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Abstrakt

Abstrakt

Maligne Neoplasien des blutbildenden Systems stellesiz grdder Fortschritte in den
Behandlungweiterhin lebesbedrdliche Erkrankungn dar. Die T-Zell Leukdmienbilden auf
Grund ihrer Seltenheit eine besondere Herausfordetorgermalignen Transformatiowon T-
Zellen spielt die Abwandlung physiol@gher Prbferationsreizeeine entscheidende Rolle.
Zudem spielin der Onkogenese diateraktion von Tumorzellemit der Mikroumgebungeine
Rolle. In dieser Arbeit konnten diese Mechanismaehandeiner spontan entstehendefrZéll
Leukamiein der EpTcll/BCR'™E" Mausuntersuchtind erweitert werden.

Die doppeltransgene E{Tcll/BCR'™™" Maus wurde geziichtet, um eine Antigeduzierte
Aktivierung und Proliferation von malignen-Rellen zu untersuchen. Uberraschenderweise
entwickelten sich auch in Anwesenheit desLHEntigens keine BCFE- positiven BZellen.
Stattdessen entwickelte sich haufig einZell Leukéamie. In dieser Arbeit konnte gezeigt
werden, dass es sich bei deiZ@ll Leukamie der Eflcll/BCR™E" Maus um eine unreife,
monoklonale ¥Zell Neoplasie mit CB/CD8 doppelt positivem Phanotyp handelt. Die
Malignitat konnte in adoptiven Tumdtelltransferversuchen nachgewiesen werden, in denen
sich eine Migration und Expansion derL&ukamiezellen in Milz, Lymphknoten und im
Thymus nachweisen lieBen. Weiterhegie der Nachweis typischer Oberflachenmarker von
ThymusT-Zellen einen Ursprung der-Deuk&miezellen im Thymus nahe. Mittels P@Ray
Untersuchungen konnte eine Dysregulation des NSighalweges festgestellt werden. Dies
stellt einen wichtigen onkogeneStimulus im Rahmen einer gestérten thymischedell
Entwicklung dar. Als weiterer onkogener Stimulus konnte die Expression des transgenen
humanen TclGens in allen TZellen der EHTcl1/BCR™™ Maus nachgewiesen werden. In
adoptiven Zelltransferversuchd&onnte zudem eine Kbhokalisation der TLeukamiezellen mit
dendritischen Zellen an der T:B Zonen Grenze von SLOs demonstriert werden.

Der Immunphanotyp der EpTcl/BECR Maus sowie der Krankheitsverlauf und die beteiligten
Onkogene zeigemeutlidhe Paralleen zur humanen -ALL. Zudem lasst die nachgewiesene
Kolokalisation mit dendritischen Zellen in sekundar Iymphatischen Organerine
wachstumsfordernde Interaktiomit der Mikroumgebungvermuten.Die T-ALL Zellen der
EuTcl/BCR™ Maus konnten fiir weitere Wersuchungen zur Aufklarung der onkogenetischen
Mechanismen einer -ALL, insbesondere der Rolle von Notch, verwendet werden. Zudem
kbnnten sie zur weiteren Untersuchung der reziproken Interaktion von Tumorzellen mit

Stromazellen genutzt werden.
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Abstract

Despite greatadvancesin the therapy of lymphatic neoplasms these diseasestill remain
incurable. Because of their rarity-CEll neoplasmsrepresenta particular challenge. The
deregulation of proliferative signals is a main driverhe malignant trasformation of Fcells.

In addition the interaction between malignancélls and their microenvironment plays a role in
oncogenesisThe aim of this project was to advance the understanding of these mechiayisms
characterizing a spontaneously occurringell leukemia in the transgenic Hjcll/BCR'™E"
leukemia mouse model.

The doubleransgenic Eprcll/BCR™E" mouse strain was generated to analyze antigen
dependent activation and proliferation of malignartels. However, with or without HEL
antigen stimlation, EpTcll/BCR™™" mice did not develop BCE -positive Bcell leukemia.
Instead, an enhanced frequency etell leukemia development was observiedrther analysis
revealed the immature CD4/8 positive phenotype of this monoclbiwall leukemia.The
malignancy of this Tcell leukemia was proved using adoptiuenor cell transfer experiments.
These experiments showed the migratamd expansiorof maligrant T-cells in the spleen,
lymph nodesand thymus.Leukemic TFcells were positive for several chereristic surface
markers of thymic Icells pointing towards an origin of these cells in the thymus. AQRy
experiments shoed a deregulation of the notghathway. This constitutes a major oncogenic
stimulus during the course of thymic -Eell developmet. As a second oncogenic stimulus
transgene humaiell was found expressed in alEp-Tcll/BCR™E" T-cells. Additionally,
adoptive leukemia -Eell transfer showed the docalization of leukemic icells with dendritic
cells at the T:B cell zone border inceadary lymphatic organs.

Features such as the immunophenotype of the leukersills the Tcell leukemia disease
progression and the characterized oncogenic stimuli show similarities to hupddh. T
Furthermore, the colocalization of leukemicdlls with dendritic cells may support their growth
and survival. This cell leukemia mouse model might be useful to further investigate
oncogenetic mechanisms incEll leukemia, especially the role of notch signaling. Moreover,
this model could be used to intigate the reciprocal interaction between leukemicells and

their stromal microenvironment.
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1. Einleitung

Das lymphatische System des Menschen, essentiell fir die Abwehr von fremden Pathogenen, ist
in seiner Funktion auf die tagliche Bildung von Millioneon Zellen angewiesen, welche
Uberalterte Zellen ersetzen. Aufrechterhalten wird dieser Nachschub durch das bestéandige Teilen
von Stammezellen und die Ausreifung ihrer Tochterzellen zu reifen Lymphozyten. Komplexe
Kontrollmechanismen garantieren den regén Ablauf dieser Teilungs und
Ausreifungsprozesse.

Das Entstehen von Leukamien und Lymphomen, malignen Entartungen des lymphatischen
Systems, kann als ein Versagen dieser geregelten Entwicklung gesehen werden. Es kommt zu
einer Uberschiel3enden und digingenden Teilung von Lymphozyten, welche lebensgefahrliche
Ausmalfie annehmen kann. Laut der Todesursachenstatistik des Statistischen Bundesamtes warer
bdsartige Neubildungen des lymphatischen und blutbildenden Systems 2013 fur 18.831
Todesfalle verantwdith.! Besonders im Kindesalter spielen Leuk&mien und Lymphome eine
grof3e Rolle. Sie stellen mit einem Anteil von 44,3% die héaufigste maligne Erkralesng
Kindes dar Zur Bekampfung dieseErkrankung ist ein Verstandnis der Mechanismen, welche

zur Entartung der lymphatischen Zellen fuihren, von entscheidender Bedeutung. Auf Grund der
Seltenheit von 3Zell Lymphomen und Leukamien ist das Wissen Uber diese Erkrankungen im
Vergleich zu BZell-Leukamien und Lymphomen weniger detailliddiese Arbeit soll durch die
Charakterisierung einer murinen -ZEll-Leukéamie einen Beitrag zur Aufklarung der

Mechanismen liefern, die zur Entartung voZdllen fuhren.

1.1.Die T-Zellentwicklung

1.1.1.Vom Vorlaufer zur rei fen T-Zelle

Bevor man (ber die Entartung von-ZEllen spricht, muss man sich zunéchst mit der
physiologischen Entwicklung von-Zellen auseinandersetzen. Die Entwicklung deZellen

von der Stammzelle zur reifen Effektorzelle lauft an drei unterschiedii€rten ab. Aus den
Hamatopoetischen Stammzellen (HSZ) des Knochenmarks bilden sich Multipotente
Progenitorzellen (MPP), welche in den Thymus wandeéhbildung 1).® Hier findet eine
zunehmende Restriktion des Zellschicksals statt und die Differenzierung zu naiven CD4 oder
CD8 einfach positiven (EP)-Zellen®* Entscheidende Schritte in dieser Entwicklung sind die
positive und negative Selektion von unreifeiZdllen durch die antigenprasentierenden Zellen

des Thymus.Die naiven CD4/CD8 EP -Zellen verlassen dann Wl&hymus um in peripheren
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lymphatischen Organen durch den Kontakt mit Fremdantigenerifektd-T-Zellen zu reifen
(Abbildung1).

1.1.2.Wichtige Schritte in der thymischen T-Zellentwicklung

Im Thymus laufen entscheidende Schritte detellentwicklung ab. Deerste dieser Schritte ist

die Restriktion des Zellschicksals der Progenitorzellen auf €dellentwicklung. Wahrend die
MPPs noch die Fahigkeit zur Differenzierung irZBllen und Natirliche KilleZellen (NK-

Zellen) besitzen, schrankt sich das Differenangspotential nach dem Einwandern in den
Thymus uber die kortikomedullare Verbindungszone weitef &€lber die Zwischenstufe der
Frihen Thymischen Progenitorzellen (FTP) entwickeln sich die eingewanderten digitdm
Kontakt mit thymischen Stromazellen zu unreifen CD4 und CD8 doppelt negativetien

(DN Zellen), welche erste charakteristisch&dll Oberflachenmolekiile wie CD2 exprimieren.

In der subkapsularen Zone des Thymus kommt es im nachsten wichtigen Entwicklungsschritt zur
Ausbildung des Zell Rezeptors (TZR). Dessen Bildung beginnt mit dem Rearraegeder

b- Kette des TZRs in DN Zelleh! Ein unproduktives Rearrangement dekette fithrt zum Tod

der DN Zellen. Diesen Prozess bezeichnet man baBelektion Abbildung 1).2 Nach
erfolgreichem Rearrangement kommt es durch die Bindung eindr-pefl Rezeptoma-Kette an

die b-Kette zur Bildung eines pféZRs. Zum Ende der DN Phase besitzen digellen einen
unreifen TZR und exprimieren COS.Kommt es statt der Ausbildung einasbpraTZRs an
diesem Punkt zur Expression eineslTZRs endet die ‘Zellentwicklung an diesem Punkt und

die g dT-Zellen werden, ohne weitere Selektionsprozesse zu durchlaufen, in die Peripherie
ausgeschleust*! Hier kolonialisieren sie vor allem die Haut und dastrointestinaltrak?*®

Die im Thymus verbliebenen-Zellen beginnen auf Grund von ligandenunabh&ngigen Signalen
des pralZRs zu proliferieren und exprimieren CD4 und CD8 auf ihrer Oberflache. Somit ist das
doppelt positive (DP) Stadium derZellentwicklung erreicht:>**

Mit dem Rearrangement der-Kette beginnt die nachste Phase deEZellentwicklung. Im
Kortex des Thymus exprimieren die DRZEllen nach einer Proliferationsphase und dem
Rearrangement dex-Kette einen spezifischem b - R.Zssentiell flr die spatere Funktion der
T-Zellen ist das Ekennen von MHEPeptid Komplexen. Dies wird durch den nun erfolgenden
Prozess der positiven Selektion garantiékblildung 1). DP T-Zellen welche einen TZR
besitzen der MH&Komplexe erkennt, werden durch die Iatieion mit Epithelzellen im Kortex
des Thymus vor dem programmierten Zelltod bewahrt. Alle anderen -B2&ll@h gehen in
Apoptose*>1®
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Parallel zur Selektion der funktionsfahigen TZRs kommt es auch zum Ubergaagy@Dd oder
CD8 EP Stadium der-Zellentwicklung. DP FZellen, die vor allem MHC Il erkennen, werden
unter der Kontrolle des Transkriptionsfaktors ThPOK zu CD4 ERellen!’ DP T-Zellen
welche vor allem MHC | erkeren, entwickeln sich unter der Kontrolle von Runx3 zu CD8 EP
T-Zellen®*®

\§
Q¥

periphere lymphatische Organe

Abbildung 1 Die extra- und intrathymische T-Zellentwicklung Ausgehend von den HSZ gelangen
Vorlauferzellen m den Thymus und durchlaufen dort die wichtigen Schrittdoefeelektion sowie der positiven und
negativen Selektion mit Hilfe der thymischen Stromazellen. Als reife £RII€n verlassen sie den Thymus und
migrieren zu peripheren lymphatischen Organenc(ha Janeway 6 s °l HSERHAMatbpoatidcteny y ) .
Stammzellen, MPP=multipotente Progenitorzellen, FTP=Friihe Thymische Progenitorzellen, DN=CD4/CD8 doppelt
negative TZellen, DP=CD4/CD8 doppelt positive Zellen.

Der néchste Schritt in déEntwicklung der FZellen ist der Prozess der negativen Selektion,
welcher in der Medulla des Thymus stattfindAbljildung 1). Hier werden die unreifen EP
T-Zellen Selbstantigenen ausgesetzt, welche auf den thyemsEpithelzellen, dendritischen
Zellen (DZs) und Makrophagen prasentiert werdeNeben den Selbstantigenen auf den DZs
und Makrophagen erlaubt es das Autoimmun RegulatoraBerden thymischen Epithelzellen

der Medulla auch gewebespezifische Antigene zu exprimieren, die normalerweise nicht im

Thymus vorkommeR® Erkennt eine EP “Felle ein hier prasentiertes Selbstantigen hoch
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spezifisch, so resultiert das im Tod dieselleZeSo soll der Entwicklung von Autoimmunitat
vorgebeugt werdeff:%23

Nach dieser letzen Stufe der Selektion ermoéglicht das Sphingepimsphat 1 (S1P1)
RezeptoiSignal das Auswandern der naiven CD4 oder EP8T-Zellen aus dem Thymus ins
Blut und in die Lymphé*®

1.1.3.Der Notch Signalweg steuert die frihen Phasen der-Zellentwicklung

Das regelhafte Durchlaufen aller Stufen deZdllentwicklung ist von verschiedenen Faden
abhangig. Der Notch Signalweg ist einer der zentralen Regulatorengdtemtwicklung und
entscheidend fur die Bildung von CD4/CD8 ERZdllen. Eine Inhibition von NOTCHL1 fuhrt

zum Abbruch der Zellentwicklung und zur Kolonisation des Thymus duBsZellen?® Der

Notch Signalweg ist hoch konserviert und spielt in der gesamten Embryogenese eine bedeutende

Rolle?"?8

Zell-Uberleben
Proliferation
Wachstum
Zellschicksal

Abbildung 2 Der Notch SignalwegNach der Bindung von NOTCH1 an Liganden der DSL Familie kommt es zur
Abspaltung der NIZD. Die Effekte der Notch Aktivierung werden Uber eine Reihe von Zielgenen vermittelt
(s.1.3.1) (modifiziert nach Radtke und Capacciot). NIZD=intrazellulare NOTCH1 Domane,
NEZD=extrazellulare NOTCH1 Doméane, DSL=Delta/Serrate/l-AGigand, RBPJk = R

Recombining Binding Protein for Immunoglobulin J Region.

Haupteffektor des Signalwegs ist eine Familie von Transmemdagpioren (NOTCHH). Bei
Bindung eines Liganden d&elta/Serrate/LA& (DSL) Familie an die extrazellulare Doméne
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von NOTCH1 (NEzZD) kommt es zur Abspaltung der intrazellularen Domane von NOTCH1
(NIZD) durch die Metalloprotease ADAM und digSekretaseAbbildung 2). NIZD wandert als
Transkriptionsfaktor in den Zellkern und interagiert dort, Gber Bindung an den Recombining
Binding Protein for Immunoglobulin J Region (RBR Proteinkomplex, mit den Zielgenen des
Notch SignalwegsAbbildung?2).?>*! In der FZellentwicklung ist der Notch Signalweg schon in
den ersten Schritten essentiell, da er die Restriktion des Zellschicksals atalientwicklung

und die Bildung von FTPs kontrolliett3* Des Weiteren ist die Ausbildung eines reifen TZRs
nicht ohne NOTCH1 Signal moglich, da ohne dieses Signal der ProzebsSaégktion nicht
absolviert wird. Das Fehlen von NOTCH1, oder des durch NOTCH1 aktivierten
TranskriptionsfaktorsRBP-Jk ,filhrt zu einem fehlerhaften Rearrangement befette des
TZR.3*% g : TdZellen sind in diesr Hinsicht besonders, da sie sich unabhangig von einem
NOTCHL1 Signal entwickeln kénnéfi.Nach derb Selektion wiirde ein anhaltendes NOTCH1

Signal zu einem Abbruch der weiter€+Zellentwicklungfiihren und wird ddsalb inhibiert’

1.1.4.T-Cell Leukemia 1(TCL1) ist ein wichtiger Faktor fur das Uberleben von DN und DP
T-Zellen in der T-Zellentwicklung

Ein weiterer wichtiger Faktor in der-Zellentwicklung ist die TCLiGenfamilie. TCL1 wird im

Thymus von DN4 7TZellen und DP 7TZellen sowie wahrend der-Bell Entwicklung im

Knochenmark von unreifen-Bellen exprimiert®°

Die Gene der TCL:Familie kodieren fir kleine, nickenzymatische Proiee, die ihre Wirkung

hauptséachlich durch Bindung ddRAC-Alpha Serine/Threoninfrotein Kinase (AKT1)/

Proteinkinase B (PKB) entfalten. Die Bindung fuhrt zu einer Stabilisierung und dadurch

verstarkten Aktivitat von AKTT%*! Klassische Effekte des Akt Signalwegs sind die

Vermittlung von ZelWachstum tbeMammalian Target of RapamycimTOR), das Sichern

des Zelliberlebens Uber die Hemmung proapoptotischer Proteine und die Stimulation des

Zellzyklus tber die Hemmg von p21 und p27Abbildung 3).*> Ob die Aktivierung durch

TCLL1 in einer Steigerung aller durch AKT vermittelten Effekte mindet, ist jedoch mdddr u

Ein Mangel von TCL1 fihrt zu einer starken Abnahme der DN und {ZBI[En und resultiert in

einer Schwéchung der-Zell abhéngigen Immunantwott.Der Akt Signalweg wird in reifen

Zellen durch verschiedene Wachstumsfaktoren oder dliecBindung von Antigen an den TZR

stimuliert Abbildung 3). Diese Stimulation entféllt in den unreifen DN und DP Stadien der

T-Zellentwicklung. Die durch TCL1 gesicherte ligandenunabhangige Stimulation des Akt

Signalwegs schitzt womaglich die unreiferZé&llen in dieser Phase der Entwicklung vor dem
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Zelluntergand™*3 Somit erklart sich die Reduktion der DN und DFZdllen bei einem Fehlen
von TCL1.
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Abbildung 3 TCL1 und der PI3K-Akt Signalweg Der Akt Signalweg wird in TZellen durch die Bindung von
AntigenMHC Komplex an den TZR aktiviert. Die Transformation von AR PIR, bewirkt die Phosphorylierung
und damit die Aktivierung von AKT. Ubatie Phosphorylierung von Zielproteinen vermittelt AKT seine typischen
Effekte. TCL1 ist ein wichtiger Faktor in dérZellentwicklungund wirkt Uber die Steigerung der Kinase Aktivitat
von AKT (modifiziert nach Manning.”> TZR=T-Zell Rezeptor, PI3KBhosphoinositie3-Kinase,
PIP,=Phosphatidylinosite#t,5-bisphosphate,  PtEPhosphatidylinositeB,4,5trisphosphat, AKTRAC-Alpha
Serine/Threonin®rotein Kinase(AKT1)/ Proteinkinase B, TCL1=Tel Leukemia 1,Mammalian Target of
Rapamycin inTOR).

1.1.5.Das Chemokinsystem steuert die Migration von 3Zellen wahrend ihrer Entwicklung

und Reifung
Neben der Steuerung von Proliferation und Differenzierung bedarf es ingtehtwicklung
auch der Steuerurder Migration zwischen den einzelnen Organen, in derggallEntwicklung
und Reifung stattfindet. Dies wird durch Signalmolekile der Chemokinfamilie ermdglicht,
welche Uber die Bindung an -Eroteirgekoppelte Transmembranrezeptoren ihr Signal
vermitteln?* So ist zum Beispiel die Einwanderung von Progenitorzellen aus dem Knochenmark
in den Thymus von Chemokinsignalen abh&ngig. Die Chemokine CCL19/CCL21 und ihr
Rezeptor CCR7 sowie das Chemokin CCL25 und sein Rezeptor CCR9 garantieren die geregelte
Migration der Vorlauferzellen in den Thymus und ermdglichen so die weitere
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T-Zellentwicklung?*“® Nach dem Ende der-Zellentwicklung im Thymus steuern Chemokine

die Migration der EP “Zellen in sekundare lymphatische Orggd6&0s) wo die FZellen mit
Fremdantigen in Kontakt treteer homoostatische Chemiokezeptor CCR7 sowie das L
Selektin CD62L sind dabei essentiell fir die Migration vehymphozyten in die 3Zell-Zone

von SLOs wie Milz und Lymphknoten. Zu einem geringeren Grad ist auch der homdostatische
Chemokinrezeptor CXCR4 daran beteifigf®

Neben ihrer Rolle in der Steuerung von Zellmigration spielen Chemokine auch eine Rolle in der
T-Zell Differenzierung. So ist der CXCR4 Rezeptor mit seinem Liganden CXCL12 wichtig fur

das Passieren dbsSelektionspunktes und fungiert als&timulator des pradZR.*°

1.2.Humane FZell-Leukamien

Die beschriebenen Prozesse sind nur ein kleiner Teil der Mechanismen, die eine geregelte
Funktion von TFZellen garantierenEine Stérung einer oder mehrerer dieser Mechanismen
resultiert in der Entartung diesefZEllen und der Entstehung eineiZEll-Leukamie oder eines
Lymphoms. Die WHO Klassifikation von Tumoren des Hamatopoetischen und lymphatischen
Systems (2008) ordnet 2&rschiedene -Eell Neoplasien in Vorlauferneoplasien und in reife
Tumore und benennt die einzelnen Unterfornfem Folgenden sollen einige dieserZEll
Neoplasien beschrieben werden, deren Phénotyp und Entstehungsprozess relevant fir die

Einordnung der Ergebnisse dieser Atlsend.

1.2.1.Adulte T-Zell-Leukamie/Lymphom (ATLL)

Die ATLL ist eine virusassoziierte-Zell Neoplasie, deren Vorkommen in Sdidpan und in der
Karibik an das hier endemische humane Retrovir&elFLeukamie Virus Typ 1 (HTLV1)
gekoppelt ist. Klinisch praséart sich die ATLL mit Leukozytose, Lymphadenopathie und
Splenomegalie sowie mit extranodalem Befall, vor allem der MaDbwohl die Infektion mit
HTLV-1 wahrscheinlich schon im Kindesalter erfolgt, kommt es erst im mittleren Alter zum
Ausbruch der Erkrankung. Das mediane Brikungsalter betragt 58 Jahre. Die Inzidenz von
ATLL unter den HTL\1 infizierten betragt 2,595 Kommt es einmal zum Ausbruch der
Erkrankung ist die Prognose schlecht, das mediane Uberleben betragt dann weniger als 2
Jahre>*?Die neopéstischen TZellen tragen Marker reifer-Zellen wie CD2, CD3 sowie CD5
und sind in den meisten Fallen CD4 ERn seltenen Fallen wurde bei der ATLL auch ein
CD4/CD8 DP Phanotyp der neoplastischeZellen bescheben>?°® Der DP Phanotyp ist mit

einem aggressiven Krankheitsverlauf und einer schlechten Prognose assoziiert. Als Ursache fur
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die Entstehung dieses Phanotyps wird unter anderem die Infektion unreifeiZBlReiTdurch
HTLV-1 wahrend der Zellentwicklung postuliert’

1.2.2.T-Zell Prolymphozytische Leukamie (T-PLL)

Die T-PLL ist eine aggressive -Zell Neoplasie, die sich klinisch mit Symptomen wie
Splenomegalie, generalisierte Lymphadeathie und Invasion der Haut bemerkbar macht und
von postthymischen, peripheren-Zellen ausgeht. Bei der-PLL handelt es sich um eine
seltene Erkrankung, die nur etwa 2% der reifen lymphozytischen Leukamien auShizatbei

ist sie aber dennoch die haufigste reif@dll Neopasie® Das mediane Erkrankungsalter liegt
bei 63 Jahren wobei die Erkrankung etwas haufiger bei Mannern adffite Erkrankung
verlauft sehr rasch, sodass das mediane Uberleben meist unter einem J&hr liegt.

Ein besonderes Merkmal derPILL ist der CD4/CD8 DP Phanotyp der entartete@ellen,
welcher in etwa einem Drittel der Falle auftritt. Dies ist besonders ungewoéhnlich, fela rei
postthymische TZellen als Vorlauferzellen gelten. Dieser Phanotyp ist im Allgemeinen in
reifen T-Zell Neoplasien sehr selten. Ein weiteres Merkmal der Erkrankung ist die relativ
spezifische Uberexpression von TCL1. Dieser Uberexpression wird eimdedende Rolle in

der Entstehung der -PLL zugerechnet. Zudem ist sie mit einer schlechten Prognose

assoziiert®s*>

1.2.3.Sézary Syndrom

Diese generalisierte, reife-Zell Neoplasie ist eine leukdmische Form desakenh FZell
Lymphoms (I=CTCL) und macht etwa 5% der kutanenZ@&ll Lymphome aus’*® Die
Erkrankung geht mit diffuser Erythrodermie sowie der Ausbreitung von neoplastisébeltei

im Blut und der Besiedlung vonymphknoten einhet’>****Das Sézary Syndrom zeigt haufig
multiple Resistenzen gegen gangige Therapeutika, das mediane Uberleben liegt bei 3 Jahren.
Als Vorlauferzellen weden CD4 EP 1Zellen beschriebetf:>® Die leukdmische Komponente

des Sézary Syndroms ist in Abgrenzung zu rein kutanen Lymphomen wie Mycosis fungoides
besonders. Als Ursache flr dieses abweichende Verhalten qeastestchen 3Zellen wird die
Expression von CD62L und dem Chemokinrezeptor CCR7 verantwortlich gemacht. Diese
Molekile erlauben die Migration in lymphatische Organe und bedingen so die Manifestation
auRerhalb der Hadf.

1.2.4.T-Zell Akute Lymphoblastische Leukamie/Lymphom (T-ALL)
Bei der FALL handelt es sich um die einzige unreifeZ&ll Neoplasie. Typische klinische

Manifestationen sind Ausbreitung im Knochenmark, Leukozytose, mediastinale Raumforderung
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sowie ZNS Infitration. Die FALL macht 15% der kindlichen akuten Leukamien sowie 25% der
adulten akuten Leuk&mien aus, wobei mannliche Patienten iiberwiegétDie Erkrankung

geht bei Kindern mit einer Uberlebensrate von 7@#td bei Erwachsenen mit einer
Uberlebensrate von etwa 50% einher und verlauft bei Kindern schwerer als\tie B-°°

Die neoplastischen-Zellen sind typischerweise CD4/CD8 DP, wobei die Expression weiterer
Marker zwischen verschiedenen Unterformen variiert. Dies ist abhangig davon, in welcher Phase
der T-Zellentwicklung eine Entartung stattgefunden ¥af. Besonders unreife Formen der
T-ALL zeigen noch StammzellmarkeliavCD34 oder Marker friilher DN-Zellen wie CD2. Die
Positivitat fur CD1a kennzeichnet den kortikaletAIL Ph&notyp und die Positivitat fur CD3

auf der Zelloberflache den reifsterALL Phénotyp>° Die reiferen FALL Formen werden auch

als T-Zell Lymphoblastisches Lymphom {IBL) beschrieben, da diese selten leukdmisch sind,
sondern vor allem durch mediastinale Tumore sowie den Befall extranodaler Organe wie Haut,
Leber und Testes charakterisiert sifd?*°Als Ursache fiir die Entstehuwgn T-ALL sind eine

Reihe von Mechanismen beschrieben, wobei perinatale Charakterisierungsstudien nahe legen,
dass der krankheitsauslésende Schaden erst nach der Geburt entsteht und mit einer Latenz von
2.5 Jahren zum Ausbruch der Erkrankung féhiiner der Mechanismen die zur Entstehung
von T-ALL fuhren sind Translokationen wodurch Onkogene unter der Kontrolle vdellT
spezifischen Verstarkern, wie zum Beispiel Genen der-FZRilie, Uberexprimiert werden.
Typische auf diese Weise involvierte Onkogene sind Mitglieder der B#sir-Loop-Helix

Familie von Transkriptionsfaktoren wiel1/2 oderlyll, LIM Only Domain Gene wiémolund

Imo2 oder weitere wohlbekannte Onkogene wig/b und myc®*®® Neben diesen vielen
unterschiedlichen Translokationen gibt es eine Veranderung die wesentlich gleichmaRiger
auftritt und zwar Mutationen des Notch Signalwegs. Im Rahmen von Translokationen ist
NOTCH1 sehr selten involviert, nur inac 1% der TALL Falle zeigen sich solche
Aberrationert”®° Mutationen, die zu einer Aktivierung von NOTCHZ1 fiihren, kénnen jedoch in
mehr als 50% der -ALL Falle nachgewiesen werden. Damit nimmt NOTCH1 eine zentrale
Rolle in der Pathogenese dieser Erkrankung ein und ist deshalb zum Ziel von neuen

experimentellen Behandlungsanséatzen gewotgef?

1.3.Mechanismen der Entartung vorZEllen

1.3.1.notchlals Onkogen in der Entwicklung von T-ALL
Die Expression von NOTCHL1 ist essentiell fur die friheeéllentwicklung. Eine durch

Translokationen oder Mutationen erhéhte und ligandenunabhangige Expression von NOTCHL1
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ist jedoch mit der Entartung vontZellen zum Beispiel im Rahmen defALL assoziiert. Einer

der Mechanismen die zu erhéhter NOTCH1 Aktivitat fuhren ist die chromosomale Translokation
t(7;9)(q34;934.3). Durch die Translokation von NOTCH1 in 8efiZR Lokus kommt es zur
ligandenunabhangigen Uberexpression des translokaagswierten NOTCH1 Homologes
TAN1.** Wesentlich haufiger sind allerdings Mutationen des Geoghl So kommen
Mutationen der ldterodimerisations Domé&ne (HDAKbildung 3) in 40%der T-ALL Falle vor.

Durch diese Mutation wird die Verbindung zwischen dem inirad extrazellularen Anteil von
NOTCH1 gelockert, womit das eigentliche Signalmolekiil NIZD leichter frei fvird15% der
T-ALL Falle liegen Mutationen in der FH Domane vorAbbildung 4). Dieser Abschnitt des
NOTCH1 Proteins mit charakteristischerEFPS-T Aminosauresequenz sichert die regelhafte
Degradation des Proteins. Eine Mutation verhindert die Degradation und fuhrt zu verlangerter
Halbwertszeit sowie verrheter Stabilitdat von NOTCH4 .Mittels verschiedener Mausmodelle
konnte ein kausaler Zusammenhang zwischen der Mutationemnatehl Gens und der
Entartung von JZellen gezeigt werden. So fihrt zum Beispiel die Expression des NOTCH1
Translokatonsproduktes TAN1 aus humaner-ALL in Mausen zur Ausbildung einer
hamatologischen Neoplasie, die der humanei sehr &hnlich isf®

In 40% humaner In 15% humaner
T-ALL mutiert T-ALL mutiert
NOTCH1 Protein
RAM TAD
M c
EGF like repeats LNR  HD TM Ankyrin - pggT
L | | Repeats |
NRR NIZD1

Abbildung 4 Das NOTCH1 Protein Gezeigt ist das NOCH1 Protein mit den in humanerALL typischerweise
von Mutationen betroffenen Bereichen. LNR=Lif/Notch Repeat; HD=Heterodimerisations Doméane;
NRR=negative regulatorische Region: TM=Tralembran Doméane; RAM=RBBkappa assoziiertes Modul,

TAD=transaktvierende Domane; PEST=Degron Domain mit spezifischer Aminosauresequies& TP

Typische Charakteristika von unreiferZEllen, wie Proliferation und Selbsterneuerung, werden
als Folge von Mutationen desotchl Gens unkontrollierbar und somit zu Treibeder
Entartung®®®’ Die Ligandenunabhangigkeit der NOTCH1 Expression erlaubt es zudem diesen
T-Zellen die ligandenreiche Umgebung des Thymus zu verlassen und sich im Blut und

lymphatischen Organen zu verbreif@i® Der durch anhaltende NOTCH1 Aktivitat ausgeloste

10
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Abbruchder T-Zellentwicklung (s. 1.1)3erklart, warum Notch Mutationen vor allem in Fallen
von unreifen TZell Neoplasien wie der-ALL gefunden werden.

Vermittelt werden die Effekte der NOTCH1 Aktivitdt durch eine Reihe von Zielgenen, auf die
NOTCH1 als Transkriptionsfaktor wirkApbildung2). So wird wahrend der-Zellentwicklung
durch NOTCH1 das ProtOnkogen c-myc aktiviert. Im Rahmen pathologisch erhdhter
NOTCH1 Aktivitat verstarken sich NOTCH1 undwYC durch tberlappende Zielgene in ihrer
Wirkung gegenseitig und vermitteln gemeinsam ein starkes leukdamisches Zellwa®hgiom.
weiterer wichtiger Vermittler der NOTCH1 Aktivitat ist der transkriptionale Repressor HES1,
der in seiner physiologischen Funktion essentiell fir die Festlegung des Zellschicksals wahrend
der T-Zellentwicklung ist. Ebenso bedeutsam ist HES1 jedoch awather Entstehung und
Erhaltung NOTCH4iabhangiger JALL.%°® Erhohte NOTCH1 Aktivitat ist zudem mit der
erhohten Aktivitat von NIKB assoziiert, wahrscheinlich vermittelt durch HES1, was das
Uberleben der TLeukamierllen unterstiitzt®’* Des Weiteren ist von der erhthten NOTCH1
Aktivitat auch die Zellzyklusregulation betroffen. Durch die Induktion der Transkription des
F-Box Proteins SKIP2 kommt es zur vermehrten DegradatesrZellzyklusinhibitoren p2%*

und p2£™% Der Wegfall dieser Inhibition trégt zur beschleunigten Entstehung v8hLT
bei.72'73

Zusammengenommen machen diese Effektdchl zu einem potenten Onkogen in der
Entdehung von TZell Neoplasien. Zudem wird am Beispiel der Notch Mutationen sehr gut
deutlich, wie nah die Mechanismen der physiologischeZellentwicklung und die
pathologische Leukamie Entwicklung beieinander liegen. Die von NOTCH1 vermittelten Effekte
wie die Anregung der Proliferation und das Erhalten von K&bammzellen sind dabei nicht
auf Tumore des lymphatischen Systems begrenzt. So werden Fehlregulationen des Notch
Signalwegs zum Beispiel auch in Lungend Brustkrebs gefundén.

1.3.2.TCL1 und der PI3K-Akt Signalweg in der Entstehung von FZell Neoplasien

Der PI3K-Akt Signalweg und seine Stimulation durch TCL1 tragen entscheidend zur
Aufrechterhaltung der Proliferation von unreifenrZ&llen im Rahmen der thyniken F
Zellentwicklung bei. Jedoch ist TCL1 ahnlich wie NOTCH1 auch mit einer Reihe von
Neoplasien assoziiert. Erstmalig beschrieben wurde TCL1 auf Grund seiner Beteiligung an einer
haufigen Translokation in humanen-Zell-Leukamien’ Erkrankungen, die haufig eine
Assoziation mit erhdhter TCLExpression zeigen, sind die-ALL und die Chronisch
Lymphozytische TZell-Leukamie (FCLL) im Rahmen von Ataxia telangiectadran Patienten

mit T-PLL kann die erhohte TCLExpression vor allem auf strukturelle

11
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Chromosomenaberrationen zuriickgefiihrt werden. 80% der Patienten zeigen eine Inversion auf
Chromosom 14 zwischen g11 und g32 und 10% zeigen die Translokation t(14;14)(q11;932).
Beide Aberrationen resultieren in der erhéhten Expression von TCIEin kausaler
Zusammenhang zwischen einer Uberexpression von TCL1 und der EntstehungzZetin T
Neoplasien lief3 sich bereits durch die schlechte Prognose-p@iitiver Leuk&mie Patienten
vermuten. Durch die kordllierte Uberexpression von TCL1 im Mausexperiment konnte dieser
Zusammenhang bewiesen werd2mnalog zur onkogenen Wirkung von NOTCH1 beruht die
onkogene Wirkung von TCL1 auf der Uberhthung der im Rahmen deiopdyischen T
Zellentwicklung induzierten Effekte. So ist in der pathologischen Wirkung von TCL1 die Kinase
AKT der wichtigste Effektor des TCL1 Signals. Die Uberexpression von TCL1 fihrt tber AKT
zu einer Steigerung der Zellteilung und zu einer Verbassedes Zelliberleberi$ Vermutlich
werden diese pathologischen Effekte Uber die typischen Mechanismen des Akt Signhalwegs
vermittelt Abbildung3).

Die Uberaktivierung des Akt Signalwegs kann auch unabharaigTCL1 zur Entartung von
T-Zellen fuhren. So zeigen bis zu 50% der Patienten AL aktivierende Mutationen von

PI3K oder AKT beziehungsweise hemmende Mutationen des-WKibitors PTEN'® Diese
Veranderungenyor allem die PTEN Mutationen, sind therapeutisch bedeutsam, da sie mit
Chemotherapieresistenz einhergefferEbenso kann die erhthte Expression von TCL1
unabhangig von der AK-ARktivierung zur Entartung von Lymphgten fuhren. Fir die
Chronisch Lymphozytische -Bell-Leukdmie konnte gezeigt werden, dass TCL1 Uber die
Aktivierung von NFkB und die Hemmung des proapoptotischen Faktord ZBr Entartung der
B-Zellen beitragf.” Den onkogenen Effekt von TCL1 in-Bellen hat man sich in der
Generierung von ECLL Mausmodellen zu Nutze gemacht. DieZBIl spezifische Expression

von TCL1 wter dem Promoter Ep fiihrt zu einer murinen Leuk&mie, welche der humanen
B-CLL sehr &hnlich isf®

Auch wenn die Mechanismen, welche den onkogenen Effekt von TCL1 vermitteln noch nicht im
Detail geklart sind, so ncat besonders die Verwendung in Mausmodellen das onkogene
Potential von TCL1 deutlich.

1.3.3.Die Rolle der Mikroumgebung in der Entstehung von FZell Neoplasien

Neben zellinternen Mediatoren, spielt bei hdmatologischen Tumoren auch die Umgebung der
malignen Zden eine entscheidende Rolle im Prozess der malignen Transformation. Die
Stimulation durch Zellen ihrer Mikroumgebung unterstiitzt maligne Lymphozyten sowohl im

Prozess der Entartung als auch in der Aufrechterhaltung von Wachstum und Proliferation.

12
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Zudem k@nen durch die zellulare Umgebung Resistenzen gegen Chemotherapie vermittelt
werden’®® Besonders bedeutend sind dabei jene Orte, an denen im Rahmen der
physiologischen Entwicklung Lymphozytenvorlaufer und reijenphozyten zu Wachstum und
Proliferation angeregt werden. So spielt die Interaktion von HSZ mit Osteoblasten im
Knochenmark eine wichtige Rolle in der Entstehung von LeukaMiBes Weiteren ist die
Interaktion von Lymphozyten mit mesenchymalen Stromazellen und lymphomassoziierten
Makrophagen der SLOs bedeutend fiir die Entwicklung von Lymph8Mmear die FALL

konnte gezeigt werden, dass besonders die Interaktion mit der Mikroumgebung der Milz wichtig
fur die Entstehung und Erhaltung von Malignitat ist. Im Mausmodell zeigte sich bei Transfer von
T-ALL Zellen in immunkompetente Empigermause eine starke Migration maligneZdilen

in die Milz® T-ALL Zellen konnten in der Milz zu einem frilheren Zeitpunkt und in gréReren
Zahlen detektiert werden als zum Beispiel im Knochenmark. Dabei konnte gezeigt werden, dass
Chemokinsignale die bevorzugte Besiedlung der MilzlkldrALL Zellen bedingen. Auf Grund

ihrer Positivitat fur CCR7 fuhrte der hohe CCL19 Spiegel in der Milz zur verstarkten
Einwanderung von -RALL Zellen. Die KoKultivierung mit Splenozyten verstarkte die
Malignitat von FALL Zellen und die Entfernung der Miaus Mausen mit -ALL konnte ihr
Uberleben verlangerft. Die Bedeutung der Mikroumgebung firALL Zellen wird auch an
einem anderen Beispiel deutlich. In einerADL Mausmodell, welches das Amind Abschalten

der Expression des AKInhibitors PTEN erlaubt, konnte durch die Aktivierwan PTEN eine
Reduktion des FALL Befalls von Darm und Leber erzielt werden. In Milz und Lymphknoten
jedoch, war die FALL Population unveréandert. Dies macht das Potential der Mikroumgebung
von SLOs deutlich, das Uberleben vom\LL Zellen zu sicherri?

13
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1.4.Fragestellung

Trotz vieler Erkenntnisse zum Krankheitsverlauf und EntstehungsprozessZalhlleukamien

sind diese im Vergleich zu anderen malignen Erkrankungen auf Grund der Seltenhefietler T
Leukdmia noch relativ unvollstéandig untersucht. DieZ&ll-Leukdmien bleiben damit, trotz

ihres vergleichsweise seltenen Auftretens, besonders im Kindesalter lebensbedrohliche
Erkrankungen mit schlechten Heilungschancen.

In dieser Arbeit soll durch die Charakteerung eines neuen Mausmodells eineiell-
Leukamie ein Beitrag zum mechanistischen Verstandnis @&l iLeukdmien geleistet werden.
Maoglicherweise ergeben sich durch ein besseres Verstdndnis des Entartungsprozesses neue
Therapiemoglichkeiten, welcheur Besserung der Heilungschancen von Patienten mit T
Zelleleukamien beitragen. Die Charakterisierung soll auf mehreren Ebenen stattfinden. Als erstes
soll die Malignitat der TLeukamiezellen nachgewiesen werden und das Disseminationsmuster
der T-Leuka&mieellen in lymphatische und periphere Organe untersucht werden. Zusatzlich soll
die ldentitat der ILeukamiezellen mittels Durchflusszytometrie und gPCR Analyse naher
bestimmt werden. Anschlieend sollen grundlegendere Fragen wie der Ursprung der T
Leukamieellen und die Mechanismen ihrer malignen Transformation geklart werden. Dafur
sollen vergleichende qPCR Analysen sowie adoptive Transferversuche und Mutationsanalysen
eingesetzt werden. Ergebnis dieser umfassenden Charakterisierung soll die Aufdeckang neue
Mechanismen der -Zell Entartung sein. AbschlieBend ist die Ahnlichkeit der murinen T
Leukamie mit humanen Leukamien zu diskutieren, da dies die Ubertragung der hier gewonnen

Erkenntnisse auf den Menschen ermdglichen wirde.
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2. Material und Methoden

2.1.Material

2.1.1.Chemikalien

Becton Dickinson7-AAD, Kollagen IV

Biotez: PrimerDellF ATG GTG GAA TGC CTA CTT TGT A; PrimebellRCGT TTG GGT
AGA AGA GAT GCT TTA C; PrimerDel2F TTG CTC TGC CTA ACG CTG CT,; Primer
Del2RAGG GAG AAC TAC TGG CTC CTC AAA

CalbiochemMowiol-488

Fluka: Saponin

FermentasMgCl 25mM

Invitrogen:dNTPs 10mM

Lonza:SeaKem Aggarose

Merck: Kaliumhydrogencarbonat, Wasserstoffperoxid, Kaisers Glyceringelatine

PAA: HEPES, Penicillin/Streptomycin 100x, RPMI 1640 miGlutamin, Serum (Ratte, Maus,
Hamser, Ziege, normales Kalberserum)

C. Roth: Aceton, AmmoniumchloridBovines Serumalbumin FraktionV, Dimethylformamid,
Dinatriumhydrogenphosphat, EDTBinatriumsalzDihydrat, Ethanol, Glycerin, Histofix (4 %
ige saurefreie, phosphatgepufferte Formaldehyutids Natriumdihydrogenphosphat,- 2
Propanol, Toluol, Trighydroxymethyl}aminomethanTween 20, Xylol, Ethidiumbromid 1%
SAFC:L-Lysin

SigmaAldrich: DABCO, DMSO, Fast Blue BB Salt, Glass Beads, Natriumperiodat,
Paraformaldehyd, Succrose, Trypanblaisurg (0.4%),

2.1.2.Puffer

AuftaumediumRPMI mit 10% FKS und 1% Pennicillin/Streptomycin

Citratpuffer pH6:L.sg1 10.5g Citronenséusilonohydrat auf 500ml pD; Lsg2 29.53g TriNa
citratDihydrat auf 1L HO; Fur Gebrauch 27ml Lsgl + 123ml Lsg2 +1350r50H
Erythrozyte-Lyse-Puffer 10x:1,67M NH,CL, 100mM KHCQ, 1mM EDTA

FACS-Puffer: 1xPBS, 2% FKS, EDTA 0.5M ph8.0

FixationspufferPhosphatpuffer mit 20mg PFA/mI, 2mg/ml NalO4 und 0.1Mysin

PBS:140 mM NacCl, 2.7 mM KCI, 8.1 mM NalPQ;, 1.5 mM

Phosphatpuffed.05M NAHPQO,, 0.05 M NaHPQ,, pH7.4
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Tris-Puffer pH 7.60.1mM Trisma Base

TNT-Waschpuffer:60.55g Trisma Base, 87.66g NaCl auf 1LCHl pH auf 7.6 einstellen und

500ul Tween 20 hinzuflgen
TAE-Puffer:242g Trisma Base, 51.1ml Essigsaure, 10ml EDTA (pH8, 0.5M) zt,QL

Zell-Lyse-Puffer: 100mM NacCl, 10mM TrisHCI pH8, 25mM EDTA pH8, 0.5% SDS, 0.1mg/ml

Proteinase K kurz vor Gebrauch hinzuftigen

2.1.3.Antikdrper und Streptavidin -Konjugate

Tabelle 1. Primarantikérper fir Durchflusszytometrie

Zielantigen Spezies Farbstoff Verdinnung Hersteller/
Klon
CD-3 Hamster IgG | PE,APC 1:400 BioLegend
PB,FITC 1:200 1452C11
CD-4 Ratte 1gG2b PE 1:400 BioLegend
PerCP 1:200 GK1.5
CD-5 Ratte IgG2a APC, PE 1:400 eBioscience,
Biolegend
537.3
CD-8 Ratte IgG2a APC 1:400 BioLegend
FITC, PB 1:200 5.36.7
CD-19 Ratte IgG2a PB, PerCP | 1:200 BioLegend
6D5
CD-24 Ratte IgG2b Biotinyliert 1:100 BioLegend
M1/69
CD-25 Ratte IgG1 FITC 1:200 BioLegend
PE 1:400 PC61
CD-27 Hamster IgG | APC 1:400 Biolegend
LG.3A10
CD-44 Ratte 1gG2b PE 1:400 BioLegend
IM7
B220 (CD45) Ratte IgG2a FITC, PB 1:200 BioLegend
RA3-6B2
CD-45.2 Maus lgG2a PB 1:200 BioLegend
104
CD-62L Ratte IgG2a FITC 1:200 BioLegend
MEL-14
CD-69 Hamster IgG | FITC 1:200 BioLegend
H1.2-F3
CD-117 Ratte IgG2b PE 1:400 BD
SB/199
CD-127 RattelgG2b FITC 1:200 BioLegend 2B8
CXCR 4 Ratte 1gG2b FITC 1:100 BD

2B11/CXCR4
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CXCR 5 Ratte IgG2a PE 1:100 BD
2G8
CCR 6 Ratte 1gG2a PE 10ul/1x10 Zellen | R&D
140706
CCR7 Ratte 1lgG2a biotinyliert 1:50 BioLegend
4B12
CCRO9 Hamster IgG | FITC 1:100 BioLegend
9B1
CCR 10 Ratte IgG2b | APC 10pl/1x10 Zellen | LifeSpan
10pl/1x1@ Zellen | BioScience/
R&D
248918
TCL1 human Maus 1gG1 Biotinyliert 1:300 MBL
27D6/20
Tabelle 2: Priméarantikodrper fur Immunhistologie
Zielantigen Spezies Farbstoff Verdiinnung Hersteller
CD-3 Hamster IgG AF-488, PB | 1:100 BioLegend
1452C11
CD-11c Hamster IgG AF-488, AF|1:100 BioLegend
647, PB N418
B220 (CD45) Ratte IgG2a PB, AF488,]1:100 BioLegend
BVv-421 RA3-6B2
biotinyliert
CD-45.2 Maus lgG2a Biotinyliert 1:50 BioLegend
AF-488 1.100 104
gp38 Hamster IgG Ungekoppelt | 1:100 eBioscience
eBio8.11
TCL1 human Maus 1gG2b AF-647 1:200 BioLegend
1-21
Ki-67 Ratte IgG2a Ungekoppelt | 1:100 Dako
Tec3
Gespaltenes Kaninchen 1gG Ungekoppdl | 1:100 Cell Signaling
NOTCH1 D3B8
Tabelle 3: Isotypkontrollen
Spezies Farbstoff Verdiinnung Hersteller Klon
Ratte IgG1 PE, FITC Entspricht del] BioLegend RTK2071
Verdinnung
Ratte IgG2a Biotinyliert, des Antikdrpers | BioLegend RTK2758
FITC, PerCP
APC, PE
Ratte IgG2b Biotinyliert, BioLegend RTK4530
FITC, PE, APC
Maus IgG1 biotinyliert BioLegend MOPC-21
Maus IgG2a APC BioLegend MOPG173
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Hamster 1gG PE, FITC, APC BioLegend HTK888

PerCP
Normal goat IgQ ungekoppelt Santa Cruz Sc 2028
Tabelle 4: Sekundarantikorper
Reaktivitat Spezies Farbstoff/Enzym | Verdiinnung Hersteller
Hamster Ziege AF568 1:200 BioLegend
Kaninchen Ziege biotinyliert 1:100 Jackson Immunc
Ratte Ziege Biotinyliert 1:100 Jackson Immunc

StreptavidinKonjugate

1 SA-PE; Verdunnung 1:300; BioLegend

1 SA-PerCP; Verdinnung 1:300; BioLegend
1 SA-AF568; Verdinnung 1:200; invitrogen
1

SA-Peroxidase; Verdinnung 1:200; Jackson Immuno

2.1.4.Rekombinante Proteine

FinnzymesPhusion Hot Start Polymerase

New Endand Biolabsi ongAmp TagPolymerase

PeproTechSDF1, CCL21

2.1.5.Kits

Adgilent: RNA 6000 Nano Kit
BectorrDickinson: TCR Vb Screening Panel

Dako CytomationAEC Substrate Chromogen, Biotin Blocking Solution, REAL Haematoxilin
Invitrogen: LIVE/DEAD® Fixable AquaDead Cell Stain KjtFIX & PERM® Cell Fixation &
Cell Permeabilization Kit, Superscript Il Fi¥rStrand Synthesis SuperMix for gRFPICR
Qiagen:RNeasy Mini Kit, DNase, RiFirst Strand Kit, RT SYBR Green Fluor Mastermix, BT
Profiler PCR Array: Mouse -Helper Cell Differentiation (PAMM503Z), Mouse PI3KAkt
Signaling Pathway (PAMMI58ZA), Mouse Notch Signaling Pathway (PAMDS9ZA)

Thermo ScientificGeneRuler 1kb DNA Ladder, Phusion HF Polymerase + 5x HF Buffer

2.1.6.Gerate und Verbrauchsmaterialien

Aqgilent: Bioanalyzer 2100

BDK Luft- und Reinraumtechnik GmbHReinluftbank fiir die Zellkultur
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BectonDickinson:Durchflusszytometer (BD FACGEanto 11),BD FACS Flow, 5 ml Polystyrel
RundboderR6hrchen, 100um Zellfilter, Zeborter BD FACSArialll

Beem:Omni Perfet Dampfkochtopf

Biorad:iCycler 1Q5

Costar:transwell permeable supports (5pum), 50ml Reagenzienreservoir

Eppendorf:Combitips, 1.5ml, 2ml Reagenzgefal3e, Heizblock, Mastercycler pro S
Gilson: Pipetman Pipetten 1000ul, 200ul, 20pl, 2pl

Greiner bio oneZellkulturschalen, 15ml und 50 ml Réhrchen, Plastikpasteurpipetten

Hybaid: Elektrophorese Kammern

Innovatis:CASY® cell counter TTC, CASY ton

Integra bioscience®ipetboy acu

IKA: MS3 Vortexer

LO-Laboroptik GmbH NeubaueiZahlkammer (0,1 mm Tiefe)
Leica: Mikroskop DM IL und DM LS2

McCormick scientific:Einbettkasetten, Paraplast zur Paraffineinbettung

Mettler-Toledo:Analytische Feinwaage, pMieter

Microm InternationalHM560 Kryostat, HM355s Microtom, EC38D-2 Paraffineinbettstation,
HMS740 Farbeautomat,T®16 Eindeckelautomat

MJ ResearchPTCG-200 Peltier Thermal Cycler

Nunc: 96-well Mikrotiterplatte

PeglLab:NanoDrop 1000

Pharmacia BiotectEPS 600 Electrophoresis Power Supply

Rainin: PipetLite 1000ul, 200ul, 20ul, 2ul, Mehrkanalpipetten 200ul, 20pl
Richad-Allan Scientific: Cytoseal XYL

C. Roth:Deckgléaser, Glaspasteurpipetten

SakuraTissueTek®, Cryomold Einbettférmchen

SarstedtCryotubes Einfriergefalle

SchneiderChirurgische Instrumente

Schott:Becherglaser, Erlenmeyerkolben, Glasflaschen, sonstagg&iate
Starlab:RepeatOne® Dispenser, 0,2mt$&ip-PCR Reaktionsgefale
SyngeneGeneGenius Bio Imaging System

ThermaScientific: Nalgene® Mr. Frosty freezing containdEC MicroMax Tischzentrifuge,
MenzelGlaser SuperFrost plus, Heraeus Multifuge 4KRubator
Carl ZeissAxiovision Z2 Mikrsokop, ApoTome.2, AxioCam MRm/MRc5, HXP120c
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2.1.7.Software

Adobe:lllustrator CS3, Photoshop CS3
Aqilent: 2100 Expert Software

Becton DickinsonFACS Diva
BioRad:1Q5 Optical System Software

FlowJo:FlowJo Version 9.4.10

Graphpad Software, Ind?rism 4.0c

SABioscienceRT? Profiler PCR Array Data Analysis Version 3.5
SyngeneGene Snap

Zeiss:Axio Vision Release 4.8.2

2.2.Zellbiologische Methoden

2.2.1.Isolierung von Lymphozyten

Die Isolierung beginnt mit der Préparation der ztetsuchenden Maus. Die Milz, inguinale und
mesenteriale Lymphknoten sowie der Thymus wurden entnommen und in einer Zellkulturschale
mit FACS-Puffer zerstampft. Die so entstandene Zellsuspension wurde nun zuerst filtriert (50um
Filter) und zentrifugiert (8m bei 1200rpm). Bis zu 1ml Blut wurde aus dem Herzen der Maus
mit einer 25G Kanule entnommen und in 50ul Heparin Ubertragen. Bei den Wdhix
Blutproben schloss sich eine Erythrozytenlyse an (5ml hypotoner Lysepuffer fir 5min). Nach
dem Abstoppen der Lgsmit 10ml FACSPuffer und anschlieBender Zentrifugation, konnten die
Zellen fur Experimente verwendet werden. Fir die Gewinnung von Zellen aus dem
Knochenmark wurden zuerst die Oberschenkelknochen aus den Hinterlaufen freiprapariert.
Anschlie3end wurde daMark dann mit 10ml RPMI + 10%FKS aus dem Knochen gespult. Nach

einem Waschund Filterschritt konnten diese Zellen analysiert werden.

2.2.2.Z&hlen der Zellen
Mit dem CASY® cell counter5ul Zellsuspension wurden in 10ml CASYton (1:2000) geldst

und am Gerét agezahlt.

Mit der NeubauerzahlkammeFZuerst wurde die Zellsuspension verdinnt, z.B. 5ul in 45l
Medium (1:10). AnschlieRend wurden 15ul mit 15ul Tryglau vermengt und in der Kammer

ausgezahlt. Zellzahl/ml= gezéhlte Zellen x 10000 x 2 x Verdiinnung

20



Material & Methoden

2.2.3.Zellen einfrieren und auftauen

Zur Langzeitkonservierung wurden je ca. 1%Z@llen in Einfriermedium (1ml pures FKS mit
10%DMSO) uberfuhrt und in einem Tank mit flissigem Stickstoff gelagert. Bei Bedarf wurden
die Zellen in einem Wasserbad (37°C) aufgetautbiml Auftaumedium aufgenommen und

zentrifugiert.

2.2.4.Durchflusszytometrie

Bei der Durchflusszytometrie handelt es sich um ein analytisches Verfahren, das der
Unterscheidung und Quantifizierung verschiedener Zellpopulationen dient. Dies gelingt mit
Hilfe von Antikorpern, welche populationsspezifische Antigene erkennen. An die Antikorper
gekoppelte fluoreszierende Farbstoffe werden durch Laser angeregt und durch Photodetektoren
registriert. Dies ermdglicht das Zuordnen der Zellen zu diskreten Populationen.

Durchfilhrung Zu Beginn wurden 1xf(Zellen pro Ansatz auf eine Mikrotiterplatte tiberfiihrt.
Nach zweimaligem Waschen mit FA@Siffer (3min bei 1200rpm zentrifugieren, Uberstand
abkippen) wurden die Zellen mit 50ul FAGRffer resuspendiert. AnschlieRend erfelglas
Blocken der F&Rezeptoren mit CD16/32 (Einsatz 1:100) bzw. Serum 5% fir 15min bei
Raumtemperatur. Darauf folgte die Inkubation-80nin) mit dem entsprechenden Antikorper

bei 4°C. Bei Antikorpern, die nicht direkt an einen Farbstoff gekoppelt f$oigte nach
zweimaligem Waschen ein weiterer Inkubationsschritt mit einem Sekundarantikérper bzw. bei
biotinylierten Antikdrpern mit einem Streptavidin. Nach zwei letzten Waschschritten wurde die
Zellsuspension in 200ul FAGBuffer am FACSCANTO Il (BD) gemessen.

Intrazelluldre FarbungZur Detektierung intrazellularer Antigene (TCL1), wurden die Zellen

nach der Farbung der Oberflachenantigene mit ddih & PERM® Kit von Invitrogen
aufgebrochen und fixiert. Zudem wurde dd¥E/DEAD® Kit von Invitrogen zumAnfarben
der bereits toten Zellen verwendet. Alternativ wurden die Zellen mit 4%PFA fir 10min fixiert,

ohne eine anschlieRende Farbung toter Zellen.

2.2.5.Fluoreszenz gestutztes Zellsortieren (FACS)

Das FACS basiert im Wesentlichen auf der Technologie des flugshytometers. Zusatzlich

zur Erkennung verschiedener markierter Zellen erlaubt dieses Gerat jedoch die Sortierung der
einzelnen Populationen zur weiteren Verwendung. Dies geschieht durch elektrische Aufladung
einzelner Tropfen der Zellsuspension und aleschlielRenden Ablenkung der geladenen Tropfen

in ein Auffanggefali.

Durchfiihrung:1x1@ Zellen wurden in 5ml FAC®uffer gefarbt, wobei die Antikdrper 1.5x

starker verdinnt wurden (Inkubation 20min 4°C) als bei der reguldren Durchflusszytometrie.
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Nach den Farben erfolgte die Zugabe von 45ml FAR&fer sowie im Anschluss eine
Zentrifugation bei 1200rpm fur 10min. Danach wurden die gefarbten Zellpopulationen am BD
FACS Aria getrennt und in 15ml Réhrchen mit 1ml FKS aufgefangen. Die Reinheit der

sortiertenPopulationen betrug stets >95%.

2.2.6.Chemotaxis Assay

Das Chemotaxis Assay dient dem Funktionalitatsnachweis von Chemokinrezeptoren. Dazu
wurden die Filter (Porengrdl3e 5um) einer\®4ll TranswellPlatte am Vortag mit Kollagen IV
(20ug/ml) beschichtet. Am Tagadauf wurden die Boden der Platte mit Chemokin + Medium
oder nur mit Medium gefiillt. AnschlieBend wurden die, zuvor mit $2dllen bestiickten,

Filter eingesetzt (¥Zellen isoliert aus immundefizienten Mausen s. 2.3.3.). Nach einer
vierstindigen Inkubatimsphase (37°C) wurde die Zahl der Zellen bestimmt, welche durch den
Filter hindurch gewandert waren. Fur jedes Chemokin wurden jeweils drei Locher der Platte
benutzt. Am Ende wurde aus den Zellzahlen ein Mittelwert bestimmt und, zur Bestimmung des
Migrationsindex, durch den Wert der Kontrolle geteilt. Folgende Chemokine wurden eingesetzt:
SDF1(25nM); CCL21(200nM)

Migrationsmedium: 40ml RPMI mit 1% -Glutamin, 1% Penicillin/Streptomycin, 1% BSA
(40mg), 25mM Hepes (1ml 1M)

2.3. Tierexperimentelle Methoden

2.3.1.Mause

Der transgene MausstammeHcl1’®wur del Gbeer at i ombeml6HiNnndemgr &n d
innerhalb der Tiereinrichtung des MaBerlinDel br ¢
zuriickgekreuzt. &£Tcl1/BCR'™ Méausewurden durch Kreuzung derETcll Maus mit dem
transgenen BCE" Mausstamm (Jackson Laboratories, Bar Harbor, ME; USA) am MDC
generiert.plt/plt Mause, Rag2 C57BI/6 Ly5.1 und C57BI/6 Ly5.2 Mause stammen ebenfalls

aus der Zucht am MDC. Alle Tiere wden entsprechend nationaler Richtlinien gehalten und
Tiertétungen und Versuche waren vom Landesamt fur Gesundheit und Soziales (Berlin) (G
0373/13; G 0052/12) genehmigt.

2.3.2.Retrobulbére Blutentnahme
Die retrobulbare Blutentnahme stellt eine Mdglichkeit diaigrmationen Uber den Zustand von
Mausen zu gewinnen ohne diese abtéten zu miussen. Dabei wird eine feine Glaskapillare unter

Drehbewegung bis zum retrobulbéaren Venengeflecht vorgeschoben. Dieses wird dann punktiert
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und das Blut anschlieRend in einem 1.Fppendorfgefal? mit 50pul EDTA vermischt. Danach
wurde das Blut fur durchflusszytometrische Analysen verwendet.

2.3.3.Langzeit T-Leukamiezell Transfer

Zur Expandierung des Primarmaterials wurdef ® 1¢ maligne FZellen aus erkrankten
Ep-Tcll/BCR™E" Mausen i.v.in immundefiziente Ragr Mause transferiert. Neunzehn bis 23
Tage nach Transfer wurden die stark vergrof3erten lymphatischen Organe der Empfangertiere
aufgearbeitet und die-Leukamiezellen (> 90% aller Lymphozyten / lymphatischem Organ)
eingefroren. Dasmaligne Potential und die Wachstumskinetik der in Rag@ausen
expandierten Leukamiezellen wurde durch adoptiven Transfer adnx510 Leukamiezellen

in immunkompetenten C57BI/6 Ly5.2 oder immunkompetenten kongenen C57BIl/6 Ly5.2
Mé&usen untersucht. lidurchschnitt erkrankten die immunkompetenten Empfangertiere zwei bis
drei Wochen nach adoptivem TumorzZ&thnsfer an einer Leukdmie. Zu diesem Zeitpunkt
wurden die erkrankten Empfangertiere getdtet und dieedkamiezellen aus den stark
vergroRerten lympdtischen Organen der isoliert und fur weiterfihrende Experimente, z.B.

Migrationsexperimente und RNAnalysen, verwendet.

2.3.4.Migrationsexperimente

Zur Analyse des Migrationsverhaltens derL8ukamiezellen wurden maligne -Zellen
aufgetaut, gewaschen und in0l@i PBS aufgenommen. Anschlielend erfolgte die Injektion der
malignen FZellen (8x10/100pl PBS i.v.) in BL6 Ly5.1 Mause. Nach 1 Tag und 4 Tagen bzw. 1
Tag, 4 Tagen und 8 Tagen wurden die Tiere abgetdtet und die Lokalisation-der T
Leukdmiezellen in Milz undLymphknoten mittels Immunhistologie bestimmt. Um die
Abhéngigkeit des Migrationsverhaltens von Chemokinsignalen zu zeigen, wurden zudem T
Leuk&amiezellen implt/plt Mause injiziert (1x10i.v.). Die Aufarbeitung der Tiere erfolgte 8 Tage

bzw. 10 Tage nactiem adoptiven Transfer.

2.3.5.Kompetitiver Transfer von DP und EP T-Leuk&miezellen

Das proliferative Potential von EP und DPL&ukamiezellen wurde durch den adoptiven und
kompetitiven Transfer dieser Zellen getestet. Aufgetaute maligdell&@n von Klon 3 (Tab5)

wurden fur CD4 und CD8 geféarbt, was die anschliel3ende Trennung der CD4/8 DP und CD4 EP
Population im Zellsortierer ermdglichte. Maligne-ZEllen der beiden Population wurden
getrennt bzw. 1:1 gemischt in BL6/Ly5.1 Mause injiziert (3¥100p! PBS Zelle i.v.). Nach 13

Tagen wurde ein Tier von jeder Population geblutet und das Krankheitsstadium
durchflusszytometrisch ermittelt. Nach 15 Tagen wurden alle Tiere zur Analyse abgetotet.
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2.4.Histologische Methoden

2.4.1.Gefrierschnitte

Organe einbettenNach der Prapatian des Versuchstiers wurden die Organe in Cryomold

Férmchen mit Tissu@ek® eingebettet. Die Formchen wurden zum Einfrieren auf Trockeneis
gelegt und nach dem Abschluss des Gefrierprozesses in-80t€nTiefkihler Uberfuhrt.
PFA Fixierung:Fur bestimmg Farbungen (v.a. TCL1) wurden die Organe vor dem Einbetten

fixiert. Daftr wurden die Organe je nach GroRRe fik28Stunden in Fixationspuffer Gberfuhrt.
Anschlieend wurden die Organe drei Mal fir 1 Stunde in Phosphatpuffer gewaschen und
danach in einer@%-Succroseldsung 4h dehydriert.

Schnitte anfertigenAm Kryostat HM560 wurden 6um dinne Schnitte produziert und auf

Superfrostplus Glaser gezogen. Diese wurden fir 1 Stunde bei Raumtemperatur getrocknet und
dann nach 10min Acetonfixierung b&0°C (entéllt bei PFAfixierten Schnitten) entweder bei
80°C eingefroren, oder direkt zum Farben verwendet.

Schnitte farbenZuerst wurden die Schnitte 20min in PBS rehydriert. Darauf folgten 30min

Inkubation mit BlockL6sung (5% Serum aus der Spezies des Prabzw. des SekundakK

wenn verwendet). AnschlieBend wurde fir 1 Stunde mit der Antikérperldsung inkubiert
(Fluoreszierende Antikorper vor Gebrauch 5min bei 13.000 x g zentrifugiert). Nach viermaligem
Waschen mit PBS folgte, wenn nétig, der nachste Fanbdsz.B. mit Sekundarantikdrpern,
oder die Eindeckelung mit DABG®lowiol.

DABCO-Mowiol: 2.4g Mowiol, 4.2ml Glycerin 99.5%, 12ml 0.2M Tris pH8.5, 0.1%DABC

2.4.2 Paraffinfixierte Schnitte
Organe fixieren:Nach der Entnahme wurden die Organe-28h in 4% PFA fiert. Darauf

folgte die Entwéasserung in einer aufsteigenden Alkoholreihe. AnschlielBend wurden die Organe
in Paraffin eingebettet, wozu die Organe fur 12 Stunden, 4 Stunden und nochmals 4 Stunden in
60°Cwarmem Paraffin inkubiert wurden. Nach dem letztaraRinwechsel wurden die Organe

mit Paraffin in Metallférmchen ausgegossen und bei Raumtemperatur ausgehértet.

Schnitte anfertigerNach dem Ablésen der Paraffinblocke wurden am HM355s Mikrotom 6pm

dinne Schnitte angefertigt und auf Objekttrager Ubenrad@schlielend wurden diese auf
einer 37°C warmen Warmeplatte getrocknet und mindestens 1 Stunde bei 60°C inkubiert.

HE Féarbung: Die Hamatoxilin & Eosin Farbung wurde mit Hilfe eines Farbeautomaten
durchgefiihrt. Die Farbung verlief wie folgt: Xylol 3x 3mil00% Ethanol 2x2min, 95% Ethanol

1x2min, 80% Ethanol 1x2min, 5min,B spilen, Hematoxilin 7min, 4 spilen 20min, 95%
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Ethanol 1min, Eosin 2min, 100% Ethanol 4x1min, Xylol 3x2min. Die Objekttrager wurden nach
Abschluss der Farbung an einem weiteren Auwtiem mit Cytoseal XYL eingedeckelt.
Immunhistochemielm ersten Schritt wurden die Praparate entparaffiniert (20min Xylol) und
rehydriert (5min 2xAceton:1xTrRuffer pH7.6; 5min 1xAceton:2xTrBuffer pH7.6).
Anschliel3end erfolgte die Antigendemaskierungeinem Schnellkochtopf mit kochendem

Citratpuffer (pH6). Darauf folgten verschiedene Blockierungsschritte: Endogener Peroxidase
Block (5min 3%HO,), Avidin-Biotin Block (5min Streptavidin, 5min Biotin), Serum Block
(TNT-Puffer mit 5% Serum aus der Spezdes Sekundarantikérpers). AnschlieRend wurde tber
Nacht bei 4°C mit dem Primarantikbrper inkubiert. Am néachsten Tag folgten weitere
Inkubationsschritte mit den entsprechenden Sekundarantikdrpern oder Streptavidinen (je
1 Stunde). Zuletzt wurden die Sctteimit AEC Chromogen (Peroxidase gekoppelter AK), Fast
Blue Entwicklungspuffer (Alkalische Phosphatase gekoppelte AK) oder REAL Hamatoxilin

gefarbt und mit Kaisers Glyceringelantine eingedeckelt.

2.5.Molekularbiologische Methoden

2.5.1.1solation von RNA

Fir die RM\-Isolation wurden sortierte DP-Oeuk&miezellen nach Passage durch BL6 Ly5.1
Mause sowie DP Thymozyten von Wildtyp (wt) Mausen verwendet. Nach der erfolgreichen
Zellsortierung wurden 1 x 1@ellen fiir die Isolation von RNA eingesetzt. Diese erfolgte mit
Hilfe des RNeasy mini Kits von Qiagen, welches auf der Bindung der RNA an eine Silica
Membran beruht. Die Membran befindet sich in einer zentrifugierbaren Saule, welche das
Auswaschen jeglicher Verunreinigungen ermdglicht.

Vor der Auftragung auf die Memén wurden die Proben zur Denaturierung und Verringerung
der DNA Kontamination mib-Mercaptoethanol und RL-PPuffer behandelt. Durch Hinzufugen

von Ethanol wurde die RNA spezifisch an die Membran gebunden. Nach mehreren
Waschschritten folgten 15min Inkubai mit DNase (Qiagen). Nach weiterem Waschen konnte
die RNA in 30ul BO eluiert werden.

2.5.2.1solation genomischer DNA

Far die DNA Isolierung wurden ebenfalls sortierteL8ukdmiezellen bzw. Thymozyten
verwendet. Zwischen 1xi@ind 3x10 Zellen wurden in 500pZell-Lyse-Puffer aufgenommen

und Uber Nacht (£28h) bei 55°C inkubiert. Am Folgetag wurde nach Zentrifugation bei
13000rpm fur 10min die wassrige Phase abgenommen. Durch Hinzufliigen eines gleichen

Volumenanteils Isopropanol wurde die DNA ausgefallt um lalrfgend per Zentrifugation
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pelletiert zu werden. Das Pellet wurde mit eiskaltem 70% Ethanol gewaschen und an der
Raumluft getrocknet. Die Resuspension der DNA erfolgte i@ Hurch Inkubation bei 55°C
fr 30-60min.

2.5.3.Quantifizierung von DNA und RNA sowie Messung der Qualitat

Die Quantifizierung der gewonnen DNA und RNA erfolgte am NanoDrop Spectrophotometer.
Anschliel3end wurde die Qualitat der RNA mittels Cbgsierter Gelelektrophorese bestimmt.

Das allgemeine Prinzip gleicht der konventionellen Gelebgkiorese. Der Hauptunterschied
besteht im hohen Grad der Miniaturisierung. Zur Durchfihrung wurden die-iRilBen fir

2min bei 70°C denaturiert und mit dem Agilent RNA 6000 Nano Kit gemessen (Protokoll siehe
Hersteller). Die Qualitdt der RNA wird an HandrdRIN (RNA Integrity Number von-10)
ausgedruckt, welche auf einem Algorithmus beruht, in den verschiedene Parameter aus der
elektrophoretischen Messung eingehen. Fir die gPCR wurden nur Proben mit RIN > 8

eingesetzt.

2.5.4.Reverse TranscriptasePolymerase Keten Reaktion (RT-PCR)

Um die RNA fur gPCR Arrays einsetzen zu kénnen, musste zunachst die Umschreibung der
RNA durch Reverse Transkriptasen in cDNA erfolgen. Dies geschah mit Hilfe deBirRfT
Strand Kits von Qiagen (Protokoll siehe Hersteller), wobei jealer Probe die gleiche Menge

RNA eingesetzt wurde (1pg).

2.5.5.Polymerase Ketten Reaktion zum Nachweis vonotchl1Deletionen

Der Nachweis von Typ 1 und Typ 2 Deletionen erfolgte mittels PCR. Die Primer zum Nachweis
der Deletionen wurden bereits in anderen liRabonen beschrieben: DellF und DellR von
Aster et al. sowie Del2F und Del2R von Zhang et*&f Beide Primerpaare rahmen jeweils
einen haufig deletierten Bereich dastchl Gens ein. Mittels PCR wurden dieser&ehe
amplifiziert. Hatte keine Deletion stattgefunden, so zeigte die anschliel3ende Gelelektrophorese
ein ca. 12kb bzw. 5kb langes Transkript. Hatte eine Deletion stattgefunden, so wirde die
Auftrennung nur ein Transkript von 300bp bis 400bp Lange ergeben

Der Nachweis von Deletion 1 wurde auf genomischer DNA Ebene gefiihrt. Die 25l
Reaktionsvolumen setzten sich aus 15.60Hsul Puffer (aus Polymerase Kit), 0.75ul DMSO,
0.75uldNTPs, 0.2ul DellF, 0.2ul DellR, 0.5ul MgCl, 1ul Polymerase. Als Polymerasdew

die LongAmp TaePolymerase von NEB verwendet.

Der Ablauf der PCR war wie folgt:
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94°C fur 30s
94°C fur 30s
62°C fur 1min
65°C fur 11min
65°C fur 10min
Der Nachweis fur Deletion 2 wurde auf cDNA Ebene gefiihrt, um die Transkriptlange zu

35 Zyklen

o bk 0 DN BE

reduzieren. 2 PCR wurde in einem Reaktionsvolumen von 50ul durchgefiihrt. Dieses setzte
sich wie folgt zusammen: 34,5uk8, 10ul 5x HF Puffer, 1ul dNTP (10mM), 1l von PrimerA
und PrimerB (50mM), 0.5ul Polymerase, 2ul DNA/cDNA (ca.200ng). Der Ablauf der PCR war
wie folgt:
1. 98°C fir 30s
98°C flrr 10s
57.5°C fur 30s
72°C fur 5min bzw. 2:30min
72°C fur 10min
Der Nachweis der PCR Produkte erfolgte mittels Gelelektrophorese bei 100V in einem 0.8%

35 Zyklen

o~ 0N

Aggarose Gel mit TAE Laufpuffer. Als Laufmarker fidie DNA wurde Orange G verwendet.
Zur Visualisierung der Banden wurden zu 150ml Gel 10ul Ethidiumbromid zugefigt. Zum

Auslesen der Gele wurde das GeneGenius Bio Imaging System von Syngene verwendet.

2.5.6.Quantitative Real Time PCR (qPCR)

Die gPCR ist eine Methe, welche mit Hilfe von interkalierenden Fluoreszensfarbstoffen die
DNA wahrend der PCR quantifizierbar macht. Durch den Vergleich mit stabil exprimierten
HouseKeepingGen (HKG) Kontrollen kann eine Aussage Uber die Expression von Zielgenen
getroffen weden. Die gqPCR Analyse wurde mit 96 well Rrofiler PCR Arrays von Qiagen

nach den Angaben des Herstellers durchgefihrt. In 84 Wells der Array Platten befinden sich
spezifische Primer flr je eine cDNAodass nur diese amplifiziert wird. Mittels der pndjomal

zur cDNA Menge steigenden Fluoreszenz wird fur jedes Gen der Zeitpunkt ermittelt, zu dem
eine fixe cDNA Menge erreicht wurde {®Vert). Die Differenz dieses Wertes zu dem der
HKG-Kontrol | e di ent al s MaC f ¢r dite Weiteréd at i v
mat hemati sche An aMsthode rrleichtein ldie Idterpretaseee@er Daten. Die
mathematische Analyse wurde mit Excel und der Internetversion de®r@filer PCR Aray

Data Analysis Programms von SABioscience durchgeflhrt.
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3. Ergebnisse

3.1.Die Ep-Tcl/BCR™&" Maus

3.1.1.Die Ep-Tcll/BCRME: Maus zeigt keine BCRE- positive B-Zell-Leukamie

In der Arbeitsgruppe konnte kirzlich iBu-Tcll Mausmodell fir Chronisch Lymphatische
B-Zell-Leuk&mie (BCLL) eine Assoziation von malignenBellen mit Stromazellen der-Bell
Zone, vornehmlich Follikulare Dendritische Zellen (FDZ), gezeigt werdebeukamiezellen,

die zu dieser Assoziation fahig waren, zeigten einen Proliferationsvorteil (degen
B-Leukadmiezellen, welche durch Kno€ut des Chemokinrezeptors 5 (CXCR5) an der
Einwanderung in den Eellfollikel gehindert wurde?> Eine mogliche Erklarung fir den
Wachstumsvorteil, welchen die-Beuk&miezden durch ihre Assoziation mit Stromazellen
erhalten, ist die Stimulation desZIll Rezeptors (BCR) durch Antigenprasentation. Um die
Rolle von Antigenprasentation im Entartungsprozess zu untersuchen, wurge-tatl Maus
(Abbildung 5A) mit der BCR™™" Maus @bbildung5B) gekreuzt. Die BCHE- Maus weist zum
Grofdteil BZellen auf, deren BCRs gegen Hen Egg Lysozyme (HEL) gerichtet sind. Im
Ep-Tcl/BCR™™ Mausstamm konnte datth die Antigenexposition von malignenZ&llen
gezielt gesteuert werden. Aufgrund desl OnkogenKonstrukts in den doppelt transgenen
Ep-Tcl/BCR™ Mausen lieR sich, dhnlich deBp-Tcll Mausstamm, eine hohe Inzidenz von
B-Zell-Leuk&dmien erwarten. Zunkst sollte die Inzidenz von -Bell-Leukamien im
Ep-Tcl/BCR™® Mausstamm ohne die zusétzliche Stimulation mit HEL ermittelt werden.
Anschlie3end sollte dann geprift werden, welche Veranderung die Stimulation mit HEL bewirkt.
Sowohl ohne als auch mit Stimation durch das HEL Antigen konnte keine Entwicklung von
BCR™" positiver BCLL beobachtet werdeft. Die Frequenz von Eell-Leukdmien war
insgesamt erniedrigt und verzogert, wobei alle in 8grTcl/BCR'™" Mausenletztendlich
entstandenen BZell-Leukamien BCKRF" negativ waren und dem-8LL Phénotyp de&p-Tcll
Mausstamm glichen. Offensichtlich war die Stimulation der maligneteli2n Uber einen auf
ein einziges Antigen restringierten BCR nicht ausreichend, um Emtartung der Zellen zu
ermdglicherf® Interessanterweise zeigte sich Ep-Tcl/BCR™®- Mausstamm stattdessen eine
erhéhte Frequenz von Tieren mit einer Uberdurchschnittlichen Proliferation -Zetieh, was

aufdas Vorliegen einer-Eell Leukédmie hindeutete.
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3.1.2.Ep-Tcl/BCRYE- Mause zeigereine malignitatsverdachtigeT-Zell Proliferation

Die malignitatsverdachtige-Zell Proliferation in den lymphatischen Organen der transgenen
Ep-Tcl/BCRE- Tiere wurde per dutdlusszytometrischer Analyse néher untersucht. Von 23 an
einer Leukamie erkrankteBp-Tcl/BCR'™" Mausen konnten 7 Mause identifiziert werden, in
denen die Lymphozytenpopulation fast ausschlieRlich aus” GEZellen bestand (Tabelle 5).
Diese TFZellproliferation zeigte sich ebenfalls in den Lymphknoten sowie im peripheren Blut
und in der Haut (s. 3.9.2) der betroffenen Tiere. Bei dieser,-diellBopulation verdrangenden,

T-Zell Proliferation handelt es sich wahrscheinlich um Falle vatell-Leukamie.

A) Eu-Tcl1 Genkonstrukt B) BCRHEL Genkonstrukt
RBRR B R B BB RBR BS
B E XSX B
L o= LVDJ Cu UM Cd  dSdXdM
100 bp Ep Vy TCL1 b-globin RR H H H SR —
IV Cc

X b

Eu-Tcl1/BCRHEL Maus

=,
==

Abbildung 5 Die Ep-Tcll/BCR"®" Maus entsteht aus der Kreuzung d&u-Tcll Maus mit der BCRF- Maus. In
A) und B) sind die Genkonstrukte dé&p-Tcll und der BCRF- Maus gezeigt. Di€p-Tcl/BCR™E" Maus zeigte

eine erhéhte Inzideneiner FZell Proliferation in Milz und Lymphknoten im Vergleich zusp-Tcll Mausstamm.

Im weiteren Verlauf wurden diese Falle vorZe&ll Proliferation im Hinblick auf ihre Malignitat
und ihren Immunphanotyp charakterisiert. Zudem sollte durch TrarpéFimente und
molekularbiologische Analysen ein Einblick in den Entstehungsprozess diedsll T

Proliferation gewonnen werden.
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Mdoglicherweise kann durch die Charakterisierung dies&ell Proliferation geklart werden,
warum sie imEp-Tcl/BCR™E- Mausstanm gehauft auftritt und ob dieses gehaufte Auftreten in
kausalem Zusammenhang mit der reduzierten Frequenz-Zet-Beukamien steht®

Tabelle 5 Ep-Tcl/BCR™ Mause mit Fzell Prolifergion. Prozentangaben entsprechen dem

Anteil an den Lymphozyten der Milz

Klon Alter in T-Zellen B-Leukamiezellen
Tagen (CD5) (CD5'CD19")
1 (#2053) 276 91.3% 0.65%
2 (#2067) 356 90.8% 5.9%
3 (#13919) 279 89.8% 0.1%
4 (#2985) 177 93.3% 0.4%
5 (#2058) 268 98.1% 0.6%
6 (#2045) 311 85.2% 0.7%
7 (#14861) 325 48.9% 5.8%

3.2.Die T-Zellproliferation imEp-Tcl/BCR™™" Mausstamm ist maligne

3.2.1.Malignitatsverdachtige T-Zellen sind zur Proliferation in immunkompetenten

Mausen fahig
Zunachst solltemittels Transferexperimenten geklart werden, ob es sich bei déell T
Proliferation im Ep-Tcl/BCR™" Stamm um einen malignen Prozess oder eine benigne
Expansion handelte. Dazu wurden aus transgenen MausenZalt Proliferation Splenozyten
isoliert und zunachst 2 Klone, zur Vermehrung des Probenmaterials, in immundefizienten
Mausen expandiert. Uber 90% der Lymphozytenpopulation in den Milzen der Empfangertiere
bestand nach einem Zeitraum vof3 ®Vochen aus -Fellen Da es sich bei den Empfangertieren
jedoch um immundefiziente Mause handelte, konnte mit dieser Expansion die Malignitat der T
Zellen noch nicht eindeutig bewiesen werden.
In einem zweiten Experiment wurden expandiert&ellen aus immundefizienten Mausen
isoliert und in immunkompetente Mausgziert. Sowohl fur Klon 1 als auch fur Klon 2 konnte
eine Expansion in kongenen C57BI/6 (B6) Ly5.1 Mausen gezeigt werden. Nach 27 Tagen
konnten beim Transfer von Klon 1 in Blut, Knochenmark, Milz und Lymphknoten tGber 90% T

Zellen nachgewiesen werderbbildung 6). Dass es sich hierbei um eine Expansion der
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injizierten Zellen handelte, konnte Uber deren Ly5.2 Positivitat sowie Uber den CD4/8 doppelt
positiven Phanotyp (DP), welcher fur diedL&ukamiezellen charadtistisch ist (s3.4.1), gezeigt
werden. Die Fahigkeit dieser-Zellen zur Expansion in immunkompetenten Mausen beweist

RHEL

ihre Malignitat. Bei den IZellexpansionen defp-Tcll/BC Mause handelt es sich um ein

T-Zell-Leukamie.

Abbildung 6 Expansion von CD4/CD8 DP TLeukamiezellen in B6 Mausenl1.4x10 T-Zellen von Klon 1

wurden nach der Expansion in immundefizienten Mausen in n=3 immunkompetente B6 Ly5.1 Mause transferiert (8
Wochen alt). Die Dotplots zeigen die durchflusszytometrische Analyse des Tumorgehalts in mehreren Organen. Die
Lymphozytenpopulation besteht fast ausschlie3lich adgllen. Die FZellen zeigen zum Grof3teil den fir die T
Leukadmiezellen charakteristischen CO®8 DP Phanotyp (s. 3.4.1).

Fur Klon 1 wurde in einem weiteren Transferexperiment der Tumorgehalt an mehreren Tagen
bestimmt um eine Ubersicht iiber den Krankheitsverlauf zu gewinnen. Dazu wurden’ 1,2x10
T-Leukadmiezellen von Klon 1 aus immundefizientenugkn in immunkompetente B6 Mause
injiziert. Es zeigte sich eine Expansion deLdukamiezellen in SLOs. Besonders rasch verlief
die Expansion in der Milz. Bereits nach 12 Tagen machtdreukdmiezellen 76% der

Splenozyten aus. In den Lymphknoten verlie¢ dixpansion langsamer. Der Anteil der T
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