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Abstrakt 

Maligne Neoplasien des blutbildenden Systems stellen, trotz großer Fortschritte in deren 

Behandlung, weiterhin lebensbedrohliche Erkrankungen dar. Die T-Zell Leukämien bilden auf 

Grund ihrer Seltenheit eine besondere Herausforderung. In der malignen Transformation von T-

Zellen spielt die Abwandlung physiologischer Proliferationsreize eine entscheidende Rolle. 

Zudem spielt in der Onkogenese die Interaktion von Tumorzellen mit der Mikroumgebung eine 

Rolle. In dieser Arbeit konnten diese Mechanismen anhand einer spontan entstehenden T-Zell 

Leukämie in der Eµ-Tcl1/BCR
HEL

 Maus untersucht und erweitert werden.  

Die doppelt-transgene Eµ-Tcl1/BCR
HEL

 Maus wurde gezüchtet, um eine Antigen-induzierte 

Aktivierung und Proliferation von malignen B-Zellen zu untersuchen. Überraschenderweise 

entwickelten sich auch in Anwesenheit des HEL-Antigens keine BCR
HEL

 positiven B-Zellen. 

Stattdessen entwickelte sich häufig eine T-Zell Leukämie.  In dieser Arbeit konnte gezeigt 

werden, dass es sich bei der T-Zell Leukämie der Eµ-Tcl1/BCR
HEL

 Maus um eine unreife, 

monoklonale T-Zell Neoplasie mit CD4/CD8 doppelt positivem Phänotyp handelt. Die 

Malignität konnte in adoptiven Tumor-Zelltransferversuchen nachgewiesen werden, in denen 

sich eine Migration und Expansion der T-Leukämiezellen in Milz, Lymphknoten und im  

Thymus nachweisen ließen. Weiterhin legte der Nachweis typischer Oberflächenmarker von 

Thymus-T-Zellen einen Ursprung der T-Leukämiezellen im Thymus nahe. Mittels PCR-Array 

Untersuchungen konnte eine Dysregulation des Notch-Signalweges festgestellt werden. Dies 

stellt einen wichtigen onkogenen Stimulus im Rahmen einer gestörten thymischen T-Zell 

Entwicklung dar. Als weiterer onkogener Stimulus konnte die Expression des transgenen 

humanen Tcl1-Gens in allen T-Zellen der Eµ-Tcl1/BCR
HEL

 Maus nachgewiesen werden. In 

adoptiven Zelltransferversuchen konnte zudem eine Ko-Lokalisation der T-Leukämiezellen mit 

dendritischen Zellen an der T:B Zonen Grenze von SLOs demonstriert werden. 

Der Immunphänotyp der EµTcl/BCR
HEL

 Maus sowie der Krankheitsverlauf und die beteiligten 

Onkogene zeigen deutliche Parallelen zur humanen T-ALL . Zudem lässt die nachgewiesene 

Kolokalisation mit dendritischen Zellen in sekundär lymphatischen Organen eine 

wachstumsfördernde Interaktion mit der Mikroumgebung vermuten. Die T-ALL Zellen der 

EµTcl/BCR
HEL 

Maus könnten für weitere Untersuchungen zur Aufklärung der onkogenetischen 

Mechanismen einer T-ALL, insbesondere der Rolle von Notch, verwendet werden. Zudem 

könnten sie zur weiteren Untersuchung der reziproken Interaktion von Tumorzellen mit 

Stromazellen genutzt werden.  
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Abstract 

Despite great advances in the therapy of lymphatic neoplasms, these diseases still remain 

incurable. Because of their rarity T-cell neoplasms represent a particular challenge. The 

deregulation of proliferative signals is a main driver in the malignant transformation of T-cells. 

In addition, the interaction between malignant T-cells and their microenvironment plays a role in 

oncogenesis. The aim of this project was to advance the understanding of these mechanisms by 

characterizing a spontaneously occurring T-cell leukemia in the transgenic Eµ-Tcl1/BCR
HEL

 

leukemia mouse model. 

The double-transgenic Eµ-Tcl1/BCR
HEL

 mouse strain was generated to analyze antigen-

dependent activation and proliferation of malignant B-cells. However, with or without HEL-

antigen stimulation, Eµ-Tcl1/BCR
HEL

 mice did not develop BCR
HEL

-positive B-cell leukemia. 

Instead, an enhanced frequency of T-cell leukemia development was observed. Further analysis 

revealed the immature CD4/8 positive phenotype of this monoclonal T-cell leukemia. The 

malignancy of this T-cell leukemia was proved using adoptive tumor cell transfer experiments. 

These experiments showed the migration and expansion of malignant T-cells in the spleen, 

lymph nodes and thymus. Leukemic T-cells were positive for several characteristic surface 

markers of thymic T-cells, pointing towards an origin of these cells in the thymus. PCR-Array 

experiments showed a deregulation of the notch-pathway. This constitutes a major oncogenic 

stimulus during the course of thymic T-cell development. As a second oncogenic stimulus 

transgene human-tcl1 was found expressed in all Eµ-Tcl1/BCR
HEL

 T-cells. Additionally, 

adoptive leukemia T-cell transfer showed the co-localization of leukemic T-cells with dendritic 

cells at the T:B cell zone border in secondary lymphatic organs. 

Features such as the immunophenotype of the leukemia T-cells, the T-cell leukemia disease 

progression and the characterized oncogenic stimuli show similarities to human T-ALL. 

Furthermore, the colocalization of leukemic T-cells with dendritic cells may support their growth 

and survival. This T-cell leukemia mouse model might be useful to further investigate 

oncogenetic mechanisms in T-cell leukemia, especially the role of notch signaling. Moreover, 

this model could be used to investigate the reciprocal interaction between leukemic T-cells and 

their stromal microenvironment. 
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1. Einleitung 

Das lymphatische System des Menschen, essentiell für die Abwehr von fremden Pathogenen, ist 

in seiner Funktion auf die tägliche Bildung von Millionen von Zellen angewiesen, welche 

überalterte Zellen ersetzen. Aufrechterhalten wird dieser Nachschub durch das beständige Teilen 

von Stammzellen und die Ausreifung ihrer Tochterzellen zu reifen Lymphozyten. Komplexe 

Kontrollmechanismen garantieren den regelhaften Ablauf dieser Teilungs- und 

Ausreifungsprozesse.  

Das Entstehen von Leukämien und Lymphomen, malignen Entartungen des lymphatischen 

Systems, kann als ein Versagen dieser geregelten Entwicklung gesehen werden. Es kommt zu 

einer überschießenden und verdrängenden Teilung von Lymphozyten, welche lebensgefährliche 

Ausmaße annehmen kann. Laut der Todesursachenstatistik des Statistischen Bundesamtes waren 

bösartige Neubildungen des lymphatischen und blutbildenden Systems 2013 für 18.831 

Todesfälle verantwortlich.
1
 Besonders im Kindesalter spielen Leukämien und Lymphome eine 

große Rolle. Sie stellen mit einem Anteil von 44,3% die häufigste maligne Erkrankung des 

Kindes dar.
2
 Zur Bekämpfung dieser Erkrankung ist ein Verständnis der Mechanismen, welche 

zur Entartung der lymphatischen Zellen führen, von entscheidender Bedeutung. Auf Grund der 

Seltenheit von T-Zell Lymphomen und Leukämien ist das Wissen über diese Erkrankungen im 

Vergleich zu B-Zell-Leukämien und Lymphomen weniger detailliert. Diese Arbeit soll durch die 

Charakterisierung einer murinen T-Zell-Leukämie einen Beitrag zur Aufklärung der 

Mechanismen liefern, die zur Entartung von T-Zellen führen.  

1.1. Die T-Zellentwicklung 

1.1.1. Vom Vorläufer zur rei fen T-Zelle 

Bevor man über die Entartung von T-Zellen spricht, muss man sich zunächst mit der 

physiologischen Entwicklung von T-Zellen auseinandersetzen. Die Entwicklung der T-Zellen 

von der Stammzelle zur reifen Effektorzelle läuft an drei unterschiedlichen Orten ab. Aus den 

Hämatopoetischen Stammzellen (HSZ) des Knochenmarks bilden sich Multipotente 

Progenitorzellen (MPP), welche in den Thymus wandern (Abbildung 1).
3
 Hier findet eine 

zunehmende Restriktion des Zellschicksals statt und die Differenzierung zu naiven CD4 oder 

CD8 einfach positiven (EP) T-Zellen.
3,4

 Entscheidende Schritte in dieser Entwicklung sind die 

positive und negative Selektion von unreifen T-Zellen durch die antigenpräsentierenden Zellen 

des Thymus.
5
 Die naiven CD4/CD8 EP T-Zellen verlassen dann den Thymus um in peripheren 
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lymphatischen Organen durch den Kontakt mit Fremdantigenen zu Effektor-T-Zellen zu reifen 

(Abbildung 1).  

1.1.2. Wichtige Schritte in der thymischen T-Zellentwicklung 

Im Thymus laufen entscheidende Schritte der T-Zellentwicklung ab. Der erste dieser Schritte ist 

die Restriktion des Zellschicksals der Progenitorzellen auf die T-Zellentwicklung. Während die 

MPPs noch die Fähigkeit zur Differenzierung in B-Zellen und Natürliche Killer-Zellen (NK-

Zellen) besitzen, schränkt sich das Differenzierungspotential nach dem Einwandern in den 

Thymus über die kortikomedulläre Verbindungszone weiter ein.
6
 Über die Zwischenstufe der 

Frühen Thymischen Progenitorzellen (FTP) entwickeln sich die eingewanderten Zellen durch 

Kontakt mit thymischen Stromazellen zu unreifen CD4 und CD8 doppelt negativen T-Zellen 

(DN Zellen), welche erste charakteristische T-Zell Oberflächenmoleküle wie CD2 exprimieren.
7
  

In der subkapsulären Zone des Thymus kommt es im nächsten wichtigen Entwicklungsschritt zur 

Ausbildung des T-Zell Rezeptors (TZR). Dessen Bildung beginnt mit dem Rearrangement der 

b-Kette des TZRs in DN Zellen.
3,4

 Ein unproduktives Rearrangement der b-Kette führt zum Tod 

der DN Zellen. Diesen Prozess bezeichnet man als b-Selektion (Abbildung 1).
8
 Nach 

erfolgreichem Rearrangement kommt es durch die Bindung einer prä-T-Zell Rezeptor a-Kette an 

die b-Kette zur Bildung eines prä-TZRs. Zum Ende der DN Phase besitzen die T-Zellen einen 

unreifen TZR und exprimieren CD3.
4,9

 Kommt es statt der Ausbildung eines ab-prä-TZRs an 

diesem Punkt zur Expression eines gd-TZRs endet die T-Zellentwicklung an diesem Punkt und 

die gd-T-Zellen werden, ohne weitere Selektionsprozesse zu durchlaufen, in die Peripherie 

ausgeschleust.
10,11

 Hier kolonialisieren sie vor allem die Haut und den Gastrointestinaltrakt.
12,13

 

Die im Thymus verbliebenen T-Zellen beginnen auf Grund von ligandenunabhängigen Signalen 

des prä-TZRs zu proliferieren und exprimieren CD4 und CD8 auf ihrer Oberfläche. Somit ist das 

doppelt positive (DP) Stadium der T-Zellentwicklung erreicht.
4,9,14

 

Mit dem Rearrangement der a-Kette beginnt die nächste Phase der T-Zellentwicklung. Im 

Kortex des Thymus exprimieren die DP T-Zellen nach einer Proliferationsphase und dem 

Rearrangement der a-Kette einen spezifischen ab-TZR. Essentiell für die spätere Funktion der 

T-Zellen ist das Erkennen von MHC-Peptid Komplexen. Dies wird durch den nun erfolgenden 

Prozess der positiven Selektion garantiert (Abbildung 1). DP T-Zellen welche einen TZR 

besitzen der MHC-Komplexe erkennt, werden durch die Interaktion mit Epithelzellen im Kortex 

des Thymus vor dem programmierten Zelltod bewahrt. Alle anderen DP T-Zellen gehen in 

Apoptose.
15,16
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Parallel zur Selektion der funktionsfähigen TZRs kommt es auch zum Übergang in das CD4 oder 

CD8 EP Stadium der T-Zellentwicklung. DP T-Zellen, die vor allem MHC II erkennen, werden 

unter der Kontrolle des Transkriptionsfaktors ThPOK zu CD4 EP T-Zellen.
17

 DP T-Zellen 

welche vor allem MHC I erkennen, entwickeln sich unter der Kontrolle von Runx3 zu CD8 EP 

T-Zellen.
18,19

  

 

Abbildung 1 Die extra- und intrathymische T-Zellentwicklung Ausgehend von den HSZ gelangen 

Vorläuferzellen in den Thymus und durchlaufen dort die wichtigen Schritte der b-Selektion sowie der positiven und 

negativen Selektion mit Hilfe der thymischen Stromazellen. Als reife EP T-Zellen verlassen sie den Thymus und 

migrieren zu peripheren lymphatischen Organen (nach Janewayôs Immunobiology).
5
 HSZ=Hämatopoetischen 

Stammzellen, MPP=multipotente Progenitorzellen, FTP=Frühe Thymische Progenitorzellen, DN=CD4/CD8 doppelt 

negative T-Zellen, DP=CD4/CD8 doppelt positive T-Zellen. 

 

Der nächste Schritt in der Entwicklung der T-Zellen ist der Prozess der negativen Selektion, 

welcher in der Medulla des Thymus stattfindet (Abbildung 1). Hier werden die unreifen EP 

T-Zellen Selbstantigenen ausgesetzt, welche auf den thymischen Epithelzellen, dendritischen 

Zellen (DZs) und Makrophagen präsentiert werden.
20

 Neben den Selbstantigenen auf den DZs 

und Makrophagen erlaubt es das Autoimmun Regulator Gen aire den thymischen Epithelzellen 

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

Thymus vorkommen.
21

 Erkennt eine EP T-Zelle ein hier präsentiertes Selbstantigen hoch 
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spezifisch, so resultiert das im Tod dieser Zelle. So soll der Entwicklung von Autoimmunität 

vorgebeugt werden.
20,22,23

  

Nach dieser letzen Stufe der Selektion ermöglicht das Sphingosin 1-phosphat 1 (S1P1) 

Rezeptor-Signal das Auswandern der naiven CD4 oder CD8 EP T-Zellen aus dem Thymus ins 

Blut und in die Lymphe.
24,25

 

1.1.3. Der Notch Signalweg steuert die frühen Phasen der T-Zellentwicklung 

Das regelhafte Durchlaufen aller Stufen der T-Zellentwicklung ist von verschiedenen Faktoren 

abhängig. Der Notch Signalweg ist einer der zentralen Regulatoren der T-Zellentwicklung und 

entscheidend für die Bildung von CD4/CD8 EP T-Zellen. Eine Inhibition von NOTCH1 führt 

zum Abbruch der T-Zellentwicklung und zur Kolonisation des Thymus durch B-Zellen.
26

 Der 

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

Rolle.
27,28

 

 

Abbildung 2 Der Notch Signalweg Nach der Bindung von NOTCH1 an Liganden der DSL Familie kommt es zur 

Abspaltung der NIZD. Die Effekte der Notch Aktivierung werden über eine Reihe von Zielgenen vermittelt 

(s. 1.3.1) (modifiziert nach Radtke und Capaccione).
4,29

 NIZD=intrazelluläre NOTCH1 Domäne, 

NEZD=extrazelluläre NOTCH1 Domäne, DSL=Delta/Serrate/LAG-2 Ligand, RBP-Jk=R 

Recombining Binding Protein for Immunoglobulin J Region. 

 

Haupteffektor des Signalwegs ist eine Familie von Transmembranrezeptoren (NOTCH1-4). Bei 

Bindung eines Liganden der Delta/Serrate/LAG-2 (DSL) Familie an die extrazelluläre Domäne 
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von NOTCH1 (NEZD) kommt es zur Abspaltung der intrazellulären Domäne von NOTCH1 

(NIZD) durch die Metalloprotease ADAM und die g-Sekretase (Abbildung 2). NIZD wandert als 

Transkriptionsfaktor in den Zellkern und interagiert dort, über Bindung an den Recombining 

Binding Protein for Immunoglobulin J Region (RBP-Jk) Proteinkomplex, mit den Zielgenen des 

Notch Signalwegs (Abbildung 2).
29-31

 In der T-Zellentwicklung ist der Notch Signalweg schon in 

den ersten Schritten essentiell, da er die Restriktion des Zellschicksals auf die T-Zellentwicklung 

und die Bildung von FTPs kontrolliert.
32,33

 Des Weiteren ist die Ausbildung eines reifen TZRs 

nicht ohne NOTCH1 Signal möglich, da ohne dieses Signal der Prozess der b-Selektion nicht 

absolviert wird. Das Fehlen von NOTCH1, oder des durch NOTCH1 aktivierten 

Transkriptionsfaktors RBP-Jk, führt zu einem fehlerhaften Rearrangement der b-Kette des 

TZR.
34,35

 g:d T-Zellen sind in dieser Hinsicht besonders, da sie sich unabhängig von einem 

NOTCH1 Signal entwickeln können.
36

 Nach der b-Selektion würde ein anhaltendes NOTCH1 

Signal zu einem Abbruch der weiteren T-Zellentwicklung führen und wird deshalb inhibiert.
37

 

1.1.4. T-Cell Leukemia 1 (TCL1)  ist ein wichtiger Faktor für das Überleben von DN und DP 

T-Zellen in der T-Zellentwicklung 

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

Thymus von DN4 T-Zellen und DP T-Zellen sowie während der B-Zell Entwicklung im 

Knochenmark von unreifen B-Zellen exprimiert.
38,39

  

Die Gene der TCL1-Familie kodieren für kleine, nicht-enzymatische Proteine, die ihre Wirkung 

hauptsächlich durch Bindung der RAC-Alpha Serine/Threonine-Protein Kinase (AKT1)/ 

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

verstärkten Aktivität von AKT1.
40,41

 Klassische Effekte des Akt Signalwegs sind die 

Vermittlung von Zell-Wachstum über Mammalian Target of Rapamycin (mTOR), das Sichern 

des Zellüberlebens über die Hemmung proapoptotischer Proteine und die Stimulation des 

Zellzyklus über die Hemmung von p21 und p27 (Abbildung 3).
42

 Ob die Aktivierung durch 

TCL1 in einer Steigerung aller durch AKT vermittelten Effekte mündet, ist jedoch noch unklar.  

Ein Mangel von TCL1 führt zu einer starken Abnahme der DN und DP T-Zellen und resultiert in 

einer Schwächung der T-Zell abhängigen Immunantwort.
38

 Der Akt Signalweg wird in reifen 

Zellen durch verschiedene Wachstumsfaktoren oder durch die Bindung von Antigen an den TZR 

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

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

Signalwegs schützt womöglich die unreifen T-Zellen in dieser Phase der Entwicklung vor dem 
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Zelluntergang.
41,43

 Somit erklärt sich die Reduktion der DN und DP T-Zellen bei einem Fehlen 

von TCL1. 

 

 

Abbildung 3 TCL1 und der PI3K -Akt Signalweg Der Akt Signalweg wird in T-Zellen durch die Bindung von 

Antigen-MHC Komplex an den TZR aktiviert. Die Transformation von PIP2 zu PIP3 bewirkt die Phosphorylierung 

und damit die Aktivierung von AKT. Über die Phosphorylierung von Zielproteinen vermittelt AKT seine typischen 

Effekte. TCL1 ist ein wichtiger Faktor in der T-Zellentwicklung und wirkt über die Steigerung der Kinase Aktivität 

von AKT (modifiziert nach Manning).
42

 TZR=T-Zell Rezeptor, PI3K=Phosphoinositid-3-Kinase, 

PIP2=Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate, PIP3=Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat, AKT=RAC-Alpha 

Serine/Threonine-Protein Kinase (AKT1)/ Proteinkinase B, TCL1=T-Cell Leukemia 1, Mammalian Target of 

Rapamycin (mTOR). 

1.1.5. Das Chemokinsystem steuert die Migration von T-Zellen während ihrer Entwicklung 

und Reifung 

Neben der Steuerung von Proliferation und Differenzierung bedarf es in der T-Zellentwicklung 

auch der Steuerung der Migration zwischen den einzelnen Organen, in denen T-Zellentwicklung 

und Reifung stattfindet. Dies wird durch Signalmoleküle der Chemokinfamilie ermöglicht, 

welche über die Bindung an G-Protein-gekoppelte Transmembranrezeptoren ihr Signal 

vermitteln.
44

 So ist zum Beispiel die Einwanderung von Progenitorzellen aus dem Knochenmark 

in den Thymus von Chemokinsignalen abhängig. Die Chemokine CCL19/CCL21 und ihr 

Rezeptor CCR7 sowie das Chemokin CCL25 und sein Rezeptor CCR9 garantieren die geregelte 

Migration der Vorläuferzellen in den Thymus und ermöglichen so die weitere 
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T-Zellentwicklung.
45,46

 Nach dem Ende der T-Zellentwicklung im Thymus steuern Chemokine 

die Migration der EP T-Zellen in sekundäre lymphatische Organe (SLOs), wo die T-Zellen mit 

Fremdantigen in Kontakt treten. Der homöostatische Chemokinrezeptor CCR7 sowie das L-

Selektin CD62L sind dabei essentiell für die Migration von T-Lymphozyten in die T-Zell-Zone 

von SLOs wie Milz und Lymphknoten. Zu einem geringeren Grad ist auch der homöostatische 

Chemokinrezeptor CXCR4 daran beteiligt.
47,48

 

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 für 

das Passieren des b-Selektionspunktes und fungiert als Ko-Stimulator des prä-TZR.
49

  

1.2. Humane T-Zell-Leukämien 

Die beschriebenen Prozesse sind nur ein kleiner Teil der Mechanismen, die eine geregelte 

Funktion von T-Zellen garantieren. Eine Störung einer oder mehrerer dieser Mechanismen 

resultiert in der Entartung dieser T-Zellen und der Entstehung einer T-Zell-Leukämie oder eines 

Lymphoms. Die WHO Klassifikation von Tumoren des Hämatopoetischen und lymphatischen 

Systems (2008) ordnet 22 verschiedene T-Zell Neoplasien in Vorläuferneoplasien und in reife 

Tumore und benennt die einzelnen Unterformen.
50

 Im Folgenden sollen einige dieser T-Zell 

Neoplasien beschrieben werden, deren Phänotyp und Entstehungsprozess relevant für die 

Einordnung der Ergebnisse dieser Arbeit sind. 

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

Die ATLL ist eine virusassoziierte T-Zell Neoplasie, deren Vorkommen in Süd-Japan und in der 

Karibik an das hier endemische humane Retrovirus T-Zell-Leukämie Virus Typ 1 (HTLV-1) 

gekoppelt ist. Klinisch präsentiert sich die ATLL mit Leukozytose, Lymphadenopathie und 

Splenomegalie sowie mit extranodalem Befall, vor allem der Haut.
50

 Obwohl die Infektion mit 

HTLV-1 wahrscheinlich schon im Kindesalter erfolgt, kommt es erst im mittleren Alter zum 

Ausbruch der Erkrankung. Das mediane Erkrankungsalter beträgt 58 Jahre. Die Inzidenz von 

ATLL unter den HTLV-1 infizierten beträgt 2,5%.
50

 Kommt es einmal zum Ausbruch der 

Erkrankung ist die Prognose schlecht, das mediane Überleben beträgt dann weniger als 2 

Jahre.
51,52

 Die neoplastischen T-Zellen tragen Marker reifer T-Zellen wie CD2, CD3 sowie CD5 

und sind in den meisten Fällen CD4 EP.
52

 In seltenen Fällen wurde bei der ATLL auch ein 

CD4/CD8 DP Phänotyp der neoplastischen T-Zellen beschrieben.
52,53

 Der DP Phänotyp ist mit 

einem aggressiven Krankheitsverlauf und einer schlechten Prognose assoziiert. Als Ursache für 
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die Entstehung dieses Phänotyps wird unter anderem die Infektion unreifer DP T-Zellen durch 

HTLV-1 während der T-Zellentwicklung postuliert.
53

 

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

Die T-PLL ist eine aggressive T-Zell Neoplasie, die sich klinisch mit Symptomen wie 

Splenomegalie, generalisierte Lymphadenopathie und Invasion der Haut bemerkbar macht und 

von post-thymischen, peripheren T-Zellen ausgeht. Bei der T-PLL handelt es sich um eine 

seltene Erkrankung, die nur etwa 2% der reifen lymphozytischen Leukämien ausmacht.
50

 Dabei 

ist sie aber dennoch die häufigste reife T-Zell Neoplasie.
54

 Das mediane Erkrankungsalter liegt 

bei 63 Jahren wobei die Erkrankung etwas häufiger bei Männern auftritt.
55

 Die Erkrankung 

verläuft sehr rasch, sodass das mediane Überleben meist unter einem Jahr liegt.
50

 

Ein besonderes Merkmal der T-PLL ist der CD4/CD8 DP Phänotyp der entarteten T-Zellen, 

welcher in etwa einem Drittel der Fälle auftritt. Dies ist besonders ungewöhnlich, da reife 

post-thymische T-Zellen als Vorläuferzellen gelten. Dieser Phänotyp ist im Allgemeinen in 

reifen T-Zell Neoplasien sehr selten. Ein weiteres Merkmal der Erkrankung ist die relativ 

spezifische Überexpression von TCL1. Dieser Überexpression wird eine entscheidende Rolle in 

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

assoziiert.
50,54,55

  

1.2.3. Sézary Syndrom 

Diese generalisierte, reife T-Zell Neoplasie ist eine leukämische Form des Kutanen T-Zell 

Lymphoms (L-CTCL) und macht etwa 5% der kutanen T-Zell Lymphome aus.
50,56

 Die 

Erkrankung geht mit diffuser Erythrodermie sowie der Ausbreitung von neoplastischen T-Zellen 

im Blut und der Besiedlung von Lymphknoten einher.
50,54,56

 Das Sézary Syndrom zeigt häufig 

multiple Resistenzen gegen gängige Therapeutika, das mediane Überleben liegt bei 3 Jahren.
57

 

Als Vorläuferzellen werden CD4 EP T-Zellen beschrieben.
54,56

 Die leukämische Komponente 

des Sézary Syndroms ist in Abgrenzung zu rein kutanen Lymphomen wie Mycosis fungoides 

besonders. Als Ursache für dieses abweichende Verhalten der neoplastischen T-Zellen wird die 

Expression von CD62L und dem Chemokinrezeptor CCR7 verantwortlich gemacht. Diese 

Moleküle erlauben die Migration in lymphatische Organe und bedingen so die Manifestation 

außerhalb der Haut.
56

 

1.2.4. T-Zell Akute Lymphoblastische Leukämie/Lymphom (T-ALL)  

Bei der T-ALL handelt es sich um die einzige unreife T-Zell Neoplasie. Typische klinische 

Manifestationen sind Ausbreitung im Knochenmark, Leukozytose, mediastinale Raumforderung 
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sowie ZNS Infiltration. Die T-ALL macht 15% der kindlichen akuten Leukämien sowie 25% der 

adulten akuten Leukämien aus, wobei männliche Patienten überwiegen.
50,58,59

 Die Erkrankung 

geht bei Kindern mit einer Überlebensrate von 70% und bei Erwachsenen mit einer 

Überlebensrate von etwa 50% einher und verläuft bei Kindern schwerer als die B-ALL.
50,60

  

Die neoplastischen T-Zellen sind typischerweise CD4/CD8 DP, wobei die Expression weiterer 

Marker zwischen verschiedenen Unterformen variiert. Dies ist abhängig davon, in welcher Phase 

der T-Zellentwicklung eine Entartung stattgefunden hat.
52,58

 Besonders unreife Formen der 

T-ALL zeigen noch Stammzellmarker wie CD34 oder Marker früher DN T-Zellen wie CD2. Die 

Positivität für CD1a kennzeichnet den kortikalen T-ALL Phänotyp und die Positivität für CD3 

auf der Zelloberfläche den reifsten T-ALL Phänotyp.
50

 Die reiferen T-ALL Formen werden auch 

als T-Zell Lymphoblastisches Lymphom (T-LBL)  beschrieben, da diese selten leukämisch sind, 

sondern vor allem durch mediastinale Tumore sowie den Befall extranodaler Organe wie Haut, 

Leber und Testes charakterisiert sind.
50,52,58

 Als Ursache für die Entstehung von T-ALL sind eine 

Reihe von Mechanismen beschrieben, wobei perinatale Charakterisierungsstudien nahe legen, 

dass der krankheitsauslösende Schaden erst nach der Geburt entsteht und mit einer Latenz von 

2.5 Jahren zum Ausbruch der Erkrankung führt.
61

 Einer der Mechanismen die zur Entstehung 

von T-ALL führen sind Translokationen wodurch Onkogene unter der Kontrolle von T-Zell 

spezifischen Verstärkern, wie zum Beispiel Genen der TZR-Familie, überexprimiert werden. 

Typische auf diese Weise involvierte Onkogene sind Mitglieder der Basic-Helix-Loop-Helix 

Familie von Transkriptionsfaktoren wie tal1/2 oder lyl1, LIM Only Domain Gene wie lmo1 und 

lmo2 oder weitere wohlbekannte Onkogene wie myb und myc.
52,60

 Neben diesen vielen 

unterschiedlichen Translokationen gibt es eine Veränderung die wesentlich gleichmäßiger 

auftritt und zwar Mutationen des Notch Signalwegs. Im Rahmen von Translokationen ist 

NOTCH1 sehr selten involviert, nur in ca. 1% der T-ALL Fälle zeigen sich solche 

Aberrationen.
59,60

 Mutationen, die zu einer Aktivierung von NOTCH1 führen, können jedoch in 

mehr als 50% der T-ALL Fälle nachgewiesen werden. Damit nimmt NOTCH1 eine zentrale 

Rolle in der Pathogenese dieser Erkrankung ein und ist deshalb zum Ziel von neuen 

experimentellen Behandlungsansätzen geworden.
4,62,63

 

1.3. Mechanismen der Entartung von T-Zellen  

1.3.1. notch1 als Onkogen in der Entwicklung von T-ALL  

Die Expression von NOTCH1 ist essentiell für die frühe T-Zellentwicklung. Eine durch 

Translokationen oder Mutationen erhöhte und ligandenunabhängige Expression von NOTCH1 
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ist jedoch mit der Entartung von T-Zellen zum Beispiel im Rahmen der T-ALL assoziiert. Einer 

der Mechanismen die zu erhöhter NOTCH1 Aktivität führen ist die chromosomale Translokation 

t(7;9)(q34;q34.3). Durch die Translokation von NOTCH1 in den b-TZR Lokus kommt es zur 

ligandenunabhängigen Überexpression des translokations-assoziierten NOTCH1 Homologes 

TAN1.
64

 Wesentlich häufiger sind allerdings Mutationen des Gens notch1. So kommen 

Mutationen der Heterodimerisations Domäne (HD) (Abbildung 3) in 40% der T-ALL Fälle vor. 

Durch diese Mutation wird die Verbindung zwischen dem intra- und extrazellulären Anteil von 

NOTCH1 gelockert, womit das eigentliche Signalmolekül NIZD leichter frei wird.
4
 In 15% der 

T-ALL Fälle liegen Mutationen in der PEST Domäne vor (Abbildung 4). Dieser Abschnitt des 

NOTCH1 Proteins mit charakteristischer P-E-S-T Aminosäuresequenz sichert die regelhafte 

Degradation des Proteins. Eine Mutation verhindert die Degradation und führt zu verlängerter 

Halbwertszeit sowie vermehrter Stabilität von NOTCH1.
4
 Mittels verschiedener Mausmodelle 

konnte ein kausaler Zusammenhang zwischen der Mutationen des notch1 Gens und der 

Entartung von T-Zellen gezeigt werden. So führt zum Beispiel die Expression des NOTCH1 

Translokationsproduktes TAN1 aus humaner T-ALL in Mäusen zur Ausbildung einer 

hämatologischen Neoplasie, die der humanen T-ALL sehr ähnlich ist.
65

 

 

Abbildung 4 Das NOTCH1 Protein Gezeigt ist das NOTCH1 Protein mit den in humaner T-ALL typischerweise 

von Mutationen betroffenen Bereichen. LNR=Lin-12/Notch Repeat; HD=Heterodimerisations Domäne; 

NRR=negative regulatorische Region: TM=Trans-Membran Domäne; RAM=RBP-Jkappa assoziiertes Modul; 

TAD=transaktivierende Domäne; PEST=Degron Domain mit spezifischer Aminosäuresequenz (P-E-S-T). 

 

Typische Charakteristika von unreifen T-Zellen, wie Proliferation und Selbsterneuerung, werden 

als Folge von Mutationen des notch1 Gens unkontrollierbar und somit zu Treibern der 

Entartung.
66,67

 Die Ligandenunabhängigkeit der NOTCH1 Expression erlaubt es zudem diesen 

T-Zellen die ligandenreiche Umgebung des Thymus zu verlassen und sich im Blut und 

lymphatischen Organen zu verbreiten.
29,66

 Der durch anhaltende NOTCH1 Aktivität ausgelöste 
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Abbruch der T-Zellentwicklung (s. 1.1.3) erklärt, warum Notch Mutationen vor allem in Fällen 

von unreifen T-Zell Neoplasien wie der T-ALL gefunden werden.  

Vermittelt werden die Effekte der NOTCH1 Aktivität durch eine Reihe von Zielgenen, auf die 

NOTCH1 als Transkriptionsfaktor wirkt (Abbildung 2). So wird während der T-Zellentwicklung 

durch NOTCH1 das Proto-Onkogen c-myc aktiviert. Im Rahmen pathologisch erhöhter 

NOTCH1 Aktivität verstärken sich NOTCH1 und c-MYC durch überlappende Zielgene in ihrer 

Wirkung gegenseitig und vermitteln gemeinsam ein starkes leukämisches Zellwachstum.
68

 Ein 

weiterer wichtiger Vermittler der NOTCH1 Aktivität ist der transkriptionale Repressor HES1, 

der in seiner physiologischen Funktion essentiell für die Festlegung des Zellschicksals während 

der T-Zellentwicklung ist. Ebenso bedeutsam ist HES1 jedoch auch in der Entstehung und 

Erhaltung NOTCH1-abhängiger T-ALL.
69

 Erhöhte NOTCH1 Aktivität ist zudem mit der 

erhöhten Aktivität von NF-kB assoziiert, wahrscheinlich vermittelt durch HES1, was das 

Überleben der T-Leukämiezellen unterstützt.
70,71

 Des Weiteren ist von der erhöhten NOTCH1 

Aktivität auch die Zellzyklusregulation betroffen. Durch die Induktion der Transkription des 

F-Box Proteins SKIP2 kommt es zur vermehrten Degradation der Zellzyklusinhibitoren p27
Kip1

 

und p21
Cip1

. Der Wegfall dieser Inhibition trägt zur beschleunigten Entstehung von T-ALL 

bei.
72,73

 

Zusammengenommen machen diese Effekte notch1 zu einem potenten Onkogen in der 

Entstehung von T-Zell Neoplasien. Zudem wird am Beispiel der Notch Mutationen sehr gut 

deutlich, wie nah die Mechanismen der physiologischen T-Zellentwicklung und die 

pathologische Leukämie Entwicklung beieinander liegen. Die von NOTCH1 vermittelten Effekte 

wie die Anregung der Proliferation und das Erhalten von Krebs-Stammzellen sind dabei nicht 

auf Tumore des lymphatischen Systems begrenzt. So werden Fehlregulationen des Notch 

Signalwegs zum Beispiel auch in Lungen- und Brustkrebs gefunden.
29

  

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

Der PI3K-Akt Signalweg und seine Stimulation durch TCL1 tragen entscheidend zur 

Aufrechterhaltung der Proliferation von unreifen T-Zellen im Rahmen der thymischen T-

Zellentwicklung bei. Jedoch ist TCL1 ähnlich wie NOTCH1 auch mit einer Reihe von 

Neoplasien assoziiert. Erstmalig beschrieben wurde TCL1 auf Grund seiner Beteiligung an einer 

häufigen Translokation in humanen T-Zell-Leukämien.
74

 Erkrankungen, die häufig eine 

Assoziation mit erhöhter TCL1-Expression zeigen, sind die T-PLL und die Chronisch 

Lymphozytische T-Zell-Leukämie (T-CLL) im Rahmen von Ataxia telangiectasia.
75

 In Patienten 

mit T-PLL kann die erhöhte TCL1-Expression vor allem auf strukturelle 
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Chromosomenaberrationen zurückgeführt werden. 80% der Patienten zeigen eine Inversion auf 

Chromosom 14 zwischen q11 und q32 und 10% zeigen die Translokation t(14;14)(q11;q32). 

Beide Aberrationen resultieren in der erhöhten Expression von TCL1.
50

 Ein kausaler 

Zusammenhang zwischen einer Überexpression von TCL1 und der Entstehung von T-Zell 

Neoplasien ließ sich bereits durch die schlechte Prognose TCL1-positiver Leukämie Patienten 

vermuten. Durch die kontrollierte Überexpression von TCL1 im Mausexperiment konnte dieser 

Zusammenhang bewiesen werden.
75

 Analog zur onkogenen Wirkung von NOTCH1 beruht die 

onkogene Wirkung von TCL1 auf der Überhöhung der im Rahmen der physiologischen T-

Zellentwicklung induzierten Effekte. So ist in der pathologischen Wirkung von TCL1 die Kinase 

AKT der wichtigste Effektor des TCL1 Signals. Die Überexpression von TCL1 führt über AKT 

zu einer Steigerung der Zellteilung und zu einer Verbesserung des Zellüberlebens.
39

 Vermutlich 

werden diese pathologischen Effekte über die typischen Mechanismen des Akt Signalwegs 

vermittelt (Abbildung 3).  

Die Überaktivierung des Akt Signalwegs kann auch unabhängig von TCL1 zur Entartung von 

T-Zellen führen. So zeigen bis zu 50% der Patienten mit T-ALL aktivierende Mutationen von 

PI3K oder AKT beziehungsweise hemmende Mutationen des AKT-Inhibitors PTEN.
76

 Diese 

Veränderungen, vor allem die PTEN Mutationen, sind therapeutisch bedeutsam, da sie mit 

Chemotherapieresistenz einhergehen.
76

 Ebenso kann die erhöhte Expression von TCL1 

unabhängig von der AKT-Aktivierung zur Entartung von Lymphozyten führen. Für die 

Chronisch Lymphozytische B-Zell-Leukämie konnte gezeigt werden, dass TCL1 über die 

Aktivierung von NF-kB und die Hemmung des proapoptotischen Faktors AP-1 zur Entartung der 

B-Zellen beiträgt.
77

 Den onkogenen Effekt von TCL1 in B-Zellen hat man sich in der 

Generierung von B-CLL Mausmodellen zu Nutze gemacht. Die B-Zell spezifische Expression 

von TCL1 unter dem Promoter Eµ führt zu einer murinen Leukämie, welche der humanen 

B-CLL sehr ähnlich ist.
78

  

Auch wenn die Mechanismen, welche den onkogenen Effekt von TCL1 vermitteln noch nicht im 

Detail geklärt sind, so macht besonders die Verwendung in Mausmodellen das onkogene 

Potential von TCL1 deutlich.  

1.3.3. Die Rolle der Mikroumgebung in der Entstehung von T-Zell Neoplasien 

Neben zellinternen Mediatoren, spielt bei hämatologischen Tumoren auch die Umgebung der 

malignen Zellen eine entscheidende Rolle im Prozess der malignen Transformation. Die 

Stimulation durch Zellen ihrer Mikroumgebung unterstützt maligne Lymphozyten sowohl im 

Prozess der Entartung als auch in der Aufrechterhaltung von Wachstum und Proliferation. 
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Zudem können durch die zelluläre Umgebung Resistenzen gegen Chemotherapie vermittelt 

werden.
79,80

 Besonders bedeutend sind dabei jene Orte, an denen im Rahmen der 

physiologischen Entwicklung Lymphozytenvorläufer und reife Lymphozyten zu Wachstum und 

Proliferation angeregt werden. So spielt die Interaktion von HSZ mit Osteoblasten im 

Knochenmark eine wichtige Rolle in der Entstehung von Leukämien.
79

 Des Weiteren ist die 

Interaktion von Lymphozyten mit mesenchymalen Stromazellen und lymphomassoziierten 

Makrophagen der SLOs bedeutend für die Entwicklung von Lymphomen.
80

 Für die T-ALL 

konnte gezeigt werden, dass besonders die Interaktion mit der Mikroumgebung der Milz wichtig 

für die Entstehung und Erhaltung von Malignität ist. Im Mausmodell zeigte sich bei Transfer von 

T-ALL Zellen in immunkompetente Empfängermäuse eine starke Migration maligner T-Zellen 

in die Milz.
81

 T-ALL Zellen konnten in der Milz zu einem früheren Zeitpunkt und in größeren 

Zahlen detektiert werden als zum Beispiel im Knochenmark. Dabei konnte gezeigt werden, dass 

Chemokinsignale die bevorzugte Besiedlung der Milz durch T-ALL Zellen bedingen. Auf Grund 

ihrer Positivität für CCR7 führte der hohe CCL19 Spiegel in der Milz zur verstärkten 

Einwanderung von T-ALL Zellen. Die Ko-Kultivierung mit Splenozyten verstärkte die 

Malignität von T-ALL Zellen und die Entfernung der Milz aus Mäusen mit T-ALL konnte ihr 

Überleben verlängern.
81

 Die Bedeutung der Mikroumgebung für T-ALL Zellen wird auch an 

einem anderen Beispiel deutlich. In einem T-ALL Mausmodell, welches das An- und Abschalten 

der Expression des AKT-Inhibitors PTEN erlaubt, konnte durch die Aktivierung von PTEN eine 

Reduktion des T-ALL Befalls von Darm und Leber erzielt werden. In Milz und Lymphknoten 

jedoch, war die T-ALL Population unverändert. Dies macht das Potential der Mikroumgebung 

von SLOs deutlich, das Überleben von T-ALL Zellen zu sichern.
82
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1.4. Fragestellung 

Trotz vieler Erkenntnisse zum Krankheitsverlauf und Entstehungsprozess von T-Zell-Leukämien 

sind diese im Vergleich zu anderen malignen Erkrankungen auf Grund der Seltenheit der T-Zell-

Leukämien noch relativ unvollständig untersucht. Die T-Zell-Leukämien bleiben damit, trotz 

ihres vergleichsweise seltenen Auftretens, besonders im Kindesalter lebensbedrohliche 

Erkrankungen mit schlechten Heilungschancen.  

In dieser Arbeit soll durch die Charakterisierung eines neuen Mausmodells einer T-Zell-

Leukämie ein Beitrag zum mechanistischen Verständnis der T-Zell-Leukämien geleistet werden. 

Möglicherweise ergeben sich durch ein besseres Verständnis des Entartungsprozesses neue 

Therapiemöglichkeiten, welche zur Besserung der Heilungschancen von Patienten mit T-

Zelleleukämien beitragen. Die Charakterisierung soll auf mehreren Ebenen stattfinden. Als erstes 

soll die Malignität der T-Leukämiezellen nachgewiesen werden und das Disseminationsmuster 

der T-Leukämiezellen in lymphatische und periphere Organe untersucht werden. Zusätzlich soll 

die Identität der T-Leukämiezellen mittels Durchflusszytometrie und qPCR Analyse näher 

bestimmt werden. Anschließend sollen grundlegendere Fragen wie der Ursprung der T-

Leukämiezellen und die Mechanismen ihrer malignen Transformation geklärt werden. Dafür 

sollen vergleichende qPCR Analysen sowie adoptive Transferversuche und Mutationsanalysen 

eingesetzt werden. Ergebnis dieser umfassenden Charakterisierung soll die Aufdeckung neuer 

Mechanismen der T-Zell Entartung sein. Abschließend ist die Ähnlichkeit der murinen T-

Leukämie mit humanen Leukämien zu diskutieren, da dies die Übertragung der hier gewonnen 

Erkenntnisse auf den Menschen ermöglichen würde. 
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2. Material und Methoden 

2.1. Material 

2.1.1. Chemikalien 

Becton Dickinson: 7-AAD, Kollagen IV 

Biotez: Primer Del1F ATG GTG GAA TGC CTA CTT TGT A; Primer Del1R CGT TTG GGT 

AGA AGA GAT GCT TTA C; Primer Del2F TTG CTC TGC CTA ACG CTG CT; Primer 

Del2R AGG GAG AAC TAC TGG CTC CTC AAA 

Calbiochem: Mowiol-488 

Fluka: Saponin 

Fermentas: MgCl 25mM 

Invitrogen: dNTPs 10mM 

Lonza: SeaKem Aggarose 

Merck: Kaliumhydrogencarbonat, Wasserstoffperoxid, Kaisers Glyceringelatine 

PAA: HEPES, Penicillin/Streptomycin 100x, RPMI 1640 mit L-Glutamin, Serum (Ratte, Maus, 

Hamster, Ziege, normales Kälberserum)  

C. Roth: Aceton, Ammoniumchlorid, Bovines Serumalbumin FraktionV, Dimethylformamid, 

Dinatriumhydrogenphosphat, EDTA-Dinatriumsalz-Dihydrat, Ethanol, Glycerin, Histofix (4 %-

ige säurefreie, phosphatgepufferte Formaldehydlösung), Natriumdihydrogenphosphat, 2-

Propanol, Toluol, Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan, Tween 20, Xylol, Ethidiumbromid 1% 

SAFC: L-Lysin 

Sigma-Aldrich: DABCO, DMSO, Fast Blue BB Salt, Glass Beads, Natriumperiodat, 

Paraformaldehyd, Succrose, Trypanblau-Lösung (0.4%), 

2.1.2. Puffer 

Auftaumedium: RPMI mit 10% FKS und 1% Pennicillin/Streptomycin  

Citratpuffer pH6: Lsg1 10.5g Citronensäure-Monohydrat auf 500ml H2O; Lsg2 29.53g Tri-Na-

citrat-Dihydrat auf 1L H2O; Für Gebrauch 27ml Lsg1 + 123ml Lsg2 +1350ml H2O 

Erythrozyten-Lyse-Puffer 10x: 1,67M NH4CL, 100mM KHCO3, 1mM EDTA 

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

Fixationspuffer: Phosphatpuffer mit 10mg PFA/ml, 2mg/ml NaIO4 und 0.1M L-Lysin 

PBS: 140 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 8.1 mM Na2HPO4, 1.5 mM 

Phosphatpuffer: 0.05M NA2HPO4, 0.05 M NaH2PO4, pH7.4  
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Tris-Puffer pH 7.6: 0.1mM Trisma Base 

TNT-Waschpuffer: 60.55g Trisma Base, 87.66g NaCl auf 1L H2O, pH auf 7.6 einstellen und 

500µl Tween 20 hinzufügen 

TAE-Puffer: 242g Trisma Base, 51.1ml Essigsäure, 10ml EDTA (pH8, 0.5M) zu 1L H20 

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

Proteinase K kurz vor Gebrauch hinzufügen 

2.1.3. Antikörper und Streptavidin -Konjugate 

Tabelle 1: Primärantikörper für Durchflusszytometrie 

Zielantigen Spezies Farbstoff Verdünnung Hersteller/ 

Klon 

CD-3 Hamster IgG PE,APC 

PB,FITC 

1:400 

1:200 

BioLegend 

145-2C11 

CD-4 Ratte IgG2b PE 

PerCP 

1:400 

1:200 

BioLegend 

GK1.5 

CD-5 Ratte IgG2a APC, PE 1:400 eBioscience, 

Biolegend 

53-7.3 

CD-8 Ratte IgG2a APC 

FITC, PB 

1:400 

1:200 

BioLegend 

5.3-6.7 

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 

PE 

1:200 

1:400 

BioLegend 

PC61 

CD-27 Hamster IgG APC 1:400 Biolegend 

LG.3A10 

CD-44 Ratte IgG2b PE 1:400 BioLegend 

IM7 

B220 (CD45) Ratte IgG2a FITC, PB 1:200 BioLegend 

RA3-6B2 

CD-45.2 Maus IgG2a 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 Ratte-IgG2b FITC 1:200 BioLegend 2B8 

CXCR 4 

 

 

Ratte IgG2b FITC  1:100 BD 

2B11/CXCR4 
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CXCR 5 Ratte IgG2a PE 1:100 BD 

2G8 

CCR 6 Ratte IgG2a PE 10µl/1x10
6 
Zellen R&D 

140706 

CCR 7 Ratte IgG2a biotinyliert  1:50 BioLegend 

4B12 

CCR 9 Hamster IgG FITC 1:100 BioLegend 

9B1 

CCR 10 

 

Ratte IgG2b  

 

APC 

 

10µl/1x10
5
 Zellen 

10µl/1x10
6
 Zellen 

LifeSpan 

BioScience/ 

R&D 

248918 

TCL1 human Maus IgG1 Biotinyliert 1:300 MBL 

27D6/20 

 

Tabelle 2: Primärantikörper für Immunhistologie 

Zielantigen Spezies Farbstoff Verdünnung Hersteller 

CD-3 Hamster IgG 

 

 

AF-488, PB 

 

 

1:100 

 

BioLegend 

145-2C11 

CD-11c Hamster IgG AF-488, AF-

647, PB 

1:100 BioLegend 

N418 

B220 (CD45) Ratte IgG2a PB, AF-488, 

BV-421 

biotinyliert 

1:100 BioLegend 

RA3-6B2 

 

CD-45.2 Maus IgG2a Biotinyliert 

AF-488 

1:50 

1.100 

BioLegend 

104 

gp38 Hamster IgG Ungekoppelt 1:100 eBioscience 

eBio8.11 

TCL1 human Maus IgG2b AF-647 1:200 BioLegend 

1-21 

Ki -67 Ratte IgG2a Ungekoppelt 1:100 Dako  

Tec3 

Gespaltenes 

NOTCH1 

Kaninchen IgG Ungekoppelt 1:100 Cell Signaling 

D3B8 

 

Tabelle 3: Isotypkontrollen 

Spezies Farbstoff Verdünnung Hersteller Klon  

Ratte IgG1 PE, FITC Entspricht der 

Verdünnung 

BioLegend RTK2071 

Ratte IgG2a Biotinyliert, 

FITC, PerCP 

APC, PE 

des Antikörpers BioLegend RTK2758 

Ratte IgG2b 

 

Biotinyliert, 

FITC, PE, APC 

 BioLegend RTK4530 

Maus IgG1 biotinyliert  BioLegend MOPC-21 

Maus IgG2a APC  BioLegend MOPC-173 
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Hamster IgG PE, FITC, APC 

PerCP 

 BioLegend HTK888 

Normal goat IgG ungekoppelt  Santa Cruz Sc- 2028 

 

Tabelle 4: Sekundärantikörper  

Reaktivität  Spezies Farbstoff/Enzym Verdünnung Hersteller 

Hamster Ziege AF568 1:200 BioLegend 

Kaninchen Ziege biotinyliert 1:100 Jackson Immuno 

Ratte Ziege Biotinyliert 1:100 Jackson Immuno 

 

Streptavidin-Konjugate 

¶ SA-PE; Verdünnung 1:300; BioLegend 

¶ SA-PerCP; Verdünnung 1:300; BioLegend 

¶ SA-AF568; Verdünnung 1:200; invitrogen  

¶ SA-Peroxidase; Verdünnung 1:200; Jackson Immuno 

2.1.4. Rekombinante Proteine  

Finnzymes: Phusion Hot Start Polymerase 

New England Biolabs: LongAmp Taq-Polymerase 

PeproTech: SDF1, CCL21 

2.1.5. Kits  

Agilent: RNA 6000 Nano Kit 

Becton-Dickinson: TCR Vb Screening Panel 

Dako Cytomation: AEC Substrate Chromogen, Biotin Blocking Solution, REAL Haematoxilin  

Invitrogen: LIVE/DEAD® Fixable Aqua Dead Cell Stain Kit; FIX & PERM® Cell Fixation & 

Cell Permeabilization Kit, Superscript III First-Strand Synthesis SuperMix for qRT-PCR 

Qiagen: RNeasy Mini Kit, DNase, RT
2
 First Strand Kit, RT

2
 SYBR Green Fluor Mastermix, RT

2
 

Profiler PCR Array: Mouse T-Helper Cell Differentiation (PAMM-503Z), Mouse PI3K-Akt 

Signaling Pathway (PAMM-058ZA), Mouse Notch Signaling Pathway (PAMM-059ZA) 

Thermo Scientific: GeneRuler 1kb DNA Ladder, Phusion HF Polymerase + 5x HF Buffer 

2.1.6. Geräte und Verbrauchsmaterialien  

Agilent: Bioanalyzer 2100 

BDK Luft- und Reinraumtechnik GmbH: Reinluftbank für die Zellkultur 
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Becton-Dickinson: Durchflusszytometer (BD FACS-Canto II), BD FACS Flow, 5 ml Polystyrol-

Rundboden-Röhrchen, 100µm Zellfilter, Zell-Sorter BD FACSAria I-III  

Beem: Omni Perfect Dampfkochtopf 

Biorad: iCycler IQ5 

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

Eppendorf: Combitips, 1.5ml, 2ml Reagenzgefäße, Heizblock, Mastercycler pro S 

Gilson: Pipetman Pipetten 1000µl, 200µl, 20µl, 2µl 

Greiner bio one: Zellkulturschalen, 15ml und 50 ml Röhrchen, Plastikpasteurpipetten 

Hybaid: Elektrophorese Kammern 

Innovatis: CASY® cell counter TTC, CASY ton 

Integra biosciences: Pipetboy acu 

IKA: MS3 Vortexer 

LO-Laboroptik GmbH: Neubauer-Zählkammer (0,1 mm Tiefe) 

Leica: Mikroskop DM IL und DM LS2 

McCormick scientific: Einbettkasetten, Paraplast zur Paraffineinbettung 

Mettler-Toledo: Analytische Feinwaage, pH-Meter 

Microm International: HM560 Kryostat, HM355s Microtom, EC350-1/-2 Paraffineinbettstation, 

HMS740 Färbeautomat, CTM6 Eindeckelautomat 

MJ Research: PTC-200 Peltier Thermal Cycler 

Nunc: 96-well Mikrotiterplatte  

PeqLab: NanoDrop 1000 

Pharmacia Biotech: EPS 600 Electrophoresis Power Supply 

Rainin: Pipet-Lite 1000µl, 200µl, 20µl, 2µl, Mehrkanalpipetten 200µl, 20µl 

Richard-Allan Scientific: Cytoseal XYL 

C. Roth: Deckgläser, Glaspasteurpipetten 

Sakura: Tissue-Tek®, Cryomold Einbettförmchen 

Sarstedt: Cryotubes Einfriergefäße 

Schneider: Chirurgische Instrumente 

Schott: Bechergläser, Erlenmeyerkolben, Glasflaschen, sonstige Glasgeräte 

Starlab: RepeatOne® Dispenser, 0,2ml 12-Strip-PCR Reaktionsgefäße 

Syngene: GeneGenius Bio Imaging System 

Thermo-Scientific: Nalgene® Mr. Frosty freezing container, IEC MicroMax Tischzentrifuge, 

Menzel-Gläser SuperFrost plus, Heraeus Multifuge 4KR, Inkubator 

Carl Zeiss: Axiovision Z2 Mikrsokop, ApoTome.2, AxioCam MRm/MRc5, HXP120c  



Material & Methoden  

 

20 

2.1.7. Software 

Adobe: Illustrator CS3, Photoshop CS3 

Agilent: 2100 Expert Software 

Becton Dickinson: FACS Diva 

BioRad: IQ5 Optical System Software 

FlowJo: FlowJo Version 9.4.10 

Graphpad Software, Inc.: Prism 4.0c 

SABioscience: RT
2
 Profiler PCR Array Data Analysis Version 3.5 

Syngene: Gene Snap 

Zeiss: Axio Vision Release 4.8.2 

2.2. Zellbiologische Methoden 

2.2.1. Isolierung von Lymphozyten 

Die Isolierung beginnt mit der Präparation der zu untersuchenden 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 (50µm 

Filter) und zentrifugiert (8min bei 1200rpm). Bis zu 1ml Blut wurde aus dem Herzen der Maus 

mit einer 25G Kanüle entnommen und in 50µl Heparin übertragen. Bei den Milz- und 

Blutproben schloss sich eine Erythrozytenlyse an (5ml hypotoner Lysepuffer für 5min). Nach 

dem Abstoppen der Lyse mit 10ml FACS-Puffer und anschließender Zentrifugation, konnten die 

Zellen für Experimente verwendet werden. Für die Gewinnung von Zellen aus dem 

Knochenmark wurden zuerst die Oberschenkelknochen aus den Hinterläufen freipräpariert. 

Anschließend wurde das Mark dann mit 10ml RPMI + 10%FKS aus dem Knochen gespült. Nach 

einem Wasch- und Filterschritt konnten diese Zellen analysiert werden. 

2.2.2. Zählen der Zellen 

Mit dem CASY® cell counter: 5µl Zellsuspension wurden in 10ml CASYton (1:2000) gelöst 

und am Gerät ausgezählt. 

Mit der Neubauerzählkammer: Zuerst wurde die Zellsuspension verdünnt, z.B. 5µl in 45µl 

Medium (1:10). Anschließend wurden 15µl mit 15µl Trypan-Blau vermengt und in der Kammer 

ausgezählt. Zellzahl/ml= gezählte Zellen x 10000 x 2 x Verdünnung 
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2.2.3. Zellen einfrieren und auftauen 

Zur Langzeitkonservierung wurden je ca. 1x10
8
 Zellen in Einfriermedium (1ml pures FKS mit 

10%DMSO) überführt und in einem Tank mit flüssigem Stickstoff gelagert. Bei Bedarf wurden 

die Zellen in einem Wasserbad (37°C) aufgetaut, in 5ml 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 Antikörpern, welche populationsspezifische Antigene erkennen. An die Antikörper 

gekoppelte fluoreszierende Farbstoffe werden durch Laser angeregt und durch Photodetektoren 

registriert. Dies ermöglicht das Zuordnen der Zellen zu diskreten Populationen. 

Durchführung: Zu Beginn wurden 1x10
6
 Zellen pro Ansatz auf eine Mikrotiterplatte überführt. 

Nach zweimaligem Waschen mit FACS-Puffer (3min bei 1200rpm zentrifugieren, Überstand 

abkippen) wurden die Zellen mit 50µl FACS-Puffer resuspendiert. Anschließend erfolgte das 

Blocken der Fc-Rezeptoren mit CD16/32 (Einsatz 1:100) bzw. Serum 5% für 15min bei 

Raumtemperatur. Darauf folgte die Inkubation (20-30min) mit dem entsprechenden Antikörper 

bei 4°C. Bei Antikörpern, die nicht direkt an einen Farbstoff gekoppelt sind, folgte nach 

zweimaligem Waschen ein weiterer Inkubationsschritt mit einem Sekundärantikörper bzw. bei 

biotinylierten Antikörpern mit einem Streptavidin. Nach zwei letzten Waschschritten wurde die 

Zellsuspension in 200µl FACS-Puffer am FACS-CANTO II (BD) gemessen. 

Intrazelluläre Färbung: Zur Detektierung intrazellulärer Antigene (TCL1), wurden die Zellen 

nach der Färbung der Oberflächenantigene mit dem FIX & PERM® Kit von Invitrogen 

aufgebrochen und fixiert. Zudem wurde das LIVE/DEAD® Kit von Invitrogen zum Anfärben 

der bereits toten Zellen verwendet. Alternativ wurden die Zellen mit 4%PFA für 10min fixiert, 

ohne eine anschließende Färbung toter Zellen. 

2.2.5. Fluoreszenz gestütztes Zellsortieren (FACS) 

Das FACS basiert im Wesentlichen auf der Technologie des Durchflusszytometers. Zusätzlich 

zur Erkennung verschiedener markierter Zellen erlaubt dieses Gerät jedoch die Sortierung der 

einzelnen Populationen zur weiteren Verwendung. Dies geschieht durch elektrische Aufladung 

einzelner Tropfen der Zellsuspension und der anschließenden Ablenkung der geladenen Tropfen 

in ein Auffanggefäß.  

Durchführung: 1x10
8
 Zellen wurden in 5ml FACS-Puffer gefärbt, wobei die Antikörper 1.5x 

stärker verdünnt wurden (Inkubation 20min 4°C) als bei der regulären Durchflusszytometrie. 
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Nach dem Färben erfolgte die Zugabe von 45ml FACS-Puffer sowie im Anschluss eine 

Zentrifugation bei 1200rpm für 10min. Danach wurden die gefärbten Zellpopulationen am BD 

FACS Aria getrennt und in 15ml Röhrchen mit 1ml FKS aufgefangen. Die Reinheit der 

sortierten Populationen betrug stets >95%. 

2.2.6. Chemotaxis Assay 

Das Chemotaxis Assay dient dem Funktionalitätsnachweis von Chemokinrezeptoren. Dazu 

wurden die Filter (Porengröße 5µm) einer 24-Well Transwell-Platte am Vortag mit Kollagen IV 

(20µg/ml) beschichtet. Am Tag darauf wurden die Böden der Platte mit Chemokin + Medium 

oder nur mit Medium gefüllt. Anschließend wurden die, zuvor mit 1x10
6
 Zellen bestückten, 

Filter eingesetzt (T-Zellen isoliert aus immundefizienten Mäusen s. 2.3.3.). Nach einer 

vierstündigen Inkubationsphase (37°C) wurde die Zahl der Zellen bestimmt, welche durch den 

Filter hindurch gewandert waren. Für jedes Chemokin wurden jeweils drei Löcher 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% L-Glutamin, 1% Penicillin/Streptomycin, 1% BSA 

(40mg), 25mM Hepes (1ml 1M) 

2.3. Tierexperimentelle Methoden 

2.3.1. Mäuse 

Der transgene Mausstamm Eɛ-Tcl1
78
 wurde ¿ber 10 Generationen in den  C57.BL/6 Hintergrund 

innerhalb der Tiereinrichtung des Max Delbr¿ck Zentrums f¿r Molekulare Medizin, Berlin 

zurückgekreuzt. Eɛ-Tcl1/BCR
HEL

  Mäuse wurden  durch Kreuzung der Eɛ-Tcl1 Maus mit dem 

transgenen BCR
HEL

 Mausstamm (Jackson Laboratories, Bar Harbor, ME; USA) am MDC 

generiert. plt/plt Mäuse, Rag2
-/-,

 C57Bl/6 Ly5.1 und C57Bl/6 Ly5.2  Mäuse stammen ebenfalls 

aus der Zucht am MDC.  Alle Tiere wurden entsprechend nationaler Richtlinien gehalten und 

Tiertötungen und Versuche waren vom Landesamt für Gesundheit und Soziales (Berlin) (G 

0373/13; G 0052/12) genehmigt. 

2.3.2. Retrobulbäre Blutentnahme 

Die retrobulbäre Blutentnahme stellt eine Möglichkeit dar, Informationen über den Zustand von 

Mäusen zu gewinnen ohne diese abtöten zu müssen. Dabei wird eine feine Glaskapillare unter 

Drehbewegung bis zum retrobulbären Venengeflecht vorgeschoben. Dieses wird dann punktiert 
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und das Blut anschließend in einem 1.5ml Eppendorfgefäß mit 50µl EDTA vermischt. Danach 

wurde das Blut für durchflusszytometrische Analysen verwendet. 

2.3.3. Langzeit T-Leukämiezell Transfer 

Zur Expandierung des Primärmaterials wurden 4-6 x 10
6
 maligne T-Zellen aus erkrankten 

Eµ-Tcl1/BCR
HEL

 Mäusen i.v. in immundefiziente Rag-/- Mäuse transferiert. Neunzehn bis 23 

Tage nach Transfer wurden die stark vergrößerten lymphatischen Organe der Empfängertiere 

aufgearbeitet und die T-Leukämiezellen (> 90% aller Lymphozyten / lymphatischem Organ) 

eingefroren. Das maligne Potential und die Wachstumskinetik der in Rag2
-/-

 Mäusen 

expandierten Leukämiezellen wurde durch adoptiven Transfer von 5-10 x 10
6
  Leukämiezellen 

in immunkompetenten C57Bl/6 Ly5.2 oder immunkompetenten kongenen C57Bl/6 Ly5.2 

Mäusen untersucht. Im Durchschnitt erkrankten die immunkompetenten Empfängertiere zwei bis 

drei Wochen nach adoptivem Tumorzell-Transfer an einer Leukämie. Zu diesem Zeitpunkt 

wurden die erkrankten Empfängertiere getötet und die T-Leukämiezellen aus den stark 

vergrößerten lymphatischen Organen der isoliert und für weiterführende Experimente, z.B. 

Migrationsexperimente und RNA-Analysen, verwendet. 

2.3.4. Migrationsexperimente 

Zur Analyse des Migrationsverhaltens der T-Leukämiezellen wurden maligne T-Zellen 

aufgetaut, gewaschen und in 100 ml PBS aufgenommen. Anschließend erfolgte die Injektion der 

malignen T-Zellen (8x10
7
/100µl PBS i.v.) in BL6 Ly5.1 Mäuse. Nach 1 Tag und 4 Tagen bzw. 1 

Tag, 4 Tagen und 8 Tagen wurden die Tiere abgetötet und die Lokalisation der T-

Leukämiezellen in Milz und Lymphknoten mittels Immunhistologie bestimmt. Um die 

Abhängigkeit des Migrationsverhaltens von Chemokinsignalen zu zeigen, wurden zudem T-

Leukämiezellen in plt/plt Mäuse injiziert (1x10
7
 i.v.). Die Aufarbeitung der Tiere erfolgte 8 Tage 

bzw. 10 Tage nach dem adoptiven Transfer. 

2.3.5. Kompetitiver Transfer von DP und EP T-Leukämiezellen 

Das proliferative Potential von EP und DP T-Leukämiezellen wurde durch den adoptiven und 

kompetitiven Transfer dieser Zellen getestet. Aufgetaute maligne T-Zellen von Klon 3 (Tab. 5) 

wurden für CD4 und CD8 gefärbt, was die anschließende Trennung der CD4/8 DP und CD4 EP 

Population im Zellsortierer ermöglichte. Maligne T-Zellen der beiden Population wurden 

getrennt bzw. 1:1 gemischt in BL6/Ly5.1 Mäuse injiziert (3x10
6
/100µl PBS Zellen 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 abgetötet. 
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2.4. Histologische Methoden 

2.4.1. Gefrierschnitte 

Organe einbetten: Nach der Präparation des Versuchstiers wurden die Organe in Cryomold-

Förmchen mit Tissue-Tek® eingebettet. Die Förmchen wurden zum Einfrieren auf Trockeneis 

gelegt und nach dem Abschluss des Gefrierprozesses in einen -80°C-Tiefkühler überführt. 

PFA Fixierung: Für bestimmte Färbungen (v.a. TCL1) wurden die Organe vor dem Einbetten 

fixiert. Dafür wurden die Organe je nach Größe für 8-12 Stunden in Fixationspuffer überführt. 

Anschließend wurden die Organe drei Mal für 1 Stunde in Phosphatpuffer gewaschen und 

danach in einer 30%-Succroselösung 4h dehydriert. 

Schnitte anfertigen: Am Kryostat HM560 wurden 6µm dünne Schnitte produziert und auf 

Superfrost-plus Gläser gezogen. Diese wurden für 1 Stunde bei Raumtemperatur getrocknet und 

dann nach 10min Acetonfixierung bei -20°C (entfällt bei PFA-fixierten Schnitten) entweder bei -

80°C eingefroren, oder direkt zum Färben verwendet. 

Schnitte färben: Zuerst wurden die Schnitte 20min in PBS rehydriert. Darauf folgten 30min 

Inkubation mit Block-Lösung (5% Serum aus der Spezies des Primär-AK bzw. des Sekundär-AK 

wenn verwendet). Anschließend wurde für 1 Stunde mit der Antikörperlösung inkubiert 

(Fluoreszierende Antikörper vor Gebrauch 5min bei 13.000 x g zentrifugiert). Nach viermaligem 

Waschen mit PBS folgte, wenn nötig, der nächste Färbeschritt, z.B. mit Sekundärantikörpern, 

oder die Eindeckelung mit DABCO-Mowiol. 

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 24h-48h in 4% PFA fixiert. Darauf 

folgte die Entwässerung in einer aufsteigenden Alkoholreihe. Anschließend wurden die Organe 

in Paraffin eingebettet, wozu die Organe für 12 Stunden, 4 Stunden und nochmals 4 Stunden in 

60°C-warmem Paraffin inkubiert wurden. Nach dem letzten Paraffinwechsel wurden die Organe 

mit Paraffin in Metallförmchen ausgegossen und bei Raumtemperatur ausgehärtet. 

Schnitte anfertigen: Nach dem Ablösen der Paraffinblöcke wurden am HM355s Mikrotom 6µm 

dünne Schnitte angefertigt und auf Objektträger übertragen. Anschließend wurden diese auf 

einer 37°C warmen Wärmeplatte getrocknet und mindestens 1 Stunde bei 60°C inkubiert. 

HE Färbung: Die Hämatoxilin & Eosin Färbung wurde mit Hilfe eines Färbeautomaten 

durchgeführt. Die Färbung verlief wie folgt: Xylol 3x 3min, 100% Ethanol 2x2min, 95% Ethanol 

1x2min, 80% Ethanol 1x2min, 5min H2O spülen, Hematoxilin 7min, H2O spülen 20min, 95% 
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Ethanol 1min, Eosin 2min, 100% Ethanol 4x1min, Xylol 3x2min. Die Objektträger wurden nach 

Abschluss der Färbung an einem weiteren Automaten mit Cytoseal XYL eingedeckelt. 

Immunhistochemie: Im ersten Schritt wurden die Präparate entparaffiniert (20min Xylol) und 

rehydriert (5min 2xAceton:1xTris-Puffer pH7.6; 5min 1xAceton:2xTris-Puffer pH7.6). 

Anschließend erfolgte die Antigendemaskierung in einem Schnellkochtopf mit kochendem 

Citratpuffer (pH6). Darauf folgten verschiedene Blockierungsschritte: Endogener Peroxidase 

Block (5min 3%H2O2), Avidin-Biotin Block (5min Streptavidin, 5min Biotin), Serum Block 

(TNT-Puffer mit 5% Serum aus der Spezies des Sekundärantikörpers). Anschließend wurde über 

Nacht bei 4°C mit dem Primärantikörper inkubiert. Am nächsten Tag folgten weitere 

Inkubationsschritte mit den entsprechenden Sekundärantikörpern oder Streptavidinen (je 

1 Stunde). Zuletzt wurden die Schnitte mit AEC Chromogen (Peroxidase gekoppelter AK), Fast-

Blue Entwicklungspuffer (Alkalische Phosphatase gekoppelte AK) oder REAL Hämatoxilin 

gefärbt und mit Kaisers Glyceringelantine eingedeckelt.  

2.5. Molekularbiologische Methoden 

2.5.1. Isolation von RNA 

Für die RNA-Isolation wurden sortierte DP T-Leukämiezellen nach Passage durch BL6 Ly5.1 

Mäuse sowie DP Thymozyten von Wildtyp (wt) Mäusen verwendet. Nach der erfolgreichen 

Zellsortierung wurden 1 x 10
7
 Zellen für 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 Säule, welche das 

Auswaschen jeglicher Verunreinigungen ermöglicht.  

Vor der Auftragung auf die Membran wurden die Proben zur Denaturierung und Verringerung 

der DNA Kontamination mit b-Mercaptoethanol und RLT-Puffer behandelt. Durch Hinzufügen 

von Ethanol wurde die RNA spezifisch an die Membran gebunden. Nach mehreren 

Waschschritten folgten 15min Inkubation mit DNase (Qiagen). Nach weiterem Waschen konnte 

die RNA in 30µl H20 eluiert werden. 

2.5.2. Isolation genomischer DNA 

Für die DNA Isolierung wurden ebenfalls sortierte T-Leukämiezellen bzw. Thymozyten 

verwendet. Zwischen 1x10
7
 und 3x10

7
 Zellen wurden in 500µl Zell-Lyse-Puffer aufgenommen 

und über Nacht (12-18h) bei 55°C inkubiert. Am Folgetag wurde nach Zentrifugation bei 

13000rpm für 10min die wässrige Phase abgenommen. Durch Hinzufügen eines gleichen 

Volumenanteils Isopropanol wurde die DNA ausgefällt um anschließend 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 mit H2O durch Inkubation bei 55°C 

für 30-60min. 

2.5.3. Quantifizierung von DNA und RNA sowie Messung der Qualität 

Die Quantifizierung der gewonnen DNA und RNA erfolgte am NanoDrop Spectrophotometer. 

Anschließend wurde die Qualität der RNA mittels Chip-basierter Gelelektrophorese bestimmt. 

Das allgemeine Prinzip gleicht der konventionellen Gelelektrophorese. Der Hauptunterschied 

besteht im hohen Grad der Miniaturisierung. Zur Durchführung wurden die RNA-Proben für 

2min bei 70°C denaturiert und mit dem Agilent RNA 6000 Nano Kit gemessen (Protokoll siehe 

Hersteller). Die Qualität der RNA wird an Hand der RIN (RNA Integrity Number von 1-10) 

ausgedrückt, welche auf einem Algorithmus beruht, in den verschiedene Parameter aus der 

elektrophoretischen Messung eingehen. Für die qPCR wurden nur Proben mit RIN > 8 

eingesetzt. 

2.5.4. Reverse Transcriptase-Polymerase Ketten Reaktion (RT-PCR) 

Um die RNA für qPCR Arrays einsetzen zu können, musste zunächst die Umschreibung der 

RNA durch Reverse Transkriptasen in cDNA erfolgen. Dies geschah mit Hilfe des RT
2
-First 

Strand Kits von Qiagen (Protokoll siehe Hersteller), wobei von jeder Probe die gleiche Menge 

RNA eingesetzt wurde (1µg). 

2.5.5. Polymerase Ketten Reaktion zum Nachweis von notch1 Deletionen 

Der Nachweis von Typ 1 und Typ 2 Deletionen erfolgte mittels PCR. Die Primer zum Nachweis 

der Deletionen wurden bereits in anderen Publikationen beschrieben: Del1F und Del1R von 

Aster et al. sowie Del2F und Del2R von Zhang et al.
83,84

 Beide Primerpaare rahmen jeweils 

einen häufig deletierten Bereich des notch1 Gens ein. Mittels PCR wurden diese Bereiche 

amplifiziert. Hatte keine Deletion stattgefunden, so zeigte die anschließende Gelelektrophorese 

ein ca. 12kb bzw. 5kb langes Transkript. Hatte eine Deletion stattgefunden, so würde die 

Auftrennung nur ein Transkript von 300bp bis 400bp Länge ergeben.  

Der Nachweis von Deletion 1 wurde auf genomischer DNA Ebene geführt. Die 25µl 

Reaktionsvolumen setzten sich aus 15.6µl H2O, 5µl Puffer (aus Polymerase Kit), 0.75µl DMSO, 

0.75µldNTPs, 0.2µl Del1F, 0.2µl Del1R, 0.5µl MgCl, 1µl Polymerase. Als Polymerase wurde 

die LongAmp Taq-Polymerase von NEB verwendet.  

Der Ablauf der PCR war wie folgt: 
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1. 94°C für 30s 

2. 94°C für 30s 

3. 62°C für 1min 

4. 65°C für 11min 

5. 65°C für 10min 

Der Nachweis für Deletion 2 wurde auf cDNA Ebene geführt, um die Transkriptlänge zu 

reduzieren. Die PCR wurde in einem Reaktionsvolumen von 50µl durchgeführt. Dieses setzte 

sich wie folgt zusammen: 34,5µl H2O, 10µl 5x HF Puffer, 1µl dNTP (10mM), 1µl von PrimerA 

und PrimerB (50mM), 0.5µl Polymerase, 2µl DNA/cDNA (ca.200ng). Der Ablauf der PCR war 

wie folgt:  

1. 98°C für 30s 

2. 98°C für 10s 

3. 57.5°C für 30s                         

4. 72°C für 5min bzw. 2:30min 

5. 72°C für 10min 

Der Nachweis der PCR Produkte erfolgte mittels Gelelektrophorese bei 100V in einem 0.8% 

Aggarose Gel mit TAE Laufpuffer. Als Laufmarker für die DNA wurde Orange G verwendet. 

Zur Visualisierung der Banden wurden zu 150ml Gel 10µl Ethidiumbromid zugefügt. Zum 

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

2.5.6. Quantitative Real Time PCR (qPCR) 

Die qPCR ist eine Methode, welche mit Hilfe von interkalierenden Fluoreszensfarbstoffen die 

DNA während der PCR quantifizierbar macht. Durch den Vergleich mit stabil exprimierten 

House-Keeping-Gen (HKG) Kontrollen kann eine Aussage über die Expression von Zielgenen 

getroffen werden. Die qPCR Analyse wurde mit 96 well RT
2
-Profiler PCR Arrays von Qiagen 

nach den Angaben des Herstellers durchgeführt. In 84 Wells der Array Platten befinden sich 

spezifische Primer für je eine cDNA, sodass nur diese amplifiziert wird. Mittels der proportional 

zur cDNA Menge steigenden Fluoreszenz wird für jedes Gen der Zeitpunkt ermittelt, zu dem 

eine fixe cDNA Menge erreicht wurde (CT-Wert). Die Differenz dieses Wertes zu dem der 

HKG-Kontrolle dient als MaÇ f¿r die relative Expression des Zielgens (æCT). Weitere 

mathematische Analysen nach der ææCT Methode erleichtern die Interpretation der Daten. Die 

mathematische Analyse wurde mit Excel und der Internetversion des RT
2
 Profiler PCR Array 

Data Analysis Programms von SABioscience durchgeführt. 

35 Zyklen 

35 Zyklen 
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3. Ergebnisse 

3.1. Die Eµ-Tcl1/BCR
HEL

 Maus 

3.1.1. Die Eµ-Tcl1/BCR
HEL

 Maus zeigt keine BCR
HEL

 positive B-Zell-Leukämie 

In der Arbeitsgruppe konnte kürzlich im Eµ-Tcl1 Mausmodell für Chronisch Lymphatische 

B-Zell-Leukämie (B-CLL) eine Assoziation von malignen B-Zellen mit Stromazellen der B-Zell 

Zone, vornehmlich Follikuläre Dendritische Zellen (FDZ), gezeigt werden. B-Leukämiezellen, 

die zu dieser Assoziation fähig waren, zeigten einen Proliferationsvorteil gegenüber 

B-Leukämiezellen, welche durch Knock-Out des Chemokinrezeptors 5 (CXCR5) an der 

Einwanderung in den B-Zellfollikel gehindert wurden.
85

 Eine mögliche Erklärung für den 

Wachstumsvorteil, welchen die B-Leukämiezellen durch ihre Assoziation mit Stromazellen 

erhalten, ist die Stimulation des B-Zell Rezeptors (BCR) durch Antigenpräsentation. Um die 

Rolle von Antigenpräsentation im Entartungsprozess zu untersuchen, wurde die Eµ-Tcl1 Maus 

(Abbildung 5A) mit der BCR
HEL

 Maus (Abbildung 5B) gekreuzt. Die BCR
HEL

 Maus weist zum 

Großteil B-Zellen auf, deren BCRs gegen Hen Egg Lysozyme (HEL) gerichtet sind. Im 

Eµ-Tcl1/BCR
HEL

 Mausstamm könnte dadurch die Antigenexposition von malignen B-Zellen 

gezielt gesteuert werden. Aufgrund des tcl1 Onkogen-Konstrukts in den doppelt transgenen 

Eµ-Tcl1/BCR
HEL

 Mäusen ließ sich, ähnlich dem Eµ-Tcl1 Mausstamm, eine hohe Inzidenz von 

B-Zell-Leukämien erwarten. Zunächst sollte die Inzidenz von B-Zell-Leukämien im 

Eµ-Tcl1/BCR
HEL

 Mausstamm ohne die zusätzliche Stimulation mit HEL ermittelt werden. 

Anschließend sollte dann geprüft werden, welche Veränderung die Stimulation mit HEL bewirkt. 

Sowohl ohne als auch mit Stimulation durch das HEL Antigen konnte keine Entwicklung von 

BCR
HEL

 positiver B-CLL beobachtet werden.
85

 Die Frequenz von B-Zell-Leukämien war 

insgesamt erniedrigt und verzögert, wobei alle in den Eµ-Tcl1/BCR
HEL

 Mäusen letztendlich 

entstandenen B-Zell-Leukämien BCR
HEL

 negativ waren und dem B-CLL Phänotyp des Eµ-Tcl1 

Mausstamm glichen. Offensichtlich war die Stimulation der malignen B-Zellen über einen auf 

ein einziges Antigen restringierten BCR nicht ausreichend, um eine Entartung der B-Zellen zu 

ermöglichen.
85

 Interessanterweise zeigte sich im Eµ-Tcl1/BCR
HEL

 Mausstamm stattdessen eine 

erhöhte Frequenz von Tieren mit einer überdurchschnittlichen Proliferation von T-Zellen, was 

auf das Vorliegen einer T-Zell Leukämie hindeutete. 
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3.1.2. Eµ-Tcl1/BCR
HEL

 Mäuse zeigen eine malignitätsverdächtige T-Zell Proliferation  

Die malignitätsverdächtige T-Zell Proliferation in den lymphatischen Organen der transgenen  

Eµ-Tcl1/BCR
HEL

 Tiere wurde per durchflusszytometrischer Analyse näher untersucht. Von 23 an 

einer Leukämie erkrankten Eµ-Tcl1/BCR
HEL

 Mäusen konnten 7 Mäuse identifiziert werden, in 

denen die Lymphozytenpopulation fast ausschließlich aus CD5
+
 T-Zellen bestand (Tabelle 5). 

Diese T-Zellproliferation zeigte sich ebenfalls in den Lymphknoten sowie im peripheren Blut 

und in der Haut (s. 3.9.2) der betroffenen Tiere. Bei dieser, die B-Zellpopulation verdrängenden, 

T-Zell Proliferation handelt es sich wahrscheinlich um Fälle von T-Zell-Leukämie.  

 

Abbildung 5 Die Eµ-Tcl1/BCR
HEL

 Maus entsteht aus der Kreuzung der Eµ-Tcl1 Maus mit der BCR
HEL

 Maus. In 

A) und B) sind die Genkonstrukte der Eµ-Tcl1 und der BCR
HEL

 Maus gezeigt. Die Eµ-Tcl1/BCR
HEL

 Maus zeigte 

eine erhöhte Inzidenz einer T-Zell Proliferation in Milz und Lymphknoten im Vergleich zum Eµ-Tcl1 Mausstamm.  

 

Im weiteren Verlauf wurden diese Fälle von T-Zell Proliferation im Hinblick auf ihre Malignität 

und ihren Immunphänotyp charakterisiert. Zudem sollte durch Transferexperimente und 

molekularbiologische Analysen ein Einblick in den Entstehungsprozess dieser T-Zell 

Proliferation gewonnen werden. 
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Möglicherweise kann durch die Charakterisierung dieser T-Zell Proliferation geklärt werden, 

warum sie im Eµ-Tcl1/BCR
HEL

 Mausstamm gehäuft auftritt und ob dieses gehäufte Auftreten in 

kausalem Zusammenhang mit der reduzierten Frequenz von B-Zell-Leukämien steht.
85

  

Tabelle 5 Eµ-Tcl1/BCR
HEL

 Mäuse mit T-Zell Proliferation. Prozentangaben entsprechen dem 

Anteil an den Lymphozyten der Milz 

Klon Alter in 

Tagen 

T-Zellen  

(CD5
+
) 

B-Leukämiezellen 

(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 im Eµ-Tcl1/BCR
HEL

 Mausstamm ist maligne 

3.2.1. Malignitätsverdächtige T-Zellen sind zur Proliferation in immunkompetenten 

Mäusen fähig 

Zunächst sollte mittels Transferexperimenten geklärt werden, ob es sich bei der T-Zell 

Proliferation im Eµ-Tcl1/BCR
HEL

 Stamm um einen malignen Prozess oder eine benigne 

Expansion handelte. Dazu wurden aus transgenen Mäusen mit T-Zell Proliferation Splenozyten 

isoliert und zunächst 2 Klone, zur Vermehrung des Probenmaterials, in immundefizienten 

Mäusen expandiert. Über 90% der Lymphozytenpopulation in den Milzen der Empfängertiere 

bestand nach einem Zeitraum von 2-3 Wochen aus T-Zellen. Da es sich bei den Empfängertieren 

jedoch um immundefiziente Mäuse handelte, konnte mit dieser Expansion die Malignität der T-

Zellen noch nicht eindeutig bewiesen werden. 

In einem zweiten Experiment wurden expandierte T-Zellen aus immundefizienten Mäusen 

isoliert und in immunkompetente Mäuse injiziert. Sowohl für Klon 1 als auch für Klon 2 konnte 

eine Expansion in kongenen C57Bl/6 (B6) Ly5.1 Mäusen gezeigt werden. Nach 27 Tagen 

konnten beim Transfer von Klon 1 in Blut, Knochenmark, Milz und Lymphknoten über 90% T-

Zellen nachgewiesen werden (Abbildung 6). Dass es sich hierbei um eine Expansion der 
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injizierten Zellen handelte, konnte über deren Ly5.2 Positivität sowie über den CD4/8 doppelt 

positiven Phänotyp (DP), welcher für die T-Leukämiezellen charakteristisch ist (s. 3.4.1), gezeigt 

werden. Die Fähigkeit dieser T-Zellen zur Expansion in immunkompetenten Mäusen beweist 

ihre Malignität. Bei den T-Zellexpansionen der Eµ-Tcl1/BCR
HEL

 Mäuse handelt es sich um eine 

T-Zell-Leukämie.  

 

Abbildung 6 Expansion von CD4/CD8 DP T-Leukämiezellen in B6 Mäusen 1.4x10
7
 T-Zellen von Klon 1 

wurden nach der Expansion in immundefizienten Mäusen in n=3 immunkompetente B6 Ly5.1 Mäuse transferiert (8 

Wochen alt). Die Dotplots zeigen die durchflusszytometrische Analyse des Tumorgehalts in mehreren Organen. Die 

Lymphozytenpopulation besteht fast ausschließlich aus T-Zellen. Die T-Zellen zeigen zum Großteil den für die T-

Leukämiezellen charakteristischen CD4/CD8 DP Phänotyp (s. 3.4.1).  

 

Für Klon 1 wurde in einem weiteren Transferexperiment der Tumorgehalt an mehreren Tagen 

bestimmt um eine Übersicht über den Krankheitsverlauf zu gewinnen. Dazu wurden 1,2x10
7
 

T-Leukämiezellen von Klon 1 aus immundefizienten Mäusen in immunkompetente B6 Mäuse 

injiziert. Es zeigte sich eine Expansion der T-Leukämiezellen in SLOs. Besonders rasch verlief 

die Expansion in der Milz. Bereits nach 12 Tagen machten T-Leukämiezellen 76% der 

Splenozyten aus. In den Lymphknoten verlief die Expansion langsamer. Der Anteil der T-




























































































































