbH (Bieber-
tal) 

Sterilbank [Mikrobiologische Sicherheitswerkbank 
NF6.18S] 

BDK (Sonnenbühl-Genkingen)  

Tischzentrifuge [Hereaus Megafuge 40R] Thermo Fisher Scientific (Waltham, 
USA) 

Tischzentrifuge [Hereaus Multifuge X3R] Thermo Fisher Scientific (Waltham, 
USA) 

Vortex-Gerät [Reax 2000] Heidolph (Schwabach) 

Wasseraufbereitungsanlage [Milli-Q-Plus]  Merck KGaA (Darmstadt) 

Zentrifugenbecher 200 ml 
[PPCO-Centrifuge Bottle]  

Nalgene (Rochester, USA) 

Zentrifugenröhrchen  DuPont (Neuisenburg) 

Zentrifugenröhrchen Kimble-Chase (Vineland, USA) 

 

3.2 Verbrauchsmaterialien 

 
Material Hersteller 
30 ml Spritze [Luer-Lok] Becton Dickinson and Company Lim-

ited (Irland) 
6 Well Platte Corning GmbH (Kaiserslautern) 

96 Well Platte Greiner Bio-One (Frickenhausen) 

Beschichtete Petrischale 10 cm [Tissue Culture Dish 
100x20mm] (#353303) 

Falcon; Corning GmbH (Kaiserslau-
tern) 

Blotting-Papier (#742113) Macherey-Nagel (Düren) 

Einwegpipetten steril [Cellstar] Greiner Bio-One (Frickenhausen) 

Fotofilm [Hyperfilm™ ECL] (#28906837) GE Healthcare Life science (Freiburg) 

Glas-Pasteurpipetten, ohne Wattestopfen (#4522) Carl Roth GmbH + Co. KG (Karls-
ruhe) 

Minivials  Zinsser Analytic GmbH (Frankfurt) 

Nitrozellulose Blotting Membrane [Amersham™ Pro-
tran™ 0,2 µm NC] 

GE Healthcare Life science (Freiburg) 

Parafilm® Pechiney Plastic Packaging (Chigago, 
USA) 

Petrischalen (#633161) Greiner Bio-One (Frickenhausen) 

Reaktionsgefäß 0,2;0,5;1,5;2,0 ml und 1,5 ml mit 
Schraubdeckel 

Greiner Bio-One (Frickenhausen) 

Rundboden-Kunststoffröhrchen [Polypropylene 
round bottom tube with cap] 

Falcon; Corning GmbH (Kaiserslau-
tern) 

Spritzenfilter 0,45 µm (#10462100) Whatman GmbH (Dassel) 

Suspensionskulturflasche [Cellstar white filter screw 
cap 50 ml] (#690195) 

Greiner Bio-One (Frickenhausen) 

Suspensionskulturflasche [Cellstar white filtercap for 
suspensions cells 250 ml]  

Greiner Bio-One (Frickenhausen) 
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Zählkammer [Glasstic Slide 10 with Grids] Kova International Inc. (Carlifornien, 
USA) 

Zellkulturflasche [ Cellstar red filtercap for cell cul-
ture 550]  

Greiner Bio-One (Frickenhausen) 

Zellkulturflasche [Cellstar red filtercap for cell culture 
250] 

Greiner Bio-One (Frickenhausen) 

Zentrifugenröhrchen 15 ml, 50 ml Greiner Bio-One (Frickenhausen) 

 

3.3 Kit-Systeme 

 
Material Hersteller 
Flow Cytometer Fluid Kit (#653158) BD Bioscience (San Jose, USA) 

Flow Cytometer Starter Kit (#653160) BD Bioscience (San Jose, USA) 

Pierce™ BCA Protein Assay Kit (#23225) Thermo Fisher Scientific (Waltham, 
USA) 

PureLink HiPure Plasmidfilter Purification Kit  Invitrogen (Carlsbad, USA) 

 

3.4 Antikörper  

 
Material Hersteller 
Anti y+LAT-1 aff pur EP82 run1 22.08.12 Eurogentec im Auftrag der AG Closs 

Anti y+LAT-2 PP6 27.11.14 Eurogentec im Auftrag der AG Closs 

GAPDH Rabbit mAB (#2218) Cell Signaling (Danvers,USA) 

Goat anti Rabbit IgG (#401393) Merck KGaA (Darmstadt) 

 

3.5 Chemikalien 

 
Material Hersteller 
[3H]-L-Arginin New England Network Solutions (Bos-

ton, USA) 
[3H]-Methyl-Thymidine (#NET027E005MC) Perkin-Elmer (Waltham, USA) 

2-Mercapthoethanol  Merck KGaA (Darmstadt) 

70% Ethanol vergällt  Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe) 
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Acrylamid 4K-Lösung 30% Mix 37,5:1 (#A1672) AppliChem GmbH (Darmstadt) 

Agar-Agar Kobe I pulv.  Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe) 

Ammoniumperoxodisulfat ≥98% p.a. (#9592) Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe) 

Ampicillin  Ratiopharm GmbH (Ulm) 

Bromphenolblau Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Mün-
chen) 

Calciumchlorid Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe) 

Chemilumineszenz [Western Lightning Plus ECL]  Perkin-Elmer (Waltham, USA) 

Chloroquindiphosphat (#C6628) Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Mün-
chen) 

Dimethylsulfoxid Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe) 

Dinatriumhydrogenphosphat Dihydrat (#T877) Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe) 

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Mün-
chen) 

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (#D8537) Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Mün-
chen) 

EDTA-Dinatriumsalz Dihydrat Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe) 

Eisessig [Acetic Acid Glacial] Merck KGaA (Darmstadt) 

Entschäumer [Antifoam A] (#A5758) Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Mün-
chen) 

Fetales Kälber Serum (#F99665) Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Mün-
chen) 

Glucose Merk KGaA (Darmstadt) 

Glycerin (#A1123) AppliChem GmbH (Darmstadt) 

Glycin >99% p.a.  Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe) 

Harnstoff (#2317) Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe) 

Hefeextrakt (pulv.) Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe) 

HEPES KN Biomedicals Inc. (Aurora, USA) 

Irgasafe Plus Szintillationscocktail Perkin-Elmer (Waltham, USA) 

Isopropanol Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe) 

Kaliumchlorid Merck KGaA (Darmstadt) 

Kaliumdihydrogenphosphat  Merck KGaA (Darmstadt) 

L-Arginin Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Mün-
chen) 

L-Glutamin (#G7513) Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Mün-
chen) 

Magermilchpulver (#T145) Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe) 

Magnesiumchlorid-Hexahydrat Merck KGaA (Darmstadt) 

Methanol (#4627) Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe) 

Molekulargewicht-Markierer [PageRuler™ Prestai-
ned Protein Ladder]  

Fermentas Life Sciences (Leon-Rot) 
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N-Ethylmaleimide Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Mün-
chen) 

N-Glucosidase (Roche 11365193001) Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Mün-
chen) 

Na-Desoxycholat VWR (West Chester, USA) 

Natriumchlorid  Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe) 

Natriumhydroxid Merck KGaA (Darmstadt) 

Penicillin/Streptomycin (#P0781) Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Mün-
chen) 

Pepton aus Casein (tryptisch verdaut) Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe) 

Ponceau S Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Mün-
chen) 

Propidiumiodid-Färbelösung [Propidium Iodid Stain-
ing Solution] (#556463) 

BD Bioscience (San Jose, USA) 

Protaminsulfat (#P4505) Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Mün-
chen) 

Proteaseinhibitor (#P8340) Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Mün-
chen) 

Puromycin-Hydrochlorid Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Mün-
chen) 

Rinder-Albumin [Albumin bovine Fraction V] 
(#8076) 

Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe) 

RIPA (#R0278) Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Mün-
chen) 

RPMI Medium 1640 Thermo Fisher Scientific (Waltham, 
USA) 

SDS ultra-pure (#2326) Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe) 

Sodiumpyruvat (#S8636) Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Mün-
chen) 

TE Puffer Invitrogen (Carlsbad, USA) 

TEMED>99% p.a. (#2367) Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe) 

Tris Base  Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe) 

Triton x100 Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Mün-
chen) 

Trypanblau Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe) 

Trypsin EDTA Solution Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Mün-
chen) 

Tween 20 (#9127) Carl Roth GmbH + Co. KG (Karlsruhe) 

Ziegen Serum (#CL 1200-100)  CEDARLANE (Ontario, Kanada) 
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4 Methoden  

4.1 Zellkultur  

Alle Arbeiten mit den Zellen fanden unter sterilen Bedingungen statt. 

4.1.1 HG3-Zellen  

Die Zellen der Zelllinie HG3 wurden ursprünglich aus dem peripheren Blut eines 
70 Jahre alten kaukasischem Mann, der an einer chronischen lymphatischen 
Leukämie (CLL, Rai stage II) erkrankt war, isoliert und befinden sich seit 1998 in 
Zellkultur. Die HG3-Zellen sind in der PCR positiv für das Epstein-Barr-Virus, wo-
bei die Infektion als latent eingestuft wurde und so die Zellen auf Biosafety Level 
1 gehalten werden konnten. Sobald genetische Manipulationen stattfanden, wur-
den die Zellen unter Biosafety Level 2 weiter kultiviert.  

HG3-Zellen sind Suspensionszellen, die im Brutschrank bei 37°C und 5% CO2-
Gehalt in 10 ml RPMI 1640 Vollkulturmedium in einer 250 ml Zellkulturflasche mit 
Filterdeckel kultiviert wurden (Tabelle 1). Alle drei bis vier Tage wurden die Zellen 
im Verhältnis 1:20 aufgeteilt. Da die Zellen zu Traubenbildung neigten, wurden 
sie vor dem Splitten durch mehrmaliges Pipettieren homogenisiert. Für die Wei-
terkultivierung wurde 1 ml der Zellsuspension in 19 ml frisches Medium überführt.  

Ausschlaggebend für das suffiziente Zellwachstum war die Zelldichte. Die Prolife-
rationsrate nahm drastisch ab, sobald die HG3-Zellen zu stark verdünnt wurden. 
Eine Konzentration von 2 Millionen Zellen pro 1 ml wurde toleriert.  

 

Tabelle 1: RPMI 1640 Vollkulturmedium 

RPMI 1640 ohne Glutamin 500 ml 

Fetales Kälber Serum 50 ml  

L-Glutamin 2 mM 5 ml 

Pen/Strep (10000 U Pen., 10 mg Strep. in 0,9% 
NaCl) 

5 ml 
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4.1.2 HEK-293T-Zellen 

Bei den HEK-293T-Zellen handelt es sich um humane embryonale Nierenzellen, 
welche mit dem SV40 large T-Antigen ausgestattet sind, was durch die Abkür-
zung „T“ im Namen der Zelllinie erkenntlich ist. Dies ermöglicht die Amplifikation 
von Plasmiden mit einem SV40-Replikationsursprung (50). Diese Eigenschaft 
wurde im Rahmen dieser Arbeit für die Produktion von Lentiviren mittels der 
Transfektion von lentiviralen Plasmiden in die HEK293T-Zellen genutzt. 

Die adhärenten embryonalen Nierenzellen wurden bei 37°C und 5% CO2-Gehalt 
bei 37°C in 20 ml DMEM Vollkulturmedium in einer 250 ml Zellkulturflasche mit 
Filterdeckel (Tabelle 2) kultiviert. Einmal pro Woche wurden die Zellen passa-
giert. Dafür wurden diese zunächst mit 10 ml Dulbecco’s Phosphat Buffered Sa-
line (DPBS Ca2+/Mg2- frei) gewaschen. Anschließend wurden die Zellen mit 1 ml 
Trypsin-EDTA für drei Minuten im Brutschrank inkubiert und anschließend in 
10 ml serumhaltigen Medium (DMEM) aufgenommen, wodurch die Aktivität des 
Trypsins gestoppt wurde. Für die Fortsetzung der Kultivierung wurde 1 ml der 
Zellsuspension in 19 ml DMEM-Medium überführt. 

 

Tabelle 2: DMEM-Vollkulturmedium  

DMEM-Medium mit 4,5 g Glucose 500 ml 

Fetales Kälber Serum 50 ml  

L-Glutamin, 2 mM 5 ml 

Pen/Strep (10000 U Pen., 10 mg Strep. in 0,9% 
NaCl) 

5 ml 

Natriumpyruvat 1 mM 5 ml 

 

4.1.3 Bestimmung der Lebendzellzahl durch Trypanblau-Färbung 

Für die Bestimmung der Lebendzellzahl wurden die kultivierten Zellen mit dem 
polyanionischen Azoarfarbstoff gefärbt, welcher nur von toten Zellen aufgenom-
men werden konnte und diese in der Folge dunkelblau anfärbte (Tabelle 3). Ge-
zählt wurden nur die vitalen Zellen, die sich hell auf blau gefärbten Hintergrund 
darstellten. Dabei musste zügig vorrangegangen werden, da Trypanblaulösung 
toxisch für die Zellen ist und so über die Zeit das Ergebnis hätte verfälschen kön-
nen.  
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Für die Färbung wurden 50 μl der Zellsuspension mit 50 μl 0,5%iger Trypanblau-
lösung gemischt und davon 6,6 μl in eine Zählkammer pipettiert. Um die durch-
schnittliche Zellzahl pro Feld zu errechnen, wurden jeweils drei große Felder aus-
gezählt und durch 3 dividiert. Das Volumen eines großen Feldes betrug 0,1 μl. 
Mit der folgenden Gleichung wurde die Zellzahl pro ml bestimmt: 

Durchschnittliche Zellzahl pro großem Feld x Volumenfaktor pro großem Feld 
(104 ml-1) x Verdünnungsfaktor (2) = Zellen/ml  

  

Tabelle 3: Trypanblaulösung 

Trypanblau 0,5 g Trypanblaulösung lichtge-
schützt lagern 

 

4.2 Plasmidpräperation 

4.2.1 Vorkultur und Hauptkultur 

Die für die Lentivirale Transduktion benötigten Viren wurden mittels Transfektion 
von 3 verschiedenen Plasmiden in die eukaryotischen HEK-293T-Zellen herge-
stellt. Zwei der Plasmide waren Hilfsplasmide, die für die Enzyme und Hülle der 
Viren kodierten. Das dritte Plasmid pLKO.1-puro wurde mit der für die Transpor-
ter-hemmenden-shRNA-kodierenden-DNA beladen und von der Molecular Sig-
naling Unit des Instituts für Immunologie der Universitätsklinik Mainz in Form von 
transformierten Escherichia coli (E. coli) Bakterien zur Verfügung gestellt.  

Für die Amplifikation des beladenen Plasmids pLKO.1-puro mussten zunächst 
die transformierten Bakterien vermehrt werden. Hierfür wurde eine Vorkultur an-
gesetzt, bei der eine einzelne Kolonie der bereitgestellten Bakterien mit einem 
sterilen Zahnstocher gepickt und in ein Reagenzröhrchen mit 5 ml LB-AMP-Me-
dium überführt wurde (Tabelle 4). Da die pLKO.1-puro Plasmide mit einer Ampi-
cillinresistenz ausgestattet waren, ermöglichte die Inkubation in der Gegenwart 
von Ampicillin die Selektion der transformierten Bakterien, wohingegen die Bak-
terien ohne das Plasmid unter diesen Bedingungen nicht wachsen konnten. Die 
Kultur wurde über Nacht auf dem Inkubationsschüttler bei 250 rpm und 37°C in-
kubiert.  

Für die Hauptkultur der Plasmidpräperation wurden 200 µl der Vorkultur in 200 ml 
LB-AMP-Medium in einen Erlenmayerkolben mit Schikanen überführt und unter 
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den gleichen Bedingungen wie in der vorherigen Nacht inkubiert. Die Hauptkultur 
diente dazu die Ausbeute der transformierten Bakterien zu erhöhen.  

 

Tabelle 4: LB-Medium 

Pepton aus Casein 1% Mit Aqua bidest. auffüllen und 
auf pH 7 mit NaOH einstellen; 
anschließend 20 min auto-kla-
vieren 

Natriumchlorid 1% 

Hefeextrakt 0,5% 

 

LB-AMP-Medium: 

Ampicillin wurde nach Abkühlen des Mediums, auf unter 60°C, hinzugegeben. 
Die Endkonzentration betrug 100 mg/l. 

 

4.2.2 Plasmidisolation 

Für die Plasmidisolation aus den E. coli Bakterien wurde das PureLink HiPure 
Plasmid Filter DNA Purification Kit von Invitrogen nach Herstellerangaben ver-
wendet. 

Die transformierten E. coli Bakterien aus der Hauptkultur wurden mittels SDS und 
NaOH lysiert und unerwünschte RNA mit einer RNase zerschnitten. Die zu iso-
lierende Plasmid-DNA blieb hiervon unbeeinflusst. Das SDS hob zudem die ioni-
sche Verbindung zwischen den Proteinen und der DNA auf. 

Das Lysat wurde in eine Anionenaustauschersäule überführt und band dort die 
durch ihre Phosphatgruppen negative geladene DNA an einer positiv geladenen 
Zellulose- oder Dextranmatrix. Proteine, Kohlenhydrate und andere Zellbestand-
teile wurden hingegen nicht gebunden und konnten ausgewaschen werden. 

Schließlich konnte die DNA in der Gegenwart einer 1,25 molaren Natriumchlorid-
Lösung eluiert und durch Waschungen mit Alkohol von den Salzen befreit wer-
den. Die Plasmide wurden in TE-Puffer aufgenommen und bei 4°C gelagert. 
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4.2.3 DNA-Konzentrationsbestimmung mittels OD-Messung 

Die Nukleinsäurekonzentrationen der DNA-Lösung wurden mit dem Nanodrop 
2000 über eine optische Dichte-Messung ermittelt. Grundlage dafür ist das Lam-
bert-Beer’sche Gesetz:  

E=ε x c x d 

E= Extinktion  ε= Extinktionskoeffizent  c=Konzentration  d= Schichtdicke 

Das Photometer, Nanodrop 2000, regulierte die Schichtdicke automatisch, in 
dem ein 1,5 µl großer Tropfen der Plasmidlösung zwischen den beiden Mess-
köpfen durch die Oberflächenspannung in Form gehalten wurde. Ein monochro-
matischer Lichtstrahl durchleuchtete die Lösung und die Transmission konnte de-
tektiert werden. Die Extinktion entsprach dem negativen Logarithmus der Trans-
mission. Der Extinktionskoeffizient wird von der Software des Nanodrop 2000 
vorgegeben. Mittels dieser konnten die verwendeten Plasmidkonzentrationen be-
stimmt werden. 

 

4.3 Lentivirusproduktion und Transduktion 

Vor der Lentiviralen Transduktion der HG3-Zellen mit einer gegen die Transporter 
gerichteten shRNA, mussten zuerst die Lentiviren aus der Transfektion der HEK-
293-T-Zellen generiert werden. Die so entstandenen Viren trugen die transpor-
tersupprimierende shRNA in ihrem Genom und wurden zur Infektion/Transduk-
tion der HG3-Zellen verwendet. Hierbei wurde die virale RNA durch die Reverse 
Transkriptase in DNA umgeschrieben und fest in das Genom der HG3-Zellen in-
tegriert. Somit produzierten die Zellen kontinuierlich shRNAs, die für einen 
Knock-down des jeweiligen Aminosäuretransporters y+LAT1 oder 2 sorgten. De-
tailliert betrachtet, entstand bei der Transkription der integrierten DNA RNA-Ab-
schnitte, die sich aufgrund ihrer Basenpaare zu einer Haarnadelstruktur (small-
hairpin) faltete. Diese small-hairpin-RNA wurde aus dem Zellkern exportiert und 
dort von dem Enzym Dicer zu einer small-interfering-RNA (siRNA) geschnitten. 
Diese siRNA ist vollständig oder teilweise komplementär mit der messenger-RNA 
(mRNA) die für Aminosäuretransporter codiert. Der komplementäre Aufbau zwi-
schen si- und mRNA sorgte dafür, dass sich diese zusammenlagerten und ge-
meinsam abgebaut wurden. Somit wurden die Baupläne für die Aminosäuret-
ransporter teilweise zerstört und die Expression der Transporter sank. Für die 
Erstellung passender Kontrollzellen, wurden diese ebenfalls mit einer shRNA 
transduziert. Diese codierte allerdings für keine komplementäre mRNA und war 
somit eine non-target shRNA mit dem Namen shc002.  
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Für die Lentivirusproduktion wurden an Tag eins 3,5 Millionen HEK-293T-Zellen 
auf eine beschichtete 10 cm Petrischale in 10 ml DMEM Medium ausgesät und 
über Nacht bei 37°C und 5% CO2-Gehalt inkubiert. Am nächsten Tag wurde zwei 
Stunden vor der Transfektion das alte Medium durch 8 ml neues DMEM-Vollkul-
turmedium ersetzt und kurz vor der Transfektion zusätzlich 1 ml Chloroquinlö-
sung zu den 8 ml hinzugegeben (Tabelle 5). Die Zugabe von Chloroquin erhöhte 
dabei die Transfektionseffizienz um das 5-fache, in dem es den pH-Wert in den 
Lysosomen anhob und somit die hydrolytischen Enzyme hemmte (51). Die Trans-
fektion der HEK-293T-Zellen erfolgte mittels Calcium-Phosphat, das mit den 
DNA-Plasmiden Präzipitate bildete und wiederum von den adhärenten Zellen mit-
tels Endozytose aufgenommen wurde (52, 53). Dafür wurden 1 ml der Präzipitat-
lösung auf die HEK-293T-Zellen getropft und durch leichtes Schwenken gleich-
mäßig verteilt (Tabelle 6 und 7).  

Die Präzipitatlösung enthielt die drei Plasmide, die für die Transfektion benötigt 
wurden, bestehend aus dem Transgenvektor pLKO.1-puro mit den für die shRNA 
codierenden Abschnitt (Tabelle 8), sowie aus den Verpackungsvektor pCMV-
VSV-G für die Virushülle und dem Enzymvektor pCMV∆R8.91, der für die retro-
viralen Enzyme kodierte. Sowohl der Transgenvektor als auch der Enzymvektor 
enthielten einen Simian-Virus-40 Replikationsursprung, der eine höhere Amplifi-
zierungsrate ermöglichte, da die HEK 293T das große SV40 T-Antigen exprimier-
ten.  

Am dritten Tag erfolgte ein Mediumwechsel, um das Chloroquin und die Präzipi-
tatlösung zu entfernen. Die HEK-293T-Zellen wurden für weitere 24 Stunden in 
5 ml frischen DMEM-Vollmedium inkubiert.  

Anschließend fand die erste Virusernte am vierten Tag statt. Dafür wurde vor-
sichtig der Überstand mit den Viren abgenommen und für zehn Minuten bei 350 g 
zentrifugiert. Der Überstand wurde anschließend durch einen 0,45 μm Spritzen-
filter filtriert, um den eventuell vorhandenen Zelldetritus zu entfernen.  

Für eine zweite Virusernte am Tag fünf wurden die transfizierten HEK-293T-Zel-
len in 5 ml DMEM-Vollkulturmedium erneut über Nacht inkubiert. Nach 24 Stun-
den wurde der virushaltige Überstand zentrifugiert, filtriert und bei -80°C einge-
froren, wobei die Potenz der Viren durch das Einfrieren nicht gemindert wurde. 
Für die Transduktion mit den eingefrorenen Virusüberständen wurden diese le-
diglich bei Raumtemperatur aufgetaut und wie im nachfolgenden Abschnitt ver-
wendet.  



Methoden 30 

  

Für die Transduktion wurden je 1 Millionen HG3-Zellen in 0,5 ml RPMI-Medium 
in je ein Well einer 6 Wellplatte ausgesät. Auf diese Zellen wurden jeweils 2 ml 
Virusüberstand und 4 μg/ml Protaminsulfat gegeben. Das Protaminsulfat neutra-
lisierte sowohl die negative Ladung der Virusmembran, als auch die der Zell-
membran und verbesserte so die Adsorption des Virus, was zu einer höheren 
Transduktionsrate führte (54).  

Fünf Stunden nach der Transduktion wurden die Zellen bei 350 g für fünf Minuten 
bei Raumtemperatur zentrifugiert. Von dem alten Medium wurde 1 ml abgesaugt 
und durch 1 ml frisches RPMI Medium ersetzt, was die Viruskonzentration senkte 
und die HG3-Zellen mit ihrem bevorzugten RPMI Medium versorgte. Über Nacht 
konnten die Zellen wie gewohnt im Brutschrank weiter kultiviert werden. Um die 
verbleibenden Viren zu entfernen, wurden die Zellen 24 Stunden nach der Trans-
duktion dreimal mit PBS gewaschen. Hierzu wurden die Zellen für je fünf Minuten 
bei 350 g zentrifugiert und der Überstand entfernt. Anschließend folgte die Se-
lektion der transduzierten HG3-Zellen in der Gegenwart von Puromycin. Dafür 
wurden jeweils 1 Million Zellen in 0,75 ml RPMI-Vollkulturmedium plus 2,5 μg/ml 
Puromycin inkubiert und alle drei bis vier Tage passagiert.  

 

Tabelle 5: Chloroquinlösung 

DMEM-Vollkulturmedium  1 ml Die Lösung wurde stets 
neu angesetzt Chlorquindiphosphat 100 mM in 

1x PBS 
10 μl  

 

Tabelle 6: Präzipitatlösung  

Transgenvektor pLKO.1-puro  13,2 μg  Lösung mischen und 
anschließend unter kon-
tinuierlichem Vortexen 
500 μl 2x HBS hinzufü-
gen; das Endvolumen 
ergibt 1 ml 

Verpackungsvektor pCMV-VSV-G 4 μg 

Enzymvektor pCMV∆R8.91 10 μg 

2,5 M Calciumchlorid steril filtriert 50 μl 

TE-Puffer (H2O/TE 1/3 steril fil-
triert). 

add 500 μl  
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Tabelle 7: 2xHBS 

Natriumchlorid 281 mM Lösung auf einen pH von 
7,12 einstellen und bei -
20°Celsius lagern 

HEPES 100 mM 

NaH2PO4 1,5 mM 

 

Tabelle 8: Plasmidkonstrukte für die Lentivirale Transduktion einer shRNA 
gegen y+LAT1 und 2, sowie einer non-target-RNA  

Die TRCN ist die Identifikationsnummer des The RNAi Consortium (TRC).  

Plasmidbezeichung  Beschreibung  

pLKO.1-puro_SCL7A7-1 lentivirales Plasmid für die Expression einer 
shRNA gegen y+LAT1; integrierte shRNA-Se-
quenz (5‘-3‘): GCAGATCAGATATTTGGAATA; 
(TRCN0000043033) 

pLKO.1-puro_SCL7A7-2 lentivirales Plasmid für die Expression einer 
shRNA gegen y+LAT1; integrierte shRNA-Se-
quenz (5‘-3‘): GCTCATATACAGTGCCTCCTT; 
(TRCN0000043034) 

pLKO.1-puro_SCL7A7-3 lentivirales Plasmid für die Expression einer 
shRNA gegen y+LAT1; integrierte shRNA-Se-
quenz (5‘-3‘): CAGAACATAAGCGACCGCTTT; 
(TRCN0000043035) 

pLKO.1-puro_SCL7A7-4 lentivirales Plasmid für die Expression einer 
shRNA gegen y+LAT1; integrierte shRNA-Se-
quenz (5‘-3‘): GCTGCCTGCATTTGTCTCTTA; 
(TRCN0000043036) 

pLKO.1-puro_SCL7A7-5 lentivirales Plasmid für die Expression einer 
shRNA gegen y+LAT1; integrierte shRNA-Se-
quenz (5‘-3‘): CCTTTGGAGGATTCCTTGCTT; 
(TRCN0000043037) 

pLKO.1-puro_SCL7A6-1 lentivirales Plasmid für die Expression einer 
shRNA gegen y+LAT2; integrierte shRNA-Se-
quenz (5‘-3‘): GCAGTCAGTTAAGGCAGCTAT; 
(TRCN0000196072) 
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pLKO.1-puro_SCL7A6-2 lentivirales Plasmid für die Expression einer 
shRNA gegen y+LAT2; integrierte shRNA-Se-
quenz (5‘-3‘): CACCTACCATCTTGTCCCTAA; 
(TRCN0000184388) 

pLKO.1-puro_SCL7A6-3 lentivirales Plasmid für die Expression einer 
shRNA gegen y+LAT2; integrierte shRNA-Se-
quenz (5‘-3‘): CTCATCTACATCCTGACCAAT; 
(TRCN0000178806) 

pLKO.1-puro_SCL7A6-4 lentivirales Plasmid für die Expression einer 
shRNA gegen y+LAT2; integrierte shRNA-Se-
quenz (5‘-3‘):GCTTATCAACTACTTCAGCTT; 
(TRCN0000149863) 

pLKO.1-puro_SCL7A6-5 lentivirales Plasmid für die Expression einer 
shRNA gegen y+LAT2; integrierte shRNA-Se-
quenz (5‘-3‘):GCTTATATTCTAGAGGCCTTT; 
(TRCN0000149896) 

pLKO.1-puro_SCL7A6-6 lentivirales Plasmid für die Expression einer 
shRNA gegen y+LAT2; integrierte shRNA-Se-
quenz (5‘-3‘):CTCTTCACTGACACCATTAAT; 
(TRCN0000279633) 

pLKO.1-puro_SHC002 lentivirales Plasmid für die Expression einer non-
target-RNA (#SHC002, Sigma Aldrich) 

pCMV∆R8.9 lentivirales Verpackungsplasmid: HIV-1-Kapsid-
proteine (gag), HIV-1-Reverse Transkriptase und 
Protease (pol); 

pCMV-VSV-G lentivirales Verpackungsplasmid: Glykoprotein der 
Virushülle des „Vesicular stomatitis virus“ (VSV-
G); 
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4.4 Proteinbiochemische Methoden 

4.4.1 Herstellung von Protein-Lysaten 

Ziel der Proteinbiochemischen Methoden, war der Nachweis der membranstän-
digen Proteine y+LAT1 und y+LAT2. Die eingebrachte shRNA sorgte über meh-
rere Zwischenschritte für den Abbau der mRNA der Transporter, was zur Folge 
hatte, dass die Zellen diese Transporter weniger produzierten. Für den Nachweis 
der Proteine im Western Blot mussten diese zunächst aus der Zellmembran ge-
löst und isoliert werden.  

Für die Herstellung des Zelllysates wurden zunächst mindestens 1 Million trans-
duzierte HG3-Zellen bei 300 g und 4°C für fünf Minuten zentrifugiert. Das Zellpel-
let wurde 2-mal mit 1 x PBS gewaschen und in 100 bis 300 μl RIPA (Radioim-
munpräzipitations-Assay)-Puffer plus Proteaseinhibitor gelöst, welcher die Zellen 
lysierte und die Proteine aus der Zellmembran, dem Zytoplasma und dem Zell-
kern löste. Der Proteaseinhibitor verhinderte den weiteren Proteinabbau (Tabelle 
9). Die Lysate wurden für mindestens 45 Minuten im Kühlraum bei 4°C auf mitt-
lerer Geschwindigkeit geschüttelt oder alternativ für 30 Minuten auf Eis gestellt 
und in einem Intervall von zehn Minuten jeweils für 15 Sekunden gevortext. An-
schließend wurden die Lysate bei 20817 g für 20 Minuten bei 4°C zentrifugiert, 
um Zelltrümmer von dem Proteinlysat zu trennen. Die Proteine befanden sich 
gelöst im Überstand, der vorsichtig in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt 
wurde und dann bei -20°C gelagert werden konnte.  

 

Tabelle 9: RIPA-Puffer + Protease-Inhibitor 

NaCl 4 M 3,75 ml  ad 100 ml Millipore H2O; 
plus 1 Tablette Prote-
ase-Inhibitor auf 10 ml 
RIPA-Puffer; Lagerung 
bei -20°C 

 

Triton X100 1 ml 

Sodiumdeoxycholat  1 g 

SDS 10% 1 ml 

Tris 1 M pH 7,2 10 ml  

EDTA 37 mg 
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4.4.2 Proteinkonzentrationsbestimmung  

Für die Proteinkonzentrationsbestimmung wurde das Pierce™ BCA Protein As-
say Kit von Thermo Fisher Scientific nach Herstellerangaben verwendet, wobei 
BCA für Bicinchoninic Acid Assay steht, einer Methode zur quantitativen Protein-
bestimmung mittels der Bicinchoninsäure. In der Biuret-Reaktion wurden in alka-
lischer Umgebung zweiwertige Kupferionen durch die Seitenäste der Proteine zu 
einwertigen Kupferionen reduziert, die wiederum mit der Bicinchoninsäure einen 
Farbkomplex bildeten, der sein Absorptionsmaximum bei 562 nm hatte (55). Die 
Absorption konnte mittels Mikrotiterplatten-Photometer detektiert werden, wobei 
ein Vergleich mit einer Standardreihe der Ermittlung der Proteinkonzentration 
diente (Tabelle 10). Die Proteinkonzentration entsprach der Intensität der mit der 
Säure gebildeten Farbkomplexe. Für die Bestimmung wurden die Proben 1:6 ver-
dünnt und jeweils 25 µl dieser Verdünnung auf eine 96-Lochplatte aufgetragen. 
Anschließend wurden 200 µl der BCA-Lösung hinzugegeben und die Platte für 
30 Minuten im Brutschrank bei 37°C gestellt. Die photometrische Messung er-
folgte bei 562 nm.  

 

Tabelle 10: BSA-Standardreihe für die Proteinkonzentrationsbestimmung 
An-
satz 

Volumen Wasser (µl) BSA BSA-Endkonzentration 
(µg/ml) 

A 0 300 µl der Stocklösung 2mg/ml 2000 
B 125 375 µl der Stocklösung 2mg/ml 1500 
C 325 325 µl der Stocklösung 2mg/ml 1000 
D 175 175 µl des Ansatzes B 750 
E 325 325 µl des Ansatzes C 500 
F 325 325 µl des Ansatzes E 250 
G 325 325 µl des Ansatzes F 125 
H 400 100 µl des Ansatzes G 25 
I 400 - 0 

 

4.4.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)  

In einer SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) 
werden Proteine nach ihrer Größe aufgetrennt.  

Als Vorbereitung wurden die Proben im Verhältnis 1:1 mit 2x-Sample-Buffer-
Laufpuffer gemischt und bei 37°C für zehn Minuten inkubiert (Tabelle 16). Das 
anionische Natriumdodecylsulfat denaturierte die Proteine, wodurch ihre Terti-
ärstruktur zerstört wurde und gleichzeitig ihre elektrischen Eigenladungen über-
deckt wurden. Die so behandelten Proteine waren negativ geladen und unter-
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schieden sich nur in der Länge ihrer Aminosäureketten. Bei Anlegen eines Span-
nungsfeldes wanderten die negativ geladenen Proteine zur positiv geladenen 
Anode, wobei kürzere Proteine die Poren der Polyacrylamid-Gelmatrix schneller 
passierten als die Längeren. Die Porengröße war abhängig von der gewählten 
Konzentration des Polyacrylamids. Je höher die Konzentration, desto feiner die 
Poren und somit auch die Trennschärfe. 

Für die SDS-Page wurde ein Gel mit zwei unterschiedlichen Acrylamidkonzent-
rationen verwendet (Tabelle 11). In einer Vertikal-Gelelektrophoresekammer 
hatte das obere Sammelgel nur einen 6%igen Polyacrylamidanteil und diente der 
Aufnahme und des Sammelns der Proben in den einzelnen Taschen. Das untere 
Trenngel verfügte über einen höheren Polyacrylamid Anteil von 10%, das somit 
feinere Poren hatte und dem eigentlichen Auftrennen der Proben galt. Beide Gele 
wurden mit 1x SDS-Laufpuffer überdeckt. 3 µl des Markers PageRulerTM 
Prestained Protein Ladder wurden neben den Proben in die Geltaschen des 
Sammelgels gegeben. Mithilfe dessen konnten später die Proteinbanden ihrer 
Größe zugeordnet werden. Mit dem Anlegen einer konstanten Spannung von 200 
Volt begannen die Proteine Richtung Anode zu wandern. Nach einem gleichmä-
ßigen Einwandern durch das Sammelgel wurde die Spannung nach zehn Minu-
ten auf 100 Volt reduziert.  

 

Tabelle 11: Sammelgel und Trenngel 

SDS-PAGE Sammelgel Trenngel 

Aqua bidest. 12,2 ml 18 ml 

1,5 M Tris-Lsg pH 8,8  – 11,25 ml 

0,5 M Tris-Lsg pH 6,8 5 ml – 

10% SDS-Lsg 200 μl  450 μl  

30% Acrylamid + 0,8% Bisac-
rylamid  

4,6 ml 15 ml 

10% Ammoniumpersulfat 132 μl  300 μl  

TEMED-Lsg 28 μl  30 μl  
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Tabelle 12: 1M Tris-Lösung pH 8 

Tris 121 g Mit rauchender HCL-
Säure auf gewünschten 
pH puffern 

Aqua dest. 1 L 

 

Tabelle 13: 10% SDS-Lösung 

SDS 10 g  Gut mischen und bei 
Raumtemperatur lagern Aqua dest. 100 ml 

 

Tabelle 14: 10% Ammoniumpersulfat (APS) 

Ammoniumpersulfat 1 g  Aliquotieren und bei -
20°C lagern Aqua dest. 9 ml 

 

Tabelle 15: 10x SDS-Laufpuffer 

240 mM Tris Base 30,2 g  Für 1xSDS-Laufpuffer 
den 10x SDS-Laufpuffer 
im Verhältnis 1:10 mit 
Aqua Dest verdünnen; 
Lagerung bei 4°C 

1,9 M Glycin 144 g 

1% SDS 10 g 

Aqua dest. ad 1 L 
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Tabelle 16: 2x-Sample-Buffer mit Urea 8M 

Tris Base 125 mM 0,7g Zuerst 10 ml Aqua Dest. 
Vorlegen; mit rauchen-
der Salzsäure auf pH 
6,8 einstellen; dann ad 
50 ml Aqua; in 500 μl al-
liquotieren bei -20°C la-
gern; frisch dazu geben: 
2-Mercaptoethanol 
10 μl/500 μl Alliquot = 2 
Vol%  

Glycerol 20 Vol% 10 ml 

SDS 5 % 1 g 

Harnstoff 24 g 

Aqua Dest.  60 ml  

 

4.4.4 Western Blot 

Die in der Gelelektrophorese aufgetrennten Proteine wurden nun auf eine Nitro-
zellulose-Membrane übertragen und konnten anschließend mittels Immunfär-
bung sichtbar gemacht werden.  

Hierfür wurde die Membrane auf das Gel gelegt, mit mehreren Schwämmen fi-
xiert und in einer sogenannten Blottingkammer gespannt. Eine konstante Strom-
stärke von 200 mA wurde angelegt, wobei sich die Anode auf der Seite der Nit-
rozellulose-Membrane befand, was dafür sorgte, dass die Proteine auf die Memb-
ran wanderten. Dort blieben die Proteine durch die hydrophoben Wechselwirkun-
gen haften. Aufgrund des Erhitzens des Elektroblotting-Puffers, welcher als 
Spannungsmedium diente, wurde der Vorgang in einem Kühlraum bei 4°C für 
circa 20 Stunden durchgeführt (Tabelle 17).  

 

Tabelle 17: Elektroblotting-Puffer 

20 mM Tris Base 9,7 g  Lagerung bei 4°C  

150 mM Glycin 45 g 

20% Methanol 800 ml 

Aqua Dest.  ad 4 L 
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4.4.5 Immunfärbung und Analyse  

Die auf die Nitrozellulose-Membran übertragenen Proteine konnten durch die Zu-
gabe von y+LAT1 - oder 2 -Antikörper gebunden werden und dienten gleichzeitig 
als eine Bindungsstelle für einen zweiten Peroxidase-gekoppelten Antikörper. 
Die Peroxidase wandelt die Chemielumineszenz-Reagenz Luminol, die in der 
Substanz Western Lightning enthalten ist, um, woraufhin Photonen emittiert wur-
den, mit deren Hilfe ein Fotofilm belichtet werden konnte. Mithilfe dieses Fotos 
konnten die einzelnen Proteinbanden betrachtet und ausgewertet werden.  

  

Nach der Übertragung der Proteine auf die Nitrozellulose-Membran wurde diese 
für zehn Minuten in Ponceau S eingelegt (Tabelle 20). Durch die negative Ladung 
des Ponceau S bindet dieses an die positiv geladenen Aminogruppen der Prote-
ine und färbte diese rot an. Hiermit konnte die Transfereffizienz des Western 
Blots überprüft werden. Anschließend wurde das Ponceau S durch mehrmaliges 
Waschen der Membran mit 1xTBS entfernt (Tabelle 18). Die Nitrozellulose-
Membrane wurde anschließend mit Blotto und 5% Ziegenserum für eine Stunde 
blockiert, um die noch freien Stellen für Proteine auf der Membran zu besetzten 
und somit unspezifische Bindungen der Antikörper an die Nitrozellulose-Memb-
ran zu verhindern (Tabelle 21). 

Nach dem Blocken wurde die Membran dreimal mit Antikörperverdünnungspuffer 
für je zehn Minuten gewaschen (Tabelle 22). Anschließend wurde die Membran 
über Nacht bei 4°C mit dem ersten spezifischen Antikörper inkubiert. Am nächs-
ten Tag wurde die Membran dreimal mit Blotto für je zehn Minuten gewaschen 
und der zweite Peroxidase-gekoppelte Antikörper für eine Stunde auf die Memb-
ran gegeben. Zu beachten war, dass der zweite Antikörper lichtempfindlich ist 
und entsprechend geschützt werden musste. Es folgten drei Waschungen mit 
TBS-Tween und eine Waschung mit 1x TBS, für je zehn Minuten (Tabelle 19).  

Nun konnte die Chemielumineszenz-Reagenz Western Lightning, auf die Memb-
rane gegeben werden. Nach einminütiger Inkubation wurde die überschüssige 
Reagenzflüssigkeit entfernt und die Nitrozellulose-Membran zur Aufnahme in das 
Fotolabor gebracht. Die durch die Peroxidase entstandenen Photonen konnten 
im Fotolabor einen Fotofilm belichten. Hierzu wurde der Film auf die Membran 
gelegt. Die Belichtungszeit richtete sich nach der Proteinmenge und der Qualität 
der Primärantikörper und musste individuell für jeden Durchgang bestimmt wer-
den. Nach anschließendem Entwickeln und Fixieren, konnten schwarze Banden 
an den Stellen abgelesen werden, an denen das Luminol umgesetzt wurde und 
sich die damit verbunden markierten Proteine befanden.  
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Neben dem Fotolabor wurde noch das Aufnahmegerät ChemieDocTM XRS ver-
wendet, eine hochsensible Kamera, die bereits geringe Mengen an Photonen 
detektieren konnte und ein digitales Foto erstellte. Dieses Verfahren wurde mit 
dem Programm Quantity One für eine computergestützte Quantifizierung be-
nutzt.  

 

Tabelle 18: 10x TBS 

1 M Tris pH 8,0 100 ml Lagerung RT; für 
1xTBS im Verhältnis 
1:10 mit Aqua Dest. ver-
dünnen 

NaCl 87,7 g 

Aqua dest. ad 1 L 

 

Tabelle 19: 1x TBS-Tween 

1x TBS 200 ml 

Tween 20 100 μl  

 

Tabelle 20: Ponceau S  

Ponceau S Sodium Salt 500 mg Bei RT lagern; Nach-
weisgrenze 5-15 ng 
Protein 

Eisessig 1 ml 

Aqua dest. ad 100 ml 

 

Tabelle 21: Blotto mit Ziegenserum 

1 M Tris pH 8 12,5 ml Gut rühren; bei 4°C 8-

10 Tage haltbar; 10% 

Ziegenserum zu Blotto 

geben für den Block  

1 M CaCl2  500 μl  

Antifoam A 25 μl  

Tween 20 125 μl  

Magermilchpulver 12,5 g  

Aqua dest. ad 250 ml 
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Tabelle 22: Antikörperverdünnungspuffer 

BSA 1% Gelöst in 1x PBS, (Ta-
belle 23) Tween 0,1% 

 

 

Tabelle 23: 10x PBS 

KH2PO4 17,6 mM Auf pH 7,4 einstellen  

KCL 26,8 mM 

NaCl 1,4 M  

Na2HPO4 x 2 H2O 101 mM 

 

Tabelle 24: Im Western Blot verwendete Antikörper  

Primärantikörper Ursprungsorganismus Hersteller Verdünnung 

anti-y+LAT1 
(aff.pur. EP82, 
22.08.12 run 1) 

Kaninchen Eurogentec 
im Auftrag der 
AG Closs 

 

1:3000 in Antikörper-
verdünnungspuffer  

 

anti-y+LAT2  
(PP6 SA7667, 
27.11.2014)  

 

Kaninchen Eurogentec 
im Auftrag der 
AG Closs 

 

1:10000 in Antikörper-
verdünnungspuffer  

 

anti-GAPDH  

 

Kaninchen  

 

Cell signaling 
(14C10, 
#2118)  

1:10000 in Blotto  

 

Sekundärantikör-
per 

Ursprungsorganismus Hersteller Verdünnung 

Anti-Rabbit igG Ziege Merck KGaA 
Darmstadt 
(#401393) 

1:15000 in Blotto  
 

 

4.5 Feststellung der Viabilität mittels Propidiumiodidfärbung  

Die Viabilität der transduzierten HG3-Zellen konnte durch die Hinzugabe des 
Farbstoffes Propidiumiodid und der anschließenden Detektion der so markierten 
toten Zellen in der Durchflusszytometrie ermittelt werden. Die Durchflusszytomet-
rie, auf Englisch als FACS (Fluorescence Activated Cell Sorting) abgekürzt, er-
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möglichte die Analyse einzelner Zellen mithilfe eines Laserstrahles. Das so ent-
stehende Streulicht kann von verschieden Detektoren eingefangen werden. Mit-
hilfe dieser Methode können verschiedene Zellarten anhand ihrer typischen 
Streustrahlungsmuster unterschieden werden. Ursächlich für diese Muster sind 
Zellcharakteristika wie Granulation, Mitochondriendichte und Zellgröße. Die hie-
sige Untersuchung diente indes der Bestimmung der Viabilität über die Markie-
rung der toten Zellen mit dem Farbstoff Propidiumiodid. Propidiumiodid konnte 
nur die Plasmamembran von toten Zellen passieren und interkalierte mit der DNA 
der Zelle, was dessen Absorptionsspektrum veränderte. Dadurch konnten die so 
markierten Zellen in der Durchflusszytometrie detektiert werden. Mithilfe dieses 
Farbstoffes konnte der Anteil der toten Zellen und aus diesem wiederum auch 
der Anteil der vitalen Zellen, die sogenannte Viabilität bestimmt werden. 

Hierfür wurden 300.000 der transduzierten HG3-Zellen entnommen und für 5 Mi-
nuten bei 350 g zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und die Zellen in 
300 μl 1x PBS aufgenommen. Diese Prozedur wurde dreimal wiederholt und im 
dritten Durchgang 3 μl Propidiumiodid hinzugefügt. Anschließend erfolgte die 
Auswertung in der Durchflusszytometrie. 

 

4.6 [3H]-L-Argininaufnahme unter NEM 

Für die Messung der Transportleistung wurde den transduzierten HG3-Zellen 
extrazelluläres, mit Tritium radioaktiv-markiertes Arginin für eine bestimmte Zeit 
angeboten und anschließend nach Zellaufschluss die intrazelluläre Radioaktivität 
gemessen. Im Vergleich zu den non-target transduzierten HG3-Zellen konnte aus 
der gemessenen intrazellulären Radioaktivität die Argininaufnahme der transpor-
tersupprimierten Zellen abgeleitet werden. Unter der Zugabe von N-ethyl-
maleimide (NEM) konnte die Transportaktivität des hCAT-1 gehemmt werden 
(56, 57). Hierfür wurden 1,5 Millionen Zellen bei 350 g und 4°C für fünf Minuten 
zentrifugiert, der Überstand verworfen und die Zellen in 5 ml 1x BSA-Lockes-Lö-
sung aufgenommen (Tabelle 25 und 26). Dieser Waschvorgang wurde zweimal 
wiederholt. Beim dritten Durchgang wurden die Zellen anstatt in 5 ml in 3,3 ml 1x 
BSA-Locke‘s aufgenommen und dann je 1 ml auf drei Reaktionsgefäße verteilt, 
so dass sich in jedem Reaktionsgefäß 500.000 Zellen befanden. Die Reaktions-
gefäße wurden erneut bei 350 g und 4°C für fünf Minuten zentrifugiert und der 
Überstand verworfen. Die anschließende Inkubation der Zellen für zehn Minuten 
in der vorgewärmten 100 µl NEM-haltiger Vorinkubationslösung bei 37°C sorgte 
für die Blockierung des Transporters hCAT-1 (Tabelle 28). Anschließend wurden 
100 μl der 37°C warmen, radioaktiven Aufnahmelösung den Zellen verabreicht 
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und durch kurzes Pipettieren vermischt (Tabelle 27). Nach 30-sekundiger Inku-
bation konnte die Aufnahme des [3H]-L-Arginins mit 1 ml eiskalter 1x BSA-Lo-
ckes-Lösung gestoppt und die Zellen auf Eis gestellt werden. Anschließend er-
folgte die dreimalige Waschung der Proben, bei der diese bei 350 g und 4°C für 
fünf Minuten zentrifugiert, der radioaktive Überstand entsorgt und erneut in 1 ml 
eiskalter 1x BSA-Lockes-Lösung aufgenommen wurden. Nicht importiertes, ext-
razelluläres [3H]-L-Arginin wurde so entfernt und die Zellpellets mit 200 μl 2%-
SDS für mindestens zehn Minuten lysiert. Das Lysat wurde in geeignete Minivials 
überführt und in 2 ml Irga-Safe Plus Szintillationscocktail aufgenommen. Tritium 
ist ein ß-Strahler und erzeugte ionisierende Strahlung, die von dem Szintillations-
Counter detektiert werden konnte. Somit konnte der quantitative Anteil des auf-
genommenen [3H]-L-Arginins in den Zellen bestimmt werden.  

 

Tabelle 25: 10x Locke’s Lösung 

NatriumChlorid 45 g ad 500 ml Milipore 
H2O, puffern auf 
pH 7,4 mit NaOH 

KaliumChlorid 2,09 g 

Magnesiumdichlorid 1,013 g 

HEPES 11,91 g 

 

Tabelle 26: 1x BSA-Locke’s Lösung (1xBSA-LL) 

10x Locke’s Lösung 10 ml ad 100 ml Millip-
ore H2O, pH 7,2 
mit NaOH 

Glucose (steril filtriert) 1 M 560 μl  

CalciumChlorid 1 M 200 μl  

Albumin Bovine Fraction V  2 g 

 

100 mM L-Arginin Stocklösung in H2O mit 1xBSA-LL im Verhältnis 1:100 ver-
dünnen à1 mM L-Arginin 

1 M NEM Stocklösung in DMSO mit 1x BSA-LL im Verhältnis 1:1000 verdün-
nenà1 mM NEM 
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Tabelle 27: Radioaktive Aufnahmelösung 

Radioaktive Aufnahmelösung  1 ml 

L-Arginin 1 mM 200 μl 
3H-L-Arginin 1 mCi/ml 20 μl  

NEM 1 mM 200 μl  

1x BSA-LL 580 μl  

 

Tabelle 28: Vorinkubationslösung mit NEM 

Vorinkubationslösung mit NEM 1 ml 

NEM 1 mM 200 μl  

1x BSA-LL 800 μl  

 

4.7 Feststellung der Zellproliferation mittels [3H]-
Thymidineinbaus 

Die Zellproliferation wurde durch den Einbau des Tritium-markierten DNA-Bau-
steines Thymidin quantifiziert. Je 150.000 Zellen wurden bei 350 g für fünf Minu-
ten bei 4°C zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 600 μl frischem Medium aufge-
nommen und hiervon 200 μl, in je ein Well einer 96-Wellplatte pipettiert. Jede 
Probe wurde in einem Triplett gemessen. In jedes Well wurden 1 μCi [3H]-Thymi-
din gegeben. Die 96-Wellplatte wurde für 16 Stunden in einem Brutschrank mit 
5% CO2-Gehalt und 37°C inkubiert und anschließend jedes Well in ein 1,5 ml 
Reaktionsgefäß überführt. Dazu wurden 1 ml 1x PBS + 1% FCS gegeben und 
anschließend das Reaktionsgefäß bei 350 g für fünf Minuten bei 4°C zentrifugiert. 
Der radioaktive Überstand konnte so entfernt und das Zellpellet erneut in 1 ml 1x 
PBS + 1% FCS aufgenommen werden. Insgesamt wurden die Zellen auf diese 
Art dreimal gewaschen. Nicht eingebautes [3H]-Thymidin konnte entfernt werden. 
Nach dem Lysieren der Zellen in 200 μl 2% SDS für zehn Minuten wurden die 
Proben in Minivials für den Szintillisations-Counter überführt. Zum Schluss wurde 
2 ml Szintillator zu den Proben gegeben, gefolgt von kurzem Vortexen. Anschlie-
ßend konnten die Proben in den Szintillations-Counter gestellt und das eingebau-
ten [3H]-Thymidin quantitativ bestimmt werden.  
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5 Ergebnisse 
Das Ziel dieser Dissertation war es, die Rolle der Transporter y+LAT1 und y+LAT2 
für die Viabilität und die Proliferation hinsichtlich der CLL-Zellen zu ermitteln. 
Hierfür wurden HG3-Zellen als immortalisierte CLL-Zellen verwendet und mittels 
Lentiviraler Transduktion eine gegen den jeweiligen Transporter gerichtete 
shRNA in die DNA der Zellen integriert. Die in der Folge der Transkription ent-
standenen shRNAs wurden zu siRNAs prozessiert, die über ihren komplementä-
ren Aufbau mit den mRNAs der Transporter y+LAT1 und y+LAT2 sich verbanden 
und so zu deren gemeinsamen Abbau führten.  

Insgesamt wurden zehn Durchgänge mit Lentiviralen Transduktionen (Lenti 01 
bis Lenti 10) vorgenommen, wovon die ersten sechs der Ermittlung der passen-
den shRNAs und des optimalen Zeitrahmens für die funktionalen Versuche der 
Viabilität, Argininaufnahme und Proliferation dienten. Mit den anschließenden 
Durchgängen (7 bis 10) konnten ausreichende Datenmengen zur Beantwortung 
der Fragestellung generiert werden.  

5.1 Evaluation der shRNAs zur Expressionshemmung von 
y+LAT1 und 2  

Zu Beginn musste evaluiert werden, wie gut die shRNAs sich zum Abbau der 
mRNA und somit zur Suppression der Transporter eigneten. Mittels Western 
Blots konnte die verbliebene Expressionsstärke der einzelnen Transporter über-
prüft werden. In dem Durchgang Lenti 02 wurden für den y+LAT1 (SLC7A7) fünf 
verschiedene Plasmide (SCL7A7-1 bis SLC7A7-5) getestet, wovon das Plasmid 
mit der shRNA SLC7A7-1 die beste Suppression mit einer Restexpression von 
18,3% erzielte (Abbildung 10). Für das Plasmid mit dem Namen SLC7A7-2 konn-
ten in keinem Durchgang genügend Zellen für eine Analyse generiert werden.  
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Abbildung 10: Expression von y+LAT1 in HG3-Zellen nach Exposition un-
terschiedlicher shRNAs 

Dargestellt ist die quantitative Auswertung des Western Blots von Lenti 02, in dem die Expression 
des y+LAT1 in HG3-Zellen nach der Transduktion mit jeweils fünf verschiedenen shRNAs 
(SLC7A7-1 bis SCL7A7-5) überprüft wurde. Als Kontrolle diente hierbei die Expression von 
y+LAT1 in nativen HG3-Zellen. Als Ladekontrolle wurde Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydro-
genase (GAPDH) verwendet. Der Quotient der Signalstärke y+LAT1/GAPDH wurde gebildet. Die 
Expression der nativen HG3-Zellen diente als Kontrolle und wurde auf 100% gesetzt. Für die 
shRNA SLC7A7-2 konnten nicht genügend Zellen zur Auswertung generiert werden, weshalb sie 
nicht in die Darstellung aufgenommen wurde.  

 

In dem Durchgang Lenti 04 standen für den y+LAT2 sechs Plasmide mit verschie-
denen shRNAs (SLC7A6-1 bis SLC7A6-6) zur Verfügung. Hiervon erwies sich 
das Plasmid mit der shRNA SLC7A6-6 mit einer verbliebenen y+LAT2-Restex-
pression von 71,2% am effizientesten. Im Vergleich zur Suppression des y+LAT1 
fiel die des y+LAT2 deutlich schlechter aus. Die hohen Werte der shRNA 
SLC7A6-1 erklärten sich durch die deutlich reduzierte Ladekontrolle mit GAPDH. 
Das Plasmid mit der shRNA SLC7A6-4 erzielte die zweitbeste Suppression mit 
einer Restexpression von 84,8% (Abbildung 11).  
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Abbildung 11: Expression von y+LAT2 in HG3-Zellen nach Exposition un-
terschiedlicher shRNAs 

A) Dargestellt ist ein Western Blot zum Nachweis der y+LAT2 Restexpression der HG3-Zellen 
nach Lentiviraler Transduktion mit je einer der sechs verschiedenen shRNAs (SLC7A6-1 bis 
SLC7A6-6). Ziel war die Ermittlung der effizientesten shRNA. Als Kontrolle dienten die Expression 
von y+LAT2 in nativen HG3-Zellen. Die Proteine y+LAT2 und GAPDH wurden mit rabbit-anti-
y+LAT2 Rohserum PP6 bzw. mit rabbit-anti-GAPDH und goat-anti-rabbit IgG Peroxidase nach-
gewiesen. Die obere Bande zeigt die Banden des y+LAT2-Aminosäuretransporters. Bei dem Kon-
strukt SLC7A6-6 war die Suppression am stärksten. Bei Konstrukt SLC7A6-1 lag die Expression 
bei annähernd 500%. Dies lag an der schwachen GAPDH-Bande, welche bei der Auswertung 
berücksichtigt wurde. Die untere Bande zeigt den Nachweis der Ladungskontrolle GAPDH bei 
der 15 µg Protein pro Probe aufgetragen wurden (Ausnahme SLC7A6-1).  

B) Dargestellt ist die quantitative Auswertung des in A gezeigten Western Blots, die mithilfe des 
Aufnahmegerätes Chemidoc (Biorad) durchgeführt wurde. Der Quotient der Signalstärke 
y+LAT2/GAPDH wurde gebildet. Die Expression der nativen HG3-Zellen diente als Kontrolle und 
wurde auf 100% gesetzt.  

 

In einem erneuten Durchgang (Lenti 06) in dem nur die beiden shRNAs SLC7A6-
4 und SLC7A6-6 getestet wurden, zeigten sich deutlich bessere Suppressions-
werte (Abbildung 12). So betrug die Restexpression des y+LAT2 am ersten Tag 
nach der Transduktion für die shRNA SLC7A6-6 nur 7,2% und für die shRNA 
SLC7A6-4 15%. Die Expression stieg am vierten Tag für die shRNA SLC7A6-6 
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auf 30,2% und für die shRNA SLC7A6-4 auf 31% an. Als Kontrolle diente diesmal 
nicht die y+LAT2-Expression von nativen HG3-Zellen, sondern die von HG3-Zel-
len, die mit der non-target shRNA transduziert wurden. Es bestätigte sich erneut, 
dass mit der shRNA SLC7A6-6 eine bessere Expression-Suppression des 
y+LAT2 erzielt werden konnte und dass die Restexpression im Laufe der Zeit 
wieder zunahm (Kapitel 5.2).  

 

 

Abbildung 12: Expression von y+LAT2 in transduzierten HG3-Zellen mit 
verschiedenen shRNAs  

Dargestellt ist die quantitative Auswertung des Western Blots von Lenti 06, in dem die Expression 
des y+LAT2 in den HG3-Zellen nach Transduktion mit jeweils zwei verschiedenen shRNAs 
(SLC7A6-4 und SLC7A6-6) an den Tagen eins und vier nach Transduktion überprüft wurde. Als 
Kontrolle diente hierbei die Expression von y+LAT2 in HG3-Zellen, die mit der non-target shRNA 
transduziert wurden. Als Ladekontrolle wurde Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase 
(GAPDH) verwendet. Der Quotient der Signalstärke y+LAT2/GAPDH wurde gebildet und die Ex-
pression der non-target-transduzierten HG3-Zellen wurde auf 100% gesetzt.  

 

Nach der Evaluation der verschiedenen shRNAs zur Expressionshemmung 
wurde mit der shRNA SLC7A7-1 für den y+LAT1 und mit der shRNA SLC7A6-6 
für den y+LAT2 fortgefahren.  
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5.2 Evaluation des Zeitrahmens für die funktionellen 
Versuche 

Als Nächstes musste der optimale Zeitrahmen für die Durchführung der Viabili-
täts- und Proliferationsversuche festgestellt werden, in dem eine Suppression der 
Transporter möglichst hoch ist und somit etwaige Veränderungen der Zellen in 
den Test beobachtet werden konnten.  

Hierfür wurden im Durchgang Lenti 05 die y+LAT1-supprimierten Zellen für 36 
Tage kultiviert und regelmäßig Proben für Western Blots entnommen. Ein dyna-
mischer Verlauf konnte für die Suppression des y+LAT1 erkannt werden, in dem 
die Restexpression in den ersten zwei bis drei Wochen von initial 24,6% am Tag 
acht nach Transduktion, über den Tiefpunkt am Tag 12 sank und hiernach wieder 
langsam bis auf 65,2% am Tag 36 anstieg (Abbildung 13). Aufgrund des Restex-
pressionsverlaufs des y+LAT1 aus Abbildung 13 wurde sich entschieden die Vi-
abilitäts, Proliferations- und Arginin-Aufnahmeversuche für die Suppression bei-
der Transporter in den ersten drei Wochen nach der Transduktion durchzuführen. 
In einzelne Durchgänge wurden die transduzierten HG3-Zellen länger als die ge-
planten drei Wochen kultiviert und in regelmäßigen Abständen Proben für den 
Nachweis der Transporterexpression im Western Blot entnommen. Die Zunahme 
der Transporterexpression im Laufe der Zeit nach der Transduktion bestätigte 
sich auch in Lenti 06, bei dem der Transporter y+LAT2 getestet wurde (Abbildung 
12).  
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Abbildung 13: y+LAT1-Suppression über 36 Tage 

A) Dargestellt ist ein Western Blot zum Nachweis der y+LAT1 Restexpression einer mit SLC7A7-
1 shRNA transduzierten HG3-Population über einen Zeitraum von fünf Wochen. Dabei wurden 
Lysate an den Tagen 8;12;19;26;33 und 36 nach der Transduktion erstellt.  

Als Kontrolle diente eine HG3-Kultur, die mit der non-target shRNA shc002 transduziert wurde. 
Die Proteine y+LAT1 und GAPDH wurde mit rabbit-anti-y+LAT1 aff pur EP82 run1 und mit rabbit-
anti-GAPDH und goat-anti-rabbit IgG Peroxidase nachgewiesen.  

Die obere Bande zeigt die Banden des Aminosäuretransporters y+LAT1. Die untere Bande zeigt 
den Nachweis der Ladungskontrolle GAPDH, bei der 15 µg Protein pro Probe aufgetragen wur-
den. 

 B) Dargestellt ist die quantitative Auswertung des in A gezeigten Western Blots, die mithilfe des 
Aufnahmegerätes Chemidoc (Biorad) durchgeführt wurde. Der Quotient der Signalstärke 
y+LAT1/GAPDH wurde gebildet. Die Expression der non-target transduzierten HG3-Zellen diente 
als Kontrolle, wurde auf 100% gesetzt und mit dem jeweils passenden Tag verglichen.  

 

5.3 Ablauf eines Versuchsdurchgangs 

Nach der Evaluation der shRNAs und des Zeitrahmens für die funktionellen Tests 
von Viabilität, Proliferation und Argininaufnahme erfolgte der über die Durch-
gänge Lenti 07 bis 10 einheitliche Versuchsablauf, der am Lenti 09 beispielshaft 
gezeigt werden soll. In diesem Durchgang wurden die y+LAT1-supprimierten 
HG3-Zellen für einen längeren Zeitraum als drei Wochen kultiviert, wodurch sich 
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erneut Aussagen über den Expressions-Suppressions-Verlauf treffen ließen. In 
Abbildung 14 ist die y+LAT1-Restexpression über 60 Tage verglichen mit den 
non-target transduzierten HG3-Zellen als Kontrolle zu sehen. Die Expression 
sank von Tag 4 von 32,3% auf 8,7% an Tag 18 ab und stieg über die Zeit wieder 
an auf ein Niveau von 29,7% an Tag 60 (Abbildung 14). Hier zeigte sich ein ähn-
licher Restexpressionsverlauf wie er bereits zu Beginn in Lenti 05 festgestellt 
wurde (Abbildung 13).  

 

 

Abbildung 14: y+LAT1-Suppression über 60Tage 

A) Dargestellt ist der Western Blot von Lenti 09 zum Nachweis der y+LAT1 Restexpression einer 
mit SLC7A7-1 shRNA transduzierten HG3-Population über einen Zeitraum von achteinhalb Wo-
chen. Dabei wurden Lysate (n=1) an den Tagen 4;11;18;25;32;42 und 60 nach der Transduktion 
erstellt.  

Als Kontrolle diente eine HG3-Kultur, die mit der non-target shRNA shc002 transduziert wurde. 
Die Proteine y+LAT1 und GAPDH wurden mit rabbit-anti-y+LAT1 aff pur EP82 run1 und mit rabbit-
anti-GAPDH und goat-anti-rabbit IgG Peroxidase nachgewiesen.  

Die obere Bande zeigt die Banden des y+LAT1-Aminosäuretransporters. Die untere Bande zeigt 
den Nachweis der Ladungskontrolle GAPDH, bei der 15 µg Protein pro Probe aufgetragen wur-
den. 

 B) Dargestellt ist die quantitative Auswertung des in A gezeigten Western Blots, die mithilfe des 
Aufnahmegerätes Chemidoc (Biorad) durchgeführt wurde. Der Quotient der Signalstärke 
y+LAT1/GAPDH wurde gebildet. Die Expression der non-target-transduzierten HG3-Zellen diente 
als Kontrolle, wurde auf 100% gesetzt und mit dem jeweils passenden Tag verglichen.  
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Neben der Viabilität und Proliferation wurde auch die Argininaufnahme der Zellen 
nach einer Suppression der Transporter y+LAT1 und 2 überprüft, da grundsätz-
lich beide Transporter auch zur Aufnahme von BAS in der Lage sind. Durch die 
Suppression des hCAT-1 konnte in den CLL-Zellen eine verminderte Argininauf-
nahme und damit konsekutiv eine verminderte Viabilität und Proliferation beo-
bachtet werden. Somit stellte sich die Frage, ob es bei den Transportern y+LAT1 
und 2 ebenfalls zu einer verminderten Argininaufnahme unter Suppression der 
Transporter kommen könnte. Unter der Suppression des y+LAT1 im Durchgang 
Lenti 09 zeigte sich an allen getesteten Tagen nach Transduktion eine vermin-
derte Aufnahme von [3H]-Arginin (100 µM, angeboten für 30 Sekunden) im Ver-
gleich zur Kontrolle, die mit der shRNA non-target transduziert wurde (Abbildung 
15). Der hCAT-1 war in diesem Versuch durch NEM gehemmt, der y+LAT2 blieb 
ungehemmt. Bei drei Proben erfolgte keine statistische Auswertung.  
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Abbildung 15: [3H]-Argininaufnahme unter y+LAT1-Suppression der HG3-
Zellen in Lenti 09 

Dargestellt ist die [3H]-Argininaufnahme der y+LAT1 supprimierten HG3-Zellen (y+LAT1 k.o.) im 
Durchgang Lenti 09 über einen Zeitraum von 18 Tagen, wobei je drei Proben (n=3) an den Tagen 
4; 11; 18 abgenommen wurden. Als Kontrolle dienten die mit der non-target shRNA transduzier-
ten HG3-Zellen, für die auch drei Proben an den jeweiligen Testtagen abgenommen wurden 
(n=3). Die Zellen wurden unter NEM-Hemmung mit einer Konzentration des L-[3H]-Arginin von 
100 µM [10 µCi/ml] für 30 Sekunden inkubiert. Dargestellt sind die Mittelwerte ± Standardabwei-
chungen in Prozent im Vergleich zu den Kontrollzellen (y+LAT-1-Suppression an Tag 4: Mittelwert 
65,6%±13,5%/106Zellen; an Tag 11: Mittelwert 76,3%±10% /106Zellen; an Tag 18: Mittelwert 
77,9%±19,7% /106Zellen). Bei n=3 erfolgte keine statistische Auswertung.  

 

Durch eine Transporterhemmung könnte es zu einem Aminosäuremangel und in 
der Folge zu einer reduzierten Proteinbiosynthese kommen, die sich in einer ein-
geschränkten Viabilität und Proliferation gegenüber den Transporter-ungehemm-
ten Zellen zeigen könnte. Um die Viabilität zu überprüfen, wurden die Proben mit 
Propidiumiodid angefärbt und mittels Durchflusszytometrie analysiert. Nur bei to-
ten Zellen ist die Zellmembran für Propidiumiodid (PI) permeabel und interkaliert 
mit der DNA der Zellen, welches das Absorptionsspektrum von PI verändert und 
in der Durchflusszytometrie detektiert werden kann. Die hiermit ermittelten toten 
Zellen wurden von der Gesamtzellzahl abgezogen, um den Anteil der vitalen Zel-
len und somit die Viabilität zu bestimmen. Die Viabilität der y+LAT1-supprimierten 
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HG3-Zellen verglichen mit der Viabilität der non-target transduzierten HG3-Zellen 
über den Zeitraum von 60 Tagen des Durchganges Lenti 09, zeigte einen fast 
deckungsgleichen Verlauf (Abbildung 16).  

 

 

Abbildung 16: Viabilität der HG3-Zellen unter y+LAT1-Suppression Lenti 
09 

Dargestellt ist die Viabilität der y+LAT1-supprimierten HG3-Zellen (y+LAT1 Sup.) und der Kon-
trolle, die mit der non-target shRNA transduziert wurden über einen Zeitraum von 60 Tagen im 
Durchgang Lenti 09. Die Zellen wurden mit Propidiumiodid markiert und mittels Durchflusszyto-
metrie ausgewertet. Für jeden Testtag gab es nur eine Probe (n=1) für Kontroll- und Testzellen. 
Tag 4: Kontrolle 67,7%; y+LAT1-Sup 64,1%. Tag 11: Kontrolle 78%; y+LAT1-Sup 76,2%. Tag 18: 
Kontrolle 84,6%; y+LAT1-Sup 87,1%. Tag 46: Kontrolle 91,4%; y+LAT1-Sup 91,6%. Tag 60: Kon-
trolle 82%; y+LAT1-Sup 92%.  

 

Für die Bestimmung der Proliferation nach der Suppression der y+LAT1-Expres-
sion wurden die Zellen in einem Medium, in dem Thymidin mit radioaktivem Tri-
tium (0,05μCi/μl) markiert war, für 16 Stunden kultiviert. Während der Synthese-
phase des Zellzyklus wurde das so markierte Thymidin in die neue DNA der Zel-
len eingebaut, woran das Maß der Proliferation abgeleitet werden konnte. Hierfür 
wurden zunächst die nicht verbauten radioaktiven Thymidin-Nukleoside ausge-
waschen und nach dem Lysieren der Zellen die Radioaktivität der einzelnen Pro-
ben gemessen. Je höher der Wert, desto mehr markiertes Thymidin wurde in die 
DNA verbaut und desto mehr neue Zellen sind entstanden. Bei einem Vergleich 
der Proliferation der y+LAT1-supprimierten HG3-Zellen mit den Kontroll-HG3-Zel-
len, die mit der non-target shRNA transduziert wurden, für die Zeitpunkte 4, 11, 
18 Tage nach Transduktion, zeigten sich keine großen Unterschiede zwischen 
den beiden Gruppen (Abbildung 17).  
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Abbildung 17: Proliferation der y+LAT1-supprimierten HG3-Zellen Lenti 09 

Dargestellt ist der [3H]-Thymidin-Proliferationsversuch, der y+LAT1-supprimierten HG3-Zellen 
(y+LAT-1 k.o.), verglichen mit den Kontrollen, die mit non-target shRNA transduziert wurden für 
die Versuchstage 4;11;18. Für die Tage 4 und 11 wurden drei Proben (n=3) und für den Tag 18 
wurden zwei Proben (n=2) jeweils für die Kontrolle und für die zu testenden Zellen abgenommen. 
Die Zellproliferation wurde durch den Einbau von [3H]-Thymidin über 16 Stunden ermittelt. Dar-
gestellt sind Mittelwerte ± Standardabweichungen der Proliferation der y+LAT-1-supprimierten 
HG3-Zellen in Prozent im Vergleich zu den Kontrollzellen desselben Versuchstages. Tag 4: 
73%±8,4%; Tag 11: 141,2%±12,9%; Tag: 18 85,6%±0,6%. Auf eine statistische Auswertung 
wurde bei n=2-3 verzichtet. 

 

Parallel zu den Versuchen der y+LAT1-supprimierten HG3-Zellen wurden auch 
die y+LAT2-supprimierten HG3-Zellen nach demselben Ablauf getestet. Sie wer-
den exemplarisch für den Lenti 09 dargestellt, bevor die Zusammenfassung aller 
Versuchsdurchgänge erfolgt. Verglichen mit dem y+LAT1 war eine deutlich hö-
here Restexpression des y+LAT2 nach Suppression im Durchgang Lenti 09 zu 
sehen. So zeigte sich an Tag vier nach Transduktion eine Expression des y+LAT2 
von 73,5% verglichen mit den non-target transduzierten Kontrollzellen, wobei die 
Restexpression des y+LAT1 bei dem direkten Vergleich mit den gleichen Kon-
trollzellen bei lediglich 32,3% lag. Bei beiden Transportern sanken die Restex-
pressionen zunächst ab und stiegen dann erneut an (Abbildung 18 A und Abbil-
dung 14). Der Beobachtungsendpunkt für den y+LAT2 war an Tag 32. In dem 
Versuch der Argininaufnahme zeigte sich nach Suppression des y+LAT2 ein ähn-
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liches Bild, wie nach der Suppression des y+LAT1. In den ersten beiden Beobach-
tungstagen zeigte sich eine niedrigere Argininaufnahme nach Suppression des 
y+LAT2 verglichen mit den Kontrollzellen (Abbildung 18 D). Bei der Viabilität war 
nach der Suppression des y+LAT2 ein fast deckungsgleicher Verlauf, verglichen 
mit den Kontrollen, beobachtbar (Abbildung 18 B). Auch in dem Proliferationsver-
such mit [3H]-Thymidin ergaben sich nur geringe Unterschiede zwischen den 
y+LAT2-supprimierten HG3-Zellen und den Kontrollen (Abbildung 18 C).  

 

 

Abbildung 18: Versuchsdurchgang Lenti 09 unter y+LAT2-Suppression 

A: Dargestellt ist die quantitative Auswertung des Western Blots von Lenti 09 zum Nachweis der 
y+LAT2 Restexpression, der mit der shRNA SLC7A6-6 transduzierten HG3-Population über einen 
Zeitraum von viereinhalb Wochen. Dabei wurden Lysate (n=1) an den Tagen 4;11;18;25 und 32; 
nach der Transduktion erstellt. Als Kontrolle diente eine HG3 Kultur, die mit der non-target shRNA 
shc002 transduziert wurde.  

B: Dargestellt ist die Viabilität der y+LAT2-supprimierten HG3-Zellen (y+LAT2 Sup.) und die Kon-
trollen, die mit der non-target shRNA über einen Zeitraum von 18 Tagen transduziert wurden im 
Durchgang Lenti 09. Die Zellen wurden mit Propidiumiodid markiert und mittels Durchflusszyto-
metrie ausgewertet. Für jeden Testtag gab es jeweils eine Probe (n=1) für die Kontroll- und Test-
zellen.  

C: Dargestellt ist der [3H]-Thymidin-Proliferationsversuch der y+LAT2-supprimierten HG3-Zellen 
(y+LAT2 k.o.), verglichen mit den Kontrollen, die mit der non-target shRNA transduziert wurden 
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für die Versuchstage 4;11;18. Für die Tage vier und elf wurden drei Proben (n=3) und für den Tag 
18 wurden zwei Proben (n= 2) jeweils für die Kontrollen und für die zu testenden Zellen abge-
nommen. Die Zellproliferation wurde durch den Einbau von [3H]-Thymidin über 16 Stunden ermit-
telt. Dargestellt sind Mittelwerte ± Standardabweichungen in Prozent im Vergleich zu den Kon-
trollzellen desselben Versuchstages. 

D: Dargestellt ist die [3H]-Argininaufnahme der y+LAT2 supprimierten HG3-Zellen (y+LAT2 k.o.) 
über einen Zeitraum von 18 Tagen, wobei je drei Proben (n=3) an den Tagen 4; 11; 18 abgenom-
men wurden. Als Kontrolle dienten die mit der non-target shRNA transduzierten HG3-Zellen, für 
die auch drei Proben an den jeweiligen Testtagen abgenommen wurden (n=3). Die Zellen wurden 
unter NEM-Hemmung mit einer Konzentration des L-[3H]-Arginin von 100 µM [10 µCi/ml] für 30 
Sekunden inkubiert. Dargestellt sind die Mittelwerte ± Standardabweichungen in Prozent im Ver-
gleich zu den Kontrollzellen. 

5.4 Gesamtergebnis der Versuchsdurchgänge unter y+LAT1-
Suppression 

In diesem Abschnitt sollen alle Versuchsdurchgänge betrachtet und die gesam-
melten Ergebnisse im Hinblick auf die y+LAT1-supprimierten Zellen präsentiert 
werden. Im nächsten Abschnitt folgen die Ergebnisse der y+LAT2-Suppression. 

Für die Auswertung der funktionellen Versuche der Argininaufnahme, Viabilität 
und Proliferation war zunächst eine hinreichende Suppression des Transporters 
y+LAT1 notwendig. Bei dem Vergleich aller mit dem Western Blot detektierten 
und quantifizierten Restexpressionen aus 7 verschiedenen Lentiviralen Trans-
duktionen (n=30) zeigte sich, unabhängig von der Zeit nach Transduktion, eine 
durchschnittliche Restexpression von 29,3% mit einer Standardabweichung von 
14,2%. Unter Einbeziehung der unterschiedlichen Zeitpunkte nach Transduktion 
konnte für den Verlauf der Restexpression des y+LAT1 eine tendenzielle Zu-
nahme festgestellt werden (Abbildung 19).  
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Abbildung 19: Zusammenfassung der y+LAT1-Restexpressionen 

Dargestellt ist die quantitative Auswertung der Western Blots der y+LAT1-Restexpressionen, die 
eine bis neun Wochen nach der Transduktion in den Durchgängen Lenti 02 bis 10 erfolgt sind. 
Die y+LAT1-Suppression erfolgte über die Transduktion der shRNA SLC7A7-1 und die Kontroll-
zellen wurden mit der non-target shRNA transduziert. Die durchschnittliche Restexpression lag 
bei 29,3%±14,2%.  

 

Bei Betrachtung der Arginin-Aufnahmeversuche als Maß der verbliebenen Trans-
portleistungen der Durchgänge Lenti 07 und 09 für die y+LAT1-supprimierten 
HG3-Zellen, zeigte sich ein signifikanter Unterschied (p<0,001) zu den Kontrollen 
mit einem Mittelwert von 79,2%±15,5% (n=18) (Abbildung 20). Die Versuche wur-
den wöchentlich mit je drei Proben für die jeweilige Konditionen in den ersten drei 
Wochen nach Transduktion durchgeführt. Der Transporter hCAT-1 wurde in die-
sem Versuch zuvor mit NEM gehemmt, während der y+LAT2 unbeeinflusst blieb. 
Lenti 08 konnte aufgrund eines Fehlablaufes nicht in die Auswertung der Arginin-
aufnahme unter y+LAT1-Suppression einbezogen werden. 
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Abbildung 20: [3H]-Argininaufnahme nach y+LAT1-Suppression von Lenti 
07 und 09 

Dargestellt ist die zusammengefasste [3H]-Argininaufnahme der y+LAT1 supprimierten HG3-Zel-
len (y+LAT1 k.o.) der Durchgänge Lenti 07 und 09 (n=18). Als Kontrolle dienten die mit der non-
target shRNA transduzierten HG3-Zellen. Für jeden Durchgang wurden in den ersten drei Wo-
chen nach Transduktion wöchentlich drei Proben jeweils für Kontrolle und y+LAT1-supprimierte 
Zellen entnommen. Die Zellen wurden unter NEM-Hemmung mit einer Konzentration des L-[3H]-
Arginin von 100 µM [10 µCi/ml] für 30 Sekunden inkubiert. Dargestellt sind die Mittelwerte ± Stan-
dardabweichungen in Prozent. Die Argininaufnahme der y+LAT1-supprimierten HG3-Zellen war 
signifikant niedriger bei 79,2%±15,5% als die der Kontrollzellen. Die statistische Auswertung er-
folgte durch einen t-Test (***: p≤0,001).  

 

Für die Prüfung der Viabilität wurden in den ersten drei Wochen nach der Trans-
duktion der Durchgänge Lenti 07 bis 09 jeweils 300.000 Zellen pro Probe ent-
nommen. Diese wurden mit Propidiumiodid angefärbt und mittels Durchflusszy-
tometrie ausgewertet. Im Verlauf der drei Wochen nahm sowohl die Viabilität der 
Kontrollzellen, als auch der Transporter-gehemmten Zellen zu (Abbildung 21 A). 
Es zeigte sich ein nahezu deckungsgleicher Verlauf beider Viabilitätskurven. 

Bei einer zeitunabhängigen Zusammenfassung der Viabilität (n=12 Kontrollzel-
len; n=8 y+LAT1k.o.) zeigte sich ebenfalls kein signifikanter Unterschied zwi-
schen den Kontrollzellen und den y+LAT1-supprimierten HG3-Zellen. Die Viabili-
tät der Kontrollzellen lag bei 76,9%±16,8% und die der y+LAT-supprimierten 
HG3-Zellen bei 70,3%±17,9% (Abbildung 21 B).  
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Abbildung 21: Viabilität Lenti 07 bis 09 unter y+LAT1-Suppression 

A: Dargestellt ist die zusammengefasste Viabilität der y+LAT1-supprimierten HG3-Zellen (y+LAT1 
k.o.) und Kontrollzellen der Lentiviralen Durchgänge 07 bis 09 in den ersten drei Wochen nach 
Transduktion. Jede Woche wurde eine Probe jeweils für die mit der non-target shRNA transdu-
zierten Zellen, als auch die mit der shRNA SLC7A7-1 transduzierten Zellen, abgenommen, mit 
Propidiumiodid gefärbt und mittels Durchflusszytometrie analysiert. Hierbei konnte der Anteil der 
toten Zellen ermittelt und von der Gesamtzellzahl abgezogen werden, wodurch der Anteil der 
vitalen Zellen bestimmt werden konnte. Erste Woche nach Transduktion: Kontrollen (n=4) 
60,9%±19,8% vs. y+LAT1 (n=3) 53%±15,7%. Zweite Woche: Kontrollen (n=5) 86,2%±6,3% vs. 
y+LAT1 (n=3) 75,1%±7,1%. Dritte Woche: Kontrollen (n=3) 82,6%±1,7% vs. y+LAT1 (n=2) 
88,9%±1,9%.  

B: Dargestellt ist die in A präsentierte Viabilität der y+LAT1-supprimierten Zellen (y+LAT1 k.o.) 
ohne zeitlichen Bezug. Für die mit der non-target shRNA transduzierten Kontrollen (n=12) ergab 
sich eine Viabilität von 76,9%±16,8% und für die y+LAT1-supprimierten Zellen (n=8) eine Viabilität 
von 70,3%±17,9%. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen.  

 

Eine eingeschränkte Transporteraktivität könnte zu einem intrazellulären Amino-
säurendefizit führen. Dies könnte neben einer eingeschränkten Viabilität auch mit 
einer gehemmten Proliferation einhergehen. Zur Überprüfung der Proliferation 
wurden daher die Zellen für 16 Stunden in [3H]-Thymidin-haltigem Medium kulti-
viert. Bei jeder Zellteilung wurde das markierte Thymidin in die DNA der neuen 
Zellen eingebaut. Anhand der markierten Thymidinmenge in den Zellen ließ sich 
das Maß der Proliferation ableiten. In den Durchgängen Lenti 07 bis 09 wurden 
in den ersten drei Wochen nach der Transduktion wöchentlich drei Proben a 
150.000 Zellen je für die y+LAT1-supprimierten Zellen, als auch die non-target 
transduzierten Kontrollzellen abgenommen und auf ihre Proliferation geprüft. Hier 
zeigte sich für die y+LAT1-supprimierten HG3-Zellen (n=6) in der ersten Woche 
nach der Transduktion eine reduzierte Proliferation von 75,7%±6,9% verglichen 
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mit den Kontrollzellen. In der zweiten und dritten Woche stieg die Proliferation 
wieder an (2. Woche: (n=12) 95,7%±29,7%; 3. Woche: (n=2) 85,6%±0,3%) (Ab-
bildung 22 A). Fasste man die Proliferationen der y+LAT1-supprimierten Zellen 
zeitunabhängig zusammen, zeigte sich kein signifikanter Unterschied zu den 
Kontrollzellen (y+LAT1 k.o.: 88,7%±25% bei n=20; Kontrollen: 100%±8% bei 
n=19) (Abbildung 22 B).  

 

 

Abbildung 22: Proliferation Lenti 07 bis 09 unter y+LAT1-Suppression 

A: Dargestellt ist der [3H]-Thymidin-Proliferationsversuch der y+LAT1-supprimierten HG3-Zellen, 
verglichen mit den Kontrollen, die mit non-target shRNA transduziert wurden für die ersten drei 
Wochen nach Transduktion. Für die erste Woche war n=6, für die Zweite war n=12 und für die 
Dritte war n=2. Die Zellproliferation wurde durch den Einbau von [3H]-Thymidin über 16 Stunden 
ermittelt. Dargestellt sind Mittelwerte ± Standardabweichungen in Prozent im Vergleich zu den 
Kontrollzellen. 

B: Dargestellt ist die zeitlich unabhängige Zusammenfassung des in A gezeigten [3H]-Thymidin-
Proliferationsversuch der y+LAT1-supprimierten HG3-Zellen, verglichen mit den Kontrollen, die 
mit der non-target shRNA transduziert wurden. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwi-
schen den y+LAT1-supprimierten HG3-Zellen (n=20) 88,7%±25% und den Kontrollzellen (n=19) 
100%±8%. Dargestellt sind Mittelwerte ± Standardabweichungen in Prozent im Vergleich zu den 
Kontrollzellen.  

 

5.5 Gesamtergebnis der Versuchsdurchgänge unter y+LAT2-
Suppression 

Parallel zu den Versuchen mit den y+LAT1-supprimierten HG3-Zellen wurden 
auch HG3-Zellen mit der shRNA SLC7A6-6 transduziert und somit die Expres-
sion des Transporter y+LAT2 supprimiert. Dieser Transporter ist auch wie der 
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y+LAT1 grundsätzlich in der Lage BAS zu transportieren und wurde neben dem 
hCAT-1 und y+LAT1 auf mRNA-Ebene von den HG3-Zellen am dritt häufigsten 
exprimiert. Aufgrund der Tatsache, dass Arginin als basische Aminosäure essen-
tiell für die Viabilität und Proliferation von HG3-Zellen ist, wurde auch für diesen 
Transporter die Rolle für die Viabilität, Proliferation und Argininaufnahme von 
HG3-Zellen untersucht.  

Ausgangspunkt für diese Versuche war eine hinreichende Suppression des 
Transporters y+LAT2. Für alle Versuchsdurchgänge von Lenti 04 bis 09 in denen 
der Transporter supprimiert wurde, ergab sich eine durchschnittliche Restexpres-
sion von 41,4%±18,2% (n=10). Zeitlich betrachtet wurden die y+LAT2-supprimier-
ten HG3-Zellen nur im Durchgang Lenti 09 länger als die geplanten drei Wochen 
kultiviert. Daher lag für Wochen vier und fünf nach Transduktion jeweils nur ein 
Wert vor (Abbildung 23). Verglichen mit der Suppression des Transporters 
y+LAT1 war die durchschnittliche Restexpression des y+LAT2 etwa 12% höher. 
Der Effekt der steigenden Restexpression über die Zeit, der für den y+LAT1 beo-
bachtet werden konnte, war für den y+LAT2 schwieriger zu beurteilen, da die 
y+LAT2-supprimierten Zellen meistens lediglich die geplanten drei Wochen kulti-
viert wurden.  

 

 

Abbildung 23: Zusammenfassung der y+LAT2 Restexpression aller Durch-
gänge 

Dargestellt ist die quantitative Auswertung der y+LAT2-Restexpression in den Western Blots der 
Versuche Lenti 04 bis 09 (n=10) in den ersten fünf Wochen nach Transduktion. Die y+LAT2-
Suppression erfolgte über die Transduktion der shRNA SLC7A6-6. Die Kontrollzellen wurden mit 
der non-target shRNA transduziert. Die durchschnittliche Restexpression lag bei 41,4%±18,2%. 
In der vierten und fünften Woche gab es jeweils nur eine Probe (n=1) zum Auswerten.  
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Parallel zu den Versuchen der y+LAT1-supprimierten HG3-Zellen wurde auch mit 
den y+LAT2-supprimierten Zellen ein Arginin-Aufnahmeversuch nach dem be-
reits oben beschrieben Aufbau durchgeführt. Hier zeigte sich kein signifikanter 
Unterschied in der Argininaufnahme zwischen den Kontroll- und den y+LAT2-
supprimierten HG3-Zellen (94,9%±64,3% bei n=21) (Abbildung 24).  

 

Abbildung 24: [3H]-Argininaufnahme nach y+LAT2-Suppression von Lenti 
07 bis 09 

Dargestellt ist die zusammengefasste [3H]-Argininaufnahme der y+LAT2 supprimierten HG3-Zel-
len (y+LAT2 k.o.) der Durchgänge Lenti 07 bis 09 (n=21). Als Kontrolle dienten die mit der non-
target shRNA transduzierten HG3-Zellen. Für jeden Durchgang wurden in den ersten drei Wo-
chen nach Transduktion wöchentlich drei Proben jeweils für die Kontrolle und die y+LAT2-suppri-
mierten Zellen entnommen. Die Zellen wurde unter NEM-Hemmung mit einer Konzentration des 
L-[3H]-Arginin von 100 µM [10 µCi/ml] für 30 Sekunden inkubiert. Dargestellt sind die Mittelwerte 
± Standardabweichungen in Prozent im Vergleich zu den Kontrollzellen. Die Argininaufnahme der 
y+LAT2-supprimierten HG3-Zellen (94,9%±64,3%) war nicht signifikant niedriger als die der Kon-
trollzellen (100%±16,9%).  

 

In der Viabilitätsprüfung der y+LAT2-supprimierten HG3-Zellen, die dem gleichen 
Versuchsaufbau wie die y+LAT1-supprimierten Zellen folgten, zeigte sich kein 
signifikanter Unterschied zu den Kontrollzellen. Die Viabilität über einen Zeitraum 
von drei Wochen nach Transduktion zeigte einen nahezu deckungsgleichen Ver-
lauf zwischen den Kontrollen und den y+LAT2-supprimierten Zellen (Abbildung 
25 A). Im zeitlich unabhängigen Vergleich lag die Viabilität der Kontrollzellen 
(n=12) bei 76,9%±16,8% und die Viabilität der y+LAT2-supprimierten HG3-Zellen 
(n=12) bei 76,9%±10,2% (Abbildung 25 B).  
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Abbildung 25: Viabilität Lenti 07 bis 09 unter y+LAT2-Suppression 

A: Dargestellt ist die zusammengefasste Viabilität der y+LAT2-supprimierten HG3-Zellen (y+LAT2 
k.o.) und Kontrollzellen der Lentiviralen Durchgänge 07 bis 09 in den ersten drei Wochen nach 
Transduktion. Jede Woche wurde eine Probe jeweils für die mit der non-target shRNA transdu-
zierten Zellen, als auch für die mit der shRNA SLC7A6-6 transduzierten Zellen abgenommen, mit 
Propidiumiodid gefärbt und mittels Durchflusszytometrie analysiert. Hierbei konnte der Anteil der 
toten Zellen ermittelt und von der Gesamtzellzahl abgezogen werden, wodurch der Anteil der 
vitalen Zellen bestimmt werden konnte. Erste Woche nach Transduktion: Kontrollen (n=4) 
60,9%±19,8% vs. y+LAT2 (n=4) 69,1±11,6%. Zweite Woche: Kontrollen (n=5) 86,2%±6,3% vs. 
y+LAT2 (n=4) 80%±9%. Dritte Woche: Kontrollen (n=3) 82,6%±1,7% vs. y+LAT2 (n=4) 81,5%±1%.  

B: Dargestellt ist die in A präsentierte Viabilität der y+LAT2-supprimierten Zellen (y+LAT2 k.o.) 
ohne zeitlichen Bezug. Für die mit der non-target shRNA transduzierten Kontrollen (n=12) ergibt 
sich eine Viabilität von 76,9%±16,8% und für die y+LAT2-supprimierten Zellen (n=12) eine Viabi-
lität von 76,9%±10,2%. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen beiden Gruppen.  

 

Parallel zu den Argininaufnahme- und den Viabilitäts-Versuchen erfolgte die 
Überprüfung der Proliferation der Versuchsdurchgänge Lenti 07 bis 09 nach dem 
gleichen Schema, das bereits für die y+LAT1-supprimierten HG3-Zellen beschrie-
ben wurde. Für y+LAT2-supprimierten Zellen zeigte sich zeitunabhängigen be-
trachtet in der Proliferation kein signifikanter Unterschied zu den Kontrollzellen 
(Kontrollen:100%±17,8% bei n=20; y+LAT2 k.o.:110,4%±39,6% bei n=23) (Abbil-
dung 26 B). Betrachtete man die ersten drei Wochen nach der Transduktion, so 
zeigte sich in der ersten Woche eine reduzierte Proliferation der y+LAT2-suppri-
mierten Zellen (80,5%±10,3% bei n=6). In der zweiten und dritten Woche über-
stieg die Proliferation der y+LAT2-supprimierten Zellen die der Kontrollzellen (2. 
Woche y+LAT2:140,6%±44,2% bei n=6; 3. Woche y+LAT2:110,2%±34,3% bei 
n=11) (Abbildung 26 A).  
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Abbildung 26: Proliferation Lenti 07 bis 09 unter y+LAT2-Suppression 

A: Dargestellt ist der [3H]-Thymidin-Proliferationsversuch der y+LAT2-supprimierten HG3-Zellen, 
verglichen mit den Kontrollen, die mit non-target shRNA transduziert wurden für die ersten drei 
Wochen nach Transduktion. Für die ertse und zweite Woche war n=6, für die dritte Woche war 
n=11. Die Zellproliferation wurde durch den Einbau von [3H]-Thymidin über 16 Stunden ermittelt. 
Dargestellt sind Mittelwerte ± Standardabweichungen in Prozent im Vergleich zu den Kontrollzel-
len. 

B: Dargestellt ist die zeitlich unabhängige Zusammenfassung des in A gezeigten [3H]-Thymidin-
Proliferationsversuch der y+LAT2-supprimierten HG3-Zellen, verglichen mit den Kontrollen, die 
mit der non-target shRNA transduziert wurden. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwi-
schen den y+LAT2-supprimierten HG3-Zellen (n=23) 110,4%±39,6% und den Kontrollzellen 
(n=20) 100%±17,8%. Dargestellt sind Mittelwerte ± Standardabweichungen in Prozent im Ver-
gleichª zu den Kontrollzellen.  
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6 Diskussion 
Ein Charakteristikum von Tumorzellen ist der veränderte Zellmetabolismus zu 
Gunsten einer beschleunigten Zellvermehrung (10). Für die Proliferation benöti-
gen Zellen im Allgemeinen Bausteine in Form von Aminosäuren, die sie für zahl-
reiche intrazelluläre Stoffwechselprozesse, sowie zur Proteinbiosynthese ver-
wenden.  

6.1 Der Transporter hCAT-1 ist essentiell für die Viabilität und 
Proliferation der CLL-Zellen 

Für die chronische lymphatische Leukämie (CLL) konnte unsere Arbeitsgruppe 
(AG) nachweisen, dass das Überleben und das Wachstum der CLL-Zellen von 
Arginin, einer semi-essentiellen Aminosäure abhängig ist (Abbildung 6) (39). 
Semi-essentiell bedeutet, dass der Körper den Bedarf an Arginin bis zu einem 
gewissen Grad durch die Eigensynthese decken kann. Dies gelingt den Zellen 
durch die Umwandlung der Aminosäure Citrullin mithilfe der Harnstoffzyklus-
enzyme Argininosuccinat-Synthase (ASS) sowie Argininosuccinat-Lyase (ASL) 
(24). Können Zellen bestimmte essentielle Substanzen nicht selbst synthetisie-
ren, sondern sind auf den Import dieser Substanzen angewiesen, wird dies als 
Auxothrophie bezeichnet.  

Für die primären CLL-Zellen aus dem von unserer AG untersuchtem peripheren 
Blut der meisten Patienten/Patientinnen konnte weiterhin nachgewiesen werden, 
dass die CLL-Zellen selbst unter Wachstumsstimulation und Argininmangel keine 
ASS exprimieren und somit als argininauxothroph angesehen werden konnten. 
Eine Wachstumstimulation mit dem Toll-ähnlichen Rezeptor 9-Agonisten (TLR9) 
war notwendig, da sich die primären CLL-Zellen aus dem peripheren Blut in ei-
nem Zellarrest in den Phasen G0/G1 befanden und ohne Stimulation nicht prolife-
rieren konnten (58). Für die weiteren funktionellen Versuche wie der Argininauf-
nahme, der Viabilität und der Proliferation wurden immortalisierte HG3-CLL-Zell-
reihen verwendet, die nicht stimuliert werden mussten.  

Die Abhängigkeit der CLL-Zellen von Arginin, sowie die Tatsache, dass die Zellen 
Arginin nicht selbst synthetisieren können, lassen hoffen, dass ein pharmakolo-
gisch erzeugter Argininmangel eine weitere Therapieoption zur Behandlung der 
CLL darstellen könnte. Ein Ansatz um einen Argininmangel für die Zellen hervor-
zurufen, ist die Argininkonzentration im Serum zu senken. Diese systemische 
Arginindepletion wurde bereits erfolgreich für andere Tumorentitäten getestet. So 
konnte für diese in der Kombination mit Cytarabin bereits ein gesteigerter Zellun-
tergang von argininauxothrophen AML-Zellen beobachtet werden (32).  
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Neben der systemischen Argininreduktion ist eine direkte Hemmung der Arginin-
transporter der Tumorzellen ein alternativer und innovativer Ansatz, der in ande-
ren Tumorarten erste erfolgsversprechende Ergebnisse lieferte. In Pankreaskar-
zinomzellen führte eine Suppression des Aminosäuretransporters ATB0,+, in 
Prostatakarzinomzellen eine Suppression des Transporters ASCT2, zu einer In-
hibition des Tumorwachstums in Xenograftmodellen (59, 60).  

 

Eine Intervention mit den Aminosäuretransportern beschränkt den Zugang der 
Tumorzellen zu den notwendigen Bausteinen und könnte somit die Achillessehne 
der Tumorzellen sein (11). Besonders vielversprechend für eine zelluläre Inter-
vention ist die Tatsache, dass Tumorzellen als Ausdruck ihres gesteigerten Be-
darfs an Aminosäuren vermehrt Aminosäuretransporter exprimieren (61). Auch 
für die primären CLL-Zellen konnte nach der Stimulation mit TLR9 eine verstärkte 
Expression des Aminosäuretransporters hCAT-1 beobachtet werden. Dieser 
Transporter konnte von unserer AG als Hauptimporteur von Arginin identifiziert 
werden, bei dessen Suppression mittels einer shRNA es zu einer verminderten 
Viabilität und zu einem nahezu vollständigen Erliegen der Proliferation der HG3-
CLL-Zellreihe kam (Abbildung 8). Unter der Suppression des hCAT-1 kam es so-
gar zu einer verschlechterten Viabilität der HG3-Zellen verglichen mit der alleini-
gen Kultivierung in argininfreiem Medium. Hierfür könnte ein zusätzlicher Mangel 
der essentiellen Aminosäure Lysin die Ursache sein, da diese als basischen Ami-
nosäure ebenfalls von dem hCAT-1 importiert wird (44). Neben den erfolgreichen 
in vitro Versuchen zeigte sich in einem in vivo Versuch mit einem murinen Xeno-
graftmodell, bei dem HG3-CLL-Zellen implantiert wurden, ein verlangsamtes Tu-
morwachstum bei Suppression des hCAT-1 (Abbildung 9).  

 

6.2 Identifikation weiterer kationischer 
Aminosäuretransporter in den CLL-Zellen 

Neben dem Transporter hCAT-1 exprimieren die CLL-Zellen noch die Transpor-
ter y+LAT1, y+LAT2 und b0,+AT, die ebenfalls basische (=kationische) Aminosäu-
ren, wie Arginin, transportieren können. In der HG3-CLL-Zellreihe war der y+LAT1 
auf mRNA-Ebene stark exprimiert, während die Expressionen der Transporter 
hCAT-1 und y+LAT2 um etwa 60% niedriger lagen. Der Transporter b0,+AT wurde 
kaum von den HG3-Zellen exprimiert (Abbildung 27) (44).  
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Abbildung 27: Expression der Transporter hCAT-1, y+LAT1 und 2 in HG3-
Zellen 

Dargestellt ist die Quantifizierung der mRNA-Expression der Arginintransporter hCAT-1, hCAT-
2A, hCAT-2B, hCAT-3, y+LAT1, y+LAT2, b0,+AT und ATB0,+ in HG3-Zellen mittels quantitativer 
real time-PCR. Gezeigt ist die mRNA-Expression der jeweiligen Transporter in Relation zu b2-
Mikroglobulin (B2M). Dargestellt sind die Mittelwerte ± Standardabweichungen (n=3). Die Abbil-
dung entstammt der Dissertation von A. Werner: Die Bedeutung von Aminosäuretransportern und 
endogener Synthese für die Bereitstellung von Arginin in humanen T-Lymphozyten und chroni-
schen lymphatischen Leukämiezellen (44) 

 

Die Transporter y+LAT1 und y+LAT2 sind obligatorische Austauscher. Sie können 
natriumunabhängig basische Aminosäuren (BAS) und natriumgekoppelt auch 
große neutrale Aminosäuren (NAS) transportieren. Aufgrund des Natriumkon-
zentrationsgefälles findet überwiegend ein Import von NAS im Austausch gegen 
BAS statt. Es können aber auch BAS gegeneinander ausgetauscht werden, die 
zu einem Import von Arginin führen können. Der Transporter b0,+AT findet sich 
häufig an der apikalen Seite von polarisierten Zellen und tauscht natriumunab-
hängig extrazelluläre BAS und Cystin gegen intrazelluläre NAS aus (33).  

 

Für die Analyse welcher der kationischen Aminosäuretransportern für den Haupt-
anteil der Argininaufnahme zuständig ist, wurden die verschiedenen Transporter-
systeme gehemmt und die Aufnahme von radioaktiv-markiertem Arginin gemes-
sen. Unter der Hemmung des y+-Systems mit NEM, deren einziger in den HG3-
Zellen detektierbarer Vertreter der hCAT-1 war, zeigte sich eine um 75,8% redu-
zierte Argininaufnahme, weshalb dieser als Hauptimporteuer identifiziert werden 
konnte. 
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Mit Leucin konnte die Argininaufnahme der Systeme y+L (y+LAT1 und 2) und b0,+ 
(b0,+AT) gehemmt werden, worunter die Argininaufnahme um 53% sank. Dies 
wies auf eine Beteiligung eines dieser Systeme neben dem hCAT-1 hin. Unter 
der Gabe von Cystin, einem Substrat des Transporters b0,+AT, konnte die Argi-
ninaufnahme des Transporters gehemmt werden, worunter sich lediglich eine um 
11% reduzierte Argininaufnahme zeigte. Dieser geringe Einfluss, sowie die nied-
rige Expression des Transporters b0,+AT in den primären CLL-Zellen ließen ver-
muten, dass der Transporters b0,+AT nur eine geringe Rolle in der Argininauf-
nahme in die CLL-Zellen hatte (44).  

Eine Argininaufnahme unter der Gabe von Leucin, NEM und in Abwesenheit von 
Natrium wies zudem auf die Aktivität des y+L-Systems hin. Mit dieser Konstella-
tion konnte zwischen den Transportern y+L und b0,+AT unterschieden werden. 
Leucin diente beiden Systemen als Substrat. Allerdings kann das System y+L die 
NAS Leucin nur in Anwesenheit von Natrium importieren, während der Transpor-
ter b0,+AT diese natriumunabhängig aufnehmen kann. Durch diese Substrat-Inhi-
bition wurde die Aufnahme von Arginin mittels des Transporters b0,+AT gehemmt, 
während die Transporter des y+L-Systems durch die Abwesenheit des Natriums 
nur BAS austauschen konnten und in diesem Zuge Arginin aufnahmen (33). Es 
konnte somit im Arginin-Aufnahmeversuch gezeigt werden, dass neben dem 
hCAT-1 die Transporter des y+L-Systems ebenfalls eine Rolle in der Argininauf-
nahme spielten (44).  

Trotz ihrer überwiegenden Exporteigenschaft in physiologischer Umgebung für 
BAS konnte eine Argininaufnahme nicht vollständig ausgeschlossen werden. Da-
her stellte sich die Frage, welcher der beiden Transporter y+LAT1 oder 2 des y+L-
Systems in den CLL-Zellen den größeren Anteil an der Argininaufnahme haben 
könnte und ob einer dieser beiden Transporter eine entscheidende Rolle für die 
Viabilität und Proliferation der CLL-Zellen spielen könnte. 

6.3 Die Transporter y+LAT1 und 2 spielen keine Rolle für die 
Viabilität und Proliferation der CLL-Zellen 

Anhand der durchgeführten Versuche dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass 
eine shRNA-vermittelte Suppression des y+LAT1 zu einer signifikant reduzierten 
Argininaufnahme führte. Die Restexpression des Aminosäuretransporters 
y+LAT1 lag durchschnittlich bei 29,3%, unter der sich eine um 20,8% reduzierte 
Argininaufnahme in dem L-[3H]-Arginin-Aufnahmeversuch zeigte. Allerdings 
konnte keine verminderte Viabilität und Proliferation zu den non-target transdu-
zierten Kontrollzellen beobachtet werden.  
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Eine verminderte Argininaufnahme oder Einschränkung der Viabilität und Prolife-
ration konnte für die y+LAT2 supprimierten HG3-Zellen nicht festgestellt werden. 
Somit wurde gezeigt, dass neben dem Transporter hCAT-1, der Transporter 
y+LAT1 des y+L-Systems, den zweitgrößten Anteil am Import von Arginin in die 
CLL-Zellen im Arginin-Aufnahmeversuch hat. Bei einer durchschnittlichen Supp-
ression des hCAT-1 Transporters um 84% in den HG3-Zellen zeigte sich eine um 
48,5% reduzierte Argininaufnahme, die wie die Kultivierung der HG3-Zellen, in 
argininfreien Medium zu einer verminderten Viabilität und einer fast vollständig 
gehemmten Proliferation führte. Die Tatsache, dass die Suppression des y+LAT1 
mit einer um 20,8% reduzierten Argininaufnahme keine negativen Auswirkungen 
auf die Viabilität und die Proliferation für die HG3-Zellen hatte, lässt sich am ehes-
ten auf drei Ursachen zurückführen. Der y+LAT1 hatte erstens lediglich einen ge-
ringen Anteil an der Gesamtargininaufnahme im Arginin-Aufnahmeversuch und 
beinhaltete zweitens keine neutralen Aminosäuren im Versuchspuffer. Daher la-
gen im Arginin-Aufnahmeversuch keine physiologischen Bedingungen vor, unter 
denen die Transporter der y+L-Systems normalerweise aufgrund des Natrium-
konzentrationsgefälles NAS natriumabhängig importieren und natriumunabhän-
gig BAS wie Arginin exportieren. Somit ist anzunehmen, dass unter artifiziellen 
Bedingungen, wie sie im Arginin-Aufnahmeversuch vorlagen, ein Austausch von 
BAS gegen BAS stattfand, bei dem markiertes Arginin aufgenommen wurde. Die-
ser Austausch von BAS wurde bereits von Rotoli für den y+LAT2 beschrieben, 
bei dem auch ein Aufnahmeversuch in einem Puffer durchgeführt wurden, der 
keine NAS enthielt (62). 

Der hCAT-1 wurde drittens in den Viabilitäts und Proliferationsversuchen nicht 
gehemmt und übernahm deshalb die Hauptversorgung der HG3-Zellen mit Argi-
nin. Diese Besonderheiten müssen bei der Interpretation des Arginin-Aufnahme-
versuches beachtet werden. Allerdings konnte durch den Versuch gezeigt wer-
den, wie hoch der Anteil der jeweiligen Transporter an der Argininaufnahme unter 
diesen Bedingungen war. So belief sich der rechnerische Anteil der Argininauf-
nahme bei der Annahme eines 100% Knock-outs der einzelnen Transporter auf 
61,3% für den hCAT-1, 29,4% für den y+LAT1 und 8,7% für den y+LAT2 (Tabelle 
29). Für die Bestätigung dieser Annahme wären zukünftig Experimente mittels 
CRISPR/CAS vorstellbar, bei denen eine höhere Transporter-Suppression er-
reicht werden könnte.  
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Tabelle 29: Transporter-Suppression im Verhältnis zur Argininaufnahme 

Daten des hCAT-1 stammen aus (44) 

Trans-
porter 

Transporter-
Suppression 
[%] 

Reduzierte 
Argininauf-
nahme [%] 

Rechnerischer Anteil der re-
duzierte Argininaufnahme bei 
100%iger Suppression [%] 

hCAT-1 84 51,5 61,3 

y+LAT1 70,7 20,8 29,4 

y+LAT2 58,6 5,1 8,7 

Gesamt    99,4 

 

6.4 Argininakkumulation unter der Hemmung der Transporter 
des y+L-Systems 

Da die Aminosäuretransporter y+LAT1 und y+LAT2 unter physiologischen Bedin-
gungen hauptsächlich als Exporteure für BAS fungieren und lediglich einen ge-
ringen Anteil an der Argininaufnahme in die CLL-Zellen haben, stellt sich die 
Frage, ob eine Reduktion der Exportleistung durch die Suppression der Trans-
porter zu einer intrazellulären Akkumulation von basischen Aminosäuren führen 
könnte. 

Eine intrazelluläre Akkumulation der basischen AS Lysin und Arginin konnte be-
reits in Erythrozyten nach der Suppression des Transporters y+LAT2 festgestellt 
werden (62). Auch für Jurkat-Zellen konnten intrazellulär erhöhte Argininkonzent-
rationen nach shRNA-induzierter y+LAT1-Suppression festgestellt werden (63). 
Ob eine Suppression der einzelnen Transporter des y+L-Systemes auch zu einer 
Akkumulation von BAS in den CLL-Zellen führen könnte, ist aktuell noch unge-
wiss und könnte Gegenstand zukünftiger Forschungen sein. Zudem stellt sich die 
Frage, welche Auswirkungen eine solche Akkumulation für die CLL-Zellen haben 
könnte.  

Für erhöhte Konzentrationen an Stickstoffmonoxid (NO) konnten anti-apoptoti-
sche Effekte in den CLL-Zellen beobachtet werden. In den in dieser Arbeit unter-
suchten mononukleären Zellen des peripheren Blutes von CLL-Patienten/Patien-
tinnen (etwa 95% Tumorzellen) wurden mittels Reverse Transkriptase Poly-
merase-Kettenreaktion und Western Blots die Expression der induzierbaren NO-
Synthase (iNOS) nachgewiesen, die aus Arginin NO und Citrullin synthetisiert 
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(64). Eine intrazelluläre Argininakkumulation durch die Suppression der Trans-
porter des y+L-Systems könnte demnach zu einem Anstieg der NO-Konzentration 
durch die Umwandlung der iNOS führen und somit die Viabilität der CLL-Zellen 
verbessern. Zum Zeitpunkt des Verfassens dieser Dissertation ist allerdings noch 
nicht bekannt, ob die in dieser Arbeit verwendeten HG3-CLL-Zellreihe eine iNOS 
exprimieren. 

Erhöhte Konzentrationen an Arginin und NO konnten bereits bei Patienten/Pati-
entinnen, die an einer Lysinurischen Proteinintoleranz leiden festgestellt werden 
(65, 66). Bei dieser Erkrankung ist der y+LAT1 aufgrund eines genetischen De-
fektes nicht funktionstüchtig. Zukünftige Versuche wären hilfreich um zu klären, 
ob eine erhöhte intrazelluläre Argininkonzentration mit einer vermehrten iNOS-
Aktivität zu einem anti-apoptotischen Effekt in CLL-Zellen führen könnte. Zu-
nächst sollte aber ermittelt werden, ob HG3-Zellen eine iNOS exprimieren. 

Gegen die Annahme, dass eine Erhöhung der intrazellulären Argininkonzentra-
tion zu einer gesteigerten NO Synthese führen könnte, spricht der Km-Wert der 
iNOS, der bei etwa 20 µM liegt (67). Lediglich sehr niedrige Argininkonzentratio-
nen hätten somit einen Einfluss auf die iNOS-Aktivität. Für die von unserer Ar-
beitsgruppe untersuchten T-Zellen zeigte sich eine intrazelluläre Argininkonzent-
ration von 1,2mM (44). Somit ist anzunehmen, dass die Enzymaktivität der iNOS 
bereits vollausgeschöpft ist und eine weitere Erhöhung der intrazellulären Argi-
ninkonzentration zu keinem Anstieg der NOS-Aktivität führen würde. Allerdings 
erfolgte für die HG3-Zellen keine Messung der intrazellulären Argininkonzentra-
tion. Diese Messung könnte im Zuge der bereits formulierten Fragen des Zusam-
menhanges zwischen der Argininkonzentration, der iNOS-Aktivität und eines 
anti-apoptotischen Effektes in CLL-Zellen erfolgen.  

 

6.5 Ausblick 

Mit dieser Arbeit konnte die ursprüngliche Vermutung, dass die Transporter 
y+LAT1 und y+LAT2 keinen Einfluss auf die Viabilität und die Proliferation der 
CLL-Zellen haben, bestätigt werden. Unter artifiziellen Versuchsbedingungen, 
bei denen der Versuchspuffer keine NAS oder Natrium enthält, sind die Trans-
porter zwar in der Lage BAS gegen BAS auszutauschen und so Arginin aufzu-
nehmen, sie wirken aber aufgrund des Natriumkonzentrationsgefälles und der 
Anwesenheit von NAS in physiologischen Umgebungen als Exporteure für BAS 
(33, 37). Somit ist bei einem Ausfall einer der beiden Transporter y+LAT1 oder 2 
kein intrazellulärer Argininmangel zu vermuten. Auch anhand des Krankheitsbil-
des der LPI zeigt sich eine Lebensfähigkeit für die meisten Zellen (68).  
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Mit dieser Arbeit konnte zudem ausgeschlossen werden, dass die y+LATs einen 
wesentlichen Beitrag zur Versorgung von CLL-Zellen mit BAS leisten und die Zel-
len lediglich über den hCAT-1 zur Argininaufnahme verfügen. Dies unterstreicht 
die Relevanz des hCAT-1 als einen neuen pharmakologischen Angriffspunkt für 
die Therapie der CLL, sowie für weitere argininauxothrophe Tumore, die ihre 
Argininversorgung auf den hCAT-1 stützen.  

 

Zukünftig wird sich vor allem die Frage stellen, welche Form der Arginindepletion 
das Wachstum von argininauxothrophen Tumoren effizienter hemmen könnte. 
Entweder die Hemmung des hCAT-1 bei Tumoren, deren Argininversorgung 
hauptsächlich auf diesen Transporter beruht oder die systemische Argininreduk-
tion mittels argininmetabolisierender Enzyme, für die bereits erste klinische Er-
folge beobachtet werden konnten. Eine Therapie mit dem argininmetabolisieren-
dem Enzym ADI-PEG20 verlängerte den progressionsfreie Krankheitsverlauf und 
das Überleben bei 25% der an Melanom und bei 47% der an Hepatozellulären 
Karzinom erkrankten Patienten/Patientinnen (69). ADI-PEG20 wandelt hierbei 
Arginin in Citrullin und Ammoniak um und wird von den meisten der in dieser 
Weise behandelten Patienten/Patientinnen gut vertragen (70). Nachteil einer 
Arginindepletion könnte allerdings eine immun-inhibitorische Wirkung sein. Für 
T-Zellen konnte nachgewiesen werden, dass diese unter vollständigen Arginin-
mangel in ihrem Wachstum und in Ihrer Funktion eingeschränkt sind (22). In An-
wesenheit einer geringen Argininkonzentration von 20 µM (das entspricht einem 
Fünftel der normalen Argininkonzentration) können T-Zellen ihren Argininbedarf 
durch die Umwandlung von Citrullin in Arginin decken, weshalb sie unter diesen 
Bedingungen demzufolge nicht argininauxothrop sind (44). Bei endogenen Citrul-
linmangel könnte zudem eine Citrullinsubstitution die Argininsynthese in arginin-
prototrophen Zellen unterstützen (71). Bei dem Einsatz von ADI-PEG20 entste-
hen jedoch bereits große Mengen an Citrullin, die zur Argininsynthese genutzt 
werden können (70). Bei dem Einsatz von Arginase, einem weiteren argininme-
tabolisierenden Enzym, entsteht dagegen Ornithin, das zunächst in Citrullin um-
gewandelt werden müsste. Die Wahl des Enzyms zur systemischen Argininde-
pletion könnte somit eine entscheidende Rolle zur Aufrechterhaltung des Immun-
systems spielen.  

Eine systemweite hCAT-1-Inhibition würde allerdings nicht nur die Argininauf-
nahme einschränken, sondern sich auch auf die Aufnahme von Lysin auswirken, 
einer essentiellen, kationischen Aminosäure, die ebenfalls über den hCAT-1 auf-
genommen wird. Eine Suppression des hCAT-1 in T-Zellen führte zu einer redu-
zierten Argininaufnahme, die allerdings nur eine um 30% reduzierte intrazelluläre 
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Argininkonzentration bewirkte. Dennoch zeigte sich hierrunter eine verstärkt ein-
geschränkte Proliferation, die eventuell auch auf einen begleitenden Lysinmangel 
zurückzuführen sein könnte (44). Hier gilt es zukünftig die Immunfunktion unter 
der Suppression des hCAT-1 zu erforschen. 

Doch auch für die systemische Arginindepletion mittels argininmetabolisierender 
Enzyme ergaben sich Probleme. So konnten bei einem 57-jährigen Patienten ein 
Wiederanstieg der Plasma-Argininkonzentration unter der laufenden Behandlung 
mit ADI-PEG20 festgestellt werden, die auf die Bildung von Antikörpern gegen 
das bakterielle ADI-PEG20-Enzym beruhten (72). Weitere beobachtete Resis-
tenzmechanismen von Tumorzellen gegen die ADI-PEG20-Therapie beruhten 
auf der Re-Expression von ASS oder einer verstärkten Glykolyse (73). Eine Re-
Expression von ASS hebt die Arginin-Auxothrophie der Tumorzellen auf und wäre 
somit ein Resistenzmechanismus sowohl gegen die systemische Arginindeple-
tion, als auch gegen die Arginindepletion der Zellen über die Suppression des 
Transporters hCAT-1.  

Momentan ist zudem die Interaktion zwischen der ADI-PEG20 und der Mikroum-
gebung der Tumore nicht hinreichend erforscht (69). Selbst unter der ADI-
PEG20-Therapie könnte eine ausreichende Argininkonzentration vorhanden 
sein, die gesunden Zellen in der Tumorumgebung bereitstellen und es den Tu-
morzellen ermöglichen ihre Lebensfähigkeit aufrecht zu erhalten (74). Der inno-
vative Ansatz einer Suppression des hCAT-1 zur direkten Hemmung der Arginin-
aufnahme könnte sich hier wohlmöglich als überlegen erweisen. Zukünftig sollten 
daher beide Ansätze zur Arginindepletion verfolgt und Gegenstand weiterer For-
schungen sein.  
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7 Zusammenfassung 
Die chronische lymphatische Leukämie (CLL) gilt als die häufigste Leukämieform 
in Mitteleuropa. Sie wird nach der WHO-Klassifikation den indolenten Non-Ho-
dgkin-Lymphomen zugeordnet, da sie ihren proliferativen Ursprung nicht im Kno-
chenmark, sondern im Lymphsystem hat. Durch die alleinige medikamentöse 
Therapie ist die CLL nach derzeitigen Wissenstand nicht heilbar. Lediglich die 
allogene Stammzelltransplantation stellt einen potentiell kurativen Therapiean-
satz dar, der nicht für alle Erkrankten geeignet ist. Somit besteht ein Bedarf an 
neuartigen Therapieoptionen zur Behandlung der CLL.  

Einer dieser neuartigen Ansätze könnte die intrazelluläre Arginindepletion von 
Tumorzellen sein. Bereits für andere Tumorentitäten konnte eine Argininabhän-
gigkeit festgestellt werden und es zeigten sich in klinischen Studien erste positive 
Resultate nach einer systemischen Arginindepletion mittels argininmetabolisie-
render Enzyme. Auch für die CLL konnte unsere Arbeitsgruppe nachweisen, dass 
die Zellen für ihre Viabilität und ihre Proliferation von der semi-essentiellen Ami-
nosäure Arginin abhängig sind. Primäre CLL-Zellen exprimieren zudem keine 
Argininosuccinat-Synthase (ASS), die es den Zellen ermöglicht aus Citrullin 
selbst Arginin herzustellen. Somit sind die CLL-Zellen vollständig auf den Import 
von extrazellulärem Arginin angewiesen und gelten als argininauxothroph. Neben 
der Argininreduktion im Serum durch die argininmetabolisierenden Enzyme, 
könnte ein alternativer und innovativer Ansatz die Intervention mit den Aminosäu-
retransportern, die für die Aufnahme von Arginin in die CLL-Zellen verantwortlich 
sind, sein. So gelang es unserer Arbeitsgruppe den Haupttransporter hCAT-1 für 
die Argininaufnahme in die CLL zu identifizieren. Unter der shRNA vermittelten 
Suppression des Transporters hCAT-1 kam es zu einer verminderten Viabilität 
und einer vollständigen gehemmten Proliferation der CLL-Zellen in vitro, sowie 
zu einem verzögerten Tumorwachstum in CLL-Xenograftmodellen. Somit stellt 
die Intervention mit dem Aminosäuretransporter hCAT-1 einen neuen und viel-
versprechenden Therapieansatz für die Behandlung der CLL dar.  

Neben dem Transporter hCAT-1 verfügen die CLL-Zellen aber noch über weitere 
kationische Aminosäuretransporter (namentlich y+LAT1 und 2), die ebenfalls in 
der Lage sind Arginin zu transportieren. Die beiden Transporter zählen zu dem 
y+L-System und gelten als obligatorische Austauscher, die in physiologischer 
Umgebung intrazelluläre kationische Aminosäuren gegen extrazelluläre große 
neutrale Aminosäuren austauschen. Somit bestand die Vermutung, dass diese 
Transporter keine essentielle Rolle für die Argininaufnahme in die CLL-Zellen 
hätten und daher auch keinen Einfluss auf die Viabilität und die Proliferation der 
Zellen ausüben würden. In den experimentellen Versuchen unserer AG konnte 
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allerdings eine Argininaufnahme in die CLL-Zellen über das y+L-System beo-
bachtet werden, so dass wir auch ihre Rolle hinsichtlich der Viabilität und der 
Proliferation der CLL-Zellen überprüfen wollten.  

In dieser Arbeit konnte die Argininaufnahme durch das y+L-System auf den 
Transporter y+LAT1 zurückgeführt werden. Unter der Suppression des y+LAT2 
wurde keine reduzierte Argininaufnahme in die CLL-Zellen beobachtet. Die Argi-
ninaufnahme durch den y+LAT1 ist am ehesten auf die artifiziellen Bedingungen, 
die in dem [3H]-Arginin-Aufnahmeversuch herrschten, zurückzuführen. In den Vi-
abilitäts- und Proliferationsversuchen zeigte sich keine Einschränkung der CLL-
Zellen bei der Suppression der Transporter y+LAT1 oder 2. Dies bestätigte un-
sere initiale Annahme, dass die beiden Transporter in physiologischer Umgebung 
überwiegend kationische Aminosäuren exportieren und somit keinen Einfluss auf 
die Argininaufnahme und die damit verbundene Viabilität und Proliferation der 
CLL-Zellen haben. Zudem konnte so ausgeschlossen werden, dass die CLL-Zel-
len über noch weitere essentielle kationische Aminosäuretransporter zur Arginin-
aufnahme verfügen.  
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