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1 Zusammenfassung

Das groRzellig anaplastische Lymphom ALCL gehort zur Untergruppe der sogenannten Non-
Hodgkin Lymphome und zeichnet sich durch CD30-positive Lymphomzellen aus, die einen T-
Zell oder Null-Zell-Phdanotyp mit rearrangierten T-Zellrezeptoren aufweisen. In tiber 50% der
ALCL-Falle findet sich eine t(2;5) Translokation die zum Fusionsgen NPM/ALK einer
onkogenen Tyrosinkinase fuhrt. Das entstehende Fusionsprotein oligomerisiert und wird
durch gegenseitige Autophosphorylierung zu einer konstitutiv aktiven Kinase, die mehrere
proliferative Signalwege aktiviert und somit zur Transformation der Zelle fiihrt. Dabei scheint
die spatio-temporale Expression NPM/ALKs von besonderer Bedeutung fir den Phanotyp zu
sein, weshalb in der vorliegenden Arbeit die linien- und differenzierungsspezifische
Expression des Onkogens genauer untersucht wurde. Ziel der Arbeit war es daher, ein
Mausmodell zu etablieren, dass der humanen Entitdt des groRzellig-anaplastischen
Lymphoms dhnelt und somit zur ndaheren Charakterisierung, als auch zur Behandlung mit

verschiedenen, neuen Medikamenten verwendet werden kann.

Wie bereits in Vorarbeiten gezeigt wurde, fihrten Knochenmarks- / Transplantationsmodelle
bei denen das Knochenmark retroviral mit NPM/ALK transduziert wurde zu einem
histiozytaren bzw. plasmazytoiden Phanotyp in Abhdngigkeit des verwendeten Virustiters.
Aber bislang gibt es kein Mausmodell, welches die humane ALCL widerspiegelt und einen T-
Zell Ursprung aufweist. Um eine T-lymphoide Erkrankung in Mausen zu induzieren wurde
daher in dieser Arbeit NPM/ALK linienspezifisch exprimiert. Dazu wurde eine gefloxte
Stopkassette zwischen dem retroviralen Promotor und NPM/ALK inseriert. Dieses Konstrukt
wurde verwendet, um damit Knochenmark zu infizieren, in welchem Cre zellspezifisch
exprimiert wird und es so zu einer gerichteten Expression von NPM/ALK kommen kann.
Dabei konnten folgende Erkenntnisse gemacht werden: 1.) Alle transplantierten Mause
entwickelten eine Erkrankung innerhalb weniger Monate 2.) NPM/ALK fiihrt nicht zu einer
Transdifferenzierung, da der Phanotyp der Mause der Ursprungszelle entspricht, in welcher
die Expression von NPM/ALK stattfindet 3.) Die Ursprungszelle in der die Translokation
auftritt, muss eine friihe T-Zelle sein

Es ist gelungen, mit der oben aufgefiihrten Methode ein Mausmodell zu etablieren, welches

einen CD30-positiven, T-lymphoiden Phanotyp mit vergroBerten Lymphknoten und Thymi

13
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aufweist und somit die humane Erkrankung in vielen Punkten widerspiegelt. Dieses Modell
kann nun verwendet werden, um das Onkogen NPM/ALK im Hinblick auf dessen
transformierende Eigenschaft und Auswirkung naher zu untersuchen und damit selektive
Inhibitoren gegen das deregulierte Proteine zu entwickeln und zu erproben. Ein Ziel, welches
mit dem Tyrosinkinaseinhibitor SC71710 weiter verfolgt wurde. Dieser zeigte eine hohe
Spezifitat fur ALK-positive Zellen und konnte deren Proliferation und die Kinaseaktivitat des
Onkogens effektiv reduzieren. In einem ALCL-imitierenden Mausmodell zeigte der Inhibitor
die Fahigkeit das Tumorwachstum zu verlangsamen und selektiv die ALK-positiven Zellen zu
verringern. Es ware daher denkbar, diesen spezifischen Inhibitor in klinischen Studien weiter
an ALCL-erkrankten Patienten zu testen. Auf lange Sicht kdnnte somit die intensive und mit
vielen Nebenwirkungen behaftete Behandlung einer Chemotherapie am Patienten reduziert

oder sogar ersetzt werden.

14
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2 Einleitung

2.1 Signaltransduktion

Die Fahigkeit auf exogene und endogene Reize zu reagieren, ist eine grundlegende
Eigenschaft jeder lebender Zelle. Signaltransduktionskaskaden verknipfen sich zu
Netzwerken, um eine Anpassung an Umgebungseinflisse und den Entwicklungsstand der
Zelle zu gewahrleisten. Die Signale werden Ulber die Membran hinweg in den Zellkern
transportiert, um dort die Genexpression zu regulieren, wodurch u.a. Differenzierung,
Proliferation oder Apoptose der Zelle gesteuert wird. Desweiteren koénnen
Signallbertragungswege die Zellteilungsaktivitat oder posttranskriptionelle Modifikationen
beeinflussen '. Das korrekte ineinandergreifen dieses Prozesses ist von entscheidender
Bedeutung, da bereits geringste Abweichungen, wie z.B. eine Erhéhung der Proliferation
oder eine Unterbrechung der Differenzierung der Zelle, zu einer Transformation dieser und
somit zu einer malignen Erkrankung beitragen kann *.

Bedeutend fiir diese Entwicklung sind meist Protoonkogene und Tumorsuppressorgene,
welche fiir Proteine kodieren, die fiir den promitogenen Status einer Zelle mitverantwortlich
sind. Aus besagten Protoonkogenen kdnnen durch Mutation, Deletion oder Translokation
Onkogene entstehen, deren Proteine dann u.a. konstitutiv promitogene und / oder
antiapotoptische Signalkaskaden in der Zelle aktivieren kénnen >.

Die Weiterleitung der extrazellularen Signale tGber die Membran hinweg ins Innere der Zelle
erfolgt Gber membrangebundene Rezeptoren oder membrangangige Signalmolekile, wie
z.B. Steroidhormone. Man unterscheidet vier Familien der Rezeptoren: a.) Rezeptor-
Tyrosinkinasen, b.) Tyrosinkinase-assoziierte Rezeptoren, c.) G-Protein gekoppelte
Rezeptoren und schlieBlich d.) Liganden-gesteuerte lonenkanile.

Wird der Rezeptor Uber einen spezifischen Liganden stimuliert, erfolgt die Einleitung einer
Signalkaskade und die Weiterleitung an zellinnere Signalmolekiile, wodurch Rezeptor- und
Zelltyp-spezifische Signalwege aktiviert werden .,

Aus der Tatsache, dass Signalelemente verschiedenste Proteine binden kdnnen, resultiert
einerseits die Moglichkeit eine Vielzahl von nachgeschalteten Kaskaden zu aktivieren, zum

anderen konnen aber auch mehrere Signalwege miteinander verknipft werden

15
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Zusammengefasst sind die Signalproteine daflir verantwortlich eine zellspezifische Antwort

auf einen Stimulus / Reiz auszulésen °.

2.2 Proteinkinasen

Die Weiterleitung bzw. Erzeugung eines Signals innerhalb einer Zelle erfolgt meist durch die
Phosphorylierung von Proteinen. Verantwortlich hierfiir sind Proteinkinasen, welche den y-
Phosphatrest ~ von Adenosintriphosphat (ATP) meist auf eine Hydroxylgruppe der
Aminosdurenseitenketten von Serin, Threonin oder Tyrosin Ubertragt. Proteinkinasen
werden in drei Gruppen, abhdngig von ihrer Substratspezifitdt, eingeteilt: a.) Serin /
Threoninkinasen (ibertragen den Phospahtrest auf die Hydroxylgruppe von Serin bzw.
Threonin, b.) Tyrosinkinasen phosphorylieren die Hydroxylgruppe des Phenolring von
Tyrosin und c.) Proteinkinasen, die beide Reaktionen durchfiihren kénnen .

Untersuchungen zeigen, dass 518 humane Gene fiir Proteinkinasen kodieren 8 Etwa 20
Prozent kodieren fiir Tyrosinkinasen, welche wiederum in Rezeptor- und zytoplasmatische
Tyrosinkinasen eingeteilt werden °. Aktivierte Tyrosinkinasen sind grundlegende
Mechanismen promitogener Signalkaskaden. Daher kdnnen Mutationen, Deletionen bzw.
Translokationen zu konstitutiv aktivierten Tyrosinkinasen fiihren, welche ihrerseits
Ausgangspunkt zelluldrer Transformation sein kénnen und dadurch die Entwicklung von

Neoplasien beginstigen ™.

2.3 Das grofzellig anaplastische Lymphom (ALCL)

Lymphome sind lymphozytare Neoplasien und treten sowohl innerhalb, als auch aul3erhalb
des lymphatischen Gewebes auf ''. Prinzipiell teilt man sie in Hodgkin- und Non-Hodgkin-
Lymphome (NHL) ein. Letztere leiten sich von unterschiedlich stark differenzierten
Lymphozyten der B- und T-Zelllinie ab. Diese maligne Neoplasie kommt als nodales und
extranodales Lymphom oder Leukdamie vor. Grundsatzlich wird die Erkrankung nach dem
vorherrschenden Zelltyp benannt. Abgesehen vom zelluldren Ursprung und zytologischen
Kriterien ist die Aggressivitait der NHL (hoch- bzw. niedrigmalig) bei der sog. Kiel-
Klassifikation von Relevanz. Es wird davon ausgegangen, dass die Zielzelle dieser Neoplasien

aus lymphozytaren Entwicklungsstufen der normalen Hamatopoese entsteht.
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Das groRzellig anaplastische Lymphom (ALCL) ist eine aggressive Untergruppe der NHL >,

Diese Entitdt zeichnet sich durch seine anaplastische Morphologie, die Infiltration des
Lymphknotensinus **, das kohasive Wachstumsmuster der Blasten, die Expression des CD30-
Rezeptors (Ki-1) und seines typischen T- bzw. Null-Zell Phdnotyp aus 1> Wobei bei letzteren
gemeint ist, dass die Zellen zwar keinen typischen Oberflachen T-Zell-Marker exprimieren,
jedoch auf genetischer Ebene bereits T-Zell-Rezeptor Rearrangements aufweisen. Da die
Zellen neben dieser Tatsache auch zytotoxische Molekiile wie Perforin und Granzyme B
exprimieren, wird davon ausgegangen, dass das ALCL sich aus T-Zellen entwickelt ***’.
Dennoch ist das ALCL eine heterogene Gruppe hinsichtlich des klinischen Erscheinungsbildes,
Zytologie und Antigenprofil, weswegen man das ALCL in klinische Unterformen einteilt. So
unterscheidet man das primar sytemische, das primar kutane und das sekunddre ALCL.
Desweiteren kommt es aber auch zu immunphdnotypischen und morphologischen
Uberlappungen mit dem klassischen Hodgkin-Lymphom.

Klinisch zeichnet sich die systemische ALCLs als aggressive Lymphome aus, die besonders
haufig zu Befall von extralymphatischen Geweben wie Haut, Knochenmark,
Gastrointestinaltrakt und Lunge neigen. Insbesondere bei Kindern und jungen Erwachsenen
sprechen diese Lymphome auf eine aggressive Chemotherapie relativ gut an. Insgesamt
konnte gezeigt werden, dass die Prognose Alk-positiver ALCL im Vergleich zu Alk-negativen

groRzelligen anplastischen Lymphomen eher ginstig ist ‘%

Trotzdem spricht ein
signifikanter Anteil von Patienten nicht ausreichend auf eine Chemotherapie an, so dass
etwa 20-30 % der Patienten an lhrer Erkrankung versterben ?°. Lymphome der primér
kutanen ALCL haben eine sehr gute Prognose, da sie nur lokal auftreten, haufig spontan

zuriickgehen und CD30-negativ sind.

2.3.1 Der CD30-Rezeptor

Der Oberflachenrezeptor CD30 gehort zur Familie der Tumor-Nekrose-Faktor-Rezeptoren

(TNF-Rezeptoren), einer Gruppe von mehr als zehn unterschiedlichen Rezeptoren ****

. Einige
TNF-Rezeptoren, wie Fas, CD30, TNFR1 oder TNFR2 kommen bivalente Rollen der
Signallbertragung zu. Einerseits kann durch die Aktivierung dieser Rezeptoren die
Proliferation der Zelle eingeleitet werden, andererseits kann es aber auch zur Einleitung der
Apoptose  fiihren. Dies geschieht in  Abhdngigkeit des Zellkontexts, des
Differenzierungsstadiums, Transformationszustandes oder Typs der Zelle.
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TNF-Rezeptoren sind Typ-I-Transmembranproteine, die in der extrazellularen Domane drei
bis vier cysteinreiche Regionen aufweisen *°, die an der Bindung von Liganden beteiligt sind
2628 ‘Infolge der Ligandenbindung, kommt es zur Oligomerisierung der Rezeptorproteine *°.
Neben membrangebundenen Rezeptorkomplexen gibt es auch Iésliche Formen *. Der CD30-

3132 \velches

Rezeptor ist ein 120 kD groRRes phosphoryliertes Transmembran-Glykoprotein
auf Chromosom 1 lokalisiert ist **. Nach der Bindung eines Liganden bildet CD30 einen
trimeren Komplex **.

Die extrazellulaire Domane von CD30 weist wie die meisten TNF-Rezeptoren sechs
cysteinreiche Regionen auf »’. Beziiglich der intrazelluliren Doméine gibt es aber
Unterschiede zwischen CD30 und weiteren Mitgliedern seiner Familie **. So fehlt dem CD30-
Rezeptor die sogenannte Todesdomadne, welche Uber die Aktivierung der Caspasen die

36,37

Apoptose der Zelle einleitet . Dies geschieht Uber das TRADD (Tumor Nekrose Faktor
Rezeptor Typl assoziierte Todesdomane) Protein, welches mit der Todesdomane interagiert,
den programmierten Zelltod einleitet und die NfkB-Komplexe aktiviert 8 TRADD bindet
desweiteren das Protein FADD (Fas-assoziertes Protein mit Dodesdomane) und ist in den
Fas-induzierten Zelltodsignalweg involviert, der iiber Procaspase 8-Aktivierung ablauft >*°.

In etwa 50% der ALCL-Falle findet sich eine NPM-ALK Translokation t(2;5), wobei das Protein

Nucleophosmin (NPM) an die anaplastische Lymphomkinase ALK fusioniert ist.

2.3.2 NPM - Nucleophosmin

NPM ist ein 32 kD groRBes Phosphoprotein, welches auf Chromosom 5 lokalisiert ist. Es
enthédlt mehrere funktionelle Doméanen: a.) ein nukledres Translokationssignal (NLS), b.) eine
Bindungsstelle  fur  Metallionen und  Aminosaurecluster (MB/AC) und c.)
Oligomerisierungsdomanen am C- und N-terminalen Ende *. Aufgrund des nukledren
Translokationssignals findet sich NPM hauptsachlich im Zellkern und ist an der
Zusammensetzung und Regulation der Ribosomen beteiligt 4243 Da NPM nicht ausschlieRlich
im Zellkern, sondern auch zytoplasmatisch vorkommt, wird davon ausgegangen, dass NPM
auch an Transportvorgingen zwischen Zellkern und Zytoplasma beteiligt ist **. NPM
oligomerisiert mit sich selbst *> und mit dem Fusionsprotein NPM-ALK (siehe 2.3.4), was zur

nukledren Lokalisation des NPM-ALK Proteins fihrt #3%

. Der starke, ubiquitire NPM
Promotor fiihrt zu einer erhéhten NPM-ALK Expression in Lymphomzellen und die
Oligomerisierung, die durch NPM vermittelt wird, resultiert in einer konstitutiven
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Aktivierung von NPM-ALK. Neuere Ergebnisse konnten zeigen, dass Nucleophosmin den
Tumorsupressor Arf bindet und das Protein in Nucleolus transportiert *”**. Dadurch wird die
Wachstumsregulierende Funktion von Arf und die Aktivierung des Tumorsupressors p53
unterdriickt. Abgesehen von Fusionkinasen, gibt es auch NPM Frameshift-Mutation, die zu
einer Delokalisierung von NPM ins Zytoplasma fiihrt und in einer Untergruppe von AML-

Patienten berichtet wird *°.

2.3.3 ALK - Anaplastische Lymphom Kinase

ALK auf Chromosom 2 kodiert fiir ein 177 kD grofles Protein und setzt sich aus einer
extrazelluldaren und transmembranen Domane (TM), sowie einer intrazytoplasmatischen
Tyrosinkinase (TKD) zusammen. Aufgrund seiner 57% Homologie zur Leukozyten Tyrosin
Kinase (LTK) ordnet man ALK den Insulin-Rezeptortyrosinkinasen zu >%°'. ALK wird

50,52

vornehmlich im neuronalen Gewebe exprimiert . Im hamatopoetischen Gewebe konnte

das Protein nicht nachgewiesen werden. Dieses limitierte Expressionsmuster findet sich

beim Menschen und der Maus >>**

. Die Tatsache, dass die starkste ALK-Expression im
neonatalen Gehirn zu finden ist legt eine Rolle fir diesen Rezeptor in der Entwicklung des
Gehirns nahe. Diese Annahme wird dadurch unterstiitzt, dass die Expression von ALK
teilweise mit der Expression der Neurotrophinrezeptoren, die fiir neuronales Wachstum und

Differenzierung zustandig sind, tiberlappt *°.

2.3.4 Das Fusionsprotein NPM-ALK

In etwa 40-60% des ALCL findet man auf molekularer Ebene eine chromosomale
Translokation t(2;5)(p23;935), welche zur Expression des 80-kD Fusionsproteins NPM-ALK
fuhrt **°%, Dieses besteht aus dem N-terminalen Abschnitt des nukledren Phosphoproteins
Nucleophosmin (NPM; 1-117aa) und dem C-terminalen Teil der intrazelluldaren Doméne der
Rezeptortyrosinkinase Anaplastische Lymphom Kinase (ALK; 1058-1620aa) °**°.  Die
Oligomerisierungsdomane von NPM tragt dazu bei, dass NPM stabile Di-, Tri- und Oligomere
formt **. NPM ist ein ubiquitar exprimiertes Protein, was wiederum von Bedeutung fiir das
Fusionsprotein NPM-ALK ist. Im Gegensatz zu NPM wird ALK gewebsspezifisch in Nerven-

52,58

und embryonalem Gewebe exprimiert . Durch die Fusion des N-terminalen Parts von

NPM an den C-terminalen Teil von ALK kommt es zur ubiquitdren Expression der
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Tyrosinkinase, somit auch in Ilymphatischem Gewebe. Zudem leitet die
Oligomerisierunsdomane von NPM die Homodimersierung des Fusionsproteins ein und ahmt
dadurch die Oligomerisierung von ALK nach Ligandenbindung nach. Dies fihrt wiederum zur
gegenseitigen Phosphorylierung (sog. Autophosphorylierung) und damit zur Aktivierung der
Kinase *° (siehe Abb. 1). Wahrend die Bindung eines Liganden an einen Rezeptor nur
voriibergehend besteht, ist die zuvor beschriebene Oligomerisierung nicht reguliert und
initiiert eine konstitutive Aktivitat der onkogenen Rezeptortyrosinkinse. NPM-ALK besitzt 21
mogliche Stellen der Autophosphorylierung, an welche z.B. Molekile binden kénnen, die
sog. Phosphotyrosinbindungsdomanen (PTB) enthalten, welche wiederum bei der
Aktivierung verschiedenster promitogener Signalwege eine Rolle spielen. Das reziproke ALK-
NPM Fusionsgen wird nur minimal transkripiert und spielt bei der molekularen Pathogenese

der ALCL wahrscheinlich keine Rolle %2,

Oligomerisierungs-
Domane

—

N MB

NLS
e\

AC
NPM

N  Extrazellulare Domane Intrazellulare Domane

- - vo

protein

Abb. 1) Schematische Ubersicht iiber die t(2;5) Translokation

Das Protein NPM zeichnet sich durch seine Oligomerisierungsdomane, seiner
Metallbindungsdomadne (MB) und seinem nukledren Lokalisationssignal (NLS) aus. Im
intrazytoplasmatischen Teil von ALK befindet sich die Tyrosinkinasedoméane (TKD). Bei der
t(2;5) Translokation verbindet sich der N-terminale Anteil von NPM mit dem der C-
terminalen Domane von ALK (W&ssmann, 2003).
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In vitro Experimente konnten zeigen, dass das Fusionsprotein NPM-ALK in der Lage ist
Fibroblasten und Lymphozyten zu transformieren **. Desweiteren konnte gezeigt werden,
dass retrovirale Infektion von Mauseknochenmark mit NPM-ALK und anschlieBender
Transplantation in letal bestrahlte Mause die Lymphomentwicklung in diesen Tieren
induziert ®. Es ist daher davon auszugehen, dass NPM-ALK eine bedeutende Rolle fir die

Pathogenese des ALCLs spielt **.

2.3.5 NPM-ALK aktivierte Signalkaskaden

Das Fusionsprotein NPM-ALK aktiviert verschiedenste Proteine, die hauptsachlich an der
Proliferation beteiligt sind bzw. antiapoptotische Wirkung haben (siehe Abb. 2). Unter lhnen
befindet sich PLCy *>%, PI3-Kinase **®, Jak3 "*7?, stat3 7%, stat5 7>*°, Foxo3a ®' und Src ¥
neben weiteren Proteinen. Es konnte gezeigt werden, dass Tyrosin 664 des Fusionsproteins
entscheidend fir die Bindung von PLCy an NPM-ALK ist. Wird die Aminosdure an dieser Stelle
mutiert, zeigt sich eine deutliche Transformationsdefizienz in-vitro, welche durch die
Uberexpression von unmutiertem NPM-ALK wiederhergestellt werden konnte. Diese
Beobachtung zeigt, dass PLCy fiir die promitogenen Eigenschaften von NPM-ALK unbedingt
benotigt wird. Der PI3K / Akt Signalweg und die damit verbundene Phosporylierung und
Inaktivierung von Bad, einem proapoptotischen Molekiil, trigt ebenso zum Uberleben der
Zellen bei. Durch die Bindung zwischen der regulatorischen Untereinheit p85 von PI3K Uber
zwei SH2 Domdnen mit aktivierten Tyrosinkinasen kommt es zur Aktivierung der
katalytischen Untereinheit p110 und damit zur Phosphorylierung von Phosphatidylinositol
(PI), Pl4-Phosphat (P14P) und Pl4,5-Phosphat 23. Die daraus resultierenden 3-
Phosphoinositide kénnen (iber eine Pleckstrin Homologie (PH) Doméne die Serin / Threonin
Kinase AKT binden und aktivieren und dadurch proapoptotische Signalkaskaden inhibieren®:.
Dies konnte auch im Kontext mit der Tyrosinkinase NPM-ALK gezeigt werden °®. Uber AKT
wird auch der Transkriptionsfaktor Foxo3a phosphoryliert und degradiert 8 wodurch die
Proliferation NPM-ALK positiver Zellen eingeleitet und der programmierte Zelltod
unterdriickt wird. Durch Inhibierung der PI3 Kinase mit Wortmannin oder LY294002 konnte
Apoptose in ALCL Zelllinien induziert werden®’, was die Bedeutung des antiapoptotischen
PI3K-Signalwegs im grofRzellig-anaplastischen Lymphom unterstreicht. Die Adaptormolekile
IRS-1, Grb2 und SHC binden liber Phosphotyrosin-Bindungs- (PTB) Doméanen direkt an NPM-

ALK 59, die ihrerseits RAS rekrutieren und aktivieren. NPM-ALK Mutanten, bei denen die
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Rekrutierung von IRS-1 und SHC defekt ist, zeigen in NIH3T3 transfizierten Zellen trotzdem
Transformationspotenzial, so dass die Wichtigkeit dieses Signalweges zumindest in-vitro

®> Es wurde gezeigt, dass die Januskinase Jak3 den

nicht essentiell zu sein scheint
Transkriptionsfaktor STAT3 aktiviert ®°. In ALCL-Zelllinien fiihrte die Inhibierung von Jak3 zur
reduzierten Phosphorylierung von Stat3, wodurch es zur Einleitung der Apoptose kommt.
Dies steht im Widerspruch zu einer anderen Publikation, in der die These aufgestellt wird,
dass STAT3 ein direktes Substrat von NPM/ALK sein kénnte, da eine Jak3-Bindungsdefiziente
NPM/ALK-Variante in der Lage war STAT3 zu phosphorylieren 3 Die Bedeutung von STAT3
und STATS scheint auch wesentlich fiir die Lymphomagenese zu sein. Retrovirale Infektion

NPM-ALK positiver Zellen mit einer dominant-negativen STAT5B Mutante inhibierte die

antiapoptotische Aktivitat von NPM-ALK”.

" —

N NPM-ALK
PL¢0y Adaptor proteins l l
! SRC GRB2 PI3K Lo
DAG ¢ ¢ STATSB
¢ RAS Gli «— Akt
PKC\ i l xgad
ERK12~—— o
tyr
— Stat3 Ptyr
FOXOSa\‘ Stat3
Bim-1 Transcription dependent
upregulation of expression

Cyclin A CyclinD

Cell cycle progression

Abb. 2) Darstellung der durch NPM-ALK aktivierten Signalwege
Eine Ubersicht der wichtigsten Signalwege, die durch das konstitutiv aktive NPM-ALK
aktiviert werden (Mosse, 2009).

2.3.6 ALK Fusionspartner

Bis lang sind mehrere ALK-Fusionspartner bekannt 8% (sieche Abb. 3), die jedoch keinen
Einfluss auf den klinischen Phanotyp einer ALK-positiven ALCL zu haben scheinen #>°°. Mit

Ausnahme von MSN-ALK und MYH9-ALK enthalten alle anderen chimaren ALK-Fusionen
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denselben C-terminalen Anteil von ALK (von 1058-1620 bp). Dennoch ist allen ALK-
Fusionsproteinen folgende Eigenschaften gemein: a.) Ein N-terminaler Fusionspartner,
dessen Promotor ubiquitdar aktiv ist, wodurch das Fusionstranskript in vielen Zellen
exprimiert wird und b.) Der ALK Fusionspartner weist eine Oligomerisierungsdomane auf,
wodurch ALK durch Autophosphorylierung konstitutiv aktiv wird und somit konstitutive ALK
Kinaseaktivitat aufweist **. Die Selbstassoziierung der ALK Fusionsproteine mithilfe der
Oligomerisierungsdomane des Fusionspartners imitiert die Liganden-vermittelte Aggregation
und Aktivierung des natiirlichen ALK Rezeptors, also den normalen Mechanismus, der die
ALK Aktivitat steuert. Durch die Autoaggregation der Fusionspartner ist diese Aktivitat aber
nicht mehr kontrolliert und zelluldre Signalkaskaden werden dadurch kontinuierlich aktiviert
>°. Dies wiederum fiihrt zur neoplastischen Transformation der Zelle. Die Fusionspartner
TPM3, TMP4 und CLTC finden sich neben der Erkrankung des grof3zellig anaplastischen

Lymphoms auch bei den entziindlichen, myofibroblastischen Tumoren (IMT) 2%%%°,

Fusion junction

1 %20
Translokation ¥= [] oot Haufigkeit
1 117 0

t(2;5) neM [l 7osine kinsse coman [ 80 %

t(1 ;2) yrosine kinase doman - 12 0/0
t(2;3) x yrosine kinase doma [
Tyrosine kinase domair -

Tyrosine Kinase domaur - > 6 0/0

inV(2) - Tyrosine kinase domanr -
1 1634 197
t(2; 1 7) Tyrosine kinase domar - )
1 448 1008
t(x; 2) yrosing kinase doman - A
t(2;19) ——— |
1 1645 20 > 2 0/°
t2;22) W
t(2; 1 7) - - Tyrosine kinase doma - )

Abb. 3) Ubersicht iiber die verschiedenen ALK-Fusionspartner
In der Abbildung sind die relevantesten ALK-Fusionspartner und deren Haufigkeit bei ALCL-
Erkrankungen abgebildet (W6ssmann, 2003).
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In kirzlich veroffentlichen Studien wurde gezeigt, dass ALK-Fusionen auch zu weiteren
Erkrankungen fiihren konnen. Die EML4-ALK Translokation wurde in etwa 10% der Patienten

19 Die Relevanz dieser Fusion konnte in

mit nicht-kleinzelligen Lungentumoren identifiziert
einem transgenen Mausmodell bestatigt werden, in welchem die Tiere Adenokarzinome in

den Lungen ausbildeten **

2.3.7 NPM-ALK im Tiermodell

Kurz nach der Identifizierung der onkogenen Tyrosinkinase NPM-ALK, als Produkt das fir die

102

t(2;5) Translokation kodiert , wurde wenige Jahre spater ein murines NPM-ALK-

193 Die Transduktionseffizienz des retroviralen Infektions-/

Tumormodell beschrieben
Transplantations-Modells war jedoch niedrig. Zwar wiesen die Mause eine Lymphom-
ahnliche Erkrankung mit einer Latenzzeit von mehr als sechs Monaten auf, doch zeigten die
Tumoren ausnahmslos einen B-Zell-Phdanotyp. Wenige Zeit spater wurden verbesserte NPM-
ALK Infektions- / Transplantations-Modelle mit hoherer Transduktionseffizienz beschrieben,

aber nicht eine dem ALCL entsprechenden Phanotyp ****

. Es konnte erneut eine Lymphom-
ahnliche Erkrankung mit einer Latenzzeit von wenigen Wochen induziert werden, doch
handelte es sich bei den Mausen histologisch um eine maligne Histiozytose. Dies liegt
mitunter daran, dass bei den bisherigen Mausmodellen Gesamt-Knochenmark infiziert
wurde, wodurch sich die eigentliche Zielzelle der NPM-ALK Translokation nicht eindeutig
bestimmen ldsst. Das ist insofern von Bedeutung, als dass die ALCL Entitdt einen T-Zell
Hintergrund aufweist und ein addquates Mausmodell diese Linienspezifitat berticksichtigen
sollte. Bei weiteren Mausmodelle wurde NPM-ALK transgen exprimiert. Zum einen unter
Kontrolle des CD4-Promotors, wodurch NPM-ALK vorwiegend in T-Zellen exprimiert wird.
Zum anderen unter dem vav-Promotor, wobei die Expression des Onkogens in
hdamatopoetischen Zellen eingeleitet wird. Es zeigte sich jedoch erneut kein ALCL-typischer
Phanotyp, auch wenn es durch Verwendung des CD4-Promotors gelang, in einer transgenen
Mauslinie reproduzierbar, aber nicht mit 100% Penetranz, T-Zell-Lymphome zu induzieren
10510 " \welche jedoch kein CD30-Antigen exprimierten. Daher gilt es die Frage nach der
eigentlichen Zielzelle der NPM-ALK vermittelten Transformation, die Rolle des Zellkontextes,
als auch die Rolle der eng mit der Erkrankung vergesellschafteten Expression des CD30-

Molekiils zu beantworten. Um dies zu erreichen ist es notwendig, eine linienspezifische

Expression von NPM-ALK in vivo zu etablieren.
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2.4 Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

Das Ziel dieses Projektes ist die Entwicklung eines Lymphom-Modells in Mdusen, welches
das beim Menschen beobachtete grof3zellig-anaplastischen Lymphom reprasentiert. Dies ist
eine wesentliche Voraussetzung, um die Funktion von NPM-ALK fiir die Tumorentstehung zu
bestimmen und um potentielle molekulare Therapien, wie Kinase-Inhibitoren, in einem
relevanten in vivo Modell zu testen. Humane grof3zellig-anaplastische Lymphome zeigen in
der Mehrzahl der Falle Charakteristika von T-Zellen und sind durch eine starke
Oberflachenexpression des CD30-Antigens (Ki-1) gekennzeichnet. Wie bereits erwahnt,
konnte ein in unserem Labor etabliertes retrovirales Infektions- / Transplantations-Modell
der NPM-ALK-induzierten Lymphomagenese zeigen, dass die Expression von NPM-ALK in
murinen Knochenmarks (KM) - Zellen abhangig vom retroviralen Titer zu histiozytdren oder
plasmazytoiden Tumoren, nicht aber zu T-Zell-Neoplasien fiihrt ®. Die méglichst genaue
Rekonstruktion der humanen Erkrankung im Mausmodell ist aber von gré3ter Bedeutung fur
die Analyse der molekularen Pathogenese. Da bisher kein entsprechendes Mausmodell des
ALCL existiert, wird im folgenden Projekt versucht, dass bereits bestehende murine Modell
der ALCL weiter zu optimieren und eine linienspezifische Expression von NPM-ALK zu
erreichen. Ziel ist es, in der Maus ein System zu etablieren, in dem NPM-ALK linienspezifisch
in verschiedenen Differenzierungsstadien aktiviert und so z.B. gezielt in verschiedenen Zellen
exprimiert werden kann, um eine dem menschlichen ALCL phanotypisch homologe
Erkrankung zu etablieren. Dies konnte die Frage beantworten, ob NPM/ALK in der Lage ist
Zellen zu transdifferenzieren, wie es zum Beispiel beim Hodgkin-Lymphom der Fall ist. In
dieser Entitat ist die Ursprungszelle eine B-Zelle, die wahrend ihrer Transformation typische

197 "vion entscheidender Bedeutung zur

B-Zellmarker verliert und T-Zellrezeptoren exprimiert
Beantwortung dieser Fragestellung und fir den Phanotyp der ALCL scheint die korrekte
spatio-temporare Expression von NPM-ALK zu sein. Eine zentrale Rolle fiir diesen Ansatz
spielt hierbei das Cre / loxP Rekombinase-System. Das Prinzip der CRE-lox-Rekombinierung
wird derzeit schon sehr erfolgreich in vitro als auch in vivo eingesetzt, um z.B. konditionell
einzelne Gene in der Maus auszuschalten. Mit dem Knock-in-Modell in dieser Arbeit wird die
Zell-spezifische Expression von NPM-ALK durch die Auswahl von Knochenmark-
Spendermdusen, die Cre unter der Kontrolle eines linienspezifischen Promotors exprimieren

erreicht, indem der NPM-ALK-Expressionskassette eine von loxP-Stellen flankierte

Stopkassette vorgeschaltet wird. Dadurch erfolgt die Rekombination und damit die
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Expression von NPM-ALK nur in den Zellen, in denen der jeweilige Promotor aktiv ist und Cre
exprimiert wird. Zu diesem Zweck wurde ein entsprechendes Konstrukt kloniert, das
zusatzlich Gber eine internal ribosomal entry-site (IRES) die Koexpression des green
fluorescent protein (EGFP) ermdglicht, so dass die Zellen, die mit dem Vektor infiziert

1% Die

wurden, leicht mittels FACS oder Fluoreszenzmikroskopie detektiert werden kénnen
gezielte Expression von NPM-ALK in verschiedenen Zielzellen kann weiterhin einen wichtigen
Beitrag zur Aufklarung der Pathophysiologie des ALCL leisten. Da diese Methode prinzipiell
auch auf andere Gene angewandt werden kann, ergibt sich darlber hinaus ein weites Feld
an Anwendungsmoglichkeiten, das in verschiedenen Bereichen der hdmatologischen
Forschung von Nutzen sein kann.

Desweiteren bietet sich die Moglichkeit, neue molekulare Therapieformen bei dieser
Lymphomentitat zu evaluieren. Aufgrund der Tatsache, dass das ALCL auslésende Onkogen
eine Tyrosinkinase ist, bietet sich die Moglichkeit an, diese mit spezifischen
Tyrosinkinaseinhibitoren zu behandeln. Solche Compounds missen vor ihrem klinischen
Einsatz getestet werden, woflr sich ein ALCL imitierendes Mausmodell hervorragend eignen
wirde. Die erfolgreiche Entwicklung eines ALK spezifischen Kinaseinhibitors wirde nicht nur
Anwendung finden, um rezidivierde Patienten zu behandeln, sondern auch Kindern und

Jugendlichen, die mehrheitlich von der ALCL betroffen sind, als Alternative zur intensiven

und toxischen Chemotherapie zur Verfligung stehen.
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3 Material und Methoden

3.1 Materialien

3.1.1 Chemikalien und biogene Substanzen

Acrylamid/ Bisacrylamid Gel 30
Agar

Agarose

Ammoniumchlorid
Ammoniumhydrogencarbonat
Ammoniumpersulfat (APS)
Ampicillin

Aqua ad injectabilia, steril

Bactoagar

Bacto-Hefeextrakt

Bacto-Trypton

Bromphenolblau

BSA, Fraktion V

Complete™Protease Inhibitor Cocktail Tabletten
Chloroform

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dinatriumhydrogenphosphat
Dithiothreitol (DTT)

dNTP-Mix, 10 mM

Essigsaure

Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraessigsdaure (EDTA)
5-Fluorouracil (5-FU, Ribofluor®)
Glucose

Glycerol

Glycerol-2-phosphat

Glycin

Hank’s balanced salt solution (HBBS)
Iscove’s modified DMEM (IMDM)
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Roth, Karlsruhe

Difco, Detroit, USA

Roth, Karlsruhe

Fluka, Deisenhofen

Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Braun, Melsungen

Difco, Detroit, USA

Difco, Detroit, USA

Difco, Detroit, USA

Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe

Boehringer, Mannheim
Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Merck, Darmstadt

Promega, Heidelberg

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Fluka, Deisenhofen

Ribosepharm GmbH, Miinchen
Roth, Karlsruhe

Fluka, Deisenhofen

Aldrich Chemical Company, Steinheim
Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

27



Isopropanol

Kaliumchlorid

Lipofectamine

2-Mercaptoethanol

Methanol

Magnesiumchlorid

Natriumacetat

Natriumazid

Natriumchlorid

Natriumcitrat

Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumhydroxid
Natriumorthovanadat
Natriumpyrophosphat

Phosphat buffered saline (PBS), 10-fach, fest
Polybren (Hexadimethrinbromid)
Propidiumiodid

Salzsdure

SuperSignal® Chemolumineszenz Substrat
Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan
Triton X-100

Trockenmilchpulver

Trypanblau

Tween 20
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Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Fluka-Chemie, Deisenhofen
Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe

Fluka-Chemie, Deisenhofen

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Fluka Chemie, Neu-Ulm

Biochrom AG, Berlin

Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Merck, Darmstadt

Pierce, Rockford, USA

Fluka, Deisenhofen

(TRIS) Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Fluka-Chemie, Deisenhofen
Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Fluka-Chemie, Deisenhofen

3.1.2 Medien und Supplemente fiir die Zellkultur

DMEM, Zellkulturmedium
Diphterietoxin

FCS Gold

Hygromycin B, 50mg/ml in PBS
IMDM, Zellkulturmedium
L-Glutamin, 200 mM

Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Calbiochem, La Jolla, CA, USA
PAA, Pasching, Osterreich
Clontech, Palo Alto, CA, USA
Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

28



Lipofectamine™ 2000, Transfektionsreagenz
Muriner, rekombinanter Stammzellfaktor (SCF)
Murines, rekombinantes Interleukin (IL)-3
Murines, rekombinantes Interleukin (IL)-6
Natriumhydrogencarbonat-Lésung 7,5%
Neomycin, G418

Opti-MEM®I, Serum-reduziertes Medium
Phosphat buffered saline (PBS), 10-fach, steril
Penicillin/ Streptomycin Lésung

RNAClean™

RPMI 1640, Zellkulturmedium
Trypsin-EDTA-LOsung, 10-fach

Zeocin, 100 mg/ml

3.1.3 Enzyme

Restriktionsenzyme:
Dpnl, 20 U/ul

EcoRl, 100 U/ul

Hindlll, 20 U/pl

Hpal, 10 U/l

Nhel, 5 U/ul

Pmel, 10 U/l
Polymerasen:
Pfu-Turbo

AMV Reverse Transkriptase
Taqg DNA-Polymerase
Alkalische Phosphatase:
CIAP, 20-30 U/ul
Proteinasen:

Proteinase K

Pronase E
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Invitrogen GmbH, Karlsruhe

R&D Systems, Wiesbaden

R&D Systems, Wiesbaden

R&D Systems, Wiesbaden
Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Hybaid, Milford, MA, USA
Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

New England Biolabs, Schwalbach
New England Biolabs, Schwalbach
Roche, Mannheim
Roche, Mannheim
New England Biolabs, Schwalbach
New England Biolabs, Schwalbach

Statagene, La Jolla, USA
Roche, Mannheim
Roche, Mannheim

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen

Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
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3.1.4 Antikorper

Anti-B-Aktin (AC-15), monoklonal, Maus IgG1
Anti-Alk (Alk 11)

Anti-Kaninchen IgG, HRP-konjugiert, Esel IgG
Anti-Maus CD4 (L3T4), PE-konjugiert, Ratte IgG
Anti-Maus CD8a (53-6.7), Ly-2, PE-konjugiert,

Ratte IgG

Anti-Maus CD11b (M1/70), Mac1, Integrin aM chain,
PE-konjugiert, Ratte 1gG

Anti-Maus CD16/CD32 (2.4G2), Fcylll/ll Receptor,
Ratte IgG (Maus BD Fc Block™)

Anti-Maus CD30 (mCD30.1), PE-konjugiert, Ratte
Anti-Maus CD45 (30-F11), LCA, Ly-5,
PE-Cy5-konjugiert, Ratte 1gG

Anti-Maus CD45/B220 (RA3-6B2), B220,
PE-konjugiert, Ratte 1gG

Anti-Maus CD90.2 (53-2.1), Thy-1.2, PE-konjugiert,
Ratte IgG

Anti-Maus Ly-6G (Gr-1)/Ly-6C (RB6-8C5), Gr-1,
PE-konjugiert, Ratte 1gG

Anti-Phospho Alk (pY1604), monoclonal, Rabbit
Anti-Phospho-Tyrosin (4G10), monoklonal, Maus IgG
Anti-Phospho-Tyrosin (pY20), monoklonal, Maus IgG

3.1.5 Zelllinien

Suspensionszellen:
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Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Stephan Morris, Memphis, USA
Amersham, Braunschweig
BD-Pharmingen, Heidelberg
BD-Pharmingen, Heidelberg

BD-Pharmingen, Heidelberg

BD-Pharmingen, Heidelberg

ebioscience, Frankfurt a.M.

BD-Pharmingen, Heidelberg

BD-Pharmingen, Heidelberg

BD-Pharmingen, Heidelberg

BD-Pharmingen, Heidelberg

epitomics, California, USA

Upstate Biotechnology, N. Y., USA
PharMingen, San Diego, USA

Ba/F3 murine pre-B-Zelllinie
HDLM-2 humane Hodgkin-Zelllinie
JB6 humane ALCL Zelllinie
Karpas 299 humane ALCL Zelllinie
Sudhl-1 humane ALCL Zelllinie
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YAC-1

Adhéarente Zellen:
NIH3T3
ONX-Eco (Phoenix E)
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murine CD30-positive Zelllinie

murine embryonale Fibroblasten-Zelllinie

retrovirale ecotrope Verpackungs-Zelllinie (Helfervirus-
frei);

293T (humane embryonale Nierenkarzinom)-Zellen,
stabil transfiziert mit Moloney GagPol-IRES-Lyt2
Konstrukt unter der transkriptionellen Kontrolle des
RSV-Promotors (Selektion mit Hygromycin B) und
Moloney ecotropic envelope Gen unter der
transkriptionellen  Kontrolle des CMV-Promotors

(Selektion mit Diphterietoxin)

Die Zelllinie Ba/F3 und NIH3T3 wurden von der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen

und Zellkulturen GmbH (Bereich Menschliche und Tierische Zellkulturen) in Braunschweig

bezogen. Die Verpackungs-Zelllinie Phoenix E wurde uns von Gary P. Nolan, Stanford, USA

zur Verfugung gestellt. Die Supensionszellinie YAC-1 wurde von Dr. Ursula Strobl Helmholtz-

Zentrum, Miinchen zur Verfligung gestellt.

3.1.6 Vektoren und DNA-Konstrukte

Vektoren:

pcDNA 3.1/Zeo(+) Ampicillin, Zeocin
MSCV MigR1 Ampicillin J.

DNA-Konstrukte:

hNPM/ALK in pcDNA 3.1/Zeo(+)

hNPM/ALK KN in pcDNA 3.1/Zeo(+)

hNPM/ALK in MSCV MigR1

hNPM/ALK KN in MSCV MigR1

loxP-Stop-loxP-EGFP in MSCV (MSE)
loxP-Stop-loxP-NPM/ALK-IRES-EGFP in MSCV (MSNAIE)

Invitrogen, Leek, Niederlande

Miller/ W. Pear, Philadelphia,USA

(Pear et al., 1998)
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3.1.7 Bakterienstimme

Escherichia Coli DH5aTM Invitrogen GmbH, Karlsruhe
F-®80d/acZAM15, A(lacZYA-argF)U169, deoR,

recAl, endAl, hsdR17(rK-, mK+), phoA, supE44,

A-thi-1, gyrA96, relAl

Epicurian ColiTM XL-1Blue Supercompetent Cells Stratagene, Heidelberg
recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17, supE4a4,

relAl, lac [F'proAB, laclqZAM15 Tn10 (Tetr)]

3.1.8 Tyrosinkinaseinhibitoren

4SC-203 (SC71710) Alk-Inhibitor 4 SC Company, Miinchen

3.1.9 Oligonukleotide fiir die RT-PCR

RT-PCR mCD30 3" 5"-CAATGAAGACGGGAAGTGCACA-3’

RT-PCR mCD30 5" 5"-CTCCAGAACAGTGGAGTTTGCA-3’

GAPDH 3" 5"-CCTGCTTCACCACCTTCTTG-3’

GAPDH 5" 5"-CCATCACCATCATCCAGGAG-3’

Die verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma MWG-Biotech, Ebersberg

synthetisiert.

3.1.10 Primer fiir die Genotypisierung

Cre-Primer 3" 5"-GCTGCCACGACCAAGTG-3’
Cre-Primer 5" 5"-TCGCCATCTTCCAGCAG-3’

3.1.11 Molekulargewichtsmarker fiir DNA und Proteine

1 kb Plus DNA-Molekulargewichtsmarker Invitrogen GmbH, Karlsruhe
100 bp DNA-Molekulargewichtsmarker Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Rainbow Protein-Molekulargewichtsmarker Amersham Biosciences, Braunschweig
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3.1.12 Mause und tierexperimentelle Materialien

Mausstamm:

Balb/C

C57BI6

SCID-beige

Tierexperimentelle Materialien:

Animal Bedding Fibre

Caesium 137- Strahlenquelle (33300 GBq)
Discardit™ Il Spritze, steril
EDTA-Kapillaren (20ul)

Falcon™Zellsieb (100 um)

Global Rodent Breeding (25 kGy bestrahlt)
Infrarotlampe

Kafigsystem

Microlance™ Injektionskantile, steril (27G 3/4)
Objekttrager (1ISO Norm 8037/1)
S-Monovette®, EDTA

Sub-Q, sterile PP Spritze, 1ml, 26G 1/2

Vet abc Blood Counter

3.1.13 Molekularbiologische Kitsysteme

CellTiter®AQueous Cell Proliferation Assay
QIAGEN® Plasmid Maxi Kit

QlAprep® Spin Miniprep Kit

QlAquick® Gel Extraction Kit

QIAquick® Spin Purification Kit
QuikChange™ Site-Directed Mutagenesis Kit
Rapid DNA Ligation Kit

Rediprime® Il DNA Labelling System

Titan One Tube RT-PCR Kit
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Harlan Winkelmann GmbH, Borchen
Harlan Winkelmann GmbH, Borchen

Charles River, Sulzfeld

Altromin GmbH, Lage-Lippe
Buchler GmbH, Braunschweig
Becton-Dickinson, Heidelberg
Sarstedt, Mimbrecht
Becton-Dickinson, Heidelberg
Harlan Teklad, Blackthorn, England
Royal Philips Elektronik, Hamburg
Thoren, PA, USA
Becton-Dickinson, Heidelberg
Roth, Karlsruhe

Sarstedt, Nimbrecht
Becton-Dickinson, Heidelberg

Scil, Viernheim

Promega, Madison, WI, USA

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Stratagene, Heidelberg

Roche, Penzberg

Amersham Biosciences, Braunschweig

Roche, Penzberg
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3.1.14 Standard Gerédte

Agarosegel Elektrophoresekammer
Analysenwaage BP 221S
CO;-Inkubator SW J 500 TV BB
Digitalwaage LC 1200 S
Durchflusszytometer (EPICS®XL)

Elisa Reader Emax

Entwickler Hyperprocessor
Fluoreszenzmikroskop

Heizblock 5436

IBI geneZapper 450/2500 Elektroporator
Incubator-Shaker Innova 4000
Kihlzentrifuge J2-HS

Kihlzentrifugen 5417R, 5810R
Lichtmikroskop Axiovert 25

LKB Ultraspec Ill, Spektralphotometer
Magnetriihrgerat IKAMG RH
Mikroskop V 200

Multi-Gel Long Elektrophoresekammer
Neubauer-Zahlkammer
PCR-Thermocycler

pH-Meter ©32

Refrigerated Incubator-Shaker Innova
Schattler WT 12

Sterile Werkbank, Laminar-Flow 1.8
Stromgenerator, Powerpack P25
Tischzentrifuge 5417R

Transphor Electrophoresis Unit
Trio-Thermoblock

UV-Lampe Tl 2

Vortex REAX-Top

Varioklav Dampfsterilisator
Wasserbad 1083

Zentrifuge GS-6K
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Kodak, New Haven, USA

Satorius, Gottingen

Nunc, Wiesbaden

Satorius, Gottingen
Beckman-Coulter, Krefeld
MolecularDevices, Ebersberg
Amersham, Braunschweig

Olympus Optical Co. GmbH, Hamburg
Eppendorf, Hamburg

Eastman Kodak, New Haven, USA
New Brunswick Scientific, Edison, USA
Beckman, Fullerton, USA
Eppendorf, Hamburg

Zeiss, Jena

Pharmacia, Uppsala, Schweden
Janke & Kunkel, Staufen

Hund, Wetzlar

Biometra, Gottingen

Reichert, New York, USA
MWG-Biotech, Ebersberg
Beckman, Fullerton, USA

New Brunswick Scientific, Edison, USA
Biometra, Gottingen

Holten, Gydewang, Danemark
Biometra, Gottingen

Eppendorf, Hamburg

Hoefer, San Fransisco, USA
Biometra, Gottingen

Biometra, Gottingen

Heidolph, Nirnberg

H+P Labortechnik, OberschleiRheim
GFL, Burgwedel

Beckman, Fullerton, USA
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3.1.15 Standard Losungen und Puffer

Ampicillin-Stammldsung:

Amidoschwarz-Entfarbeldsung:

Basales Knochenmarksmedium (BBMM):

DNA-Probenpuffer (10-fach):

FACS-Puffer:
Luria-Bertani (LB) Medium (flussig):

LB-Medium (fest):
Lysis-Puffer:

RBC (Red Blood Cell)-Puffer:
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50 mg/mlin A.d.

10% Methanol

10% Essigsaure in A.d.

325 ml IMDM

150 ml FCS

25 ml BSA (10% in IMDM)

5 ml L-Glutamin- Lésung (200mM)
100 puM 2-Mercaptoethanol

2,5 ml Penicillin/ Streptomycin-Lésung
50% Glycerin

0,2% Bromphenolblau

0,5 M EDTA in A.d.

1% BSA in PBS

1% Bacto-Trypton

0,5% Bacto-Hefeextrakt

1% NaCl in A.d.

mit 1 M NaOH auf pH 7,0 eingestellt
autoklaviert

1,5% Bacto-Agar in LB-Medium (flUssig)
10 mM Tris/HCI (pH 7,5)

130 mM NaCl,

5 mM EDTA

0,5% Triton X-100

20 mM Na2HPO4/ NaH2PO4 (pH 7,5)
10 mM Natriumpyrophosphat (pH 7)
1 mM Natriumorthovanadat

20 mM NaF

1 mM Glycerol-2-Phosphat

1 Protease-Inhibitor Cocktail Tablette
ad 10 ml A.d.

150 mM NHA4CI

1 mM KHCO3
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Sammelgelpuffer fir SDS-Gele (4-fach):

SDS-Elektrophoresepuffer:

SDS-Probenpuffer (2-fach):

SSC-Puffer (20-fach):

Prastimulationsmedium:

SOC-Medium:

TAE-Puffer (10-fach):

TNE-Puffer:
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0,1 mM Na2EDTA, pH7.3 in A.d.
0,5 M Tris (pH 6,8)

0,4% SDS in A.d.

25 mM Tris

192 mM Glycin

0,1% SDS in A.d.

1 M Tris/HCI (pH 6,8)

200 mM DTT

4% SDS

0,2% Bromphenolblau

20% Glycin in A.d.

0,3 M Natriumcitrat/HCI (pH 7,0)
3 M NacCl

BBMM

10 ng/ml mIL-3

12 ng/ml mIL-6

50 ng/ml mSCF

2% Bacto-Trypton

0,55% Bacto-Hefeextrakt

0,5% 1M NacCl

0,5% 1M KCl in A.d.

mit 1M NaOH auf pH 7,0 eingestellt
autoklaviert

1% 2M Glukose (frisch zugegeben)
1% 2M MgCI2 (frisch zugegeben)
sterilfiltriert (0,2um Filter)

0,4 M Tris

1,1% Essigsaure

2% 0,5 M EDTA (pH 8) in A.d.

10 mM Tris (pH 8)

100 mM NacCl

1 mM EDTA
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Transferpuffer:

Trenngelpuffer fir SDS-Gele (4-fach):
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25 mM Tris

192 mM Glycin

0,1% SDS in A.d.

20% Methanol in A.d.
1,5 M Tris (pH 8,8)
0,4% SDS in A.d.
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3.2 Methoden

3.2.1 Molekularbiologische Arbeitstechniken

Restriktionsendonukleasen  ermdéglichen  die  sequenzspezifische  Spaltung  von
doppelstrangiger DNA. Dabei entstehen abhdngig vom verwendeten Enzym komplementare,
Uberhangende Enden (sticky ends) oder stumpfe Enden (blunt ends). Die Aktivitdt von
Restriktionsendonukleasen wird in Units (U) angegeben. Eine Unit entspricht der Menge an
Restriktionsenzym, die bendtigt wird, um 1pg Lamda-DNA in einer Stunde vollstandig zu
schneiden. Eine quantitative Spaltung der DNA wird sichergestellt, indem die
Restriktionsnukleasen im Uberschuss zugesetzt werden. Um die DNA in definierte
Fragmente zu zerlegen, wird sie mit dem entsprechenden Restriktionsenzym in der vom
Hersteller empfohlenen Pufferlosung inkubiert. Die fur das jeweilige Enzym optimierten
Inkubationsbedingungen werden vom Hersteller angegeben. In der Regel erfolgt die
Inkubation bei 37°C fur 2 h. Nach erfolgter Reaktion wird das Enzym durch Erhitzen auf 65°C
denaturiert oder durch Aufreinigung im Agarosegel 3.2.1.4 aus dem Reaktionsansatz

entfernt.

Wird fir die Linearisierung von Plasmiden nur ein Restriktionsenzym eingesetzt, liegt die
Vektor-DNA nach dem Verdau mit identischen Restriktionserkennungssequenzen an 5°- und
3’- Ende vor. Diese werden von der Ligase bevorzugt religiert, ohne ein DNA-Fragment
einzufigen. Die Abspaltung der 5°-Phosphatgruppe verhindert die Religation des
Klonierungsvektors, wodurch die Effizienz der Klonierung erheblich verbessert wird, da eine
Ligation dann nur zwischen den freien 5"-Phosphatgruppen der Fremd-DNA und den 3"-OH-
Enden des Plasmids moglich ist. Die Hydrolyse der freien 5-Phosphatreste wird von der
alkalischen Phosphatase CIAP katalysiert. Die Dephosphorylierung kann direkt im
Restriktionsansatz durchgefihrt werden, indem dieser mit 10-fachem
Dephosphorylierungspuffer und A.d. verdiinnt und mit 2-5 U Phosphatase versetzt wird. Die
Inkubation erfolgt 1 bis 2 h bei 37°C. Anschlielend wird das Enzym durch Erhitzen des

Ansatzes auf 65°C fur 10 min inaktiviert.
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TAE-Puffer: 0,4 M Tris, 1,1% Essigsaure, 2% 0,5 M EDTA in A.d.
DNA-Probenpuffer: 50% (m/V) Glycerol, 0,5% (m/V) Bromphenolblau, 0,5 M EDTA in A.d.

Agarosegelektrophorese ist eine Standardmethode fir die Auftrennung, ldentifizierung,
Reinigung und prdparative Isolierung von linearen DNA-Fragmenten. Unter den
gelelektrophoretischen Bedingungen sind die Phosphatgruppen im Rickgrat der
Nukleinsdauren ionisiert, so dass die Polydesoxynukleotide als Polyanionen vorliegen. Die
DNA-Fragmente wandern somit im elektrischen Feld zur Anode, wobei die
Wanderungsgeschwindigkeit proportional zur angelegten Spannung ist und ihre
Beweglichkeit weitgehend von der MolekiilgréBe bzw. -ldnge abhangt. Agarose, ein aus
Meeresalgen gewonnenes Polysaccharid, bildet nach Aufkochen in Pufferldsung beim
anschlielenden Abkihlen eine Matrix aus, die bewirkt, dass kleinere DNA-Fragmente
leichter und schneller durch sie hindurch wandern als grofRere. Durch Variation der
Agarosekonzentration konnen unterschiedliche Trennbereiche erzielt werden. Mit
niedrigprozentigen Gelen lassen sich groRere DNA-Fragmente separieren, wahrend
hochprozentigere Gele der Auftrennung kleinerer DNA-Fragmente dienen. Die Zugabe DNA-
interkalierender Fluoreszenzfarbstoffe, wie z.B. Ethidiumbromid, ermoglicht die
Visualisierung der DNA-Fragmente nach Anregung des Farbstoffs mit UV-Licht der
Wellenldnge 320 nm. Zur GréRBenbestimmung miissen bei der elektrophoretischen Trennung
GroRRenstandards (DNA-Molekulargewichtsmarker) mit aufgetrennt werden.

Fir die Herstellung eines Agarosegels wird die Agarose in TAE-Puffer vorsichtig aufgekocht,
bis die Losung klar und schlierenfrei ist. Nach Abkihlen auf 50°C wird die Losung mit
0,5ug/ml Ethidiumbromid versetzt und auf einem Geltrager mit Taschenschablone
ausgegossen. Bei Raumtemperatur erstarrt das Gel innerhalb von 30-60 min. Die
Auftrennung der mit DNA-Probenpuffer versetzten DNA-Fragmente erfolgt in einer mit TAE-
Puffer gefillten DNA-Elektrophoresekammer durch Anlegen einer Spannung von 20-210 V.
Nach erfolgter Elektrophorese werden die Nucleinsduremolekiile visualisiert und

fotografisch dokumentiert oder zur praparativen Isolierung 3.2.1.4 ausgeschnitten.

Zur praparativen Isolierung von DNA-Fragmenten kdnnen diese nach elektrophoretischer
Auftrennung mit einem Einmalskalpell unter UV-Bestrahlung aus dem Agarosegel

ausgeschnitten werden. Um Verdanderungen der DNA in Form von Strangbriichen und
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Dimerbildungen zu vermeiden, wird eine UV-Quelle mit geringer Bestrahlungsstarke
verwendet und die Expositionszeit der DNA in UV-Licht moglichst gering gehalten. Die
Extraktion der DNA aus der Agarose erfolgt nach dem Protokoll des ,QlAquick® Gel
Extraction Kit“. Die DNA wird je nach erwiinschter Konzentration mit 20-50ul Elutionspuffer

oder A.d. von der Saule eluiert und bei —20°C gelagert.

Die Konzentration von Nukleinsdauren in wadssriger Losung kann durch photometrische
Messung bei 260 nm bestimmt werden. Da das Absorptionsmaximum von Proteinen in
wassriger Losung bei 280 nm liegt, ist es aullerdem moglich, durch eine Messung der
Extinktion E bei 260 nm und 280 nm die Reinheit der Nukleinsdureldsung zu tberprifen. Das
Verhaltnis der Absorptionswerte zwischen 260 nm und 280 nm ist ein MaR fiir die Reinheit.
Je groBer der Quotient aus spezifischem (E260) zu unspezifischem Signal (E280) ist, desto
reiner ist die Nukleinsaureprobe. Ist der Quotient kleiner als 1,8, so liegen Verunreinigungen
vor. Bei Werten zwischen 1,8 und 2,0 handelt es sich um eine weitestgehend reine
Nukleinsaureldsung. Die bei einer Wellenlange von 260 nm gemessene Extinktion betragt
eins (E260=1) fur doppelstrangige DNA der Konzentration 50 pg/ml und einzelstrangige RNA
der Konzentration 40 pg/ml in H,0. Die Konzentrationsbestimmung der verwendeten

Nukleinsauren erfolgt mit dieser Methode.

Zur Herstellung rekombinanter DNA-Molekile wird die linearisierte Vektor-DNA mit dem
Restriktionsfragment der Fremd-DNA kovalent verknipft. Das SchlieBen der
Phosphodiesterbindung zwischen einer 5°-Phosphatgruppe an einem DNA-Ende und der 3’-
OH-Gruppe an dem anderen DNA-Ende wird von der ATP-abhdngigen T4-Ligase katalysiert.
Vektor- und Fragment-DNA liegen bei der Ligation in einem Verhaltnis von 1:3-1:7 vor. Die
Menge der eingesetzten DNA wird photometrisch bestimmt oder mittels Gelelektrophorese
abgeschatzt. Die Ligation wird nach dem Protokoll des ,Rapid DNA Ligation Kit”
durchgeflihrt. Als Kontrolle dient ein Ansatz mit gleicher Menge an linearisiertem Vektor
ohne einzufiigende Fremd-DNA. Nach erfolgter Ligation kann die rekombinante DNA zur
Transformation von kompetenten Bakterien 3.2.2.3 eingesetzt werden oder bei —20°C

gelagert werden.
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TNE-Puffer: 10 mM Tris, pH 8; 100 mM NaCl; 1 mM EDTA

Pronase E: 10 mg/ml Pronase E in 10 mM Tris und 10 mM NacCl (Selbstverdau: 1h; 37°C)
Proteinase K: 10 mg/ml in A.d.

Aufschlusspuffer: 1ml TNE-Puffer; 10 ul Proteinase K; 25 ul Pronase E; 100 pl SDS 10%

Fur die Extraktion genomischer DNA aus murinen Zellen werden 10-20 x 10° Zellen in 20-50
ul PBS resuspendiert und der Suspension 500 pl Aufschlusspuffer zugesetzt. Der Ansatz wird
zunachst 2 h bei 37°C und anschlieRend bei 56°C tber Nacht schittelnd (500 Upm) inkubiert.
Am nachsten Tag wird die Losung mit 500 pl Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25/24/1)
versetzt, stark gevortext und anschlieBend bei 14000 Upm 15 min zentrifugiert. Die obere,
wadssrige Phase wird abgenommen und die darin geléste DNA durch Zugabe von 1/10
Volumen 3M Natriumacetat und 2 Volumina eiskaltem Ethanol (100%) gefallt. Die DNA wird
zweimal mit Ethanol (70%) gewaschen, bei Raumtemperatur getrocknet und je nach
Sedimentvolumen in 50-500 ul A.d. aufgenommen. Die Konzentration kann, wie in Kapitel
2.2.1.5 beschrieben, bestimmt werden. Die so gewonnene DNA wurde z.B. zur

Genotypisierung der Mause verwendet

Die Aufreinigung von RNA aus eukaryotischen Zellen erfolgt nach der Vorschrift des
»RNAClean™“-Systems, welches auf einer von Chomczynski und Sacchi beschriebenen

199 Hierbei werden jeweils 10’ Zellen mit der »RNAClean™“-Losung versetzt

Methode basiert
und durch Vortexen in Losung gebracht. Die Loésung kann fiir spatere Verarbeitung bei —80°C
gelagert werden. Nach Zugabe von Chloroform und starkem Vortexen bildet sich eine
Suspension, die nach 5-minttiger Inkubation auf Eis in einer auf 4°C geklhlten Zenrifuge fir
15 min bei 13.000 Upm zentrifugiert wird. Der wéassrige Uberstand wird abgenommen, mit
eiskaltem Isopropanol versetzt und zur Fallung der RNA bei —20°C 15 min inkubiert. Die
prazipitierte RNA wird bei 4°C abzentrifugiert und das Sediment nach Waschen mit Ethanol
(70%) und Trocknen in 10-50 ul Wasser aufgenommen. Da RNA sehr anfallig fiir spontane
und enzymatisch katalysierte Hydrolyse ist, wird sie bei —80°C gelagert. Die erhaltene RNA

wurde wie in 3.2.1.11 beschrieben in cDNA umgeschrieben und anschliefend zur RealTime-

Analyse (siehe 3.2.1.12) eingesetzt.
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Mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion (PCR, polymerase chain reaction) ist es moglich, in
vitro Nukleotidsequenzen enzymatisch zu vervielfiltigen '*°. Die PCR beruht auf der
Eigenschaft von DNA-Polymerasen, einen DNA-Strang durch semikonservative Replikation zu
verdoppeln und ihrer Thermostabilitdit. Zu Beginn jedes Amplifikationszyklus wird die
doppelstrangige Matrizen-DNA (Template) durch Erhitzen auf 95°C denaturiert, so dass beim
anschliefenden Abkiihlen auf die Anlagerungstemperatur Startermolekiile spezifisch an die
Zielregion hybridisieren kdnnen (annealing). Als Startermolekiile werden synthetische DNA-
Oligonukleotide (Primer) verwendet, welche die zu amplifizierende Region begrenzen. Von
deren 3’-Ende aus synthetisiert eine hitzestabile DNA-Polymerase bei Anwesenheit von
Desoxynukleotidtriphosphaten (dNTPs) den neuen DNA-Doppelstrang (extension). Durch
zyklische Wiederholung der einzelnen Reaktionsschritte wird die Matrize exponentiell
amplifiziert. Die thermostabile, aus dem marinen Archaebakterium Pyrococcus furiosus
gewonnene Pfu-Polymerase besitzt neben der 5'=>3"- DNA- Polymeraseaktivitdt eine 3’ ->5"-

Exonuclease- Priiffunktion (proofreading) ***

. Die Pfu-Polymerase arbeitet mit einer héheren
Genauigkeit als die Tag-Polymerase, da sie aufgrund ihrer Exonucleaseaktivitdit am 3’-Ende
falsch eingebaute Nucleotide entfernt und an deren Stelle das richtige Nukleotid einsetzt.
Durchgefiihrt wird die PCR in einem Thermozykler, dessen automatische Steuerung ein
individuell programmierbares zyklisches Temperaturprogramm regelt. Neben der
Amplifikation spezifischer DNA-Fragmente kdnnen Mutationen an doppelstrangiger DNA
vorgenommen werden, die in Punktmutation, Deletion oder Insertion einzelner oder

mehrerer Aminosduren resultieren. Auerdem ist es moglich, durch PCR-Mutagenese neue

Erkennungssequenzen fiir Restriktionsendonukleasen in die Matrizen-DNA einzufiihren.

Die PCR-Mutagenese wird unter Verwendung des , QuikChange™ Site-Directed Mutagenesis
Kit“ durchgefihrt. Die fur den Austausch von Basenpaaren eingesetzten Primer sind
komplementar zueinander. Die auszutauschende Sequenz befindet sich in der Mitte der 25
bis 40 Basenpaare langen Oligonukleotide. Optimale Primer haben einen GC-Anteil von
mindestens 40% und eine Schmelztemperatur von 78°C (10°C Uber der optimalen
Reaktionstemperatur fiir die Pfu-Polymerase). Da die Primer eine entgegengesetzte

Orientierung aufweisen und sich an der gleichen Stelle im Plasmid anlagern, werden nur
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ringférmige Matrizen effizient amplifiziert. PCR-Ansatz:

5 ul 10x Reaktionspuffer

50 ng dsDNA-Matrize

125 ng 3"-Primer

125 ng 5°-Primer

2,5 mM dNTP-Mix

2,5 U Pfu-DNA-Polymerase

ad 50 pl A.d.

Vor dem ersten Zyklus wird eine Denaturierung durchgefiihrt, um zu gewahrleisten, dass alle

Matrizenmolekile einzelstrangig vorliegen. Nach dem letzten Zyklus schlieft sich ein
zehnminutiger Polymerisationsschritt an, um der Polymerase zu ermdglichen, alle
synthetisierten DNA-Strange zu vervollstandigen. Die zu wahlende Zyklenzahl hangt von der
Art der einzufihrenden Mutation ab. Die Hybridisierungstemperatur ist abhangig von der
Schmelztemperatur der Primer.

Ablauf der PCR-Reaktion:
1x 95°C, 30 sec
16-18x 95°C, 30 sec (Denaturierung)
55-62°C, 1 min (Hybridisierung)
68°, 2 min/kb Matrizen-DNA (Polymerisation)
1x 68°C, 10 min
Nach Ablauf der gesamten Reaktion weisen alle Amplifikate die durch die eingesetzten

Primer festgelegte Mutation auf. DNA-Molekiile, die mittels PCR vervielfaltigt wurden, sind
im Gegensatz zu in vivo amplifizierten DNA-Plasmiden nicht methyliert. Um die methylierte
Matrizen-DNA aus dem Gemisch zu entfernen, wird dieses fir 1 h bei 37°C mit der
Restriktionsendonuklease Dpnl inkubiert, die ausschlieRlich methylierte DNA schneidet.
AnschlieBend wird die mutierte Plasmid-DNA mit dem ,,QlAquick® Spin Purification Kit”
aufgereinigt. Fur die Transformation werden ,Epicurian ColiTM XL-1 Blue“- Bakterien
eingesetzt. Dieser Bakterienstamm ist in der Lage, die nicht ligierten Stellen der
amplifizierten Plasmide (,nicks”), die durch Anheftung der Polymerase bei der Mutagenese
entstanden sind, zu reparieren. Aulerdem fehlen diesem Stamm die Restriktionssysteme,
die nicht methylierte DNA abbauen wiirden. Die Transformation erfolgt wie in Kapitel 3.2.2.3
beschrieben. Zur Bestatigung der erfolgreichen Mutagenese wird von der Firma , GATC-

Biotech, Konstanz” eine Sequenzanalyse durchgefihrt.

Mit Hilfe der Reverse-Transkriptase-PCR (RT-PCR) lassen sich spezifisch RNA-Sequenzen

amplifizieren. Es erfolgt zuerst eine cDNA-Einzelstrangsynthese mit RNA als Matrize, darauf
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folgt eine PCR mit spezifischen Primern, in der die zuvor gebildete cDNA als Matrize dient.
Fir die Einzelstrangsynthese kénnen Oligo(dT)- oder ,,Random“-Primer eingesetzt werden.
Die 15 bis 20 bp langen Oligo(dT)-Primer hybridisieren im Bereich des poly(A)-Schwanzes am
3’-Ende der mRNA. ,Random”-Primer sind Hexanucleotide mit einer statistischen
Basenzusammensetzung. So kénnen sie entsprechend ihrer Sequenz an den verschiedensten
Stellen eines mMRNA-Molekiils hybridisieren und damit eine cDNA-Synthese liber die gesamte
Lange der mRNA einleiten. AuRBerdem ist es moglich, bereits fiir die cDNA-Synthese
spezifische Primer zu verwenden.

Fiir die RT-PCR wird das ,Titan One Tube RT-PCR Kit“ eingesetzt. Dieses beinhaltet einen
Enzymmix, der es erlaubt, die reverse Transkription und die PCR nacheinander in einem
ReaktionsgefdaR durchzufihren. Fir die Einzelstrangsynthese werden dieselben spezifischen
Primer wie fir die anschlieende PCR verwendet. Nach 30-min(tiger RT-Reaktion bei 50°C
folgt eine PCR mit 35 Zyklen. Die Produkte werden zur Analyse auf ein 2%-iges Agarosegel

aufgetragen, mittels UV-Licht visualisiert und fotografisch dokumentiert.

Die RTQ-PCR beruht auf dem Prinzip einer herkémmlichen PCR 3.2.1.9, ermdéglicht aber
zusatzlich eine Quantifizierung. Hierflr wird zu dem Reaktionsansatz ein DNA-Farbstoff
(SYBR®Green) zugegeben. Nach Anlagerung des Fluoreszenzfarbstoffes an doppelstrangige
DNA, nimmt die Fluoreszenz zu und ist somit proportional zur Menge an PCR-Produkt. Die
Fluoreszenz wird am Ende jedes Elongationsschrittes gemessen. Die RTQ-PCR wurde nach
Herstellerangaben des ,Platinum® SYBR® Green qPCR SuperMix-UDG“ durchgefiihrt und auf
einem ABI Prism 7700® analysiert. Zur Quantifizierung wurden die erhaltenen Daten auf das

Kontrollgen GAPDH oder [3-Aktin normiert. Verwendete Primer siehe 3.1.9
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3.2.2 Arbeiten mit Bakterien

LB-Medium: 1% Bacto-Trypton; 1% NaCl; 0,5% Bacto-Hefeextrakt in A.d.; autoklaviert; pH 7,0
LB-Agarplatten: 1,5% Bactoagar in LB-Medium; autoklaviert

Ampicillin-Stammlésung (1000x): 50 mg/ml in A.d., sterilfiltriert

Das Luria-Bertani (LB)- Medium wird entsprechend der Vorschrift angesetzt. Mit
Natronlauge wird der pH-Wert auf 7,0 eingestellt. AnschlieBend wird das Medium
autoklaviert. Das Selektionsmedium enthélt zusatzlich 50 pg/ml Ampicillin. Die Anzucht einer
Bakterienkultur sollte in Gegenwart eines Antibiotikums stattfinden, um sicherzustellen,
dass nur Zellen wachsen konnen, die ein Resistenz-vermittelndes Plasmid enthalten.
Flussigkulturen werden bei 37°C mit 250 Upm geschdttelt. Fir Kulturplatten werden dem LB-
Medium vor dem Autoklavieren 1,5% (m/V) Bactoagar zugesetzt. Nach Abkiihlen auf 50°C
und Zusatz des entsprechenden Antibiotikums werden die Platten unter sterilen

Bedingungen gegossen.

Nicht behandelte Bakterienzellen nehmen zirkulare Fremd-DNA nur in geringem Male auf.
Um Bakterien effizient transformieren zu kénnen, muss deshalb die Bakterienwand durch
chemische oder physikalische Behandlung durchladssig gemacht werden. Die auf diese Art
behandelten Bakterien werden als ,kompetent” bezeichnet. Kompetente Bakterien missen
bei —80°C gelagert und immer auf Eis aufgetaut werden, da sie sonst die Fahigkeit verlieren
DNA aufzunehmen. Die verwendeten Stamme DH5a und Epicurian XL1-Blue wurden bereits

kompetent erworben.

SOC-Medium: 2% Bacto-Trypton; 0,55% Bacto-Hefeextrakt; 0,5% 1M NaCl; 0,5% 1M KCl in A.d. mit 1M
NaOH auf pH 7,0 eingestellt; autoklaviert

1% 2M Glukose (frisch zugegeben); 1% 2M MgCI2 (frisch zugegeben); sterilfiltriert

Durch kurzzeitige Hitzebehandlung kann Vektor-DNA in chemisch kompetente Bakterien
eingeschleust werden. Dazu werden 50 pl des kompetenten Bakterienstamms auf Eis
aufgetaut, mit 0,5 pug Plasmid-DNA (Retransformation) oder 5 pl Ligationsansatz 3.2.1.6
vorsichtig gemischt und 20-30 min auf Eis inkubiert. Durch die Kalte lagern sich die Plasmide
an der Zellwand an. AnschlieBend erfolgt der Hitzeschock bei 37°C (DH5a) bzw. 42°C
(Epicurian XL1-Blue) fur 45 Sekunden. Durch die schlagartige Erwdarmung werden die
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Plasmide in die Zelle aufgenommen. Danach inkubiert man die Bakterien 2 min auf Eis. Eine
Retransformation wird anschlieBend direkt auf einer LB-Platte mit Ampicillin ausgestrichen,
wahrend mit Ligationsansatz transformierte Bakterien zunachst fir 1 h bei 225 Upm und
37°C in SOC-Medium inkubieren. Die Bakterien werden bei 3000 Upm zentrifugiert und der
Uberstand bis auf 50 pl verworfen. Das Sediment wird in der Restflissigkeit resuspendiert
und auf LB-Platten mit Ampicillin ausgestrichen. Die anschlieBende Inkubation der Platten
bei 37°C sollte 12-16 h nicht Uberschreiten, da sich bei ldangerer Inkubation
Satellitenkolonien bilden kénnen. Durch das auf dem Plasmid befindliche B-Lactamasegen
sind nur erfolgreich transformierte Bakterienzellen in der Lage, auf ampicillinhaltigem

Nahrboden Kolonien zu bilden.

Die durch die Transformation entstandenen Kolonien werden zur Anreicherung in LB-
Medium mit Ampicillin kultiviert. Dazu impft man das Medium mit einer Einzelkolonie von
der Agarplatte an und lasst die Bakterienkultur Gber Nacht bei 37°C und 225 Upm schiitteln.

AnschlieBend kann die Vektor-DNA wie in Kapitel 3.2.2.5 beschrieben isoliert werden.

Die Aufreinigung von Plasmid-DNA aus E.coli Kulturen erfolgt je nach erwiinschter DNA-
Menge mit unterschiedlichen Praparationskits. Kleinere Mengen (<20 pg), die nur zu
analytischen Zwecken benétigt werden, kdnnen mit Hilfe des ,,QlAprep® Spin Miniprep Kit"
isoliert werden. Dazu impft man den Klon, der das zu amplifizierende Plasmid enthalt in 5 ml
LB-Medium mit Selektionsantibiotikum an und kultiviert die Bakterien Uber Nacht im
Schittelinkubator bei 37°C. Mit dem ,,QIAGEN® Plasmid Maxi Kit“ konnen bis zu 500 ug
Plasmid-DNA gewonnen werden, indem man den entsprechenden Klon nach 1-4 h Vorkultur
in 200 ml LB-Selektionsmedium Gberimpft und Giber Nacht bei 37°C schittelnd inkubiert. Die
Bakterienkultur wird bei 5000 Upm 5 min abzentrifugiert und das Sediment dem

entsprechenden Protokoll folgend aufgearbeitet.
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Induktion: LB-Amp-Medium; NETN-Puffer; 1mM IPTG
Aufreinigung: 10mg/ml Lysozym; Glutathion-Sepharose

Zur Herstellung rekombinanter Fusionsproteine wird das Glutathion S-Transferase
Genfusionssystem verwendet. GST ist ein 26 kDa grofles Enzym, das die Reduktion der
Disulfidbricken im oxidierten Glutathion zu jeweils freien SH-Gruppen katalysiert. Die
Besonderheit von GST ist die sehr hohe Affinitdt zu seinem Substrat. Zunachst wird die cDNA
des zu exprimierenden Proteins in den pGEX Vektor kloniert. Die Expression des Fusiongens
erfolgt nach Induktion des Promoters mit dem Lactose Analog IPTG. Das rekombinante GST-
Fusionsprotein akkumuliert im Zytoplasma der Bakterien. Durch Aufschluss der Bakterien
und anschlieBender Affinitatschromatographie kann es einfach und schnell aufgereinigt
werden. Dabei ist Glutathion an einer Sepharose-Matrix immobilisiert, an das das
Fusionsprotein Uber den N-terminalen GST Teil binden kann. Alle anderen Proteine, die in
dem Bakterienlysat vorhanden sind, werden durch Waschen beseitigt.

Die Expression des entsprechenden Fusionsproteins erfolgt in BL21. Dazu werden diese
zunachst mit dem entsprechenden Konstrukt transformiert. Ein Klon wird in einer 5-ml
Ubernachtkultur in LB-Medium mit Ampicillin angeimpft. Zur Proteinexpression wird diese
Vorkultur in 200 ml LB-Amp-Medium Uberfiihrt. Wenn die Bakterien ihre logarithmische
Wachstumsphase erreicht haben (ODggo ~0,4-0,6) wird die Expression des Fusionsproteins
durch Zugabe von 1mM IPTG fiir zwei Stunden induziert. Die Bakterien werden im Anschluss
bei 4000 Upm und 4°C fir 10 min sedimentiert und in 2 ml NETN-Puffer pro 50 ml
Bakterienkultur resuspendiert. Die Bakteriensuspension wird fiir mindestens 15min bei -80°C
gelagert, um die Zellen durch einen Aggregationswechsel aufzubrechen. Nach Auftauen der
Bakterien auf Eis, wird zu diesen 100 ug/ml Lysozym gegeben. Das Enzym spaltet
glykosidische  Bindungen in den Zuckerketten des Peptidoglukangerists der
Bakterienzellwand und bewirkt so ihren Abbau. Nach einer 30 minitigen Inkubation erfolgt
eine Ultraschallbehandlung (10 Impulse bei 50%), die sehr effizient Zellen aufschliet. Zudem
wird die DNA unter diesen Bedingungen fragmentiert. Im folgenden Zentrifugationsschritt
(4°C, 14000 Upm; 20 min) wird die unl6sliche Proteinfraktion (Pellett) von der l6slichen
(Uberstand) getrennt. Der Uberstand, der das GST-Fusionsprotein beinhaltet, wird mit 30 ul
Glutathion-Sepharose Beads versetzt. Nach halbstiindiger Inkubation auf dem Rollrad bei

4°C kann an die Sepharose gebundenes Protein durch Zentrifugation sedimentiert werden.
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Durch dreimaliges waschen des Pellets mit NETN-Puffer werden unspezifisch gebundene
Proteine entfernt. Die Beads werden anschliefend in 100 ul NETN-Puffer resuspendiert und
bei 4°C gelagert. Zur Uberpriifung der Qualitdt und Quantitit der Aufreinigung wird ein
Aliquot der Probe in einem SDS-Gel 3.2.4.3 aufgetrennt und mittels Coomassie-Farbung
visualisiert 3.2.4.4.

Zur Generierung eines spezifischen Antikorpers, wurde das aufgereinigte und quantifizierte
GST-Protein zur Immunisierung von Kaninchen an die Firma Davids-Biotechnology gesendet.
Nach der Immunisierung wurde das Serum der Kaninchen zu FACS- und

Immunohistochmischen Experimenten verwendet.

3.2.3 Arbeiten mit eukaryotischen Zelllinien

DMEM-Kulturmedium: DMEM; 10% FCS
RPMI-Kulturmedium: RPMI 1640, 2mM Glutamin; 2% Penicillin/Streptomycin-L6sung;10% FCS

Zytokin: murines IL-3

Alle Zelllinien werden im Brutschrank bei 37°C, 5% CO2 und einer relativen Luftfeuchtigkeit
von 95% kultiviert.

Die adharenten Zelllinien NIH3T3 und Phoenix E werden in DMEM-Kulturmedium in
liegenden Zellkulturflaschen kultiviert. Bei 90%-iger Konfluenz werden die Zellen mittels
einer Trypsin/EDTA-LOsung durch enzymatischen Abbau vom Boden abgeldst. Dazu wascht
man die Zellen vorsichtig mit sterilem PBS, versetzt sie anschliefend mit einigen Tropfen der
Trypsin/EDTA-L6sung und inkubiert die Zellen 1-5 min bei 37°C. Die Inkubationszeit sollte
nicht Gberschritten werden, da die Zellen sonst durch Anverdau der Zellmembran Schaden
nehmen kénnen. Nach sichtbarem Abldsen der Zellen werden diese mit Medium abgespult
und 5 min bei 1200 Upm zentrifugiert. Durch das im Medium enthaltene FCS und die
Verdinnung wird das Trypsin inaktiviert. Danach werden die Zellen in frischem
Kulturmedium aufgenommen und auf neue Kulturflaschen verteilt. NIH3T3-Zellen werden
auf diese Weise alle 4-6 Tage in einem Verhaltnis von 1:10 passagiert. Da Phoenix E-Zellen
sehr empfindlich auf zu geringe und zu hohe Zelldichte reagieren, miissen diese jeden Tag
auf die Halfte verdiinnt werden.

Die Suspensionszelllinien Ba/F3, als auch die humanen Lymphomzelllinien werden alle 2-3

Tage in einem Verhaltnis von 1:10 passagiert. Diese Linien wachsen in RPMI-Kulturmedium
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in stehenden Zellkulturflaschen. Lediglich BaF/3 bendtigen als Wachstumsfaktor 0,2 ng/ml

murines IL-3.

3.2.3.2 Kryokonservierung von Zellen

Einfriermedium (2-fach): 20% DMSO; 80% FCS

Zellen koénnen zur dauerhaften Lagerung tiefgefroren werden. Bei Bedarf werden die
Dauerkulturen wieder aufgetaut und weiterkultiviert.

Von einer dichten Zellsuspension wird 1 ml entnommen, in einem Kryoréhrchen mit dem
gleichen Volumen Einfriermedium vermischt und sofort bei —80°C eingefroren. Fiir langere

Lagerung kénnen die Zellen nach 12 h in flssigen Stickstoff Gberfihrt werden.

3.2.3.3 Auftauen von Zellen

Nach der Entnahme des Kryoréhrchens aus dem fliissigen Stickstoff wird dieses sofort in ein
37°C-Wasserbad uberfihrt und die Zellen darin aufgetaut. Die Zellsuspension wird vorsichtig
in Kulturmedium aufgenommen. Durch Zentrifugation wird das enthaltene DMSO entfernt.
Fir die Kultivierung werden die Zellen anschlieRend in entsprechendem Kulturmedium

resuspendiert und in eine Zellkulturflasche lberflhrt.

3.2.3.4 Bestimmung der Zellzahl

Zur Bestimmung der Zellzahl sowie zur Unterscheidung lebender und toter Zellen werden
diese mit Trypanblau inkubiert und in einer Neubauer-Zahlkammer mikroskopiert. Vitale
Zellen sind in der Lage, den Farbstoff auszuschlieBen und erscheinen im mikroskopischen
Bild hell, wahrend tote Zellen und Zelltrimmer mit Trypanblau tiefblau gefarbt werden.

Gleiche Volumina einer Zellsuspension und einer 0,5%-igen Trypanblaulésung werden
gemischt und in eine Neubauer-Zdhlkammer gegeben. Unter dem Mikroskop werden 4
GroRquadrate ausgezahlt, wobei man nur vitale, nicht angefarbte Zellen bericksichtigt. Die
Zellkonzentration (Zellzahl pro ml Zellsuspension) wird ermittelt, indem man die
durchschnittliche Zellzahl pro GroRBquadrat mit dem Verdiinnungsfaktor 2 und dem Faktor

10* multipliziert.

3.2.3.5 Methoden zur Einbringung von Fremd-DNA in Zellen

Es gibt verschiedene Modglichkeiten, DNA in eukaryotische Zellen einzuschleusen, wie

beispielsweise die liposomale Transfektion (Lipofektion), die Elektroporation oder die

49



Material und Methoden 50

retrovirale Transduktion. Die jeweils verwendete Transfektionsmethode ist sowohl von der
zu transfizierenden Zelllinie, als auch von deren weiteren Verwendung abhéangig. So eignet
sich die Lipofektion (siehe 3.2.3.5.1), um Plasmid-DNA transient, d.h. voriibergehend, in
adhdrente Zellen einzubringen, wahrend Suspensionszellen effizienter durch Elektroporation
(siehe 3.2.3.5.2) transfiziert werden kénnen. Um ohne Selektion eine stabile Integration der
DNA in das Zellgenom zu erreichen, transduziert man die Zielzellen retroviral (siehe

3.2.3.5.3.).

3.2.3.5.1 Lipofektion adharenter Zellen

™

Lipofectamine ™ 2000
Opti-MEM®I, Serum reduziertes Medium

Bei der Lipofektion verwendet man kationische Lipide, um die negativ geladenen DNA-
Molekiile zu binden und in die Zellen einzuschleusen. Die Komplexe verschmelzen mit der
lipophilen Zellmembran oder werden durch Phagozytose in die Zelle aufgenommen.

Lipofectamine ™ 2000 wird fir die Transfektion der Virus-Produktions-Zelllinie Phoenix E
verwendet. Daflir werden die Zellen am Vorabend so ausgesat, dass sie am nadchsten Tag
eine Konfluenz von 90-95% aufweisen. Auf einer 60 mm Kulturschale plattiert man 2x10°
Phoenix E Zellen aus und kultiviert diese Uber Nacht. Die hohe Dichte ist vor allem dann
notwendig, wenn Retrovirus generiert werden soll. Fiir die Transfektion einer 60 mm Platte
werden jeweils 500 pl Opti-MEM®I mit 20 ul Lipofectamine ™ 2000 in einem Reaktionsgefal
und mit 10 pg Plasmid-DNA in einem anderen Reaktionsgefdll gemischt und 5 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Beide Ansdtze werden miteinander vermischt und weitere 20
min bei Raumtemperatur inkubiert. Wahrend der Inkubationszeit wird das Medium auf den
Zellen gewechselt, indem man das alte Medium absaugt und durch 3 ml frisches DMEM-
Kulturmedium ersetzt. Anschlielend wird der gesamte Transfektionsansatz auf die Zellen
getropft. Fir proteinbiochemische Untersuchungen kdnnen die Zellen 24-48 h nach der
Transfektion geerntet und weiterverarbeitet oder bis zur Weiterverarbeitung bei —80°C
gelagert werden. Fiir die Gewinnung von Retroviren muss das Transfektionsmedium nach 24

h gewechselt werden und die Zellen werden weiter in Kultur gehalten.

3.2.3.5.2 Elektroporation

Elektroporationsmedium: RPMI 1640; 25% FCS

Bei der Elektroporation werden Zellen in einer DNA-haltigen Losung einem kurzen Stromstol3
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ausgesetzt, der fiir eine kurze Zeit in der Cytoplasmamembran Poren erzeugt ******. Durch
diese Poren kann Plasmid-DNA sowohl passiv durch Diffusion als auch elektrophoretisch in
die Zelle gelangen **.

Die in Suspension wachsenden Zelllinien Ba/F3 und Lymphomzelllinien werden durch
Elektroporation und anschliefende Selektion stabil mit Plasmid-DNA transfiziert. Dafir
werden 5x10° exponentiell wachsende Zellen aus der Kultur entnommen, bei 1200 Upm 5
min zentrifugiert und in 400 pl Elektroporationsmedium resuspendiert. Die Zellsuspension
wird in eine Biorad-Elektroporationskiivette (0,4 cm) tUberfiihrt und mit 20 pg Plasmid-DNA
versetzt. AnschlieRend werden die Zellen zweimal bei 400 Volt und 950 uF fiir 5 msec
elektroporiert. Fir die Weiterkultivierung Uberfihrt man die Zellen in 5 ml RPMI-
Kulturmedium mit IL-3. Nach 48 h wird mit der Selektion begonnen. Bei Verwendung des
Vektors pcDNA 3.1/Zeo (+) kann diese mit 0,5 mg/ml Zeocin erfolgen. Da das Plasmid MSCV
MigRI kein Resistenzgen fir die Selektion in eukaryotischen Zellen enthalt, kdnnen MigRlI
elektroporierte Zellen nur durch durchfluRzytometrisches Sortieren (FACSort) der EGFP-
positiven Zellen oder Faktorentzug selektioniert werden. Proliferation und Uberleben der
murinen Zelllinien Ba/F3 ist abhadngig von IL-3. Wird den Zellen das Zytokin entzogen, gehen

diese in Apoptose '*

. Onkogene sind in der Lage, diese Zelllinien zur IL-3-Unabhangigkeit zu
transformieren. Somit kénnen Zellen, welche erfolgreich mit einem Onkogen transfiziert

wurden, von nicht transfizierten Zellen durch Faktorentzug getrennt werden.

3.2.3.5.3 Gewinnung von Retrovirus und retrovirale Transduktion

Das Einbringen von Fremd-DNA in Zellen mit Hilfe von Retroviren wird als retrovirale
Transduktion bezeichnet. Retroviren sind in der Lage, ihr einzelstrangiges RNA-Genom nach
Infektion einer Zielzelle in komplementdre doppelstrangige DNA umzuschreiben und diese in
das Genom der Zielzelle zu integrieren. Das virale Hillprotein (envelope) besteht aus einem
Transmembranprotein und einem Oberflachenprotein, welches spezifisch mit dem
Virusrezeptor an der Oberflache der Zielzelle interagiert und somit die Virusaufnahme
vermittelt. Die Anwesenheit eines geeigneten Rezeptors auf der Zielzelle legt fest, ob die
Zelle von dem Virus infiziert werden kann. Das ecotrope Oberflachenprotein interagiert mit
einem Aminosédure-Transporterprotein, das nur von Mauszellen exprimiert wird *'°, was
bedingt, dass durch Viruspartikel mit ecotropem Hullprotein nur murine Zellen transduziert
werden kdnnen. Die Virusverpackungszelllinie Phoenix E tragt ein retrovirales Provirus, das
die fir die viralen Proteine kodierenden Gene enthdlt. Transfiziert man diese Zellen mit
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einem retroviralen Vektor, der neben dem zu transduzierenden Gen das Verpackungssignal
| enthalt, produzieren die Zellen retrovirale Partikel, die in das Kulturmedium sezerniert
werden.

Um Retrovirus zu generieren, werden Phoenix E-Zellen, transfiziert. 24 h nach der
Lipofektion wird das Transfektionsmedium abgenommen und durch 3 ml DMEM-
Kulturmedium ersetzt. Der retrovirale Uberstand wird 36 und 48 h nach der Transfektion
gesammelt, filtriert (0,45 um) und bei 4°C gelagert. Da die Hillproteine ecotroper Viren sehr
empfindlich gegenliber mechanischer und thermischer Belastung sind, sollte der retrovirale
Uberstand nicht erwarmt oder eingefroren werden. Der Virustiter kann wie in Kapitel 3.2.3.8
beschrieben bestimmt werden. Die Transduktion von murinen Zielzellen durch Retrovirus
erfolgt durch Inkubation der Zellen mit retroviralem Uberstand, welchem zuvor 4 pg/ml
Polybren zugesetzt wurde. Das Polykation Polybren verbessert die Interaktion zwischen
viralem Oberflachenprotein und zellularem Virusrezeptor, wodurch eine hdohere

117,118
d

Transduktionseffizienz erzielt wir . Die Transduktionseffizienz kann nach zwei Tagen

durchflusszytometrisch bestimmt werden (siehe 3.2.3.7.).

Wie bereits beschrieben, tragt die Verpackungszelllinie Phoenix E ein retrovirales Provirus
und stellt somit die viralen Strukturproteine und Enzyme zur Verfliigung. Werden die Zellen
Uber langere Zeit kultiviert, kann das zum Verlust des Provirus flihren, wodurch die
Verpackungseffizienz geringer wird. Die proviralen Gene beinhalten als Selektionsmarker
Resistenz vermittelnde Gene fir Hygromycin und Diphterietoxin. Um eine Verringerung des
retroviralen Titers zu vermeiden, wird die Zelllinie regelmaRig selektioniert. Dazu werden die
Zellen nach 4-6 Wochen Kultur eine Woche unter Zusatz von 300 pg/ml Hygromycin und 2

ug/ml Diphterietoxin zum DMEM-Kulturmedium kultiviert.

Die Transfektionseffizienz kann durchflusszytometrisch bestimmt werden, wenn der zur
Transfektion verwendete Vektor fiir ein fluorochromes Protein kodiert. Bicistronische
Vektoren tragen neben dem zu untersuchenden Gen ein zweites Gen, das z.B. fiir ein
Fluorochrom kodiert. Bei dem verwendeten Plasmid MSCV MigRI handelt es sich hierbei um
das fir das griin fluoreszierende Protein EGFP kodierende Gen. Zwischen den Genen

befindet sich die Sequenz fir eine interne Ribosomeneintrittsstelle (IRES). Beide Gene
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werden zu einer gemeinsamen MRNA transkribiert. Von diesem Transkript erfolgt die
parallele Translation der beiden Gene zu einzelnen Proteinen, wobei die IRES die Translation
des zweiten Gens vermittelt. Somit exprimieren alle erfolgreich transfizierten Zellen
zusatzlich EGFP und kdnnen dariiber im Durchflusszytometer (FACScan) detektiert werden.
Das Prinzip der Durchflusszytometrie besteht darin, dass die Elektronen der Fluorochrome,
angeregt durch einen Argon-Laser, auf ein hoheres Energieniveau gehoben werden und
unter Abgabe von Energie in Form von Licht spezifischer Wellenlange auf ihr
Ursprungsniveau zurlickfallen. Die Zellen flieRen einzeln in einem Tragerstrom durch ein
Rohr, wobei das emittierte Licht von einem Detektor erfasst wird. Die Fluoreszenzintensitat
korreliert dabei mit der Menge des Fluorochroms. Somit kdnnen auch Riickschlisse auf die
Expressionsstarke des zu untersuchenden Gens gezogen werden. Zusatzlich werden liber die
Lichtbeugung und —streuung Informationen Uber die ZellgroRe (im ,Forward-Scatter”, FS)
und die Granularitat der Zelle (im ,,Sideward-Scatter”; SS) gewonnen.

Um den Anteil der EGFP-positiven Zellen nach Lipofektion, Elektroporation oder retroviraler
Transduktion zu bestimmen, werden die Zellen in einer Konzentration von 1x10° Zellen pro
ml in PBS aufgenommen, durch ein Zellsieb (40 um) pipettiert und im Durchflusszytometer
gemessen. Der Anteil der EGFP-positiven Zellen wird nach der Messung als

Punktwolkendiagramm oder Histogramm dargestellt.

Der Virustiter im Uberstand der Virusverpackungszelllinie Phoenix E wird mittels
standardisierter retroviraler Transduktion der murinen Fibroblastenzelllinie NIH3T3
bestimmt. Dazu werden fiir jeden zu titrierenden Uberstand drei Schalen einer 6-Schalen-
Zellkulturplatte mit jeweils 2,5x10* NIH3T3-Zellen beschickt. Nach der durchschnittlichen
Verdopplungszeit der Fibroblasten (ca. 14 h) erfolgt die Titerbestimmung in einer
Verdiinnungsreihe. Der retrovirale Uberstand wird im Verhiltnis von 1:20, 1:200 und 1:500
mit 4 ug/ml Polybren-haltigem DMEM-Kulturmedium verdinnt und auf die Zellen gegeben.
Nach 48-72 h wird die Transduktionseffizienz durchflusszytometrisch bestimmt. Die
Berechnung der Einzeltiter (infektidose retrovirale Partikel pro ml) erfolgt durch
Multiplikation von 5x10* (Zellzahl bei Infektion) mit dem Verdiinnungsfaktor (20, 200 oder
500) und dem prozentualen Anteil der EGFP-positiven Zellen der jeweiligen
Verdinnungsstufe. Der Virustiter (CFU/ ml, colony forming units/ ml, infektiose retrovirale
Partikel/ ml) entspricht dem Mittelwert der drei unabhangig ermittelten Einzeltiter.
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3.2.4 Proteinbiochemische Methoden

Lysis-Puffer: 10 mM Tris/HCI, pH 7,5; 130 mM NaCl; 5 mM EDTA; 0,5% Triton X-100; 20 mM
Na,HPO,/NaH,P0O,;, pH 7,5, 10 mM Natriumpyrophosphat, pH 7; 1 mM
Natriumorthovanadat; 20 mM NaF; 1 mM Glycerol-2-Phosphat; 1 Protease-Inhibitor
Cocktail Tablette/ 10 ml A.d

SDS-Probenpuffer: 1 M Tris/HCl, pH 6,8; 200 mM DTT; 4% SDS; 0,2% Bromphenolblau; 20% Glycin in A.d.
(2xfach)

Nach Zentrifugation der zu lysierenden Zellen wird das Kulturmedium vollstindig
abgenommen und die Zellen in flissigem Stickstoff schockgefroren. Zur Herstellung von
Zelllysaten wird das Sediment in frisch hergestelltem, eiskaltem Lysis-Puffer resuspendiert
und 20 min auf Eis inkubiert. Nach anschlieBender Zentrifugation (14.000 Upm, 20 min, 4°C)
wird der Uberstand in ein neues ReaktionsgefiR iiberfiihrt und mit dem gleichen Volumen
SDS-Probenpuffer versetzt. Zur Denaturierung der Proteine wird die Lésung 10 min bei 95°C
gekocht. Nach kurzer Zentrifugation kann das Proteingemisch durch SDS-Gelelektrophorese
(siehe 3.2.4.3) aufgetrennt werden. Alternativ dazu kénnen vor Zugabe des Probenpuffers

durch Immunprazipitation (siehe 3.2.4.2) einzelne Proteine aus dem Lysat isoliert werden.

Lysis-Puffer

Protein A-Sepharose-Losung/ Protein G PLUS- Agarose
Spezifische Antikorper

SDS-Probenpuffer (2-fach)

Durch Immunprazipitation kdnnen einzelne Proteine aus einem Zelllysat isoliert werden.
Dabei bindet ein spezifischer Antikdrper ein Antigen des zu prazipitierenden Proteins. Die
Prazipitation erfolgt durch Adsorption des Antikorper-Protein-Konjugats an Sepharose-
gekoppeltes Protein A bzw. Agarose-gekoppeltes Protein G (Protein A/G-Beads). Aufgrund
der Masse der Sepharose/Agarose lassen sich die Komplexe durch Zentrifugation aus dem
Lysat separieren.

Die Zellen werden wie in Kapitel 3.2.4.1 beschrieben in 1 ml Lysispuffer lysiert und zur
Abtrennung der Zelltrimmer 20 min bei 14.000 Upm und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand
wird mit 20 pl Protein A/G-Beads versetzt und 30 min bei 4°C auf dem Rollrad inkubiert, um
unspezifisch an Protein A/G bindende Proteine aus dem Lysat zu entfernen. Die Beads
werden bei 14.000 Upm abzentrifugiert und verworfen. Der verbleibende Uberstand wird
mit 2 pg des spezifischen Antikérpers versetzt und bei 4°C fiir 2 h rotierend inkubiert. Als
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Negativ-Kontrolle kann die Halfte des Lysats mit der gleichen Menge eines unspezifischen
Antiserums gleichermalien behandelt werden. AnschlieRend werden die Lysate mit 30 ul
Protein A/G-L6sung bei 4°C 30 min auf dem Rollrad inkubiert. Die gebundenen
Immunkomplexe werden 2 min bei 14.000 Upm und 4°C abzentrifugiert und dreimal mit
jeweils 500 pl Lysis-Puffer gewaschen. Das verbleibende Sediment wird mit 30 pl SDS-
Probenpuffer versetzt und bei 95°C fiir 10 min erhitzt, um die prazipitierten Proteine zu
denaturieren und sie von den Beads abzul6sen. Nach kurzer Zentrifugation kénnen die

Proteine durch SDS-Gelelektrophorese weiterverarbeitet werden.

Trenngel: 5-15% Polyacrylamid-Lésung; 375 mM Tris/HCI, pH 8,8; 0,1% SDS; 0,3% APS; 0,1% TEMED

Sammelgel: 5% Polyacrylamid-Losung; 12,5 mM Tris/HCI, pH 6,8; 0,1% SDS; 0,3% APS; 0,1% TEMED
SDS-Elektrophoresepuffer: 25 mM Tris; 192 mM Glycin; 0,1% SDS in A.d.

Die Wandergeschwindigkeit von Proteinen im elektrischen Feld hangt von ihrer Grol3e, Form
und elektrischen Ladung ab. Bei der diskontinuierlichen SDS-Polyacrylamidgel-
elektrophorese (SDS-DISK-PAGE) werden die Proteine bei der Probenvorbereitung in SDS-
Probenpuffer denaturiert und durch den Zusatz des anionischen Detergens SDS die
Eigenladung der Proteine dahingehend verdndert, dass anionische Mizellen mit konstanter

119 " Niedermolekulare Thiole bewirken eine

Nettoladung pro Masseneinheit entstehen
Reduktion der Disulfidbriicken in den Polypeptiden. Somit werden Proteine bei der SDS-
PAGE ausschlieBlich nach ihrer molaren Masse aufgetrennt. Im diskontinuierlichen System
passieren sie zundchst das Sammelgel mit groRer Polyacrylamid-Porenweite. Die
Zusammensetzung des Elektrophoresepuffers und des Sammelgels bewirkt eine
Fokussierung des Proteingemisches im Sammelgel. Beim Einwandern der Proteine in das
Trenngel, das eine geringere PorengrofRe und einen héheren pH-Wert als das Sammelgel
besitzt, werden die Proteine aufgrund ihrer molekularen GroRBe getrennt. Der
Auftrennungsbereich der Proteine kann durch Variation der Trenngelporengrofe, also durch
variierende Polyacrylamid-Konzentration (5-15%), festgelegt werden.

Fiir die Herstellung eines Polyacrylamidgels wird das Trenngel je nach gewlinschter
Auftrennung der Proteine mit 5-15% Polyacrylamid-Losung angesetzt, luftblasenfrei in die
Gelvorrichtung gegossen und mit etwa 500 pl Isopropanol iberschichtet. Nach vollstandiger
Polymerisation des Trenngels, wird das Methanol entfernt, das Sammelgel auf das Trenngel

gegossen und der Kamm fir die Probentaschen eingesetzt. Nachdem das Sammelgel
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polymerisiert ist, wird der Kamm entfernt und das Gel in eine SDS-Elektrophoresekammer
eingesetzt. AnschlieBend wird die Kammer mit Elektrophoresepuffer gefiillt. Die
vorbereiteten hitzedenaturierten Proteine (aus den Kapiteln 3.2.4.1 und 3.2.4.2) werden in
die Probentaschen gefiillt und durch Anlegen einer Spannung (25-120 Volt) aufgetrennt. Ein
Molekulargewichtsmarker, der aus farbstoffmarkierten Proteinen definierten Molekular-
gewichts besteht, wird zum Molekulargewichtsvergleich auf einer Spur des Gels aufgetragen.
Nach dem Lauf wird das Gel aus der Kammer entnommen und die Proteine werden, wie in

Kapitel 3.2.4.5 beschrieben, auf eine PVDF-Membran transferiert.

Coomassie-Farbelosung: 0,25% Brilliant Blau; 45% Methanol; 10% Essigsdure in A.d.

Coomassie-Entfarbeldsung: 45% Methanol; 10% Essigsdure in A.d.

Coomassie ist ein Triphenylmethanfarbstoff, der Proteine unspezifisch anfarbt. Dabei lagert
sich der Farbstoff an basische Aminosauren an. Proteine werden im SDS Gel aufgetrennt und
darin nachgewiesen, indem das Gel flir 30 min in Coomassie-Farbel6sung geschiittelt und
anschlieend so lange in Entfdarbeldsung inkubiert wird, bis die Proteinbanden klar

erkennbar sind.

Transferpuffer: 25 mM Tris; 192 mM Glycin; 0,1% SDS; 20% Methanol in A.d.

Nach Abschluss der Gelektrophorese erfolgt der Transfer der getrennten Proteine auf eine
proteinbindende Membran unter Verwendung des ,Wet-Blot“-Verfahrens. Die
zugeschnittene PVDF-Membran wird mit Methanol benetzt und in Transferpuffer Gberfihrt.
Das SDS-Gel wird in einer mit Transferpuffer gefillten Schale luftblasenfrei auf die Membran
gelegt und zwischen zwei Schichten Cellulosefilterkarton (Whatman-Paper) eingespannt.
AnschlieBend werden die Schichten entsprechend der Polung der Apparatur (Membran zur
Anode, Gel zur Kathode weisend) in die mit Transferpuffer gefillte Transferkammer
eingesetzt. Der Transfer erfolgt unter standiger Kiihlung bei konstantem Stromfluss (1000
mA). Die Dauer des Transfers ist abhdngig von der molaren Masse der zu transferierenden

Proteine.
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PBS-Tween-(PBST)-Puffer: 0,1% Tween 20 in PBS
Blockier-Puffer: 10% Trockenmilchpulver (entfettet) in PBS-Tween-Puffer; 5% BSA in PBS-Tween-Puffer

Bei der Immunfarbung werden Proteine mit einem spezifischen Antikérper markiert und
mittels eines Chemolumineszenz-Systems nachgewiesen. Dazu wird die Membran
unmittelbar nach dem Transfer in PBST-Puffer gewaschen und anschlieRend 30 min bei 37°C
in Blockier-Puffer inkubiert. Das Blockieren dient dazu, tGberschiissige Proteinbindungsstellen
der Membran abzusattigen und eine unspezifische Bindung der Nachweisreagenzien zu
verhindern. Da einige Milchproteine in phosphorylierter Form vorliegen und somit eine
Reaktion mit phosphospezifischen Antikérpern eingehen kdnnen, wird bei Detektion
phosphorylierter Proteine Blockier-Puffer mit BSA verwendet. Der Primdrantikérper, der
spezifisch gegen ein Epitop des zu untersuchenden Proteins gerichtet ist, wird entsprechend
der Angaben des Herstellers in Blockier-Puffer verdiinnt und auf die Membran gegeben. Die
Antikorper-Antigen-Reaktion erfolgt innerhalb von 2 h bei Raumtemperatur oder bei 4°C
Uber Nacht. Nach Inkubation mit Primarantikdrper wird die Membran dreimal 10 min mit
PBST-Puffer gewaschen, um ungebundenen Antikorper zu entfernen. AnschlieRend inkubiert
man die Membran bei Raumtemperatur mit einem gegen die schwere und leichte Kette des
Primdrantikorpers gerichteten, Meerrettich-Peroxidase-gekoppelten Sekundarantikorper fiir
eine weitere Stunde. Die Membran wird daraufhin zweimal mit PBST-Puffer sowie einmal
mit PBS gewaschen und zur Detektion mit Chemolumineszenz-Substrat-Losung inkubiert.
Das Substrat wird durch die Peroxidase zu einer lumineszierenden Substanz umgesetzt. Das

erzeugte Signal wird auf einen Hyperfilm Gibertragen und dokumentiert.

Amidoschwarz-Entfarbeldsung: 10 % Essigsaure; 10 % Methanol in A.d.

Um die an eine Membran gebundenen Antikérper zu entfernen, wird die Membran zweimal
15 min mit Amidoschwarz-Entfarbel6sung schiittelnd inkubiert und anschlieffend mit A.d.
gewaschen. Eine auf diese Weise behandelte Membran kann erneut, wie in Kapitel 3.2.4.5

beschrieben, geblockt und mit Antikorper inkubiert werden.
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3.2.5 Biologische Untersuchungen

Uber eine Messung der Aktivitdt mitochondrialer Dehydrogenasen kann die Proliferation von
Zellen quantitativ bestimmt werden. Das gelbe Substrat MTS (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-
(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulphophenyl)-2H-tetrazoliumsalz) wird von metabolisch
aktiven Zellen zu einem braunen Formazan reduziert, dessen Absorptionsmaximum bei 490
nm liegt. Die durch Absorptionsmessung bei 490 nm bestimmte Menge des Produkts ist
direkt proportional zur Anzahl der proliferierenden Zellen.

Die Messung der proliferativen Aktivitat erfolgt nach der Vorschrift des ,,CellTiter® AQueous
Cell Proliferation Assay“-Systems. Dazu werden die Zellen in Flachboden-96-Loch-
Mikrotitrierplatten in einem Volumen von 100 pul pro Kavitat kultiviert. Die Zellzahl pro Loch
ist abhdngig von der eingesetzten Zelllinie und der Dauer der Messung. Fir jeden
Messzeitpunkt wird eine Platte angesetzt. Der Leerwert wird in Kavitdaten bestimmt, die nur
mit Medium ohne Zellen beschickt sind. Um die proliferative Aktivitdt der Zellen zu messen,
werden zum jeweiligen Messzeitpunkt 40 pl MTS (10 mg/ml) pro Loch zugegeben und die

Platten fiir 2 h bei 37°C inkubiert. AnschlieRend wird die Absorption bei 490 nm gemessen.

3.2.6 Tiermodell

Basales Knochenmarksmedium (BBMM): 325 m| IMDM; 150 ml FCS; 25 ml BSA (10% in IMDM);
5 ml L-Glutamin-Lésung (200mM); 100uM 2-Mercaptoethanol;
2,5 ml Penicillin/ Streptomycin-Losung
Zur Anreicherung der hamatopoetischen Stammzellen im Knochenmark mannlicher C57bl6-

120 Nach 4 Tagen

Mause, wird diesen 5-Fluorouracil (150 mg/kg) intravends verabreicht
werden die Spendermduse durch zervikale Dislokation getdtet und Femur und Tibia beider
Beine chirurgisch entnommen. AnschlieBend wird das Knochenmark mit BBMM unter
Verwendung einer Injektionskaniile (27G 3/4) aus den Knochen gespuilt und durch ein
Zellsieb der Porenweite 100 um pipettiert, um eine Einzelzellsuspension zu erhalten. Die

Zentrifugation erfolgt bei 1000 Upm fiir 6 min.
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Prastimulationsmedium: BBMM; 10 ng/ml mIL-3; 12 ng/ml mIL-6; 50 ng/ml| mSCF

Retrovirale Transduktion ist ausschlieflich bei sich teilenden Zellen moglich. Deshalb ist es
notwendig, die Knochenmarkzellen vor der Infektion zu stimulieren. Dazu werden diese
direkt nach der Praparation in Prastimulationsmedium aufgenommen und ca. 20 h bei 37°C

kultiviert.

Vor Infektion der Knochenmarkzellen wird der durch Transfektion der
Virusverpackungszelllinie Phoenix E gewonnene retrovirale Uberstand titriert. Fiir die
Knochenmarkinfektion eignen sich retrovirale Uberstinde, deren Virustiter Uber 1x10°
CFU/ml liegt. Der retrovirale Gentransfer in die Knochenmarkzellen wird mit Hilfe der ,,Spin“-
Infektion durchgefiihrt. Bei dieser Methode werden die prastimulierten Zellen nach
Zentrifugation in BBMM (1/4 des Gesamtvolumens) aufgenommen und die Zellsuspension
mit retroviralem Uberstand (3/4 des Gesamtvolumens) vermischt. Nach Supplementierung
des Gemisches mit 10 ng/ml miL-3, 12 ng/ml mIL-6, 50 ng/ml mSCF und 4 pg/ml Polybren
wird der Infektionsansatz in eine 12-Schalen-Mikrotitrierplatte verteilt und diese bei 1200 x
g und 32°C 90 min zentrifugiert (,Spin“-Infektion). AnschlieRend werden die Zellen bei den
ublichen Bedingungen weiterkultiviert. Die ,Spin“-Infektion wird insgesamt viermal im
Abstand von 12 h durchgefiihrt, wobei vor jedem Zentrifugationsschritt Medium, retroviraler
Uberstand und Supplemente erneuert werden. Nach weiterer 12-stiindiger Inkubation bei
37°C werden die Zellen zentrifugiert, in HBSS resuspendiert und transplantiert (siehe
3.2.6.4.). Vor Transplantation der Empfangermduse mit den transduzierten Zellen, wird der

Anteil der EGFP-exprimierenden Zellen durchflusszytometrisch bestimmmt (siehe 3.2.6.8.).

Die 6 - 8 Wochen alten, weiblichen C57BI6- Empfangermduse werden vor der
Knochenmarktransplantation mit einer Dosis von 850 rad (8,5 Gy) letal bestrahlt. Durch
diese myeloablative Bestrahlung ist gewadhrleistet, dass deren Hamatopoese nach der
Transplantation ausschlieBlich von den Spenderzellen ausgeht. Die Transplantation erfolgt
durch intravendse Injektion der Knochenmarkzellen in die Schwanzvene der Mause. Um eine

Rekonstitution der Tiere zu erreichen, sollte eine Mindestanzahl von 200.000
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Knochenmarkszellen pro Maus transplantiert werden. Eine Rekonstitution der letal

bestrahlten, transplantierten Mause ist nach etwa 10 Tagen zu erwarten.

Um die Entwicklung einer hamatologischen Erkrankung zu erkennen und den Verlauf einer
solchen zu Uberwachen, wird ab dem Zeitpunkt der Rekonstitution in regelmaRigen
Abstanden peripheres Blut aus der Schwanzvene abgenommen und analysiert.

Ein Blutbild wird aus 20 ul peripherem Blut erstellt. Um Gerinnung zu verhindern, entnimmt
man das Blut mit einer EDTA-beschichteten Kapillare. Zur Analyse wird es in das
Blutbildgerat (VetABC-Blood-Counter) Uberfiihrt. Ein Tropfen peripheres Blut wird
verwendet, um einen Blutausstrich anzufertigen. Hierbei wird das Blut auf die untere Halfte
eines Glasobjekttragers getropft und mit der Kante eines zweiten Tragers ausgestrichen. Flr
Aufnahmen mit dem Fluoreszenzmikroskop werden die Ausstriche direkt nach Anfertigung
verwendet. Lichtmikroskopische Untersuchungen werden nach Pappenheimfarbung
durchgefiihrt. Die Blutausstriche wurden freundlicherweise vom ,Hamatologischen
Routinelabor” gefarbt.

Fir eine durchflusszytometrische Immunphanotypisierung des peripheren Bluts werden 100-
200 pl Blut in ein EDTA-gefilltes Rohrchen abgenommen und die Erythrozyten durch

hypotone Lyse entfernt (siehe 3.2.6.6.).

RBC (Red Blood Cell)-Puffer: 150 mM NH4CI; 1 mM KHCOs; 0,1 mM Na,EDTA, pH7.3 in A.d.

Das frisch entnommene periphere Blut wird im zehnfachen Volumen RBC-Puffer
aufgenommen und 10 min auf Eis inkubiert. Durch den hypotonen Puffer schwellen die
Erythrozyten an und lysieren. Nach Zentrifugation (1000 Upm, 8 min) wird der Uberstand

verworfen und das Sediment, das die Leukozyten enthalt, mit PBS gewaschen.

Nach Versterben der Mause infolge einer hamatologischen Erkrankung, werden diese auf
pathologische Verdanderungen der Organe untersucht. Nach Eréffnen von Abdomen und
Thorax erfolgt eine Splenektomie und das Entfernen von Femur und Tibia. Falls weitere
Organe (Thymus, Lymphknoten, etc.) pathologisch vergroRert sind oder sich Tumoren
gebildet haben, werden auch diese entnommen. Alle Gewebe und Organe werden gewogen
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und vermessen und bis zur weiteren Verarbeitung in HBSS aufbewahrt. Die
Knochenmarkzellen werden, wie in Kapitel 3.2.6.1 beschrieben, gewonnen. Von allen
Organen wird ein kleiner Teil zur spateren histologischen Untersuchung in Formaldehyd-
Losung (4% in PBS) konserviert. Der Rest wird mit einem Skalpell zerkleinert und zur
Gewinnung von Einzelzellsuspensionen durch ein 100 um Zellsieb gespult. Ein Teil der so
gewonnenen Zellen wird durchflusszytometrisch immunphanotypisiert, wadhrend die

verbleibenden Zellen fiir spatere Analytik viabel kryokonserviert werden (siehe 3.2.3.2.).

FACS-Puffer: 0,1% BSA in PBS

Bei der Immunphdnotypisierung werden zellspezifische Oberflaichenantigene mit
Fluorochrom-gekoppelten  spezifischen  Antikérpern  markiert und in  einem
Durchflusszytometer analysiert. Da die Antikdrper spezifische Antigene erkennen, ist die
Fluoreszenzintensitdt ein Mall fur die Antigendichte auf der jeweiligen Zelle. Durch
Kombination mehrerer mit verschiedenen Farbstoffen gekoppelter Antikérper koénnen
molekularbiologische Klassifizierungen vorgenommen werden.

Zur Phanotypisierung werden die aufgearbeiteten Zellen (z.B. aus dem Kapitel 3.2.6.7) in
FACS-Puffer aufgenommen und in eine 96-Loch-Mikrotitrierplatte verteilt. Pro spezifischem
Antikorper und Zellart verwendet man eine Vertiefung. Das Volumen pro Kavitat betragt 200
ul, bei einer Zellzahl von 100.000. Die Fc-Block™ -Losung und alle Antikdrperlésungen
werden im Verhaltnis von 1:10 mit FACS-Puffer verdiinnt eingesetzt. Jedem Loch werden
zum Maskieren unspezifischer Bindungsstellen 3 pl Fc-Block™-Losung zugesetzt. Nach
Zugabe von 3 pl des CyChrome ™ -gekoppelten CD45-Panleukozytenmarkers pipettiert man
jeweils 3 pl der Phycoerythrin (PE)-gekoppelten, spezifischen Antikérper zu. Der Ansatz
inkubiert unter Ausschluss von Licht mindestens 15 min bei Raumtemperatur. AnschlieRend
wird die Platte bei 4°C und 1450 Upm 5 min zentrifugiert, und die Zellen werden dreimal mit
jeweils 200 ul FACS-Puffer gewaschen, um nicht gebundene Antikdrper zu entfernen. Die
Zellen werden in 500 pl FACS-Puffer aufgenommen. Vor der Analyse im Durchflusszytometer
wird jedem Ansatz 1 pug/ml Propidiumiodid zugesetzt, um den Ausschluss toter Zellen in der
Auswertung zu ermoglichen.

Die Auswertung erfolgt wie in Abb. 4) schematisch dargestellt.
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1. 2. 3. Punktwolkendiagramm
Gesamtzellsuspension _Viable Zellen (PI") Leukozyten (CD45’) X
L [ ? S.li g 2,
—_ o0 w0 w fe i 1] " g
£ > o & % .| PE'EGFR|PE'EGFP"]
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ssain) ss (lin) Css(in) EGFP (log)

Abb. 4) Durchflusszytometrische Inmunphanotypisierung muriner Zellen

Zur Generierung der Punktwolkendiagramme mit Auftragung der EGFP-Expression auf der X-
und PE-Fluoreszenz auf der Y-Achse durchlaufen die Zellen folgende Ausschlusskriterien:
1.) Die Gesamtzellsuspension geht in die Analyse von GroRe (Forward Scatter; FS) und
Granularitat (Sideward Scatter; SC) ein. Dort werden Zelldubletten und -trimmer
ausgeschlossen. 2.) Tote Zellen verlieren ihre Membranintegritat und kénnen deshalb mit
Propidiumiodid (Pl) gefarbt werden. Im zweiten Schritt werden nur die viablen Zellen,
welche keine PI-Fluoreszenz zeigen ausgewadhlt (rosa). 3.) In die eigentliche Analyse gehen
letztendlich nur die Leukozyten ein. Dazu werden die Zellen mit dem CyChrome™-
gekoppelten Panleukozytenmarker (anti CD45) gefarbt. AnschlieRend werden die
hdamatopoetischen Zellen in einem Punktwolkendiagramm analysiert. Zellen die positiv fir
einen PE-gekoppelten Antikdrper sind befinden sich im oberen linken Quadranten. EGFP-
positive Zellen akkumulieren im unteren rechten Quadrant. Doppel-positive Zellen finden
sich im oberen rechten Abschnitt. Zellen, die fir beides negativ sind, im unteren linken
Quadrant.

lin: lineare Darstellung; log: logarithmische Darstellung; -: negativ; +: positiv.

Eine Liste der verwendeten FACS-Antikorper findet sich unter 3.1.4. Ein Auszug und die
entsprechende Subpopulation, die von dem PE-gekoppelten Antikdrper erkannt wird sind in

folgender Tabelle:

Verwendeter FACS-Antikorper Subpopulation
CD45 (30-F11) Hamatopoetische Zellen
CD4 (L3T4) Hauptsachlich T-Zellen
CD8a (53-6.7), Hauptsachlich T-Zellen
CD11b (M1/70), Monozyten, Granulozyten
CD30 (mCD30.1) bzw. selbstgeneriert Aktivierte T-Zellen
B220 (RA3-6B2) B-Zellen
CD90.2 (53-2.1), Thy-1.2 T-Zellen, natlirliche Killerzellen
Gr-1/Ly-6C (RB6-8C5), Granulozyten
Abb. 5) Liste der verwendeten FACS-Antikérper und die detektierte

Subpopulation
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Bei einem Xenograft-Modell handelt es sich um eine Transplantation, wobei kérperfremde
Zellen (Spender gehoért zu einer anderen Art) in einen immunsupprimierten Organsimus
eingebracht werden. Im speziellen werden SCID beige Mause, bei welchen eine schwere
Schadigung der B- und T-Zell Lymphozytendifferenzierung und —funktion, als auch eine
natiirliche Killerzellen Defizienz vorliegt mit 5-10 x 10° Karpas299 Zellen s.c. transplantiert.
Dadurch bildet sich unter der Haut ein Tumor, dessen Volumen mit Hilfe einer Schublehre
und der Formel: V=a x b x b / 2 berechnet wird. Wobei a der Lange und b der Breite des
Tumors entspricht.

AnschlieBend werden die unterschiedlichen Mausegruppen entweder mit dem ALK-Inhibitor
(4SC) bzw. einem Placebo behandelt. Hierzu werden 32 mg/kg Kérpergewicht i.v. appliziert
und parallel dazu das Gewicht der Maduse gemessen. Kommt es zu einem 25 prozentigen
Gewichtsverlust, wird die Behandlung eingestellt, bis wieder das Ausgangsgewicht erreicht

ist.

Bei einer syngenen bzw. seriellen Transplantation sind der Spender- und der
Empfangerorganismus genetisch identisch. Im folgenden werden entweder eine
Tumorgewebssuspension oder eine mit einem Onkogen transduzierte Zelllinie in sublethal
bestrahlte Md&use (450 rad) i.v. transplantiert. Es wurden hierzu 250.000 Alk-positive
Milzzellen in C57Bl6-Maiuse bzw. 1x10* Alk-exprimierende Ba/F3-Zellen in Balb/c-Mause

injiziert.

3.2.7 Statistische Auswertung

Alle Untersuchungsergebnisse werden auf ihre Signifikanz Gberprift. In den Diagrammen ist
entweder die Standardabweichung in Form von Fehlerbalken dargestellt oder es wird die
statistische Signifikanz in einem zweiseitigen Student’schen T-Test Uberprift. Dabei sind

Resultate eindeutig signifikant, wenn p=<0,05 ist.
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4 Ergebnisse

4.1 Bisherige Alk-positive Mausmodelle

Das groRzellig-anaplastische Lymphom (ALCL) zeichnet sich vorallem durch seinen CD30-
positiven T-Zell- bzw. Null-Zell- Phanotyp aus, bei dem bereits T-Zellrezeptor
Rearrangements zu finden sind ****'*'. Bislang konnte kein Mausmodell etabliert werden,
welches diese Kriterien erfillt. Weder die retrovirale Knochenmarksinfektion mit NPM-ALK

63,103

und anschlieRende Transplantation , noch die transgene Expression von NPM-ALK unter

einem spezifischen Promotoren fiihrte zu einer CD30-positiven T-Zellerkrankung *%+10%12%123,
In unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass abhangig vom jeweiligen Virustiter
sich unterschiedliche Phanotypen etablieren ®. Bei einem geringen Virustiter entwickelte
sich, wie zuvor bereits beschrieben, ein plasmazytoider Phanotyp mit einer Latenz von etwa
12 — 16 Wochen. Der Grund hierfir ist jedoch unklar. Bei einem hohen Virustiter erkrankten
die Tiere hingegen bereits nach 2 — 4 Wochen (siehe Abb. 6) und zeigten einen histiozytaren

/ myeloiden Phanotyp mit Infiltration des KM, der Milz, der Lymphknoten und anderen

extranodalen Organen.

L ek e ’
100 EOR %
80 » Histiozytdres Lymphom (n=6) ' N :
® s Plasmazytoides Lymphom (n=12) " K
S 60 » Kontrollmiuse (n=6) fa BM8.
§ )
E 40- %
D 4
204 L%
0 T T T T T ! 2 { ‘: by ,‘ X
0 2 ) 6 8 10 12 p ol CD138
Monate nach Transplantation ;
Abb. 6) Kaplan-Meier  Uberlebenskurve und immunohistochemische

Farbungen eines retroviralen Infektions- / Transplantationsmodells mit NPM-ALK
Infektion von murinem KM mit einem hohen viralen Titer fihrt zu einer raschen Erkrankung
der Tiere innerhalb weniger Wochen (links). Phanotypisch zeigen sich histiozytdre bzw.
myeloide Lymphome (rechts). ALK: Anaplastische Lymphoma Kinase; BMS8: Pan
Makrophagen Marker; CD138: Plasmazellen Marker (Miething et al. 2003)

Die Ursache hierfiir kdnnte sein, dass durch den Retrovirus hauptsachlich myeloide Zellen
und zu einem geringen Anteil die eigentliche Ursprungszelle der ALCL infizierte wurden, so

dass die myeloiden Zellen schneller transformierten und diese Tatsache zu dem
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beschriebenen Phanotyp flihrt. Aber auch bei diesem Modell fehlte die fiir eine humane
ALCL typische Expression von CD30, Perforin, Granzyme B oder T-Zellrezeptoren.

Um aus allen diesen Versuchen eine genaue Wiedergabe der humanen ALCL in einem
murinen System zu Ubertragen, scheint vor allem der Ursprungszelle, also die Zelle in der die
Translokation und Expression von NPM-ALK stattfindet, eine entscheidende Bedeutung zu

zukommen

4.2 Das translationale Stopkonstrukt MSCV-Stop-EGFP (MSE)

Um die Expression eines Gens in Abhangigkeit des Zellkontexts kontrollieren zu kénnen, wird
in einem murinen LTR-tragenden Expressionsvektor (MSCV) eine von loxP-Stellen flankierte
translationale Stopkassette inseriert. Diese Kassette enthdlt die translationale
Abbruchsequenz ,tga“ in allen drei Leserastern und garantiert somit eine Termination der
Translation unabhangig davon, in welchem Raster die Translation gestartet wird. Der
translationale Stop ist auch deshalb von groRer Bedeutung, da ein transkriptionaler Stop die
Virusproduktion in den Zellen inhibiert und somit keine Viruspartikel produziert werden
kdnnen '*°. Durch Infektion dieses Vektors in Zellen, welche die Cre-Rekombinase
exprimieren, erfolgt eine Rekombination und damit zur Deletion der Stopkassette und somit

zur Expression 3’-liegender Gene (Abb. 7).

loxP loxP
5 P> > 3
v N |
loxP S 3
5 P- 3

loxP = homologe Rekombinationsstelle

Abb. 7) Das Cre-loxP System

Das Enzym Cre-Rekombinase entstammt urspriinglich dem Bakteriophagen P1. Es erkennt
sog. loxP-Stellen im Genom. Die Sequenz zwischen zwei loxP-Stellen wird durch Cre
herausgeschnitten und die entstehenden Enden rekombiniert.
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Zur Uberpriifung dieser Hypothese wurde zuerst ein MSCV-Vektor entwickelt, der eine
Stopkassette enthélt und dem der Fluoreszensmarker EGFP nachgeschaltet ist (MSE). Eine
erfolgreiche Rekombination kann somit durchflusszytometrisch gemessen werden (siehe
Abb. 8)). Als Markergene, die die Anwesenheit des Stopkonstruktes nachweisen, wurde zum
einen der humane CD2-Rezeptor (htCD2), zum anderen das rot-leuchtende Fluoreszenzgen
RFP verwendet (Abb. 8). Beide MSCV-Stop-EGFP (MSE) Konstrukte wurde in NIH3T3/MSCV -
bzw. NIH3T3/MSCV-Cre - Zellen transfiziert. Durch die Expression der Cre-Rekombinase wird
die translationale Stopkassette deletiert und EGFP exprimiert. Dadurch ergibt sich eine
Rechtsverschiebung im FITC-Kanal zwischen NIH3T3-Zellen die kein Cre zu solchen die Cre
exprimieren (Abb. 8).

Allerdings konnte dies nur im Zusammenhang mit dem MSE(RFP) Konstrukt gezeigt werden.
Es kam in Cre-exprimierenden Zellen zu einer Induktion von tber 57% an griinen Zellen. Im
Falle des MSE(htCD2) Konstruktes zeigte sich bereits eine EGFP-Expression in Abwesenheit
der Cre-Rekombinase (ca. 50%) und signalisiert somit eine unerwiinschte Durchlassigkeit der
Stopkassette. Weitere Untersuchungen haben gezeigt, dass das als Marker verwendete
htCD2 wie gewiinscht in Cre-neagtiven Zellen exprimiert wird und somit das Vorhandensein
der Stopkassette anzeigt (Abb. 8). Interessanterweise konnte dies nicht fir den Marker Red
Fluorescent Protein gezeigt werden. Dessen Fluoreszenz konnte in Zellen ohne Cre
durchflusszytometrisch nicht detektiert werden (Abb. 8). Diese Ergebnisse legen daher nahe,
dass neben den drei Stopcodons der Stopkassette noch weitere Mechanismen vorhanden
sein mussen, um eine Expression nachgeschalteter Gene zu unterdriicken. In der Literatur
finden sich Hinweise darauf, dass sich die Faltung der RFP mRNA negativ auf deren

Expression auswirkt 2%’

. Verantwortlich hierfir ist die Konsensus Ribosomenbindungsseite
(RBS), die dazu neigt mit sich selbst zu dimerisieren, wodurch es zu einer Basenpaarbindung
innerhalb der RBS kommt und die Translation des roten Fluoreszensproteins (RFP) inhibiert
wird. Daher ist stark anzunehmen, dass neben der translationalen Stopkassette noch weitere
Mechanismen wichtig fiir den Abbruch der Translation und der nachgeschalteten Gene sind.
Dies wirde die Undurchldssigkeit der Stopkassette und die fehlende RFP-Expression in

Abwesenheit der Cre-Rekombinase erklaren.
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Abb. 8) Das Konstrukt MSCV-Stop-EGFP (MSE)

a.) Die Stopkassette besteht aus einem Marker, entweder dem trunkierten humanen
CD2 (htCD2; oben) oder dem roten Fluoreszensprotein (RFP; unten), gefolgt vom
translationalen Stop, der sich in allen drei reading frames befinden. Die Kassette ist
von zwei loxP-Stellen flankiert. Downstream befindet sich das griine

Fluoreszensprotein EGFP. Die Expression des Konstruktes erfolgt durch den viralen
LTR-Promotor.

b.) NIH3T3 (links) und NIH3T3/MSCV-Cre (rechts) Zellen wurden mit beiden MSE-
Vektoren transfiziert. Die Rekombination kann durchflusszytometrisch anhand der
EGFP Expression ermittelt werden

c.) FACS Analyse der NIH3T3 Zellen die mit den MSE-Konstrukten transfiziert wurden.

Links: EGFP bzw. RFP-Expression in der An- oder Abwesenheit von Cre. Rechts: Die
Expression des htCD2 in MSE transfizierten Zellen.
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4.3 Der Stopvektor zur zellspezifischen Expression eines Onkogens — MSNAIE

AnschlieBend wurde in den Kontrollvektor MSE ein weiteres Gen inseriert. Downstream der
Stopkassette wurde das Onkogen NPM-ALK und im AnschluB daran eine IRES-Sequenz
gefolgt von EGFP eingefligt (MSNAIE; Abb. 9). Da der Stop translational ist, wird das gesamte
Konstrukt zwar transkribiert, jedoch die Translation von NPM-ALK unterdriickt. Die IRES-
Sequenz wiederum erlaubt den Eintritt von Ribosomen und es kommt dadurch unabhangig
von der Stopkassette zur Expression von EGFP. Dadurch kénnen die positiv infizierten Zellen

durchflusszytometrisch detektiert werden.

|

d.)

MSCVATR.

promoter  102P loxP
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Abb. 9) Das Konstrukt MSCV-Stop-NPM/ALK-IRES-EGFP (MSNAIE)
Dem MSNAIE-Vektor wurde zusatzlich noch das Onkogen NPM-ALK zugefiigt. Um die EGFP-
Expression unabhdngig zu steuern wurde eine IRES-Sequenz vorgeschaltet.

Zur Uberpriifung der Funktionalitat des MSNAIE-Vektors wurde die Pre-B-Zelllinie Ba/F3 mit
den zwei unterschiedlichen Konstrukten transfiziert. Dazu wurden steigende Mengen an
DNA eingesetzt, um die Stringenz der Stopkassette zu Uberprifen. Da die Zellen kein Cre
exprimieren, sollte die Stopkassette die Translation des Onkogens NPM-ALK unterdriicken.
In Western Blot-Analysen konnte gezeigt werden, das die Zellen, die mit der RFP
kodierenden Kassette transfiziert wurden, keine NPM-ALK Expression aufweisen, auch nicht
bei hoher Expression des Konstrukts (erkennbar an der EGFP-Expression). Wohingegen alle
Klone der htCD2-positiven Kassette eine NPM-ALK Expression, abhdngig von der
Transfektionseffizienz, zeigen (Abb. 10) und somit die Durchlassigkeit des htCD2-Konstruktes

in Abhdngigkeit der eingesetzten DNA-Mengen widerspiegeln.
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Abb. 10) Funktionalitat des MSNAIE-Konstruktes

a.) ALK- bzw. Aktin Blot von Ba/F3-Zellen, die mit zwei unterschiedlichen Stop-
Konstrukten transfiziert wurden. Dabei wurden steigende DNA-Mengen eingesetzt,
um die Stringenz der Stopkassette zu Uberprifen. Die EGFP-Blots geben die
Transfektionseffizienz wieder.

b.) Durchflusszytometrische Messung der EGFP-Expression der Ba/F3-Zellen direkt nach
Infektion mit dem MSNAIE-Vektor und 48h bzw. 96h nach IL-3 Entzug.

c.) Western Blot von Ba/F3 Zellen, die mit dem MSNAIE (RFP)-Konstrukt und
anschlieffend mit Leervektor oder einem Cre-exprimierenden Vektor transfiziert
wurden. Kontollzellen: Ba/F3 Mig (negativ); Ba/F3 Mig NPM/ALK (positiv)
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In einem weiteren Versuch wurden murine Ba/F3-Zellen mit den MSNAIE-Konstrukten
infiziert und deren EGFP-Expression im Durchflusszytometer gemessen (Abb. 10). Es wurde
48h und 96h nach IL-3 Entzug erneut gemessen. Da Ba/F3 Zellen IL-3 abhédngig sind und
NPM-ALK transformierte Zellen ohne Wachstumsfaktoren viabel bleiben, sollte theoretisch
die Viabilitat der MSNAIE transfizietren Zellen zuriickgehen, bei gleichbleibender EGFP-
Expression, da keine Selektion ausgelibt wird. Die EGFP-Level der MSNAIE(RFP) transfizierten
Zellen bleiben Uber den gesamten Zeitraum gleich (7%). Daraus lasst sich der Riickschluss
ziehen, dass das Onkogen aufgrund der Stopkassette nicht exprimiert wurde und die
Stopkassette die Translation erfolgreich unterbrechen konnte. Ganz im Gegensatz zum
MSNAIE(htCD2)-Konstrukt. Hier nimmt die EGFP-Expression zu. Demzufolge wird auch in
diesen Zellen NPM-ALK exprimiert und der IL-3 Entzug fordert die Transformation der Zellen,
was sich entsprechend an der Zunahme der griinen Zellen ablesen ldsst. Die Expression des
Onkogens kann auch induziert werden (Abb. 10). Hierfur wurden murine Ba/F3-Zellen zuerst
mit dem MSNAIE (RFP)-Konstrukt und anschlieBend mit einem Leervektor (MSCV) oder
einem Cre-exprimierenden Vektor transient infiziert. Lediglich in den Cre-positiven Zellen
lasst sich im Western Blot NPM-ALK nachweisen. Als Kontrolle dienten parentale ALK-
negative Ba/F3-Zellen bzw. Zellen, die NPM-ALK (berexprimieren. Aufgrund der
vorliegenden Daten wird im folgenden ausschlieBlich die RFP kodierende Stopkassette
verwendet und mit MSNAIE beschrieben.

Zusammengenommen bestdtigen die Ergebnisse die Funktionalitdt der translationalen

Stopkassette in vitro und machen daher einen Einsatz in vivo sinnvoll.

4.4 Das retrovirale Infektions- / Transplantationsmodell

Das murine, retrovirale Infektions- / Transplantationsmodell dient unter anderem zur
Untersuchung potenzieller Onkogene in vivo. Myeloablativ bestrahlte Mause werden mit
retroviral transduzierten Knochenmarkszellen transplantiert. Dadurch kann der Einfluss des
transduzierten Gens auf die Himatopoese genauer analysiert werden. In Abb. 11) ist die
Vorgehensweise dieser Transplantation schematisch dargestellt. Retroviren, die die
Information des zu transduzierenden Gens tragen, werden mit Hilfe der Phoenix E Zelllinie

erzeugt.
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Abb. 11) Schematische Darstellung des retroviralen Infektions- /

Transplantationsmodells

Der bicistronische Vektor MSCV MigRI enthdlt neben dem zu untersuchenden Gen ein
zweites Gen, welches z.B. fir ein fluorochromes Protein kodiert. Hierbei handelt es sich um
das grin fluoreszierende Protein EGFP. Dazwischen befindet sich eine Sequenz fir die
interne Ribosomeneintrittsstelle (IRES; internal ribosomal entry site). Zwar werden beide
Gene als ein gemeinsames mMRNA Transkript synthetisiert, die Translation beider Gene zu
einzelnen Proteinen erfolgt hingegen parallel, wobei die IRES Sequenz die Translation des
zweiten Gens induziert. Dadurch exprimieren alle erfolgreich transfizierten Zellen zusatzlich
EGFP, welches mittels Durchflusszytometrie (FACScan) Uberprift werden kann (siehe
3.2.3.7.). Desweiteren enthalt der Vector MSCV MigRI auch retrovirale LTR-Sequenzen ein
Verpackungssignal, welches die Bildung von Retroviren initiiert.

Der MSCV MigRI Vektor wird in Phoenix-E Zellen transfiziert und der Mediumuberstand der
die Viruspartikel enthdlt gesammelt. Die Transfektionseffizienz der Phoenix-E Zellen wird
mittels FACScan (EGFP-Expression) analysiert und zur weiteren Qualitatsprifung titriert.
Mithilfe dieser Methode wird die Anzahl der infektidsen Viruspartikel bestimmt. Parallel
hierzu werden die Knochmarkspendenden Mause mit 5-Fluoruracil (5-FU) vorbehandelt, um
anschliefend angereicherte Vorldauferzellen der Hamatopoese aus dem Knochenmark der
Tiere zu isolieren. Die gesammelten retroviralen Uberstinde werden nun zur Transduktion

von murinem Knochenmark verwendet. Im Anschluss an die Infektion werden die infizierten
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KM-Zellen durchflusszytometrisch mit Hilfe des Fluoreszenzmarker EGFP gemessen. Die
Empfangermaduse wurden vor der Transplantation myeloablativ mit 850 rad bestahlt und mit
einer festen Anzahl an transduzierten Zellen transplantiert. Die neu gebildeten

hdamatopoetischen Zellen stammen ausschlieflich von den transduzierten Spenderzellen.

4.5 Retroviraler Gentransfer

Die zuvor beschriebene Methode wurde mit den Konstrukten Mig NPM-ALK, MSE (MSCV-
Stop-EGFP) und  MSNAIE  (MSCV-Stop-NPM/ALK-IRES-EGFP)  durchgefiihrt.  Als
Spenderknochenmark dienten C57BI6-Mause, die entweder wildtypischen Ursprungs waren
oder die Rekombinase Cre transgen unter dem LysM-, GrzmB-, Cd4- oder Lck-Promoter
exprimierten. Exemplarisch wird im folgenden die Erzeugung eines NPM-ALK tragenden
Retrovirus (MSNAIE), dessen Titration und die Messung der Transduktionseffizienz
dargestellt (Abb. 12). Die Transfektionseffizienz der Virus produzierenden Zelllinie Phoenix E
wurde mittels FACS-Analyse berechnet. Der in das Medium sezernierte Virus wurde als
Mediumiiberstand abgenommen, um damit in einer Verdiinnungsreihe (1:20; 1:200; 1:500)
NIH3T3 Zellen zu infizieren. Der errechnete Virustiter enthéalt die Information, wie viele
Viruspartikel pro ml im retroviralen Uberstand enthalten sind und erméglicht somit die
Planung, wie viele Knochenmarkszellen eingesetzt werden kdnnen, um eine ausreichende
Transduktion der Zelle zu garantierten. Um eine moglichst hohe Infektion zu erhalten,
wurden pro verwendeter Knochenmarkszelle 1 - 10 Viruspartikel berechnet (multiplicity of
infection; MOI von 1 — 10). Nach der Transduktion der Knochenmarkszellen mit dem
entsprechenden Virus wird die Infektionseffizienz mittels Durchflusszytometrie ermittelt.
Hauptaugenmerk liegt hierbei auf den frihen Vorlduferzellen, die sich durch geringe
Granularitat (SS; Sideward scatter) und Gberdurchschnittlicher GréRe (FS; Forward scatter)
auszeichnen. Diese Population wird auf ihre EGFP-Expression und damit
Transduktionseffizienz Uberprift und spiegelt die Anzahl der Zellen wieder, die das
transduzierte Konstrukt exprimieren. Hierdurch kann gewahrleistet werden, dass in jedem
durchgefiihrten Experiment eine exakt definierte Anzahl an transduzierten Zellen
transplantiert werden kann. Die Gesamtzahl an Knochenmarkszellen, die fir eine
erfolgreiche Rekonstitution bendtigt werden sollte einen Wert von 200.000 Zellen nicht

unterschreiten.
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Abb. 12) Generierung eines NPM-ALK tragenden Retrovirus und anschlieBende

Infektion murinen Knochenmarks
NPM-ALK positive Zellen sind mittels durchflusszytometrischer Analyse anhand ihrer EGFP-
Expression detektierbar.
a.) Vergleich der nicht transfizierten Virusproduktionszelllinie Phoenix E mit MSNAIE
transfizierten Zellen. Die Transfektionseffizienz ist durch eine Rechtsverschiebung der
Zellpopulation erkennbar.
b.) Bestimmung des Virustiters durch Transduktion von NIH3T3-Zellen. Der von Phoenix
E produzierte Virus wurde durch Kollektivierung des Mediumiiberstandes gewonnen, um
damit in einer Verdinnungsreihe (1:20; 1:200; 1:500) NIH3T3-Zellen zu infizieren. Die
Berechnung des viralen Titers erfolgt wie in 3.2.3.8 beschrieben.
c.) Bestimmung der Tranduktionseffizienz von murinem Lck-Cre Knochenmark. Im FS/SS
Scatter wird ein Gate auf die friihen Vorlauferzellen gesetzt, die verantwortlich fiir die
Rekonstitution des hamatopoietischen Systems in den bestrahlten Méausen sind (linkes Bild).
AnschlieBend wird diese Population auf den Anteil an NPM-ALK positiven Zellen hin
untersucht (rechtes Bild).
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4.6 Ubersicht der NPM-ALK Transplantationsexperimente

Es ist zwar bekannt, dass das Onkogen NPM-ALK Lymphome in einer Vielzahl von
Mausmodellen hervorrufen kann ©*'%1%128 = pislang ist jedoch kein Mausmodell
beschrieben, dass zu einem CD30-positiven T-Zell Lymphom (sog. Alkom) fiihrt. Da die
Mehrzahl der ALCL Falle zumindest auf genomischer Ebene einen T-Zell-Phdanotyp aufweist,
ist diese Tatsache jedoch von entscheidender Bedeutung und daher sollte ein
entsprechendes Mausmodell diese Linienspezifitat auch widerspiegeln. Unklar ist auch, in
welcher Zelle die t(2;5) Translokation auftritt bzw. ob diese sogar zur Transdifferenzierung
der Zielzelle fiihrt. So wie es bei der Entitat des Hodgkin-Lymphoms anzutreffen ist, bei dem
die urspriingliche Zelle eine B-Zelle ist, aber im Laufe ihrer malignen Entwicklung ihren B-
Zellcharakter verliert und hingegen typische T-Zellmarker wie CD30 exprimiert **°. Die Suche
nach der Ursprungszelle der ALCL ist aus diesem Grund sehr weitreichend und muss sich
nicht alleine auf eine T-Zelle beziehen. Daher wird versucht, dass NPM-ALK Onkogen mithilfe
des MSNAIE-Vektors in verschiedenen Zelltypen in vivo zu exprimieren. Um diese
linienspezifische Expression zu gewahrleisten, wird Knochenmark (KM) von Spendermausen,
welches Cre unter einem linienspezifischen Promotor exprimiert, retroviral mit dem
Stopvektor infiziert und das KM anschlieRend Uber die Schwanzvene in letal bestrahlte

Mause transplantiert (Abb. 13).
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Transgene Cre — Maus Linienspezifische
NPM-ALK Expression
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Abb. 13) Das retrovirale Knochenmarksinfektions- / Transplantationsmodell

Knochenmark von transgenen Cre-Madusen wird mit dem MSNAIE Vektor infiziert und
anschliefend in letal bestrahlte Mause transplantiert.
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Da die Ursprungszelle in welcher die Translokation von NPM-ALK stattfindet bis jetzt noch
nicht identifiziert wurde, wurden verschiedene Cre-transgene Knochenmarkszellen retroviral
mit dem MSNAIE-Konstrukt infiziert und anschlieBend transplantiert (Abb. 14). Um eine
moglichst grolle Bandbreite an verschiedenen Zelltypen abzudecken, wurde zum einen die
LysM-Cre Maus ausgewahlt, um eine Expression des Onkogens im myeloiden Kompartiment
zu untersuchen und um festzustellen, ob NPM/ALK in der Lage ist, in diesen Zellen T-
Zellrezeptoren hoch zuregulieren (Transdifferenzierung). Des weiteren wurden GrzmB-Cre
Mause verwendet, da dieses Protein vor allem in zytotoxischen T-Zellen exprimiert wird und
ein weiterer Marker fur die Entitat der ALCL ist. CD4-Cre Maduse wurden eingesetzt, da CD4
ein typischer Marker flr reife T-Zellen ist und die malignen Zellen der ALCL einen T-Zell-
Phanotyp haben. Um auch noch nicht ausgereifte T-Zellen zu berlcksichtigen, falls die
Translokation des Onkogens als sehr frihes Ereignis in der T-Zellentwicklung eintreten sollte,

wurden Lck-Cre Mause benutzt.

Cre-transgenes | Retrovirales Anzahl transplantiertes Hiervon
Knochenmark Konstrukt transplantierter | Gesamtknochenmark NPM-ALK
Mause exprimierendes
Knochenmark
LysM-Cre MSNAIE 4
GrzmB-Cre MSNAIE 8
CD4-Cre MSNAIE 11 300.000 - 600.000 40.000 -
100.000
Lck-Cre MSNAIE 9 400.000 - 500.000 40.000 -
100.000

Abb. 14) Ubersicht der MSNAIE-Transplantationsexperimente

4.6.1 Promotoranalysen der verwendeten Cre-Mause

Um die Promotoraktivitdit der unter Abb. 14) aufgefiihrten Cre-transgenen Mause
ausfuhrlich zu charakterisieren, wurde Knochenmark dieser Mause mit dem Kontrollvektor
MSE infiziert und anschlieBend in letal bestrahlte Mduse transplantiert. Die Rekombinase
Cre deletiert somit in dem Zellkompartiment die Stopkassette, in dem sie unter der Kontrolle

des jeweiligen Promotors exprimiert wird. Daraufhin kommt es zur Translation des
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Fluoreszenzmarker EGFP. Den transplantierten Tieren wurde wiederholt Blut abgenommen

und dieses durchflusszytometrisch untersucht (Abb. 15).

3 4
w -
C57/B6 wt
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EGFP .

Abb. 15) FACS-Analyse des peripheren Bluts von Mausen, die mit MSE infizierten KM-
Zellen verschiedener Spendermause transplantiert wurden

Nach der Erylyse wurde das Blut mit PE-markierten Antikdrpern gegen myeloide (CD11b), B-

(B220) und T-Zellen (Thy1.2) gefarbt und die PE- bzw. EGFP-Expression gemessen

In den Cre-negativen Kontrollmdusen C57/B6 kam es erwartungsgemaR zu keiner EGFP-
Expression in allen untersuchten Kompartimenten. Die LysM-Cre transplantierten Mause
zeigten naturgemaR ein deutliches EGFP-Signal in myeloiden, CD11b-positiven Zellen.
Bemerkenswerter Weise wiesen die GrzmB-Cre Mause auch in diesem Zelltyp eine EGFP-
Expression aus, obwohl davon auszugehen war, dass dieser Promotor ausschlieBlich in
zytotoxischen T-Zellen aktiv sein sollte. Daher ist anzunehmen, dass GranzymeB auch in
myeloiden Zellen exprimiert wird oder, dass die transgene GrzmB-Cre Maus einen teilweise
durchldssigen Promotor besitzt. Eine Analyse des CD4-Cre Promotors erzielte dhnliche
Resultate. Neben der EGFP-Expression in Thyl.2-positiven T-Zellen, konnte auch hier eine

geringe Population an griinen, CD11b-positiven Zellen detektiert werden.
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4.6.2 LysM-Cre transgene Knochenmarks-Spendermause

Bei diesen Mausen wird die Cre-Rekombinase vom LysM-Promotor exprimiert, der

ausschlieRlich in myeloiden Zellen aktiv ist **°

. Das LysM-Cre KM wurde retroviral mit dem
MSNAIE Vektor infiziert und damit letal bestrahlte Mause transplantiert. Die so generierten
Mause entwickelten eine schnelle und aggressive Erkrankung nach etwa zwei Monaten mit
einer 100% Penetranz (Abb. 16). Betroffen von der Erkrankung waren hauptsachlich die Milz,
das periphere Blut, als auch die Leber. Die Cre-negativen Kontrollmause, die mit MSNAIE
infiziertem Wildtyp-KM transplantiert wurden, zeigten keine Zeichen einer Krankheit

innerhalb eines Beobachtungszeitraums von acht Monaten. Ein deutlicher Hinweis, dass der

MSNAIE-Vektor auch in vivo die Expression des Onkogens aufgrund der Stopkassette

unterdriickt.

100 & a
e ol ‘ - C57Bl6 Mause (n=8)
OC. .
3 6 < |ysM-Cre Mause (n=4)
_8 404
-

20

C ! ™~ T ]

1 3 4 5 6 7 8

Monate nach Transplantation

Abb. 16) Kaplan-Meier Uberlebenskurve der Wildtyp bzw. LysM-Cre Miuse
Cre-negatives bzw. LysM-Cre KM wurde mit dem MSNAIE-Vektor infiziert und damit letal
bestrahlte Mduse transplantiert.

Die FACS-Analyse des peripheren Blutes (PB) lasst eine klare doppelpositive Population fir
CD11b und EGFP (Quadrant rechts oben) erkennen (Abb. 17). Dies zeigt den myeloiden
Charakter der Erkrankung. Das von der Krankheit betroffene myeloide Kompartiment
spiegelt die gerichtete Expression NPM-ALKs wieder, welches durch die Aktivitat der Cre-
Rekombinase, kontrolliert durch den LysM-Promotor, zur Deletion der Stopkassette und
somit zur Translation des Onkogens fuhrt. Somit wurde bestatigt, dass das MSNAIE-

Konstrukt auch in vivo funktionell ist, denn die gerichtete Expression von NPM-ALK in
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myeloiden Zellen fihrt zu einer myeloiden Erkrankung. Ein weiterer, wichtiger Rickschlul3
hieraus ist, dass NPM-ALK nicht zu einer Transdifferenzierung myeloischer Zellen fihrt und
daher die Ursprungszelle des grof3zellig anaplastischen Lymphoms wahrscheinlich keine Zelle

myeloiden Ursprungs ist.

P

-

PB
CD11b
Thy1.2

EGFP >

Abb. 17) FACS-Analyse des LysM-Cre Knochenmarks- / Transplantationsmodells
Peripheres Blut einer Maus, die mit MSNAIE infiziertem LysM-Cre KM transplantiert wurde
Die Proben wurden als Einzelzellsuspension mit PE-markierten Antikérpern gegen myeloide
Zellen (Cd11b), B-Zellen (B220) und T-Zellen (Thyl.2) gefarbt und die EGFP- und PE-
Expression analysiert.

4.6.3 GrzmB-Cre transgene Knochenmarks-Spendermause

Da ALCLs positiv fir GranzymeB (GrzmB) sind, welches normalerweise in zytotoxischen T-
Zellen exprimiert wird, wurde in einem weiteren Transplantationsexperiment eine transgene
GrzmB-Cre Maus als Knochenmarkspender verwendet **!, um diese Zellen anschlieRend mit
dem MSNAIE-Konstrukt retroviral zu infizieren und transplantieren. Es kam auch bei allen

Tieren zu einer Erkrankung mit einer Latenzzeit von etwa einem Monat (Abb. 18).

g -

30 4 - C57Bl6 Mause (n=8)

504 = GrzmB-Cre Mause (n=8)

Uberleben %

0-t 1 ' 1 | Y 1 !
0 1 2 3 4 5 - /

Monate nach Transplantation

Abb. 18) Kaplan-Meier Uberlebenskurve der Wildtyp bzw. GrzmB-Cre Miuse
Cre-negatives bzw. GrzmB-Cre KM wurde mit dem MSNAIE-Vektor infiziert und damit letal
bestrahlte Mause transplantiert.
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Betroffen waren alle hamatologisch wichtigen Organe, wie Milz, Knochenmark, Thymus,
Lymphknoten und Blut. Detaillierte FACS-Analysen ergaben einen gemischten myeloiden,
lymphoiden Phanotyp der Erkrankung (Abb. 19) mit ausgepragter NPM-ALK Expression
(EGFP-positive Population) in den T-Zellen des Thymus und des Lymphknotens, als auch den

myeloiden und weniger ausgepragt in den lymphatischen Kompartimenten der Milz und des

Knochenmarks.
CD11b B220 Thy1.2 CD4 CD8
0 w -
3 —
£ - -
>
-
'—
EGFP
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Abb. 19) FACS-Analyse des GrzmB-Cre Knochenmarks- / Transplantationsmodells

Repradsentative FACS-Analyse von Tumorgewebe entnommen aus einer Maus, die mit
MSNAIE-infiziertem GrzmB-Cre KM transplantiert wurde. Die Proben wurden als
Einzelzellsuspension mit PE-markierten Antikérpern gegen myeloide Zellen (CD11b), B-Zellen
(B220) und T-Zellen (Thyl.2, CD4, CD8, CD30) gefarbt und die EGFP- und PE- Expression
analysiert. LK = Lymphknoten; KM = Knochenmark

Jedoch steht dies nicht im Widerspruch zur Hypothese das NPM-ALK nicht zur
Transdifferenzierung flhrt. Sie wird dadurch bestarkt, dass der GrzmB-Promotor nicht nur in
lymphatischen Zellen, sondern auch in myeloiden Zellen aktiv ist, wie zuvor gezeigt wurde
(Abb. 15). Die gerichtete Expression von NPM-ALK in GrzmB-exprimierenden Zellen fihrt

daher zu einem gemischten myeloiden, lymphatischen Phanotyp.
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4.6.4 CDA4-Cre transgene Knochenmarks-Spendermause

Als Konsequenz hieraus wurde im ndchsten Transplantationsexperiment eine CD4-Cre

transgene Knochenmarksspendermaus verwendet

, die Cre im spdten T-Zellstadium
aktiviert. Die nach dem bereits bekannten Schema generierten Mause wurden innerhalb

einer Zeitspanne von etwa vier Monaten krank (Abb. 20).

100 &

80 - C57BI6 Mduse (n=8)

60 " CD4-Cre Méuse (n=11)

Uberleben %

Monate nach Transplantation

Abb. 20) Kaplan-Meier-Uberlebenskurve

Knochenmark verschiedener Mauslinien (Wildtyp und CD4-Cre) wurde mit dem MSNAIE
Konstrukt infiziert und damit letal bestrahlte Mause transplantiert. Mause, die Cre
exprimierten, starben an den angegebenen Zeitpunkten.

Alle Tiere zeigten einen Befall der hamatopoetischen Organe. Insbesondere kam es zu stark
vergroBerten Thymi und Lymphknoten. Die FACS-Analyse ergab einen vergleichbaren
Phanotyp, wie zuvor fir die GrzmB-Cre Mause beschrieben (Abb. 21). Eine Kombination aus
NPM-ALK positiven T-Zellen des Thymus und myeloiden bzw. lymphoiden Zellen der Milz
und des Knochenmarks. Allerdings konnte ebenso fiir die CD4-Cre transgenen Mause gezeigt

werden, dass der Promotor auch im myeloiden Kompartiment aktiv ist, was somit den

Phanotyp der transplantierten Mause erklart.
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Abb. 21) Representative durchflusszytometrische Untersuchung einer CD4-Cre

transplantierten Maus
Tumorgewebsproben wurden als Einzelzellsuspension mit PE-markierten Antikdrpern gegen
myeloide (CD11b, Grl), B- (B220) und T- Zellen (Thy1.2, CD30) gefarbt.

Immunohistochemische Analysen bestatigten die im Durchflusszytometer erhaltenen
Aussagen (Abb. 22). So zeigte sich eine maligne Zellinfiltration in der Milz, die positiv fir den

T-Zellmarker CD3 und Alk war und ein geringes Expressionslevel an CD30 aufwies.

o st > B R R KA SR TR ‘ AR B
Immunhistochemische Untersuchung der CD4-Cre transplantierten Mause
Milzgewebe von CD4-Cre transplantierten Mdusen wurde mit verschiedenen Antikdrpern
gefarbt. Farbungen von links: Heamtoxylin-eosin, CD3, ALK und CD30.
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4.6.5 Lck-Cre transgene Knochenmarks-Spendermause

Da die CD4-Cre transplantierten Mause auch keinen reinen T-Zell Phanotyp aufwiesen,

wurde in einem weiteren Transplantationsmodell eine Lck-Cre trangene Maus als KM-

133

Spender verwendet ~°. Cre wird hier in frihen T-Zellen exprimiert. Die so generierten

Mause erkrankten alle ausnahmslos nach ungefahr fiinf Monaten (Abb. 23).
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Abb. 23) Kaplan-Meier-Uberlebenskurve der Lck-Cre transplantierten Miuse

Knochenmark verschiedener Mauslinien (Wildtyp und Lck-Cre) wurde mit dem MSNAIE
Konstrukt infiziert und in letal bestrahlte Mause transplantiert. Mduse, die Cre exprimierten,
starben an den angegebenen Zeitpunkten.

Es wurde mit diesen Mausen ein Lymphom etabliert, welches einen systemischen Phanotyp
aufweist. Hierbei kam es zu einer malignen Infiltration von Knochenmark, Lymphknoten,
Thymi, Milz und Blut. Es handelt sich bei dieser Erkrankung also um kein Thymom
(ausschlieBliche Infiltration des Thymus), wie es bei der transgenen CD4-Promotormaus

1% sondern um ein Alkom (mehrere hiamatopoetischen Organe sind

beschrieben ist
betroffen), wie es bei der humanen ALCL zu finden ist. Diesmal zeigte die FACS-Analyse bei
allen Mausen einen reinen T-Zell Phanotyp. NPM-ALK Expression war in allen
hamatopoetisch wichtigen Organen detektierbar. Eine vernachldssigbare kleine myeloide
EGFP-positive Population befand sich in der Milz und im Knochenmark. Zudem konnte
nachgewiesen werden, dass das Tumorgewebe aller Mduse den Oberflachenrezeptor CD30

exprimiert, einen wichtigen Marker des grof3zelligen anaplastischen Lymphoms (Abb. 24).
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Abb. 24) Evaluation der MSNAIE infizierte Lck-Cre Mause

Neoplastische Gewebsproben wurden durchflusszytometrisch untersucht. Myeloide (CD11b,
Grl), B- (B220) und T- Zellen (Thy1.2, CD30) wurden indirekt Gber EGFP auf ihre NPM-ALK
Expression hin Gberpruft.

Die Generierung dieses durchflusszytometrisch- und immunohistochemisch- verwendbaren
CD30-Antikorpers wird in Kapitel 4.7 naher beschrieben.

Detaillierte Untersuchungen der malignen Zellen ergab, dass es sich zu einem grofRen Teil (30
— 80%) um doppelt negative (CD4- / CD8-) T-Zellen handelt. Diese Zellen wiederum sind
positiv fir den Marker CD44, aber negativ fir CD25 (Abb. 25). Daraus ist zu schlieen, dass
es sich um sehr frilhe T-Zellen handelt, die sich auf dem Weg vom Knochenmark in den
Thymus befinden. Es finden sich jedoch wenig ausgereifte, einzelpositive Zellen (CD4+ oder

CD8+), so dass NPM/ALK womaglich zu einer Blockierung in der Differenzierung dieser Zellen

fahrt.
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Abb. 25) Genauere Charakterisierung der malignen Zellen im Thymus

Einzelzellsupensionen des Thymus wurden durchflusszytometrisch analysiert. Hierbei
wurden zur genaueren Bestimmung des T-Zellreifestadiums die Antikérper CD4, CD8, CD25
und CD44 verwendet. Die doppeltnegativen Zellen (CD4- / CD8-) waren zudem CD44+ und
CD25-. Es handelt sich hierbei um eine multipotente Population an T-lymphoiden
Progenitoren, die bereits das Knochenmark verlassen haben, um im Thymus weiter
auszureifen.

Bestatigt wurde die hohe CD30-Expression auch immunohistochemisch (Abb. 26). In den
Farbungen zeigte sich eine hohe Anzahl an CD30-positiven neoplastischen Milzzellen,
wohingegen die Kontrollen weitestgehend negativ fiir CD30 sind. Die ALK-Farbung zeigt in
den erkrankten Lck-Cre Madusen ein charakteristisches nukledres und zytoplasmatisches
Expressionsmuster, da dass NPM-ALK Fusionsprotein in der Lage ist als Heterodimer mit
endogenem NPM in den Nukleus zu transferieren. Der T-Zellmarker CD3 spiegelt den T-Zell-
Phanotyp der ALCL wieder und veranschaulicht, dass der Grof3teil der Tumorzellen T-Zell-
Ursprung haben. Morphologisch erkennt man mittelgroBe pleomorphe Zellen, was haufig

bei der Entitat der ALCL zu finden ist.
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CD3 ALK CD30

Abb. 26) Immunohistochemische Untersuchung der MSNAIE infizierten Mause

Die mit MSNAIE infizierten KM-Zellen (oben: Lck-Cre; unten: Wildtyp) transplantietren
Mause wurden immunohistochemisch analysiert. HE: Hematoxylin-Eosin; CD3/CD30: T-Zell-
Marker; ALK: Anaplastische Lymphoma Kinase

Immunfluoreszenzuntersuchungen bestatigen die zuvor gewonnenen Ergebnisse (Abb. 27).
In der oberen Bildreihe zeigt sich, dass nur die T-Zellen (griin) positiv fir ALK (rot) und somit
der Tyrosinkinase sind. Die Farbung des Zellkerns mit DAPI (blau) verdeutlicht die nukledre
bzw. zytoplasmatische Verteilung von NPM-ALK. In der unteren Bildreihe wird deutlich, dass

der charakteristische Marker einer ALCL, der Oberflachenrezeptor CD30 in ALK-positiven

Zellen koexprimiert wird.

ALK
DAPI

D3
AL
DAPI

Abb. 27) Immunfluoreszensbilder von MSNAIE infizierten und transplantierten Lck-
Cre Knochenmark

Analyse der Verteilung von CD3 (griin; obere Reihe), CD30 (griin; untere Reihe), ALK (rot)

und DAPI (blau). Ubereinanderlegung (rechts aufRen).

Somit ist es wahrscheinlich, dass die Translokation von NPM-ALK zur Expression von CD30

flhrt und nicht umgekehrt CD30-positive Zellen den Ursprung der NPM-ALK Translokation
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bilden. Des weiteren lassen die bisherigen Ergebnisse den Riickschluss zu, dass die
Translokation des Onkogens in einer T-Zelle stattfinden muss, da die Expression von NPM-
ALK in einer T-Zell-Linie zu einem T-lymphoiden Phanotyp fihrt.

Weitere Untersuchungen zeigten eine deutliche Splenomegalie der MSNAIE-infizierten Lck-
Cre bzw. CD4-Cre KM transplantierten Mduse im Vergleich zu den Kontrollmdusen. Mit
durchschnittlichen Milzgewichten von etwa 260 mg bei den Lck-Cre und circa 380 mg bei
den CD4-Cre transplantierten und damit signifikant hoher als die Kontrollen mit ungefahr 80

mg (Abb. 28).
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Abb. 28) Vergleiche der Milzgewichte

Die Milzgewichte der Lck-Cre- (n=9), CD4-Cre- (n=11) und Wildtyp (n=8)-Mdause wurden
miteinander verglichen. Statistische Signifikanz wurde mittels Studentischen T-Test
festgestellt.

Auch weitere Organe der Lck-Cre Mause zeigten enorme VergroRBerungen im Gegensatz zu
den Kontrolltieren. In Abb. 29) ist im oberen Bild ein Thymus einer mit MSNAIE-infizierten
Lck-Cre Knochenmark transplantierten, Maus dargestellt mit einem Durchmesser von etwa
1,5 cm. Im Bild darunter ist ein normal entwickelter Thymus einer Kontrollmaus dargestellt,

der deutlich kleiner ausfallt. Neben dem Thymus dieser Tiere waren auch die Lymphknoten

stark vergroRert (Abb. 29). Die vergroRRerten, lymphatischen Organe sind ein eindeutiges
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Zeichen fir eine starke Lymphomentwicklung und typisch fiir die ALCL.

a.)

Abb. 29) Lymphatische Organe der Lck-Cre transplantierten Mause

a.) Bild oben: Der Thymus einer mit Lck-Cre transplantierten, MSNAIE-infizierten Maus
Bild unten: Im Vergleich der Thymus einer Wildtyp-Maus
Maleinheit entspricht 1 cm

b.) Bild links: VergroRerte inguinale Lymphknoten
Bild rechts: VergrofRerter Thymus

In einem weiteren Experiment wurden maligne Milzzellen von primar erkrankten Mausen in
subletal bestrahlte Wildtyp-Mause seriell transplantiert (Abb. 30). Die Tiere erkrankten in
einem Zeitraum von 1 — 2 Monaten, also wesentlich friher als die primar transplantierten
Mause. Phdnotypisch wiesen sie eine Infiltration aller hamatopoetischen Organe mit
transformierten T-Zellen auf und entsprachen somit dem Erscheinungsbild der primar
transplantierten Tiere. Die stark reduzierte Latenz bei der seriellen Transplantation spricht
fiir eine Anreicherung der Zellen, die fiir eine Induzierung der Krankheit verantwortlich sind.
Da in einem zweiten Versuch bei dem nur halb so viele Milzzellen transplantiert wurden, nur
die Halfte der Mause erkrankten, ist davon auszugehen, dass die Frequenz der potentiell

Lymphome-initiierenden Zellen sehr gering ist.
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Abb. 30) Uberlebenskurve der seriell transplantierten Miuse

5x 10° EGFP-positive Tumorzellen aus der Milz wurden in subletal bestrahlte Wildtyp-Mause
transplantiert.

Zusammengenommen zeigen die Ergebnisse eindeutig, dass die hamatopoetische Linie in
welcher ein Onkogen exprimiert wird, von grofSter Bedeutung fir den malignen Phanotyp ist.
Des weiteren wurde zum ersten Mal ein murines Modell entwickelt, welches die wichtigsten
Charakteristika des groRzellig anaplastischen Lymphoms wiederspiegelt. Zudem zeigt das
Lck-Cre Mausmodell, dass die Ursprungszelle der NPM-ALK Translokation eine friihe T-Zelle
sein kdnnte. Das beschriebene Modell reprasentiert ein vielfaltiges Werkzeug, um die NPM-
ALK Signalwege in vivo besser zu studieren. Mithilfe dieser Methode kann jedes Gen schnell
in einer definierten Linie oder Entwicklungsstadium exprimiert werden. Daher kénnen auch

subtile Phdanotypen der in vivo Untersuchung zugefihrt werden.
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4.7 Exkurs: Generierung eines murinen, polyklonalen CD30-Antikérpers

Da die kommerziell erhaltlichen murinen CD30-Antikérper keine ausreichende Detektion des
CD30-Proteins im FACS erlauben und dies womaoglich einer der Griinde sein kénnte, weshalb
es bislang kein CD30-positives ALCL-Mausmodell gibt, wurde im Rahmen dieser Doktorarbeit

ein muriner, polyklonaler CD30-Antikorper generiert.
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Abb. 31) Schematische Darstellung des humanen und murinen CD30 Proteins

Schwarz unterlegt sind hierbei die extrazellularen Domanen des humanen (1A-3A / 1B-3B)
und murinen (1A-3A / 1B / 3B) CD30 Proteins. Bowen et al., 1996, Immunology

Vergleicht man die extrazellulare Domane des humanen und murinen CD30-Proteins (Abb.
31) so stellt man eine groRe Ahnlichkeit fest. Die humane Doméine besteht aus zwei Cystein-
reichen Segmenten (1A-3A / 1B-3B). Auch das murine Protein besitzt ein Cystein-reiches
Segment (1A-3A), dem zweiten Segment fehlt jedoch das humane Analog 2B komplett, als
auch kleinere Regionen von 1B und 3B (Abb. 32). Dennoch sind die extrazelluldaren Domanen

beider Spezies zu 55% identisch.
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Abb. 32) Vergleich der humanen und murinen CD30 Proteinsequenzen

Das Leader-Peptid, welches das CD30-Protein zur Zelloberflache fuhrt, ist doppelt
unterstrichen. Die Transmembrandomane ist dick unterstrichen. Die Boxen umspannen die
beiden Cysteinreichen Segmente. Bowen et al., 1996, Immunology

Da der selbst hergestellte Antikdrper hauptsachlich fiir FACS-Analysen eingesetzt werden
soll, wurde die extrazelluldre Domane des murinen CD30-Gens als Epitop zur Immunisierung

ausgewahlt. Hierzu wurde die komplette extrazellulare Domane (AS 18 — 281) abziglich des

Leader-Peptids in einen GST-Vektor (pGex-4T 3) kloniert, in Bakterien exprimiert und mit
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Abb. 33) Charakterisierung des polyklonalen CD30-Antikorpers

Der Antikdrper wurde durchflusszytometrisch in verschiedenen murinen Zelllinien getestet
(BaF3, BaF3 MSCV-CD30, BaF3 MSCV-NPM/ALK und YAC-1). Zur Kontrolle der Ergebnisse
diente eine Real-Time PCR Analyse der CD30-Level. Rot=ungefarbt; Blau=PE-gefarbt;
Grin=CD30-gefarbt; Gelb=Preimmun-Serum- und PE-gefarbt; Tlirkis=CD30- und PE-gefarbt

Hilfe des GST-Tags aufgereinigt. Das so erhaltene GST-Fusionsprotein ist 55 kDa groR. 2,5 ml

an Sepharose gebundenes GST-CD30 Protein mit einer Konzentration von 0,5 ug / ul wurden
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an die Firma Davids Biotechnologie versendet. Zwei Kaninchen wurden dreimalig mit 100 ug
immunisiert. Das Serum der Tiere wurde zur weiteren Charakterisierung im FACS analysiert.
Hierzu wurde der im Serum befindliche Antikorper verdiinnt und an verschiedenen murinen
Zelllinien ausgetestet. Die Detektion des primdaren CD30-Antikdrpers erfolgte durch die
Zugabe eines sekundaren PE-gekoppelten Zweitantikorpers (Abb. 33). Die murine, CD30-
negative Pre-B-Zelllinie Ba/F3 zeigte keine Interaktion des CD30-Antikorpers, erkennbar an
der ausbleibenden Rechtsverschiebung nach CD30- und PE-Farbung (Abb. 33, oben links,
turkise Linie). Als in dieser Linie CD30 mittels eines retroviralen Konstruktes (MSCV-CD30)
Uberexprimiert wurde, zeigte sich ein deutlicher Shift (Abb. 33, oben rechts, tirkise Linie)
und beweist die Sensitivitdt des generierten Antikérpers gegeniiber dem extrazellularen
CD30-Epitop. In Ba/F3-Zellen, in denen das Onkogen NPM/ALK exprimiert wird, was zu
einem leichten Anstieg der CD30-Expression fiihrt (siehe Real-Time-PCR Analyse Abb. 33
unten) konnte jedoch nur eine leichte Rechtsverschiebung bemerkt werden (Abb.33, Mitte
links). YAC-1, eine Zelllinie, die CD30 endogen exprimiert, wurde ebenfalls
durchflusszytometrisch getestet (Abb.33, Mitte rechts). Auch hier detektierte der CD30-
Antikorper erfolgreich den Rezeptor. Eine Real-Time-PCR Analyse der CD30-Expression in
den getesteten Linien zeigt deutlich, dass der CD30-Antikérper das CD30-Protein in einer
dosisabhangigen Art nachweist (Abb. 33), unten). Von den oben erwahnten Zellen wurden
Lysate gewonnen, um diese im Western Blot weiter zu untersuchen. Jedoch zeigte der CD30-
Antikorper hierbei ein unspezifisches Bandenmuster und kann daher nicht fiir Western Blot
Analysen verwendet werden. Immunohistochemisch kann der Antikérper CD30 sehr gut

detektieren, wie bereits gezeigt wurde.

4.8 SC71710 - ein neuer, spezifischer ALK-Inhibitor

Mit Hilfe des oben beschriebenen Ansatzes wurde ein Mausmodell des ALCL etabliert, das
die menschliche Erkrankung nachzeichnet. Dies ist fir ein genaueres Verstandnis der
Entstehung des ALCL als auch zur Erprobung neuer therapeutischer Substanzen von groRer
Bedeutung.

Die onkogene Tyrosinkinase NPM-ALK spielt bei der Entstehung und Aufrechterhaltung des
ALCL eine bedeutende Rolle. Daher sind Ansdtze spezifische ALCL Tyrosinkinaseinhibitoren
bei dieser Erkrankung einzusetzen sehr vielversprechend. Sogenannte "Lead Compounds"

sollen vor dem klinischen Einsatz in vitro und in vivo auf lhre Wirksamkeit beim ALCL
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getestet werden. In mehreren Untersuchungen wurden bereits ALK-Inhibitoren erprobt,
jedoch wurden sie nicht zu weiteren klinischen Studien zugelassen "33*1%*,

Unser Labor hat eine sehr aktive, langjahrig bestehende Kooperation mit der Firma 4SC aus
Martinsried. In einem gemeinsam geplanten Projekt wurden Tyrosinkinaseinhibitoren
synthetisiert und in vitro auf lhre Spezifizat geprift. Aus dieser Zusammenarbeit entstand

der Alk-spezifische Tyrosinkinaseinhibitor SC71710.

4.8.1 SC71710 inhibiert die Kinaseaktivitat und Proliferation ALK-positiver Zellen

Parentale, murine Ba/F3-Zellen wurden retroviral mit dem dem Onkogen NPM-ALK infiziert
(BaF/3 MIG NPM-ALK) und anschlieRend mit verschiedenen Konzentrationen des Inhibitors
inkubiert. Im Western Blot zeigte sich eine deutliche Abnahme des phosphorylierten ALK-
Proteins in Abhdngigkeit der steigenden Konzentration des Inhibitors (Abb. 34). Der Wert,
bei dem der Phosphorylierungsstatus von ALK die Halfte des Ausgangswertes erreicht, der
sog. IC50-Wert, liegt im Bereich von etwa 300 nM. Die Level des ALK-Proteins blieben

hingegen weitestgehend unverandert.

» & $C71710

Phospho- NPM-ALK

e ———————— e B - Actin

Abb. 34) Spezifische Inhibierung von Phospho-ALK in Abhangigkeit der Konzentration
Parentale, murine BaF/3-Zellen wurden retroviral mit dem Onkogen NPM-ALK infiziert.
AnschlieBend wurden je 2x10° Zellen fiir 4 Stunden mit verschiedenen Konzentrationen des
Inhibitors inkubiert, lysiert und mit Antikdrpern gegen Phospho-ALK, ALK und RB-Aktin
geblottet.

In einem weiteren Versuch wurde der Einfluss des Inhibitors auf die Proliferation von
parentalen BaF/3 und BaF/3 MIG NPM-ALK Zellen getestet (Abb. 35)). SC71710 hatte auf die
parentalen BaF/3 Zellen, die kein ALK exprimieren, keinen Effekt auf das Zellwachstum bis zu
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einer gemessenen Konzentration von 10 uM. Bei den Alk-abhangigen BaF/3 MIG NPM/ALK
Zellen hingegen wurde die Proliferation bei einer Konzentration von 1,25 uM inhibiert. Der
IC50-Wert, also der Wert bei das Wachstum zu 50% reduziert ist, betragt etwa 340 nM. Da
der biochemische und zelluldre IC50-Wert im gleichen Bereich liegen, lasst sich riickfolgern,
dass der Wirkstoff gut membrangangig ist. Der Kinaseinhibitor wirkt zudem sehr spezifisch,

da er die Kontrollzellen bis zu einer Konzentration von 10 uM nicht in ihrem Wachstum

unterdriickt.
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Abb. 35) Proliferation ALK-negativer bzw. ALK-positiver BaF/3 Zellen
Parentale Ba/F3 Zellen und NPM-ALK exprimierende Ba/F3 Zellen wurden mit verschiedenen
Konzentrationen von SC71710 behandelt und die Proliferation der Zellen nach 48 Stunden

gemessen.

Um die Effektivitdt von SC-71710 gegenliber humanen Lymphomzelllinien zu untersuchen,
wurden die Alk-positiven humanen ALCL Zellen Karpas299, SU-DHL1 und JB6 verwendet, die
eine t(2;5) Translokation aufweisen (Abb. 36). Die Zellen wurden steigenden
Konzentrationen des Inhibitors fir 6h ausgesetzt und anschlieend durch Western Blotting
der Phosphorylierungszustand des Onkogens analysiert. Dies gibt Aufschlull Uber die
Kinaseaktivitat des Proteins. Alle verwendeten ALK-positiven Zelllinien zeigten einen 1C50-
Wert von unter 250nM. Bei den SU-DHL1 Zellen kam es allerdings zu einer Abnahme der

endogenen NPM-ALK Proteinlevel.
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Auswirkungen des Inhibitors auf die Kinaseaktivitat ALK-positiver Zelllinien

SC-71710 reduziert die Kinaseaktivitat NPM/ALKs in den ALCL-Linien Karpas299, SU-DHL1

und JB6 in Abhdngigkeit der Konzentration.
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Auch humane Zelllinien wurden in einem Proliferationsassay genauer auf die inhibitorische
Wirkung von SC71710 hin untersucht (Abb. 37). Die ALK-positiven Zelllinien JB6, Sudhl-1 und

Karpas299, als auch die humane ALK-negative Hodgkin-Zelllinie HDLM-2 wurden analysiert.
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Abb. 37) Proliferation ALK-negativer bzw. ALK-positiver primdrer Zelllinien

Primdre Zelllinien wurden mit steigenden Konzentrationen des ALK-Inhibitors SC71710
behandelt und die Proliferation nach 48 Stunden gemessen.

Die Kontrollzelllinie HDLM-2 wurde selbst bei einer maximalen Konzentration von 10 uM
nicht gravierend in ihrer Proliferation eingeschrankt. Ein Beweis fiir die Spezifitat des ALK-
Inhibitors. Die Alk-positiven Zelllinien wurden in ihrem Wachstum gehemmt, mit 1C50-
Werten von ungefahr 160 nM. Die vorliegenden in vitro-Daten gaben Anlass, den Inhibitor in

murinen Lymphommodellen zu testen.

4.8.2 SC71710 zur Behandlung muriner ALK-positiver Mausmodelle

In einem Xenograft Mausmodell wurden immundefizienten SCID beige Mausen 10x10/° ALK-
positive Karpas299 Zellen subkutan injiziert. Ab einem messbaren Tumorvolumen von 100
mm?® wurde den Mausen entweder eine Placebolésung oder der SC71710 Inhibitor
intravends appliziert (veranschaulicht durch Pfeile; 4 Mause pro Gruppe; Abb. 38). Bei einem
Tumorvolumen von (iber 1000 mm”® wurden die Méause euthanasiert. Es zeigte sich aber
kein Unterschied in der GroRe des Tumors zwischen Inhibitor behandelten bzw.

unbehandelten Tieren.
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Abb. 38) ALK-positives Xenograft-Mausmodell
SCID beige Mause wurden 10x107° Karpas299 Zellen s.c. injiziert und anschlieBend i.v. mit
Placebo oder dem Tyrosinkinaseinhibitor (32mg/kg Kérpergewicht) behandelt.

In einem syngenen Transplantationsmodell wurden Balb/c Mause subletal bestrahlt und

10.000 Ba/F3 par. bzw. Ba/F3 Mig NPM-ALK Zellen i.v. injiziert. Die Gruppen waren wie folgt

angeordnet:

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3
Zellen Ba/F3 Ba/F3 Mig NPM-ALK Ba/F3 Mig NPM-ALK
Behandlung Inhibitor 4SC Placebo Inhibitor 4SC

Da keine Daten zur Dosierung und Applizierung des Inhibitors vorlagen, war die
Vorgehensweise der Verabreichung, dass den Madausen ab dem 4.Tag 32 mg/kg
Korpergewicht Inhibitor / Placebo i.v. verabreicht wurden. Dies in einem 3 Tage
Behandlungs-, 2 Tage Pauserhythmus. Dabei wurde der Allgemeinzustand bzw. das Gewicht
der Mause kontrolliert. Fiel das Gewicht unter 20 % des Ausgangswertes oder
verschlechterte sich der Allgemeinzustand der Mause, wurde die Verabreichung
unterbrochen. In Abb. 39) ist ein solcher Gewichtsverlauf abgebildet. An Tag 13 wurde die

Verabreichung des Inhibitors eingestellt, da die Mause unter 20 % ihres Ausgangsgewichts
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fielen. Doch wie anhand der Kurven zu erkennen ist (beide Gruppen wurden mit dem

Inhibitor behandelt), war dieser Effekt innerhalb einer Woche reversibel.
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Gewichtsverlauf behandelter bzw. unbehandelter Balb/c-Mause

Das Gewicht aller drei Gruppen wurde taglich kontrolliert. Viel das Gewicht der 4SC-
behandelten Mause (griine bzw. rote Kurve) unter 25% bzw. verschlechterte sich der
Allgemeinzustand, wurde die Verabreichung des Inhibitors eingestellt.

Am 20. Behandlungstag wurden die Mause aller drei Gruppen euthanasiert. Es ergab sich,

dass das durchschnittliche Milzgewicht der NPM-ALK transplantierten und mit 4SC-

behandelten Mausen signifikant geringer war im Vergleich zu den Placebo behandelten

Mausen mit 399 zu 623 mg (Abb. 40).
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Milzgewicht in mg

4sC Placebo BaF3
Abb. 40) Durchschnittliche Milzgewichte der drei analysierten Gruppen
Der Mittelwert des Milzgewichtes aller drei Gruppen wurde miteinander verglichen. Die 4SC
behandelten NPM-ALK positiven Mause hatten ein signifikant reduziertes Milzgewicht im
Vergleich zu Placebo behandelten NPM-ALK positiven Mausen (t-test: p<0,05)
Des weiteren wurde die CD45-positive Population der Milzellen, also die hamatopoetischen
Zellen, genauer auf ihre EGFP-Expression hin untersucht, was einen Riickschluss auf die
NPM-ALK Expression zuldsst, da beide Proteine U(ber eine IRES-Sequenz koexprimiert
werden. Hierbei zeigte sich, dass die 4SC-behandelten Maduse mit einem Mittelwert von 23,2
% eine signifikant geringere EGFP-Expression aufwiesen als die Placebo-behandelten Mause
mit 67,7 % ((p<0,5) (Abb. 41) und somit einen geringeren Teil an Alk-positiven Zellen.
Zusammengefasst kann gesagt werden, dass der Tyrosinkinaseinhibitor SC71710 in vitro eine
sehr hohe Spezifitat gegeniber dem Onkoprotein NPM/ALK aufweist und in der Lage ist, das
Wachstum ALK-positiver Zellen zu inhibieren. In vivo zeigte der Inhibitor nicht in allen
Tiermodellen eine Wirksamkeit und konnte das Uberleben erkrankter Tiere nicht verlingern.
Es ist davon auszugehen, dass die Bioverfiigbarkeit von SC71710 in Mdusen sehr gering ist,
so dass sich kein ausreichender Serumspiegel aufbauen kann, um das Lymphomwachstum

soweit zu reduzieren, dass sich ein Uberlebensvorteil ergeben kénnte.
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Abb. 41) Durchflusszytometrische Untersuchung der 4SC - bzw. Placebo -

behandelten Mause
Die Einzelzellsuspension von Milzzellen der 4SC - bzw. Placebo - behandelten Mause wurde
durchflusszytometrisch auf ihre EGFP-Expression hin untersucht.
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5 Diskussion

Kinasen als Bestandteile von Signaltransduktionskaskaden spielen beim kontrollierten
Wachstum von Zellen eine entscheidende Rolle. Dies gilt im besonderen Malie fir
Rezeptortyrosinkinasen im  Hinblick auf die Hamatopoese. Gehen hierbei
Sicherheitsmechanismen verloren, die zur konstitutiven Aktivierung solcher Kinasen fiihren
kommt es zu einer Fehlregluation der Signaltransduktion. Dies kann im schlimmsten Fall zu
vermehrter Zellteilung, Unterbrechung der Differenzierung der Zellen und somit zu einer

malignen hamatologischen Erkrankung fihren 2%’

. Um Leukdmien und Lymphome gezielt
therapieren zu kdnnen sind prdklinische Forschungen von enormer Wichtigkeit. Hierzu
dienen sowohl das Zell- als auch exakte, die menschliche Erkrankung abbildende
Mausmodelle, um die ursachlichen Onkogene im Hinblick auf deren transformierende
Eigenschaften und Auswirkungen untersuchen zu kénnen und anhand dieses Modells

anschliefend selektive Inhibitoren gegen deregulierten Proteine zu entwickeln und zu

erproben.

5.1 Das groRzellig anaplastischen Lymphom (ALCL) im Mausmodell

Seit der Identifizierung des Fusionsproteins NPM-ALK °®

und seiner Rolle als onkogene
Tyrosinkinase die flir die Pathogenese der ALCL von entscheidender Bedeutung zu sein
scheint, wird versucht ein murines Tiermodell zu etablieren, welches dem humanen ALK-
positiven Lymphom entspricht. Bereits kurz nach der Entdeckung von NPM-ALK wurde ein

193 Hierbei wurde murines

erstes murines NPM-ALK Lymphommodell beschrieben
Knochenmark mit dem Onkogen NPM-ALK retroviral infiziert und anschlieend intravends in
letal bestrahlte Mause transplantiert. Aufgrund des geringen viralen Titers und demzufolge
niedrigen Transduktionseffizienz entwickelten vier von sechs Tieren erst nach etwa 14 — 23
Wochen eine plasmazytoide B-Zellen Erkrankung. Die resultierenden Tumore zeigten B-Zell
Rearrangements und waren mono- bzw. oligoklonal. Dadurch konnte gezeigt werden, dass
NPM-ALK fur die Tumorentstehung wichtig, die so beschriebene Durchfiihrung des
Experiments aber nicht ausreichend ist, um einen ALCL-typischen, CD30 positiven T-Zell-
Phanotyp zu etablieren. Der Grund hierfiir kdnnte sein, dass das Onkogen nicht zellspezifisch

genligend exprimiert wurde, da bei diesem Ansatz Gesamtknochenmark infiziert wurde.

103



Diskussion 104

Daher ist anzunehmen, dass die im Knochenmark in groBer Zahl vorkommenden B-Zellen die
eigentliche Ursprungszelle der ALCL Uberwachsen haben und sich dadurch ein B-
Zellphdnotyp entwickelt hat. Es kann zudem nicht ausgeschlossen werden, dass die
Lymphome-initiierten Zellen der ALCL erst noch weitere Mutationen anreichern, um zu
transformieren, wie es bei der akuten, myeloischen Leukdamie diskutiert wird 138-140 (Second-
Hit-Hypothese). Diesem langwierigen Prozess der Akkumulation stehen die relativ kurzen
Latenzzeiten gegeniiber, so das die Tiere erkranken, bevor sich die ALCL-induzierenden
Zellen angereichert haben.

Ein weiteres Tierversuchsmodell verwendete IL-9 transgene Spendermause 104, Einige IL-9
transgene Mause entwickeln spontan neoplastische Infiltrate des Thymus. Durch die virale
Infektion dieses KM mit NPM-ALK erhoffte man sich daher Alkome (ALK-positive Lymphome)
mit T-Zell Ursprung. Es zeigte sich zwar, dass durch das transduzierte NPM-ALK der Anteil an
thymischen Lymphomen stieg, jedoch waren diese Lymphome meist plasmazytoiden /
plasmablastischen Ursprungs und wiesen weder T-, noch B- Oberflaichenmarker auf.

Auch transgene Mausmodelle wurden verwendet, um eine ALCL-typische murine Erkrankung
zu generieren. So wurde z.B. NPM-ALK unter die Kontrolle eines minimalen CD4-Promotors
141 gesetzt und auf Balb/c bzw. C57bl6 Mé&use zuriickgekreuzt '°. Eine dieser so erzeugten
Mauslinie entwickelte plasmazytoide B-Zell Lymphome, die zudem positiv fir den
Oberflachenrezeptor CD138 waren, dhnlich den zuvor beschriebenen retroviralen Infektions-
/ Transplantationsmodellen. Ein weiterer Mausstamm hingegen brachte neoplastische
Thymi mit einer Latenz von etwa 18 Wochen hervor. Diese Tumore waren T-Zellspezifisch
und zeigten T-Zellrezeptor Rearrangements. Die Expression spezifischer T-Zell-Marker war
jedoch unterschiedlich. In dieser Arbeit wird zwar die Expression des ALCL-Markers CD30 auf
den Lymphomen erwahnt, jedoch nicht gezeigt und ist daher fraglich. AulRerdem
entwickelten die Tiere kein systemisches Lymphom, sondern ein Thymom. Dies kdnnte
daran liegen, dass die CD4-positiven Zellen, die das Onkogen exprimieren, hauptsachlich im
Thymus und dem Blut zu finden sind. Dennoch zeigt dieses Modell als erstes, dass die
linienspezifische Expression von NPM-ALK die Fahigkeit besitzt, Lymphome des T-Zell
Ursprungs zu induzieren.

In einem weiteren transgenen Mausmodell wurde NPM-ALK unter die Kontrolle des vav-

6

Promotors gestellt, welcher in allen friilhen hdmatopoetischen Linien aktiv ist 196 " Bei den

hieraus resultierenden neun Mauslinien gingen zwei Stamme hervor, die Lymphome
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entwickelten. Ein Stamm zeigte erneut plasmazytoide Merkmale adhnlich den bereits
erwdhnten Erkrankungen mit Latenzzeiten von drei bis sechs Monaten. Ein weiterer bildete
nur in etwa 10 % der Fdlle Lymphome aus, die ebenfalls B-Zellmarker und zum Teil auch
CD30 exprimierten. Die phanotypische Verteilung kann dadurch erklart werden, dass der
vav-Promotor in allen hamatopoetischen Zellen aktiv ist und sich dadurch sowohl B-, als
auch T-Zelllymphome entwickeln kénnen.

Auch Xenograft Modelle wurden angewandt, um ein moglichst genaues Abbild der humanen
ALCL im murinen System zu etablieren. Hierbei wurden sowohl humane ALCL Zelllinien 142,
als auch priméares Patientenmaterial *® in immundefiziente M&use injiziert. Die daraus
resultierenden Lymphome entsprachen dadurch der Primarerkrankung. Die Behandlung mit
anti-CD30 spezifischen Antikdrpern inhibierte das Tumorwachstum signifikant und legt
daher die Bedeutung des Oberflichenmarkers CD30 bei dieser Erkrankung nahe '*.

Ziel der Arbeit war es nun, das Onkogen NPM/ALK linien- und differenzierungsspezifsch zu
exprimieren, um dadurch die Ursprungszelle der ALCL zu transformieren, was zur
Entwicklung eines sytemischen Lymphoms (Alkom) fiihren sollte. Durch die Einfihrung eines
retroviralen Vektors, dessen Stopkassette von loxP-Seiten flankiert ist, die durch das Enzym
Cre Rekombinase erkannt und deletiert werden kann, kdnnen Gene in vitro und in vivo
zeitsparend und gezielt linienspezifisch exprimiert werden (Abb. 8). Der Vektor wurde in
vitro ausgiebig auf seine einwandfreie Funktion hin untersucht. Es zeigte sich, dass das RFP-
kodierende Konstrukt in der Lage war, die Translation von Genen die der Stopkassette
nachgeschaltet waren, erfolgreich zu unterbrechen. Durch die Expression von Cre in
Gegenwart des Stopkonstrukts, konnte die loxP flankierte Stopkassette deletiert und
nachgeschaltete Gene exprimiert werden. Die translationale Terminierung funktionierte
aber nur mit dem Stopkonstrukt, welches den Fluoreszenzmarker RFP enthielt. Daraus lasst
sich ableiten, dass die drei translationalen Stops in der Kassette nicht allein ausreichend
sind, um die Translation zu inhibieren. In der Literatur finden sich Hinweise, dass die Faltung
der RFP mRNA sich negativ auf deren Expression auswirkt ****’. Durch die Ausbildung
sogenannter hairpin- Strukturen der RFP mRNA wird die Translation friihzeitig abgebrochen.
Daher ist anzunehmen, dass die inhibitorische Sekundarstruktur der RFP mRNA mit
ausschlaggebend fiir den Abbruch der Translation und dadurch der nachgeschalteten Gene
ist. Dies wirde die Undurchldssigkeit der Stopkassette und die fehlende RFP-Expression in

Abwesenheit der Cre-Rekombinase erklaren.
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Der Stopvektor wurde dann in vivo getestet, um die phanotypischen Auswirkungen der
linien- und differenzierungsspezifisch Translation von NPM/ALK zu untersuchen.
Knochenmark von Mausen, die Cre unter verschiedenen linienspezifischen Promotoren
exprimieren, wurden mit dem Konstrukt infiziert. Zur Kontrolle wurde wildtypisches
Knochenmark, welches kein Cre exprimiert, infiziert und transplantiert. Diese Mause
entwickelten keine Anzeichen einer Erkrankung in einem Beobachtungszeitraum von bis zu
acht Monaten, was ein Indiz fur die Undurchlassigkeit des Stop-NPM/ALK Vektors (MSNAIE)
in vivo ist. Ganz im Gegensatz zu dem Cre-exprimierenden Knochenmark, welches immer
eine Erkrankung induzierte. So erkrankten Mause, die mit MSNAIE infiziertem Lysm-Cre
Knochenmark transplantiert wurden innerhalb eines Monats. Granzyme B-Cre
transplantierte Mause lebten etwa zwei Monate. CD4-Cre bzw. Lck-Cre infizierte und
transplantierte Mduse erkrankten in einem Zeitraum von drei bzw. finf Monaten. Dies
unterstreicht das starke Potential von NPM/ALK zur Transformation und die Fahigkeit in vivo
eine Erkrankung zu induzieren. Retrovirale Insertionsmutagenese Analysen der erkrankten
Tiere werden zeigen, ob weitere Faktoren zur Erkrankung beigetragen haben (sog. Second
hit — Hypothese) ’®. Dies kénnte namlich eine Erklarung fir die unterschiedlichen
Latenzzeiten in den verschiedenen Modellen sein. So kénnten sich in den LysM-Cre Mausen
im Vergleich zu den Lck-Cre Mauen weitere Mutationen friher akkumuliert haben, was
demzufolge zu einer rasanteren Erkrankung fuhrt. Ein weiterer Grund kdnnte aber auch die
unterschiedliche Anzahl der einzelnen Zelltypen im Knochenmark der Maus sein. Myeloide
Vorlduferzellen liegen zu etwa 70% vor, wahrend lymphoide Progenitoren einen Anteil von
circa 30% ausmachen (Lee, A. (1999) Wintrobe's Hematology, Lippincott, p. 23-25). Dadurch
konnen deutlich mehr myeloide Zellen infiziert werden und somit eine schnellere

Erkrankung hervorrufen.

5.2 NPM-ALK fiihrt nicht zur Transdifferenzierung

Die Frage, ob NPM/ALK zu einer Transdifferenzierung fihrt, also die Moglichkeit besitzt, den
Phanotyp einer Zelle zu verandern bzw. den Typ einer Zelle umzuwandeln, konnte bislang
nicht eindeutig beantwortet werden. Bei der Entitat des Hodgkin-Lymphoms ist es der Fall,
dass die Ursprungszelle aus der B-Zelllinie entstammt, diese aber auch spezifische T-

129 Untersuchungen haben gezeigt, dass die

Zellmarker wie CD30 exprimiert
Herunterregulierung des B-Zell determinierenden Transkriptionsfaktor E2A die gesamte B-

106



Diskussion 107

Zelldifferenzierung hemmt und somit eine Erklarung fir den einzigartigen Phanotyp der
Hodgkin-Lymphome sein kénnte ***,

Wie in den vorangegangenen Experimenten gezeigt wurde, fluhrte die Transplantation von
infizierten Knochenmarkszellen die Cre unter einem myeloiden Promotor exprimieren zu
einer histiozytdaren Erkrankung (Abb. 17). Die GrzmB-Cre transplantierten Mause
entwickelten aber einen gemischten T-NHL / histiozytdren Phdnotyp. Die Aktivitdt des
GrzmB-Promotors auch in myeloiden Zellen konnte in einem weiteren Experiment bestatigt
werden, indem der MSE-Vektor in Knochenmarkszellen verschiedner Cre-transgener Mause
eingebracht und anschlieBend transplantiert wurde (Abb. 15). Bei den GrzmB-Cre Méausen
erkennt man bereits die fehlende Spezifitat des Promotors, da EGFP nicht nur im T-Zell-,
sondern auch im myeloiden Kompartiment detektiert wird. Somit ist die ,Leackyness” des
GrzmB-Promotors fiir den gemischten Phdnotyp der Erkrankung verantwortlich und
unterstreicht weiterhin die Hypothese, dass gerichtete NPM-ALK Expression nicht zu einer
Transdifferenzierung, sondern zu einer Erkrankung der Zellen fiihrt, in dem das Onkogen
exprimiert ist. Dasselbe zeigt sich fir die CD4-Cre Mause, deren Promotor nicht
ausschlieBlich in T-Zellen, sondern, auch zu einem gewissen MaR in myeloiden
Kompartiment aktiv ist (Abb. 15). Diese Mause erkrankten infolgedessen auch an einem
gemischten myeloiden / T-Zell Phanotyp. ErwartungsgemaR zeigten MSE-infizierte Wildtyp-
Zellen keine EGFP-positive Population, da in diesen Zellen kein Cre exprimiert und dadurch
die Stopkassette nicht deletiert werden kann. Der Lck-Cre Promotor, welcher ausschlieRlich
in friihen T-Zellen aktiv ist, induzierte eine reine T-Zell-Erkrankung (Abb. 24). Diese Daten
legen nahe, dass NPM/ALK keine Transdifferenzierung einleitet, sondern den Phanotyp
beglnstigt, in deren Zelle das Protein zur Expression kommt. Dies zeigt, dass die
hdamatopoetische Linie, in der das Onkogen exprimiert wird von duBerst wichtiger
Bedeutung flir den malignen Phanotyp ist. Desweiteren konnte in anderen Arbeiten zudem
gezeigt werden, dass NPM/ALK durch Aktivierung von Stat3 in der Lage einen T-Zell-

1451496 Dadurch kommt es zur erhdhten

regulatorischen (Treg) Phdnotyp zu fordern
Expression von IL-10, FoxP3 und TGF-f. Dies hat zum einen zur Folge, dass die Zellen
aufgrund der erhéhten Zytokinproduktion von IL-10 vermehrt proliferieren und zum anderen
aufgrund des Treg-Charakters eine immunsupprimierende Wirkung auf das korpereigene

147

Abwehrsystem haben ~"'. Die Tumorzellen sichern sich hierdurch den Vorteil, nicht von der

Immunabwehr erkannt und angegriffen zu werden.
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5.3 Die Ursprungszelle der Translokation t(2;5) ist eine friihe T-Zelle

Wird murines Knochenmark mit dem Onkogen BCR/ABL infiziert und anschlieBend
transplantiert, so entwickelt sich eine chronisch, myeloide Leukdamie, dhnlich der humanen
Erkrankung 198 Nachdem das Philadelphia Chromosom auch in myeloiden, erythroiden,
megakaryoiden und B-lymphoiden Linien zu finden ist, wird davon ausgegangen, dass die
Ursprungszelle der BCR/ABL Translokation Multilinien- und Differenzierungspotenzial hat,

wie es bei einer hamatopoetischen Stammzelle der Fall st 90
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Abb. 42) Die Zielzelle der t(2;5) Translokation

Eine Frage des ALCL ist, ob die Translokation von NPM-ALK in einer T-lymphoiden
Vorlauferzelle oder in einem anderen Zelltyp stattfindet und ob diese bereits in frihen
Progenitorzellen existiert. Desweiteren ist unklar, ob die Translokation erst im Rahmen der
T-Zellentwicklung zur Transformation fihrt oder spezifisch die T-Zell-Reifung fordert.

Die Expression des Onkogens NPM/ALKs in Knochenmarkszellen und deren anschlieBende
Transplantation in letal bestrahlte Mause fiihrte zu einem histiozytaren bzw. plasmazytoiden

63,103

Phanotyp . Dies kann daran liegen, dass bei dieser Methode Gesamtknochenmark
infiziert wurde und somit die eigentliche Zelle, die flir den Phanotyp der ALCL verantwortlich
ist, verdrangt wird. So kann es sein, dass die Zelle von der die t(2;5) Translokation ausgeht,
von anderen transformierten Zelltypen, die NPM/ALK Uberexprimieren, (iberwachsen wird.
Auch die gerichtete Expression unter dem vav-Promotor, aktiv in allen hdmatopoetischen
Zellen, dem EuSRa-Promotor, angeschaltet in B-Zellen oder dem CD4-, als auch dem CD2-
Promotor, hauptsachlich aktiv in T-Zellen, fuhrte zu keiner CD30-positiven, T-lymphoiden

104-106,122,123

Erkrankung . Dieses Phanomen zeigt, dass es duBerst wichtig ist, den richtigen
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Promotor zu finden, unter welchem NPM/ALK exprimiert werden muss, um einen T-Zell
Phanotyp zu generieren. Die Frage, warum in die T-Zellspezifischen Promotoren CD2 und
CD4 keine reine T-Zellerkrankung induzierten, konnte in dieser Arbeit damit beantwortet
werden, dass zumindest der CD4-Promotor zusatzliche Aktivitat im myeloiden Kompartiment
aufweist (Abb. 15). Es ist anzunehmen, dass Gleiches fiir den CD2-Promotor gilt, wobei dies
noch nicht belegt werden konnte.

Andere Untersuchungen haben gezeigt, dass der Translokation von NPM und ALK bereits
andere Faktoren vorausgehen. So zum Beispiel die gesteigerte Expression von Genen wie
Fra2 und JunB in der Nahe des Translokationspunktes und der Annahme, dass die
anschlieBende t(2;5) Translokation eine Begleiterscheinung durch die bereits vorliegende
Nihe der Chromosomen 2 und 5 ist '®°. Eine untergeordnete Rolle NPM/ALKs bei dem ALCL
ist allerdings eher fraglich, denn die Abhangigkeit groRRzellig-anaplastischer Lymphomzellen
von der ALK-Kinaseaktivitat konnte zweifelsfrei bestatigt werden #**,

Um die Frage des Translokationsursprungs NPM-ALKs ausreichend beantworten zu kénnen
ist es daher wichtig, ein Mausmodell zu entwickeln, welches eine linienspezifische
Expression von NPM-ALK in vivo ermoglicht (Abb. 42). Dies kann dadurch erreicht werden,
indem die Expression von NPM-ALK unter Zuhilfenahme von zellspezifischen Promotoren in
bestimmten Zelltypen aktiviert wird. Hierzu wiirde sich das klassische knock-in Prinzip
anbieten™. Um aber verschiedene Promotoren testen zu kénnen, wire der zeitliche
Aufwand hierfir enorm. Daher bietet sich das retrovirale Knochenmarksinfektion- /
Transplantationsmodell an. In den vorliegenden Experimenten wurde das Onkogen unter die
Kontrolle des stark ubiquitar aktiven, viralen LTR-Promotor gebracht, um die Expression des
Onkogens mittels Cre-loxP Rekombination zu aktivieren. Ein System, welches derzeit
erfolgreich in vitro und in vivo eingesetzt wird, um Gene konditionell aus- bzw. einzuschalten
153.

Mit der zuvor beschriebenen Methode der linienspezifischen Expression NPM/ALKs, ist es
gelungen durch Benutzung des Lck-Cre Knochenmarks, dessen Infektion und Transplantation
das erste Mausmodell zu generieren, welches der humanen Erkrankung in vielen Aspekten
dhnelt. Deshalb ist anzunehmen, dass die t(2;5) Translokation in einer friihen T-Zelle
stattfindet, denn alle anderen verwendeten Promotoren zur konditionalen Expression von
NPM/ALK flhrten nicht zu einer ALCL-typischen Erkrankung (Abb. 43). In unseren

Experimenten zeigten hingegen alle Lck-Cre transplantierten Mause einen CD30-positiven T-
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lymphoiden Phdnotyp in allen hamatopoetisch wichtigen Organen (Abb. 24), mit
vergrofRerten Thymi und Lymphknoten (Abb. 29)). Es ist gelungen ein sytemisches Lymphom
zu generieren, das Hauptcharakteristika des humanen grof3zellig-anaplastischen Lymphomes.
Ebenso konnte nachgewiesen werden, dass die malignen Zellen bereits rearragngierte T-Zell-
Rezeptor-Gene besitzen (Daten nicht gezeigt), wie es beim humanen ALCL auch anzutreffen
ist. Weitere Untersuchungen haben gezeigt, dass primar sehr friihe T-Zellen das Onkogen
exprimieren (CD25-/CD44+/CD4-/CD8-) und der Anteil an reifen T-Zellen sehr gering ist
(CD4+ bzw. CD8+). Dies kénnte bedeuten, dass NPM/ALK zu einem Differenzierungsblock in
der Entwicklung der T-Zelllinie fiihren kann. Weitere Experimente werden zeigen, ob diese
frGhen T-Zellen auch CD30 exprimieren. Somit wdren diese friihen Vorlauferzellen ein
interessantes Ziel flr eine gerichtete CD30-Antikérpertherapie. Des weiteren wird
untersucht werden, mit welcher Frequenz die Lymphom-initiierenden Zellen in dieser
Population vorliegen. Hierfiir sind weitere Transplantationsexperimente geplant, bei denen
CD25- / CD44+ angereicherte Zellen in unterschiedlichen Verdiinnungsreihen transplantiert
werden, um zu sehen, ab welcher Zellzahl sich einer Erkrankung etablieren l4sst. Uberdies
hinaus werden Lck-Cre Mause in einen CD30-defizienten Hintergrund gekreuzt, um das
Knochenmark dieser Mdause mit dem MSNAIE-Vektor zu infizieren und zu transplantieren.
Dadurch kann der Einfluss des Oberflaichenmarkers CD30 auf die Pathogenese des ALCL
genauer evaluiert werden.

Mit Hilfe des zuvor beschriebenen Ansatzes wurde ein Mausmodell des ALCL etabliert, das
die menschliche Erkrankung detailgenau nachzeichnet. Dies ist fir ein tieferes Verstandnis
der Entstehung des ALCL, als auch zur Erprobung neuer therapeutischer Substanzen von
groBer Bedeutung. Die gezielte Expression von NPM/ALK in verschiedenen Zielzellen kann
weiterhin einen wichtigen Beitrag zur Aufklarung der Pathophysiologie des ALCL leisten. Da
diese Methode prinzipiell auch auf andere Gene angewandt werden kann, ergibt sich
dariber hinaus ein weites Feld an Anwendungsmoglichkeiten, das in verschiedenen

Bereichen der hamatologischen Forschung von Nutzen sein kann.
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Mausmodell

Phanotyp

KM-Transplantation
Niedriger NPM-ALK Virustiter

B-lymphoid / Plasmazytoid

KM-Transplantation
Hoher NPM-ALK Virustiter

Histozytar

[I-9 transgen

Retrovirale NPM-ALK Infektion

Plasmazytoid / T- lymphoid

CD4 transgen

Plasmazytoid / T- lymphoid

Vav transgen

Plasmazytoid

Xenograft
ALCL-Patient

CD30 positiv; T-lymphoid

LysM-Cre Myeloid / histozytar

GrzmB-Cre Gemischt myeloid / T-lymphoid
CD4-Cre Gemischt myeloid / T-lymphoid
Lck-Cre CD30 positiv; T-lymphoid

Abb. 43) Ubersicht der ALCL-Mausmodelle

5.4 Der spezifische Alk-Inhibitor 45C-71710

Die Erfahrungen mit Imatinib bei der chronisch, myeloischen Leukdmie und den cKit-
positiven  Gastrointestinalen ~ Stromatumoren  haben eindeutig gezeigt, dass

% Voraussetzung ist, dass

Tyrosinkinaseninhibition ein sehr erfolgreicher Ansatz sein kann
das Kinase Target exakt definiert ist und flir die molekulare Pathogenese der jeweiligen
Erkrankung verantwortlich ist. Genau diese Voraussetzungen sind beim ALK-positiven ALCL
in idealer Weise erfiillt. Die erfolgreiche Entwicklung eines ALK-spezifischen Kinaseinhibitors
konnte nicht nur zur Behandlung von ALCL Patienten eingesetzt werden, die nach
konventioneller Therapie rezidivieren, sondern kdnnten evtl. in Zukunft auch den Kindern
und Jugendlichen, die von dieser Erkrankung in der Mehrzahl der Fille betroffen sind, eine
intensive und toxische Chemotherapie ersparen. Es wurde schon vielfdltig versucht die
Aktivitat der ALK-Kinase zu unterdriicken. Mittels hammerhead-ribozyme vermittelter oder
short interfering RNA-basierender Methoden, bei denen prinzipiell das ALK-Transkript

erkannt und abgebaut wird, so dass erst keine aktive Kinase translatiert werden kann 155,156

111




Diskussion 112

Aber auch die bereits erwdhnten Tyrosinkinaseinhibitoren wurden bei dieser Erkrankung

erprobt 134,135

, aber in klinischen Studien nicht weiter getestet. Ein bereits an Patienten
getesteter Inhibitor 4SC-71710 zur Behandlung der akuten, myeloischen Leukdamie zeigte in
einem Kinaseprofil ebenfalls eine potentiell gute Wirksamkeit gegentiber ALK. Aus diesem
Grund wurde im Rahmen einer Kooperation mit der Firma 4SC aus Martinsried, dieser
Inhibitor in vitro und in vivo weiter auf seine Effektivitdt gegeniliber Alk-exprimierenden
Zellen (Abb. 35)), Zelllinien (Abb. 37)) und in einem Mausmodell getestet (Abb. 39)). Es
zeigte sich eine hohe Spezifitdat und Wirksamkeit des Inhibitors gegeniiber der ALK-Kinase
mit IC50-Werten von 350 nM fiir ALK-exprimiertende Ba/F3-Zellen bzw. Werten von unter
200 nM fur primdre ALCL-Zelllinien. ALK-negative Zellen bleiben bei Konzentrationen von bis
zu 10 uM unbeeintrachtigt. Bei in vivo Analysen wurden Balb/c Méausen i.v. NPM/ALK
positive Ba/F3 injiziert und diese mit dem Inhibitor bzw. dem Placebo behandelt. Nach 20
Tagen wurden die behandelten Maduse analysiert und es zeigte sich eine Reduktion bezlglich
der pathologisch bedingten MilzvergréBerung, als auch dem Anteil ALK-positiver Zellen in
der Milz in der Gruppe, die mit dem ALK-Inhibitor behandelt wurde. Ein Uberlebensvorteil
der Inhibitor-behandelten Maduse war jedoch nicht zu beobachten. Auch in anderen ALCL-
dhnlichen Tiermodellen zeigte der Inhibitor keine Wirkung. Es daher davon auszugehen, dass
die Verflugbarkeit von 4SC-71710 in vivo zu gering ist, um wirksame Konzentrationen des
Inhibitors im Serum aufzubauen, so dass sich die induzierten Lymphome zurilickbilden und
daraus ein Uberlebensvorteil fiir die Mduse entsteht. Weitere in vivo Untersuchungen des
Inhibitors in dem zuvor beschriebenen T-Zell spezifischen Transplantationsmodell waren

daher sinnvoll.

Zusammenfassend ist es gelungen, mit der oben aufgefiihrten Methode ein Mausmodell zu
etablieren, welches einen CD30-positiven, T-lymphoiden Phanotyp aufweist, mit
Infiltrationen des Lymphknotens, Thymus, Knochenmarks und der Milz. Es handelt sich
hierbei um ein systemisches Lymphom und spiegelt die humane Erkrankung in vielen
Punkten wieder. Dieses Modell kann nun verwendet werden, um das Onkogen NPM/ALK im
Hinblick auf dessen transformierende Eigenschaft und Auswirkung ndaher zu untersuchen
und damit selektive Inhibitoren, wie z.B. 4SC-71710, gegen das deregulierte Proteine zu

entwickeln und zu testen. Auf lange Sicht kdnnte somit die intensive und mit vielen
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Nebenwirkungen behaftete Behandlung einer Chemotherapie am Patienten reduziert oder

sie sogar durch spezifische Inhibition der onkogenen Tyrosinkinase ersetzt werden.
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