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2 Abkiirzungsverzeichnis

Ak
a-TG
APAF
APO-1
Ar
bak
bax
bcl-2
bcl-x
bcl-x,
bcl-x;
BCS
BSA
CD
ced
CrmA
CTL

MNC
MPO
MTP
NaPyr
NGF

Antikérper

a-Monothioglycerol

apoptosis-associated factor; Mammalia-Homolog des CED-4 Proteins)
Apoptose-Antigen 1

Argon

bcl-2 Antagonist/Killer

bcl-2 assoziiertes Protein x

B-Zellymphom/Leukamieprotein 2

B-Zellymphom/Leukdmieprotein x

B-Zellymphom/Leukamieprotein x - grof (large)
B-Zellymphom/Leukdmieprotein x - klein (short)
Bathocuproindisulfonsdure

Bovines Serumalbumin

Cluster of Differentiation

Caenorhabitis elegans Todesprotein (caenorhabiditis elegans death protein)
Zytokin-Antwort Modifikator (cytokine response modifier)
zytotoxische T-Lymphozyten (cytotoxic T-lymphocytes)
cytoplasmatisch

Todesdomane (death domain)

Todes-Effektor Domine (death effector domain)

Todes-induzierender Signalkomplex (death-inducing signaling complex)
Dimethylsulfoxid

European Group for the Immunological classification of Leukemias
Fluoreszenz-aktivierter Zellsortierer (fluorescence activated cell-sorter)
Fas assoziierte Todesdomane (fas associated death domain; MORT-1)
Fas-Antigen (FasR, CD95, APO-1)

Fas-Ligand (CD95L, APO-1L)

Fas-Rezeptor (Fas-Ag, CD95, APO-1)

Durchflufzytometrie (flow cytometry)

Fotales Kalberserum (fetal calf serum)

Fluoresceinisothiocyanat

FADD-ghnliches Interleukin 1b-konvertierendes Enzym (Caspase 8/Macha1/Mch5)
Erdbeschleunigung

L-Glutamin

Haarzellenleukdamie (hairy cell leukemia)

Interleukin-1 b konvertierendes Enzym (interleukin 1 b converting enzyme)
Interferon

Immunglobulin

Interleukin

monoklonaler Antikdrper (monoclonal antibody)
Multimedikamentenresistenz-Gen (multi-drug resistance gene)
mittlere Fluoreszenzintensitdt (mean fluorescence intensity)
mononukledre Zellen (mononuclear cells)

Myeloperoxidase

Mikrotiterplatte

Natriumpyruvat

Nervaler Wachstumsfaktor (nerve growth factor)
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NHL

n. u.
PARP
PBS
PCM
PCP
PCR

PE
PerCP
Pl

PS

Pyr
R-PE
RPMI
RT

RT

SD
SEM
slg

TCR
TdT
a-TG
TNF
TNF-R1
TNF-R2
TRADD
TRAF
TRAIL

Non-Hodgkin-Lymphom

nicht untersucht

poly-ADP-Ribose-Polymerase

Phosphat-gepufferte Salzlosung

Plasmozytom (plasmocytoma, multiple myeloma)
Peridinin-Chlorophyll-Protein (siehe PerCP)
Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction)
Phycoerythrin

Peridinin-Chlorophyll-Protein (siehe PCP)

Propidiumiodid

Phosphatidylserin

Pyruvat

R-Phycoerythrin (siehe PE)

Roswell Park Memorial Institute

Raumtemperatur

Reverse Transkriptase

Standardabweichung (standard deviation)

standard error of the mean (Standardfehler des Mittelwertes)
oberflichen-gebundenes Immunglobulinm (surface-bound immunoglobulin)
T-Zellrezeptor

Terminale Deoxynukleotidyltransferase

a-Monothioglycerol

Tumor-Nekrose-Faktor

Tumor-Nekrose-Faktor Rezeptor Typ 1 (p55 TNF-R; CD120a)
Tumor-Nekrose-Faktor Rezeptor Typ 2 (p75 TNF-R; CD120b)
Tumor-Nekrose-Faktor-Rezeptor assoziierter Todesdomane
Tumor-Nekrose-Faktor-Rezeptor assoziierter Faktor

Tumor-Nekrose-Faktor-Rezeptor assoziierter apoptose-induzierender Ligand



3 Einleitung

Akute lymphoblastische Leukdmien (ALL) sind die hdufigsten malignen Erkrankun-
gen von Kindern und Jugendlichen bis zum vollendeten 14. Lebensjahr (1). 85% al-
ler ALL entstehen aus unreifen Vorldufern von B-Zellen. Die Behandlung der ALL
erfolgt mittels Polychemotherapie und Bestrahlung in multizentrischen Therapieop-
timierungsstudien. Durch diese Behandlungsschemata (Therapieprotokolle der
COALL- und BFM-Studiengruppen fiir Deutschland) werden Heilungsraten von 70%
bis 80% (2,3,4,5) erzielt. Aber auch heute noch ist die Prognose fiir Patienten mit
schlechtem Ansprechen auf die konventionelle Polychemotherapie schlecht. Bei ei-
nem Teil der Kinder und Jugendlichen mit schlechtem Ansprechen bzw. schlechter
Prognose sind bestimmte chromosomale Aberrationen beschrieben worden wie z.
B. ein Philadelphia-Chromosom oder ein chromosomale Translokation t(4;11), so
dald fiir diese Patienten schon in erster Remission eine hdmatopoietische Stammzel-
lentransplantation als indiziert angesehen wird 6,7,8,9,10,11). Mit diesem Thera-

pieverfahren kdnnen Heilungsraten zwischen 33 und 61% erzielt werden (12,13).

Bei der Transplantation wird neben dem zytotoxischen Effekt der hoch dosierten
Chemotherapie der biologische Wirkungsmechanismus der Spenderzellen gegen die
Leukdmiezellen ausgenutzt. Durch diesen sogennanten Graft versus Leukemia-Effekt
(GvL) koénnen beispielsweise Patienten mit einer chronisch myeloischen Leukdmie
(CML), welche ein Rezidiv nach einer allogenen Stammzelltransplantation erleiden,
in eine erneute Remission gelangen. Hierzu wird der GvL-Effekt durch Spender-
Lymphozyten-Infusionen (DLI) verstarkt (14,15). Im Gegensatz zur CML ist die GvL
Reaktion gegen ALL-Zellen schwach (16). Durch eine gleichzeitige Stimulation des
Immunsystems mit Hilfe von systemischem IL-2 konnten SLAVIN et al. jedoch auch
bei Patienten mit akuter lymphatischer Leukdmie eine GvL-Reaktion induzieren

(17,18).



Von Patienten mit einer Graft versus Host (GvH)-Reaktion ist bekannt, dal diese
vermehrt mit einer Th1-Reaktion und damit einer verstarkten Freisetzung von Inter-
feron-g einhergeht (19,20). Moglicherweise besitzt das Interferon-g in diesem Zu-
sammenhang nicht nur bei der Zerstérung von Empféangergewebe sondern auch bei
der Vermittlung des GvL-Effektes eine wesentliche Rolle. So haben Syks et al. und
FERRARA et al. in verschiedenen tierexperimentellen Untersuchungen gezeigt, daf®
auch der GvL-Effekt durch Interferon-g vermittelt wird (21,22). Diese Beobachtun-
gen belegen, dal® auch Zytokine an der Abtétung von Leukdmiezellen beteiligt sein
konnen. Um die Wirksamkeit des GvL-Effektes gegen Leukdmiezellen zu erhohen,
ist die genaue Kenntnis des molekularen Wirkungsmechanismus, tiber den Leuka-

miezellen abgetétet werden, notwendig.

Von KRAMMER und DEBATIN sind grundlegende Untersuchungen tber die Induktion
des Zelltodes bei Tumorzellen und aktivierten Lymphozyten vorgelegt worden
(23,24,25). So hat die Arbeitsgruppe gezeigt, da8 auf der Oberflache von Tumorzel-
len und aktivierten T-Lymphozyten das Fas-Antigen verstarkt exprimiert wird 26).
Nach Reaktion des Fas-Antigen mit dem Fas-Liganden folgt zundchst eine Trimeri-
sierung der intrazelluldren Domane des Fas-Antigens, welche als death domain (DD)
bezeichnet wird ©7,28,29). Nachfolgend lagert sich das Protein FADD/MORT-1,
welches auch eine DD enthdlt, an das Trimer der zytosolischen Doméne des Fas-
Antigens an (30,31,32). FADD fungiert dann als sog. Adapterprotein, welches neben
der DD auch eine death effector domain (DED) enthalt, an welche sich die ebenfalls
DED-enthaltende Caspase 8 (FLICE/Mch5/Mach) anlagert und kumuliert (33). Dieser
Gesamtkomplex aus der zytoplasmatischen Domdme des Fas-Antigens, FADD und
Caspase 8 wird als death-inducing signaling complex (DISC) bezeichnet (34). Nach
proteolytischer Spaltung innerhalb des DISC ist die Caspase 8 aktiviert und wird aus
dem DISC freigesetzt (35). Die aktivierte Caspase 8 stimuliert ihrerseits die Caspase 3
(CPP32/Yama/Apopain), welche im Zytoplasma lokalisiert ist (36,37). AnschliefSend
werden direkt das interleukin Tb-converting enzyme (ICE) und weitere Caspasen in
Sinne einer kaskadierenden Proteolyse aktiviert (38,39). Schlieflich kommt es zu ei-
ner Inhibition von DNA-Reparaturenzymen und nachfolgend zu Strangbriichen der
DNA bzw. zur Aktivierung nukledrer Proteine und Enyzme (40,41). Am Ende dieser
Reaktions- und Interaktionskette steht der apoptotische Zelltod (42).



Alternativ zu diesem Mechanismus kann bei einer Reihe von Zellen die Apoptose
iber einen von SCAFFIDI und Mitarbeitern beschriebenen zweiten Weg vermittelt
werden. Hierbei kommt es nicht zu einer direkten Aktivierung von FLICE, sondern
zundchst zu einer Stimulation der Mitochondrien, die an einer Erniedrigung des Mi-
tochondrienpotentials erkennbar ist 43,44). In der Folge wird Cytochrom c freige-
setzt, welches dann sukzessive Caspase 3 und 8 aktiviert 45). Dieser alternative
Weg der Apoptoseinduktion kann durch bcl-2 und bcl-x gehemmt werden
(46,47 ,48). Entscheidend ist hierbei das Gleichgewicht dieser Proteine zu zwei wei-
teren zytoplasmatischen Eiweillen, bax und bak, die apoptoseférdernd wirken
(49,50).

Neuere Untersuchungen zeigen, dafS auSer dem Fas-vermittelten auch noch weitere
Mechnismen existieren, tiber die Tumorzellen eliminiert werden konnen. So kann
TNF-a Uber die Reaktion mit dem TNF-Rezeptor Typ 1 (TNF-RT) ebenfalls ene
Apoptoseinduktion vermitteln (51). Kirzlich sind weitere Faktoren und Rezeptoren
wie zum Beispiel TRAIL (APO-2L) beschrieben worden, welche die Apoptose akti-
vierter Zellen oder von Tumorzellen induzieren (52,53,54). SchlieRlich kann von T-
Zellen und auch Natirlichen Killerzellen Perforin gebildet werden (55,56). Dieses
Protein vermittelt die Bildung von Kandlen in den Zielzellen (57). Durch diese Kana-
le gelangen Granzyme in die Zielzelle und fiihren dort durch die Aktivierung der

ICE-&dhnlichen Proteasen zur Apoptoseinduktion (58).



Abbildung 1: Molekulare Mechanismen der Apoptose-Induktion bzw. Inhibition
(Abbildung modifiziert nach 59,60)
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Durch Untersuchungen der Arbeitsgruppe von DEBATIN zum Wirkungsmechanismus
von Chemotherapeutika auf Tumorzellen ist gezeigt worden, dafs bestimmte Zyto-
statika wie zum Beispiel Doxorubicin eine de novo Proteinsynthese durch die Tu-
morzellen bendtigen, um den apoptotischen Zelltod zu vermitteln (61). Durch die
Koinkubation von Neuroblastomzellen mit Doxorubicin kommt es zu einer erhoh-
ten Freisetzung von FasL. Dieser bindet dann an den Fas-Rezeptor und induziert
tber die oben beschriebenen Signalwege die Apoptose in diesen Zellen. Bei Zellen
mit Resistenz gegen Doxorubicin ist die Freisetzung von Fas-Ligand ausgeblieben
(62). In weitergehenden Untersuchungen haben DEBATIN und Mitarbeiter dartber
hinaus zeigen konnen, dafS durch die Anwendung von Interferon-g die Expression
des Fas-Antigens auf den Neuroblastomzellen erhéht und die FasL-vermittelte
Apoptoserate verstarkt werden kann 63). Somit liefern diese Arbeiten Hinweise
darauf, da8 die Fas-vermittelte Apoptose ein wichtiges Wirkprinzip fiir die chemo-
therapeutische Behandlung von Tumorzellen darstellt. Gleichzeitig wird eindrucks-
voll demonstriert, dal® biologische Faktoren wie zum Beispiel Interferon-gin der La-
ge sind, eine zytotoxische Wirkung des FasL an den Tumorzellen durch die Herau-

fregulation des Fas-Rezeptors zu verstarken.

Bei T-Zell-Leukdmien ist ebenfalls sehr eindrucksvoll gezeigt worden, dal’ hier die
gleichen Wirkprinzipien gelten wie fiir das Neuroblastom. Durch Untersuchungen
an einer T-Zell-Linie konnten DEBATIN et al. zeigen, dafs Doxorubicin in diesen Zel-
len ebenfalls die Bildung von FasL vermittelt, welcher dann die Fas-induzierte Apop-
tose in Gang bringt. Bei resistenten Zellen ist wiederum die Freisetzung von FasL
ausgeblieben 64). Dieses Phanomen hat sich nicht durch eine verminderte Auf-
nahme des Zytostatikums in die Zellen oder einen vermehrten Ausstrom der Medi-
kamente aus den Tumorzellen erkldren lassen, so dal dieser Resistenzmechanismus

nicht tiber das multi-drug-resistance (MDR) Gen vermittelt wird (65).

Im Gegensatz zu Zellinien zeigen Untersuchungen bei frisch isolierten Leukdamiezel-
len, dald ein hoher Prozentsatz eine Resistenz gegen FasL induzierte Apoptose auf-
weist. Allerdings war diese Resistenz nicht durch eine Uberproduktion des bcl-2 be-
dingt (66).

-11 -



Jedoch scheint ein aktiver Mechanismus die Ursache zu sein. So konnte die Resi-
stenz in den meisten Féllen durch die Inkubation der Leukdmiezellen mit Cyclohe-
ximid Gberwunden wurden (67). In einigen Fallen schient dariiber hinaus auch noch
ein weiterer Mechanismus von Bedeutung zu sein. So zeigen Mutationsanalysen,
dal Mutationen im CD95-Protein zu einer Einschrankung der Funktion dieses Pro-
teins fihren und eine Resistenz gegeniiber einer Apoptoseinduktion vermitteln. Al-
lerdings scheint dieser Mechanismus nur selten von Bedeutung zu sein. So sind Mu-
tationen des Fas-Rezeptors mit defekter Funktion des Proteins nur in 3 von 81 pri-
maren Zellkulturen frisch isolierter T-ALL-Zellen bei Kindern und 2 von 46 Féllen
adulter T-Zell-Leukdmien gefunden worden 68,69). Bei akuten Leukdmien der B-
Zellreihe haben sich keine CD95-Mutationen in den frisch isolierten Leukdmiezel-

len von 32 Patienten nachweisen lassen (70).

Ahnlich wie fir T-Zell-Leukdmien hat die Arbeitsgruppe um DEBATIN auch demon-
strieret, dal$ Zytostatika wie Doxorubicin, Methotrexat und Cytarabin nicht nur die
Apoptose von T-Zell-Leukdmien vermitteln kénnen, sondern auch auf B-Zell-
Leukdmien zu einer verstarkten Expression des CD95-Antigens fiihren (71). Dartiber
hinausgehend kommt es zu einer Stérung der Mitochondrienfunktion und zu einem
partiellen Verlust an Bcl-x, welches die Apoptose-vermittelnde Wirkung der Zytosta-

tika unterstitzt.

Wahrend tber die Wirkungsweise und die Effekte der Chemotherapie auf Leuka-
miezellen wie zuvor dargestellt sehr viel berichtet worden ist, sind tiber die Zusam-
menhdnge zwischen der Wirkungsweise verschiedener Zytokine und der Expression
sowie Funktion von CD95 bei verschiedenen Leukdmien nur wenige Daten be-
kannt. Die modulierende Wirkung wird durch die Beobachtung erkennbar, daf}
durch Hyperthermie die endogene Bildung von TNF-a in myeloblastischen Leuka-
miezellen gesteigert wird und dies mit der Induktion von Apoptose in diesen Zellen

korreliert (72).
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Untersuchungen an gesunden, normalen B-Zellen zeigen, daf durch Interferon-g
die Expression und auch die Funktion von FasL und Fas gesteigert werden kann
(73,74). Allerdings wirkt zum Beispiel das Th-2 Zytokin IL-4 anti-apoptotisch auf
diese B-Zellen (75); in Anwesenheit von IL-4 wird der apoptotische Zelltod dieser
B-Zellen sogar gehemmt (76). Hinsichtlich der Wirkungsweise verschiedener Zytoki-
ne auf die CD95-Expression auf humanen B-Zell-Leukdmien sind jedoch nicht viele
Daten bekannt. Dieses konnte aber gerade zum Verstandnis des GvL-Effekts und
damit zu einer Verbesserung der therapeutischen Ansatze beim GvL-Effekt wesent-

lich beitragen.

Aus diesen Beobachtungen ergeben sich fiir meine Arbeit, in der ich mich auf die

Untersuchung des Fas-Systems konzentriere, die folgenden Fragestellungen:

1. Kénnen bestimmte Zytokine auf B-Zellprogenitor-Leukdmiezellen die Expression

funktionell aktiven CD95 induzieren?

2. Bestehen Zusammenhdnge zwischen einer CD95 Expression und dem Differen-

zierungsgrad der Progenitor-B-Zell-Leukdmien?

3. Fuhrt die Induktion von CD95 auch zu einer erhdhten Apoptoserate nach CD95

Stimulation?

4. Welche Rolle spielt bcl-2 bei der Zytokin-vermittelten Fas-Expression bzw. Fas-

induzierten Apoptose?
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4 Material und Methoden

4.1 Zellinien

4.1.1 Herkunft der Zellinien

Folgende humane Progenitor-B-Leukdmiezellinien werden fiir die Untersuchungen

verwendet:

> 207

Deutsche Sammlung fir Zellkulturen und Mikroorganismen (DSM), Braunschweig (77)

> 697

Deutsche Sammlung fir Zellkulturen und Mikroorganismen (DSM), Braunschweig (77)

> Nalm-6

Deutsche Sammlung fir Zellkulturen und Mikroorganismen (DSM), Braunschweig (77)

> 380

Deutsche Sammlung fir Zellkulturen und Mikroorganismen (DSM), Braunschweig (78)

> Reh
American Type Culture Collection (ATCC), Bethesda, Maryland, U.S.A. (79,80,81)

> MHH-ALL 2 (syn. MHH-CALL 2)

freundlicherweise von Dr. med. O. Thomeczkowski und Dr. med. O. Sykora, Zentrum fir Kinder-

heilkunde 1V, Medizinische Hochschule Hannover, zur Verfiigung gestellt (82).
4.1.2 Kultivierung der Zellinien

4.1.2.1 R10-Medium

R10-Medium wird fir die fortlaufende Kultivierung der Zellinien 207, 380, 697,

Nalm-6 und Reh verwendet. Es setzt sich aus folgenden Komponenten zusammen:

» RPMI 1640-Nihrmedium (RPMI 1640; Biochrom, Berlin) 439 ml

> Penicillin-Streptomycin (Biochrom, Berlin) 100 mM
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>

>

FCS, hitzeinaktiviert (Gibco BRL, Wiesbaden)

L-Glutamin (Biochrom, Berlin)

4.1.2.2 MHH-ALL-Medium

10%

MHH-ALL-Medium wird fir die fortlaufende Kultivierung der Zellinie MHH-ALL 2

verwendet. Das MHH-ALL-Medium setzt sich aus folgenden Komponenten zusam-

men:

> RPMI 1640-Nihrmedium (RPMI 1640; Biochrom, Berlin)

>

Y

Penicillin-Streptomycin (Biochrom, Berlin)

FCS, hitzeinaktiviert (Gibco BRL, Wiesbaden)
L-Glutamin (Biochrom, Berlin)

Natriumpyruvat (Gibco BRL, Wiesbaden)
Bathocuproindisulfonsaure (Sigma-Aldrich, Deisenhofen)
a-Thioglycerol (Sigma-Aldrich, Deisenhofen)

HEPES-Puffer (Gibco BRL, Wiesbaden)

4.1.2.3 Herstellung der Kulturmedien

439 ml

100 mM

10%

20 nM

50 uM

10 mM

Die unter R10- und MHH-ALL Medium genauer bezeichneten Bestandteile werden

unter sterilen Kautelen vermischt und anschlieSend mit 0,2 um Filter (Sartorius, Ber-

lin) gefiltert. Die Kulturmedien werden bei 4°C in 500 ml Polyethylen-Kulturflaschen

(Becton Dickinson, Heidelberg) aufbewahrt. Die Medien sind maximal fir 7 d ab

Herstellungsdatum verwendet worden.
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4.1.2.4 Passagierung der Zellinien

Die Zellinien Reh, Nalm-6, 207, 380, 697, und MHH-ALL 2 werden in 50 ml Kul-
turflaschen aus Polyethylen (Becton Dickinson, Heidelberg) bei 37°C Temperatur
und 5% Vol. CO, in Brutschrianken fir 72 h kultiviert. Die Zellkonzentration der
einzelnen Zellinien betrédgt jeweils 1,0 x 10° Zellen pro ml Suspension bei einem
Gesamtvolumen von 15 ml Suspension. Nach 72 h Inkubationszeit werden die Kul-
turflaschen dem Brutschrank entnommen und passagiert. Hierbei wird die Haélfte
des Suspensionsvolumens entnommen, durch die gleiche Menge frisch zubereiteten

Zellkulturmediums ersetzt und hiernach erneut fir 72 h kultiviert.

4.2 Zellkulturreagentien & -bestandteile
4.2.1 Losungen & Puffer

4.2.1.1 Bovines Serumalbumin (BSA) & Fotales Kalberserum (FCS)

BSA (Cohn V Fraktion, 96-99% Reinheit) ist von der Firma Sigma-Aldrich, Deisenho-
fen erworben worden. Zum Erhalt einer wafrigen Losung wird BSA mit PBS rekon-

stituiert und durch Inkubation im Wasserbad bei 56°C fir 30 min hitzeinaktiviert.

FCS ist von Gibco BRL, Wiesbaden, bezogen worden. Vor Verwendung in den Ex-

perimenten ist FCS Gber 30 min bei 56°C im Wasserbad hitzeinaktiviert worden.

4.2.1.2 Modifizierte PBS zur Durchflullzytometrie (PBS-FCM)

PBS-FCM zur Verwendung bei Spiilung und Zentrifugation im Rahmen der Vorbe-
reitung durchflufzytometrischer Analysen wird wie folgt hergestellt: Zum Erhalt von
100 ml einer PBS-FCM Losung wird 100 ml PBS mit 1,0 g NaN; supplementiert. Zu
99 ml 0,1% NaN,-PBS-Losung wird 1 ml hitzeinaktiviertes FCS hinzugegeben.
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4.2.1.3 Modifizierte PBS zur Stimulantiendilution (PBS-BSA)

PBS-BSA zur Verwendung als Verdiinnung der Stimulantien zum gebrauchsfertigen
Einsatz wird wie folgt hergestellt: T00 ml PBS wird mit 1 g hitzeinaktiviertem BSA

supplementiert.

4.2.1.4 Permeabilisierungs- und Fixierungslésungskit Fix & Perm

Die im Rahmen der durchflulzytometrischen Analyse notwendige Fixierung und
Permeabilisierung der zu untersuchenden Zellen wird mittels des Fix & Perm Cell
Permeabilization Kit (An der Grub Bio Research GmbH, Kaumberg, Osterreich) vor-

genommen.

4.2.2 Antikorper

4.2.2.1 Spezifische Antikérper

Tabelle 1: Monoklonale Antikérper zur Inmunphanotypisierung

Klon Isotyp | Darreichung | Spezifitdt Hersteller

ALB2 lgG1 FITC CD10 Immunotech, Hamburg

J4.119 IgG1 FITC, PE CD19 Immunotech, Hamburg

L27 IlgG1 k [ FITC, PE, PCP | CD20 Becton & Dickinson, Heidelberg
SJT0.TH11 | 1gG1 FITC, PE CD22 Immunotech, Hamburg

ALB9 lgG1 PE CD24 Immunotech, Hamburg

PD67.6 lgG1 k | FITC, PE CD33 Becton & Dickinson, Heidelberg
HPCA-2 lgG1 k | FITC, PE CD34 Becton & Dickinson, Heidelberg
BL14 lgG1 k | FITC, PE CD37 Immunotech, Hamburg

2D1 IlgG1 k | FITC, PE, PCP | CD45 Becton & Dickinson, Heidelberg
L243 lgG2a k [ FITC, PE, PCP | HLA-DR Becton & Dickinson, Heidelberg
TB28-2 lgG1 k | FITC, PE k-Ketten Becton & Dickinson, Heidelberg
1-155-2 lgG1 k | FITC, PE | -Ketten Becton & Dickinson, Heidelberg
IgD26 F(ab), PE dKetten (IgD) | Dako, Hamburg

R1/69 F(ab), FITC, PE u-Ketten (IgM) | Dako, Hamburg

Alle in Tabelle 1 aufgelisteten Antikérper sind murine Antikorper spezifisch fir hu-

mane Antigene.
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Tabelle 2: Monoklonale Antikorper gegen humanes CD95 Antigen (CD95)

Klon Isotyp Spezies |Darreichung |biologischer Effekt Hersteller
UB2 IgG1 k Maus FITC, PE kein Effekt Immunotech, Hamburg
CH11  |IgM Maus unkonjugiert | Apoptose-Induktion Immunotech, Hamburg

Tabelle 3: Monok

lonale Antikorper geg

en humanes bcl-2 Antigen (bcl-2)

Klon

Isotyp

Spezies |Darreichung

biologischer Effekt Hersteller

124

1gG1 k

Maus FITC, PE

kein Effekt

Dako, Hamburg

4.2.2.2 Isotypkontrollen

Folgende Antikérper werden im Rahmen der Untersuchungen als Isotypkontrollen

zur Messung des Ausmalies der unspezifischen Bindung bei der FACS-Analyse ein-

gesetzt:

Tabelle 4: Isotypische murine Kontroll-Antikorper (monoklonal)

Klon Darreichung | Spezifitdt Isotyp fiir Hersteller

11711.11 | gereinigt KLH Maus 1gG1 R&D Systems, Wiesba-
den

201021 gereinigt KLH Maus IgG2a | R&D Systems, Wiesba-
den

679.1Mc7 | gereinigt, FITC, | nicht-biologisches Hapten | Maus IgGT1 Immunotech, Hamburg

PE
uz.27 FITC, PE nicht-biologisches Hapten |Maus IgG2a | Immunotech, Hamburg
GC323 gereinigt, FITC | nicht-biologisches Hapten | Maus IgM Immunotech, Hamburg

Die o. g. Inmunogene kommen in menschlichen Zellen nicht vor.
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4.2.3 Zytokine

Folgende human-rekombinanten Zytokine werden in Zellkulturen eingesetzt:

Tabelle 5: Zytokine

Zytokin Hersteller Herkunftsorganismus
TNF-a R&D Systems, Wiesbaden E. coli
IFN-g Dr. Rentschler, Laupheim E. coli
IL-2 EuroCetus, Amsterdam, Niederlande E. coli
IL-3 R&D Systems, Wiesbaden E. coli
IL-4 Genzyme, Ratingen E. coli
IL-6 Biosource, Giessen E. coli
IL-7 Genzyme, Ratingen E. coli
IL-10 Biosource, Giessen E. coli
IL-12 ICN Biochemicals, Eschwege E. coli
NGF-b Genzyme, Ratingen E. coli

4.2.4 Weitere Reagentien

Folgende Reagentien finden im Rahmen dieser Arbeit Anwendung:

Tabelle 6: Verschiedene Reagentien

Reagens Darreichungsform Hersteller

PBS pH 7,4 gebrauchsfertige Losung Serono-Wiessner AG, Berlin
Trypanblau 0,4% Losung Gibco BRL, Wiesbaden
Propidiumiodid Trockensubstanz Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Natriumpyruvat 100 mM in PBS Gibco BRL, Wiesbaden

HEPES

1T M pH 7,4 Losung

Gibco BRL, Wiesbaden

a-Monothioglycerol

100% Losung

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Bathocuproindisulfonsdure

10 mM in PBS

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Penicillin-Streptomycin

gebrauchsfertige Losung

Biochrom, Berlin

L-Glutamin

200 mM Losung

Biochrom, Berlin

Natriumazid (NaN,)

Trockensubstanz

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Annexin V-FITC

gebrauchsfertige Losung

Pharmingen, Hamburg

Annexin V Bindungspuffer

gebrauchsfertige Losung

Pharmingen, Hamburg
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4.3 Experimentelle Methoden

4.3.1 Kulturansatze

Zur Durchfithrung der Experimente werden je experimenteller Bedingung 4 x 10°
lebende Zellen der verschiedenen Zellinien in 48-Loch-Zellkulturplatten (Costar,
Cambridge, Massachusetts, USA) in frischem Medium suspendiert. Nach Zugabe der
den Experimentalbedingungen entsprechenden Reagentien bzw. Stimulantien wer-
den die Zellen bei 37°C und 5 %Vol. CO, im Inkubator unter Standardbedingungen

fur die in den Experimenten definierten Zeitrdume (72 bzw. 76 h) inkubiert.

4.3.2 DurchfluBzytometrische Messung (FACS-Analyse)

4.3.2.1 Grundlagen des Mellverfahrens

Bei der durchfluBzytometrischen Analyse werden Zellen in Suspension durch eine
Mikrokapillare geleitet, in der lediglich die Passage einer einzelnen Zelle méglich ist.
Auf diese Mikrokapillare wird ein Laserstrahl definierter Wellenlange gerichtet, wel-
cher sich beim Auftreffen auf eine sich im Suspensionsdurchfluf8 befindliche Zelle in
zwei Teilstrahlen spaltet, ein Vorwartstreulicht (forward scatter; FSC) und ein Seit-
wartsstreulicht (side scatter; SSC). Diese werden von entsprechend angeordneten
Detektoren aufgefangen. Die durch den FSC-Detektor generierten Signale entspre-
chen der GroRe, die durch den SSC-Detektor generierten Signale der Granularitat

der den Laserstrahl getroffenen Einzelzelle.

Neben Informationen tber Gréfe und Granularitit der zu untersuchende Zelle
kénnen auch Informationen Gber die Expression von Antigenen auf der Oberfliche
oder im Inneren der Zelle gewonnen werden. Hierzu werden Antikorper verwendet,
welche entweder direkt mit einem Fluoreszenzfarbstoff wie beispielsweise R-PE ge-
koppelt sind, oder es werden fluoreszenzgekoppelte, sekunddre Antikorper einge-
setzt, welche fir nicht-farbstoffgekoppelte Primarantikérper spezifisch sind. Der
Fluoreszenzfarbstoff wird durch Laserlicht einer bestimmten Wellenldnge angeregt
und emittiert dann seinerseits Licht einer definierten Wellenldnge, welches durch

entsprechende Detektoren erfalst und in elektrische Signale ungesetzt werden kann.
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Fluoreszierende Substanzen, welche sich ad primam in der Zelle befindet oder ad
secundam hinzugefiigt werden (z. B. Pl) werden auf die gleiche Weise vom Laser-
strahl zur Emission eines Lichts spezifischer Wellenldnge angeregt und kénnen bei

Vorhandensein entsprechender Detektoren gemessen werden.

Bei Einsatz mehrerer Farbstoffe, die von einer definierten Wellenldnge (hier 488 nm
Ar-Ne Laserlicht) angeregt werden, aber jeweils bei distinkten Wellenldngen die auf-
genomme Energie emittieren, konnen unterschiedliche zelluldre Strukturen bzw.

exprimierte Antigene simultan markiert und somit gemessen werden.

Tabelle 7: Fluoreszenzfarbstoffe in der Durchflufzytometrie

Farbstoff max. Exzitation bei | Emission bei | Farbe Fluoreszenzkanal FACScan
FITC 495 nm 519 nm grin FL-1

PE 480 nm 578 nm orange FL-2

PerCP (PCP) 490 nm 675 nm dunkelrot | FL-3

Pl 536 nm 617 nm rot-orange | FL-2/FL-3

4.3.2.2 Verwendete Gerdte und Software

Die durchluBzytometrischen Analysen werden auf einem DurchfluRzytometer des
Typs FACScan (Becton & Dickinson, Heidelberg) vorgenommen. Die Steuerung der
Messung erfolgt mittels eines HP9000/340 Workstation Rechnersystems (Hewlett-
Packard, Boblingen) und der Mess- und Analysesoftware LYSYS Il Version 2.1 (Bec-
ton & Dickinson, Heidelberg). Die so gewonnenen Daten werden anschliefend mit-
tels der LIFUTIL Software (Hewlett-Packard, Boblingen) auf einen IBM PC-XT/AT
kompatiblen Personal Computer transferiert und dort mit der Analysesoftware
WinMDI Version 2.8 (Joseph Trotter, Flow Cytometry Core Unit, TSRI, La Jolla, Kali-

fornien, USA) ausgewertet.
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4.3.2.3 Oberflichenfdrbung mit konjugierten Antikérpern

4 x 10° suspendierte Zellen werden in FACS-Rohrchen (Falcon Tubes, Becton & Di-
ckinson, Heidelberg) gefiillt und anschliefend sedimentiert (666 x g, 6 min, RT), der
Uberstand dekantiert. Das resultierende Zellpellet wirde mit 1 ug direkt-
fluoreszenzfarbstoffmarkierten Antikorper fiir 15 min im Dunkeln bei 4°C inkubiert.
Nach zweimaligem Waschen der inkubierten Zellen mit je 200 ul PBS-FCM Lésung
(666 x g, 6 min, RT) werden die Zellen erneut in 200 ul PBS-FCM L6sung aufge-
nommen und der durchflulzytometrischen Messung zugefiihrt. Zur Messung der
Expression von maximal 3 Antigenen werden 3 antigenspezifische, fluoreszenzfarb-
stoffkonjugierte Antikorper in der Menge von je 1 ug im Inkubationsschritt dem
Zellpellet zugesetzt. Die Antikorper miissen mit unterschiedlichen, sich in den Emis-
sionsspektren nicht tberlappenden Fluoreszenzfarbstoffen gekoppelt sein (vgl.
Tabelle 7).

4.3.2.4 Intrazelluldre (zytoplasmatische) Firbung

4 x 10° Zellen werden bei der Farbung bzw. Messung intrazelluldrer Antigene wie
unter 4.3.2.3 vorbeschrieben sedimentiert und der zellfreie Uberstand dekantiert.
Das verbliebene Zellpellet wird mit 100 ul der Fix & Perm Fixierungslosung suspen-
diert und inkubiert (RT, Dunkelheit, 15 min). Danach werden die Zellen erneut se-
dimentiert (666 x g, RT, 6 min). Es erfolgt hiernach die Zugabe von 100 ul Fix &
Perm Permeablisierungslosung sowie die Zugabe von 1 ug des konjugierten Anti-
korpers mit anschliefender Inkubation fiir 15 min (Dunkelheit, 4 °C). AnschliefSend
werden die Zellen wie unter 4.3.2.3 beschrieben gewaschen und im FACScan ge-
messen (83,84,85).

4.3.3 Quantitative Bestimmung der Apoptose und des Zelltodes

Die Detektion von Annexin V kann zur Erkennung und Quantifizierung apoptoti-
scher Zellen herangezogen werden. Annexin V ist ein Ca**-abhangiges, phospholi-

pid-bindendes Protein, welches eine hohe Affinitdt zu Phosphatidylserin (PS) besitzt.
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Apoptotische Zellen verlieren im Rahmen des Apoptoseprozelles die Eigenschaft,
die Asymmetrie der Zellmembran aufrecht zu erhalten (86). In apoptotischen Zellen
wird das Membranphospholipid PS von der inneren Lipidschicht der Plasmamem-
bran zur dufleren Lipidschicht transloziert, so da8 PS an der Zelloberflache Kontakt
mit dem Extrazellularraum hat. Im Gegensatz hierzu findet sich bei lebenden Zellen

PS nicht an der Oberfliche der Zellmembran.

Da abgestorbene Zellen aufgrund der Disruption ihrer Plasmamembran ebenfalls PS
dem extrazellularen Raum gegeniiber exponieren kdnnen, mul$ eine Diskriminie-
rung zwischen diesen Zellen und den viablen Zellen mit einer intakten Plasma-
membran erfolgen @7,88). Hierzu wird Propidiumiodid (Pl) als Farbstoff eingesetzt,
der Zellen mit einer intakten Zellmembran (lebende Zellen) von Zellen mit einer
nicht-intakten Zellmembran (nekrotische und apoptotische Zellen) unterscheiden
kann ©9,90,91). Somit sind Zellen, welche sich mit Annexin V anfarben lassen,
aber kein Pl in ihr Zytoplasma aufnehmen, apoptotisch, Pl-aufnehmende und An-

nexin V positive Zellen nekrotisch.

Zur Durchfiihrung dieser Untersuchungsmethode werden die Zellen zundchst
zweimal mit PBS gewaschen (666 x g, 6 min, RT) und danach in einer Konzentration
von 1 x 10° Zellen/ml im Annexin-V-Bindungspuffer resuspendiert. 1 x 10° Zellen
werden 5 ul Annexin V-FITC Lésung und 0,05 ug Pl zugegeben und anschliefend
fur inkubiert (15 min, Dunkelheit, RT). AnschlieSend werden 400 ul des Annexin-V-
Bindungspuffers zugegeben und die Zellen binnen 1 h einer FACS-Analyse unterzo-

gen (92).

4.4 Analyse und Auswertung

4.4.1 Statistische Verfahren und Methoden

Auf eine statistische Auswertung und weiterflihrende Analyse der mittels dieser Un-
tersuchungen gewonnen Daten wird aufgrund der geringen Anzahl der durchgeftihr-

ten Experimente verzichtet.
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4.4.2 Datenverarbeitung

Die Errechnung deskriptiver statistischer Parameter erfolgt zum einen in Eigenlei-
stung nach Angaben einschldgiger Fachliteratur 03), zur nachfolgenden Kontrolle
mittels der Tabellenkalkulation Excel fir Windows 95 Version 7.0 (Microsoft, Miin-
chen). Die Bildbearbeitung und Konvertierung erfolgt mit dem Bildbearbeitungspro-
gramm Photoshop 5.0 fiir Windows 95 (Adobe, Miinchen). Die Erstellung des dieser
Arbeit zugrunde liegenden elektronischen Dokuments wird mittels der Textverarbei-
tung Microsoft Word fiir Windows 95 Version 7.0 (Microsoft, Miinchen) durchge-
fahrt.

Alle elektronischen Datenverarbeitungsoperationen werden auf einem handelstbli-

chen IBM-PC XT/AT kompatiblen Rechnersystem unter dem Betriebssystem Win-
dows 98 (Microsoft, Miinchen) durchgefihrt.
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4.5 Immunphanotypische Klassifikation der Zellinien

Die EGIL-Klassifikation teilt akute B-Zellvorlauferleukdmien analog der regularen B-
Lymphozytopoese und -differenzierung anhand von Antigenen, welche auf der
Zellmembran oder im Zytoplasma nach Reifungsstadium spezifisch exprimiert wer-
den, in 4 Typen (B | bis B IV) ein (94). Leukdmien des Reifungsstadiums B | (pro-B-
ALL) entsprechen der nach alter Nomenklatur als pra-pra-B-ALL bezeichneten Ty-

pen.

Tabelle 8: EGIL-Klassifikation akuter B-Zelleukimien

Marker B I (pro-B-ALL) B II (c-ALL) B lll (prd-B-ALL) B IV (B-ALL)
cyTdT + + + + /-
HLA-DR + + +
CD19 + + + +
cyCD22 + /- + + +
CD24 +/- + + +/-
CD10 - + + + /-
CD20 - + /- + /- +
cylgM - - + -
slgM - - - +

Tabelle 8: EGIL-Klassifikation akuter BZellvorlaufer-Leukamien. +: obligatorische Expression des

Markers, + /—: fakultative Expression des Markers, —: obligatorisch fehlende Expression des Markers
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5 Ergebnisse

5.1 Immunphdnotypisierung der Zellinien

Zur Determinierung des Immunophédnotyps der verwendeten Zellinien werden Zel-
len nach Passagierung mittels FACS-Analyse untersucht (95). Nach erfolgter dreima-
liger Immunphanotypisierung werden die Zellinien anhand der EGIL-Klassifikation

klassifiziert (vgl. Tabelle 8).

Tabelle 9: Inmunphéanotypisierung der Zellinien nach der EGIL-Klassifikation

Antigene Zellinien
207 697 Nalm-6 Reh 380 MHH-ALL 2

CD10 - + + + + +
CD19 + + + + +
CD20 - - - - - +
CD22 - + - + + +
CD24 - + - + + +
CD34 - - - - - -
CD37 + - - - - +
CD45 - + - + + +
HLA-DR + + + + + +
k-Kette - - - - - -
| -Kette - - - - - +
sigM - - - - - +
Cyd - + + - - +
cyCD22 - + - + - +
cyTdT + + + + - +
EGIL Typ Bl B Il Bl B 1l B 1 B IV

pro-B-ALL c-ALL c-ALL prd-B-ALL pra-B-ALL B-ALL

Tabelle 9: +: Expression des Markers, —: fehlende Expression des Markers

Die Zellinie 207 entspricht nach der EGIL-Klassifikation einer pro-B-ALL (B 1) und
stellt somit die undifferenzierteste aller hier untersuchten Zellinien dar. Die Zellini-
en 380 und Reh entsprechen einer common-ALL (c-ALL bzw. B 11), die Zellinien 697
und Nalm-6 einer pra-B-ALL (B Ill) und die Zellinien MHH-ALL 2 und 4 einer B-ALL
(B IV). Somit stellen die Blasten der Zellinie MHH-ALL 2 die differenziertesten Leu-

kdmiezellen im Rahmen dieser Untersuchungen dar.
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5.2 CD95-Expression

5.2.1 CD95-Expression im nativen, unbehandelten Zustand

Im Rahmen der Immunphénotypisierungen der Zellinien (vgl. 5.1) wird zunachst
durchfluBzytometrisch untersucht, ob die Zellinien CD95 spontan exprimieren und
ob die Expression tiber einen Inkubationszeitraum von 72 h ohne Behandlung zu-

nimmt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 2 dargestellt.

Abbildung 2: CD95" Expression (u=SEM) der Zellinien im nativen Zustand (n=3)

MHH-ALL 2 %—I
o0 R,
reh

E0h
Nalm-6 %_{
o7 FE—y
207 |_|.|

20 40 60 80 100

O72h

o

% CD95 positive Zellen

Abbildung 2: Zellen der 6 untersuchten Leukamie-Zellinien wurden durchflu3zytometrisch hinsichtlich
der CD95-Positivitét (prozentualer Anteil CD95"-Zellen) nach 0 und 72 h Stimulation unter Standard-
bedingungen untersucht. Dargestellt sind Mittelwerte (n=3 Experimente) + Standardfehler des Mittel-
wertes (SEM).

Die pro-B-ALL 207 zeigt die hochste spontane Expression von CD95. Diese steigert
sich nach 72 h Inkubationszeit ohne Behandlung. Bei den pra-B-ALL Zellinien
Nalm-6 und 697 ist die CD95-Expression im nativen Zustand nur sehr gering nach-
weisbar und wird durch die 72-stiindige Kultivierungszeit deutlich erh6ht, bleibt
insgesamt aber dennoch schwach. Die cALL Zellinien 380 und Reh exprimieren
CD95 starker als die pra-B-Linien, aber deutlich schwacher als die pro-B-ALL 207.
Die B-ALL MHH-ALL 2 exprimiert im unbehandelten Zustand nur sehr gering CD95
und zeigte nach 72 h keine wesentliche Steigerung. Ein Zusammenhang zwischen
dem Differenzierungsgrad der Leukdmiezellen und der CD95-Expression im

unbehandelten Zustand ergibt sich nicht.
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5.2.2 Induktion der CD95-Expression durch Zytokine

Zur Beantwortung der Frage, ob die CD95-Expression bei Zellinien, welche spontan
kein oder nur sehr wenig CD95 exprimieren, induziert werden kann, werden die 6
Zellinien mit verschiedenen Zytokinen stimuliert und anschliefend durchflufzyto-

metrisch hinsichtlich ihrer CD95 Expression untersucht.

5.2.2.1 pro-B-ALL Zellen

Die nach der EGIL-Klassifikation als B I (pro-B-ALL) zu klassifizierende Zellinie 207,
welche damit die undifferenzierteste der hier untersuchten Leukdmiezellinien ist,
exprimiert als einzige im unbehandelten Zustand CD95 sehr stark. Fast alle 207-
Zellen exprimieren CD95 auf ihrer Zellmembran. Die Behandlung der 207-Zellen
mit den in Tabelle 10 dargestellten Zytokinen veranderte die Zahl der CD95 positi-

ven Zellen nicht.

Tabelle 10: 207 - CD95 Expression (u+SEM) nach Zytokin-Stimulation (n=3)

Bedingung % CD95* Zellen MFI CD95* Zellen

unbehandelt 96,76 = 0,03 50,53 + 1,02
TNF-a 25 ng/ml 96,11 = 0,18 76,47 = 1,33
IFN-g 20 ng/ml 96,86 = 0,33 49,30 = 0,46
IL-2 100 1U/ml 93,61 = 0,94 60,40 = 0,80
IL-4 100 1U/ml 91,94 = 1,78 63,97 + 2,84
IL-6 10 ng/ml 93,40 = 0,69 56,10 = 3,20
IL-10 100 ng/ml 92,18 = 1,47 56,51 = 1,03

Tabelle 10: 207-Zellen wurden 72 h unter Standardbedingungen inkubiert und durchfluzytometrisch
hinsichtlich der CD95-Positivitat (prozentualer Anteil und mittlere Fluoreszenzintensitat, MFI) unter-
sucht.

Unter Behandlung mit TNF-a nimmt allerdings die Dichte der Expression von CD95
auf der Zellmembran der 207-Zellen zu, wie der Anstieg der MFI um 50% bei kon-
stanter Prozentzahl CD95" 207-Zellen zeigt.
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5.2.2.2 c-ALL Zellen

Auf der nach der EGIL-Klassifikation als c¢-ALL (B Il) eingestuften Zellinie 697 kann
im unbehandelten Zustand eine schwache CD95-Expression gemessen werden
(13,87 = 3,20% CD95"-Zellen; u=SEM). Die Stimulation mit TNF-a fihrt zu einer
Verdopplung der CD95"-Zellen, die Stimulation mit IFN-g fast zu einer Verdreifa-
chung des Anteils CD95"-Zellen. Die anderen untersuchten Zytokine zeigen keinen

induktiven Effekt auf die CD95-Expression von 697-Zellen.

Tabelle 11: 697 - CD95 Expression (u+SEM) nach Zytokin-Stimulation (n=3)

Bedingung % CD95* Zellen MFI CD95" Zellen

unbehandelt 13,87 + 3,20 13,50 = 0,70
TNF-a 25 ng/ml 24,48 + 3,24 14,01 = 0,73
IFN-g 20 ng/ml 31,86 = 7,61 14,10 = 0,81
IL-2 100 1U/ml 20,95 + 1,63 9,60 + 4,81
IL-4 100 1U/ml 22,09 £ 0,65 9,27 + 4,64
IL-6 10 ng/ml 20,36 = 1,17 9,50 = 4,75
IL-10 100 ng/ml 12,67 = 0,43 12,83 = 0,23
IL-12 10 ng/ml 10,80 = 3,19 12,10 = 1,12
NGF-b 50 ng/ml 12,24 = 3,70 12,03 = 1,09

Tabelle 11: 697-Zellen wurden 72 h unter Standardbedingungen inkubiert und durchflu3zytometrisch
hinsichtlich der CD95-Positivitat (prozentualer Anteil und mittlere Fluoreszenzintensitat, MFI) unter-
sucht.

Die cALL Zellinie Nalm-6 exprimiert im unbehandelten Zustand nur sehr wenig
CD95. Die Zytokine TNF-a, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10 und IFN-g kdnnen die Expression
von CD95 bei Nalm-6 Zellen nicht modulieren, weder hinsichtlich der Anzahl

CD95" Zellen noch der mittleren Fluoreszenzintensitit (MFI).
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Tabelle 12: Nalm-6 - CD95 Expression (u*SEM) nach Zytokin-Stimulation (n=3)

Bedingung % CD95* Zellen MFI CD95" Zellen

unbehandelt 7,46 = 0,50 13,10 = 0,07
TNF-a 25 ng/ml 6,16 = 0,39 13,35 = 0,05
IFN-g 20 ng/ml 4,85 = 0,69 13,00 = 0,10
IL-2 100 1U/ml 5,01 + 0,63 12,95 + 0,15
IL-4 100 1U/ml 7,71 £ 0,86 13,20 = 0,20
IL-6 10 ng/ml 5,72 £ 0,02 13,00 = 0,10
IL-10 100 ng/ml 5,92 + 0,58 13,05 = 0,05

Tabelle 12: Nalm-6-Zellen wurden 72 h unter Standardbedingungen inkubiert und durchfluRzytome-
trisch hinsichtlich der CD95-Positivitat (prozentualer Anteil und mittlere Fluoreszenzintensitat, MFI)

untersucht.

5.2.2.3 prd-B-ALL Zellen

Bei der nach ECIL-Klassifikation als pra-B-ALL (B Ill) einzuordnenden Zellinie Reh
zeigen 18,6 = 4,58% (u=SEM) der Zellen schon in unbehandeltem Zustand eine

CD95-Expression; die 72-stiindige Stimulation mit IFN-g bewirkt eine deutliche In-
duktion der CD95 Expression; der Anteil CD95"-Zellen erhoht sich auf 53,95 =

10,89% (u=SEM).

Abbildung 3: Reh - FACS-Analyse der CD95 Expression

unbehandelt

TNF-a
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(Fortsetzung Abbildung 3)

U

1023

- . R

10E Ul

SSC-Height
FL2-Height

0!

a
n 123 % an' 4ng 1Nt an®
FSC-Heigt COOs (LB FITC

IFN-g

Abbildung 3: Durchfluf3zytometrische Analyse eines reprasentativen Experimentes zur CD95 Expression
nach 72 h Zytokinstimulation der pr&-B-ALL Zellinie Reh. Gate R1 (entspricht vitalen Zellen bzw. Lym-
phozytengate); nur dieim R1 erfaf3ten Zellen werden berlicksichtigt..

Tabelle 13: Reh - CD95 Expression (u+=SEM) nach Zytokin-Stimulation (n=3)

Bedingung % CD95* Zellen MFI CD95" Zellen

unbehandelt 18,60 + 4,58 25,33 = 3,61
TNF-a 25 ng/ml 26,23 £ 6,99 28,32 = 5,94
IFN-g 20 ng/ml 49,07 + 8,92 29,27 + 8,63
IL-2 100 1U/ml 20,95 + 1,63 9,60 + 4,81
IL-4 100 1U/ml 22,09 + 0,65 9,27 + 4,64
IL-6 10 ng/ml 20,36 = 1,17 9,50 = 4,75
IL-10 100 ng/ml 12,67 = 0,43 12,83 = 0,23
IL-12 10 ng/ml 10,80 = 3,19 12,10 = 1,12
NGF-b 50 ng/ml 12,24 = 3,70 12,03 = 1,09

Tabelle 13: Reh-Zellen wurden 72 h unter Standardbedingungen inkubiert und durchflu3zytometrisch
hinsichtlich der CD95-Positivitat (prozentualer Anteil und mittlere Fluoreszenzintensitat, MFI) unter-
sucht.

TNF-a allein induziert eine wesentlich schwéachere CD95 Expression (26,23 =
6,99% CD95"-Zellen; u=SEM). Die anderen Zytokine tiben keinen induktiven oder

repressiven Effekt auf die Expression von CD95 auf Reh-Zellen aus.

Bei der pra-B-ALL (ECIL B Ill) Zellinie 380 fiihren die hier eingesetzten Zytokine zu

keiner wesentlichen Beeinflussung der CD95 Expression.
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Tabelle 14: 380 - CD95 Expression (u+SEM) nach Zytokin-Stimulation (n=3)

Bedingung % CD95* Zellen MFI CD95" Zellen

unbehandelt 10,51 = 1,52 20,07 = 1,22
TNF-a 25 ng/ml 10,25 = 1,58 20,00 = 1,20
IFN-g 20 ng/ml 10,19 = 1,77 19,80 = 1,21
IL-2 100 1U/ml 7,30 = 0,71 7,85 + 0,05
IL-4 100 1U/ml 13,31 £ 2,39 8,10 = 0,10
IL-6 10 ng/ml 7,97 = 0,06 7,90 = 0,02
IL-10 100 ng/ml 8,41 = 0,38 7,85 = 0,35

Tabelle 14: 380-Zellen wurden 72 h unter Standardbedingungen inkubiert und durchfluBzytometrisch
hinsichtlich der CD95-Positivitat (prozentualer Anteil und mittlere Fluoreszenzintensitat, MFI) unter-

sucht.

5.2.2.4 B-ALL Zellen

MHH-ALL 2 Zellen exprimieren im unbehandelten Zustand nur sehr wenig CD95.

Abbildung 4: MHH-ALL 2 - FACS-Analyse der CD95 Expression
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(Fortsetzung Abbildung 4)
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Abbildung 4: Durchflu3zytometrische Analyse eines reprasentativen Experimentes zur CD95 Expression
nach 72 h Zytokinstimulation der B-ALL Zellinie MHH-ALL 2. Gate R1 (entspricht vitalen Zellen bzw.
Lymphozytengate); nur dieim R1 erfaldten Zellen werden berlicksichtigt..

Abbildung 4 zeigt, dal8 die Inkubation von MHH-ALL 2 Zellen mit TNF-a zu einer

starken Zunahme der CD95-positiven Zellen fiihrt. Die Zunahme der Expression

von CD95, welche nach IFN-g gemessen wurde, war ebenfalls im Vergleich zu den

unbehandelten Kontrollen erhoht, jedoch in deutlich geringerem Ausmald als bei

TNF-a. Durch alle anderen Zytokine wurde die Expression von CD95 nicht wesent-

lich beeinfluft.

Tabelle 15: MHH-ALL 2 - CD95 Expression (u+SEM) nach Zytokin-Stimulation (n=3)

Bedingung % CD95* Zellen MFI CD95" Zellen

unbehandelt 3,70 £ 0,67 15,21 £ 1,17
TNF-a 25 ng/ml 81,39 = 3,71 47,79 x 3,66
IFN-g 20 ng/ml 19,52 = 2,03 16,20 = 1,12
IL-2 100 1U/ml 2,00 £ 0,57 18,81 = 1,23
IL-3 50 ng/ml 1,78 = 0,38 14,93 £ 0,52
IL-4 100 1U/ml 1,78 = 1,13 19,16 = 1,61
IL-6 10 ng/ml 1,39 + 1,03 19,83 = 1,49
IL-7 5 ng/ml 2,00 = 0,52 14,33 + 0,22
IL-10 100 ng/ml 2,05 = 1,78 17,48 £ 0,03
IL-12 10 ng/ml 1,71 £ 0,62 12,86 = 1,35
NGF-b 50 ng/ml 1,81 + 0,73 12,76 + 1,19

Tabelle 15: MHH-ALL 2 Zellen wurden 72 h unter Standardbedingungen inkubiert und dur chfluRzyto-

metrisch hinsichtlich der

CD95-Positivitat

Fluoreszenzintensitat, MFI) untersucht.

(prozentualer Anteil

-33 -

CD95"-Zellen und mittlere




Zusammenfassend zeigen diese Untersuchungen, dafl kein Zusammenhang zwi-
schen der Induzierbarkeit der CD95-Expression und dem Reifungsgrad der Zellen
besteht. Von allen untersuchten Zytokinen kénnen nur TNF-a und IFN-g bei eini-

gen Zell-Linien die CD95 Expression heraufregulieren.

5.3 Analyse der CD95-Funktion

Um die Funktionalitit des spontan oder nach Zytokinbehandlung exprimierten
CD95 zu Uberprifen, werden die Leukdmiezellen der Zellinien 207, 697, Reh und
MHH-ALL 2 zundchst mit TNF-a und IFN-g tiber 72 h unter Standardbedingungen
behandelt. Anschliefend wird den zytokinbehandelten Zellen der Apoptose-
induzierende, murin-monoklonale Antikérper CH11 oder ein unspezifischer IgM-
Antikorper fir weitere 4 Stunden zugesetzt (96,97). Der Anteil der apoptotischen
Zellen wird durch die alleinige Anfarbung mit Annexin V charakterisiert. Wenn die-
se Zellen absterben und dabei ihre Membranintegritét verlieren, nehmen sie zusitz-

lich Pl auf (88,92).

5.3.1.1 pro-B-ALL Zellen

Tabelle 16: 207 - Apoptotische und tote Zellen (u+=SEM) mit Annexin V und Pl (n=3)

Bedingung % nur Annexin V* Zellen % PI*/Annexin V* Zellen
(einfach positiv) (doppelt positiv)

unbehandelt (Medium) 61,77 £ 1,76 32,61 £ 0,67
+ CH11 1000 ng/ml 11,77 + 2,31 78,90 + 1,82
+ IgM 1000 ng/ml 62,23 = 0,77 33,88 = 1,72
TNF-a 25 ng/ml 45,99 = 0,34 47,57 £ 1,03
+ CH11 1000 ng/ml 12,97 + 0,71 75,82 + 2,67
+ IgM 1000 ng/ml 45,94 = 1,17 49,02 = 1,12
IFN-g 20 ng/ml 63,95 = 1,21 31,27 = 0,80
+ CH11 1000 ng/ml 16,25 = 1,91 73,05 = 3,00
+ IgM 1000 ng/ml 63,13 + 2,77 32,58 + 3,13

Tabelle 16: 207-Zellen wurden 72 h unter Standardbedingungen mit TNF-a und IFN-ginkubiert. An-
schlie3end wurde den inkubierten Zellen fir weitere 4 h Medium, CH11-Antikérper oder ein unspezifi-
scher IgM-Antikorper zugesetzt. Nach insgesamt 76 h wurde der prozentuale Anteil PI™ und PI*/Annexin
V" (entspricht toten Zellen) sowie nur Annexin V' Zellen (entspricht apoptotischen Zellen) bestimmit.

-34 -



Aus der Tabelle 16 ist zu ersehen, dal$ die CD95-Expression auf 207-Zellen im Sin-
ne einer Induktion von Apoptose funktional ist und zu einem Absterben binnen 4
Stunden von 73,05 bis 78,90% der 207-Zellen unter Behandlung mit CH11 fihrt,
unbesehen der Vorbehandlung mit TNF-a oder IFN-g. Ohne CH11 sind nach insge-
samt 76 h nur 32,61% aller 207-Zellen im unbehandelten Zustand tot, 62% aber
apoptotisch. Dieses Reaktionsmuster im Sinne einer effektiven Apoptose-Induktion
durch CH11 ist auch bei den mit TNF-a und IFN-g behandelten Zellen zu messen.
Der CD95-Expression auf fast allen 207-Zellen (vgl. Tabelle 10) ist hierfir als Ursa-
che anzunehmen. Der hohe Anteil toter Zellen nach CH11-Behandlung mit oder
ohne Vorbehandlung durch die Zytokine TNF-a und IFN-gzeigt, dafS der Gber den
Mechanismus der Apoptose vermittelte Zelltod bei 207-Zellen nach 4 h weitestge-
hend eingetreten ist. Allerdings fihrt TNF-a allein ebenfalls zu einer Zunahme der

toten Zellen um ca. 15% verglichen mit den unbehandelten 207-Zellen.

5.3.1.2 c-ALL Zellen

Tabelle 17: 697 - Apoptotische und tote Zellen (u+SEM) mit Annexin V und Pl (n=3)

Bedingung % nur Annexin V* Zellen | % PI*/Annexin V* Zellen
(einfach positiv) (doppelt positiv)

unbehandelt (Medium) 72,00 = 3,80 10,21 = 1,46
+ CH11 1000 ng/ml 72,94 = 1,43 9,36 = 0,16
+ 1gM 1000 ng/ml 71,45 = 1,32 9,54 = 0,84
TNF-a 25 ng/ml 38,23 + 1,41 33,04 + 2,47
+ CH11 1000 ng/ml 52,74 + 1,85 35,13 + 2,38
+ IgM 1000 ng/ml 35,14 + 3,42 29,61 = 0,36
IFN-g 20 ng/ml 71,25 = 4,29 12,65 = 0,64
+ CH11 1000 ng/ml 65,16 + 1,85 11,62 + 0,66
+ IgM 1000 ng/ml 68,40 = 2,40 11,84 + 1,09

Tabelle 17: 697-Zellen wurden 72 h unter Standardbedingungen mit TNF-a und IFN-ginkubiert. An-
schlief3end wurde den inkubierten Zellen fir weitere 4 h Medium, CH11-Antikdrper oder ein unspezifi-
scher IgM-Antikorper zugesetzt. Nach insgesamt 76 h wurde der prozentuale Anteil PI* und PI*/Annexin
V' (entspricht toten Zellen) sowie nur Annexin V" Zellen (entspricht apoptotischen Zellen) bestimmit.

Trotz der niedrigen CD95-Expression auf 697-Zellen (vgl. Tabelle 11) im unbehan-
delten Zustand sind nach 76 h Inkubationszeit zu 72% der Zellen apoptotisch, le-
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diglich 10,21% der 697-Zellen sind tot. Die Behandlung mit CH11 oder unspezifi-
schem IgM-Antikorper fihrt hinsichtlich des Anteils apoptotischer oder toter Zellen
zu keinem mefSbaren Effekt. TNF-a, welches auf 697-Zellen eine Verdopplung der
CD95-Expression zu induzieren vermag, fiihrt allein zu einer Halbierung der apopto-
tischen Zellfraktion bei gleichzeitiger Zunahme der toten Zellen im Sinne einer
stattgefundenen Apoptose. IFN-g bewirkt im Vergleich zu den unbehandelten Zel-
len keine Verdnderung, obwohl die CD95-Expression durch Behandlung mit IFN-g
verdreifacht wird (vgl. Tabelle 11). Die Behandlung von 697-Zellen mit CH11 im
Anschluf8 an eine Vorbehandlung mit TNF-a fiihrt allerdings nicht zu einer weiteren
Zu- oder Abnahme der toten Zellen im Vergleich zu den nur mit TNF-a behandel-
ten 697-Zellen, sondern zu einer isolierten Zunahme der apoptotischen Zellen.
Somit bewirkt die Zugabe von CH11 zu TNF-a eine Apoptoseinduktion auf 697-
Zellen. Die Zugabe von CH11 zu IFN-g vorbehandelten Zellen induziert keine
Apoptose, trotz Verdreifachung der CD95-Expression, was eine Non-Funktionalitdt
des durch IFN-g induzierten CD95-Molekiils nahe legt bzw. eine Inhibition der Fas-
Funktion durch IFN-g bedeuten konnte.

5.3.1.3 pra-B-AlLL Zellen

Im unbehandelten Zustand exprimieren 18,6% der Reh-Zellen CD95, 48,63% der
Zellen sind dabei apoptotisch, 6,72% tot. Die zusdtzliche Behandlung mit CH11
oder unspezifischem IgM-Antikérper bewirkt bei unbehandelten Zellen keine Ande-
rung. IFN-g, welches die Anzahl der CD95" Reh-Zellen um mehr als das Doppelte
auf bis zu 49,07 % steigert, bewirkt hinsichtlich der apoptotischen Zellfraktion weder
eine Steigerung noch eine Reduktion im Vergleich zu den unbehandelten Zellen.
Auch die zusatzliche Behandlung mittels CH11 oder IgM zeigt keinen zusétzlichen
Effekt. TNF-a allein, welches den Anteil CD95-exprimierender Reh-Zellen auf
26,23% steigert, bewirkt ebenfalls keine nennenswerte Zunahme der apoptotischen
Zellfraktion und nur einen sehr geringen Anstieg der toten Zellfraktion nach insge-
samt 76 h Behandlungszeit. Bei Reh-Zellen scheint somit eine tber die spontane
Apoptose- bzw. Absterberate CD95-vermittelte Rekrutierung von Zellen mit Deter-

minierung zur Apoptose und nachfolgendem Zelltod nicht stattzufinden.
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Tabelle 18: Reh - Apoptotische und tote Zellen (u=SEM) mit Annexin V und PI (n=3)

Bedingung % nur Annexin V* Zellen | % PI*/Annexin V* Zellen
(einfach positiv) (doppelt positiv)

unbehandelt (Medium) 48,63 += 3,88 6,72 + 1,13
+ CH11 1000 ng/ml 46,06 = 2,67 7,56 = 1,14
+ 1gM 1000 ng/ml 42,25 + 2,05 712 + 0,78
TNF-a 25 ng/ml 44,80 + 4,89 13,05 + 1,28
+ CH11 1000 ng/ml 48,19 = 3,70 13,95 = 1,24
+ IgM 1000 ng/ml 38,11 = 4,94 13,12 = 1,99
IFN-g 20 ng/ml 45,99 + 5,26 10,18 = 3,71
+ CH11 1000 ng/ml 49,19 + 3,18 9,64 + 0,79
+ 1gM 1000 ng/ml 50,96 + 2,11 8,43 = 0,68

Tabelle 18: Reh-Zellen wurden 72 h unter Standardbedingungen mit TNF-a und IFN-ginkubiert. An-
schlief3end wurde den inkubierten Zellen fir weitere 4 h Medium, CH11-Antikdrper oder ein unspezifi-
scher IgM-Antikorper zugesetzt. Nach insgesamt 76 h wurde der prozentuale Anteil PI* und PI*/Annexin
V' (entspricht toten Zellen) sowie nur Annexin V" Zellen (entspricht apoptotischen Zellen) bestimmit.

5.3.1.4 B-ALL Zellen

Obwohl nur 3,7% der MHH-ALL 2 Zellen in unbehandeltem Zustand CD95 expri-
mieren, sind 22,04% der Zellen apoptotisch und 12,1% tot. Die zusatzliche Be-
handlung der Zellen mit CH11 oder unspezifischem IgM-Anitkdrper bewirkt dabei
keine signifikante Anderung. Obwohl TNF-a die CD95-Expression auf 81,39% der
MHH-ALL-2-Zellen zu induzieren vermag, unterscheiden sich die mit TNF-a vorbe-
handelten Zellen nicht im Anteil ihrer apoptotischen Zellen von den unbehandel-
ten Zellen. Der Anteil der toten Zellen nach Vorbehandlung mit TNF-a steigt je-
doch auf ca. 17,39 bis 19,17% an, ohne dal8 die zusdtzliche Behandlung mit CH11
oder IgM eine weitere Zu- oder Abnahme der toten Zellen gegeniiber den allein mit
TNF-a behandelten Zellen zeigt. Dies bedeutet, dafs das zusdtzliche Absterben von
MHH-ALL-2 Zellen unter TNF-a Behandlung nicht in einen ursiachlichen Zusam-

menhang mit einer CD95-vermittelten Apoptose gebracht werden kann.
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Tabelle 19: MHH-ALL 2 - Apoptotische und tote Zellen (u=SEM) mit Annexin V und

Pl (n=3)
Bedingung % nur Annexin V* Zellen | % PI*/Annexin V* Zellen
(einfach positiv) (doppelt positiv)

unbehandelt (Medium) 22,04 + 2,64 12,10 = 0,58
+ CH11 1000 ng/ml 27,80 = 2,31 12,20 = 0,44
+ IgM 1000 ng/ml 24,60 + 2,38 12,08 + 0,97
TNF-a 25 ng/ml 22,61 + 2,83 17,74 + 1,56
+ CH11 1000 ng/ml 25,94 £ 0,51 19,17 = 0,91
+ IgM 1000 ng/ml 24,41 + 2,61 17,39 = 1,05
IFN-g 20 ng/ml 30,95 + 1,99 14,58 + 0,67
+ CH11 1000 ng/ml 34,74 = 2,35 16,48 = 0,42
+ IgM 1000 ng/ml 37,96 + 4,86 17,02 = 1,25

Tabelle 19: MHH-ALL-2-Zellen wurden 72 h unter Standardbedingungen mit TNF-a und IFN-ginku-
biert. Anschlief3end wurde den inkubierten Zellen fur weitere 4 h Medium, CH11-Antikorper oder ein
unspezifischer IgM-Antikorper zugesetzt. Nach insgesamt 76 h wurde der prozentuale Anteil PI* und
PI*/Annexin V" (entspricht toten Zellen) sowie nur Annexin V* Zellen (entspricht apoptotischen Zellen)
bestimmt.

IFN-g, obwohl ein nur schwacher Induktor der CD95-Expression auf MHH-ALL 2-
Zellen, bewirkt die starkste Zunahme der apoptotischen Zellen auf 30,95%. Durch
Zugabe von CH11 oder IgM-Antikorper wird nur eine geringradig weitere Zunahme
der apoptotischen Zellen auf 34,74 bzw. 37,96% beobachtet, wobei sich zwischen
dem CH11- und dem IgM-Antikorper keine nennenswerten Unterschiede ergeben.
Der Anteil der toten Zellen nimmt jedoch bei mit IFN-g vorbehandelten Zellen ge-
geniiber den unbehandelten Zellen nur unwesentlich zu. Somit scheint die durch
TNF-a induzierte CD95-Expression im Sinne einer Apoptoseinduktion nicht funk-
tional zu sein. Die IFN-g vermittelte, schwache Zunahme der Apoptose hingegen

wird offenbar nicht tiber den CD95-Mechanismus verursacht.

5.4 Expression von bcl-2

Um die Ursache der mangelnden Funktionalitdt der CD95-Expression auf der pra-B-
ALL Zellinie 697, der c-ALL Zellinie Reh und der B-ALL Zellinie MHH-ALL 2 zu un-
tersuchen, wird die Expression des Apoptose-antagonistischen Proteins bcl-2 auf

diesen Zellinien und der pro-B-ALL 207 durchfluBzytometrisch gemessen.
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5.4.1 pro-B-ALL Zellen

Die 207-Zellen exprimieren in unbehandeltem Zustand nur schwach bcl-2. Die Be-

handlung mit TNF-a und IFN-gverdndert diese schwache Expression nicht.

Tabelle 20: bcl-2 Expression (u=SEM) von 207-Zellen nach TNF-a und IFN-g (n=3)

Bedingung % bcl-2* Zellen MFI bcl-2* Zellen

unbehandelt 13,63 = 0,21 38,60 = 0,15
TNF-a 25 ng/ml 14,02 + 0,81 38,38 = 0,09
IFN-g 20 ng/ml 12,38 = 0,58 38,37 + 0,20

Tabelle 20: 207-Zellen wurden 72 h unter Standardbedingungen inkubiert und durchflu3zytometrisch
hinsichtlich der bcl-2-Positivitat (prozentualer Anteil und mittlere Fluoreszenzintensitat, MFI) unter-
sucht.

Auch die Expressionsdichte von bcl-2 wird durch die Zytokine TNF-a oder [FN-gim

Vergleich zu den unbehandelten Zellen nicht alteriert.

5.4.2 c-ALL Zellen

Tabelle 21: bcl-2 Expression (u=SEM) von 697-Zellen nach TNF-a und IFN-g (n=9)

Bedingung % bcl-2* Zellen MFI bcl-2* Zellen

unbehandelt 99,56 = 0,13 111,93 = 11,40
TNF-a 25 ng/ml 99,00 £ 0,28 106,51 = 10,17
IFN-g 20 ng/ml 99,71 £ 0,07 118,61 = 9,34

Tabelle 21: 697-Zellen wurden 72 h unter Standardbedingungen inkubiert und durchfluzytometrisch
hinsichtlich der bcl-2-Positivitat (prozentualer Anteil und mittlere Fluoreszenzintensitat, MFI) unter-
sucht.

Die pra-B-ALL Zellen der Zellinie 697 sind alle bcl-2 positiv. Die Behandlung der
697-Zellen mit TNF-a und IFN-g verandert jedoch die bcl-2 Expression weder hin-
sichtlich des Anteils bcl-2 positiver Zellen noch hinsichtlich der Dichte der bcl-2 Ex-
pression auf der einzelnen Zelle. Somit ist kein steigernder Effekt von TNF-a oder
IFN-g auf die bcl-2 Expression von 697-Zellen zu beobachten, der als Erklarung fir
die im Verhdltnis zur zytokin-induzierten CD95-Expression (hier vor allem IFN-g) nur

schwachte Apoptoseinduktion dienen konnte.
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5.4.3 pra-B-ALL Zellen

Tabelle 22: bcl-2 Expression (u+=SEM) von Reh-Zellen nach TNF-a und IFN-g (n=9)

Bedingung % bcl-2* Zellen MFI bcl-2* Zellen

unbehandelt 99,66 = 0,08 231,62 = 18,77
TNF-a 25 ng/ml 99,40 + 0,27 211,99 + 10,92
IFN-g 20 ng/ml 99,63 = 0,14 237,97 = 14,45

Tabelle 22: Reh-Zellen wurden 72 h unter Standardbedingungen inkubiert und durchflufzytometrisch
hinsichtlich der bcl-2-Positivitat (prozentualer Anteil und mittlere Fluoreszenzintensitat, MFI) unter-
sucht.

Auch bei Reh-Zellen kommt es nach Stimulation mit IFN-gund TNF-a zu einer He-
raufregulation der CD95-Expression. Inbesondere durch IFN-g wird die Zahl der
CD95" Zellen gesteigert. Nach Stimulation des CD95 kommt es jedoch nur in ei-
nem verhdltnismaBig geringen Ausmall zur Apoptoseinduktion im Vergleich zum
Anstieg der CD95-Expression. Diese Diskrepanz kann jedoch dhnlich wie fir die
Zellinie 697 nicht mit einer erhohten bcl-2 Expression erklart werden. Reh-Zellen
zeigen im unbehandelten Zustand eine Expression von bcl-2 in allen Zellen, welche

sich durch die Behandlung mit TNF-a oder IFN-g nicht verandert.
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5.4.4 B-ALL Zellen

Die MHH-ALL-2 Zellen zeigen im unbehandelten Zustand eine Expression von bcl-
2 in hoher Dichte auf allen Zellen. Unter Behandlung mit TNF-a wird die Expressi-
onsdichte von bcl-2 verdoppelt, unter IFN-g bleibt die Expressionsdichte von bcl-2
im Vergleich zu unbehandelten Kontrolle unverandert. Somit wird die Expressions-
dichte von bcl-2 gleichsinning mit der Expression von CD95 bei den MHH-ALL-2
Zellen durch TNF-a gesteigert, wobei im Gegensatz zu CD95 bcl-2 schon von allen

Zellen im nativen Zustand exprimiert wird.

Abbildung 5: MHH-ALL 2 - FACS-Analyse der bcl-2 Expression
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Abbildung 5: Durchfluf3zytometrische Analyse eines reprasentativen Experimentes zur CD95 Expression
nach 72 h Zytokinstimulation der B-ALL Zellinie MHH-ALL 2. Gate R1 (entspricht vitalen Zellen bzw.
Lymphozytengate); nur dieim R1 erfafdten Zellen werden berlicksichtigt.

IFN-g, welches keinen induktiven Effekt auf die CD95-Expression der MHH-ALL 2-

Zellen besitzt, zeigt auch keinerlei induktiven Effekt auf die bcl-2 Expression.
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Tabelle 23: bcl-2 Expression (u+=SEM) von MHH-ALL-2-Zellen nach TNF-a und IFN-g
(n=3)

Bedingung % bcl-2* Zellen MFI bcl-2* Zellen

unbehandelt 98,35 = 1,18 241,23 + 26,25
TNF-a 25 ng/ml 99,47 + 0,25 482,18 + 56,03
IFN-g 20 ng/ml 99,86 + 0,03 258,47 + 47,58

Tabelle 23: MHH-ALL-2-Zellen wurden 72 h unter
durchfluzytometrisch  hinsichtlich der bcl-2-Positivitéat
Fluoreszenzintensitat, MFI) unter sucht.

inkubiert und
und mittlere

Standar dbedingungen
(prozentualer  Anteil

5.5 Zusammenfassung aller experimentellen Ergebnisse

Werden alle Ergebnisse in Kiirze zusammengefal’t, so zeigt sich folgendes Bild:

Tabelle 24: Zusammenfassende Darstellung der experimentellen Ergebnisse

Linie CD95 Expression CD95 Funktion bcl-2 Expression

207 TNF-a N/ IFN-gO@ erhalten keine Induktion

697 TNF-a N /IFN-g vermindert kein Anstieg

Nalm-6 keine Induktion nicht untersucht nicht untersucht

Reh TNF-a N /IFN-g M vermindert kein Anstieg

380 keine Induktion nicht untersucht nicht untersucht
MHH-ALL 2 TNF-a M TIEN-gO-D | vermindert TNF-a M 1 IFN-g D

Aus der Tabelle 24 ist ersichtlich, dal® sich im Rahmen dieser Untersuchungen fol-

gende Reaktionsmuster bei den Zellinien fanden:

1. Auf der undifferenziersten Zellinie, der pro-B-ALL 207, konnte eine hohe spon-

tane CD95-Expression mit erhaltener Funktion des CD95 gefunden werden.

2. CD95 konnte durch Zytokine auf den Linien 697, MHH-ALL 2 und Reh induziert

werden. Hier war die Funktion des CD95 zum Teil wesentlich eingeschrankt.

3. Die eingeschrdnkte Funktion konnte zum Teil durch die Heraufregulation des die
Apoptose antagonisierenden Proteins bcl-2 im Falle der MHH-ALL 2-Zellen er-
klart werden. In anderen Féllen missen differente Stérungen, die zum Teil primér

vorhanden sind, zum Teil auch erst durch die Zytokinstimulation entstehen (sie-
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he IFN-ginduzierte CD95-Exprssion auf Reh-Zellen) angenommen werden.

Diese 3 Reaktionsmuster sind in der Abbildung 6 nochmals schematisch dargestellt.

Abbildung 6: Reaktionsmuster der Leukimiezellen nach Zytokinbehandlung
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Abbildung 6: Schematische Darstellung der Reaktionsmuster der untersuchten Leukamie-Zellinien nach
Zytokinbehandlung hinsichtlich CD95-Expression, der CD95-Funktion, der bcl-2 Expression und des
wabhr scheinlichen Stérungsmechanismus einer dysfunktionalen CD95-Expression.

Eine fehlende Induktion der CD95-Expression durch Zytokine zeigten die Zellinien

380 und Nalm-6. Daher wurden diese Zellinien nicht weiter untersucht, zumal mit

697 und Reh Zellinien der gleichen Reifungsstufe fiir weitere Untersuchungen ver-

wendet wurden
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6 Diskussion

6.1 Spontane Expression von CD95

Die CD95-Expression im unbehandelten Zustand der in dieser Arbeit untersuchten
humanen B-Zellprogenitorleukdmien ist nur bei 1 von 6 sehr stark; 2 der 6 Zellinien
zeigen eine schwache bis sehr schwache Expression, 3 von 6 Zellinien exprimieren

CD95 nur in sehr geringer Anzahl.

Die Verwendung von Zelllinien im Rahmen dieser Untersuchungen liegt in der prak-
tisch unbegrenzten Verfiigbarkeit und damit Moglichkeit der Durchfithrung auch
aufwendiger funktioneller Untersuchungen. Allerdings haben Untersuchungen an
unmittelbar ex vivo gewonnen Zellen von ALL-Patienten den Vorteil einer besseren
Korrelation mt der klinischen Situation in vivo. Es ist daher wichtig, ein geeignetes

Modellsystem zu finden.

TSURUDA und Mitarbeiter haben in ihrer Arbeit zeigen kénnen, dafS auf den ALL-
Zellen von 11 Patienten Fas gar nicht oder nur sehr schwach exprimiert wird (7 von
11 Féllen CD95"-Zellen <30%), MUNKER et al. haben eine CD95-Expression auf
adulten ALL-Zellen nur in 1T von 11 Fillen nachweisen konnen, und die Untersu-
chungen von DIGUISEPPE et al. haben bei 28 Prakursor-B-Zelleukdmien keine oder
eine nur sehr schwache CD95 Expression gezeigt (98,99,100). Die von LEvY et al.
untersuchten 4 B-Zell-Progenitorleukdmie-Zellinien der Differenzierungsstufen pra-
B- und pro-B-ALL zeigen eine spontane CD95-Expression (101). Damit korreliert die
spontane CD95-Expression der 6 hier untersuchten Zellinien der in der Literatur un-
tersuchten ALL-Zellen bzw. Zellinien. Diese Linien wurden daher als fiir geeignet

befunden, um modellhaft fiir Regulationsanalysen eingesetzt zu werden.
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6.2 Korrelation der CD95-Expression & Differenzierung

Die Untersuchungen tiber die Fas-Expression bei normalen B-Zellen im Verlaufe ih-
rer Ontogenese liefern Argumente fiir die Hypothese, dal’ eine positiv-lineare Korre-
lation des Differenzierungsgrads mit der Expression von Fas in der B-Zellreifung vor-
zufinden ist. Normale B-Lymphozyten exprimieren mit zunehmenden Differenzie-
rungsgrad CD95; bei ex vivo gewonnenen Plasmazellen und B-Zellen aus Follikel-
zentren ist eine hohe Expression von Fas nachgewiesen worden (102,103). Bei sehr
frihen B-Zellen findet sich keine oder nur eine sehr schwache CD95-Expression
(100,104). Aus diesen Befunden hinsichtlich der normalen B-Zellontogenese resul-
tiert die Fragestellung, ob bei den hier untersuchten B-Zellprogenitorleukamien
ebenfalls eine Korrelation zwischen der Expression von CD95 und dem Differenzie-

rungsgrad der Zellinien vorzufinden ist.

Bei der Untersuchung an den hiesigen Leukdmiezellinien hat sich jedoch eine sol-
che Korrelation nicht vorfinden lassen. Auch in der Literatur sind die Untersu-
chungsergebnisse hinsichtlich der Korrelation zwischen Reifegrad der Leukdmie und

der Expression von Fas nicht einheitlich.

Die Arbeit von TSURUDA et al. zeigt im Gegensatz zur niedrigen CD95-Expression
auf den ALL-Zellen hohe Fas-Expressionen auf differenzierteren B-Zellneoplasien
wie B-Haarzelleukamien (B-HCL), B-Non-Hodgkin-Lymphomen (B-NHL) und Plas-
mozytomen (PCM). CD95 wird auf de facto jedem der untersuchten PCM, bei
durchschnittlich 64% der B-NHL sowie ca. 68% der B-HCL exprimiert (98).

Insbesondere bei den hoch differenzierten Plasmozytom-Zellen ist eine starke
CD95-Expression nachgewiesen worden (105). Auch die B-NHL, welche wesentlich
differenzierter als die hier untersuchten Zellinien sind, zeigen eine starke Expression
von Fas; 75% aller von KONDO und Mitarbeitern untersuchten follikuldren
Lymphome haben CD95 exprimiert, und in den sehr unfangreichen immunhisto-
chemischen Untersuchungen von NGUYEN et al. exprimieren 29 von 67 B-NHL
CD95; die niedrig-malignen B-NHL exprimieren dabei ca. in 87% der Fille CD95,
die hochmalignen B-NHL vom diffus-grofzelligen oder Burkitt-Typ nur in 33%
(106,107).
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Demgegentiiber zeigen Analysen an chronisch lymphatischen Leukdmien der B
Zellreihe (B-CLL) eine geringe Fas Expression. TSURUDA et al. kénnen in ca. 27% der
Félle von Patienten mit B-CLL eine Fas-Expression nachweisen, PANAYIOTIDIS et al.

finden bei 10 von 21 Patienten eine Fas-Expression auf 15,6% der B-CLL-Zellen
(98,108).
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6.3 Induktion der CD95-Expression durch Zytokine

Da 5 der 6 hier untersuchten Zellinien spontan kein oder nur wenig CD95 expri-
mieren, werden Untersuchungen zur Beantwortung der Frage vorgenommen, in wie
weit die CD95-Expression durch Behandlung mit verschiedenen Zytokinen indu-
ziert werden kann. Der B-Zellwachstumsfaktor IL-4 beispielsweise kann nach Gber-
einstimmenden Berichten vieler Autoren eine Fas-Resistenz in B-Zellen induzieren,
wobei FOOTE et al. diesen anti-apoptotischen Effekt insbesondere bei zuvor mittels
CD40-Ligation aktivierten B-Zellen sehr eindrucksvoll beschrieben haben
(75,76,109). Die Induktion einer CD95-Expression durch IL-4 wird jedoch auf kei-
ner der 6 hier untersuchten B-Zellprdkursor-ALL-Zellinien beobachtet. Dieser Be-
fund ist mit den Beobachtungen von OWEN-SCHAUB und Mitarbeiter analog, die bei
nur 1 von 8 malignen Lymphomen die Effektivitdt der Heraufregulation von CD95
durch IL-4 zeigen kénnen (110). LEVY et al. haben dieses Reaktionsmuster der feh-
lenden Induzierbarkeit einer CD95-Expression unter IL-4 Stimulation bei 4 B-Zell-
Prakursorleukdmiezellinien reproduzieren kénnen (101). Die gleiche Arbeitsgruppe
hat auch fir die Zytokine IL-2 und IL-10 keine CD95-expressionsinduzierende Wir-
kung auf B-Vorlduferleukdmien feststellen kdnnen (101). IL-2 und IL-10 zeigen bei
den 6 hier untersuchten Zellinien ebenfalls keinen Effekt auf die Expression von
CD95.

Die Wirkung von IL-12 auf die Fas-Expression maligner B-Zellen ist von WILLIAMS et
al. untersucht worden. Das Th1-Zytokin IL-12 bewirkt bei CLL-Zellen eine Herau-
fregulation des Fas-Antigens (111). Diese Induktion der Expression von Fas ist bei

den 3 hier mit IL-12 behandelten Zellinien nicht zu beobachten.

Far IFN-gist in den Untersuchungen von BERNASSOLA, DEBATIN et al. gezeigt worden,
dal’ die Behandlung von Neuroblastom-Zellen zu einer Expression von CD95 fiihrt
(63). Auch bei Nierenzell- und Mammakarzinom- sowie bei Ewing-Sarkomzellen ist
der induzierende Effekt von IFN-g auf die CD95-Expression nachweisbar
(112,113,114). Fur Zellen des hdamatopoietischen Systems ist beispielsweise be-
kannt, dafs periphere T-Zellen durch IFN-gzur Expression von CD95 stimuliert wer-
den kénnen (115). Bei Zellen von akuten myeloischen Leukdmien vermag IFN-gin

den Untersuchungen von MUNKER und ANDREEFF die Expression von CD95 auf 9
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von 12 AML-Zellinien zu induzieren, welche spontan nur wenig CD95 exprimieren
(116).

Bei 3 der 6 hier untersuchten Zellinien kann zum ersten Male gezeigt werden, daf%
IFN-g einen CD95-expressionsinduzierenden Effekt auf Préakursorzelleukdmien der
B-Zellreihe besitzt (117). Bei der c-ALL 697 wird die Zahl der CD95 exprimierenden
Zellen im Vergleich zur schwachen Expression im unbehandelten Zustand fast ver-
doppelt, bei der pra-B-ALL Reh wird ein Anstieg der CD95" Zellen im ca. 35% auf
50% beobachtet. Im Gegensatz zu den anderen Zytokinen scheint IFN-g somit ei-

nen gewissen induzierenden Effekt auf die CD95-Expression zu besitzen.

Da das CD95-Antigen zur Superfamilie der TNF-Rezeptor-Proteine gehort, ist der Ef-
fekt von TNF-a auf die CD95-Expression besonders interessant (118,119).
BoussioOTis et al. haben TNF-a als autokrinen Wachstumsfaktor fiir normale, akti-
vierte B-Zellen beschrieben (120). In den Untersuchungen von KAWAKAMI et al. stei-

gert TNF-a auf Lymphozyten des peripheren Blutes die Fas-Expression (121).

CORDINGLEY und Mitarbeiter zeigen, dals TNF-a als autokriner Wachstumsfaktor
von B-HCL und B-CLL fungiert (122). Nach LENS et al. vermag TNF-a sogar die B-
Zellrezeptor-induzierte Apoptose von Ramos-Burkitt-Lymphom-Zellen zu unterbin-
den (123). Bei Plasmozytomen ist TNF-a ein potenter Proliferations- und Uberle-
bensfaktor der Plasmozytom-Zellen (124, 125). MUNKER und ANDREEFF zeigen im
Gegensatz dazu, dald auf Zellen akute myeloischer Leukdmien Fas durch TNF-a in-
duziert werden kann (116). Uber die TNF-a gesteuerte Induktion von CD95 auf Zel-

len Prakursor-B-ALL sind keine detaillierten Daten bekannt.

TNF-a fuhrt bei 4 von 6 der im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Zellinien von B-
Zellvorlduferleukdmien zu einer Induktion der Expression von Fas-Antigen. Die
spontan nicht CD95 exprimierenden MHH-ALL 2-Zellen sind nach Behandlung mit
TNF-a zu 80% positiv. Durch die Arbeit von ZHOU et al. ist bekannt, dafs TNF-a auf
die meisten unmittelbar ex vivo gewonnenen B-Zellprakursorleukdmien als poten-
ter Inhibitor des Wachstums fungiert; die ALL-Zellen von 11 der 13 Patienten sind
durch TNF-a in ihrem Wachstum inhibiert worden, ohne daf jedoch eine Korrela-

tion mit der Fas-Expression hergestellt worden ist (126).
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Zusammenfassend zeigt diese Arbeit, dal8 einige wenige Zytokine tatsachlich in der
Lage sind, die CD95-Expression auf B-Progenitorleukdmien heraufzuregulieren. Al-
lerdings ist damit nicht die Frage beantwortet, ob die erhdhte Expression von Fas
auch mit einer erh6hten Funktionalitdt korreliert ist. Die Arbeiten von DEBATIN et al.
zeigen diesbeziiglich, dal$ die Fas-Expression gerade auf Leukdmiezellen nicht mit

der Fas-Funktion korreliert sein muR (65,66).

6.4 Funktion des CD95-Antigens

Von den 6 untersuchten Zellinien weist nur die spontan Fas exprimierende pro-B-
ALL-Zellinie 207 eine vollstandig funktionale Expression von CD95 auf. Dies kann
durch die Apoptose-Induktion mittels des anti-CD95-Antikérpers CH11 nachgewie-
sen werden. Durch CH11-Stimulation kommt es zu einer Beschleunigung des Ab-

sterbeprozesses.

Von SCAFFIDI et al sind zwei prinzipielle Reaktionswege beschrieben worden. Zum
einen ein sehr rascher Weg, bei dem die Caspase 8 direkt aktiviert wird, zum ande-
ren eine indirekte Aktivierung der Caspasen tber die Stimulation der Mitochondrien
und die Freisetzung von Cytochrom c (43). Der nach CH11-Stimulation beschleunig-
te Zelltod innerhalb von 4 Stunden spricht stark dafiir, dalt diese Zellen zum Typ |

gehoren und damit eine bcl-2 unabhdngigen Weg die Apoptose vermittelt wird.

Im Gegensatz zu der vollen CD95-Funktionalitdt der Zellinie 207 zeigen die Linien
697 und Reh eine praktisch fehlende CD95-Funktionalitdt. Bei 697-Zellen, welche
unter Stimulation mit TNF-a und IFN-g ihre CD95-Expression um den Faktor 1,9-
2,3 auf ca. 30% zu steigern vermogen, bewirkt die Stimulation mit CH11 keinen An-

stieg der Apoptoserate.

Eine mogliche Ursache fir diese Beobachtung kénnte darin liegen, dal’ die Zytokin-
stimulation zwar zu einer Fas-Expression fiihrt, es gleichzeitig aber auch zu einer In-
hibition der intrazelluldren Signaltransduktion kommt. Uber etwaig inhibierende Ef-
fekte von IFN-g auf die CD95-vermittelte Apoptose sind nicht viele Daten bekannt.
HORIE et al. haben bei der myeloblastischen Zellinie EoL-1 eine Inhibition der TNF-
a-induzierten Apoptose durch IFN-g mittels Heraufregulation des TNF-R2 beobach-
ten; allerdings induziert die alleinige Behandlung der EolL-1 Zellen mit IFN-g eine
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funktionelle CD95-Expression (127). FLUCKICGER et al. berichten tiber die Inhibition
von IL-10 vermittelter Apoptose in B-CLL durch IFN-g (128).

Die B-ALL MHH-ALL 2 zeigt keine spontane CD95-Expression. IFN-g bewirkt nur
eine schwache, TNF-a allerdings eine sehr starke Induktion der Expression von Fas-
Antigen auf den MHH-ALL-2 Zellen. Trotzdem laBt sich auch in dieser Linie keine

Zunahme der Apotose nach CH11-Stimulation erkennen.

Mogliche Ursache einer solchen Dysfunktionalitdt des exprimierten CD95 kdnnen
Mutationen des Fas-Antigens sein. Bei von Patienten isolierten Zellen von T- und B-
Linien-ALL sind diesbeziglich umfangreiche Untersuchungen durchgefiihrt worden,
welche Fas-Mutationen als Ursache defekter Apoptose-Induktion tiber den Fas-/Fas-
Ligand-Mechanismus beschrieben haben (68,69,70). Insgesamt sind diese Mutatio-
nen aber selten und daher eher von geringerer Relevanz. Weiterhin kénnen auch
Mutationen aller an der Signaltransduktion und der Effektorkaskade beteiligten Pro-
teine die Induktion einer Apoptose vermindern oder gar aufheben. MANDRUZATTO
et al. haben beispielsweise eine defekte apoptotische Signaltransduktion bei Karzi-

nomen durch eine Mutation im Gen der Caspase-8 beschrieben (129).
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6.5 Expression von bcl-2 als Antagonist von CD95

Eine ganz andere Moglichkeit, die Dysfunktionalitit des CD95 auf den Leukdmieli-
nien zu erklaren, kdnnte die Induktion anti-apoptotischer Faktoren sein. Aus die-
sem Grunde ist die Expression von bcl-2 nach Stimulation mit IFN-gund TNF-a un-

tersucht worden.

Bcl-2 ist eines der hinsichtlich der apoptose-inhibierenden Funktion am besten un-
tersuchten Proteine. Initial ist das Protein aus follikularen B-NHL isoliert und in ver-
starkter Expression bei Vorliegen einer t(14;18) Translokation vorgefunden worden,
wobei es intrazelluldr in der Mitochondrienmembran lokalisiert ist (130). Bcl-2 ist
das erste detailiert beschriebene und funktionell untersuchte Protein der bcl-2 Fa-
milie von Proteinen, welche alle an der Membran von Mitochondrien lokalisiert
sind. Bcl-2 bildet Dimere, welche in der mitochondrialen Membran Kanale konstitu-
ieren. Die Funktion des bcl-2 ist die Verhinderung des Austritts proapoptotischer
Susbstanzen wie beispielsweise Cytochrom c aus dem Inneren der Mitochondrien
(131). Zu der bcl-2 Proteinfamilie gehort noch das wie bcl-2 zytoprotektive und
apoptose-inhibierende Protein Bcl-X,. Neben bcl-2 und bcl-X, finden sich in der bcl-
2 Proteinfamilie apoptose-férdernde und damit zytozidale Proteine mit strukureller
Homologie zum bcl-2. Hier ist neben dem bak insbesondere das bax-Protein von
Wichtigkeit (132). Bax bewirkt an der mitochondrialen Membran den Ausstrom
apoptose-induzierender Substanzen wie Cytochrom ¢ aus dem mitochondrialen In-
neren und antagonisiert somit die apoptose-inhibierende Wirkung von bcl-2 (133).
Im Rahmen apoptose-favorisierender Stimuli transloziert es aus dem Zytosol der
Zelle in die mitochondriale Membran zwecks Formung von Kandlen (134). Bax
kann mit anderern Bax-Molekiilen Homodimere bilden, was dann der Formation
eines Kanals zur Deliberation von pro-apoptotischen Substanzen durch die mito-
chondriale Membran in Zytoplasma gleichkommt. Alternativ kénnen bax-Molukdle
aufgrund ihrer strukturellen Homologie mit bcl-2 Heterodimere bilden bzw. zwei
bcl-2 Molekile Homodimere, welche einen Austritt pro-apoptotischer Substanzen
aus dem Inneren des Mitochondrions verhindern und somit anti-apoptotisch wirken
(135). Aufgrund der dynamischen Dimerisierungen und somit Kanal6ffnungen oder -
schlieBungen an der mitochondrialen Membran gibt das Expressionsverhaltnis von

bcl-2 zu bax Auskunft dartiber, ob am Mitochondrion die pro- oder contra-
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apoptotischen Einflile dominieren (136).

Bcl-2 kann als anti-apoptotisch wirkendes Protein zur Inhibition pro-apoptotischer
Signale und Effektoren beitragen, darunter auch die Inhibition der CD95-
induzierten Apoptose. Die Bedeutung der bcl-2 vermittelten CD95-Inhibition wird
durch Untersuchungen von MOLICA et al. unterstrichen, in denen sich Zellen einer
B-CLL durch eine niedrige Fas- und hohe bcl-2 Expression haben charakterisieren
lassen (137). Untersuchungen von MAPARA et al. haben tibereinstimmend eine nega-
tive Korrelation zwischen der Expression von CD95 und bcl-2 bei B-CLL feststellen

konnen (138).

Allerdings kann nur bei der MHH-ALL 2 Zellinie nach TNF-a-Stimulation eine Ver-
dopplung der bcl-2 Expression beobachtet werden. Der Verdopplung der Expressi-
on von bcl-2 steht aber eine ca. 8-fach starkere CD95-Expression entgegen. Trotz-
dem kommt es nicht zu einem stimulierenden Einflul des CH11 auf die Apoptose.
Somit kann die verstdrkte bcl-2-Expression zwar die CD95-Dysfunktion partiell er-
klaren, reicht aber bei weitem nicht aus, dald volle AusmaR der fehlenden Funktion

von CD95 zu verstehen.

Jedoch scheint bcl-2 tatsachlich zu der fehlenden Apoptoseinduzierbarkeit von B-
Zell-Leukdmien beizutragen. Durch die Untersuchungen von CAMPANA et al. ist ge-
zeigt worden, da8 die Uberexpression von bcl-2 ALL-Zellen der B-Zellreihe zu ei-
nem prolongierten Uberleben verhelfen kénnen (139). In dieser Studie haben ALL-
Zellen aller 16 Patienten eine wesentlich héhere bcl-2 Expression aufgewiesen als

die analog differenzierten normalen B-Zellen.
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6.6 Biologische Bedeutung der Untersuchungsergebnisse

ALL-Patienten mit sehr ungiinstiger Prognose werden nach den aktuell giiltigen The-
rapieempfehlungen einer allogenen Knochenmark- oder Stammzelltransplantatio-
nen zugefihrt 6,7,8). Neben dem zytotoxischen und antileukdmischen Effekt der
hoch-dosierten Konditionierungschemotherapie vor der allogenen Transplantation
kommt dem GvL-Effekt in zunehmendem Malle therapeutische Bedeutung zu
(15,16,140). Nachdem bei CML-Patienten die hohe Effektivitit des GvL-Effekts
durch allogene Stammzelltransplantationen oder Donor-Lymphozyteninfusionen
hinsichtlich des Langzeitiiberlebens als gesichert anzusehen ist, gilt dies fir diese
Behandlungsoptionen bei der ALL zur Zeit trotz der sehr umfangreichen Studie der

multizentrischen Gruppe um PASSWEG et al. nicht (16,141).

Wichtige Bausteine des GvL-Effektes konnen die Aktivierung apoptotisch wirkender
Signalwege wie die des Fas-Systems und auch die Freisetzung stimulierender Zyto-
kine sein. In dieser Arbeit ist gezeigt worden, dal$ durch TNF-a und IFN-g, d. h. zwei
potentiellen Mediatoren des GvL-Effektes, die Expression des Fas-Rezeptors auf ei-
nigen Leukdmiezellen erhoht werden kann. Allerdings fihrt dieses nicht zu einer er-
hohten Funktionalitdt des Fas-R. Die fehlende Funktionalitdt des Fas-Systems auf
den B-Progenitor-Leukdmiezellen trotz Induzierbarkeit durch Zytokine kénnte ei-
nen potentiellen Ansatz zum Verstandnis des bei ALL gering ausgepragten GvL-

Effektes darstellen.

-53 -



7 Zusammenfassung

Durch die allogene Stammzelltransplantation kdnnen Patienten mit rezidivierten
Leukdmien geheilt werden. Hierbei scheint der Graft versus Leukemia Effekt eine
grolle Bedeutung zu besitzen. Dabei bilden Spenderlymphozyten Faktoren, die in
der Lage sind, Leukdmiezellen zu eliminieren. Um die molekularen Mechanismen
zu charakterisieren, die bei einer zytokin-vermittelten Elimination von Leukdmiezel-
len involviert sind, wird der Einflull bestimmter Zytokine auf die Expression und
Funktion des Fas-Antigens untersucht, da die Stimulation des Fas-Rezeptors den

apoptotischen Zelltod induzieren kann.

Es sind sechs verschiedene B-Zell-Progenitor-Leukdmie-Zellinien mit den Zytokinen
IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, NGF-b, IFN-gund TNF-a stimuliert worden. In 3 Linien
induzieren TNF-a und/oder IFN-g eine erhthte CD95-Expression, wédhrend alle an-
deren Zytokine keinen wesentlichen Einflu® auf die CD95-Expression haben. Aller-
dings kann die Induzierbarkeit des Fas-Antigens nicht mit einem bestimmten Rei-
fungsgrad der Leukdmie korreliert werden. Die erh6hte Fas-Expression ist in diesen
Zellen aber nicht mit einer erh6hten Funktionalitdt des Fas-Rezeptors hinsichtlich
der Induktion von Apoptose verbunden. Die fehlende Funktion des Fas-Rezeptors
kann in einer Linie mit einer durch TNF-a vermittelten erhéhten bcl-2 Expression

erklart werden.

Die insgesamt fehlende Wirkung hinsichtlich einer durch Zytokine vermittelbaren
Steigerung der Apoptoserate von Progenitorleukdmiezellen mag ein Erkldrungsan-
satz fur den bei diesen Leukdmieformen auch im klinischen Alltag nur schwach im-

ponierenden GvL-Effekt sein.
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