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Einleitung

1 Einleitung

Bereits Ende der 1950er Jahre wurde durch die Formulierung des 3R-Prinzips (Replace,
Reduce, Refine) versucht, Alternativen zu Tierversuchen zu entwickeln (Russell und Burch,
1959). Zelllinien stellen eine Moglichkeit dar unter kontrollierten Bedingungen, zumindest

teilweise die in-vivo-Verhiltnisse zu simulieren.

Im Gegensatz zum Menschen, von dem es bereits zahlreiche etablierte Lymphomzelllinien
gibt (Drexler und Macleod, 2010), ist die Zahl der felinen Lymphomzelllinien eher
tiberschaubar. Zudem handelt es sich bei den der Forschung zur Verfiigung stehenden

Lymphomzelllinien zumeist um FeLLV-positive Zelllinien.

Large Granular Lymphocytes stellen eine heterogene Zellpopulation dar und umfassen die
natiirlichen Killerzellen sowie zytotoxischen T-Zellen. Ihr gemeinsames Charakteristikum,
welches ihnen auch ihren Namen gab, sind die groflen intrazytoplasmatischen Granula. Bei
der Katze sind bisher lediglich zwei LGL-Zelllinien beschrieben, wobei es sich bei beiden um

Linien natiirlicher Killerzellen handelt (Cheney et al., 1990; Goitsuka et al., 1993).

Ziel dieser Arbeit war es, eine FeLV-negative Large Granular Lymphocyte-Zelllinie zu
charakterisieren, die aus einem Patienten mit Large Granular Lymphocyte-Lymphom in der
Leber isoliert worden war. Ein besondere Gewichtung lag dabei auf der chromosomalen

Instabilitit dieser Zellen.
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2 Literaturiibersicht

2.1 Large Granular Lymphocytes (LGL)

Unter der Bezeichnung ,.Large Granular Lymphocytes* (grole granulierte Lymphozyten,
LGL) wird eine heterogene Zellpopulation zusammengefasst, die zum einen aus natiirlichen
Killerzellen, zum anderen aus zytotoxischen T-Zellen besteht. Auch im deutschsprachigen
Raum hat sich der englische Begriff gegeniiber dem Deutschen durchgesetzt. Ihr
morphologisches Charakteristikum sind grofe intrazytoplasmatische Granula, in denen
Perforin und Granzyme gespeichert sind und mit deren Hilfe es den LGL moglich ist, ihre
Zielzellen, vor allem Tumorzellen und Virus-infizierte Zellen, zu lysieren (Franks et al., 1986;
Rola-Pleszczynski et al., 1985; Stankova und Rola-Pleszczynski, 1986; Timonen et al., 1981;
Tompkins et al., 1983; Tompkins und Tompkins, 1985).

Bei der Katze betrigt der Anteil der Large Granular Lymphocytes an den Leukozyten im
peripheren Blut dhnlich wie beim Menschen ca. 0-13 %, wobei die Zahlen von Einzeltier zu
Einzeltier zum Teil starken Schwankungen unterliegen (Timonen et al., 1981; Timonen und
Saksela, 1980; Wellman et al., 1992). Das Verteilungsmuster der beiden LGL-Typen
hinsichtlich der mononukledren Zellen des peripheren Blutes (PBMC=Peripheral Blood
Mononuclear Cell) ist ebenfalls individuellen Schwankungen unterlegen und wird fiir die
CD56" und CD3 natiirlichen Killerzellen bei der Katze, je nach Autor, mit 1-9 % angegeben
(Howard et al., 2010; Vermeulen et al., 2012).

2.1.1 Unterteilung der LGL

In fritheren Veroffentlichungen wurden die Large Granular Lymphocytes zunédchst mit den
natiirlichen Killerzellen gleichgesetzt (Timonen et al., 1981). Spiter wurden die granulierten
Zellen dann in die heute noch gebriduchlichen Gruppen unterteilt. Die Unterteilung in die
verschiedenen Untergruppen wird in erster Linie anhand der immunphénotypischen
Oberflichenmarker, Cluster of differentiation (CD), vorgenommen. Hierbei spielt vor allem
der Nachweis des CD3-Antigens, da dieses von T-Zellen exprimiert wird, eine entscheidende
Rolle. Zusitzliche kann mit der Nachweismoglichkeit des T-Zell-Rezeptor-Rearrangements
eine weitere Untersuchungsmethode herangezogen werden (Chan et al., 1986; Lanier et al.,
1986a; Lanier et al., 1986b; Trinchieri und Perussia, 1984). Chan et al. beschrieben 1986 zwei
verschiedene Zelltypen der Large Granular Lymphocytes, wobei Typ A den T-Zellen

zugeordnet wurde und sich durch die Expression der CD3- und CD8-Antigene auszeichnete,
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wohin gegen Typ B, die natiirlichen Killerzellen, sich durch die Abwesenheit der beiden

genannten Antigene und eine spontane zytotoxische Aktivitit definierten (Chan et al., 1986).

2.1.2 Zytotoxische Aktivitit

Im direkten Vergleich der beiden LGL-Zelltypen lassen sich Parallelen hinsichtlich ihrer
Mechanismen der Zielzelllyse erkennen. Der Begriff des ,,Exocytose Model*“ beschreibt den
Kalzium-abhingigen sekretorischen Vorgang, bei dem der Inhalt der Granula nach Kontakt
mit den Zielzellen durch Exozytose freigesetzt wird (Henkart und Henkart, 1982; Henkart,
1985; Ostergaard et al., 1987). Der Inhalt der Granula besteht grofitenteils aus lysosomalen
Enzymen (Grossi et al., 1982). Eines dieser Enzyme ist Perforin (Lichtenheld et al., 1988;
Lowrey et al., 1988). Perforin ist in der Lage, eine Pore in der Zielzelle zu formen und somit
Granzym B den Eintritt in die Zielzelle zu ermdglichen (Dourmashkin et al., 1980;
MedDennert und Podack, 1983; Nakajima et al., 1995; Stinchcombe et al., 2001).
Untersuchungen der cDNS von Maus, Ratte und der des Menschen konnten zeigen, dass die
Expression des Gens fiir Perforin und somit dieses Enzym ausschlieBlich in Zellen vorkommt,
die der Klasse der Large Granular Lymphocytes angehoren (Yagita et al., 1992). Granzym B
ist eine Serinprotease, welche ebenfalls ausschlieBlich in den Granula der zytotoxischen T-
Zellen und den natiirlichen Killerzellen gefunden wird und letztendlich die Apoptose in der
Zielzelle auslost (Hameed et al., 1991; Waterhouse et al., 2006). Caspase 3 und Caspase 8
stellen als wichtige Cysteinproteasen der Apoptose direkte Substrate fiir Granzym B dar, was
bedeutet, dass die Apoptose nicht nur iiber den Fas-Liganden, sondern auch direkt iiber die
durch Exozytose frei gewordene Serinprotease ausgelost werden kann (Atkinson et al., 1998;
Medema et al., 1997). Die Ausschiittung von Granzym B kann ebenfalls zur Freisetzung von
Cytochrom C aus den Mitochondrien der Zielzellen fiihren, wodurch es zur Apoptose iiber
einen ebenfalls Caspase-abhidngigen, intrinsischen Weg kommt (Heibein et al., 1999;

MacDonald et al., 1999).

Large Granular Lymphocytes sind nicht nur iiber die bereits beschriebene Kalzium-abhingige
Exozytose in der Lage, die Zielzellen zu lysieren, sondern auch noch zu einem anderen
Angriffsmuster  befdhigt (Ostergaard et al., 1987). Dieses fiithrt, iiber den
membrangebundenen Fas-Liganden, welcher zur Familie der Tumornekrosefaktoren gezihlt
wird und weder Kalzium- noch Perforin-abhéngig ist, zur Apoptose (Helgason et al., 1992;

Ostergaard et al., 1987; Rouvier et al., 1993).
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2.1.2.1 Natiirliche Killerzellen

Natiirliche Killerzellen (NK-Zellen) gehoren zum angeborenen Immunsystem und nehmen
eine wichtige Stellung im korpereigenen Abwehrsystem ein, da sie im Gegensatz zu T-
Lymphozyten in der Lage sind, Antigene ohne eine vorherige Antigenprisentation zu
erkennen und Zielzellen spontan zu lysieren (Lanier et al., 1986d; Munson und Phillips, 2000;
Ritz et al., 1988; Robertson und Ritz, 1990). Dadurch, dass diese Zellen nicht der MHC-
Restriktion (siehe 2.1.2.2) unterliegen, wurden sie der ,,natiirlichen Immunitit* zugeordnet
und bekamen dadurch den Namen ,natiirliche” Killerzellen (Lanier et al., 1986d). Ihre
Zielzellen stellen in erster Linie Zellen dar, die keine oder verdnderte MHC-Klasse-I-
Molekiile exprimieren (,,Missing-self-Hypothese*) (Kirre, 1985). Alle anderen Zellen werden
durch einen sogenannten Killerzell-inhibierenden Rezeptor (KIR), der mit den MHC-Klasse-
I-Molekiilen interagiert, vor der Lyse geschiitzt (Kirre, 1985; Ljunggren und Karre, 1990;
Yokoyama, 1995).

Die grolen azurophilen Granula in ihrem Zytoplasma verleihen ihnen das granulierte
Aussehen und begriinden ihre Zugehorigkeit zur Gruppe der Large Granular Lymphocytes
(Tompkins et al., 1983). Durch Interleukin 2 konnen sie aktiviert und ihre Proliferation
gesteigert werden (Tompkins et al., 1989). Natiirliche Killerzellen spielen eine wichtige Rolle
in der Bekdampfung von Tumorzellen und Virus-infizierten Zellen. Es ist sowohl in der
Tiermedizin als auch in der Humanmedizin bekannt, dass diese Zellen zur Lyse von
Papilloma- oder Herpesvirus-infizierten Zellen befidhigt sind (Biron et al., 1989; Orange,
2002; Tompkins et al., 1983). Beim Menschen konnte ebenfalls nachgewiesen werden, dass
bei Infektionen, bei denen es zu einer drastisch reduzierten Anzahl von natiirlichen
Killerzellen kommt, hdufiger vorkommende und schwerere Verldufe von viralen Infektionen
zu verzeichnen sind (Wood et al., 2011). Bei Katzen findet sich eine d@hnliche Reduktion von
natiirlichen Killerzellen zum Beispiel nach einer Infektion mit dem felinen

Immundefizienzvirus (FIV) (Hanlon et al., 1993; Howard et al., 2010).

2.1.2.2 Zytotoxische T-Zellen

Die Zuordnung zu den Large Granular Lymphocytes haben die zytotoxischen T-Zellen in
erster Linie ithrem morphologischen Charakteristikum, den groen, azurophilen Granula zu
verdanken. Der bedeutendste Unterschied zu den natiirlichen Killerzellen liegt in der MHC-I-
Restriktion. 1996 erhielten Zinkernagel und Doherty den Medizinnobelpreis fiir ihre
Entdeckung, dass CD8-positive zytotoxische T-Zellen Virus-infizierte Zellen lediglich nach

einer vorherigen Antigenpridsentation durch MHC-Molekiile erkennen konnen (Zinkernagel,
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1997). Dies bedeutet, dass die zytotoxischen T-Zellen nicht zur spontanen zytotoxischen
Aktivitdt befdhigt sind, sondern auf die Antigenprédsentation angewiesen sind, um ihr Antigen

zu erkennen (sogenannte MHC-Restriktion).

2.1.2.2.1 Der T-Zell-Rezeptor (TCR)

Wihrend der Entwicklung der T-Zellen kommt es zu einem Rearrangement der vier
Antigenrezeptor-Gene, o (TRA), B (TRB), y (TRG) und & (TRD), wodurch zwei, voneinander
zu unterscheidende T-Zell-Rezeptortypen, af-T-Zellen und yo-T-Zellen entstehen (Brenner et
al., 1986; Pardoll et al., 1987). Durch die Reihenfolge der Rekombination, bei der es immer
erst zur Rekombination des TRDs und des TRGs und in einem Teil der Félle dann noch des
TRAs und TRBs kommt, enthalten auch die afj-T-Zellen ein rekombinantes TRG (Pardoll et
al., 1987; Raulet et al., 1985; Theodorou et al., 1994). Infolgedessen bietet sich die
Untersuchung des TRGs zum Nachweis eines T-Zell-Rezeptor-Rearrangements an (Moore et

al., 2005; Weiss, 2008).

2.1.2.3 Natiirliche Killer T-Zellen (NKT-Zellen)

Als eine Teilgruppe der natiirlichen Killerzellen wurden von Schmidt et al. (1986) die Large
Granular Lymphocytes aus dem Blut gesunder Menschen bezeichnet, die einen T-Zell-
Phinotyp aufweisen, natiirliche Killerzell-Antigene (NKH1) exprimieren und zur spontanen
zytotoxischen Aktivitit befdhigt sind. Der Begriff der NKT-Zellen, Natiirliche Killer T-
Zellen, spiegelt die Ambivalenz dieses Zelltyps wieder, der einerseits die Merkmale der
natiirlichen Killerzellen (Expression von NKI1.1-Markern, CD161 bei humanen Zellen),
andererseits die der zytotoxischen T-Zellen aufweist (CD3", TCR-Rearrangement) (Makino et
al., 1995). Eine Definition der NKT-Zellen gestaltete sich dahin gehend schwierig, als dass es
zwischen dem Expressionsmuster des Menschen und dem der Maus einige Unterschiede gibt.
So exprimieren die meisten Mausstimme beispielsweise nicht den NK1.1-Marker (Godfrey et
al., 2004). Daher war auch die Namensgebung fiir diesen Zelltyp zunichst uneinheitlich.
Begriffe wie natiirliche T-Zellen (Bix und Locksley, 1995; Joyce et al., 1996) konnten sich
dann jedoch nicht gegeniiber dem heute gebrduchlichen Begriff der natiirlichen Killer T-
Zellen durchsetzen (Makino et al., 1995). Laut der derzeitige Definition zédhlen solche Zellen
zu den Natiirlichen Killer T-Zellen, die NK-Zellmarker exprimieren (beispielsweise NK1.1;
bei Miusen nur eingeschrinkt), einer CD1d-Restriktion unterliegen und einen of}-T-Zell-
Rezeptor exprimieren (Bendelac et al., 2007). Als ein wichtiger Ligand der NKT-Zellen
erfolgt die Aktivierung durch a-Galactosylceramide (a-GalCer) (Kawano et al., 1997). Neuere
Studien brachten zu Tage, dass es auch einen CD1d-unabhingigen Weg der Zelllyse durch
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einen NKG2D Rezeptor gibt, der auf CD4 Zellen exprimiert wird (Kuylenstierna et al.,
2011). Bei den Haustieren ist dieser Zelltyp noch wenig erforscht. Bei Schwein und Pferd
konnten NKT/CD1d-Zellen nachgewiesen werden (Looringh van Beeck et al., 2009). Bei der
Katze konnte ein funktionelles CD1D-Gen sequenziert werden, daher konnte auf ein
funktionierendes NKT/CD1d-System riickgeschlossen werden (Looringh van Beeck et al.,
2009). Bei den untersuchten Wiederkéduern ist das CD1D-Gen zwar vorhanden, jedoch ohne
Funktion, was den Schluss nahelegte, dass Wiederkiduer keine NKT-Zellen haben, da bei
CD1d” Miusen ebenfalls keine NKT-Zellen nachgewiesen werden konnten (Chen et al.,
1997; Looringh van Beeck et al., 2009; Van Rhijn et al., 2006). Vermeulen et al. (2012)
nutzte fiir die Zuordnung der felinen Zellen zu den NKT-Zellen lediglich die Expression von
CD56 bei gleichzeitiger Expression von CD3. Entsprechend dieser Einteilung fiir die Katze
machte der Anteil der NKT-Zellen an den CDS56-positiven, peripheren mononukleédren

Blutzellen (PBMC) 20 % aus.

2.1.3 Uberpriifung der spontanen Zytotoxizitit

Wie bereits zu Anfang beschrieben, sind natiirliche Killerzellen zur spontanen zytotoxischen
Aktivitdt ohne vorherige Antigenprisentation befdhigt (Lanier et al., 1986d; Ritz et al., 1988).
Zur Uberpriifung der spontanen Zytotoxizitit konnen verschiedene kolorimetrische Methoden
wie der Rose-Bengal-Assay (RBA) oder der Methylthiazol-Tetrazolium (MTT)-Test zum
Einsatz kommen. Meist wird dafiir der Rose-Bengal-Assay verwendet, aber auch der MTT-
Test kann hierfiir genutzt werden (Ribeiro-Dias et al., 2000). Beide stellen eine Alternative zu
dem friiher genutzten °'Chromium-Release-Assay (CRA) dar, welche heute aufgrund der
einfacheren Durchfiihrbarkeit und der Vermeidung von radioaktivem Abfall dem CRA

vorgezogen wird (Gondolf et al., 1996).

2.1.3.1 Zielzellen

Das wichtigste Kriterium fiir die Auswahl der Zielzelllinie ist das adhdrentes Wachstum der
gewihlten Zelllinie. Krakowka beschrieb bereits 1983 die Nutzung einer kaninen
Schilddriisenadenokarzinomzelllinie (CTAC) fiir den Nachweis der spontanen zytotoxischen
Aktivitidt kaniner NK-Zellen (Krakowka, 1983). Da sich die Zelllinie in diversen Versuchen
zur Zytotoxizitdt bereits bewihrt hat, wurde sie auch in dieser Dissertation verwendet
(Greeley et al., 1996; Preis, 2008; Schmitz, 2000; Schomig, 2008). Unklar war bis zu diesem
Zeitpunkt, in wieweit die CTAC-Zellen auch auf feline Zellen ansprechen. Zur Kontrolle
wurde als zweite Zelllinie, die der spontanen zytotoxischen Aktivitdt gegeniiber als nicht

sensibel beschrieben ist, eine Vero-Zelllinie eingesetzt (Funk et al., 2003).

6
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2.2 Large Granular Lymphocyte (LGL)-Lymphome
Zu den Large Granular Lymphocyte Lymphomas, kurz den (LGL)-Lymphomen, werden

himatopoetische Neoplasien gezihlt, deren Zellen die fiir die Large Granular Lymphocytes
(siehe unter 2.1) charakteristischen, groBen, azurophilen, intrazytoplasmatischen Granula
enthalten. In einer Studie von Krick et al. (2008) betrug der Anteil der LGL-Lymphome an

der Gesamtzahl der zwischen 1996-2004 bei Katzen diagnostizierten Lymphome lediglich
7 %. Sie werden in der WHO-Klassifikation den ,,T-cell and NK-Cell Lymphoid Neoplasms
zugeordnet* (Valli et al., 2002).

2.2.1 WHO-Klassifikation
Heutzutage gilt die WHO-Klassifikation von 2002 als der internationale Standard zur

Klassifikation von hdmatopoetischen Proliferationen der Haustiere (Valli et al., 2002). Die
Einteilung erfolgt zunédchst in vier Hauptgruppen: die B-Zell-Neoplasien, die T-Zell- und NK-
Zell-Neoplasien, sonstige Tumoren und die gutartigen lymphoiden Proliferationen. Dariiber

hinaus werden weitere Untergruppen differenziert.

WHO-Klassifizierung der hidmatopoetischen Tumoren der Haustiere (Auszug: Tumoren des

lymphoiden Systems)

1. B-Cell Lymphoid Neoplasms
1.1. Precursor B-cell neoplasms
1.1.1. B-cell lymphoblastic leukemia/lymphoma
1.2.  Mature B-cell lymphocytic
1.2.1. B-cell chronic lymphocytic leukemia/lymphoma
1.2.2. B-cell lymphocytic lymphoma intermediate type (LLI)
1.2.3. Lymphoplasmacytic lymphoma (LPL)
1.2.4. Follicular lymphomas
1.2.4.1. Mantle cell lymphoma (MCL)
1.2.4.2. Follicular center cell lymphoma I
1.2.4.3. Follicular center cell lymphoma II
1.2.4.4. Follicular center cell lymphoma III
1.2.4.5. Nodal marginal zone lymphoma
1.2.4.6. Splenic marginal zone lymphoma
1.2.5. Extranodal marginal zone B-cell lymphoma of mucosa-associated lymphoid tissue (MALT lymphoma)
1.2.6. Hairy cell leukemia
1.2.7. Plasmacytic tumors
1.2.7.1. Indolent plasmacytoma
1.2.7.2. Anaplastic plasmacytoma
1.2.7.3. Plasma cell myeloma
1.2.8. Large B-cell lymphomas
1.2.8.1. T-cell-rich B-cell lymphoma
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1.2.8.2. Large cell immunoblastic lymphoma
1.2.8.3. Diffuse large B-cell (noncleaved, cleaved) lymphoma
1.2.8.4. Thymic B-cell lymphoma (mediastinal B)
1.2.8.5. Intravascular large B-cell lymphoma
1.2.9. Burkitt-type lymphoma
1.2.9.1. High-grade B-cell lymphoma, Burkitt-like

2. T-cell and NK-Cell Lymphoid Neoplasms

2.1.

2.2.

Precursor T-cell neoplasms
2.1.1. T-cell lymphoblastic leukemia/lymphoma
Mature T-cell and NK neoplasms

2.2.1. Large granular lymphoproliferative disorders (LGL)
2.2.1.1. T-cell chronic lymphocytic leukemia
2.2.1.2. T-cell LGL lymphoma/leukemia
2.2.1.3. NK-cell chronic lymphocytic leukemia

2.2.2. Cutaneous T-cell neoplasms
2.2.2.1. Cutaneous epitheliotropic lymphoma (CEL)

2.2.2.1.1. CEL, mycosis fungoides type
2.2.2.1.2. CEL, pagetoid reticulosis (Woringer-Kolopp) type

2.2.2.2. Cutaneous nonepitheliotropic lymphoma

2.2.3. Extranodula/peripheral T-cell lymphoma (PTCL)
2.2.3.1. PTCL, mixed lymphoid tumor
2.2.3.2. PTCL, mixed inflammatory type

2.2.4. Adult T-cell like lymphoma/leukemia

2.2.5. Angioimmunoblastic lymphoma (AILD)

2.2.6. Angiotropic lymphoma
2.2.6.1. Angiocentric lymphoma
2.2.6.2. Angioinvasive lymphoma

2.2.7. Intestinal T-cell lymphoma

2.2.8. Anaplastic large cell lymphoma (ALCL)

3. Miscellaneous Tumors

3.1
3.2.
3.3.
3.4.
3.5.
3.6.

Mast cell tumor

Hodgkin-like lymphoma

Thymoma

Thymic carcinoma (malignant thymoma)
Myelolipoma

Malignant fibrous histiocytoma

4. Benign Lymphoid Proliferations

4.1.
4.2.

Follicular lymphoid hyperplasia
Atypical follicular lymphoid hyperplasia
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1972 wurde erstmals eine Neoplasie bei einer Katze beschrieben, deren Zellen groe Granula
aufwiesen, welche zu diesem Zeitpunkt als ,,Globule Leukocytes* bezeichnet wurden (Finn
und Schwartz, 1972). Diese ,,Globule Leukocytes* wurden spéter von anderen Autoren den
intraepithelialen Large Granular Lymphocytes zugeordnet (Kariya et al., 1997). Erst 14 Jahre
spater wurde die erste als ,Large Granular Lymphoma* bezeichnete Neoplasie bei einer
FeLV-negativen Katze niher beschrieben und charakterisiert (Franks et al., 1986). Zwei Jahre
darauf wurde ein LGL-Lymphom einer FeLLV-positiven Katze untersucht, aus dem eine der
beiden bis heute beschriebenen LGL-Zelllinien isoliert und etabliert wurde (Goitsuka et al.,
1993; Goitsuka et al., 1988). Diese Zelllinie wurde aufgrund der fehlenden Expression von
CD4 und CD8 den natiirlichen Killerzellen zugeordnet.

Die Verteilung der beiden Ursprungszelltypen der LGL-Lymphome ist bei der Katze
schwierig festzumachen, da insbesondere in dlteren Verdffentlichungen keine
Untersuchungen zur genaueren Differenzierung der Large Granular Lymphocytes gemacht
worden sind oder die Ergebnisse nicht sicher einem Zelltyp zugeordnet werden konnten
(Darbes et al., 1998; Franks et al., 1986; Kariya et al., 1997; Krick et al., 2008; Wellman et
al., 1992). In einer Studie von 1998 konnte von sechs untersuchten LGL-Lymphomen zwei
den T-Zell-Neoplasien zugeordnet werden, die restlichen vier entsprechend den natiirlichen
Killerzellen (Endo et al., 1998). In einer neueren Studie von 2006, bei der 21 Katzen mit
LGL-Lymphom untersucht wurden, zeigte sich hingegen eine deutliche Dominanz (90 %) des

zytotoxischen T-Zellphenotyps (Roccabianca et al., 2006).

Die LGL-Lymphome treten vor allem im mittleren Abdomen, genauer gesagt in den
regionalen Lymphknoten, im Darm, im Pankreas, der Leber, der Niere und der Milz, seltener
in anderen Lokalisationen wie der Lunge, der Speicheldriise oder im Perikard auf (Cheney et
al., 1990; Darbes et al., 1998; Endo et al., 1998; Franks et al., 1986; Wellman et al., 1992). In
einem Fall konnte ein LGL-Lymphom im zentralen Nervensystem nachgewiesen werden

(Tsuboi et al., 2010).

LGL-Lymphome gelten bei der Katze als aggressiv und haben auch aufgrund ihres schlechten
Ansprechens auf Chemotherapie eine schlechte Prognose (Franks et al., 1986; Goitsuka et al.,
1988; Krick et al., 2008; Valli et al., 2002; Wellman et al., 1992). Die klinischen Anzeichen
sind zumeist unspezifisch und duern sich in Anorexie, Lethargie und Vomitus, héaufig lasst
sich eine palpable Masse im Abdomen nachvollziehen (Endo et al., 1998; Franks et al., 1986;
Goitsuka et al., 1988; Kariya et al., 1997; Roccabianca et al., 2006; Wellman et al., 1992).

Zumeist sind dltere Tiere betroffen; das mediane Alter liegt bei 8 bis 13 Jahren, jedoch
9
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konnen auch Jungtiere betroffen sein (Cheney et al., 1990; Endo et al., 1998; Franks et al.,
1986; Krick et al., 2008; Roccabianca et al., 2006; Wellman et al., 1992). Bei Diesen liegt
zumeist eine Assoziation mit dem Felinen Leukimie-Virus (FeLV) zu Grunde (Endo et al.,
1998; Hardy et al., 1980). Eine Geschlechtsdisposition konnte beim Menschen nicht
nachgewiesen werden (Loughran und Starkebaum, 1987). Bei der Katze hingegen
beschreiben Autoren von élteren Verdffentlichungen zwar, dass keine Geschlechtsdisposition
aufgrund der niedrigen Fallzahlen feststellbar wire, jedoch lédsst sich heute sagen, dass 66 %
der beschriebenen LGL-Lymphome bei weiblichen oder weiblich-kastrierten Katzen auftraten
und nur 34 % bei ménnlichen bzw. ménnlich-kastrierten Tieren (Cheney et al., 1990; Darbes
et al., 1998; Endo et al., 1998; Franks et al., 1986; Goitsuka et al., 1988; Jarplid und Feldman,
1993; Roccabianca et al., 2006; Tsuboi et al., 2010; Wellman et al., 1992).

2.2.2 Large Granular Lymphocyte-Lymphome beim Menschen

Beim Menschen wird zwischen der T-Zell-Large Granular Lymphocytic-Leukdmie (T-LGL),
der chronischen, lymphoproliferativen Storung der natiirlichen Killerzellen und der
aggressiven NK-Zellen-Leukdmie unterschieden (ANKL) (Swerdlow et al., 2008). Die T-
LGL ist langsam progressiv und zeichnet sich mit einer mittleren Uberlebenszeit von 13
Jahren und einem guten Ansprechen auf Chemotherapeutika aus (Dhodapkar et al., 1994). Sie
ist relativ selten und macht ungefihr 2-3 % der Leukdmien aus (Swerdlow et al., 2008). Die
chronische lymphoproliferative Storung der natiirlichen Killerzellen ist eine ebenfalls selten
auftretende Erkrankung und héufig iiber eine lange Zeit klinisch unauffillig (Swerdlow et al.,
2008). Die aggressive NK-Zellen Leukdmie ist zumeist mit einer Infektion mit dem Epstein-
Barr-Virus vergesellschaftet (Ryder et al., 2007; Song et al., 2002). Im Gegensatz zu den
beiden vorherigen Leukéimieformen kommt es hierbei zu schwerwiegenden Erkrankungen mit
vorsichtiger Prognose und einer mittleren Uberlebensdauer von um die 50 Tagen (Ryder et

al., 2007; Song et al., 2002; Suzuki et al., 2004).

2.3 Zelllinien

Zelllinien sind als von ithrem Ursprungsorganismus unabhingige, durchgehend wachsende
Zellen definiert (Drexler und MacLeod, 2003). Dabei lassen sich Zellkulturen, die sich nur
iiber einen begrenzten Zeitraum kultivieren lassen, von Zellkulturen, die ohne zeitliche

Einschrinkung dauerhaft (permanent) am Leben gehalten werden konnen, unterscheiden. Als
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permanente Zellkultur werden dabei Zellen eingestuft, die iiber ein Jahr konstant in Kultur

gehalten werden konnten (Drexler und MaclLeod, 2003).

Zelllinien sind ein wichtiger Bestandteil der Forschung, insbesondere der Tumorforschung, da
durch sie gut zu untersuchende und experimentell beeinflussbare Zellpopulationen vorliegen.
Ergebnisse aus der Zellkulturforschung konnen Hinweise auf die in-vivo-Verhiltnisse geben.
Insbesondere die Untersuchungen grundlegender Pathogenititsmechanismen werden durch
die Etablierung von Zelllinien ermoglicht. Zudem stellen Zelllinien einen fast
unerschopflichen Materialvorrat dar und auf der ganzen Welt konnen Forschungsgruppen mit
demselben Ausgangsmaterial arbeiten, wodurch eine hervorragende Vergleichbarkeit
ermoglicht wird. Zahlreiche Zelllinien sind in sogenannten Zellkulturbidnken wie der ATTC
(American Type Culture Collection), der ECACC (European Collection of Cell Cultures) oder
der DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH) kéuflich zu
erwerben. Somit hat sich die Zellkulturtechnik mit der Zeit immer weiter entwickelt und stellt

vor allem heutzutage eine wichtige Alternative zu Tierversuchen dar.

Die erste Etablierung einer humanen, permanenten, adhédrenten Zelllinie aus Tumorgewebe
gelang bereits in den 50er Jahren aus einem Zervixkarzinom einer Frau und wurde in
Anlehnung an die Patientin Henrietta Lacks als HeLa-Zellen bezeichnet (Gey et al., 1952).
Sie wird bis heute von Forschern genutzt und ist mittlerweile eine der am besten untersuchten
Zelllinien iiberhaupt. Die ersten humanen hidmatopoetischen Zellen wurden 1963 in Nigeria
von Patienten mit Burkitt-Lymphomen isoliert, wobei die wohl noch heute bekannteste die
Raji-Zelllinie ist (Pulvertaft, 1964). Seitdem gab es zahlreiche Forschungsgruppen, die die

unterschiedlichsten hdmatopoetischen Zelllinien etablierten (Drexler und Macleod, 2010).

2.3.1 Feline Lymphomzelllinien

Auch von Haustieren gibt es verschiedene Lymphomzelllinien, die aufgrund ihrer
Charakteristika fiir die unterschiedlichsten Forschungsgebiete Anwendung finden. Von der
Katze wurde insbesondere wihrend der Zeit, als sich die ersten Forschergruppen mit FeLV-
Infektionen und dem daraus resultierenden Auftreten von Lymphomen beschiftigten, zumeist
FeLLV-positive Zelllinien etabliert. Auch bei der Erforschung von neuen Therapieansitzen
konnten feline Lymphomzelllinien von Nutzen sein (Mochizuki et al., 2012). Eine der ersten
und bereits gut untersuchten Zelllinien ist die Zelllinie FL.74, welche vor allem in Studien, die
sich mit FeLV-Infektionen befassen, Verwendung findet. Sie wurde aus einem in der Niere
lokalisierten Lymphom einer Katze isoliert, welche experimentell mit FeLV infiziert wurde

(Theilen et al., 1969). Aufgrund ihres immunzytologischen Phinotyps konnte sie den T-
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Zellen zugeordnet werden (Cockerell et al., 1976). Da die Tumorerkrankungen in der heutigen
Zeit sowohl in der Human- als auch in der Veterinirmedizin immer mehr an Bedeutung
gewonnen haben, liegt mit ein Hauptaugenmerk auf der Erforschung von Mechanismen, die
zur Entstehung von Tumoren beisteuern. Da durch Zelllinien ein hervorragend zur
Tumorforschung geeignetes Objekt vorliegt, wurden im Laufe der Zeit vielfiltige
Untersuchungen an Tumorzelllinien durchgefiihrt. So zeichnet sich FL74 beispielsweise
durch einen instabilen Chromosomensatz und eine moderate Zentrosomenhyperamplifikation,
die mit mehreren stillen pS3-Mutationen vergesellschaftet ist, aus (Miki et al., 2004). Anders
verhilt es sich bei der FeLV-negativen Zelllinie 3201, bei der eine Missensemutation sowie
zwei stille Mutationen in der p53-Sequenz nachgewiesen werden konnte (Miki et al., 2004;
Mochizuki et al., 2012; Okuda et al., 1994; Snyder et al., 1978). Zudem wies diese Zelllinie
numerische Chromosomenaberrationen sowie eine Zentrosomenhyperamplifikation bei 20 %
der Zellen auf (Miki et al., 2004). Eine weitere, FeLV-positive Lymphomzelllinie (BKD),
wurde aus einem im Mediastinum lokalisierten Tumor isoliert und iiber ein Jahr kultiviert
(Engelman et al., 1986). Diese Zellen exprimierten weder B- noch T-Zelloberflachenmarker
und hatten einen diploiden Chromosomensatz (2n=38) (Engelman et al., 1986). Ein Jahr
spater wurde die T-Zelllinie T17 aus einem im Thymus lokalisierten Lymphom einer jungen
Katze isoliert, bei der FeLV-Provirus nachgewiesen werden konnte (Fulton et al., 1987).
Interessant ist diese Zelllinie fiir die vorliegende Arbeit dahingehend, dass bei ihr keine p53-
Aberrationen gefunden werden konnten (Okuda et al., 1994). Anders verhilt es sich bei der
Zelllinie FT-1. Sie wurde aus dem Thymuslymphom einer spontan mit FeLV infizierten Katze
isoliert, weist chromosomale Aberrationen, eine stille Mutation auf Hohe des 591 Nukleotids
des p53-Gens, jedoch keine Zentrosomenhyperamplifikationen auf (Miki et al., 2004; Miura
et al., 1987; Mochizuki et al., 2012). Ebenfalls FeLLV-positiv ist eine 2004 etablierte T-
Zelllinie (KO-1), bei der eine Aneuploidie (2n+3=41), eine stille Mutation des p53-Gens auf
Hohe des 231sten Nukleotids, jedoch keine Zentrosomenhyperamplifikation nachgewiesen
werden konnte (Fujino et al., 2004; Miki et al., 2004). Die R96-Zelllinie wurde im gleichen
Jahr etabliert und wurde aus dem Thoraxerguss einer Katze mit multizentrischem Lymphom
isoliert (Miki et al., 2004). Sie weist eine numerische Chromosomenaberration, eine
Zentrosomenhyperamplifikation sowie eine stumme Punktmutation im p53-Gen auf Hohe des
591sten Nukleotids auf (Miki et al., 2004). Mochizuki et al. (2011) etablierten erst vor ein
paar Jahren eine FeLV-negative Zelllinie aus dem Thoraxerguss einer 9 Jahre alten, ménnlich-
kastrierten =~ Abessinierkatze. =~ Aufgrund  ihres  immunhistologischen  Phinotyps

(CD20*/CD790./CD3") und eines nicht nachweisbaren T-Zell-Rezeptor-Rearrangements,
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wurde die Zelllinie den B-Zellen zugeordnet (Mochizuki et al., 2011). Auch bei ihr konnten

zwei stille Mutationen des pS3-Gens nachgewiesen werden (Mochizuki et al., 2012).

2.3.2 Feline Large Granular Lymphocyte-Zelllinien
Bis heute gibt es lediglich zwei beschriebene und nédher charakterisierte feline Large Granular

Lymphocyte-Lymphomzelllinien.

Cheney et al. isolierten 1990 aus einer Tumormasse im Abdomen einer 13-jdhrigen,
minnlich-kastrierten Katze eine Zelllinie (MCC), welche die fiir die LGLs typischen
Charakteristika, die groBen zytoplasmatischen Granula, aufwies (Cheney et al., 1990). In
weiteren Versuchen wurden die Zellen als natiirliche Killerzellen eingestuft, da kein T-Zell-
Rezeptor-Rearrangement oder andere T-Zell-spezifischen Antigene immunzytologisch
nachgewiesen werden konnten (Cheney et al., 1990). Die FeLV-negative Zelllinie war
insgesamt fiir 27 Monate konstant in Kultur, die Populationsverdopplungszeit wurde mit 39
Stunden angegeben und es wurde eine elektronenmikroskopische Untersuchung
vorgenommen (Cheney et al., 1990). Bei dieser Zelllinie konnte eine stille Mutation des p53-
Gens auf Hohe des 231sten Nukleotids und eine Missensemutation auf Hohe des 639sten

Nukleotids registriert werden.

Die zweite LGL-Zelllinie (FGL) wurde von Goitsuka et al. 1988 aus dem Aszites einer vier
Jahre alten, weiblich-kastrierten, FeLLV-positiven Katze mit einem intestinalen Lymphom
isoliert. Die neoplastischen Zellen wiesen weder B- noch T-Zell-Oberfldchen-Antigene auf
und wurden deshalb von den Autoren den natiirlichen Killerzellen zugeordnet (Goitsuka et al.,
1993; Goitsuka et al., 1988). Diese Zelllinie wurde fiir mehr als fiinf Jahre in Kultur gehalten
(Goitsuka et al., 1993). Die spontane zytotoxische Aktivitit der Zellen gegeniiber einer
humanen Erythroblastenleukimie-Zelllinie (K562) konnte mit Hilfe des 3!Chromium-Release-
Assay (CRA) bewiesen werden (Goitsuka et al., 1993). Eine elektronenmikroskopische
Untersuchung wurde ebenfalls durchgefiihrt, die Populationsverdopplungszeit wurde mit 36
Stunden angegeben (Goitsuka et al., 1993). Zudem konnte die Expression des Interleukin 2-

Rezeptors festgestellt werden.
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2.4 Chromosomale Instabilitit

Chromosomale Instabilitit kann in Form von Chromosomenbriichen, Amplifikation oder
Deletion von einzelnen Segmenten oder durch den Zugewinn oder Verlust von ganzen
Chromosomen auftreten. Dass eine genetische Instabilitdt in Form einer chromosomalen
Aberration einen entscheidenden Schritt zur Tumorgenese beitragen kann, ist hinldnglich
bekannt und untersucht (Aichel, 1911; Levan, 1956; Nowell, 1976; Schinz, 1928). Schon in
den Anfingen der Tumorforschung fiel auf, dass bei tumor0s entarteten Zellen eine
Abweichung von normalen Mitosen und Metaphaseplatten zu finden war (Hansemann, 1890).
Boveri (1914) interpretierte diese Entdeckung als Ursache fiir die Entstehung von Tumoren.
In fast allen soliden Tumoren konnte in verschiedensten Studien beim Menschen eine
genetische Instabilitdt nachgewiesen werden, wobei die Instabilitit sowohl numerische als

auch strukturelle Chromosomenaberrationen umfasste (Lengauer et al., 1997, 1998).

Lengauer et al. (1998) unterteilten die Ursachen, die zur genetischen Instabilitit einer Zelle
fiihren, in vier Typen: Den ersten Typ fassten die Autoren unter dem Begriff der ,,subtilen
Sequenzinderungen® zusammen und beschreiben damit Vorginge der Genmutation, wie die
Deletion oder Insertion. Der zweite Typ stellt die Genommutation dar, welche durch eine
Veridnderung der Chromosomenzahl (Aneuploidie) manifest wird und hiufig bei Tumoren
beobachtet werden kann (Duesberg et al., 1999). Die dritte Gruppe umfasst
Chromosomenmutationen, zu denen die unter den Begriff der Translokation fallenden
Veridnderungen gehoren und sich durch Anlagern eines Chromosomensegmentes oder eines
ganzen Chromosoms an ein anderes charakterisieren. Die letzte Gruppe bezeichnen die
Autoren als ,,Gen-Amplifikation®, die die Amplifikation von Onkogenen wie zum Beispiel N-
myc umfasst, welche in 30 % der Neuroblastome vorkommt (Seeger et al., 1985). Die
Verfasser unterstreichen in ithrem Artikel, dass eine Mutation in einer Einzelzelle alleine noch
nicht zum Entstehen eines Tumors fiihrt, sondern weitere Komponenten, wie die klonale
Expansion, eine wichtige Rolle spielen. Als eine Ursache fiir die Entstehung von Tumoren
konnen Mutationen von Genen, die Mitose-Checkpunkte regulieren, angesehen werden

(Cahill et al., 1998).

Duesberg et al. (1998) konstruierten einen ,,Ploidy Factor®, indem sie die verdnderte
Chromosomenanzahl durch die physiologische Chromosomenanzahl teilten. Dabei konnte bei
den in-vitro-Versuchen mit Chinese Hamster Embryo (CHE)-Zellen festgestellt werden, dass

sich der Karyotyp umso instabiler zeigte, je hoher dieser Quotient ,,Ploidy Factor* war.

14



Literaturiibersicht

2.4.1 Aneuploidie

Aneuploidie ist eine numerische Chromosomenaberration und beschreibt das vermehrte
Auftreten oder das Fehlen von einem oder mehreren Chromosomen. Bereits Ende des 19.
Jahrhunderts erkannten Forscher den Zusammenhang zwischen Aneuploidie und
Tumorgenese (Hansemann, 1890). Aneuploidie und chromosomale Instabilitit sind bei
Tumoren hiufig auftretende Phinomene und konnen selbst in frithen, dysplastischen, jedoch
noch nicht neoplastischen Stadien beobachtet werden (Chanvitan et al., 1997; Hofstadter et
al., 1986; Steinbeck, 1997). Dieses Wissen ldsst auf einen Zusammenhang zwischen
verdndertem DNS-Gehalt und der Entwicklung von Tumoren schlieBen (Pihan und Doxsey,
1999). Pihan und Doxsey (1999) stellten die These der drei Mechanismen zur Entstehung der
Aneuploidie auf. Dabei unterscheiden die Autoren die sporadische Misssegregation
(fehlerhafte  Teilung) von  Tumorprogenitorzellen, Polyploidie  (Zunahme  der
Chromosomenzahl) durch verschiedenste Mechanismen (Zellfusion, multiple S-Phase-Zyklen
ohne abschlieende Mitose oder fehlerhafte Spindelapparate) und einen dauerhaften Defekt
bei der Chromosomensegregation in einer Tumorprogenitorzelle voneinander, wobei die

Autoren selber letztere Variante priferieren.

2.4.2 Zentrosomen

Wihrend der Mitose kommt es zur Segregation der Schwesterchromatiden durch den
Spindelapparat, sodass jede Tochterzelle einen vollstindigen Chromosomensatz zur
Verfiigung hat. Zentrosomen spielen bei Eukaryoten als primédre Mikrotubuli-organisierende
Zentren (MOTCs) eine wichtige Rolle in der Organisation des dazu bendtigten
Spindelapparates. Sie ermdglichen die korrekte Trennung der Schwesterchromatiden, wobei
sie nicht essentiell fiir den Aufbau eines Spindelapparates, jedoch wichtig fiir die
Chromosomensegregation sind (Euteneuer und Mclntosh, 1981; Heald et al., 1996;
Khodjakov et al., 2000; Oakley, 1992).

Ein Zentrosom besteht aus zwei lichtmikroskopisch gerade noch erkennbaren Zentriolen,
welche in ein perizentriolires Material (PCM) eingebettet sind. Dieses wird auch als
Zentromatrix bezeichnet und spielt eine wichtige Rolle in der Mikrotubuli-Nukleation, der
Neubildung von Mikrotubuli (Kellogg et al., 1989; Schnackenberg und Palazzo, 1999). Die
beiden Zentriolen unterscheiden sich hinsichtlich ihrer Struktur sowie auch in ihren
biochemischen Eigenschaften (Lange und Gull, 1995; Paintrand et al., 1992). Sie bestehen
beide aus neun jeweils aus einem Triplett bestehenden Mikrotubuli, deren Grundbausteine die

aus o- und B-Tubulin zusammengesetzten Heterodimere sind, jedoch weist die 1,5
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Generationen iltere Mutterzentriole distale und subdistale Fortsidtze auf, welche der im

vorherigen Zellzyklus gebildeten Tochterzentriolen fehlen.

Die Mikrotubuli haben ein wachsendes, sogenanntes Plus- und ein dem Zentrosom
zugewandtes und im perizentrioldren Material befindliches Minus-Ende, in dem der y-Tubulin
enthaltene Ringkomplex (yTuRC) lokalisiert ist (Moritz et al., 1995; Zheng et al., 1995). Das
perizentrioldre Material beinhaltet noch weitere Proteine, wie zum Beispiel das Pericentrin,
welches eine strukturelle Komponente des perizentrioldaren Materials darstellt. Anti-
Pericentrin-Antikorper vermindern die Ausbildung des Spindelapparates, beeinflussen jedoch

nicht die Mikrotubuli-Nukleation (Doxsey et al., 1994).

2.4.3 Zellzyklus

Bereits 1951 wurden der Grundstein fiir die Erforschung des Zellzyklus gelegt und die
charakteristischen Zellzyklusphasen beschrieben (Howard und Pelc, 1951). Der Zellzyklus
ldasst sich in die G;-, S-, G- und M-Phase einteilen. Dabei werden die ersten drei auch unter
dem Begriff ,Interphase* zusammen gefasst. Zusitzlich gibt es noch eine Gy-Phase, die
sogenannte Ruhephase. In diese treten die ausdifferenzierten Zellen nach der G;-Phase ein, in
der sie sich nicht mehr weiter differenzieren. In der G;-Phase (G von engl. gap=Liicke) erfolgt
in erster Linie die Vorbereitung auf eine Zellteilung und die RNS-Synthese. Zu diesem
Zeitpunkt besteht das Chromosom lediglich aus einem Chromatid, dem sogenannten Ein-
Chromatid-Chromosom. In der darauf folgenden S-Phase (S=Synthese) kommt es zur
Verdopplung der DNS, sodass aus jedem Ein-Chromatid-Chromosom ein Zwei-Chromatid-

Chromosom entsteht. Im Anschluss an die G,-Phase erfolgt die M-Phase.

2.4.4 Mitose

Der Begriff ,,Mitose* wurde bereits von Walter Flemming (1882) geprégt. Flemming (1882)
war es auch, der die erste genauere Beschreibung der Mitose und der einzelnen Phasen als
wichtige Bestandteile des Zellzyklus lieferte. Die Mitose (M-Phase) ldsst sich in eine
Prophase, Prometaphase, Metaphase, Anaphase und Telophase einteilen. In der Prophase
kondensieren die Chromosomen. Sie bestehen jetzt aus zwei deutlich voneinander getrennten
Chromatiden, die durch das Zentromer in der Mitte zusammen gehalten werden. Die in der
Interphase ebenfalls verdoppelten Zentrosomen trennen sich und wandern zu
entgegengesetzten Polen und bauen dadurch eine Polspindel auf. Da die Mikrotubuli zu
diesem Zeitpunkt noch sternformig um die Zentrosomen herum angelagert sind, spricht man
von der sogenannten ,Aster”. In der Metaphase werden die Chromosomen in der

Aquatorialebene ausgerichtet und bilden die Metaphaseplatte. AnschlieBend kommt es in der
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Anaphase zur Auftrennung der beiden Chromatiden, welche dann jeweils zu einem
Spindelpol hingezogen werden. Als Abschluss erfolgen in der Telophase eine Dekondensation

der Chromosomen und eine Bildung der Kernhiille.

2.4.5 Zentrosomenreproduktion

Bei tierischen Zellen ist die DNS-Replikation eng mit der Zentrosomenreplikation
vergesellschaftet und durchliuft die gleichen Phasen (Mazia, 1987). Die Reproduktion der
Zentrosomen kann grundsitzlich in vier Phasen eingeteilt werden. Dabei sollte im Normalfall

ein Zentrosom pro Zelle vorhanden sein, welches sich pro Zellzyklus einmal repliziert.

Wihrend der spiten G;-Phase kommt es zur Trennung des Mutter-Tochter-Zentriolenpaars,
was als ,,Centrosome disorientation® bezeichnet wird (Kuriyama und Borisy, 1981). Der
niachste Schritt, die Duplikation der Zentrosomen (,,centrosome duplication®), erfolgt am
Anfang der S-Phase bzw. wihrend der S-Phase. Es entstehen kurze Tochterzentriolen oder
Prozentriolen, die sich wihrend der S-Phase und der G,-Phase verlingern (Kuriyama und
Borisy, 1981). Wihrend der G,-Phase erfolgt die endgiiltige Trennung (,,Centrosome
disjunction®) der Zentrosomen. Somit kommt es zur Ausbildung von zwei Mutter-Tochter-
Zentriolen, die gemeinsam jeweils ein Tochterzentrosom bilden (Aubin et al., 1980;
Kochanski und Borisy, 1990). Der abschlieBende Schritt wird als Separation (,,separation)

bezeichnet, bei der sich Mutter- und Tochterzentrosom voneinander weg bewegen.

2.4.5.1 Kontrollpunkte

Der Vorgang der Duplikation der Zentrosomen wird durch verschiedenste Mechanismen
kontrolliert und gesteuert. Ahnlich wie die DNA-Replikation ist die Zentrosomenduplikation
abhiéngig von der Cyclin-abhiingigen Kinase 2. Durch Ausschalten dieser Cyclin-abhingigen
Kinase (CdK2-E) kommt es zur Blockierung der Zentrosomenreproduktion, welche durch
Zugabe von CdK2-E wieder aufgehoben werden kann (Hinchcliffe et al., 1999; Lacey et al.,
1999). Die CdK2-E-Aktivitit ist somit unerlédsslich fiir die Zentrosomenreproduktion, da
durch den Cyclin E/CdK2-Komplex Nukleophosmin/B23 (NPM/B23) phosphoryliert wird,
wodurch dieses vom Zentrosom dissoziiert und der Zentrosomenduplikationszyklus beginnen
kann (Hinchcliffe et al., 1999; Lacey et al., 1999; Okuda et al., 2000). Deshalb kommt es
durch den Einsatz eines Anti-NPM/B23  Antikoérpers zur Unterdriickung der
Zentrosomenduplikation (Okuda et al., 2000).
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Der fehlerfreie Ablauf des Zellzyklus ist noch von anderen Faktoren abhingig. Weitere
wichtige Kinasen gehoren zum Beispiel zur Aurora-Familie oder zur NIMA-Familie (Nigg,

2001).

Die Aurora A-Kinase (STK 15, BTAK oder aurora2) ist zwar nicht unbedingt fiir den Beginn
der Zentrosomensegregation erforderlich, jedoch fiir deren Aufrechterhaltung (Ke et al.,
2003). Durch das Ausschalten der Aurora A-Kinase kommt es zu einem reduzierten Gehalt an
v-Tubulin und damit zu einer Unterdriickung der Zentrosomenseparation und damit wiederum
zur Verhinderung der Formation einer bipolaren Spindel (Glover et al., 1995; Hannak et al.,
2001). Eine Uberexpression fiihrt zu einer abnormalen Zentrosomenanzahl und kann damit
eine Ursache fiir Aneuploidie darstellen (Zhou et al., 1998). In einer Studie konnte in {iber
50 % der Fille eine Uberexpression von Aurora A bei primiren Kolonkarzinomen gefunden
werden. Daher wurde das codierende AURKA-Gen als Onkogen eingestuft (Bischoff et al.,
1998).

Die NIMA (never in mitosis gene A)-Kinase Familie besteht aus insgesamt sieben NIMA-
related Kinasen (Neks) (Kandli et al., 2000). Dabei spielt vor allem Nek?2 eine wichtige Rolle.
Das Zentrosomensplitting korreliert mit der Aktivitdt von Nek2, welche als den Zellzyklus
regulierende Kinase fiir die Phosphorylierung von C-Napl (centrosomal Nek2-associated
protein 1) sorgt. C-Napl ist an den proximalen Enden der Mutter- und Tochterzentriolen
lokalisiert und ein Bestandteil der Verbindung der beiden Zentriolen (Fry et al., 1998; Mayor
et al., 2000). Hingegen gibt es keinen Checkpoint, der die Anzahl der Spindelpole kontrolliert
(Sluder et al., 1997).

2.4.6 Zentrosomenhyperamplifikation

Kurz bevor die Zelle in den Zellzyklus eintritt, wird ein weiteres Zentrosom gebildet, was
bedeutet, dass pro Zellzyklus physiologisch lediglich zwei Zentrosomen vorhanden sein
sollten. Diese sind fiir den Aufbau der zwei Pole des Spindelapparates verantwortlich
(Hinchcliffe und Sluder, 2001). Ein physiologisch aufgebauter Spindelapparat besteht aus
zwei Polen (Mclntosh und Koonce, 1989). Kommt es zu diesem Zeitpunkt zur Ausbildung
weiterer Zentrosomen, kann dies zu einem multipolaren Spindelapparat fiihren, welcher als
ein entscheidender Schritt zur Tumorgenese angesehen werden kann (Heneen, 1975; Orr-
Weaver und Weinberg, 1998; Rieder, 1990). Von einer Zentrosomenhyperamplifikation kann
also in dem Moment gesprochen werden, wenn mehr als zwei Zentrosomen pro Zelle

gefunden werden.
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Bereits 1914 erkannte Boveri die Zentrosomenaberrationen als eine der Schliisselrollen zur

Tumorgenese (Boveri, 1902, 1914; Brinkley und Goepfert, 1998).

In verschiedenen Studien konnte sowohl beim Menschen als auch bei Tieren ein
Zusammenhang zwischen einer erhohten Anzahl oder strukturellen Verdnderungen der
Zentrosomen und der Entstehung von Neoplasien nachgewiesen werden (Lingle et al., 2002;
Lingle et al., 1998; Miki et al., 2004; Nigg, 2002; Pihan et al., 1998; Setoguchi et al., 2001a;
von Erichsen et al., 2012). Dieser ,,defekte Zentrosomen Phénotyp* trat jedoch nur bei
Tumormaterial bzw. Tumorzelllinien auf und konnte in gesundem Gewebe nicht
nachgewiesen werden (Ghadimi et al., 2000; Pihan et al., 1998). So weisen fast 80 % aller
invasiv wachsenden Mammatumoren des Menschen eine Zentrosomenhyperamplifikation auf
(Lingle et al., 1998). Durch Zentrosomenhyperamplifikation kann es zur genetischen
Instabilitit einer Zelle kommen, welche mit einer numerischen Chromosomenaberration
einhergehen kann (Carroll et al., 1999; Fukasawa et al., 1996; Lingle et al., 2002; Lingle et
al., 1998; Livingstone et al., 1992; Miki et al., 2004; Pihan et al., 1998; von Erichsen et al.,
2012). Weitergehend konnte festgestellt werden, dass der Grad der Zentrosomendefekte und
das Ausmalf} der chromosomalen Instabilitdt der Tumorzellen signifikant korrelieren (Pihan et

al., 1998).

Ein Zusammenhang zwischen einer Zentrosomenhyperamplifikation und der Ausbildung
eines abweichenden Spindelapparates ist in vitro gerade bei Zellen in hoheren Passagen
jedoch mit Vorsicht zu beurteilen. So gibt es beispielsweise Neuroblastomzellen der Maus
(N115) und p53'/ " Mausembryo-Zellen, die zwar multiple Mikrotubuli-organisierende Zentren
haben, aber dennoch einen bipolaren Spindelapparat ausbilden (Fukasawa et al., 1996; Ring et
al., 1982). Hinchcliffe und Sluder (2001) stellten unter Beriicksichtigung dieser Ergebnisse
die Hypothese auf, dass es durch eine vermehrte Anzahl von Zentrosomen nicht zwangsldufig

zur Ausbildung eines multipolaren Spindelapparates kommen muss.

Desweiteren stellten Chiba et al. (2000) fest, dass die Zentrosomenhyperamplifikationen in
spiateren Zellpassagen (ab Passage 50) im Vergleich zu den friilhen Passagen deutlich
abnahmen. Eine mogliche Ursache hierfiir ist der Selektionsdruck, durch den es zu einer
vermehrten Proliferation der Zellen mit physiologischer Zentrosomenausstattung kommen
konnte (Chiba et al., 2000). In anderen Untersuchungen mit verschiedenen Zelllinien konnten
diese Beobachtungen  jedoch nur zum Teil bestitigt werden, da
Zentrosomenhyperamplifikationen auch in hoheren Zellpassagen gefunden wurden (Fukasawa

et al., 1996; Miki et al., 2004; von Erichsen et al., 2012).
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2.4.6.1 Zentrosomenhyperamplifikation in himatopoetischen Tumoren

Wie bereits beschrieben, konnten Zentrosomenhyperamplifikationen in verschiedensten
Tumorarten gesehen werden. Auch bei hdmatopoetischen Tumoren sind drei oder mehr
Zentrosomen pro Zelle ein haufig zu beobachtendes Phinomen. So konnte in einer Studie
beim Menschen sowohl bei non-Hodgkin-Lymphomen, follikuldren Lymphomen,
Mantelzelllymphomen sowie verschiedenen B-Zell-Lymphomen festgestellt werden, dass
durchschnittlich ca. 30 % der Zellen Zentrosomenhyperamplifikationen aufwiesen (Kramer et
al., 2003). Ein dhnliches Ergebnis ergaben Untersuchungen zur akuten myeloischen Leukidmie

(Neben et al., 2003).

2.4.6.2 Untersuchungen zur Zentrosomenhyperamplifikation bei Tieren

Auch bei Tieren gab es in den letzten Jahren zunehmend Forschungen, die ihren Fokus auf die
Zentrosomenhyperamplifikationen im Zusammenhang mit der Tumorgenese legten. So
wurden im Rahmen einer Studie die Tumoren von 51 Hunden auf Zentrosomenaberrationen
untersucht, hierbei konnte in 31 % der untersuchten Tumoren eine Zentrosomenamplifikation
mit drei oder mehr Zentrosomen festgestellt werden (Kaneko et al., 2005). Alle diese
Tumoren zeigten zudem Verinderungen von p53 oder eine Uberexpression von MDM?2
(mouse double minute 2), einem Protoonkogen, welches als p53-negativ-Regulator fungiert.
Ahnliche Ergebnisse brachte eine weitere Studie mit neun Hunden, in der bei allen Tumoren
eine Zentrosomenhyperamplifikation festgestellt wurde (Setoguchi et al., 2001a). Zudem
wurden in diesem Rahmen zwei Osteosarkomzelllinien untersucht, die ebenfalls eine
Zentrosomenhyperamplifikation aufwiesen. Auch hier konnte parallel entweder eine Mutation
von p53 oder einer Uberexpression von MDM?2 nachgewiesen werden. Die Autoren der
beiden Studien sehen somit den Nachweis der Zentrosomenhyperamplifikation per
Immunfluoreszenz als wirksames diagnostisches Mittel zur Tumordetektion an und eine
Zentrosomenhyperamplifikation als Hinweis auf eine Verdnderung von p53 (Kaneko et al.,
2005; Setoguchi et al., 2001a). Bei einer Arbeit, die sich mit felinen Fibrosarkomzelllinien
befasste, konnte in 5,7 % bis 15,2 % der Zellen eine Zentrosomenhyperamplifikation von bis
zu acht Zentrosomen nachgewiesen werden (von Erichsen et al., 2012). In einer weiteren
Studie wurde die Zentrosomenausstattung von fiinf felinen Lymphomzelllinien untersucht.
Hier konnte in einer Zelllinie ein vermehrtes Auftreten von Zentrosomen (> 3 Zentrosomen
pro Zelle) bei 30 % der Zellen festgestellt werden (Miki et al., 2004). In beiden Studien,
sowohl mit Fibrosarkomzellen als auch mit Lymphomzellen, konnte parallel zur
Zentrosomenhyperamplifikation auch eine Aneuploidie diagnostiziert werden (Miki et al.,

2004; von Erichsen et al., 2012).
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2.4.6.3 Ursachen der Zentrosomenhyperamplifikation

Als Ursachen fiir die Zentrosomenhyperamplifikation werden verschiedene Moglichkeiten
diskutiert. So konnte in einer Studie von humanen Mammatumoren eine Hyperaktivitit der
Kinasen im Tumorgewebe beobachtet werden, wodurch es zu einer Hyperphosphorylierung
von Zentrosomenproteinen kommt (Lingle et al., 1998). Eine andere Erkldrung ist, dass die
Zellen keine Zytokinese durchfithren und somit im nichsten Zellzyklus einen doppelten Satz
an Zentrosomen entwickeln (Nigg, 2002; Tarapore und Fukasawa, 2002). Die Separation der
Zentrosomen wird durch verschiedene Motorproteine wie HsEg5 oder Xklp2 gesteuert (Boleti
et al., 1996; Whitehead et al., 1996). Wird eine Separation verhindert, kann es zur Ausbildung
eines monopolaren Spindelapparates kommen, welcher eine polyploide Zelle zur Folge haben
kann (Pihan et al., 1998). Bei einer Deregulation des Zentrosomenreplikationszyklus kann es
zur Bildung von mehr Zentrosomen kommen als normalerweise pro Zellzyklus vorgesehen
sind. Die Reduplikation wird normalerweise durch p53 kontrolliert (Tarapore und Fukasawa,

2002).

2.4.6.4 Die Rolle von p53

Die Aberration von p53, einem Tumor-Suppressor-Gen, ist eine der héufigsten
Genmutationen im Rahmen der Tumorgenese bei Menschen und Hunden (iiber 50 % bei
humanen Tumoren) und Inhalt zahlreicher Untersuchungen zum Verstindnis der
Tumorgenese (Hisasue et al., 2000; Hollstein et al., 1991; Hussain und Harris, 1999; Levine et
al., 1991; Miki et al., 2004; Setoguchi et al., 2001b). Es werden stindig neue p53-Mutationen
entdeckt. So wurden 1998 noch 10000 verschiedene p53-Mutationen dokumentiert, 2006
waren es bereits 20000 (Lamolle et al., 2006; Strauss, 1998a). P53 fiihrt als , Hiiter des
Genoms* iiber die unterschiedlichsten Wege zum Zellzyklusarrest oder zur Apoptose nach
DNS-Schidden (Lane, 1992). Bei Katzen tritt eine Mutation deutlich seltener auf als beim
Menschen, jedoch wird sie auch hier von verschiedenen Autoren als wichtiger Baustein in der
Multi-Step-Tumorgenese angesehen und konnte in verschiedenen Tumoren wie
Fibrosarkomen, Plattenepithelkarzinomen, einem Lymphom und Mammatumoren
nachgewiesen werden (Mayr et al., 2000; Mayr et al., 1993; Mayr et al., 1995a; Miki et al.,
2004; Okuda et al., 1994). Die Funktionen sowie die Regulation von p53 sind komplex und
insbesondere durch die Bedeutung in der Tumorgenese Gegenstand zahlreicher Studien. Eine
Eigenschaft von p53 ist die Einleitung der Apoptose nach DNS-Schidigung. Dabei ist p53 in
der Lage, sowohl iiber den extrinsischen als auch iiber den intrinsischen Weg die Apoptose
einzuleiten. Uber die Aufregulation von TRAIL-Rezeptoren (tumor necrosis-related

apoptosis-inducing ligand), Todesrezeptor 4 (DR4, TRAIL-Rezeptor 1) und Todesrezeptor 5
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(DRS, Killer, TRAIL-Rezeptor 2) sowie den FAS-Rezeptor und den FAS/APO-1-Liganden
induziert pS3 die Apoptose iiber den extrinsischen Weg (Liu et al., 2004b; Owen-Schaub et
al., 1995; Wu et al., 1997). Auch zur Einleitung der Apoptose iiber den intrinsischen Weg
werden verschiedene Moglichkeiten diskutiert. So induziert pS3 beispielsweise verschiedene
proapoptotische Mitglieder der Bcl-2-Familie wie Bax, NOXA oder PUMA (p53-Upregulated
Modulator of Apoptosis), wobei letztere BH3-only-Mitglieder der Bcl-2-Familie darstellen
und fiir eine Aufregulation von p53AIP1 (p53-regulated Apoptose-Inducing Proteinl) sorgen,
welches in den Mitochondrien lokalisiert ist und durch Interaktion mit Bcl-2 zur Freisetzung
von Cytochrom C aus den Mitochondrien sorgt (Miyashita et al., 1994; Nakano und Vousden,
2001; Oda et al., 2000a; Oda et al., 2000b). Apoptose ist nicht der einzige Weg, den Korper
vor Zellschidden zu schiitzen. In einer Studie von 2004 experimentierten die Autoren mit
mutierten p53-R172P Miusen, welche durch einen Gendefekt zwar nicht mehr in der Lage
waren, Apoptose zu induzieren, dennoch konnten bei diesen Tieren keine spontan
entstandenen Tumoren registriert werden, was den Schluss zuldsst, dass aufler der Induktion
von Apoptose noch ein weiterer Mechanismus zum Schutz vor DNS-Schédden vorhanden sein
muss (Liu et al.,, 2004a). Dieser weitere Mechanismus ist die Fahigkeit von p53, den
Zellzyklus bei Bedarf zu stoppen. Dies geschieht beispielsweise in der G1-Phase, welche
durch p53-getriggerte Aktivierung und Induktion des Cyclin-abhingigen Kinase-Hemmers

1WAF1/CIP1

p2 gestoppt werden kann (el-Deiry et al., 1993; Harper et al., 1993; Xiong et al.,

1993).

In der S-Phase kommt es zur Verdopplung der DNS. Folglich ist dieser Abschnitt des
Zellzyklus besonders anfillig fiir Fehler. Die Kontrolleinrichtungen in der S-Phase kénnen in
drei Checkpoints unterteilt werden (Bartek et al., 2004). Nach Bartek et al. (2004) ist der erste
Typ der ,,Replikationscheckpoint®. Hier wird registriert, ob die Replikationsgabel, bei der
durch die Helikase der Doppelstrang zu zwei Einzelstringen aufgetrennt wird, aussetzt. Der
zweite Typ ist der S-M-Checkpoint. Hier wird kontrolliert, ob sich die Zellen bereits geteilt
haben, bevor das Genom vollstdndig repliziert wurde. Am dritten Checkpoint, dem S-Phase-
Checkpoint, werden Doppelstrangbriiche registriert. In dieser letzten Phase kommt es durch
eine Isoform von p53, Ap53, zur Aktivierung von p21, welches durch eine Abregulation der
Cyclin-abhénigen Kinase letztendlich zum Stoppen des Zellzyklus fiihren kann (Rohaly et al.,
2005). Am G,/M-Checkpunkt sind verschiedene Mechanismen lokalisiert, die zu einem durch
pS53 induzierten Zellzyklusarrest fithren (Helton und Chen, 2007). So sorgt p21 beispielsweise
dafiir, dass die Aktivierung der Cyclin-abhingigen Kinase Cdc2 (Cdk-1) durch

Phosphorylierung unterbunden wird (Smits et al., 2000).
22



Literaturiibersicht

Wihrend der Interphase, nicht aber wihrend der Mitose, steht pS3 in enger Beziehung zu den
Zentrosomen. Zudem wird p53 eine wichtige Aufgabe im Monitoring des
Zentrosomenreproduktionszyklus und damit ein Schutz vor Zentrosomenhyperamplifikation

zugesprochen (Brown et al., 1994; Fukasawa et al., 1996).

Durch Mutation oder Verlust von p53 kann es zur Ausbildung von multinukleédren Zellen mit
einem polyploiden Chromosomensatz kommen (Fukasawa, 2007; Weber et al., 1998). In
mehreren Versuchen mit einer p53'/ “Mauszelllinie konnte festgestellt werden, dass p53 eine
wichtige Rolle in der Regulation des Zentrosomenreproduktionszyklus spielt. So wurde bei
dieser Zelllinie hdufig eine Zentrosomenhyperamplifikation beobachtet (Fukasawa et al.,
1996; Fukasawa et al., 1997). Bei einer weiteren Studie mit Mausen mit p5S3-Mutation, bei der
die Entwicklung von Papillomen untersucht wurde, konnte bei 75 % der Zellen eine
Zentrosomenhyperamplifikation von drei oder mehr Zentrosomen pro Zelle festgestellt

werden (Wang et al., 1998).

In einer Studie in Anlehnung an die Versuche von Balczon et al. (1995) bei CHO-Zellen
(Chinese Hamster Ovary) wurde die DNS-Synthese von embryonalen Fibroblasten der Maus
(MEFs) in der G;/S-Phase durch DNS-Syntheseblocker, Aphidicolin und Hydroxyharnstoff,

unterbunden. Es wurden p53” und p53*"*

MEFs miteinander verglichen. Dabei stellte sich
heraus, dass die p53” MEFs zwar keine weitere DNA-Synthese zeigten, die
Zentrosomenduplikation jedoch fortwihrend beobachtet werden konnte. Hingegen war bei
den p53** MEFs weder eine DNA-Synthese noch eine Zentrosomenduplikation erkennbar
(Tarapore et al., 2001). Diese Erkenntnisse gemeinsam mit den Studien an der p53 mutierten
CHO-Zelllinie lassen den Schluss zu, dass p53 dafiir verantwortlich ist, eine Re-Duplikation
der Zentrosomen zu verhindern (Hu et al., 1999; Lee et al., 1997; Moro et al., 1995; Tarapore

und Fukasawa, 2002).

Die p53-Sequenz der Katze weist in groen Teilen Aminosidurensequenzhomologien zum
Menschen (82,1 %), der Ratte (75,5 %) und der Maus (74,9 %) auf (Okuda et al., 1993). Die
entsprechende Sequenz ist insgesamt 2143 Basenpaare lang, wobei 126 Basenpaare am 5'-
Ende und 859 Basenpaare am 3'-Ende nicht kodieren (Okuda et al., 1994). Somit betrigt die
abgelesene Sequenz mit Stoppcodon 1161 Basenpaare. Die Sequenzen, die fiir die
sogenannten ,,mutational hot spots* bei humanen Tumoren kodieren sind identisch mit denen
der Katze, wenn man die Sequenzen entsprechend auf das Katzengenom {iibertrigt (Okuda et
al., 1993). Bei der Katze gibt es bis heute nur vereinzelt Studien, die eine Rolle von p53-

Mutationen bei der Tumorgenese belegen. Okuda et al. (1994) iiberpriiften etwaige p53-
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Aberrationen an zehn himatopoetischen Tumoren und drei Lymphomzelllinien (T17 (Fulton
et al., 1987), MCC (Cheney et al., 1990) und 3201 (Snyder et al., 1978)). Dabei konnte eine
Punktmutation bei einem Lymphom auf Hohe des 722sten Nukleotids detektiert werden, was
zu einer Aminosiurednderung von Leucin zu Prolin fiihrte. Eine Missensemutation (Thymin
wurde durch Cystein ersetzt) und zwei stille Mutationen konnten bei Untersuchungen der
3201-Lymphomzelllinie nachgewiesen werden (Mochizuki et al., 2012; Okuda et al., 1994).
Die Missensemutation in der Sequenz von 3201 konnte auch in spiteren Studien bestitigt
werden, wobei allerdings die Zuordnung der entsprechend durch die Punktmutation kodierten
Aminosédure durch die Autoren fehlerhaft war, da das Kodon CGC, wie Okuda et al. (1994)
richtig beschrieben haben, fiir die Aminosdure Arginin und nicht wie von Miki et al. (2004)
behauptet, fiir Alanin kodiert. Bei Untersuchungen zu p53-Mutationen von fiinf
Lymphomzelllinien konnten bei verschiedenen Zelllinien die Mutationen an den gleichen
Stellen identifiziert werden. So war bei 3201, MCC, FL74 und MS4 eine stille Mutation auf
Hohe des 231sten Nukleotids zu registrieren (Miki et al., 2004; Mochizuki et al., 2012). Auf
Hohe des 591sten Nukleotids konnte eine stille Mutation bei sechs (3201, R96, FT-1, FL74,
FT-G uns MS4) von neun untersuchten felinen Lymphomzelllinien gefunden werden (Miki et

al., 2004; Mochizuki et al., 2012).

24



Literaturiibersicht

Tabelle 1: Bisher beschriebene p5S3-Mutationen bei felinen Lymphomzelllinien

Zelllinie Okuda et al. (1994) Miki et al. (2004) Mochizuki et al. (2012)
3201 Keine genauen Nukleotid- Nt 231= A—G = Glu —
Angaben, verweist auf Glu
Okuda et al. (1994) Nt 591= C-T = Tyr -
Tyr
Nt 829= T—-C =Cys — T—=C =Cys = Arg Nt 829= T—C =>Cys —
Arg Arg
T17 Keine Mutation Nicht untersucht Nicht untersucht
MCC Keine Mutation Nicht untersucht Nt 2312 A—»G = Glu —
Glu
Nt 639= C—T =Arg
—Cys
R96 Nicht untersucht Nt 591= C-T = Tyr - Nicht untersucht
Tyr
KO-1 Nicht untersucht Nt 2312 A—»G = Glu — Nicht untersucht
Glu
FT-1 Nicht untersucht Nt 591= C-T = Tyr - Nt 591= C-T = Tyr -
Tyr Tyr
FL74 Nicht untersucht Nt 231= A—»G = Glu — Nicht untersucht
Glu
Nt 591= C-T = Tyr -
Tyr
Nt 1176= G—A = Lys—
Lys
FT-G Nicht untersucht Nicht untersucht Nt 591= C—-T = Tyr -
Tyr
MS4 Nicht untersucht Nicht untersucht Nt 2312 A—»G = Glu —

Glu
Nt 591= C-T = Tyr -
Tyr
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Eine Arbeitsgruppe aus Wien hat innerhalb von mehreren Jahren verschiedene Studien
veroffentlicht, wo sie zum einen die p53-Sequenz des Menschen mit derjenigen der Katze
verglichen und zudem verschiedene p53-Mutationen bei unterschiedlichen Tumorarten
nachweisen konnten. Die meisten Mutationen konnten bei Fibrosarkomen gefunden werden,
wobei diese auch zahlenméBig den groBten Anteil am untersuchten Tumorgut ausmachten
(Mayr et al., 2000; Mayr et al., 1998; Mayr et al., 1995b). Nur bei einem der untersuchten

Lymphome konnte eine pS3-Mutation nachgewiesen werden (Mayr et al., 1993).

Das Fehlen oder die Mutation von p53 spielt somit eine Rolle bei der Entstehung von
Zentrosomenhyperamplifikationen und kann zur genetischen Instabilitét fithren, jedoch ist es
nicht der einzige Pathomechanismus in diesem Zusammenhang, da auch in Tumoren ohne
pS3-Mutationen Zentrosomenhyperamplifikationen stattfinden (Lingle et al.,, 1998;
Livingstone et al., 1992; Pihan et al., 2001).

2.4.7 y-Tubulin

Bereits 1990 wurde durch Versuche mit Aspergillus nidulans die Bedeutung von y-Tubulin
fiir die Ausbildung des Spindelapparates erkannt (Oakley et al., 1990). Die Autoren
entdeckten, dass das mipA-Gen von Aspergillus nidulans fiir y-Tubulin kodiert und dass eine
Mutation dieses Gens zu einem kompletten Verlust des Spindelapparates fiihrte. Dadurch
kommt es zu einer reduzierten Anzahl an Mikrotubuli. Daher wird vermutet, dass y-Tubulin
eine wesentliche Rolle im Aufbau von neuen Mikrotubuli, der sogenannten Nukleation, spielt
(Moritz et al., 1998; Oakley, 2000). Hingegen ist das Vorhandensein von y-Tubulin nicht an
die Anwesenheit von Mikrotubuli gebunden. Ein Nachweis ist im Gegensatz zum Nachweis

von a-Tubulin auch in depolymerisierten Mikrotubuli moglich (Stearns et al., 1991).

Zheng et al. gelang 1995 die Isolation eines y-Tubulin enthaltenen Ringkomplexes (yYTuRC)
aus Xenopus-Eiern, durch den eine Mikrotubuli-Nukleation ermoglicht werden konnte (Zheng
et al., 1995). Die Autoren stellten die Behauptung auf, dass ein y-Tubulin enthaltender

Ringkomplex (yYTuRC) aus 1-2 o/f Tubulindimeren und 10-13 y-Tubulindimeren besteht.

v-Tubulin macht nur einen geringen Teil des Gesamttubulins aus und ist ausschlieBlich in
Zentrosomen lokalisiert (Stearns et al., 1991). y-Tubulin wird nicht als Isotyp von a- und -
Tubulin angesehen, sondern als ein weiteres Mitglied der Tubulin-Superfamilie klassifiziert

(Oakley und Oakley, 1989; Stearns et al., 1991).

Mittels Immunogold-Elektronenmikroskopie konnten Stearns et al. (1991) nachweisen, dass

v-Tubulin ein Teil des perizentrioldren Materials ist und zu jedem Zeitpunkt des Zellzyklus
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vorliegt. Dies zeigt deutlich den Vorteil der gegen y-Tubulin gerichteten Antikorper fiir die
spezifische Anfiarbung der Zentrosomen gegeniiber anderen Antikorpern, wie beispielsweise
gegen Kinesin gerichteten Antikorpern, welche an Zentrosomen zwar in der Interphase und
der Mitose binden, allerdings ebenfalls Teile des Spindelapparates markieren (Neighbors et
al., 1988). Zentrosomen-Antigene, die von Drosophila-Embryonen isoliert wurden, variieren
in ihrer Verteilung und Intensitit und sind deshalb ebenfalls nicht als gleichwertige

Alternative anzusehen (Kellogg et al., 1989).
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3 Material und Methoden

3.1 Zelllinie ,,S87¢
3.1.1 Herkunft der Zelllinie

3.1.1.1 Klinische Befunde

Die Large Granular Lymphocyte-Zelllinie wurde aus dem Bauchhohlenerguss einer 12 Jahre
alten, weiblich-kastrierten Europdisch Kurzhaarkatze isoliert. Die Katze wurde in der Klinik
fiir Kleintiere - Innere Medizin der Justus-Liebig-Universitit Gieen, aufgrund von Apathie,
Schwiche, Polydipsie und Inappetenz vorstellig. Dabei présentierte sich die Katze von
hochgradig gestortem Allgemeinbefinden. In der klinischen Untersuchung fielen zusitzlich
eine hochgradige Adipositas und eine verminderte Fellqualitit auf. In der Blutuntersuchung
konnte eine geringgradige Andmie sowie eine geringgradige Leukozytose, -eine
Elektrolytverschiebung und eine Hypoproteinimie festgestellt werden. In der
Ultraschalluntersuchung wurde freie Fliissigkeit im Abdomen und eine hochgradig veridnderte
Leber gefunden. Es wurde eine Feinnadelaspiration der Leber und im Anschluss eine
zytologische Untersuchung durchgefiihrt. In der zytologischen Untersuchung wurde ein Large

Granular Lymphocyte-Lymphom (LGL-Lymphom) in der Leber diagnostiziert.

Da die Prognose als sehr vorsichtig eingeschitzt wurde, entschied sich die Besitzerin fiir die

Euthanasie beim Haustierarzt. Das Tier wurde auf Besitzerwunsch hin nicht seziert.

3.1.2 Zellisolierung

Aus den Resten des zur zytologischen Diagnostik und zur Verbesserung der Symptomatik des
Tieres steril entnommenen Aszites wurden im Rahmen eines weiteren Forschungsprojektes
mittels einer Percoll-Dichtegradienten-Isolierung die Tumorzellen angereichert und

anschlieBend kultiviert. Die Zellen wurden als ,,S87° bezeichnet.

3.1.2.1 Isolierung feliner peripherer mononukleirer Zellen

Um Katzenlymphozyten fiir Vergleichswerte und als Kontrollen zu erhalten, wurden
periphere mononukleidre Zellen (PBMC, peripheral blood mononuclear cells) aus den nach
der Diagnostik verbleibenden Resten heparinisierten Blutes, welches im Rahmen der
Routinediagnostik in der Klinik fiir Kleintiere - Innere Medizin der Justus-Liebig-Universitit

Giellen abgenommen worden war, isoliert. Der Buffy Coat und das Zellpellet standen,
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nachdem das Serum fiir diagnostische Zwecke verwendet wurde, ungefihr sechs Stunden

nach Blutentnahme zur Verfiigung.

In ein konisches Zentrifugenréhrchen wurden 3 ml Ficoll-Paque® PLUS (GE Healthcare
Europe GmbH, Freiburg) einpipettiert. Das Ficoll—Paque® PLUS wurde vorsichtig mit 4 ml
des in PBS (pH 7.4, siehe 8.3.3 im Anhang) gelosten Buffy Coats iiberschichtet. Dabei musste
darauf geachtet werden, dass sich diese Schichten keinesfalls vermischten. Es erfolgte eine
Zentrifugation (Rotina 48 C, Andreas Hettich, Tuttlingen) fiir 35 min mit 400 x g bei 18-
20 °C. Nach der Zentrifugation konnten vier Schichten unterteilt werden. In der oberen
Schicht sammelte sich das Plasma-Phosphatpuffer-Gemisch. Darunter lag die sogenannte
Interphase, bestehend aus den mononukleédren Zellen. Diese wurde von einer Schicht, die die
Reste des zugegebenen Ficoll—Paque® PLUS enthielt, begrenzt, auf diese folgte die letzte
Schicht. Sie war als ein Zellpellet zu erkennen, bestehend aus Erythrozyten, Granulozyten und

toten Zellen.

Der Interphasering wurde vorsichtig mit Hilfe einer 1000 pl Pipette abgenommen und in ein
neues Zentrifugationsrohrchen iiberfithrt. Dabei musste darauf geachtet werden, dass
moglichst wenig von der dariiber oder darunter liegenden Schicht mit aufgezogen wurde. Die
isolierten mononukledren Zellen wurden anschlieBend in 6 ml PBS (pH 7.4; siehe 8.3.3 im
Anhang) aufgenommen, 10 min mit 800 x g bei 18-20 °C zentrifugiert (Rotina 48 C, Andreas
Hettich, Tuttlingen), in PBS resuspendiert und die Zentrifugation unter gleichen Bedingungen
wiederholt. Das Zellpellet wurde anschlieBend in PBS fiir die weitere Verwendung

resuspendiert.

Nach den Waschvorgingen standen die mononukledren Zellen fiir weitere Versuche zur

Verfiigung oder konnten kultiviert werden.

3.2 Zellkulturtechnik

3.2.1 Medien und Zusitze

Bei dem verwendeten Medium handelte es sich um kommerziell erhiltliches, speziell auf
Lymphozyten abgestimmtes, 1966 entwickeltes RPMI 1640 (Akronym, hergeleitet von
Roswell Park Memorial Institute) Medium. Dieses wurde zunidchst von der Firma PAA
Laboratories GmbH (Pasching, Osterreich) bezogen, spiter dann von Life Technologies

GmbH (Darmstadt). Zusétzlich wurde dem Medium noch 1 % Penicillin/Streptomycin (PAA
29



Material und Methoden

Laboratories GmbH Pasching, Osterreich) und 10 % fetales Kilberserum (FCS, Foetal Bovine
Serum, PAA Laboratories GmbH, Pasching, Osterreich, spiter Gibco®Life Technologies
GmbH, Darmstadt) zugegeben, welches fiir eine halbe Stunde bei 56 °C im Wasserbad
hitzeinaktiviert (zur Komplementinaktivierung) worden war. Im Folgenden umfasst der
Begriff Medium, falls nicht anders angegeben, dass oben beschriebenes RPMI 1640-Medium.
Vor einem Mediumwechsel wurde das Medium stets bei 37 °C ca. 10 Minuten im Wasserbad

aufgewdrmt.

3.2.1.1 Konditioniertes Medium

Als konditioniertes Medium wird Medium bezeichnet, welches schon mit Zellen inkubiert
worden ist. Dieses enthélt neben den urspriinglichen Medienkomponenten zusitzlich auch
Metaboliten und Signal-Proteine der Zellen, wie zum Beispiel Wachstumsfaktoren. Diese
konnen andere Zellen in ihrem Wachstumsverhalten positiv beeinflussen. Deshalb wurde

frisch aufgetauten Zellen zundchst immer 50 % konditioniertes Medium zugesetzt.

Fiir die Erstellung des konditionierten Mediums musste die Zellsuspension zunidchst in
konische Zentrifugationsrohrchen iiberfiihrt und bei Raumtemperatur fiir 7 min bei 200 x g
zentrifugiert werden (Rotina 48 C, Andreas Hettich, Tuttlingen), um die Zellen zu separieren.
Im Anschluss wurde der Uberstand vorsichtig abgenommen, ohne dabei die Zellen in dem
Zellpellet aufzuwirbeln. Um sicher zu gehen, dass sich in dem Uberstand keine Zellen mehr
befanden, wurde der Uberstand anschlieBend mit Hilfe einer Spritze durch einen 0,45 pum-
Spritzenfilter filtriert (Carl Roth, Karlsruhe). Das konditionierte Medium wurde aliquotiert bei

-20 °C gelagert und bei Bedarf aufgetaut.

3.2.2 Zellkultivierung und Passagierung

Um den Zellen ein optimales Wachstum zu ermdglichen, ist es zwingend erforderlich, ihnen
in regelmédfBigen Abstinden frisches Medium zur Verfiigung zu stellen, welches der
Versorgung mit lebenswichtigen Néhrstoffen dient. Die S87-Zellen zeigten einen hohen
Grundumsatz. Als Anhaltspunkt dafiir wurde der Farbstoffumschlag des pH-Wert-Indikators
Phenolrot von rot zu gelb herangezogen. Dieser Farbumschlag zeigt an, dass sich der pH-Wert
des Mediums aufgrund der Stoffwechselprodukte der Zellen in den sauren Bereich verschiebt.
Daher wurde einmal in der Woche ein Mediumwechsel vorgenommen und die Zellen wurden
zusitzlich einmal wochentlich passagiert, um die Zellteilung weiter anzuregen. Vor dem
Mediumwechsel wurden die Zellen stets mikroskopisch auf ihre Zellmorphologie untersucht
und die Zelldichte unter dem inversen Mikroskop (Olympus IX70, Olympus Optical Co.

GmbH, Hamburg) beurteilt.
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Um den Zellen neues Medium hinzuzufiigen, wurden sie entweder in Zentrifugationsrohrchen
tiberfithrt und anschlieBend zentrifugiert (7 min, 200 x g, 15 °C) (Rotina 48 C, Andreas
Hettich, Tuttlingen), oder die Zellkulturflaschen ungefihr zwei Stunden vor dem
Medienwechsel in eine aufrechte Position gebracht, so dass die Zellen auf den Boden
absanken und der Uberstand abgesaugt werden konnte. Falls die Zellen zentrifugiert wurden,
musste das Pellet anschlieBend in Medium resuspendiert und die Zellsuspension in die
Zellkulturflasche zuriick iiberfilhrt werden. AnschlieBend wurden bei einer 25 cm?
Zellkulturflasche (Sarstedt, Niimbrecht) ca. 10 ml Medium, bei einer 75 cm? Zellkulturflasche
(Sarstedt, Niimbrecht) ca. 40 ml Medium hinzugefiigt. Zum Passagieren wurden die Zellen
ebenfalls zunéchst zentrifugiert (7 min, 200 x g, 15 °C), in 5 ml Medium resuspendiert und
die Hilfte der Zellsuspension in eine neue Flasche mit entsprechendem Medium {iberfiihrt.
Die restliche Zellsuspension wurde in der alten Flasche als Riickstellprobe bis zur nédchsten

Passage aufbewahrt, eingefroren oder stand weiteren Versuchen zur Verfiigung.

3.2.3 Trypanblauausschlussfirbung

Um die Vitalitdt von Zellen zu bestimmen gibt es verschiedene Methoden wie zum Beispiel
den MTT-Test oder die Trypanblauausschlussfiarbung. Letztere stellt eine einfache, schnelle
und kostengiinstige Variante dar, die Anzahl der lebenden Zellen lichtmikroskopisch zu
bestimmen. Dazu wurde zunichst eine sterile 0,5 %ige Trypanblau-Stammlosung hergestellt,
indem 0,5 g Trypanblau (Carl Roth, Karlsruhe) und 0,9 g NaCl auf 100 ml Aqua dest.
aufgefiillt und anschliefend mit einem sterilen 0,45 um-Spitzenfilter filtriert (Carl Roth,
Karlsruhe) wurden. Die Haltbarkeit der Stamml6sung ist auf mehrere Monate begrenzt. Da
bei groeren Mengen eine erhohte Gefahr der Kontamination bestand, wurde die

Stammldsung in kleinere Mengen aliquotiert.

Die Zellsuspension und die 0,5 %ige Trypanblaulosung wurden in einem Verhiltnis von 1:2
in einem 1,5 ml Eppendorfgefdl vermischt und jeweils 10 pl in die Neubauer-Zahlkammer
(Carl Roth, Karlsruhe) pipettiert. Bei der anschlieBenden Auswertung stellen die blau
angefirbten Zellen den Anteil der toten Zellen dar, wo hingegen der Farbstoff aufgrund seiner
GroBe (M=960,8 g/mol) von lebenden Zellen nicht aufgenommen werden kann und diese sich
somit ungefirbt darstellen. Da Trypanblau zytotoxisch wirkt (Schmitz, 2011), musste die
Auswertung stets ziigig nach Ansatz der Firbung durchgefiihrt werden, da sich das Ergebnis

bei langerer Inkubationsdauer zu Gunsten der toten Zellen hin verdndert.
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3.2.4 Kryokonservierung

Durch die Kultivierung und das regelmifige Passagieren der Zellen kann es zu
Veridnderungen der Zellen im Verlaufe der Zeit kommen, da die Zellen stets einem gewissen
Selektionsdruck ausgesetzt sind. Um ein Vergleich der verschiedenen Zellpassagen zu
ermoglichen und die Zellen auch fiir Versuche zu einem spéteren Zeitpunkt zu Verfiigung zu
haben, wurde ein Teil der Zellen in regelméfBigen Abstdnden eingefroren. In fliissigem
Stickstoff gelagerte Zellen konnen ihre Lebensfihigkeit fast unbegrenzt erhalten und beim

erneuten Auftauen ihre Stoffwechselaktivitit wieder aufnehmen.

Um die Entstehung von Eiskristallen zu verhindern, wurde dem Medium ein
Gefrierschutzmittel, Dimethylsulfoxid (DMSO, Merck KGaA, Darmstadt), zugegeben und
zusitzlich fetales Kilberserum (Foetal Bovine Serum, PAA Laboratories GmbH, Pasching,
Osterreich, spiter Life Technologies GmbH, Darmstadt), welches ebenfalls eine gewisse
Schutzfunktion hat. Dieses als Einfriermedium bezeichnete Medium setzte sich aus 65 %
Medium, 25 % fetalem Kilberserum und 10 % DMSO (Merck KGaA, Darmstadt) zusammen.
Zunichst wurde die Zahl der vitalen Zellen durch eine Trypanblauausschlussfirbung ermittelt.
AnschlieBend wurden die Zellen auf eine Konzentration von 18 x 10° Zellen/ml eingestellt. In
jedes Kryordhrchen (1,8 ml Cryo Tube™, Rosklide, Dinemark) wurden 500 pl
Zellsuspension und anschlieBend 1300 ul Einfriermedium pipettiert (Endkonzentration: 5 x
10° Zellen/ml). Damit das DMSO (Merck KGaA, Darmstadt) ausreichend Zeit hatte, um in
die Zellen zu diffundieren und dort das Wasser zu verdringen (Gefrierschutzfunktion),
mussten die Zellen langsam (1 °C pro Minute) heruntergekiihlt werden. Um dieses zu
gewihrleisten, wurden die Kryordhrchen in eine spezielle, mit Isopropanol gefiillte Kryobox
(Nalgene® Cryo Freezing Container, Nunc GmbH & Co. KG, Wiesbaden) verbracht, die ein
langsames Herabkiihlen gewihrleistet. Zunédchst wurden die Zellen fiir eine Stunde in einem
Gefrierschrank bei -20 °C gelagert und anschlieBend iiber Nacht auf -80 °C herunter gekiihlt.
Am folgenden Tag konnten die Zellen dann in den fliissigen Stickstoff iiberfiihrt werden, in

dem sie fiir Jahrzehnte gelagert werden konnen.

3.2.5 Auftauen von Zellen

Da das dem Einfriermedium beigemischte DMSO (Merck KGaA, Darmstadt) bei
Raumtemperatur  zelltoxisch ist, musste der Auftauvorgang moglichst schnell
vonstattengehen. Dafiir wurden die Kryordhrchen (1,8 ml Cryo TubeTM, Rosklide, Danemark)
ziigig im Wasserbad bei 37 °C aufgetaut, der Inhalt anschlieBend in ein 15 ml

Zentrifugationsrohrchen {iiberfithrt und mit 10 ml Medium verdiinnt. Im nachfolgenden
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Waschschritt wurden die Zellen zunéchst fiir 7 min bei 4 °C mit 200 x g zentrifugiert (Rotina
48 C, Andreas Hettich, Tuttlingen). AnschlieBend wurde der Uberstand abgesaugt und das
Pellet erneut in 10 ml Medium resuspendiert. Dieser Waschschritt wurde zweimal wiederholt.
Danach wurden die Zellen in 500 ul Medium resuspendiert und in eine Vertiefung einer 24-
well-Platte (PAA Laboratories GmbH, Pasching, Osterreich) ausgesit. Um das Wachstum zu
verbessern, wurde den frisch aufgetauten Zellen jeweils 1 ml frisches Medium (mit 20 %
FCS) und 1 ml konditioniertes Medium pro Vertiefung beigefiigt. Die Dichte der Zellen
wurde tdglich unter dem inversen Mikroskop kontrolliert und das Medium alle zwei Tage
gewechselt. Nachdem die Zellen den Boden der Vertiefung komplett bedeckten, wurden die
Hilfte der Zellen in eine weitere Vertiefung passagiert. Dieser Vorgang wurde mehrfach
wiederholt. Nach ungefihr einer Woche konnten die Zellen von den Vertiefungen der 24-
well-Platte (PAA Laboratories GmbH, Pasching, Osterreich) in eine 25 cm?
(Wachstumsfliche) Zellkulturflasche (Sarstedt, Niimbrecht) iiberfithrt werden. Ab diesem

Zeitpunkt wurde den Zellen nur noch das 10 % FCS enthaltende Medium beigefiigt.

3.2.6 Wachstumskurve und Populationsverdopplungszeit

Zur Bestimmung der Populationsverdopplungszeit wurde eine Wachstumskurve erstellt.

Dazu wurden die Zellen zunichst auf eine Konzentration von 1 x 10° Zellen/ml eingestellt
und jeweils 1 ml in sechs Vertiefungen einer 24-well-Platte (PAA Laboratories GmbH,
Pasching, Osterreich) pipettiert. Alle 24 Stunden wurden die Zellen in den Vertiefungen
zunichst durch Auf- und Abpipettieren resuspendiert und gleichméfig verteilt. AnschlieBend
wurde von einem Aliquot eine Trypanblaufirbung durchgefiihrt. Die Zahl der lebenden Zellen
wurde mit einer Neubauer-Zdhlkammer (Carl Roth, Karlsruhe) unter einem Mikroskop
bestimmt und protokolliert. Ein Mediumwechsel wurde alle zwei Tage durchgefiihrt, indem
vor der Resuspendierung vorsichtig und ohne die abgesunkenen Zellen aufzuwirbeln 500 ul
Medium abgenommen wurde und im Anschluss ebenso viel frisches Medium hinzugefiigt

wurde.

Die Zellzdhlung wurde solange durchgefiihrt, bis eine Plateauphase erreicht war. Fiir die
Auswertung wurde eine halblogarithmische Darstellung gewéhlt, bei der die Zellzahl gegen
die Zeit aufgetragen wurde. Durch diese Art der Darstellung ergab sich in der Phase des
exponentiellen Wachstums eine Gerade, wobei die Steigung der Gerade der Teilungsrate bzw.

der Populationsverdopplungszeit entsprach.
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3.3 Nachweis der spontanen Zytotoxizitit

Es erfolgte eine Uberpriifung der Zytotoxizitit der LGL-Zellen, im Folgenden als
Effektorzellen bezeichnet. Sie lag vor, wenn die Zellen in der Lage waren, andere, adhédrente
Zellen (Zielzellen) zu lysieren. Als adhédrente Zelllinien wurden in diesem Fall eine CTAC-

Zelllinie (kanine Schilddriisenadenokarzinom-Zellen) und eine Vero-Zelllinie benutzt.

3.3.1 Zielzellen

Als Zielzellen wurde die CTAC-Zelllinie, eine kanine Schilddriisenadenokarzinom-Zelllinie
(Kasza, 1964) genutzt, die empfindlich gegeniiber der spontanen zytotoxischen Aktivitit
kaniner natiirlicher Killerzellen ist (Knapp et al., 1993; Krakowka, 1983). Als weitere
Zelllinie wurde eine Vero-Zelllinie verwandt, die als gegeniiber den NK-Zellen nicht sensibel
beschrieben ist (Schmitz, 2000). Beide Zelllinien stammten aus dem Kryoarchiv des Instituts
fiir Veterinar-Pathologie der Justus-Liebig-Universitit GieBen. Die adhédrenten Zellen wurden
in 25 cm? Gewebekulturflaschen (Sarstedt, Niimbrecht) bei 5 % CO,-Atmosphére und 37 °C
im Brutschrank kultiviert. Einmal in der Woche wurde ein Mediumwechsel durchgefiihrt. Als
Kulturmedium diente fiir beide Zelllinien Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM)
(PAA Laboratories GmbH, Pasching, Osterreich), welches mit 10 % fetalem Kilberserum
(PAA Laboratories GmbH, Pasching, Osterreich) und 1 % Penicillin/Streptomycin (PAA
Laboratories GmbH, Pasching, Osterreich) versetzt wurde. Einmal in der Woche wurden die
Zellen zusitzlich passagiert. Dafiir wurde die Konfluenz zunichst mikroskopisch kontrolliert.
Im Anschluss daran wurde zunéchst das alte Medium abgesaugt, 3 ml Trypsin-EDTA-Losung
(PAA Laboratories GmbH, Pasching, Osterreich) hinzugefiigt und die Zellen 5 min im
Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO,-Atmosphére inkubiert. Nach Zugabe von 5 ml des
DMEM-Mediums wurde die Zellsuspension in ein konisches Zentrifugenrohrchen iiberfiihrt
und fiir 6 min zentrifugiert (200 x g, 15 °C) (Rotina 48 C, Andreas Hettich, Tuttlingen). Im
Anschluss wurde der Uberstand abgesaugt, das Zellpellet in 3 ml DMEM-Medium
resuspendiert und ca. 50 pl der Zellsuspension und 5 ml DMEM-Medium in eine neue 25 cm?

Gewebekulturflasche (Sarstedt, Niimbrecht) iiberfiihrt.

3.3.2 Vorbereitung des MTT-Tests
Der MTT-Test wurde 1983 von Mosmann als kolorimetrische Methode zum Nachweis der
Zellviabilitit entwickelt und 16ste damit den radioaktiven Standard-Proliferationstest ab, bei
dem mit radioaktivem *H-Thymidin gearbeitet wurde. Dieser hat diverse Nachteile, wie
radioaktiven Abfall und hohe Kosten durch teure Radioisotope (Mosmann, 1983; Wagner et
al., 1999).
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Die Zielzellen wurden zunichst mit einer Konzentration von 1 x 10° Zellen/ml in eine 96-
well-Platte (PAA Laboratories GmbH, Pasching, Osterreich) eingesit. Im Anschluss wurde
die Platte mikroskopisch auf deutliche Konzentrationsabweichungen oder Pipettierfehler
iberpriift und iiber Nacht (mindestens 12 Stunden lang) im Brutschrank bei 37 °C und 5 %
CO,-Atmosphire inkubiert. Danach erfolgte eine erneute mikroskopische Kontrolle, um die
Konfluenz der Zielzellen zu iiberpriifen. Das DMEM-Medium sowie die nicht angewachsenen
Zielzellen wurden abgesaugt. Die Effektorzellen wurden auf eine Konzentration von 1 x 10’
Zellen/ml eingestellt, sodass das Verhiltnis von Zielzellen zu Effektorzellen ca.1:100 betrug.
Nach Zugabe der Effektorzellen zu den Zielzellen wurde die Platte mit beiden Zelllinien
erneut fiir 14 Stunden im Brutschrank bei 37 °C und 5 % COs-Atmosphire inkubiert. Den
Kontrollreihen wurden keine Effektorzellen hinzugegeben, sondern die Vertiefungen lediglich

mit Medium aufgefiillt.

Nach der 14-stiindigen Inkubation und der erneuten Sichtkontrolle unter dem Mikroskop
wurde die Platte mit PBS (pH 7,4, siehe 8.3.3 im Anhang) aus einer Spritzflasche vorsichtig
gewaschen, so dass alle Effektorzellen und die lysierten Zielzellen heraus gespiilt wurden. Im
Anschluss wurden in jede Vertiefung 10 ul der MTT-Stamml6ésung (MTT-Formazan 5 mg/ml
PBS; Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim) und 100 pul Medium einpipettiert. Erneut
erfolgte eine Inkubation fiir zwei Stunden im Brutschrank, bei der die adhérenten, lebenden,
nicht lysierten Zielzellen durch ihre Stoffwechselaktivitit, das schwach gelbe Tetrazoliumsalz

(MTT) in schwach blaue bis violette, wasserunlosliche Farbkristalle umzusetzen.

Nachdem der Uberstand vorsichtig abgekippt und durch Klopfen der umgedrehten Platte auf
mehrere Zellstofflagen vollstindig entfernt worden ist, wurden die Zellen mit reinem DMSO
(Merck KGaA, Darmstadt) zerstort und die Farbkristalle gelost. Um die Losung zu
beschleunigen, wurde die Platte auf eine Riittelplatte verbracht. Die Kontrolle, ob sich alle

Kristalle gelost hatten, erfolgte mikroskopisch.

3.3.3 Rose-Bengal-Assay (RBA)
Zur Verifizierung der durch den MTT-Test gewonnenen Ergebnisse wurde eine zweite,

ebenfalls kolorimetrische Methode angewandt.

Der Rose-Bengal-Assay wird zur quantitativen Bestimmung der spontanen zytotoxischen
Aktivitdt genutzt (Gondolf, 1994). Es handelt sich hierbei um ein physikalisches Verfahren,

bei dem durch Diffusion der den Zellen zugegebene Farbstoff in die Zellen eindringt.
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Fiir den Rose-Bengal-Assay wurden Zielzellen und Effektorzellen wie beim MTT-Test
vorbereitet. Nach Ablauf der Inkubation wurden auch hier die Effektorzellen und die lysierten
Zielzellen mittels einer mit PBS (pH 7,4 siehe 8.3.3 im Anhang) gefiillten Spritzflasche aus

den Vertiefungen der Testplatte heraus gespiilt.

In jede Vertiefung wurden anschlieBend 100 pl der Rose Bengal-Losung (0,25 % w/v in
NaCl-PBS, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim) zugegeben und fiir 3 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde die Platte erneut wie bereits beschrieben zum
Entfernen des nicht von den verbliebenen adherenten Zellen aufgenommenen Farbstoffs
gewaschen und der Farbstoff in den Zellen danach durch die Zugabe von 200 pl Ethanol-PBS
(50 % v/v) fiir 5 min in den Uberstand gelost. Im Anschluss konnte mit der Auswertung

begonnen werden.

3.3.4 Auswertung des MTT-Tests und des RBAs

Die Auswertung der beiden Testverfahren, die auf einem &hnlichen Prinzip basieren, erfolgte
direkt im Anschluss durch Bestimmung der optischen Dichte im ELISA-Reader
(Titertek®Multiskan Plus, Flow Laboratories, Schweiz) bei einer Wellenldnge von 570 nm

gegen eine Referenzwellenlinge von 630 nm.

3.3.5 Berechnung der Zytotoxizitit
Fiir die Berechnung der Zytotoxizitit wurde die Differenz der optischen Dichten der
Testansitze (Effektorzellen + Zielzellen) und der Kontrollansidtze, welchen keine

Effektorzellen hinzugegeben worden sind, entsprechend der nachfolgenden Formel bestimmt:

OD Testansatz

. st _ _
Zytotoxische Aktivitit [%] = 100 5D Korteollancats 100

3.3.6 Rosettenformation

Um zu iiberpriifen, in wie weit die Zellen einen direkten Zell-Zellkontakt herstellen und damit
Riickschliisse auf eine zytotoxische Aktivitidt der Large Granular Lymphocytes ziehen zu
konnen, wurden die CTAC-Zellen mit den LGL-Zellen in einem Verhiltnis von 1:5 fiir 14
Stunden in einem 1,5 ml Eppendorfgefidl im Brutschrank bei 37 °C in einer 5 %igen-CO,
Atmosphire inkubiert. AnschlieBend wurde mit der Zytozentrifuge (Shandon Elliott Cytospin
Centrifuge) bei geringer Drehzahl (25 x g, 10 min), damit die Zellen nicht auseinander
gerissen wurden, ein Zytospinprédparat erstellt. Dieses wurde anschlieBend 30-45 min mit

Giemsa (Merck KGaA, Darmstadt) gefirbt und unter dem Mikroskop ausgewertet.
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3.4 MTT-Test zur Uberpriifung der Proliferation

3.4.1 Stimulation mit Interleukin 2
Zur Stimulation der Large Granular Lymphocytes wurde Interleukin 2 (Humanes Interleukin
2, Roche Diagnostics Deutschland GmbH, Mannheim) in einer Konzentration von 50 U/ml

Medium eingesetzt (Tompkins et al., 1989).

3.4.2 Stimulation mit Concanavalin A

Fiir die Stimulation der Zellen mit Concanavalin A (Con A, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim) wurde die von Wagner (1998) als optimal fiir kanine Lymphozyten ermittelte
Konzentration von 2 pl/ml Medium eingesetzt. Dafiir wurde zunichst eine Stammldsung
hergestellt, indem das gefriergetrocknete Con A in 5 ml sterilem Medium geldst wurde,
sodass die erstellte Stammlosung mit einer Konzentration von 1 mg/ml in 1 ml Aliquots bei
-20 °C gelagert werden konnte. Zur weiteren Verwendung wurden 100 pl der Stammlosung
mit 900 ul Medium versetzt, um eine endgiiltige Konzentration von 100 pl/ml zu erhalten.
Entsprechend wurden anschlieBend die Lymphozytensuspension, Medium und Con A-
Gebrauchslosung so eingesetzt, dass eine Konzentration von 2 ug Con A/ml Medium fiir die

Stimulation vorlag.

3.4.3 Stimulation mit 20 % FCS

Der MTT-Test ist auch zur Uberpriifung der Zellproliferation oder fiir Versuche geeignet, bei
denen die Aktivitit einer Zelllinie kontrolliert werden soll (Mosmann, 1983). Fiir die
Bestimmung der Proliferationsrate der Zellen ist es von Bedeutung, dass die umgesetzten
Farbstoffkristalle direkt mit der Anzahl der Zellen korrelieren (Mosmann, 1983). Im
Gegensatz zu den Versuchen, bei denen die zytotoxische Aktivitit tiberpriift wurde, wurde bei

Versuchen zur Proliferation lediglich die S87-Zelllinie eingesetzt.

Fiir die Stimulation mit FCS wurden das unter Kapitel 3.2.1 beschriebene Kulturmedium statt
mit 10 % mit der hoheren Konzentration von 20 % FCS versetzt. Zunichst wurden die Zellen
auf eine Konzentration von 1 x 10° Zellen/ml eingestellt und anschlieBend jeweils 100 pl der
Zellsuspension in jede Vertiefung einer 96-well-Platte (PAA Laboratories GmbH, Pasching,
Osterreich) pipettiert. Den Zellen in den ersten beiden Zeilen wurde lediglich normales (nicht
konditioniertes), 10 % FCS enthaltendes Medium zugesetzt. Diese Zellen galten damit als
unstimuliert und stellten jeweils die Kontrollwerte fiir die stimulierten Zellen dar. Die Zellen
in der dritten und vierten Zeile wurden mit 20 %igem FCS-Medium versorgt. Die Zellen in

den darauf folgenden beiden Zeilen wurden mit Interleukin 2 und die Zellen in den letzten
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beiden Zeilen mit Concanavalin A stimuliert (vgl. Abbildung 1). Die Zellen wurden bei 37 °C
und 5 % CO;-Atmosphire im Brutschrank inkubiert. Die erste Messung erfolgte direkt im
Anschluss an die Prédparation der Platte und wurde wie in Kapitel 3.3.2 beschrieben
durchgefiihrt. Dabei wurden zunidchst nur die ersten zwei Reihen untersucht. Dieser Versuch
wurde in regelméBigen Abstinden von zwei Tagen durchgefiihrt, um die Entwicklung der
Zellpopulation verfolgen zu konnen. Dabei wurden jeweils die nidchsten beiden, noch nicht
gemessenen Reihen fiir die Versuche genutzt. Zu diesem Zeitpunkt wurden die anderen
Reihen, die noch weiter untersucht werden mussten, mit frischem, entsprechend der
Versuchsanordnung Mitogen enthaltendem Medium versorgt. Die gemessenen Werte wurden
in Beziehung zu den Werten der unstimulierten Zellen gesetzt und daraus ein

Stimulationsindex nach folgender Formel ermittelt:

Mittelwert (OD) der stimulierten Zellen
Mittelwert (OD) der unstimulierten Zellen

Stimulationsindex (SI) =

Abbildung 1: Schematische Darstellung des unter Kapitel 3.4 beschriebenen Stimulationsversuchs
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die mit 20 % FCS-Medium

inkubiert wurden.
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3.5 Analyse der Klonierungsgrenze

3.5.1 Limited-Dilution-Klonierung

Bei der Limited-Dilution-Klonierung handelt es sich um eine Klonierungsmethode, die
sowohl fiir adhdrente als auch fiir Suspensionszellen genutzt werden kann. Hierbei wurde
zunidchst mittels der Neubauer-Zdhlkammer (Carl Roth, Karlsruhe) die Zellzahl pro ml
bestimmt und anschlieBend anhand des Ergebnisses eine Verdiinnungsreihe angelegt. Jede
Verdiinnungsstufe wurde hierbei in einem Verhéltnis 1:10 angesetzt. Diese Verdiinnungen
wurden so weit durchgefiihrt, bis eine Verdiinnungsstufe mit einer rein rechnerischen
Konzentration von 100 Zellen/ml erreicht wurde. In eine 96-well-Platte (PAA Laboratories
GmbH, Pasching, Osterreich) wurden verschiedene Volumina der unterschiedlichen
Verdiinnungsreihen pipettiert und die exakte Zellzahl pro Vertiefung anschlieend

mikroskopisch ermittelt.

Anschliefend wurden die Vertiefungen auf ein Volumen von 200 ul mit Medium aufgefiillt,

um den Zellen entsprechende Nihrstoffe zur Verfiigung zu stellen.

Es folgte eine tdgliche mikroskopische Kontrolle, ob sich die Zellzahl in einer Vertiefung
verdandert hatte. Jeden zweiten Tag wurden vorsichtig und ohne die Zellen aufzuwirbeln

100 pl des verbrauchten Mediums aufgenommen und durch frisches Medium ersetzt.

3.5.2 Klonierung im Weichagar

Bei der Klonierung im Weichagar werden die Zellen in einem durch Zugabe von Agar
halbfest gemachten (weichen) Medium kultiviert. Durch die geleeartige Konsistenz des
2 %igen Agars werden die Zellen im dreidimensionalen Raum fixiert, konnen aber dennoch
proliferieren. Die so entstechenden Zellklone (Zellkolonien) kdnnen einzeln entnommen und
zur Subklonierung weiter kultiviert werden. Ein weiterer Vorteil der Methode ist, dass einem
festeren Grundagar sogenannte ,feeder cells®, Unterstiitzungszellen, beigemischt werden
konnen, um durch deren wachstumsfordernde Stoffwechselprodukte die Proliferation der zu

klonierenden Zellen im dariiber liegenden Weichagar zu verbessern und zu foérdern.

Als ,feeder cells* wurden zum einen S87, zum anderen Fibroblasten genutzt. Die adhirenten
Fibroblasten wurden bereits einen Tag zuvor in die 6-well-Platten (PAA Laboratories GmbH,
Pasching, Osterreich) eingesit, um ein optimales Anheften der adhirenten Zellen zu
ermoglichen. Im Anschluss wurden 2 ml der Agarmixtur (siehe unten) auf die ,,feeder cells*

pipettiert. Nach 15 min war der Agar soweit ausgehirtet, dass die zweite Schicht bestehend
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aus der LGL-Zellsuspension und der Agarmixtur auf die erste Schicht pipettiert werden
konnte. Im Anschluss konnte das Ergebnis unter dem inversen Mikroskop betrachtet werden.
Im weiteren Verlauf wurde die Vertiefungen der Platte tdglich auf das Ausbilden von
Zellkolonien untersucht. Auch hier wurden verschiedene Zellkonzentrationen angesetzt, um

feststellen zu konnen, ab welcher Zelldichte die Zellen anfangen zu proliferieren.
Agarmixtur

e 12,5 ml 2x DMEM (siehe unter 8.3.3 im Anhang)
¢ 15 ml 1x DMEM (siehe unter 8.3.3 im Anhang)
e 10 ml Pferdeserum (inaktiviert) (PAA Laboratories GmbH, Pasching, Osterreich)
e 12,5ml Agar (2 %)
o 2 gBacto® Agar (Difco Laboratories, Detroit, USA)
o mit Aqua dest. auf 100 g aufwiegen

Abbildung 2: Schematische Darstellung des unter 3.5.2 beschriebenen Versuchsaufbaus zur
Klonierung im Weichagar

+ Weichagar mit ,.feeder cells*

+ Topagar mit S87

3.5.3 Klonierung mit Transwell®-Eins:itzen

Bei  Zellkulturplatten  mit Transwell®-Einsitzen (Corning  IncorpoRated  Life
Sciences, Tewksbury, USA) kann durch ein Zwei-Kompartiment-System eine Trennung in
zwei Bereiche einer Plattenvertiefung ermoglicht werden, die zwar durch eine Membran
miteinander in Kontakt stehen, die Poren jedoch so klein sind, dass lediglich
Wachstumsfaktoren hindurch diffundieren konnen. Die Zellen selbst sind jedoch zu grof3, um

die Membran zu durchqueren.
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Auch hier besteht der Vorteil darin, dass dhnlich wie beim Weichagar, ,,feeder cells* in ein
Kompartiment eingesidt werden konnen, ohne das die Gefahr besteht, dass sich die

Zellpopulationen durchmischen.

In diesem Fall wurde zum einen eine 6-Transwell®-Platte (Corning IncorpoRated Life
Sciences, Tewksbury, Massachusetts, USA), zum anderen eine 96-Transwell®-Platte (Corning
IncorpoRated Life Sciences, Tewksbury, Massachusetts, USA) verwandt. Als ,,feeder cells*
dienten Fibroblasten und Zellen der Ursprungszelllinie selbst. Die adhédrenten Zellen wurden
bereits einen Tag vorher eingesdt, um ein optimales Anwachsen zu gewihrleisten. Am
nichsten Tag konnte das zweite Kompartiment eingesetzt werden, sodass es mit dem Medium
des unteren Kompartiments iiber die Membran in Kontakt stand. In das obere Kompartiment
konnten nun Zellen in beliebiger Konzentration eingesidt werden. Es erfolgte eine tigliche

Wachstumskontrolle unter dem inversen Mikroskop.

Abbildung 3: Schematische Darstellung eines Transwell®-Einsatzes

Transwell®-Einsatz
oberes Kompartiment
Membran

unteres Kompartiment

3.6 Chromosomenpriparation

Um die S87-Zelllinie auf chromosomale Aberrationen untersuchen zu konnen, wurde eine
Chromosomenpriparation vorgenommen. Diese erfolgte nach der von Barch (1991)
beschriebenen und von Henegariu et al. (2001) modifizierten Methode. Dazu musste der
Mitosevorgang in der Metaphase unterbrochen werden. Um dies zu erreichen, wurde den
Zellen zwei Stunden vor Beginn der Priparation 0,05 pug/ml Colcemid® (Biochrom AG
Seromed, Berlin), ein synthetisches Analogon zum Colchizin, dem Gift der Herbstzeitlosen,
hinzugegeben und die Zellen fiir zwei Stunden im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO,-
Atmosphire inkubiert. Colchizin verhindert die Ausbildung des Spindelapparates und
unterbindet das Auseinanderweichen der Schwesterchromatiden, so dass sich

Metaphaseplatten anreichern. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde die Zellsuspension in
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sterile Zentrifugationsrohrchen iiberfiihrt und bei Raumtemperatur fiir 10 min bei 200 x g
zentrifugiert (Rotina 48 C, Andreas Hettich, Tuttlingen). Der Uberstand wurde abgesaugt und
im Anschluss das Pellet in auf 37 °C vorgewidrmter 0,075 M KCL-Losung (siehe 8.3.3 im
Anhang) resuspendiert. Die Zellen wurden in dieser hypotonen Losung fiir 30 min im
Wasserbad bei 37 °C inkubiert, wobei es durch die Hypotonie zum Wassereinstrom kommt,
das Zellvolumen sich vergroBert und eine Instabilitdt der Zellmembran herbeigefiihrt wird.
Nach einer erneuten Zentrifugation (200 x g, 8 min, RT) wurde mit der Vorfixierung
begonnen. Das Fixans setzte sich folgendermafen zusammen: 75 ml 99,8 % Methanol
(Rotipuran®, Carl Roth, Karlsruhe) wurden mit 25 ml 100 % Essigsédure (Rotipuran®, Carl
Roth, Karlsruhe) versetzt und auf -20 °C gekiihlt. Bei der Vorfixierung wurde nach dem
Absaugen des Uberstandes bis auf 1 cm und der Resuspendierung im restlichen Uberstand
zwei Teile hypotone Losung zugefiigt und im Anschluss ein Teil des auf -20 °C gekiihlten
Fixans. Nach 2-3 min Inkubation wurde erneut zentrifugiert (200 x g, 8 min, RT) und nach
dem Absaugen des Uberstandes das Pellet in reinem Fixans resuspendiert. Dabei wurde
darauf geachtet, die Zellsuspension stets in Bewegung zu halten, damit die Zellen nicht
verklumpten. Dieser zuletzt beschriebene Waschvorgang wurde insgesamt fiinfmal

durchgefiihrt.

Nach der letzten Zentrifugation wurden die Zellen in 1 ml Fixans resuspendiert. Im Anschluss
wurde die Zellsuspension aus einer Hohe von ca. 20-30 cm auf einen auf -20 °C gekiihlten
Objekttriager (SuperFrost® Objekttriager, R. Langenbrinck, Teningen) mit Hilfe einer Pipette
aufgetropft. Beim Auftreffen der Zellen auf den Objekttriger platzen die Zellen im Idealfall
auf und die Metaphaseplatten werden frei. Danach wurden die Objekttrager fiir 4 Sekunden in
70 °C heillen Wasserdampf gehalten, sodass die kondensierten Chromosomen rehydrierten.
AnschlieBend wurde auf den Rand des Objekttrigers ein Tropfen 100 % Essigsdure
(Rotipuran®, Carl Roth, Karlsruhe) gegeben und nach 5 Sekunden Wartezeit der Objekttriger

erneut fiir 4 Sekunden in den Wasserdampf gehalten.

Nachdem die Objekttrager bei Raumtemperatur luftgetrocknet waren, standen sie fiir die
verschiedenen weiteren Fiarbemethoden zur Verfiigung. Den Kontrollzellen (PBMC) wurden
24 Stunden vor Beginn der Priparation zur Stimulation 10 ml ,,Primix* (siehe 8.3.3 im

Anhang) zugegeben.

3.6.1 Giemsa-Firbung
Fir die Giemsa-Firbung mussten zunidchst zwei Puffer, Sorensen A und Sorensen B,

hergestellt werden. Fiir die Sorensen A-Losung wurde 4,539 g Kaliumdihydrogenphosphat
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(KH,PO4, Merck KGaA, Darmstadt) in 500 ml Aqua dest. gelost, fiir die Sorensen B-Losung
wurden 5,938 g Dinatriumhydrogenphosphat-dihydrat (Na,HPO4 x 2 H,O, Merck KGaA,
Darmstadt) in 500 ml Aqua dest. gelost.

Fiir die Erstellung der Gebrauchslosung wurden von beiden Puffern jeweils 10 ml miteinander
gemischt. Dabei entstand eine Losung mit einem pH von 6,8. Dazu wurden 5 ml der Giemsa-
Stammlosung (Merck KGaA, Darmstadt) gegeben und die Firbelosung in eine Glaskiivette
gefiillt. Im Anschluss wurden die Objekttrager fiir 6 min in der Glaskiivette gefarbt. Nach
Ablauf des Féarbevorgangs wurde die Kiivette solange mit Leitungswasser gespiilt, bis das

Wasser klar blieb. Danach erfolgte eine weitere Spiilung mit destilliertem Wasser.

Die Objekttriger wurden luftgetrocknet und anschlieBend manuell mit Eukitt® (O. Kindler,

Freiburg i. Br.) und einem Deckglas eingedeckelt.

3.6.2 DAPI-Firbung

DAPI  (4',6-Diamidin-2-phenylindol) ist ein  Fluoreszenzfarbstoff —mit einem
Absorptionsmaximum von 358 nm und einem Emissionsmaximum von 461 nm. Fiir die
DAPI-Fiarbung wurden die préaparierten Metaphaseplatten auf den Objekttrigern zunichst in
mit Mcllvain's Puffer (pH 7,0, siehe 8.3.3 im Anhang) gefiillten Kiivetten gespiilt.
AnschlieBend wurde eine DAPI-Arbeitslosung erstellt, indem die Stammldsung (2 mg/ml,
Carl Roth, Karlsruhe) 1:100 mit Mcllvain's Puffer verdiinnt wurde. In dieser Féarbelosung
wurden die Objekttriger 10 min im Dunkeln inkubiert und anschlieBend nochmals mit
Mcllvain's Puffer gespiilt. Im Anschluss konnten sie mit einem Tropfen Puffer und einem
Deckglas eingedeckt und mit Fixogum (Marabu, Tamm) verschlossen werden. Die
Auswertung erfolgte am Fluoreszenzmikroskop (Nikon Eclipse 80i, Nikon GmbH,
Diisseldorf) mit einem entsprechenden DAPI-Filter (340-450 nm, Absorptionsmaximum 360
nm; Nikon GmbH, Diisseldorf) und dem Program NIS-Elements BR 3.2 (Nikon GmbH,
Diisseldorf).

3.6.3 G-Banding

Durch spezielle Fiarbemethoden ist es moglich, dass die Metaphasechromosomen eine
Binderung erhalten, welche eine bessere Identifizierung der einzelnen Chromosomen
ermoglicht. Dafiir wurden die Chromosomen zunéchst nach der im Kapitel 3.6 beschriebenen
Methode pripariert und die Objekttriger vor der Giemsa-Firbung zunichst in PBS-Puffer (pH
7,4, siehe 8.3.3 im Anhang) gespiilt. Im Anschluss wurden die Objekttriger fiir 10 Sekunden

in einer Trypsingebrauchslosung (siehe 8.3.3 im Anhang) geschwenkt und danach sofort fiir

43



Material und Methoden

10 Sekunden erneut in PBS-Puffer (pH 7,4 siehe 8.3.3 im Anhang) gespiilt. Die Objekttrager

konnten anschlieBend wie unter Kapitel 3.6.1 beschrieben gefirbt werden.

3.6.4 Erstellung der Karyogramme

Um zu iiberpriifen, inwieweit mogliche numerische Chromosomenabweichungen einer
Regularitdat und Kontinuitdt unterliegen, wurden von Passage 10 jeweils zehn Karyogramme
von Metaphaseplatten mit 38 und mit 39 Chromosomen, und von Passage 80 jeweils zehn
Karyogramme von Metaphaseplatten mit 39 und mit 40 Chromosomen angefertigt. Die
fehlenden  oder  iiberschiissigen =~ Chromosomen  wurden  entsprechend  ihrer
Gruppenzugehorigkeit, wie sie nach den Vorgaben der San Juan Conference (Jones, 1965)

definiert ist, einsortiert und tabellarisch notiert.

3.7 Transmissionenelektronenmikroskopie

3.7.1 Darstellung der Zellmorphologie

Fiir die Transmissionenelektronenmikroskopie wurden die S87-Zellen zunédchst zweimal in
Hanks Balanced Salt Solution (HBSS, Gibco® Life Technologies GmbH, Darmstadt)
gewaschen, indem 1 ml der auf 1 x 10’ Zellen/ml eingestellten Zellsuspension in einem 1,5 ml
Eppendorfgefd zunichst zentrifugiert (10 min, RT, 400 x g) (Mikroliter, Andreas Hettich,
Tuttlingen) und anschlieBend das Zellpellet in 1 ml HBSS resuspendiert wurde. Nach dem
letzten Waschvorgang wurde der Puffer bis auf 200 ul abgesaugt und die Zellen darin
resuspendiert. Fixiert wurden die Zellen in 1,5 %igem Glutaraldehyd (siehe 8.3.3 im Anhang)
fiir 3 h bei 4 °C. Anschlielend wurden die Zellen zweimal in 0,166 M Cacodylatpuffer (pH
7,3, sieche 8.3.3 im Anhang) gewaschen, um das Glutaraldehyd zu entfernen. Fiir die
Nachfixierung wurden die Zellen in 1 %iger Osmiumtetroxidlosung (siehe 8.3.3 im Anhang)
iber Nacht bei 4 °C inkubiert. Um die 1 %ige Osmiumtetroxidsdure zu entfernen, wurde die
Losung nach der Inkubationszeit vorsichtig abgesaugt und die Zellen zweimal in 0,166 M
Cacodylatpuffer gewaschen. AnschlieBend wurde das Zellpellet in einer aufsteigenden
Alkoholreihe (30 %, 50 %, 70 % und 90 %) jeweils zweimal 10 min und anschlieBend
zweimal 15 min in 100 %igem Alkohol und dreimal 10 min in Xylol entwéssert. Fiir die
Kunststoff-Einbettung wurde zunidchst eine Xylol-Eponmischung (Epon 812, Fluka,
Feinchemikalien GmbH, Neu Ulm) im Verhiltnis 1:1 angesetzt und die Zellen fiir 15 min in
dem Gemisch belassen und im Anschluss eine Inkubation in einem 1:2 Gemisch iiber Nacht

vorgenommen. Am nichsten Tag erfolgte eine Uberfiihrung in pures Epon (Epon 812, Fluka,
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Feinchemikalien GmbH, Neu Ulm) zunichst fiir eine Stunde, wobei das Eppendorfgefal3
zwischendurch immer wieder auf 45 °C erwidrmt wurde. Nach der Zugabe von frischem Epon
(Epon 812, Fluka, Feinchemikalien GmbH, Neu Ulm) wurden die Zellen zunichst fiir 24 h bei
45 °C, anschlieBend fiir 20 h bei 60 °C inkubiert. Nach einer Woche Aushirtung konnte das
eingebettete Zellpellet vorsichtig aus dem Eppendorfgefall gelost werden und Semi- und
Ultradiinnschnitte entsprechend der Standardpriparationstechnik mit einem Ultramikrotom
angefertigt werden. Die Untersuchungen erfolgten im Elektronenmikroskop (EM 109, Fa.
Zeiss, Oberkochen) bei 80 kv.

3.8 Immunzytologische Untersuchungen

3.8.1 Einbettung von Zellpellets in Paraffin
Die immunzytologische Untersuchungen wurden gréftenteils an in Formalin fixiertem und in

Paraffin eingebetteten Zellpellets vorgenommen.

Dazu wurden zundchst 15 ml Zellsuspension in ein konisches Zentrifugationsrohrchen
iberfiihrt und anschlieend 7 min bei 15 °C mit 1000 x g zentrifugiert (Rotina 48 C, Andreas
Hettich, Tuttlingen). Im Anschluss wurde der Uberstand im Zentrifugationsrohrchen
abgesaugt. Das dabei entstandene Pellet wurde in 1500 pl frischem Medium resuspendiert
und in ein 1,5 ml Eppendorfgefal} iiberfiihrt. Dieses wurde erneut 10 min bei Raumtemperatur
mit 2000 x g (Mikroliter, Andreas Hettich, Tuttlingen) zentrifugiert und der Uberstand
abgesaugt. Die Resuspendierung erfolgte mit 10 %igem ungepuffertem Formalin, in dem die

Zellen uiber Nacht fixiert wurden.

3.8.2 Herstellung eines Paraffinblocks

Nach der Fixation iiber Nacht wurden die Zellen erneut 10 min bei RT mit 2000 x g
zentrifugiert (Mikroliter, Andreas Hettich, Tuttlingen). Die Spitze des Eppendorfgefiles
wurde mit Hilfe einer Schere abgeschnitten und in eine mit einem Filterpapier ausgelegte
Einbettungskapsel gelegt. Es erfolgte die Einbettung nach Standardmethoden im
Gewebeeinbettungsautomaten (Tissue—Tek® VIP™ 5 Jr., Sakura Finetek Germany GmbH,
Staufen) und danach das AusgieBen an einer AusgieBstation (Tissue-Tek® TEC™ 5, Sakura
Finetek Germany GmbH, Staufen) bei 65 °C in Paraffin (Roti®—Plast, Schmelzpunkt 56-
58 °C, Carl Roth, Karlsruhe) in den iiblichen Metallformen. Der Paraffinblock kann dauerhaft

bei Raumtemperatur gelagert werden.
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3.8.3 Herstellung eines Gefrierblocks

Fiir die Erstellung eines Gefrierblockes wurde zunichst mit Hilfe einer Einwegpipette ein ca.
linsengroBes Stiick des Zellpellets in eine MetallausgieBschale, wie sie auch bei der
Herstellung von Paraffinblocken benutzt wird, iiberfithrt. Danach wurde das Zellpellet mit
O.C.T.™ Einbettmedium (Tissue-Tek® O.C.T™ Compound, Sakura Finetek Germany
GmbH, Staufen) iiberschichtet und fiir 5 Minuten bei -40 °C im Kryotom (Frigocut 2700,
Reichert-Jung, NuBlloch) ausgehirtet.

Im Anschluss konnte mit dem Anfertigen der Gefrierschnitte begonnen werden. Die so
hergestellten Gefrierblocke konnen in Alufolie eingewickelt jahrelang bei -80 °C gelagert

werden.

3.8.4 Anfertigung der Paraffinschnitte
Fiir die immunzytologischen Untersuchungen wurden die Schnitte stets einen Tag vor Beginn

der immunzytologischen Untersuchung angefertigt.

Dafiir wurden die Paraffinblocke zunéchst bei -20 °C fiir 30 min in einem Eisschrank auf
einer mit Eis gefiillten Schale gekiihlt, um die Schneidbarkeit zu verbessern. Im Anschluss
konnten Paraffinschnitte (2 pm Schnitteinstellung) mit einem Rotationsmikrotom
(Rotationsmikroskop RM 2255, Leica Biosystems Nussloch GmbH, Nussloch) angefertigt
werden. Die Paraffinschnitte wurden in ein mit 40-42 °C warmem Wasser gefiilltes
Wasserbad iiberfithrt und auf einen Objekttriger (SuperFrost® Plus Objekttriger, R.
Langenbrinck, Teningen) mit Hilfe eines Pinsels aufgezogen. Uber Nacht wurden die

Paraffinschnitte luftgetrocknet.

3.8.5 Anfertigung der Gefrierschnitte

Fir die Anfertigung der Gefrierschnitte wurden die Gefrierblocke zundchst auf den
Probenblock aufgefroren. Die Schnitte wurden im Kryotom (Frigocut 2700, Reichert-Jung,
NuBloch) bei -22 °C (Zellpellet) und bei -20 °C (Positivkontrolle; Lymphknoten einer
Sektionskatze) angefertigt und direkt auf SuperFrost® Plus Objekttriiger (R. Langenbrinck,
Teningen) aufgezogen. Die angefertigten Schnitte wurden bei Raumtemperatur fiir 10 min an
der Luft getrocknet und anschlieend 10 min in Aceton fixiert. Es folgte eine Trocknung fiir

eine Stunde bei Raumtemperatur.
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Die angefertigten Gefrierschnitte konnten entweder nach der Trocknungszeit direkt fiir die
immunzytologische Untersuchung verwendet, oder in kleinen Transportboxen (Rotilabo®-

Objekttragertransportkisten, Carl Roth, Karlsruhe) ebenfalls bei -80 °C eingefroren werden.

Falls die Schnitte vor Beginn der immunzytologischen Untersuchung eingefroren waren,

mussten sie zunidchst 30 min bei Raumtemperatur aufgetaut und luftgetrocknet werden.

3.8.6 Seren zur Blockierung unspezifischer Antigen-Reaktionen

Das jeweils benutzte Pferdeserum (PS), Rattenserum (RS), Ziegenserum (ZS) und
Schweineserum (SS) (alle PAA Laboratories GmbH, Pasching, Osterreich) wurden bis zur
Verwendung bei -20 °C im Gefrierfach gelagert und vor der Benutzung bei Raumtemperatur

aufgetaut.
3.8.7 Antiseren

3.8.7.1 Primirantikorper

Tabelle 2: Primérantikorper (Klon und Bezugsquelle) und ihr Einsatzgebiet

Antikorper/Klon | Bezugsquelle Einsatzgebiet
(Bestell-Nr.)

Polyclonal Rabbit | Dako Diagnostika Pan-T-Zell-Marker zum Nachweis des CD3-Antigens

Anti-Human CD3 | GmbH, Hamburg; (Beebe et al., 1994)

(A0452)
Rat Anti-Mouse | Linaris, Dossenheim; | Monoklonaler Antikorper gegen das CD45R-Antigen
CD45R, Klon (ADI-MCD045R-B) auf B-Zellen, der sowohl B-Zellen und Plasmazellen als
RA3-6B2 auch deren Vorstufen erfasst (Coffman und Weissman,

1981b; Monteith et al., 1996)

Mouse Anti- Dako Diagnostika Antikorper gegen das humane B-Lymphozyten-Antigen
Human B GmbH, Hamburg; 36 (BLA.36); Mensch: Reed-Sternberg-Zellen von
Lymphocyte (M533) Hodgkin-Lymphomen sowie frithe und aktive B-Zellen;
Antigen Katze: zur B-/T-Zelldifferenzierung (Darbes et al., 1998;
(BLA.36), Klon Day et al., 1999; Della Croce et al., 1991; Pohlman et
A27-42 al., 2009; Walton und Hendrick, 2001)

Monoclonal Dako Diagnostika Monoklonaler Antikérper zum Nachweis von B-Zellen
Mouse Anti- GmbH, bei der Katze (Valentine et al., 2000; Walton und
Human Hamburg;(C7252) Hendrick, 2001; Waly et al., 2005)

CD79acy/APC,

Klon HM57
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Tabelle 2: Primidrantikdrper (Klon und Bezugsquelle) und ihr Einsatzgebiet (Fortsetzung)

Antikorper/Klon

Bezugsquelle
(Bestell-Nr.)

Einsatzgebiet

Maus Anti-Katze
CD4, Klon vpg
38

Serotec, Kidlington,

UK; (MCA 1350)

Der Nachweis erfolgte an Gefrierschnitten, da es sich
hierbei um ein sogenanntes fixierungs- bzw.
prozessierungssensitives Antigen handelt (Blaschitz et
al., 2008; Kunder et al., 2007; Waly et al., 2001). Der
Antikorper dient der Detektion von CD4" T-

Helferzellen.

Maus Anti-Katze

Serotec, Kidlington,

Nachweis an Gefrierschnitten (s.o0.), CD8 fungiert als

CDS (- und B- UK; (MCA 1347) Co-Rezeptor des T-Zell-Rezeptors und interagiert

Kette) des CD8, spezifisch mit dem Klasse-I-

Klon vpg 9 Haupthistokompatibilitdtskomplex (MHC-I). Er wird
von zytotoxischen T-Zellen exprimiert und kann somit
zur Differenzierung der T-Zell-Subpopulationen genutzt
werden (Tompkins et al., 1990).

CD56 (NCAM), | Leica Mikrosysteme | Das CD56-Antigen kann von Large Granular

Klon CD564 Vertrieb GmbH, Lymphocytes exprimiert werden (Lanier et al., 1986c)

Wetzlar; (NCL- und wird auch als neuronales Zell-Adhidsions-Molekiil
CD56-504) (N-CAM) bezeichnet (Lanier et al., 1989).
Monoclonal Dako Diagnostika Mensch: Marker fiir Large Granular Lymphocytes. Hier
Mouse Anti- GmbH, Hamburg; sind es vor allem CD3*/CD8" Large Granular

Human natural

killer cell-like,

(M1014)

Lymphocytes, die eine positive Reaktion zeigen

(Loughran, 1993).

Klon NK1
Rabbit Anti- Spring Bioscience, Granzym B wurde von Tsuboi et al. (2010) als
Human Fremont, Kalifornien, | potenzieller Marker fiir die Diagnose eines Large

Granzyme B

USA; (E2580)

Granular Lymphocyte-Lymphoms bei der Katze

Polyclonal beschrieben.

Antibody

Maus a-p27 Custom Monoclonals | Der Nachweis der FeLV-Antigene erfolgte mittels der
FeLV, Klon Int.; Sacramento, indirekten Immunperoxidase-Technik (IPO) (Reinacher

PF12J-10A und
Maus a-gp70
FeLV, Klon
C11D82i

CA.USA

und Theilen, 1987).
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Tabelle 2: Primidrantikdrper (Klon und Bezugsquelle) und ihr Einsatzgebiet (Fortsetzung)

Antikorper/Klon | Bezugsquelle Einsatzgebiet

(Bestell-Nr.)
Mouse Novocastra; Bcl-2 gehort zu einer gleichnamigen Proteinfamilie und
Monoclonal Newcastle Upon spielt eine wichtige Rolle bei der Regulation der
Antibody Bcl-2 Tyne, UK; (NCL-L- Apoptose, bei der es als antiapoptotisches Protein
Oncoprotein, bcl-2) fungiert.

Klon 100/D5

Monoclonal Dako Diagnostika | PCNA  (Proliferating cell nuclear antigen) wurde
Mouse Anti- GmbH, Hamburg; | erstmals im Rahmen von Untersuchungen von Patienten
Proliferating Cell | (M0879) mit Lupus erythematodes entdeckt und dient als Hinweis
Nuclear Antigen, fiir die Proliferationsaktivitit von Zellen (Miyachi et al.,
Klon PC10 1978).

Monoclonal Dako Diagnostika Das Ki-67-Antigen kann nur bei proliferierenden Zellen
Mouse Anti- GmbH, Hamburg; nachgewiesen werden. Ki-67 wird von normalen und
Human Ki-67 (M7240) neoplastischen Zellen in der G-, S- und G,-, nicht aber

Antigen, Klon
MIB-1

in der Gyp-Phase exprimiert (Gerdes et al., 1984;
Scholzen und Gerdes, 2000).

Tabelle 3: Inkubationsmethoden

Antikorper/Klon Verdiinnung, Sek. Vorbehandlung, Serum Inkubationszeit
AKk., Methode zum Blocken (Zeit) (Temperatur)
Polyclonal Rabbit 1:100 (TBS/20 % Target Retrieval (Dako iiber Nacht (4 °C)
Anti-Human CD3 SS), Schwein Anti- Diagnostika GmbH,
Kaninchen IgG, PAP | Hamburg), SS (15 min)
Rat Anti-Mouse 1:1000 (TBS/1 % Zitratpuffer pH 6,0 (siehe iiber Nacht (4 °C)
CD45R, Klon RA3- BSA), Biotin. Rabbit | 8.3.3 im Anhang), PS (15
6B2 Anti-Rat IgG, ABC min)
Mouse Anti-Human B | 1:50 (TBS/1 % BSA), | Zitratpuffer pH 6,0 (siche iiber Nacht (4 °C)
Lymphocyte Antigen | Biotin. Horse Anti- 8.3.3 im Anhang), PS (10
(BLA.36), Klon A27- | Mouse IgH (H+L), min)
42 ABC
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Tabelle 3: Inkubationsmethoden (Fortsetzung)

Antikorper/Klon Verdiinnung, Sek. Vorbehandlung, Serum Inkubationszeit
AK., Methode zum Blocken (Zeit) (Temperatur)
Maus a-p27 FeLLV, p27 1:100, gp70 TUF® (Target Unmasking iiber Nacht (4 °C)
Klon PF12J-10A 1:200 (beides in Fluid; Dianova, Hamburg),
Maus o-gp70 FeLV, TBS/20 % SS) SS (15 min)
Klon C11D82i mischen I:1,
Kaninchen Anti-Maus
IgG PO, IPO
CD56 (NCAM), Klon | 1:100 (TBS/1 % Zitratpuffer pH 6,0 (sieche 60 min (4 °C)
CD564 BSA), Biotin. Horse 8.3.3 im Anhang), PS (10
Anti-Mouse IgG min)
(H+L), ABC
Mouse Monoclonal 1:80 (TBS), Biotin. Zitratpuffer pH 6,0 (siehe iiber Nacht (4 °C)
Antibody Bcl-2 Horse Anti-Mouse 8.3.3 im Anhang), PS (15
Oncoprotein, Klon IgG (H+L), ABC min)
100/D5
Maus Anti-Katze CD8 | 1:500 (TBS), Ratte RS (10 min) iiber Nacht (4 °C)
(a- und B-Kette) des Anti-Maus IgG
CD8, Klon vpg 9 (H+L), PAP
Maus Anti-Katze 1:10 (TBS), Ratte RS (10 min) iiber Nacht (4 °C)
CD4, Klon vpg 38 Anti-Maus IgG
(H+L), PAP
Monoclonal Mouse 1:75 (TBS/1 % BSA), | ZS (15 min) iiber Nacht (4 °C)
Anti-Human natural Biotin. Horse Anti-
killer cell-like, Klon Mouse IgG (H+L),
NK1 ABC
Rabbit Anti-Human 1:10, 1: 50, 1:100, a) Zitratpuffer pH 6,0 (siehe | tiber Nacht (4 °C)

Granzyme B

Polyclonal Antibody

1:200 (TBS/20 % SS)
a) Biotin. Goat Anti-
Rabbit IgG (H+L)

b) Biotin. Horse Anti-
Maus IgG (H+L)
PAP, Steptavidin
HRPO

8.3.3 im Anhang)

b) Target Retrieval (Dako
Diagnostika GmbH,
Hamburg)

¢) 0,25 % Trypsin (Trypsin
from hog pancreas 127
U/mg, Sigma-Aldrich,
Steinheim) (15 min, 37 °C)
ZS (15 min)
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Tabelle 3: Inkubationsmethoden (Fortsetzung)

Antikorper/Klon Verdiinnung, Sek. Vorbehandlung, Serum Inkubationszeit
AK., Methode zum Blocken (Zeit) (Temperatur)

Monoclonal Mouse 1:100 (TBS/1 % Zitratpuffer pH 4,0 (siehe iiber Nacht (4 °C)

Anti-Proliferating Cell | BSA), Ratte Anti- 8.3.3 im Anhang), RS (15

Nuclear Antigen, Klon | Maus IgG (H+L), min)

PC10 PAP

Monoclonal Mouse 1:50 (TBS/1 % BSA), | Zitratpuffer pH 6,0 (siehe iiber Nacht (4 °C)

Anti-Human Biotin. Horse Anti- 8.3.3 im Anhang), PS (15

CD79acy/APC, Klon | Mous IgG (H+L), min)

HM57 ABC

Monoclonal Mouse 1:100 (TBS/1 % Zitratpuffer pH 6,0 (siehe iiber Nacht (4 °C)

Anti-Human Ki-67
Antigen, Klon MIB-1

BSA), Ratte Anti-
Maus IgG (H+L),
PAP

8.3.3 im Anhang), RS (15

min)

Abkiirzungen: ABC: Avidin-Biotin-Komplex, BSA: Bovine Serum Albumin, IPO: Immunperoxidase-
Technik, PAP: Peroxidase Anti-Peroxidase, PS: Pferdeserum, SS: Schweineserum, TBS: Tris-buffered

Saline, ZS: Ziegenserum

3.8.7.2 Sekundirantikorper
Tabelle 4: Sekundérantikorper

Antikorper Bezugsquelle (Bestell- | Verdiinnung Inkubationszeit
Nr.) (Temperatur)
Kaninchen a-Maus IgG- | Dako Diagnostika 1:100 in TBS/20 % SS 30 min (RT)
PO GmbH, Hamburg;
(PO161)
Schwein Anti- Dako Diagnostika 1:100 in TBS/20 % SS 30 min (RT)
Kaninchen IgG GmbH, Hamburg; (ZO
196)
Biotin. Rabbit Anti-Rat | Vector Laboratories, 9 ul auf 1 ml TBS/1 % 30 min (RT)
IgG (H+L), Moused Burlingame, Kalifornien, | BSA
absorbed USA; (BA-4001)
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Tabelle 4: Sekundirantikorper (Fortsetzung)

Antikorper Bezugsquelle (Bestell- | Verdiinnung Inkubationszeit
Nr.) (Temperatur)
Biotin. Horse Anti- Vector Laboratories, 9 pl auf 1 ml TBS/1 % 30 min (RT)
Mouse IgG (H+L) Burlingame, Kalifornien, | BSA
USA; (BA-2000)
Ratte Anti-Maus IgG Dianova GmbH, 1:100 in TBS 30 min (RT)
(H+L) Hamburg; (415005166)
Biotin. Goat anti Rabbit | Vector Laboratories, 1:100 in TBS/1 % BSA 30 min (RT)

IgG H+L

Burlingame, Kalifornien,

USA; (BA-1000)

H+L: reagiert mit der schweren (heavy) und der leichten (light) Kette. Biotin.: biotinyliert

3.8.7.3 Tertiidrantikorper

Tabelle 5: Tertidrantikorper

Antikorper Bezugsquelle (Bestell- | Verdiinnung Inkubationszeit
Nr.) (Temperatur)

PAP vom Kaninchen Dianova GmbH, 1:600 in TBS/1 % BSA | 30 min (RT)
Hamburg; (323-005-024)

ABC-Komplex, Vector Laboratories, 9 ul A+B auf 1 ml 30 min (RT)

Peroxidase Standard Burlingame, Kalifornien, | TBS/1 % BSA
USA; (PK-4000)

PAP von der Maus Dianova GmbH, 1:500 in TBS 30 min (RT)
Hamburg; (N223005024)

Streptavidin HRPO Invitrogen™ Life 1:500 in TBS/1 % BSA | 30 min (RT)

Conjugate Technologies, Karlsruhe

(SA1007)
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3.8.8

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Allgemeines Protokoll zu den immunzytologische Untersuchungen

Aufziehen der Paraffinschnitte auf SuperFrost® Plus Objekttriager (SuperFrost® Plus
Objekttriager, R. Langenbrinck, Teningen) und Trocknung {iber Nacht

Jeweils 3 min mit dreimaliger Wiederholung die Schnitte entparaffinieren in Xylol-
Ersatz (Roti-Histol®), und anschlieBend rehydrieren je zweimal 3 min in Isopropanol,

3 min in 96 %igem und 3 min in 80 %igem Alkohol

Hemmung der endogenen Peroxidase in Methanol mit frisch zugesetztem 0,5 %igem

Wasserstoffperoxid (Merck KGaA, Darmstadt) fiir 30 min

Einmaliges Waschen der Schnitte fiir 5 min mit Tris-buffered saline (TBS) (pH 7,8;
siche 8.3.3 im Anhang)

Vorbehandlung

a. mit auf 97 °C erwdrmtem Target Retrieval (Dako Diagnostika GmbH,
Hamburg) im Wasserbad fiir 20-25 min, anschlieBend kiihlen die
Objekttrager 15 min bei RT darin ab

b. mit auf 97 °C erwidrmtem Zitratpuffer (sieche 8.3.3 im Anhang) im
Wasserbad fiir 20-25 min, anschlieBend kiihlen die Objekttrager 15
Minuten bei RT darin ab

c. mit 0,25 % Trypsin (Trypsin from hog pancreas 127 U/mg, Sigma-
Aldrich, Steinheim) mit 0,02 g CaCl, in Aqua dest. pH: 7,6, Inkubation
fiir 15 Minuten bei 37 °C

Umsetzten der Objekttriiger in Coverplates'™ (Shandon Racks, Thermo Scientific,

Dreieich)
Einmaliges Spiilen der Objekttriger fiir 5 min mit 2 ml TBS
15-miniitige Inkubation mit dem Blockingserum

Auftragen des Primérantikorpers und Inkubation

10) Dreimaliges Spiilen mit TBS durch Einbringen von je 2 ml Puffer in die

Coverplates™ fiir 5 min
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11) Auftragen des Sekundérantikorpers und Inkubation

12) Dreimaliges Spiillen mit TBS durch Einbringen von je 2 ml Puffer in die

Coverplates™
13) Auftragen des Tertidrantikorpers und Inkubation

14) Zweimaliges Spiilen mit TBS durch Einbringen von je 2 ml Puffer in die

Coverplates™

15) Entnahme der Objekttriiger aus den Coverplates' ™ und einmaliges Spiilen in einer mit

TBS gefiillten Kiivette (5 min, RT)

16) Inkubation der Schnitte fiir 10 min unter stindigem Riihren (Magnetriihrer) in einer
Kiivette mit 0,05 %  3,3'-Diaminobenzidintetrahydrochlorid (DAB;  Fluka
Feinchemikalien GmbH) mit 0,01% H,O;in 0,1 M Imidazolpuffer (pH 7,1; siehe 8.3.3
im Anhang)

17) Dreimaliges Waschen der Schnitte fiir 5 min mit TBS und einmal fiir 5 min in Aqua

dest.

18) Inkubation der Objekttriger fiir 5 min in Kardasewitsch-Losung (siehe 8.3.3 im

Anhang) zur Reduktion von Formalinpigment

19) Gegenfdarben mit Papanicolaous Hédmatoxylin (Papanicolaoulb; Merck KGaA,
Darmstadt) fiir ca. 15 sek

20) 5 min Blduen in lauwarmem Leitungswasser
21) 5 min in Aqua dest. spiilen

22)In der aufsteigenden Alkoholreihe (1 x 50 %iger Alkohol, 1 x 80 %iger Alkohol, 1 x
96 %iger Alkohol), zweimal in Isopropanol und dreimal in Xylol-Ersatz (Roti-

Histol®) jeweils 3 min entwissern

23) Eindecken mit Folie im Eindeckautomaten (TissueTec®, Vogel Wilhelm GmbH,
Gief3en)
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3.8.9 Immunzytologische Kontrollen
3.8.9.1 Positivkontrollen

3.8.9.1.1 FeLV

Als Positivkontrolle wurde die Formalin-fixierte und in Paraffin eingebettete Milz einer
wiederholt FeLV-positiv getesteten Katze verwandt, welche im Institut fiir Veterinér-
Pathologie der Justus-Liebig-Universitit Gieflen seziert wurde und auch in der

Routinediagnostik als Positivkontrolle genutzt wird.

3.8.9.1.2 CD45R

Als Positivkontrolle diente der Formalin-fixierte und in Paraffin eingebettete
Darmlymphknoten einer Katze mit B-Zell-Lymphom, welcher aus der Routineeinsendung zur
Tumordiagnostik stammte und auch in der Routinediagnostik als Positivkontrolle verwendet

wird.

3.8.9.1.3 CD3
Es wurde ein Darmlymphknoten einer Katze mit T-Zell-Lymphom aus den
Routineeinsendungen zur Tumordiagnostik verwandt, welcher auch in der Routinediagnostik

als Positivkontrolle genutzt wird.

3.8.9.1.4 CDS56 (N-CAM)
Als Positivkontrolle wurde entsprechend den Herstellerangaben (Leica Mikrosysteme
Vertrieb GmbH, Wetzlar) in Formalin fixiertes und in Paraffin eingebettetes Kleinhirngewebe

einer Katze verwandt.

3.8.9.1.5 Bcl-2, Granzym B und NK1

Als Positivkontrolle diente in Formalin fixiertes und in Paraffin eingebettetes felines
Tonsillengewebe aus den Routineeinsendungen zur Tumordiagnostik, bei der eine follikulédre
Hyperplasie diagnostiziert wurde. Zusitzlich wurde fiir den Nachweis von Granzym B noch
humane Tonsille (zur Verfiigung gestellt vom Institut fiir Pathologie des

Universititsklinikums GieBlen) als Positivkontrolle verwendet.

3.8.9.1.6 CD4 und CD8

Als Positivkontrollen wurden Gefrierschnitte von Lymphknoten einer Sektionskatze genutzt.
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3.8.9.1.7 Proliferationsmarker
Als Positivkontrollen dienten Schnitte von felinen Darm-Krypten-Gewebe, welches

physiologisch eine hohe Proliferationsrate zeigt,

3.8.9.2 Negativkontrollen

Als Negativkontrolle fiir den Nachweis von FeLV, CD56, Bcl-2, NK1, CD79a, BLA.36,
PCNA, Granzym B, CD4, und CD8 fungierten Vorginger- oder Folgeschnitte des gleichen
Paraffin- bzw. Gefrierblocks, die mit einem nicht reagierenden Antikorper (T1,
Kontrollantikorper  gegen ein  Oberfldchenantigen von  Hiihner-T-Lymphozyten)

(Hirschberger, 1987) in gleicher Weise inkubiert wurden.

Als Negativkontrolle fiir die CD45R-Immunzytologie wurde reines Ratten IgG2a (Linaris,
Dossenheim), fiir die CD3-Immunzytologie Kaninchen-Kontrollserum in den entsprechenden

Verdiinnungen der Primérantikorper verwandt.

3.8.9.3 Beurteilung der Immunzytologie

Als positive Reaktion wurde eine mittel- bis dunkelbraun feingranulér zytoplasmatische, bzw.
Membran-assoziierte Farbung gewertet, die bei den entsprechenden Negativkontrollen nicht
zu beobachten war. Bei den immunzytologischen Untersuchungen, bei denen positive
Reaktionen registriert wurden, wurde der Anteil der positiven Zellen abgeschitzt und

prozentual angegeben.

3.8.10 Lebendinkubation mit Antikorpern gegen CD4 und CD8

Abweichende Schritte von dem immunzytologischen Routineprotokoll (siehe unter 3.8.8)

1) jeweils 500 ul Zellen (Konzentration: 5 x 10° Zellen/ml) in zwei Eppendorfgefife

tiberfithren

2) Zentrifugation der Zellen fiir 5 min bei 400 x g (Mikroliter, Andreas Hettich,
Tuttlingen)

3) Uberstand verwerfen und die Zellen in 250 ul des verdiinnten Primirantikdrpers bzw.

des Kontrollserums resuspendieren
4) Inkubation der Eppendorfgefifle fiir 90 min auf Eis

5) Erstellung eines Zytozentrifugenpriparates: 25 x g, 10 min (Shandon Elliott Cytospin

Centrifuge)
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6)

Umsetzten der Objekttriiger in Coverplates™ (Shandon Racks, Thermo Scientific,

Dreieich)

Ab diesem Schritt ist das weitere Vorgehen identisch mit dem unter 3.8.8 beschriebenen

Protokoll ab Schritt 7.

3.8.11 Doppelmarkierung CD3 und CD45R

Fiir die Doppelmarkierung wurden die Zytospinpriaparate zunichst 30 sek in Aceton fixiert.

Im Anschluss wurden die Objekttriager dreimal in einer mit TBS gefiillten Kiivette gespiilt.

Sobald die Fluoreszenzfarbstoffe aufgetragen worden sind, wurden die Kiivetten nur noch in

Dunkelheit bearbeitet.

Tabelle 6: Sekundirantikorper fiir die Doppelmarkierung

Antikorper Bezugsquelle (Bestell-Nr.) Verdiinnung
Goat Anti-rabbit Cy 2 markiert | Dianova GmbH, Hamburg; 1:100 in TBS/1 % BSA
(111225003)
Goat Anti-rat Cy 3 markiert Dianova GmbH, Hamburg; 1:100 in TBS/1 % BSA
(112165143)
1) Umsetzten der Objekttriiger in die Coverplates’™ (Shandon Racks, Thermo Scientific,

2)

3)

4)

5)

6)

7

Dreieich)
30-miniitige Inkubation mit dem 5 %igem Ziegenserum

Auftragen des ersten Primérantikorpers (CD 3, siehe Tabelle 3 und Tabelle 4) und
Inkubation iiber Nacht bei 4 °C

Dreimaliges Spiilen mit TBS durch Einbringen von je 2 ml Puffer in die

Coverplates™ fiir 5 min

Auftragen des ersten Sekundirantikorpers Goat Anti-rabbit, Cy 2 markiert (Dianova

GmbH, Hamburg) und Inkubation fiir 1 Stunde bei RT in Dunkelheit

Dreimaliges Spiilen mit TBS durch Einbringen von je 2 ml Puffer in die

Coverplates™

Auftragen des zweiten Primidrantikorpers (CD 45R, siehe Tabelle 3 und Tabelle 4) und
Inkubation iiber Nacht bei 4 °C
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8) Dreimaliges Spiilen mit TBS durch Einbringen von je 2 ml Puffer in die

Coverplates™ fiir 5 min

9) Auftragen des zweiten Sekundirantikorpers Goat Anti-rat, Cy 3 markiert (Dianova

GmbH, Hamburg) und Inkubation fiir 1 Stunde bei RT in Dunkelheit

10) Dreimaliges Spiilen mit TBS durch Einbringen von je 2 ml Puffer in die

Coverplates™

11) Auftragen von 100 ul des Fluoreszenzfarbstoffes DAPI (vgl. 3.9.4) 1:500 verdiinnt

und Inkubation fiir 10 min

12) Dreimaliges Spiilen mit TBS durch Einbringen von je 2 ml Puffer in die

Coverplates™
13) Manuelles Eindecken mit 40 ul Einbettmedium (Entellan, Merck KGaA, Darmstadt)
3.8.11.1 Auswertung der Doppelmarkierung

Die Auswertung erfolgte am Fluoreszenzmikroskop, (Nikon Eclipse 80i, Nikon GmbH,
Diisseldorf) mit einem entsprechenden DAPI-Filter (340-450 nm, Absorptionsmaximum 360
nm; Nikon GmbH, Diisseldorf) und einem Filter zu Detektion von Cy3- bzw. Cy2-markierten
Sekundirantikérpern und dem Program NIS-Elements BR 3.2 (Nikon GmbH, Diisseldorf),
indem der gleiche Bildausschnitt zweimal hintereinander jeweils mit dem entsprechenden
Filter fotografiert wurde und die beiden Bilder {ibereinander gelegt wurden. Eine
Nachbearbeitung hinsichtlich des Kontrasts und der Helligkeit erfolgte mittels des
Bildbearbeitungsprogramms ,,Photoshop* (Adobe Photoshop CS4, Adobe Systems GmbH,
Miinchen).

3.8.11.2 Negativkontrollen

Als Negativkontrolle fiir die CD45R-Immunzytologie wurde reines Ratten-IgG2a (Linaris,
Dossenheim), fiir die CD3-Immunzytologie Kaninchen-Kontrollserum in den entsprechenden

Verdiinnungen der Primérantikorper verwandt.
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3.9 Untersuchungen zur Zentrosomenausstattung

3.9.1 Probenvorbereitung

Zur Untersuchung der Zentrosomenausstattung der Large Granular Lymphocytes wurden
zundchst 15 ml Zellsuspension aus den Kulturflaschen entnommen, in Kkonische
Zentrifugationsrohrchen iiberfiihrt und fiir 7 min bei 4 °C mit 700 x g abzentrifugiert (Rotina
48 C, Andreas Hettich, Tuttlingen). Im Anschluss wurde das dabei gewonnene Zellpellet in
sterilem PBS (pH 7,4, sieche 8.3.3 im Anhang), resuspendiert. Dieser Vorgang wurde
insgesamt dreimal wiederholt. Im Anschluss daran wurde mittels einer Zytozentrifuge
(Shandon Elliott Cytospin Centrifuge) ein Zytozentrifugenpréparat erstellt, indem die Zellen 5
min mit 250 x g auf die Objekttriger (Polysine™ Objekttriger, R. Langenbrinck, Teningen)

aufgebracht wurden.

3.9.2 Seren

Zum Blocken wurde 5 % Ziegenserum in PBS benutzt.

3.9.3 Antiseren
Zum Nachweis von y-Tubulin, welches das Hauptprotein der Zentrosomen ist, wurde ein
monoklonaler Antikorper aus der Maus (monoclonal Anti-y-Tubulin, Clone GTU-88, Sigma-

Aldrich, Steinheim) verwandt, welcher 1:500 in TBS/1 %BSA verdiinnt wurde.

Als Sekundirantikorper kam ein Cy 3-markierter Antikorper aus dem Schaf (Cy 3-conjugated
AffiniPure Goat-Anti-Mouse IgG (H+L), Dianova GmbH, Hamburg) 1:500 in TBS verdiinnt

zum Einsatz.

3.9.4 Fluoreszenz-Kernfarbstoff
Um die Zellkerne eindeutig zu identifizieren und somit eine Zuordnung der Zentrosomen zu
ermoglichen, wurde DAPI (Stammlosung: 2 mg/ml, Carl Roth, Karlsruhe) als Kernfarbstoff

in einer Verdiinnung von 1:500 in TBS verwandt.

Die weiteren Schritte erfolgten weitestgehend entsprechend den Angaben von Miki et al.
(2004), wobei bei der Permeabilisierung geringfiigig vom vorgegebenen Protokoll

abgewichen wurde (siehe 3.9.5 im Anhang).
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3.9.5

Vorbehandlung

Die Zytozentrifugenpriparate wurden zundchst fiir 20 min in 10 % Formalin mit 10 %

Methanol bei Raumtemperatur fixiert und anschlieBend luftgetrocknet. Im Anschluss erfolgte

eine S5-miniitiges Waschen in PBS (pH 7,4, siehe 8.3.3 im Anhang).

Die Permeabilisierung der Zellmembran erfolgte in 0,25 % Triton X-100 in PBS (Serva
GmbH, Heidelberg) fiir 15 min.

3.9.6

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Durchfiihrung der Immunfluoreszenz

Umsetzten der Objekttriiger in Coverplates™ (Shandon Racks, Thermo Scientific,

Dreieich)

Auftragen der Blockierungslosung (5 % Ziegenserum in PBS) und Inkubation fiir eine

Stunde bei Raumtemperatur

Auftragen von 100 ul des Primérantikdrpers (monoclonal Anti-y-Tubulin, Clone
GTU-88, Sigma-Aldrich, Steinheim) 1:500 verdiinnt in TBS/1 % BSA und Inkubation
tiber Nacht bei 4 °C

Dreimaliges Spiilen mit TBS durch Einbringen von je 2 ml Puffer in die

Coverplates™

Auftragen von 100 pl des Sekundirantikorpers (Cy 3-conjugated AffiniPure Goat-
Anti-Mouse IgG (H+L), Dianova GmbH, Hamburg) 1:100 in TBS und Inkubation fiir
90 min bei Raumtemperatur (ab diesem Schritt wurden die Schnitte im Dunklen

inkubiert)

Dreimaliges Spiilen mit TBS durch Einbringen von je 2 ml Puffer in die

Coverplates™

Auftragen von 100 pl des Fluoreszenzfarbstoffes DAPI (siehe 3.9.4 im Anhang) 1:500

verdiinnt und Inkubation fiir 10 min

Dreimaliges Spiilen mit TBS durch Einbringen von je 2 ml Puffer in die

Coverplates™

Manuelles Eindecken mit 40 ul Einbettmedium (Entellan, Merck KGaA, Darmstadt)
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Im Anschluss konnen die Objekttriger bei 4 °C im Kiihlschrank gelagert werden.

3.9.6.1 Negativkontrolle
Die Negativkontrolle wurde anstatt mit dem Primérantikorper mit TBS/1 % BSA inkubiert.

3.9.7 Nachweis von y-Tubulin an FFPE-Material

Die Schnitte wurden zunichst jeweils 3 min mit dreimaliger Wiederholung entparaffiniert und
rehydriert in Xylol-Ersatz (Roti-Histol®), anschlieBend zweimal je 3 min in Isopropanol und
je 3 min in 96 %igem und 80 %igem Alkohol. Nach zweimaligem Waschen mit Aqua dest.
erfolgte die Proteolyse mit 0,01 % Trypsin in PBS (Trypsin from hog pancreas 127 U/mg,
Sigma-Aldrich, Steinheim) fiir 10 min bei 37 °C im Wasserbad. Die Schnitte wurden zweimal
mit PBS gespiilt und anschlieBend in die Coverplates™ (Shandon Racks, Thermo Scientific,
Dreieich) umgesetzt. Ab diesem Zeitpunkt war das Protokoll identisch mit dem fiir die
Zytozentrifugenpriparate. Am Ende wurden die Schnitte in der aufsteigenden Alkoholreihe
(1 x 50 %iger Alkohol, 1 x 80 %iger Alkohol, 1 x 96 %iger Alkohol), zweimal in Isopropanol
und dreimal in Xylol-Ersatz (Roti-Histol®) jeweils 3 min entwissert und mit Folie im

Eindeckautomaten (TissueTec®, Vogel Wilhelm GmbH, Gieflen) eingedeckt.

3.9.8 Zytologische Auswertung
Die Auswertung am Fluoreszenzmikroskop wurde wie unter 3.8.11.1 beschrieben

durchgefiihrt.

Als positives Signal wurden nur die roten Signale gewertet, die sich innerhalb einer Zelle,

zumeist nah des Zellkern befanden.

3.9.9 Statistische Auswertung

Die Zellen wurden hinsichtlich ihrer Chromosomenzahl pro Zelle beurteilt. Dabei wurde
mittels des Chi-Quadrat-Tests nach Pearson mit Hilfe eines Statistikprogramms (SPSS
Statistics 22, IBM, Ehningen) auf die Frage hin untersucht, ob ein signifikanter Unterschied
zwischen den Kontrollzellen und den Zellen aus Passage 10, den Kontrollzellen und den
Zellen aus Passage 80 und zwischen den Zellen aus Passage 10 und Passage 80 festzustellen
war. Ebenso wurde die Zentrosomenzahl (siehe 3.1.2.1) untersucht. Das Signifikanzniveau

wurde auf 0<0,05 festgelegt.
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3.10 Durchflusszytometrie

Bei der Durchflusszytometrie werden optische Signale einer zuvor mit einem
Fluoreszenzfarbstoff markierten Zelle durch Laserstrahlen analysiert. Dabei wird zwischen
einem ,,Forward Scatter, der das Volumen einer Zelle anhand der Beugung des Lichts im
flachen Winkel analysiert und einem ,,Side Scatter, mit dem Aussagen iiber die Granularitit
einer Zelle anhand der Brechung der Lichts im rechten Winkel gemacht werden konnen,
unterschieden. Durch die Markierung mit einem an einen fluoreszenzmarkierten
Sekundirantikorper gebundenen Primérantikorper konnen Riickschliisse auf die Expression
verschiedener Oberflichenmolekiile gezogen werden. Um die zu untersuchende
Zellpopulation definieren zu konnen, wurden die Zellpopulationen durch Bildung von
sogenannten Auswertefenstern (,,Gates*) entsprechend ihrer Eigenschaften zusammengefasst.
Diese FEinteilung wurde anhand der Ansdtze vorgenommen, die nur mit dem Sekundér-

Antikorper inkubiert wurden (Negativkontrollen).

3.10.1 Primérantikorper

Tabelle 7: Primidrantikorper fiir die Durchflusszytometrie

Antikorper/Klon Bezugsquelle (Bestell-Nr.) Verdiinnung

Maus Anti-Katze CD8 (a- und B- | Serotec, Kidlington, UK; (MCA 1347) 1:100
Kette) des CDS, Klon vpg 9

Maus Anti-Katze CD4, Klon vpg | Serotec, Kidlington, UK; (MCA 1350) 1:100
38

3.10.2 Sekundirantikorper

Tabelle 8: Sekunddrantikorper fiir die Durchflusszytometrie

Antikorper/Klon Bezugsquelle (Bestell-Nr.) Verdiinnung

Goat Anti-Mouse, FITC Southern Biotech, Birmingham, Alabama | 1:50
USA; (1070-02)

62




Material und Methoden

3.10.3 Versuchsdurchfiihrung der Durchflusszytometrie

Zur Vorbereitung wurden die Zellen auf eine Konzentration von 1 x 10° Zellen/ml eingestellt
und jeweils 150 pl in jede Vertiefung einer 96-well-Platte mit Rundboden (PAA Laboratories
GmbH Pasching, Osterreich) pipettiert. Die Zellen wurden mit 440 x g fiir 3 min bei 20 °C
abzentrifugiert (Zentrifuge 4K15C, Sigma Laborzentrifugen GmbH, Osterode im Harz) und
der Uberstand vorsichtig aus der umgedrehten Platte ausgeschlagen. Das Zellpellet wurde in
50 ul des 1:100 in der Waschlosung (0,01 % NaNj3 in PBS) verdiinnten Primérantikorpers
resuspendiert und fiir 30 min auf Eis inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation und Ausschlagen
des Uberstands aus der Platte wurden die Zellen in 100 pul Waschlsung resuspendiert, erneut
zentrifugiert und nach Ausschlagen des Uberstands das Zellpellet in 50 pl des 1:50 in
Waschlosung verdiinnten Sekundirantikorpers resuspendiert. Ab diesem Zeitpunkt wurde
darauf geachtet, die Zellen vor direktem Lichteinfluss zu schiitzen. Daher wurden sie fiir 30
min auf Eis und im Dunkeln inkubiert. Es erfolgte erneut ein Waschschritt. Dazu wurde das
Zellpellet in 50 ul PBS (pH 7.4, siche 8.3.3 im Anhang) resuspendiert und in die mit 200 pl
PBS (pH 7,4) gefiillten Testrohrchen iiberfiihrt. Die Auswertung erfolgte mit dem Gerit
FACS-Calibur™ (Fa. Becton-Dickinson, Heidelberg) welches mit einem 488 nm-Argon-
Ionen-Laser und einem 635 nm-Dioden-Laser ausgestattet ist (Standort: Institut fiir Hygiene
und Infektionskrankheiten der Tiere der Justus-Liebig-Universitit Gieen). Die
Datenauswertung wurde mithilfe des Computerprogramms FCS-Express (Version 2, De

Novo-Software, Thornhill, Ontario, Kanada) durchgefiihrt.

3.11 Molekularbiologische Untersuchungen

3.11.1 RNS-Isolierung
Die RNS-Isolierung wurde mit Hilfe des Quick-RNA Mini-Prep-Kit (Zymo Research,
Freiburg) durchgefiihrt, aus dem die im Anschluss aufgefiihrten Komponenten stammen.

Dafiir wurde zunichst ein DNase-I-Mix- in einem sterilen Eppendorfgefil} angesetzt:

Tabelle 9: DNase-I-Mix

Komponente Volumen
DNase Reaction Buffer Sul
10 x DNase-free Water 3ul
RNA Wash-Buffer 64 ul
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Die Suspensionzellen (Konzentration: 5 x 10° Zellen/ml) wurden zunichst pelletiert (2000 x g
bei RT) (Mikroliter, Andreas Hettich, Tuttlingen), der Uberstand abgenommen und in 300 pl
RNA-Lysis Buffer resuspendiert und wenige Sekunden gevortext (IKA® MS1 Shaker,
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim). AnschlieBend erfolgte eine erneute Zentrifugation
(10000 x g, 1 min, RT) und der Uberstand wurden auf den Spin-Away-Filter in einem
Collection Tube iiberfiihrt und erneut 1 min bei 10000 x g zentrifugiert, um den GroBteil der
genomischen DNS zu entfernen. Es erfolgte die Zugabe von 300 ul Ethanol. Dieses Gemisch
wurden anschlieend in ein Zymo-Spin IIICG Column {iiberfiihrt und 30 sek bei 10000 x g
zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen und 400 ul RNA Wash-Buffer auf die Séule
gegeben. Nach erneuter Zentrifugation fiir 30 sek (10000 x g) wurden 80 ul DNase-I-Mix
(Tabelle 9) auf die Sidule pipettiert und die Probe fiir 15 min bei RT inkubiert. Nach einer
erneuten Zentrifugation fiir 30 sek (10000 x g) wurden 400 ul RNA-Prep-Buffer dazu
gegeben, die Probe zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. In zwei Schritten wurde
zundchst 700 pl, danach 400 pl RNA Wash-Buffer auf die Sédule gegeben. Dazwischen und
erfolgte eine erneute Zentrifugation (30 sek, 10000 x g), im Anschluss wurde die Probe fiir 2
min zentrifugiert, um den Waschpuffer zu entfernen. Die Séule wurde auf ein steriles
Eppendorfgefal umsetzt und 30 ul RNAse freies Wasser direkt auf die Saule gegeben und
anschlieend auf Hochstgeschwindigkeit fiir 30 sek zentrifugiert. Im Anschluss konnte die
Konzentration der isolierten RNS direkt bestimmt und die RNS weiter verwendet oder

eingefroren werden.

3.11.2 Messung der isolierten RNS

Der RNS-Gehalt wurde mit Hilfe eines Spektralphotometers (NanoDrop 2000c, Thermo
Fisher Scientific Inc., Waltham, Massachusetts, USA) gemessen. Fiir die Nullwertmessung
wurde RNase freies Wasser verwendet. Im Anschluss konnte der RNS-Gehalt bestimmt

werden. Als Probenvolumen wurden dabei die vom Hersteller empfohlenen 2 ul gewihlt.

3.11.3 Isolierung von DNS mit AquaGenomic™

Fiir die DNS-Isolierung wurden die Zellen zunichst auf eine Konzentration von 1 x 10°
Zellen/ml eingestellt und 1 ml Zellsuspension in ein 1,5 ml Eppendorfgefi3 tiberfiihrt. Durch
Zentrifugation mit 2000 x g (Mikroliter, Andreas Hettich, Tuttlingen) bei Raumtemperatur
wurde ein Zellpellet erstellt. Dann erfolgte die DNS-Isolierung:
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1. Extraktion der DNS

Zuniachst wurde das Zellpellet in 100 pul AquaGenomic™ (MoBiTec GmbH, Gottingen)
resuspendiert und 30 sek gevortext (IKA® MS1 Shaker, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim). Es folgte eine 4-miniitige Inkubation bei Raumtemperatur und die Losung wurde

erneut fiir 30 sek gevortext.
2. Pelletieren des Zelldebris

Die Zellsuspension wurde fiir 2 min bei Raumtemperatur mit 15000 x g zentrifugiert
(Eppendorfzentrifuge 5415C, Eppendorf GmbH, Hamburg) um den Zelldebris

abzuzentrifugieren.
3. Pelletieren der DNS

Der Uberstand wurde in ein neues 1,5 ml EppendorfgefiB iiberfiithrt und 90 pul 100 %iges
Isopropanol zugegeben. Im Anschluss wurde die Losung 30 sek gevortext; zu diesem
Zeitpunkt war die DNS bereits als kleiner weiller Strang sichtbar. Die DNS wurde 2 min bei
Raumtemperatur mit 15000 x g zentrifugiert (Eppendorfzentrifuge 5415C, Eppendorf GmbH,
Hamburg) und damit pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen. Es erfolgte eine zweimalige
Waschung mit 1 ml 70 %igem Ethanol, welches anschliefend entfernt wurde und das Pellet
bei gedffnetem Deckel einige Minuten getrocknet wurde. Das Pellet wurde in 100 pul 10 mM
Tris (s. 8.3.3) gelost und anschlieBend 30 sek gevortext.

Uber Nacht konnte die DNS rehydrieren. Am nichsten Tag wurde die Losung fiir 30 sek bei
Raumtemperatur mit 15000 x g zentrifugiert (Eppendorfzentrifuge 5415C, Eppendorf GmbH,

Hamburg), der Uberstand konnte in ein neues 1,5 ml EppendorfgefiB iiberfiihrt werden.

3.11.4 Messung der isolierten DNS

Der DNS-Gehalt wurde mit Hilfe eines Spektralphotometers (NanoDrop 2000c, Thermo
Fisher Scientific Inc., Waltham, Massachusetts, USA) gemessen. Fiir die Nullwertmessung
wurde DNS-freier Rehydrierungspuffer (10 mM Tris (s. 8.3.3)) verwendet. Im Anschluss
konnte der DNS-Gehalt bestimmt werden. Als Probenvolumen wurden dabei die vom

Hersteller empfohlenen 2 pl gewihlt.
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3.11.5 Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) basiert auf dem Prinzip, dass eine bestimmte Sequenz
des DNS-Ausgangsmaterials in mehreren Zyklen mit Hilfe von zwei, die zu suchende
Sequenz flankierenden Primern und einer DNS-Polymerase vervielfiltigt wird. Dieses Prinzip
wurde bereits in den 80er Jahren von Saiki et al. (1985) und Mullis et al. (1986) entwickelt,

wobei letzterer sieben Jahre spéter dafiir den Chemie-Nobelpreis erhielt.

3.11.5.1 RT-Reaktion

Die Reverse-Transkriptase-Reaktion oder auch RT-PCR ermoglicht ein Umschreiben von
RNS in ¢cDNS, welche dann als Vorlage-DNS fiir weitere PCRs zur Verfiigung steht. Die
erste Beschreibung einer solchen Umschreibung von RNS in cDNS mit Hilfe einer Reversen-

Transkriptase erfolgte bereits Anfang der 70er Jahre durch Spiegelman et al. (1971).

Die Durchfithrung erfolgte nach den Herstellerangaben des Kits (Quiagen QuAntiTect
Antisense Transcription Kit, Quiagen, Hilden). Dazu wurde der RNS-Gehalt dhnlich wie
unter 3.11.2 beschrieben pro ul bestimmt und anschlieBend entsprechend verdiinnt, sodass
beim FEinsetzten von 6 pul eine Konzentration von 150 ng/ul entstand. Die
Reaktionskomponenten wurden wie folgt in ein PCR-Tube gegeben, nachdem sie aufgetaut,
wenige Sekunden gevortext (IKA® MS1 Shaker, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim)
und kurz abzentrifugiert (SpectrafugeTM Mini, Laboratory Centrifuge, Labnet International,

Edison, New Jersey, USA) wurden.

Tabelle 10: Ansatz 1 fiir die RT-Reaktion

Reaktionskomponente Volumen/Reaktion Endkonzentration
gDNS Wipeout Buffer 7x 2 ul 1x
Template RNS 6 ul

RNase-freies Wasser 6 ul

Anschliefend erfolgte eine Inkubation fiir 2 min bei 42 °C im Cycler zur Entfernung von
genomischer DNS. Die PCR-Versuche wurden alle mit Thermocyclern des Typs Multicycler
PTC 200 (Biozym Diagnostik GmbH, Oldendorf) durchgefiihrt. Ab diesem Zeitpunkt wurden
die Proben auf Eis gehalten. Es erfolgte der Ansatz des Antisensetranskriptasemix nach

entsprechendem Rezept:

66




Material und Methoden

Tabelle 11: Ansatz 2 fiir die RT-Reaktion

Reaktionskomponente Volumen/Reaktion Endkonzentration
Quantitative Antisense Transkriptase 1l

Quantiscript RT Buffer, 5x 4 ul 1x
RT-Primermix 1l

Template RNS 14 ul

Die PCR-Tubes wurden erneut wenige Sekunden gevortext und abzentrifugiert und dann
zunéchst fiir 15 min bei 42 °C und im Anschluss fiir 3 min bei 95 °C inkubiert. Am Ende
erfolgte eine Kiihlung auf 4 °C und die cDNS konnte direkt weiter verwendet oder bei -20 °C

gelagert werden.

3.11.6 PCR zum Nachweis eines T-Zell-Rezeptor-Rearrangements

Der Nachweis des T-Zell-Rezeptors-Rearrangements wurde iiber die Amplifikation der CDR3
abgeschitzt. Die PCR wurde mit von Moore et al. (2005) entwickelten Primern durchgefiihrt.
Dafiir wurden aus den als Lyophylisat gelieferten Primern (biomers.net GmbH, Miinster)
zundchst mit 10 mM Tris (s. 8.3.3) eine Stammldsung mit einer Konzentration von 100
pmol/ul hergestellt, welche dann zu einer Gebrauchslosung von 10 pmol/ul verdiinnt wurde.

Tabelle 12: Sequenz und Orientierung der Primer zum Nachweis eines T-Zell-Rezeptor-
Rearrangements

Primer Basensequenz (5'-3") Orientierung
TCRG V AAGAGCGAYGAGGGMGTGT Sense
TCRG]J CTGAGCAGTGTGCCAGSACC Antisense

Fiir die Reaktion wurde das Quiagen® Multiplex PCR Kit (Quiagen, Hilden) eingesetzt,
welches eine effiziente Amplifikation von zwei oder mehr Primern ermoglicht und zusitzlich
den Vorteil bietet, dass eine sogenannte ,hotstart“ Tag-Polymerase (HotStarTag®DNS
Polymerase) verwendet wird, welche zunichst in inaktivier Form vorliegt und erst fiir 15 min
bei 95 °C aktiviert werden muss. Dadurch wird eine Fehlanlagerung der Primer wéhrend der
Vorbereitungsphase verhindert. Die aus den S87-Zellen isolierte DNS und die der
Positivkontrolle (s.u.) wurden in einer Konzentration von 50 ng/ul eingesetzt. Die Proben
wurden stets im Doppelansatz angesetzt. Die Zusammensetzung des PCR-Ansatzes erfolgte

folgendermalen:
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Tabelle 13: Zusammensetzung fiir den Mastermix zum Nachweis eines T-Zell-Rezeptor-
Rearrangements

Reagenz Konzentration Volumen pro Ansatz (ul)
Steriles Wasser 10,5

»2 X Quiagen Multiplex Master Mix 2fach konzentriert 12,5
Sense-Primer 10 uM 0,5
Antisense-Primer 10 uM 0,5

Template DNS 1

Die Reaktionsbedingungen wurden entsprechend den Angaben von Moore et al. (2005)
gewihlt, wobei die Zeitintervalle geringfiigig vom Ursprungsprotokoll abwichen und im
Multicycler PTC 200 (Biozym Diagnostik GmbH, Oldendorf) eingestellt:

Tabelle 14: Reaktionsbedingungen fiir die PCR zur Uberpriifung eines T-Zell-Rezeptor-
Rearrangements

Reaktionsschritt Zeit Temperatur (°C) | Zahl d. Wdh.
Denaturierung und Aktivierung der Polymerase 15 min 95
Schmelzen 30 sek 94 5
Anlagern 90 sek 70
Schmelzen 30 sek 94 5
Anlagern 90 sek 68
Schmelzen 30 sek 94 34
Anlagern 90 sek 65
Abschlielende Verlingerung 10 min 72
Kiihlen Bis zur 4

Entnahme
3.11.6.1 Kontrollen

Fiir die Negativkontrolle wurde die DNS durch die gleiche Menge an sterilem Wasser ersetzt.
Als Positivkontrolle wurde ein felines T-Zell-Lymphom im Mediastinum gewdhlt, welches
routinemdBig in Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet worden ist. Im Rahmen einer
anderen Dissertation wurde die DNS mittels Hitzebehandlung, Chelex 100 und Chloroform
isoliert und bei -20 °C gelagert (Fischer, 2013).
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3.11.7 PCR zum Nachweis eines Rearrangements der B-Zell-Rezeptorgene

Der Nachweis eines B-Zell-Rezeptor-Rearrangements erfolgte mittels Amplifikation des
CDR3 der schweren Kette. Dabei wurde eine Multiplex-PCR mit fiinf, von Henrich et al.
(2009) entwickelten Primern gewdhlt. Dafiir wurden aus den als Lyophylisat gelieferten
Primern (biomers.net GmbH, Miinster) zunichst mit 10 mM Tris (s. 8.3.3) eine Stammldsung
mit einer Konzentration von 100 pmol/ul hergestellt, welche dann zu einer Gebrauchslosung

mit einer Konzentration von 10 pmol/ul mit sterilem Wasser verdiinnt wurde.

Tabelle 15: Sequenz und Orientierung der Diagnostik-Primer

Primer Basensequenz (5'-3") Orientierung
VIFRIII GAAGTTCCAGGGCAGACTCAC Sense
V3FRIII CCGTGAAGGGCCGATTCAC Sense
Jfaml CACCGTCACCAGGGCTCCTTG Antisense
Jfam2k CACGGTGACCAGGGTC Antisense
Jfam3k ACGGTGACCAGGGTA Antisense

Die Anwendung der Multiplex-PCR ermoglicht das Ansetzen aller fiinf Primer in einem PCR-
Reaktionsgefi3. Die Zusammensetzung der Komponenten erfolgte, nachdem sie aufgetaut,
wenige Sekunden gevortext (IKA® MSI Shaker, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim)
und kurz abzentrifugiert (SpectrafugeTM Mini, Laboratory Centrifuge, Labnet International,
Edison, New Jersey, USA) wurden, folgendermal3en:

Tabelle 16: Zusammensetzung der Komponenten fiir die Amplifikation der CDR3 der schweren
Kette des felinen Immunglobulins

Reagenz Konzentration Volumen pro Ansatz (ul)
Steriles Wasser 9

,»2 X Quiagen Multiplex Master Mix* 2 fach konzentriert 12,5

V1FRIII 0,5

V3FRIII 0,5

Jfaml 0,5

Jfam2k 0,5

Jfam3k 0,5

Template DNS 1
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Die Reaktionsbedingungen entsprachen folgenden, von Henrich et al. (2009) festgelegten
Bedingungen im Multicycler PTC 200 (Biozym Diagnostik GmbH, Oldendorf):

Tabelle 17: Reaktionsbedingungen fiir die Amplifikation der CDR3 der schweren Kette des felinen
Immunglobulins

Reaktionsschritt Zeit Temperatur (°C) | Zahl d. Wdh.

Denaturierung und Aktivierung der Polymerase 15 min 95 -

Schmelzen 15 sek 92

Anlagern 90 sek 68,5 35

Verlidngern 10 sek 72

Abschlielende Verlingerung 5 min 72 -

Kiihlen Bis 4 -
Entnahme

3.11.7.1Kontrollen

Fiir die Negativkontrolle wurde die DNS durch die gleiche Menge an sterilem Wasser ersetzt.

Als Positivkontrolle wurde ein Plasmid (LV1.1.34) gewihlt (Henrich, 2008).

3.11.8 PCR zum Nachweis des FeLV-Provirus

Da die endogen vorliegenden FeL'V-verwandten Abschnitte im Katzengenom Ahnlichkeit zu
den Strukturproteinen von FeLLV haben, erfolgt der Nachweis aus dem U3-LTR Bereich des
proviralen Genoms. In diesem Bereich findet keine Amplifikation von endogenen Sequenzen

statt, und es finden sich in diesem Bereich deutliche Sequenzunterschiede zu den exogenen

Proviren (Berry et al., 1988; Casey et al., 1981; Kumar et al., 1989; Okabe et al., 1978).

3.11.8.1Semi-nested PCR

Bei diesem Vorgang werden zwei getrennt voneinander laufende Reaktionen hintereinander
geschaltet. Dabei wird das PCR-Produkt der ersten Reaktion erneut mit einem neuen Sense-
Primer, der innerhalb des durch die ersten beiden Primer begrenzten Abschnitts liegt, mit dem
Antisense-Primer aus der ersten Reaktion kombiniert. Durch diese Methode konnen auch sehr
kleine DNS-Mengen amplifiziert und gleichzeitig ungewollte Amplifikate aus der ersten

Reaktion vermieden werden.

Als Primer fiir die erste Reaktion wurden folgende von Jackson et al. (1993) (Sense-Primer
der ersten Reaktion) und Schwartz (2001) (Sense-Primer der zweiten Reaktion und Antisense-
Primer) gewihlt, welche in dieser Konstellation von Suntz et al. (2007; 2010) erstmals
beschrieben wurden. Dafiir wurden aus den als Lyophylisat gelieferten Primern (biomers.net
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GmbH, Miinster) zundchst mit 10 mM Tris (s. 8.3.3) eine Stammldsung mit einer
Konzentration von 100 pmol/ul hergestellt, welche dann zu einer Gebrauchslosung mit einer

Konzentration von 10 pmol/ul mit sterilem Wasser verdiinnt wurde.

Tabelle 18: Sequenz und Orientierung der FeLV-Primer

Primer Basensequenz (5'-3") Orientierung
Sense-Primer 1. Reaktion TTACTCAAGTATGTTCCCATG Sense
Sense-Primer 2. Reaktion CTTGAGGCCAAGAACAGTTA Sense
Antisense-Primer AGGTCGAACTCTGGTCAACT Antisense

3.11.8.1.1 Durchfiihrung

Bei der ersten Reaktion erfolgte die Kombination des ersten Sense-Primers mit dem
Antisense-Primer. In der zweiten Reaktion wurde ein neuer Sense-Primer mit dem Antisense-
Primer der ersten Reaktion kombiniert und als Template-DNS das Amplifikat der ersten
Reaktion genutzt. Die Komponenten wurden wenige Sekunden gevortext (IKA® MS1 Shaker,
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim) und abzentrifugiert und danach folgendermal3en

fiir beide Reaktionen in ein PCR-Tube gefiillt:

Tabelle 19: Zusammensetzung der Mastermix-Komponenten der ersten und zweiten Reaktion

Reagenz Konzentration Volumen pro Ansatz (ul)
Steriles Wasser 17,9

10x Reaktionspuffer 1 fach konzentriert 2,5
dNTP-Mix Gebrauchslosung (je dNTP 10 | dATP:dTTP:dGTP:dCTP 0,5

mM) (1:1:1:1), je 0,2 mM

Sense-Primer 1
Antisense-Primer 1

TAQ-DNS Polymerase 0, 75U 0,1

Template 2

Die Reaktionsbedingungen fiir die erste Reaktion entsprachen den Angaben von Suntz (2007;

2010):
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Tabelle 20: Reaktionsbedingungen der ersten Reaktion im Rahmen der semi-nested PCR zum
Nachweis von FeLV-Provirus

Reaktionsschritt Zeit Temperatur (°C) | Zahl d. Wdh.

Denaturierung 120 sek 94 -

Schmelzen 60 sek 92

Anlagern 30 sek 55 34

Verlidngern 30 sek 72

Abschliefende Verldngerung 60 sek 72 -

Kiihlen Bis 4 -
Entnahme

Auch die Reaktionsbedingungen fiir die zweite Reaktion entsprachen den Angaben von Suntz

(2007; 2010):

Tabelle 21: Reaktionsbedingungen der zweiten Reaktion im Rahmen der semi-nested PCR zum
Nachweis von FeLV-Provirus

Reaktionsschritt Zeit Temperatur (°C) | Zahl d. Wdh.

Denaturierung 120 sek 94 -

Schmelzen 60 sek 92

Anlagern 30 sek 52,7 29

Verlidngern 30 sek 72

Abschlielende Verldngerung 120 sek 72 -

Kiihlen Bis 4 -
Entnahme

3.11.8.2Kontrolle

Fiir die Negativkontrolle wurde die Template-DNS durch die gleiche Menge sterilen Wassers
ersetzt. Als Positivkontrolle wurde die aus dem Knochenmark isolierte DNS einer FeLLV-

positiven Sektionskatze eingesetzt.

3.11.9 PCR zum Nachweis einer p53-Mutation
Da p53-Mutationen hédufig mit chromosomaler Instabilitit vergesellschaftet sind (siehe
Literaturiibersicht), wurde eine PCR und anschlieBend eine Sequenzierung zur Detektion von

Mutationen im p53-Gen durchgefiihrt.

Fiir die PCR wurden mehrere Primersysteme verwandt, um eine relativ groe Spanne der p53-

Sequenz abdecken zu konnen. Als Template-DNS wurde eine zuvor mittels RT-Reaktion
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amplifizierte cDNS genutzt. Dafiir wurden aus den als Lyophylisat gelieferten Primern
(biomers.net GmbH, Miinster) zunédchst mit 10 mM Tris (s. 8.3.3) eine Stammldsung mit
einer Konzentration von 100 pmol/ul hergestellt, welche dann zu einer Gebrauchslésung mit

einer Konzentration von 10 pmol/ul mit sterilem Wasser verdiinnt wurde.

Die ersten vier Primer (cSP53-1, cAP53-1, ¢cSP53-2 und cAP53-2) stammten aus einer Arbeit
von Miki et al. (2004), die anderen wurden fiir die vorliegende Arbeit neu entwickelt. Diese
wurden mit Hilfe des online  verfiigbaren = Programms  ,,Primer-BLAST*
(http://www .ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cgi) auf Grundlage der felinen p53-
Sequenz (GenBankID: D26608.1) erstellt.

Tabelle 22: Basensequenzen und Orientierung der Primer zur Analyse der p53-Sequenz

Primer Basensequenz (5'-3") Orientierung
cSP53-1 CCAGGACGGTGACACGCTC Sense
cAP53-1 ACGACGCTATGTCGGAAAG Antisense
cSP53-2 ATCTCATCCGAGTGGAAG Sense
cAP53-2 AAATGCCAGGGAAGGAGG Antisense
cSP53-3 CCAGCCACCTGAAGGCTAAG Sense
cAP53-3 TCCCACCTCCCCCTACTAAC Antisense
cSP53-4 GGATGCCCAGAGTGGAAAGG Sense

Die Reaktionskomponenten wurden wie folgt in ein PCR-Tube gegeben, nachdem sie
aufgetaut, einige Sekunden gevortext (IKA® MS1 Shaker, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim) und abzentrifugiert (SpectrafugeTM Mini, Laboratory Centrifuge, Labnet
International, Edison, New Jersey, USA) wurden.

Tabelle 23: Zusammensetzung der Reaktionskomponenten fiir die PCR zum Nachweis von p53-
Mutationen

Reagenz Konzentration Volumen pro Ansatz (ul)
Steriles Wasser 9,5

»2 X Quiagen Multiplex Master Mix 2fach konzentriert 12,5
Sense-Primer 0,5
Antisense-Primer 0,5
Template-DNS 2
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Als Reaktionsbedingungen fiir den Multicycler PTC 200 (Biozym Diagnostik GmbH,
Oldendorf) wurden gewdhlt:

Tabelle 24: Reaktionsbedingungen fiir die PCR zum Nachweis von p53-Mutationen

Reaktionsschritt Zeit Temperatur (°C) | Zahl d. Wdh.

Denaturierung und Aktivierung der Polymerase 15 min 95 -

Schmelzen 30 sek 94

Anlagern 90 sek 56 35

Verlidngern 90 sek 72

Abschlielende Verldngerung 10 sek 72 -

Kiihlen Bis 4 -
Entnahme

3.11.10 Agarosegelelektrophorese

Die Darstellung der PCR-Produkte erfolgte nach Auftrennung im 2 %igen Agarosegel in 0,5 x
TBE-Puffer (sieche 8.3.3 im Anhang). Dafiir wurden 2,2 g Agarose (Biozym Diagnostic
GmbH, Oldendorf) in 110 g 0,5 x TBE-Puffer zunichst ein der Mikrowelle und anschlieBend
auf der Herdplatte gekocht, um die Agarose vollstindig aufzuldésen. Nachdem die Losung
etwas abgekiihlt war, wurden 3,6 ul Midori Green (Biozym Diagnostic GmbH, Oldendorf)
dazugegeben und das Gel in einer GieBkammer mit Plastikrechen zum Erzeugen der
Geltaschen gegossen und ausgehirtet. Danach wurde es in eine Elektrophoresekammer
(Gelkammer Easyphor, Biozym Diagnostic GmbH, Oldendorf) verbracht und anschlieBend
mit 0,5 x TBE-Puffer tiberschichtet. Pro PCR-Ansatz wurden 5 ul Probe mit 1 pl Loading dye
(6 x DNS Loading Dye, Fisher Scientific-Germany GmbH, Schwerte) gemischt und
vorsichtig in die Taschen pipettiert. Als Groenstandard wurde mit dem Enzym MSP 1
geschnittene pUC19-Plasmid-DNS (Fisher Scientific-Germany GmbH, Schwerte) jeweils in
die an die Proben angrenzenden Taschen eingebracht. Mittels des elektrischen
Spannungsgebers (MWG-Biotech, Ebersberg) wurde eine elektrische Spannung von 90 Volt
(Strecke 20 cm) fiir 90 min angelegt.

3.11.11 Visualisierung und Dokumentation

Die Banden wurden mit Hilfe der UV-Transillumination (Vilber Lourmat, Torcy, Frankreich)
bei einer Wellenlinge von 254 nm sichtbar gemacht und mit dem Geldokumentationssystem
Kodak 1.0 ,Digital Imaging* (Eastman Kodak, Inc., Rochester, New York, USA)
abfotografiert.
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3.11.12 DNS-Aufreinigung

3.11.12.1  Aufreinigung mit Amicon Ultrafugal Filter

Die Aufreinigung der amplifizierten DNS wurde mit Amicon Ultra Centrifugal Filter (0,5 ml)
(Merck KGaA, Darmstadt) entsprechend den Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Dazu
wurde die amplifizierte DNS zunichst mit 450 ul sterilem Wasser verdiinnt und in den Filter,
der vorher in das Filtrationscup eingesetzt worden ist, pipettiert. Die Sdule wurde fiir 10 min
mit 14000 x g zentrifugiert (Eppendorfzentrifuge 5415C, Eppendorf GmbH, Hamburg). Der
Durchfluss wurde anschlieBend verworfen, die Sdule umgedreht und in ein neues
Filtrationscup gestellt. Die Saule wurde erneut bei 1000 x g fiir 2 min zentrifugiert und
anschlieend verworfen und die sich im Filtrationscup befindende aufgereinigte DNS in ein

neues 1,5 ml Eppendorfgefil pipettiert.

3.11.12.2  Aufreinigung mit ExoSap

Bei dieser Methode werden zwei hydrolytische Enzyme simultan zur Aufreinigung der DNS
eingesetzt. Die Exonuclease I degradiert einzelstangige DNS in 3°>5° Richtung und entfernt
somit die Primer aus der PCR-Reaktion. FastAP (thermosensitive alkalische Phosphatase)
degradiert die nicht inkorporierten Nukleotide. Die Reagenzien wurden, nachdem sie
aufgetaut, wenige Sekunden gevortext und kurz anzentrifugiert worden waren, entsprechend
den Herstellerangaben von Thermo Scientific (Fisher Scientific-Germany GmbH, Schwerte)

folgendermalien in ein PCR-Tube gegeben:

Tabelle 25: Zusammensetzung der Reaktionskomponenten fiir die DNS-Aufreinigung mit Exosap

Reagenz Konzentration Volumen pro Ansatz (ul)
Exo-Nuclease 97,2

FastAP 14,4

Template 6

Folgendes Programm wurde im Multicycler PTC 200 (Biozym Diagnostik GmbH, Oldendorf)
ausgefiihrt:
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Tabelle 26: Reaktionsbedingungen fiir die DNS-Aufreinigung mit Exosap

Reaktionsschritt Zeit Temperatur (°C)
Dephosphorylierung 10 min 37
Inaktivierung 5 min 75
3.11.13 Aufarbeitung zur Sequenzierung

Die Sequenzierung der amplifizierten Fragmente wurde mit den verwendeten PCR-Primern in

Vorwirts- und Riickwirtsrichtung von der Firma GATC Biotech AG (K6ln) durchgefiihrt.

3.11.14 Auswertung der Sequenzierungsergebnisse
Die Sequenzierungsergebnisse wurden mit Hilfe des Computerprogramms BioEdit (Ibis

Biosciences, Carlsbad, CA) ausgewertet.
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4 Ergebnisse

4.1 Morphologische Charakteristika

In den Giemsa-gefiarbten Zytospinpriparaten (Abbildung 4) stellten sich die Zellen als grof3e,
runde bis rund-ovoide, blastoide Zellen mit einer Gré3e von 10-20 um dar. Sie wiesen einen
groBBen, zum Teil gelappten Nukleus mit feiner Chromatinstruktur und einen deutlichen
Nukleolus, teilweise auch mehrere oder sogar Makronukleoli auf. Zudem zeigten sie eine
deutliche Anisozytose und Anisokaryose und ein hohes Kern-Zytoplasmaverhiltnis. Eine
hohe Mitoserate mit atypischen Mitosefiguren sowie zwei- oder dreikernige Zellen konnten
dokumentiert werden. Ein Teil der Zellen enthielt in einem schwach basophilen Zytoplasma
unterschiedlich groBe, azurophile Granula und zudem einige helle, scharf umschriebene
Vakuolen. Im Zytospinpriparat lagen die Zellen hiufig dicht in kleinen Gruppen von bis zu
15 Zellen zusammen. In Hidmatoxilin-Eosin-gefirbten Schnitten eines in Formalin fixierten
und in Paraffin eingebetteten Pellets stellten sich die Zellen aufgrund der
Schrumpfungsartefakte deutlich kleiner dar (bis 10 um grof3). Sie waren rund bis teilweise
polygonal mit einem deutlichen, basophilen Zellkern und einem eosinophilen Zytoplasma.
Eine Granulierung lief sich im Hamatoxilin-Eosin-gefiarbten FFPE-Priaparat (Abbildung 4)
nicht nachvollziehen. In der Toluidinblaufirbung zeigten die Zellen keine metachromatischen

Farbeffekte.

Abbildung 4a), b): S87-Zellen im Giemsa-gefirbten Zytospinpriparat; ¢) HE-gefiarbten Schnitten
aus FFPE-Material

a) b)

! 10m' |_10U"1_{
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4.1.1 Elektronenmikroskopie

Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen wurden in Zusammenarbeit mit dem Institut fiir
Veterindr-Anatomie, -Histologie und Embryologie der Justus-Liebig-Universitit Gieflen
erstellt. Die Bilder, die mit dem Transmissionselektronenmikroskop aufgenommen wurden,
spiegeln in weiten Teilen die Befunde der zytologischen Priparate wider. So konnte auch hier
ein sehr enger Zell-zu-Zellkontakt festgestellt werden. Die Zellen lagen dicht aneinander,
ohne dass jedoch eine direkte Verbindung zwischen den Zellen erkennbar war (Abbildung
5¢). Form und GroBe der Einzelzellen divergierten stark zwischen rund und oval, zum Teil
konnten auch abgerundete oder lidngliche Zytoplasmaausldufer registriert werden, wie sie
typisch fiir Lymphozyten sind. Einige Zellen wiesen in der Zellperipherie groBle, optische
leere Vakuolen auf, die einen Durchmesser von bis zu 0,8 pum zeigten. In einigen Fillen liel
sich elektronenmikroskopisch ein sehr dichtes, homogenes Material in Hohlrdumen erkennen,
welches die intrazytoplasmatischen Granula darstellt, der die Zellen ithren Namen verdanken.
Die Kerne waren bis zu 9 pm grof3 und lagen zumeist zentral, zum Teil auch exzentrisch. Das
Zytoplasma enthielt eine mittlere Menge an Zellorganellen wie beispielsweise Mitochondrien,
den Golgi-Apparat und das raue und glatte endoplasmatische Retikulum. Als sehr dichte,
ungefahr 2-3 pm groBe Strukturen lieBen sich die Chromosomen in der Metaphase

identifizieren (Abbildung 5c). Viruspartikel konnten nicht detektiert werden.

Abbildung 5 a-c: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von S87 mit a) 3000facher b) 20000facher
¢) und 12000facher VergroBerung bei 80 kv

Mehrkernige Zellen, zum Teil Zellen mit fingerformigen Zytoplasmaausldufern und Mitosefiguren
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4.2 Eigenschaften der Zellen in Kultur

Die Zellen stellten sich in Kultur als nicht-adhédrente Suspensionszellen dar, die bei gutem
Wachstum Zellhaufen (Cluster) von bis zu 60 Zellen bildeten. Der prozentuale Anteil der
toten, mittels Trypanblauausschlussfarbung detektierten Zellen in der regelmédfBig mit
frischem Medium versorgten und einmal die Woche passagierten Kultur betrug ungefihr
15 %. Die Zellen wurden knapp zwei Jahre konstant in Kultur gehalten und befanden sich
zum Zeitpunkt der Erstellung der Arbeit in der 90. Passage. Mehrfach wurden eingefrorene
Zellen verschiedener Passagen aufgetaut und erneut bis zu anderthalb Jahre in Kultur
gehalten. Hierbei zeigte sich, dass es sich fiir das Zellwachstum am giinstigsten gestaltet,
wenn die Zellen zunichst mit einer Dichte von 5 x 10° Zellen/ml in eine 24-well-Platte (PAA
Laboratories GmbH, Pasching, Osterreich) ausgesit wurden und ihnen dadurch ein enger
Zellkontakt ermoglicht wurde. Durch die Zugabe von Medium mit einem fetalem
Kilberserum-Anteil von 20 % konnte das Wachstum zusitzlich angeregt werden. Erst wenn
die Zellen die Dichte erreicht hatten, bei der sie optisch fast die gesamte Bodenfliche einer
Vertiefung ausfiillten, wurden sie in eine 25 cm? Zellkulturflasche (Sarstedt, Niimbrecht)
umgesetzt, in der sie dann nach dem iiblichen Protokoll weiter passagiert und regelmiBig mit

frischem Medium versorgt werden mussten.

Abbildung 6: S87 in Kultur, 40fache Vergroerung

4.3 Wachstumscharakteristika

4.3.1 Wachstumskurve und Populationsverdopplungszeit

Fiir die Erstellung einer Wachstumskurve wurde die Zellsuspension zunichst verdiinnt und
die Anfangszellzahl bestimmt. Alle 24 Stunden wurden die Zellen in einer Neubauer-
Zihlkammer erneut gezidhlt und die Zahl notiert. In der halblogarithmischen Darstellung
ergab sich aus diesen Werten die in Abbildung 7 dargestellte Kurve, die zunéchst bis Tag vier
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steil ansteigt und hier einen ersten Peak formt. Danach fallen die Werte wieder ab, sodass der
am filinften Tag gemessene Wert nur knapp iiber dem des dritten lag. Auch die Werte des
sechsten und siebten Messtages lagen noch unterhalb des am vierten Tag gemessenen Wertes,
ab dem achten Messtag stieg die Kurve wieder steiler an, bis schlussendlich ab dem zehnten
Tag eine Plateauphase erreicht wurde, ab der das Zellwachstum anndhernd konstant blieb. Die
aus der Wachstumskurve bestimmte Populationsverdopplungszeit betrug 34 Stunden. Die
Populationsverdopplungszeit, die mit Hilfe der zweiten Steigung ermittelt wurde, betrug 90

Stunden.

Abbildung 7: Wachstumskurve von S87. Die Datenreihen wurden in Passage 40 und in Passage 67
bestimmt und mit Streuung angegeben. Die Populationsverdopplungszeit wurde sowohl in der ersten

Phase des starken Wachstums als auch in der zweiten Phase berechnet.

1.0:107 5

7.9x10° 5

6.3x10° 5
5.0:10°
4.0:10° 4
3.2x10° 4 \i/
%_/
2.5x10°
90 h

2.0x10°

Zellen/mi

1.6x10°

1.3x10°
1.0x108
[——
7.9x10° 4
34 h
6.3x10° 4

5.0x10° T T T T T T T T T T T T T T T T T T T J
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 07 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Messtag

80



Ergebnisse

4.4 Festlegung der Klonierungsgrenze

Die Untersuchungen zur Festlegung einer Klonierungsgrenze wurden mit verschiedenen
Methoden durchgefiihrt, bei denen zu Beginn eine definierte Zellzahl eingesét und bestimmt
wurde. Bei der tdglichen optischen Kontrolle mit Hilfe des inversen Mikroskops musste
darauf geachtet werden, ob durch Zellteilung eine Vermehrung der Zellen stattgefunden hatte.
Der Nachteil dieser Methode bestand vor allem darin, dass die Zellen innerhalb der
Vertiefung frei beweglich waren, sodass jede Vertiefung sehr genau untersucht werden
musste, damit keine Zelle iibersehen wurde. Zudem musste darauf geachtet werden, dass die
Platte sehr ruhig gehalten wurde und das Medium nach Moglichkeit nicht in Bewegung geriet,
da die Zellen sonst aufschwammen und nicht mehr in der Plattenboden-Ebene zu finden
waren. Als weiterer Nachteil entpuppte sich die fehlende Moglichkeit, zwischen lebenden und
toten Zellen zu differenzieren. Zwar gingen in die anfangs bestimmte Zellzahl fiir die
Berechnung der Verdiinnungen nur die lebenden Zellen ein, jedoch konnte nach Einsden der
Zellen nicht mehr nachgepriift werden, wie groB3 der Anteil der lebenden Zellen in einer

Vertiefung wirklich war.

4.4.1 Limited-Dilution-Klonierung

Bei den Versuchen eine Einzelzelle zu klonieren, konnte keine Zellvermehrung registriert
werden. Obwohl rein rechnerisch durch die Verdiinnung in jeder Vertiefung eine Zelle liegen
sollte, waren die meisten Vertiefungen leer. In manchen Vertiefungen konnten zudem Zellen
detektiert werden, die am Folgetag nicht mehr wiedergefunden werden konnten. Eine
mogliche Ursache dafiir ist, dass die Zellen durch zu viel Bewegung aufgewirbelt worden
waren und nicht mehr in der Ebene der anderen Zellen lagen. Der Versuch wurde, wenn sich
keine Zellvermehrung zeigte, nach vier Tagen zunidchst abgebrochen, da bei einer
Populationsverdopplungszeit von 34 Stunden in dieser Zeit eine Zellteilung hitte stattfinden
miissen. Die Platten wurden weitere sechs Tage aufbewahrt und inkubiert und nach Ablauf
dieser Zeit wurde abschlieBend ein letztes Mal kontrolliert, ob eine Zellvermehrung
stattgefunden hatte. Auch in den Ansitzen, in denen die Zellen mit Interleukin 2 oder
konditioniertem Medium und 20 % FCS enthaltendem RPMI-Medium zusitzlich stimuliert
wurden, konnte keine Zellteilung der Einzelzellen registriert werden. In einigen der
Versuchsansidtze mit Zellzahlen zwischen fiinf und zehn konnte eine Steigerung der
Zellzahlen um ein bis zwei Zellen registriert werden. Allerdings konnte im weiteren

Versuchsverlauf keine weitere Zellvermehrung beobachtet werden.
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Eine wiederholbare und iiber den gesamten Beobachtungszeitraum verfolgbare Vermehrung
der Zellzahl konnte erst in Ansédtzen mit mehr als 20 Zellen gesehen werden. Hierbei wurden
nur Vertiefungen gewertet, deren Zellzahl am Ende des Beobachtungszeitraums deutlich
erhoht vorlag. Das Wachstum der Zellen verlief dennoch deutlich langsamer, als es bei einer

Populationsverdopplungszeit von 34 Stunden zu erwarten wiére.

4.4.2 Klonierung im Weichagar

Die Vorteile der geleeartigen Konsistenz des Weichagars wurde fiir verschiedene
Versuchsansitze genutzt. Im ersten Versuch wurden fiir die zu klonierenden Zellen der S87-
Zelllinie entweder feline Fibroblasten oder S87-Zellen selbst als ,.feeder cells” in die
Grundagarschicht eingegossen. Nachdem diese Schicht ausgehirtet war, konnte die verdiinnte
Zellsuspension in einer zweiten Weichagarschicht hinzugefiigt werden. Bei ausreichender
Zelldichte in der oberen Schicht (> 20 Zellen/well) konnten bereits nach einem Tag einzelne
Zellklone beobachtet werden. Da sich jedoch der Weichagar bereits nach wenigen Stunden
verfliissigte, war ein Picken und Ubertragen der Zellen in eine neue Platte unmoglich.
Entweder wurden die Zellen abgeschwemmt, blieben in der Pipette hingen oder die Klone
durchmischten sich. Bei geringerer Zelldichte (< 20 Zellen) in der oberen Schicht konnte

keine Proliferation registriert werden.

4.4.3 Klonierung mit Transwell®-Eins:itzen

Einen dhnlichen Effekt wie durch die zwei Schichten beim zuvor beschriebenen Versuch mit
Weichagar sollte durch das Zwei-Kompartimentensystem bei einer 96er-Platte mit
Transwell®-Einsitzen (Corning IncorpoRated Life Sciences, Tewksbury, USA) erreicht
werden. Auch hier bot sich durch das Zwei-Kompartimentensystem die Moglichkeit, ,.feeder
cells* zur Unterstiitzung der Proliferation einzusiden. Allerdings zeigte sich hierbei ein d@hnlich
zu beobachtendes Phidnomen wie bei der Limited-Dilution-Klonierung in einer normalen
Platte oder der Klonierung im Weichagar. Das Wachstum der S87-Zellen war nicht positiv
durch die ,,feeder cells* zu beeinflussen, sondern davon abhéngig, wie dicht die Zellen im

oberen Kompartiment ausgesit worden waren.

Zusammenfassend lésst sich feststellen, dass die Zellen unabhéngig von dufleren Bedingungen
und verschiedenen Stimulantien kein Zellwachstum bei einer Ursprungszellzahl von unter 20
Zellen pro Vertiefung zeigten. Ab dieser Zellzahl kann es zu einer Proliferation kommen, die

jedoch deutlich langsamer verlauft als bei hoheren Zellzahlen.
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4.5 Zytotoxische Aktivitit

4.5.1 Rosettenformation

Im zytologischen Préparat konnte nach einer 14-stiindigen Co-Inkubation von CTAC-Zellen
und S87 in einem Verhiltnis von 1:5 eine Anlagerung von jeweils einer oder mehreren S87-
Zellen an die deutlich groBere, einzelne CTAC-Zelle registriert werden (Abbildung 8). Um
die Zellen besser voneinander differenzieren zu konnen, wurden Zytozentrifugenpréparate,

die nur eine Zellart enthielten, zum Vergleich herangezogen.

Abbildung 8 a), b): Anlagerung der S87-Zellen an die CTAC-Zellen

a)

10 ym

4.6 Spontane zytotoxische Aktivitit

Fiir die Uberpriifung der spontanen Zytotoxizitit wurden zwei unterschiedliche Zielzelllinien
(CTAC-Zellen und Vero-Zellen) und die Effektorzellen (S87) in verschiedenen
Konzentrationen ausgesit. Als Kontrolle wurde der mittlere Wert der optischen Dichte der
jeweils im gleichen Ansatz angesetzten und in gleicher Weise inkubierten Vertiefungen,
denen lediglich die Zielzellen, nicht aber Effektorzellen hinzugegeben wurden, berechnet. Die
optische Dichte wurde stets direkt im Anschluss an die Inkubation bestimmt. Da die optischen
Dichten der Uberstinde zum Teil zwischen den Versuchsansitzen divergierten, wurden
jeweils nur die im gleichen Versuchsansatz gemessenen Kontrollwerte mit der optischen
Dichte der Versuchsansitze gegengerechnet. Bei Mehrfachansidtzen wurde der Mittelwert

bestimmt.
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4.6.1 CTAC-Zellen

4.6.1.1 MTT-Test

Durch die Umsetzung des Farbstoffs durch die nicht-lysierten Zielzellen kann anhand der
Intensitdt des umgesetzten Farbstoffs auf die zytotoxische Aktivitidt geschlossen werden. So
waren die Vertiefungen, in denen am wenigsten Zellen lysiert wurden und somit die
zytotoxische Aktivitdt am geringsten war, im MTT-Test am intensivsten violett gefédrbt. Dies
waren dementsprechend bei allen Versuchsansitzen die Uberstinde der Vertiefungen mit den
Kontrollen. Im Ansatz mit verschiedenen Verdiinnungen der Effektorzellen lieB sich eine
kontinuierlich abnehmende Férbeintensitidt erkennen, je mehr Effektorzellen hinzugegeben
wurden (Abbildung 9). Die schwiichste Firbung der Uberstinde lieB sich dementsprechend
bei der Vertiefung dokumentieren, in der die Zielzellen und die Effektorzellen in einem
Verhiltnis von 1:100 eingesit wurden. In dieser Vertiefung stellte sich die Farbe lediglich als

ein sehr schwaches violett dar (Abbildung 9, Spalte 2).

Abbildung 9: Darstellung des Farbverlaufes des MTT-Tests mit verschiedenen Verdiinnungsstufen

(Z=Zielzellen, E=Effektorzellen)

Kontinuierliche Abnahme der Farbintensitit der Uberstinde bei zunehmender S87-Zellkonzentration
Spalte 1: Kontrolle, Spalte 2: Z/E: 1:100, Spalte 3: Z/E: 1:50, Spalte 4: Z/E: 1:40,
Spalte 5: Z/E: 1:30, Spalte 6: Z/E: 1:20, Spalte 7: Z/E: 1:10, Spalte 8: Kontrolle

Die spontane zytotoxische Aktivitit (100-[OD Testansatz/OD Kontrolle] x100) der S87-
Zellen gegeniiber den CTAC Zellen lag im MTT-Test bei einem Verhiltnis der Zielzellen zu
den Effektorzellen von 1:100 im Mittel bei 67 %. Bei einem Verhiltnis von 1:50 verringerte

sich die Aktivitat um fast 10 Prozentpunkte auf 56 %. Je niedriger die Konzentration der
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Effektorzellen gewihlt worden war, desto niedriger war die zytotoxische Aktivitit. Bei einem
Verhiltnis von 1:40 betrug sie im Durchschnitt bei 39 %, bei 1:30 lag sie bei 31 %, bei 1:20
bei 23 % und bei 1:10 bei 16 % (Abbildung 10).

Abbildung 10: Verlauf der zytotoxischen Aktivitit
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4.6.1.2 Rose-Bengal-Assay (RBA)

Bei einem Versuchsansatz mit einem Zielzell-/Effektorverhiltnis von 1:50 lie sich eine
spontane zytotoxische Aktivitit von 63 % verzeichnen. Auch hier lie die Intensitdt der
Farbung bereits vor der Bestimmung der optischen Dichte Riickschliisse auf das Ergebnis zu,

da sich die Vertiefungen mit den Kontrollansétzen deutlich intensiver rot geféarbt darstellten.

4.6.2 Vero-Zellen

Fiir die Bestimmung der spontanen zytotoxischen Aktivitit mittels MTT-Test gegeniiber
Vero-Zellen wurden die Zielzellen und die Effektorzellen in einem Verhiltnis von 1:100
eingesetzt. Die Farbintensitit der Vertiefungen mit Zugabe von Effektorzellen war im
Gegensatz zu der Fiarbung der Kontrollvertiefungen, die ein intensives Violett aufwiesen, nur
schwach violett. Rechnerisch liel sich aus der gemessenen optischen Dichte eine spontane
zytotoxische Aktivitdt der S87 gegeniiber den Vero-Zellen von 71 % nachweisen, die damit

sogar noch hoher war, als die gegeniiber den CTAC-Zellen.
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4.6.3 Spontane zytotoxische Aktivitiit des Uberstandes
Zur Uberpriifung der Zytotoxizitit des Uberstandes wurden die Zielzellen anstatt mit den
Effektorzellen mit dem zellfreien Uberstand der vorher mit CTAC-Zellen co-inkubierten,

abzentrifugierten S87 inkubiert und ein MTT-Test durchgefiihrt.

4.6.3.1 CTAC-Zellen

Die Vertiefungen, die mit dem Uberstand inkubiert wurden, wiesen bereits makroskopisch
eine intensivere violett-Fiarbung auf als die Kontrollvertiefungen. Rechnerisch ergab sich fiir
die Vertiefungen, die mit dem zellfreien Uberstand inkubiert wurden, bei der Berechnung der
spontanen zytotoxischen Aktivitdt im Durchschnitt ein Wert von -7 %. Dies bedeutet, dass
durch den Uberstand keine Lyse der Zellen stattgefunden hatte, sondern die metabolische

Aktivitit gegeniiber den Kontrollzellen gesteigert wurde.

4.6.3.2 Vero-Zellen
Die zytotoxische Aktivitidt betrug -6 %, auch hier wiesen die Vertiefungen, die mit dem

Uberstand inkubiert wurden, eine intensivere Fiarbung auf.

4.7 Stimulation der Zellen mit verschiedenen Mitogenen

Entsprechend der beschriebenen Versuchsanordnung (siehe Abbildung 1) wurden in einem
Ansatz verschiedene Mitogene und deren Auswirkung auf die Zellen getestet. Der Nachweis
einer gesteigerten metabolischen Aktivitidt, welche als erhohte Proliferation interpretiert
werden kann, erfolgte mittels MTT-Test. Als Kontrolle fungierten Zellen, die mit dem
iiblichen 10% FCS (PAA Laboratories GmbH Pasching, Osterreich) und 1 %
Penicillin/Streptomycin (PAA Laboratories GmbH Pasching, Osterreich) enthaltenden RPMI
1640 Medium (PAA Laboratories GmbH Pasching, Osterreich, spiter Life Technologies

GmbH, Darmstadt) versorgt wurden.

Wie sich in Abbildung 11 auch graphisch erkennen lésst, ist im beschriebenen Versuch bei
allen Ansitzen der hochste Farbumsatz und damit der groBBte Wert der optischen Dichte am
dritten Tag zu verzeichnen. Dabei ist der Wert der hochste, der bei den Zellen gemessen
wurde, die aus dem zu gleichen Teilen bestehenden Medium aus konditioniertem Medium
und 20 % FCS haltigem Medium inkubiert wurden. Danach folgten die Werte der Zellen, die
mit Interleukin 2 und mit Concanavalin A inkubiert wurden. Den niedrigsten Wert zeigten die

Zellen, die mit dem reguldren Medium inkubiert wurden. Eine weitere Parallele zwischen den
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Messdaten stellt die verminderte Umsetzung des Farbstoffes ab dem vierten Messtag dar.
Zudem wiederholt sich die Beobachtung, dass die Werte an Tag vier und fiinf nahezu
identisch waren. Bei allen Ansitzen zeigt sich zum Ende hin am letzten Tag nochmals eine
grofere optische Dichte als an den zwei Messtagen zuvor, jedoch iiberschritt keiner dieser
Werte die Werte vom dritten Messtag.

Abbildung 11: Mittelwerte der optischen Dichten aus vier Vertiefungen an den verschiedenen
Messtagen
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4.7.1 Stimulationsindex

Fiir die Berechnung des Stimulationsindexes (SI) wurde der Mittelwert der optischen Dichte
der stimulierten Zellen durch den Mittelwert der optischen Dichte der unstimulierten Zellen
geteilt. Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass der hochste Stimulationsindex an allen
Messtagen, auBBer dem ersten, durch die Stimulation mit dem Medium erreicht wurde, das sich
zu gleichen Teilen aus 20 % FCS enthaltendem Mediums und konditioniertem Medium
zusammensetzte. Der hochste Wert wurde am vierten Messtag erzielt und betrug 1,299, dicht
gefolgt von dem am fiinften Messtag mit einem Stimulationsindex von 1,259. Die niedrigsten
SI-Werte wurden ab dem dritten Messtag fiir die Stimulation mit Concanavalin A registriert
und betrugen 1,045 am dritten, 0,892 am vierten, 0,864 am fiinften und 0,795 am letzten

Messtag.
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Abbildung 12: Stimulationsindices an den verschiedenen Messtagen
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4.8 Immunphinotypische Charakterisierung

4.8.1 Zugehorigkeit zur T-Zelllinie

In der immunzytologischen Untersuchung zum Nachweis des CD3-Antigens konnte bei 95 %
der Zellen ein deutlich braun gefirbtes, Membran-assoziiertes Signal registriert werden,
welches in der entsprechenden Negativkontrolle nicht vorhanden war. Eine Expression des
mit dem T-Zell-Rezeptor assoziierten CD3-Antigens wurde damit nachgewiesen.

Abbildung 13: Immunzytologischer Nachweis einer CD3-Expression im FFPE-Material. Die
Membran-assoziierte, braune Fiarbung wurde als positives Signal gewertet.
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4.8.1.1 Weitere Differenzierung der T-Zellen durch Untersuchungen zur

Expression des CD4- und CD8-Antigens

4.8.1.1.1 Gefrierschnittmethode
Beim Nachweis des CD4- und CD8-Antigens an Gefrierschnitten konnte kein positives Signal
detektiert werden. Die Positivkontrollen wiesen ein deutliches, braunes intrazelluldres Signal

auf.

4.8.1.1.2 Lebendinkubation
Kein Signal konnte sowohl bei der Inkubation mit dem CD4- als auch mit dem CD8-

Antikorper gefunden werden.

4.8.1.1.3 Durchflusszytometrie

Der erste Schritt zur Auswertung der Durchflusszytometriedaten ist die Festlegung der im
Focus der Untersuchungen liegenden Zellpopulation. Dabei werden die entsprechenden
Zellpopulationen in Auswertefenstern (,,Gates”“) zusammengefasst. In Abbildung 14 stellt
jeder Punkt eine einzelne Zelle dar. Anhand der GroBe und der Granularitit wurde der
entsprechend zu untersuchende Bereich ausgewidhlt und im  Auswertefenster
zusammengefasst. In zuvor durchgefithrten Vorversuchen wurden die Large Granular
Lymphocytes auf ihre Eigenfluoreszenz hin untersucht. Da sie jedoch nur eine duf3erst geringe

Eigenfluoreszenz aufwiesen, konnte dieser Wert vernachlédssigt werden.

Abbildung 14: Darstellung der Zellpopulation im Durchflusszytometer
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In der Durchflusszytometrie der Negativkontrolle (unmarkierte S87-Zellen) stellten sich zwei
dominierende Zellpopulationen mit deutlichen Unterschieden in der Zellgroe dar. Die

groferen Zellen konnten als die lebenden und damit als die im Focus liegende Zellpopulation
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identifiziert werden. In dieser ausgewihlten Population lagen die als einzelne Punkte
dargestellten Zellen dicht beieinander. In der anderen Population sind die Signale deutlich
breiter verteilt. Somit zeigen die Zellen deutlich diversierende Gréfe und Granularitit. Als
CD4-positiv zeigten sich lediglich 0,38 % bzw. 0,54 % bei der Wiederholung des Ansatzes
der Zellen im Auswertefenster. Auch die Inkubation der zuvor mit Concanavalin A
stimulierten Zellen zeigte keine Veridnderungen im Expressionsmuster. Die CD4-Expression
lag zwischen 0,36 % und 0,52 %, also annidhernd im selben Bereich wie die Werte der
unstimulierten Zellen. Auch die Untersuchungen zur Expression von CDS8 ergaben dhnlich

niedrige Werte. 0,37 % bis 0,49 % der Zellen zeigten eine CD8-Expression, bei den

stimulierten Zellen waren es 0,24 % bis 0,33 %.

Abbildung 15a-d: a: CD4-Expression unstimulierter Zellen, b: CD4-Expression von Con A-
stimulierten Zellen, ¢: CD8-Expression unstimulierter Zellen, d: CD8-Expression von Con A-

stimulierten Zellen
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4.8.1.2 Nachweis eines T-Zell-Rezeptor-Rearrangements

Eine reproduzierbare, gut abgrenzbare und deutliche Bande konnte dokumentiert werden
(Abbildung 16). Daneben konnte eine weitere, gut abgrenzbare, jedoch deutlich schwichere
Bande identifiziert werden. Die Positivkontrolle prasentierte sich in dieser Auswertung als
biklonaler Tumor, wo hingegen er in einer anderen Arbeit als oligoklonaler Tumor definiert
wurde (Fischer, 2013). Somit konnte ein T-Zell-Rezeptor-Rearrangement bestitigt werden.

Abbildung 16: Ergebnis des molekularbiologischen Nachweises eines T-Zell-Rezeptor-
Rearrangements

P 587 Legende:
501 . .
489 L: Lingenstandard
Bl (pUC19/Mapl)
242 P: Positivkontrolle
190 (T217/94)
147 )
111 S87: S87 (Doppelansatz)
Ho NK: Nullkontrolle

4.8.2 Untersuchungen zur Expression von B-Zell-Markern

Zu den Large Granular Lymphocytes gehoren zum einen die natiirlichen Killerzellen und zum
anderen die zytotoxischen T-Zellen, jedoch keine Zellen der B-Zellreihe. Dennoch zeigten
ungefihr 60 % der S87-Zellen in der immunzytologischen Untersuchung ein braunes,
zytoplasmatisches Signal bei der Detektion des CD45R-Antigens, welches hiufig als B-Zell-
Marker eingesetzt wird (Monteith et al., 1996). In der Negativkontrolle fehlte dieses Signal.

Aufgrund der positiven Ergebnisse der CD45R-Immunzytologie wurden zwei weitere B-Zell-
Marker eingesetzt, um eine verbesserte Interpretierbarkeit der immunzytologischen
Ergebnisse zu ermdglichen. Im Gegensatz zu der Positivkontrolle, die ein eindeutig positives

Signal brachte, waren die S87 negativ fiir die Expression des BLA.36- und CD79a-Antigens.

91



Ergebnisse

4.8.2.1 Untersuchung auf das Rearrangement der B-Zell-Rezeptorgene

Es konnte keine entsprechende Amplifikation nachgewiesen werden.

Abbildung 17: Ergebnis des molekularbiologischen Untersuchung eines B-Zell-Rezeptor-
Rearrangements
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4.8.3 Doppelmarkierung von CD3 und CD45R

Um eine gleichzeitige Expression des CD3- und des CD45R-Antigens darzustellen, wurde
eine Doppelmarkierung durchgefiihrt. Dabei konnte festgestellt werden, dass der GroBteil der
Zellen sowohl eine durch ein griines Signal dargestellte CD3- als auch eine durch ein rotes
Signal dargestellte CD45R-Expression zeigte. Wenige Zellen zeigten ausschlieBlich eine
CD3-Expression. Eine reine CD45R-Expression konnte nicht registriert werden. In der

Negativkontrolle konnte weder ein griines noch ein rotes Signal dokumentiert werden.

Abbildung 18: Doppelmarkierung CD3 und CD45R

Legende:

griines Signal: CD3-Expression

rotes Signal: CD45R-Expression

blaues Signal: Zellkern
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4.8.4 Untersuchungen zur Expression des CD56-Antigens (N-CAM) und von
NK1
Ein positives Signal konnte in den S87-Schnitten nicht nachgewiesen werden. Die

Positivkontrollen zeigten hingegen das erwartete Signal.

4.8.5 Untersuchungen zur Expression des antiapoptotischen Bcl-2
Ein deutliches, intrazytoplasmatisches, fein granulédres Signal in nahezu 95 % aller S87-Zellen
konnte detektiert werden, welches in der Negativkontrolle nicht vorhanden war (Abbildung

33i).
4.8.6 Nachweis von Proliferationsmarkern

4.8.6.1 PCNA
Bei fast 90 % der S87-Zellen konnte eine positive Reaktion im Zellkern registriert werden

(Abbildung 33k).

4.8.6.2 Ki-67
Ungefihr 10 % der Einzelzellen zeigten ein positives braunes Signal im Zellkern (Abbildung

331).

4.8.7 Untersuchungen zur Expression des Granzym B-Antigens

Ein positives Signal konnte weder bei den Schnitten von S87 noch bei der Positivkontrolle
(felines Tonsillengewebe) detektiert werden. Eine positive Reaktion fand sich lediglich bei
den Schnitten der humanen Tonsille, bei der Einzelzellen ein deutlich positives Signal

zeigten.

4.8.8 Zusammenfassung der immunzytologischen Untersuchungen

Immunchemisch konnte eine Expression von CD3 nachgewiesen werden, welche ebenso wie
durch den Nachweis des T-Zell-Rezeptor-Rearrangements eine Zuordnung zu den T-Zellen
ermoglicht. Eine weitere Differenzierung durch die Expression von CD4 oder CD8 konnte
nicht erfolgen. Zwar exprimieren die Zellen ebenfalls das CD45R-Antigen, eine
Zugehorigkeit zu den B-Zellen konnte jedoch durch eine weitere immunzytologische
Untersuchung auf zwei zusitzliche B-Zell-Marker und das Fehlen eines B-Zell-Rezeptor-

Rearrangements nicht untermauert werden.
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4.9 Untersuchungen zum FeLV-Status

4.9.1 Untersuchungen zur Expression von FeLLV-Antigenen
Immunchemisch wurde kein Hinweis auf eine Expression der untersuchten FeLLV-Antigene
gefunden. Bei der gleichermallen inkubierten Positivkontrolle zeigte sich in einzelnen Zellen

ein deutliches, dunkelbraunes Signal.

4.9.2 Untersuchungen zum Nachweis von FeLV-Provirus
Es konnte sowohl in der ersten, als auch in der zweiten Reaktion der semi-nested PCR keine
Amplifikation auf der erwarteten Hohe von ca. 110 Basenpaaren dokumentiere werden und

somit kein exogenes FeLV-Provirus in der zelluldiren DNS nachgewiesen werden.

Abbildung 19: Ergebnis der molekularbiologischen Untersuchung auf FeLV-Provirus
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4.10 Zytogenetische Charakterisierung

Chromosomale Instabilitit in Form von Aneuploidie ist ein hiufiges Charakteristikum
maligner Neoplasien. Da sich bei linger in Kultur gehaltenen Zelllinien der Karyotyp
verdndern kann (Chiba et al., 2000), wurden die Untersuchungen zur chromosomalen
Instabilitdt zum einen in Passage 10, und zum anderen in Passage 80 vorgenommen, um
mogliche, im Laufe der Kultivierung erworbenen Veridnderungen des Karyotyps analysieren

zu konnen.
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4.10.1 Chromosomenanalyse der Passage 10

Bei 17 Metaphaseplatten (8,5 %) konnte ein hypodiploider Chromosomensatz mit 37
Chromosomen diagnostiziert werden, bei 90 Metaphaseplatten (45 %) ein euploider
Chromosomensatz (2n=38). Fine Hyperdiploidie mit einem iiberschiissigen Chromosom
wurde bei 39,5 % gefunden. Bei 3,5 % konnten 40, bei 2% 41 und bei 0,5% 42
Chromosomen ausgezidhlt werden. Zusammenfassend trat bei 55 % der untersuchten
Metaphaseplatten eine Abweichung vom regulédren diploiden Chromosomensatz auf.

Abbildung 20a, b: Darstellung einer Metaphaseplatte von Passage 10 mit a) 38 Chromosomen und b)
39 Chromosomen (Obj x 100)
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Abbildung 21: Verteilung des Karyotyps der ausgewerteten Metaphaseplatten aus Passage 10 im
Vergleich zu denen der PBMC
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4.10.2 Chromosomenanalyse der Passage 80

In Passage 80 zeigte sich eine groBere Abweichung vom reguldren Karyotyp als in Passage
10. Bei 1,5 % der Metaphaseplatten konnten lediglich 37 Chromosomen registriert werden,
hingegen bestand bei einem deutlich groeren Anteil (32,5 %) der Chromosomensatz aus 39
Chromosomen. Den groften Anteil mit 42 % machten die Metaphaseplatten aus, bei denen 40
Chromosomen dokumentiert werden konnten. Bei 3,5 % der Metaphaseplatten wurden 41, bei
1,5% 42 Chromosomen gezdhlt. Einen euploiden Chromosomensatz (2n=38) zeigten
lediglich 19 % der untersuchten Metaphaseplatten.

Abbildung 22a, b: Darstellung einer Metaphaseplatte von Passage 80 mit a) 39 Chromosomen und b)
40 Chromosomen (Obj. x 100)

a) b)

Abbildung 23: Anzahl der Chromosomen pro Metaphaseplatte aus Passage 10 und Passage 80 sowie
in den Kontrollzellen (PMBC)
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4.10.3 Statistische Auswertung

Das Signifikanzniveau wurde auf 0<0,05 festgelegt. Im Vergleich der absoluten
Chromosomenzahlen war sowohl der Unterschied zwischen PBMC und P10 (p<0,001),
PBMC und P80 (p<0,001) sowie P10 und P80 (p<0,001) signifikant. Die Nullhypothese, dass
es keinen signifikanten Unterschied zwischen den Passagen und den PBMC gibt, wurde damit
abgelehnt. Ein #hnliches Ergebnis ergab sich fiir die Untersuchungen, bei denen die
Chromosomen nicht als absolute Zahlen gegeneinander verrechnet wurden, sondern die
Chromosomen in Kategorie 1 (2n=38) und in Kategorie 2 (2n#38) eingeteilt wurden. Dabei
konnte fiir PBMC und P10 (p<0,001), PBMC und P80 (p<0,001) sowie P10 und P80

(p<0,001) jeweils ein signifikanter Unterschied festgestellt werden.

4.10.4 Ergebnisse der Karyogramme von Passage 10 und Passage 80

Um zu iiberpriifen, inwieweit die numerischen Chromosomenabweichungen einer Regularitit
und Kontinuitit unterliegen, wurden von Passage 10 jeweils zehn Karyogramme von
Metaphaseplatten mit 38 und mit 39 Chromosomen und von Passage 80 jeweils zehn
Metaphaseplatten mit 39 und mit 40 Chromosomen angefertigt. Die fehlenden oder
tiberschiissigen Chromosomen wurden entsprechend ihrer Gruppenzugehorigkeit (A-F, XX),
wie sie nach den Vorgaben der San Juan Conference (Jones, 1965) definiert sind, einsortiert

und tabellarisch notiert.

In den Karyogrammen, die von den priparierten Vergleichschromosomen (PBMC)
angefertigt wurden, konnte bei allen zehn Karyogrammen ein komplettes und korrektes

Karyogramm erstellt werden.
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Abbildung 24: Beispielkaryogramme P10 und P80
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Im Zusammenhang betrachtet konnten bei den Karyogrammen beider Passagen kontinuierlich
auftretende Verdnderungen festgestellt werden (vgl. Abbildung 25). So sind bei allen
Karyogrammen die deutlichsten Abweichungen in Gruppe C zu erkennen. Hier stimmte nur in
10 % der Karyogramme die Einteilung der Chromosomen mit der vorgegebenen Einteilung
tiberein. In 90 % fand sich eine Abweichung dahingehend, dass bis zu drei Chromosomen
mehr der Gruppe zugeteilt werden konnten, als es bei den Kontrollkaryogrammen der Fall
war. Bei einigen der Chromosomen aus Gruppe C konnte zusitzlich eine deutliche Banderung
des iiberschiissigen Chromosoms registriert werden, die bei den anderen Chromosomen nicht
auffiel. Ein nicht ganz so deutlicher Trend zeichnet sich in Gruppe D ab: In dieser Gruppe
sind nach Gruppe C die haufigsten Veridnderungen zu dokumentieren. So betrug der Anteil
aller untersuchten Karyogramme der Zelllinie, die eine vollstindige Gruppe D aufwiesen, nur
knapp mehr als die Hilfte (57,5 %). Die Abweichungen in dieser Gruppe bestanden bei

32,5 % aus Verlusten und bei 10 % aus zusitzlichen Chromosomen.
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Abbildung 25: Zusammenfassung der Abweichungen aller analysierten Karyogramme der S87-
Zelllinie
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4.10.5 Zentrosomenanalyse

Fiir die Zentrosomenanalyse wurden jeweils die Zentrosomen von 50 Zellen von Passage 10
und Passage 80 sowie den PBMC als Kontrollzellen ausgezihlt. Die Ergebnisse sind in
Abbildung 26 dargestellt. Es zeigte sich, dass die Prédparate, die mittels Zytozentrifuge
hergestellt wurden, deutlich bessere Ergebnisse hervor brachten und auch leichter
auszuwerten waren als die Prédparate, die aus FFPE-Material hergestellt wurden. Bei den
FFPE-Priparaten waren die Zellen durch die Schrumpfungsartefakte deutlich kleiner und in
threr Form sehr variabel, sodass Signale teilweise nicht sicher den Zellen zugeordnet werden

konnten.
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Abbildung 26: Darstellung der Zentrosomenverteilung in Passage 10 und Passage 80 sowie den
Kontrollzellen (PMBC)
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Abbildung 27: Detektion der Zentrosomen mittels Nachweis von y-Tubulin (Obj. x 100)
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4.10.6 Statistische Auswertung

Fiir die absolute Anzahl an Zentrosomen konnte ein signifikanter Unterschied zwischen der
Zentrosomenzahl von PBMC und P80 (p<0,001) ebenso gesichert werden wie beim Vergleich
zwischen PBMC und P10 (p=0,031). Zwischen P10 und P80 (p=0,167) konnte kein
signifikanter Unterschied festgestellt werden. Bei Einteilung der Werte in zwei Kategorien
(Kategorie O/unphysiologisch: >3; Kategorie 1/physiologisch: <2) konnte fiir den Vergleich
zwischen Zentrosomen der Passage 10 und den PBMC (P=0,081) sowie im Vergleich der

Zentrosomen von Passage 10 und Passage 80 (p=0,086) kein signifikanter Unterschied
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gefunden werden. Lediglich zwischen Passage 10 und Passage 80 konnte ein signifikanter

Unterschied dokumentiert werden (p=0,001).

4.11 Untersuchungen zur p53-Sequenz

Fir die Untersuchung auf etwaige pS53-Mutationen wurden mehrere Sequenzbereiche
zunidchst amplifiziert und die DNS-Fragmente sequenziert. Die Ergebnisse der Sequenzierung
wurden anschlieBend mit der reguldren felinen Sequenz von p53 (GenBankID: D26608.1)
verglichen und auf Abweichungen untersucht. Der abgelesene Bereich liegt zwischen dem
Startcodon ATG (Nukleotide 127-129), welches fiir die Aminosidure Methionin codiert und
dem ersten Stoppcodon mit der Triplettkombination TGA (Nukleotide 1285-1287). Der
abgelesene Bereich betrigt dadurch 1161 Basenpaare und kodiert fiir 386 Aminosiduren und
das Stoppcodon. Die Primer cAP53-1, cAP53-2, cSP53-3 und cSP53-4 liegen innerhalb
dieses Bereiches, cSP53-1 liegt davor, cAP53-2 und cAP53-3 sind dahinter platziert.

Fiir die Reaktion mit dem ersten Primerpaar (cSP53-1 und cAP53-1) ergab sich ein
Amplifikat mit 677 Basenpaaren. Das Amplifikat des zweiten Primerpaares (cSP53-2 und
cAP53-2) betrug 681 Basenpaare. Die beiden DNS-Fragmente hatten eine sich
iberschneidende Sequenz von 61 Basenpaaren. Auf dem Gel stellten sich die Amplifikate

beider Primerpaare als distinkte Bande dar.

Abbildung 28: Ergebnisse der Amplifikation von p53 mit dem ersten und dem zweiten Primerpaar
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Bei der Amplifikation mit dem zweiten Primerpaar fielen ab einer Sequenz mit einer
Aneinanderreihung von Cytosin (Poly-C-Stretch) iibereinandergelagerte
Sequenzierungskurven auf, was auf ein fehlerhaftes Ablesen des Poly-C-Sequenz durch die
Polymerase zuriick gefiihrt wurde. Mit drei weiteren Primern wurde versucht, diese Poly-C-
Sequenz besser zu flankieren und so ein fehlerhaftes Ablesen zu vermeiden. Dabei wurden
der cSP53-4 und der cAP53-3 so gewihlt, dass sie die problematische Stelle so nah wie
moglich flankierten. Die Grof3e des daraus entstandenen Amplifikats lag bei 359 Basenpaaren.
Der c¢SP53-3 lag innerhalb des von dem cSP53-4 und cAP53-3 begrenzten Bereichs und
wurde zum einen mit dem cAP53-3 kombiniert (Sequenzlidnge: 315 Basenpaare) und zum
anderen fiir die zweite Reaktion in einer semi-nested PCR mit dem Amplifikat aus der ersten
Reaktion mit dem cSP53-4 und dem cAP53-3 verwendet. Auch mit diesen Primern konnte die
problembehaftete Sequenz nicht korrekt abgelesen und sequenziert werden. Auf dem Gel
prasentierten sich alle Ansédtze der verschiedenen Primer als distinkte Bande.

Abbildung 29: Ergebnisse der Amplifikation von p53 mit dem dritten Primerpaar, cAP53-3 und
¢SP53-4 und der semi-nested PCR

L NK §87-1 NK 8872 L Legende:
1118 L: Lingenstandard
881 (pUC Mix-Marker 8)
o $87-3: S$87 mit cSP53-4 und cAP53-3
jgi S87-4: S87 mit cSP53-3 und cAP53-3
331 S87sn: Semi-nested PCR
?3(2) NK Nullkontrolle

147
111
110

67

In der Zelllinie konnte eine Abweichung an Position 591 (homozygot) registriert werden. Hier
wurde Cytosin durch Thymin ersetzt. Da jedoch sowohl die Basensequenz TAC als auch TAT

fiir die Aminosédure Tyrosin kodieren, hat dies keine Verdnderung des Leserasters zur Folge.
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Eine weitere Anderung konnte auf Hohe des 1444sten Nukleotids registriert werden. Hier
wurde Adenin durch Thymin ersetzt. Diese Anderung liegt jedoch dhnlich wie die Poly-C-
Sequenz nach dem Stoppcodon, sodass sie nicht abgelesen wird.

Abbildung 30a, b: Vergleich eines Abschnitts von p53 der amplifizierten Sequenzen mit der
Referenzsequenz mit Darstellung der abweichenden Position (591)

a)
560 570 580 590 600
S O T S e O S
Felis catus mRNA for p53, comp CGCCCCCACCGGGAACCTGTGTCCGCGCCATGGCCATTTH!AAGAAGTCA
CAP53-1 CGCCCCCACCGGGAACCTGTGTCCGCGCCATGGCCATTTATAAGAAGTCA
cSP53-1 CGCCCCCACCGGGAACCTGTGTCCGCGCCATGGCCATTTH@AAGAAGTCA
A
b)
1410 1420 1430 1440 1450

D T e T e I
Felis catus mRNA for p53, comp TGTTCCCCTGCTTGGTACAGGTATGCCTCGGAAACACCATGA&@TTTTCC

cAP53-3 TGTTCCCCTGCTTGGTACAGGTATGCCTCGGARACACCATGAA[TTTTTCC

0

Abbildung 31: Homozygote p53-Gensequenz an Position 591(Primer cSP53-1)
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Abbildung 32: Vergleich der Aminosiduresequenz mit der Referenzsequenz mit Darstellung der
verdnderten Basensequenz

560 570 580 590 600

P A [ O I Y T |

Felis catus mRNA for p53, comp CGCCCCCACCGGGAACCTGTGTCCGCGCCATGGCCATTTACAAGAAGTCA
ProProProProGlyThrCysValArgAlaMetAlaIle-LySLySSer

cAP53-1 CGCCCCCACCGGGAACCTGTGTCCGCGCCATGGCCATTTATAAGAAGTCA
ProProProProGlyThrCysValArgAlaMetAlaIle-LySLySSer

cSP53-1 CGCCCCCACCGGGAACCTGTGTCCGCGCCATGGCCATTTATAAGAAGTCA
ProProProProGlyThrCysValArgAlaMetAlaIle-LysLysSer

0
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5 Diskussion

Durch die heutzutage mehr und mehr in den Focus der Aufmerksamkeit geriickte Kritik an
Tierversuchen wurde in den letzten Jahren vermehrt nach Alternativen gesucht, welche die
Moglichkeit bieten, diese zu ersetzten. Bereits Ende der 1950er Jahre wurde von britischen
Wissenschaftlern das 3R-Prinzip formuliert, welches unter anderem die Idee verfolgt, die
Tierversuche durch andere Methoden zu ersetzten (Russell und Burch, 1959). Eine Option,
die in-vivo-Verhiltnisse zumindest teilweise widerspiegeln zu konnen, ist durch die
Etablierung von Zelllinien mit den unterschiedlichsten Eigenschaften gelungen. Sowohl
bedeutende Schritte der Tumorgenese, als auch grundlegende Abldufe und Zellfunktionen
konnten durch die Untersuchungen an Zelllinien verstanden werden. Einen nicht
unerheblichen Anteil macht zudem die Erforschung neuer Chemotherapeutika fiir
verschiedenste Tumorarten anhand von Tumor-Zelllinien aus. Entscheidend dafiir ist die
genaue Kenntnis iiber die verschiedenen Eigenschaften und deren Bedeutung der
entsprechenden Zelllinien. Daher ist eine genaue Charakterisierung einer neu etablierten
Zelllinie, wie der aus einem Large Granular Lymphocyte-Lymphom isolierten Zelllinie S87,

eine wichtige Grundvoraussetzung fiir weitere Untersuchungen und Verwendungen.

Die Katze, aus deren Aszites die Large Granular Lymphocyte-Zelllinie isoliert wurde, zeigte
die fiir LGL-Lymphome héufig beschriebenen, jedoch relativ unspezifischen Symptome wie
Anorexie, Apathie und Inappetenz (Endo et al., 1998; Franks et al., 1986; Goitsuka et al.,
1988; Kariya et al., 1997; Roccabianca et al., 2006; Wellman et al., 1992). Das Alter der
Katze (12 Jahre) passte ebenfalls in die von verschiedenen Autoren berichtete medianen
Altersgruppe von 8-13 Jahren und bestétigt damit, genau wie die Lokalisation in der Leber,
die bereits beschriebenen Charakteristika der Large Granular Lymphocyte-Lymphome der
Katze (Cheney et al., 1990; Darbes et al., 1998; Endo et al., 1998; Franks et al., 1986; Krick et
al., 2008; Roccabianca et al., 2006; Wellman et al., 1992). In der Literatur wird zwar davon
ausgegangen, dass die LGL-Lymphome bei der Katze keiner Geschlechtsdisposition
unterliegen, allerdings handelt es sich auch bei diesem Tier um eine weibliche, kastrierte
Katze, so wie es in 66 % der beschriebenen LGL-Lymphome der Fall ist (Cheney et al., 1990;
Darbes et al., 1998; Endo et al., 1998; Franks et al., 1986; Goitsuka et al., 1988; Jarplid und
Feldman, 1993; Roccabianca et al., 2006; Tsuboi et al., 2010; Wellman et al., 1992).

Large Granular Lymphocyte-Lymphome sind bei der Katze selten diagnostizierte Lymphome.

Ihr prozentualer Anteil an den als Lymphomen klassifizierten Neoplasien betrug in einer
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Studie mit 594 Lymphomen lediglich 7,2 % (Krick et al., 2008). Erschwerend fiir die
Diagnose von LGL-Lymphomen ist, dass ihr typisches Charakteristikum, die grofen
azurophilen Granula, in dem zur Routinediagnostik in Formalin fixierten, Paraffin
eingebetteten und HE-gefiarbten Material haufig nicht oder nur schwer zu identifizieren sind.
Auch andere Autoren konnten bereits feststellen, dass LGL-Lymphome im routinemifig
eingebetteten Material hédufig nicht auf Anhieb korrekt diagnostiziert wurden, dadurch
unterreprisentiert sind und somit ihre Héufigkeit vielleicht hoher liegt, als es bis jetzt
angenommen wird (Darbes et al., 1998). So konnte auch bei den S87-Zellen die Diagnose
eines Large Granular Lymphocyte-Lymphoms nur eindeutig durch das zytologische Préiparat
gestellt werden, im HE-gefarbtem FFPE-Material jedoch keine direkte Zuordnung der Zellen

zu den Large Granular Lymphocytes erfolgen.

Fir die Large Granular Lymphocytes der Katze gibt es keine speziellen, diagnostischen
Immunmarker. Granzym B, welches fiir Large Granular Lymphocytes als potenzieller Marker
in Frage kdme, ohne dass dadurch eine Ausdifferenzierung zwischen natiirlichen Killerzellen
und zytotoxischen T-Zellen erfolgt, konnte bei der Katze trotz gegenteiliger Beschreibung in
der Literatur in dieser Arbeit nicht als Marker bestitigt werden, da unter Verwendung des
veroffentlichten Originalprotokolls sowie verschiedenen Varianten davon und mit dem

gleichen Antikorper keine Reaktion mit Katzengewebe erfolgte (Tsuboi et al., 2010).

5.1 Zelllinien

Es sind bereits zahlreiche Lymphomzelllinien des Menschen mit den unterschiedlichsten
Eigenschaften etabliert (Drexler und Macleod, 2010). Hingegen gibt es nur wenige feline
Lymphomzelllinien, wobei die meisten im Rahmen der Forschung zum Thema des Felinen
Leukédmievirus (FeLV) entstanden. Nur wenige Zelllinien sind daher FeLLV-negativ (Cheney
et al., 1990; Mochizuki et al., 2011). Da heutzutage FeLV-induzierte Lymphome einen
deutlich geringeren Anteil ausmachen als es noch Anfang der 80er Jahre der Fall war, ist
gerechtfertigt, auch FeLV-negative Zelllinien in den Fokus der Forschung zu riicken (Hardy
et al., 1981; Louwerens et al., 2005; Vail et al., 1998). Die LGL-Lymphome sind nur selten
mit einer FeL'V-Infektion assoziiert (Cheney et al., 1990; Franks et al., 1986; Jarplid und
Feldman, 1993; Kariya et al., 1997; Krick et al., 2008; Roccabianca et al., 2006; Wellman et
al., 1992), dennoch sind Retrovirus-assoziierte Einzelfille dokumentiert (Endo et al., 1998;

Goitsuka et al., 1988; Roccabianca et al., 2006). Zudem ist eine der beiden bis heute
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beschriebenen felinen Large Granular Lymphocyte-Lymphomzelllinien FeLV-positiv

(Goitsuka et al., 1993).

Die im Rahmen dieser Arbeit untersuchte Zelllinie konnte als FeLLV-negativ eingestuft
werden, da sich weder FeLV-Antigene, noch molekularbiologisch FeLV-Provirus, noch
Viruspartikel in der elektronenmikroskopischen Untersuchung darstellen lieBen. Dies macht
diese feline Zelllinie zu einer der wenigen FelLV-negativen felinen Lymphomzelllinien,
sowohl was die Produktion von FeLV-Partikeln als auch eine latente, horizontale FeLV-

Infektion angeht.

5.2 [Einordnung von S87

Durch ihr morphologisches Charakteristikum, die gro3en intrazytoplasmatischen azurophilen
Granula, gelang die Zuordnung von S87 zu den Large Granular Lymphocytes im
zytologischen Priparat. Im zytologischen Préparat stellte sich eine deutliche Anisozytose und
Anisokaryose dar. Hiufig waren zwei- oder sogar dreikernige Zellen sowie eine hohe
Mitoserate zu beobachten. Diese Eigenschaften wiirden bei einem Tumor in vivo als
Malignitatskriterien gewertet werden, in der Zellkultur kann jedoch, ebenso wie durch den
Nachweis der Proliferationsmarker (PCNA, Ki-67), lediglich auf eine hohe Proliferationsrate

geschlossen werden.

Das Fehlen der metachromatischen Effekte, wie sie bei Mastzellen auftreten, bestitigte

weiterhin die Zuordnung zu den LGL und die Abgrenzung von den Mastzelltumoren.

Zur niheren Klassifizierung der S87-Zellen wurden verschiedene Methoden angewandt, die
eine  Zuteilung zu einer Ursprungszelle ermoglichen sollten. Durch den
molekularbiologischen Nachweis eines T-Zell-Rezeptor-Rearrangements, in Kombination mit
dem immunzytologischen Nachweis des mit dem T-Zell-Rezeptor assoziierten
Oberflachenantigens CD3, konnten die Zellen als T-Zellen identifiziert werden (Chan et al.,
1986; Lanier et al., 1986a). Die im Gel zu beobachtende zweite, deutlich schwichere Bande
lasst sich durch ein biallelisches Rearrangement mit schlechter Primerbindung im anderen

Allel erklédren, wodurch es zu einer schwicheren Amplifikation kommen kann.

Den Nachweis des CD8-Antigens, ein Kriterium, das Chan et al. (1986) bei ihrer Einteilung
und Differenzierung zwischen den beiden Subtypen der Large Granular Lymphocytes, den

zytotoxischen T-Zellen und den natiirlichen Killerzellen anfiihren, konnte bei den S87-Zellen
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durch die iiblicherweise gebrauchten diagnostischen Methoden nicht bestéitigt werden.
Generell muss eine Zuordnung allein anhand der CD8-Expression in jedem Fall kritisch
betrachtet werden, da das CD8-Antigen auch auf 10 % der felinen CD3-negativen, natiirlichen
Killerzellen nachgewiesen werden konnte (Vermeulen et al.,, 2012). In der
Gefrierschnitttechnik konnte, wie auch bei der gekiihlten Inkubation der Zellen fiir die
Durchflusszytometrie, bei der durch das Herabkiihlen mit Eis versucht wird, ein
Internalisierung oder ein Abwerfen (Shedding) des gebunden Primérantikdrpers zu
verhindern, keinerlei positives Signal detektiert werden. Auch nach Stimulation mit
Concanavalin A zeigten die Zellen in der Durchflusszytometrie keine Expression von CDS.
CD4- und CD8-negative und CD3-positive Large Granular Lymphocytes-Lymphome sind
selten, machten jedoch in einer Studie von 2006, bei der 21 Katzen mit einem Large Granular
Lymphocyte-Lymphom auf ihren immunzytologischen Phinotyp hin untersucht wurden,
14 % aus (Roccabianca et al., 2006). Im Rahmen eines weiteren Forschungsprojektes mit der
Zelllinie S87 konnten jedoch mit Hilfe der Massenspektrometrie zwei Proteine, die zur CD8
a-Kette gehoren, identifiziert werden (Henrich et al., 2014). Inwieweit dieses Ergebnis
hinsichtlich der Einordnung zu einem Zelltyp der Large Granular Lymphocytes hilft, ist
fraglich, da diese Methode bei der Charakterisierung feliner Lymphozyten erstmalig
angewendet wurde und nicht bekannt ist, inwieweit bei anderen, mit Hilfe der iiblichen
Methoden zunichst als CDS8-negativ eingestuften Zellen, durch diese Untersuchungen
ebenfalls Anteile des CD8-Proteins nachgewiesen werden konnten. Eine Erkldrung dafiir,
warum die iiblichen Methoden CDS8 nicht detektierten, wire eine Anderung des Epitops,
sodass der monoklonale Antikorper nicht binden kann. Eine weitere Moglichkeit ist die
Internalisation oder das Abwerfen (Shedding) des Proteins, so dass es nicht nachgewiesen
werden kann. Dabei sollte jedoch zu mindestens bei ersterer Variante in Gefrierschnitten

aufgrund der mechanischen Er6ffnung von Zellen trotzdem ein Signal zu verzeichnen sein.

Die Einordnung von Large Granular Lymphocytes zu den natiirlichen Killerzellen geschieht
meist iiber den Ausschluss eines T-Zell-Rezeptor-Rearrangements oder iiber einen CD3-
negativen immunologischen Phinotyp (Chan et al., 1986; Lanier et al., 1986a). Als Marker
fiir natiirliche Killerzellen werden verschiedene Antigene diskutiert. CD56, auch bekannt
unter dem Namen Leu 19, NKH-1 oder neuronales Zelladhisions-Molekiil (N-CAM) (Lanier
et al., 1986c), kann Hinweise auf die Zugehorigkeit zu den natiirlichen Killerzellen geben und
wird von einigen Autoren in Verbindung mit einer negativen CD3-Expression als potenter
Marker fiir natiirliche Killerzellen bei der Katze gewertet (Vermeulen et al., 2012). Zu

beachten gilt es dabei jedoch, dass auch bei positivem Ergebnis, sowohl beim Menschen als
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auch bei der Katze, keine endgiiltige Zuordnung zu den natiirlichen Killerzellen
vorgenommen werden sollte, da CD3-positive Zellen ebenfalls CD56 exprimieren kénnen
(Gentile et al., 1994; Kern et al., 1992; Shimojima et al., 2003). Vermeulen et al. (2012)
ordnen einen CD56"/CD3" Phinotyp bei der Katze den natiirlichen Killer T-Zellen (NKT) zu
und einen CD56'/CD3” Phinotyp den natiirlichen Killerzellen. Die Untersuchungen zur
Expression von CD56 tragen somit zwar einen Teil zur Charakterisierung bei, sind in ihrer
Aussagekraft jedoch mit Vorbehalt zu bewerten, da ohne weitere Untersuchungen beziiglich
der Zellherkunft die Aussagekraft dieser Ergebnisse beschréinkt ist. Ebenso verhilt es sich mit
einem weiteren Marker, dem NKI1 oder auch CDS57-like Antigen. Der Nachweis dieses
Antigens ist ebenfalls nur im Zusammenhang mit weiteren immunzytologischen Ergebnissen
zu werten, da es kein eindeutiger Marker ist, der eine genaue Zuordnung von Tumorzellen
ermoglicht. So konnen feline CD3" Zellen sowohl eine positive als auch eine negative
Reaktion zeigen (Darbes et al., 1998). 50 % der CD3" Large Granular Lymphocytes zeigten
ebenfalls eine positive Reaktion mit dem NK1 (CD57-like)-Antikorper (Darbes et al., 1998).
Dies widerspricht Beobachtungen beim Menschen, bei denen nur die CD3*/CD8" Large
Granular Lymphocytes eine positive Reaktion zeigten (Loughran, 1993). Daher sollte auch
dieser Marker lediglich zur Charakterisierung beitragen und sein Nachweis nur unter
Vorbehalt eine Zuordnung zu einer Zelllinie legitimieren (Darbes et al., 1998). Folglich lasst
sich bei den S87-Zellen ein CD3"/CD56/NK1™ Phinotyp festhalten. Dieser sichert eine
Zuordnung zur T-Zelllinie und stellt, zumindest aufgrund des immunzytologischen

Phénotyps, eine Zugehorigkeit zu den NKT-Zellen in Frage.

Zytotoxische T-Zellen unterliegen im Gegensatz zu den natiirlichen Killerzellen einer MHC-
Restriktion und sind daher zu einer spontanen zytotoxischen Aktivitit ohne vorherige
Antigen-Préisentation nicht befihigt (Zinkernagel, 1997). Diese grundsitzliche Einteilung
kann so jedoch nicht ohne Einschrinkungen iibernommen und auf alle zytotoxischen T-Zellen
ibertragen werden. Zellen, die einen T-Zell-Phanotyp aufweisen und trotzdem Eigenschaften
der natiirlichen Killerzellen zeigen, wurden in den letzten Jahren unter verschiedenen Namen
eingruppiert. In der Humanmedizin ist es bereits bestitigt, dass ein kleiner Teil der CD3-
positiven Lymphozyten eines gesunden Menschen in der Lage ist, eine spontane zytotoxische
Aktivitdat gegeniiber K562 Zellen zu entwickeln und allem Anschein nach nicht der MHC-
Restriktion unterliegt (Lanier et al., 1986¢; Lanier und Phillips, 1986). Diese ,,non-MHC-
restricted cytotoxicity* ist somit nicht ausschlieBlich den natiirlichen Killerzellen vorbehalten
und prigte den Begriff der ,,non-MHC-restricted cytotoxic T lymphocytes* (Lanier und

Phillips, 1986; Lanier et al., 1986d). Vermutet werden kann, dass dieser dort beschriebene
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Zelltyp mit dem, der spiter unter dem Namen der NKT-Zellen bekannt gewordenen ist,
weitestgehend iibereinstimmt, da diese Zellen ebenfalls CD3* und CD56" waren (Lanier und

Phillips, 1986).

Die NKT-Zellen, natiirliche Killer T-Zellen zeigen einerseits die Merkmale der natiirlichen
Killerzellen, andererseits die der zytotoxischen T-Zellen (Makino et al., 1995). Laut der
derzeitigen Definition zdhlen Zellen zu den natiirlichen Killer T-Zellen, die NK-Zellmarker
exprimieren (beispielsweise NK1.1; bei Madusen nur eingeschrinkt), einer CD1d-Restriktion
unterliegen und einen o/B-T-Zell-Rezeptor rearrangieren (Bendelac et al., 2007).
Neoplastische Verdnderungen, die auf NKT-Zellen zuriickgehen, sind selten und werden beim
Menschen als sehr aggressiv eingestuft (Macon et al., 1996). Bei ihnen finden sich hiufig
chromosomale Abnormititen, wie es auch bei der untersuchten Zelllinie der Fall war (Macon

et al., 1996).

Bei der Katze konnte ein funktionelles CD1d-Gen sequenziert werden, daher kann auf ein
funktionierendes NKT/CD1d-System riickgeschlossen werden. Jedoch ist die Existenz der
NKT-Zellen entsprechend der genannten Definition, anders als beim Pferd oder beim
Schwein, bis jetzt noch nicht eindeutig nachgewiesen (Looringh van Beeck et al., 2009) . Mit
den genannten Erkenntnissen iiber die NKT-Zellen lassen sich Parallelen zwischen diesem
Zelltyp und der untersuchten Zelllinie ziehen. So weisen die Zellen ein T-Zell-Rezeptor-
Rearrangement sowie eine CD3-Expression auf, sind mittels der iiblichen Methoden zum
Nachweis von Antigenen CD4 und CD8 doppelt negativ und zur spontanen Zelllyse befdhigt.
Mit der Einschrinkung, dass Tumorzellen ihre FEigenschaften hiufig verdndern und
Fahigkeiten und immunologische Charakteristika verlieren oder dazu gewinnen, kann bei der
untersuchten Zelllinie auf Grund der spontanen zytotoxischen Aktivitit, die fiir T-Zellen
ungewoOhnlich ist, eine Zugehorigkeit zu den NKT-Zellen vermutet werden. Was jedoch die
Eingruppierung eher unwahrscheinlich macht, ist die Tatsache, dass die Zellen keinen

natiirlichen Killerzellen-Marker exprimieren (s.0.).

AbschlieBend lésst sich somit festhalten, dass es sich bei der S87-Zelllinie um Large Granular
Lymphocytes handelt, die ein T-Zell-Rezeptor-Rearrangement und eine CD3-Expression
zeigten und somit den T-Zellen zuzuordnen sind. Auffillig ist die Eigenschaft der spontanen
zytotoxischen Aktivitidt der Zellen. Eine Zuordnung zu den NKT-Zellen nur aufgrund dieser
Eigenschaft sollte jedoch nicht erfolgen, da es keine weiteren Hinweise, wie die Expression

von fiir natiirliche Killerzellen typischen Antigenen, gibt. Zusammenfassend handelt es sich
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bei S87 somit um nicht MHC-restriktive zytotoxische T-Zellen mit der Féhigkeit zur

spontanen Zelllyse.

Fiir die immunzytologische Detektion von B-Zellen bei der Katze finden sich in der Literatur,
je nach Autor, verschiedene Angaben. Eine Option ist der gegen CD45R (B220) gerichtete
Antikorper. CD45 ist eine Tyrosinphosphatase, die auf verschiedenen Blutzellen exprimiert
wird. Es gibt verschiedene Isoformen, die sich zumeist auf einen Zelltyp beschrinken und
deshalb als spezifische Antigene zum Nachweis eines Zelltyps verwendet werden. In der
Routinediagnostik dient der monoklonale Antikorper gegen das CD45R-Antigen (B220) der
Maus (Klon RA3-6B2) auch im FFPE-Material zur Differenzierung zwischen B- und T-
Zellen (Coffman und Weissman, 1981a; Kohler, 2003; Monteith et al., 1996). Zwar gilt dieser
Marker als sehr spezifisch fiir feline B-Zellen, dennoch konnten in einer vergleichenden
Studie mit verschiedenen B-Zell-Markern festgestellt werden, dass ein geringer Anteil der T-
Zellen (0,1 %) ebenfalls markiert wurde (Monteith et al., 1996). Da die untersuchten Zellen in
der Immunzytologie positiv fiir diesen Marker waren, wurden zwei weitere B-Zell-Marker
(BLA.36 und CD79a) eingesetzt, um das positive CD45R-Signal weiter interpretieren zu
konnen. BLLA.36 ist ein Antikorper gegen das humane B-Lymphozyten-Antigen 36 und wird
von vielen Autoren auch bei der Katze als niitzlicher B-Zellmarker angesehen (Darbes et al.,
1998; Day et al., 1999; Della Croce et al., 1991; Pohlman et al., 2009; Steele et al., 1997,
Walton und Hendrick, 2001). Bei der immunzytologischen Untersuchung mit diesem Marker
zeigte sich keinerlei Reaktion, ebenso wie bei dem dritten Marker CD79a, der ebenfalls in
einigen Studien als B-Zellmarker fiir die Katze verwendet wurde (Mochizuki et al., 2011;
Valentine et al., 2000; Walton und Hendrick, 2001; Waly et al., 2005). Da die beiden anderen
B-Zell-Marker negativ waren, molekularbiologisch kein B-Zell-Rezeptor-Rearrangement
nachgewiesen werden konnte und auch das auffilligste morphologische Kriterium, die
Granula, nicht zu Zellen der B-Zelllinie passten, wurden die Zellen weiterhin als T-Zellen

eingestuft.

Eine CD45R (B220)-Expression von Large Granular Lymphocytes wurde bereits mehrfach in
der Literatur beschrieben. Sowohl NK1.1-positive Zellen (Ballas und Rasmussen, 1990), als
auch T-Zellen sind in der Lage, beispielsweise nach Stimulation mit Interleukin 2, B220 zu
exprimieren (Coffman und Weissman, 1981a; Cron et al., 1989; Koyasu, 1994; Zanker et al.,
2013). Interessanterweise kam es bei sehr hohen Konzentrationen von Interleukin 2 zur
Induktion der Apoptose dieser T-Zellen, welche dann eine Expression von B220 zeigten

(Zanker et al., 2013). Die Expression von B220 bei T-Zellen gesunder Individuen konnte kurz
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bevor die Zellen in Apoptose gingen beobachtet werden (Renno et al., 1998). Bereits 1982
wurde bei Madusen mit gestorter Apoptosefunktion, die ein mutiertes lpr (lymphoproliferation)
Gen hatten, welches fiir den Fas-Rezeptor (auch CD95 oder APO-1 genannt) kodiert, eine
stark proliferierende T-Zellpopulation identifiziert, die sowohl T-Zell- als auch B-
Zelloberflachenmarker exprimierte (Morse et al., 1982; Nagata, 1994). Durch die Bindung des
Fas-Liganden an den Fas-Rezeptor kommt es zur Induktion der Apoptose. Ist dieser
Apoptoseweg gestort, zum Beispiel durch eine Mutation, kommt es zu einer Akkumulation
von B220-positiven T-Zellen (Renno et al., 1998). Dies konnte sowohl bei Miusen mit
defekten Fas-Rezeptoren (Ipr) als auch mit defekten Fas-Liganden (gld) nachgewiesen werden

(Takahashi et al., 1994; Watanabe-Fukunaga et al., 1992).

In einer Studie an Menschen (Bleesing et al., 2003) befassten sich die Autoren mit der
Expression eines Epitops, welches mit einem B220-spezifischen monoklonalen Antikorper
auf T-Zellen von Patienten mit einer Large Granular Lymphocyte-Leukidmie nachgewiesen
werden konnte. Man stellte fest, dass im Median bei diesen Patienten 66,8 % der T-Zellen
sowohl CD8 als auch B220 exprimierten (Bleesing et al., 2003). Eine gleichzeitige Expression
von CD57 konnte zum Teil ebenfalls bei diesen Zellen beobachtet werden. Dabei nutzten die
Autoren den gleichen Antikorperklon (RA3-6B2), der auch im Rahmen dieser Arbeit

verwendet wurde. Dieser bindet nicht an andere CD45-Isoformen (Bleesing et al., 2001).

Im Gegensatz dazu wurde in einer weiteren Studie nur bei 3,9 % der T-Zellen von gesunden
Menschen eine B220-Expression bei gleichzeitiger CD8-Expression festgestellt (Bleesing et
al., 2001). Interessant war zudem, dass eine B220-Expression bei CD8"-T-Zellen eng mit
einer nicht der MHC-Restriktion unterliegenden Zytotoxizitit in Zusammenhang stand (Ballas
und Rasmussen, 1990). Dies bedeutet, dass eine Expression von B220 bei T-Zellen auf die
Féahigkeit der spontanen Zytotoxizitit ohne MHC-Restriktion hindeuten kann (Ballas und
Rasmussen, 1990). Auffallend war der Anteil der B220-positiven T-Zellen, vor allem bei
Menschen, die an einer T-Zell-Leukdmie oder am sogenannten autoimmunen
lymphoproliferativen Syndrom (ALPS) erkrankt waren. Durch Untersuchungen an Patienten
mit ALPS, bei denen durch einen Gendefekt der Fas-mediierte Apoptoseweg beeintrachtigt
ist, konnte festgestellt werden, dass bei diesen Menschen der Anteil an B220-exprimierenden
T-Zellen deutlich erhoht war (Bleesing et al., 2001). Bei diesen Patienten stellte man einen
vermehrten Anteil an CD4/CD8-T-Lymphozyten fest (10,4 %) (Bleesing et al., 2001). Im
Gegensatz dazu betrug der Anteil der CD4/CDS8 -T-Lymphozyten bei gesunden Menschen
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nur 0,7 %. Die doppelt negativen T-Zellen der ALPS-Patienten zeigten in 89 % ebenfalls eine

B220 Expression. Bei den gesunden Kontrollpatienten waren es nur 22 %.

Zusammenfassend gab es bei dieser Erkrankungsform, die zwar nicht neoplastischer Genese
ist, jedoch ebenfalls eine gesteigerte Anzahl an T-Zellen aufweist, einen deutlich vermehrten
Anteil an CD4/CD8/B220*-T-Lymphozyten. Bringt man diese Forschungsergebnisse
zusammen, so kann festgehalten werden, dass eine B220-Expression bei T-Zellen auftritt,
kurz bevor sie in Apoptose gehen. Kommt es zu einer Storung der Apoptose, beispielsweise
durch einen mutierten Fas-Rezeptor, gibt es eine deutliche Akkumulation von B220*-T-
Zellen, die durch eine neoplastische Verianderung oder durch ein Krankheitsbild wie dem
ALPS klinisch in Erscheinung treten konnen. Dass eine Mutation von Fas als eine Ursache fiir
die Entstehung von NK/T-Zell- und Non-Hodgkin-Lymphomen in Frage kommt, wurde beim
Menschen bereits nachgewiesen (Gronbaek et al., 1998; Takakuwa et al., 2002). Inwieweit die
Expression von B220 bei den S87-Zellen auf eine eventuelle, den Apoptoseweg
beeinflussende Mutation des Fas-Rezeptors hindeutet, liegt auBBerhalb des Rahmens dieser
Arbeit, konnte jedoch Ziel weiterer Studien sein. Eine ungewohnliche CD45R-Expression als

Folge der chromosomalen Instabilitdt kann ebenfalls nicht ausgeschlossen werden.

5.3 Interpretation der Wachstumseigenschaften

Bei Betrachtung der Wachstumskurve féllt auf, dass diese bis zum vierten Tag eine deutliche
Steigung zeigte, jedoch ab dem vierten Tag ein kurzfristiger Riickgang der Zellzahl zu
registrieren war. Daran schloss sich ab dem achten Tag wieder eine Phase der deutlichen
Steigerung des Wachstums an, welches ab dem zehnten Tag auf ein flacheres Niveau, in eine
Plateauphase, iiberging. Dies ist ein eher untypischer Verlauf der Wachstumskurve von
Tumorzellen, da diese sich zumeist in einer S-formigen Form darstellen und die
Wachstumskurve nicht abfillt, sondern nach einer Steigung direkt in eine Plateauphase
tibergeht, in der die Zellzahl relativ konstant bleibt. Allem Anschein nach zeigen die S87-
Zellen im Wachstumsverlauf eine Art Krise, in der mehr Zellen absterben, als iiber
Vermehrung nachgebildet werden. Der gleiche Wachstumsverlauf liel sich auch bei den
Studien zur Stimulation mit verschiedenen Mitogenen und dem Nachweis mit Hilfe des MTT-
Tests bestitigen, wodurch ein zufilliges Auftreten dieses Phinomens eher unwahrscheinlich

1st.
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Die Kenntnis dieses ,,Wachstumstiefs‘ ist essentiell, um bei Versuchen mit Beriicksichtigung
der Zellzahl keine Fehlinterpretationen zu riskieren. Daher wurden fiir Versuche, wie die zur
Bestimmung der Zytotoxizitdt oder der Stimulation mit Mitogenen, stets frisch passagierte
Zellen genutzt, die sich dementsprechend in der Phase des starken Wachstums am Anfang
befanden. Ebenfalls wurde bei der Zelllinie darauf geachtet, dass auch beim Einfrieren nur
Zellen aus dieser Wachtumsphase verwendet wurden. Vorteilhaft war dies auch bei der
Priparation der Metaphaseplatten, da zu diesem Zeitpunkt aufgrund der hohen
Teilungsaktivitit der Zellen eine =zahlenmidfig grolere Ausbeute an brauchbaren

Metaphaseplatten gefunden werden konnte.

5.4 Spontane zytotoxische AKktivitit

Fiir die Untersuchungen zur spontanen zytotoxischen Aktivitit wurden zunédchst Vorversuche
durchgefiihrt, um die Versuchsansidtze zu optimieren. Bei den Folgeversuchen wurde der
MTT-Test dem RBA vorgezogen, da beim RBA zwei Waschschritte erfolgen miissen,
wihrend beim MTT-Test mit nur einem erforderlichen Waschschritt das Risiko, dass nicht-

lysierte Zellen herausgespiilt werden, geringer ist.

Aufgrund der Beschreibung von Vero-Zellen als unsensible Zellen fiir die spontane
zytotoxische Aktivitdit von NK-Zellen beim Hund fanden diese Anwendung als
Negativkontrolle (Funk et al., 2003). Andere Autoren beschreiben jedoch, dass sie bei der
Verwendung von Vero-Zellen als Negativkontrolle ebenfalls eine spontane zytotoxische
Aktivitdt von liber 10 % feststellen konnten (Gondolf, 1994; Schomig, 2008). Beim Menschen
konnten sogar Werte iiber 20 % festgestellt werden (Nagy und Mandi, 1998). Schwierig ist
der Vergleich mit den bei der Analyse der S87-Zellen gewonnenen Werten, da fiir die Katze
keine Vergleichswerte zur Verfiigung stehen. In den Untersuchungen zur zytotoxischen
Aktivitdt der S87-Zellen gegeniiber den Vero-Zellen konnten deutlich hthere Werte (70 %)
bei der Bestimmung der spontanen zytotoxischen Aktivitdt dokumentiert werden, als dieses
bei anderen Autoren und anderen Spezies der Fall war. Zudem lagen die Werte noch {iiber
denen, die bei der spontanen zytotoxischen Aktivitdt gegeniiber den CTAC-Zellen gemessen
wurden. Bei den Versuchen mit CTAC-Zellen konnte festgestellt werden, dass sich das
Zielzellen/Effektorzellenverhiltnis umgekehrt proportional zur zytotoxischen Aktivitit
verhielt. Diese stieg parallel um rund zehn Prozentpunkte an, wenn das Verhiltnis der
Zielzellen zu Effektorzellen in Zehnerschritten abnahm. Dieses Phidnomen lie} sich bis zu

einem Verhiltnis von 1:50 beobachten. Beim Verhiltnis Zielzellen/Effektorzellenverhiltnis
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von 1:100 lag die zytotoxische Aktivitat mit 67 % jedoch ebenfalls nur zehn Prozentpunkte
hoher als bei einem Verhiltnis von 1:50. Dies konnte daran liegen, dass ab einem gewissen

Verhiltnis die Kultur mit Effektorzellen iibersittigt war.

Im Gegensatz zum Einsatz der Zellen konnte bei den Versuchen, bei denen der zellfreie
Uberstand eingesetzt wurde, eine negative zytotoxische Aktivitiit registriert werden. Dies
bedeutet, dass das Zellwachstum der Zielzellen, die mit dem Uberstand inkubiert wurden,
grofer war als bei den Kontrollzellen. Durch den Uberstand wurden somit keine Zellen
lysiert, sondern es konnte eine gesteigerte Stoffwechselaktivitit registriert werden. Dies kann
zum einen als eine erhohte Proliferation oder zum anderen als gesunkene Apoptoserate
gedeutet werden. Dieses Ergebnis ldsst sich dahingehend interpretieren, dass die spontane
zytotoxische Aktivitit tatsidchlich von den Zellen selber ausgeht und durch den direkten Zell-
zu-Zell-Kontakt entsteht und nicht durch moglicherweise in die Peripherie abgegebene
Botenstoffe, wie es von Duke et al. (1986) postuliert wurde. Diese zur Zelllyse fiihrenden
Substanzen (NKCF) fiihrten zur DNS-Fragmentation der Zielzellen. Solche Beobachtungen
konnten bei kaninen natiirlichen Killerzellen gemacht werden, deren Uberstand zu einem
zytotoxischen Effekt fiihrte (Nakada et al., 1996). Zu beriicksichtigen gilt hierbei jedoch, dass
diese Stoffe erst nach Co-Inkubation mit den Zielzellen frei wurden und nicht per se im
Uberstand enthalten sein mussten (Nakada et al., 1996). Jedoch scheint es so zu sein, dass die
Abgabe der NKCF nur einen geringen Anteil des Abwehrprogramms der natiirlichen
Killerzellen ausmacht (Herberman et al., 1986). In Versuchen mit NK-Zellen des Hundes
konnte jedoch auch bei in anfinglicher Anwesenheit von Zielzellen inkubierten Effektorzellen
beim zellfreien Uberstand keine zytotoxische Aktivitit registriert werden (Schomig, 2008).
Dies deckt sich mit den Beobachtungen, die bei der untersuchten S87-Zelllinie gemacht
werden konnten. Vielmehr scheint die Ausbildung von Zellfortsédtzen, die zu einem direkten
Kontakt der Zielzellen mit den Effektorzellen fithren, ein entscheidendes Kriterium
darzustellen. So konnte in den elektronenmikroskopischen Aufnahmen von kaninen
natiirlichen Killerzellen die Ausbildung von Zellfortsdtzen beobachtet werden, welche den
direkten Kontakt der beiden Zellarten ermdoglichten (Nariai Nakada et al., 1999; Schmitz,
2000). Hinweise auf diesen fiir die Zelllyse bendotigten direkten Zell-zu-Zell-Kontakt lieferten
auch die im Giemsa-gefarbten Zytospinpriparat zu beobachteten Anlagerungen der S87-
Zellen an die CTAC-Zellen, was auch als Rossettenformation bezeichnet wird und bei
kaninen natiirlichen Killerzellen bereits beobachtet werden konnte (Knapp et al., 1993;
Schmitz et al., 2003). Ein direkter Vergleich der angefiihrten bisherigen Forschungsergebnisse

mit denen der S87-Zelllinie ist jedoch schwierig, da es einerseits wenige Daten {iiber
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Untersuchungen bei der Katze gibt und sich zum anderen die Untersuchungen hauptséichlich
auf natiirliche Killerzellen ohne CD3-Expressionsmuster beziehen. In einer neueren Studie
konnte bei felinen NKT-Zellen (CD3*/CD56") ebenfalls eine Zytotoxizitit gegeniiber der
Crandell feline kidney (CRFK) cell line registriert werden, welche jedoch mit anderen
Methoden nachgewiesen wurde und daher einen direkten Vergleich nicht moglich macht
(Vermeulen et al., 2012). Insgesamt konnte in dieser Studie bei der Katze jedoch festgestellt
werden, dass die zytotoxische Aktivitit von NKT-Zellen aus dem Blut und den Lymphknoten
(CD3*/CD56%) in etwa derjenigen der NK-Zellen (CD3/CD56") entspricht (Vermeulen et al.,
2012).

5.5 Eigenschaften in Kultur

Die untersuchte Zelllinie wurde fast zwei Jahre permanent in Kultur gehalten und iiber 90 mal
passagiert. Damit sind die Kriterien fiir eine permanente Zelllinie erfiillt (Drexler und
MacLeod, 2003). Die in der Zellkultur beobachtete Cluster-Bildung spiegelt das Bediirfnis der
Zellen nach Zellkontakt zu anderen Zellen wider, was sowohl im Giemsa-gefirbten Priparat
als auch bei den elektronenmikroskopischen Aufnahmen festgestellt wurde. Diese Eigenschaft
konnte mit ein Grund dafiir sein, dass sich die vereinzelten Zellen bzw. Gruppen von weniger
als 20 Zellen trotz verschiedenster Versuchsansitze nicht vermehrten. Die urspriingliche
Hypothese, dass jede Zelle von Wachstumsstoffen anderer Zellen abhédngig ist und sich
deshalb bei Einzelzellen kein Wachstum beobachten lésst, konnte dagegen widerlegt werden.
Denn obwohl die Verwendung eines Transwell®-Einsatzes einen Austausch von
Wachstumsstoffen ermoglichte, fiihrte dies trotzdem nicht zu einer Vermehrung der
Einzelzellen. Dass die Klonierungseffizienz von Tumorzellen schlechter sein kann als die der
nicht tumords entarteten Vergleichszellen, wurde bei felinen Fibrosarkomzellen bereits
beschrieben (von Erichsen et al., 2012). Bei einigen Ansitzen konnte zunichst eine
Vermehrung der Zellen registriert werden, auch wenn die Anfangszahl < 20 Zellen lag. Da
diese sich jedoch nicht weiter vermehrten liegt der Schluss nahe, dass bei der Bestimmung der
Anfangszellzahl eine zu niedrige Zellzahl gezéhlt worden war, da einzelne Zellen
ibereinander lagen oder sich in einer anderen Ebene befanden und die hohere Zellzahl keine

Vermehrung sondern einen Fehler in der Auswertung darstellt.

Bei der Stimulation der Zellen mit verschiedenen Stoffen konnte ein dhnliches
Wachstumsverhalten bei allen Versuchsansitzen registriert werden, sowohl bei denen der

Kontrollen als auch bei denen mit stimulierten Zellen. Interleukin 2, welches zunichst als T-
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Zell-Wachstumsfaktor (T-Cell Growth Factor, TCGF) bekannt wurde und erst 1979 zu
seinem heutigen Namen kam (Arden et al., 1979), wird von T-Zellen nach Stimulation mit
Mitogenen, wie zum Beispiel Concanavalin A, oder Antigenkontakt sowohl beim Menschen
als auch bei der Katze gebildet (Morgan et al., 1976; Smith, 1980; Tompkins et al., 1987).
Dabei stehen vor allem die Tyl-Zellen im Vordergrund, andere Zellen wie die zytotoxischen
T-Zellen sind jedoch ebenfalls dazu in der Lage, nach Stimulation Interleukin 2 freizusetzten
(Mosmann et al., 1986). Interleukin 2 fordert sowohl die Proliferation von T-Lymphozyten
(Ruscetti et al., 1977; Smith, 1980) als auch von natiirlichen Killerzellen (London et al., 1986;
Timonen et al., 1982; Trinchieri und Perussia, 1984). Auch die Proliferation von NKT-Zellen
kann durch Interleukin 2 geférdert werden, wobei festgestellt werden konnte, dass die
CD4"/CD8-NKT-Zellen am besten, gefolgt von den CD4/CD8-NKT-Zellen auf die
Stimulation ansprachen (Lin et al., 2004). Zusammenfassend sprechen somit alle zu den Large
Granular Lymphocytes gehorenden Zellpopulationen auf die Stimulation mit Interleukin 2 an,
was auch den Ergebnissen der Untersuchungen der S87-Zellen entsprach. Concanavalin A ist
ein schon sehr lange bekanntes Mitogen, das in der Lage ist, die Proliferation von T-
Lymphozyten zu steigern (Stobo et al., 1972). Es wurde unter anderem dafiir verwendet,
Zellen zu ,aktivieren®, um entsprechende Reaktionen, wie sie beispielsweise bei einem
Antigenkontakt entstehen, hervorrufen zu konnen (Smith, 1980). Dies ist auch der Grund,
warum bei den S87-Zellen versucht wurde, mit Hilfe einer vorherigen Stimulation mit
Concanavalin A eine Veridnderung des immmunologischen Phénotyps hinsichtlich der
Expression von CD4 und CDS8 hervorzurufen, was bei den Versuchen jedoch nicht bestitigt
werden konnte. Auffallend ist, dass die beste Stimulation durch eine gleichteilige Mischung
aus konditioniertem Medium und dem 20 % FCS enthaltenen Medium herbeigefiihrt werden
konnte. Eine Erklarung dafiir ist, dass die von den Zellen selbst produzierten Zytokine und
Botenstoffe in dieser Kombination fiir die Zellen am besten wirken und kiinstliche

Stimulantien nicht die optimale Forderung der Proliferation ermdglichen.

Dieser Effekt scheint sich jedoch nicht nur auf die LGL-Zellen selber auszuwirken, sondern
durch den Uberstand konnte bei den Versuchen zur Uberpriifung der Zytotoxizitit ein
verbessertes Zellwachstum auch bei den CTAC-Zellen und bei den Vero-Zellen beobachtet
werden. Dass konditioniertes Medium bei einer Vielzahl von Zellen das Wachstumsmuster
positiv beeinflusst, ist schon seit vielen Jahren bekannt (Bradley und Sumner, 1968; Iscove et

al., 1971)
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5.6 Chromosomale Instabilitit

Chromosomale Instabilitdt ist bei den verschiedensten neoplastischen Veridnderungen zu
beobachten und &duBlert sich hidufig in numerischen Chromosomenaberrationen (siehe
Literaturiibersicht). Zur Diagnose von numerischen Aberrationen miissen die
Metaphaseplatten so ausgewihlt werden, dass sie moglichst gut gespreitet sind und sich die
Chromosomen nicht gegenseitig iiberlagern oder von noch intakten Zellkernen iiberlagert
werden. Da solche optimalen Metaphaseplatten eher selten sind, wurde die
Chromosomenpréparation in der Phase des besten Wachstums (zumeist zwei Tage nach einer

Passage) durchgefiihrt. Dadurch wurde eine bestmogliche Ausbeute gewihrleistet.

5.6.1 Chromosomale Stabilitit von PBMC

Bei 93 % der stimulierten Kontrollzellen (PBMC) konnte ein reguldrer, euploider
Chromosomensatz (2n=38) detektiert werden. 5 % der Zellen wiesen einen hypoploiden
Chromosomensatz. Bei 2 % konnte ein hyperploider Chromosomensatz verzeichnet werden.
Diese Beobachtungen sind wahrscheinlich durch Priparationsartefakte im letzten Schritt der
Chromosomenpréparation zu erkldaren (Barch, 1991; Henegariu et al., 2001). Bei diesem
Schritt werden die Zellen aus einiger Entfernung auf einen Objekttriger aufgetropft, damit die
Zellen aufplatzen und die Metaphaseplatten frei werden. Dabei kann es zum Abschwemmen
von einzelnen Chromosomen oder sogar zum Zerreilen einer ganzen Metaphaseplatte
kommen. Schwimmen nur einzelne Chromosomen ab, ldsst sich dies nicht von einem
hypoploiden Chromosomensatz unterscheiden. Falls diese abgeschwemmten Chromosomen
in die Nidhe einer anderen Metaphaseplatte gezogen werden, wird bei dieser ein
pseudohyperploiden Chromosomensatz diagnostiziert werden. Insgesamt zeigten 7 % der
PBMC einen aneuploiden Chromosomensatz. Aufgrund dieses Ergebnisses wurde bei den
Metaphaseplattenuntersuchungen von einem Préparationsartefakt von 7 % ausgegangen. Dies
entspricht den Werten, die in der Literatur auch fiir andere feline Kontrollzellen angegeben
werden (Grindem und Buoen, 1989; Miki et al., 2004; von Erichsen et al., 2012). Da deutlich
mehr als 7 % der untersuchten Metaphaseplatten von S87 eine Aneuploidie aufwiesen, ist bei
diesen Veridnderungen jedoch von einer realen numerischen Chromosomenaberration

auszugehen und nicht von einem Artefakt.
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5.6.2 Chromosomale Instabilitit von S87

Eine Zeitlang wurde ein direkter Zusammenhang zwischen einer FeLV-Infektion und einer
Aneuploidie angenommen. So konnten in FeLV-positiven Katzen ohne neoplastische
Verdnderungen numerische Chromosomenaberrationen gefunden werden (Grindem und
Buoen, 1989). In spiteren Studien war jedoch kein signifikanter Unterschied zwischen FeLLV-
induzierten und FeLV-negativen Lymphomen im Hinblick auf Aneuploidie nachweisbar
(Gulino, 1992). Als pseudodiploid werden solche Metaphaseplatten bezeichnet, die zwar eine
physiologische Chromosomenanzahl aufweisen, aber nicht diploid sind und deren
Karyogramm somit nicht vollstindig und korrekt ist. Diese Verdnderung wird nur dann
auffdllig, wenn von den Chromosomen ein Karyogramm angefertigt wird. Ein
pseudodiploider Chromosomensatz konnte bei den Zellen mit 38 Chromosomen aus Passage
10 in 100 % der Fille diagnostiziert werden. Kein Karyogramm wies einen vollstindigen und
korrekten Chromosomensatz auf. Dass bei felinen Lymphomzellen trotz korrekter
Chromosomenanzahl ~Monosomien, Trisomien oder der Verlust von ganzen
Chromosomenpaaren vorkommen kann, wurde auch schon bei anderen felinen
Lymphomzelllinien festgestellt (Gulino, 1992). Weiterhin auffillig ist, dass sich der Karyotyp
der S87-Zellen von Passage 10 zu Passage 80 hin verdnderte und signifikante Unterschiede
aufwies. Zwar war den Zellen in beiden Passagen gemeinsam, dass signifikante Unterschiede
in ihrer Chromosomenzahl gegeniiber der Chromosomenanzahl der Kontrollzellen auftraten,
allerdings waren die Zellen der frithen Passage hiufig pseudodiploid oder wiesen lediglich ein
Chromosom zu viel auf. In der spiteren Passage verdnderten sich die Ergebnisse
dahingehend, dass deutlich mehr Chromosomensitze mit 40 Chromosomen auftraten und

weniger diploide bzw. pseudodiploide festgestellt wurden.

Als Ursache fiir den unsteten Karyotyp der untersuchten Zelllinie konnen verschiedene
Hypothesen diskutiert werden. So ist eine Erkldrung, dass die Tumorzelllinie nicht auf eine
einzelne Zelle zuriick geht, sondern auf mehrere, genetisch unterschiedliche Zellen. Wenn
jede dieser ,,Ursprungszellen® ihre eigene genetische Information an die Tochterzelle
weitergidbe, konnte dies eine Erkldrung fiir die heterogene Chromosomenverteilung sein. Dies
widerspricht jedoch der allgemeingiiltigen somatischen Mutationstheorie, die besagt, dass alle
Tumorzellen Nachkommen einer Ursprungstumorzelle sind, in der eine oder mehrere
irreversible somatische Mutationen stattgefunden haben, was letztendlich zu einer klonalen
Tumorzellpopulation fiihrt (Knudson, 1985). Durch die Etablierung einer monoklonalen
Zelllinie lieBe sich diese Hypothese verifizieren. Das ist jedoch nicht méglich, da die Zellen

trotz verschiedenster Versuchsansitze keine Vermehrung nach Vereinzelung zeigten. Als
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unwahrscheinlich erscheint die Verifizierung der Hypothese auch dadurch, dass sich keine
eindeutigen, voneinander abtrennbare Karyotypen zeigten, die auf eine definierte Gruppe an
Ursprungszellen zuriickzufiihren wiéren. Zwar divergierten die Karyotypen sowohl innerhalb
der einzelnen Zellpassagen als auch zwischen den Passagen, jedoch gab es auch einige
Gemeinsamkeiten: Kein Karyogramm wies eine Verdnderung der Gonosomen auf. Zudem
war bei 90 % der Karyogramme beider Passagen eine Haufung an Verdnderungen in Gruppe
C zu verzeichnen, die sich zumeist durch ein oder zwei zusitzliche Chromosomen
auszeichnete. Diese wiesen hédufig eine gut erkennbare Binderung auf. Diese Abweichung
kam deutlich haufiger vor, als es in den anderen Gruppen der Fall war. Die wahrscheinliche
Erkldrung dieser chromosomalen Heterogenitit ist, dass die feline Large Granular
Lymphocyte-Lymphomzelllinie ein instabiles Genom aufweist und dass durch Fehlverteilung
der Chromosomen bei der Zellteilung stindig voneinander divergierende Chromosomensitze
entstehen. Dies wiederum konnte ein weiterer Faktor fiir die fehlende Proliferation der
Einzelzellen sein, da je nach genetischer Ausstattung nicht jede Zelle in der Lage ist, sich
teilen zu konnen und zu proliferieren. Zudem kann je nach Weitergabe der genetischen
Eigenschaften der Mutterzelle an eine Tochterzelle diese nicht mehr zur Proliferation und
Vermehrung in der Lage sein. Als weiterer Hinweis auf eine monoklonale Zellpopluation
kann das molekularbiologisch nachgewiesene einheitliche T-Zell-Rezeptor-Rearrangement

gewertet werden.

Da der Anteil der hypodiploiden Karyogramme in Passage 10 mit 8,5 % jedoch relativ dicht
an dem der Werte fiir die Prédparationsartefakte lag, ist in diesem Fall eher davon auszugehen,
dass es sich bei den hypodiploiden Chromosomensidtzen um einen Artefakt handelt. Da bei
den Karyogrammen in Passage 80 auffallend wenige hypodiploide Chromosomensitze
auftraten, kann vermutet werden, dass bei der Fehlerquote von ungefihr 7 % der Karyotypen
ein hyperploider Chromosomensatz vorlag und dieser durch Abschwemmen von einzelnen

Chromosomen zu einem pseudodiploiden wurde.

Dass die Chromosomenanzahl innerhalb einer Passage divergiert, ist bei mehreren felinen
Zelllinien beschrieben. So kann die Chromosomenanzahl innerhalb einer Fibrosarkom-
Zelllinie und einer Passage um bis zu 120 Chromosomen variieren (von Erichsen et al., 2012),
bei den Lymphomzelllinien liegt die Spanne zumeist jedoch dhnlich wie bei S87 in einem
deutlich kleineren Bereich (Miki et al., 2004). Feline Lymphomzelllinien zeigen hiufig
hypoploide, pseudodiploide und hyperploide Chromosomensétze (Gulino, 1992; Miki et al.,

2004). Dabei traten besonders hdufig Monosomien und Trisomien in Gruppe B und Gruppe E
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auf, was sich nur teilweise mit den bei S87 festgestellten Verdnderungen vereinbaren ldsst
(Gulino, 1992). Selten fanden sich dagegen bei den anderen untersuchten Zelllinien
Veridnderungen in Gruppe C (Gulino, 1992). Abweichend davon waren jedoch in dieser
Gruppe C bei S87 die meisten Auffilligkeiten zu verzeichnen. Aufgrund der geringen Anzahl
an karyotypisierten felinen Lymphomzelllinien ist es jedoch schwierig, eine einheitliche Linie

zu erkennen und diese zu interpretieren.

5.7 Zentrosomenhyperamplifikation

Mittlerweile ist es 100 Jahre her, seit Boveri (1914) einen Zusammenhang zwischen
Veridnderungen der Zentrosomen und der Entstehung von Tumoren erkannte. Zentrosomen
spielen als Mikrotubuli-organisierende Zentren eine bedeutende Rolle im Aufbau des
Spindelapparates und konnen daher eine Schliisselrolle in der Multi-Step-Tumorgenese
darstellen. Zentrosomenhyperamplifikationen sind in physiologischem Gewebe nicht zu
beobachten und der Grad der Zentrosomendefekte bzw. -aberrationen korreliert signifikant
mit der chromosomalen Instabilitdt der Tumorzellen (Lingle et al., 2002; Pihan et al., 1998).
Sowohl bei Menschen als auch bei Hunden konnte ein Zusammenhang zwischen einer
erhohten Anzahl oder strukturellen Veridnderungen der Zentrosomen und der Entstehung von
Neoplasien nachgewiesen werden (Lingle et al., 2002; Lingle et al., 1998; Nigg, 2002; Pihan
et al, 1998; Setoguchi et al., 200la). Bei der Untersuchung von fiinf felinen
Lymphomzelllinien hinsichtlich ihrer Zentrosomenausstattung wurde eine Korrelation
zwischen der Zentrosomenamplifikation und der chromosomalen Instabilitit festgestellt (Miki
et al., 2004). Aufgrund dessen wurde von den Autoren postuliert, dass der methodisch
simplere Nachweis einer Zentrosomenhyperamplifikation eine vorteilhafte Alternative zur
aufwindigen Chromosomenpréparation darstellt (Miki et al., 2004). Andere Studien an
felinen Fibrosarkomzelllinien, die eine deutliche chromosomale Instabilitit aufwiesen,
konnten diese Hypothese jedoch widerlegen, da keine Korrelation zwischen -einer
Zentrosomenhyperamplifikation und einer chromosomalen Instabilitit festgestellt werden
konnte (von Erichsen et al., 2012). Bei der Untersuchung der Zentrosomenausstattung von
S87 konnte die von Chiba et al. (2000) postulierte Hypothese, dass sich eine zu Anfang zu
beobachtende Zentrosomenhyperamplifikation im Laufe der Zeit durch negative Selektion in
den Bereich einer physiologischen Zentrosomenanzahl verschiebt, nicht bestétigt werden. Im
Gegenteil, betrug zu Anfang der Anteil der Zellen, die eine unphysiologische

Zentrosomenanzahl (>3) zeigten, lediglich 14 %. Bei den nicht neoplastischen Kontrollzellen
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(PMBC) ergab sich eine Zentrosomenhyperamplifikation nur in 4 % der Zellen, also muss
zusitzlich noch von dieser Prozentzahl als Artefakt ausgegangen werden. Bei der spéteren
Passage (80) konnte eine Zentrosomenhyperamplifikation in 30 % der S87-Zellen registriert
werden. Dies ist mehr als doppelt so viel wie in Passage 10. Infolgedessen war der
Unterschied zwischen den Kontrollzellen und den S87-Zellen aus Passage 10 signifikant, der
Unterschied zwischen PBMC und den Zellen aus Passage 80 ebenfalls. Daher deutet die
hohere Anzahl von Zellen mit Zentrosomenhyperamplifikation darauf hin, dass im Falle von

S87 keine negative Selektion hinsichtlich zu hoher Zentrosomenzahl in diesen Zellen erfolgte.

Auffallend ist, dass der Anteil der Zellen mit nur einem Zentrosom bei den S87-Zellen
deutlich unter dem der Kontrollzellen lag. Da zwei Zentrosomen nur wihrend der Mitose
auftreten, ldsst sich daraus auf eine hohe Mitose- und Proliferationsrate riickschlie3en.
Passend dazu war auch der immunzytologische Nachweis von PCNA und Ki-67, beides
Proliferationsmarker, die ebenfalls Hinweise auf eine deutlich verstirkte Proliferation der

S87-Zellen lieferten.

Die Untersuchungen von S87 konnten die von Miki et al. (2004) beschriebenen Ergebnisse
dahin gehend bestitigen, dass eine Assoziation zwischen einer chromosomalen Instabilitit
und einer Zentrosomenhyperamplifikation vorliegt. Jedoch ist die in der Studie
hervorgehobene Praktikabilitit des Nachweises der Zentrosomenhyperamplifikation
gegeniiber der Auswertung von Metaphaseplatten kritisch zu sehen, da fiir die beschriebenen
Methode frisches Zellmaterial gebraucht wird, welches in der Routinediagnostik hiaufig nicht
zu  Verfiigung steht. Andere  Autoren nutzten bei  Untersuchungen  zur
Zentrosomenhyperamplifikation beim Hund zum einen Gefriermaterial und zum anderen
Paraffin-eingebettetes Material (Kaneko et al., 2005; Setoguchi et al., 2001a). In den eigenen
Untersuchungen brachten die Untersuchungen an Zytozentrifugenprdparaten aufgrund der
besseren Detailerkennbarkeit und des Fehlens der durch die Herstellung von FFPE-Material
bedingten Schrumpfungsartefakte besser auszuwertende Ergebnisse. Dennoch stellt FFPE-

Material eine Alternative zur Zellkultur dar, wenn frische Zellen nicht zur Verfiigung stehen.
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5.8 pS53-Mutationen

Aberrationen des p53-Gens sind die am hidufigsten bei Mensch und Hund gefundenen
Genmutationen in tumords veridnderten Geweben (siehe Literaturiibersicht). Ist der ,,Hiiter des
Genoms* defekt, kann es zur unkontrollierten Vermehrung von Zellen kommen, wodurch ein
wichtiger Punkt in der Multi-Step-Tumorgenese erfiillt wird (Lane, 1992). Die p53-Sequenz
der Katze weist in groen Teilen Aminosduresequenzhomologien zum Menschen (82,1 %),
zur Ratte (75,5 %) und zur Maus (74,9 %) auf (Okuda et al., 1993). Die Sequenzen, die fiir
einige der sogenannten ,,mutational hot spots* bei humanen Tumoren (Kodon 167, 241 und
266 im felinen Gen entsprechen diesen) kodieren, sind identisch zu denen der Katze (Okuda
et al., 1993). Keine der in den Studien und bei den Untersuchungen der S87-Zelllinie
gefundenen Mutationen befand sich jedoch an einer dieser, sich durch hdufige Mutationen
definierten Stelle. Auffillig war allerdings, dass sowohl bei der S87-Zelllinie, als auch bei der
R96-, der FT-1-, der 3201-, der MS4- und der FL74-Zelllinie an der gleichen Stelle auf Hohe
des 591sten Nukleotids die identische stille Anderung der Nukleotidsequenz, einen Austausch
von Cystein zu Thymin, gefunden werden konnte (Miki et al., 2004; Mochizuki et al., 2012).
Dies bedeutet, dass bei 60 % der auf p53-Mutationen untersuchten felinen Lymphomzelllinien
an dieser Stelle eine veridnderte Nukleotidsequenz gefunden werden konnte. Diese
Veridnderung wurde von Miki et al. (2004) als stille Mutation interpretiert. Stille Mutationen
filhren zu keiner Anderung der Aminosiuresequenz und haben daher keine soweit reichenden
Folgen, wie es beispielsweise eine Missense-Mutation oder eine Nonsense-Mutation hitte, die
zu einer Anderung der Aminosiuresequenz bzw. zu einem vorschnellen Stoppcodon und
somit zur Beendigung der Ablesung fithren wiirde. Eine dhnliche Haufung zeigte sich im
Bereich des 231sten Nukleotids, wo bei der 3201-, der KO-1-, der FL74- und der MS4-
Zelllinie ein Austausch von Adenin zu Guanin ebenfalls eine stille Mutation darstellt (Miki et
al., 2004; Mochizuki et al., 2012). An dieser Stelle konnte bei der S87-Zelllinie dhnlich wie
bei der FT-1-, der FT-G-, der R96- und der T17-Zelllinie keine Verdnderung der
Nukleotidsequenz gefunden werden. In verschiedenen Studien wurde die Haufigkeit von
stillen Mutationen des humanen p53 in den Focus geriickt. In Untersuchungen lag die
Inzidenz der stillen Mutationen zwischen 4 und 5 % (Lamolle et al., 2006; Strauss, 2000). Im
Vergleich dazu liegt sie bei normalem Gewebe bei 0,04 % (Strauss, 1998b). Dies bedeutet,
dass das Vorkommen von stillen Mutationen der p53-Sequenz bis zu 100fach hoher ist als es
in normalem, nicht neoplastisch verdnderten Gewebe zu erwarten wéire (Strauss, 1997,
1998a). Daher kann vermutet werden, dass stille Mutationen nicht als so folgenlos zu werten

sind wie es bisher der Fall war, sondern dass sie sich nicht zufillig in neoplastischen Zellen
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finden und dort erhalten. Entsprechend wurden verschiedene Ursachen fiir die Hiufung von
stillen Mutationen diskutiert. Eine Theorie ist die der sogenannte ,Hypermutability von
Tumoren, durch die es ganz allgemein durch genetische Unstabilitit zu einer erhohten
Mutationsrate im Tumorgewebe kommen kann (Loeb, 1998). Jedoch konnten bei anderen
Genen, wie zum Beispiel dem BRCA-1 (breast cancer type-1), keine stillen Mutationen
nachgewiesen werden, was die Hypothese der ,Hypermutability* zumindest als
allgemeingiiltig widerlegt (Hussain und Harris, 1998). Allerdings treten stille Mutationen
vermehrt in Tumorzellen auf, die bereits eine oder mehrere Mutationen aufweisen, von denen
die meisten Missense-, Nonsense-Mutationen oder Deletionen darstellen, was wiederum die
Annahme der ,,Hypermutability* unterstiitzt (Lamolle et al., 2006). Allerdings kommen stille
Mutationen auch als sogenannte ,,singlets®, als einzige Mutation, vor (Lamolle et al., 2006).
Insgesamt waren in einer Studie 80 % der im p53-Gen nachgewiesenen stillen Mutationen
zufillig verteilt (Strauss, 2000). Entsprechend ordneten die Autoren diese als ,,neutral® ein,
ohne ihnen eine grofere Bedeutung zuzumessen. Bei den restlichen 20 % in dieser Studie
konnte das vermehrte Auftreten von stillen Mutationen in sogenannten ,hot spots‘
dokumentiert werden (Strauss, 2000). Dies untermauert die Hypothese der selektiven
Mutationen, die nicht zufillig verteilt sind. Der Begriff der ,,hot spots* wird allerdings je nach
Autor anders definiert. So beschreibt er zum einen mehr als 100 Mutationen pro Codon
(Strauss, 2000) oder aber Codons, die prozentual gesehen einen hoheren Anteil an Mutationen

aufweisen, als ein gegebener Schwellenwert zwischen 1 % und 2 % (Lamolle et al., 2006).

Auffillig ist, dass stille Mutationen bei Tumoren in manchen Lokalisationen (Prostata,
Knochen) hiufiger vorkommen als in anderen (Osophagus, Niere) (Strauss, 2000). Dies
widerlegt ebenfalls die Vorstellung, dass durch eine ,,Hypermutality* oder durch Zufall ein

solches Verteilungsmuster der stillen Mutationen entsteht.

Inwieweit diese verschiedenen Hypothesen fiir die Katze anwendbar sind und wie viel
Bedeutung der stillen Mutation zugestanden werden muss, ist schwierig abzuschitzen, da die
pS3-Mutationsrate bei der Katze deutlich geringer ist als bei andern Tieren und dem
Menschen und dementsprechend auch ein Mangel an Vergleichswerten herrscht. Auffillig ist
zumindest, dass bei den bisher untersuchten Zelllinien insgesamt iiber 80 % der Mutationen
stille Mutationen waren. Festzuhalten ist auBerdem, dass selbst bei den wenigen
Vergleichswerten bei allen untersuchten felinen Lymphomzelllinien eine H&dufung einer
stillen Mutation des 231sten Nukleotids und insbesondere des 591sten Nukleotids zu

verzeichnen war (Miki et al., 2004; Mochizuki et al., 2012). Andere Autoren postulieren einen
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Polymorphismus an dieser Stelle, der sowohl bei gesunden, als auch bei erkrankten Tieren
auftritt, wobei in einer Studie der hdufigste Genotyp TAT/TAT (Mayr et al., 1995b) und in
einer anderen TAC/TAC (Nambiar et al., 2000) war. Letzter ist der Genotyp, der auch in der
publizierten cDNS-Sequenz fiir Tyrosin kodiert (Okuda et al., 1993). Eine direkte Bedeutung
fiir die Proteinsynthese liegt dadurch nicht vor, da beide Kodons fiir die gleiche Aminosdure
kodieren. Fraglich ist jedoch, ob die unterschiedlichen Nukleotide hinsichtlich ihrer
Bindungseigenschaften eine Rolle spielen. Da jedoch die TAC/TAC und TAT/TAT sowie die
heterozygote Variante TAT/TAC in gesundem und neoplastisch verdndertem Gewebe
auftreten, ist eine Bedeutung fiir die Tumorgenese eher nicht anzunehmen (Mayr et al.,

1995b).

Bei der zweiten Mutation handelt es sich um eine Nukleotidsequenzinderung im nicht-
abgelesenen Bereich, eine Bedeutung fiir die Tumorgenese ist also eher unwahrscheinlich. Da
andere Autoren diesen Bereich der Sequenz nicht untersuchten, kann hier kein Vergleich
gezogen werden bzw. auch kein ,hot spot* vermutet werden. Als problematisch in der
Auswertung entpuppte sich eine Poly-C Sequenz ab Hohe des 1306ten Nukleotids. Trotz
verschiedener Primer, die diesen Bereich moglichst eng umschlossen, konnte keine
zufriedenstellende Sequenz amplifiziert werden. Fraglich bleibt, ob diese Sequenz auch in-
vitro zu Ablesefehlern fithren wiirde. Da sie jedoch dicht hinter dem Stoppcodon liegt und
somit nicht mehr abgelesen wird, kann auch hier eine Schwachstelle, die zur Mutation und zur

Entwicklung von Tumoren fiihrt, als unwahrscheinlich angesehen werden.

Feline Lymphome und auch LGL-Lymphome gehen zumeist mit einer schlechten Prognose
und nur mangelhaftem Ansprechen auf Chemotherapeutika einher (Franks et al., 1986;
Goitsuka et al., 1988; Krick et al., 2008; Valli et al., 2002; Wellman et al., 1992). Daher wird
standig versucht, neue Behandlungsstrategien zu entwickeln. Dafiir konnen Zelllinien zum
Einsatz kommen, anhand derer durch in-vitro-Studien versucht wird, die in-vivo-Verhéltnisse
bestmoglich nachzustellen und somit die Zahl von Versuchstieren moglichst gering zu halten.
Auch anhand der felinen Lymphomzelllinien wurden neue Therapeutika getestet (Mochizuki
et al., 2012). Anhand von fiinf felinen Lymphomzelllinien und einer nicht-neoplastischen
felinen Nierenzelllinie wurde die Wirkung von Nutlin-3, welches die P53-MDM2-Interaktion
inhibiert und dadurch p53 stabilisiert, getestet (Mochizuki et al., 2012). Das Ergebniss ist
insofern interessant, als dass das Zellwachstum nur bei den Zelllinien beeinflusst wurde, die
sich durch keine oder stille p53-Mutationen charakterisierten. Bei den beiden Zelllinien, die

eine Missensemutation aufwiesen (3201 und MCC), konnte keine Wirkung registriert werden.
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Daher ist eine Sequenzanalyse von p53 bei Lymphomen der Katze dahingehend sinnvoll, dass
sich je nach genetischer Ausstattung bzw. Mutationstyp von p53 unterschiedliche
therapeutische Ansdtze ergeben. So sollte bei S87 Nutlin-3 als potenziell wirksames
Chemotherapeutikum einsetzbar sein, da S87 im abgelesenen Raster lediglich eine stille

Mutation aufwies und daher dem p53-Wildtyp, bei dem Nutlin-3 Wirkung zeigt, entspricht.
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6 Zusammenfassung

1. Ziel dieser Arbeit war es, eine neu etablierte feline Large Granular Lymphocyte (LGL)-

Zelllinie (S87) zu charakterisieren.

2. In der Literaturiibersicht wird zunéchst allgemein auf die Large Granular Lymphocytes und
deren Eigenschaften eingegangen. Bisher etablierte feline Lymphomzelllinien sowie deren
Hauptcharakteristika werden vorgestellt. Zudem wird ein Uberblick iiber Aspekte der
genetischen Instabilitét unter Beriicksichtigung von Aneuploidie,
Zentrosomenhyperamplifikationen sowie iiber p53-Mutationen und deren Bedeutung fiir die

Tumorgenese gegeben.

3. Die S87-Zellen wurden zytologisch, elektronenmikroskopisch, sowie immunzytologisch
untersucht. Ebenfalls erfolgte eine Analyse der Wachstumscharakteristika. Die zytotoxische
Aktivitdit wurde zum einen morphologisch mittels Rosettenformation dargestellt und zum

anderen mit Hilfe des MTT-Tests berechnet.

4. Molekularbiologische Untersuchungen erfolgten hinsichtlich des Rearrangements eines B-
Zell- und T-Zell-Rezeptors, zum Nachweis eines FeLV-Provirus sowie fiir die Untersuchung

auf pS3-Mutationen.

5. Zur Bewertung der chromosomalen Instabilitiit erfolgten zytogenetische Untersuchungen
der Metaphaseplatten sowie von Karyogrammen. Zentrosomenhyperamplifikationen konnten

mittels Immunfluoreszenz durch den Nachweis von y-Tubulin nachgewiesen werden.

6. Mittels der beschriebenen Methoden konnte eine Zuordnung der S87-Zellen zu den
zytotoxischen T-Zellen, welche sich durch eine spontane zytotoxische Aktivitit auszeichnen,
erfolgen. Eine deutliche Anisozytose, Anisokaryose sowie hohe Mitoserate sind hinweisend
fiir einen hohen Malignititsgrad des Orignaltumors. S87 weist eine chromosomale Instabilitit
auf, welche mit einer Zentrosomenhyperamplifikation einhergeht. In Passage 10 zeigten 55 %
der Zellen eine signifikante Abweichung von der euploiden felinen Chromosomenzahl
(2n=38), in Passage 80 sogar 81 %. Bei der Erstellung der Karyogramme zeigte sich in beiden
Passagen, dass sich nicht nur bei den Chromosomensitzen mit 2n#38, sondern auch bei den
Chromosomensitzen mit 38 Chromosomen kein korrektes Karyogramm zusammensetzen lies.

Bedingt war dies durch Chromosomenverluste und Duplikationen, mit dem Ergebnis
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verschiedenster Monosomien sowie Trisomien. Dabei zeigte sich eine Hiufung der
numerischen Aberrationen in der Gruppe C der felinen Chromosomen. Eine stille p53-
Mutation konnte im kodierenden und eine weitere im nicht abgelesenen Bereich

nachgewiesen werden.

7. Mit S87 konnte erstmals eine FeLV-negative LGL-Zelllinie etabliert und charakterisiert
werden, bei der eine Zuordnung zu den zytotoxischen T-Zellen erfolgen konnte. Die Zelllinie
kann somit Grundlage fiir weitere Forschungsprojekte sein, wie zum Beispiel die
Untersuchung potenzieller Chemotherapeutika zur Behandlung dieser aggressiven

Tumorform.
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Summary

1. The aim of this study was to characterize a newly established feline large granular

lymphocyte (LGL) cell line (S87).

2. In a review of the literature large granular lymphocytes and their characteristics are
described. Furthermore an overview of the established feline lymphoma cell lines is given.
Genetic instability, most notably aneuploidy and centrosome hyperamplification, as well as

pS53 mutations are reviewed in the context of their relevance for tumorigenesis.

3. Cytology, electron microscopy, and immunocytochemistry were used to characterize S87
cells. Additionally, analysis of the growth characteristics of this cell line was performed.

Spontaneous cytotoxic activity was assessed using MTT assay and rosette formation.

4. Rearrangement of B cell and T cell receptors, existence of FeLLV provirus, and p53

mutations were analyzed by molecular techniques.

5. To assess chromosomal instability, cytogenetic analysis of metaphase plates and the
karyotype of the S87 cells was carried out. Centrosome hyperamplification was analyzed by

detection of y-tubulin using immunofluorescence.

6. S87 cells could be classified as cytotoxic T cells with spontaneous cytotoxic activity.
Anisocytosis, anisokaryosis and a high mitotic index may indicate a high degree of
malignancy of the original tumor. Fiftyfive percent of the cells in passage 10 and 81% of the
cells in passage 80 showed a significant aberration from the normal, euploide feline
chromosome number (2n = 38). Karyotype analysis revealed that not only chromosome sets
with 2n # 38, but also sets with 2n = 38 showed an irregular karyotype. That was due to losses
and duplications of chromosomes leading to various monosomies and trisomies. Abberations
were most frequently detectable in the chromosomes of group C. Chromosomal instability
was associated with a centrosome hyperamplification. A silent mutation and an additional

mutation in the non-coding region of p53 was detected.

7. With S87 the first FeLV-negative LGL cell line derived from cytotoxic T cells could be
established and characterized. This gives the possibility to use the cell line for further
investigations and examinations, e.g. to investigate chemotherapeutic agents for the treatment

of this aggressive tumor type.
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8 Anhang

8.1 Immunzytologische Untersuchungen
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Abbildung 34: Positivkontrollen der Gefrierschnitte: a) CD4; b) CDS8

Abbildung 35: Toluidin-Farbung ohne metachromatische Effekte zum Ausschluss von
Mastzellen
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8.2 Tabellen und Abbildungen

Abbildung 36: Limited-Dilution-Klonierung in einer 96-well-Platte. Vier Tage lang wurde
taglich auf ein Wachstum der Zellen in den einzelnen Vertiefungen untersucht. Die einzelnen
Graphen reprisentieren dabei jeweils die Zellzahlabweichungen im Versuchsverlauf innerhalb
einer Vertiefung. Ein Zellwachstum konnte nicht beobachtet werden.
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Abbildung 37: Limited-Dilution-Klonierung in einer 96-well-Platte. Die Zellen wurden mit
konditioniertem Medium/20 % FCS-Medium (1:1) stimuliert. Vier Tage lang wurde téglich auf
ein Wachstum der Zellen in den einzelnen Vertiefungen untersucht. Die einzelnen Graphen
reprisentieren dabei jeweils die Zellzahlabweichungen im Versuchsverlauf innerhalb einer
Vertiefung. Ein Zellwachstum konnte nicht beobachtet werden.
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Abbildung 38: Limited-Dilution-Klonierung in einer 96-well-Platte. Die Zellen wurden mit
humanem Interleukin 2 (10 U/Vertiefung) stimuliert. Vier Tage lang wurde tiglich auf ein
Wachstum der Zellen in den einzelnen Vertiefungen untersucht. Die einzelnen Graphen
reprasentieren dabei jeweils die Zellzahlabweichungen im Versuchsverlauf innerhalb einer
Vertiefung. Ein Zellwachstum konnte nicht beobachtet werden.
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Abbildung 39: Limited-Dilution-Klonierung mit 3 Verdiinnungsstufen in einer 96-well-Platte.
Die Zellen wurden mit konditioniertem Medium/20 % FCS-Medium (1:1) stimuliert. Vier Tage
lang wurde am Stiick tdglich auf ein Wachstum der Zellen in den einzelnen Vertiefungen
untersucht. Es erfolgte anschlieend eine weitere Auswertung am 5. Tag und am 6. Tag. Die
einzelnen Graphen reprisentieren dabei jeweils die Zellzahlabweichungen im Versuchsverlauf
innerhalb einer Vertiefung. Ein Zellwachstum konnte nur in den Vertiefungen beobachtet
werden, in denen mehr als 20 Zellen eingesit worden waren.
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Tabelle 27: Mittelwerte der optische Dichten des Stimulationsversuches ermittelt mit dem
ELISA-Reader im Zuge des MTT-Test bei einer Wellenlinge von 570 nm gegen eine
Referenzwellenldnge von 630 nm. Angegeben sind jeweils die Mittelwerte aus vier
Vertiefungen (OD= optische Dichte).

X OD unstim. X OD stim. mit X OD stim. mit X OD stim. mit
Zellen kond. Medium/20 | 112 Con A
% FCS Medium
1. Messtag 0,0895 0,096 0,112 0,098
2. Messtag 0,18 0,203 0,177 0,19
3. Messtag 0,223 0,264 0,24 0,233
4. Messtag 0,157 0,204 0,152 0,14
5. Messtag 0,162 0,204 0,151 0,14
6. Messtag 0,195 0,239 0,18 0,155

Tabelle 28: RBA-Ansatz zu Bestimmung der zytotoxischen Aktivitit von S87 (E) gegeniiber
CTAC (Z) im Verhiltnis Z:E 1:50 bei einer Wellenlinge von 570 nm gegen eine
Referenzwellenldnge von 630 nm (OD=optische Dichte).

Kontrolle |1:50 1:50 1:50 1:50 Kontrolle
(0))) 0,135 0,046 0,1 0,062 0,065 0,202
(0))) 0,094 0,05 0,088 0,093 0,01 0,162
OD 0,275 0,055 0,075 0,085 0,094 0,261
Zytotox. Aktivitit in %: 62

Tabelle 29: 1. MTT-Ansatz zu Bestimmung der zytotoxischen Aktivitit von S87 (E) gegeniiber
CTAC (Z) mit verschiedenen Mischungsverhiltnissen bei einer Wellenldnge von 570 nm gegen
eine Referenzwellenldnge von 630 nm (OD=optische Dichte, Kontr.=Kontrolle).

Kontr. |E/Z Kontr.
1:100 E/Z 1:50 E/Z1:40 (E/Z1:30 | E/Z 1:20 (E/Z 1:10
oD 0,337 0,146 0,165 0,243 0,276 0,346 0,355 0,41
OD 0,362 0,148 0,176 0,262 0,289 0,354 0,361 0,436
OD 0,358 0,138 0,203 0,239 0,299 0,291 0,418 0,418
Zytotox. Aktivitat
in % 62 53 36 26 15 6
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Tabelle 30: 2. MTT-Ansatz zu Bestimmung der zytotoxischen Aktivitidt von S87 (E) gegeniiber
CTAC (Z) mit verschiedenen Mischungsverhiltnissen bei einer Wellenldnge von 570 nm gegen
eine Referenzwellenldnge von 630 nm (OD=optische Dichte, Kontr.=Kontrolle).

Kontr. |E/Z 1:100 |E/Z 1:50 E/Z 1:40 |E/Z 1:30 | E/Z 1:20 |E/Z 1:10 | Kontr.
(0))) 0,429 0,202 0,192 0,265 0,284 0,301 0,344 0,414
(0))) 0,483 0,165 0,187 0,249 0,289 0,295 0,335 0,41
(0))) 0,508 0,18 0,168 0,254 0,288 0,329 0,311 0,429
Zytotox. Aktivitit
in % 60 59 43 36 31 26

Tabelle 31: 3. MTT-Ansatz zu Bestimmung der zytotoxischen Aktivitit von S87 (E) gegeniiber
CTAC (Z) im Verhiltnis Z:E 1:100 bei einer Wellenldinge von 570 nm gegen eine
Referenzwellenldnge von 630 nm (OD=optische Dichte).

Kontrolle | Kontrolle | 1:100 1:100 Kontrolle | Kontrolle | Kontrolle
OD 1,012 0,95 0,7 0,048 1,086 1,17 1,161
OD 1,008 0,994 0,019 0,039 1,074 1,15 1,172
(0))) 0,876 0,999 0,394 0,026 0,933 0,934 1,154
OD 0,895 0,956 0,021 0,024 0,985 1,106 1,017
(0))) 0,675 1,209 0,11 0,025 1,166 1,059 0,885
(0))) 0,817 1,098 0,016 0,019 1,185 0,948 0,75

Zytotox. Aktivitit in %: 88

Tabelle 32: 4. MTT-Ansatz zu Bestimmung der zytotoxischen Aktivitit von S87 (E) gegeniiber
CTAC (Z) im Verhiltnis Z:E 1:100 bei einer Wellenldinge von 570 nm gegen eine
Referenzwellenldnge von 630 nm (OD=optische Dichte).

Kontrolle | Kontrolle | 1:100 1:100 Kontrolle | Kontrolle | Kontrolle
OD 0,795 0,707 0,1 0,442 0,637 0.8 0,575
(0))) 0,631 0,68 0,199 0,078 0,765 0,811 0,567
(0))) 0,589 0,778 0,201 0,224 0,775 0,779 0,578
(0))) 0,635 0,669 0,037 0,176 0,702 0,711 0,429
OD 0,492 0,616 0,468 0,373 0,597 0,572 0,462
OD 0,557 0,57 0,436 0,416 0,529 0,529 0,424

Zytotoxische Aktivitiit in %: 58
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Tabelle 33: 1. MTT-Ansatz zu Bestimmung der zytotoxischen Aktivitit des Uberstands
gegeniiber CTAC bei einer Wellenldnge von 570 nm gegen eine Referenzwellenléinge von 630
nm (OD=optische Dichte, Kontr.=Kontrolle).

Kontr. |Kontr. |Test Test Test Kontr. |Kontr. |Kontr.
(0))) 1,012 0,95 0,989 1,105 1,087 1,17 1,161 1,086
(0))) 1,008 0,994 1,029 1,125 1,161 1,15 1,172 1,074
(0))) 0,876 0,999 1,029 1,02 1,168 0,934 1,154 0,933
(0))) 0,895 0,956 1,14 1,205 1,066 1,106 1,017 0,985
OD 0,675 1,209 1,179 1,19 0,899 1,059 0,885 1,166
OD 0,817 1,098 1,037 1,02 0,832 0,948 0,75 1,185

Zytotoxische Aktivitiit in %: -6

Tabelle 34: 2. MTT-Ansatz zu Bestimmung der zytotoxischen Aktivitit des Uberstands
gegeniiber CTAC bei einer Wellenldnge von 570 nm gegen eine Referenzwellenléinge von 630
nm (OD=optische Dichte, Kontr.=Kontrolle).

Kontr. Kontr. Test Test Test Kontr. Kontr. Kontr.
oD 0,795 0,707\ 0,805 0,797| 0,862 0,637 0,8 0,575
oD 0,631 0,68| 0,835 0,77 0,745 0,765 0,811 0,567
(0))) 0,589 0,778 0,797 0,759 0,698 0,775 0,779 0,578
OD 0,635 0,669| 0,689 0,623| 0,528 0,702 0,711 0,429
OD 0,492 0,616 0,569 0,55| 0,745 0,597 0,572 0,462
OD 0,557 0,57 0,51 0,527 0,523 0,529 0,529 0,424

Zytotoxische Aktivitiit in %: -8

Tabelle 35: 1. MTT-Ansatz zu Bestimmung der zytotoxischen Aktivitit von S87 (E) gegeniiber
Vero-Zellen (Z) im Verhiltnis Z:E 1:100 bei einer Wellenldnge von 570 nm gegen eine
Referenzwellenldnge von 630 nm (OD=optische Dichte).

Kontrolle | Kontrolle | 1:100 1:100 1:100 Kontrolle | Kontrolle
OD 0,317 0,471 0,128 0,195 0,385 0,519 0,419
(0))) 0,637 0,614 0,022 0,443 0,183 0,854 0,836
OD 0,792 0,75 0,022 0,151 0,046 0,874 0,806
(0))) 0,917 0,887 0,032 0,074 0,211 0,826 0,786
OD 1,042 0,902 0,642 1,029 0,545 0,935 0,888
oD 1,035 0,904 0,027 0,285 0,618 0,879 0,867

Zytotoxische Aktivitiit in %: 64
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Tabelle 36: 2. MTT-Ansatz zu Bestimmung der zytotoxischen Aktivitit von S87 (E) gegeniiber
Vero-Zellen (Z) im Verhiltnis Z:E 1:100 bei einer Wellenldnge von 570 nm gegen eine
Referenzwellenldnge von 630 nm (OD=optische Dichte).

Kontrolle | Kontrolle | 1:100 1:100 Kontrolle | Kontrolle | Kontrolle
(0))) 0,891 0,837 0,054 0,449 0,868 0,821 0,789
OD 0,916 0,748 0,139 0,33 0,709 0,724 0,723
(0))) 0,818 0,807 0,036 0,035 0,829 0,692 0,836
OD 0,779 0,86 0,089 0,126 0,822 0,774 0,864
OD 0,923 0,847 0,114 0,227 0,938 0,855 0,862
OD 0,973 0,904 0,049 0,612 0,876 0,869 0,901

Zytotoxische Aktivitit in %: 77

Tabelle 37: 1. MTT-Ansatz zu Bestimmung der zytotoxischen Aktivitit des Uberstands
gegeniiber Vero-Zellen bei einer Wellenldnge von 570 nm gegen eine Referenzwellenldnge von
630 nm (OD=optische Dichte, Kontr.=Kontrolle).

Kontrolle | Kontrolle | 1:100 1:100 1:100 Kontrolle | Kontrolle
oD 0,317 0,471 0,784 0,714 0,491 0,519 0,419
OD 0,637 0,614 0,757 0,788 0,791 0,854 0,836
0) )] 0,792 0,75 0,873 0,775 0,798 0,874 0,806
OD 0,917 0,887 0,826 1,02 0,865 0,826 0,786
0) )] 1,042 0,902 0,953 0,802 0,838 0,935 0,888
oD 1,035 0,904 0,909 0,927 0,886 0,879 0,867

Zytotoxische Aktivitiit in %: -5

Tabelle 38: 2. MTT-Ansatz zu Bestimmung der zytotoxischen Aktivitit des Uberstands
gegeniiber Vero-Zellen bei einer Wellenldnge von 570 nm gegen eine Referenzwellenlinge von
630 nm (OD=optische Dichte, Kontr.=Kontrolle).

Kontr. |Kontr. [1:100 1:100 1:100 Kontr. |Kontr. |Kontr.
oD 0,891 0,837 0,826 0,799 0,728 0,821 0,789 0,868
oD 0,916 0,748 0,872 0,735 0,825 0,724 0,723 0,709
(0))] 0,818 0,807 0,853 0,759 0,788 0,692 0,836 0,829
(0))] 0,779 0,86 0,999 1,265 0,977 0,774 0,864 0,822
oD 0,923 0,847 1,026 0,895 1,012 0,855 0,862 0,938
oD 0,973 0,904 0,851 0,904 0,91 0,869 0,901 0,876

Zytotoxische Aktivitit in %: -7
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Tabelle 39: Chromosomenzahl im direkten Vergleich von P10, P80 und PBMC

Anzahl der Anzahl der Anzahl der
Metaphaseplatten Metaphaseplatten Metaphaseplatten
mit dieser mit dieser mit dieser
Chromosomenzahl | Chromosomenzahl | Chromosomenzahl
Chromosomenzahl |in P10 in P80 in PBMC
37 17 3 4
38 90 38 94
39 79 65 2
40 9 84 0
41 4 7 0
42 1 3 0

Tabelle 40: Zahl der Zentrosomen im direkten Vergleich von P10, PSO und PPMC

Anzahl der
Metaphaseplatten
mit dieser
Zentrosomenzahl in

Anzahl der
Metaphaseplatten
mit dieser
Zentrosomenzahl in

Anzahl der
Metaphaseplatten
mit dieser
Zentrosomenzahl in

Zentrosomenzahl P10 P80 PBMC
1 18 12 30
2 25 24 18
3 7 9 2
4 0 2 0
5 0 3 0
6 0 0 0
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Tabelle 41: Ubersicht Karyogramme der Passage 10 mit 38 Chromosomen, Gruppeneinteilung
der einzelnen Chromosomen entsprechend den Vorgaben der Don Juan Conference (Jones,

1965).
Gruppe A | Gruppe B | Gruppe C | Gruppe D | Gruppe E | Gruppe F | XX

Karyogramm 1 0 0 1 0 -1 0 0
Karyogramm 2 0 0 1 0 -1 0 0
Karyogramm 3 -1 0 2 -1 0 0 0
Karyogramm 4 0 1 0 -1 0 0 0
Karyogramm 5 0 0 1 -1 0 0 0
Karyogramm 6 1 0 1 -2 0 0 0
Karyogramm 7 0 0 1 -1 0 0 0
Karyogramm 8 0 0 0 1 0 -1 0
Karyogramm 9 -1 -1 2 0 0 0 0
Karyogramm 10 0 0 2 -2 0 0 0

Tabelle 42: Ubersicht Karyogramme der Passage 10 mit 39 Chromosomen, Gruppeneinteilung
der einzelnen Chromosomen entsprechend den Vorgaben der Don Juan Conference (Jones,

1965).
Gruppe A | Gruppe B | Gruppe C | Gruppe D | Gruppe E | Gruppe F | XX

Karyogramm 1 0 0 2 -1 0 0 0
Karyogramm 2 1 0 1 0 -1 0 0
Karyogramm 3 0 0 1 0 0 0 0
Karyogramm 4 0 1 1 -1 0 0 0
Karyogramm 5 0 -1 0 0 2 0 0
Karyogramm 6 0 0 1 0 0 0 0
Karyogramm 7 0 1 1 0 -1 0 0
Karyogramm 8 0 0 1 0 0 0 0
Karyogramm 9 0 0 1 0 0 0 0
Karyogramm 10 0 0 1 0 0 0 0
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Tabelle 43: Ubersicht Karyogramme der Passage 80 mit 39 Chromosomen, Gruppeneinteilung
der einzelnen Chromosomen entsprechend den Vorgaben der Don Juan Conference (Jones,

1965).
Gruppe A | Gruppe B | Gruppe C | Gruppe D | Gruppe E | Gruppe F | XX

Karyogramm 1 0 1 0 0 0 0 0
Karyogramm 2 3 0 2 0 -2 -2 0
Karyogramm 3 1 0 1 0 -1 0 0
Karyogramm 4 0 0 2 0 -1 0 0
Karyogramm 5 -1 0 3 -1 0 0 0
Karyogramm 6 0 0 1 -1 0 0 0
Karyogramm 7 0 0 1 0 0 0 0
Karyogramm 8 0 0 2 -1 0 0 0
Karyogramm 9 0 0 1 0 0 0 0
Karyogramm 10 0 0 1 0 0 0 0

Tabelle 44: Ubersicht Karyogramme der Passage 80 mit 40 Chromosomen. Gruppeneinteilung
der einzelnen Chromosomen entsprechend der Vorgaben der Don Juan Conference (Jones,

1965).
Gruppe A | Gruppe B | Gruppe C | Gruppe D | Gruppe E | Gruppe F | XX

Karyogramm 1 0 0 2 0 0 0 0
Karyogramm 2 0 1 2 -1 0 0 0
Karyogramm 3 -1 0 2 0 0 1 0
Karyogramm 4 1 0 2 -1 0 0 0
Karyogramm 5 0 0 2 1 -1 0 0
Karyogramm 6 0 1 1 0 0 0 0
Karyogramm 7 0 1 1 0 0 0 0
Karyogramm 8 0 0 2 1 -1 0 0
Karyogramm 9 0 0 2 0 0 0 0
Karyogramm 10 -1 0 1 2 0 0 0

Tabelle 45: Zusammenfassung der chromosomalen Abweichungen aller analysierten
Karyogramme der S87-Zelllinie. Zuordnung der einzelnen Chromosomen zu den Gruppen
entsprechend der Vorgaben der Don Juan Conference (Jones, 1965).

Gruppe A | Gruppe B | Gruppe C | Gruppe D | Gruppe E | Gruppe F | XX
Zu wenige 5 2 13 8 1 0
korrekt 30 31 23 30 37 40
zu viele 5 7 36 4 2 2 0
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8.3 Losungen, Puffer und Bezugsquellen

8.3.1 Bezugsquellen fiir Chemikalien, Kits, Seren, Antiseren, Antikorper und

Geriite (Katalognummer/Bestellnummer)

AppliChem, Gatersleben
Tris-Puffer pH8 (1M) (A45770500)

Biochrom AG seromed, Berlin

Colcemid® (Colchizin) in PBS, 25 ml (L6221)
Chromosomenmedium A (F5030)

Pokeweed Mitogen (M5030)

Biozym Diagnostic GmbH, Oldendorf
Biozym LE Agarose (840004)
Midori Green (617004)

Carl Roth, Karlsruhe
4',6-Diamidin-2-phenylindol, DAPI (6335.2)
Aceton (9372.3)

Ameisensdure (4734.1)

Ammonia solution, reinst (5460.3)

Borsdure > 99,8 %, p.a. (6943.3)

Essigsiure 100 %. Rotipuran® (3738.4)
EDTA-Dinatrium-Dihydrat p.a. (9065.4)
Ethanol Rotipuran® (9065.4)

Formaldehyd (P733.3)

Isopropanol (9866.4)
Dinatriumhydrogenphosphat (P030)

Methanol Rotipuran® >99,8 % (4627.1)
Roti®-Histol (6640.2)

Roti®-Plast (Schmelzpunkt 56-58 °C) (PL003S2K)
Trypanblaupulver fiir Mikroskopie (C.I. 23850)
Xylol-Ersatz, Roti-Histol® (6640.3)
Zitronensiure (X863)

157



Anhang

Custom Monoclonals Int.; Sacramento, CA.USA
Maus a-p27, Klon PF12J-10A
Maus a-gp70, Klon C11D82i

Dako Diagnostika GmbH, Hamburg

Kaninchen a-Maus IgG-PO (P0161)

Monoclonal Mouse Anti-Human CD79acy/APC, Klon HM57 (C7252)
Monoclonal Mouse Anti-Human natural killer cell-like, Klon NK1 (M1014)
Monoclonal Mouse Anti-Proliferating Cell Nuclear Antigen, Klon PC10 (M0879)
Polyklonal Rabbit Anti-Human CD3 (A0452)

Schwein Anti-Kaninchen IgG (P0161)

Target Retrieval (S169984-2)

Dianova, Hamburg

Cy3-conjugated AffiniPure Goat-Anti-Mouse IgG (H+L)
TUF® (Target Unmasking Fluid)

PAP vom Kaninchen (323-005-024)

PAP von der Maus (N223005024)

Difco Laboratories, Detroit, USA
Bacto® Agar

Flow Laboratories, Irvine, Schottland

Dulbecco's modification of Eagle's Medium with Glutamine (10-331-26)

Fisher Scientific-Germany GmbH, Schwerte

6 x DNS Loading Dye (R0611)

FastAP Thermosensitive Alkaline Phosphatase (EF0654)
Lingenstandard pUC Mix Marker 8 (SM0301)
Liangenstandard pUC 19 DNS (SD0061)

Fluka, Feinchemikalien GmbH, Neu Ulm

Epon 812 (45345)

Eponhiérter 2-Dodecenyl-bernsteinsdureanhydrid (DDSA) (45346)
Eponbeschleuniger (2,4,6 — Tris(dimethylaminomethyl)-phenol) (DMP-30) (45348)
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GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg
Ficoll-Paque® PLUS (17-1440-02)

Gibco® Life Technologies GmbH, Darmstadt
Hanks Balanced Salt Solution (HBSS), no phenolred, no calcium, no magnesium (14175-053)
RPMI 1640 with L-Glutamin, with Phenolrot (11875-093)

Invitrogen™ Life Technologies, Karlsruhe

Streptavidin HRPO Conjugate (SA1007)

Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH, Wetzlar
CD56 (NCAM), Klon CD564 (NCL-CD56-504)

Linaris, Dossenheim

Rat Anti-Mouse CD45R, Klon RA3-6B2 (ADI-MCDO045R-B)

Merck KGaA, Darmstadt

Brenztraubensidure Natriumsalz (Na-Pyruvat) (6619)
Dimethylsulfoxid (802912)
Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat (Na,HPO, x 2 H,0). (6580)
Entellan (1079610500)

HCI Tritrisol® (1.09956.0001)

Giemsa-Losung (Azur-Eosin-Methylenlaulosung) (1092040100)
Kaliumchlorid (max. 0,005 % BR) zur Analyse (6580)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,) (4873)

Natriumchlorid (1.06400.5000)

Papanicolaous Losung 1 b Himatoxylinlosung S (1.09254.2500)
Perhydrol® 30 % H,0, p.a. (1.07210.0250)

MoBiTec GmbH, Gottingen
AquaGenomic™ (2030MT)

Novocastra; Newcastle Upon Tyne, UK
Mouse Monoclonal Antibody Bcl-2 Oncoprotein, Klon 100/D5 (NCL-L-bcl-2)

O. Kindler, Freiburg I. Br.

Eukitt®, Einschlussmittel fiir mikroskopische Technik
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Roche Diagnostics Deutschland GmbH, Mannheim
Humanes Interleukin 2 (11147528001)

Sakura Finetek Germany GmbH, Staufen
Tissue-Tek® O.C.T.™ Einbettmedium (4583)

Serotec, Kidlington, UK
Maus Anti-Katze CD8 (a- und B-Kette des CDS), Klon vpg 9 (MCA 1347)
Maus Anti-Katze CD4, Klon vpg 38 (MCA 1350)

Serva GmbH, Heidelberg
Triton X-100 (39795.02)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
3,3’-Diaminobenzidin-tetrahydrochlorid (DAB) (D-5637)
Concanavalin A (C5275)

Imidazol (56750)

Monoclonal Anti-y-Tubulin, Clone GTU-88 (T6557)
MTT-Formazan (M2128)

Rose Bengal (330000)

Trypsin from hog pancreas 127 U/mg

SouthernBiotech, Birmingham, USA
Goat Anti-Mouse, FITC (1070-02)

PAA Laboratories GmbH, Pasching, Osterreich

Penicillin/Streptomycin (10.000 U/10 mg in normal saline), 100 ml (P11-010)
Foetal Bovine Serum, 500 ml (A15-151)

Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM)

RPMI 1640 with L-Glutamine, with Phenol Red (E15-840)

Pferdeserum

Ziegenserum

Rattenserum

Schweineserum
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Quiagen, Hilden
Quiagen QuAntiTect Antisense Transcription Kit
Quiagen® Multiplex PCR Kit

Vector Laboratories, Burlingame, Kalifornien, USA

Biot. Rabbit Anti-Rat IgG (H+L), Moused absorbed (BA-4001)
Biot. Horse Anti-Mouse IgG (H+L) (BA-2000)

Biot. Goat anti Rabbit IgG H+L (BA-1000)

ABC-Komplex, Peroxidase Standard (PK-4000)

8.3.2 Bezugsquellen fiir Geriite und Verbrauchsmaterialien
Biozym Diagnostic AG, Berlin

Multicycler PTC 200

Gelkammer Easyphor Medi

Carl Roth, Karlsruhe

Aluminiumfolie (2596.1)

Neubauer-Zihlkammer (T729.1)
Rotilabo®Spritzenfilter 0,45 um, 33 mm (KH55.1)

Corning IncorpoRated Life Sciences, Tewksbury, USA
24 mm Transwell, 3 pm Porengrofle Polycabonat (3410)
96 mm Transwell 3 um PorengréBe Polycabonat (3386)

Eppendorf GmbH, Hamburg
Eppendorfzentrifuge 5415C

Fa. Becton-Dickinson, Heidelberg
FACS-Calibur™

Fa. Tecnomara GmbH, Fernwald
Absaugpumpe, Vacuboy®
Abflammgeriit, Fireboy®

Heraeus Instruments/Kendro Laboratory Products GmbH, Langenselbold

Sicherheitswerbank (LaminAir)
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Hettich Lab Technology, Tuttlingen
Zentrifuge Mikroliter

Labnet International, Edison, New Jersey, USA
Spectrafuge™ Mini, Laboratory Centrifuge C1301B

R. Langenbrinck, Teningen
SuperFrost®Plus Objekttriger (03-0060)
Polysine™ Objekttriger (03-0070)

Leica biosystems Nussloch GmbH, Nussloch
Rotationsmikrotom RM 2255

Life Science International, Frankfurt am Main

Coverplates™ 721100013

Merck KGaA, Damrstadt
Amicon Ultra Centrifugal Filter (0,5 ml) (UFC 503096)

MWG Biotech, Ebersberg
Spannungsquelle fiir Elektrophorese Powersupply PPS 200-1D

Nikon GmbH, Diisseldorf
Nikon Eclipse 801
Program NIS-Elements BR 3.2

Nunc GmbH & Co. KG, Wiesbaden

Nunc Cryo Tube Rack (376589)

Nalgene® Cryo 1 °C Freezing Container (5100-0001)
Nunc Cryotubes 1,8 ml (368632)

Olympus Optical Co. GmbH, Hamburg
Olympus IX70

Reichert-Jung, NuBloch
Kryomikrotom Frigocut 2700
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Sakura Finetek Germany GmbH, Staufen
Tissue-Tek® TEC™ ParaffinausgieBstation mit Kiihlplatte (5229)
Tissue-Tek® VIP.™ Gewebeeinbettungsautomat (5905)

Sarstedt, Niimbrecht

Schraubrohre 15 ml, 120 x 17 mm, Spitzboden (62.554.512)
Schraubrohre 50 ml, 114 x 28 mm, Spitzboden (62.547.254)
Gewebekulturflaschen mit Beliiftung, 25 cm’ (831810002)
Gewebekulturflaschen mit Beliiftung, 75 cm’ (831813002)
Eppendorfgefilie, Safeseal Gefal3 (72.706)

Pipettenspitzen Biosphere Fil. TIP 10 pl farblos, 70.1116.210
Pipettenspitzen Biosphere Fil. TIP 100 ul gelb, 70.760.212
Pipettenspitzen Biosphere Fil. TIP 200 ul gelb, 70.760.213
Pipettenspitzen Biosphere Fil. TIP 1250 pl farblos, 70.1186.210

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
IKA® MS1 Shaker

Sigma Laborzentrifugen GmbH, Osterode im Harz
Zentrifuge 4K15C

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Massachusetts, USA
NanoDrop 2000c

PAA Laboratories GmbH, Pasching, Osterreich
6-well-Platten mit flachem Boden

24-well-Platten mit flachem Boden
96-well-Platten mit flachem Boden

Vogel Wilhelm GmbH, Gielen

TissueTec® Eindeckfilm
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8.3.3 Losungen und Puffer

Phosphat-buffered saline (pH 7,4)

8 g NaCl

1,42 g Na,HPO,

0,2 g KCL

Einstellen des pH-Wertes auf 7,4 mit 1N NaOH/1N HCl

Zellkultur

Ansitze fiir die Weichagar-Mixtur

7,5 %ige Natriumhydrogenkarbonatlosungen (NaHCO3)
4,5 g NaHCO;

ad 60 ml Reinstwasser

DMEM 10x konzentriert:
90 ml Reinstwasser in steriles Gefdl mit sterilem Magnetriihrer geben
DMEM-Pulvermedium (Flow Laboratories, Irvine, Schottland) einriihren

ad 100 ml mit Reinstwasser

DMEM 1x komplett:

10 ml DMEM 10x konzentriert

4,93 ml 7,5% NaHCO;

2 ml Glutamin (200mM,)

1 ml Na-Pyruvat (100mM,)

1 ml Gentamycin (5 mg/ml,)

ad 100 ml mit Reinstwasser auffiillen

mit 1N NaOH/1N HCI auf einen pH von 7,2 einstellen und anschlielend steril filtrieren
DMEM 2x:

20 ml DMEM 10x

ad 100 ml mit Reinstwasser auffiillen und steril filtrieren
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Immunbhistologie

Tris-buffered saline (pH 7,6)

Stammlosung (10x):

60,57 g Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
610 ml Aqua dest.

390 ml 1 N HCI

Einstellen des pH-Wertes auf 7,6 mit 1 N HCI
Gebrauchslosung:

100 ml Stammldsung

900 ml NaCl 0,8 % in Aqua dest.

Einstellen des pH-Wertes auf 7,6 mit 1N NaOH/1N HCl

Imidazol/HCL-Puffer 0,1 M (pH 7,1)

6,81 g Imidazol

ad 1000 ml Aqua dest.

500 ml 0,1 M HCI

Einstellen des pH-Wertes auf 7,1 mit 0,1 M HCl

Zitratpuffer (10 mM, pH 6,0)

Stammlosung A: 0,1 M Zitronenséure

21,01 g Zitronensdure x H,O

ad 1000 ml Aqua dest.

Stammlosung B: 0,1 M Natriumzitrat

24,91 g Trinatriumzitrat x H,O

ad 1000 ml Aqua dest.

Gebrauchslosung:

9 ml Stammldsung A und 41 ml Stammlosung B mit 450 ml Aqua dest. auf 500 ml auffiillen
und mischen

pH-Wert mit 1 N HCI auf pH 6,0 einstellen

3,3’-Diaminobenzidin-tetrahydrochlorid-Dihydrat-Losung (DAB)

100 mg DAB

200 ml 0,1 M Imidazol/HCI-Puffer (pH 7,1)

Mit Magnetriihrer mischen, anschlieBend mittels eines Trichters und eines Filterpapiers
(Filtrierpapier MN 615 Y4, @ 320 mm, Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diiren) filtrieren und
unmittelbar vor Gebrauch 70 pl 30 % H,0, (Merck KGaA, Darmstadt.) zugeben
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Kardasewitsch
200 ml 25% Ammoniaklosung
800 ml 70% Ethanol

Papanicolauos Gebrauchslosung
Papanicolauos Himatoxylin 1b und Aqua dest. im Verhiltnis 1:10 mischen und anschlieBend

filtrieren

Chromosomenpriparation
0,075 KCL

2,8 g KCL

ad 500 ml mit Aqua dest.

Trypsin Gebrauchslosung

200 mg Trypsin in 200 ml PBS-Puffer frisch angesetzt

Mcllvain's Puffer

Losung A: 0,1 M Zitronensédure (Carl Roth, Karlsruhe)
Losung B: 0,2 M di-Natriumhydrogenphosphat*2H,0O
Arbeitspuffer: 35,2 ml Losung A + 164,8 ml Losung B

Primix
1,1 ml Pokeweed Mitogene

100 ml Chromosomenmedium A

Transmissionenelektronenmikroskopie

0,1 M Cacodylatpuffer, pH 7,3, 300 mOsm

21,4 g Cacodylsdure Natrium-Salz Trihydrat

ad 1000 ml Aqua dest.

pH mit 1 N HCL einstellen und bei 4 °C aufbewahren

0,166 M Cacodylatpuffer, pH 7,3, 300mOsm

35,5 g Cacodylsédure Natrium-Salz Trihydrat

ad 1000 ml Aqua dest.

pH mit 1 N HCL einstellen und bei 4 °C aufbewahren
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1,5 % Glutaraldehydlosung
0,6 ml 25 % Glutaraldehyd
9,4 ml 0,1 M Cacodylatpuffer

frisch ansetzen

1 % Osmiumtetroxid-Losung
5 ml 2 % Osmiumtetroxidlosung
5 ml 0,166 M Cacodylatpuffer

Losung in fest verschlossener Flasche bei 4 °C im Dunkeln aufbewahren

Epon-Einbettkunstharz Bestandteile aufwirmen auf 60 ° C

47,5 ml Glycidither 100 Epon®

20 ml Eponhirter 2-Dodecenyl-bernsteinsdureanhydrid (DDSA)

31 ml Hérter MNA

1,5 ml Eponbeschleuniger (2,4,6-Tris(dimethylaminomethyl)-phenol)

Molekularbiologische Untersuchungen:
5 x TBE-Puffer

54,0 g Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
27,5 g Borséure

4,15 g EDTA-Na,

ad 1000 ml Aqua dest., autoklavieren

10 mM Tris
121,14 mg Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
ad 100 ml Aqua dest.

griindlich vermischen bis alle Feststoffe gelost sind und bei 121 °C 20 min autoklavieren

2 %iges Agarosegel fiir eine mittlere Kammer

2,2 g Agarose mit 0,5x TBE (5x TBE 1:10 mit Aqua dest. verdiinnt) auf 110 g auffiillen und
unter rithren bis zur vollstindigen Auflosung erhitzen. Im Anschluss das Agarose-Puffer-
Gemisch kurze Zeit abkiihlen lassen und 3,6 ul Midorri Green (1:10) hinzu geben. Gel
moglichst blasenfrei in die Gelkammer giefSen. Nachdem das Gel festgeworden ist, kann der

Kamm entfernt werden.

167



Abkiirzungsverzeichnis

9 Abkiirzungsverzeichnis

ABC
Aqua dest.
PBMC
Bcl-2
BLA.36
bp

CD
cDNS
CTAC
CTL
DMSO
EDTA
FCS
FeLV
FFPE
FIV

HE
PO
LGL

MHC
Min

NK
NKT
RT

p. a.
PAP
PBS
PCR
PCNA

rpm

Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex
Aqua destillata

peripheral blood mononuclear cell
B-Zell lymphoma 2

B lymphocyte antigen 36

base pair

cluster of differentiation
Complementary DNS

canine thyroid adenocarcinoma
cytotoxic T-Cell
Dimethylsulfoxid
Ethylendiaminetetraessigsiure
Fetales Kélberserum

Felines Leukdmievirus

Formalin fixiertes und in Paraffin eingebettetes Gewebe
Felines Immundefizienzvirus
Gramm

Hématoxilin-Eosin

Indirekte Peroxidase

Large Granular Lymphocyte
molar

Major Histocompatibility Complex
Minute

Milliliter

Natiirliche Killer Zellen
Natiirliche Killer T-Zellen
Raumtemperatur

pro analysem

Peroxidase anti-Peroxidase
Phosphat-buffered saline
Polymerase chain reaction
proliferating cell nuclear antigen

Revolutions per minute (Umdrehungen pro Minute)
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RT
Sek
TCR
TRA
TRB
TRD
TRG
TBS
Tris
TUF
ug

ul
Wdh.
WHO

Reverse Transkription
Sekunden

T-Zell-Rezeptor

Gene des T-Zell-Rezeptor a
Gene des T-Zell-Rezeptor 3
Gene des T-Zell-Rezeptor 6
Gene des T-Zell-Rezeptor y
Tris-buffered saline
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Target Unmasking Fluid
Mikrogramm

Mikroliter

Wiederholung

Weltgesundheitsorganisation
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