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1 Einleitung

Periphere T-Zell Lymphome (peripheral T-cell lymphoma, PTCL) oder auch reife T-Zell
Lymphome (mature T-cell lyphoma, MTCL) stellen eine heterogene und seltene Form der
Non-Hodgkin Lymphome beim Menschen dar. Mittlerweile wurde eine Vielzahl an
Onkogenen identifiziert, die in direktem Zusammenhang mit der Entstehung von reifen T-Zell
Lymphomen stehen. Jedoch treten MTCLs wesentlich seltener auf als die unreifen T-Zell
Leukdamien. Dies konnte darauf zurlick zu flhren sein, dass reife T-Zellen strengen
homoostatischen Mechanismen unterstehen, wie dem klonalen Konkurrenz-Modell. Als Teil
der normalen T-Zell Homoostase trdgt das klonale Konkurrenz-Modell dazu bei, die
Diversitat des T-Zell-Repertoires aufrecht zu erhalten. Nach diesem Modell konkurrieren
verschiedene T-Zell Klone um sp-MHCs (selbst Peptid-Haupthistokompatibilitatskomplex), so
genannte stimulatorische Nischen. Dies fiihrt dazu, dass T-Zellen in Abhangigkeit ihres T-Zell
Rezeptors (T-cell receptor, TCR) unterschiedliche stimulatorische Nischen besetzen und die
Diversitat des T-Zell Pools sowie die Polyklonalitdt der T-Zellen aufrechterhalten bleibt. Die
klonale Konkurrenz scheint ebenso einen entscheidenden Einfluss auf die Lymphomagenese
von reifen T-Zellen zu nehmen. So zeigte eine Studie, dass polyklonale reife T-Zellen resistent
sind gegenliber der Transformation durch T-Zell Onkogene. Hierzu wurden reife T-Zellen mit
bekannten T-Zell Onkogenen transduziert und anschlieend in lymphopenische Mause
transplantiert. Auch nach einer Beobachtungszeit von (ber 500 Tagen bildeten die
Empféngertiere keine Tumore aus (1). In einer weiteren Studie zeigte die retrovirale
Transduktion von Onkogenen in T-Zellen mit monoklonalem TCR, wie OT1- oder P14- Zellen,
eine Transformation der reifen T-Zellen. Alle lymphopenischen Empfangertiere erkrankten
nach spezifischen Latenzzeiten an Lymphomen (2). Dies zeigt, dass reife T-Zellen nicht per se
eine  Transformationsresistenz  gegeniiber  T-Zell-Onkogenen aufweisen, jedoch
moglicherweise eine polyklone T-Zell-Population aufgrund ihrer TCR-Diversitdt und der
damit verbunden klonalen Konkurrenz, das Auswachsen eines pra-malignen Klons
unterdricken kann. So kénnen T-Zellen mit einem monoklonalen TCR, welche keine TCR-
Diversitat aufweisen und somit keiner klonalen Konkurrenz unterstehen, ungehindert

auswachsen.



Eines der verwendeten T-Zell Onkogene dieser Studien ist das Onkogen NPM-ALK
(Fusionsonkogen bestehend aus Nucleophosmin und der anaplastischen Lymphomkinase)
NPM-ALK entsteht beim Menschen aufgrund einer Chromosomentranslokation, Chromosom
2 und Chromosom 5 betreffend und ist in (ber 80% der ALK" ALCL (anaplastische
Lyphomkinase positives anaplastisches grofRzelliges Lymphom) Falle nachweisbar. Das
Modell des retroviralen Gentransfers von NPM-ALK in TCR-monoklonale T-Zellen mit
anschlieBender Transplantation in lymphopenische Empfiangertiere hat sich als ein
vielversprechendes Mausmodell fiir das Studium der Pathogenese des ALK" ALCL erwiesen.
Allerdings war das Onkogen NPM-ALK Uber den gesamten Versuchsaufbau von 24 Wochen,
nach intrazelluldarer Antikdrperfarbung und anschliefender Durchslusszytometrie, nicht im
Blut nachweisbar. Auch bei der Untersuchung der Organe der transplantierten Mause vor
Ausbildung klinisch manifester Tumore, war das Onkogen nach intrazellularer
Antikorperfarbung in der FACS-Analyse (Fluorescence-activated Cell Sorting, deut.
Durchflusszytometrie) nicht detektierbar (nicht veréffentlichte Ergebnisse der AG Newrzela,
Frankfurt).

Um die Lymphomagenese des ALK* ALCLs in Bezug auf die Populationsdynamiken genauer zu
betrachten, wurde das bereits beschriebene Mausmodell modifiziert. Hierzu wurde in die
bislang verwendeten gammaretroviralen Vektoren das Gen der Firefly-Luciferase kloniert.
Das Substrat Luciferin wird durch das Enzym Luciferase unter Abspaltung von Energie
umgesetzt. Die hierbei entstehende biolumineszente Strahlung kann durch spezielle
bildgebende Verfahren in-vivo analysiert werden. Nach retroviralem Gentransfer in TCR-
monoklonale OT1-Zellen konnte somit mittels Biolumineszenzbildgebung das
Repopulierungsverhalten der modifizierten OT1-Zellen in lymphopenischen Mausen verfolgt
werden. Die mit dem Kontrollgen (T-Sapphire mit Luciferase) transduzierten OT1-Zellen
repopulierten in den lymphopenischen Empfangertieren und waren lber dem gesamten
Versuchsverlauf in der Biolumineszenzmessung zu detektieren. Im Gegensatz zu den mit
dem Kontrollgen transplantierten Mausen konnten die Onkogen (NPM-ALK mit Luciferase)
transduzierten T-Zellen in-vivo in der biolumineszenten Bildgebung bis zur Entstehung der
Lymphome nahezu nicht nachgewiesen werden. Interessanterweise schienen die durch
NPM-ALK induzierten Lymphome in den Empfangertieren ihren Ursprung im poplitealen

Lymphknoten zu nehmen.



Ziel der vorliegenden Dissertation war es, verschiedene NPM-ALK-transduzierte TCR-
monoklonale T-Zell-Populationen (OT1 und P14) auf mogliche TCR-abhdngige
Verteilungsmuster in den Empfangertieren in der In-vivo-Biolumineszenzbildgebung zu
untersuchen. Aufgrund dieser In-vivo-Untersuchungen sollten Rickschliisse gezogen
werden, ob maligne entartete T-Zellen mit unterschiedlichem TCR zum klonalen Auswachsen
auf verschiedene lymphatische Regionen angewiesen sind, bzw. angewiesen sind auf die
Interaktion mit ihrem exklusiven sp-MHC (stimulatorische Nische). Da es bisher im
Mausmodellen nicht moglich war NPM-ALK mittels intrazellularer Farbung mit
anschlieRender FACS-Analyse im Blut oder in den Organen - vor Ausbildung manifester
Tumore - nachzuweisen, wurde zusatzlich in-vitro der Effekt von NPM-ALK auf eine IL2

(Interleukin2) abhangige zytotoxische T-Zelllinie (cytotoxic T-cell line 2, CTLL2) untersucht.

Fir die In-vivo-Versuche wurden OT1- und P14-T-Zellen aus OT1- und P1l4-transgenen
Mausen isoliert. Die isolierten TCR-monoklonalen T-Zellen wurden mittels retroviralem
Gentransfer mit dem Onkogenvektor, NPM-ALK gekoppelt an Luciferase, oder dem
Kontrollvektor, T-Sapphire gekoppelt an Luciferase, transduziert. Im Anschluss wurden die
genmodifizierten T-Zellen in Recombination-activation gene 1 (Ragl)-defiziente
Empfangermause transplantiert. Die Empfangertiere wurden bis zur Entstehung von klinisch
manifesten Lymphomen einer wochentlichen Biolumineszenzmessung unterzogen. Klinisch
erkrankte Tiere wurden euthanasiert und die NPM-ALK-induzierten Tumore wurden mittels
Durchflusszytometrie auf die Expression von NPM-ALK und spezifische Marker des ALK"
ALCLs, wie ICOS (inducible T-cell Co-Stimulator) und CD30 (Cluster of differentation),

untersucht. Die ermittelten Biolumineszenzdaten wurden ausgewertet und auf mogliche TCR

abhangige Verteilungsmuster im Kérper der Empfangertiere untersucht.

Fir die in-vitro-Untersuchungen wurde NPM-ALK an GFP (griin fluoreszierendes Protein)
gekoppelt in CTLL2 transduziert. Als Kontrollzellen agierten CTLL2, die nur mit GFP
transduziert waren. Die genmodifizierten Zellen wurden systematisch mittels
Antikorperfarbung und anschlieBender FACS-Analyse auf ihren Phanotypen sowie den
Phosphorylierungsstatus spezifischer Schliisselproteine, wie STAT3 (signal transducer and
activator of transcription 3), analysiert. Ebenfalls wurde die Apoptoserate frisch

transduzierter CTLL2 mittels FACS-Analyse ermittelt.



2 Literaturiibersicht

2.1 T-Lymphozyten

T-Lymphozyten gehoéren zum spezifischen Immunsystem. Sie exprimieren CD3 (Cluster of
differentation) und besitzen einen membranstdndigen T-Zell Rezeptor (TCR). Dieser setzt
sich in etwa 95% der zirkulierenden T-Zellen aus einer a- und B-Kette (TCRap) zusammen.
Nur die Minderheit der T-Zellen zeigt die Expression eines TCRyd (3). T-Lymphozyten sind
nicht in der Lage, freie Antigene oder auch Selbstpeptide zu erkennen. Hierzu missen diese
durch antigenprasentierende Zellen (APC), gebunden an Haupthistokompatibilitaitskomplexe
(MHC) prasentiert werden (4). Nur dann wird die T-Zelle aktiviert und kann ihre Funktion
ausfiihren. Der Begriff der T-Zelle bezieht sich im nachfolgenden auf T-Zellen mit einem

TCRaf, auf welchen der Schwerpunkt in dieser Arbeit liegt.

2.1.1 T-Zell Entwicklung und Selektionsmechanismen

Lymphoide Vorldufer-Zellen (common lymphoid progenitor, CLP) entstehen wahrend der
Fetalzeit im Knochenmark (KM). Sie wandern (iber den Blutweg in den Thymus ein und
entwickeln sich dort Gber mehrere Entwicklungsschritte zu reifen T-Zellen (5). Die in den
Thymus eingewanderten T-Zellvorldufer zeigen keine Expression von CD4 und CD8. Sie
werden als doppelt negative Thymozyten (DN) bezeichnet. Die DN-Thymozyten durchlaufen
vier Entwicklungsstufen, welche bestimmt werden durch die Expression von CD44 und CD25:
DN1 (CD44", CD25), DN2 (CD44", CD25"), DN3 (CD44", CD25%) und DN4 (CD44", CD25) (6). Ab
dem DN2-Stadium kommt es zur Entwicklung des TCRs. Zunachst wird durch die Aktivitat der
Rekombinasen Ragl (Recombination-activation gene 1) und Rag2 das Gen fiir den TCRpB
rearrangiert (7-9). Der prd-TCRa, der erstmals im DN3-Stadium exprimiert wird, bildet
gemeinsam mit der TCRB-Kette den pra-TCRap. Dieser pra-TCRaf bildet an der
Zelloberflache einen Komplex mit CD3/ (10,11).

Die Ausbildung des pra-TCR ist ein wichtiger Schritt in der Entwicklung der T-Zellen, nur
Zellen, welche einen pra-TCR ausgebildet haben erreichen das Stadium DN4 (12). Diese
Zellen beginnen die Co-Rezeptoren CD4 und CD8 zu exprimieren und rearrangieren die Gene
fir den TCRa (13). Man spricht von doppelt positiven Thymozyten (DP). DP-Thymozyten
durchlaufen im Thymus die sogeannte zentrale Selektion oder zentrale Toleranz. Hierbei
werden drei verschiedene Selektionsmechanismen unterschieden, welche abhangig sind von

der Affinitat des TCRs an Selbstpeptid-MHCs (sp-MHCs) zu binden. Kann der TCR einer Zelle
4



nicht oder nur unzureichend sp-MHC-Molekile binden, bekommt die Zelle kein
Uberlebenssignal und geht in Apoptose (Tod durch Vernachlissigung) oder den Zustand der
Anergie Uber (14). Zellen deren TCR eine besonders starke Bindung mit sp-MHCs eingehen,
kénnten selbstreaktive T-Zellen werden. Auch diese Zellen gehen in Apoptose, sie werden
negativ selektiert (15-17). Nur T-Zellen, die sp-MHCs erkennen und nicht zu stark binden,
bekommen ein Uberlebenssignal. Sie werden positiv selektiert, reifen zu einfach positiven
(EP) CD4 oder CD8 T-Zellen heran und verlassen den Thymus tber Blut- und LymphgefiRe in
die Peripherie (5).

Nachdem die einfach positiven T-Zellen den Thymus in die Peripherie verlassen haben,
unterstehen sie weiteren Selektionsvorgdangen, da nicht alle Selbstpeptide im Thymus
exprimiert werden (18). Dieser Vorgang wird als periphere Selektion oder auch periphere
Toleranz bezeichnet. In der peripheren Toleranz unterscheidet man den Zustand der Anergie
und der Deletion. T-Zellen gehen in den Zustand der Anergie liber, wenn ihnen ein sp-MHC
prasentiert wird ohne Co-Stimulation (siehe Kapitel 2.1.3.2). Diese Zellen leben zwar weiter
kénnen jedoch auch nach einem weiteren Kontakt mit sp-MHCs oder einem Fremdantigens
nicht wieder aktiviert werden. Die Deletion flhrt zur Apoptose von T-Zellen und tritt auf bei
einem fortwahrenden Kontakt mit einem sp-MHC oder einem Fremdantigen. Die Apoptose

wird eingeleitet durch den CD95-Rezeptor (siehe Kapitel 2.1.4) (19,20).
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Abbildung 1 T-Zell-Entwicklung im Thymus

Die im Knochenmark entstandene CLPs wandern (ber den Blutweg in den Thymus ein und
entwickeln sich Uber vier doppeltnegative (CD4/CD8) Thymozytenstadien (DN1-4) zu
doppeltpositiven (CD4/CD8*) Thymozyten. Die doppeltpositiven (DP) Thymozyten besitzen einen
vollstdndig rearrangierten TCR. Bevor diese DP Thymozyten den Thymus als einfach positive T-Zellen
verlassen, durchlaufen sie Selektionsprozesse, die abhangig sind von der Affinitat des TCRs an sp-
MHCs zu binden. Zellen, welche nicht oder nur unzureichend an sp-MHC binden, bekommen kein
Uberlebenssignal und gehen in Apoptose (Tod durch Vernachlissigung). Eine zu starke Affinitit an
sp-MHC fuhrt ebenfalls zur Apoptose der Zelle (negativ Selektion), da diese Zellen sich zu
autoreaktiven T-Zellen entwickeln kénnten. Nur Zellen, die restringiert an sp-MHC binden, werden
positiv selektiert und verlassen den Thymus als einfach positive CD4 oder CD8 T-Zellen. Abbildung

modifiziert nach Kruse A.(21)

2.1.2 T-Helferzellen, zytotoxische T-Zellen und ihre Untergruppen

Die im Thymus, auf MHC | und MHC Il selektieren EP-Zellen, verlassen nach ihrer
Entwicklung den Thymus als naive T-Zellen. Sie werden nun aufgrund ihres Phanotyps
eingeteilt in CD4-positive T-Helferzellen und CD8-positive zytotoxische T-Zellen und
zirkulieren zwischen den sekundaren lymphatischen Organen auf der Suche nach Antigenen
(22). Die Erkennung eines Antigens kann nur erfolgen, wenn dieses in einem MHC-
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Antigenkomplex prasentiert wird. Hierbei werden zwei Klassen von MHC-Molekilen
unterschieden. Das MHC Klasse | Molekil wird von allen kernhaltigen Zellen exprimiert und
wird von CD8"-Zellen erkannt. Im Gegenzug prasentierten MHC-Klasse Il Molekiile Antigene,
welche an CD4"-Zellen erkannt werden. Die Expression von MHC Klasse Il findet nur auf
spezialisierten antigenprasentierenden Zellen (APC) statt. Hierzu zédhlen z.B. B-Lymphozyten,
Makrophagen und dendritische Zellen (18-20) .

In Folge der Prasentation eines Fremdantigens kommt es zur klonalen Expansion der T-Zellen
und zur Differenzierung in Effektor T-Zellen. Zu diesem Zeitpunkt kénnen Effektorzellen,
sowohl T-Helferzellen (Th) als auch die zytotoxischen T-Zellen (cytotoxic t-cell, CTL), in
nahezu alle Gewebe migrieren. Die Migration der Effektorzellen soll sicherstellen, dass
moglichst alle z.B. von Erreger infizierten Zellen vernichtet werden (21, 22) . Hierzu
produzieren CTLs z.B. die zytotoxischen Proteine Granzym und Perforin, welche zum Zelltod
ihrer Zielzellen fiihren (28). Effektor Th-Zellen hingegen produzieren Zytokine und zeigen
sich als heterogene Gruppe, die aufgrund ihres Zytokinmusters unterteilt werden in Th1,
Th2, Th9, Th17, Tfh (follikuldrer Th) und Treg (regulatorische Th-Zelle) (29,30). Durch die
Freisetzung der Zytokine aktivieren die Th-Zellen weitere Immunzellen, die zur Eliminierung
des Pathogens/Fremdantigens beitragen. Charakteristische fiir Thl ist die Sekretion von
Interferon-gamma (IFN-y), Tumor Nekrose Faktor alpha (TNF) und IL2. Sie sind beteiligt an
der zellvermittelten Immunantwort und aktivieren weitere T-Zellen und Makrophagen
(31,32). Th2 hingegen zeigen die Sekretion von IL4, IL5, IL9, IL10 und IL13, welche die B-Zell-
und Antikérperproduktion anregen (33). Th2 nehmen somit direkten Einfluss auf die
humorale Immunantwort (32). Das Zytokinmuster der Th9 wird dominiert durch die
Produktion von IL9, wohingegen Thl7 vor allem IL17 produzieren und Granulozyten
aktivieren. Die CD25 und Forkhead box P3 (FOXP3) exprimierenden Tregs unterdriicken die
Aktivierung von T-Zellen und APCs (31,34,35)

Nach vollstiandiger Vernichtung des Antigens gehen etwa 95% der Effektor T-Zellen in
Apoptose und nur ein Teil der Zellen Uberlebt als T-Gedéachtniszellen (36). Aufgrund der
Expression von Homingmarker-Molekiilen werden zwei Arten von T-Gedachtniszellen
unterschieden. Zentrale T-Gedichtniszellen (Tcw) sind CD62L" (L-Selektin) und CCR7" positiv.
Sie sind in sekundaren lymphatischen Organen wie Lymphknoten und der Milz zu finden. Sie
produzieren IL2 und proliferieren stetig. Effektor-T-Gedéachtniszellen (Tgv) sind negativ fir

diese beiden Homingmarker-Molekiile und vor allem im peripheren nicht-lymphatischen
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Gewebe anzutreffen. Sie proliferieren deutlich weniger als die Ty und produzieren

Effektorzytokine wie IL4 und IL5 (26,27,37).
2.1.3 T-Zell Rezeptor

2.1.3.1 Aufbau des T-Zell Rezeptors

Wie in Kapitel 2.1.1 bereits beschrieben entsteht der TCR wahrend der T-Zell-Entwicklung im
Thymus. Er besteht aus zwei Transmembranproteinen, der a- und B-Kette, die Uber eine
Disulfidbriicke miteinander verbunden sind (Abbildung 2) (38). Die Spezifitdt des TCRs nur
bestimmte, an MHC gekoppelte Antigene binden zu kénnen, entsteht durch die sogenannte
V(D)) Rekombination wahrend der Entwicklung des TCRs. Im Zuge dieser Rekombination

kommt es zum Rearrangement der TCR Genabschnitte V, D und J (39).

TCR

A B

a-Kette B-Kette a-Kette  B-Kette

variable
Region V

CD3 CD3
L konstante
Region C
el
| i | — Gelenk H

Transmembran-
region

S~

Disulfidbriicke Zytoplasmatischer
Schwanz

Abbildung 2 Aufbau des TCRs und des TCR-Komplexes

A. Die a- und B-Kette des TCRs bestehen jeweils aus einer konstanten Domane C und einer variablen
Domaéne V. Die a- und B-Kette des TCRs ist liber eine Disulfidbriicke miteinander verbunden. B. Der
von den T-Zellen exprimierte TCR-Komplex besteht aus der a- und B-Kette des TCRs, sowie den CD3
Untereinheiten CD3ey, CD3e6 und dem intrazytoplasmatischen CD3{{ Homodimer. Abbildungen
modifiziert nach Murphy (40)

Die V(D)J-Rekombination hat das Potential tiber 10*® verschiedene TCRs beim Menschen und

mehr als 10" TCRs bei der Maus zu generieren (41). Nach Abschluss des Rearrangements

8



besteht der extrazelluldre Anteil der a- und B-Kette jeweils aus einer variablen Domane (V)
und einer konstanten Doméne (C) (Abbildung 2A). Im variablen Bereich befindet sich die
Antigenbindestelle (complementarity determining regions /CDRs). Um Signale ins Zellinnere
weiterleiten zu konnen bildet der TCR einen Komplex mit Signalproteinen. Dieser TCR-
Komplex besteht somit neben der a- und B-Kette des TCRs zusatzlich aus den CD3
Untereinheiten, CD3egy, CD3eb, sowie einem intrazytoplasmatischen CD3{{ Homodimer,
welche als Signalproteine agieren (Abbildung 2B) [31, 32]. Innerhalb der zytoplasmatischen
Domaéne der CD3-Untereinheiten und den intrazytoplasmatischen -Ketten befinden sich
Immunrezeptor-Tyrosin-Aktivierungs-Motive (ITAMs), die eine wichtige Rolle bei der

Aktivierung naiver T-Zellen spielen (siehe Kapitel 2.1.3.2) (44).

2.1.3.2 Aktivierung naiver T-Zellen und intrazellulére Signalkaskaden

Die Aktivierung naiver T-Zellen (Abbildung 3) setzt zwei Signale durch antigenprasentierende
Zellen (APCs) voraus. Das erste Signal ist die Interaktion eines Antigens in Form eines MHC-
Antigenkomplexes mit dem TCR. Der Co-Rezeptor, CD4 oder CDS8, stabilisiert diese
Interaktion, indem er an sein spezifisches MHC-Molekiil bindet. Wahrend CD4" Zellen MHC-
Klasse Il binden, interagieren CD8" Zellen mit MHC-Klasse I.

Das zweite Signal entsteht durch die Bindung des T-Zell standigen CD28-positiven Co-
Rezeptors (45). Bei den Liganden fiir den CD28 Co-Rezeptor handelt es sich um die Proteine
CD80 oder CD86, welche von den APCs exprimiert werden (46). Fehlt eines der beiden
Signale, wird die T-Zelle nicht aktiviert, sie geht in Apoptose oder in den Zustand der Anergie
(41). Erhélt die naive T-Zelle beide Signale, wird sie aktiviert und transkribiert Gene, welche
beteiligt sind an Differenzierung, Proliferation und der Produktion von Zytokinen. Infolge der
Interaktion des MHC-Antigenkomplexes mit dem TCR kommt es zur Aktivierung der Proto-
Onkogen Proteintyrosinkinasen Src (Src), lymphozytenspezifische Proteintyrosinkinase (Lck)
und Proto-Onkogen Proteintyrosinkinase FYN (Fyn). Diese Kinasen phosphorylieren die
ITAMs in den CD3-Untereinheiten g, y, 6 und { des TCR-Komplexes (47).

Die Phosphorylierung der ITAMs fiihrt zur Aktivierung der T-Zell spezifischen Tyrosinkinase
Zeta Kette der TCR assoziierten Proteinkinase 70kDa (ZAP-70). Die ZAP-70-Substrate,
Leukozyten Protein von 76 kDa (SLP-76) und Verkniipfer zur Aktivierung von T-Zellen (LAT)
sind Adaptermolekiile, die nach ihrer Phosphorylierung einen membranstandigen Komplex

mit weiteren Adaptermolekdlen bilden.



Phospholipase-y (PLCy) liegt phosphoryliert in diesem Adaptermolekilkomplexe vor und
fihrt Gber seine enzymatische Aktivitdat zur Bildung von Inositol-triphosphat (IPs) und
Diacylglycerol (DAG) aus membrangebundenem Phosphatidylinositol-bisphosphat (PtdInsP,)
[24-25](50).

Von hier an werden drei Hauptsignalwege unterschieden. DAG aktiviert iber RasGrp den
Mitogen-aktivierten Protein-Kinase (MAPK)-Signalweg und tiber PKCO den Protein-Kinase C-
(PKC) Signalweg, wahrend IP3 den Calcium-Calcineurin-Weg aktiviert (Abbildung 3)

Die MAPK-Signalkaskade verlauft Gber die Aktivierung von Ras, durch die Bindung von DAG
an RasGrp (51). Am Ende der MAPK-Signalkaskade werden die extrazelluldren
signalregulierenden Kinasen (ERK) 1 und 2 aktiviert. ERK1 und ERK2 gehoren zur Familie der
MAPK-Kinasen und fiihren durch ihre Aktivitat zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors AP-
1, bestehend aus Jun und Fos (52).

Der zweite durch TCR-Stimulierung aktivierte Signalweg, PKC-Weg oder auch NF-kB
Signalweg, bildet tber die Aktivitdat von PKCO einen trimolekularen Komplex, bestehend aus
CARMA1, dem Adapterprotein Bcl10 und MALT1. Degradierung dieses CBM-Komplexes fiihrt
zur Aktivierung von IKK, woraufhin IkB phosphoryliert wird (53). Die phosphorylierte Form
von IkB aktiviert NF-kB (54,55). Die Aktivierung von NF-kB allein iber den TCR ist jedoch zu
schwach fir eine Translokation der Transkriptionsfaktoren von NF-kB in den Zellkern. Das
Signal muss Uber die Ligation des Co-Rezeptors CD28 und der dadurch entstehenden
PIK3/AKT-Signalkaskade verstiarkt werden (56). Die Signalkaskade verlduft Gber
Phosphoinositid-3-Kinase (PIK3) zu PDK1 und schliefRlich zur Protein Kinase B (AKT) (57). AKT
phosphoryliert IKK und greift somit direkt in den NF-kB Signalweg ein. (58). Durch die
Interaktion von AKT mit weiteren Zielproteinen, wie Forkhead-Box-Protein (Foxo) oder Ziel
des Rapamycins im Sdugetier (mTOR), regt AKT das Zellwachstum an und wirkt anti-
apoptotisch [49, 50].

Der dritte Hauptweg zur Aktivierung von naiven T-Zellen, der Calcium-Calcineurin-Weg, wird
gesteuert durch die Freisetzung von Calcium aus dem endoplasmatischen Retikulum (ER),
vermittelt durch IP3 (61). Freigesetztes Calcium aktiviert Calcineurin, eine Calcium-
Calmodulin abhdngige Phosphatase, welche den Nuklearfaktor aktivierter T-Zellen (NFAT)
dephosphoryliert. Daraufhin kann NFAT in den Zellkern eindringen und dort mit einer Reihe

weiterer Transkriptionsfaktoren interagieren (43).
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Abbildung 3 TCR-Signalwege

Die Bindung eines MHC-Antigenkomplexes an den TCR fiihrt zur Freisetzung von Lck. Lck aktiviert
die T-Zell spezifische Tyrosinkinase ZAP-70. Das ZAP-70-Substrat LAT bildet mit weiteren
Adaptermolekiilen einen membranstandigen Molekilkomplex aus, woraufhin PLCy aktiviert wird.
Die Aktivitdt von PLCy induziert die Bildung von DAG und IP;aus PtdinsP,. DAG und IP;flihren zur
Aktivierung wichtiger Signalwege, wie dem MAPK-Signalweg, NF-kB-Signalweg und dem Calcium-
Calcineurin-Weg. Gleichzeitig wird durch die Bindung des Co-Rezeptors CD28 die PIK3/AKT
Signalkaskade aktiviert, die Gber die Phosphorylierung von IKK durch AKT den NF-kB-Signalweg
verstarkt. Schlieflich fiihren alle Signalkaskaden zur Aktivierung von Transkriptionsfaktoren. Nach
Translokation der Transkriptionsfaktoren in den Zellkern transkribieren sie Gene fiir Proliferation,

Differenzierung und die Produktion von Zytokinen. Abbildung modifiziert nach Hayashi, et al (62)
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2.14 T-Zell-Homoostase

Der Begriff der T-Zell-FHomdostase wird sowohl im Zusammenhang des Erhalts einer
konstanten T-Zell-Zahl, als auch fir die Aufrechterhaltung der T-Zell-Diversitdt in der
Peripherie verwendet (63,64). Die Homoostase ist gepragt aus einem Gleichgewicht von T-
Zell-Entwicklung, -Proliferation, -Uberleben, -Tod und der Differenzierung der T-Zellen (65).
Damit naive T-Zellen und Gedachtniszellen ohne Fremdantigenkontakt in der Peripherie
iberleben kénnen, benétigen sie Uberlebenssignale. Naive T-Zellen sind angewiesen auf die
Bindung des TCRs mit sp-MHC-Komplexen und der Interaktion mit dem Zytokin Interleukin 7
(IL7). Gedachtniszellen hingegen bendtigen wahrscheinlich nicht den Kontakt mit sp-MHC-
Komplexen um ein Uberlebenssignal zu erhalten, sind jedoch angewiesen auf die Interaktion
mit Interleukin 15 (IL15) (66).

Apoptotische Mechanismen sind ein wichtiger Aspekt in der Aufrechterhaltung der T-Zell
Homoostase. Nach Antigenkontakt einer naiven T-Zelle, kommt es zur massiven klonalen
Expansion der aktivierten T-Zelle. Im Anschluss an die Eliminierung des Antigens geht ein
Grolteil der reaktiven T-Zellen in Apoptose und nur ein geringer Anteil der Zellen Uberlebt
als Gedachtniszellen.

Die Induktion von Apoptose nach einer Immunantwort kann auf unterschiedlichen Wegen
erfolgen. Ein T-Zell-spezifischer Mechanismus verlauft (iber den Co-Rezeptor zytotoxisches T-
Lymphozyten-assoziiertes Protein 4 (CTLA4), welcher von aktivierten T-Zellen exprimiert
wird. Er kann ebenso wie der CD28 Co-Rezeptor die Liganden CD80 und CD86 binden. Durch
die Bindung der Liganden an CTLA4 kommt es zur Inhibition der Produktion von IL2 (67). Ein
weiterer Rezeptor, CD95 (Fas), welcher von aktivierten T-Zellen exprimiert wird, fihrt nach
Ligation mit FasL zum aktivierungsinduzierten T-Zelltod (AICD) (68). Neben diesen
rezeptorvermittelten Vorgangen entwickelt sich gegen Ende der Immunantwort ein pro-
apoptotisches Milieu. Dieses entsteht durch die limitierte Bereitstellung von Zytokinen wie
IL2 und einer verminderten Expression von anti-apoptotischen Genen wie B-Zell-Lymphom 2
(B-cell lymphoma 2, BCL2) (69). Mit Hilfe dieser apoptotischen Mechanismen wird in Folge
einer Immunantwort sichergestellt, dass sowohl die T-Zell-Zahl als auch die Diversitat der T-

Zellen aufrechterhalten wird und die Immunantwort beendet wird.

2.1.4.1 Klonales Konkurrenz-Modell
Naive T-Zellen sind in der Peripherie auf Uberlebenssignale in Form von Zytokinen und sp-

MHC-Komplexen angewiesen (siehe Kapitel 1.2.3.). Die Bindung der T-Zellen mit dem sp-
12



MHC-Komplexen verlduft TCR abhangig. Aufgrund dieser TCR-Abhdngigkeit binden die
verschiedenen T-Zell-Klone an unterschiedliche sp-MHC-Komplexe. Sie besetzen
verschiedene ,stimulatorische Nischen”. Diese stimulatorischen Nischen stellen eine
limitierende Ressource dar, die sicherstellt, dass zum einen die Zellzahl und zum anderen die
Diversitat des T-Zell Repertoires aufrechterhalten werden. Dadurch stehen T-Zellen in einem
standigen Konkurrenzkampf um stimulatorische Nischen (66). Man unterscheidet einen

interklonalen- und einen intraklonalen Konkurrenzkampf um diese Nischen (Abbildung 4).

APC
A MHC B p
Peptid A /7, / é\ \Loli \ O ,& 7‘ AR O
\‘\//:\\‘\} /1 R\ Peptid B — \ 7\ N\ {:’/“ ‘
T-Zelle N— ) \ ) ‘ \.

Apoptotische ~
o
Zelle

Abbildung 4 Klonales Konkurrenz-Modell

A. Intraklonale Konkurrenz — Die beiden dargestellten T-Zellpopulationen (gelb und griin) sind
spezifisch fiir unterschiedliche sp-MHC Komplexe. Der Konkurrenzkampf um stimulatorische Nischen
(sp-MHC) findet somit ausschlielRlich innerhalb der jeweiligen Population (intraklonal) statt. B.
Interklonale Konkurrenz - Aufgrund von Promiskuitdt des TCRs innerhalb einer T-Zellpopulation
(gelbe T-Zellen) ist es den T-Zellen moglich, nicht nur ihre ,eigene” stimulatorische Nische zu
besetzten. Sie konkurrieren ebenfalls um die spezifischen Nischen anderer T-Zellpopulationen (griine

T-Zellen). Abbildung modifiziert nach Takada, et al (70)

Die intraklonale Konkurrenz beschreibt die Konkurrenz von T-Zellen eines TCR-Klons
untereinander um ihre stimulatorische Nische. So zeigte sich in transgenen Mausmodellen,
dass monoklonale TCR transgene T-Zellen wie OT1- oder P14- Zellen nach Transplantation in
transgene Méause vom selbigen T-Zell-Typ nicht proliferieren. lhre stimulatorischen Nischen
sind bereits besetzt, sie bekommen kein Uberlebenssignal. Nach Transplantation von P14-
Zellen in OT1-transgene Mause oder OT1-Zellen in P14-transgene Mause hingegen kommt es

zur Proliferation der transplantierten T-Zellen (71).
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Die interklonale Konkurrenz beschreibt den Wettbewerb zwischen T-Zellen mit
unterschiedlichem TCR um stimulatorische Nischen. So kénnen verschiedene T-Zell Klone
aufgrund von Promiskuitat und Affinitat ihres TCRs um eine unterschiedliche Vielfalt von sp-
MHC (Nischen) konkurrieren. In Mausmodellen, in welchen die Konkurrenz zwischen
verschiedenen monoklonalen TCR transgenen T-Zellen untersucht wurde, konnte gezeigt
werden, dass aufgrund von T-Zell-Promiskuitdat und Affinitdt eine Wettbewerbshierarchie
entsteht (72,73). Demnach haben T-Zellen mit einer geringeren Affinitdit einen
Selektionsvorteil gegenliber T-Zellen mit einer starken Affinitat, da sie mehr stimulatorische

Nischen nutzen kénnen (74).

2.1.4.2 Die Rolle des klonalen Konkurrenz-Modells in der Lymphomagenese

Das beschriebene klonale Konkurrenz-Modell (siehe Kapitel 1.2.3.1) stabilisiert nicht nur das
normale T-Zell-Repertoire, es konnte auch eine wichtige Rolle in der Unterdriickung der T-
Zell-Lymphomagenese spielen. Murine TCR polyklonale T-Zellen zeigen nach Transduktion
mit bekannten potenten T-Zell-Onkogenen und anschlieBender Transplantation in
lymphopenische Mause keine Transformation (1). Im gleichen Versuchsaufbau mit
monoklonalen TCR transgenen T-Zellen kommt es zur Transformation und der Entwicklung
maligner Lymphome nach charakteristischen Latenzperioden. Die T-Zellen stehen in keiner
interklonalen Konkurrenz. Sie kdnnen ungehindert ihre stimulatorische Nische besetzen und
proliferieren. Die Hypothese, dass polyklonale T-Zellen die Entstehung von Lymphomen
aufgrund von klonaler Konkurrenz unterdriicken konnen, korreliert ebenfalls mit den
Beobachtungen nach Co-Transplantation von polyklonalen T-Zellen in lymphopenische
Mause, welche mit Onkogen-transduzierten monoklonalen TCR transgenen T-Zellen
transplantiert wurden (2). So kommt es hierbei, vermutlich aufgrund des klonalen

Konkurrenzkampfs, zu keiner Entstehung von Lymphomen.

2.2 Periphere T-Zell Lymphome

Periphere T-Zell Lymphome (PTCL) sind eine seltene und heterogene Form der Non-Hodgkin
Lymphome beim Menschen. Sie umfassen alle malignen Entartungen reifer T-Zellen und
natirlicher Killerzellen (NK). Weltweit machen sie einen Anteil von weniger als 15% der Non-
Hodgkin Lymphome (NHL) aus und sind mit einer schlechten Prognose assoziiert (75). Nach
der Klassifizierung der Welt-Gesundheits-Organisation (WHO) werden die PTCL in vier groRRe

Gruppen eingeteilt. Die Einteilung erfolgt auf Grund klinischer Merkmale in die nodale,
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extranodale, kutane und leukdmische Gruppe (76). Zur nodalen Gruppe zdhlt das
anaplastische, grofRzellige Lymphom (ALCL), welches weiter unterteilt wird in das ALK-

positive (ALK") ALCL und das ALK-negative (ALK’) ALCL (77).

2.2.1 Das ALK positive anaplastische groRzellige Lymphom (ALK ALCL)

Das ALK" ALCL wurde erstmals im Jahr 1985 beschrieben (78). Es ist ein peripheres T-Zell-
Lymphom, das vor allem im Kindes-und Jugendalter auftritt. Es macht in dieser Altersgruppe
15-20% der Non-Hodgkin-Lymphome aus, wobei der Anteil im Erwachsenenalter nur bei
etwa 2% liegt (79). Bei Diagnosestellung befinden sich 70-80% der Patienten bereits im
Stadium IlI-IV der Erkrankung und zeigen Begleitsymptome wie Nachtschweil}, Fieber und
unerklarlichen Gewichtsverlust. Eine multiple extranodale Beteiligung von Organen ist in
etwa 60% der Fille zu beobachten. Am haufigsten sind Haut, Knochen, Lunge, Leber und
subkutanes Gewebe betroffen. Das Knochenmark, sowie das zentrale Nervensystem und der
Gastrointestinaltrakt sind nur selten involviert (80-83).

Charakteristisch fiir die Zellen des ALK'ALCLs ist eine starke Expression des
Oberflachenmarkers CD30 auf der Zellmembran und in der Nahe des Golgi Apparats, sowie
die Expression von ALK (76,84). ALK liegt in etwa 80% der ALK*ALCL Fille als Fusionsprotein
mit Nucleophosmin vor und ist zurickzufiihren auf eine Chromosomentranslokation
(2;5)(p23;35) (85,86). Neben der Expression des Oberflichenmarkers CD30 sind die Zellen
ebenfalls gekennzeichnet durch eine Expression des Co-Rezeptors ICOS (87). Den
neoplastischen Zellen des ALK*ALCL ist kein einheitlicher Immunoph&notyp zuzuordnen und
sehr oft geht er mit einem vollstindigen Verlust von T-Zellmarkern einher (88). Die
allgemeinen T-Zellmarker CD3 und TCR sind in den meisten ALK'ALCL Fillen nicht
nachweisbar (89). Die Tumorzellen sind zudem meist CD5, CD7 negativ und CD2 positiv. Der
haufigste Phanotyp ist CD4*/CD8’, duRerst selten kommt der Phanotyp CD4/CD8" vor (90—
92). Die sicherste Form der Diagnosestellung erfolgt aufgrund des Nachweises von ALK und
CD30 in der Immunhistochemie in Zusammenhang mit der Klinik (93). In der histologisch
hiufigsten Variante des ALK'ALCLs zeigen sich die Zellen anaplastisch, groR und
unregelmaRig geformt mit multiplen Nuclei. Das meist basophile Zytoplasma macht einen
grofden Teil der Zelle aus. Die neoplastischen Zellen wachsen invasiv und befinden sich haufig
im Bereich der Lymphknotensinus. Kennzeichnend sind die sogenannten ,Hallmark-Zellen®,
welche in allen Varianten des ALCLs zu finden sind. Hallmark-Zellen haben einen groRen,

exzentrisch gelegenen Zellkern in Hufeisen- oder Nierenform [67, 71, 72, 82].
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Abbildung 5 Histologie des ALK* ALCLs
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allen Varianten des ALCLs zu finden.

Abbildung Gbernommen aus Falini, et al (95)

2.2.2 Anaplastische Lymphomkinase

ALK ist eine Rezeptor-Tyrosin-Kinase und gehoért zur Superfamilie der Insulin-Rezeptoren.
Nachdem eine wiederkehrende Chromosomentranslokation, Chromosom 2 und 5
betreffend, im ALCL beobachtet werden konnte, wurde ALK erstmals als Ergebnis der
Klonierung des Fusionsgens NPM-ALK identifiziert [84—-86]. Seitdem konnte eine Vielzahl von
weiteren ALK-Fusionspartnern identifiziert werden. Allerdings resultiert in 80% der ALK"
ALCLs Fille die Uberexpression von ALK aus der Translokation von NPM-ALK (2;5)(p23;35)
(86). Physiologisch kommt ALK nur sehr restriktiv in wenigen Zellen des Nervensystems vor
(99). Neben der Expression von ALK im ALCL konnte in vielen weiteren Tumorarten, wie
Brustkrebs, Colorektalkrebs, dem Neuroblastom, in inflammatorischen myofibroblastischen
Tumoren, dem diffusen B-Zell-Lymphom, in Osophaguskrebs und Lungenkrebs, die

Expression von ALK nachgewiesen werden [89—-94].

2.2.2.1 NPM-ALK vermittelte Signalwege im ALCL

In ALK'ALCL-Zellen wird die Expression von NPM-ALK durch den Promoter von
Nucleophosmin (NPM) angetrieben. Dies fihrt dazu, dass die Tyrosin-Kinase (TK)-Domane
von ALK kontinuierlich aktiviert ist. Durch Interaktion von ALK, mit einer Vielzahl von
zelluldren Proteinen, werden diverse Signalwege aktiviert.

Ein wichtiger Interaktionspartner von NPM-ALK ist der Signaltransduktor und Aktivator von
Transkription 3 (STAT3). Die Aktivierung des STAT3-Signalwegs erfolgt durch direkte
Phosphorylierung von STAT3 durch NPM-ALK sowie die Interaktion von NPM-ALK mit der
Januskinase 3 (JAK3), ein physiologischer Aktivator von STAT3 (106). Die aktive Form,
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phospho-STAT3 (pSTAT3), dringt in den Zellkern ein und fiihrt zu einer gesteigerten
Transkription von antiapoptotischen- und zellwachstumsférdernden Genen, wie BCL2, BCL2-
Like-1 (B-cell lymphoma 2-Like-1, BCL2L1), CCAAT/Enhancer und Bindungsprotein beta
(CCAAT/Enhancer binding protein beta, CEBPB), induziertes myeloid Leukamie-Zell-
Differenzierungsprotein 1 (induced myeloid leukemia cell differentiation protein,
MCL1) und verschiedener Cycline (80). Ebenfalls aktiviert pSTAT3 die Transkription der Gene
des Co-Rezeptors ICOS und unterdriickt die Expression des ICOS —Inhibitors miR-219 (87).

TK-
NPM Domane ALK
P RAS = ERK1 und MAPK1
JAK3 PI3K
l’ AKT1 und
AKTZ
STAT3 FOX03
Zykline
mTOR =
McL1 CDKN1
Zykline
BCL2 BCL2L1

. Zellzyklus - Progression
Uberleben und Proliferation

Abbildung 6 NPM-ALK Signalwege

Uber die Aktivitit der TK-Domane von NPM-ALK werden verschiedene Signalwege wie der STAT3-
Signalweg, der PIK3/AKT-Signalweg und der MAPK-Signalweg aktiviert. Die am Ende dieser
Signalkaskaden aktivierten oder inhibierten Proteine wirken sich auf die Zellproliferation, den

Zellzyklus und das Uberleben der Zellen aus. Abbildung modifiziert nach Boi., et al (80)

In vielen Studien konnte gezeigt werden, dass die kontinuierliche Aktivitdt von STAT3 im
ALK'ALCL signifikant zur Pathogenese dieser Lymphomart beitrdgt (107—110). Die Blockade
des STAT3-Signalwegs fihrt sowohl in-vitro als auch in-vivo zur Unterdriickung der
Tumorgenese (111). Die Detektion von pSTAT3 im Zellkern gilt ebenfalls als Marker des

ALK*ALCL.
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Der PIK3/AKT-Signalweg, welcher bereits als wichtiger Signalweg der T-Zell Aktivierung in
Kapitel 2.1.3.2 beschrieben wurde, wird durch Interaktion von NPM-ALK mit der
regulatorischen Untereinheit p85 von PIK3 aktiviert. Die PIK3/AKT-Signalkaskade fuhrt tber
die Blockierung des proapoptotischen Proteins BCL2 assoziierter Antagonist fiir Zelltod (BCL2
associated agonist of cell death, BAD) zu einem gesteigerten Uberleben und durch die
Phosphorylierung von FOX03 durch AKT zu einer gesteigerten Proliferation der Tumorzellen
(112)(113).

Ein dritter wichtiger Signalweg, induziert durch NPM-ALK, ist der MAPK-Signalweg, welcher
ebenfalls bereits in Kapitel 2.1.3.2 beschrieben wurde. Aufgrund der Runterregulierung von
CDKN1A (p21) und der Aktivierung von Cyclinen durch pERK kommt es zu einem
unkontrollierten, gesteigerten Zellzyklus und zur Zellproliferation.

Sowohl der PIK3/AKT-Signalweg als auch der MAPK-Signalweg aktivieren mTOR (114,115).
Die aktive Form von mTOR aktiviert den Transkriptionsfaktor JunB, der zur Familie der AP1-
Transkriptionsfaktoren gehort. JunB fordert die Transkription des CD30-Rezeptors, welcher
charakteristisch fiir das ALK'ALCL ist. Die Signalkaskade des CD30-Rezeptors wiederum
verlauft Gber die MAPK-ERK-JunB Kaskade und unterstiitzt somit seine eigene Expression
(114-116).

Zusammenfassend zeigt sich die onkogene Wirkung von NPM-ALK aufgrund der
beschriebenen Signalkaskaden. So fihrt die Aktivierung der verschiedenen Signalwege zu
einer gesteigerten Zellproliferation, verlingertem Uberleben der Zelle, Umgestaltung des

Zytoskeletts, Apoptoseinhibition und Zellmigration.

2.2.3 Murine Modelle des ALK* ALCLs

Mausmodelle werden haufig genutzt, um die Pathophysiologie der humanen
Lymphomagenese genauer zu untersuchen. Da das am haufigsten vorkommende
Fusionsonkogen im ALK" ALCL NPM-ALK ist, wurde NPM-ALK eingesetzt, um transgene
Mause zu entwickeln (86). Transgene Mause, welche NPM-ALK angetrieben durch einen
CD4-Promotor exprimieren, erkranken im Alter von 17 bis 18 Wochen an Tumoren. Die
entnommenen Tumoren zeigen keinen einheitlichen ALK* ALCL Phdnotyp. Wahrend in Linie
N1 der transgenen Tiere (ber 80% der analysierten Tumoren den Phanotyp eines
Plasmozytoms zeigen, wurden in Linie N16 90% der Tumoren einem CD30" T-Zell

Phanotypen zugeordnet (117). Auch die Entwicklung von NPM-ALK transgenen Mausen, mit
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einem Vav-Guaninnukleotidaustauschfaktor (Vav)- oder Lck-Promotor, zeigt das deutliche
onkogene Potential von ALK durch Ausbildung von diffusen B-Zell-Lymphomen. Auch in
diesen transgenen Tieren zeigen die Tumoren keinen typischen ALK" ALCL Phinotypen
(118,119).

Neben den genannten genetisch veranderten Mausmodellen stellen
Transplantationsmodelle eine gute Alternative dar. Eine Methode ist die Transplantation
muriner Zelllinien. Die murine anaplastische lymphoide T-Zelllinie (TS1G6) dient als
Transplantationsmodell fiir das ALCL. Zur Entwicklung dieser T-Zelllinie wurde ein CD3", CD4"
T-Zell Klon aus einer C57BL/6 Maus isoliert und mit Interleukin 9 (IL9) transfiziert. Das
syngene Transplantationsmodell mit der TS1G6-Zelllinie fiihrt sowohl in immundefizienten
Ma&usen als auch in immunkompetenten C57BL/6 Ma&usen zur Ausbildung von ALCL-
dhnlichen Tumoren (120,121). Eine weitere Moglichkeit ist das Einbringen des Onkogens
NPM-ALK in primdre murine Stammzellen (HSC) aus dem Knochenmark. Nach erfolgreicher
retroviraler Transduktion der HSCs mit NPM-ALK ex vivo werden die transduzierten HSCs in
letal bestrahlte Mause mittels intravendser (i.v.) Injektion in die Schwanzvene transplantiert.
In der ersten Studie, in der dieses Modell beschrieben wurde, erkrankten die
transplantierten Mause nach einer Latenzperiode von 4-6 Monaten an Tumoren. Die
Tumoren entwickelten sich in den mesenterialen Lymphknoten, der Lunge, den Nieren, der
Leber, der Milz und im paraspinalen Bereich. Bei der Analyse der Tumore zeigt sich, dass die
Transformation in der B-Zelllinie stattgefunden hat (122). In einer weiteren Studie, mit
gleichem Transplantationsmodell, zeigt sich bei unterschiedlicher Multiplizitdt der Infektion
(MOI) auch ein unterschiedlicher Phadnotyp der entstehenden NPM-ALK induzierten
Tumoren. HSCs, transduziert mit einer niedrigen MOI, bilden in Mausen nach einer
Latenzperiode von 12 bis 16 Wochen Plasmozytome aus. Hingegen entwickelten Mause,
welchen HSCs transduziert mit einer hohen MOI transplantiert werden, nach einer kiirzeren
Latenzzeit von 3 bis 4 Wochen histiozytenreiche Lymphome aus (123).

Ein weiterer Ansatz fiir ein ALK ALCL-Mausmodell baut auf der Kombination von IL9-
transgenen Mausen und der Transplantation von NPM-ALK transduzierten HSCs auf. IL9-
transgene Mause wurden in dieser Studie ausgewahlt, da sie spontan die Entstehung von
Thymus-Lymphomen zeigen (124). Werden HSCs aus IL9-transgenen Mausen isoliert und
nach retroviralem Gentransfer mit NPM-ALK in IL9-transgene Mause transplantiert,

entstehen in den Mausen nach einer Latenzzeit von 13 bis 30 Wochen Plasmozytome,
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lymphoblastische T-Zell Lymphome und B-Zell Lymphome. Tumoren mit einem ALK" ALCL
Phanotyp konnten nicht ermittelt werden (125).

Werden anstelle von HSCs, murine polyklonale T-Zellen, isoliert aus C57BL/6 Mausen, mit
NPM-ALK transduziert und in Ragl-defiziente Mause transplantiert, kommt es zu keiner
Transformation in den Empféangertieren (1). Die Transduktion von NPM-ALK in TCR transgene
monoklonale T-Zellen, wie OT1- oder P14- Zellen, mit anschlieBender Transplantation in
Ragl-defiziente Mause fihrte zur Ausbildung von T-Zell-Lymphomen. Die Latenzperiode
betragt 30 bis 80 Tage. Alle transplantierten Mause zeigen vergréRerte Lymphknoten und

eine Splenomegalie. Die Analyse der Tumoren zeigt einen ALK" ALCL dhnlichen Phinotypen

2).

2.3 Lymphome in der Veterindrmedizin

Die Atiologie von Lymphomen der Haussdugetiere ist sehr vielfiltig. Eine virale Atiologie
wurde bereits im Jahr 1871 erstmals beschrieben. Hierbei handelt es sich um die bovine
Leukose, welche zurlickzufiihren ist auf das bovine Leukdmievirus (BLV). Das BLV fihrt durch
die Akkumulation von transformierten B-Zellen zur Tumorbildung (126). Vereinzelt bedingt
das BLV ebenfalls eine Tumorausbildung bei Schafen (127). Weitere viral bedingte
Entstehungen von Lymphomen sind beschrieben bei Katzen (felines Leukdmievirus; FelV),
Hahnern (avidres Leukamievirus; ALV) und Ma&usen (murines Leukdmievirus; MLV) (128-
131). Fiur den Hund konnte bisher keine virale Atiologie im Zusammenhang mit der
Entstehung von NHL beobachtet werden (132). Sowohl in der Humanmedizin als auch in der
Veterindarmedizin stehen immer wieder Chemikalien in Verdacht eine kanzerogene Wirkung
zu haben. In zwei Studien zeigten Hayes et. al. den Zusammenhang zwischen der Exposition
mit dem Pestizid 2,4-Dichlorophenoxyessigsdure und der Entstehung von NHL (133,134). In
in-vivo- und in-vitro-Studien konnte bisher jedoch das kanzerogen Potential von 2,4-
Dichlorophenoxyessigsaure nicht abschliefend nachgewiesen werden (135). Beim Menschen
werden h&ufig im Zusammenhang mit dem NHL chromosomale Anomalien festgestellt. In
der Veterindrmedizin konnten bei an Lymphomen erkrankten Hunden Trisomien die
Chromosomen 13, 34 und 36 nachgewiesen werden (136). In einer weiteren Studie aus dem
Jahr 2003 von Thomas et al. wurden 25 canine Lymphome auf chromosomale Anomalien
untersucht. Hier zeigte sich am haufigsten der Zugewinn des Chromosoms 13 gefolgt von

Chromosom 31. Ein Verlust von Chromosomen trat am haufigsten Chromosom 14 und 11
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betreffend auf (137). Insbesondere zum Lymphom des Hundes gibt es zahlreiche
epidemiologische Untersuchungen, welche eine deutliche Rassedisposition zeigen. In diesen
Studien werden unteranderem Boxer, Bullmastiffs, Bulldogen, American Staffordshire
Terrier, American Pitbull Terrier, Rottweiler, Golden Retriever, Irish Setter, aber auch im
allgemeinen mittlere- bis mittelgroBe Hunde als pradisponiert beschrieben (138-143). In
einer epidemiologischen Studie, in welcher die Rassedisposition beim Hund in Deutschland
untersucht wurde, zeigt sich ebenfalls beim Bullmastiff, dem American Staffordshire Terrier,
dem American Pitbull Terrier sowie den Irish Setter eine signifikante Pradisposition fir die
Entstehung von Lymphomen. Interessanterweise konnte in dieser Studie keine erhohte
Pravalenz fir das Auftreten von Lymphomen beim Boxer und Golden Retriever festgestellt
werden (144). Eine statistisch signifikante Geschlechtsdisposition konnte beim Hund bisher
nicht verzeichnet werden (141,144). Die jahrliche Inzidenz des Lymphoms liegt beim Hund
bei 13 bis 33 Neuerkrankungen pro 100000 Patienten und einem Durchschnittsalter von 8,1
(Median) Jahren (144,145). Nach Schneider et al. liegt die Inzidenz des Lymphoms bei Katzen
sechsmal hoher als beim Hund und somit bei 160 Neuerkrankungen pro 100000 Patienten
jahrlich (146). Eine deutliche Geschlechtsdisposition ist bei der Katze zu verzeichnen, so
haben unkastrierte Kater ein dreifach hoheres Risiko an einem Lymphom zu erkranken als
kastrierte Katzinnen (146).

Wie in Kapitel 2.2 beschrieben werden NHLs in der Humanmedizin nach den Empfehlungen
der WHO klassifiziert. In Anlehnung an die humanmedizinische Klassifizierung wurde im Jahr
2002 von der WHO die ,,Revised European-American-Lymphoma classification of domestic
animals“ (REAL) herausgegeben (147). Grundlegend fir die Klassifizierung ist eine
Unterteilung in B- und T-Zelllymphome aufgrund des Zellphdnotyps und die Einbeziehung
der Tumorlokalisation (147). Seit der Herausgabe der REAL-Klassifizierung wurde diese
regelmaRig Uberarbeitet und angepasst. Da das Lymphom bei Hunden und Katzen die am
haufigsten auftretenden hamatopoetische Neoplasie ist, wurde die REAL-Klassifizierung
seitdem insbesondere bei diesen beiden Haussdugetierarten angewendet (147-150).

Bei genauerer Betrachtung der Lymphome treten beim Hund deutlich h&ufiger B-Zell-
Lymphome als T-Zell-Lymphome auf(148,151). Jedoch kommt es zu rassespezifischen
unterschieden. So sind ca. 80% aller Lymphome des Boxers einem T-Zellphdnotyp
zuzuordnen (152,153). Bei der Katze verhélt es sich kontrér, hier werden deutliche haufiger

T-Zell-Lymphome beobachtet als B-Zell-Lymphome (148,154). Neben der Unterscheidung in
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B-Zell- und T-Zell-Lymphom werden die Tumore weiter klassifiziert in ihre Subtypen. Fiir das
B-Zell-Lymphom tritt sowohl bei Hunden als auch bei Katzen das groRzellige B-Zell-Lymphom
(large B-cell lymphoma; B-LCL) am haufigsten auf (148,149,154). Das beim Hund am
haufigsten auftretende T-Zell Lymphom ist das lymphoblastische T-Zell Lymphom (T-LBL)
(148). Bei der Katze treten innerhalb der T-Zell Lymphome vornehmlich periphere T-Zell
Lymphome auf (154).Das ALCL, welches zu den PTCL gehort, wurde bereits bei Hunden und
Katzen im Rahmen der Subklassifizierung beschrieben (148,149,154). Hierbei handelt es sich
um Lymphome, welche aufgrund ihres Phanotyps, ihrer Morphologie und ihrer
topographischen Lage starke Ahnlichkeiten mit dem humanen ALCL aufweisen, welche
jedoch bisher nicht weiter charakterisiert wurden auf die in der humanen Variante typische

Expression von ALK und CD30 (149).
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Antikorper

Tabelle 1 Antikorper

Antikorper Klon Konjugat Hersteller Anwendung
Anti-Mouse Dako Denmark A/S,
i WB
Immunoglobulins/HRP Glostrup, Danemark
Anti-Rabbit Dako Denmark A/S, WE
Immunoglobulins/HRP Glostrup, Danemark
Biolegend San Diego,

CD3 145-2C11 | APC FC
Kalifornien, USA
Miltenyi Biotec, Bergisch

CD3 145-2C11 PE FC
Gladbach, Deutschland
Biolegend San Diego,

CD4 GK1.5 APC FC
Kalifornien, USA
Biolegend San Diego,

CD4 GK1.5 APC-Cy7 FC
Kalifornien, USA
Miltenyi Biotec, Bergisch

CD8 53-6.7 VioBlue FC
Gladbach, Deutschland
Miltenyi Biotec, Bergisch

CD19 6D5 APC FC
Gladbach, Deutschland
eBioscience, San Diego,

CD19 1D3 PE-Cy7 FC
Kalifornien, USA
BD, Franklin Lakes, New

CD25 PC61 PerCp FC
Jersey, USA
Biolegend San Diego,

CD28 37.51 APC FC

Kalifornien, USA
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Antikérper Klon Konjugat Hersteller Anwendung
eBioscience, San Diego,
CD30 mCD30.1 PE FC
Kalifornien, USA
eBioscience, San Diego,
CD38 90 PE-Cy7 FC
Kalifornien, USA
Miltenyi Biotec, Bergisch
CDh44 IM7.8.1 VioBlue FC
Gladbach, Deutschland
BD, Franklin Lakes, New
CD69 H1.2F3 PE-Cy7 FC
Jersey, USA
GFP Abcam, Cambridge, UK WB
Miltenyi Biotec, Bergisch
ICOS 7E.17G9 APC FC
Gladbach, Deutschland |
BD, Franklin Lakes, New
NPM-ALK ALK1 PE FC
Jersey, USA
BD, Franklin Lakes, New
NPM-ALK ALK1 FITC FC
Jersey, USA
NPM-ALK Abcam, Cambridge, UK WB
PD1 VioBlue FC
BD, Franklin Lakes, New
Phospho- AKT (T308) J1-223.371 | PE IZFC
Jersey, USA
Phospho-ERK1/2 BD, Franklin Lakes, New
20A PE IZFC
(pT202/pY204) Jersey, USA
Phospho-STAT1 BD, Franklin Lakes, New
4da PE IZFC
(pY701) Jersey, USA
Phospho- BD, Franklin Lakes, New
4/P-STAT3 | PE IZFC
STAT3(pY707) Jersey, USA
Phospho-STAT5 BD, Franklin Lakes, New
a7 PE IZFC
(pY694) Jersey, USA
Life Technologies,
TCR a/B H57-597 APC FC

Darmstad, Deutschland
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Antikérper Klon Konjugat Hersteller Anwendung
eBioscience, San Diego,

Va2 TCR B20.1 APC FC
Kalifornien, USA
BD, Franklin Lakes, New

VB5 TCR MR9-4 PE FC
Jersey, USA
BD, Franklin Lakes, New

VB8 TCR MR5-2 PE FC
Jersey, USA

CD246 (ALK) ALK1 DAKO IHC

FC: Durchflusszytometrie; IHC: Immunhistochemie; IZFC:

WB: Western Blot

Intrazelluldre Durchflusszytometrie;

3.1.2 Verwendete Bakterien

Der Escherichia coli Stamm , One Shot TOP10“ (Invitrogen, Life Technologies, Darmstadt,

Deutschland) wurde fiir die sogenannte Bakterientransformation eingesetzt (siehe Kapitel

3.6.2)

Genotyp: F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80lacZAM15 AlacX74 recAl araD139 A(ara leu)

7697 galU galK rpsL (StrR) endAl nupG

Der Genotyp-Schliissel ist im Anhang in Tabelle 17 hinterlegt.

3.1.3 Zelllinien und primare Zellen

Tabelle 2 Zelllinien und primare Zellen

Zellen Medium Beschreibung
Zelllinie aus humanen, embryonalen
DMEM
293T Nierenepithelzellen, enthalten das SV40 T-Antigen
complette
(155)
DMEM Zelllinie aus murinen, embryonalen Fibroblasten
SC1
complette (156)
CTLL2 IMDM-CTLL2 Zelllinie aus murinen, zytotoxischen T-Zellen (157)
Murine RPMI 1640

Splenozyten

mouse special

Isoliert aus Milz und Lnn. von OT-1 und P14-M3&usen
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3.1.4 Verwendete Plasmide und Vektoren

Tabelle 3 Plasmide und Vektoren

Plasmide Beschreibung Herkunft

Expressionsplasmid fiir das ecotrophe
M187 Stitz J., et al (158)
Hallprotein aus MLV

M387 Retroviraler Vektor, kodiert fur IRES-GFP Schambach A., et al (159)
Expressionsplasmid fiir MLV Gag-Pol mit C. Baum (Medizinische
M>79 SV40-Promotor Hochschule Hannover)
Retroviraler Vektor, kodiert fiir NPM/ALK-
P3 Newrzela S., et al (2)
IRES-GFP
Retroviraler Vektor, kodiert fir NPM/ALK - K. Cornils (Universitat
P2 IRES-Luciferase Hamburg)
Retroviraler Vektor, kodiert fir T-Sapphire- K. Cornils (Universitat
>3 IRES-Luciferase Hamburg)

3.1.5 Mausstamme

Tabelle 4 Mausstamme

gelaufiger
Name/Referenz Produzent

Name
B6.129S7-Rag- The Jackson Laboratory, Bar Harbor, Maine,
1tm1Mom/) Regl- USA
C57BL/6Tg (TcraTcrb) The Jackson Laboratory, Bar Harbor, Maine,
1100Mjb/j ort USA
B6;D2-Tg The Jackson Laboratory, Bar Harbor, Maine,
(TerLCMV)327Sdz/Dvs) P USA

3.2 Versuchsplanung

Sowohl fir die in-vitro-Versuche mit der zytotoxischen T-Zelllinie CTLL2 als auch fir die In-

vivo-Mausexperimente wurden aus den bereits klonierten Vektoren und Plasmiden (GFP;

GFP gekoppelt an NPM-ALK; GFP gekoppelt an T-Sapphire; NPM-ALK gekoppelt an T-
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Sapphire) (Tabelle 3) ecotrope Vektorliberstinde hergestellt (siehe Kapitel 3.7.8). Die
Teilschritte bis zur Herstellung dieser ecotropen Vektoriberstiande sind schematisch in
Abbildung 7 dargestellt. Die hierfiir verwendeten Methoden sind in den Kapiteln 3.5.2, 3.6.3,

3.7.8 und 3.7.9 genauer beschrieben.

Abbildung 7 Schematische
Bakterientransformation

Darstellung der Teilschritte bis zur

Herstellung von ecotropen

Plasmidpraparation Vektoriiberstanden
(Minipraparation und Maxipraparation)

Ermittlung des DNA Gehaltes
mittels Nano-Drop

Herstellung von ecotropen Vektoriiberstanden
(transiente Transfektion)

\ 4

Titration der Vektoriiberstande
auf SC1-Zellen

3.3 Versuchsplanung der in-vitro CTLL2-Versuche

Die murine zytotoxische T-Zelllinie CTLL2 wurde mit dem Onkogenvektor (Tabelle 3) NPM-
ALK gekoppelt an GFP oder mit dem Kontrollvektor GFP transduziert (siehe Kapitel 3.7.11).
Die transduzierten Zellen wurden Uber drei Monate in Kultur gehalten und bei jeder
Passagierung (siehe Kapitel 3.7.3) die Expression von GFP mittels FACS-Analyse ermittelt
(siehe Kapitel 3.8). Nach drei Monaten wurden die CTLL2-Langzeitkulturen auf die GFP-

positive Zellpopulation sortiert (siehe Kapitel 3.8.7).
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CTLL2

>

Transduktion mit Onkogevektor Transduktion mit Kontrollvektor
(NPM/ALK-GFP) (GFP)

Langzeitkultivierung
Bei jeder Passagierung Durchflusszytometrie auf GFP Expression

A4 A4

3 Monate nach Transduktion Zellsortierung der GFP positiven
Population

Abbildung 8 Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus fiir transduzierte CTLL2-

Langzeitkulturen

Im Anschluss wurden die sortierten GFP-positiven Zellpopulationen aus den CTLL2-
Langzeitkulturen hinsichtlich ihres Phadnotyps (siehe Kapitel 3.8.3) und auf den
Phosphorylierungsstatus intrazelluldrer Signalproteine (siehe Kapitel 3.8.6) in der FACS-
Analyse untersucht. Die Proteinexpression von GFP und NPM-ALK wurde zusatzlich mittels

Western Blot (siehe Kapitel 3.6.5) ermittelt.

CTLL2 Langzeitkultur

>

Onkogenvektor transduzierte GFP Kontrollvektor transduzierte GFP
positive, sortierte Zellpopulation positive, sortierte Zellpopulation
\ 4 \

Bestimmung des Phanotyps und Phosphorylierungsstatus von
Schlisselproteinen mittels FACS, Westernblot

Abbildung 9 Schematische Darstellung der weiterfiihrenden Untersuchungen der

transduzierten CTLL2-Langzeitkulturen
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In einem weiteren Versuch wurden CTLL2 ebenfalls mit dem Onkogenvektor NPM-ALK
gekoppelt an GFP oder dem Kontrollvektor GFP transduziert. Bereits 24 Stunden nach
Transduktion und fir die darauffolgenden Tage wurde ein Apoptose Assay (siehe Kapitel

3.8.5) der Onkogen- und Kontrollgen-transduzierten CTLL2 erstellt.

CTLL2
Transduktion mit Onkogenvektor Transduktion mit Kontrollvektor
(NPM/ALK-GFP) (GFP)
A4 A

Apoptose Assay (Annexin V Farbung)

Abbildung 10 Schematische Darstellung der Versuchsplanung des Apoptose Assay von

transduzierten CTLL2

3.4 Versuchsplanung zur Untersuchung der Genexpressionsprofile

Um die direkte Auswirkung von NPM-ALK nach Transduktion auf die Genexpression von T-
Zellen (OT1- und P14-Zellen) zu ermitteln, wurden P14- und OT1-Zellen aus Donortieren
isoliert (siehe Kapitel 3.7.6), stimuliert (siehe Kapitel 3.7.7) und anschlieRend mit dem
Onkogen- oder Kontrollvektor transduziert. Bereits 24 Stunden nach Transduktion wurden
die Zellen auf die GFP-positive Population sortiert. Im Anschluss wurde RNA aus den Zellen

isoliert und ein Genexpressionsprofil (siehe Kapitel 3.6.6) erstellt.

Isolierung von P14- oder
OT1-Zellen + Stimulierung

>

Transduktion mit Onkogenvektor Transduktion mit Kontrollvektor
(NPM/ALK-GFP) (GFP)
\ A 4

24 Stunden nach Transduktion Zellsortierung auf die GFP positive
Zellpopulation

Y

RNA-Isolierung und
Genexpressionsprofil

Abbildung 11 Schematische Darstellung der erstellten Genexpressionsprofile
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3.5 Versuchsplanung der in-vivo-Versuche

Fiir die in-vivo-Versuche wurden T-Zellen mit monoklonalen TCR aus P14- und OT1-Mdusen
(Tabelle 4) isoliert (siehe Kapitel 3.7.6). Die isolierten T-Zellen wurden in Kultur genommen
und mit ihrem spezifischen Peptid (Tabelle 11) stimuliert (siehe Kapitel 3.7.7). AnschlieRend
erfolgte eine doppelte Transduktion (siehe Kapitel 3.7.11) mit dem Onkogenvektor NPM-ALK
gekoppelt an die Firefly-Luciferase oder dem Kontrollvektor T-Sapphire gekoppelt an die
Firefly-Luciferase (Tabelle 3).Die Empfingertiere (Ragl-) wurden mit 5x10° transduzierten
TCR-monoklonalen Spender-T-Zellen (OT1, P14) pro Tier intravends transplantiert (siehe
Kapitel 3.9.2). Zur Transplantation der Spenderzellen wurden diese in 200 ul PBS
aufgenommen. Die intravendse Transplantation wurde erleichtert durch die Fixierung der
Empfangertiere in einer Mausefalle und der Dilatation der Schwanzvene mittels Warme
durch eine Rotlichtlampe. Eine schematische Darstellung und der zeitliche Ablauf sind in

Abbildung 12 ersichtlich.

A Isolierung von P14- oder
OT1-Zellen + Stimulierung

>

Doppelte Transduktion mit Doppelte Transduktion mit
Onkogenvektor (NPM/ALK-Luciferase) Kontrollvektor (T-Sapphire - Luciferase)
\ \ 4

Transplantation von 5x10° Zellen je Ragl- Empfingertier

B
Isolierung +
Stimulierung  Transduktion Tx
OT1/P14
0 1 2 3

Tage

Abbildung 12 Schematische Darstellung des Mausmodells und zeitlicher Ablauf
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Nach Transplantation wurden die Empfingertiere regelmaRig einer in-vivo-
Biolumineszenzmessung unterzogen (siehe Kapitel 3.9.6) und vier Wochen nach der
Transplantation Blut entnommen (Kapitel 3.9.3).

BLI Messung P14 ¢ i i i ¢ ¢ ¢ i i ¢ ¢

BLI Messung OT1 v v ¥ ¥ ¥ ¥ v v ¥

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Wochen nach Transplantation

Abbildung 13 Zeitlicher Ablauf der BLI Messung

Mit dem Auftreten von klinisch manifesten Tumoren wurden die Tiere euthanasiert (siehe
Kapitel 3.9.4) und die entnommenen Organe fiir die FACS-Analyse (siehe Kapitel 3.8.3 und

3.8.4) sowie die histologische Untersuchung (siehe Kapitel 3.9.5) aufbereitet.

Euthanasie erkrankter

Tiere
Aufbereitung der entnommen Organe Aufbereitung der entnommen Organe
zur FACS-Analyse zur histologischen Untersuchung

Abbildung 14 Schematische Darstellung der Folgeuntersuchung nach Auftreten eines

klinisch manifesten Tumors

3.6 Molekularbiologische Techniken

3.6.1 Gammaretrovirale Vektoren

Alle verwendeten gammaretroviralen Vektoren sind an ihrem 5’ und 3’ Ende flankiert durch
long terminal repeats (LTR) und enthalten hinter dem Kontroll- oder Onkogen die internal
ribosome entry site (IRES). Die LTRs dienen der viralen Integration, der Genexpression und
der reversen Transkription. Zusatzlich ermoglicht die IRES die Co-Expression von Genen, wie
den verwendeten Reportergenen und der Onko- oder Kontrollgene. Die fir in-vitro-Versuche
verwendeten Vektoren enthalten als Reportergen GFP und als Onkogen NPM-ALK. Vektoren

fir in-vivo-Imaging Versuche beinhalten als Reportergen die Firefly-Luciferase und als
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Kontroll- oder Onkogen T-Sapphire oder NPM-ALK. Zur Verbesserung der Expression des

Transgens wurde das Woodchuck hepatitis virus posttranscriptional regulatory element

(WPRE) genutzt.
LTR LTR
LTR LTR
LTR LTR
LTR LTR

Abbildung 15 Schematische Darstellung der verwendeten retroviralen Vektoren

Eine tabellarische Zusammenfassung der verwendeten Plasmide und Vektoren mit ihren
Bezugsquellen ist in (Tabelle 3) hinterlegt. Entsprechende Plasmidkarten, erstellt mit der

Software Clone Manager der Firma SECentral, sind im Anhang einzusehen.

3.6.2 Bakterientransformation

Zur Produktion von gammaretroviralen Vektoren wurde Plasmid DNA in den E.coli-Stamm
TOP10 transformiert. Hierfir wurden 50 pul der chemokompetenten E.coli Bakterien fiir etwa
10 min auf Eis aufgetaut und anschlieRend mit 100 ng Plasmid-DNA vermischt. Nach einer
30-mindtigen Inkubationszeit auf Eis folgte eine kurze Inkubation von einer Minute bei 42°C
und anschliefender 2-minitigen Inkubation auf Eis. Durch den kurzen Hitzeschock bei 42°C
im Wasserbad dehnt sich die bakterielle Membran aus und ermoglicht den Eintritt der
Plasmid-DNA in die Bakterien. Nach Zugabe von vorgewarmten 500 ul Lysogeny broth (LB)-
Medium wurden die Bakterien weitere 45 Minuten bei 37°C auf dem Schittelinkubator (200
rpm) inkubiert. Jeweils 30-70 pl der Bakteriensuspension wurden schlieBlich auf LB-
Agarplatten mit zugefligtem Ampicillin ausgestrichen und zum Auswachsen liber Nacht bei
37°C im Inkubator gehalten. Die ausgewachsenen Bakterienkolonien wurden am nachsten

Tag ,gepickt”.
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3.6.3 Plasmidpraparation

Nach der Bakterientransformation (siehe Kapitel 3.6.2) wurden die gepickten
Bakterienkolonien in 3 ml LB-Medium mit zugefliigtem Ampicillin beimpft und Gber Nacht auf
dem Schittelinkubator (200 rpm) bei 37°C inkubiert. Am né&chsten Tag erfolgte die
analytische DNA-Praparation nach dem Protokoll des Kits JETquick Plasmid Miniprep Spin Kit
der Firma Genomed (Tabelle 15).

Fiir die praparative Plasmidprdparation wurden 200 pl der {ber Nacht inkubierten
Bakteriensuspension in 200 ml LB-Medium mit zugefigtem Ampicillin tGberfihrt und eine
weitere Nacht bei 37°C auf dem Schiittelinkubator (200 rpm) inkubiert. Die anschlieRende
praparative Plasmidpraparation erfolgte nach dem Protokoll des Kits Qiagen Plasmid Maxi
Kit von der Firma Qiagen (Tabelle 15). Im Anschluss an die Plasmidpradparation wurde die

DNA-Konzentration mit Hilfe des NanoDrop von peqlab (Tabelle 13) ermittelt.

3.6.4 Isolation von DNA aus Blut, Gewebe und Zellsuspensionen

Zur Isolation von DNA wurden 1x10° bis 5x10° Zellen verwendet. Aus Gewebe wurde
zunachst eine Zellsuspension hergestellt (siehe Kapitel 3.8.2). Sowohl Blut als auch die
hergestellte Zellsuspension aus Gewebe wurden einer Erythrolyse unterzogen und mit PBS
gewaschen. Zur Isolation der DNA wurden die Zellen pelletiert und anschlieBend nach dem
Protokoll des DNeasy Blood and Tissue Kit von Qiagen (Tabelle 15) bearbeitet. Die isolierte
DNA wurde mit 50-200 pl H,0 aufgefillt und die DNA Konzentration mit dem NanoDrop

ermittelt.
3.6.5 Western Blot

3.6.5.1 Lyse von Zellen

Fiir die Proteinanalyse mittels Western Blot wurden 2x10° Zellen verwendet. Die Zellen
wurden in PBS gewaschen und anschlieBend zentrifugiert. Das erhaltene Zellpellet wurde in
in 200 pl Lysispuffer mit Proteaseinhibitor resuspendiert, fiir 30 min auf Eis inkubiert und
dabei alle 10 min gevortext. Im Anschluss erfolgte ein Zentrifugationsschritt bei 13000 rpm
fir 10 min um Zelltrimmer, Membranbestandteile und Organellen zu entfernen. Der
Uberstand wurden in ein neues ReaktionsgefaR tberfiihrt und bei -20 °C bis zur weiteren

Verarbeitung gelagert.
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3.6.5.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese der Zelllysate

Bevor die Lysate in die Probentaschen des Gels pipettiert werden konnten, wurden sie zur
vollstdndigen Denaturierung der Proteine 3:1 mit 4x Ladepuffer mit zugesetztem R-
Mercaptoethanol resuspendiert und fir 10 min bei 99°C im Heizblock aufgekocht.
Anschliefend wurde in jede Probentasche des 4-12% oder 12% NuPAGE Bis-Tris Gels der
Firma Life Technologies (Tabelle 11) jeweils 25 ul des Lysats pipettiert. Eine Probentasche
wurde mit 10 pl dem New England Biolabs (NEB)-Proteinmarker beladen. Die
Gelelektrophorese erfolgte bei 100V fir etwa 90 min in NUPAGE SDS Running Buffer (Tabelle
11).

3.6.5.3 Transfer der Proteine auf eine Blottingmembran (Elektro-Blotting)

Der Transfer der Proteine vom Gel auf eine Polyvinylidenfluorid (PVDF) Membran erfolgte
durch Elektro-Blotting. Hierzu musste die Membran zundchst in Methanol fiir 5 min
inkubiert, anschliefend in H,O gewaschen werden und wurde schliel8lich in TOWBIN (Tabelle
12) equilibriert. Der Blot wurde in der Transferkassette in folgender Reihenfolge
zusammengebaut: 1. Schwamm, 2. Filterpapier, 3. Gel, 4. Membran, 5. Filterpapier, 6.
Schwamm. Um Luftblasen im Blotting-Sandwich (Tabelle 14) zu vermeiden, wurden diese mit
einem kleinen Roller entfernt. Im Anschluss wurde die Transferkassette in den Tank
eingesetzt und mit Transferpuffer befiihlt. Bei einer konstanten Spannung von 750 mA fiir 30

min erfolgte der Proteintransfer.

3.6.5.4 Immundetektion durch Chemilumineszenz

Nach dem Proteintransfer wurde die Membran dreimal fiir 5 min in TBS gewaschen. Im
Anschluss wurde die Membran fir eine Stunde bei Raumtemperatur mit 1x Roti-Block unter
standigem Schwenken blockiert. Nach einem weiteren Waschschritt wurde als nachstes die
Inkubation mit dem primaren Antikérper (Tabelle 1) ebenfalls unter Schwenken bei 4°C Gber
Nacht durchgefiihrt. Am darauffolgenden Tag wurde die Membran im Anschluss an mehrere
Waschschritte mit dem sekundaren Antikorper (Tabelle 1) unter Schwenken fiir 2 Stunden
bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Inkubation erfolgte ein weiterer Waschschritt fir 15
min. Fir die chemilumineszente Detektion der Proteine wurde die Membran mit dem ECL-
Plus Western Blot Kit (Tabelle 15) nach Herstellerangaben der Firma GE Healthcare Life
Sciences behandelt. Die Analyse und Auswertung erfolgte mit dem Imaging-System Fusion

(Tabelle 13) der Firma peqlLab.
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3.6.6 Genexpressionsprofile

Die Isolierung von RNA fiir Genexpressionsprofile wurde aus 4x10° bis 1x10° Zellen nach dem
Herstellerprotokoll der Firma Qiagen mit dem RNeasy Mini Kit vorgenommen. Die RNA
Amplifikation und die Kennzeichnung der cDNA wurde nach dem Standardprotokoll des
Ovation Pico WTA System V2 Amplification Kit und dem Standardprotokoll des Encore Biotin
Module labelling Kit von der Firma NuGEN durchgefiihrt. Die Microarray Hybridisierung auf
den GeneChip Mouse Gene 1.0 ST Arrays (Affymetrix, Santa Clara, Kalifornien, USA),
Waschschritte und das Scannen der Microarrays erfolgte nach dem Standardprotokoll der
Firma Affymetrix. Die statistische Analyse wurde mit der Software R Version 2.12 (R
Development Core Team, 2005) sowie mit Zusatzsoftware des Bioconductor Projekts
durchgefiihrt (160).

Die Normalisierung des Sondensignals wurde nach der Varianzstabilisierungsmethode nach
Huber et al. durchgefiihrt (161). Diese Methode macht die Varianz der Sondenintensitat
nahezu unabhingig von dem erwarteten Expressionsniveau. Die Parameter (Offset und ein
Skalierungsfaktor) wurden fir jeden Microarray in Anbetracht der Tatsachen, dass der
gleiche Anteil an Sonden nicht unterschiedlich exprimiert wird in den Proben, geschatzt. In
Anbetracht der Berechnungskomplexitdt der Algorithmus-Parameter wurde eine zufillige
Teilmenge an Sonden zur Umwandlung des gesamten Arrays geschatzt.

Die Sondenset-Zusammenfassung der normalisierten Daten wurde mit der Medianpolish-
Methode kalkuliert (162). Fiir jedes Sondenset wurde ein robustes additives Modell fiir den
Array angepasst, welches die unterschiedliche Sensitivitdit der Sondensets Uber den
Sondeneffekt bericksichtigt.

Die Verarbeitung der Proben und Anfertigung der Genexpressionprofile wurde am Dr.
Senckenbergischen Institut fir Pathologie in der Gruppe von Dr. Claudia Doring

durchgefiihrt.
3.7 Zellkulturarbeiten

3.7.1 Allgemeine Zellkulturbedingungen

Samtliche Zellkulturarbeiten wurden unter ,Sterilbdanken fir Zellkulturen” biologische
Sicherheitsstufe 2 durchgefiihrt. Alle verwendeten Materialien, welche fur die Arbeiten in
der Zellkultur benotigt wurden, durchliefen einen Autoklaviervorgang oder wurden mit

70%igem Ethanol desinfiziert. Dies galt auch fiir Handschuhe, Verbrauchsmaterialien und die

35



Arbeitsflaichen der Sterilbdanke. Alle verwendeten Zelllinien und murine, isolierte
Primarzellen wurden in begasten (5-7% CO;) Brutschranken bei einer Temperatur von 37°C

und Luftfeuchte von 80-90%, in Kultur gehalten.

3.7.2 Kultivierung von adhdrenten Zellen

Die Verpackungszelllinie 293T und die zur Titration verwendete Zelllinie SC1 wurden in
DMEM complete (Tabelle 16) gehalten. Alle 2-3 Tage, wenn der Flaschenboden zu 70-80%
mit Zellen bedeckt war, wurden die Zellen passagiert. Fiir die Passagierung wurde zunachst
das Zellkulturmedium vorsichtig entfernt. AnschlieBend wurden die Zellen mit PBS
gewaschen und die adharenten Zellen durch Inkubation mit Trypsin-EDTA (Tabelle 11) fir 2-
5 min vom Flaschenboden gelost. Die gelosten Zellen wurden in frischem Medium verdiinnt
(in Abhdngigkeit der Wachstumsrate 1:10 oder 1:5) und in eine neue Kulturflasche

Uberfihrt.

3.7.3 Kultivierung von Suspensionszellen

Die zytotoxische T-Zelllinie CTLL2 wurde in einer Zelldichte von 2x10° Zellen/ml in IMDM
CTLL2 (Tabelle 16) gehalten. Alle 2-3 Tage wurde eine Zellzahlbestimmung (siehe Kapitel
3.7.4) durchgefihrt und die Zellen wieder auf ihre Ausgangsdichte verdiinnt und in eine
neue sterile Zellkulturflasche tberfihrt. Die Zugabe von 300 Units IL2 pro ml Medium

erfolgte immer unmittelbar mit der Zugabe des frischen Mediums.

3.7.4 Zellzahlbestimmung

Zur Zellzahlbestimmung wurden 10 ul Zellsuspension mit 10 pl 0,05%iger Trypanblau-Lésung
vermischt. 10 pl des Zell-Trypanblau Gemischs wurden in eine Neubauer Einmal-Zahlkammer
pipettiert. Die durch Trypanblau gefdrbten toten Zellen wurden in der Zellzdhlung nicht
bericksichtigt (Lebendzahlung). Es wurden alle vier GroRquadrate ausgezahlt. Die Zelldichte

wurde mit folgender Formel berechnet:

Gesamtzellzahl

Zelldichte (Zellen/ml) = ( ) x Verdiinnung x 10*

Anzahl der gezihlten GrofRquadrate

3.7.5 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Zum Einfrieren von Zellen wurden 1x10’ Zellen mit PBS gewaschen und per Zentrifugation
bei 1500 rpm fir 5 min pelletiert. Das Zellpellet wurde in 1 ml Gefriermedium (10% DMSO in
FBS) resuspendiert und in ein Kryoréhrchen tberfihrt. Die Zellen wurden lGber Nacht in einer
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Gefrierbox in einem -80°C Gefrierschrank langsam runtergekiihlt. Am nachsten Tag wurden
die Zellen aus der Gefrierbox entnommen und die Kryoréhrchen bei -80°C im Gefrierschrank
gelagert.

Eingefrorene Zellen wurden bei 37°C im Wasserbad aufgetaut und in ein 50 ml R6hrchen mit
frischem Medium Uberfihrt. Das jeweils verwendete Medium fiir die unterschiedlichen
Zelllinien oder Primarzellen ist in Tabelle 16 hinterlegt. Nach Zentrifugation wurde das
Zellpellet in Medium resuspendiert und in eine Zellkulturflasche Uberfihrt. Am

darauffolgenden Tag wurden die Zellen mit frischem Medium versorgt.

3.7.6 Isolierung von primaren murinen T-Zellen

Fir die Isolierung primarer muriner T-Zellen fungierten OT1- oder P14-Md&use. Nach
Euthanasie (siehe Kapitel 3.9.4) der Spendertiere wurden die Milz sowie axiale, inguinale
und mesenteriale Lymphknoten entnommen. Die isolierten Organe wurden in ein 50 ml
Réhrchen mit kaltem PBS uberfiihrt.

Zur Homogenisierung wurden die Organe mit dem sterilen Stempel einer Spritze durch ein
100 uM Zellsieb von BD (Tabelle 14) in eine Petrischale gedriickt, in PBS aufgenommen und
durch ein weiteres steriles 100 uM Zellsieb in ein 50 ml R6hrchen Uberfiihrt. Im Anschluss
wurde das Homogenisat bei 1500 rpm fiir 5 min zentrifugiert und der Uberstand verworfen.
Zur Erythrolyse wurde das entstandene Zellpellet in 1-3 ml Lysis Buffer (10x) der Firma BD
Franklin (1:10 Verdinnt mit H,0) resuspendiert. Nach einer Inkubationszeit von 7 min bei
Raumtemperatur wurden 10 ml PBS zugegeben und erneut bei 1500 rpm fiir 5 min
zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Nach einem weiteren Waschschritt (Zugabe von
PBS mit anschlieBender Zentrifugation) wurden die Zellen ein weiteres Mal in 10 ml PBS

aufgenommen und die Zellzahl (siehe Kapitel 3.7.4) der Zellsuspension bestimmt.

3.7.7 Stimulierung isolierter primdrer murinen T-Zellen mit monoklonalem TCR

Nach erneutem Abzentrifugieren wurden die Zellen in einer Zelldichte von 2,5 x 10°
Zellen/ml in Mouse special Medium (Tabelle 16) aufgenommen und in einer 6-Well-
Zellkulturplatte der Firma Costar (Tabelle 14) in Kultur genommen. In jede Vertiefung der 6-
Well-Zellkulturplatte wurden 3 ml Zellsuspension (7,5 x 10° Zellen) kultiviert. Der Kultur
wurden pro ml 10 Units humanes IL2 der Firma Novartis (Tabelle 11) zugegeben.

Aufgrund der Monoklonalidt des TCR von OT1- und P14 T-Zellen konnten die T-Zellen mit

ihrem jeweiligen spezifischen Peptid fiir den monoklonalen TCR stimuliert werden. Fir die
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OT1 Zellen wurde das OVA-Peptid in einer Konzentration von 10 ng/ml und fir die P14
Zellen das gp33-Peptid in einer Konzentration von 0,1 pug/ml der Zellkultur hinzugeflgt. In
Abhéangigkeit der Proliferation der Zellen wurden sie nach einem Tag gesplittet und konnten

fiir die Transduktion eingesetzt werden.

3.7.8 Transfektion und Produktion ecotroper Viruspartikel

Fir die Herstellung von gammaretroviralen Vektorpartikeln wurde das sogenannte Drei-
Plasmid-System verwendet. Der verwendete Transfervektor kodierte das Transgen (Onkogen
oder Kontrollgen), das Verpackungssignal W und die LTRs (long terms repeats). Durch das
Fehlen von Virusproteinen konnte der Transfervektor nur in trans an einer unbekannten
Stelle in das Wirtsgenom eingebaut werde. Hierzu wurden zwei Hilfsplasmide verwendet,
welche die fehlenden Strukturgene fiir Replikation (gagpol-Gen) und Verpackung (ect-env-
Gen) codierten.

Zur transienten Transfektion wurde die humane Nierenepithelzelllinie 293T verwendet. Die
Transfektion erfolgte mittels Calcium-Phosphat-Prazipitation. Nach Transfektion gaben die
Verpackungszellen die exprimierten Gene in verpackten, infektiésen Viruspartikeln an das
Kulturmedium ab. Die so produzierten gammaretroviralen Vektorpartikel waren
replikationsinkompetent und auf einen Infektionszyklus beschriankt, da sie nur die
genetische Information des Transfervektors trugen.

Fiir die Methode der Calcium-Phosphat-Prazipitation wurden einen Tag vor der transienten
Transfektion 5 x 10° 293T Zellen in 6 ml DMEM complete Medium (Tabelle 16)
aufgenommen, in einer Zellkultur-Petrischale (@ 10 cm) ausgesit und Uber Nacht unter
normalen Zellkulturbedingungen kultiviert (siehe Kapitel 3.7.1). Zur Steigerung der
Transfektionseffizienz wurde dem Zellkulturmedium der 293T Zellen kurz vor Transfektion
25 uM Chloroquine (Tabelle 11) zugefiigt. Zur Transfektion wurde der folgende DNA/CaCl,-

Mix in einem 15 ml R6hrchen angesetzt.

Tabelle 5 Herstellung DNA/CaCl, Mix

Transfervektor (P3, P52, P53, M387) 7,5 ul
Hilfsplasmid gag/pol (M579) 12,5 ul
Hilfsplasmid Ecoenv (M187) 1ul
H,0 ad 450 ul
2,5 M CaCl, 50 ul
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Die 500 pl DNA/CaCly-Lésung wurde tropfchenweise unter standigem Mischen, durch
Erzeugen von Luftblasen mit einer Pasteurpipette, in 500 pl 2xHEPES Puffer (Tabelle 12)
pipettiert. Um eine optimale Préazipitation der DNA in die Calciumphosphatkristalle zu
gewadhrleisten, wurde das Gemisch fiir 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss
wurde das DNA-Prazipitat vorsichtig auf die 293T-Zellen pipettiert und die Zellen weiterhin
unter normalen Kulturbedingungen gehalten (siehe Kapitel 3.7.1). Vier Stunden nach Zugabe
des DNA-Prazipitats wurde das Medium vorsichtig abpipettiert und durch 5 ml frisches
DMEM complete Medium ersetzt. Nach weiteren 12 Stunden wurde das Zellkulturmedium
ein weiteres Mal abpipettiert und durch 5 ml frisches DMEM complete Medium ersetzt.

Etwa 36 Stunden nach Transfektion wurde das Viruspartikel enthaltende Medium vorsichtig
mit einer 10 ml Spritze aufgesogen und durch einen sterilen Filter in ein 50 ml Réhrchen
Uberfihrt. Die Zellen wurden erneut mit 5 ml DMEM complete Medium versorgt. Der
Zellkulturiberstand wurde 48 Stunden nach Transfektion ein weiteres Mal mit einer 10 ml
Spritze abgesogen und durch einen sterilen Filter in ein 50 ml Réhrchen tberfihrt.

Die so gewonnenen Viruspartikel enthaltenden Zellkulturiiberstande wurden auf SC1-Zellen
titriert, um die Transduktionseffizienzen zu ermitteln (siehe Kapitel 3.7.9), und bis zur

weiteren Verwendung bei +4°C fir maximal zwei Wochen gelagert.

3.7.9 Ermittlung der Transduktionseffizienz der produzierten ecotropen Viruspartikel auf
SC1 Zellen
Zur Ermittlung der Transduktionseffizienz der produzierten gammaretroviralen Uberstinde
wurden diese auf SC1-Zellen titriert. Hierfiir wurden 5x10* SC1-Zellen in DMEM complete
(Tabelle 16) je Vertiefung einer 24 Well-Zellkulturplatte ausgesat. Am darauffolgenden Tag
wurden die retroviralen Uberstinde in Verdiinnungen von 1:1 bis 1:100 auf die SC1-Zellen
pipettiert. Nach 24 Stunden wurden die Zellen aus der 24-Well Zellkulturplatte gel6st. Zum
Losen der Zellen wurde das Zellkulturmedium abpipettiert, die Zellen einmal mit PBS
gewaschen und anschlieBend eine Trypsinierung durchgefiihrt. Die so geldsten Zellen
wurden in 1 ml DMEM complete aufgenommen und die Transduktionseffizienz mittels FACS
(fluorescence-activated cell sorting, deutsch: Durchflusszytometrie) ermittelt (siehe Kapitel
3.8.). Die Transduktionseffizienz fiir gammaretrovirale Uberstinde von Vektoren, welche
GFP oder T-Sapphire enthielten, konnte direkt liber den prozentualen Anteil der GFP oder T-
Sapphire positiven Zellen mittels FACS-Analyse ermittelt werden. Zur Ermittlung der

Transduktionseffizienz NPM-ALK enthaltender Virusiberstdande ohne GFP oder T-Sapphire
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wurde nach Durchfiihrung des Fix and Perm (Tabelle 15) Protokolls intrazellular mit dem
humanen NPM-ALK Antikorper (Tabelle 1) gefarbt (siehe Kapitel 3.8.4) und mittels FACS der

Anteil an NPM-ALK positiven Zellen ermittelt.

3.7.10 Aufkonzentrieren von Vektoriiberstinden

Zur Verbesserung der Transduktionseffizienzen wurden die gammaretroviralen
Vektoriberstiande teilweise fiir die Transduktion auf primdre murine T-Zellen
aufkonzentriert. Hierflr wurde das Herstellerprotokoll des RetroX Concentrators von Takara

(Tabelle 11) angewendet.

3.7.11 Retrovirale Transduktion mit Retronektin beschichteten Platten

Zur Verbesserung der Transduktion wurden murine primare T-Zellen und die zytotoxische T-
Zelllinie CTLL2 auf Retronektin beschichteten Platten transduziert.

Zur Herstellung der Retronektin beschichteten Platten wurde in jede Vertiefung einer
unbeschichteten 6-Well Platte (Tabelle 14) 1 ml Retronektin (Tabelle 11) pipettiert und fir 2
Stunden bei Raumtemperatur oder tGber Nacht bei 4°C inkubiert. AnschlieBend wurde das
Retronektin abpipettiert und die Platten mit 1 ml 2% BSA in PBS fir 30 min bei
Raumtemperatur geblockt. Nach einmaligem Waschen mit 1x HBSS (Tabelle 11) und PBS
wurden 3-5 ml der gammaretroviralen Uberstinde in jede Vertiefung pipettiert und die 6-
Well Platte bei 3100 rpm fiir 90 min und 31°C zentrifugiert. Im Anschluss der Zentrifugation
und Entfernung der Virusiberstande aus den Platten folgte die Transduktion der Zellen. Fir
die Transduktion von CTLL2 wurden 3 ml Zellsuspension in einer Dichte von 2x10° Zellen/ml
in jede Vertiefung pipettiert. Die Retronektin beschichteten Platten mit enthaltener
Zellsuspension wurden bei 1900 rpm fiir 60 min und 31°C zentrifugiert. Nach 24 Stunden
wurde die Transduktionseffizienz mittels FACS Giberprift.

OVA stimulierte OT1-Zellen und gp33 stimulierte P14-Zellen (siehe Kapitel 3.7.7) wurden in 3
ml Medium in einer Dichte von 2,5x10° Zellen/ml transduziert. Die Transduktion wurde 24
Stunden nach der ersten Transduktion mit einer neuen Retronektin beschichteten Platte
wiederholt. Einen Tag nach der zweiten Transduktion wurde die Transduktionseffizienz der
Zellen sowie Expression der Marker CD3, CD4, CD8, CD19, CD30, TCR,, und ICOS mittels

FACS ermittelt. Danach standen die Zellen zur Transplantation (siehe Kapitel 3.9.2) bereit.
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3.8 Durchflusszytometrie (FACS-Analyse)

Die Durchflusszytometrie wurde eingesetzt, um nach intra- oder extrazelluldrer
Antikorperbindung die Expression von Zellmarkern sowie den Phosphorylierungsstatus von
Schlisselproteinen zu analysieren. Zusatzlich wurden mittels FACS spezifische transduzierte
Zellpopulationen sortiert. FACS-Analysen wurden durchgefiihrt am MACSQuant-Analyzer der
Firma Miltenyi Biotec und die Sortierung von Zellen am BD FACSAria Il. Die verwendeten
Antikorper sind aus Tabelle 1 zu entnehmen. Die Auswertung erfolgte mit der Flowlo

Software.

3.8.1 Aufbereitung von Vollblut fiir die Antikorperfarbung

Um Antigen aus dem Vollblut der Empfangertiere mit Antikdrpern zu nachzuweisen, musste
das Vollblut zunachst erythrolysiert werden. Hierzu wurden auf 20 pl Vollblut 200 pl Lysis
Buffer (1:10 in H,0 verdiinnt) pipettiert und fir 7 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Anschliefend wurde mit 2 ml PBS gewaschen und bei 1500 rpm fir 5 min und 21°C
zentrifugiert. Nach Verwerfen des Uberstands wurde die Antikdrperfirbung wie in Kapitel

3.8.3 beschrieben durchgefihrt.

3.8.2 Herstellung von Einzelzellsuspensionen aus Organen zur FACS Analyse

Aus den bei der Sektion (siehe Kapitel 3.9.4) entnommenen Organen wurden
Einzelzellsuspensionen hergestellt. Hierzu wurden die Organe mit dem sterilen Stempel
einer Spritze durch ein 100 uM Zellsieb in eine sterile Petrischale gedrickt. Im Anschluss
wurden die zerdriickten Organbestandteile in PBS aufgenommen und durch ein weiteres
steriles 100 uM Zellsieb in ein 50 ml Réhrchen Uberfiihrt. Das entstandene Homogenisat
wurde bei 1500 rpm fiir 5 min zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Zellpellet
wurde einer Erthroylyse unterzogen. Hierzu wurde das Zellpellet in 1-3 ml Lysis Buffer (1:10
verdiinnt mit H,0) resuspendiert. Nach einer Inkubationszeit von 7 min bei Raumtemperatur
wurden 10 ml PBS zugegeben und erneut bei 1500 rpm fir 5 min zentrifugiert und der
Uberstand verworfen. Nach einem weiteren Waschschritt wurden die Zellen gezihlt (siehe
Kapitel 3.7.4) und waren bereit fiir die extra- oder intrazelluldre Detektion spezifischer

Antigene (siehe Kapitel 3.8.3 und 3.8.4).
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3.8.3 Detektion extrazelluldrer Antigene in Einzelzellsuspensionen

Fur die extrazelluldre Antikdrperdetektion wurden 2-5x10° Zellen in ein FACS-R6hrchen von
Sarstedt (Tabelle 14) Gberfiihrt. Nach Zentrifugation bei 1500 rpm fir 5 min und 21°C wurde
der Uberstand verworfen und dem Restvolumen 1 pl FcR Block und 1 pl Antikérper (Tabelle
1) zugesetzt. Es folgte eine Inkubation von 15 min bei Raumtemperatur im Dunkeln. Im
Anschluss wurden die Zellen zweimal mit 2 ml PBS gewaschen mit nachfolgender
Zentrifugation bei 1500 rpm fiir 5 min bei 21°C. Der Uberstand wurde verworfen und die
Zellen in 100 pl PBS resuspendiert. Im direkten Anschluss wurde der Anteil der Antikorper

markierten Zellen im FACS analysiert.

3.8.4 Intrazelluldre Antikérperdetektion von Einzelzellsuspensionen

Fur die intrazelluldre Antikorperfirbung wurden 1x10° Zellen in ein FACS-R6hrchen
Uberfiihrt. Nach Zentrifugation bei 1500 rpm fiir 5 min und 21°C wurde der Uberstand
verworfen. Im Anschluss wurden die Zellen nach dem Herstellerprotokoll des Fix and Perm
Cell Permeabilization Kits der Firma Invitrogen (Tabelle 15) fixiert, permeabilisiert und mit

dem entsprechenden Antikorper geférbt.

3.8.5 Apoptose Assay mittels FACS-Analyse

Mit der zytotoxischen T-Zelllinie CTLL2 wurde nach Transduktion (siehe Kapitel 3.7.11) mit
dem Onkogenvektor NPM-ALK oder dem Kontrollvektor ein Apoptose Assay durchgefiihrt.
Hierfur wurden 1x10° transduzierte Zellen in FACS-R6hrchen tberfiihrt und bei 1500 rpm fiir
5 min und 21°C zentrifugiert. Nach Verwerfen des Uberstands wurden die Zellen nach dem
Herstellerprotokoll des Annexin V Apoptosis Detection Kit von BD (Tabelle 15) behandelt und

direkt im Anschluss durchflusszytometrisch analysiert.

3.8.6 Intrazelluldre Detektion von phosphorylierten Proteinen

Fur die Detektion von phospho-Proteinen wurden 1-2x10° Zellen bei 1500 rpm fiir 5 min und
21°C zentrifugiert, der Uberstand verworfen und die Zellen in vorgewdrmten Lyse/Fix Buffer
von BD (Tabelle 11) (1:5 in H,0 verdiinnt) resuspendiert. Nach einer Inkubationszeit von 10
min bei 37°C wurden die Zellen mit Stain Buffer (3% FBS in PBS) gewaschen und pelletiert.
AnschlielRend folgte nach Zugabe von Perm Buffer Il eine 30-minitige Inkubation auf Eis mit
darauffolgendem Waschschritt. Nun konnte den Zellen 1 ul FcR Block und 5 pl phospho-
Antikérper (Tabelle 1) (Konzentration 50000 Units/ml) zugegeben werden. Die Zellen

wurden im Dunkeln bei Raumtemperatur fiir 30 min inkubiert. Nach einmaligem Waschen
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wurden die Zellen in 200-300 pl Stain Buffer resuspendiert und direkt im Anschluss per FACS

analysiert.

3.8.7 Sortieren von Zellpopulationen

Zum Sortieren von Zellpopulationen wurden 2-3x10’ Zellen bei 1500 rpm fir 5 min und 21°C
zentrifugiert. Das Zellpellet wurde einmalig in PBS gewaschen und erneut pelletiert. Die
Zellen wurden in PBS mit 2% FBS in einer Zelldichte von 1x10’ Zellen pro ml aufgenommen.
Nach vorsichtigem Pipettieren durch ein100 uM Zellsieb wurden die Zellen bis zur Sortierung
auf Eis gelagert. Im Anschluss an die Zellsortierung wurde die sortierte Zellpopulation

einmalig mit PBS gewaschen und in frischem Medium in Kultur genommen.
3.9 Tierexperimentelle Methoden

3.9.1 Tierhaltungsbedingungen

Die Labormause wurden in individuell ventilierten Kafigen (individually ventilated cage, IVC),
Firma Tecniplast) mit Uberdrucksystem in der Tierhaltungsanlage des Georg-Speyer-Hauses
gehalten. Die Raumlichkeiten wurden ausschlieBlich mit Schutzkleidung (Uberschuhe,
Mundschutz, Handschuhe, Kittel) betreten. Die Versuchstiere wurden taglich adspektorisch
und bei Auffalligkeiten palpatorisch untersucht. Die Haltungsbedingungen sowie die Tétung
der Tiere erfolgte nach den Richtlinien der Federation of European Laboratory Animal
Science Associations (FELASA). Alle durchgefiihrten In-vivo-Experimente waren genehmigt

durch das Regierungsprasidium Darmstadt unter der Tierversuchsnummer F21/03.

3.9.2 Transplantation von OT1- und P14-Zellen

Nach Isolierung von OT1- und P14-Zellen (siehe Kapitel 3.7.6) mit anschlieRender
Stimulierung (siehe Kapitel 3.7.7) und doppelter Transduktion (siehe Kapitel 3.7.11) wurden
die Zellen auf ihre Transduktionseffizienz und die Expression der Marker CD3, CD4, CDS,
CD19, CD30, TCRy, und ICOS mittels FACS Analyse (siehe Kapitel 3.8) untersucht. Die
Empfangertiere (Rag 1-) wurden mit jeweils 5x10° Zellen transplantiert. Zur Transplantation
der Spenderzellen wurden diese in 200 ul PBS in einer Insulinspritze aufgenommen. Die
Transplantation erfolge i.v. (intravends) in die Vena caudalis mediana (Schwanzvene). Die
intraventse Transplantation wurde erleichtert durch die Fixierung der Empfangertiere in
einer Mausefalle der Firma LabArt und die Dilatation der Schwanzvene mittels Warme durch

eine Rotlichtlampe.
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3.9.3 Blutabnahme

Die Blutabnahme bei den Versuchsmausen erfolgte aus der lateralen Schwanzvene. Hierzu
wurden die Mause in einer Mausefalle fixiert und die Schwanzvene mittels Rotlicht dilatiert.
Mit einem sterilen Skalpell wurde an der lateralen Vene eine Inzision vorgenommen und
circa 20-80 ul Blut mit einer EDTA-beschichteten Mikrovette aufgenommen. Die Inzision am
Schwanz wurde nach Blutabnahme mit einem Tupfer abgedriickt bis die Blutung zum
Stillstand kam. Das Blut wurde anschlieRend zur Analyse mittels FACS vorbereitet (siehe

Kapitel 3.8.1).

3.9.4 Totung und Sektion der Versuchstiere

Klinisch erkrankte Tiere und Spendertiere wurden in einem offenen System mittels
Einleitungsbox mit einer Isoflurankonzentration von 3% narkotisiert und anschlieBend durch
cervicale Dislokation euthanasiert. Mit einer Insulinspritze erfolgte die Blutabnahme durch
Herzpunktion. Fir die Sektion der Mause wurden diese in Rickenlage fixiert, die Haut mit
70%igem Alkohol desinfiziert und nach einer Inzision an der Linea alba von caudal nach
cranial eroffnet. Alle makroskopischen Veranderungen wurden dokumentiert. Lymphknoten
(axial, inguinal, mesenterisch), Milz, Leber, Nieren, Lunge, Femur und Tibia wurden
entnommen. Die entnommenen Organe, welche im Anschluss mittels FACS-Analyse
untersucht werden sollten, wurden in ein 50 ml R6hrchen mit PBS tberfihrt. Das Rohrchen
wurde bis zur weiteren Aufbereitung der Organe zur FACS Analyse (siehe Kapitel 3.8.2) auf
Eis gelagert. Entnommene Organe zur histologischen Untersuchung (siehe Kapitel 3.9.5)

wurden in ein 50 ml Réhrchen mit 4%iger Formaldehydlésung Uberfihrt.

3.9.5 Histologische Untersuchung

Entnommene Organe wurde Uber Nacht in 4%iger Formaldehydlosung eingelegt. Nach
Uberfiihrung in Histosetten von Sanowa wurden die Organe ein weiteres Mal fiir mindestens
2 Stunden in 4%iger Formaldehydlésung fixiert. Nach Entwasserung der Organe mit Alkohol
wurden sie in Paraffin eingebettet. Zur Einbettung in Paraffin wurde 60°C warmes flissiges
Paraffin verwendet, sodass ein ein schneidbarer Paraffinblock entstand. Die Paraffinblocke
wurden mit dem elektronischen Mikrotom pfm Slide 4003 von pfm Medical in 2-10 um dicke
Scheiben geschnitten. Nachdem die Gewebescheiben auf Objekttrager aufgebracht wurden,
folgte eine Hamatoxylin-Eosin (HE) Farbung und bei Bedarf eine immunhistochemische

Untersuchung zum Nachweis von NPM-ALK. Die Verarbeitung und Farbungen der Proben
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wurde am Dr. Senckenbergischen Institut fir Pathologie durch Frau Smaro Soworka

durchgefihrt.

3.9.6 In-vivo-Biolumineszenzmessungen

Die in-vivo-Biolumineszenzmessung wurde durchgefiihrt, um die Lymphomagenese der
Onkogen-induzierten Lymphome im Tier beobachten zu kdnnen. Hierzu wurden die
Empfangertiere, welche mit Luciferase Vektor transduzierten OT1- oder P14-Zellen
transplantiert wurden, in wodchentlichen Abstidnden auf biolumineszente Strahlung
gemessen. Flr das Biolumineszenz Imaging wurden die Mause mit dem XGI-8 Anesthesia
System (PerkinElmer, Waltham, Massachusetts, USA) in eine Isofluran Narkose versetzt. Bei
dem Gerat handelt es sich um ein offenes System. Die Einleitung der Narkose erfolgte bei
einer 3- bis 5%igen Isoflurankonzentration in einer Einleitungsbox. Nach Eintritt der Narkose
wurde den Mausen die gesamte ventrale Korperflache mit einer Schermaschine rasiert und
150 pl D-Luciferin (15mg/ml) i.p. (intraperitoneal) injiziert. Im Anschluss wurden die Tiere in
das IVIS Imaging System Lumina Il (PerkinElmer, Waltham, Massachusetts, USA) in dorsaler
Lage gelegt. Im Gerdt wurde die Narkose mit einer Isoflurankonzentration von 1 bis 3%
aufrechterhalten. Die Aufnahmen wurden 10 min nach i.p. Injektion des D-Luciferins in
dorsaler und rechter laterolateraler Lage bei einer Belichtungszeit von 30 sek, 1 min und 2
min durchgeflihrt. Im Anschluss an die Aufnahmen wurden die Versuchstiere zuriick in ihren
Kafig gelegt und standen bis zum vollstandigen Aufwachen unter Beobachtung. Die
Auswertung der Aufnahmen erfolgte mittels der Living Image Software 4.0 (PerkinElmer,

Waltham, Massachusetts, USA).
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4 Ergebnisse

In einem Mausmodell der AG Newrzela wurde mittels biolumineszenter Bildgebung die
Repopulationsdynamik von NPM-ALK transduzierten TCR transgenen T-Zellen (OT1-Zellen) in
Rag-defizienten Empfangertieren untersucht. Interessanterweise  waren  die
genmodifizierten T-Zellen bis zur Entstehung von klinisch manifesten Lymphomen in der in-
vivo-Biolumineszenzmessung nahezu nicht nachweisbar. Im Gegensatz hierzu konnten die T-
Zellen in den Kontrolltieren, welche mit Kontrollvektor (T-Sapphire) transduzierten T-Zellen
transplaniert waren, Uber den gesamten Versuchsverlauf detektiert werden. Da es vollig
unklar war, warum die NPM-ALK transduzierten T-Zellen in der in-vivo-BLI nicht nachweisbar
waren, wurde im ersten Teil der vorliegenden Arbeit zunachst der Effekt von NPM-ALK auf
die zytotoxische T-Zelllinie CTLL2 in-vitro untersucht. Eine weitere Beobachtung aus dem
erwahnten Mausmodell zeigte sich im Ursprung der NPM-ALK induzierten Lymphome, die
Lymphome schienen alle ihren Ursprung im poplitealen Lymphknoten zu nehmen. Um diese
Beobachtung genauer zu beleuchten, wurde im zweiten Teil der vorliegenden Dissertation
das bereits etablierte Mausmodell genutzt, um mogliche TCR abhangige Verteilungsmuster

von NPM-ALK transduzierten TCR transgenen T-Zellen (OT1 und P14) zu untersuchen.

4.1 Analyse der zytotoxischen T-Zelllinie CTLL2

Um den Effekt von NPM-ALK auf T-Zellen genauer zu untersuchen, wurde die IL2 abhédngige
T-Zelllinie CTLL2 genutzt und in-vitro analysiert. Die Zellen wurden mit dem Onkogenvektor
NPM-ALK gekoppelt an GFP (im Weiteren nur noch als NPM-ALK bezeichnet) transduziert.
Als Kontrollzellen fungierten CTLL2 transduziert mit dem Kontrollvektor GFP. Die
transduzierten CTLL2 wurden (iber mehrere Wochen in Kultur gehalten und alle 2-3 Tage

passagiert.

4.1.1 Transduktionseffizienzen transduzierter CTLL2-Langzeitkulturen

Nach erfolgreicher Transduktion der CTLL2-Zellen wurden die Transduktionseffizienzen tber
die GFP-Expression mittels Durchflusszytometrie ermittelt. Die mit dem Kontrollvektor GFP
transduzierte CTLL2-Kultur zeigte 24 Stunden nach Transduktion einen Anteil von 12,4% GFP
positiver Zellen (Abbildung 16B). Fir das Onkogen NPM-ALK wurden zwei Kulturen
angesetzt. In der Kultur CTLL2-NPM/ALK-niedrig (Abbildung 16B) konnte eine
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Transduktionseffizienz von 5% und in der Kultur CTLL2-NPM/ALK-hoch (Abbildung 16C) ein

Anteil an GFP positiven Zellen von 17,5% 24 Stunden nach Transduktion ermittelt werden.

" CTLL2-GFP 103CTLL2-NPM/ALK-niedrig o CTLL2-NPM/ALK-hoch
A ] 124 B ] s08| C ] 175
_—>

Abbildung 16 Transduktionseffizienzen der CTLL2 Kulturen im FACS-Blot

CTLL2 wurden mit dem Onkogenvektor NPM-ALK oder dem Kontrollvektor GFP transduziert. Ein Tag
nach Transduktion wurden die Transduktionseffizienzen mittel FACS (GFP Expression) ermittelt. Die
mit dem Kontrollvektor angesetzte Kultur (CTLL2-GFP) zeigte eine Transduktionseffizienz von 12,4%
(A). Fir das Onkogen NPM-ALK wurden zwei Kulturen angesetzt, eine niedrig transduzierte mit 5%
GFP positiven Zellen (CTLL2-NPM/ALK-niedrig) (B) und eine hohe mit 17,5% GFP positiven Zellen
(CTLL2-NPM/ALK-hoch) (C).

4.1.2 Entwicklung der GFP-Expression in transduzierten CTLL2-Langzeitkulturen

Die transduzierten CTLL2-Kulturen wurden Gber mehrere Wochen in Kultur gehalten. Alle 2-
3 Tage wurden die Zellen passagiert und mit frischem Medium sowie 300 Units humanen IL2
pro ml Medium versorgt. Vor jeder Passagierung wurde der Anteil GFP positiver Zellen
mittels Durchflusszytometrie ermittelt. Die mit dem Kontrollvektor transduzierte Kultur
CTLL2 GFP zeigte im Verlauf von 15 Tagen einen konstanten Anteil an GFP positiven Zellen
von 12-13% (Abbildung 17A). Nach 15 Tagen wurden die Zellen auf die GFP positive
Zellpopulation sortiert, um weiterfliihrende Analysen durchzufiihren. Im Gegensatz zu der
Kontrollkultur konnte in den beiden NPM-ALK transduzierten Kulturen bereits bei der
zweiten FACS Analyse nahezu keine GFP-Expression mehr nachgewiesen werden. Ab dem
30. Tag nach Transduktion stieg sowohl in der Kultur CTLL2-NPM/ALK-niedrig als auch in der
Kultur CTLL2-NPM/ALK-hoch der Anteil der GFP-positiven Zellen wieder rapide an. Bis zum
Tag 90 nach Transduktion zeigte sich in beiden CTLL2-NPM/ALK Kulturen eine GFP
Expression von fast 100% (Abbildung 17B-C). Die beiden Kulturen wurden am Tag 90 nach

Transduktion ebenfalls fir weiterfihrende Analysen auf die GFP positiven Zellen sortiert.
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Abbildung 17 GFP Expression der transduzierten CTLL2-Langzeitkulturen
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A. In der Kontrollkultur CTLL2-GFP zeigte sich tber den gesamten Versuchsablauf eine konstante

GFP-Expression von 12-13%. In den Onkogenkulturen, CTLL2-NPM/ALK-hoch (B) und CTLL2-

NPM/ALK-niedrig (C), war kurz nach Transduktion Uber einen Zeitraum von 30 Tagen nahezu keine

GFP-Expression nachweisbar. Ab dem 30. Tag kam es in beiden Kulturen zum rapiden Anstieg der

GFP-positiven Zellen.
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4.1.3 NPM-ALK transduzierte zytotoxische T-Zellen gehen in Apoptose

Das Phianomen des rapiden Abfalls der GFP-positiven Zellpopulation mit anschliefendem
Anstieg konnte auch in weiteren Transduktionsversuchen mit NPM-ALK in CTLL2 beobachtet
werden. Um dies genauer zu untersuchen, wurden CTLL2 erneut mit dem Onkogenvektor
NPM-ALK transduziert und ein Apoptose Assay mittels FACS-Analyse ab dem ersten Tag nach
Transduktion in regelmassigen Abstanden durchgefiihrt. Die Detektion von apoptotischen
Zellen erfolgte durch eine Annexin V Farbung der Zellen, nekrotische Zellen wurden ermittelt
durch DNA Farbung mit 7AAD. Im Apoptose Assay zeigte sich, dass die NPM-ALK

transduzierten CTLL2 vermehrt in Apoptose und Nekrose gehen (Abbildung 18).
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Abbildung 18 Apoptose Assay von NPM-ALK transduzierten CTLL2

A. CTLL2 transduziert mit dem Onkogen NPM-ALK zeigten wenige Tage nach Transduktion einen
rapiden Abfall der GFP-positiven Zellpopulation mit anschlieRendem Anstieg. B. Der Anteil der
nekrotischen CTLL2 zeigte sich in der GFP-positiven Population héher als in der GFP negativen
Population. C. Selbiges war fiir die apoptotischen Zellen zu beobachten, ein deutlich héherer Anteil

an GFP-positiven CTLL2 wiesen Apoptose auf als in der GFP negative Zellpopulation.
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4.1.4 Ausbildung von zwei GFP-positiven Zellpopulationen

Eine weitere Beobachtung aus den CTLL2-Langzeitkulturen zeigte sich in der Kultur CTLL2-
NPM/ALK-niedrig. Mit dem Anstieg der GFP-positiven Zellen bildeten sich in dieser Kultur
zwei GFP-positive Zellpopulationen aus. Eine hohe und eine niedrige GFP-positive
Zellpopulation (Abbildung 19A). In der Langzeitkultur CTLL2-NPM/ALK-hoch bildete sich mit
steigernder GFP Expression nur eine einzelne GFP positive Zellpopulation aus (Abbildung

19B).
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Abbildung 19 FACS Blots der CTLL2-Langzeitkulturen nach Anstieg der GFP Expression

A. In der CTLL2-NPM/ALK-niedrig Kultur bildeten sich mit Anstieg der GFP Expression eine hohe und
eine niedrige GFP-positive Zellpopulation aus. B. Die CTLL2-NPM/ALK-hoch Kultur bildete eine GFP

positive Population aus.

4.1.5 Expression von NPM-ALK in GFP-positiver Zellpopulation

Nachdem die CTLL2-Langzeitkulturen einer Zellsortierung auf die GFP positiven
Zellpopulationen unterzogen wurden, galt es, die vier erhaltenen Kulturen auf die Expression
von NPM-ALK zu untersuchen. Aus der Kultur CTLL2-NPM/ALK-niedrig wurden zwei Kulturen
nach Zellsortierung angesetzt. Eine Kultur mit der hohen GFP positiven Zellpopulation (hohe
GFP Population (NPM/ALK)) und eine mit der GFP niedrigen Zellpopulation (niedrige GFP
Population (NPM/ALK)). Aus der Langzeitkultur CTLL2-NPM/ALK-hoch wurde die einzeln
ausgewachsene GFP positive Zellpopulation (einzelne GFP Population (NPM/ALK)) sortiert.

Als Kontrollzellen fungierten weiterhin die mit dem Kontrollvektor GFP transduzierten CTLL2
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(CTLL2-GFP), welche ebenfalls auf die GFP positiven Zellen sortiert wurden. Nach
intrazelluldrer Farbung mit humanem NPM-ALK wurden die Zellen mittels
Durchflusszytometrie hinsichtlich ihrer Onkogen/ NPM-ALK Expression untersucht. Der NPM-
ALK Nachweis fur Kontrollzellen fiel wie erwartet negativ aus. Interessanterweise war nicht
in allen drei NPM-ALK transduzierten GFP positiven Zellpopulationen die Expression des
Onkogens detektierbar. Die niedrige GFP Population (NPM/ALK) fiel in der FACS-Analyse

negativ aus fur die Expression von NPM-ALK (Abbildung 20B).
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Expressionsintensitdt als in den anderen Zellpopulationen (A). Zur Verifizierung der FACS-Analyse
wurde die gleiche Anzahl GFP positiver Zellen fiir eine Western-Blot Analyse verwendet. Die Aktin
Expression diente als Ladekontrolle. In allen NPM-ALK transduzierten CTLL2 Populationen konnte das
Onkogen NPM-ALK nachgewiesen werden (C). Die Menge NPM/ALK und GFP war jedoch in der
niedrigen GFP Population (NPM/ALK) deutlich geringer als in den beiden anderen NPM/ALK

transduzierten Populationen.

Um auszuschlielRen, dass es sich um ein Sensitivitdtsproblem handelt, wurde die GFP- und
NPM-ALK Expression zusatzlich per Western Blot analysiert (Abbildung 20C).

Flr die Western-Blot Analyse wurde die gleiche Anzahl GFP positiver Zellen verwendet. Um
den Einsatz der gleichen Menge an Zellen zu demonstrieren, diente beta-Aktin als
Ladekontrolle. Der Western-Blot konnte das Ergebnis der FACS- Analyse nicht bestatigen. In
allen mit dem Onkogen transduzierten Zellpopulationen wurde GFP und NPM-ALK
nachgewiesen. Jedoch zeigte die niedrige GFP Population (NPM/ALK) einen deutlich
geringeren Anteil an GFP und NPM-ALK. Um weitere Sensitivitatsproblem bei der FACS-
Analyse auszuschlieBen, wurden die weiteren durchflusszytometrischen Untersuchungen

mit den Zellen der ,,hohen GFP Population (NPM/ALK)“ durchgefihrt.

4.1.6 Markerexpression von NPM-ALK transduzierten CTLL2

Zur Erstellung eines Markerprofils wurde in den Zellen aus der hohen Population (NPM/ALK)
(Abbildung 21B) und den Kontrollzellen CTLL2-GFP (Abbildung 21A) typische T-Zell Markern
sowie durch NPM-ALK hochregulierte, charakteristische Marker nachgewiesen und mittels

FACS analysiert.
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Abbildung 21 Mittelwerte der Markerprofile von CTLL2 Kontrollzellen und NPM-ALK

transduzierter CTLL2

A. Im erstellten Markerprofil waren die Kontrollzellen CTLL2-GFP fiir die Oberflachenmarker CD3,
CD25, CD69 und den TCR,, positiv. B. Die NPM-ALK transduzierten CTLL2 zeigten eine deutlich
geringere Expression fir den Oberflaichenmarker CD3 und den TCR,,. CD25, CD30 und CD69 waren
ebenfalls detektierbar. Die Farbung auf die Marker CD4, CD8, CD28, CD38, CD44, ICOS und PD1 fielen

sowohl fiur die Kontrollzellen als auch fiir die NPM-ALK transduzierten CTLL2 negativ aus.

Alle  Marker wurden um Zellzyklusabhangigkeiten zu vermeiden an drei
aufeinanderfolgenden Tagen gemessen. Der Nachweis des T-Zell Markers CD3 und der
Nachweis des T-Zellrezeptors (TCRyp) fiel sowohl fiir die NPM-ALK transduzierten CTLL2 als
auch fir die Kontrollzellen positiv aus. Allerdings zeigten die Onkogen transduzierten CTLL2
einen deutlich geringeren Anteil an CD3 und TCR,;, positiven Zellen als die Kontrollzellen. Die
Expression des IL2-Rezeptors konnte durch die CD25 Farbung (a-Kette des IL2 Rezeptors)
sowohl in den Kontrollzellen als auch in den CTLL2-NPM/ALK Zellen nachgewiesen werden.
Ebenfalls wurde in den Kontrollzellen und in den NPM-ALK transduzierten Zellen der
Aktivierungsmarker CD69 nachgewiesen Im Gegensatz zu den Kontrollzellen wurde
interessanterweise in den NPM-ALK transduzierten CTLL2 der Oberflachenmarker CD30

detektiert. CD4, CD8, CD28. CD38, CD44, ICOS und PD1 waren nicht detektierbar.

4.1.7 Aktivierung von NPM-ALK vermittelten Signalwegen in NPM-ALK transduzierten
CTLL2

Die Bestimmung von Phosphoproteinen wurde genutzt, um die Aktivitdit von
Signalmolekilen zu ermitteln, die in der NPM-ALK vermittelten Signalkaskade eine wichtige
Rolle spielen. Hierzu wurden die NPM-ALK transduzierten CTLL2 einem Phosflow Protokoll
unterzogen und in anschlieRender FACS Analyse die Phosphorylierung von STAT1, STAT3,
STAT5, ERK1/2, und AKT(T308) untersucht. Die Onkogen transduzierten CTLL2 zeigten eine
erhohte Phosphorylierung fiur STAT1 (Abbildung 22A) und STAT3 (Abbildung 22B), im
Gegensatz zu den GFP transduzierten Kontrollzellen. Fiir die Phosphorylierung von STAT5
(Abbildung 22C) konnte kein Unterschied zwischen den Kontrollzellen und den NPM-ALK
transduzierten CTLL2 festgestellt werden. Der Phosphorylierungsstatus von ERK1/2
(Abbildung 22D) und AKT(T308) (Abbildung 22E) war in den CTLL2-NPM/ALK Zellen ebenfalls
deutlich hoher als in den CTLL2-GFP Zellen.
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Abbildung 22 Protein Phosphorylierung in NPM-ALK transduzierten CTLL2

CTLL2 transduziert mit dem Onkogenvektor NPM-ALK oder dem Kontrollvektor GFP wurden
analysiert auf die Phosphorylierung von STAT 1 (A), STAT3 (B), STATS5 (C), ERK1/2 (D) und AKT (T308)
(E). Als Positivkontrolle wurden CTLL2, welche mit H,0, behandelt wurden, verwendet. Als

Negativkontrolle dienten CTLL2, die 24 Stunden vor dem Versuch serumfrei gehalten wurden.
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4.2 Genexpression muriner T-Zellen nach Transduktion mit NPM-ALK

Eine vergleichende Genexpressionsanalyse wurde zwischen murinen, NPM-ALK
transduzierten T-Zellen und GFP transduzierten murinen T-Zellen als Kontrollzellen
durchgefiihrt. Die Analyse erfolgte insbesondere, um Unterschiede in der Expression
apoptotischer Gene zu identifizieren. Die Analyse wurde durchgefihrt mit einem Affymetrix
Mouse Gene 1.0 ST Array. Die Ergebnisse wurden gefiltert fiir alle Gene mit einem fold
change unter 2 oder lber 2.

Als Spendertiere flir die murinen T-Zellen wurden Ma&use vom OT1- und P14-Stamm
verwendet. Die isolierten T-Zellen wurden mit dem Onkogen NPM-ALK oder dem
Kontrollgen GFP transduziert. Einen Tag nach Transduktion wurden die transduzierten T-
Zellen sortiert und die Genexpressionsanalyse durchgefiihrt. Die beiden NPM-ALK
transduzierten T-Zellen (OT1 und P14) zeigten eine groRe Uberschneidung der

Genexpression (Abbildung 23).

OT1-NPM/ALK

P14-NPM/ALK

OT1-GFP

P14-GFP

Abbildung 23 Gruppierte Hitzekarte (Heatmap) der Genexpression

Heatmap der Genexpression NPM-ALK transduzierter OT1- und P14- Zellen, sowie GFP transduzierter
OT1-und P14-Zellen als Kontrollzellen. Die hierarchische Gruppierung als Dendogramm dargestellt,

zeigte eine Clusterbildung der NPM-ALK transduzierten Zellen.

In den NPM-ALK transduzierten OT1-Zellen waren 377 Gene hochreguliert und 108 Gene
herunterreguliert, verglichen mit den GFP transduzierten OT1-Zellen. In den NPM-ALK
transduzierten P14-Zellen zeigten sich 186 Gene hoch- und 254 Gene runterreguliert im

Vergleich zu den GFP transduzierten P14-Zellen. In der Gegeniiberstellung mit den
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Kontrollzellen zeigten die NPM-ALK transduzierten OT1-Zellen eine Hochregulierung von 18

Genen, welche mit apoptotischen Prozessen assoziiert werden.

transduzierten P14-Zellen wurden

10 Apoptose assoziierte Gene detektiert,

Fir die NPM-ALK
die

hochreguliert waren, verglichen mit den Kontrollzellen. Die 10 hochregulierten Gene der

P14-Zellen Gberschnitten sich mit den ermittelten aus den OT1-Zellen.

Tabelle 6 Liste hochregulierter Apoptose assoziierter Gene

OT1 (FC>2) P14 (FC >2)
IL6 IL6
Inhba Inhba
Cd40lg Cd40lg
Tnfrsf8 Tnfrsf8

Akt2
Cycs
Csrnpl
Jak2
Adora3 Adora3
Adam9
Dusp6 Dusp6
Cfar
Adarb1 Adarb1l
Lif
Gadd45g Gadd45g
Smox Smox
Stat5a
Caspb Caspb

Die Legende der entsprechenden Gene befindet sich im Anhang in Tabelle 18.

56



4.3 Murines Transplantationsmodell
Um TCR-abhdngige Verteilungsmuster von NPM-ALK transduzierten TCR monoklonalen
Spender T-Zellen (OT1, P14) zu untersuchen, wurden 5x10° Zellen transduzierte T-Zellen in

Ragl- defiziente Empfangertiere transplantiert (Abbildung 24)

@H@H@ﬁ,.

OT1oder P14 reife T-Zellen Rag 1-
NPM/ALK oder T-
Sapphire

Abbildung 24 Vereinfachte Darstellung des verwendeten Mausmodells

A. OT1 —oder P14 Mause dienten als Spender flir murine T-Zellen mit monoklonalem TCR. Die
isolierten reifen T-Zellen wurden in Kultur genommen und stimuliert. Anschliefend wurden die
Zellen mittels retroviraler Transduktion mit dem Onkogenvektor NPM/ALK oder dem Kontrollvektor
T-Sapphire (beides gekoppelte an die Firefly-Luciferase) transduziert und in die Ragl-defizienten

Empfangertiere transplantiert.

4.3.1 TCR-monoklonale Spenderzellen und Transduktionseffizienz

Als T-Zell Spender wurden Mduse vom OT1-Stamm oder vom P14-Stamm verwendet. Die T-
Zell Populationen dieser Mausstamme zeichnen sich durch einen monoklonalen transgenen
TCR aus, welcher jeweils ein spezifisches Peptid bindet. Fiir die OT1-Zellen ist das spezifische
Peptid das OVA-Peptid und fir die P14-Zellen das gp33-Peptid. Aufgrund des MHC-Kontexts
besitzen diese Tier fast ausschlieBlich zytotoxische T-Zellen (CD8) und nur einen geringen
Anteil an T-Helferzellen (CD4).

Die aus Milz und Lymphknoten isolierten TCR-monoklonalen reifen Spender T-Zellen (OT1,
P14) wurden in Kultur genommen und mit dem entsprechenden spezifischen Peptid
(OT1/OVA-Peptid, P14/gp33-Peptid) stimuliert. Im Anschluss folgte eine zweifache
Transduktion mit gammaretroviralen Vektoriiberstanden. Der verwendete Onkogenvektor
enthielt NPM-ALK gekoppelt an die Firefly-Luciferase, der Kontrollvektor enthielt T-Sapphire

ebenfalls gekoppelt an die Firefly-Luciferase.
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Vor Transplantation der Zellen wurde der Erfolg der Transduktion mittels
Durchflusszytometrie ermittelt. Fiir die OT1 Zellen zeigte sich fir die Kontrollvektor
transduzierten Zellen eine Transduktionseffizienz von 82% (Abbildung 25B). Die
Onkogenvektor transduzierten OT1 Zellen wiesen eine Transduktionseffizienz von knapp

12% auf (Abbildung 25A).
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Abbildung 25 Transduktionseffizienzen transduzierter OT1 Zellen

OT1 Zellen nach doppelter Transduktion mit gammaretroviralen Vektoren
A. OT1 Zellen transduziert mit dem Onkogenvektor NPM/ALK-Luci zeigten eine
Transduktionseffizienz von knapp 12% vor Transplantation B. Die Transduktionseffizienz der mit

dem Kontrollvektor T-Sapphire-Luci transduzierten OT1 Zellen betrug 82% vor Transplantation.

Fir die Kontroll- und Onkogenvektor transduzierten P14-Zellen wurde ebenfalls die
Transduktionseffizienz vor Transplantation ermittelt. Fir den Onkogenvektor wurden zwei
Ansatze mit nahezu identischen Transduktionseffizienzen verwendet. Der eine Ansatz zeigte
einen Anteil von 29,5% NPM-ALK positiver Zellen (Abbildung 26A), der andere Ansatz einen
Anteil von 31,2% NPM-ALK positiver Zellen (Abbildung 26B). Die Transduktionseffizienzen fiir
die Kontrollvektor transduzierten P14-Zellen lag bei 48,2% (Abbildung 26C).
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Abbildung 26 Transduktionseffizienzen transduzierter P14- Zellen
Transduktionseffizienzen nach zweifacher Transduktion mit gammaretroviralen Vektoren.
Die beiden Ansitze der P14 Zellen transduziert mit dem Onkogenvektor NPM/ALK-Luci zeigten

nahezu identische Transduktionseffizienzen von 29,5% (A) und 31,2% (B). Die mit dem Kontrollvektor

T-Sapphire-Luci transduzierte P14 Zellen waren zu 48,2% T-Sapphire positiv (C).

Die genmodifizierten Zellen wurden in Rag 1- defiziente Empfangertiere transplantiert (6-12
Tiere pro Vektor, je Zelltyp). Tabelle 7 zeigt eine genaue Ubersicht Uber die

Versuchstiergruppen.

Tabelle 7 Ubersicht Versuchstiergruppen

Bezeichnung Zelle | Vektor Anzahl Tiere Transduktionseffizienz
Kontrollgruppe OT1 OT1 | T-Sapphire-Luci | 12 82%

Kontrollgruppe P14 P14 | T-Sapphire-Luci | 10 48.2%
Onkogengruppe OT1 | OT1 | NPM/ALK-Luci 6 11.9%
Onkogengruppe P14 | P14 | NPM/ALK-Luci 8 29.5% -31.2%

4.3.2 Repopulation des T-Zelltransplantats im Blut der Empfangertiere

Vier Wochen nach Transplantation wurde die Repopulierung der Donorzellen in den Ragl-
defizienten Empfangertieren untersucht. Hierzu wurden den Rezipienten Blut aus der
Schwanzvene entnommen. Das Blut wurde mittels FACS Analyse auf den Donorzellmarker
CDS8, den T-Zellmarker CD3 sowie auf den T-Helferzellmarker CD4 untersucht. Da es sich bei
den Empfangertieren um Ragl-Mause handelte, welche aufgrund des fehlenden Ragl-Gens
nicht in der Lage sind, B- und T- Zellen zu entwickeln, entsprachen die im Blut zirkulierenden
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Lymphozyten der transplantierten Zellpopulation. In allen Versuchstiergruppen konnten T-
Lymphozyten nachgewiesen werden, jedoch zeigten sich deutliche Unterschiede zwischen
den Versuchstiergruppen. In der OT-1 Kontrollgruppe wurde der hdchste Anteil an CD3" und
CD8" Zellen ermittelt (Abbildung 27A). Die P14-Kontrollgruppe (Abbildung 27B), die OT1-
Onkogengruppe (Abbildung 27C) und die P14-Onkogengruppe (Abbildung 27D) zeigten einen
niedrigeren Anteil an CD3" und CD8" Zellen.
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Abbildung 27 Blutanalyse T-Zell transplantierter Ragl-Rezipienten

Gezeigt wird der prozentuale Anteil an CD3", CD4" und CD8" T-Zellen im Blut vier Wochen nach
Transplantation der transduzierten OT1- oder P14-Zellen fiir die OT1-Kontrollgruppe (A), die P14-
Kontrollgruppe (B), die OT1-Onkogengruppe (C) und die P14-Onkogengruppe (D).

4.3.2.1 Anteil transgener T-Zellen im Blut
Flr die OT1- und P14-Kontrollgruppe konnte neben dem Nachweis des T-Zelltransplantats

im Blut der Empfangertier (siehe Kapitel 4.3.2) auch der Anteil an genetisch modifizierten

60



Donorzellen im Blut ermittelt werden. Der Anteil der genetisch modifizierten Donorzellen
liel sich Gber das Transgen T-Sapphire in der FACS Analyse nachweisen. Hierflir wurde der
Anteil an T-Sapphire positiven Zellen in der CD3" und CD8" T-Zellpopulation ermittelt
(Abbildung 28).
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Abbildung 28 T-Sapphire Expression der peripheren T-Zellen in der OT1- und P14-

Kontrollgruppe

Gezeigt ist der prozentuale Anteil an T-Sapphire in der CD3* und CD8" Zellpopulation fiir die OT1- und P14-

Kontrollgruppe.

Der prozentuale Anteil an T-Sapphire positiven Zellen lag sowohl in der CD3" Zellpopulation
als auch in der CD8" Zellpopulation, innerhalb der OT1-Kontrollgruppe, bei in etwa 35%. In
der P14-Kontrollgruppe fiel der Anteil an T-Sapphire positiven Zellen in den CD3* und CD8"
Zellpopulationen mit etwa 15% niedriger aus. Die Ermittlung von NPM-ALK positiven T-Zellen
im Blut fir die Onkogengruppen ist mittels FACS Analyse nicht moglich, da hierzu eine

intrazelluldre Detektion erforderlich gewesen ware.

4.4 In-vivo-Visualisierung der transgenen T-Zellen mittels Biolumineszenz
Um mogliche Verteilungsmuster, der mit NPM/ALK transduzierten TCR transgenen T-Zellen,
im Verlauf der Lymphomagenese in-vivo erkennen zu kbnnen, wurden Biolumineszenz (BLI)-

Messungen der Versuchstiere durchgefiihrt. Ebenso diente das BLI der Beurteilung von
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Repopulierung und Anreicherung der gentechnisch verdanderten Zellen. Um die
transduzierten Zellen mittels BLI detektieren zu konnen, wiesen alle verwendeten
gammaretroviralen Vektoren das Gen fir die Firefly-Luciferase auf (Tabelle 3). Durch die BLI

ist es moglich, die transplantierten Zellen in-vivo liber einen Zeitraum verfolgen zu kénnen.

4.4.1 Zeitlicher Ablauf der BLI-Messungen
In wochentlichen Intervallen wurden die Empfangertiere nach Transplantation einer in-vivo-

Biolumineszenzmessung unterzogen (Abbildung 29)
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Wochen nach Transplantation

Abbildung 29 Zeitlicher Verlauf der BLI Messung

In allen Versuchstiergruppen wurde eine wochentliche BLI Messung durchgefiihrt.
Die P14-Gruppen wurden erstmals 2 Wochen nach Transplantation auf biolumineszente Strahlung
gemessen (rote Pfeile). In den OT1-Gruppen wurde vier Wochen nach Transplantation mit der

Biolomineszenzmessung begonnen (schwarze Pfeile).

Vor der ersten BLI-Messung wurde eine Nullmessung mit nicht transplantierten Ragl-
defizienten Mausen durchgefiihrt. Zur Auswertung der entstandenen BLI Aufnahmen wurde
die Software Living Image 4.0 (Perkin Elmer) verwendet. Durch das Setzen sogenannter ROI
(Region of interest) konnte ermittelt werden, wie hoch die Strahlungsdichte der
biolumineszenten Strahlung innerhalb der Flache des gesetzten ROIls war. Im Zuge der
Auswertung wurden alle Versuchstiere zunachst im Ganzkorper-ROI in der ventrodorsalen

Aufnahme betrachtet (Abbildung 30).

62



Abbildung 30 Ganzkérper-ROl in der ventrodorsalen BLI-
Aufnahme

Durch das Setzen von ROIs wird die Strahlungsdichte der
biolumineszenten Strahlung innerhalb einer begrenzten Flache
gemessen. In der Abbildung ist ein Ganzkdrper ROl (rotes Quadrat) in der
ventrodorsalen BLI-Aufnahme zu erkennen. Der Ganzkérper ROl diente
zur allgemeinen Beurteilung, ob ein biolumineszentes Signal zu

verzeichnen war.

Die Nullmessung fir den ventrodorsalen Ganzkorper-ROIl ergab ein Hintergrundsignal von

158 p/s/cmz/sr. Dieses Hintergrundsignal wurde als Grenzwert fir biolumineszente

Strahlung festgelegt.

Stellte man die Mittelwerte der bioluminiszenten Strahlung der Versuchstiergruppen im

ventrodorsalen Ganzkdrper-ROI der Nullmessung gegeniiber, konnte in den verschiedenen

Versuchstiergruppen zu unterschiedlichen Zeitpunkten erstmals ein biolumineszentes Signal

gemessen werden (Abbildung 31).
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Abbildung 31 Mittelwerte der biolumineszenten Strahlung gegeniiber der Nullmessung

Gezeigt sind die Mittelwerte der bioluminiszenten Strahlung im ventrodorsalen Ganzkoérper-ROI

gegeniber der Nullmessung. In den vier Versuchstiergruppen zeigte sich zu unterschiedlichen

Zeitpunkten erstmals ein biolumineszentes Signal.
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Flr die OT1 transplantieren Maduse wurde ein biolumineszentes Signal fur die Kontrollgruppe
in Woche 4 (Abbildung 31A) und fiir die Onkogengruppe (Abbildung 31B) in Woche 5 nach
Transplantation nachgewiesen. In den P14 transplantierten Mausen zeigte sich eine erste
biolumineszente Strahlung zwei Wochen nach Transplantation in der Kontrollgruppe
(Abbildung 31C). Eine Woche spater, in der dritten Wochen nach Transplantation, konnte
erstmals in der P14-Onkogengruppe biolumineszente Strahlung nachgewiesen werden
(Abbildung 31D).

Mit dem Auftreten der biolumineszenten Strahlung konnte, neben der Blutanalyse mittels
FACS, auch in der BLI-Messung eine erfolgreiche Anreicherung und die Repopulierung der

transgenen Zellen in den Versuchstieren nachgewiesen werden.

4.4.2 Steigende biolumineszente Signale kdnnen mit der Entstehung eines Tumors
assoziiert werden
In Abbildung 31 wurde gezeigt, dass in allen Versuchstiergruppen ein biolumineszentes
Signal nachgewiesen werden konnte. Verfolgte man dieses Signal nach Erstauftreten im
Ganzkorper-ROl in den weiteren wdchentlichen BLI-Messungen, zeigte sich, dass die
Strahlungsdichte der biolumineszenten Strahlung sowohl in der OT1-Kontrollgruppe
(Abbildung 32A) als auch in der P14-Kontrollgruppe (Abbildung 32B) liber den gesamten
Versuchsverlauf nahezu konstant blieb. Im Gegensatz zu den Kontrollgruppen wurden Gber
den zeitlichen Verlauf in der Einzeltierbetrachtung der OT1-Onkogengruppe (Abbildung 32A)
und der P14-Onkogengruppe (Abbildung 32B) starke Schwankungen des biolumineszenten
Signals detektiert. Neben diesen Schwankungen des Signals war zu beobachten, dass die
Strahlungsdichte der Einzeltiere in der OT1-Onkogengruppe und der P14-Onkogengruppe zu
unterschiedlichen Zeitpunkten rapide anstieg und die Strahlungsdichte der Kontrollgruppen
um ein Vielfaches Uberschritt. Dieser Anstieg des biolumineszenten Signals konnte mit dem

Auftreten eines klinisch manifesten Tumors in Verbindung gebracht werden.
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Abbildung 32 BLI Ganzkérpermessungen der OT1- und P14-Kontrollgruppe und der
Einzeltiere der OT1- und P14-Onkogengruppe

Gezeigt wird die biolumineszente Strahlungsdichte im ventrodorsalen Ganzkérper ROI Uber den
gesamten Verlauf des Versuches. Die Daten der OT1-Kontrollgruppe (n=12) und der P14-
Kontrollgruppe (n=10) wurden im Mittelwert aufgetragen. Die Versuchstiere aus der OT1-
Onkogengruppe (L1-L6) und P14-Onkogengruppe (PL1-PL8) wurden einzeln erfasst. Wahrend in den
Kontrollgruppen (ber den gesamten Versuch nur geringe Schwankungen im BLI-Signal zu
verzeichnen waren, zeigten die BLI-Messungen der OT1-Onkogengruppe und P14-Onkogengruppe

starke Schwankungen des Signals.
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4.4.3 NPM-ALK transduzierte T-Zellen mit monoklonalem TCR zeigen keine gleichen
Verteilungsmuster in der BLI

Zur weiteren Beurteilung der Repopulationsdynamik der transplantierten T-Zellen und um
mogliche TCR-spezifische Verteilungsmuster der mit NPM-ALK transduzierten T-Zellen
erkennen zu koénnen, wurden die BLI-Aufnahmen noch detaillierter ausgewertet. Hierzu
wurden weitere, kleinere ROIs gesetzt, um die Strahlungsdichte bestimmter Regionen
gezielter ermitteln zu kénnen. Bei diesen kleineren Regionen handelt sich um Regionen,
welche mit lymphatischen Organen assoziiert sind. In der ventrodorsalen BLI-Aufnahme
wurden Einzel-ROls auf den cervicalen Bereich, jeweils beidseits axial, inguinal und popliteal,
sowie abdominal gesetzt (Abbildung 33A). In der laterolateralen Aufnahme wurde ein
Ganzkoérper-ROI (Abbildung 33B) gesetzt und ein ROl auf den splenalen Bereich (Abbildung
33Q).

Abbildung 33 Einteilung der ROIs

A. Einzel-ROls in der ventrodorsalen Aufnahme (cervical, axial, abdominal, inguinal, popliteal) B.
Ganzkoérper-ROl in der laterolateralen Aufnahme C. Milz-ROl in der laterolateralen Aufnahme
Gemessen wird jeweils nur die Strahlungsdichte der biolumineszenten Strahlung innerhalb der Flache

des ROIs (rotes Quadrat oder rote Ellipse).

Die erhobenen Daten wurden normalisiert und sowohl fiir die Kontrollgruppen als auch fir
die Onkogengruppen in einem Radialplot angeordnet, um mégliche Uberschneidungen
besser verdeutlichen zu kénnen (Abbildung 34). Die Legende der einzelnen Regionen ist in

Tabelle 8 hinterlegt.
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Tabelle 8

Legende ROI Regionen

Regionl | Region2 | Region3 | Region4 Region5 | Region6 | Region7 | Region8
Inguinal, | Inguinal, | Popliteal, | Popliteal,
Cervical | Axial, re | Axial, li Mesenterial
re li re li
OT1-Kontrollgruppe p= 0,00194 OT1-Onkogengruppe
’
A region1 B region1
A A5
. LTl . A6
region2 .- ... region8 A7 region2 ..~ -...._ region8 L1
A8 L2
A9 L3
A10 L4
A1 L5
! A12
L S A17 o : ::3
region3-- ro-fegion7 — atg regionZ egion s
" N A19 K
A20
regiond -5 region6 regiond - " region6
region5 _ ion5
9 p= 0,03816 region
P14-Kontrollgruppe P14-Onkogengruppe
C regiont PA1 D regiont PL1
PA2 - PL2
region_2___,,.-—-" e, regiond Eﬁi region2 T T region8 Etﬁ
: ' PAS ¥ PL5
PA6 PL6
PA7 PL7
PA8 PL8
A A LN L PA10
reglons’_—rr-jl——r{.— v B te ibn7 pa1q regiond --- region7
regiond - " region6 regiond - - regioné

region5 region5

Abbildung 34 Einzel-ROIl Auswertung im Netzdiagramm

Auswertungen im Netzdiagramm der Einzel-ROls aus den Biolumineszenzmessungen fir die OT1-
Kontrollgruppe (A), die OT1-Onkogengruppe (B), die P14-Kontrollgruppe (C) und die P14-
(D).

Onkogengruppen an.

Onkogengruppe Der p-Wert gibt den Signifikanzwert zwischen den Kontroll- und

In der Einzel-ROI Auswertung der OT1-Kontrollgruppe (Abbildung 34A) zeigte sich, dass sich
die biolumineszierenden Zellen in fast allen Empfangertieren im mesenterialen Bereich
aufhielten und dort das BLI-Signal am héchsten war. In nur wenigen Empfangertieren konnte
ein schwacheres BLI-Signal im inguinalen Bereich detektiert werden. Exemplarisch ist in
Abbildung 35A die BLI Aufnahmen einer Kontrollmaus aus der OT1-Kontrollgruppe

dargestellt. Auch die Auswertung der P14-Kontrollgruppe (Abbildung 34C) zeigte eine
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dhnliche Verteilung der biolumineszenten Zellen. In nahezu allen P14-Kontrolltieren zeigten
sich die T-Zellen im mesenterialen Bereich. Schwachere BLI-Signale konnten im inguinalen
und cervicalen Bereich ermittelt werden. In Abbildung 35B ist die BLI-Aufnahme eines P14-

Kontrolltieres abgebildet.

Abbildung 35 BLI Aufnahmen einer Kontrollmaus aus der OT1- und der P14-

Kontrollgruppe

BLI-Aufnahme einer OT1-Kontrollmaus (A) und einer P14-Kotnrollmaus (B) mit typischer Ansiedlung

der biolumineszenten Zellen im Bereich des Abdomens.

In die ROI-Einzelauswertung der OT1-Onkogengruppe wurden zwei weitere Empfangertiere
mit aufgenommen. Bei diesen beiden Empfangertieren handelt es sich um die Tiere aus den
Etablierungssarbeiten der BLI-Messungen (Dissertation Stemann). Die beiden
Empfangertiere wurden unter den gleichen Bedingungen BLI gemessen und ausgewertet wie
die Tiere aus der vorliegenden Dissertation. Durch die Einbeziehung der beiden Mause aus
der Etablierungsarbeit konnte eine erhohte Fallzahl generiert werden, fir die Untersuchung
auf stimulatorische Nischen, ohne noch weitere Mause fir das Experiment zu nutzen
(Tierschutz). Somit wurden in dieser Gruppe insgesamt acht Onkogen transplantiere Mause
in der ROI-Einzelauswertung betrachtet. Wahrend sich in nahezu allen Versuchstieren der
OT1-Kontrollgruppe die T-Zellen im mesenterialen Bereich aufhielten, war dies in der OT1-
Onkogengruppe (Abbildung 34B) nicht der Fall. Viel mehr zeigte sich, dass die Individuen der
OT1-Onkogengruppe ein BLI-Signal in unterschiedlichen lymphatischen Regionen aufwiesen.

BLI-Signale der NPM-ALK transduzierten OT1-Zellen wurden in den Empfangertieren vor

68



allem im axialen und inguinalen Bereich, in einem Tier auch im mesenterialen Bereich
gemessen. Auch in der P14-Onkogengruppe (Abbildung 34D) zeigten sich die BLI-Signale in
verschiedenen Regionen, wohingegen die Zellen in fast allen Kontrolltieren sich im
mesenterialen Bereich befanden. In den P14-Onkogentieren wurden BLI-Signale im
cervicalen, axialen, mesenterialen, inguinialen und im poplitealen Bereich ermittelt.

Beispielhaft sind die letzten drei BLI Messungen von einem OT1-Onkogentier in Abbildung

36A und einem P14-Onkogentier in Abbildung 36B dargestellt.
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Abbildung 36 BLI-Aufnahmen von Onkogenmausen aus der OT1- und der P14-
Onkogengruppe

A. Gezeigt sind die letzten drei BLI-Aufnahmen von einer Onkogenmaus aus der OT1-
Onkogengruppe und der wochentliche Verlauf der biolumineszenten Strahlung fir den Milz-ROI
und den rechten inguninalen ROI. B. Gezeigt sind die letzten drei Aufnahmen einer
Onkogenmaus aus der P14-Onkogengruppe mit Ausbildung eines Tumors im cervicalen Bereich

sowie die graphische Darstellung des biolumineszenten Signals des cervicalen ROIs in der

wochentlichen BLI-Messung.

4.4.4 Lymphome entstehen im Bereich des hochsten BLI Signals

Uber dem gesamten Beobachtungszeitraum zeigten sich in den Kontrollgruppen keine
Tumore. Die Tiere aus der OT1-Onkogengruppe (Abbildung 37A) und der P14-
Onkogengruppe (Abbildung 37B) mit transplantierten NPM-ALK transduzierten T-Zellen

hingegen entwickelten nach einer charakteristischen Latenzperiode maligne Lymphome.
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Abbildung 37 Kumulatives Uberleben der Versuchstiergruppen

Ragl defiziente Empfangertiere, welche mit TCR monoklonalen, NPM-ALK transduzierten OT1 Zellen
(A) oder P14 Zellen (B) transplantiert wurden, bildeten nach einer Latenzperiode maligne Lymphome
aus (rote Linie). Die Empfangertiere aus den Kontrollgruppen zeigten (ber den gesamten

Versuchsverlauf keinerlei Tumore (grine Line).

Tiere, welche in der BLI und nach Palpation einen klinisch manifesten Tumoren zeigten,
wurden euthanasiert und obduziert. In der Obduktion wurden alle erkennbaren
pathologischen Verdnderungen dokumentiert. Nahezu alle Tiere zeigten vergroRerte
Lymphknoten oder eine Splenomegalie.

Die Obduktionsergebnisse der Tiere wurden mit den BLI-Daten beziiglich der Lokalisation der
entstandenen Tumoren abgeglichen (Tabelle 9). Beispielhaft ist in Abbildung 38 die letzte BLI
Aufnahme in der Einzel-ROIl Auswertung einer Onkogenmaus aus der OT1-Onkogengruppe

und der entfernte Tumor sowie die entfernte Milz dargestellt.

"
i

Abbildung 38 Einzel-ROl Auswertung und entnommene veranderte Organe
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In der ventrodorsalen Einzel-ROl Auswertung (A) konnte im rechten inguinalen Bereich das hochste
BLI-Signal ermittelt werden. Bei der Obduktion des Tiers zeigte sich der rechte inguinale

Lymphknoten circa erbsengroR (B). Die entnommene Milz zeigte sich vergroRert (C).

Im Abgleich der Obduktionsergebnisse mit den BLI-Daten korrelierte bei nahezu allen
Onkogentieren die Lokalisation des Tumors mit der Lokalisation des starksten
biolumineszenten Signals. So zeigte sich in der Obduktion der Tiere der OT1-Onkogengruppe,
dass vier von finf Tieren ein Lymphom in der Region mit der hochsten biolumineszenten
Strahlungsdichte ausgebildet hatten. In der P14-Onkogengruppe zeigten sechs von sieben
Tieren eine Ubereinstimmung des BLI-Signals und der Tumorlokalisation. Die Daten der
Tumorlokalisation und der Lokalisation des hochsten BLI-Signals in der jeweils letzten

wochentlichen BLI-Messung sind in Tabelle 9 zusammengefasst.

Tabelle 9 Tumorlokalisation und hochstes BLI Signal

Tiernummer | Ziellinie | Tumorlokalisation Lokalisation des héchsten BLI-Signals

L1 oT1 Milz Milz

L2 oT1 Lnn. mestenterialis mesenterial

L3 oT1 Ln. axial links axial links

L4 0oT1 Ln. inguinal rechts inguinal rechts

L5 0oT1 n.a.* n.a.

L6 0oT1 Ln. axial links/Milz Milz

PL1 P14 Ln. cervical cervical

PL2 P14 n.a.* n.a.*

PL3 P14 Ln. mesenterial + Leber | mesenterial

PL4 P14 Ln. mesenterial mesenterial

PL5 P14 Milz mesenterial
Ln. cervical, Ln.axial

PL6 P14 axial rechts
rechts
Ln. mesterial, Ln.

PL7 P14 mesenterial
cervical, Ln. axial links

PL8 P14 Ln. mesenterial + Leber | mesenterial

*n.a., nicht auswertbar Tier ist vor der Analyse verstorben
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Neben der makroskopischen Beurteilung wurden alle entfernten Lymphome und Organe
durchflusszytometrisch und histopathologisch untersucht. In der Durchflusszytometrie
wurde die Expression von NPM-ALK und die Expression von charakteristischen
Tumormarkern des ALK+ALCLs analysiert. In allen finf entfernten Tumoren aus der OT1-
Onkogengruppe konnte NPM-ALK nachgewiesen werden und drei von fiinf Tumoren zeigten
die charakteristischen Tumormarker CD30 und ICOS. In der P14-Onkogengruppe konnte in
allen sieben analysierten Tumoren die Expression von NPM-ALK, CD30 und ICOS

nachgewiesen werden (Tabelle 10).

Tabelle 10 Expression von NPM-ALK und Tumormarkern (CD30 und ICOS) in entfernten Lymphomen

Onkogengruppe NPM-ALK* CD30* ICOS*
OT1-Onkogengruppe n=5 (6)* 5/5 3/5 3/5
P14-Onkogengruppe n=8 (7)A 7/7 7/7 7/7

*bestimmt im Live Gate, “ein Tier ist vor der Analyse verstorben

In der histopathologischen Untersuchung zeigten sich die Tumorzellen der NPM-ALK
induzierten Lymphome meist als mittelgroRe, zytoplasmaarme, monomorphe Zellen. Der
zentral gelegene Zellkern war rund und kleine Kernkdrperchen waren zu erkennen
(Abbildung 39A). Die in allen morphologischen Varianten des humanen ALK'ALCL
auftretenden Hallmark-Zellen konnten ebenfalls in den ALK induzierten Lymphomen der
Mause detektiert werden (Abbildung 39B). Um die durchflusszytometrische Untersuchung
der Tumoren auf die Expression von NPM-ALK zusatzlich zu verifizieren, wurde eine
Immunhistochemie zum Nachweis von NPM-ALK durchgefiihrt. In allen untersuchten

Lymphomen konnte das Onkogen NPM-ALK nachgewiesen werden (Abbildung 39C).
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Abbildung 39 Histologie eines NPM-ALK induzierten Lymphoms in der Maus

A. Histologie eines ALK positiven Lymphoms der Maus (HE Farbung). B. Hallmark Zelle mit

charakteristischem nierenférmigen Zellkern. C. INachweis von NPM-ALK mittels Immunhistochemie.
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5 Diskussion

In der vorliegenden Dissertation wurde der Effekt des Onkogens NPM-ALK, welches mittels
retroviralem Gentransfer in die zytotoxische T-Zelllinie CTLL2 eingebracht wurde, analysiert
und Verdnderungen der Genexpression im Hinblick auf die Expression apoptotischer Gene in
murinen NPM-ALK transduzierten T-Zellen untersucht (siehe Kapitel 5.1). Des Weiteren
wurde in einem murinen Transplantationsmodell zwei verschiedene TCR transgene NPM-ALK
transduzierte T-Zellpopulationen auf moégliche TCR-abhdngige Verteilungsmuster in der in-
vivo-Biolumineszenzmessung untersucht (siehe Kapitel 5.2). Die NPM-ALK induzierten
Lymphome aus dem Mausmodel wurden im Anschluss analysiert und Parallelen zum
humanen ALK" ALCL gezogen (siehe Kapitel 5.3) und mégliche Einschrinkungen des

Mausmodells diskutiert (siehe Kapitel 5.4)

5.1 Einfluss der NPM-ALK Uberexpression auf murine T-Zellen

Primare murine T-Zellen, welche aus frischem Gewebe isoliert werden, besitzen unter
Kulturbedingungen nur eine begrenzte Lebenszeit. Um den Effekt des Fusionsonkogens
NPM-ALK auf murine T-Zellen Uber einen langeren Zeitraum zu untersuchen wurde deshalb
in dieser Dissertation die zytotoxische T-Zelllinie CTLL2 eingesetzt. Bei dieser Zelllinie handelt
es sich um eine IL2-abhangige Zelllinie, wodurch Onkogeneffekte besser detektiert werden
als in einer voll transformierten Zelllinie. Das Onkogen NPM-ALK wurde mittels retroviralem
Gentransfer in die Zelllinie eingebracht. Unabhédngig von der Hohe der
Transduktionseffizienz der CTLL2 konnten wenige Tage nach der Transduktion nahezu keine
transduzierten Zellen mehr in der FACS-Analyse (Abbildung 17) nachgewiesen werden. Nach
unterschiedlich langen Perioden, in denen beinahe keine transduzierten CTLL2 in den
angesetzten Kulturen detektierbar waren, kam es plotzlich zu einem rapiden Anstieg der
transduzierten Zellen (Abbildung 17). Im durchgefiihrten Apoptose Assay konnte gezeigt
werden, dass die Transduktion des Onkogens NPM-ALK in die zytotoxische T-Zelllinie wenige
Tage nach Transduktion zur Apoptose und Nekrose der transduzierten Zellen fihrte
(Abbildung 18). Diese Ergebnisse sind im Einklang mit kirzlich veréffentlichten Studien. So
zeigte sich in NPM-ALK angetriebenen ALCL-Zelllinien wie Karpas299 (163), SU-DHL1
(164,165) und SUP-M2 (166) im Anschluss an die Behandlung mit Tyrosinkinase-Inhibitoren,

dass die darauffolgende erh6hte Expression von NPM-ALK zur Apoptose der Zellen fihrt
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(167). Ebenso zeigen NPM-ALK angetriebene ALCL-Zelllinien, welche zundchst mit einem
TetON Lentivirus und anschlieRend mit NPM-ALK transduziert wurden, nach einer Doxycyclin
induzierten Uberexpression von NPM-ALK eine erhéhte Apoptoserate und die Aktivierung
von Caspase 3 und 7, 48-72 Stunden nach Doxycyclin Gabe (168). In der gleichen Studie
wurden ALCL-Zelllinien in NOD-SCID (nonobese diabetic/severe-combined immundeficiency)
Mause subkutan implantiert. Auch in diesem in-vivo-Xenograft-Modell bildeten sich durch
die Uberexpression von NPM-ALK keine Tumore aus (168). Die fiir diese Arbeit erhobenen
Daten der Genexpressionsanalysen (Tabelle 6), NPM-ALK transduzierter muriner T-Zellen,
zeigten ebenfalls eine Hochregulierung mehrerer Apoptose assoziierter Gene. Man kénnte
somit davon ausgehen, dass sich primadre T-Zellen nach der Transduktion mit NPM-ALK
ahnlich verhalten wie transduzierte Zelllinien und die Zellen durch die Expression von NPM-
ALK in Apoptose gehen. Einschrankend ist jedoch zu erwahnen, dass es sich bei den
erhobenen Genexpressionsdaten um Einzelproben handelte. Um die Daten zu verifizieren,
sollte fiir zukiinftige Arbeiten mit Duplikaten, besser noch Triplikaten gearbeitet werden.

Nachdem der Grof3teil der NPM-ALK transduzierten CTLL2 in Apoptose gingen, kam es nach
Wochen, in welchen nahezu keine transduzierten Zellen ermittelt werden konnten, zur
starken Expansion der verbliebenen transduzierten Zellen (Abbildung 17). Weshalb ein Teil
der transduzierten Zellen nicht in Apoptose ging wurde nicht weitergehend untersucht. Ein
moglicher Erklarungsansatz besteht darin, dass das Onkogen an einer Stelle des Genoms
integriert wird, die fur ein antiapoptotisches Gen kodiert und durch die Integration
hochreguliert wird oder an einer Stelle des Genoms integriert, welche fir ein
proapoptotisches Gen kodiert und durch die Integration runterreguliert wird. Somit kénnten
diese Zellen eine gewisse Resistenz gegeniiber dem apoptotischen Effekt von NPM-ALK
aufweisen. Aufgrund der in Kapitel 2.2.2.1 beschriebenen NPM-ALK gesteuerten
Signalkaskade, die zu einem verstarkten Zellzyklus fiihrt, wurden im Verlauf der Kultivierung
die nicht transduzierten Zellen von den NPM-ALK transduzierten Zellen Gberwachsen. Hier
bildeten sich teilweise in der FACS Analyse zwei positive Zellpopulationen aus (Abbildung
19). Nachdem in der niedrigen NPM-ALK transduzierten CTLL2 positiven Zellpopulation die
FACS Analyse auf NPM-ALK negative ausfiel konnte mittels Western Blot nachgewiesen
werden, dass die NPM-ALK Expression dieser Zellpopulationen unterschiedlich hoch ausfiel

(Abbildung 20). Dies deutet daraufhin, dass die FACS Analyse bei einer geringen Expression
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des Onkogens nicht sensitive genug ist um es nachzuweisen. Flr weiterfihrende Studien
ware es interessant, die Klonalitat dieser Populationen zu untersuchen.

Charakteristisch fur das ALCL, hervorgerufen durch das Onkogen NPM-ALK, ist die Expression
des Oberflaichenmarkers CD30 (84). Ebenso ist haufig ein Verlust der pan T-Zellmarker CD3
und des TCR zu beobachten (89). Dies ist in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der
vorliegenden Studie. So zeigte sich auch in den NPM-ALK transduzierten CTLL2 die
Expression von CD30, wohingegen in den Kontrollzellen keine Expression des
Oberflachenmarkers detektiert werden konnte. Spannenderweise zeigten auch die
Genexpressionsdaten der bereits 24 Stunden nach NPM-ALK Transduktion analysierten
murinen T-Zellen eine Hochregulierung des Gens flir den CD30 Rezeptor, Tnfrsf8 (Tabelle 6).
Fiir den pan T-Zellmarker CD3 und den TCR war nur ein sehr geringer Anteil an Onkogen
transduzierten CTLL2 positiv, wahrend der Anteil in den Kontrollzellen deutlich héher lag. Die
zytotoxische T-Zelllinie CTLL2 ist eine IL2 abhangige Zelllinie (157). Daher war es nicht
verwunderlich, dass sowohl die Kontrollzellen als auch die NPM-ALK transduzierten Zellen
positiv ausfielen fiir die Farbung auf die a-Kette des IL2-Rezeptors CD25 (Abbildung 21).
Aufgrund der kontinuierlichen Aktivitdt der Tyrosinkinase-Domane von NPM-ALK werden
eine Vielzahl von intrazelluldren Signalkaskaden gesteuert und verstarkt, die fir die
onkogene Wirkung von NPM-ALK verantwortlich sind (2.2.2.1). Im Fall der NPM-ALK
transduzierten CTLL2 wiesen die Schlisselproteine STAT3, ERK1/2 und AKT, welche an diesen
intrazellularen Signalkaskaden beteiligt sind, einen erhéhten Phosphorylierungsstatus auf
(Abbildung 22). Besonders auffdllig war die sehr hohe Expression von pAKT. Die
phosphorylierte Form von AKT fordert Gber den PIK3/AKT Signalweg die Expression des
Oberflachenrezeptors CD30, der in den Onkogen transduzierten CTLL2 nachgewiesen
werden konnte. Die durch NPM-ALK beschleunigten Signalkaskaden fiihren unter anderem
zu einer verstarkten Zellproliferation. So ist es gut moglich, dass aufgrund einer
beschleunigten Zellproliferation die NPM-ALK transduzierten CTLL2 die untransduzierten
CTLL2 in den Kulturen tGberwachsen haben. Dies wiirde erklaren, weshalb gegen Ende der
Langzeitkultivierung der CTLL2 die Kulturen fast ausschlielich aus NPM-ALK positiven Zellen
bestanden (Abbildung 17).
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5.2 TCR-abhangige Verteilungsmuster NPM-ALK transduzierter T-Lymphozyten im
Mausmodell

Im nachsten Teil der vorliegenden Studie wurde untersucht, ob pra-leukdamische T-Zellklone
im Mausmodell aufgrund ihres TCRs zum Auswachsen auf unterschiedliche lymphatische
Regionen angewiesen sind. Fiir das fir diese Studie gewdhlte Onkogen NPM-ALK sind
verschiedene Mausmodelle beschrieben (2.2.3). In den meisten dieser Mausmodelle wurden
keine T-Zellen verwendet und die resultierenden Tumore waren meist B-Zelllymphome,
Plasmozytome oder lymphoblastische T-Zelllymphome, weshalb sich diese Modelle nicht
eigneten, um die TCR-abhdngige Verteilung von T-Zellen zu untersuchen. In einem von
Newrzela et al beschriebenen Mausmodell wurde gezeigt, dass Onkogen transduzierte TCR
monoklonale T-Zellen zu einer Transformation in Ragl-defizienten Empfangertieren flhren
(1). Hingegen kam es zu keiner Transformation der T-Zellen in einer polyklonalen T-
Zellpopulation (2). Um T-Zellen in-vivo detektieren zu kénnen, wurde das beschriebene
monoklonale T-Zellmodell bereits in einer friiheren Arbeit der Arbeitsgruppe Newrzela
modifiziert (nicht veroffentlichte Studie). Hierzu wurde in die fir die Transduktion
verwendeten Plasmide das Gen der Firefly-Luciferase kloniert, was es ermoglichte die
transduzierten T-Zellen in der in-vivo-BLI zu verfolgen.

Dieses Mausmodell wurde in der vorliegenden Dissertation genutzt, um mogliche TCR-
abhangige Verteilungsmuster in NPM-ALK transduzierten TCR monoklonalen T-Zellen in-vivo
zu analysieren. Die Ragl-defizienten Mause wurden mit NPM-ALK transduzierten TCR
monoklonalen OT1-Zellen oder TCR monoklonalen P14-Zellen transplantiert (4.2). Im Blut
wurde vier Wochen nach Transplantation eine erfolgreiche Repopulation des T-
Zelltransplantats nachgewiesen (Abbildung 27). Zusatzlich konnte Uber das Kontrollgen T-
Sapphire fiir die Kontrolltiere der Anteil an transduzierten T-Zellen im Blut bestimmt werden
(Abbildung 28). Die Repopulation und das Engraftment der Onkogen transduzierten T-Zellen
konnte nur mittels BLI verfolgt werden, da eine Bestimmung im Blut nicht mdglich ist.
Interessanterweise zeigte sich, dass die NPM-ALK transduzierten T-Zellen in der BLI erst zu
einem spateren Zeitpunkt zu detektieren waren als die T-Zellen in den Kontrolltieren
(Abbildung 31). Dieses Ergebnis korreliert mit den Beobachtungen der AG Newrzela aus
vorherigen Studien. T-Zell transplantierte Mause wurden vier Wochen nach Transplantation
euthanasiert und untersucht. Wahrend in den Kontrolltieren die transduzierten T-Zellen in
Lymphknoten und Milz ermittelt werden konnten, waren die NPM-ALK transduzierten T-
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Zellen weder in Milz noch in Lymphknoten nachweisbar (unveroffentlichte Daten). Die
vorliegenden Ergebnisse aus der in-vivo-BLI, als auch die Ergebnisse der unveroffentlichten
Daten, konnten ebenfalls auf den paradoxen Effekt einer NPM-ALK vermittelten Apoptose
hindeuten, welche in den Experimenten mit den CTLL2 nachgewiesen wurde (siehe Kapitel
4.1.3). So ist es moglich, dass auch die NPM-ALK transduzierten T-Zellen, welche in die
Empfangertiere transplantiert wurden in Apoptose gehen und nur wenige Zellen tberleben.
Normalerweise fiihren Onkogene durch ihre Onkogen vermittelten Signalkaskaden zu einer
verstarkten Zellproliferation und der Expression von antiapoptotischen Genen (siehe Kapitel
2.2.2.1). Dies fiihrt zur malignen Transformation und zum Auswachsen der Zellen. Unter
bestimmten Umstanden kdnnen Onkogene jedoch auch zur Initiierung von Apoptose und
zelluldrer Seneszenz flhren (169). Allgemein wird diese Initilerung beschrieben als
onkogener Stress. Dieser entsteht aufgrund von anhaltender Zellreplikation und DNA
Beschadigung induziert durch die gesteigerte Proliferation, welche hervorgerufen wird durch
die deregulierte Onkogenaktivitat (168).

In der genaueren Auswertung der BLI-Daten zeigte sich, dass sich die transplantierten T-
Zellen, sowohl in der OT1-Kontrollgruppe (Abbildung 34A) als auch in der P14-
Kontrollgruppe (Abbildung 34C), vor allem in den mesenterialen Lymphknoten ansiedelten.
Die Auswertung der BLI Daten der OT1-Onkogengruppe (Abbildung 34B) und der P14-
Onkogengruppe (Abbildung 34D) zeigte jedoch keine vermehrte Ansiedlung der NPM-ALK
transduzierten T-Zellen in einer bestimmten Region bzw. lymphatischem Organ. Nach dem in
Kapitel 2.1.4.1 beschriebenen klonalen Konkurrenz Model, konkurrieren T-Zellen um sp-
MHC-Molekiile, sogenannte stimulatorische Nischen. Neueste Studien lassen vermuten, dass
sich die verschiedenen sp-MHC-Molekiile auf bestimmte Lokalisationen im Organismus
begrenzen lassen (unveroffentlichte Daten, persénliche Mitteilung Dr. Kirberg, 2015).
Demnach kénnten sich T-Zellen aufgrund ihrer TCR-Spezifitat insbesondere im Bereich ihres
entsprechenden sp-MHC-Molekils aufhalten, da sie auf die Interaktion mit ihrem sp-MHC-
Komplex angewiesen sind, um ein Uberlebenssignal zu erhalten. Fiir die NPM-ALK
transduzierten OT1- und P14-Zellen konnte jedoch in der in-vivo-BLI kein einheitliches
Verteilungsmuster der T-Zellen erkannt werden. Auch die Beobachtungen der AG Newrzela
aus einem friheren Mausmodell mit in-vivo-BLI-Messung, dass es sich bei den poplitealen
Lymphknoten um eine mdogliche stimulatorische Nische fiir OT1-Zellen handelt kdnnte,

konnte nicht bestatigt werden (Dissertation Stemann). Bei diesem frilheren Mausmodell
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wurden lediglich zwei Mause untersucht, so dass es durchaus moglich ist das die Ausbildung
der Lymphome im poplitealen Lymphknoten bei beiden Mausen eine zufallige Beobachtung
war. Zusatzlich ist zu beachtet, dass monoklonale TCR transgene T-Zellen aufgrund von T-
Zell-Promiskuitat und Affinitdat nicht nur mit ihrem spezifischen sp-MHC-Komplexe
interagieren konnen. So konnte in Studien, in welchen das Konkurrenzverhalten
verschiedener TCR transgener T-Zellen untersucht wurde, gezeigt werden, dass es fiir TCR
transgene T-Zellen klare Wettbewerbshierarchien gibt. In diesen Wettbewerbshierarchien
zeigten sich OT1- und P14-Zellen eher als promiskuitive T-Zellen (72,73). Im fir die
vorliegende Studie verwendeten Mausmodell wurden die lymphopenischen Empfangertiere
mit 5x10° TCR monoklonalen T-Zellen transplantiert. Diese TCR monoklonale T-
Zellpopulation war somit nur einem intraklonalen Konkurrenzkampf ausgesetzt. Aufgrund
von Promiskuitat und Affinitat des TCRs der OT1- und P14-Zellen siedelten sich die NPM-ALK
transduzierten Zellen in den Ragl-defizienten Empfangertieren daher wahrscheinlich nicht
nur in ihre hoch-spezifischen stimulatorischen Nischen ein. In weiterfiihrenden Studien
sollte daher auf TCR transgene T-Zellen zuriickgegriffen werden, die moglichst auf die
Nutzung exklusiver stimulatorischer Nischen beschrdankt sind (z.B. HA-TCR transgene T-
Zellen).

Neben der Interaktion mit sp-MHC Molekilen sind T-Zellen auch auf den Kontakt mit
Zytokinen angewiesen (2.1.4) und zeigen je nach T-Zell Art die Expression von verschiedenen
Homingmarker-Molekiilen (2.1.2). Yang et al zeigten in einer in-vivo-BLI-Studie die
zytokinabhingige Ansiedlung von T-Zellen bei der Maus. Wahrend sich CD4"
Gedachtniszellen in mucosaassoziiertem lymphatischen Gewebe ansiedelten (IL7), wurden
CD8" Gedichtniszellen in peripheren Lymphknoten und der Milz (IL15) detektiert (170). Die
Ansiedlung von CD8" Zellen in peripheren Lymphknoten und Milz deckt sich mit den in dieser
Arbeit erhobenen Daten. Jedoch ist zu erwahnen, dass in der Studie von Yang et al mit T-
Effektorzellen gearbeitet wurde und diese in Albino BI6 (Black6é) Mause transplantiert
wurden. Im Gegensatz zu den fiir diese Arbeit verwendeten Ragl-defizieten Mausen,
besitzen Albino BI6 Mause ein vollstandiges T- und B-Zellrepertoire. Wahrend es in den Rag
1-defizienten Mausen somit zu einer lymphopenieinduzierten Proliferation der
transplantieren T-Zellen war dies in der Studie von Yang et al nicht der Fall. Somit kann man

hier nicht direkte Vergleiche ziehen.
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5.3 Das verwendete Mausmodell als Modell fiir das humane ALK*ALCL

Nachdem die Lymphomagenese der NMP-ALK induzierten Lymphome in-vivo verfolgt
werden konnte, wurden die entstandenen Tumore hinsichtlich ihrer ALK Expression und der
Expression typischer ALK'ALCL Marker untersucht (siehe Kapitel 2.2.1). In allen analysierten
Tumoren konnte ALK nachgewiesen werden und in nahezu allen Tumoren wurde die
Expression von CD30 und ICOS ermittelt (Tabelle 10). In der histologischen Untersuchung der
Tumoren (Abbildung 39), zeigte sich nicht der beim Menschen am haufigsten vorkommende
groRzellige ALK" ALCL Typ (siehe Kapitel 2.2.1). Neben der klassischen groRzelligen Variante
des ALK ALCLs, wird ebenfalls eine kleinzellige Variante beim Mensch beschrieben (171).
Diese Variante &ahnelt morphologisch sehr stark dem Erscheinungsbild der NPM-ALK
induzierten Lymphome aus der vorliegenden Studie (Abbildung 39). Die kleinzellige Variante
macht etwa 5-10% der ALK" ALCL Fille aus und zeigt sich als eine monomorphe
Zellpopulation aus kleinen Tumorzellen mit klarem Zytoplasma. Haufig zeigen sich
Kernkdrperchen und die fiir das ALK" ALCL charakteristischen Hallmarkzellen sind ebenfalls
in dieser morphologischen Variante des ALCLs zu finden (171).

Wie in Kapitel 2.2.3 beschrieben, wurden bereits zahlreiche murine Modelle zum ALK" ALCL
veroffentlicht, in welchen das onkogene Potential von NPM-ALK nachgewiesen werden
konnte. In den transgenen Mausmodellen, in welchen die NPM-ALK Expression durch einen
Promotor angetrieben wurde, entstanden zumeist B-Zelllymphome, Plasmozytome oder
lymphoblastische T-Zelllymphome (117-119). Auch die Transduktion von HSCs mit NPM-ALK
und anschlieRender Transplantation in bestrahlte Mause fiihrte in Abhangigkeit der MOls in
den Empfangertieren in den meisten Fallen zu B-Zelllymphomen, Plasmozytomen oder
histiozytenreichen Lymphomen (122,123). Hingegen zeigte das in dieser Studie verwendete
modifizierte Mausmodell nach Newrzela et al (2) die Entstehung von T-Zell Lymphomen,
welche dem humanen ALK'ALCL deutlich 3hnelten. Ein entscheidender Nachteil der
transgenen Mausmodelle oder auch des HSC-Transplantationsmodells als Modell fiir das
humane ALK ALCL ist der Zeitpunkt der Onkogenexpression. In den transgenen Tieren
beginnt die Onkogenexpression wahrend des DP Stadiums der T-Zellentwicklung im Thymus.
Im HSC-Transplantationsmodell wird das Onkogen sogar schon exprimiert bevor eine
Differenzierung in die B- oder T-Zelllinie vollzogen wurde. Die Transformation der Zellen im

humanen ALK ALCL findet hingegen in reifen T-Zellen statt. Deshalb wurden im fiir diese
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Studie verwendeten modifizierten Mausmodell nach Newrzela et al (2), reife T-Zellen mit
dem Onkogen NPM-ALK transduziert.

Auch wenn das verwendete Mausmodell nicht uneingeschrankt auf den Menschen und
Haussdugetiere Ubertragen werden kann (siehe Kapitel 5.4), zeigte es diverse Vorteile
gegeniiber den bereits veréffentlichten murinen Modellen zum ALK" ALCL. Neben der
Expression von charakteristischen Tumormarkern des ALK® ALCLs in den NPM-ALK
induzierten Lymphomen konnten auch morphologische Parallelen zur kleinzelligen Variante
des ALK ALCL aufgezeigt werden. Zusatzlich konnte aufgrund der verwendeten Plasmide,
welche das Gen der Firefly-Luciferase enthielten, die Lymphomagenese der NPM-ALK
induzierten Lymphome und die Repopulation der transduzierten T-Zellen durch

Biolumineszenzmessungen in-vivo verfolgt werden.

5.4 Kritische Betrachtung und Einschrankung des verwendeten Mausmodells

Das fir diese Studie genutzte syngene Mausmodell verwendet als Spenderzellen
ausschlieBlich reife T-Zellen, welche ex vivo mittels retroviralem Gentransfer modifiziert
wurden. Im Anschluss wurden die genetisch veranderten T-Zellen in Mause mit dem
gleichen genetischen Hintergrund transplantiert. Da die Transduktion von polyklonalen
reifen T-Zellen mit bekannten T-Zellonkogenen eine Transformationsresistenz im
Mausmodell zeigte (1), wurden TCR monoklonale transgene T-Zellen verwendet. Als
Spendertiere fur die TCR transgenen T-Zellen dienten Maduse vom OT1- und P14-Stamm. In
beiden Mausstdmmen besteht das TCR transgene T-Zellrepertoire nahezu ausschlieBlich aus
CD8" Zellen (172,173). Die Transplantation einer TCR monoklonalen T-Zellpopulation bringt
fur diese Arbeit den Vorteil mit sich, dass gezielt untersucht werden kann, ob dieser
transgene TCR angewiesen ist auf die Interaktion mit seiner spezifischen stimulatorischen
Nische (sp-MHC Komplex), auch wenn dies nicht fir OT1- und P14-Zellen nachgewiesen
werden konnte. Eine Limitation des Modells besteht jedoch darin, dass der ex vivo
durchgefiihrte retrovirale Gentransfer eine Stimulierung und Expansion der T-Zellen
voraussetzt. Durch die Stimulation mit dem jeweiligen spezifischen Peptid fir den
transgenen TCR der T-Zellen konvertieren die naiven T-Zellen zu T-Gedachtniszellen. Somit
ist es in dieser Studie nicht moglich, das Verhalten naiver T-Zellen zu untersuchen. Wie im
Kapitel 2.1.4 beschrieben, sind naive T-Zellen in der Peripherie auf Uberlebenssignale in

Form von sp-MHC-Komplexen und Zytokinen angewiesen, wihrend das Uberleben von T-
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Gedachtniszellen vor allem von Zytokinen gesteuert wird. Jedoch gibt es auch kontroverse
Studien, in welchen gezeigt wurde, dass durch Unterbindung des Kontakts mit sp-MHC
Molekilen sowohl naive T-Zellen, als auch T-Gedéachtniszellen verschwinden (174,175).
Zusatzlich ist zu erwahnen, dass es sich bei den Empfangertieren um Ragl-defiziente Mause
handelt. Diese bilden aufgrund des Ragl-Gens weder T- noch B-Zellen aus (8). Dadurch
kommt es nach Transplantation der T-Zellen in die Ragl-defizienten Empfangertiere zu einer
Lymphopenie-induzierten, homoostatischen Proliferation (lymphopenia-induced
proliferation - LIP). Die LIP von reifen T-Zellen in Ragl-Mausen ist bereits gut beschrieben
(176) und fuhrt zu einer verstarkten Zellteilung der transplantierten T-Zellen. Die
lymphopenischen Rezipienten spielten aber im verwendeten Mausmodell vor allem insofern
eine Rolle, weil sich die transplantierten T-Zellen konkurrenzlos ausbreiten konnten (2).
Insbesondere vor dem Hintergrund TCR-abhangige stimulatorische Nischen potentieller
praleukdamischer T-Zellklone zu detektieren, ist ein konkurrenzloses Besetzen von , Nischen”
und ungehindertes Auswachsen der transplantierten T-Zellen vorteilhaft.

Trotz allem sollte erwdahnt werden, dass eine TCR monoklonale T-Zellpopulation und
lymphopenische Empféangertiere keinesfalls die physiologischen Gegebenheiten eines
gesunden Organismus widerspiegeln. In Nachfolgestudien kénnte man erwdgen Nude-
Mause einzusetzen. Nude-Mause besitzen keinen Thymus, somit besitzen sie keine T-Zellen,
jedoch ein vollstandiges B-Zellrepertoire (177).

Die hier dargelegten Einschriankungen des verwendeten Mausmodells lassen sich ebenfalls
auf die Tiermedizin Ubertragen. Auch wenn das syngene Mausmodell viele Parallelen zur
humanen Variante des ALK" ALCL aufweist und die beim Kleintier beschriebene Variante des
ALCLs wiederum aufgrund des Phanotyps, der Morphologie und topographischen Lage viele
Gemeinsamkeiten zum humanen ALCL zeigt (siehe Kapitel 2.3) ist es jedoch fraglich, ob das
Mausmodell auch als Modell fir die Kleintiervariante dienen sollte. Bisher wurden die
felinen und caninen ALCL Falle nicht weiter untersucht auf die in der humanen Variante
charakteristische Expression von CD30 und ALK (149). Somit ist vollkommen unklar, ob diese
Tumormarker in der veterinarmedizinischen Varianten des ALCL eine Rolle spielen.
Insbesondere die Expression von ALK spielt jedoch in der Humanmedizin eine wichtige Rolle
fiir die Therapie des ALCLs. Da es sich bei ALK um eine Tyrosninkinase handelt, kommen im
Zuge der Therapie des ALK" ALCLs hiufig Tyrosinkinasehemmer zum Einsatz. Eine weitere

diagnostische Charakterisierung der tiermedizinischen ALCL Falle kdnnte somit neue
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Therapieansatze liefern und von groRem Nutzen fiir die veterindrmedizinischen Patienten

sein.
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6 Schlussbetrachtung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es zu eruieren, ob NPM-ALK transduzierte T-Zellen in
Abhéangigkeit ihres TCRs spezifische Verteilungsmuster in der in-vivo-BLI erkennen lassen.
Hierzu wurden die TCR transgenen T-Zellen OT1 oder P14 mit dem Onkogenvektor, NPM-ALK
gekoppelt an das Gen der Firefly-Luciferase, transduziert und anschlielend in Ragl-
defiziente Empfangertiere transplantiert. Sowohl im Blut als auch in den wochentlichen BLI-
Messungen konnte eine Repopulierung des T-Zelltransplantats nachgewiesen werden. Uber
mehrere Wochen konnten die transduzierten T-Zellen in der BLI detektiert und die
Repopulationsdynamiken verfolgt werden. Es zeigte sich, dass sich die biolumineszenten T-
Zellen in peripheren Lymphknoten und in der Milz ansiedelten. Ein spezifisches
Verteilungsmuster oder, dass sich die pramalignen T-Zellklone vermehrt in einer bestimmten
lymphatischen Region ansiedelten, konnte nicht beobachtet werden. Die NPM-ALK
induzierten Lymphome waren positiv fiir die Expression typischer ALK" ALCL Marker und
zeigten morphologisch starke Parallelen zur kleinzelligen Variante des humanen ALK™ ALCLs.
Ein weiteres Ziel dieser Dissertation war es, den Effekt des Onkogens NPM-ALK auf die
zytotoxische T-Zelllinie CTLL2 zu untersuchen. Hierzu wurde das Onkogen mittels retroviraler
Transduktion in die Zielzellen eingebracht. Es konnte nachgewiesen werden, dass die
Transduktion von NPM-ALK zu einer NPM-ALK induzierten Apoptose und Nekrose fiihrte und
nur wenige transduzierte Zellen Uberlebten. Ebenfalls konnte eine Hochregulierung
Apoptose-assoziierter Gene in Genexpressionsanalysen NPM-ALK transduzierter muriner T-
Zellen ermittelt werden. Im erstellten Markerprofil zeigte sich in den NPM-ALK
transduzierten CTLL2 im Gegensatz zu den Kontrollzellen eine fiir das ALK® ALCL
charakteristische Expression des Oberflachenmarkers CD30 und nur eine geringe Expression
des pan T-Zellmarkers CD3 wund des TCRs. Eine erhohte Phosphorylierung der
Schlisselproteine STAT3, ERK1/2 und AKT konnte ebenfalls in den NPM-ALK transduzierten
CTLL2 nachgewiesen werden. Diese Schliisselproteine sind in ihrer phosphorylierten Form
aktiv und mafigeblich an intrazelluldren Signalkaskaden beteiligt, die nachgewiesenermalien

durch NPM-ALK verstarkt werden.
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7 Zusammenfassung

Fir die normale T-Zell Homoostase ist beschrieben, dass das Auswachsen von pra-
leukdmischen T-Zellklonen kontrolliert werden koénnte durch den Konkurrenzkampf
verschiedener T-Zellklone um stimulatorische Nischen (sp-MHC). So konnte in Studien
gezeigt werden, dass TCR monoklonale T-Lymphozyten von TCR transgenen Donortieren, wie
OT1 oder P14, nach retroviraler Transduktion mit bekannten T-Zell Onkogenen leicht zu
transformieren waren. Hingegen zeigten TCR polyklonale T-Zellpopulationen eine
Transformationsresistenz gegeniber diesen Onkogenen. Die experimentellen Daten zeigen
deutlich, dass die Entstehung von PTCL durch die TCR Diversitdt verhindert werden kann.
Eine sich aus den vorliegenden Daten ergebende Frage ist, ob die Onkogen transduzierten T-
Zellen zum Auswachsen auf die Interaktion mit ihrer exklusiven stimulatorischen Nische
angewiesen sind. Hierzu wurde in der vorliegenden Studie das Onkogen NPM-ALK, welches
in 80% der humanen ALK" ALCL Fille nachweisbar ist, gekoppelt an das Gen der Firefly-
Luciferase in TCR monoklonale T-Zellpopulationen (OT1, P14) transduziert und anschliefend
in Ragl-defiziente Empfangertiere transplantiert. Mittels in-vivo-BLI wurde die
Lymphomagenese der NPM-ALK induzierten Lymphome verfolgt und auf TCR-abhangige
Verteilungsmuster untersucht. Fiir keine der beiden TCR monoklonalen T-Zellpopulationen
konnte im Tier ein gleiches Verteilungsmuster oder eine exklusive stimulatorische Nische
ausgemacht werden. Die NPM-ALK induzierten Lymphome waren positiv fiir die
charakteristischen Marker des ALK" ALCLs und zeigten morphologisch starke Parallelen zur
kleinzelligen Variante des humanen ALK" ALCL.

Zusatzlich wurde der Effekt von NPM-ALK auf die zytotoxische T-Zelllinie CTLL2 in-vitro
untersucht. Die NPM-ALK transduzierten Zellen zeigten kurze Zeit nach Transduktion den
paradoxen Effekt einer NPM-ALK induzierten Apoptose. Im Gegensatz zu den Kontrollzellen
konnte in den NPM-ALK transduzierten CTLL2 die Expression des Oberflaichenmarkers CD30
nachgewiesen werden. Ebenfalls konnte eine erhohte Phosphorylierung der
Schlisselproteine  STAT3, AKT und ERK1/2 in den Zellen gezeigt werden.
Genexpressionsanalysen von NPM-ALK transduzierten murinen T-Zellen zeigten eine

Hochregulierung Apoptose assoziierter Gene.
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8 Summary

As it is described for normal T-cell homeostasis, outgrowth of pre-leukemic clones could be
controlled by the competition of different T-cell clones for stimulatory niches (sp-MHC). In a
previous study, TCR monoclonal T lymphocytes from TCR-transgenic OT1- or P14-donors
were readily transformable after retroviral transduction with known T-cell oncogenes.
Moreover, TCR polyclonal T-cell populations showed a transformation resistance after
transduction with these oncogenes. The experimental data so far clearly demonstrates that
outgrowth of peripheral T-cell tumors can be prevented by TCR diversity. Another important
question arising from these tantalizing observations is, if the outgrowing T-cell clone is
dependent on the interaction with its exclusive niche during malignancy development.
Therefore, in this study the oncogene NPM-ALK, which is highly relevant in ALK" ALCL, in
combination with the gene of Firefly-Luciferase was transduced in TCR monoclonal T-cell
populations (OT1, P14) and transplanted into Ragl-deficient recipients. By using in-vivo-BLI
the development of NPM-ALK induced lymphomas were monitored and in-vivo-images were
analyzed for possible TCR-dependent pattern. Both TCR monoclonal T-cell populations did
not show a TCR-dependent pattern or an exclusive niche in the in-vivo-BLl. NPM-ALK
induced lymphomas were positive for characteristic ALK* ALCL markers and showed various
morphological similarities according to the small cell variant of the human ALK* ALCL.

Additionally, the effect of NPM-ALK was studied in the cytotoxic T-cell line CTLL2 in-vitro.
After transduction with the oncogene, CTLL2 showed NPM-ALK induced apoptosis. In
contrast to control cells, the expression of CD30 was verified in NPM-ALK transduced CTLL2.
Moreover, the phosphorylation status of the key signaling molecules STAT3, AKT and ERK1/2
was increased. Gene expression analyses of NPM-ALK transduced murine T-cells showed an

upregulation of apoptosis associated genes.
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13 Anhang

13.1 Verwendete Chemikalien und Losungen

Tabelle 11 Chemikalien und Lésungen

Substanz

Hersteller

4-(2-Hydroxyethyl)piperazine-1-
ethanesulfonic acid (HEPES)

Sigma, St.Louis, Missouri, USA

Ampicillin (sodium salt)

Roth, Karlsruhe, Deutschland

R-mercaptoethanol

Gibco, Life Technologies, Darmstadt,

Deutschland

Bovine Serum Albumin (BSA)

Sigma, St.Louis, Missouri, USA

Calciumchlorid (CaCl,)

Merck, Darmstadt, Deutschland

CellTrace Violet Cell Proliferation Kit

Life Technologies, Darmstadt, Deutschland

Chloroquine

Sigma-Aldrich, St.Louis, Missouri, USA

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Serva, Heidelberg, Deutschland

Destilliertes Wasser

Gibco, Life Technologies, Darmstadt,

Deutschland

D-Luciferin

PerkinElmer, Waltham, Massachusetts, USA

Dulbecco's Modified Eagle Medium
(DMEM)

Gibco, Life Technologies, Darmstadt,

Deutschland

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (PBS)

Life Technologies, Darmstadt, Deutschland

Ethanol

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Ethidiumbromid

BioRad, Hercules, California, USA

Ethylendiamintetraessigsdaure (EDTA)

Sigma-Aldrich, St.Louis, Missouri, USA

FcR Blocking Reagenz, Maus

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,

Deutschland

Fotales Kalberserum (FBS)

PAA Laboratories, Pasching Osterreich

Formaldehyd (37%)

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Glycerol

Roth, Karlsruhe, Deutschland
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Substanz

Hersteller

Glycin

Sigma-Aldrich, St.Louis, Missouri, USA

gp33 Peptid

AnaSpec, Fremont, Kalifornien, USA

Hanks balancierte Salzlésung (HBSS)

Sigma-Aldrich, St.Louis, Missouri, USA

Humanes Interleukin-2 (IL-2) (10000U/ml)

Novartis, Basel, Schweiz

Isopropanol

Merck, Darmstadt, Deutschland

Iscove's Modified Dulbecco's Medium

(IMDM)

Gibco, Life Technologies, Darmstadt,

Deutschland

Isofluran

Abbvie, Ludwigshafen, Deutschland

LB-Agar (Lennox)

Roth, Karlsruhe, Deutschland

LE Agarose

BioRad, Hercules, California, USA

L-Glutamin

Gibco, Life Technologies, Darmstadt,

Deutschland

Lyse/Fix Buffer (5x)

BD, Franklin Lakes, New Jersey, USA

Lysing Buffer (10x)

BD, Franklin Lakes, New Jersey, USA

Methanol

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Natriumchlorid (NaCl)

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Natriumdodecylsulfat (SDS)

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Natriumflourid (NaF

Fluka, Sigma-Aldrich, St.Louis, Missouri, USA

Natriumorthovanadat (Na304)

Sigma-Aldrich, St.Louis, Missouri, USA

NuPAGE MES SDS Running Buffer (20X)

Life Technologies, Darmstadt, Deutschland

NuPAGE Novex 12% Bis-Tris Protein Gels,

1.0 mm, 15 well

Life Technologies, Darmstadt, Deutschland

OVA (257-264)

Eurogentec, Seraing, Belgien

Penicillin/Streptomycin

Gibco, Life Technologies, Darmstadt,

Deutschland

Perm Buffer Il

BD, Franklin Lakes, New Jersey, USA

Poly-L-Lysin

Sigma, St.Louis, Missouri, USA

Retronektin

Takara/Clontech, Mountain View, Kalifornien,

USA
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Substanz

Hersteller

RetroX Concentrator

Takara/Clontech, Mountain View, Kalifornien,

USA

Roswell Park Memorial Institute (RPMI)
1640

Gibco, Life Technologies, Darmstadt,

Deutschland

Roti-Block

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Trinatriumphosphat (NasPO,)

Sigma-Aldrich, St.Louis, Missouri, USA

Tris-(Hydroxymethyl)-Aminomethan (Tris)

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Tris-Hydrogen Chlorid Puffer (Tris-HCI)

Bio-Rad, Hercules, Kalifornien, USA

Trypanblau

Sigma, St.Louis, Missouri, USA

Trypsin-EDTA Lésung 0,05%

Gibco, Life Technologies, Darmstadt,

Deutschland

Tween-20

Merck, Darmstadt, Deutschland

13.2 Verwendete Puffer und zusammengesetzte Losungen

Tabelle 12 Puffer und zusammengesetzte Losungen

Bezeichnung

Zusammensetzung

Bovines Serum Albumin (BSA) 2 %

2 % BSA mit ddH,0., steril filtriert, gelagert
bei 4°C

BSA/PBS 10% Stammlodsung

10 g BSAin 100 ml PBS

25 uM mit ddH,0, steril filtriert, gelagert bei

Chloroquine
4°C
281 mM NaCl, 100 mM HEPES, 5 mM
HEPES (2x) Na2HPO4 in ddH20, pH 7.0, gelagert bei -
20°C
PBS-T 0.05% Tween-20 in PBS
SDS 10% 25 g SDS in 250 ml ddH,0

SDS loading buffer, 6x

60% (v/v) glycerin, 18% (w/v) SDS, 0.3% (v/v)
bromophenol blue, 600 mM Tris-HCI, 12%

(v/v) B-mercaptoethanol
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Bezeichnung

Zusammensetzung

Transfer/Blotting Buffer

20% (v/v) Methanol, 10% (v/v) TOWBIN
Buffer

TOWSBIN Buffer

144 g Glycin, 30.29 g Tris, 250 mg SDS

13.3 Verwendete Gerate

Tabelle 13 Gerite

Gerat

Hersteller

Analysewaage, BP61

Sartorius  Stedim Biotec,  Gottingen,

Deutschland

Autoklav, VX-95

Systec, Wettenberg, Deutschland

Bildgebungssystem, Fusion-SL

peqlab, Erlangen, Deutschland

Blotting system, Criterion

Bio-Rad, Hercules, Kalifornien, USA

CO2-Inkubator, HERAcell 150i

Thermo Fisher Scientific, Waltham,

Massachusetts, USA

Elektrophorese-System

BioRad, Hercules, Kalifornien, USA

Fluoreszenz Mikroskope, Axioskop 2

ZEISS, Oberkochen, Deutschland

Flow Cytometer, MACSQuant

Miltenyi Biotec, Bergisch-Gladbach,

Deutschland

Gefrierbehalter, Mister Frosty

Nalgene, Thermo Fisher Scientific, Waltham,

Massachusetts, USA

HeiRluftsterilisator

Heraeus, Thermo Fisher Scientific, Waltham,

Massachusetts, USA

Inhalationsnarkose-System

XGI-8, Caliper Life Science, Deutschland

In vivo Bildgebung, IVIS Lumina Series Il

PerkinElmer, Waltham, Massachusetts, USA

Mikroskop Olympus IX70

Olympus, Tokyo, Japan

Mikrowelle

Sharp, Osaka, Japan

Mini-Zell Elektrophorese System,

SurelLock

XCell

Life Tehnologies, Darmstadt, Deutschland
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Gerat

Hersteller

Nano-Drop ND 1000 Spectrometer

peqglab, Erlangen, Deutschland

pH-Meter Knick, Berlin, Deutschland
Pipetten Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Pipetus Hirschmann, Eberstadt, Deutschland

Schittelinkubator

Edmund Buhler LabTec, Hechingen,

Deutschland

Rotlichtlampe

Heiland, Hamburg, Deutschland

Sterilbank HERAsafe KS

Heraeus, Thermo Fisher Scientific, Waltham,

Deutschland

Spannungsquelle, Power Pac 300

BioRad, Hercules, Kalifornien, USA

Thermocycler Mastercycler Pro

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Thermomixer

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Tiefkhlschrank (- 80° C)

Heraeus, Thermo Fisher Scientific, Waltham,

Massachusetts, USA

UV-Lampe Konrad Benda, Wiesloch, Deutschland
Vortex Roth, Karlsruhe, Deutschland
Wasserbad GFL, Burgwedel, Deutschland

XGI-8 Anadsthesiesystem

PerkinElmer, Waltham, Massachusetts, USA

Zell-Sorter, BD FACSAria ll

BD, Franklin Lakes, New Jersey, USA

Zentrifuge Heraeus Fresco 21, tabletop

Heraeus, Thermo Fisher Scientific, Waltham,

Massachusetts, USA

Zentrifuge, tabletop

Hettich, Tuttlingen, Deutschland

Zentrifuge, Biofuge 15R, tabletop

Thermo Fisher Scientific, Waltham,

Massachusetts, USA

Zentrifuge, Megafuge 1.0R

Heraeus, Thermo Fisher Scientific, Waltham,

Massachusetts, USA

Zentrifuge Minifuge

Heraeus, Thermo Fisher Scientific, Waltham,

Massachusetts, USA
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13.4 Verbrauchsmaterial

Tabelle 14 Verbrauchsmaterial

Verbrauchsmaterial

Hersteller

Augen- und Nasensalbe (Bepanthen)

Bayer, Leverkusen, Deutschland

Blotting Sandwich Immobilon

Merck Millipore, Billerica, Massachusetts,

USA

Combitips Advanced (1, 5 and 10 ml)

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

C-Chip Neubauer improved Einmal

Zahlkammer

NanoEnTek, Seoul, Korea

Desinfektionsmittel (DesoMed Rapid AF)

DesoMed, Freiburg, Deutschland

Einmalspritzen (5, 10 und 20 ml)

Braun, Melsungen, Deutschland

Einweghandschuhe

Braun, Melsungen, Deutschland

FACS-ROhrchen 5 ml, 75x12 mm, PS

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Filter Top Zellkulturflaschen (25, 75 and
175 sz)

Greiner Bio-One, Frickenhausen,

Deutschland

Kryoréhrchen (2 ml)

Thermo Fisher Scientific, Waltham,

Massachusetts, USA

Microvette CB 300 ul, K2 EDTA

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Nicht-Gewebe Kulturplatten (6 and 24 well)

Falcon, Corning, New York, USA

Pasteurpipetten

Corning, New York, USA

Petrischalen

Greiner Bio-One, Frickenhausen,

Deutschland

Pipettenspitzen (10, 100, 200 und 1000 pl)

peqlab, Erlangen, Deutschland

Reaktionsgefafle (0,1; 0,2, 1,5 und 2 ml)

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Rundboden Réhrchen aus Polystyrol (5 ml)

Falcon, Corning, New York, USA

Serologische Pipetten (2, 5, 10 and 25 ml)

Costar, Corning, New York, USA

Skalpell No. 11

Feather, Japan

Sterilfilter (0,22 um und 0,45 pm)

Merck Millipore, Billerica, Massachusetts,

USA
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Verbrauchsmaterial

Hersteller

Zellkulturplatte (10 cm)

Greiner Bio-One, Frickenhausen,

Deutschland

Zellkulturplatten (6, 12, 24 and 96 well)

Costar, Corning, New York, USA

Zellsieb (100 uM)

BD, Franklin Lakes, New Jersey, USA

Zentrifugenroéhrchen Falcon (15 und 50 ml)

Greiner-bio-one, Frickenhausen,

Deutschland

13.5 Kommerzielle Kits

Tabelle 15 Kommerzielle Kits

Bezeichnung

Hersteller

Annexin V Apoptosis Detection Kit

BD, Franklin Lakes, New Jersey, USA

Calcium Phosphat Transfektion Kit

Sigma, St.Louis, Missouri, USA

DNeasy Blood & Tissue Kit

Qiagen, Hilden, Deutschland

ECL-Plus Western Blot Kit

Amersham, GE Healthcare Life Sciences,

Freiburg, Deutschland

Encore Biotin Module labelling Kit

NuGEN Technologies, San Carlos,
Kalifornien, USA

Fix & Perm Cell Permeabilization Kit

Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien, USA

HiPure Plasmid Filter Maxiprep Kit

Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien, USA

JETquick Plasmid Miniprep Spin Kit

Genomed, Léhne, Deutschland

Ovation Pico WTA System V2 Amplification
Kit

NuGEN Technologies, San Carlos,
Kalifornien, USA

Qiagen Plasmid Maxi Kit

Qiagen, Hilden, Deutschland

Quick Plasmid Miniprep Kit

Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien, USA

RNeasy Mini Kit

Qiagen, Hilden, Deutschland
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13.6 Medien

Tabelle 16 Medien

Medien

Zusammensetzung

DMEM complete

DMEM mit 10% fotalem Kélberserum (FBS), 2% L-Glutamin, 1%

Penicillin/Streptomycin

RPMI 1640 Mouse Special

RPMI 1640 mit 10% fotalem Kalberserum (FBS), 2% L-
Glutamin, 1% Penicillin/Streptomycin, 1% nicht-essentiale

Aminosaduren 1% Natriumpyruvat, 0,1% B-Mercaptoethanol

IMDM CTLL2

IMDM mit 10% fotalem Kalberserum (FBS), 2% L-Glutamin, 1%
Penicillin/Streptomycin, 0,1% B-Mercaptoethanol, 300U IL-
2/ml.

13.7 Genotyp-Schliissel E.coli

Tabelle 17 Genotyp-Schliissel E.coli
Genotyp Beschreibung
ara-14 Blockiert den Arabinosekatabolismus
Ornithin-Carbamoyltransferasemutation blockiert die Fahigkeit Arginin
arer zu nutzen
Beseitigt endogener Adenin-Methylierungen in der GATC-Sequenz (dam)
oder die Cytosin-Methylierung in der CCWGG-Sequenz (dcm). Wird
dam/dcm
eingesetzt zur DNA-Spaltung mit verschieden Restriktionsenzymen (z.B.
Ava ll, Bcl )
Lysogen das die T7-RNA-Polymerase codiert. Wird angewendet zur
OE3 induzierten Expression von T7-angetriebenen Expressionssystemen
endA-Mutation in der nicht spezifischen Endonuklease I; eliminiert nicht-
endA spezifische Endonukleaseaktivitaten, was die Plasmidpraparation
verbessert
Ein selbsttragendes, low-copy Plasmid (Plasmidkopienzahl zwischen 1
F und 12 pro Zelle) zur Erzeugung von Einzelstrang-DNA, wenn mit M13-
Phagen infiziert wird; enthalt einen Resistenzmarker zur
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Genotyp

Beschreibung

Aufrechterhaltung und enthalt haufig den lacZAM15 Genotyp

galK

Galaktokinasemutation blockiert den Galaktosekatabolismus, - Zellen die
galK negativ sind kdnnen in einem Medium auswachsen, welches

Galaktose als Kohlenstoffquelle enthalt

galU

Glukose-1-Phosphat-Uridyltransferasemutation blockiert die Moglichkeit
Galaktose zu nutzen; Zellen die galU negativ sind kdnnen in einem

Medium auswachsen, welches Galaktose als Kohlenstoffquelle enthalt

gyrA96

DNA-Gyrasemutation produziert Resistenzen gegen Nalidixinsdure

hsd

Mutationen in System der Methylierung und Restriktion, welche E.coli-
DNA als fremd zu erkennen. Der hsd-Genotyp ermdoglicht eine effiziente

Umwandlung von DNA durch PCR

lacl

Codiert den lac-Repressor, welcher die Expression von Promotoren
kontrolliert, die den lac-Operator tragen; IPTD bindet den lac-Repressor
und unterdriickt den Promotor; wird haufig genutzt fir Blau/WeiR-

Screening oder als Kontrolle fir die Expression rekombinanter Gene

lacY1l

Blockiert die Nutzung von Laktose Uber eine B-D-Galaktosidasemutante

lacZ

[-D-Galaktosidase-Gen; Mutation ergibt farblose (gegen blaue) Kolonien

in der Gegenwart von X-gal

lacZAM15

Ein Element ist erforderlich fiir die B-Galaktosidasekomplementierung,
wenn sie auf X-gal ausgestrichen wird; wird in Blau/WeiR-Screens von
Rekombinanten verwendet; in der Regel durch Lamboid-Prophagen ¢80

oder Fl Gibertragen

leuB

Benotigt Leucin zum Wachstum auf Minimalmedien Gber die B-

Isopropyl-Malat-Dehydrogenasemutation

lon

Lon-Mangel in der lon ATPase-abhanigen Protease; verringert den Abbau

von rekombinanten Proteine; alle B-Stimme tragen diese Mutation

mcrA, mcrBC,

oder mrr

Mutationen, die erlauben das methylierte DNA nicht als fremd erkannt
werden; dieser Genotyp ist notwendig, wenn genomische DNA oder

methylierte cDNA kloniert wird

nupG

Mutation fiir den Transport von Nukleosiden
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Genotyp Beschreibung
Zeigt an, dass den E.coli eine dulRere Membranprotease fehlt — reduziert
den Abbau der Heterologie von Stammen und die Riickgewinnung von

omet intaktem, rekombinanten Protein ist in ompT-negativen Stammen
verbessert
Ein 60-kb-low-copy-Plasmid, das Ampicillin und Tetracyclin
Resistenzgene tragt mit einer amber-Mutation; wird am haufigsten

3 eingesetzt flr die Selektion von supF enthaltenden Plasmiden; tragt das
Kanamycinresistenzgen fiir die Selektion
pLys-Plasmid, welches das T7-Lysozym codiert; wird eingesetzt zur
Reduzierung der basalen Expression von T7-getriebenen

PLys Expressionssystemen durch die Inhibition des basalen Levels der T7-
RNA-Polymerase

proAB Bendtigt Prolin zum Wachstum auf Minimalnahrboden
Die Mutation in einem Gen, welches allgemein verantwortlich ist flr die

recA Rekombination von DNA; ist besonders zu empfehlen, wenn ein Gen mit
direkten Wiederholungen kloniert werden soll
RNA wird in der Abwesenheit der Proteinsynthese synthetisiert. Der relA
—Lokus reguliert die Kopplung zwischen Transkription und Translation.

rel Im Wildtyp flhrt eine limitierte Aminosdurekonzentration zur
Abschaltung der RNA-Synthese

rpsL Resistenz gegen Streptomycin

SupkE,F tRNA Glutamin-Supressor

Thi-1 Bendtigt Thiamin zum Wachstum auf Minimalndhrboden

Tn10 Ubertragt Tetrazyklinresistenz tiber Transposons

tonA Ubertragt Resistenzen (iber lytische Bakteriophagen T1, T5 und f80
Verhindert die Ubertragung von F’-Episomen {iber eine

traD, D36
Transferfaktormutation

tsx Ubertragt Resistenzen iiber T6-Phagen und Colicin-k

xyl-5 Blockiert den Katabolismus von Xylose
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13.8 Legende Genexpressionsdaten

Tabelle 18 Legende Genexpressionsdaten
Abkiirzung Genname
Inhba Inhibin beta A Kette
Adam9 Disintegrin und Metalloproteinase Doman-tragendes Protein 9
Cd40lg CD40 Ligand
Cycs Cytochrom ¢, somatisch
Caspb Caspase 6
Adora3 Adenosinrezeptor 3
Dusp6 Duale spezifisches Proteinphosphatase 6
Jak2 Tyrosinproteinkinase JAK2
Adarb1 Doppelstrangige RNA-spezifische Editase
Akt2 RAC-beta Serin/Threonin Proteinkinase
IL6 Interleukin 6
Tnfrsf8 Tumornekrosefaktor Rezeptorsuperfamilie 8
Csrnpl Cystein/Serinreicher Nuklearprotein 1
Wachstumsunterdriickendes und DNA-beschadigendes, induzierbares
Gadd45g
Protein Gadd45 gamma
Smox Spermineoxidase
Statba Singaltransduzer und Aktivator Transkription 5A
Lif Leukamie Inhibitorfaktor
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13.9 Plasmidkarten

Ndel
Nael
Sspl NgoMIV
Bglll

BsaBl
\ Sl
Psti
MPSV LTR ™ | Notl
AMP \ PshAI
3 Agel
MESV leadeRs \\ AN

. EcoRlI
M387

Binl
Eco72I
Sapl BspMI
Dralll
Xhol
Nhel " ' BerGl
Sphl Acclll
ng’lcul Eco47IlI
Bst1107I
EcoNI Swal
BamHI BsiWI
Tth111l
Ndel
Scal
Tth111l
Sspl Ahdl
Scal BseRI
Bpml Nael
Ahdl NgoM IV++
Bsp1201++
Ncol
Bsu36|++
Xeml++
NgoMIV++
EcoNI
Xhol NPM/ALK
BseRI BspMI++
Tth111l Stul++
Nhel BsrGl++
++Rsrll BseR|++
++EcoNI épallllr:
m

++BseR|
++Swal Pm”Eﬁ_ORI A
++Eco47I1ll BseR|
Acclll Btrl
BsrGl Necol
Beml BseRl

Bpml
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Sspl Ndel

Sil
Bsu36l
BstEIIl
Xeml

_—Mpsv LT

AWMESYV leader91

Xhol Sbfl

I TR P52

NP M/AIK
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Miul

stuffer

eGFPREs 4
< Clal

Munl
Rsrll Binl
BamH| Psil
BsiwI BfrBI
Swal Nsil
Bst1107I Ppu10l
Acclll SgrAl
Bpu1102I
Sspl Ndel

MPSV LTR
AMPEsV leadero1

T-Sapphire \

IRES
eGFP

BstXI
PshAl
Clal
EcoRI++
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BspMI
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Psil
BfrBl
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Stul SgrAl
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co Acclll
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. Bst11071
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Xhol

P53
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stuffer Luc2
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