EINTEITUNG oo 7

1. Vorlaufer-T-Zell ALL — Biologie und KHNIK...........ccooiiiiiiiiii e 7
1.1 Akute Leuk@mien — Definition und EntSteNUNG .........cocoviiiiieniece 7
1.2  Kilassifikation akuter Leukdmien — Der Subtyp der Vorlaufer-T-Zell ALL ................ 9
1.3 Akute lymphoblastische Leuk@amie: Therapie und Prognose...........cccceevreiencriennn. 12

2. Apoptose und deren RegulationsSmechaniSmMeN ..........cccoooeiieieiienieie e 13
2.1 Apoptose — Definition UNd Prozef ..o 13
2.2  Apoptose-regulierende Proteine: die Bcl-2-Protein-Familie..........cccccccovveveivenenne. 16
2.3 Das CD95-Rezeptor/Ligand-SYSIEM..........ccceririririiisisieiee e 20
2.4 Molekulare Mechanismen der Chemotherapeutika Doxorubicin und Dexamethason

.................................................................................................................................. 21
2.5  Zytokine als Regulationsfaktoren in der Apoptose und Hamatopoese der T-Zell-
Entwicklung: Zentrale Rolle von Interleukin-7 ... 25

3. FrAGESTEIIUNG ... bbbt b e e s 28

Material Und MEethOTEN ..o 29

1. Patientenproben und KIINISChe Daten...........ccooviieiieie i 29

2. ZBITINIBN ..ttt ettt b e e st e st e e st e sbe e s bt et e e ne e s b e et e e neenbeeneenreas 30

B 1 1 U] XY/ T=T 0 o USSR 30

4. DurchfluRzytometrie: Das Prinzip und ANWENAUNG ......oovvvieieniinieeise e 30

5. UNtersuchungen ZUKr APOPLOSE .....cceeivieieiierieeiesee e e e sree e e e ae e sae s e sseeeesneesreeneeenee e 31
5.1  Farbung und Messung apoptotischer Zellen..........ccccveveiieiiecese s 32
5.2 Untersuchung der ZellzyKIUSVerteilung..........ccocoveiiiininiiiiiee e 34

6. Untersuchungen der Antigenexpression an der Zelloberflache............ccccooviiieinn, 36

7. Nachweis der intrazytoplasmatischen Expression der Proteine Bcl-2 und Bax........... 37

8. Intrazellulare Lokalisierung von Proteinen mittels konfokaler Laserscan-Mikroskopie

............................................................................................................................................... 38
8.1  FArbUNG der ZEIHEN......eceeeeeee e 38
8.2  Einbetten gefarbter Zellen zur Vorbereitung fir die Mikroskopie.............cc.ccocenee. 39
8.3  Messung und Auswertung mit Hilfe konfokaler Laserscan-Mikroskopie................. 40



9. StatiStISCNE ANAIYSEN ...t nreas 40

EFQEINISSE ... s 42

1. Sensitivitat von priméaren Vorlaufer-T-Zell ALL gegentber Apoptose-Induktion in

2 Charakterisierung primarer Vorlaufer-T-Zell ALL hinsichtlich der Sensitivitat
gegenuiber ZYtOKINEN [N VITFO .......cociviiiiiiic et 46

2.1 Expression der Zytokin-Rezeptoren IL-7-¢, IL-4-¢, IL-2-c und IL-2-yin Vorlaufer-

LI 1 1 SRS SUPS PRSP 49
2.2 Wirkung der Zytokine IL-2, IL-4 und IL-7 auf die Zellzyklusverteilung in Vorlaufer-
T-ZEIALL .ottt ettt naenre s 50
2.3 Bedeutung der Sensitivitat zu IL-7 auf die in vitro-Chemosensitivitat in Vorlaufer-T-
4] 1 SRR 51

3. Rolle Apoptose-relevanter Proteinen fir das in vitro Ansprechen in Vorlaufer-T-Zell

3.1 Beteiligung von Bcl-2, Bax und CD95 in der Regulation der spontanen Apoptose 56

3.2 Beteiligung von Bcl-2, Bax und CD95 in der Regulation der Chemotherapeutika-
INAUZIEITEN APOPLOSE ...ttt sttt sttt sr e sbeenbesreenneas 58

3.3 Beteiligung von Bcl-2 und Bax in der Regulation der Apoptoseinhibition durch IL-7
in primaren VOrlAufer-T-Zell ALL.........ccoooiiiiiieee e 59

3.4 Intrazellulare Lokalisation von Bcl-2 und Bax in Vorlaufer-T-Zell ALL und deren
Bedeutung flr die Induzierbarkeit vOn APOPLOSE ........coovevieiiieienieiiee e 61

4. Korrelation des in vitro Ansprechens auf Apoptoseinduktion und Zytokine mit dem
Immunphéanotyp der Vorlaufer-T-Zell ALL ... 65

5. Korrelation des in vitro Ansprechens auf Apoptoseinduktion und Zytokine mit dem
TherapieanSPreCheN N VIVO ...t 69

(DTS ZCE R o) o PO SRR 73

6. Sensitivitat gegentiber Apoptose-Induktion in Vorlaufer-T-Zell ALL: Kortikale
Vorlaufer-T-Zell ALL stellen den sensitivsten Subtyp gegenuber der
Chemotherapeutika-induzierten APOPLoSe dar ..........cccvvevieiieiicie e 73

7. Expression und Funktionalitdt Apoptose-relevanter Regulationsfaktoren in
VOFTAUTEI-T=ZEI ALL ....oooiieie ettt ettt eeans 74

7.1  Der CD95 Signalweg ist nicht bedeutsam fiir die spontane oder die
Chemotherapeutika-induzierte Apoptose in Vorlaufer-T-Zell ALL.........c...c.ccoe.e... 74

7.2 Differenzielle Beteiligung von Bcl-2 und Bax in der spontanen und
Chemotherapeutika-induzierten Apoptose in Vorlaufer-T-Zell ALL........................ 75



7.3 Intrazellulare Lokalisationsanderungen Apoptose-relevanter Regulationsfaktoren

wahrend der in vitro Induktion von Apoptose in Vorlaufer-T-Zell ALL .................. 76

8. IL-7 als antiapoptotischer Uberlebensfaktor in Vorlaufer-T-Zell ALL..........c.ccc........ 77
8.1  Kortikale Vorlaufer-T-Zell ALL stellen den sensitivsten Subtyp gegentiber der

Apoptose-Inhibition durch IL-7 dar .........cccccoooveiieie i 79

8.2  Die durch IL-7 hervorgerufene Apoptose-Inhibition korreliert mit der IL-7-Rezeptor

Expression und einer Expressionserhohung von Bel-2..........ccooviieiiiiiiccecee, 80

9. Prognostische Bedeutung der in vitro Sensitivitat gegentiber Chemotherapeutika und
IL-7 fur das klinische ANSPrechen iN VIVO .........ccoiiiiiiie i e 83

9.1 Die in vitro Sensitivitat gegenuber Dexamethason korreliert mit dem friihen in vivo
Ansprechen auf die Chemotherapie...........ccooveviiiiieic i 83

9.2 Die in vitro Sensitivitat gegenuber IL-7 stellt einen unabh&angigen Parameter zur
Erkennung von Vorlaufer-T-Zell ALL Subtypen mit unterschiedlicher Sensitivitat

gegenliber Apoptose-INAUKLION ar ..........ccooeiiiiiiiieniee e 84
ZUSAMMENTASSUNG ......oocviiieiiicie ettt 86
SUMIMATY .ottt 88
1= = (U TSP ORPURPRS 90





