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1. Zusammenfassung

Immer noch versterben etwa 50 % der Erwachsenen und mehr als 10 % der
Kinder mit akuter lymphatischer Leukamie (ALL) an ihrer Tumorerkrankung,
weshalb eine Verbesserung der Therapie der ALL dringend notwendig ist.
Ruhende Zellen stellen eine therapierelevante Subfraktion von Tumorzellen dar,
weil sie Krankheitspersistenz und -ruckfall induzieren koénnen. Studien an
ruhenden ALL-Zellen waren bisher unmdglich, weil rundende Zellen nicht isoliert

werden konnten.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, eine Methode zur Isolierung von ruhenden
ALL-Zellen zu entwickeln und damit zu beginnen die isolierten Zellen zu
charakterisieren, um langfristig Therapien gegen diese zu entwickeln. Auf Grund
unphysiologischer Wachstumseigenschaften eignen sich weder Zelllinien noch
primare Patientenzellen flr die Isolierung ruhender ALL-Zellen, deswegen wurde
das individualisierte ALL-Xenograftmodell in Kombination mit gentechnischer
Manipulation der ALL-Zellen eingesetzt. Dazu wurden die primaren Tumorzellen
von drei Kindern mit ALL in immunsupprimierten Mausen vermehrt und lentiviral
transduziert, wodurch diese eine Luciferase, ein fluoreszierendes Protein und
NGFR exprimierten. In zwei aufeinander folgenden Anreicherungsschritten
wurden mit Hilfe der Transgene geringste Mengen der menschlichen
Leukadmiezellen aus dem Knochenmark der Mause isoliert. Unter Verwendung
des Proliferationsmarkers CFSE wurde erstmals nachgewiesen, dass sich eine
sehr kleine Subfraktion der ALL-Zellen Uber lange Zeit in vivo nicht teilt. Im
Gegensatz zur Mehrheit der sich teilenden Zellen zeigten ruhende ALL-Zellen
eine komplette Resistenz gegentber systemischer Chemotherapie in der Maus.
Retransplantationsversuche wiesen darauf hin, dass sowohl das fehlende
Wachstum als auch die Chemoresistenz  durch  Faktoren der
Knochenmarksnische bedingt wurden und keine zellautonomen Charakteristika

darstellten.

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass in der ALL eine Subfraktion von sich wenig
teilenden Zellen existiert, die hochresistent gegen Chemotherapie in vivo ist. Die
hier entwickelten Modelle kbnnen nun eingesetzt werden, um neue Therapien

gegen ruhende ALL-Zellen zu entwickeln.



2. Abstract

Considering that the mortality rate in patients suffering from acute lymphoblastic
leukemia (ALL) is as high as 50 % among adults and 10 % among children the
urgent need of improvements in ALL treatments persists. Quiescent cells present
a therapy-relevant subfraction of tumor cells, as they are capable of causing the
persistence and relapse of the tumor. So far, studying resting ALL-cells was not

feasible, as these cells could not be isolated.

The development of a new method to isolate resting ALL-cells for their
characterization, so as to work towards improving ALL-therapy, was one
objective of this thesis. Due to their unphysiological growth behavior neither cell
lines nor primary patient cells are suitable for the isolation of resting cells. Hence
the individualized ALL-xenograftmodel was combined with a genetic manipulation
of the ALL-cells. The primary tumor cells of three children suffering from ALL
were expanded in highly immunocompromised mice and transfected using a
lentiviral transduction system, so as to express a luciferase, a fluorescent protein
and NGFR. It became possible to isolate minute amounts of human leukemic
cells from the mouse bone marrow by employing two of these transgenes
allowed to employing two sequently performed enrichment steps. Applying the
proliferative marker CFSE enabled to detect a very small subfraction of longtime
resting cells being present in ALL in vivo for the first time. In contrast to the
majority of the dividing cells, the resting ALL-cells showed a complete resistance
to systemic chemotherapy in mice. Retransplantation experiments led to the
conclusion that not cell autonomous characteristics but rather factors of the bone
marrow niche are responsible for the missing growth as well as the

chemoresistance of those tumor cells.

This thesis evidences the presence of a subfraction of ALL-cells that undergoes
few divisions and is resistant against chemo therapy in vivo. New therapies
against resting cells can now be devised, building upon the models presented in

this thesis.



3. Einleitung

Fur den Erfolg einer Krebstherapie ist entscheidend, dass all diejenigen
Tumorzellen im Korper des Patienten abgetdtet werden, die einen Ruckfall der
Krankheit auslésen konnen. Eine besonders schwierig therapierbare
Subpopulation stellen dabei Tumorzellen dar, die sich in einer Phase der Zellruhe
befinden, da sie eine erhdhte Resistenz gegeniber Chemotherapie besitzen.
Zellruhe ist eine Eigenschaft von adulten Stammzellen im normalen Gewebe.
Eine Ursache fur die proliferative Ruhe von Stammzellen in normalen Geweben
stellen Interaktionen mit ihrem direkten Umfeld dar. Bei Zellruhe und
Chemoresistenz handelt es sich um Eigenschaften, welche auch mit
Krebsstammzellen in Verbindung gebracht werden.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es eine Subfraktion von ruhenden ALL-Zellen zu
isolieren und zu charakterisieren mit dem langfristigen Ziel, innovative

Therapiestrategien zur Eliminierung von ruhenden ALL-Zellen zu entwickeln.

3.1. Zellruhe und Resistenz gegenuber Chemotherapie

Die meisten konventionellen Chemotherapeutika sind vorwiegend fur
proliferierende Zellen toxisch. Zum Beispiel verhindern Vincaalkaloide, wie
Vincristin, die Polymerisierung der Mikrotubuli. Dadurch arretieren sie sich
teilende Zellen in der Mitose, da diese keinen Spindelapparat mehr aufbauen und
somit die Chromosomen nicht auf die entstehenden Tochterzellen verteilen
kénnen, was letztlich zum Zelltod fuhrt (Bensch und Malawista 1968).
Topoisomerase-Inhibitoren, wie Etoposid oder Mitoxantron, wiederum
verhindern, dass die wahrend der S-Phase entstehenden DNA-Strédnge
entspiralisiert werden, wodurch es zu Strangbriichen und somit ebenfalls zum
Zelltod kommt (Minocha und Long 1984).

Weder die durch konventionelle Chemotherapeutika  targetierten
Topoisomerasen noch Mikrotubuli sind einzigartig in Krebszellen. Im Gegenteil:
Jede sich teilende Zelle wird von der Chemotherapie beeinflusst. Zusétzlich
kommt es selbst in sich nicht teilenden Zellen zu toxischen Effekten, da zum
Beispiel die angesprochenen Mikrotubuli nicht nur fur die Zellteilung von

proliferierenden Zellen benétigt werden, sondern auch fir den axonalen
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Transport in Neuronen. Vincristin ist daher auch neurotoxisch (Rosenthal und
Kaufman 1974, Legha 1986). Ebenso verhalt es sich mit Topoisomerasen,
welche auch fir die DNA-Reparatur in sich nicht teilenden Zellen bendtigt
werden. Trotzdem werden auf Grund der Wirkmechanismen von
Chemotherapeutika ruhende, normale Zellen vorwiegend verschont, was
allerdings auch auf Krebszellen, sollten diese sich nicht teilen, zutrifft
(Blagosklonny 2005).

Das Ziel einer Chemotherapie ist es, alle Krebszellen im Patienten restlos
abzutdten, was nicht in allen Féllen gelingt. Reagieren die Krebszellen tberhaupt
auf die Therapie, verbleiben haufig noch Zellen nach Abschluss der Behandlung
im Koérper, wenn auch oft in sehr geringer Menge. In diesen Féallen spricht man
von einer minimalen Resterkrankung (englisch ,minimal residual disease, MRD").
Diese verbleibenden Zellen kdénnen dazu in der Lage sein, wieder zu

expandieren und ein erneutes Wachstum des Tumors einzuleiten.

Ein Zustand der Zellruhe fiir die Dauer des Verlaufes der Therapie kdnnte eine
mogliche Ursache dafur sein, dass Krebszellen eine Therapie Uberleben.
Unterschiedliche Studien zeigen, dass sowohl normale Zellen als auch
Krebszellen, wenn sie ruhen oder sich langsam teilen, weniger sensitiv
gegenuber Chemotherapie sind, als sich schnell teilende Zellen. Im
hamatopoetischen System enthalten normale, ruhende Stammzellen grolRe

Mengen des Zellruhe-Regulators p21°P*/*a"

(p21). Behandelt man Mause, welche
kein p21 produzieren, mit dem Chemotherapeutikum 5-Fluoruracil (5-FU), so
weisen diese Tiere nach der Behandlung wesentlich weniger Stammzellen auf
(10,8 %) als Wildtyp-Mause, welche auf die gleiche Weise therapiert wurden
(60,5 %) (Cheng, Rodrigues et al. 2000). Gleiches wurde bei Tumorzellen
beobachtet: Untersuchungen an einer Pankreas-Zelllinie haben gezeigt, dass die
einzigen Zellen, welche eine Therapie mit 5-FU Uberleben, ruhende Zellen sind
(Dembinski und Krauss 2009). Des Weiteren zeigte eine in vivo-Studie mit einer
Brustkrebszelllinie, dass ruhende Tumorzellen durch eine Behandlung mit
Doxorubicin nicht eliminiert werden konnten (Naumov, Townson et al. 2003).
Diese Studien an ruhenden Stamm- und Tumorzellen zeigen, dass ein Zustand

der Zellruhe vor Chemotherapeutika schitzen kann.

11



3.2. Adulte Stammzellen, Zellruhe und LRCs

In Epithelgeweben wie dem Darm und der Haut werden standig neue Zellen als
Ersatz fur jene generiert, welche an die Umgebung verloren gehen. Um die
Bildung neuer Zellen zu gewahrleisten sind einige Gewebe hierarchisch
organisiert. Dabei stehen an der Basis dieser Hierarchie sich langsam teilende
adulte Stammzellen, welche im Zuge einer asymmetrischen Teilung jeweils eine
neue Stammzelle sowie eine sich schnell teilende Zelle hervorbringen (Watt und
Jensen 2009). Letztere proliferiert schnell Gber eine limitierte Anzahl an
Teilungen, wodurch neue Zellen entstehen, welche differenzieren und
Funktionen im adulten Gewebe Ubernehmen. Adulte Stammzellen sind somit
wichtig fur die Homoostase von Geweben und fur die Antwort auf Verletzungen
der Epithelgewebe des Korpers. Sie werden dadurch charakterisiert, dass sie
sich unendlich oft selbst erneuern und Abkémmlinge generieren kdnnen, welche
differenzieren und gewebespezifische Zelltypen ausbilden kodnnen (Reya,
Morrison et al. 2001). Bislang konnten adulte Stammzellen in den
unterschiedlichsten Geweben des Korpers, wie der Haut (Cotsarelis, Sun et al.
1990), der Milchdrise (Shackleton, Vaillant et al. 2006), dem Darm (Barker, van
Es et al. 2007), der Prostata (Leong, Wang et al. 2008), dem Gehirn (Uchida,
Buck et al. 2000) und dem hamatopoetischen System (Osawa, Hanada et al.
1996) entdeckt werden.

Eine allgemeine Eigenschaft von adulten Stammzellen ist die Zellruhe im Bezug
auf den Zellzyklus. Die Zellruhe ist der direkte Gegensatz zur Proliferation: Es ist
ein reversibler Zustand des sich nicht Teilens (Coller, Sang et al. 2006). Obwohl
gezeigt werden konnte, dass die Eigenschaft des langsamen Teilens oder der
Zellruhe nicht fir alle adulten Stammzellen zwangsweise notwendig ist (Jaks,
Barker et al. 2008), wirkt sich ihr Verlust negativ auf die Langzeiterhaltung der
Stammzellkapazitat aus (Cheng, Rodrigues et al. 2000). Die Zellruhe bewahrt
adulte Stammzellen davor, ihre proliferative Kapazitat zu erschépfen sowie sich
zu differenzieren, und schitzt vor der Anhaufung von Mutationen, welche durch
regelmafldige DNA-Synthese entstehen kdnnen (Coller, Sang et al. 2006, Sang,
Coller et al. 2008, Viatour, Somervaille et al. 2008).
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Erste Versuche zur Identifizierung einer adulten Stammzellfraktion bedienten sich
der Eigenschaft des langsamen Teilens. Entsprechende Experimente bauten
darauf auf, die DNA von Zellen mit 5-Brom-2'-desoxyuridin (BrdU) oder anderen
Markern zu farben. Teilende Zellen geben die Markierung an die Tochterzellen
weiter, wodurch ihr BrdU-Signal ,verdinnt® wird. Sich langsam teilende
Stammzellen behalten die Markierung tber l&angere Zeit und kénnen so durch ein
relativ starkeres Signal identifiziert werden. Diese Zellen werden als
markierungsbehaltende Zellen (englisch ,label-retaining cells (LRCs)%)
bezeichnet. Erste Studien dieser Art wurden mit Stammzellen von Haarfollikeln
durchgefiihrt (Cotsarelis, Sun et al. 1990). Dort konnte nachgewiesen werden,
dass ruhende Zellen sich fur die Dauer von bis zu einem Jahr nicht teilen
(Christofidou-Solomidou, Liu et al. 1999). LRCs wurden ebenfalls im Darm
entdeckt (Potten, Booth et al. 2003) und ruhende Zellen im Pankreas konnten
nach ihrer Isolierung in vitro differenzieren (Duvillié, Attali et al. 2003), wodurch

ihre Stammzelleigenschaften nachgewiesen wurden.

Die Stammzellen des hamatopoetischen Systems sind die sowohl phanotypisch
als auch funktionell wohl am besten charakterisierten adulten Stammzellen. Hier
konnte bei humanen Zellen nachgewiesen werden, dass LRCs existieren, welche
im Gegensatz zu stark proliferierenden Zellen einen Vorteil bei der in vitro
Koloniebildung aufweisen (Punzel und Ho 2001). In der murinen Hamatopoese
konnte nachgewiesen werden, dass LRCs vorwiegend in der Fraktion von Zellen
auftreten, welche stammzelltypische Oberflachenproteine exprimieren (Wilson,
Laurenti et al. 2008). Wird den hamatopoetischen Stammzellen die Mdglichkeit
zur Ruhe entzogen, sind sie nicht dazu in der Lage, nach ihrer Transplantation

ein hamatopoetisches System zu regenerieren (Cheng, Rodrigues et al. 2000).

In neueren Studien wurde zur Identifizierung von LRCs eine Markierung mit 5-
(6)-Carboxyfluorescein-Succinimidyl Ester (CFSE) verwendet. Im Gegensatz zur
Markierung mit BrdU, werden bei einer Markierung mit CFSE nicht die DNA,
sondern alle Proteine einer Zelle unspezifisch markiert (Abbildung 1). Diese
Markierung wird bei einer Teilung gleichermal’en an die entstehenden
Tochterzellen weitergegeben, wodurch das Fluoreszenzsignal der entstehenden
Tochterzellen halb so intensiv ist wie das Signal der Mutterzelle (Lyons und

Parish 1994). Im Laufe mehrerer Teilungen wird das Signal immer schwacher.
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Gegenuber den DNA-Markierungen weist eine Markierung mit CFSE den grol3en
Vorteil auf, dass die zu analysierenden Zellen nicht permeabilisiert werden
mussen, sondern direkt im lebenden Zustand analysiert werden kdnnen. Daher
kénnen nach einer Identifizierung von LRCs mittels CFSE funktionelle Analysen
mit diesen Zellen durchgefihrt werden. Im hamatopoetischen System von
Mausen wurde so eine Population von Stammzellen identifiziert, welche sich fur
die Dauer von bis zu 21 Wochen nicht teilte und nach ihrer Transplantation dazu
in der Lage war, das gesamte hamatopoetische System einer Maus zu
regenerieren (Takizawa, Regoes et al. 2011). Alle erwahnten Studien zeigen ein
wichtiges Muster der Organisation von Geweben, in dem sich selten teilende
Zellen vorkommen. Des Weiteren wird gezeigt, dass das seltene Teilen von

Zellen mit einem Stammzellphanotyp einher geht.
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Abbildung 1: Schema der CFSE-Farbung (modifiziert nach Parish 1999)

Die membrangangige, nicht fluoreszierende Vorstufe von CFSE, 5-(6)-Carboxyfluorescein
Diacetat-Succinimidyl Ester (CFDASE) wird von der Zelle aufgenommen und kann aus dieser
auch wieder heraus diffundieren. Intrazellulare Esterasen entfernen die beiden Acetatgruppen
von CFDASE, wodurch fluoreszierendes CFSE entsteht, welches viel weniger membrangéngig ist
und daher nicht so schnell die Zelle verlasst wie CFDASE. Der Succinimidyl-Rest des CFSE ist
sehr reaktiv gegeniiber Aminogruppen und kann sich kovalent mit intrazellularen Molekilen
verbinden. Einige dieser Verbindungen kénnen weiterhin die Zelle verlassen oder werden schnell
abgebaut. Es entstehen allerdings auch einige Bindungen mit langlebigen Molektilen, welche die
Zelle nicht verlassen kénnen und daher die Zelle stabil mit einem Fluoreszenzsignal markieren
(Parish 1999).
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3.3. Stammzellen und Stammzellnischen

Die erste Hypothese zur Stammzellnische wurde in den 1970er Jahren basierend
auf Untersuchungen zum hamatopoetischen System erstellt (Schofield 1978).
Diese Hypothese nimmt an, dass eine Assoziation von Stammzellen mit anderen
Zellen, welche das Verhalten der Stammzelle bestimmen, besteht.
Stammzellnischen bestehen aus Zellen, welche eine Mikroumgebung fur
Stammzellen bilden, diese versorgen und es ihnen ermdglichen, die Homdostase
des Gewebes aufrecht zu erhalten (Spradling, Drummond-Barbosa et al. 2001).
AuRerdem bieten Nischenzellen ein schitzendes Umfeld, welches Stammzellen
von Differenzierungssignalen und Apoptosestimuli abschirmt (Li und Xie 2005).
Die Erhaltung einer Balance zwischen Stammzellruhe und -aktivitat ist ein

Kennzeichen fur eine funktionierende Nische (Yin und Li 2006).

Im blutbildenden System kdnnen die hamatopoetischen Stammzellen und ihre
Abkémmlinge proximal an der endostalen Oberflache von Trabeklen lokalisiert
sein (Nilsson, Johnston et al. 2001). Fur diese Lokalisierung werden
Osteoblasten bendtigt (Calvi, Adams et al. 2003, Zhang, Niu et al. 2003). Einige
Studien zeigen, dass primare und transformierte murine Osteoblastenzelllinien
Zytokine produzieren, welche Stammzellfunktionen modulieren koénnten
(Hanazawa, Amano et al. 1987, Ralston 1994, Taichman und Emerson 1998).
Bis jetzt konnte jedoch noch keine Kombination aus Faktoren gefunden werden,
welche ein Uberleben von hamatopoetischen Stammzellen in vitro gewahrleistet,
weshalb allein ein Cocktail aus segregierten Faktoren mdglicherweise nicht
ausreicht, um die Funktionen der Stammzellen zu erhalten, sondern direkte Zell-
Zell-Interaktionen bendtigt werden. In vitro verbinden sich hamatopoetische
Stammzellen eng mit Osteoblasten (Crean, Meneski et al. 2004). AulRerdem
exprimieren Osteoblasten viele Zelladhasionsmolekile, welche moglicherweise
fur die Verbindung zwischen Osteoblasten und h&dmatopoetischen Stammzellen

bendtigt werden.

Oberflachenproteine, deren Funktion fur die Interaktion zwischen Nische und
Stammzelle bekannt sind, sind ,Intercellular Adhesion Molecule 1-3“ (ICAM-1,
ICAM-2 und ICAM-3), welche mit dem ,Leukocyte Adhesion Glycoprotein®
(LFA-1) interagieren. LFA-1 wird auf hAmatopoetischen Stammzellen exprimiert
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(Mo6hle, Murea et al. 1995), welche tber ICAM-1-3, exprimiert auf Osteoblasten,
interagieren konnen. Es wird vermutet, dass die Interaktion Uber diese
Oberflachenproteine fur das Finden und das Lokalisieren von Stammzellen in der

Nische verantwortlich ist.

Das ,vascular cell adhesion protein 1“ (VCAM-1) ist eines der am besten
charakterisierten  Molekile, welches bei der Interaktion zwischen
Mesenchymzellen und hamatopoetischen Stammzellen eine Rolle spielt
(Simmons, Zannettino et al. 1994). VCAM-1 wird auf Osteoblasten exprimiert
(Tanaka, Morimoto et al. 1995) und sein Interaktionspartner VLA4 kann auf
hamatopoetischen Progenitorzellen nachgewiesen werden (Mdhle, Murea et al.
1995). Zudem wird VCAM-1 auf hamatopoetischen Zellen exprimiert und seine
Expression ist in ruhenden Zellen hoher als in mobilisierten Zellen (Ulyanova,
Scott et al. 2005).

Ein weiteres Oberflachenprotein auf h&matopoetischen Stammzellen ist die
Rezeptor-Tyrosinkinase Tie2 (lwama, Hamaguchi et al. 1993). Tie2 wird auf
adulten, hamatopoetischen Stammzellen benétigt, um sich in der Nische
niederzulassen (Puri und Bernstein 2003). Angiopoietin-1 (Ang-1), der Ligand
von Tie2, wird von Osteoblasten produziert. Die Interaktion von Tie2 auf
hamatopoetischen Stammzellen mit seinem Liganden unterstitzt die Fahigkeit
zur Zellruhe (Arai, Hirao et al. 2004).

Im hé@matopoetischen System sind also direkte Zell-Zell-Interaktionen zwischen
hamatopoetischen Stammzellen und Osteoblasten bekannt, welche fur die
Lokalisierung der Stammzellen in der Nische verantwortlich sind und die in den

Stammzellen eine proliferative Zellruhe einleiten (Abbildung 2).
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Basierend auf (Taichman und Emerson 1998) sowie (Moore und Lemischka 2006)
Hamatopoetische Stammzellen interagieren Uber Oberflachenproteine mit Osteoblasten, welche
die hamatopoetische Stammzellnische bilden. Die Interaktion zwischen Stammzellen und Nische
sorgt dafir, dass die Stammzellen in der Nische lokalisiert sind und dort nicht proliferieren.

3.4. Tumorinduzierende Zellen und das Krebsstammzell-Konzept

Es gibt immer mehr Beweise daflir, dass eine Subfraktion von Krebszellen,
welche sich von der Masse des Tumors unterscheidet und fir seine
Langzeiterhaltung verantwortlich ist, in unterschiedlichen Krebstypen existiert
(Dalerba, Cho et al. 2007, Almendro, Marusyk et al. 2013). Bei dieser Subfraktion
handelt es sich um eine funktionell definierte Entitat, welche Eigenschaften
aufweist, die zur Definition von adulten Stammzellen verwendet werden.
Trotzdem muss diese Subfraktion nicht zwangsweise aus adulten Stammzellen
entstehen (Jordan 2007). Fur die Nomenklatur dieser Fraktion gibt es
unterschiedliche Ansatze: Auf Grund gemeinsamer Eigenschaften mit
Stammzellen wird die Fraktion haufig als Krebsstammzellen bezeichnet, wodurch
das gesamte Konzept des Auftretens einer funktionell gesonderten Subfraktion in
Tumoren als Krebsstammzell-Konzept beschrieben wird. Diese Bezeichnung
kann allerdings falsche Rickschlisse auf Eigenschaften der Fraktion zulassen
und ist daher unter Umstanden irrefuhrend. Haufig wird auch die weniger
spekulative und mehr auf die Funktion der Zellen bezogene Bezeichnung
tumorinduzierende Zellen, im Falle von Leukdmien auch leukamieinduzierende

Zellen, verwendet. Eindeutige Abgrenzungen zwischen beiden Bezeichnungen
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sind in der Literatur nicht zu finden. Ein flieBender Ubergang von einer
Bezeichnung in die andere ist dabei keine Seltenheit (Bansal und Banerjee
2009). Allerdings wird am haufigsten der Ausdruck Krebsstammzellen verwendet.

Krebsstammzellen, oder tumorinduzierende Zellen, werden als eine Zellfraktion
des Tumors definiert, welche sich selbst erneuert, das Potential zur unlimitierten
Proliferation hat und multipotent ist, wodurch sie die Heterogenitat eines Tumors
generieren kénnen (Reya, Morrison et al. 2001). Zusammen mit einem Wechsel
zwischen Zellruhe und Proliferation kénnen diese Eigenschaften als die
Primareigenschaften der Subfraktion zusammengefasst werden. Als
Sekundareigenschaften kénnen eine geringe Apoptosesensitivitat und eine hohe
Chemoresistenz, Kommunikation mit dem Mikroumfeld, sowie Migrationsfahigkeit
und Engraftmentkapazitat aufgefuhrt werden (Gires 2011). Eine Kombination aus
diesen Primar- und Sekundareigenschaften lasst die Annahme des Konzepts zu,
dass Krebsstammzellen, welche eine Chemotherapie tUberleben, nach Abschluss

der Therapie ein erneute Ausbildung des Tumors einleiten konnen (Abbildung 3).

tumorinduzierende Zelle/Krebsstammzelle

Krebszelle ohne
Stammzelleigenschaften

Rickfall Chemotherapie

Primareigenschaften: Sekundareigenschaften:

Selbsterneuerung Chemoresistenz
Pluripotenz Kommunikation mit Umgebung
Zellruhe <— Proliferation Migration und Engraftment

Abbildung 3: Tumorinduzierende Zellen
Basierend auf Wang 2007 und Gires 2011.
Konventionelle Chemotherapie reduziert die  Anzahl der Krebszellen ohne
Stammezelleigenschaften, aber tétet nicht die tumorinduzierenden Zellen, was zu einem erneuten

Auswachsen des Tumors und einen Riickfall des Patienten fiihrt.
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Gemald des Modells in Abbildung 3 ist das Eliminieren der tumorinduzierenden

Zellen unabléassig fur die endgtiltige Entfernung des Tumors (Wang 2007).

Aktuelle Methoden zur Isolierung und Charakterisierung von tumorinduzierenden
Zellen oder Krebsstammzellen basieren auf Zelloberflachenmarker, welche auf
Zellpopulationen mit Stammzelleigenschaften angereichert sind. Diese Art der
Anreicherung wurde zum ersten Mal von Bonnet und Dick im Jahr 1997
angewendet. Diese zeigten, dass nur Zellen, welche positiv fir das
Membranprotein CD34 und negativ fir das Membranprotein CD38 sind, dazu in
der Lage waren, eine humane akute myeloische Leukdmie (AML) in einem
immunkomprimierten Mausmodel zu generieren (Bonnet und Dick 1997).
Seitdem wurden Krebsstammzell-Phanotypen in weiteren Krebstypen, wie zum
Beispiel Brustkrebs (Al-Hajj, Wicha et al. 2003), Prostatakrebs (Collins, Berry et
al. 2005) und Darmkrebs (O’Brien, Pollett et al. 2006) entdeckt. Als Nachweis der
Stammzellpopulation wurde entweder die Fahigkeit zur Koloniebildung in vitro
oder die Eigenschaft, nach einer Transplantation der Zellen in

immunkomprimierten Mausen einen Tumor hervorzurufen, angewendet.

Die Identifizierung von Krebsstammzellen Uber Oberflachenmarker wird
allerdings auch kritisch betrachtet. So konnte zum Beispiel gezeigt werden, dass
eine Markierung mit einem CD38-Antikdrper die Xenotransplantation von AML-
Zellen beeintrachtigt (Taussig, Miraki-Moud et al. 2008). Des Weiteren wurde
gezeigt, dass auch AML-Subfraktionen, welche nicht den Phanotyp
CD34+/CD38- aufweisen, in immunkomprimierten Mausen anwachsen kdnnen
(Taussig, Vargaftig et al. 2010). Im Falle des Stammzellphdnotyps von
Darmkrebszellen wurden kontroverse Daten auf Grund der Verwendung von zwel
unterschiedlichen anti-CD133-Antikdrpern generiert (Ricci-Vitiani, Lombardi et al.
2006, Shmelkov, Butler et al. 2008, Kemper, Sprick et al. 2010).

Bisher konnte noch nicht fur jede Tumorentitat ein Stammzellphanotyp definiert
werden. Analog zur AML wird angenommen, dass in der ALL ebenfalls eine
seltene Unterfraktion von leukdmieinduzierenden Zellen existiert. Der zur
Identifizierung von tumorinduzierenden Zellen in der AML verwendete Phénotyp
(CD34+/CD38-) trifft allerdings nicht auf Zellen der ALL zu (Kong, Yoshida et al.
2008). Auch eine Untersuchung bei der B-ALL-Zellen anhand der

unterschiedlichen B-Zell-Reifemarker CD19, CD20 und CD34 sortiert wurden,
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konnte keine Fraktion identifizieren, welche keine leukdmieinduzierenden Zellen
enthalt (le Viseur, Hotfilder et al. 2008). Selbst B-ALL Zellen, welche fur CD20,
ein  Marker fur fortgeschrittene B-Zellreife, positiv waren, zeigen
leukamieinduzierendes Potential (Rehe, Wilson et al. 2013). Méglicherweise sind
B-ALL-Zellen dazu in der Lage, zwischen unterschiedlichen Reifegraden zu
wechseln und somit auch ihren Oberflachenmarker-Ph&notyp zu verandern.
Diese Wandlung konnte sowohl in einem reiferen als auch in einem weniger
reifen Phanotyp moglich sein (McClellan und Majeti 2013). Hierbei handelt es
sich allerdings nur um eine Vermutung. Die oben erwahnten Studien zeigen
jedoch, dass, falls es in der ALL eine Unterteilung in leukamieinduzierende Zellen
und Zellen, die nicht dazu in der Lage sind, gibt, konnten diese bisher nicht durch

die Verwendung von Oberflachenmarker voneinander unterschieden werden.

3.5. Wachstum von Leukamien und soliden Tumoren

Krebs ist im Essentiellen eine Krankheit aufgrund unkontrolliertem
Zellwachstums. Im Gegensatz zu gesunden Zellen umgehen Krebszellen Signale
des Zelltods und der Wachstumsinhibierung, wodurch sie wertvollen Raum im
normalen Gewebe einnehmen und Nahrstoffe verbrauchen. Dies fuhrt dazu, dass
Tumore die Funktion von gesunden Organen oder Systemen verhindern und
dadurch den Patienten tddlichen Schaden zufligen kénnen. Die Entwicklung von
Krebs ist ein komplexer, schrittweiser Prozess bei dem Mutationen angehauft
werden, wodurch Zellen entstehen, welche die Kennzeichen von Krebs
aufweisen: Umgehung von Apoptose, Fehlregulation des Energiehaushaltes,
Umgehung des Immunsystems, genomische Instabilitat, Selbstversorgung mit
Wachstumssignalen, Unempfindlichkeit gegeniiber Antiwachstumssignalen,
invasive und metastasierende Eigenschaften, tumorforderliche Entziindung,
unbegrenztes Replikationspotential und anhaltende Angiogenese (Hanahan und
Weinberg 2011).

Kenntnisse uber das Wachstum von Tumoren in Patienten sind wertvoll, um die
Biologie der Krankheit besser zu verstehen und Vorsorgeuntersuchungen zu
optimieren, aber auch um Vorhersagen Uber den Krankheitsverlauf treffen zu
kbnnen oder die Ablaufe von Chemotherapien besser abzustimmen (Norton
1988, Bassukas, Hofmockel et al. 1996). Da ein Patient, sobald bei ihm Krebs
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diagnostiziert wurde, schnellstméglich behandelt werden muss, kann das
Wachstum der Krankheit nach ihrer Entdeckung nicht ohne verandernde
Einflisse wie Chemotherapie weiter verfolgt werden. Zudem ist eine genaue
Ermittlung der Krebszellzahl im Patienten kaum moglich. Es gibt daher nur
wenige Studien zum Wachstum von Krebs, welche auf gemessenen
Patientendaten beruhen (Afenya 2001). Messungen in frihen Stadien der
Krankheitsentwicklung oder sogar direkt nach ihrer Entstehung liegen selten vor,
da der Patient zu diesen Zeitpunkten noch beschwerdefrei ist und sich daher

nicht in medizinischer Betreuung befindet.

Aus den oben genannten Grinden ist die Verwendung von Xenograft-
Tiermodellen zur Analyse des Wachstums von humanen Krebszellen
naheliegend. Xenograftmodelle erlauben es, das Wachstum von priméaren
humanen Zellen in einer immunkomprimierten Maus zu beobachten. Im besten
Fall generieren die transplantierten Tumorzellen eine Krankheit in der Maus,
welche der Krankheit im Menschen sehr ahnlich ist (Francia, Cruz-Munoz et al.
2011). Im Fall von soliden Tumoren werden Untersuchungen an subkutan
xenotransplantierten Tumorzellen haufig durchgefiihrt, um die Wirksamkeit von
Medikamenten zu Uberprifen. Dabei kann der Durchmesser des Tumors durch
die Haut des Tieres gemessen werden, woraus das Tumorvolumen errechnet
werden kann (Tomayko und Reynolds 1989, Corbett, Polin et al. 2004, Ehrhardt,
Schrembs et al. 2011). Im Gegenzug zu soliden Tumoren generieren
Tumorzellen von Patienten mit akuter lymphatischer Leukamie (ALL) in der Maus
eine Krankheit, deren Verteilung auf die Organe der Verteilung im Menschen
sehr ahnlich ist (Liem, Papa et al. 2004). Daher kann bei solchen systemisch
wachsenden Leukdmien die Bestimmung der Tumorlast im Tier nicht wie bei
subkutanen Tumoren erfolgen. In diesen Modellen wird die Entwicklung der
Krankheit durch die Messung der undifferenzierten Vorlauferzellen (Blasten) im
peripheren Blut bestimmt. Diese Messung kann eine Aussage Uber die Anzahl
der fluktuierenden Zellen geben, jedoch nicht Uber die genaue Anzahl von
Blasten in Organen wie Leber, Milz oder Knochenmark. Um das Wachstum von
Leukamien in einem gesamten Tier zu verfolgen, konnen in vivo-
Bildgebungsverfahren angewendet werden (Lyons 2005, O'Neill, Lyons et al.
2010, Terziyska, Alves et al. 2012). Bei diesen Verfahren werden von den

Xenograftzellen emittierte Lichtsignale detektiert. Diese stehen jedoch in keinem
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direkten Zusammenhang mit der absoluten Anzahl der Xenograftzellen in
einzelnen Organen der Tiere. Des Weiteren sind in vivo-Bildgebungsverfahren oft
nicht sensitiv genug, um das Wachstum der Krankheit in frihen Stadien zu

verfolgen.

Um das Wachstum von Tumoren zu beschreiben und zu prognostizieren, werden
mathematische Modelle verwendet. Die beiden am haufigsten angewendeten
Typen von Wachstumsmodellen sind exponentielle Modelle sowie Modelle fur ein
limitiertes Wachstum, wie das Gompertz® Modell (Liedo, Orozco et al. 1992,
Mehrara, Forssell-Aronsson et al. 2013) oder das logistische Wachstumsmodel
(Spratt, von Fournier et al. 1993, Atuegwu, Arlinghaus et al. 2013), welche beide
eng miteinander verwandt sind. Exponentielle Modelle gehen davon aus, dass
sich die Tumorzellen ungehindert und unbegrenzt teilen, bis der Organismus
kollabiert. Studien haben jedoch gezeigt, dass das Tumorwachstum im Laufe der
Zeit auch nachlassen kann (Hart, Shochat et al. 1998, Afenya und Calderon
2000), weshalb auch haufig begrenzte Modelle verwendet werden, um das

Wachstum von Tumoren zu beschreiben.

Um zu bestimmen, welches Modell dem Wachstum des untersuchten Tumors am
besten entspricht, werden die Wachstumskurven der Modelle mit gemessenen
Werten uberlagert. Dabei werden zum Uberlagern fiir das exponentielle Model
zwei, fur begrenzte Modelle jedoch drei Messwerte bendtigt. Da in klinischen
Studien bald nach der Diagnose mit der Therapie begonnen wird und das
naturliche Wachstumsverhalten des Tumors daher nur eine begrenzte Zeit lang
verfolgt werden kann, kann haufig nur ein exponentielles Modell und keines,
welches eine Wachstumsabnahme zugrunde legt, firr die Uberlagerung mit den

Messdaten angewendet werden (Haeno, Gonen et al. 2012).

Zusammenfassend stellt es ein vielversprechendes Ziel dar, Therapien gegen
ruhende Tumorzellen zu entwickeln. Neben ihrer schweren Therapierbarkeit
durch konventionelle Chemotherapie konnten sie auch fur tumorinduzierende
Zellen angereichert sein. Daher war es das Ziel dieser Arbeit, eine Fraktion von

ruhenden Zellen in der ALL zu isolieren und zu charakterisieren.
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3.6. Zielsetzung dieser Arbeit

Immer noch versterben etwa 50 % der Erwachsenen und mehr als 10 % der
Kinder mit akuter lymphatischer Leukdmie (ALL) an ihrer Tumorerkrankung.

Neue Mdglichkeiten der Therapie der ALL sind dringend notwendig.

Besonders schwierig therapierbar sind ruhende ALL-Zellen, da sie eine
besonders starke Resistenz gegen Chemotherapie aufweisen kénnten. Ruhende
Zellen stellen auch deswegen eine besonders therapierelevante Subfraktion von
Tumorzellen dar, weil sie Krankheitspersistenz und -riickfall induzieren kénnen.
Deswegen ist es winschenswert, die Subpopulation der ruhenden ALL-Zellen
genau untersuchen zu kénnen, um Therapieanséatze zu entwickeln, die ruhende
ALL-Zellen effektiv eliminieren. Bis heute ist es jedoch nicht zufriedenstellend
maoglich, ruhende ALL-Zellen genau zu untersuchen, da sowohl etablierte ALL-
Zellinien, als auch primare Tumorzellen von Patienten mit ALL das heterogene

physiologische Wachstum der ALL schlecht abbilden.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war, ruhende Tumorzellen zu isolieren und

anzureichern und mit einer ersten Charakterisierung dieser Zellen zu beginnen.

Zur Erlangung dieses Zieles wurden die primaren Tumorzellen einzelner
Patienten mit ALL in schwer immunsupprimierte Mause transplantiert, molekular
markiert und mit Hilfe der Marker aus dem Knochenmark der Tiere isoliert. Die
zusatzliche Farbung der Zellen mit CFSE erlaubte die Identifikation und
Isolierung von ruhenden ALL-Zellen. Erste Untersuchungen wiesen auf eine
wichtige Rolle der Knochenmarknische fir Wachstumsverhalten und
Chemoresistenz ruhender ALL-Zellen hin.
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4. Material und Methoden

4.1. Material

4.1.1. Gerate und Software

Tabelle 1: Verwendete Geréte

Gerat Beschreibung

Brutschrank B 6060 fur Bakterienkultur (Heraeus, Hanau, D)
Durchflusszytometer BD LSRFortessa (BD Bioscience, Heidelberg, D)
Zellsortiergerat BD FACSArialll (BD Bioscience, Heidelberg, D)

Inkubator Hera Cell (Heraeus, Hanau, D)

Inverses Mikroskop Carl Zeiss 550 1317 (Zeiss, Jena, D)
Fluoreszenzmikroskop Carl Zeiss Axioplan XYZ (Zeiss, Jena, D)

Sterilbank HeraSafe HS12 und HS18 (Heraeus, Hanau, D)
Feststoffwaage 440-43N (Kern&Sohn, Balingen, D)

Feinwaage Sartorius 2001 MP2 (Sartorius AG, Géttingen, D)
Wasserbaderhitzer WB14 mit Schragdeckel (Memmert, Schwabach, D)
Tischzentrifuge 5417C und 5417R (Eppendorf)

Zellkultur Rotanta 4810 (Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, D)
PCR-Maschine Primus 25 advanced Thermocycler (PegLab, Erlangen, D)
Geldokumentation E-BOX VX5 (Vilbert Lourmat, Eberhardzell, D)
Photometer Nanodrop (Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, USA)
In vivo Bildgebung IVIS Lumina Il Imaging System (Caliper Life Sciences, Mainz, D)

Tabelle 2: Verwendete Software

Verwendung Software

in silico Klonierungen Clone Manager 7
Durchflusszytometrische Analysen FlowJo vX.0.6
Statistische Analysen GraphPad Prism v6.02
Bildbearbeitung Photoshop CS3

Auswertung von Daten der in vivo-Bildgebung  Living Image software 4.x
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4.2. Medien und Lésungen
4.2.1. Reagenzien der Bakterien- und Zellkultur
Medien, Zuséatze und Puffer

Ampicillin-Lésung 25 mg/ml in H,O, steril filtriert (Sigma-Aldrich, St.Louis, MO,

USA)
a-Thioglycerol Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, USA
BrdU VWR, Radnor, PA, USA
DMEM Kulturmedium (Gibco, San Diego, CA, USA)
FCS Pan Biotech, Aidenbach, D
HBG-Puffer 1,5 % Glucose (w/v), mit HEPES auf pH 7,1 eingestellt
ITS-G (100x) Insulin-Transferrin-Selenium (Gibco, San Diego, CA, USA)
LB-Medium 10 g Trypton/Pepton, 5 g Hefe-Extrakt, 5 g NaCl ad 1 | H,0,

evtl. mit 1 ml Ampicillin (25 mg/ml)

LB-Agarplatten 15 g Agar ad 1 | LB-Medium, anschlieRend autoklavieren,
800 ul Ampicillin-Stammldsung wurde unmittelbar vor dem
Giel3en zugegeben.

Natrium-Pyruvat 100 mM (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Patientenmedium RPMI-1640, 20% FCS, 2 mM Glutamin, 1 % Penicillin-

Streptomycin, 1 % Gentamycin

Patientenmedium+ RPMI-1640, 20% FCS, 2 mM Glutamin, 1 mM
Nariumpyruvat, 6 mg/l Insulin, 3 mg/l Transferin, 4 pg/l Selen,
50 uM a-Thioglycerol, 1 % Penicillin-Streptomycin, 1 %

Gentamycin
PBS (1x) 8 g NaCl, 0,2 g KaCl, 1,42 g Na;HPO4,ad 1 | H,0
Pen/Strep Penicillin-Streptomycin 5000 U/ml (Gibco, San Diego, CA,
USA)
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RPMI-1640

TAE-Puffer

TE-Puffer
Trypsin (1x)

TB |

TiB I

Kulturmedium mit 5 mM Glutamin (Gibco, San Diego, CA,
USA)

10,8 g TRIS Base, 1,14 ml reine Essigsaure, 0,7 g EDTA, ad
11H,0

1 mM EDTA, 10 mM Tris, auf pH 8,0 mit HCI eingestellt
0,5% Trypsin-EDTA (Invitrogen, Karlsruhe, D)

2,418 g 100 mM RbClI, 1,98 g 50 mM MnCl;, 0,294 g 10 mM
CacCly, 0,588 g 30 mM Kaliumacetat, 30 g 15% (w/v)
Glycerin, pH 5,8 wurde mit Essigsaure (0,2 M) eingestellt

und steril filtriert.

0,418 g 10 mM MOPS, 0,242 g 10 mM RbCl, 2,2 g 75 mM
CacCl,, 30 g 15% Glycerin

Andere Stimulanzien und Lésungen

6XDNA-Ladepuffer Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, USA

Amsacrin-Lsg.
Daunorubicin-Lsg.
DAPI-Lsg.
Doxorubicin-Lsg.
DMSO

dNTPs

GroRenmarker

Epirubicin-Lsg.

Etoposid-Lsg.

4 mg/ml in Ethanol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

1 mg/mlin 1x PBS (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

1 mg/ml in H,O (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

1 mg/ml in Ethanol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
geeignet fur Zellkultur (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

10 uM, in H,O verdinnt von je 100 uM dATP, dTTP, dGTP
und dCTP Stocklésungen (Thermo Fischer Scientific,
Waltham, MA, USA)

100 bp DNA Ladder (Thermo Fischer Scientific, Waltham,
MA, USA)

1 mg/mlin H,O (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
1 mM in 1x PBS (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

26



Ethidiumbromid 1 %ige Losung (Carl Roth, Karlsruhe, D)

Ficoll (GE Healthcare, Freiburg, D)

Mitoxantron-Lsg. 0,1 mg/ml in Ethanol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Polybren 2 mg/ml in H,O (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Pl-Lsg. 1 mg/mlin H,O (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Turbofect (Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, USA)
Vincristin-Lsg. 20 mg/ml in H,O (Merck, Darmstadt, Deutschland)
Coelenterazin (Synchem OHG, Felsberg/Altenburg, Germany)

4.2.2. Plasmide

Tabelle 3: Plasmide

Plasmid Ursprung Grof3e (bp)
pRSV-Rev (392) Addgene, Cambridge, MA, USA 4174
pMDLg/pRRE (393) Addgene, Cambridge, MA, USA 8895
pMD2.G Addgene, Cambridge, MA, USA 5824
pCDH-EF1-extGluc-T2A-mKate-T2A-NGFR diese Arbeit 8887
pCDH-EF1-extGluc-T2A-mCherry diese Arbeit 7993
pCDH-EF1-extGluc-T2A-NGFR (Terziyska, Alves et al. 2012) 8125
pCDH-EF1-extGluc-copGFP AG Apoptose, AGV 8053

4.2.3. Primer

Tabelle 4: Primer

Nummer Sequenz Tm (°C)
196 CCAAGCTGTGACCGGCGC 62,8
197 CACAAATTTTGTAATCCAGAGGTTG 58,1
214 GGAAGGGCCGGGATTCTC 60,5
259 GGCGAGGCGATCGTGGACATTCCTGAGAT 78,8
260 ATCTCAGGAATGTCCACGATCGCCTCGCC 78,8
262 ATGCATATGGGGGCAGGTGCCAC 66,8
263 GICGACTTAGATTCAGCTITCAGTTCCACC 63,9
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4.2.4. Enzyme

Tabelle 5: Enzyme

Name Verwendung Hersteller

GoTaq Kolonie-PCR Promega, Madison, W1, USA

Pfu Polymerase PCR Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, USA
T4 DNA Ligase Ligation Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, USA
EcoRl Restriktionsverdau Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, USA
BamHI Restriktionsverdau Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, USA
Sall Restriktionsverdau Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, USA
Nsil Restriktionsverdau New England Biolabs, Ipswich, MA, USA
Xmnl Restriktionsverdau Promega, Madison, WI, USA

Balll Restriktionsverdau New England Biolabs, Ipswich, MA, USA

4.2.5. Antikorper

Tabelle 6: Antikorper

Name Herkunft Hersteller

FITC anti-human CD271 (ME20.4) Maus Biolegend, San Diego, CA, USA
PerCP-Cy5.5 anti-human CD271 (ME20.4) Maus Biolegend, San Diego, CA, USA
anti-human NGFR MicroBeads Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, D
APC-Cy7 anti-mCD45 (30-F11) Ratte Biolegend, San Diego, CA, USA

APC anti-BrdU (3D4) Ratte BD Bioscience, Heidelberg, D

PE anti-Annexin V BD Bioscience, Heidelberg, D

4.2.6. Kommerzielle Reagenziensatze

Tabelle 7: Reagenziensatze

Name Verwendung

Hersteller

Annexin V FITC Apoptosis

) _ Nachweis apoptotischer Zellen
Detection Kit

BrdU Flow Kit Einbau und Nachweis von BrdU
Qiagen Plasmid Mini Kit Isolierung von Plasmid-DNA
Qiagen Plasmid Midi Kit Isolierung von Plasmid-DNA
QIAquick PCR Purification Kit Reinigung von PCR-Produkten
QuikChange Lightning Site- Gezielte Mutagenese einzelner
Directed Mutagenesis Kit Basenpaare in Plasmid-DNA

BD Bioscience,
Heidelberg, D

BD Bioscience,
Heidelberg, D
Qiagen, Venlo, NL
Qiagen, Venlo, NL
Qiagen, Venlo, NL
Agilent Technologies,
Oberhaching, D
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4.3. Molekularbiologische und gentechnische Methoden

4.3.1. Amplifikation von DNA mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion

Zur Amplifikation des NGFR-Genes mit Uberhangen fiir den Restriktionsverdau
mit Nsil und Sall wurde die Polymerase-Kettenreaktion (englisch: ,polymerase
chain reaction; PCR*) angewendet. Dazu wurde die Pfu-Polymerase verwendet,
da sie, im Gegensatz zur GoTaqg-Polymerase, eine ,proof-reading®-Aktivitat

aufweist, wodurch die Anzahl von fehlerhaften Amplifikaten minimiert wird.
Der PCR-Ansatz enthielt:

77 pl H,0

10 pl Pfu-Puffer MgSO4

8 ul dNTPs

je 1 ul Vorwarts- und Ruckwartsprimer (Primer 263 und Primer 262)
2 pl DNA-Template (Plasmid 2)

2 pl Pfu-Polymerase

Die Durchfiuihrung der PCR erfolgte nach dem folgenden Temperaturschema in

einer PCR-Maschine:

45s,96°C - (455,96 °C > 455,59 °C 245 s, 72 °C)x40 - 10 min 72 °C

Die entstandenen PCR-Produkte wurden anschlieBend mittels Agarose-
Gelelektrophorese analysiert oder unter Verwendung des QIAquick PCR

Purification Kit der Firma Qiagen aufgereinigt.

4.3.2. Kolonie-PCR

Als Templates fur die Kolonie-PCR wurde eine Bakterienkolonie in 25 ul TE-
Puffer Gberfuhrt und 5 min bei 97 °C inkubiert. Anschlieend wurde der Ansatz

zentrifugiert (10000 g/1 min). 2 pl wurden als Template fur die PCR verwendet.
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Beispielansatz (ausreichend fir die Analyse von 25 Proben):

6,8 ul H,O

2 ul GoTag-Puffer

0,8 ul dNTPs

je 0,1 pl Vorwarts- und Ruckwartsprimer
0,1 yul GoTaq Polymerase

2 ul Template

Die Durchfuihrung der PCR erfolgte nach dem folgenden Temperaturschema in

einer PCR-Maschine:

2 min, 94°C - (1 min, 94 °C - 1 min, 55 °C = 2,5 min, 72 °C)x30 - 10 min, 72 °C

Die entstandenen PCR-Produkte wurden anschlieRend mittels Agarose-
Gelelektrophorese analysiert.

4.3.3. Enzymatische Hydrolyse von Nukleinsauren

Die enzymatische Hydrolyse von Nukleinsauren im Inneren eines DNA-Molekiils
wird durch Endonukleasen, auch als Restriktionsenzyme bezeichnet, katalysiert.
Es wurden zwei verschiedene Arten von Restriktionsansatzen verwendet: zum
einen analytische Anséatze, bei denen die entstandenen Fragmente detektiert
wurden, um das geschnittene DNA-Molekil zu analysieren. Zum anderen wurden
praparative Ansatze verwendet, bei denen ein entstandenes Fragment fur eine
weitere Bearbeitung bendtigt wurde. Ein Restriktionsansatz setzt sich aus einem
passenden Puffer fur die zu verwendenden Restriktionsenzyme, DNA-LAsung,
Restriktionsenzym (in  Glycerin gelost) und H,O zusammen. Von jeder
verwendeten Restriktionsenzymlésung wurden etwa 5% des gesamten
Ansatzvolumes zugegeben. Bei den Puffern fir die Enzyme handelte es sich
immer um 10x Stammldsungen, daher machten diese 10 % des Ansatzvolumens
aus. Die Menge der zugegebenen DNA-L6sung war abhangig von ihrer

Konzentration. Bei einem analytischen Ansatz wurde sie so gewahlt, dass im
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Ansatz 8 ng — 20 ng DNA und bei einem praparativen Ansatz 200 ng — 500 ng
DNA vorhanden waren. Der verbleibende Anteil des Ansatzes bestand aus H,O.

analytischer Beispielansatz:

2 yl DNA-LGsung
5,5 pl H20
1 ul Puffer

0,5 pl Restriktionsenzym

4.3.4. Mutation einzelner Basenpaare
Um einzelne Basenpaare in einem Plasmid zu veradndern, wurde das
QuikChange Lightning Site-Directed Mutagenesis Kit der Firma Agilent

Technologies verwendet.

4.3.5. Ligation von Nukleinsauren
Zur kovalenten Verknupfung linearisierter Plasmid-DNA mit einem
doppeltstrangigen Oligonukleotid dienten Ligationsansatze mit T4 DNA Ligase.
Das Verhaltnis von Vektor zu Insert betrug 1:1 bis 1:3. Die Anséatze wurden Uber
Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. Die ligierte DNA wurde anschliel3end direkt

weiter verwendet oder bei -20°C gelagert.
Beispielansatz:

Entsprechende Mengen von Vektor- und Insertlésung
1,5 pl Ligase Puffer 10x

1,5 ul T4 DNA Ligase

ad 15 yl H,O

4.3.6. Agarose-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung von DNA-Molekilen anhand ihrer GréRe wurden 1 %
Agarosegele verwendet. Zu ihrer Herstellung wurden 1 g Agarose in 100 ml
1 x TAE-Puffer in der Mikrowelle erhitzt und mit 2 pl Ethidiumbromid-L6sung
versetzt. 10 pl einer zu untersuchenden DNA-Suspension wurden mit 2 pl 6x
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DNA-Ladepuffer gemischt und in TAE-Puffer bis zu einer Stunde bei 80V
aufgetrennt. Anschliel3end wurde das Gel unter UV-Licht analysiert. Um DNA aus
einem Gel zu isolieren, wurde die entsprechende Bande mit einem Skalpell unter
UV-Licht ausgeschnitten und nach Anleitung des QIAquick Gel Extraction Kit

aufgereinigt.

4.3.7. lIsolierung von Plasmid-DNA aus Bakterienkulturen

Fur eine Isolierung von kleineren Plasmid-DNA-Mengen (Mini-Isolierung) wurde
eine 3-5ml Ubernachtkultur in LB-Medium mit Ampicillin angeimpft. Am
folgenden Tag wurde die Kultur durch Zentrifugation (6000 g, 4 °C, 10 min)
pelletiert, der Uberstand verworfen und die Plasmid-DNA nach der Anleitung des
Qiagen Plasmid Mini Kit aus dem Pellet isoliert. Zur Isolierung groRerer Plasmid-
DNA-Mengen (Midi-Isolierung) wurde eine 50 ml Ubernachtkultur in LB-Medium
mit Ampicillin mit 0,5-1 ml einer Vorkultur angeimpft. Am Folgetag wurde die
Kultur zentrifugiert (6000 g, 4 °C, 10 min) und die Plasmid-DNA nach der
Anleitung des Qiagen Plasmid Midi Kit aus dem Pellet isoliert.

4.3.8. Mengenbestimmung von DNA und Sequenzanalyse

Um die Konzentration einer DNA-LOsung zu bestimmen, wurden 2 pl der zu
untersuchenden L6sung in einem Nanodrop-Photometer analysiert. Als
Referenzwert wurde die Flussigkeit gewéhlt, in der die DNA gel6ést war. Die
Messung wurde dreimal durchgefihrt und anschlielBend der Mittelwert gebildet.
Zur Sequenzanalyse wurde 1 ug der zu analysierenden DNA-L6sung zusammen
mit einem passenden Primer an die Firma Eurofin MWG Biotech (Ebersberg, D)
geschickt, welche die Sequenzierung mit speziellen ,short hairpin®
neutralisierenden Agenzien durchfuhrte. Um Abweichungen, wie eine
Punktmutation, von der in silico synthetisierten Sequenz zu ermitteln, wurden

Nukleotidsequenzen mit dem Logarithmus ,blast® verglichen.
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4.4. Mikrobiologische Methoden

4.4.1. Kultivieren von E. coli DH5a

Die E.coli DH5a-Zellen wurden bei 37 °C kultiviert. Zur dauerhaften
Aufbewahrung von Bakterienkulturen wurden Glycerin-Dauerkulturen hergestellit.
Dazu wurden 100 ul autoklaviertes Glycerin in 2 ml Reaktionsgefal3e mit
Schraubverschluss zu 1,5 ml einer Bakteriensuspension zugegeben, gemischt
und fir 30 min auf Eis inkubiert. Die Glycerin-Dauerkulturen wurden bei -20 °C

gelagert.

4.4.2. Herstellung kompetenter E.coli-Zellen nach der Mehr-lonen-Methode

Zur Herstellung von kompetenten E. coli DH5a-Zellen wurde die Mehr-lonen-
Methode verwendet. Hierzu wurden 300 ml LB-Medium mit 3 ml einer
Ubernachtkultur von E.coli DH5a beimpft. Das Wachstum wurde durch
photometrische Messungen bei 600 nm verfolgt. Sobald der A600-Wert 0,4
Uberstieg, wurden die Zellen fur 2 min auf Eis inkubiert. Anschlieend wurde die
Kultur in 50 ml Reaktionsgefal3e uberfuhrt und zentrifugiert (6000 g, 10 min,
4 °C). Der Uberstand wurde verworfen, die Pellets in insgesamt 90 ml eiskaltem
TfB I-Puffer geldst und fur 60 min auf Eis inkubiert. AnschlieRend wurde erneut
zentrifugiert (6000 g, 10 min, 4 °C). Der Uberstand wurde wiederum verworfen,
die Pellets insgesamt in 9 ml eiskaltem TfB II-Puffer geldst, vereinigt und fur
15 min auf Eis inkubiert. Der Ansatz wurde maoglichst schnell zu je 100 ul auf 1,5

ml Reaktionsgefalie verteilt und in fliissigem Stickstoff schockgefroren.

4.4.3. Transformation von Plasmid-DNA in kompetente E.coli-Zellen

Die Transformation erfolgte durch Zugabe von 100 ul eines Aliquots von
kompetenten E. coli DH5a -Zellen zu der entsprechenden DNA (Plasmid-DNA:
20 — 200 ng) und der sich anschliel3enden Inkubation auf Eis fur eine Stunde.
Anschlielend wurden fir 2 min ein Hitzeschock bei 42 °C und eine erneute
Inkubation auf Eis fur 5 min durchgefiihrt. Nach Zugabe von 800 pl LB-Medium
wurden die Zellen bei 37 °C fur 30 min inkubiert. AnschlielBend wurde die
Suspension zentrifugiert (6000 g, 3 min, RT), der Uberstand verworfen, die
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Zellen in 100 pl LB-Medium resuspendiert und auf LB-Agar-Platten mit Apicillin
ausplattiert.

4.5. Zellbiologische Methoden

4 .5.1. Kultivieren, Einfrieren und Auftauen von humanen Zellen

Fur die Produktion von Lentiviren zur Transduktion von ALL-Xenograftzellen
wurde die adhéarente Zelllinie HEK-293T verwendet. Die Zellen wurden in DMEM
mit 10 % FCS kultiviert und alle zwei bis drei Tage im Verhéltnis 1:5 ausgedinnt.
Dazu wurden die Zellen mit 1 ml Trypsin-Lésung fur 7 min inkubiert und
anschlieBend durch Zugabe von frischem DMEM mit 10% FCS vom
Plattenboden gelést. Um die Zellen dauerhaft zu konservieren, wurde der halbe
Inhalt einer voll bewachsenen 75 cm?-Kulturflasche in 1 ml FCS mit 10 % DMSO
bei -80 °C in einem Plastikgefal3 mit Innengewinde eingefroren und dauerhaft bei
-196 °C gelagert.

Zum Auftauen wurde ein Plastikgefald mit den aufzutauenden Zellen fiir 1 min bei
37 °C im Wasserbad inkubiert und der Inhalt anschlieend in 9 ml DMEM mit
10 % FCS uberfuhrt. Darauf wurde zentrifugiert (400 g, 5 min, RT) und der
Uberstand verworfen. Das Pellet wurde in 10 ml DMEM mit 10 % FCS geldst und
in eine frische Kulturflasche tberfuhrt.

Um ALL-Xenograftzellen aufRerhalb der Maus fur kurze Zeit zu kultivieren,
wurden diese in einer Konzentration von 1 Milion Zellen in 1 ml
Patientenmedium+ flr bis zu 72 Stunden kultiviert. Zur Lagerung der ALL-
Xenograftzellen wurden diese in Konzentrationen von 10 Millionen bis
100 Millionen Zellen pro Milliliter in FCS mit 10 % DMSO bei -80 °C in einem
Plastikgefal3® mit Innengewinde eingefroren und dauerhaft bei -196 °C gelagert.
Zur Injektion von eingefrorenen Zellen in Mause wurde der Inhalt eines
Plastikgefalles bei 37 °C aufgetaut, einmal mit 1xPBS gewaschen und

anschlieRend injiziert.
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4.5.2. Stimulation mit zytotoxischen Agenzien

Um die zytotoxischen Effekte von Chemotherapeutika auf ALL-Xenograftzellen
in vitro zu analysieren, wurden die Zellen direkt nach ihrer Isolierung aus der
Maus zu einer Konzentration bis zu 100.000 Zellen in 100 pl Patientenmedium+
in den Kavitaten einer 96-Well-Platte ausgebracht. Die Spontanapoptose der
Zellsuspension wurde sofort im Durchflusszytometer ermittelt. Anschliel3end
wurden zu je drei Kavitdten Verdinnungen der Stammibsungen der zu
analysierenden Zytostatika zugegeben. Alle 24 Stunden wurde die spontane
Apoptose einer nicht mit Zytostatika stimulierten Kontrolle ermittelt. Sobald die
spontane Apoptose von einem Messwert zum nachsten mehr als 30 % zunahm
oder 50 % insgesamt Uberstieg, spatestens aber nach 72 h, wurde der
Apoptosewert in allen Kavitdten der Platte bestimmt und der Versuch
ausgewertet. Zur Bestimmung der spezifischen Apoptose wurde folgende Formel
verwendet:

Apoptose (stimuliert) — Apoptose (Kontrolle) 100
100 — Apoptose (Kontrolle) )

spezifische Apoptose = (

4.5.3. Virusproduktion in HEK-293T-Zellen

Um humane Zellen stabil zu transduzieren, wurde ein lentivirales
Transduktionssystem der dritten Generation verwendet (Dull, Zufferey et al.
1998, Zufferey, Donello et al. 1999). Zur Produktion von Lentiviren wurden HEK-
293T-Zellen verwendet, welche in einer 75 cm? Zellkulturflasche in DMEM mit
10 % FCS und Pyruvat ausgesat wurden. Sobald die Zellen zu 50-80 % konfluent
waren, wurden sie mit den Verpackungsplasmiden 392 (2,5 ug), 393 (5 ug) und
pMD2.G (1,25 pg), sowie dem gewinschten Transfervektor (2,5 pg) transfiziert.
Dazu wurden die bendtigten Mengen der jeweiligen DNA-Suspensionen und
24 ul Turbofect (Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, USA) mit DMEM ohne
FCS zu einem Endvolumen von 1 ml mit einander vermengt und gut gemischt.
Anschliel3end wurde die Losung fur 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach
der Inkubation wurde das Medium der HEK-293T-Zellen gewechselt und die
Transfektionslésung tropfenweise in die Zellkulturflasche gegeben. AnschlieRend
wurden die HEK-293T-Zellen 70 Stunden bei 37°C und 5 % CO, inkubiert. Der
Inhalt der Kulturflasche wurde in 15 ml Reaktionsgefal3e dberfuhrt und
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zentrifugiert (400 g, 5 min, RT). Der Uberstand wurde anschlieRend gefiltert und
zur Konzentration der Viren auf ein Amicon-Ultra-15-Reaktionsgefald (Merck
Milipore, Darmstadt) geladen. Das Reaktionsgefald wurde anschliel3end
zentrifugiert (2000 g, 30 min, RT) bis lediglich 200 bis 250 pl Konzentrat in der
oberen Kammer des Gefal3es verblieben. Das Konzentrat wurde zu Aliquots von
1 bis 10 pl bei -80 °C gelagert.

4.5.4. Bestimmung des Virustiters

Der Virustiter von produzierten Viruskonzentraten (4.5.3) wurde bestimmt, indem
0,4 x 10° HEK-293T-Zellen in 2 ml DMEM mit 10 % FCS in den Kavitaten einer
6-well-Pallte ausgesat wurden. Am folgenden Tag wurden die ausgesaten Zellen
mit unterschiedlichen Verdinnungen des Virenkonzentrats transduziert. Dazu
wurde das Konzentrat zunachst 1:1000 in DMEM mit 8 pg/ml Polybren verdinnt.
Von dieser Lésung ausgehend wurde eine Verdinnungsreihe tber 1:5, 1:10 und
1:30 hergestellt. Der Uberstand, der am Vortag ausgesaten HEK-293T-Zellen,
wurde entfernt und durch je 1ml der unterschiedlichen Stufen der
Verdunnungsreihe ersetzt. Als Kontrolle diente DMEM mit 8 pg/ml Polybren ohne
Virenkonzentrat. 24 Stunden nach der Infektion wurde der Uberstand der HEK-
293T-Zellen erneut entfernt und durch frisches DMEM mit 10 % FCS ersetzt. 72
Stunden nach der Infektion der Zellen wurden diese aus den Kavitaten der 6-
well-Platte geerntet und der prozentuale Anteil der transgenen Zellen im

Durchflusszytometer bestimmt. Der Virentiter wurde nach folgender Formel

berechnet:
F-Z
Titer = (—) TU/ml
%4
F = Prozent transgener Zellen
Z = Zellzahl bei Infektion
|4 = Volumen des eingesetzten Viruskonzentrats

4.5.5. Farbung von Zellen

Zur Antikdrperfarbung wurden sich in Suspension befindende Zellen einmal mit

1 x PBS gewaschen (400 g, 5 min, RT) und mit einer Konzentration von 0,5x10°
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Zellen in 100 pl 1 x PBS resuspendiert, wobei ein Mindestvolumen von 50 pl nie
unterschritten wurde. AnschlieBend wurde eine geeignete Menge des
Antikorpers zugegeben, wobei die Anweisungen des Herstellers beachtet
wurden. Fir 0,5x10° Zellen wurden meistens zwischen 1,5ul und 5 pl
zugegeben. Darauf wurden die Zellen fir 20 min bei Raumtemperatur im
Dunkeln inkubiert und anschlieRend zweimal mit 1 x PBS gewaschen (400 g,
5 min, RT). Letztendlich wurden die gefarbten Zellen in 1 x PBS resuspendiert

und analysiert.

Um den Einbau von BrdU in Zellen nachzuweisen, wurde nach der Anleitung des
BrdU Flow Kits der Firma Becton Dickinson verfahren. Zum Nachweis von
Annexin V auf der Oberflache von apoptotischen Zellen wurde das Annexin V

FITC Apoptosis Detection Kit der Firma Becton Dickinson verwendet.

Um Zellen mit DAPI und/oder Pl zu farben, wurde unmittelbar vor der Messung
ein Volumenprozent einer 1 mg/ml DAPI-Losung oder ein Volumenpromill einer
1 mg/ml PI-Losung zu den Zellen gegeben. Beide Farbstoffe interkalieren in der
DNA, wodurch sie ein Fluoreszenzsignal in toten Zellen aufweisen, durch deren
zerstorte Membranen sie gelangen kdnnen. Da beide Farbstoffe nicht durch die
intakten Membranen von lebenden Zellen gelangen kdnnen, weisen diese kein

Fluoreszenzsignal auf.

4.5.6. CFSE-Markierung von Zellen

Zur Markierung von Zellen mit CFSE wurde zunachst eine Lésung von
lyophilisiertem CFDASE in wasserfreiem DMSO mit einer Konzentration von
5mM hergestellt. AnschlieRend wurden die zu farbenden Zellen zu 1 x 10°
Zellen/mlin 1 x PBS mit 0,1 % BSA suspendiert und von der CFDASE-L6sung zu
einer Endkonzentration von 10 uM zugegeben. Nach einer Inkubation fir 10 min
bei 37 °C wurde die Farbung durch die Zugabe von funf Volumen eiskaltem
RPMI mit 10 % FCS und einer anschlieBenden Inkubation fir 5 min auf Eis
unterbrochen. Die Zellen wurden entweder zentrifugiert (400 g, 5 min, RT), in
1 x PBS resuspendiert und direkt in NSG-Mause injiziert, oder dreimal mit

1 x PBS gewaschen und anschlie3end in Patientenmedium+ kultiviert.
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4.5.7. Analyse von Zellen mittels Durchflusszytometrie

Zur Analyse von Zellen im Durchflusszytometer wurden fur die vorliegende Arbeit
zwei Apparaturen verwendet, wobei es sich zum einen um ein BD LSRFortessa
und zum anderen um ein BD FACSArialll handelte. Beide Apparaturen waren
gemalR den Angaben in Tabelle 8 ausgestattet. Die zu analysierenden
Zellsuspensionen wurden vor ihrer Analyse durch ein 70 um-Netz gesiebt und in
ein daftr vorgesehenes Rundbodengefal3 oder in ein 15 ml Reaktionsgefal’
gefilllt. Die Konzentration der Suspension iberstieg nie 1 x 10 Zellen/ml. Bei der
Analyse im Durchflusszytometer wurden nicht mehr als 12000 (LSRFortessa)
bzw. 8000 (FACSArialll unter Verwendung der 100 um-Duse) Ereignisse pro
Sekunde gemessen.

Tabelle 8: Ausstattung der Durchflusszytometer

Laser LP-Filter BP-Filter Parameter
LSRFortessa
355 505 525/50 Indo-1
450/50 DAPI
405 595 605/12 Qdot 605
475 525/50 Qdot 525
450/50 Pacific Blue
488 600 695/40 PerCP-Cy5.5
505 530/30 FITC, CFSE
499/10 SSC
561 750 780/60 PE-Cy7
685 710/50 PE-Cy5.5
635 670/30 PE-Cy5
600 610/20 mCherry
570 585/15 PE
640 750 780/60 APC-Cy7
710 730/45 Alexa Fluor 700
670/14 APC-Cy7
FACSA:rialll
375/405 735 780/60 Qdot710
610 616/23 Qdot 605
556 585/42 PacOrange
502 530/30 Cerulean
450/40 DAPI
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488 655 695/40 PerCP-Cy5.5

502 530/30 FITC, CFSE
488/10 SSC
561 735 780/60 PE-Cy7
630 670/14 PE-Cy5
600 610/20 mCherry, mKate
582/15 PE
633 735 780/60 APC-Cy7
660/20 APC

Alle Angaben in nm

4.5.8. Sortieren von Zellen mittels MACS

Um NGFR-exprimierende Zellen durch magnetische Zellseparation (englisch
.,Magnetic Cell Separation (MACS)“) von anderen Zellen zu isolieren, wurde die
zu separierende Zellsuspension zentrifugiert (400 g, 10 min, RT) und zu einer
Konzentration von 1 x 10" Zellen/ml in PBE (4 °C) resuspendiert. AnschlieRend
wurde die Suspension durch ein 70 um Netz gesiebt. Darauf wurde zu je 1 x 10’
Zellen 20 pl anti-human NGFR MicroBeads (Miltenyi Biotech) zugegeben, gut
gemischt und fur 10 min bei 4 °C inkubiert. Wahrenddessen wurde eine LS-Saule
(Miltenyi Biotech) in einem daftir vorgesehen Magneten bei 4 °C positioniert und
mit 5ml PBE préequilibriert. AnschlieBend wurde die zu separierende
Zellsuspension auf die Saule geladen, wobei nie mehr als 2 x 10® Zellen
verwendet wurden. Nachdem die Saule viermal mit je 3 ml PBE (4 °C) gesplilt
wurde, wurde sie von dem Magneten genommen, auf ein 15 ml-Reaktionsgefaf
gesetzt, mit 5ml PBE (4 °C) uberschichtet und alle sich an der Séaule
befindenden Zellen durch sanften Druck mit dem dafir vorgesehenen Stempel
abgespult. Die isolierten Zellen wurden anschlieBend einmal mit 1 x PBS
gewaschen (400 g, 10 min, RT).

4.5.9. Sortieren von Zellen mittels FACS

Zum Sortieren von Zellen anhand von fluoreszierenden Markern wurde in dieser
Arbeit eine BD FACSArialll-Apparatur mit einer 100 um-Duse verwendet. Vor der
Sortierung wurden alle Zellsuspensionen durch ein 70 pm Sieb gefiltert.

Anschliel3end wurden die Zellen in einem verschlieRbaren Reaktionsgefall mit
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Rundboden oder einem 15 ml Reaktionsgefal3 Uberfihrt und in das zuvor mit
Ethanol (80 %) gereinigtem Gerat gemessen. Zum Sortieren wurde immer die
Einstellung ,purity“ verwendet. Wurden die Zellen fur weiterfuhrende funktionelle
Untersuchungen sortiert, geschah dies in 15 ml ReaktionsgefaRe mit 500 pl
Patientenmedium+ oder 500 ul FCS. Zur Analyse der Zellen in vergleichenden
Genexpressionsanalysen wurden die Zellen in 200 pl Reaktionsgefaf3e mit 10 pl
Puffer des Kooperationspartners sortiert. Das Sortiergerat wurde wéchentlich
einer Leistungsprifung (,performance check®) zur Sicherstellung der

gleichbleibenden Leistung und Einstellung der Lichtquellen unterzogen.

4.6. Maus-Xenograft-Modell

Zur Umsetzung der Ziele der vorliegenden Arbeit wurde nicht mit ALL-Zelllinien
gearbeitet, da sich diese durch den Prozess ihrer Immortalisierung oder durch
langjéhrige Passagierung in vitro seit ihrer Isolierung verandert haben, und sich
daher in ihren proliferativen Eigenschaften von ALL-Zellen im Patienten
unterscheiden. Die beste Situation zur Untersuchung der ALL ist es, mit primaren
ALL-Zellen, die direkt aus dem Patienten isoliert wurden, zu arbeiten. Diese
konnen allerdings in vitro weder lange kultiviert noch expandiert werden. Um
primare ALL-Zellen auf3erhalb des Patienten zu expandieren muissen sie in
immunkomprimierte Mause injiziert werden, aus denen sie wiederum isoliert
werden koénnen. Nur dort kann das Wachstumsverhalten von ALL-Zellen
aul3erhalb des Patienten untersucht werden.

Bei den fur diese Arbeit verwendeten Tieren handelte es sich um Mause des
immundefizienten Stammes NOD.Cg-Prkdc™ 112rg™"/Sz (Shultz, Lyons et al.
2005), bekannt als NOD scid gamma (NSG). NSG-Méausen fehlen ausgereifte
T-Zellen und B-Zellen. Zusatzlich ist die zytotoxische Aktivitdt der natlrlichen
Killerzellen extrem niedrig. Die Tiere wurden bei einem Tag-Nacht-Rhythmus von
12 Stunden gehalten. Die Euthanasie der Tiere erfolgte durch Begasung mit
CO..
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4.6.1. Expansion und Gewinnung priméarer ALL-Zellen

Zur Expansion von patientenabgeleiteten ALL-Zellen in NSG-Mausen wurden
Zellen, welche entweder direkt aus dem Patienten oder einer vorherigen
Passage gewonnen wurden, intravends in Tiere injiziert. Hierbei wurden maximal
1x10° Zellen verwendet, welche in 200 — 250 pl autoklaviertem und steril
filtriertem 1 x PBS suspendiert wurden. Sobald die Zellen injiziert wurden,
bekamen die Tiere Ciprofloxacin Uber das Trinkwasser verabreicht, um
Infektionen vorzubeugen. Nach der Zellinjektion wurde den Tieren regelmalig
Blut entnommen, um den Anteil humaner Zellen mittels Durchflusszytometrie zu
bestimmen. Sobald der Anteil der humanen Zellen im Blut 20 % Uberstieg,
wurden die Tiere getotet und die stark vergrof3erte Milz isoliert. Die Milz wurde
anschlieBend durch einen 70 um Sieb homogenisiert und die entstandene
Zellsuspension mit 1 x PBS auf 20 ml aufgefullt. Anschlie@end wurden 10 ml
Ficoll in ein 50 ml Reaktionsgefd? gegeben und mit der verdinnten
Zellsuspension uberschichtet. Darauf wurde das Reaktionsgefal? bei
ausgeschalteter  Rotorbremse  zentrifugiert (400g, 30 min, RT). Die
mononuklearen Zellen wurden im Anschluss mit einer Glaspipette aus dem
Gradienten isoliert, zweimal mit 1 x PBS und einmal mit Patientenmedium
gewaschen (400g, 10 min, RT). Das Pellet wurde anschlieBend in
Patientenmedium+ zu einer Konzentration, welche nie 1x10® Zellen/ml
Uberstieg, resuspendiert. Die Zellen wurden anschlieRend bis zur weiteren

Verwendung im Inkubator aufbewahtrt.

4.6.2. Herstellung transgener Xenograftzellen

Zur lentiviralen Transduktion wurden Xenograftzellen aus der vergroR3erten Milz
einer Maus isoliert. 5 Millionen der isolierten Xenograftzellen wurden in einer
Kavitat einer 24-Well-Platte mit 2 pl Viruskonzentrat Uber Nacht in 500 pl
Patientenmedium+ inkubiert. Am folgenden Tag wurden die Zellen vier Mal mit
1 x PBS gewaschen, in 200 pl 1 x PBS resuspendiert und intravenos in eine
NSG-Maus injiziert. Nachdem diese Maus eine Leukamie im Endstadium
entwickelt hatte, wurden die Xenograftzellen aus ihrer Milz isoliert und die
transgenen Zellen im Durchflusszytometer sortiert. Die sortierten transgenen

Zellen wurden erneut intravends einer NSG-Maus verabreicht. Nachdem diese
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Maus wiederum eine Leukdmie im Endstadium entwickelt hatte, wurden die
Xenograftzellen erneut aus der Milz isoliert. Da alle in dieser Arbeit verwendeten
Proben nach diesem Schritt mehr als 90 % Transgenexpression aufwiesen,

wurden diese daraufhin fur die Durchfiihrung von Experimenten verwendet.

4.6.3. In vivo Bildgebung

Far die in vivo Bildgebung wurde ein IVIS Lumina Il lamging System (Caliper Life
Sciences, Mainz, D) verwendet. Die Mause wurden mit Isofluran anasthesiert, in
Ruckenlage in die Apparatur gelegt, und an den unteren Extremitaten, sowie
Uber den Inhalationsschlauch, fixiert. Eine Stocklésung von Coelenterazin wurde
in Methanol mit einer Konzentration von 10 mg/ml hergestellt. Unmittelbar vor der
intravendsen Injektion wurde die Stockldsung mit steril filtriertem HBG-Puffer
verdinnt. Direkt nach der Injektion des Coelenterazin in die Schwanzvene
wurden Bilder der Tiere fiur die Dauer von 15 Sekunden mit folgenden
Einstellungen aufgenommen: ,field of fiew 12,5 cm®, ,binning 8% ,f/stop 1 und

sopen filter setting®.

Die Auswertung der Bilder erfolgte mit der Living Image software 4.x (Caliper Life
Sciences, Mainz, D). Zur Quantifizierung des Lichtsignales einer Maus wurde ein
Analysebereich (englisch ,region of interest (ROI)“) festgelegt. Signale wurden
als positiv betrachtet, sobald die gemessene Lichtemission in einer ROI das
Hintergrundsignal (gemessen in der gleichen ROI an nicht Leuk&mie-tragenden
Mausen) Uberstieg (Terziyska, Alves et al. 2012).

4.6.4. Isolierung von Xenograftzellen aus Mausknochenmark

Zur Gewinnung des Knochenmarks einer Maus wurden die Knochen des
Oberschenkels, des Unterschenkels sowie die Huftknochen, das Brustbein und
das Ruckgrat eines Tieres isoliert und die Knochen in einem Mdorser
homogenisiert. AnschlieRend wurde die entstandene Zellsuspension durch ein
70 um Sieb homogenisiert und einmal mit 1 x PBS gewaschen (400 g, 10 min,
RT). Darauf konnten die Knochenmarkszellen resuspendiert und verwendet
werden. Die Menge der isolierten Knochenmarkszellen je Maus variierte

abhangig von der GroRRe des Tieres, zwischen 3,5 x 10° und 4,5 x 10° Zellen. Zur
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Gewinnung geringer Mengen transgener humaner Xenograftzellen aus dem

gesamten Mausknochenmark wurde wie unter 5.2 beschrieben verfahren.

4.6.5. Isolierung unterschiedlich proliferierender Xenograftzellen

Zur Bestimmung unterschiedlich proliferierender Fraktionen von Xenograftzellen
wurde wie unter 5.4 beschrieben verfahren. Die definierten Fraktionen wurden
anschlieRend durch FACS-Sortierung (4.5.9) isoliert.

4.6.6. LDTA

Zur Bestimmung der Frequenz von leukamieinduzierenden Zellen wurden
Transplantationen von Zellverdinnungsreihen (englisch ,limiting dilution
transplantation assays®, LDTA) durchgefuhrt. Um festzustellen, ob die injizierten
Zellen in den Tieren anwachsen, wurden die Tiere, welche die hochsten
Zellzahlen erhalten hatten, in regelmafiigen Abstanden mittels in vivo-Bildgebung
analysiert. Sobald eines der Tiere ein durch die transplantierten Zellen
verursachtes Signal aufwies, wurde die Gruppe, welche die néachst niedrigere
Zellzahl der gleichen Fraktion erhalten hatte, ebenfalls mittels in vivo-Bildgebung
analysiert. Sobald sich das Verhaltnis zwischen Tieren mit einem positiven Signal
und Tieren ohne Signal dreimal in Folge nicht verandert hatte, wurde der

Versuch ausgewertet.

4.6.7. In vivo Therapie

Zur Behandlung von Tieren mit Zytostatika wurden zunachst Verdinnungen der
Substanzen in sterilem 1 x PBS hergestellt. Die Substanzen wurden so verdinnt,
dass das Endvolumen zwischen 200 und 300 pl betrug. Die Verdinnungen
wurden mdglichst kurz vor der Injektion hergestellt, um ein Ausfallen der
Substanzen zu vermeiden. Das gesamte Volumen der Verdiinnung wurde darauf
einem Tier intraperitoneal injiziert. Vor der Injektion, sowie an jedem auf die
Therapie folgenden Tag, wurde die Masse des Tieres bestimmt. Sobald ein
Masseverlust von mehr als 10 % seit Versuchsbeginn oder andere feststellbare
Verschlechterungen des Wohlbefindens der Tiere festgestellt wurden, wurden
diese abgetotet.
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4.6.8. BrdU-Markierung von Xenograftzellen in vivo

Fur die Markierung von Xenograftzellen mit BrdU in vivo wurde Leukamie-
tragenden Tieren sieben Tage lang durchgehend BrdU Uber das Trinkwasser
zugefuhrt. Dazu wurde eine BrdU-Stockldsung mit einer Konzentration von
12 mg/ml in Wasser hergestellt und bei 4 °C gelagert. Vor Verabreichung wurde
die Stocklosung in einer Trinkflasche mit Wasser zu einer Konzentration von 0,8
mg/ml verdinnt. Die Wasserflasche musste taglich fur die Dauer der Gabe

erneuert werden, da BrdU bei Raumtemperatur instabil ist.
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5. Ergebnisse

Die gezielte Therapie von ruhenden Tumorzellen ist fur die Behandlung der
Erkrankung von entscheidender Bedeutung. Fur die Entwicklung solcher
Therapien muss diese Subfraktion jedoch zunachst identifiziert und
charakterisiert werden, was bisher nicht mdglich war. Deshalb war das Ziel
dieser Arbeit, die Identifizierung und Charakterisierung einer sich selten teilenden
oder ruhenden Fraktion von Zellen der ALL in einem Xenograftmodell mit dem

langfristigen Ziel Therapien gegen diese zu entwickeln.

5.1. Generierung von dreifach transgenen ALL-Xenograftproben

Zur ldentifizierung von sich selten oder gar nicht teilenden Xenograftzellen wurde
das Wachstumsverhalten der ALL-Xenograftzellen untersucht. Um das
Wachstum bereits zu einem frihen Stadium der Leuk&mie zu untersuchen, war
es erforderlich, sehr geringe Mengen von humanen Zellen aus dem
Knochenmark der Tiere zu isolieren. Da eine Isolierung der Xenograftzellen
alleine durch fluoreszenzaktiviertes Zellsortieren (FACS) bei der groRen Menge
von Knochenmarkszellen, welche aus einer Maus isoliert wurde (4.6.1), nicht

angewendet werden konnte, wurde eine neue Isolationsmethode etabliert.

Die neue Methode bestand aus zwei Schritten: einem Magnet-basierenden
(MACS), sowie einem Durchflusszytometrie-basierenden (FACS)
Anreicherungsschritt. Fir die Umsetzung dieser Isolationsmethode wurden
zunachst neue, transgene ALL-Xenograftproben hergestellt, welche ein
fluoreszierendes Protein (mKate oder mCherry) sowie einen transgenen
Oberflachenmarker (NGFR) exprimierten (Fehse, Uhde et al. 1997, Dull, Zufferey
et al. 1998, Shcherbo, Merzlyak et al. 2007, Hoffman 2008). Auf3erdem
exprimierten die Zellen eine Luciferase (Gaussia Luciferase, GLuc) mit deren
Hilfe die Entwicklung der transgenen Xenograftzellen in der lebenden Maus
verfolgt werden konnte (Santos, Yeh et al. 2009). Zur Generierung von stabil
transduzierten Xenograftzellen wurde ein lentivirales Transduktionssystem der

dritten Generation verwendet (Zufferey, Donello et al. 1999).
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5.1.1. Klonierung der Transfervektoren und Virenproduktion

Um dreifach transgene Xenograftzellen zu generieren, wurden zunachst neue
lentivirale Transfervektoren kloniert. Dazu wurde als Ausgangsvektor das
Plasmid pCH-EFla-extGluc-T2A-copGFP verwendet, da dieses bereits das
Vektor-Riuckgrat des Transfervektors fur das in dieser Arbeit verwendete
lentivirale Transduktionssystem enthielt, sowie das Gen aufwies, welches fur
eine membrangebunde Version der Luciferase des Tiefseekrebses Gaussia
(extGluc) codiert (Abbildung 4A). Dieser Vektor wurde bereits zuvor dazu
verwendet, Xenograftzellen zu transduzieren, mit denen erfolgreich
in vivo-Bildgebungsdaten generiert werden konnten (Terziyska, Alves et al.
2012).
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Abbildung 4: Verwendete DNA-Molekdle.

DNA-Molekile, welche in dieser Arbeit dazu verwendet wurden, um lentivirale Transfervektoren
zu klonieren. Dargestellt ist der Ausgangsvektor pCDH-EF1-extGluc-copGFP (A) und das
synthetische DNA-Molekul, welches die Gene fur mKate und NGFR sowie zwei T2A-Sequenzen

beinhaltet.

Das in dem Vektor enthaltene Gen, welches fir das grin fluoreszierende Protein
copGFP codiert, wurde mit Hilfe der Enzymschnittstellen fir Sall und BamHI
ausgeschnitten und durch ein synthetisches DNA-Fragment, welches die Gene
fur die Proteine mKate und NGFR enthielt (Abbildung 4B), ersetzt. Da das
extGluc-Gen ebenfalls eine Schnittstelle fur Sall aufwies, wurde zunachst eine
stille Punktmutation in diesem Gen eingeflgt. Dazu wurde eine Mutagenese
unter der Verwendung der Primer 259 und 260 durchgefuhrt (4.3.4). 18 Stunden
nach der Transformation des Amplifikationsproduktes des Mutageneseschrittes
in kompetente E. coli Zellen und deren Ausbringung auf eine Agarplatte mit
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Ampicillin wurde von einigen Klonen eine 3 ml Ubernachtkultur in LB-Medium mit
Ampicillin angeimpft. Eine der Kulturen wurde am néachsten Tag ausgewahlt und
dessen Plasmid-DNA prapariert. Anschlielend wurde die isolierte Plasmid-DNA
mit den Enzymen Xmnl, Bglll und Sall verdaut, um festzustellen, wie viele Sall-
Schnittstellen in dem isolierten Plasmid enthalten sind. An Hand der durch den
Verdau mit Xmnl und Bglll entstandenen Fragmente konnte zudem festgestellt
werden, ob es sich bei dem isolierten Plasmid noch um den Vektor pCDH-EF1-
extGluc-copGFP handelt. Bei einem Verdau des urspringlichen Vektors mit
Xmnl sind Fragmente mit der Lange 3653 bp, 2141 bp, 1413 bp und 846 bp, bei
einem Verdau mit dem Enzym Bglll Fragmente mit den Langen 4522 bp,
3424 bp, 66 bp und 41 bp zu erwarten. Die verdauten Ansétze wurden mittels

Agarosegelelektrophorese analysiert (Abbildung 5).

Marker ~ Xmnl Bglll Sall

5000 bp

4000 bp
3000 bp

2000 bp
1500 bp

1000 bp

Abbildung 5: Nachweis der Punktmutation.

Agarosegel zur Restriktionskontrolle der praparierten Plasmid-DNA. Es wurde die Plasmid-DNA
aus einer Kolonie aufgetragen, in die das Produkt der einzel-Nukleotid-Mutation des
Ausgangsvektors pCDH-EF1-extGluc-copGFP transformiert wurde. Die praparierte DNA wurde

mit den Enzymen Xmnl, Bglll und Sall verdaut.

Wie in Abbildung 5 zu sehen ist, wurde der Vektor durch den Verdau mit Sall
linearisiert und nicht in mehrere Teile zerlegt. Somit wurde nachgewiesen, dass

das Plasmid nur eine Schnittstelle fir Sall aufwies. Durch den Verdau mit Bglll
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und Xmnl entstanden Fragmente von erwarteter Grol3e, wodurch nachgewiesen
wurde, dass es sich bei dem isolierten Vektor um das Plasmid pCH-EFla-
extGluc-T2A-copGFP mit einer Punktmutation (pCH-EFla-extGluc-T2A-copGFP-
snm) handelte. Diesem Nachweis folgend wurde eine 50 ml Ubernachtkultur in
LB-Medium mit Ampicillin mit dem zuvor verwendeten Klon angesetzt und darauf
eine Midi-Praparation (4.3.7) des mutierten Vektors pCH-EFla-extGluc-T2A-
copGFP-snm durchgefuhrt. Der isolierte Vektor wurde mit Hilfe des Primers 214
sequenziert, wodurch die gewiinschte Mutation des Vektors bestétigt wurde. Der
mutierte Vektor sowie das synthetisierte DNA-Fragment T2A-mKate-T2A-NGFR
(Abbildung 4B) wurden daraufhin mit den Enzymen Sall und BamHI verdaut und
auf ein Agarosegel aufgetragen. Aus beiden Gelen wurde die DNA aus den
Zielbanden isoliert (4.3.6) und mit einander in dem Verhaltnis Vektor zu Insert 2:1
ligiert (4.3.5). Der Ligationsansatz wurde in kompetente E. coli Zellen
transformiert, welche anschlieRend auf Agarplatten mit Ampicillin ausplattiert und
tber Nacht bei 37 °C inkubiert wurden. Darauf wurden sieben Kolonien
ausgewahlt, mit denen jeweils eine 3 ml Ubernachtkultur in LB-Medium mit
Ampicillin angesetzt wurde, um mit diesen am nachsten Tag eine Mini-Plasmid-
Praparation durchzufihren (4.3.7). Die praparierte Plasmid-DNA aus allen
Kolonien wurde mit den Enzymen EcoRl und Sall verdaut und die
Verdauprodukte wurden mittels Agarosegelelektrophorese analysiert (Abbildung
6).
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Abbildung 6: Kontrollverdau des Ligationsproduktes.

Agarosegel auf das die Produkte des Restriktionsverdaus von Plasmid-DNA aus sieben Kolonien
mit EcoRIl und BamHI| aufgetragen wurden. Die Nummern der Bahnen entsprechen den
Nummern der Kolonien.

Bei einer erfolgreichen Ligation des Inserts mit dem Fragment werden bei dem
Verdau zwei DNA-Fragmente mit den GrolRen 7207 bp und 1680 bp erwartet.
Wie in Abbildung 6 zu sehen ist, beinhalten die Kolonien 3 und 5 das gewiinschte
Ligationsprodukt. Die Kolonie 3 wurde dazu verwendet, eine 50 ml
Ubernachtkultur in LB-Medium mit Ampicillin anzusetzen, aus der am folgenden
Tag die Plasmid-DNA mittels Midi-Plasmid-Praparation (4.3.7) isoliert wurde. Die
Ligation zu dem Vektor pCDH-EFla-extGluc-T2A-mKate-T2A-NGFR (Plasmid 2)
wurde mittels Sequenzierung mit dem Primer 197 bestatigt. AnschlieRend wurde
der Vektor als Template fir eine PCR mit den beiden Primern 262 und 263
verwendet, wodurch das Gen, welches fur NGFR codiert, mit Uberhdngenden
Schnittstellen fur Sall und Nsil amplifiziert wurde. Das Amplifikationsprodukt,
sowie das Plasmid 2 wurden mit Sall und Nsil verdaut und die Verdauprodukte in
Agarosegelen aufgetrennt. Das Vektorriickgrad, sowie das verdaute PCR-
Produkt, wurden aus den Gelen gewonnen (4.3.6) und im Verhéaltnis 1:1 mit
einander ligiert. Das Ligationsprodukt wurde in kompetente E. coli Zellen
transformiert und diese auf Ampicillin-haltigen Agarplatten ausgebracht. Nach
einer Inkubation Gber Nacht wurden 23 Kolonien fir eine Kolonie-PCR mit den

Primern 196 und 197 ausgewahlt. Bei einer Ligation zu Vektor pCDH-EF1-
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extGluc-T2A-NGFR (Plasmid 3) ist ein PCR-Produkt mit einer Lange von
1796 bp zu erwarten. Handelt es sich bei dem Template der PCR um eine
Religation zu Plasmid 2 entsteht ein PCR-Produkt mit einer L&nge von 2558 bp.
Die Produkte der Kolonie-PCR wurden auf ein Agarosegel aufgetragen und

analysiert (Abbildung 7).

Kolonie NG
@ S &
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2000 bp
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Abbildung 7: Kolonie-PCR der Ligationsprodukte.

Agarosegel, auf das die PCR-Produkte der Kolonie-PCR zur Bestimmung der korrekten Ligation
des Plasmids 3 aufgetragen wurden. Die Nummern der Bahnen entsprechen den Nummern der
ausgewahlten Kolonien.

In Abbildung 7 ist zu sehen, dass unter anderem bei einer PCR mit Kolonie 3 als
Template das erwartete Ligationsprodukt entsteht. Daher wurde eine 50 ml
Ubernachtkultur in LB-Medium mit Ampicillin mit Kolonie 3 angeimpft, um am
nachsten Tag die Plasmid-DNA aus der Kultur durch Midi-Praparation zu

gewinnen. Das Praparationsprodukt wurde durch Sequenzierung verifiziert.

Unter Verwendung der klonierten Vektoren Plasmid 2 (Abbildung 8A) und
Plasmid 3 (Abbildung 8B) und des im Labor vorratigen Vektors Plasmid 5 (pCDH-
EFla-extGluc-T2A-mKate-T2A-mCherry; Abbildung 8C) wurden Lentiviren
hergestellt, wie es unter 4.5.3 beschrieben ist. Nachdem die Viren hergestellt

wurden, konnte ihr Titer bestimmt werden (4.5.4; Tabelle 9).
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Abbildung 8: zur Virenproduktion verwendete Vektoren.

Karten der Vektoren Plasmid 2 (A), Plasmid 3 (B) und Plasmid 5 (C). Die Expressionskassetten
aller Vektoren enthalten das Gen, welches fir die membrangebundene Variante der Gaussia-
Luciferase codiert. Zusatzlich enthélt Plasmid 2 die Gene fir mKate und NGFR, das Plasmid 3
das Gen fir NGFR und das Plasmid 5 das Gen fur mCherry.

Tabelle 9: Virentiter

Virus Plasmid Titer (transduzierende Einheiten/ml)
2 2 (pCDH-EF1-extGluc-T2A-mKate-T2A-NGFR) 7,78 x 10°
3 3 (pCDH-EF1-extGluc-T2A-NGFR) 5,94 x 10"
5 5 (pCDH-EF1-extGluc-T2A-mCherry) 1,04 x 10"

Wie in Tabelle 9 zu sehen ist, wies Virus 2 einen wesentlich niedrigeren Titer auf
als die anderen beiden Viren. Vermutlich begriindet sich dieser Unterschied
darin, dass der Transfervektor zur Herstellung des Virus 2 um mindestens 760 bp
grolRer war als die Transfervektoren, welche zur Herstellung der Viren 3 und 5
verwendet wurden. Madoglicherweise konnen daher unter Verwendung von
Plasmid 2 bei Anwendung des gleichen Protokolls weniger infektiose Partikel

hergestellt werden als bei Verwendung der anderen beiden Plasmide.

Zusammenfassend wurden in 5.1.1 neue Transfervektoren kloniert, unter deren
Verwendung Lentiviren produziert wurden. Durch die Infektion mit diesen Viren
konnen Zellen generiert werden, welche drei Transgene, eine Luciferase, ein rot

fluoreszierendes Protein und NGFR exprimierten.

5.1.2. Transduktion von ALL-Xenograftzellen

Die unter 5.1.1 beschriebenen Viren wurden dazu verwendet, die ALL-

Xenograftproben 199, 233 und 265 (Tabelle 10) zu transduzieren. Alle drei
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Proben stammen von Kindern mit pra-B-ALL der Hochrisikogruppe oder von
Kindern, die bereits einen mehrmaligen Krankheitsriickfall erlitten haben. Alle

drei Proben weisen relativ kurze Passagezeiten in der Maus auf.

Tabelle 10: Verwendete pra-B-ALL-Xenograftproben.

Probe Ursprung genetische Alterationen Passagendauer

zweites Rezidiv, somatische

199 achtjahriges Madchen Trisomie 21, Deletion 9p 42 Tage

233 drei Monate alter Junge t(2;15)(p13;q15) 76 Tage

265 pac.hr?ltrlsch, unbekannt 43 Tage
Hochrisikogruppe

Zur Transduktion der Xenograftzellen wurde bevorzugt Virus 2 verwendet, da
durch ihn transduzierte Zellen den transgenen Oberflachenmarker NGFR sowie
das rot fluoreszierende Protein mKate im gleichen Mengenverhaltnis produzieren
und nur eine einmalige Transduktion notig ist. Der Nachteil dieses Virus
gegenuber einer kombinierten Transduktion mit den Viren 3 und 5 ist sein bereits

zuvor erwahnter niedrigerer Titer (Tabelle 9).

Die transduzierten Zellen wurden in NSG-Mause injiziert. Nachdem die Tiere
eine Leukdmie im Endstadium entwickelt hatten (Tabelle 10), wurden die Zellen
wieder aus der Milz isoliert. Nach der Isolierung aller Xenograftzellen wurde der
prozentuale  Anteil der transduzierten  Zellen, und somit die
Transduktionseffizienz, durch eine durchflusszytometrische Analyse ermittelt. Es
wurden nur Xenograftzellen weiter verwendet, welche nach der ersten
Transduktion zu mindestens 5 % beide Transgene produzierten, was bei den
Proben 199 und 265 unter Verwendung von Virus 2 gelang. Aufgrund des
niedrigeren Titers des Virus und der schlechten Transduzierbarkeit der Probe
233 war es nicht moglich, diese Probe mit Virus 2 zu tber 5 % zu transduzieren.
Erfolgreich war dagegen, die kombinierte Transduktion mit Virus 3 und 5 um
Zellen der Probe 233 zu generieren, welche sowohl NGFR als auch mCherry
exprimierten. Somit konnten fir alle drei in dieser Arbeit verwendeten
Xenograftproben innerhalb einer Mauspassage zu mindestens 5 % Zellen
generiert werden, welche die drei Transgene extGluc, NGFR sowie mKate oder

mCherry exprimierten.

52



199 265 233

5000+

3000

17.8 % 8,34 %
' |
b -
(@]
o =
2 -
= o
2 T
[ O A
ool Sy ; ol ; . — Z s
102 103 104 105 102 103 104 105 102 104 105
> >
mKate mCherry

Abbildung 9: Sortieren der transfizierten ALL-Xenograftzellen.

Durchfusszytometrische Analyse transduzierter Zellen der Proben 199, 233 und 265. Aus den
Zellsuspensionen wurden die Ereignisse durch FACS-Sortierung isoliert, welche mKate (199 und
265) oder mCherry und NGFR (233) exprimieren.

Zur Generierung von transgenen Proben, welche zu tGber 90 % sowohl NGFR als
auch ein rot fluoreszierendes Protein exprimierten, wurden die aus der Milz
gewonnen Zellen mittels FACS sortiert (4.5.9; Abbildung 9) und erneut in NSG-
Mause injiziert. Nachdem die Zellen in der Maus zu einer Leuk&mie im
Endstadium mit vergréRerter Milz expandiert waren, wurden die Xenograftzellen

aus der Milz isoliert.

Die Expression der Transgene in den isolierten Zellen wurde mittels
Fluoreszenzmikroskopie (Abbildung 10), Durchflusszytometrie (Abbildung 11)
und in vivo-Bildgebung (Abbildung 12) untersucht.
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Uberlagerung

265

Abbildung 10: Fluoreszenzmikroskopische Analyse transduzierter ALL-Xenograftzellen.
Exemplarische Darstellungen von jeweils einer Zelle der ALL-Xenograftproben 199, 233 und 265.
Die Zellen wurden vor der Analyse mit einem FITC-gekoppeltem Maus anti-Human NGFR-
Antikorper gefarbt. HF = Hellfeld, Balken entspricht 10 um, VergréRerung 1000x.
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Abbildung 11: Nachweis der Transgenexpression mittels Durchflusszytometrie.

Transgene Zellen der Proben 199, 233 und 265 wurden nach ihrer Isolierung mit einem FITC-
gekoppelten Maus-anti-Human Antikdrper gegen NGFR gefarbt und im Durchflusszytometer
analysiert.
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Abbildung 12: Nachweis der Transgenexpression mittels in vivo-Bildgebung.

10 Millionen transgene Zellen der Proben 199, 233 und 265 wurden intravends in NSG-Mause
injiziert und 14 Tage nach der Injektion im Luminometer analysiert. Die Signale in der Mitte des
Abdomens sind unspezifisch. Einheiten der Farbskala sind Photonen pro Sekunde pro cm? pro

Steradiant (Photonen s™ cm?* sr'™).

Alle drei Proben exprimierten zu mindestens 90 %, sowohl das Transgen NGFR
als auch eines der rot fluoreszierenden Proteine mKate (Probe 199 und 265)
oder mCherry (Probe 233) (Abbildung 13).
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Abbildung 13: Quantifizierung der Transgenexpression
Durchflusszytometrische Analyse der transgenen ALL-Xenograftproben 199, 233 und 265. Die
Zellen wurden nach ihrer Isolierung mit einem PerCP-Cy5.5-gekoppelten Maus-anti-Human

Antikoérper gegen NGFR geféarbt und im Durchflusszytometer analysiert.

Zusammengenommen wurden die hier vorgestellten ALL-Xenograftproben unter
Verwendung neuer Lentiviren genetisch modifiziert, wodurch diese drei
Transgene exprimierten. Bei den drei Transgenen handelte es sich um ein rot
fluoreszierendes Protein, einen transgenen Oberflachenmarker und eine
Luciferase. Die drei hier vorgestellten transgenen ALL-Xenograftproben wurden

fur alle weiteren Experimente im Verlauf der vorliegenden Arbeit verwendet.
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5.2. Isolierung von transgenen ALL-Xenograftzellen aus murinem

Knochenmark

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, eine sich selten teilende Fraktion von ALL-
Xenograftzellen unter Verwendung des Proliverationsmarkers CFSE zu
identifizieren und zu charakterisieren. Daher wurde nach der Generierung von
drei dreifach transgenen ALL-Xenograftproben (5.1.2) eine Methode etabliert, mit
der geringe Mengen dieser Zellen im Knochenmark von NSG-Mausen detektiert
und aus diesem isoliert werden kdénnen. Dazu wurden in einem ersten Schritt die
NGFR-exprimierenden Xenograftzellen durch einen magnetischen
Zellseparationsschritt (MACS) von dem Grof3teil der Knochenmarkszellen
getrennt. Aus der durch diese positive Selektionierung entstandenen
Zellsuspension  wurden im  Anschluss die  Xenograftzellen  durch
fluoreszenzaktivierte Zellsortierung (FACS) unter Verwendung des rot
fluoreszierenden Proteins isoliert (

Abbildung 14).

murine Knochenmarkszelle

transgene Xenograftzelle
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Abbildung 14: Schema der Isolationsmethode.

Schematische Darstellung des Protokolls zur Detektion und Isolierung von geringen Mengen
transgener ALL-Xenograftzellen aus dem Knochenmark von NSG-Méausen unter der Verwendung
von MACS und FACS.
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Zur Durchfuhrung der Isolation wurde das Knochenmark von Leukamie-
tragenden NSG-Mausen isoliert (4.6.1). AnschlieRend wurde die Zellzahl der
Suspension bestimmt und die NGFR-exprimierenden Zellen durch MACS
angereichert (4.5.8). Die entstandene Zellsuspension wurde im Anschluss mit
einem APC-Cy7-markierten Ratte anti-Maus CD45-Antikdrper und einem PerCP-
Cy5.5 gekoppelten Maus anti-Human NGFR-Antikorper geféarbt (4.5.5). Direkt vor
der Messung wurde ein Volumenprozent einer 1 mg/ml DAPI-LOsung zu der
Zellsuspension gegeben. Im Anschluss wurden die Zellen in der Sortiereinheit
analysiert und die transgenen Xenograftzellen detektiert (Abbildung 15). Dabei
wurde ein FSC/SSC-Gate verwendet, welches zuvor um eine Population reiner
Xenograftzellen der gleichen Probe unter Verwendung derselben
Gerateeinstellungen gesetzt wurde (Abbildung 15 G1). Die in G1 enthaltenen
Zellen wurden auf die Expression des murinen Oberflachenmarkers CD45 und
ihrer Vitalitat mittels DAPI analysiert. Ereignisse, welche fir diese beiden Marker
negativ waren (Abbildung 15 G2), wurden auf ihre Expression der beiden
transgenen Marker NGFR und mKate bzw. mCherry untersucht. Bei den doppelt
positiven Ereignissen (Abbildung 15 G3) handelt es sich um die transgenen

Xenograftzellen.
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Abbildung 15: Gating-Strategie der FACS-Isolierung.

Exemplarische Gating-Strategie zur Isolierung von Xenograftzellen aus dem Knochenmark von
NSG-Mausen nach dem MACS-Schritt. Dargestellt ist MACS-sortiertes Knochenmark einer
Maus, in die Xenograftzellen der Probe 265 injiziert wurden. Durch die abgebildete Strategie
werden DAPI und mCD45-negative, mKate und NGFR positive Zellen mit definierten FSC/SSC-

Eigenschaften isoliert.

Zur Prufung der Effektivitat der Detektion von Xenograftzellen nach der
etablierten Methode wurden bekannte Mengen von transgenen Xenograftzellen
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der Probe 199 mit 100 Millionen murinen Knochenmarkszellen gemischt. Die
Anzahl der untergemischten Xenograftzellen betrug dabei 125, 1250, 12500 und
37500 Zellen. Als Kontrolle diente Knochenmark ohne Xenograftzellen. Die
Xenograftzellen wurden mittels MACS angereichert (4.5.8), wobei die Zellzahl
der gesamten Suspension vor und nach dem MACS-Schritt bestimmt wurde
(Tabelle 11). Tabelle 11 zeigt, dass die Gesamtzellzahl der Zielsuspension durch
den MACS-Schritt im Durschnitt um den Faktor 136 reduziert wurde.

Tabelle 11: Reduktion der Zellzahl durch MACS.

Zellzahl vor xenoaraftzellen Zellzahl nach MACS Reduktion der Zellzahl
MACS (x10°) 9 (x10°) durch MACS

100 0 0,696 144x

100 125 0,646 156x

100 1250 0,753 133x

100 12500 0,676 148x

100 37500 1,02 98x

An der Saule blieben stets Uber 600.000 Zellen haften, selbst wenn keine
Xenograftzellen in der Knochenmarkssuspension vorhanden waren. Hierbei
muss es sich um eine unspezifische Bindung der MicroBeads an
Knochenmarkszellen oder um eine direkte Bindung der Knochenmarkszellen an
die Saule handeln. Allerdings konnte durch den MACS-Schritt die Zellzahl der
Suspension, welche die Xenograftzellen enthalten sollte, stark genug reduziert
werden, um eine Analyse der gesamten Suspension im Durchflusszytometer zu
ermoglichen. Um festzustellen, wie viele Xenograftzellen nach dem MACS-Schritt
noch in der Zellsuspension vorhanden sind, wurde die von den Séaulen eluierten
Zellsuspensionen mit Antikérpern gegen murines CD45 und NGFR sowie mit
DAPI geféarbt und im Durchflusszytometer analysiert (Abbildung 16). In Abbildung
16 ist zu sehen, dass bei der Durchfuhrung der Methode mit einer Zellsuspension
ohne Xenograftzellen einige Ereignisse im mKate und NGFR-positiven Gate
erscheinen. Diese 88 Ereignisse (Tabelle 12) bestimmen den Hintergrund der
angewandten Methode, welcher die minimale Anzahl an transgenen
Xenograftzellen festlegt, Uber deren Vorhandensein eine Aussage getroffen
werden kann. Dieser Hintergrundwert kann von den DAPI-negativen, mCD45-

negativen, mkKate-positiven, NGFR-positiven gemessenen  Ereignissen
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abgezogen werden, um die absolute Zahl von vorhandenen Xenograftzellen zu

bestimmen (Tabelle 12).
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Abbildung 16: Validierung der Detektionsmethode.

Durchflusszytometrische Analyse unterschiedlicher Zellsuspensionen nach MACS-Sortierung.
Jede Zellsuspension bestand vor dem MACS-Schritt aus 100 Millionen Knochenmarkszellen, zu
denen unterschiedliche Mengen (0, 125, 1250, 12500 und 37500) transgener 199-Zellen
gegeben wurden.
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Tabelle 12: Validierung der Detektionsmethode.

) o Gemessene Verlust durch
Eingesetzte Gemessene Ereignisse o
Ereignisse ohne MACS und
Xenograftzellen (DAPI-, mCD45-, NGFR+, mKate+) ) )
Hintergrund Detektion
0 88 0 -
125 262 174 0%
1250 1322 1234 1%
12500 10350 10262 18 %
37500 34767 34679 8 %

Vergleicht man die Anzahl der gemessenen Ereignisse nach Abzug des
Hintergrundes mit der Anzahl der urspringlich eingesetzten Anzahl der
Xenograftzellen, sind nur geringe Verluste durch den MACS-Schritt und somit der
hier vorgestellten Detektionsmethode zu verzeichnen. Mit maximal 18 % Verlust
(bei 12500 eingesetzten Zellen) ist die hier vorgestellte Methode dazu in der
Lage, die absolute Zellzahl transgener Xenograftzellen im gesamten
Knochenmark von NSG-Mausen bis zu einem Prozentanteil von 0,000125 % des

gesamten Knochenmarks genau zu bestimmen.

Fur die Durchfuhrung weiterer Experimente war nicht nur die Detektion sondern
auch die Isolierung transgener ALL-Xenograftzellen notwendig. Daher wurden
die transgenen Zellen in der Zellsuspension, in die 37.500 Zellen eingesetzt
worden waren, nicht nur detektiert, sondern auch aus dieser isoliert. Die isolierte
Zellfraktion wurde anschlieBend erneut im Durchflusszytometer gemessen
(Abbildung 17). Hierbei konnten 28.120 sortierte Ereignisse isoliert und erneut

detektiert werden, was 75 % der urspriinglich eingesetzten Zellmenge entspricht.
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Abbildung 17: Reanalyse sortierter Zellen.
Reanalyse der isolierten Ereignisse nach MACS und FACS-Isolierung von 37500 199-Zellen aus

100 Millionen Knochenmarkszellen einer NSG-Maus.

Zusammengenommen wurde eine neue Methode erfolgreich etabliert, die es
erlaubt, geringe Mengen von ALL-Xenograftzellen aus dem Knochenmark von
NSG-Mausen zu isolieren. Die Methode basiert auf der rekombinaten Expression
von NGFR und mKate oder mCherry in den ALL-Xenograftzellen und zwei
Anreicherungsschritten: einem MACS-Schritt, bei dem NGFR-exprimierende
Zellen angereichert werden, und einem FACS-Schritt, bei dem Xenograftzellen,
welche mKate- bzw. mCherry und NGFR exprimieren, detektiert und isoliert
wurden. Im weiteren Verlauf dieser Arbeit wurde stets die hier beschriebene
Methode dazu verwendet, Xenograftzellen im Knochenmark Leukamie-tragender
NSG-Méause zu detektieren und zu isolieren.

5.3.  Untersuchung des spontanen Wachstums von Xenograftzellen im
Knochenmark von NSG-Mausen

Nachdem eine Methode etabliert wurde, um geringe Mengen von Xenograftzellen
im Knochenmark von NSG-Mausen zu detektieren (5.2), war es das erste Ziel
das Wachstumsverhalten humaner ALL-Xenograftzellen im Knochenmark von
NSG-Mausen zu untersuchen. Dazu wurden von allen drei in dieser Arbeit
generierten dreifach transgenen ALL-Xenograftproben (5.1.2) je 10 Millionen
Zellen intravends in NSG-Mause injiziert. Drei Tage nach der Injektion konnte bei
allen drei Proben nur ein geringer Anteil der injizierten Zellen im Knochenmark

wiedergefunden werden (Abbildung 18).
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Abbildung 18: Anteil der im Knochenmark anwachsenden Xenograftzellen.
10 Millionen Zellen der transgenen Xenograftproben 199, 233 und 265 wurden intravenfs in
NSG-Mause injiziert. Drei Tage spater wurden die Xenograftzellen aus dem Knochenmark isoliert

und ihre Zellzahl bestimmt. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung an. (n=2)

Wie in Abbildung 18 zu sehen ist, waren stets weniger als 1 % der injizierten
Zellen am Zeitpunkt der Isolation im Knochenmark unter Anwendung der
etablierten Methode auffindbar. Im Fall der Probe 233 betrug der Anteil der
wiedergefunden Zellen 0,03 %. Daher war die Effizienz des Anwachsens im
Knochenmark sehr gering und Probenabhangig. In anderen Organen der Tiere,
wie der Milz, der Leber und der Lunge konnten in den ersten Tagen nach
Injektion keine Xenograftzellen nachgewiesen werden, weshalb davon
ausgegangen wurde, dass alle Zellen, die nicht im Knochenmark nachgewiesen
werden konnten, abgestorben waren. Daher beschranken sich die hier
vorgestellten Wachstumsanalysen auf das Wachstum der Xenograftzellen zu
frihen Zeitpunkten im Knochenmark.

Zur Verfolgung des Wachstums der ALL-Xenograftzellen im Knochenmark im
Laufe der Zeit wurden mehrere Tiere parallel mit 10 Millionen Xenograftzellen der
gleichen Suspension intravends injiziert. Die Xenograftzellen wurden zu
unterschiedlichen Zeitpunkten nach der Injektion aus je einem der Tiere isoliert
(5.2). Der spateste Zeitpunkt der Isolation war 21 Tage nach Zellinjektion, da
durch in vivo-Bildgebung gezeigt werden konnte, dass zu einem spateren
Zeitpunkt das Auswandern von Xenograftzellen in andere Organe der Maus
zunahm (Abbildung 19).
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Abbildung 19: Verlauf einer Xenograft-Leuk&mie

In vivo-Bildgebungsdaten einer Maus, in welche 10 Millionen Zellen der transgenen
Xenograftprobe 265 injiziert wurden. Die Maus wurde zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach
Zellinjektion analysiert. 21 Tage nach Zellinjektion kénnen erste Signale der Leukamie aufRerhalb

des Knochenmarks (Pfeil) festgestellt werden. d = Tage

Die Anzahl der isolierten Xenograftzellen wurde zu jedem Isolationszeitpunkt
durch FACS-Analyse der gesamten MACS-sortierten Suspension bestimmt
(Abbildung 20).
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Abbildung 20: Wachstum der ALL-Proben im Knochenmark.
Zellzahl von isolierten transgenen Xenograftzellen der Proben 199, 233 und 265 an

verschiedenen Zeitpunkten nach Zellinjektion.

Wie in Abbildung 20 zu sehen ist, nahm die Anzahl der Xenograftzellen im
Knochenmark der Tiere kontinuierlich zu. Weniger in der Entwicklung des
Wachstums, wohl aber bei der zu unterschiedlichen Zeitpunkten isolierbaren
Zellzahl von Xenograftzellen, waren grofRe Unterscheide zwischen den drei
Proben festzustellen. Die Wachstumskurven der Proben 199 und 265 starten mit
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hoheren Werten als die Kurve der Probe 233. Die Kurven aller drei Proben
verlaufen dann jedoch annahernd parallel zueinander, was auf eine
vergleichbare Generationszeit fur alle drei Proben hinweist. Im Zeitraum vom
Beginn der Wachstumskurve bis etwa 17 Tage nach Zellinjektion nahm die
Zellzahl bei allen drei Proben exponentiell zu. Anhand der Zellzahlen zum jeweils
ersten Messzeitpunkt, sowie den Zellzahlen der darauf folgenden Messpunkte,
lasst sich die Wachstumsrate der exponentiellen Phase aller drei Proben

berechnen.

Formel zur Berechnung der Wachstumsrate:

2=

-1

A(t) )

Wachstumsrate (t,, t) = (A(t )
0

tp = Zeitpunkt des ersten Messwertes
t = Messzeitpunkt

N=t-t

A(t) = Zellzahl zum Zeitpunkt t

A (t0) = Zellzahl zum Zeitpunkt tp

Abhéangig vom Wert t ergaben sich fir jede Probe mehrere Wachstumsraten. Aus
diesen wurde fir jede Probe die mittlere Wachstumsrate (%), durch Berechnung

des geometrischen Mittels, bestimmt.

Formel fir geometrisches Mittel:

Geometrisches Mittel = "/x; - X, = X,

Die mittlere Wachstumsrate der Probe 199 betragt 0,0179, die der Probe 233
betragt 0,0184 und die der Probe 265 betragt 0,0202. Anhand der berechneten
Wachstumsraten konnten mit folgender Formel die Generationszeiten der drei

Proben bestimmt werden:

] ] In2
Generationszeit = T
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Daraus ergibt sich, dass sich im Knochenmark der NSG-Méause die Anzahl der
Zellen der Probe 199 alle 38,5 Stunden, die der Probe 233 alle 37,5 Stunden und
die Zellen der Probe 265 alle 34,2 Stunden verdoppelte. Bei diesen Werten muss
beriicksichtigt werden, dass sie sich aus den Faktoren Zellteilung, Zellruhe,
Zelltod und Auswanderung der Zellen in andere Kompartimente

zusammensetzen, welche nicht voneinander unterschieden werden kdnnen.

Etwa 17 Tage nach Zellinjektion verlassen die Xenograftzellen im Knochenmark
die exponentielle Wachstumsphase und ihre Zellzahl nimmt langsamer zu
(Abbildung 20). Das exponentielle Wachstum der Xenograftzellen im
Knochenmark setzte sich also nicht Gber den gesamten Verlauf der Leukamie
fort. Die Gesamtzellzahl des isolierten Knochenmarks betrug etwa 4 x 10° Zellen.
Zum Zeitpunkt 17 Tage nach Zellinjektion wurden zwischen 1 x 10* und 5 x 10’
Xenograftzellen im Knochenmark nachgewiesen. Daher begann die Reduktion
der Wachstumsrate der Xenograftzellen in Knochenmark bereits zu einem
Zeitpunkt, an dem weniger als 1 % aller Zellen im Knochenmark Xenograftzellen

waren.

Um das Wachstumsverhalten der Xenograftzellen im Knochenmark genauer zu
analysieren, wurden Modelle fir exponentielles sowie logistisches Wachstum von
Dr. Jan Hasenauer des Instituts fir Computational Biology (ICB) des Helmholtz-

Zentrum Minchens mit den Daten aus Abbildung 20 tberlagert (Abbildung 21).
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Abbildung 21: Uberlagerung von Wachstumsmodellen

Uberlagerung von Modellen fiir exponentielles sowie logistisches Wachstum an die Zellzahlen
der zu unterschiedlichen Zeitpunkten aus dem Knochenmark von NSG-Mausen isolierten
Xenograftzellen der Proben 199, 233 und 265. Die Uberlagerungen wurde von Dr. Jan
Hasenauer des Instituts fir Computational Biology (ICB) des Helmholtz-Zentrum Miinchens
durchgefuhrt.

In Abbildung 21 ist zu sehen, dass nach dem Uberlagern des logistischen
Modells (Grafiken rechts) bei allen drei Proben der graue Bereich deutlich kleiner
ist, als bei der Verwendung eines exponentiellen Modells (Grafiken links). Dieser
graue Bereich stellt das Intervall dar, in dem unter Berucksichtigung von
Messabweichungen, alle gemessenen Werte liegen missten, um dem jeweiligen

Modell zu entsprechen. Je kleiner das grau dargestellte Intervall ist, desto
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weniger Abweichungen der Messpunkte von der Ideallinie werden akzeptiert und
desto genauer ist die Beschreibung der realen Messpunkte durch das Modell.
Das Modell des logistischen Wachstums entspricht daher den gemessenen

Daten in allen drei Féllen besser, als das exponentielle Modell.

Um das proliferative Verhalten der Xenograftzellen zu untersuchen, wurden die
Zellen vor ihrer intravendsen Injektion in NSG-Mause mit dem grin
fluoreszierenden Farbstoff 5-(6)-Carboxyfluorescein-Succinimidyl Ester (CFSE)
markiert (4.5.6). Dieser Farbstoff wurde bereits erfolgreich dazu verwendet die
Zellteilung von Lymphozyten in vitro zu analysieren (Lyons und Parish 1994,
Parish 1999) und Uber mehrere Wochen bis Monate ruhende hamatopoetische
Stammzellen in einem syngenen Mausmodell in vivo nachzuweisen (Takizawa,

Regoes et al. 2011), wodurch gezeigt wurde, dass CFSE in vivo sehr stabil ist.

Um zu bestéatigen, dass ein Verlust des CFSE-Signals in Xenograftzellen mit
Zellteilung einhergeht, wurde eine Doppeltmarkierung von ALL-Xenograftzellen
mit CFSE und BrdU, einem Standardmarker zur Messung von Proliferation,
durchgefuihrt. Dazu wurde einer NSG-Maus, in welche 33 Tage zuvor
10 Millionen transgene 199-Zellen injiziert wurden, sieben Tage lang
kontinuierlich BrdU Uber das Trinkwasser verabreicht (4.6.8). Anschliel3end
wurden die Xenograftzellen aus der Milz des Tieres isoliert, mit CFSE gefarbt
und das CFSE-Signal sowie der Einbau von BrdU gemessen (4.5.5; Abbildung
22). 10 Millionen der isolierten, doppelt markierten Zellen wurden wiederum in
eine NSG-Maus injiziert. 14 Tage nach der Injektion wurden die Xenograftzellen
aus dem Knochenmark des Tieres isoliert (5.2) und das CFSE-Signal sowie das
Signal der BrdU-Inkorporation analysiert (4.5.5) und mit den Signalen der frisch
gefarbten Zellen verglichen (Abbildung 22). Wie in Abbildung 22 zu sehen ist,
verlieren die nach 14 Tagen aus dem Knochenmark isolierten Zellen im Vergleich
zu den frisch markierten Zellen beide Signale, weshalb der Verlust des CFSE-

Signals mit einem Verlust des BrdU-Signals einhergenht.
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Abbildung 22: Doppeltfarbung mit BrdU und CFSE.

Durchflusszytometrische Analyse von transgenen 199-Zellen, welche sowohl BrdU eingebaut
haben als auch mit CFSE markiert wurden. Die Zellen wurden umgehend nach ihrer Markierung
(0d) und 14 Tage danach (14d) gemessen. Zusatzlich wurden unterschiedliche Farbekontrollen

gemessen (0d Kontrollen).

Nachdem die Eignung von CFSE als proliferativer Marker fur ALL-
Xenograftzellen gezeigt wurde, wurden von allen drei generierten dreifach
transgenen ALL-Proben 10 Millionen Zellen intravends in NSG-Mause injiziert,
nachdem diese zuvor mit CFSE markiert wurden. Zu unterschiedlichen
Zeitpunkten nach der Injektion wurden die Xenograftzellen aus dem
Knochenmark isoliert und das CFSE-Signal der isolierten Zellen analysiert. Die
Zunahme der Xenograftzellen der Probe 265 im Knochenmark der Tiere steht in
einem linearen Zusammenhang mit der Abnahme der mittleren
Fluoreszenzintensitat des CFSE-Signals der Zellen (Abbildung 23). Dieser
Zusammenhang bestatigt, dass CFSE zum Nachweis der Proliferation von
Xenograftzellen verwendet werden kann, wie es bereits durch die doppelte
Markierung von Zellen der Probe 199 mit BrdU und CFSE nachgewiesen wurde.
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Abbildung 23: Korrelation von CFSE-Signal und Zellzahl
Auftragung der Zellzahl gegen die MFI des CFSE-Signals von zu unterschiedlichen Zeitpunkten
aus dem Knochenmark von NSG-Mausen isolierten 265-Zellen. MFI CFSE gibt den Mittelwert

des CFSE-Signals der gemessenen Gesamtpopulation an.

Betrachtet man den Verlust des CFSE-Signals in den Xenograftzellen im
zeitlichen Verlauf in einer Darstellung als Punktauftragung (Abbildung 24), ist zu
sehen, dass sich ein Grof3teil der im Knochenmark vorhandenen Xenograftzellen
sehr schnell teilte und sein CFSE-Signal dadurch verlor. Ein kleiner Anteil von
Xenograftzellen allerdings teilte sich nur sehr selten oder gar nicht, erkennbar am
stetig hohen CFSE-Signal. Diese heterogene CFSE-Verteilung der Zellen
bestand selbst noch nach 21 Tagen, was bei den Proben 199 und 265 der Halfte
und bei Probe 233 ein Drittel der Lebensspanne einer injizierten Maus entsprach
(Tabelle 10).
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Abbildung 24: CFSE-Kinetiken der Proben 199, 233 und 265.
Durchflusszytometrische Analyse des CFSE-Signals der zu unterschiedlichen Zeitpunkten aus

dem Knochenmark von NSG-Mausen isolierten Xenograftzellen. K = kilo, entspricht 1000x.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass nach der Injektion von Zellen
aller verwendeten ALL-Xenograftproben in NSG-Méause nur ein Teil der Zellen
dazu in der Lage war, im Knochenmark anzuwachsen. Die dort anwachsenden
Zellen expandieren anschlie3end fir die Dauer von bis zu 17 Tagen exponentiell.

Nach 17 Tagen reduzierte sich das Wachstum der Zellen im Knochenmark,
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wodurch die Zellen fur die gesamte Dauer des beobachteten Zeitraums von 21
Tagen ein logistisches Wachstumsverhalten aufwiesen. Wurden die
Xenograftzellen vor ihrer Injektion mit CFSE geféarbt, wurde nach ihrer Isolierung
zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Injektion festgestellt, dass die Zellen
unterschiedliche CFSE-Intensitaten aufwiesen. Somit wurde gezeigt, dass die im
Knochenmark von NSG-Mausen wachsenden Xenograftzellen der in dieser
Arbeit verwendeten Proben eine heterogene Population aus sich unterschiedlich

schnell teilenden Zellen darstellt.

5.4. Identifizierung und Charakterisierung von sich unterschiedlich

schnell teilenden ALL-Xenograftzellen

Im vorherigen Kapitel wurde das Wachstumsverhalten von ALL-Xenograftzellen
bis 21 Tage nach ihrer Transplantation im Knochenmark von NSG-Mausen
untersucht. Dabei wurde festgestellt, dass Xenograftzellen, wenn sie vor ihrer
Transplantation mit CFSE markiert wurden, nach ihrer Isolierung aus dem
Knochenmark eine heterogene Verteilung des Fluoreszenzsignales aufwiesen.
Dem zur Folge teilen sich die Xenograftzellen im Knochenmark einer Maus
unterschiedlich haufig. Daher wurde versucht, die Xenograftzellen, entsprechend
ihres CFSE-Signals in sich schnell und sich langsam teilende Zellen zu
untergliedern. Die Eigenschaften der Zellen aus beiden Fraktionen wurden im
Anschluss untersucht und mit einander bezlglich des Spontanwachstums, der
Ursachen des Wachstumsunterschiedes und der LIC-Frequenz verglichen.

5.4.1. Verhalten von LRC und LLCs wéhrend der Entwicklung der Leukamie

Das erste Ziel war es, eine Fraktion von sich selten teilenden Zellen und sich
haufig teilenden Zellen zu definieren und deren Verhalten im Verlauf der Zeit zu
verfolgen. In normalen Lymphozyten kénnen einzelne Zellteilungen anhand von
unterschiedlichen Hohepunkten des CFSE-Signals festgestellt werden (Lyons
und Parish 1994). Auf Grund der Heterogenitat der ZellgroRe der Xenograftzellen
ist eine Unterteilung in einzelne Zellteilungen durch das CFSE-Signal nicht
moglich. Um heterogen wachsende Xenograftzellen dennoch nach ihrem
Proliferationsverhalten in unterschiedliche Subfraktionen aufzuteilen, wurde die

Intensitat des CFSE-Signales in Halbierungen der mittleren Fluoreszenzintensitat
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(MFI) aller Zellen unterteilt (Abbildung 25). Als héchste Intensitat wurde dabei die
MFI des CFSE-Signals von allen Zellen gewahlt, welche drei Tage nach ihrer
Injektion aus dem Knochenmark einer NSG-Maus isoliert wurden. Der Wert der
MFI des CFSE-Signals dieser Zellen wird mit ,0“ fir ,keine Halbierungen des
Signales® angegeben. Jede weitere Halbierung des CFSE-Signals wurde
fortlaufend nummeriert, wobei ,1“ einer ,einmaligen Halbierung des Signals®

entspricht usw. (gestrichelte Linien in Abbildung 25).

Durch eine Unterteilung der CFSE-Intensitat bis zu sieben Halbierungen wurden
gemessene Zellpopulationen in unterschiedliche Fraktionen unterteilt. Zellen,
welche ein CFSE-Signal aufwiesen, welches maximal drei Halbierungen der
mittleren Fluoreszenz des CFSE-Signals entsprach, werden als markierung-
behaltende Zellen bezeichnet (englisch: ,label retaining cells®, LRCs). Selbst 21
Tage nach der Injektion von Zellen aller drei in dieser Arbeit verwendeten Proben
konnten noch LRCs im Knochenmark von NSG-Mausen nachgewiesen werden
(Abbildung 25 und Abbildung 27). Diese Zellen proliferierten langsam oder teilten
sich seit ihrer Injektion gar nicht.

Bei einer weiteren Fraktion handelte es sich um Zellen, welche eine CFSE-
Intensitat aufwiesen, die mehr als sieben Halbierungen der mittleren Fluoreszenz
an Tag 3 nach Zellinjektion entspricht. Diese Zellen machten nach einiger Zeit
den Grofiteil der Xenograftzellen aus und wurden als markierungverlierende
Zellen (englisch ,label losing cells®, LLCs) bezeichnet. Bei diesen Zellen handelte
es sich um schnell proliferierende Zellen, da sie zum Teil bereits 14 Tage nach
ihrer Injektion ihr gesamtes CFSE-Signal verloren hatten (Abbildung 24 und
Abbildung 27).
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Abbildung 25: Unterscheidung zwischen LRCs und LLCs

Durchflusszytometrische Analysen von Xenograftzellen der drei in dieser Arbeit verwendeten
Proben. Die linke Darstellung zeigt die Autofluoreszenz von Zellen, welche aus der Milz isoliert
und nicht mit CFSE geféarbt wurden (CFSE-). Die mittlere Darstellung zeigt Zellen, welche drei
Tage nach Farbung mit CFSE und Injektion in eine NSG-Maus aus dem Knochenmark des Tieres
isoliert wurden. Die rechte Darstellung zeigt Zellen, welche 21 Tage nach Farbung und Injektion
wieder aus dem Knochenmark isoliert wurden. In jeder Teilabbildung definiert das linke Gate
Zellen, deren mittlere CFSE-Fluoreszenz (MFI-CFSE) bereits mehr als sieben Mal halbiert wurde
(LLC), das rechte Gate umfasst Zellen, deren MFI-CFSE sich maximal dreimal halbiert hat (LRC).

Aufgrund der graphischen Limitierung der verwendeten Software kdnnen nicht
alle gemessenen Ereignisse dargestellt werden, weshalb die in dem LRC-gate
dargestellten Punkte nicht der absoluten Zahl der gemessenen Ereignisse
entspricht. Die absolute Anzahl der detektierten LRCs sowie der prozentuale
Anteil der gemessenen Ereignisse sind in Abbildung 27 und Abbildung 26

dargestellt.
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Abbildung 26: Anzahl LRCs
Anzahl der im Knochenmark detektierten LRCs im Verlauf der Zeit. Die Zellen wurden in dem
Knochenmark von Tieren detektiert, welche zuvor mit 10 Millionen CFSE-gefarbten Zellen der

Probe 199, 233 und 265 intravends injiziert wurden.

199 100

10
1

0,1

0,01

0,001
0,0001
233 100

10

Prozent aller Zellen

265 100

0,1
0,01
) LLCs
0,001 2.7
0,0001 @B LRCs

3 7 10 14 17 21
Zeit [Tage nach Zellinjektion]

Abbildung 27: Anteil der LRCs im zeitlichen Verlauf
Prozentualer Anteil von LRCs sowie Zellen, deren CFSE-Intensitat drei bis sieben Halbierungen
oder mehr als sieben Halbierungen (LLC) entsprach, zu unterschiedlichen Zeitpunkten aller drei

verwendeten Xenograftproben.
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Zusammenfassend konnte eine Fraktion von sich selten teilenden ALL-
Xenograftzellen (LRCs) und eine Fraktion von sich haufig teilenden Zellen (LLCs)
definiert und ihr Verhalten wahrend der Entwicklung der Leukéamie beschrieben

werden.

5.4.2. Wachstumsverhalten wird von aufReren Einflissen bestimmt

Ziel des néachsten Schrittes war es, zu ermitteln, welche Umstande die
Wachstumsgeschwindigkeiten von LRCs und LLCs beeinflussten. Fur die
Entstehung des heterogenen Wachstums von ALL-Xenograftzellen im
Knochenmark von NSG-Mausen gibt es mehrere Mdglichkeiten. Zum Einen
konnte die Population der Xenograftzellen, welche im Knochenmark der NSG-
Méause wéachst, aus unterschiedlichen Klonen zusammengestellt sein, welche
unterschiedliche proliferative Eigenschaften aufweisen (intrinsischer Grund). Zum
anderen kénnte auch das Umfeld der Zellen im Knochenmark Einflusse auf ihre

proliferativen Eigenschaften haben (extrinsische Griinde).

Um der Ursache des heterogenen Wachstums nachzugehen, wurden
Xenograftzellen der LLC-Fraktion der Proben 199 und 265 14 Tage nach ihrer
Farbung isoliert (Abbildung 25), erneut mit CFSE gefarbt und intravends einer
NSG-Maus injiziert. Wiederum 14 Tage nach der Injektion wurden die Zellen

erneut isoliert und ihre CFSE-Verteilung analysiert (Abbildung 28).
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Abbildung 28: Retransplantation von LLCs.

Durchflusszytometrische Analyse von Zellen der Proben 199 und 265. Aus dem Knochenmark
isolierte, zuvor CFSE gefarbte, Zellen (Donor) wurden auf LLCs sortiert. Die sortierten Zellen
wurden erneut CFSE gefarbt, wiederum in eine Maus injiziert und 14 Tage spéter isoliert. Das

CFSE-Signal der isolierten Zellen wurde analysiert (Rezipient).

In Abbildung 28 ist zu sehen, dass LLCs, nach einer erneuten CFSE-Farbung mit
anschlieBender Transplantation, in der Lage sind, LRCs hervorzubringen und
somit erneut ein heterogenes Wachstum auszubilden. Daraus lasst sich
schlussfolgern, dass das heterogene Wachstumsverhalten nicht durch
unterschiedliche Subklone in der gleichen Probe zustande kam, sondern durch
extrinsische Faktoren hervorgerufen wurde. Einerseits konnten diese Faktoren
eine Mangelversorgung mit Nahrstoffen oder Sauerstoff sein. Andererseits sind
auch Zellinteraktionen, entweder mit anderen Xenograftzellen oder mit Zellen des
Knochenmarks, eine mégliche Ursache flr das heterogene Wachstumsverhalten

der Xenograftzellen.

Zusammenfassend sind es also nicht zellautonome Faktoren, sondern Einflisse
des Umfeldes, die das proliferative Verhalten der ALL-Xenograftzellen im

Knochenmark bestimmen.
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5.4.3. LRCs haben keine héhere Stammzellfrequenz als LLCs

Die in dieser Arbeit beschriebene reduzierte Proliferation oder Zellruhe der LRCs
ist eine Eigenschaft, welche mit Krebsstammzellen oder tumorinduzierenden
Zellen in Verbindung gebracht wird. Daher war es ein Ziel dieser Arbeit,
festzustellen, ob die LRC-Fraktion fir leukamieinduzierende Zellen (englisch:
sleukemia initiating cells®, LICs) angereichert ist. Um die Frequenz der LICs in der
LRC-Fraktion mit der LIC-Frequenz der LLC-Fraktion zu vergleichen, wurden 10
Millionen Zellen aller drei hier generierten, dreifach transgenen ALL-
Xenograftproben mit CFSE gefarbt und in NSG-Mause injiziert. Nach zehn Tagen
wurden die Xenograftzellen aus dem Knochenmark der Tiere isoliert und unter
Verwendung des CFSE-Signals nach LRCs und LLCs sortiert (Abbildung 25). Mit
Zellen der beiden Fraktionen wurde anschlieRend eine parallele Transplantation
von unterschiedlichen Verdinnungen der Zellen (,limiting dilution transplantation
assay“, LDTA) aus beiden Fraktionen durchgefihrt. Dazu wurde von jeder der
beiden sortierten Fraktionen jeweils eine Verdunnungsreihe angelegt und

mehrere Aliquots jeder Verdinnungsstufe in jeweils ein Tier injiziert (Tabelle 13).
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Tabelle 13: LDTA-Zellzahlen

Zellzahl Anzahl injizierter Tiere

199
LRC 10 20
100 7
333 4
LLC 10 20
100 5
333 5
1000 5
3333 4

233
LRC 33 3
LLC 33 5
333 5
1000 2

265
LRCs 100 5
333 2
LLC 100 5
333 5
1000 5
3333 3

Da die Entwicklung der Leukadmien, welche durch Zellen der LRC- und der LLC-
Fraktion induziert wurden, Uber die Zeit verfolgt wurde, kann auch eine Aussage
Uber die Wachstumsgeschwindigkeit von Leukéamien, welche durch die beiden

unterschiedlichen Fraktionen induziert wurden, getroffen werden.

Keines der Tiere, welches mit Zellen der Probe 233 transplantiert wurde,
entwickelte eine Leukamie. Da die hochste transplantierte Zellzahl fir diese
Probe 1000 Zellen betrug, ist es wahrscheinlich, dass die LIC-Frequenz dieser
Probe unter 1:1000 liegt. Da allerdings nicht mehr als 100 LRCs der Probe 233
isoliert werden konnten, konnte ein LDTA, welcher die LIC-Frequenz der LLCs
mit der LIC-Frequenz der LRCs vergleicht, nicht durchgefuhrt werden.

Die Tiere, welche mit Zellen der Proben 199 und 265 injiziert wurden, wurden
regelmafdig durch in vivo-Bildgebung analysiert und die entstandenen Signale
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guantifiziert. Die Mittelwerte dieser Quantifizierungen jeder Gruppe von Tieren,
welche mit der gleichen Zellzahl derselben Fraktion injiziert wurden, wurden
gegen die Zeit aufgetragen (Abbildung 29 und Abbildung 30).

10.0001
-+ 3333 LLCs
—— 1000 LLCs
-= 333 LLCs l -
-~ 100 LLCs s
T -0- 333 LRCs
2 -0- 100 LRCs
5
~ 1.000+
7]
C
(0]
c
[e]
°
A =}
o
S
N
{
(0]
N 100+
(0]
£
€
e P P e, — < Byr gy
ko)
o
a | e .---
10 L Ll i L Ll E 5 Ll Ll

21 28 35 42 49 56 69 77
Zeit [Tage nach Zellinjektion]

Abbildung 29: Zeitlicher Verlauf des LDTAs der Probe 199.

Auftragung der Mittelwerte der Quantifizierungen der in vivo-Bildgebungssignale einer Gruppe
von Tieren, welche die gleiche Anzahl von Zellen der Probe 199 der gleichen Fraktion erhalten
haben, gegen die Zeit in Tagen nach Zellinjektion. Geflillte Symbole, welche mit durchgezogenen
Linien verbunden sind, geben Daten der LLCs an. Offene Symbole, welche mit gestrichelten
Linien Verbunden sind, geben Daten der LRCs an. Die gepunktete, graue Linie zeigt den
Grenzwert an, ab dem ein Signal als positiv gewertet wird. Die Fehlerbalken zeigen den
Standardfehler. (n = 3 bis 7)
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Abbildung 30: Zeitlicher Verlauf des LDTAs der Probe 265.

Auftragung der Mittelwerte der Quantifizierungen der in vivo-Bildgebungssignale einer Gruppe
von Tieren, welche die gleiche Anzahl von Zellen der Probe 265 der gleichen Fraktion erhalten
haben, gegen die Zeit in Tagen nach Zellinjektion. Geflllte Symbole, welche mit durchgezogenen
Linien verbunden sind, geben Daten der LLCs an. Offene Symbole, welche mit gestrichelten
Linien Verbunden sind, geben Daten der LRCs an. Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler.
(n =2 bis 5)

Sowohl in Abbildung 29 als auch in Abbildung 30 ist zu sehen, dass Tiere der
Gruppen, die LRCs erhalten hatten, zur gleichen Zeit beginnen, positive Signale
aufzuweisen, wie die Tiere in jenen Gruppen, denen die gleiche Anzahl an LLCs
injiziert worden war. Dem zur Folge sind LRCs ebenso wie LLCs in der Lage eine
Leuk&mie hervorzurufen. Des Weiteren entwickelt sich die durch LRCs induzierte
Leukamie nicht langsamer als eine von LLCs hervorgerufene Leukamie, obwohl
die Zellen zum Zeitpunkt ihrer Isolierung langsamer gewachsen sind. LRCs sind
also in der Lage, ebenso schnell proliferierende Zellen wie LLCs
hervorzubringen. Bei einer Transplantation von je 10 Zellen der LRC-Fraktion
oder der LLC-Fraktion in eines von insgesamt 20 Tieren je Fraktion zeigte sich,

dass nach 75 Tagen in beiden Gruppen jeweils acht der injizierten Tiere eine
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Leukamie entwickelt hatten (Abbildung 31). Alle anderen Tiere zeigten auch zu
zwei spateren Zeitpunkten keine Signale von Leukdmie bei in vivo-
Bildgebungsanalysen. Eines der Tiere, welche mit 10 Zellen der LLC-Fraktion
injiziert wurden, musste 65 Tage nach Zellinjektion aus nicht mit Leukamie
verbundenen Grinden abgetdotet werden. In dem Tier konnten keine
Xenograftzellen gefunden werden, weshalb es als ,nicht angewachsen® in die
Auswertung mit einflie3t. Die LRC-Fraktion weil3t hier also die gleiche LIC-

Frequenz auf wie die LLC-Fraktion.
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Abbildung 31: LIC-Frequenz 199 von zehn transplantierten Zellen.
LIC-Frequenz von zehn transplantierten Zellen der LRC-Fraktion und der LLC-Fraktion 75 Tage
nach Zellinjektion. Jedes Symbol repréasentiert ein Tier. Die gestrichelte Linie gibt die Grenze an,

ab wann ein Tier als angewachsen gewertet wird.

Zur genaueren Bestimmung der LIC-Frequenzen beider Fraktionen wurden die
Werte fUr die Anzahl der transplantierten Zellen und die Information, wie viele
Tiere der jeweiligen Gruppe eine Leukédmie entwickelt hatten, aller
Verdinnungen der LDTAs der Probe 199 und 265, wie sie in Tabelle 13
aufgeflhrt sind, in die Online-Software ELDA eingespeist (Hu und Smyth 2009),
welche dazu verwendet wird, Stammzellfrequenzen zu ermitteln. Diese Analyse
wurde zu jedem Zeitpunkt der in vivo-Bildgebung durchgefihrt, um die
Entwicklung der LIC-Frequenz im Verlauf der Zeit zu ermitteln (Abbildung 32 und
Abbildung 33). Sobald die LIC-Frequenz sich dreimal in Folge nicht verdnderte
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wurden alle Tiere, welche bisher keine Leukadmie entwickelt hatten, als nicht

angewachsen gewertet.
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Abbildung 32: LIC-Frequenz der Probe 199.
Bestimmung der LIC-Frequenz der LRC-Fraktion und der LLC-Fraktion der Probe 199 im Verlauf

der Zeit. Die Frequenz zu den jeweiligen Zeitpunkten wurde mittels der Online-Software ELDA

bestimmt.
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Abbildung 33: LIC-Frequenz der Probe 265.
Bestimmung der LIC-Frequenz der LRC-Fraktion und der LLC-Fraktion der Probe 265 im Verlauf
der Zeit. Die Frequenz zu den jeweiligen Zeitpunkten wurde mittels der Online-Software ELDA

bestimmt.

Abbildung 32 und Abbildung 33 kann entnommen werden, dass sich sowohl in
Probe 199, als auch in Probe 265, die LIC-Frequenz in der LRC-Population um
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weniger als Faktor zwei von der LIC-Frequenz der LLC-Fraktion unterscheidet.
Somit besteht kein signifikanter Unterschied der LIC-Frequenz zwischen der
LRC-Faktion und der LLC-Fraktion.

Die Methode zur Bestimmung der LIC-Frequenz anhand von in vivo-Bildgebung
hat gegentuber der herkbmmlichen Bestimmung der LIC-Frequenz grol3e Vorteile.
Bei der ublichen Methode zur Bestimmung der LIC-Frequenz werden alle Tiere
zu einem bestimmten Zeitpunkt getdtet und durch Analyse der Organe
festgestellt, ob die Tiere einen Tumor entwickelt hatten. Bei dieser
Vorgehensweise kann daher nicht ausgeschlossen werden, dass ein Tier,
welches zum Zeitpunkt der Auswertung keinen nachweisbaren Tumor aufwies,
nicht zu einem spateren Zeitpunkt einen Tumor entwickelt hatte. Die auf in vivo-
Bildgebung basierende Methode erlaubt dagegen eine verlassliche Aussage,
ohne die Tiere zu téten. Dadurch kann die Analyse zu einem spéateren Zeitpunkt

mit den gleichen Tieren erneut durchgefuhrt werden.

Bei der Durchfiihrung von LDTAs mit Zellen der LLC- und der LRC-Fraktion der
Proben 199 und 265 zeigte sich, dass die induzierten Leukamien sich gleich
schnell entwickelten, unabhangig von welcher Zellfraktion sie induziert wurden.
Des Weiteren unterschied sich die LIC-Frequenz der beiden Fraktionen der
gleichen Probe nicht. Somit war es nicht mdglich, bei den in dieser Arbeit
verwendeten ALL-Xenograftproben LICs auf Grund ihrer proliferativen

Eigenschaften anzureichern.

Zusammengefasst wurde eine Methode zur Unterscheidung von Xenograftzellen
in eine sich schnell teilende LLC-Fraktion und eine sich langsam teilende LRC-
Fraktion anhand ihres CFSE-Signales vorgestellt. Zellen beider Fraktion wurden
erfolgreich isoliert und retransplantiert. Dabei zeigte sich, dass Faktoren des
Umfeldes und nicht zellautonome Faktoren das proliferative Verhalten
beeinflussen. Des Weiteren wurde festgestellt, dass die LRC-Fraktion nicht fur

LICs angereichert ist.
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5.5. Die Apoptose-Sensitivitat unterschiedlich proliferierender

Xenograftzellen variiert in vivo aber nicht in vitro

Durch die in Kapitel 5.4. dargestellten Ergebnisse konnte gezeigt werden, dass
im Knochenmark von NSG-Mausen sowohl sich schnell teilende LLC- als auch
sich langsam oder sogar tUberhaupt nicht teilende LRC-Xenograftzellen auftreten.
Da es Hinweise auf eine Verbindung zwischen einer Reduktion der Proliferation
in Krebszellen mit einer Resistenz gegeniber Chemotherapie gibt (Moore,
Houghton et al. 2012), wurde im Folgenden untersucht und verglichen, wie sich
die Apoptosesensitivtat von LLCs gegenlber der von LRCs nach Stimulierung
mit konventionellen Chemotherapeutika, wie sie in der Klinik zur Behandlung von
ALL verwendet werden, verhélt. Bei den in diesem Kapitel gezeigten Studien
wurden lediglich die Proben 199 und 265 verwendet, da bei Probe 233 nicht

gentgend LRCs isoliert werden konnten, um die Experimente durchzufuhren.

5.5.1. Kein Unterschied der Apoptose-Sensitivitat von unterschiedlich

proliferierenden Xenograftzellen in vitro

Da nachgewiesen wurde, dass sich das proliferative Verhalten von Krebszellen
auf deren Apoptosesensitivitdt auswirkt (Moore, Houghton et al. 2012), wurde
untersucht, ob ein Unterschied in der Apoptosesensitivitdt zwischen den Zellen
der LRC-Fraktion und den Zellen der LLC-Fraktion der Proben 199 und 265
besteht. In einem ersten Schritt wurde die Apoptose-Sensitivitdt von Zellen
beider Fraktionen in vitro untersucht. Dazu wurden zun&chst Chemotherapeutika
ermittelt, welche in allen Zellen der beiden Proben Apoptose induzieren. Hierftr
wurden die transgenen Xenograftzellen mit Wirkstoffen in den in Tabelle 14
aufgefihrten  Endkonzentrationen stimuliert. Die  Konzentrationen der
Chemotherapeutika richteten sich dabei an in Patienten gemessenen héchsten

Plasmawerten fur die jeweilige Substanz.

84



Tabelle 14: Verwendete Zytostatika

Zytostatikum Abklrzung Konzentration Quelle

In vitro

Amsacrin AMS 18 uM (Paxton, Kim et al. 1990)

Daunorubicin DAU 0,25 uM (Estlin, Ronghe et al. 2000)

Doxorubicin ~ DOX 0,5 uM (Estlin, Ronghe et al. 2000)

Epirubicin EPI 0,5 uM (Lunardi, Vannozzi et al. 2003)

Etoposid ETO 30 uM (Hande, Wedlund et al. 1984)

Mitoxantron MIT 0,675 uM (Civalleri, Vannozzi et al. 2002)

Vincristin VCR 0,3 uM (Embree, Gelmon et al. 1998)

in vivo

Doxorubicin ~ DOX 5 mg/kg (Huynh, Chow et al. 2007, Ehrhardt, Schrembs et al. 2011)
Etoposid ETO 50 mg/kg (Terziyska, Alves et al. 2012)

Mitoxantron MIT 1,5 mg/kg (Wiedemann, Mella et al. 1992, An, Wu et al. 2011)
Vincristin VCR 2 mg/kg (Ogawa, Mimura et al. 2001, Ehrhardt, Schrembs et al. 2011)

48 Stunden nach der Inkubation der Zellen mit den unterschiedlichen
Substanzen wurden diese mit DAPI gefarbt und im Fall von Probe 199 eine
Annexin V-Farbung durchgefihrt, worauf die Proben im Durchflusszytometer
analysiert und die spezifische Apoptoserate bestimmt wurde (4.5.2, Abbildung
34).
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Abbildung 34: Apoptose-Sensitivitat der Proben 199 und 265.

Induktion von spezifischer Apoptose in Zellen der Proben 199 und 265 durch unterschiedliche
Wirkstoffe. Die Apoptose der Probe 199 wurde mittels FSC/SSC-Analyse, DAPI-Farbung und
Annexin V-Farbung ermittelt, die der Probe 265 mittels FSC/SSC-Analyse und DAPI-PI-
Doppeltfarbung. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung an. (n=3)

Wie in Abbildung 34 zu sehen ist, induzieren die verwendeten Substanzen in den
eingesetzten Konzentrationen spezifische Apoptose von mindestens 50 % in den
Zellen der beiden ALL-Xenograftproben. Da die Zellen der beiden Proben
sensitiv gegenuber den eingesetzten Substanzen waren, wurden diese flr

weitere Experimente in dieser Arbeit verwendet.

Zum Vergleich der Apoptosesensitivitat der Zellen der LRC-Fraktion mit der
Sensitivitat der Zellen der LLC-Fraktion wurden zunadchst 10 Millionen CFSE-
gefarbte Zellen der Proben 199 und 265 zehn Tage nach Injektion aus dem
Knochenmark von NSG-Méausen isoliert. Die isolierten Zellen wurden mittels
Durchflusszytometrie auf Grund ihres CFSE-Signals in LLC- und LRCs sortiert.
Nach dem Sortieren wurden von jeder der beiden Fraktionen gleich viele Zellen
in die Kavitdten einer 384-Well-Platte in 100 pl Patientenmedium+ ausgesat.

Trotz der geringen Zellzahl in der LRC-Fraktion beider Proben (5.4) wurden nie
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weniger als 500 Zellen je Kavitat ausgebracht. AnschlieRend wurde der Inhalt
von je drei Kavitaten mit der gleichen Konzentration derselben Substanz
stimuliert. 48 Stunden nach der Stimulierung wurde der gesamte Inhalt der
Kavitaten mit DAPI und PI gefarbt und im Durchflusszytometer analysiert (4.5.5).
Der Anteil der fur DAPI und PI positiven, und somit toten, Zellen wurde in den
stimulierten Kavitaten sowie in den Kontrollkavitaten bestimmt und daraus die
spezifische Apoptose berechnet (4.5.2, Abbildung 35).
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Abbildung 35: Kurzzeit-Apoptose-Assay LRCs und LLCs.

Kurzzeit-Apoptose-Assay zur Bestimmung der Apoptose-Sensitivitdt der LRCs im Vergleich zu
LLCs. Zellen der Probe 199 wurden mit den Substanzen Doxorubicin (DOX), Epirubicin (EPI),
Etoposid (ETO) und Vincristin (VCR) stimuliert. Zellen der Probe 265 wurden mit den Substanzen
Amsacrin  (AMS), Daunorubicin (DAU), Etoposid (ETO) und Mitoxantron (MIT) stimuliert.
Signifikanz ist * p < 0,05 und wurde mittels Student-t-Verteilung ermittelt. (n=3)

Wie in Abbildung 35 zu sehen ist, war die in vitro-Sensitivitat der LLC- und der
LRC-Fraktion gegenuber allen verwendeten Substanzen nahezu identisch und
unterschied sich nicht signifikant. Trotz der unterschiedlichen proliferativen
Eigenschaften zum Zeitpunkt ihrer Isolierung zeigten die stimulierten Zellen
keinen Unterschied in ihrer Apoptosesensitivitdt gegentber konventionellen
Chemotherapeutika nach einer Stimulierung Uber 48 Stunden in vitro.

5.5.2. Apoptose-Sensitivitat unterschiedlich proliferierender Xenograftzellen
in vivo
In 5.5.1 wurde gezeigt, dass zwischen LLCs und LRCs der Proben 199 und 265

kein Unterschied in der Apoptosesensitivitdt bei einer Stimulierung mit diversen

Chemotherapeutika in vitro besteht. Allerdings konnte in 5.4.2 nachgewiesen
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werden, dass das Umfeld der Xenograftzellen Einfluss auf ihr proliferatives
Verhalten nimmt, wodurch es auch fir eine unterschiedliche Apoptosesensitivitat
zwischen LLC- und LRCs verantwortlich sein kdnnte. Daher wurde untersucht, ob
ein Unterschied in der Apoptosesensitivitat der Zellen beider Fraktionen bei einer
Stimulierung mit Chemotherapeutika in vivo existiert. Bei diesen Untersuchungen
sollten die Zellen fur die Dauer der Stimulierung in ihrem Umfeld im
Knochenmark verbleiben.

Zur Analyse der Apoptosesensitivitat der Xenograftzellen der LLC- und LRC-
Fraktion der Proben 199 und 265 in vivo wurden je Probe vier Tiere mit 10
Millionen CFSE-markierten Zellen intravends injiziert. Sieben Tage nach der
Zellinjektion wurden die Tiere mittels in vivo-Bildgebung analysiert (Abbildung 36
und Abbildung 37; vor Therapie), um den Status der Leukamie durch
Quantifizierung des Bioluminiszenz-Signals zu bestimmen (Abbildung 38). Darauf
wurden je Probe drei Tieren intraperitoneal Chemotherapeutika injiziert. Zwei
Tiere, welche mit Zellen der Probe 199 injiziert worden waren, wurde die
Substanz Vincristin (VCR) verabreicht, einem Tier die Substanz Doxorubicin
(DOX). Zwei Tiere, welche mit Zellen der Probe 265 injiziert worden waren,
wurde die Substanz Etoposid (ETO) injiziert, einem Tier die Substanz
Mitoxantron (MIT). Dem verbleibenden, vierten Tier aus jeder der beiden
Gruppen wurde zur Kontrolle das Vehikel der Substanzen (1 x PBS) injiziert. Die
verabreichten Mengen der Substanzen kénnen Tabelle 14 enthommen werden
und orientierten sich an publizierten, in Mausen tolerierten Mengen. Zehn Tage
nach Zellinjektion, drei Tage nach Verabreichung der Zytostatika, wurden alle
acht Tiere erneut durch in vivo-Bildgebung analysiert (Abbildung 36 und
Abbildung 37; nach Therapie) und die Biolumineszenz-Signale quantifiziert
(Abbildung 38).
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In vivo-Bildgebungsdaten der unteren Extremitaten von Tieren, welche mit 10 Millionen Zellen der
Probe 199 intravends injiziert wurden. Sieben Tage nach Zellinjektion wurden die Tiere analysiert
(vor Therapie). AnschlieBend wurde intraperitoneal 1 x PBS (Kontrolle), DOX oder VCR
verabreicht. Drei Tage danach der Therapie wurden die Tiere erneut analysiert (nach Therapie).
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Abbildung 37: in vivo Therapie von 265.

In vivo-Bildgebungsdaten der unteren Extremitaten von Tieren, welche mit 10 Millionen Zellen der
Probe 265 intravends injiziert wurden. Sieben Tage nach Zellinjektion wurden die Tiere analysiert
(vor Therapie). Anschlielend wurde intraperitoneal 1 x PBS (Kontrolle), MIT oder ETO
verabreicht. Drei Tage danach der Therapie wurden die Tiere erneut analysiert (nach Therapie).
Einheiten der Farbskala sind Photonen pro Sekunde pro cm? pro Steradiant (Photonen st em??t

sr'l)

Sowohl in Abbildung 36 als auch in Abbildung 37 ist zu sehen, dass die fur die
Leukamie spezifischen Biolumineszenz-Signale in den unteren Extremitaten der
Tiere durch eine Injektion mit den Chemotherapeutika reduziert wurden, wo
hingegen die Injektion des Vehikels keine Reduktion bewirkte, sondern die
Signale in den Beinen der Tiere an Intensitdt zunahmen und gro3er wurden. Die
Signalstarke dieses Hintergrundes ist in Abbildung 38 durch eine gestrichelte
Linie dargestellt. Es kann eine Reduktion in der Quantifizierung des

Bioluminiszenz-Signals in den therapierten Tieren beider Proben festgestellt
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werden, wohingegen das Signal in den Kontrolltieren weiter stieg. Die einzige
Ausnahme ist das Tier, welches mit Zellen der Probe 265 injiziert und mit
Mitoxantron (MIT) behandelt wurde. Allerdings konnte bei diesem Tier festgestellt
werden, dass das Bioluminiszenz-Signal nicht so schnell zunahm wie bei dem
Kontrolltier. In allen anderen Tieren ist es mdglich, dass die Therapie eine
Reduktion der Leukamielast zur Folge hatte und nicht nur eine
Wachstumsinhibierung.
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Abbildung 38: Quantifizierung der in vivo Therapie.

Quantifizierung der in vivo-Bildgebungssignale von Tieren, welche mit Zellen der Proben 199 und
265 injiziert und anschlieend therapiert wurden. Die Tiere wurden vor und nach der Therapie
analysiert. Jedes Symbolpaar reprasentiert diese beiden Daten fir ein Tier.

Zehn Tage nach der Zellinjektion, drei Tage nach Verabreichung der
Chemotherapeutika, wurden die Xenograftzellen aus dem Knochenmark der
Tiere isoliert (5.2) und ihre Anzahl mittels Durchflusszytometrie bestimmt
(Abbildung 39).
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Abbildung 39: Xenograftzellen im Knochenmark nach Therapie.
Nach der Behandlung von Tieren mit Chemotherapeutika, welche mit Zellen der Proben 199 und
265 injiziert wurden, wurden die Xenograftzellen aus dem Knochenmark der Tiere isoliert und ihre

Zellzahl bestimmt. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung an. (n=2)

In Abbildung 39 ist zu sehen, dass aus dem Knochenmark der Kontrolltiere mehr
Xenograftzellen isoliert werden konnten, als aus dem Knochenmark von Tieren,
denen die Wirkstoffe verabreicht worden waren. Bei einer Behandlung der Probe
199 mit Vincristin sind zehnfach weniger Xenograftzellen vorhanden als in dem
Kontrolltier (Abbildung 39). Ebenso wurde die Anzahl der Xenograftzellen der
Probe 265 mit Etoposid (Abbildung 39, Reduktion der Zellzahl um Faktor 14) und
Mitoxantron (Abbildung 39, Reduktion der Zellzahl um Faktor 9) reduziert. Bei
einer Behandlung der Probe 199 mit Doxorubicin wurde die Anzahl der
Xenograftzellen um lediglich Faktor 2 reduziert.

Anhand der in 5.4.1 beschriebenen Auswertung war es moglich, eine LRC-
Fraktion der isolierten Zellen zu definieren. Dabei wurde der LRC-Bereich so
gewahlt, dass er den gleichen prozentualen Anteil umfasste, wie in den Kinetiken
der jeweiligen Probe in 5.4.1. Bestimmt man den prozentualen Anteil der LRCs
der Gesamtpopulation (Gate in Abbildung 40) und vergleicht diesen Antell
zwischen Zellen, welche im Knochenmark Zytostatika ausgesetzt waren, mit
Zellen aus Tieren, welche mit dem Vehikel behandelt wurden, ist zu sehen, dass
der Anteil der LRCs durch eine Behandlung mit Zytostatika zunimmt (Abbildung
41).
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Abbildung 40: CFSE-Verteilung nach Therapie.
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Prozentualer Anteil von LRCs an allen im Knochenmark vorhanden Xenograftzellen. NSG-Mause

wurden mit Zellen der Proben 199 und 265 injiziert und nach sieben Tagen mit Zytostatika

behandelt. Zehn Tage nach Injektion wurden die Xenograftzellen aus dem Knochenmark isoliert

und im Durchflusszytometer analysiert.

Die Behandlung mit Zytostatika hat den Anteil der nicht-LRCs starker reduziert

als den Anteil der LRCs. Daraus lasst sich schlussfolgern, dass LRCs in vivo

weniger sensitiv gegentiber Chemotherapie sind als LLCs. Vergleicht man die

absoluten Zellzahlen der LRC-Fraktion mit der Zahl aller aus dem Knochenmark
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isolierten Xenograftzellen, ist festzustellen, dass eine Behandlung der Tiere mit
den Wirkstoffen die Anzahl aller Xenograftzellen im Knochenmark der NSG-
Méause reduziert, die Anzahl der LRCs wird jedoch nicht beeinflusst (Abbildung
42).
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Abbildung 42: Reduktion der LRC-Zellzahl und Gesamtzellzahl durch in vivo-Therapie.
Vergleich der absoluten Anzahl von LRCs mit der Anzahl aller im Knochenmark von NSG-
Mé&usen vorhandenen Xenograftzellen nach deren Injektion mit den Proben 199 oder 265 und der
anschlieBenden Behandlung mit Zytostatika. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung
an.(n=2)

Dem zur Folge sind LRCs resistent gegenlber einer in vivo-Therapie mit

konventionellen Chemotherapeutika.

So konnte gezeigt werden, dass keine signifikanten Unterschiede der
Apoptosesensitivitdatt von LRCs und LLCs der gleichen Xenograftprobe
nachgewiesen werden konnten, nachdem diese isoliert und in vitro mit
Zytostatika stimuliert wurden. Wurden jedoch NSG-Mause sieben Tage nach
Injektion mit CFSE-markierten Xenograftzellen mit Zytostatika behandelt, hatte
dies eine Anreicherung der LRCs zur Folge. Wahrend die Anzahl der LRCs durch
die Behandlung nicht beeinflusst wurde, wurde die Leukamielast der NSG-Méause
reduziert. Dem zur Folge scheinen die LRCs in vivo chemoresistent zu sein, was
bei einer Behandlung in vitro, auRerhalb ihrer Umgebung im Knochenmark, nicht
der Fall ist.
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5.6. Vergleichende Genexpressionsanalysen

Im vorherigen Kapitel konnte gezeigt werden, dass die im Laufe dieser Arbeit
identifizierten LRCs der beiden Xenograftproben 199 und 265 eine Resistenz
gegenuber einer invivo-Behandlung mit Chemotherapeutika aufwiesen.
Therapieresistente Subfraktionen von Krebszellen stellen ein gro3es Risiko fur
Patienten dar, da sie ein erneutes Auswachsen der Krankheit nach Abschluss
der Therapie einleiten konnen. Um Grinde fur die unterschiedliche
Chemosensitivitat zu  ermitteln, wurden die Genexpressionsprofile der

identifizierten LRCs daher mit denen von LLCs der gleichen Probe verglichen.

Um die Genexpression der LRCs mit der der LLCs zu vergleichen, wurden von
der Probe 265 21 Tage nach ihrer Injektion je zwei mal 40 Zellen der LRC-
Fraktion und zwei mal 40 Zellen der LLC-Fraktion aus zwei Tieren isoliert. Die
isolierten Zellen wurden an das Fraunhofer ITEM-R in Regensburg geschickt und
dort von der Projektgruppe "Personalisierte Tumortherapie” bearbeitet. Dabei
wurde das gesamte Transkriptom der Zellen in den insgesamt acht zur
Verfuigung stehenden Proben amplifiziert. Sechs der acht Amplifikate eigneten
sich fur anschlieBende Microarray Hybridisierungen, welche ebenfalls von der
Projektgruppe  "Personalisierte  Tumortherapie”  durchgefihrt  wurden.
Anschlielend wurden die Expressionsprofile der Proben beider Zellfraktionen
ausgewertet. Die 50 Gene, welche in den beiden Fraktionen am
unterschiedlichsten exprimiert wurden, sind in Tabelle 15 aufgefuhrt. In Tabelle
15 ist zu sehen, dass die LRCs im Vergleich zu den LLCs vorwiegend Gene

runter regulierten.

Tabelle 15: Top 50 Gene

Hochreguliert in LRCs

c60rf89

Runter reguliert in LRCs

fabp5, skpl, rps5, csrp2, idh2, myh9, c140rf156, sugtl, nol7, stag3l2, nedd8, pom121, uqcrl0,
mapkspl, Idha, spdye7p, eefld, Ism14b, ndufbl, gnals, cbx5, rps9, ckap5, fbl, rps5, atxn3,
brd7p3, snrnp70, ddt, thca, pbx2, eid1, xbpl, apobec3f, hnrnpa3, znf419
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Das einzige in den LRCs hochregulierte Gen, c6orf89, codiert fur drei
unterschiedliche Proteine (Lalioti, Vergarajauregui et al. 2013). Die runter
regulierten Gene codieren unter anderem fir Proteine, welche an der Protein-
produktion (rps9, rps5, eefld, snrnp70, pbx2 (Transkriptionsaktivator),
xbp1l (Transkriptionsaktivator), znf419 (Transkriptionsregulierung)) der
Zellentwicklung und Differenzierung (csrp2), der Zellteiung (sugtl,
apobec3f (Wachstum und Zellzykluskontrolle)) und der Energieproduktion (idh2,
ugcrl0) beteiligt sind (Kitagawa, Skowyra et al. 1999, Shen, Rozenfeld et al.
1999, Weiskirchen und Gressner 2000, Adams, van der Weyden et al. 2001,
Uechi, Tanaka et al. 2001, Hu, Dougan et al. 2009).

Es wurde untersucht, ob Oberflachenproteine, welche als Marker fir
hamatopoetische Stammzelldifferenzierung, Therapieresistenz,
tumorinduzierende Zellen, Zellzyklus, interzellulare Adhasion oder Krebs-
Stammzellmarker bekannt sind, in den beiden Fraktionen unterschiedlich stark
exprimiert werden. Dazu wurde die Expression der in Tabelle 16 aufgelisteten
Gene, welche fur unterschiedliche Marker codieren, in den beiden analysierten
Fraktionen verglichen. Eine signifikant unterschiedliche Expression eines Genes
in den beiden Fraktionen besteht dann, wenn der p-Wert unter 0,05 liegt. In
Tabelle 16 ist zu sehen, dass die Gene, welche fir die Proteine Tie2, VCAM-1
und LFA-1 codieren, in den LRCs signifikant starker exprimiert werden als in den
LLCs. Alle drei Proteine sind wichtig fur die interzellulare Adhasion. Die Proteine
Tie2 und VCAM-1 werden des Weiteren mit einer Therapieresistenz von
Krebszellen in Verbindung gebracht. Die Expression aller anderen untersuchten

Gene unterscheidet sich nicht signifikant zwischen den beiden Fraktionen.
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Tabelle 16: Genexpression von Oberflachenmarker

Protein Marker fur ~ Gensymbol mean-Wertin LRC mean-Wertin LLC p-Wert

CD33 1 CD33 1,455 1,281 0,698
CD34 1 CD34 2,182 1,897 0,600
CD38 1 CD38 0,690 0,472 0,293
CD44 2,5 CDh44 3,184 2,991 0,543
CD45 1 PTPRC 0,874 1,475 0,406
CDh71 1 TFRC 0,901 0,668 0,356
CD90 1 THY1 2,695 2,921 0,412
CD115 1 CSF1R 0,944 1,719 0,316
CD116 1 CSF2RA 0,795 1,374 0,277
CD117 1 KIT 1,622 1,044 0,127
CD133 3 PROM1 1,974 1,135 0,112
CD147 2,4 BSG 1,829 2,779 0,503
CD163 1 CD163 0,900 0,899 0,995
ALDH1 2,6 ALDH1A1l 0,729 0,813 0,610
EpCAM 6 EPCAM 0,696 0,973 0,205
HLA-DR 1 CD74 4,173 4,112 0,725
ICAM1 2,5 ICAM1 1,049 0,745 0,508
N-Cadherin 2,5 CDH2 3,244 3,352 0,796
Tie2 2,5 TEK 2,145 1,027 0,034
VCAM-1 2,5 VCAM1 1,582 1,062 0,050
LFA-1 5 ITGAL 3,127 1,298 0,003

1: hamatopoetische Stammzelldifferenzierung; 2: Therapieresistenz; 3: tumorinduzierende Zellen;

4: Zellzyklus; 5: interzelluldre Adhésion; 6: Krebs-Stammzellmarker
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Zusammengefasst wurde durch vergleichende Genexpressionsanalysen der LRC
und LLCs gezeigt, dass LRCs vorwiegend Gene weniger stark exprimieren als
LLCs. Die runter regulierten Gene codieren fur Proteine, welche an der
Proteinproduktion, der Zellentwicklung und Differenzierung, der Zellteilung und
der Energieproduktion beteiligt sind. Des Weiteren konnte festgestellt werden,
dass die Oberflachenproteine Tie2, VCAM-1 und LFA-1 in LRCs signifikant

starker exprimiert wurden, als in LLCs.

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass eine Subpopulation in patientenabgeleiteten
ALL-Zellen existiert, die sich nicht teilt und sich komplett resistent gegentber
systemischer Tumortherapie verhélt. Gentechnologische Techniken verknipft mit
Tierarbeiten, dem Einsatz von primaren Tumorzellen von Patienten mit ALL
sowie hocheffizienten Aufreinigungsstrategien ermoglichten, diese Zellen zu
isolieren und damit Untersuchungen zuzufiihren. Erste Charakterisierungsschritte
wiesen auf eine wichtige Rolle der Knochenmarknische fur das Verhalten der
ALL-Zellen hin. Die hier identifizierten Zellen erlaubten erstmals Untersuchungen
zur Biologie und Therapiemechanismen an ruhenden und in vivo resistenten
ALL-Zellen. Kunftige Studien an diesen Zellen sollen ermdéglichen, neue
Therapieoptionen fur ruhende, therapieresistente Zellen im Patienten zu
entwickeln, um dadurch letztendlich die Prognose von Patienten mit ALL zu

verbessern.

97



6. Diskussion

Ziel der Untersuchungen im Rahmen dieser Dissertation war es, eine sich selten
oder gar nicht teilende Subfraktion von ALL-Xenograftzellen zu identifizieren und
zu beschreiben. Dazu wurden drei transgene ALL-Xenograftproben mittels
lentiviraler Transduktion generiert, mit denen die Etablierung einer neuen
Methode zur Isolierung geringer Mengen von Xenograftzellen aus murinem

Knochenmark maoglich war. Diese Methode wurde im Laufe der Arbeit validiert.

Durch die Etablierung der neuen Isolationsmethode wurde das in vivo-Wachstum
der drei transgenen Proben untersucht werden. Bei diesen Untersuchungen
wurde ein heterogenes Proliferationsverhalten der verwendeten Xenograftzellen
entdeckt und dieses anschlielBend genauer analysiert. Durch diese Analysen
wurden Fraktionen von sich haufig und sich selten teilenden Zellen definiert und
miteinander bezuglich ihrer Umwandlungsfahigkeit zu Zellen der jeweils anderen
Fraktion, ihrer Frequenz von leukdmieinduzierenden Zellen und ihrer
Apoptosesensitivitdt gegeniber konventionellen Zytostatika in vitro und in vivo
verglichen. Des Weiteren wurden vergleichende Transkriptomanalysen von

Zellen aus beiden Fraktionen durchgefihrt.

Im Laufe der Untersuchungen der hier vorliegenden Arbeit konnte das
unterschiedliche = Wachstumsverhalten von  drei  ALL-Xenograftproben
charakterisiert und eine Fraktion langsam proliferierender Zellen mit schnell

proliferierenden Zellen verglichen werden.

6.1. Etablierung der neuen Isolationsmethode

Zu Beginn der vorliegenden Arbeit wurde eine Methode zur Detektion von
geringen Mengen von ALL-Xenograftzellen im Knochenmark von NSG-Mausen
etabliert. Die Methode ist dazu in der Lage, die Anzahl der im Knochenmark
vorhanden Xenograftzellen moglichst genau zu bestimmen. Des Weiteren
werden die detektierten Zellen in einem vitalen Zustand isoliert, wodurch
anschlieBend funktionelle Untersuchungen mit ihnen durchgefiihrt werden
kénnen. Die neue Methode besteht aus zwei Schritten: einem Magnet-
basierenden (MACS), sowie einem auf Durchflusszytometrie basierenden
(FACS) Anreicherungsschritt.
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Fur die Isolation der Xenograftzellen wurden nur transgene Marker verwendet, da
endogene Marker moglicherweise nicht auf allen Subfraktionen der
Leukamiezellen exprimiert werden konnten. Dies wurde bei einer Isolation Uber
endogene Marker dazu fiihren, dass die entsprechenden Subfraktionen bei einer
Isolation verloren gingen. AufRerdem werden endogene Marker auf
unterschiedlichen Proben unterschiedlich stark exprimiert, was die Etablierung
eines individuellen Protokolls fur jede Probe erfordern wirde. Des Weiteren
wurde gezeigt, dass die Markierung mit Antikorpern gegen endogene
Oberflachenproteine die Funktion von Zellen beeintrachtigen kann (Taussig,
Miraki-Moud et al. 2008), was sich nachteilig auf sich an die Isolation
anschlieende, funktionelle Untersuchungen auswirken kdnnte. Daher wurden
lediglich transgene Marker verwendet, um die gesamte Vielfallt der

Xenograftzellen in einen moglichst funktionellen Zustand zu isolieren.

Um transgene ALL-Xenograftproben herzustellen, wurde ein lentivirales
Transduktionssystem der dritten Generation verwendet, welches dazu in der
Lage ist, auch ruhende, sich nicht teilende Zellen zu infizieren (Naldini, Blomer et
al. 1996, Dull, Zufferey et al. 1998, Zufferey, Donello et al. 1999). Diese
Eigenschaft des verwendeten Transduktionssystems ist besonders wichtig, da
sich die ALL-Xenograftzellen in vitro nicht teilen (Terziyska, Alves et al. 2012).
Das verwendete System birgt allerdings den Nachteil, dass die Integration der
Transgene in das Genom die Eigenschaften der Xenograftzellen verandern kann.
Unter Verwendung des in dieser Arbeit angewendeten, nicht-viralen EF1a-
Promoters konnten solche Veranderungen in ALL-Xenograftzellen jedoch bisher

nicht festgestellt werden (Terziyska, Alves et al. 2012).

Nach der Transduktion der Xenograftzellen wurden diese in NSG-Mause injiziert,
um sie spater wieder aus der Milz zu isolieren und die transgenen von den nicht-
transgenen Zellen mittels Durchflusszytometrie zu trennen. Um zu vermeiden,
dass bei der Sortierung Subklone selektiert werden, welche fur die
Ausgangsprobe nicht repréasentativ sind, wurde als Voraussetzung definiert, dass
nach der ersten Transduktion mindestens 5 % der ALL-Xenograftzellen die
Transgene exprimieren. Des Weiteren sollten mdglichst viele Zellen nach einem
ersten Transduktionsschritt transgen sein, um diese in einem einzigen

Sortierschritt von nicht-transgenen Zellen zu trennen. Dieses Vorgehen diente
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dazu, unnétige Passagen in der Maus zu vermeiden. Nicht alle in dieser Arbeit
verwendeten Xenograftproben konnten mit dem neu generierten Virus 2 in einem
Schritt zu Uber 5 % transduziert werden. Deshalb wurde die Probe 233 unter
Verwendung einer Kombination aus Virus 3 und Virus 5 transduziert, da diese
beiden Viren einen wesentlich héheren Titer aufwiesen als Virus 2, wodurch bei
gleicher Anwendung mehr infizierende Partikel zur Verfigung standen (Tabelle
9). Der Unterschied der Virentiter lasst sich durch den grdf3eren Transfervektor
des Virus 2 im Vergleich zu den anderen beiden Viren erklaren, da gezeigt
werden konnte, dass die Effektivitat der Virenproduktion in einem negativen
Zusammenhang mit der GroRe des Transfervektors steht (Kumar, Keller et al.
2001).

Nachdem die transgenen Xenograftproben generiert wurden, wurde ein Versuch
zur Validierung der neuen auf MACS und FACS-basierenden Detektionsmethode
durchgefiihrt, bei dem eine bestimmte Anzahl von Xenograftzellen unter das
Knochenmark von NSG-Mausen gemischt wurde. Bei der
durchflusszytometrischen Analyse nach der MACS-Separation, einer reinen
Knochenmarkssuspension ohne Xenograftzellen, wurden 88 Ereignisse
detektiert, welche sowohl ein DAPI- als auch ein mCD45-negatives, aber mKate-
und NGFR-positives Signal aufwiesen (Abbildung 16; Tabelle 1). Bei diesen
Ereignissen konnte es sich um murine Zellen nicht hamatopoetischen Ursprungs
handeln, welche eine hohe Autofluoreszenz in den Kanalen fur mKate und
PerCP-Cy5.5 aufweisen. Sie kdnnen mit der hier verwendeten Farbung nicht von
Xenograftzellen unterschieden werden und missen als Hintergrund von allen
gemessenen Werten abgezogen werden. Daher kann mit der hier vorgestellten
Methode keine Aussage Uber ein Vorhandensein von weniger als 0,0001 %
Xenograftzellen im Knochenmark getroffen werden. Um kilnftig auch diese
Hintergrund-Ereignisse von der Analyse auszuschlief3en, kdnnte ein weiterer
Marker, zum Beispiel ein weiterer muriner Oberflachenmarker, der Farbung
hinzugefigt werden. Eine weitere Madoglichkeit, das Hintergrundproblem zu
beheben, ware es, transgene Xenograftzellen zu generieren, welche die
Transgene starker exprimieren, wodurch sie sich deutlicher vom Hintergrund
unterscheiden wirden. Die verwendete Methode erlaubt allerdings eine
ausreichend genaue Aussage Uber die Anzahl der Xenograftzellen im

Knochenmark von NSG-M&ausen, um die in dieser Arbeit gestellten Fragen zu
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beantworten, weshalb die vorgestellte Detektionsmethode verwendet wurde. Da
bei der lIsolierung der detektierten Xenograftzellen nur geringe Verluste zu
verzeichnen sind, war die hier beschriebene Methode ebenfalls ausreichend, um
Xenograftzellen fur funktionelle Untersuchungen aus dem Knochenmark von

NSG-Mausen zu isolieren.

6.2. Beschreibung des Wachstums von ALL-Xenograftzellen in vivo

Uber das Wachstum der akuten lymphatischen Leukamie im Patienten ist nahezu
nichts bekannt, da sich der Patient zum Zeitpunkt der Diagnose meistens bereits
in einem fortgeschrittenen Stadium der Krankheit befindet und sofort therapiert
werden muss. Uber die Wachstumsentwicklung der Leukamie vor ihrer Diagnose
ist in der Regel ebenfalls nichts bekannt. Kenntnisse Uber das Wachstum der
ALL wuirden allerdings das Verstandnis der Erkrankung vertiefen und kdnnten
dabei helfen, Therapien zu verbessern oder neue Therapieansatze zu
entwickeln. Auf Grund des orthotrophen Wachstums der ALL-Zellen in dem hier
verwendeten Xenograft-Modell wird die Situation im Patienten bestmdglich
wiedergespiegelt (Liem, Papa et al. 2004, Lee, Bachmann et al. 2007), weshalb
es in dieser Arbeit zur Untersuchung des Wachstumserhaltens von Zellen der

ALL verwendet wurde.

Die ersten Untersuchungen zum Wachstum der ALL-Xenograftzellen wurden zur
Bestimmung der Anzahl der im Knochenmark anwachsenden Xenograftzellen
durchgefuhrt. Bei einer Injektion von 10 Millionen ALL-Xenograftzellen in die
Schwanzvene der Tiere konnte nach drei Tagen nur eine geringe Menge der
injizierten Zellen im Knochenmark, dem Ursprung des Leukamiewachstums im
Patienten sowie in NSG-Mausen, nachgewiesen werden. Da das Knochenmark
eines der am besten mit Blut durchstrémten Organe ist und bei Untersuchungen
zur normalen Hamatopoese das Einfinden von intravends injizierten
hamatopoetischen Stammzellen im Knochenmark bereits nach vier Stunden
abgeschlossen ist (Ellis, Grassinger et al. 2011), ist es unwahrscheinlich, dass
die Zellen noch im Blutstrom fluktuieren und noch zu einem spéateren Zeitpunkt in
das Knochenmark finden werden. Vermutlich sind die nicht auffindbaren Zellen

nach drei Tagen bereits abgestorben.
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Eine mogliche Ursache fur den geringen Anteil der im Knochenmark
wiedergefundenen Zellen kdnnte sein, dass eine verbleibende Restimmunitat der
Mause die Effizienz des Anwachsens der humanen Zellen mindert. Da die hier
verwendeten NSG-Mause jedoch weder B-,T- noch ausgereifte NK-Zellen
produzieren, scheint diese Moglichkeit sehr unwahrscheinlich (Shultz, Ishikawa
et al. 2007). Des Weiteren kdnnte auch der Zusammenstol3 der humanen Zellen
mit dem murinen Umfeld deren Zytokinproduktion beeinflussen, wodurch ihre
Fahigkeit zum Anwachsen gemindert wird (Meyer und Debatin 2011). Zwar wird
vermutet, dass autokrine Zytokinstimulation fir das Wachstum von ALL wichtig
ist (Meydan, Grunberger et al. 1996), allerdings wurde noch keine Kombination
aus Zytokinen entdeckt, welche das Uberleben von ALL-Zellen in vitro

beglnstigt, weshalb auch diese Ursache unwahrscheinlich ist.

Ein weiterer Grund fur die geringe Anwachseffizienz der injizierten Zellen kénnte
darin zu finden sein, dass die Zellen nach ihrer Injektion ein bestimmtes Umfeld
bendtigen, um anzuwachsen. Uber hamatopoetische Stammzellen ist bekannt,
dass sie bevorzugt in Nischen mit nicht-hamatopoetischen Stromazellen
auftreten (Kohler, Schmithorst et al. 2009) und sich nach ihrer Transplantation
innerhalb eines syngenen Mausmodells in kirzester Zeit bevorzugt in diesen
Nischen ansiedeln (Ellis, Grassinger et al. 2011). Das Auftreten von AML-
Xenograftzellen in Nischen im Bereich der inneren Knochenhaut von NSG-
Mausen ist ebenfalls beschrieben (Ishikawa, Yoshida et al. 2007, Saito, Uchida
et al. 2010). Werden Nischen im Knochenmark fur das Anwachsen von ALL-
Xenograftzellen ebenfalls bendétigt und ist die Anzahl dieser Nischen limitiert,
kénnten nur so viele injizierte Zellen im Knochenmark anwachsen, wie Nischen
zur Verfugung stehen. Zellen, welche keine Nischen finden, kdnnten weiterhin im
Blutstrom fluktuieren und letztlich abgebaut werden. Diese Annahme koénnte
erklaren, weshalb nur ein geringer Anteil der in dieser Arbeit injizierten
Xenograftzellen kurze Zeit nach ihrer Injektion im Knochenmark nachgewiesen

werden konnte.

In Patienten sowie in xenotransplantierten NSG-Mé&usen ist ein Anteil von ALL-
Zellen im Knochenmark von tber 70 % keine Seltenheit (Terziyska, Alves et al.
2012). Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen jedoch, dass die ALL-Xenograftzellen

zu einem Zeitpunkt beginnen, im Knochenmark langsamer zu wachsen oder in
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andere Kompartimente auszuwandern, bei dem ihr Anteil im Knochenmark erst
1% ausmacht. Die exponentielle Zunahme der ALL-Xenograftzellen im
Knochenmark wird also zu einem Zeitpunkt beendet, an dem die maximale
Kapazitdt des Knochenmarks fir Xenograftzellen noch nicht erreicht ist. Wie
durch das Uberlagern mit Wachstumsmodellen gezeigt werden konnte, verfolgen
die Xenograftzellen im Knochenmark der NSG-Mause daher ein logistisches
Wachstumsverhalten. Logistische Wachstumsmodelle werden zur Beschreibung
des Wachstums von soliden Tumoren verwendet (Vaidya und Alexandro Jr 1982,
Araujo und McElwain 2004). AulRerdem bestehen Hinweise darauf, dass
disseminierende Tumore ein Wachstum nach dem Gompertz® Modell aufweisen,
welches, ebenso wie das logistische Modell, ein begrenztes Wachstum
beschreibt (Afenya und Calderon 2000). Grinde fur die Abnahme des
Wachstums der Xenograftzellen im Knochenmark kénnten ein auftretender
Mangel an Nahrstoffen oder Sauerstoff sein, wie es fiur das Wachstum solider
Tumoren beschrieben wurde (Casciari, Sotirchos et al. 1992, Bra, Albertos et al.
2003). AuRerdem kann ein Auswandern von Xenograftzellen in andere Organe,
wie der Milz, der Leber oder der Lunge, die Zunahme der Zellen im

Knochenmark reduzieren.

6.3. Proliferationsverhalten und LRCs

Um das proliferative Verhalten der ALL-Xenograftzellen zu beschreiben, wurde
der proliferative Marker CFSE verwendet. CFSE wurde bereits erfolgreich als
proliferativer Marker in Lymphozyten (Lyons und Parish 1994, Parish 1999),
murinen hamatopoetischen Stammzellen (Takizawa, Regoes et al. 2011) sowie
Xenograftzellen von soliden Tumoren (Moore, Houghton et al. 2012) verwendet.
Daher war es naheliegend, dass CFSE auch als proliferativer Marker in den hier
verwendeten ALL-Xenograftzellen verwendet werden kann, wie es durch eine
Doppeltmarkierung mit BrdU in dieser Arbeit bestétigt wurde. Ebenso konnte
gezeigt werden, dass der Verlust des CFSE-Signals in einem direkten
Zusammenhang mit einer Zunahme der Xenograftzellzahl im Knochenmark steht.
CFSE konnte also als verlasslicher, proliferativer Marker fur die hier untersuchten
ALL-Xenograftzellen verwendet werden. Nach der Injektion von CFSE-markierten

ALL-Xenograftzellen aller drei in dieser Arbeit verwendeten Proben in NSG-
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Mause wurden diese zu unterschiedlichen Zeitpunkten wieder aus dem
Knochenmark isoliert und ihr CFSE-Signal untersucht. Dabei wurde festgestellt,
dass die meisten Xenograftzellen ihr CFSE-Signal im Laufe der Zeit verlieren.
Zellen, welche ihr gesamtes CFSE-Signal verloren haben, hatten dabei mehr als
siebenmal ihr CFSE-Signal halbiert. Es konnten jedoch zu jedem
Isolationszeitpunkt, selbst nach 21 Tagen, Zellen gemessen werden, welche ihr
CFSE-Signal noch nicht génzlich verloren hatten. Diese Zellen haben dem zur
Folge seit ihrer Injektionen weniger Zellteilungen durchlaufen als jene Zellen,
welche ihr gesamtes Signal verloren hatten. Somit wurde hier ein heterogenes
Proliferationsverhalten der ALL-Xenograftzellen im Knochenmark von NSG-
Mausen festgestellt, welches im weiteren Verlauf dieser Arbeit charakterisiert

wurde.

Durch einen Versuch, bei dem Zellen aus dem Knochenmark von NSG-M&ausen
isoliert wurden, welche ihr CFSE-Signal bereits nach 14 Tagen verloren hatten
und diese erneut mit CFSE gefarbt wurden, wurde festgestellt, dass eine erneute
Injektion dieser Zellen wiederum ein heterogenes Wachstum zur Folge hat.
Dadurch wurde nachgewiesen, dass ALL-Xenograftzellen, welche sich schnell
teilen, nach einer erneuten Transplantation unter anderem Zellen hervorbringen,
welche sich sehr langsam teilen. Daher scheint das proliferative Verhalten nicht
im Genom jeder Zelle festgelegt, sondern variabel zu sein. Hierbei kdnnten
Signale des Umfeldes der Xenograftzellen eine entscheidende Rolle spielen, wie
es bei hamatopoetischen Stammzellen der Fall ist, bei denen die umgebenden
Nischenzellen durch Signalibertragung direkt Anteil an dem proliferativen
Verhalten der Stammzelle nehmen (Spradling, Drummond-Barbosa et al. 2001,
Arai, Hirao et al. 2004, Arai und Suda 2007).

Bei genauerer Analyse der CFSE-Verteilung der isolierten Zellen wurde
festgestellt, dass selbst 21 Tage nach ihrer Injektion immer noch Zellen detektiert
werden konnten, welche im Vergleich zur CFSE-Intensitat von Zellen, die bereits
nach drei Tagen isoliert wurden, maximal dreimal ihr CFSE-Signal halbiert
hatten. Diese, auf Grund ihres Beibehaltens des CFSE-Signals LRCs
(Markierung behaltende Zellen, englisch: ,label retaining cells“) genannten
Zellen, traten bei allen drei untersuchten transgenen Xenograftproben auf. LRCs

weisen also in ihrem Wachstum ein Phase des sich langsamen Teilens oder
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Ruhens auf, welche zumindest bei Probe 199 und 265 fir die Halfte der
Lebensdauer einer Maus, welche mit einer dieser beiden Proben injiziert wurde,
andauert. Langer andauernde proliferative Ruhe ist eine Eigenschaft von
Stammzellen und wurde unter anderem bei hamatopoetischen Stammzellen

nachgewiesen (Arai, Hirao et al. 2004, Takizawa, Regoes et al. 2011).

Die Ruhe dieser Zellen kann von der Stammzellnische im Knochenmark induziert
werden (Spradling, Drummond-Barbosa et al. 2001, Arai und Suda 2007) und ist
wichtig fur die langandauernde Erhaltung von Stammzellen (Reya, Morrison et al.
2001). Dem zur Folge handelt es sich bei den hier identifizierten LRCs um
Xenograftzellen, welche ein stammzelleigenes Charakteristikum aufweisen, wie
es ebenfalls fur tumorinduzierende Zellen angenommen wird (Gires 2011). Da
eine weitere Eigenschaft von tumorinduzierenden Zellen die F&higkeit zum
Anwachsen nach Xenotransplantation ist, wurde in weiteren Experimenten
untersucht, ob die Frequenz der leukdmieinduzierenden Zellen in der Fraktion
der LRCs hoher ist als in der Fraktion der LLCs (Markierung verlierende Zellen,

englisch: ,label losing cells®).

Zur Bestimmung der LIC-Frequenz in den beiden Fraktionen beider Proben
wurden limiting dilution transplantation assays“ (LDTAs) durchgefuhrt, welche
als Standard gelten, um LIC-Frequenzen zu bestimmen (Kong, Yoshida et al.
2008, Alves, Terziyska et al. 2012). Dazu wurden LRCs der drei in dieser Arbeit
verwendeten Proben isoliert und parallel zu LLCs der gleichen Probe aus der
gleichen Maus in unterschiedlichen Verdinnungen in NSG-Mause transplantiert.
Da keines der Tiere, welches mit Xenograftzellen der Probe 233 injiziert worden
war, eine Leukamie entwickelte, kann (Uber die Frequenz der
leukdmieinduzierenden Zellen dieser Probe lediglich geschlussfolgert werden,
dass sie uber eine Zelle in 1.000 sein muss. Bei Verfolgung des Anwachsens der
Xenograftzellen der Proben 199 und 265 in den Mausen durch in vivo
Bildgebung wurde festgestellt, dass beide Zellfraktionen bei einer Transplantation
der gleichen Zellzahl ein gleichschnelles Wachstum der Leukdmie in den
Rezipientenmdusen hervorgerufen haben. Auch die Frequenz der
leukdmieinduzierenden Zellen in den beiden Fraktionen ist nahezu identisch. Die
Ergebnisse dieser Versuche zeigen zum einen, dass die hier identifizierten und

isolierten LRCs keine Artefakte oder sterbende Zellen sind, sondern voll
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funktionsfahige, vitale ALL-Xenograftzellen. Zum andern scheinen die LRCs
schnell von ihrer Phase des sich langsamen Teilens oder Ruhens in eine hoch
proliferative Phase wechseln zu kdnnen, da sie ein ebenso schnelles und frih
einsetzendes Leukdmiewachstum hervorrufen konnen, wie die sich bereits in
einer proliferativen Phase befindlichen LLCs. Werden also Xenograftzellen in
unterschiedlichen proliferativen Phasen aus ihrem Umfeld isoliert und erneut in
NSG-Mause injiziert, sind sie dazu in der Lage, gleich schnell zu wachsen. Diese
Beobachtung weist wiederum darauf hin, dass extrinsische Faktoren das
Wachstumsverhalten der Xenograftzellen zu beeinflussen scheinen. Allerdings
zeigen diese Ergebnisse auch, dass die LRC-Fraktion im Vergleich zu LLC-
Fraktion nicht fur LICs angereichert ist, obwohl die Zellen dieser Fraktion durch
ihren ruhenden Charakter eine Eigenschaft von tumorinduzierenden Zellen

aufweisen.

Bisher waren keine phénotypischen Charakterisierungen dazu in der Lage, eine
Population von LICs in ALL-Patientenproben eindeutig von nicht-LICs
abzugrenzen (Kong, Yoshida et al. 2008, le Viseur, Hotfilder et al. 2008). Auch
der hier verwendeten funktionellen Charakterisierung gelang es nicht, eine
Fraktion zu identifizieren, welche fur LICs angereichert ist. Daher scheint das
Vorhandensein einer LIC-Subfraktion und einer nicht-LIC-Fraktion in der ALL
unwahrscheinlich, zumal nach den hier fur Probe 199 vorliegenden Ergebnissen
jede dreiRigste Zelle ein LIC sein kann. Ahnlich hohe LIC-Frequenzen der ALL
lassen sich in der Literatur finden (Rehe, Wilson et al. 2013). Berticksichtigt man,
dass die Zellen vor ihrer Transplantation ex vivo behandelt wurden und nach
ihrer Transplantation eine Xenotransplantationsbarriere tberwinden mussten
(McClellan und Majeti 2013), ist es sehr wahrscheinlich, dass jede einzelne Zelle
das Potential hat, eine Leukamie auszulosen. In der vorliegenden Arbeit wurde
gezeigt, dass diese Eigenschaft unabhangig von den proliferativen Eigenschaften
der Zellen ist. Die hier entstanden Ergebnisse und die oben genannten
Untersuchungen basierend auf der Expression von Reifemarker auf ALL-Zellen
stellen das Vorhandensein einer abgegrenzten Subfraktion von LICs in der ALL
in Frage und lassen vermuten, dass jede einzelne ALL-Zelle das Potential hat,

eine LIC zu sein.
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6.4. Chemoresistenz von LRCs

Konventionelle Chemotherapeutika, wie sie in der Klinik zur Behandlung von ALL
verwendet werden, targetieren vorwiegend proliferierende Zellen (Valeriote und
van Putten 1975, Drewinko, Patchen et al. 1981). Zu ihnen zahlen
Vincaalkaloide, Anthracycline oder andere Topoisomeraseinhibitoren, wie sie in
dieser Arbeit verwendet wurden (Tabelle 14). Zellen, welche sich fur die Dauer
der Behandlung mit konventionellen Chemotherapeutika nicht teilen, kdnnten
daher die Chemotherapie unbeschadet Uberstehen. Deshalb wurde die
Apoptosesensitivitat von LRCs im Vergleich zu LLCs der Proben 199 und 265
gegenuber Chemotherapeutika der oben genannten Stoffgruppen tberprift. Die
Chemosensitivitat dieser beiden Fraktionen der Probe 233 konnte nicht analysiert
werden, da auf Grund der geringen Zellzahlen mit denen diese Probe sich

entwickelt nicht gentigend LRCs isoliert oder detektiert werden konnten.

Eine Auswertung der Apoptoseinduktion durch eine Stimulierung mit
Chemotherapeutika in vitro von isolierten Xenograftzellen der LLC- und der LRC-
Fraktion ergab, dass es keine signifikanten Unterschiede in der
Chemosensitivitat zwischen Zellen der beiden Fraktionen gibt. Das Ergebnis ist
unerwartet, da alle verwendeten Wirkstoffe sich teilende Zellen targetieren
(Bensch und Malawista 1968, Minocha und Long 1984, Gewirtz 1999), wodurch
die LRCs einen Uberlebensvorteil haben sollten. Es kann allerdings nicht
ausgeschlossen werden, dass die Substanzen bei einer Stimulierung in vitro
unspezifische  Wirkungen entfalten, obwohl darauf geachtet wurde
Konzentrationen zu verwenden, welche im Plasma von Patienten gemessen
wurden. Einer unspezifischen Toxizitat durch Uberdosierung widerspricht
ebenfalls, dass in den meisten Fallen ein nicht geringer Anteil der Zellen die
Stimulierung Uberlebt, wie im Fall der Stimulierung von Xenograftzellen der
Probe 199 mit Vincristin.

In 6.2 und 6.3 wurde bereits diskutiert, dass das Umfeld der Xenograftzellen
Einfluss auf ihre proliferativen Eigenschaften zu haben scheint. Durch die
Isolierung der Zellen fur ihre Stimulierung in vitro wurden diese jedoch ihrer
Umgebung im Knochenmark beraubt. Sollte die Lokalisierung der
Xenograftzellen ebenfalls Auswirkungen auf ihre Chemosensitivitat haben, kann
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dieser Effekt bei einer Stimulierung in vitro nicht untersucht werden. Um zu
analysieren, ob ein Unterschied der Chemosensitivitdt der LRCs in vivo vorliegt,
wurden diese in ihrem Umfeld im Knochenmark mit Chemotherapeutika
behandelt. Dazu wurden Tiere mit Zellen der Proben 199 und 265 injiziert und
darauf mit Wirkstoffen, welche ebenfalls fir die Stimulierung in vitro verwendet

wurden, behandelt.

Durch in vivo Bildgebung sowie durch die Quantifizierung der ALL-
Xenograftzellen im Knochenmark wurde nachgewiesen, dass durch die
Behandlung nicht nur eine Wachstumsinhibierung der ALL-Xenograftzellen im
Knochenmark, sondern auch eine Reduktion der Leukamie verursacht wird.
Durchflusszytometrische Analysen der isolierten Xenograftzellen zeigten, dass
der Anteil der LRCs durch die Behandlung zunimmt und dass sowohl bei Probe
199 als auch Probe 265 die Anzahl der LRCs, im Gegensatz zur Anzahl aller
Xenograftzellen, durch die Therapie nicht reduziert wird. Dem zur Folge sind die

LRCs in vivo chemoresistent, was bei ihrer Stimulierung in vitro nicht der Fall ist.

Aufgrund der unterschiedlichen Ergebnisse bei einer Stimulierung in vivo im
Vergleich zu einer Stimulierung in vitro scheint das Umfeld der Xenograftzellen
auch fur ihre Apoptosesensitivitdt eine entscheidende Rolle zu spielen. Die
Reduktion der Proliferation und der Chemosensitivitat sowie die damit
verbundene Abhangigkeit der Lokalisierung der LRCs im Knochenmark lassen
sich dadurch erklaren, dass die LRCs in weniger gut mit Nahrstoffen versorgten
Regionen des Knochenmarks vorkommen. Durch die schlechtere Versorgung mit
Nahrstoffen kénnten die LRCs in ihrem Zellzyklus arretiert sein (Pardee 1974,
Norbury und Nurse 1992). Eine schlechtere Versorgung mit Nahrstoffen kdnnte
auch einen geringeren Kontakt mit Chemotherapeutika bedeuten, wodurch sich
die hier festgestellte Resistenz erklaren wirde.

Allerdings weisen die LRCs mit ihrer Chemoresistenz auch eine Eigenschaft auf,
welche mit Krebsstammzellen in Verbindung gebracht wird (Wang 2007). Im
Falle von Leukamie-Stammzellen, kdnnte es mdglich sein, dass sie sich in der
hamatopoetischen Nische aufhalten und mit dieser interagieren und somit vor
Chemotherapie geschutzt sind (Lane, Scadden et al. 2009), wodurch sie die
Therapie Uberleben und nach ihrem Ende eine Neubildung der Leukamie

induzieren kénnten. Eine Interaktion der LRCs mit der hAmatopoetischen Nische
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wurde auch ihre reduzierte Proliferation erklaren, da ein direkter Zusammenhang
zwischen Zellruhe von normalen hamatopoetischen Stammzellen und ihrer
Lokalisierung in der hadmatopoetischen Nische bekannt ist (Arai, Hirao et al.
2004, Wilson, Laurenti et al. 2008). Eine Chemoresistenz von hamatopoetischen
Stammzellen auf Grund ihrer Lokalisation in der Nische und der damit
verbundenen Zellruhe konnte ebenfalls bereits gezeigt werden (Cheng,
Rodrigues et al. 2000).

Ob der schiutzende Effekt des Umfeldes der LRCs durch ihre direkte Interaktion
mit einer Nische zustande kommt, oder durch einen reduzierten Kontakt mit den
Wirkstoffen auf Grund ihrer schlecht versorgten Lokalisierung, kann an dieser
Stelle nicht geklart werden. Nichts desto trotz handelt es sich auf Grund ihrer
Chemoresistenz bei den LRCs um eine interessante Subpopulation, da sie Zellen
der posttherapeutischen minimalen Resterkrankung entsprechen koénnten,
welche zu einem spateren Zeitpunkt einen Rickfall des Patienten verursachen
(Lane, Scadden et al. 2009).

6.5. Vergleichende Genexpressionsanalysen

Aufgrund ihrer interessanten Eigenschaften sollten die in dieser Arbeit
identifizierten LRC-Xenograftzellen an Hand des Vergleichs mit LLCs weiter
charakterisiert werden. Durch die limitierte Anzahl der zur Verfigung stehenden
Zellen und dem hohen Aufwand, mit dem ihre Isolierung verbunden ist, wurde
eine Analysemethode angewendet, welche eine moglichst ganzheitliche
Charakterisierung von wenigen Zellen zulasst. Da bereits ausgeschlossen wurde,
dass Unterschiede zwischen LLCs und LRCs durch verschiedene Subklone
zustande kommen, verspricht ein Vergleich auf genomischer Ebene wenig Erfolg.
Deshalb wurden Transkriptomanalysen von LLCs und LRCs der Xenograftprobe
265 durchgefihrt, um diese anschlielend mit einander zu vergleichen. Da nur
sehr geringe Mengen von LRCs isoliert werden kodnnen, konnte kein
herkbmmliches Protokoll zur Analyse des Transkriptoms verwendet werden,
weshalb die Expertise der Projektgruppe "Personalisierte Tumortherapie” des
Fraunhofer ITEM-R zu Rate gezogen wurde. Der Projektgruppe gelang es, ein
Protokoll zu etablieren, mit dem das Transkriptom einer einzelnen Zelle
analysiert werden kann (Polzer, Hartmann et al. 2009). Diese
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Kooperationspartner fihrten an cDNA Array-Untersuchungen durch. Allerdings
steht eine Validierung der Hochdurchsatz-Daten durch weitere Methoden und an

weiteren Daten noch aus.

Bei dem Vergleich der Transkriptomdaten wurde festgestellt, dass bei den 50
Genen, deren Expression sich zwischen den LLC- und LRC-Fraktion am
starksten unterscheidet, vorwiegend Gene in der LRC-Fraktion runter reguliert
sind. Die runter regulierten Gene codieren unter anderem fur Proteine, welche an
der Proteinproduktion, der Zellentwicklung und Differenzierung, der Zellteilung
und der Energieproduktion beteiligt sind. Diese Ergebnisse zeigen, dass sich die
LRCs, im Vergleich zu den LLCs, in einer Phase der Zellruhe und reduzierten
Produktivitat befinden. Diese Eigenschaften der LRCs bestatigen die bereits
zuvor getroffenen Ruckschlisse aufgrund ihres hohen CFSE-Signals. Dadurch
ist nachgewiesen, dass sich zum Zeitpunkt der Fixierung fur die
Transkriptomanalyse und trotz der bereits erfolgten Isolierung aus dem

Knochenmark die LRCs von den LLCs immer noch signifikant unterschieden.

Bei weiteren vergleichenden Analysen der Transkriptome der LLCs und der
LRCs konnte festgestellt werden, dass die Oberflachenproteine Tie2, VCAM-1
und LFA-1 in den LRCs signifikant starker exprimiert werden als in den Zellen der
LLC-Fraktion (Tabelle 16). Tie2 und VCAM-1 sind Zelladh&sionsproteine, welche
als Marker fir therapieresistente Tumorzellen bekannt sind (Schmidmaier,
Morsdorf et al. 2006, Zhi, Wang et al. 2010). Tie2 wird aul3erdem spezifisch auf
hamatopoetischen Stammzellen exprimiert und unterstitzt in diesen die
Interaktion mit der extrazellularen Matrix und zellularen Komponenten der
hamatopoetischen Nische (Arai, Hirao et al. 2004). Des Weiteren wurde in einem
Mausmodel gezeigt, dass Tie2-Interaktionen die Zellruhe von hdmatopoetischen
Stammzellen erhalt (Puri und Bernstein 2003). In Menschen wird Ang-1, der
Ligand von Tie2, in mesenchymalen Stammzellen exprimiert, was vermuten
lasst, dass diese Zellen eine Nische fur ruhende humane hé&matopoetische

Stammzellen bilden (Sacchetti, Funari et al. 2007).

VCAM-1 wird auf hdmatopoetischen Zellen exprimiert, wo seine Expression in
ruhenden Zellen héher ist, als in mobilisierten Zellen (Ulyanova, Scott et al.
2005). LFA-1 ist nachweislich an der Adhasion von Lymphozyten an

Osteoblasten beteiligt (Tanaka, Mine et al. 1998). Osteoblasten wiederum sind
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ein entscheidender Baustein der hamatopoetische Nische und sind fir die
Lokalisierung von hamatopoetischen Stammzellen in der Region des
Endosteums verantwortlich (Zhang, Niu et al. 2003).

Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass die LRCs intensiver mit der Nische von
hamatopoetischen Stammzellen interagieren als LLCs, wodurch eine Reduktion

oder Inhibierung der Proliferation der Xenograftzellen induziert wird.

6.6. Zusammenfassung und Hypothese

Zusammengefasst zeigen die in dieser Arbeit prasentierten Daten, dass
Xenograftzellen der akuten lymphatischen Leukéamie im Knochenmark von NSG-
Mé&usen ein heterogenes Wachstumsverhalten zeigen. Es treten sowohl schnell
als auch langsam proliferierende Xenograftzellen auf. Die Ursache fir das
unterschiedliche Wachstumsverhalten der Xenograftzellen ist nicht intrinsisch
begrundet, sondern scheint vom Umfeld der Zellen ausgel6st zu werden.
Vergleichende Genexpressionsanalysen konnten zeigen, dass die langsam
proliferierenden Zellen Proteine exprimieren, welche auf eine Interaktion mit der
hamatopoetischen Stammzellnische hinweisen. Des Weiteren wurde gezeigt,
dass die sich selten teilenden Zellen im Gegensatz zu den schnell
proliferierenden Zellen chemoresistent sind. Aus diesen Ergebnissen lasst sich

eine Hypothese zusammenfassen, welche in Abbildung 43 gezeigt ist.

A

Nische

7 Chemotherapie

Abbildung 43: Hypothese

Einige ALL-Xenograftzellen lassen sich in der Nische der hdmatopoetischen Stammzellen nieder.
Durch eine Interaktion mit der Nische werden diese Zellen an ihrer Proliferation gehindert (A). Da
die Xenograftzellen in der Nische nicht proliferieren, tUberleben sie, im Gegensatz zu den LLCs,
eine Behandlung mit konventionellen Chemotherapeutika (B). Nach Abschluss der Behandlung

kénnten die Gberlebenden LRCs ein erneutes auswachsen der Xenograftzellen einleiten (C).
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Die in dieser Arbeit beschriebenen LRCs weisen die Fahigkeit auf, von einem
Status der reduzierten Proliferation oder Zellruhe zu stark proliferierenden Zellen
zu wechseln. Sie scheinen mit ihrer Mikroumgebung zu kommunizieren und sind
chemoresistent. Nach einer erneuten Transplantation in immunkomprimierte
Mause sind sie in der Lage zu engraften. Aul3erdem sind sie versatil, da sie nach
ihrer Transplantation eine Leukamie im Endstadium hervorrufen kdnnen.
Abgesehen von der Fahigkeit zur Selbsterneuerung, welche noch nicht
untersucht wurde, weisen die LRCs alle Eigenschaften von tumorinduzierenden
Zellen bzw. Krebsstammzellen auf (Reya, Morrison et al. 2001, Jordan 2007,
Dick 2008, Gires 2011). Allerdings weist die LRC-Fraktion, im Vergleich zu der
hier beschriebenen LLC-Fraktion, keine erhdhte LIC-Frequenz auf, was den
allgemein anerkannten Nachweis fir eine Heterogenitat des Tumors und fur die
Identifizierung von Krebsstammzellen darstellen wirde (Dalerba, Cho et al. 2007,
Dick 2008). Indes ist zu bericksichtigen, dass bei den in dieser Arbeit
durchgefuhrten Versuchen, sowie in der Literatur beschriebenen Ergebnissen fur
die ALL (le Viseur, Hotfilder et al. 2008, McClellan und Majeti 2013, Rehe, Wilson
et al. 2013), keine Fraktion identifiziert werden konnte, welche keine LICs enthélt,
und scheinbar jede einzelne ALL-Zelle dazu in der Lage ist, nach ihrer

Transplantation in eine immunkomprimierte Maus eine Leukdmie hervorzurufen.

Es wird angenommen, dass in der B-ALL ein Wechsel von Zellen mit einem
reiferen B-Zell-Phanotyp in Zellen mit einem weniger reifen B-Zell-Phéanotyp, und
umgekehrt, moéglich ist (McClellan und Majeti 2013). Trift diese Annahme zu, ist
es auch denkbar, dass ein dynamisches Gleichgewicht aus ruhenden LRCs,
welche chemoresistent sind, und schnell proliferierenden LLCs besteht. Sollte
dieser Fall zutreffen, wirde dem ohnehin schon komplexen und fur die Therapie
schwer zu Dberlcksichtigenden  Krebsstammzellkonzept eine  weitere,
komplizierende Variante hinzugefligt werden, welche bei der Therapie der ALL

beriicksichtigt werden muss.

Ein Faktor, welcher bei der oben beschriebene Dynamik in der ALL eine Rolle
spielen konnte, ist die Interaktion der Leukadmiezellen mit der Stammzellnische
des hdmatopoetischen Systems (Lane, Scadden et al. 2009). Die Nische kénnte
der entscheidende Faktor sein, welcher dafir verantwortlich ist, ob eine ALL-

Zelle sich wie eine LRC oder LLC verhalt. Daher kdnnten neue Therapieansatze
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die Interaktion zwischen ALL-Zellen und der hamatopoetischen Nische als Ziel
haben, wobei allerdings berlcksichtigt werden muss, dass Interaktionen, welche
fur die normale Hamatopoese wichtig sind, geschont werden sollten.

6.7. Weiterfihrende Untersuchungen

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit haben gezeigt, dass ein Zusammenhang
zwischen dem Auftreten von LRCs wund ihrer Lokalisierung in der
hamatopoetischen Stammellnische bestehen kénnte. Um bestéatigen zu kénnen,
welches Umfeld das Vorhandensein von LRCs beginstigt, konnte ihre
Lokalisierung im Knochen ermittelt werden. Dazu kénnten immunhistochemische
Analysen verwendet werden, welche bereits dazu verwendet wurden, die
Lokalisierung frisch transplantierter hamatopoetischer Stammzellen im
Knochenmark zu bestimmen (Ellis, Grassinger et al. 2011). Das Auftreten von
ruhenden AML-Xenograftzellen im Endosteum des Knochens konnte bereits
mittels Immunfluoreszenzmikroskopie festgestellt werden (Saito, Uchida et al.
2010). Konnten ruhende Zellen der in dieser Arbeit verwendeten
Xenograftproben ebenfalls im Endosteum gefunden werden, wirde dies die

Hinweise auf eine Interaktion mit der hamatopoetischen Nische bestatigen.

Bisher wurde nicht geklart, ob Xenograftzellen aufgrund einer stochastischen
Verteilung zu LRCs werden, oder ob zum Beispiel eine limitierte Anzahl von
verfligbaren Nischen daflr verantwortlich ist. Um einen Zusammenhang
zwischen dem Vorhandensein von LRCs und einer verfigbaren Anzahl von
Nischen zu untersuchen, kdnnten unterschiedliche Mengen von CFSE-gefarbten
ALL-Xenograftzellen in NSG-Mé&use injiziert werden. Sollten unabhangig von der
injizierten Zellzahl immer gleich viele LRCs isoliert werden, wirde das daflr
sprechen, dass eine limitierte Anzahl verfiigbarer Nischen fiir das Vorhandensein

von LRCs verantwortlich ist und keine stochastische Verteilung der Zellen.

Um zu untersuchen, ob eine Aktivierung der Zellteilung in den ruhenden Zellen
die Effektivitat einer Behandlung mit konventionellen Chemotherapeutika erhoht,
kénnten Tiere mit Zytokinen behandelt werden, welche die ruhenden Zellen in die

Teilung treiben und somit therapiesensitiver machen kdnnten. Vergleichbare
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Versuche wurden in Xenograft-Modellen bereits mit AML-Zellen durchgefihrt
(Saito, Uchida et al. 2010).

Zur Bestatigung der Ergebnisse der erhéhten Expression von Tie2, VCAM-1 und
LFA-1 auf LRCs sollten zunachst ebenfalls Genexpressionsanalysen mit LLC-
und LRCs der Proben 199 und 233 durchgefihrt werden. Sollten dadurch die
Ergebnisse der bereits durchgefiihrten Analysen bestarkt werden, sollten diese
mit weiteren Methoden, wie qPCR auf Transkriptomebene sowie mit
durchflusszytometrischen Analysen auf Proteinebene, verifiziert werden. Sollten
sich die Ergebnisse der gesamt-Transkriptomanalyse bestéatigen, kodnnte
untersucht werden, ob die Inhibierung eines der Oberflachenmarker, zum
Beispiel mit einen inhibierenden Antikorper, Einflisse auf das Engraftment der
Proben oder das Vorhandensein von LRCs hat. Effektiver aber auch aufwéndiger
kénnte die Notwendigkeit von Tie2, VCAM-1 oder LFA-1 fur die Entstehung fur
LRCs mittels eines Knockdowns der Proteine festgestellt werden. Des Weiteren
konnte versucht werden, Tie2, LFA-1 oder VCAM-1-positive Subfraktionen von
ALL-Xenograftzellen mittels FACS aus dem Knochenmark zu isolieren und diese
zu charakterisieren. Das Vorhandensein dieser Fraktion kdnne auch in anderen

Organen, wie der Leber oder der Milz, untersucht werden.

Es ist bekannt, dass der Ang-1/Tie2-Signaling den Phosphatidylinositol 3-Kinase
(PI3K)/Akt-Signalweg aktiviert (Shiojima und Walsh 2002). Der PI3K/Akt-
Signalweg reguliert auch viele Zellzyklusregulatoren wie den CDK-Inhibitor
p21°P! (Arai und Suda 2007). Deshalb konnte der Ang-1/Tie2-Signalweg auch
den CDK-Inhibitor p21°P* durch den PI3K/Akt-Signalweg regulieren, was zur
proliferativen Ruhe der ALL-Zellen fluhren koénnte. Daher kdnnte untersucht
werden, ob ein PI3K/Akt-Inhibitor wie BEZ235 (Maira, Stauffer et al. 2008) den
Anteil der LRCs in vivo reduziert, und ob eine kombinierte Behandlung aus einem
der herkdmmlichen Chemotherapeutika mit BEZ235 effektiver ist, als eine

Behandlung mit nur einem der beiden Wirkstoffe.
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6.8. Ausblick

Die in dieser Arbeit beschriebene Methode zur Isolierung von ruhenden ALL-
Xenograftzellen kann in Zukunft dazu verwendet werden, diese chemoresistente
und dadurch therapierelevante Subfraktion von Tumorzellen genau zu
charakterisieren. Die Entwicklung neuer Therapien gegen ruhende Tumorzellen

ist ausgesprochen wichtig, weil diese zu einem Ruckfall der Erkrankung fuhren.

Neue Therapien konnten gezielt ruhende Zellen targetieren, in dem zum Beispiel
charakteristische Oberflachenmarker auf diesen als Ziele fiur therapeutische
Antikdrper verwendet werden konnten. Ein weiterer Ansatz zur Therapie von
ruhenden Zellen ware es, diese gezielt aus ihrer proliferativen Ruhe in einen
Zustand der Zellteilung zu bringen, wodurch sie anfallig fur konventionelle

Chemotherapie werden wirden.

Ebenso ist denkbar, die Interaktionen zwischen ruhenden Tumorzellen und den
Faktoren, welche die proliferative Ruhe induzieren, zu unterbrechen. Im Fall der
in dieser Arbeit vorgestellten Hypothese wirde dies eine gezielte Inhibierung der
Interaktion zischen ALL-Zelle und der Nische der hamatopoetischen

Stammzellen bedeuten.

Das Ziel einer Beseitigung von ruhenden Tumorzellen ist es, das Auftreten von
Resterkrankungen nach konventioneller Chemotherapie zu reduzieren, die
Krankheits-Rickfallrate zu verringern und letztlich die Prognose der Pateinten mit

ALL zu verbessern.
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