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1. Einleitung

1.1 Maligne Lymphome

Maligne Lymphome sind Tumoren des lymphatischen Systems. Sie lassen sich laut
,WHO-KIassifikation von lymphatischen und h&matopoietischen Neoplasien® nach ihrer
zelluldren Herkunft und ihrer Ableitung von Vorlauferzellen und reifen Zellen (Campo et
al. 2011) einteilen. Des Weiteren wird zwischen Hodgkin-Lymphomen (Morbus Hodgkin)
und Non-Hodgkin-Lymphomen (NHL) unterschieden, die wiederum in niedrig- und
hochmaligne Varianten eingeteilt werden konnen (RKI 2010). Bei beiden Lymphomarten
wird lymphatisches Gewebe durch abnorme, maligne Zellen ersetzt (Dempke 2006).

Das NHL gehdrt zu einer heterogenen Gruppe von Neoplasien des lymphatischen Systems,
die in den meisten Féllen von Vorlauferzellen der T- und B-Lymphozyten ausgehen, wobei
sich die tUberwiegende Zahl der NHL von B-Lymphozyten ableitet (Gerok et al. 2007).
Beim Morbus Hodgkin handelt es sich um ein malignes B-Zell-Lymphom, das durch den
histologischen Nachweis von Hodgkin- und Reed-Sternberg-Zellen charakterisiert und
dadurch vom NHL abgegrenzt werden kann (RKI 2010).

Die Inzidenz der NHL, deren Auftreten in den letzten dreilig Jahren im Gegensatz zu den
Hodgkin-Lymphomen stetig zugenommen hat, liegt in Deutschland bei 17-21:100.000 /
Jahr (RKI1 2010). Im Durchschnitt waren die Patienten bei Diagnosestellung zwischen 69
und 71 Jahre alt (RKI 2010). Der Anteil der NHL an malignen Erkrankungen im Kindes-
und Jugendalter betragt 6,5 %, wobei die Inzidenz bei 0,6:100.000 / Jahr liegt (RKI 2010).
Lymphome machen insgesamt mit 11,4 % die dritthaufigste Tumorentitét bei padiatrischen
Patienten unter 15 Jahren aus (RKI 2010).

Je nachdem, welches Reifungsstadium der B-Lymhozyten betroffen ist, entsteht ein ag-
gressives Lymphom oder ein indolentes, langsam-proliferierendes Lymphom (Arastéh, et
al. 2012). Beispiele fur indolente NHL sind follikuldre Lymphome oder die chronisch
lymphatische Leukamie (CLL) (Arastéh, et al. 2012). Hauptvertreter der aggressiven NHL
sind das Mantelzell-Lymphom und das diffus groRzellige B-Zell-Lymphom (DLBCL), das
mit 30 — 40 % das haufigste NHL ausmacht (Arastéh, et al. 2012). Das Burkitt-Lymphom
(BL), das mit 1-2 % aller Lymphome eher selten vorkommt, gehdrt ebenfalls zu der Grup-
pe der hoch aggressiven NHL (Arastéh et al. 2012).
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Neben unspezifischen Beschwerden wie Mudigkeit, Appetitlosigkeit oder erhohter Infekt-
anfalligkeit sind die ersten Symptome des NHL fast immer schmerzlose Lymphknoten-
vergrolRerungen, die durch die Vermehrung von Lymphozyten oder durch die Ansammlung
von lymphknotenfremden Zellen entstehen (Kompetenznetz Maligne Lymphome 2014).
Durch eine Anamnese und die Palpation der Lymphknotenstationen lassen sich zwei Drit-
tel aller Lymphome entdecken (Dempke 2006).

Die Therapiestrategie ergibt sich aus dem Krankheitsstadium, wobei zu beachten ist, dass
niedrigmaligne NHL bei Diagnosestellung bereits haufig disseminiert und daher in der
Regel nicht heilbar sind, oder sehr langsam fortschreiten, sodass eine friihzeitige Therapie
keine Vorteile bietet (Arastéh, et al. 2012; Kompetenznetz Maligne Lymphome 2014). Bei
den hochmalignen NHL ist hingegen eine Kuration auch in fortgeschrittenen Stadien noch
moglich (Arastéh, et al. 2012). Sie werden umgehend mit hochdosierten Chemotherapeu-
tika nach dem R-CHOP-Schema, bestehend aus Rituximab, Cyclophosphamid, Hydroxy-
Doxorubicin, Vincristin und Prednison, behandelt (Kompetenznetz Maligne Lymphome
2017).

Auch die Behandlung der NHL des Kindes- und Jugendalters basiert auf modernen Kom-
binations-Chemotherapie-Protokollen im Rahmen von kontrollierten multizentrischen
Therapiestudien, womit heute Uberlebensraten von fast 90 % erreicht werden konnen
(Studienzentrale-NHL-BFM 2016).

1.2 Burkitt-Lymphome

Das Burkitt-Lymphom (BL), das erstmalig im Jahre 1958 von Denis Burkitt als das hau-
figste Lymphom im Kindesalter beschrieben wurde, gehdrt zu den hochmalignen, schnell
wachsenden B-NHL (Burkitt 1958; Swerdlow SH 2008; Molyneux et al. 2012). Dabei
werden zwei Formen unterschieden: das endemische afrikanische BL, das sich haufig bei
Kindern im Kieferbereich manifestiert und das sporadische BL, das iberwiegend in westli-
chen L&ndern vorkommt und vor allem Erwachsene im Bereich des Abdomens befallt
(Dunphy und Cagle 2010).

Die endemische Variante ist in tber 90 % der Falle und die sporadische Form in bis zu
50 % der Falle mit EBV (Epstein-Barr-Virus) assoziiert (Maruo et al. 2001). Des Weiteren
kann noch eine dritte Variante beobachtet werden, die im Zusammenhang mit HIV-Infek-

tionen oder einer therapeutisch induzierten Immunschwéche steht (Tiemann und Trimper
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2001). Zu dieser Risikogruppe der Immundefizienz-assoziierten BL gehdren Posttransplan-
tations-Patienten in einem Zeitraum von vier bis flinf Jahren nach der Organtransplantation
(Dunphy und Cagle 2010).

Das endemische BL, das die haufigste Art ausmacht, betrifft Kinder und Jugendliche im
Alter von 2-20 Jahren, wobei der Erkrankungsgipfel zwischen dem sechsten und siebten
Lebensjahr liegt und Jungen doppelt so hdufig wie Madchen erkranken (krebsgesell-
schaft.de: Risiko und Ursache vom Burkitt-Lymphom 2016). Bei der seltenen sporadischen
Form sind die betroffenen Patienten im Durchschnitt zehn Jahre &lter (krebsgesellschaft.de:
Risiko und Ursache vom Burkitt-Lymphom 2016).

Das BL nimmt seinen Ursprung in entarteten B-Zellen des Keimzentrums und manifestiert
sich fast ausschlieBlich extranodal (Stein und Hummel 2007). Diese Zellen weisen im
Vergleich zu nicht transformierten B-Zellen sowohl ein verdndertes Verhalten in Bezug
auf Proliferation und Differenzierung als auch eine veranderte Signaltransduktion auf
(Arastéh, et al. 2012). Bei 80 % der Patienten mit BL findet sich zytogenetisch eine chro-
mosomale Translokation, die das c-Myc Gen auf Chromosom 8 und einen hochaktiven
Immunglobulin-Genort in B-Lymphozyten auf Chromosom 14 betrifft, sodass die Translo-
kation t(8;14) resultiert (Hecht und Aster 2000; Klein und Klein 2009). Dies hat zur Folge,
dass das Protoonkogen c-Myc, das in physiologischen Zellen sonst eng reguliert ist, ver-
starkt exprimiert wird (Boxer und Dang 2001; Klein und Dalla-Favera 2008; Arastéh, et al.
2012). Neben der Uberexpression von c-Myc tragt der Transkriptionsfaktor LEF1 (lympho-
cyte enhancer-binding factor-1) zur molekularen Signatur des BL bei (Hummel et al.
2006).

Obwohl das sporadische BL mit 40 % einen Grol3teil aller padiatrischen Lymphome in der
westlichen Welt repréasentiert, kommt es mit 1-2 % aller Lymphome im Erwachsenenalter

eher selten vor (Dunphy und Cagle 2010).

Aufgrund der raschen Ausbreitung des BL sollte eine mdglichst schnelle Behandlung
erfolgen, wobei sich die Therapie vor allem nach dem Ausbreitungsgrad richtet (krebsge-
sellschaft.de: Therapie beim Burkitt-Lymphom, 2016).

Trotz ,,tumordser” Raumforderungen, die vor allem abdominell auftreten, ist eine operative
Tumormasse-Reduktion bei Erwachsenen in der Regel nicht indiziert (Tiemann und Trim-

per 2001). Aufgrund der sehr schnellen Proliferation (Verdopplungszeit ca. 24 h) muss das
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BL in wiederholten, sehr kurzen Therapiekursen mit hochdosierten Zytostatika behandelt
werden (Burkitt 1958; Leitlinie Non-Hodgkin-Lymphome 2009). Das Ziel ist es, mit jedem
Therapiekurs die maximale Tumorzytolyse zu erreichen (Leitlinie Non-Hodgkin-
Lymphome 2009). Eine mdgliche betrachtliche postchemotherapeutische Knochenmarksu-
pression wird dabei in Kauf genommen (Leitlinie Non-Hodgkin-Lymphome 2009). Bei
effektiver Chemotherapie bewirkt eine zusétzliche Strahlentherapie eher keine Ver-
besserung der krankheitsfreien Uberlebensraten, jedoch kann bei einem Lymphompro-
gress, einer nicht ausreichenden Tumorrickbildung oder in einer Rezidivsituation eine

Strahlentherapie in Erwdgung gezogen werden (Leitlinie Non-Hodgkin-Lymphome 2009).

Mit den bisherigen Therapiestrategien kann bei 85 % der Patienten eine Remission und bei
ca. 70 % der Patienten ein Langzeitiiberleben erreicht werden, wobei die Heilungschance
bei Kindern sogar 90 % betrégt (Diviné et al. 2005; Arastéh, et al. 2012).

1.3 LEF1 als molekularer Marker im BL

Lymphocyte enhancer-binding factor-1 (LEF1) ist ein Mitglied der Familie der LEF/TCF-
(T cell factor-) Transkriptionsfaktoren und wird in pré-B- und T-Lymphozyten, jedoch
nicht in spateren B-Zell-Stadien oder nicht-lymphoidem Gewebe exprimiert (Travis et al.
1991; Reya et al. 2000). Des Weiteren kodiert LEF1 ein 48-kDa groRes Protein, das zahl-
reiche zellulére Funktionen wie die Regulation im Wnt-Signalweg beztglich Proliferation,
Apoptose oder Gentranskription beeinflusst, indem LEF1 mit dem Koaktivator 3-Catenin
interagiert (Travis et al. 1991; Qiang et al. 2003; Gao et al. 2008; Hoeppner et al. 2011;
Shelton et al. 2012; Wang et al. 2013).

Normalerweise wird LEF1 in pra-B und T-Zellen exprimiert (Travis et al. 1991; Reya et al.
2000; Walther et al. 2013). Globale Genexpressionsprofile von Patienten mit B-NHL
haben ergeben, dass LEF1 neben c-Myc zu den 58 Genen gehort, die das BL in Abgren-
zung zum DLBCL oder zum Mantelzell-Lymphom auf molekularer Ebene charakterisieren
(Hummel et al. 2006). Kdirzlich wurden im Rahmen einer Studie mit 157 B-Zell-Lympho-
men, 32 Tumoren identifiziert, die eine LEF1-Expression aufwiesen (Walther et al. 2013).
Neben 15 aus 18 BL (Abbildung 1-1 A) zeigten alle akuten (n = 6) und chronischen
(n = 6) B-Zell-Leukamien eine nukledre LEF1-Expression (Abbildung 1-1 B,C) (Walther
et al. 2013). Hingegen wurde lediglich ein Tumor von 31 DLBCLs LEF1-positiv getestet
(Abbildung 1-1 D) (Walther et al. 2013). Ebenso sind die B-Zellen des Keimzentrums, die
Vorlauferzellen des BL, frei von LEF1 (Abbildung 1-1 E,F) (Walther et al. 2013).
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Abbildung 1-1: LEF1-Expression in B-Zell-Lymphomen und Tonsillen-Gewebe. Immunhistochemischer
Nachweis von LEF1 (braun) im BL (A), in der B-Zell Akuten Lymphatischen Leukamie (B) und der
Chronischen Lymphatischen Leukdmie (C). Im DLBCL ist kein LEF1 nachweisbar (D). Abbildungen (E)
und (F) zeigen LEF1-Expression der interfollikuldren T-Zellen in der Mantelzone des Keimzentrums einer
Tonsille, wobei die B-Zellen des Keimzentrums (GC) kein LEF1 aufweisen. Abbildung (F) zeigt einen mit
dem Fluoreszenzfarbstoff DAPI gefarbten Tonsillenschnitt. Zellkerne (blau), CD3+ T-Zellen (grun), LEF1
(rot). (Walther et al. 2013). Die Verwendung der Abbildung erfolgt mit freundlicher Genehmigung von Neele
Walther.

Bestatigend zeigten Immunoblotanalysen (Abbildung 1-2), dass sieben von sieben unter-
schiedlichen BL-Zelllinien eine erhéhte LEF1-Expression aufweisen (Walther et al. 2013).
Hingegen ist in den DLBCL- oder Mantelzelllymphom-Zelllinien keine oder nur eine
schwache LEF1-Expression nachweisbar (Walther et al. 2013). Die Expression von LEF1

im BL kann demnach als aberrant angesehen werden (Walther et al. 2013).
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Abbildung 1-2: LEF1-Expresion in Lymphom-Zelllinien. Die Immunoblotanalyse zeigt, dass alle sieben
Zelllinien, die vom BL abgeleitet sind (BL2, DG75, BL70, BL30, BL31, Ramos) LEF1 exprimieren. Die
DLBCL-Zelllinien (OCI Ly7, OCI Ly3, OCI Lyl, SUDHL6, SUDHL5, SUDHL4, HAT), sowie die
Mantelzelllymphom-(MCL) Zelllinien (SP53, Granata, JEKO1) weisen nur eine geringe oder gar keine
LEF1-Expression auf. Die Zelllinien Jurkat, eine Zelllinie der T-Zell akuten lymphatischen Leuk&dmie und
Naml6, eine humane B-Zell Vorlaufer Leukdmie Zelllinie, dienen als LEF1-Referenz bzw. als
Ladungsreferenz. fl-LEF1, full-length LEF1; sh-LEF1, short LEF1. (aus: Walther et al. 2013). Die
Verwendung der Abbildung erfolgt mit freundlicher Genehmigung von Neele Walther.

Nach transientem LEF1-Knockdown (LEF1-KD) in den BL-Zelllinien Ramos und BL-2
wurden anschlieBend mittels Microarray-Technologie neue potentielle LEF1-Zielgene
identifiziert (Walther et al. 2013). Diese Zielgene betreffen Genregulation, Zell-Signalwir-
kung, Zellproliferation, Zellzyklus-Regulation, sowie die Metabolismus-Regulation und
Antigenprésentation (Walther et al. 2013). Andere Zielgene betreffen wiederum B-Zell-
Interaktionen mit T-Zellen, B-Zell-Differenzierung oder Tumorprogression (Walther et al.
2013). Die Gene, die nach LEF1-KD weniger exprimiert wurden, sind durch LEF1 positiv
reguliert und umgekehrt, was eine erste Antwort auf die Ursache der Differenzierbarkeit
zwischen den verschiedenen Lymphomentitaten, insbesondere der NHL, liefert (Walther et
al. 2013). Welche exakte biologische Rolle LEF1 im BL spielt, wird hingegen noch nicht

ausreichend verstanden (Walther et al. 2013).

Neben der onkogenen Funktion im BL, spielt LEF1 auch bei anderen hamatopoietischen
Tumoren eine entscheidende Rolle. Genexpressionsprofile von B-Lymphozyten haben
gezeigt, dass LEF1, zusammen mit sechs weiteren Genen, in B-Lymphozyten der Chroni-
schen Lymphatischen Leukamie (CLL), ein signifikant Gberexprimiertes Gen darstellt
(Gutiérrez et al. 2007). Auch hier konnte der Nachweis von LEF1 zur préazisen Abgren-

zung zu anderen lymphatischen Tumoren herangezogen werden (Gutiérrez et al. 2007).

Auch bei der akuten lymphatischen Leukdmie (ALL) der B-Zellreihe und der akuten
myeloischen Leukdmie (AML) gehort LEF1 zu den stark exprimierten Genen (Simon et al.

2005; Wang et al. 2005; Petropoulos et al. 2008). Im Maus-Modell konnte gezeigt werden,
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dass B-Zell-lymphatische Leuk&mien und myeloische Leukdmien durch hohe Raten an
LEF1 induziert werden (Petropoulos et al. 2008). Des Weiteren wurde in einer Studie
bewiesen, dass Patienten mit B-Vorlaufer-ALL, die hohe LEF1-Expressionslevel zeigten,
im Gegensatz zu Leukdmien mit niedrigeren Expressionsniveaus, eine geringere rezidiv-
freie-5-Jahres-Uberlebensrate hatten (Kiihnl et al. 2011).

Daneben beeinflusst die LEF1-Expression im Kolonkarzinom Infiltrationstiefe, Lymph-
knoten- und periphere Metastasierung und das Fortschreiten im TNM (tumor-node-me-
tastasis)- Stadium (Wang et al. 2013). Eine 5-Jahres Follow-Up-Studie zeigte, dass die
mediane Uberlebensrate von Patienten mit LEF1-positiven Kolonkarzinomen mit 48,5
Monaten um 11,5 Monaten geringer war als bei Patienten mit LEF1-negativen Tumoren
(Wang et al. 2013). Durch stabilen LEF1-KD konnten Viabilitadt von Kolonkarzinomzellen
in vitro und Tumorformation und —groRe in vivo gehemmt werden (Wang et al. 2013).

Erst kirzlich wurde von Gao et al. aufgezeigt, dass LEF1 im Glioblastoma multiforme
(GBM), ein WHO-Grad IV eingestufter Tumor des zentralen Nervensystems, die Zell-
proliferation, -migration und Selbsterneuerung der GBM-Zellen aufrechterhalt (Gao et al.
2014).

1.4 Tumorvaskularisierung

Tumoren konnen bis zu einer GréRe von 1-2 mm?® wachsen, bevor sie in ihrem Wachstum
durch das Fehlen der Sauerstoff- und Nahrstoffversorgung eingeschrankt werden
(Carmeliet und Jain 2000; Carmeliet und Jain 2011). Um dartber hinauszuwachsen, mus-
sen die Tumoren neue Blutgefale tber Vaskulogenese (GefaRanlage) und Angiogenese
(Ausbau und Erweiterung der GeféalRe) aus dem umgebenen Stroma rekrutieren (Carmeliet
und Jain 2000; Patan 2004). Dieser Prozess wird (ber die Balance zwischen pro- und anti-
angiogenen Molekilen reguliert und spielt vor allem in Hinblick auf die Entstehung von

Krebs eine grofie Rolle (Carmeliet und Jain 2000).

Die Tumorangiogenese unterscheidet sich signifikant von der physiologischen Angioge-
nese (Bergers und Benjamin 2003). Die Unterschiede beinhalten differente Gefalistruktu-
ren, Endothelzell-Perizyten-Interkationen, Blutfluss und eine erhdhte GefaRpermeabilitat
mit verzdgerter Gefalreifung (Bergers und Benjamin 2003). Der Vorgang der Angioge-
nese ist im normalen adulten Organismus streng reguliert, sodass es unter physiologischen

Umstanden nur sehr selten zu solchen Prozessen kommt (Iruela-Arispe und Dvorak 1997).
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Normalerweise ist die Balance zwischen stimulierenden- und inhibierenden Faktoren
ausgeglichen (Iruela-Arispe und Dvorak 1997). Zu den pro-angiogenen Faktoren werden
Proteine gezahlt, die wahrend der Angiogenese présent und an den Abldufen beteiligt sind
(Folkman und Ingber 1992). Eine Inhibierung dieser Faktoren bewirkt die Hemmung der
Angiogenese (Folkman und Ingber 1992). Als Gegenspieler treten anti-angiogene Faktoren
auf, die die Aktivierung der Endothelzellen direkt inhibieren oder zur Hemmung bzw.
Neutralisation pro-angiogener Faktoren fiihren (Distler et al. 2003). Zu den zahlreichen
pro- als auch anti-angiogenen Faktoren, die in den letzten Jahrzehnten identifiziert wurden,
gehdren u.a. Proteine der VEGF (vascular endothelial growth factor)- oder FGF
(fibroblast growth factor)- Familie (Distler et al. 2003).

Die Bildung neuer Kapillaren aus préaexistierenden GeféBen findet in physiologischen
Situationen wie der Embryonalentwicklung, Wundheilung und Reproduktion statt (Hillen
und Griffioen 2007). Sie spielt aber auch in zahlreichen pathologischen Prozessen, z.B.
beim Diabetes mellitus (Martin et al. 2003), Rheumatoider Arthritis (Koch 2003),
kardiovaskularer ischamischer Komplikationen (Cao et al. 2005) oder Krebs (Carmeliet
und Jain 2000) eine Rolle. Bei malignen Neoplasien bezieht sich die Sprossung neuer
Gefale aus bereits existenten nicht nur auf die Bildung von Primartumoren, sondern auch
auf die Formation und das Wachstum von Metastasen (Hanahan und Weinberg 2000). Es
beginnt mit der Aktivierung von Endothelzellen durch spezifische Wachstumsfaktoren, die
an ihre Rezeptoren binden (Ferrara et al. 2003). Als Ergebnis werden die extrazellulare
Matrix und die Basallamina, die die Endothelzellen umgeben, durch aktivierte Proteasen
lokal degradiert (Ferrara et al. 2003). Es entsteht ein Lumen und ein neues, unreifes Blut-
gefall wird gebildet (Ferrara et al. 2003). Die Stabilisierung der GefalRe wird durch das
Heranziehen von Perizyten und die Generierung neuer extrazellular Matrix gewabhrleistet
(Jain 2003).

1.5 Vessel cooption

Lange Zeit wurde angenommen, dass die meisten Tumoren und Metastasen aus kleinen,
avaskularen Anhaufungen von Tumorzellen entstehen, die zu einem spateren Zeitpunkt die
Entwicklung neuer Blutgefalie induzieren (Folkman et al. 1971). Diese Ansicht der Tumor-
angiogenese wurde von Holash et al. modifiziert (Holash et al. 1999). Sie fanden mit Hilfe
von Ratten- und Mausmodellen heraus, dass Tumorzellen in kurzer Zeit zunéchst unter

Hinzunahme préexistierender Blutgefdlle eine gut vaskularisierte Tumormasse aufbauen
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und nannten dieses Phanomen vessel cooption (Holash et al. 1999). Die kooptierten Gefalie
unterliegen jedoch nicht sofort der Angiogenesekontrolle des Tumors und bilden sich
vorerst zuriick (Holash et al. 1999). Diese Regression flhrt zundchst zu einem Tumor-
zellsterben, was als Bestandteil einer Wirtsabwehr gesehen werden kann (Holash et al.
1999). Der verbliebene Tumorrest wird letztlich durch robuste Gefale am Tumorrand
versorgt und somit gesichert (Holash et al. 1999).

1.6 Ausgangslage

Vorarbeiten der Arbeitsgruppe haben gezeigt, dass der Transkriptionsfaktor LEF1 aberrant
im Burkitt-Lymphom exprimiert wird (Walther et al. 2013). Mit Hilfe eines transienten
LEF1-Knockdowns in BL-2 Zellen konnten in vitro Zielgene des Transkriptionsfaktors
beschrieben werden (Walther et al. 2013). Die biologische Funktion von LEF1 im BL in
vivo ist jedoch noch unklar. In vorangegangenen Arbeiten der Arbeitsgruppe konnten der
CAM (Chorion-Allantois-Membran)-Assay als Xenograft-Modell fur die BL-2 Zelllinie
etabliert werden (Becker et al. 2012). In der von Dr. Stefan Ueberdiek durchgefihrten
medizinischen Doktorarbeit wurden erste BL-2 LEF1-KD Zelllinien im CAM-Assay mor-
phologisch charakterisiert (Ueberdiek 2016).

1.7 Ziel

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte gepruft werden, inwieweit eine Reduktion der
LEF1-Expression in BL-2 Zellen die Tumorvaskularisierung beeinflusst. Des Weiteren
sollte analysiert werden, ob sich das Sekretom der BL-2 Zellen durch den KD verédndert,

sodass sich auch dementsprechend das Endothelzell-Verhalten modifiziert.

Zunéchst war es das Ziel der Arbeit, die CAM-Lymphome weiterhin morphologisch zu
charakterisieren. Hierzu war es notwendig die vorliegenden LEF1-defizienten Zelllinien zu
subklonieren. Weiterhin sollte der Frage nach Lymphom-Einblutungen und dem so ge-
nannten Phanomen der vessel cooption nachgegangen werden. Anschlielend konnte die
Wirkung des BL-2 Sekretoms auf die Migration von Endothelzellen untersucht werden,
indem in vitro die LEF1-abhdngigen Interaktionen an HUVEC-Endothelzellen im

Migrationsversuch nach Boyden tberpruft wurden.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate

Tabelle 2-1: verwendete Gerate

Geréat

Hersteller

Accu Jet

Brand, Hamburg, Deutschland

BD FACSAria ™

BD Biosciences, Franklin Lakes, USA

Boyden Kammer 48 Well Micro Chemotaxis

Neuro Probe, Gaitherburg, USA

Brutschrank Cytoperm

Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland

Centrifuge 5415 D

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Centromat MO Schiittler

B. Braun AG, Melsungen, Deutschland

Elektrophorese-Kammer und Wet-Blot-System

Bio-Rad GmbH, Miinchen, Deutschland

FACScan Durchflusszytometer

Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland

GFL 3005 Schittelapparat mit Kreisbewegung

GFL, Burgwendel, Deutschland

Glimmer-Sageblatt 0,4 mm

Seipp, Langgdns, Deutschland

Hera freeze -80 °C freezer

Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland

Ikamag RCT Magnetrihrer/Heizplatte

IKA, Staufen, Deutschland

Inverses Durchlichtmikroskop Televal 31

Carl Zeiss AG, Jena, Deutschland

Leica DM5000 B

Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland

Leica DFC290

Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland

Leica M 125

Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland

Leica MZ16 FA

Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland

Luminescent Image Analyzer LAS-4000

Fujifilm, Dusseldorf , Deutschland

Microm HM 355S

MICROM, Walldorf, Deutschland

Multifuge 3 L-R

Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland

Neubauerzahlkammer

LO Laboroptik GmbH, Friedrichsdorf, Deutschland

Pinzette Dumont 5-Inox-E

Sigma, Osterode, Deutschland

Pipetboy

Integra Biosciences, Fernwald, Deutschland

Microflow Laminar Downflow Workstation

Bioquell, UK

Varistain™ 24-4 Automatic Slide Stainer

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA

SunriseTM Mikrotiterplatten-Lesegeréat

Tecan, Crailsheim, Deutschland

Shandon Citadel 2000 tissue processor

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA

Shandon Histocentre™ 3

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA

Taumelrollmischer RM 5

Hecht-Assistent, Sondheim, Deutschland

Thermocycler 60 Wasserbad

Bio-med GmbH, Theres, Deutschland

Tischzentrifuge 1-15k

Sigma, Osterode, Deutschland

Ultra Low -152 °C freezer

Sanyo, Minchen, Deutschland

Vortex Genie 2

Schiitt Labortechnik, Géttingen, Deutschland

Waage L2200S

Sartorius, Gottingen, Deutschland

Wasserbad

Kéttermann Uetze/Hénigsen, Deutschland

Zeiss Axis Kop 40

Carl Zeiss AG, Jena, Deutschland
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Tabelle 2-2: verwendete Verbrauchsmaterialien

Material

Hersteller

96-Well-Platte (Rund-/Flachboden)

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Bijou Container 7 ml

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA

Cellstar tissue culture dishes

Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Osterreich

Deckgléser

Menzel, Braunchschweig, Deutschland

Einbettformen aus Metall

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Einfrierréhrchen

Nunc, Wiesbaden, Deutschland

Falcon Réhrchen (15 ml, 50 ml)

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Filter Tips (10 pl, 100 pl, 1000 pul)

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Filtropur S 0,2

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Leukosilk

BSN medical, Hamburg Deutschland

Nitrozellulosemembran Hybond™-C Extra

Amersham Biosciences, Freiburg, Deutschland

Objekttrager Super Frost®

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Pasteur-Plast Pipetten, steril

ratiolab®, Dreieich, Deutschland

Perfusor® Syringe 50 ml

Braun, Melsungen, Deutschland

Polycarbonat Membran 8um

Neuro Probe, Gaitherburg, USA

Polystyrene Round-Bottom Tube 5 ml

BD Biosciences, New Jersey, USA

Reaktionsgefale (0,5 ml, 1,5 ml, 2,0 ml)

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Rotilabo®- Einbettkassetten

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

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

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Filterpapier (Diethylaminoethyl-Zellulose)

Whatman GmbH, Dassel, Deutschland

Zellkulturflaschen mit Beluftungskappe (25 cm2,
75 cm2, 175 cm?2) fiir Suspensions- und adhéarente
Zellen

Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

2.1.2 Chemikalien

Tabelle 2-3: verwendete Chemikalien

Chemikalien

Hersteller

4-1PBA (4-lodophenylboronic acid)

Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland

a-Thiolglycerol

Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland

Acrylamid/Bisacrylamid 40 %

BioRad, Miinchen, Deutschland

Ammoniumpersulfat (APS) (10 % in H20)

Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland

Auto MACS™ Running Buffer

Miltenyi Biotec, Gladbach, Deutschland

BD Matrigel™ Basement Membrane Matrix

BD Biosciences, New Jersey, USA

Bovine serum albumin (BSA)

Serva, Heidelberg, Deutschland

Bromphenolblau

Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland

Calcium-Chlorid (CaCly)

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Complete™ Proteinaseninhibitor Cocktail Tablets

Roche, Basel, Schweiz

Dimethyl sulfoxide (DMSO)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

DPX Eindeckmedium fiir Histologie

Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland

EGM™_-2MV BulettKit™

Lonza Group Ltd., Basel, Schweiz

Essigsédure 100 %

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Eosin B

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Ethanol 99 %

J.T. Baker, Griesheim, Deutschland
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Fetal Calf Serum (FCS)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Formaldehyd

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Formaldehyd Ldsung 37 %

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Full Range Rainbow Molecular Weight Markers RPNSOOE

GE Healthcare, Miinchen, Deutschland

Giemsa Stammlésung

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Gelatine Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Glycin Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Hamatoxylin Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Isopropanol Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Kalium-Chlorid (KCI) Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Luminol Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Mayer’s haemalaun solution

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Methanol 99 %

J.T. Baker, Deventer, Niederlande

Milchpulver

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Natrium-Chlorid (NaCl)

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Natrium dodecy sulfat (SDS)

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Natrium-Desoxycholat

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

NP-40 Igepal (Nonidet P-40)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Paralplast Plus® Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Penicillin/Streptomycin (P/S) Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Phos-Stop Roche, Basel, Schweiz

Phosphat gepufferte Salzlésung (PBS) Pan Biotech, Aidenbach, Deutschland
Pikrinséure Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Puromycin Invivo Gen, San Diego, USA

PMSF Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Ponceau S- Lésung (0,1 % Ponceau S in 5 % Essigsaure)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

ReBlot plus mild

Millipore, Schwalbach/Ts. Deutschland

rhVEGFi¢s (recombinant human vascular endothelial
growth factor)

PeproTech, New Jersey, USA

Roti®-Load (4x Probenpuffer)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Roti®-Quant

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Roti®-Histokit |1

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

RPMI-1640 mit L-Glutamin

Lonza Group Ltd., Basel, Schweiz

SPF (specific pathogen free), befruchtete, weille Leghorn-
Eier

VALO BioMedia, Osterholz-Scharmbeck,
Deutschland

Tetramethylethylenediamine (TEMED)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Trisbase Salzlésung (TBS)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Trypanblau 0.4 % in PBS

GIBCO BRL, Life Technologies, Eggenstein

Deutschland

Trypsin / EDTA (Ethylendiamintetraacetat) Solution (10x)

Biochrom, Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

Tween-20 (T)

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Wasser HPLC Grad

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Xylol

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
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2.1.3 Puffer, Losungen und Medien

Tabelle 2-4: verwendete Puffer, Losungen und Ansétze

Puffer / Losung / Ansatz

Zutaten

4x SDS Probenpuffer

500 pl Roti®Load 1 (4x)
1% gesattigte Bromphenolblau-L&sung

4 % Paraformaldhyd

4 % PFA in PBS

Blockierlgsung |

5% BSA in TBS-T 0,1 %

Blockierlosung Il

5 % Milchpulver in TBS-T 0,1 %

Bouin-Fixanz (wéssriges Bouin)

45 ml Formaldehyd 37 %
15 ml Pikrinséure
3 ml Essigséure 100 %

Einfriermedium

90 % (v/v) FCS
10 % (v/v) DMSO

SDS-PAGE Laufpuffer (10x)

25 mM Trisbase
1,92 M Glycin
1 % (w/v) SDS

Lockelésung

152.45 mM NaCl
5.64 mM KCI
2.14 mM CaCl;

Luminol-Lésung

100 mM Tris/HCI pH 8,8
2,5 mM Luminol
4 mM 4-1PBA

MACS-Puffer

1x PBS
0.5% (w/v) BSA

Mayer’s Haemalaun-L&ésung

1 g Hamalaun

1000 ml Aqua bidest.
0,2 g NaJOs

50 g Kalialaun

50 g Chloraldydrat

1 g Zitronensaure

RIPA (radio-immunoprecipitation assay)-
Lysepuffer

150 mM NaCl

50 mM TrisHCI (pH 7,4)

1 % (v/v) NP-40 (lgepal)

0,25 % (w/v) Natriumdeoxycholat

0,1 % (w/v) SDS

PMSF 10 mg/ml (10 pl/ml RIPA-Stocklsung;

frisch zugeben)

Complete (Proteasehemmer) 20x (40 ul/ml; frisch zuge-
ben)

Phos-Stop 20x (40 ul/ml; frisch zugeben)

Sammelgelldsung (5 % Gel)

15 % (v/v) Acrylamid/Bis Solution (40 %)
125 mM Tris Base pH 6.8

0.1 % (w/v) SDS

5mM EDTA

Sammelgel (fir ein Gel)

2,5 ml Sammelgel-Mix
20 pl APS (10 %)
7,5 Wl TEMED

TBS (1)

20 mM Tris-Base pH 7,6
137 mM NaCl pH 7,6

Trypsin / EDTA Solution (10x)

0,5 % Trypsin (w/v)
0,2 % EDTA (w/v)
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In 10x PBS w/o Ca, w/o Mg gel6st in 1:10 Aqua bidest.
TBS-T 1x TBS pH 7,6
0,1 % (v/v) Tween-20
Transferpuffer (10x) 25 mM Trisbase pH 8,3
192 mM Glycin
15 % (v/v) Methanol
Trenngel-Mix (10 % Gel) 31.3 % (v/v) Acrylamid/Bis Solution (40 %)
332 mM Tris Base, pH 8.9
3.33mM EDTA
10 % Trenngel (fir 1 Gel) 5 ml Trenngel-Mix
40 pl APS (10 %)
15 yl TEMED
Trypanblau-L6sung PBS
0,4 % (w/v) Trypanblau
Zellkultur-Medium (fur BL-2 Wildtyp) RPMI-1640 mit 4 mM L-Glutamin
10 % FCS
1%P/S
Zellkultur-Medium RPMI-1640 mit 4 mM L-Glutamin
10 % FCS
1%P/S
1 pg/ml Puromycin
Zellkultur-Medium (fir HUVEC) EGM™-2MV BulettKit™
500 ml Basalmedium
25 ml FCS
0,2 ml Hydrocortison
0,5 ml Ascorbic Acid
0,5 ml rhEGF (recombinant human epidermal growth
factor)
0,5 ml R%-IGF-1 (insulin-like growth factor-1)
2,0 ml rhFGF-B (recombinant human fibroblast growth
factor-basic)
0,5 ml VEGF
2.1.4 Antikorper
Tabelle 2-5: verwendete Antikdrper
Antikorper Hersteller Verdinnung fir Immuno-
blot
Goat anti-mouse 1gG-HRP (D1609) Santa Cruz, Heidelberg, Deutsch- 1:20000 in 5 % Milchpulver
land in T-BST 0,1 %
Goat anti-rabbit 1gG-HRP (E1710) Santa Cruz, Heidelberg, Deutsch- 1:2000 in 5% BSA in T-BST
land 0,1%
Mouse anti-GAPDH (6C5) Abcam, Cambridge, UK 1:20000 in 5 % Milchpulver in
T-BST 0,1 %
Rabbit anti-LEF1 (C18A7) CellSignaling, Cambridge, UK 1:1000 in 5 % BSA in T-BST
0,1%
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2.1.5 Zelllinien

Tabelle 2-6: verwendete Zelllinien

Zelllinie

Ursprung

Referenz

organismen)

BL-2 B-Zelle, Burkitt Lymphom, EBV
negativ, DMSZ Braunschweig
(Deutsche Sammlung fir Mikro-

(Bertrand et al. 1981)

HUVEC (human umbilical vein
endothelial cells)

Humane Endothelzellen der Nabel-
schnurvene, Anatomie und Zellbio-
logie Gottingen

(Jaffe et al. 1973)

2.1.6 Software

Tabelle 2-7: verwendete Software

Software

Hersteller

FACS Diva Version 6.1.2

BD Biosciences, Franklin Lakes, USA

Graph Pad Prism 5.04 for Windows

Graph Pad Software Inc., San Diego, USA

IC Capture 2.0

The Imaging Source, Bremen, Deutschland

Image J 1.48s (image processing and analysis in
Java)

Rayne Rasband, National Institutes of Health, Bethesda,

USA

LAS v 3.8 Leica Application Suite

Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland

Microsoft Word, Power Point, Excel (Office 2010)

Microsoft, Redmont, USA

NIS Elements F 2.20

Nikon, Tokio, Japan

2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

2.2.1.1 Verwendete Zelllinien

In dieser Arbeit wurden die Burkitt-Lymphom Zelllinie BL-2 und die aus der humanen

Nabelschnur extrahierte Zelllinie HUVEC (human umbilical vein endothelial cells) ver-

wendet.

Die lymphatische, in Suspension wachsende BL-2 Zelllinie wurde 1979 aus dem Ricken-

mark eines 7-jahrigen kaukasischen Patienten mit BL extrahiert und anschlieBend immor-

talisiert (Bertrand et al. 1981). Die Zellen wurden bei einer Konzentration von 0,3—-1x10°

pro mlin Zellkulturflaschen kultiviert und im Brutschrank unter sterilen Bedingungen bei
37 °C, 5 % CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit inkubiert. Um die Zellen fir Versuche zu

nutzen, mussten sie eine Viabilitadt von mindestens 90 % aufweisen.
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Die aus der Nabelschnurvene eines humanen Foten extrahierten HUVEC-Endothelzellen
wurden bis zu einer Konfluenz von circa 70 % - 95 % kultiviert und anschlie3end in einem
Verhaltnis von 1:3 — 1:6 gesplittet und somit passagiert. Versuche wurden bis maximal
Passage flnf durchgefuhrt. Zum Ablésen der adhéarenten Zellen wurde 1 ml EDTA /
Trypsin Losung verwendet. Zuvor wurden die Zellen zweimalig mit 10 ml PBS gewa-
schen. Nach 3-mindtigem Inkubieren der Zellen bei 37 °C war das Ablésen der Endothel-
zellen sowohl makroskopisch als auch mikroskopisch zu erkennen. Auf die abgeldsten
Zellen wurden 9 ml FCS-haltiges Medium gegeben und die Zellen bei 120 g und 21 °C fir

7 min zentrifugiert und unter den oben genannten Bedingungen inkubiert.

Stabile LEF1-Knockdown Zelllinien

Fur die Analyse von LEF1 im Xenograft-Modell wurden genetisch modifizierte BL-2
Zelllinien zur Verfiigung gestellt, in denen LEF1 mit Hilfe einer sShRNA herunterreguliert
wurde. Fur den LEF1-KD wurde die Modelllinie BL-2 mit einem pGIPZ Konstrukt lentivi-
ral transduziert. Der Vektor trégt den Selektionsmarker GFP (green fluorescent protein),
eine Puromycinresistenz und ein Fragment, das eine sShRNA (small hairpin RNA) codiert.
Das DNA-Konstrukt wurde stabil in das Genom der BL-2 Zelllinie eingebaut und wird so
an die Tochtergenerationen weiter vererbt. Sobald wéhrend der Transkription der Bereich
von der Polymerase abgelesen wird, entsteht eine ShRNA, die komplementar zur mRNA
von LEF1 ist und an diese bindet. Durch diese kiinstlich entstandene RNA Interferenz
kommt es zur Degradation der mRNA die LEF1 codiert und der Transkriptionsfaktor wird

herunterreguliert.

Bei den in Tabelle 2-8 aufgefiihrten sechs BL Zelllinien handelt es sich neben dem nicht
veranderten BL-2-Wildtyp um funf Zelllinien, die nach dem beschriebenen Prozess lenti-
viral transduziert wurden. Aber nur bei drei der transduzierten Zelllinien (BL-2 pGIPZ
LEF1 shA GFP low, BL-2 pGIPZ LEF1 shA GFP high und BL-2 pGIPZ LEF1 shE) bindet
die entstandene shRNA komplementar an die mRNA von LEF1 und fangt das Protein ab.
Die Zelllinien BL-2 pGIPZ LEF1 shA GFP low und BL-2 pGIPZ LEF1 shA GFP high
wurden nachtraglich aus der Zelllinie BL-2 pGIPZ LEF1 shA anhand des

unterschiedlichen GFP-Expressionsniveaus der Zelllinie fraktioniert (siehe 2.2.1.4).

Als Kontrollen dienten die unabhdngig voneinander etablierten non-silencing-Zelllinien
BL-2 pGIPZ ns-control 1 und BL-2 pGIPZ ns-control 2, die eine scrambled shRNA expri-
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mieren. Die ShRNA dieser Zelllinien kann nicht an Sequenzen im humanen Genom binden

und verursacht dementsprechend auch keinen LEF1-KD.

Tabelle 2-8: verwendete Zelllinien
BL-2 Wildtyp

BL-2 pGIPZ LEF1 shA GFP low
BL-2 pGIPZ LEF1 shA GFP high
BL-2 pGIPZ LEF1 shE

BL-2 pGIPZ ns-control 1

BL-2 pGIPZ ns-control 2

2.2.1.2  Zellzahl- und Viabilitatsbestimmung

Fir die Bestimmung der Zellzahl und -viabilitdt wurden die Zellen resuspendiert bzw. die
HUVEC auf die oben beschriebene Weise abgeldst und anschlieBend ein 10 pl-Aliquot
entnommen, das mit Trypanblau-Lésung in einem Verhdltnis von 1:1 gemischt wurde.
Dabei wurden tote Zellen, deren Zellwand flr diesen Farbstoff permeabel ist, blau ange-
farbt und konnten durchlichtmikroskopisch erkannt werden. Zur Bestimmung der
Konzentration der viablen Zellzahl mittels Neubauer-Zahlkammer wurde folgende Formel
verwendet: Zellen/ml = ( der geziihlten Zellen in allen 4 Quadranten / 4) x 2 x 10%. Durch
Multiplikation der ausgerechneten Konzentration mit dem Gesamtvolumen der Zellsuspen-
sion wurde dann die Gesamtzahl der Zellen bestimmt. Die Viabilitat errechnet sich wie
folgt: Viabilitdt [ % ] = (Anzahl der lebendigen Zellen / Anzahl aller gezéhlten Zellen) x
100.

2.2.1.3  Auftauen und Gefrierkonservierung eukaryotischer Zelllinien

Zur Kultivierung wurden die bei -150 °C in Einfriermedium gelagerten Lymphomzellen
bzw. HUVEC-Endothelzellen zugig im Wasserbad bei 37 °C aufgetaut und anschlieRend
mit 9 ml vorgewarmten Medium gemischt. Zur Bestimmung der Zellzahl und Viabilitat
wurde ein Aliquot entnommen und die restliche Zellsuspension bei 21 °C fir 7 min
bei 120 g zentrifugiert. Das gewonnene Zellpellet wurde anschlielend in einer Konzentra-
tion von 5x10° Zellen / ml (BL-2) bzw. 2500-5000 Zellen / cm2? (HUVEC) in frischem

Kulturmedium aufgenommen und die Zellen bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert.

Die Gefrierkonservierung der eukaryotischen Zellen firr die Langzeitaufbewahrung er-
folgte mittels Kryokonservierung in Einfriermedium (10 % DMSO und 90 % FCS) bei
150 °C. Pro Kryo-Tube wurden 5x10° Zellen (BL-2) bzw. 1x10® (HUVEC) in 1 ml Ein-
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friermedium eingefroren. Zum kontinuierlichen Runterkuhlen der Zellen (1 °C / min)

wurden die Tubes in Isopropanol-Gefrierboxen bei -80 °C zwischengekdhlt.
2.2.1.4  Durchflusszytometrie

Bei der Durchflusszytometrie handelt es sich um eine Methode, die die Analyse von phy-
sikalischen und molekularen Eigenschaften von Zellen in einem Flissigkeitsstrom zulasst.
Dabei wurden ca. 2x10° Zellen jeder Zelllinie in einem Rundboden-Réhrchen zentrifugiert
(120 g, 7 min, 21 °C) und anschlieBend je 1 ml MACS-Puffer hinzugegeben. Kurz vor der
Messung wurden die Zellen gevortext.

Bei der durchflusszytometrischen Analyse werden die zu untersuchenden Zellen einzeln
durch eine Flusskammer an einem Laserstrahl vorbeigefiihrt. In Abhéngigkeit von der Zell-
groRe und Granularitat verursacht eine Zelle, die den Laserstrahl kreuzt, ein Streulicht, das
mittels Detektoren an zwei Stellen gemessen wird: zum einen in Richtung des
urspriinglichen Laserstrahls (Vorwartsstreulicht) und zum anderen im 90°-Winkel zur
urspriinglichen Richtung des Laserstrahls (Seitwartsstreulicht). Das Vorwartsstreulicht
hangt vor allem von der Grélie der Zelle ab. Neben der Grof3e beeinflusst auch der Inhalt
einer Zelle das Seitwartsstreulicht und gibt daher Auskunft ber deren Granularitdt. Die
gemessenen Zellen kénnen dann in einem Dot Plot dargestellt und die verschiedenen Cha-

rakteristika der Zellpopulationen erkannt werden.

Zudem ermdglicht die Durchflusszytometrie die Messung des Fluoreszenzlichts einer
Zelle, wenn die Zellen z.B. das green fluorescent protein (GFP) exprimieren und mit ent-
sprechender Wellenldnge angeregt werden. So kann die GFP-Expression einer Zellpo-

pulation charakterisiert werden.

Zellfraktionierung

Die Zelllinie BL-2 pGIPZ LEF1 shA, die eine unterschiedliche GFP-Expression und damit
einen ungleich starken LEF1-KD aufweist, wurde anhand des GFP-Niveaus in zwei unter-
schiedliche Zelllinien (BL-2 pGIPZ LEF1 shA GFP low, BL-2 pGIPZ LEF1 shA GFP
high) am FACS (fluorescence-activated cell sorting) -Gerat fraktioniert und fir diese
Arbeit zur Verfilgung gestellt. Nach Reanalysen, zur Uberpriifung der Stabilitat der Zellli-
nien wurden die sortierten Zellen in Kultur gehalten und weiterhin mittels Durchflusszy-

tometrie Gberpriift.
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2.2.1.5 Herstellung von Konditionierten Medien

Zum Anfertigen von Konditionierten Medien (CM) wurden die BL-Zelllinien in Puromy-
cin-freiem Medium kultiviert und auf eine Konzentration von 3x10° Zellen / ml eingestellt.
48 h spater wurden sie bei 120 g und 21 °C fiir 7 min zentrifugiert. Der zellfreie Uberstand
(Konditioniertes Medium) wurde schlief3lich steril filtriert und bei 4 °C gelagert.

2.2.1.6  Analyse der Migration mittels Boyden-Kammer

Endothelzellen besitzen die Fahigkeit, in Richtung eines angiogenen Stimulus zu wandern.
Diese Migration lasst sich mithilfe einer Boyden-Kammer untersuchen (Boyden 1962).
Das Prinzip des Tests besteht in einem Zwei-Kammer-System, bei dem die beiden Kam-
mern durch einen Membranfilter mit 8-um-Poren (Abbildung 2-1, Pfeil) voneinander
getrennt wurden. Die Aussaat der HUVEC-Endothelzellen erfolgte in die obere Kammer,
wahrend chemotaktische Losungen in die untere Kammer gegeben wurden. Die Zellen
migrierten von der oberen Kammer durch die mit 0,1 %iger Gelatine (Pulver-Gelatine in
Aqua bidest.) beschichtete Membran in Richtung des angiogenen Stimulus, wobei sie
schliellich an der Unterseite der Membran haften blieben. Die migrierten Zellen konnten
im Anschluss fixiert, gefarbt und gezahlt werden, sodass die Quantitat der Migration be-

stimmt werden konnte.

Am Vortag des Versuchs wurden die HUVEC (ber Nacht (4. N.) in sog. ,,Mangelmedi-
um* inkubiert. Dieses bestand aus dem Kulturmedium EGM™ -2MV (EBM-Basalmedium
+ Zuséatze), jedoch abziiglich der Wachstumsfaktoren rhVEGF (recombinant human vas-
cular endothelial growth factor) und rhFGF (recombinant human fibroblast growth fac-
tor). Vor dem Mediumwechsel wurden die Zellen zweimalig mit je 10 ml PBS gewaschen.
Am Versuchstag wurden je 28 pl folgender Lésungen in die Vertiefungen der unteren
Kammer pipettiert:

e RPMI

e RPMI + 10 ng/ml rhVEGF

e EGM™-2MV

e CMBL-2

e CM BL-2 LEF1 sh2

e CM BL-2 LEF1 sh3

e CMBL-2scrb1l

e CMBL-2scrb?2
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Die beschichtete Membran wurde luftblasenfrei auf die untere Kammer aufgelegt und die
obere Kammer darauf fest verschraubt. Je 50 pl a 15000 HUVEC-Zellen, resuspendiert in
RPMI + 0,5 % FCS, wurden in jede Vertiefung pipettiert und die Endothelzellen in der
Boyden-Kammer fir 4 h im Brutschrank inkubiert. Jede Bedingung wurde sechs Mal

angesetzt.

Nach der Migrationszeit wurde das Medium der oberen Kammer abgenommen und die
Membran entnommen. Die obere Seite der Membran wurde mit PBS befeuchtet und me-
chanisch gereinigt, um uberflissiges Medium und nicht migrierte Zellen zu entfernen.
Nach erneutem Waschen der oberen Membranseite mit PBS wurde die gesamte Membran
in 99 % Methanol fir 5 min fixiert und danach getrocknet. Anschliefend wurde eine HE-
(3 min in Hamatoxylin, 2 min in Eosin) bzw. Giemsa-Farbung (8 min) durchgefuhrt. Nach
erneutem Waschen der Membran in PBS und anschlieRender Trocknung wurde sie mittig
zerschnitten und mit Roti®-Histokit Il und Deckglasern auf zwei Objekttragern befestigt

und zum Trocknen 0. N. gelagert.

Zur Auswertung und Quantifizierung der migrierten HUVEC wurden die gefarbten Zellen
unter dem Lichtmikroskop fotografisch erfasst. Dafir wurden pro Bedingung 18 Fotos
erstellt (drei Fotos pro Vertiefung) und die Anzahl der Zellen je Foto mit dem Programm
Image J bestimmt (Abbildung 2-1). Aus der Anzahl der migrierten Zellen von drei Foto-
grafien wurde ein Mittelwert gebildet. Auf diese Weise entstanden pro Bedingung /
chemotaktischer Losung sechs Mittelwerte. AnschlieRend wurde die Software Graph Pad
verwendet, um die Migrationsrate darzustellen. Die Migration in Richtung des RPMI-Me-

diums ohne zusétzlichen Stimulus wurde als Referenz (= eins) gesetzt.
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Abbildung 2-1: Auszéhlung der migrierten HUVEC-Endothelzellen. Bestimmung der Anzahl der
migrierten HUVEC-Zellen (blau-violett angefarbt) mit dem Programm Image J (Kreis). Der Pfeil zeigt auf
eine 8-um-Pore der Membran.

2.2.2 Proteinbiochemische Methoden
2.2.2.1  Zelllyse

Zur Herstellung von Proteinlysaten wurden 2x10° Zellen jeder Zelllinie bei 21 °C fir
7 min bei 120 g sedimentiert, mit je 1 ml PBS resuspendiert und anschlieRend bei 4 °C fir
3 min bei 400 g zentrifugiert. Das Zellpellet wurde dann in 100 pl RIPA-Lysepuffer resus-
pendiert, wodurch sich die Zellmembranen auflosten und die Proteine freigesetzt wurden.
Nach 30-minatiger Inkubation auf Eis wurden die Proben bei 14500 g und 4 °C flr 15 min
zentrifugiert. Der Uberstand, der die Proteine enthalt, wurde abgenommen und in ein neues

Reaktionsgefal Gberfihrt.
2.2.2.2  Proteinkonzentrationsbestimmung

Die Bestimmung der Proteinkonzentration in Zelllysaten erfolgte durch die Methode nach
Bradford (Bradford 1976). Dabei basiert das zugrunde liegende Prinzip auf der Bindung
des Saurefarbstoffes Coomassie Brilliant Blue G-250 an basische und aromatische Amino-
séuren in saurer Lésung und einer daraus resultierenden Verschiebung des Farbstoff-Ab-
sorptionsmaximums von 465 nm zu 595 nm. Je héher die Proteinkonzentration einer Probe

ist, desto hoher ist auch die Absorption bei 595 nm.

Die Zelllysate der Proben bzw. der Referenz-RIPA-Puffer fiir den Leerwert wurden mit
destilliertem Wasser 1:40 verdinnt und jeweils 50 pl der Verdinnung in Triplikaten in
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einer 96-Mikrotiterplatte vorgelegt. AnschlieBend wurden 200 pl der 1x Roti®Quant L6-
sung auf die vorgelegten Proben pipettiert. Die Mikrotiterplatte wurde fur 5 min bei Raum-
temperatur (RT) inkubiert und anschlie}end die jeweilige ODsgs photometrisch gemessen.
Die Ermittlung der Proteinkonzentration erfolgte anhand einer Standardkurve, die zuvor
mit einer BSA (bovine serum albumin)- Verdinnungsreihe [0 pg / ml — 100 pl / ml] be-

stimmt worden war.
2.2.2.3 Immunoblot-Analyse

Die Immunoblot-Analyse, auch Western Blot (WB) genannt, setzt sich aus einer SDS-
Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE), dem Transfer der Proteine auf eine Nitro-
zellulosemembran und dem anschlielenden Nachweis der zu untersuchenden Proteine

mittels spezifischer Antikdrper zusammen.

Tris-Glycin-SDS-PAGE

Bei der hier durchgefiihrten Elektrophorese handelt es sich um eine diskontinuierliche
Sodiumdodecylsulfat (SDS)- PAGE (Laemmli 1970; Ahn et al. 2001), bei der die Proteine
zuerst in einem Sammelgel mit neutralem pH konzentriert und anschliefend in einem
Trenngel mit basischem pH Gberfuhrt werden, wodurch die eigentliche Trennung erfolgt.
Durch den Zusatz des SDS-Detergens wurden die Proteine denaturiert und zusétzlich eine
negative Gesamtladung eingefiihrt. Die Proben wurden mit 4 x SDS-Probenpuffer ver-
mischt, bei 95 °C fur 5 min erhitzt und anschlieBend auf Eis gekihlt. Je Probe wurden 25
Kg Protein in eine Tasche eingesetzt. Zum Vergleich wurde ein Protein-Molekulargewicht-
Standard mitgefuhrt. Die Elektrophorese, bei der die Proteine nach ihrem Moleku-
largewicht voneinander getrennt werden, erfolgte in Laufpuffer zundchst bei 20 mA fir ca.
15 min. Mit Erreichen des 10 %igen Trenngels der Lauffront wurde auf 40 mA erhdht, bis

die Bromphenolblau-Bande das Ende des Gels erreichte.
Transfer

Fur den Transfer der Proteine auf ein geeignetes Tragermaterial wurden die nach GroRe
separierten Proteine aus der Polyacrylamidmatrix tber ein senkrecht zum Gel angelegtes
elektrisches Feld auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. Der sog. Nassblot wurde in
einer mit Transferpuffer gefullten Blotkammer, die mit einem Kuhl-Akku versehen wurde,
durchgefiihrt, wobei der Transfer flr 1 h bei 4 °C und einer konstanten Spannung von

100 V erfolgte. Zur Kontrolle des Proteintransfers wurde die Membran mit dem roten
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Azofarbstoff Ponceau S reversibel gefarbt. Das Ponceaubild wurde fotografisch dokumen-
tiert und die Membran mit TBS-Tween (TBS-T) 0,1 % wieder entfarbt.

Proteindetektion mittels spezifischer Antikdrper

Zunachst muss zur Pravention unspezifischer Antikérperbindungsstellen die Membran mit
Blockierlésung | (1 h / RT) unter stdndigem Schwenken inkubiert werden. Nach dreimali-
gem Waschen der Membran in TBST-T 0,1 % wurde sie mit dem Primé&rantikérper Anti-
LEF1 unter leichtem Schwenken bei 4 °C 0. N. inkubiert. Am ndchsten Tag wurden unge-
bundene Antikorper unter dreimal 10-minutigem Waschen (ebenfalls TBST-T 0,1 %)
entfernt. Nachfolgend wurde die gewaschene Membran fiir 1 h bei RT mit der Sekun-
darantikorperlosung (goat anti-rabbit 1gG-HRP) inkubiert. Dieser Sekundarantikdrper
erkennt Spezies-spezifisch den Priméarantikorpers und bindet an diesen. An den Sekun-
darantikorper ist zudem eine Peroxidase aus dem Meerrettich (Horseradish-Peroxidase,
HRP) gekoppelt, die eine Chemolumineszenzreaktion katalysieren kann. Nach weiteren
drei Waschschritten wie zuvor wurde die Membran in einer luminolhaltigen Peroxid-
Losung inkubiert und das dabei entstandene Licht mittels Luminescent Image Analyser
(Fujifilm) detektiert.

Mehrfachfarbung der Nitrozellulosemembran

Um auf derselben Membran einen weiteren Antikdrpernachweis durchzufiihren, mussten
die zuvor gebundenen Antikorper entfernt werden. Dazu wurde die Membran fur 15 min
bei RT mit 1x Re-blot plus Mild-Lésung inkubiert. Die Membran wurde dann dreimal mit
TBS-T 0,1 % gewaschen. Nach erneutem Blockieren der Membran in Blockierlésung 11
wurde sie mit einem weiteren Primérantikorper, hier anti-GAPDH (Anti- Glycerinaldehyd-
3-phosphat-Dehydrogenase), fir 1 h bei RT inkubiert. Dieser Antikdrper dient dem Nach-
weis einer korrekten Protein-Beladung (endogene Kontrolle). Die Membran wurde wieder-
holt gewaschen und mit dem entsprechenden Sekundérantikérper (goat anti-mouse 1gG
HRP) inkubiert. Nach dem oben beschriebenen Verfahren wurde GAPDH durch die ge-

nannte Chemolumineszenzreaktion detektiert.
2.2.3 CAM-Assay

Experimentelle in vivo-Xenograft-Tumor-Modelle veranschaulichen systemische Krebser-

krankungen, hervorgerufen durch humane Tumorzellen, die immuninkompetenten Tieren
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injiziert werden (Khanna und Hunter 2005). Der CAM-Assay ist ein Verfahren, um Tu-

morbildung und —progress in vivo im Hihnchenmodell zu untersuchen.

Der embryonale Ursprung der CAM

Bis zum Zeitpunkt des Schliipfens dauert die Entwicklung eines Hihnerembryos 21 Tage
(Ribatti 2010). Die hochstens 100 um dicke CAM, die der Sauerstoff- und Né&hrstoffver-
sorgung des Embryos dient (Deryugina und Quigley 2008), wird zwischen Tag funf und
sechs der embryonalen Entwicklung durch Fusion von Chorion (Zottenhaut) und Allantois
(embryonale Harnblase) gebildet (Romanoff 1960).

Der Ablauf des Assays beinhaltet das Freilegen der CAM unter Benutzung steriler Werk-
zeuge, das Beimpfen der Membran mit in vitro kultivierten Tumorzellen und die Extrak-
tion des entstandenen Tumors. Um sie zu untersuchen, werden die Tumoren anschlieRend

fixiert, eingebettet, geschnitten und angeféarbt.

Freilegen der CAM

Nach viertdgiger Bebritung der pathogenfreien befruchteten Huhnereier bei 37,8 °C und
80 % Luftfeuchtigkeit wurde an Tag vier der Embryonalentwicklung die CAM durch ein
etwa 0,75 cm? grolRes Fenster der obersten Eischale freigelegt. Im Anschluss daran wurden
die Offnungen mit Leukosilk verschlossen und die Eier weitere sieben Tage im Brut-

schrank inkubiert.

Beimpfung der CAM mit BL-Tumorzellen

An Tag elf der Hihnerentwicklung - zu diesem Zeitpunkt ist die CAM schon stark mit
BlutgefaRen durchzogen - wurden Tumorzellen jeder Zelllinie auf die freigelegte CAM
pipettiert. Dazu wurden die BL-Tumorzellen zuvor expandiert und ggf. zwei Tage vor der
Beimpfung mit Puromycin-freiem Medium kultiviert und am Tag der Beimpfung bei
120 g, 21 °C fur 7 min zentrifugiert und das Zellpellet mit BD Matrigel™ gemischt. In
20 pl Tropfen mit je 2x10° Zellen wurden die Lymphomzellen schlieBlich auf die Mem-
bran pipettiert. Die beimpften Eier wurden verschlossen und fiir weitere vier Tage im Brut-

schrank inkubiert.
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Extraktion und Fixierung der BL-Tumoren

Am 15. Tag der Embryogenese wurden die Tumoren freigelegt, geerntet und in PBS gewa-
schen. Weiterhin wurden die Tumoren lichtmikroskopisch analysiert. Die Lymphome der
viral transduzierten Zelllinien konnten zusatzlich aufgrund des eingebauten GFP-Frag-
ments unter dem Fluoreszenz-Mikroskop detektiert werden. Die Tumoren wurden dann fr
15 min in 4 % PFA (Paraformaldehyd) und anschlie}end in wéssriger Bouin-Lésung fi-
xiert. Schliellich wurden sie in Schnappdeckelglaser tberfihrt und fir mindestens eine

Woche bei 4 °C gelagert.

Flachenbestimmung der Tumoren

Anhand der nach der Tumorextraktion entstandenen Lichtbild-Fotografien konnten die
Tumorflachen mithilfe des Programms Image J vermessen werden. Dazu wurde der Tu-
morrand mit der Computermaus umfahren und die Fldche, bezogen auf eine 1 cm-Skala,

ausgerechnet.

Einbettung der fixierten Tumoren in Paraffin

Nach der einwdchigen Fixierung in wassriger Bouin-Lésung wurden die Tumoren fur die
Einbettung in Paraffin vorbereitet. Dafir wurden sie in Einbettkassetten 0. N. bei 4 °C in
70 % Ethanol inkubiert, um am né&chsten Tag maschinell eingebettet zu werden. In diesem
Vorgang wurden sie in einer Ethanolreihe (70 % flr 3 h, 80 % fur 1 h, 90 % fur 1 h, 96 %
fur 1 h, 99 % fur 2 h) belassen und danach fiir 1,5 h in Isopropanol inkubiert. Nach drei-
maliger Inkubation in Xylol (30 min, 45 min, 45 min), harteten sie zunédchst fir 30 min,
danach fur 7 h bei 60 °C in Paraplast Plus® aus. AnschlieBend wurden die Tumoren in
Metallschalen in Paraffin eingebettet und kihlten G. N. aus. Danach wurden die sich in
Paraffinblécken befindlichen Tumoren mit dem Mikrotom geschnitten, um anschlieRend

auf Objekttrager uberfihrt zu werden. Die Schnittdicke lag zwischen 3 pm und 6 pm.

Hamatoxylin-Eosin-Férbung

Nach 24-stiindigem Trocknen der Tumorschnitte wurden diese anschlieBend mit Hama-
toxylin / Eosin (HE) angefarbt. Bei diesem Farbevorgang wurden die Tumorschnitte ma-
schinell zweimalig in Xylol flr jeweils 5 min entparaffiniert und anschliefend fiir 2 min in
99 %igem Ethanol inkubiert. Danach durchliefen sie eine Ethanolreihe (96 %, 80 %, 60 %)

fir je 2 min und wurden 2 min in destilliertem Wasser gewaschen. AnschlieRend inku-
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bierten sie 4 min lang in Mayer’s Hadmalaun-Ldsung und wurden danach wieder fir 1 min
in destilliertem Wasser gewaschen. Nach anschlielendem Auswaschen (15 min) unter
flieBendem Leitungswasser wurden die Schnitte fur 7 min in Eosin inkubiert und erneut
1 min lang in destilliertem Wasser gewaschen. SchlieBlich durchliefen sie erneut eine
Ethanolreihe (60 %, 80 %, 96 %) fir je 1 min und wurden dann zweimalig je 2 min lang in
99 % Ethanol belassen. Zum Abschluss wurden die Tumorschnitte nochmals fur 3 min in
Xylol entparaffiniert. Im feuchten Zustand wurden sie schlieRlich mit DPX Eindeckme-
dium und Deckglésern eingedeckt. Nach dem Trocknen 0. N. konnten die Schnitte
lichtmikroskopisch analysiert und fotografiert werden.

Ermittlung der Hamorrhagien mittels Score

Die doppelblinde systematische Auszahlung der hdmorrhagischen Tumoren wurde mit
Hilfe eines in der Arbeitsgruppe etablierten Punkte-Scores (0-9 Punkte) durchgefhrt
(Linke et al. 2016). Dabei basierte der Punkte-Index auf folgenden drei Kriterien: Erschei-
nungsbild der H&morrhagie, Blutungs-Intensitat und relative Flache. Jedes der drei Krite-
rien konnte maximal drei Punkte erreichen, womit eine Gesamtpunktzahl von neun Punk-

ten vergeben werden konnte (Beispiele siehe Linke et al. 2016).
2.2.4 Statistik

Die Ergebnisse der Experimente wurden als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts
(Mittelwert £ SEM) angegeben. Gruppenergebnisse wurden statistisch mittels ANOVA-
Verfahren (One-way Analysis of Variance) und anschlieBendem Dunnett post-Test vergli-
chen. Die erforderlichen Testbedingungen, Normalverteilung und Varianzgleichheit wur-
den mithilfe des Kolmogorov-Smirnov Tests bzw. des F-Tests ermittelt. Das Signifikanz-
niveau lag bei *, p<0,05, **, p<0.01, ***, p<0,001. Die Analysen wurden mit GraphPad
Prism 5.04 durchgefhrt.
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3. Ergebnisse

3.1 LEF1-defiziente BL-Zellen zeigen eine geringere Lymphomvaskula-

risierung

Um den Einfluss von LEF1 auf das Tumorzellwachstum von Burkitt-Lymphomzellen zu
untersuchen, wurde ein in vivo-Xenograft-Modell verwendet, das zuvor durch Vorarbeiten
der Arbeitsgruppe etabliert wurde (Becker et al. 2012). Dabei handelt es sich um die Uber-
tragung einer aus dem Menschen etablierten Lymphom-Zelllinie auf die Chorion-
Allantois-Membran eines Huhner-Embryos.

3.1.1 BL-2 als Modell-Zelllinie fur das Burkitt-Lymphom

Bei den in dieser Arbeit verwendeten Zellen handelt es sich um die humane Burkitt-Lym-
phom-Zelllinie BL-2 sowie die genetisch manipulierten BL-2 Zelllinien BL-2 pGIPZ LEF1
shA und BL-2 pGIPZ LEF1 shE, in denen LEF1 durch stabile lentivirale Transduktionen
einer sShRNA herunterreguliert wurde (LEF1-KD). Die Zelllinie BL-2 pGIPZ LEF1 shA,
die schon in Vorarbeiten von Dr. Stefan Ueberdiek (Ueberdiek 2016) auf die CAM appli-
ziert wurde, weist durch eine unterschiedliche GFP-Expression auf eine Mischung und
damit auf einen ungleich starken LEF1-KD hin (Abbildung 3-1 A, Abbildung 3-2 A).

Daraufhin wurde die Zelllinie BL-2 pGIPZ LEF1 shA anhand des GFP-Niveaus (low und
high) mittels FACS-Sortierung in zwei unterschiedliche Zelllinien fraktioniert: BL-2
pGIPZ LEF1 shA low und BL-2 pGIPZ LEF1 shA high (Abbildung 3-2 B, C).

Als Kontrollen dienten die unabhdngig voneinander etablierten non-silencing-Zelllinien
BL-2 pGIPZ ns-control 1 und BL-2 pGIPZ ns-control 2, die eine scrambled shRNA expri-
mieren. Mit Hilfe eines 3H-Thymidin-Inkorporations-Assays wurde im Voraus die Zell-
proliferation der Zelllinien getestet (Ueberdiek 2016). Nach Reanalysen zur Uberpriifung
der Stabilitat der Zelllinien wurden die sortierten Zellen in Kultur gehalten und weiterhin

mittels Durchflusszytometrie Uberpruft.
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Abbildung 3-1: Durchflusszytometrische Charakterisierung der GFP-Expression in BL-2 Zellen. Die
Abbildung zeigt die FACS-Sortierung der Zelllinie BL-2 pGIPZ LEF1 shA (A), in der die zwei Kklar
unterscheidbaren Sub-Populationen der GFP-exprimierenden BL-2 Zellen nach LEF1-shRNA-Transduktion
zu sehen sind. Diese Zellen wurden, wie in Abbildung 3-2 dargestellt, sortiert. (B) BL-2 LEF1 shA Zellen
mit niedriger GFP-Expression, (C) BL-2 LEF1 shA Zellen mit hoher GFP-Expression, (D) BL-2 LEF1 shE

Zellen mit hoher GFP-Expression, (E/F) BL-2 ns Kontrollzellen. Die parentale BL-2 Zelllinie (G) exprimiert
kein GFP.
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Abbildung 3-2: Subfraktionierung der Mischzelllinie BL-2 pGIPZ LEF1 shA.

Die Abbildung zeigt die Subfraktionierung der Mischzelllinie BL-2 pGIPZ LEF1 shA (A) in die
Subzelllinien BL-2 pGIPZ LEF1 shA GFP low (B) und BL-2 pGIPZ LEF1 shA GFP high (C) mittels FACS-
Sortierung. Die Fraktionierung wurde anhand des unterschiedlichen GFP-Expressionsniveaus (low und high)
durchgefiihrt. GFP low-positive und GFP high-positive Zellen wurden, basierend auf Fluoreszenz (GFP-A)
und Seitwartsstreulicht (SSC-A), isoliert. (B) und (C) zeigen Reanalysen zur Uberpriifung der Stabilitét der

Fraktionierung.

Die Tabelle 3-1 zeigt die im Folgenden verwendeten Abkirzungen der Zelllinien.

Tabelle 3-1: verwendete Zelllinien und deren Abklirzungen.

BL-2 Wildtyp

BL-2

BL-2 pGIPZ LEF1 shA GFP low

BL-2 LEF1 shl

BL-2 pGIPZ LEF1 shA GFP high

BL-2 LEF1 sh2

BL-2 pGIPZ LEF1 shE

BL-2 LEF1 sh3

BL-2 pGIPZ ns-control 1

BL-2 scrb 1

BL-2 pGIPZ ns-control 2

BL-2 scrb 2
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Der LEF1-KD der lentiviral transduzierten Zelllinien auf Proteinebene ist in einem repré-
sentativen Immunoblot in Abbildung 3-3 dargestellt. Es ist eine deutlich geringere Pro-
teinmenge in den drei LEF1-shRNA exprimierenden Zelllinien BL-2 LEF1 shl (ur-
spriingliche Bezeichnung: BL-2 pGIPZ LEF1 shA GFP low), BL-2 LEF1 sh2 (urspriingli-
che Bezeichnung: BL-2 pGIPZ LEF1 shA GFP high) und BL-2 LEF1 sh3 (urspriingliche
Bezeichnung: BL-2 pGIPZ LEF1 shE) zu erkennen. Dabei ist auffallig, dass
BL-2 LEF1 shl - entsprechend der geringeren GFP-Expression (GFP low) - im Ver-
gleich zu den anderen KD-Zelllinien noch am meisten LEF1 exprimiert. Die Kontrollen
BL-2 scrb 1 (urspriingliche Bezeichnung: BL-2 pGIPZ ns-control 1) und BL-2 scrb 2
(urspriingliche Bezeichnung: BL-2 pGIPZ ns-control 2) weisen eine &hnliche LEF1-

Proteinmenge wie die parentale BL-2 Zelllinie auf.

-~ N (32]
i = N
2 * 2 - o~
e o e a a
u w u 3 3
N N N o o o
.| - | - | - | - .|
0 m m o m i)
52 vo -
P—-ﬂ o [LEFM
38 ey e TSaae e St e | GAPDH
31
52
Ponceau
38
31

Abbildung 3-3: Nachweis der LEF1-Expression in BL-2 Zellen. Die Abbildung zeigt vergleichende
Immunoblotanalysen von BL-2 Zellen in denen die LEF1-Expression mittels RNA-Interferenz gehemmt
wurde. Dargestellt sind die parentale BL-2 Zelllinie, sowie die nach FACS-Sortierung separierten, LEF1
shRNA exprimierenden BL-2-Subzelllinien BL-2 LEF1 sh1, BL-2 LEF1 sh2, und BL-2 LEF1 sh3. Die scrb-
shRNA exprimierenden Kontrollzelllinien BL-2 scrb 1 und BL-2 scrb 2, die nicht an Sequenzen im humanen
Genom binden kénnen und somit auch keinen LEF1-KD verursachen, dienen dem Vergleich. Dargestellt sind
die Volllangen und die Exon-6 deletierte Variante von LEF1. GAPDH und Ponceau-Farbung dienen als
Beladungskontrollen. Auf der linken Seite der Abbildung sind die Proteinmarker in KDA angegeben.
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3.1.2 Ergebnisse der Analysen im CAM-Assay

Im n&chsten Schritt wurde das Anwachsen von Lymphomzellen der neu sortierten und
unterschiedlich LEF1-exprimierenden BL-2 Zelllinien im Vergleich zur parentalen BL-2
Zelllinie untersucht.

Fir die in vivo-Auswirkungen des LEF1-KD in BL-Zellen wurde die CAM eines Hih-
nerembryos mit den zuvor beschriebenen in vitro kultivierten Zelllinien BL-2, BL-2 scrb 1
und BL-2 scrb 2, BL-2 LEF1 shl, BL-2 LEF1 sh2 und BL-2 LEF1 sh3 beimpft (siehe
2.2.3). Die auf der CAM gewachsenen soliden und scharf begrenzten Tumoren wurden
anschlieBend herausgeschnitten und charakterisiert. Neben lichtmikroskopischen Aufnah-
men wurden auch Fluoreszenz-Fotos von Tumoren der GFP-exprimierenden BL-2 Zellen
erstellt. Die Paraffinschnitte der Lymphome wurden anschlieBend mit HE eingefarbt und
konnten lichtmikroskopisch analysiert werden.

Tabelle 3-2 fasst die Anzahl der in finf biologischen Replikaten des CAM-Assays geernte-
ten Tumoren pro Zelllinie und deren durchschnittliche Flachen zusammen. Die Flachen
wurden anhand der lichtmikroskopischen Fotos mit dem Programm Image J bestimmt. Die
Tumorflache liegt im Mittel bei 0,25 cm? und unterscheidet sich nicht wesentlich zwischen
den untersuchten Zelllinien. Die Abweichungen in der Anzahl der geernteten Tumoren
innerhalb der Zelllinien sind auf Unterschiede im Anwachsen der Zellen sowie z. T. auf
das Design der konkreten CAM-Runde zurtickzufihren.

Tabelle 3-2: Zusammenfassung der BL-Tumoren. Die Tabelle zeigt eine Ubersicht aller geernteten BL-
Tumoren in funf Replikaten und deren durchschnittliche Flachen in cm2,

Zelllinie Zahl der geernteten Mittelwert der
Tumoren pro CAM-Assay Tumorflachen [cm?]
BL-2 5/5/4/-/4 0,27
BL-2scrb 1 41414]-]- 0,28
BL-2 scrb 2 3/3/7/415 0,31
BL-2 LEF1 shl 2/14/5/-1- 0,18
BL-2 LEF1 sh2 3/10/5/2/5 0,25
BL-2 LEF1 sh3 -/13/5/-16 0,24

In Abbildung 3-4 sind die fluoreszierenden Tumoren einer CAM-Runde am Tag der Ernte
(Abbildung 3-4 A-E), sowie deren entsprechenden Hellfeldaufnahmen (Abbildung 3-4
F-J) dargestellt. Die Fluoreszenzintensitaten der Tumoren entsprechen den in Abbildung

3-1 dargestellten GFP-Expressionsniveaus der durchflusszytometrischen Messung. Ein
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Tumor der parentalen BL-2 Zelllinie ist nicht aufgefuhrt, da sie nicht viral transduziert ist
und dementsprechend kein GFP aufweist. Aufgrund des hohen GFP Niveaus der BL-2
scrb 2 (s. Abbildung 3-1 F) fluoresziert ein Tumor dieser Zelllinie besonders stark
(Abbildung 3-4 B). Ein Tumor der KD-Zelllinie BL-2 LEF1 sh2 (Abbildung 3-4 D)
fluoresziert im Vergleich zu den anderen KD-Zelllinien (Abbildung 3-4 C, E) ebenfalls
starker. Dies ist bereits der Abbildung 3-1 C zu entnehmen. Blutgefale, die den Tumor in
diesem Stadium durchziehen und keine fluoreszierenden Lymphomzellen beinhalten, sind
gut sichtbar, vor allem in Abbildung 3-4 B, D.

Einen représentativen Uberblick iiber die HE-gefarbten Lymphomschnitte aller Zelllinien
bieten die Abbildung 3-5 und Abbildung 3-6. In den folgenden zwei Unterkapiteln wer-
den die Auffalligkeiten, die sich in den Analysen der CAM-Assay-Replikate wiederholend
zeigten, beschrieben. Dabei handelt es sich zum einen um vermehrte Einblutungen in den
Tumoren der parentalen Zelllinie und scrb-Kontrollen und zum anderen um das Phanomen

der vessel cooption, das sich nur bei den KD-Tumoren beschrieben lieR.
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Abbildung 3-4: Mikroskopische Aufnahmen ausgewahlter représentativer CAM-Tumoren. Die Abbil-
dung zeigt beispielhafte Fluoreszenzaufnahmen der geernteten Tumoren (A-E) einer CAM-Assay Runde,
sowie deren Hellfeldaufnahmen (F-J). Im Vergleich ist erkennbar, dass unter den Kontrollen die scrambled-
Zelllinie BL-2 scrb 2 (B) stérker fluoresziert als BL-2 scrb 1 (A). Die Abbildungen C-E zeigen die KD-

Zelllinien BL-2 LEF1 shl (C), BL-2 LEF1 sh2 (D) und BL-2 sh3 (E), unter denen ein Tumor der Linie BL-2
LEF1 sh2 (D) am stérksten fluoresziert.
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Abbildung 3-5: Ubersicht der LEF1-exprimierenden Zelllinien. Die Abbildung zeigt eine HE-Ubersicht
der parentalen BL-2 Zelllinie (A-C) und der Kontrollzelllinien BL-2 scrb 1 (D-F) und BL-2 scrb 2 (G-1). Die
eingebluteten Regionen (Pfeile) sind mikroskopisch sowohl in 100-facher, als auch in 200-facher
VergréRerung zu erkennen
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Abbildung 3-6: Ubersicht der LEF1-defizienten Zelllinien.

Die HE-gefarbten Tumorschnitte zeigen eine Ubersicht der Zelllinien BL-2 LEF1 sh1 (A-C), BL-2 LEF1 sh2
(D-F) und BL-2 LEF1 sh3 (G-I). Die Pfeile zeigen auf KD-Tumorzellen, die die existierenden BlutgefaRe
umwandern (vessel cooption).
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3.1.2.1 LEF1-positive Tumoren zeigen haufig Hamorrhagien

Bei den lichtmikroskopischen Aufnahmen der Gber 100 geernteten Tumoren waren bereits
makroskopisch Bereiche auffallig, in denen Erythrozyten aus BlutgefédlRen ins Tumorge-
webe ausgetreten sind (Abbildung 3-7 A-C). Diese Blutung (Hamorrhagie) wurde nicht
durch Gefaliverletzungen bei der Extraktion des Tumors verursacht.

'BL-2 BL-2 scrb 1 BL-2 scrb 2 m
[BL-2 LEFjsh1 E|[BL-2 LEF1 sh3 'w
7\ G
/ £ ‘q
i "- .,
e . 1 c

Abbildung 3-7: Lichtmikroskopische Tumoraufnahmen. Die Fotos zeigen repréasentative lichtmikroskopi-
sche Aufnahmen von Tumoren der sechs verschiedenen BL-Zelllinien. Die LEF1-exprimierenden Tumoren
(A-C) zeigen haufig hdmorrhagische Regionen (Pfeil). Diese Blutungen sind in den LEF1-KD Tumoren (D-
F) selten nachweisbar.

Eine doppelblinde, systematische Auszahlung mithilfe eines Punkte-Scores (0-9 Punkte)
(Linke et al. 2016) ergab, dass die Hamorrhagien (ab einem Gesamt-Score-Wert von drei
Punkten je Tumor) vor allem bei der parentalen BL-2, sowie bei der non-silencing-shRNA
Kontrolle BL-2 scrb 2 zu beobachten waren. 31,8 % der BL-2 scrb 2- und 22,2 % der BL-2
Tumoren zeigten diese Blutungen (Abbildung 3-8). Bei den LEF1-KD Tumoren war dies
hingegen bei nur durchschnittlich 10,7 % der Fall (Abbildung 3-8). Der Transkriptionsfak-
tor LEF1 konnte demnach in BL-Zellen Faktoren regulieren, die eine Rolle in der En-

dothelzellpermeabilitét im Xenograft-Modell spielen.
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Abbildung 3-8: Anteil der hamorrhagischen Tumoren an der Tumorgesamtzahl. Die Grafik zeigt den
prozentualen Anteil der hdmorrhagischen Tumoren an der Gesamtzahl (n) der geernteten Tumoren aller
Replikate.

Die hdmorrhagischen Bereiche kénnten in Zusammenhang mit der GrolRe der Flache der
Tumoren stehen: je gréfRer der Tumor, desto mehr Hamorrhagien liegen vor. Diese An-
nahme l&asst sich mit dem Analyseergebnis, das in Abbildung 3-9 dargestellt ist, widerle-
gen. Die Grafik zeigt die Tumorflachen in cm2. Tumoren mit Blutungen sind rot dargestellt
und Kkorrelieren, mit Ausnahme der Tumoren der parentalen BL-2 Zelllinie, nicht mit den
GroRen der Tumorflachen. AulRerdem wird bei diesem Ergebnis erneut deutlich, dass sich
die Tumorflachen der verschiedenen BL-Zelllinien (im Durchschnitt circa 0,25 cm?) im

Mittel nicht unterscheiden.
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Abbildung 3-9: Hamorrhagische Tumoren (rot) in Beziehung zur TumorgréfRRe. Dargestellt sind alle
Tumoren der unabhéngig voneinander durchgefilhrten CAM-Assays.

Bereits in der Ubersichts-Abbildung 3-5 (A-1) sind die mikroskopisch sichtbaren Einblu-
tungen der parentalen- bzw. der scrambled-Kontrollzelllinien in starker VergroRerung zu
erkennen. Ein weiteres anschauliches Bild fiir die sowohl makroskopisch schon sichtbaren
Hamorrhagien als auch die im Tumorschnitt der Zelllinie BL-2 scrb 2 nachweisbaren
Einblutungen zeigt Abbildung 3-10. In 200-facher VergrofRerung ist ein Blutgefall zu

sehen, aus dem die Erythrozyten in den Tumor eintreten.
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Abbildung 3-10: Hamorrhagischer Tumor der Zelllinie BL-2 scrb 2. (A) Darstellung des Lymphoms im
Hellfeld von oben. Durch die Linie mit Scherensymbol ist die Schnittrichtung gezeigt, die gesetzt wurde um
histologische Analysen durchzufuihren. (B) HE-gefarbter Lymphomgewebeschnitt, wie in (A) gezeigt, in
10-facher Vergrofierung. Die makroskopisch sichtbare Einblutung ist im Rechteck dargestellt. Grafiken (C)
und (D) zeigen jeweils einen 6 um dicken Tumorschnitt in 25- bzw. 200-facher Vergroerung, in dem ein
BlutgefaR zu erkennen ist. Aus diesem Gefal3 laufen die roten Blutkdrperchen der Hihner-CAM, die im
Gegensatz zu Saugetier-Erythrozyten kernhaltig sind, in das dichte Tumorgewebe aus.

Die Abbildung 3-11 zeigt in das Tumorgewebe eingetretene Erythrozyten weiterer Tumo-
ren der BL-2 Zelllinie (Abbildung 3-11 A, B) und der Kontrolle BL-2 scrb 2 (Abbildung
3-11 C, D, E, F). Dieses Phanomen ist sowohl makroskopisch (Abbildung 3-11 A, E), als
auch im HE-Tumorschnitt nachweisbar (Abbildung 3-11 B, C, D, F). In den LEF1-KD

Tumoren sind diese Hamorrhagien seltener zu beobachten.

In vivo-Lymphome der parentalen- und Kontroll-Zelllinien zeigen folglich im Vergleich zu
den KD-Tumoren vermehrt Einblutungen. Diese Hamorrhagien sind weder durch mechani-

sche GeféalRverletzungen entstanden, noch korrelieren sie mit der Grof3e des Tumors.
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Abbildung 3-11: Hamorrhagien der LEF1-positiven Zelllinien. LEF1-positive Zelllinien weisen eingeblu-
tete Erythrozyten in der dichten Tumorzellmasse auf. Sowohl in Tumoren der BL-2 Zelllinie ((B) zeigt einen
Tumorschnitt von (A), BG = BlutgefaR), als auch der Kontrolle BL-2 scrb 2 (C, D, E, F) sind mikroskopisch
kernhaltige rote Blutkorperchen (Pfeile) zwischen den Lymphomzellen zu erkennen. Die Hadmorrhagien sind
auch makroskopisch erkennbar (A, E). Die Grafik (F), die einen Schnitt durch den Tumor (E) zeigt, weist
eine andere Morphologie auf, da bei diesem CAM-Assay die Tumorschnittdicke 3 pum betrug.

3.1.2.2 LEF1-defiziente Tumorzellen umwachsen existierende Blutgefale

Im Gegensatz zu den Tumor-Hamorrhagien der parentalen- und der Kontroll-Zelllinien

ordnen sich die Lymphomzellen in Tumoren der LEF1-KD Zelllinien um die wenigen
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vorhandenen Blutgefale kreisformig an (Abbildung 3-12). Diese Erscheinung, die auch
vessel cooption genannt wird (Holash et al. 1999), ist sowohl in Fluoreszenz-Aufnahmen
(Abbildung 3-12 A, Pfeile) als auch in HE-gefarbten Tumorschnitten (Abbildung 3-12
B-D) zu erkennen. Die Zellen bilden Tumorzellstraen bis zum néchsten Gefal
(Abbildung 3-12 C), um vermutlich besser von diesem mit Sauerstoff und N&hrstoffen

versorgt zu werden.

Abbildung 3-12: Vessel cooption in LEF1-KD-Tumoren. Die hier dargestellten Tumoren der trans-
duzierten Zelllinien BL-2 LEF1 sh2 (A, B), (B zeigt einen HE-gefarbten Schnitt von dem in (A) dargestellten
fluoreszierenden Tumor, BG = BlutgefaR) und BL-2 LEF1 shl (C, D), ((D) zeigt einen Ausschnitt aus (C))
stellen Lymphomzellen dar, die die wenigen vorhandenen Blutgefalie umwachsen.

Die LEF1-positiven Zellen der BL-2 bzw. der scrb-Kontrollen ordnen sich nicht in diesem
MaRe um praexistierende Blutgefalle an oder haben sich zum Erntezeitpunkt bereits ber
dieses Stadium hinaus entwickelt (Abbildung 3-13). Die Tumorzellmasse grenzt zwar an
das jeweilige GefaR, jedoch wird dieses nicht in vollem Umfang umwachsen. Die LEF1-
positiven Tumorzellen proliferieren im Gegensatz zu den LEF1-KD Zellen unabhéangig

von der Néhe zu Blutgeféalen.
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Im CAM-Assay ist demnach aufgefallen, dass die Anordnung von Tumorzellen um Blutge-
fale unterschiedlich ausgepragt ist. Die Gefdlle von KD-Tumoren werden von den LEF-

defizienten Lymphomzellen ,.kooptiert™, um den Erhalt des Tumors zu gewahrleisten.

Abbildung 3-13: Wachstumsfront LEF1-positiver Zellen im Tumorgewebe. Anders als in LEF1-KD
Tumoren, ordnen sich die Lymphomzellen der Zelllinien BL-2 (A) und BL-2 scrb 1 (B) nicht vollstandig um
die existierenden BlutgefaRe (Pfeile) an. In (B) wandern die Tumorzellen beispielsweise nicht zu dem
hinteren BlutgefaR.

3.2 Sekretierte Faktoren LEF1-positiver BL-Zelllinien stimulieren die

Migration von Endothelzellen

Im CAM-Assay hat sich herausgestellt, dass Lymphome der LEF1-positiven Zelllinien
(parentale BL-2 Zelllinie und scrambled Kontrollen) starker vaskularisiert sind. Um die
in vivo beobachteten Unterschiede weiterhin zu analysieren und den Einfluss von LEF1 auf
das Microenvironment zu untersuchen, wurde der Migrationsversuch nach Boyden
(Boyden 1962) durchgefiihrt. Untersucht wurde der Einfluss des BL-2 Sekretoms auf die
Migration von Endothelzellen. Ziel dieses Versuchs war es herauszufinden, ob in den
Uberstanden der Zelllinien Faktoren vorhanden sind, die eine in vitro-Migration begiinsti-
gen und somit das Migrationsverhalten der Endothelzellen beeinflussen. Damit sollte
Uberprift werden, ob die Lymphomzellen, abhdngig von LEF1, Faktoren ins Medium

sezernieren, die einen Effekt auf die Endothel-Migration ausiiben.

Dazu wurden Zellkulturtberstande von zwei der drei LEF1-KD Zelllinien, der parentalen
BL-2 Zelllinie und der scrb-Kontrollen nach 48 h Zellkultur geerntet. Diese zellfreien
Uberstande (Konditionierte Medien, CM), die in die Unterkammer des Zwei-Kammer-

Systems pipettiert wurden, dienten als chemotaktische Stimuli zur Endothelzellmigration.
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Als Endothelzell-Modell wurden humane Endothelzellen aus der Umbilikalvene (HUVEC-
Endothelzellen) verwendet, die 24 h vor dem Versuch in Hungermedium (EBM ohne
VEGF) ausgesetzt wurden. Die HUVEC-Endothelzellen wurden in die Oberkammer der
Boyden-Kammer ausgesat und migrierten in Richtung der angiogenen Stimuli durch eine
8-um-porenhaltige Membran und konnten nach vierstiindiger Migration angefarbt und an-
schlieend mikroskopisch ausgezéhlt werden. Als Positivkontrolle wurde der Endothelzell-
Wachstumsfaktor VEGF eingesetzt, durch den die HUVEC zur Proliferation und Migra-
tion angeregt werden. Um ein aussagekraftiges Ergebnis zu erhalten, wurde der Mi-
grationsversuch nach Boyden in drei Replikaten wiederholt.

Die Abbildung 3-14 zeigt drei représentative lichtmikroskopische Fotografien der ange-
farbten HUVEC-Endothelzellen, die nach Migration an der Membranunterseite hafteten.
Hier ist bereits makroskopisch zu erkennen, dass die Migration in Richtung des CM der
LEF1-KD-Zelllinie BL-2 LEF1 sh2 (Abbildung 3-14 C) geringer war als durch den An-
reiz des Stimulus durch die Kontrolle RPMI + VEGF (Abbildung 3-14 A) und durch das
CM der Kontroll-Zelllinie BL-2 scrb 1 (Abbildung 3-14 B).

Abbildung 3-14: Lichtmikroskopische Aufnahmen der HUVEC-Endothelzellen. Die Abbildungen
zeigen die durch die Membran migrierten Zellen, die an der Unterseite hafteten und schlieBlich fixiert und
angeféarbt wurden, in 200-facher VergréRerung. Die in die untere Kammer pipettierten Losungen der hier
dargestellten Bedingungen waren RPMI + 10 ng/ml VEGF (A) und die Konditionierten Medien der
Zelllinien BL-2 scrb 1 (B) und BL-2 LEF1 sh2 (C). Siehe auch Abbildung 3-15.

Abbildung 3-15 zeigt das Ergebnis dieses Experiments. Zur Uberpriifung der Migrations-
fahigkeit der HUVEC wurden drei technische Kontroll-Medien ausgewéhlt, die jeweils in
die untere Kammer gegeben wurden: RPMI (Referenz, als eins gesetzt), RPMI + 10 ng/ml
VEGF und Vollmedium (EBM + Zusitze). Die HUVECs migrierten, im Vergleich zu
RPMI, um ein Vierfaches starker in Richtung des VEGF-Stimulus. Auch in Richtung des
Vollmediums, in dem die HUVEC unter Normalbedingungen kultiviert wurden (EBM +
Zusatze), migrierten die Zellen um den Faktor 2,5 haufiger durch die Membran, jedoch

geringer als in Anwesenheit von VEGF. Die Verstarkung der Migration, vor allem durch
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den Endothelzell-Wachstumsfaktor VEGF, bestétigte die Fahigkeit der Zellen zur aktiven
Migration.

Die Migration verringerte sich, auf etwa das 0,5 - 0,6 fache des Standards (RPMI), in
Richtung der CMs der LEF1-KD-Zelllinien BL-2 LEF1 sh2 und BL-2 LEF1 sh3. Der
Unterschied zwischen den KD-Zelllinien und den Kontroll-Zelllinien ist signifikant. Bei
den CMs der parentalen- bzw. Kontroll-Zelllinien BL-2, BL-2 scrb 1 und BL-2 scrb 2, die
untereinander nicht signifikant unterschiedlich sind, migrierten sie hingegen stérker (Fak-
tor 1,2 - 1,5 des Standards).

Zusammenfassend lasst sich mit diesem Migrationsversuch nach Boyden beschreiben, dass
die HUVEC-Endothelzellen schwécher in Richtung der CM der LEF1-defizienten Zellen

migrieren, als gegen die CM der parentalen- bzw. Kontrollzelllinien.
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Abbildung 3-15: Migration der HUVEC-Endothelzellen in der Boyden-Kammer. Jede der acht
Bedingungen wurde in sechsfacher Ausfiihrung in die unteren Vertiefungen ausgesdt. In die oberen
Vertiefungen wurden je 50000 HUVEC-Zellen pipettiert, die in 4 h Migrationszeit durch die 8-pm-Poren-
Membran migrierten. Als technische Kontrollen dienten RPMI (Referenz, als eins gesetzt), RPMI + 10 ng /
ml VEGF und EBM + Zusétze (Vollmedium). (Mittelwert +/- SEM, n = 3, one-way ANOVA, *p<0,05,
**p<0,01, ***p<0,001, ns = nicht signifikant)
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4. Diskussion

Ziel dieser Arbeit war es, mit Hilfe von stabil transduzierten LEF1-Knockdown-Tumor-
zellen der Lymphomzelllinie BL-2 herauszufinden, inwiefern der Transkriptionsfaktor
LEF1 einen Einfluss auf die Tumormorphologie im Burkitt-Lymphom-Xenograft-Modell
ausubt. Daruber hinaus stellte sich die Frage, ob sich LEF1-abh&ngige Wirkungen auf
Prozesse der Tumorangiogenese nachweisen lassen. Dazu wurden in vitro-Analysen von
Endothelzellen, aber auch in vivo-Untersuchungen auf der Chorion-Allantois-Membran des

Hiihnerembryos durchgefuhrt.
Drei wichtige Befunde konnten erhoben werden:

1) In vivo-Lymphome der parentalen BL-2 Zelllinie und der Kontroll-Zelllinien
zeigten eine erhdhte GefaBpermeabilitat und wiesen damit haufiger Hamorrha-
gien auf.

) Bei der Applikation von BL-Zellen mit reduzierter LEF1-Expression im CAM-
Assay war, morphologisch betrachtet, die Anordnung der Lymphomzellen um
GefaRe unterschiedlich ausgeprégt. Die KD-Tumoren zeigten von LEF1-
defizienten Zellen kooptierte Gefalle, vermutlich auf dem Boden der vessel
cooption.

[11)  Die Zellmigration von HUVEC-Endothelzellen im Migrationsversuch fiel

schwécher aus, wenn sie gegen die CM der KD-Zellen gerichtet war.

Dies lasst die Vermutung zu, dass durch LEF1 Faktoren reguliert werden, die die Ge-
falpermeabilitdt und die Migration von Endothelzellen beeinflussen, LEF1 aber auch
maoglicherweise einen Einfluss auf den Metabolismus der BL-Zellen austiben konnte.
Analysen im in vitro-Migrationsassay mit HUVEC-Endothelzellen unterstutzten diese
Beobachtungen. Die Endothelzellen migrierten, je nach Stimulus, unterschiedlich stark.
Hier zeigte sich, dass die konditionierten Medien der BL-Zellen mit reduzierter LEF1-
Expression, im Vergleich zu den Medien der Kontrollzellen, die HUVEC-Migration

weniger stimulieren konnten.

In diesem Zusammenhang stellt sich die Frage, ob dieses eher auf dem Boden einer Neo-
angiogenese im Tumor geschieht oder die Hamorrhagien auf eine Gefaldestruktion hin-
weisen. Ginge man von der ersten Hypothese aus, konnte man behaupten, dass LEF1 im

BL eine Neoangiogenese-fordernde Rolle spielt, wahrend LEF1-defiziente Tumorzellen
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die préexistenten Blutgefalie nutzen, indem sie die Gefalle kooptieren und dadurch, zumin-
dest kurzfristig, versorgt werden. Inwieweit die parentalen BL-2 Zellen und die scrb Kon-
trollzellen am Anfang der Lymphombildung auch durch vessel cooption ihre Né&hrstoffe
und Sauerstoff erhalten, misste in zukiinftigen Studien durch Zeitserien untersucht werden.
Aktuell erscheint es jedoch wahrscheinlicher, dass LEF1-defiziente BL-2 Zellen durch
vessel cooption charakterisiert sind, weil sie nicht in der Lage sind, sich ausreichend effi-
zient aus dem Microenvironment zu versorgen. LEF1-KD-Tumoren wiesen, im Gegensatz
zu den hdmorrhagischen Tumoren der Kontroll-Zelllinien, weniger Geféal3e auf, von denen
die umliegenden Tumorzellen versorgt werden konnten. Dies lasst vermuten, dass die
LEF1-defizienten Lymphomzellen einem starkeren Zwang ausgesetzt sind, Zellstral3en bis
zum néchsten Gefal zu bilden und dieses zu umrunden, um mit Sauerstoff und N&hrstoffen
versorgt zu werden. Neben dem geringeren Einfluss der KD-Zellen auf die Endothelzell-
Aktivitat kénnte dieses Phdnomen auch darin begriindet sein, dass die LEF1-defizienten
Tumorzellen weniger Hypoxie-tolerabel sind, was einen nachsten Anhaltspunkt fiir zu-
kiinftige Studien bietet.

Im Jahr 2015 haben Cai et al. in einem mathematischen Modell den Sauerstofftransport in
frihen Gliom-Tumorstadien erforscht (Cai et al. 2015). Sie kamen zu dem Ergebnis, dass
die Tumorzellen entlang der praexistierenden Blutgefdae wandern, um den durch das
Tumorwachstum steigenden Sauerstoffbedarf decken zu koénnen (Cai et al. 2015). Die
GefalBwande unreifer GefaRe konnten dem Kompressionsdruck der Tumorzellen nicht
mehr standhalten und kollabierten, sodass angrenzende Tumorzellen aufgrund fehlender
Versorgung zugrunde gingen (Cai et al. 2015). Trifft unsere Vermutung zu, dass die LEF1-
defizienten Lymphomzellen Hypoxie-intoleranter sind, kénnten weitere Arbeiten die Uber-

priifung der sauerstoffabhingigen Uberlebensfahigkeit der KD-Zellen implizieren.

Gao et al. haben sich 2014 mit der Rolle von LEF1 im Glioblastoma multiforme, einem
aggressiven, unheilbaren Gehirntumor, auseinandergesetzt. Auch sie zeigten, dass durch
den KD von LEF1 sowohl die Migration der Tumorzellen als auch die tumoreigene

Zellproliferation und —selbsterneuerung beeinflusst werden kénnen (Gao et al. 2014).

Ein weiteres Beispiel einer LEF1-assoziierten Tumorprogression findet sich im Nieren-
zellkarzinom (NCC) (Shang et al. 2014). Hier bewiesen Shang et al., dass in den Stadien
drei und vier des NCC die Menge an LEF1 signifikant erhoht ist (Shang et al. 2014). In
den niedrigeren Stadien oder in physiologischem Nierengewebe, zeigte sich die LEF1-

Expression als sehr gering (Shang et al. 2014).
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Im Maus- und Zebrafischmodell von Phng et al. wurde deutlich, dass auch der Verlust von
LEF1 in Endothelzellen zu einer GefaRregression und -instabilitat fihrt (Phng et al. 2009).

Die Bedeutung der Angiogenese im Wachstum von Lymphomen und der damit verbunde-
nen Progression von Leuk&mien und anderen hdmatologischen Erkrankungen ist seit 1994
erwiesen (Vacca et al. 1994). Eine fruhzeitige Inhibition der Angiogense, z.B. durch An-
giostatin, die zur Blockierung der Endothelzellproliferation fiihrt (O’Reilly et al. 1994),
oder durch Inhibierung des VEGF-Rezeptors (Ruan et al. 2009), ist somit ein
vielversprechender therapeutischer Angriffspunkt in der Behandlung von Lymphomen und
anderen hamatologischen Krebserkrankungen (Ribatti et al. 2013). Dies gilt auch fir die
Prévention von Rezidiven oder Metastasen (Bergers und Benjamin 2003).

Im Rahmen dieser Arbeit hat sich gezeigt, dass die Tumoren der BL-Zellen eine verstarkte
in vivo-Vaskularisierung und Gefalipermeabilitat aufwiesen, die in KD-Tumoren mit redu-
zierter LEF1-Expression verandert waren. Das auf der CAM beobachtete Phdnomen wurde
in einem in vitro-Migrationsversuch mit HUVEC-Endothelzellen weiterhin untersucht und
konnte bestétigt werden. Auch die Daten von Planutiene et al. zeigen, dass LEF1 eine
essentielle Komponente fur die Proliferation von EAHyY926 Endothelzellen, einer der
HUVEC sehr ahnlichen Endothelzelllinie, darstellt (Planutiene et al. 2011). Die neu ent-
standenen GefalRe der LEF1-exprimierenden Tumoren kodnnten auf verschiedene Arten
gebildet worden sein: z.B. mittels praexistierender GefaRe oder durch die Rekrutierung
endothelialer VVorlauferzellen (Hillen und Griffioen 2007).

Eine mdgliche Erklarung fir die unterschiedliche Vaskularisierung der hier untersuchten
Lymphome auf der CAM kénnte eine Differenz in der Expression und Aktivitat von Me-
talloproteasen im Rahmen des Gewebeumbaus sein. Dies kdnnte sich LEF1-abhéangig
ereignen. Zukinftige Studien sollten demnach die Messung einer LEF1-abhangigen Akti-

vitdt von Matrix-Metalloproteasen zum Inhalt haben.

Eine weitere Mdglichkeit, die Tumorvaskularisierung zu analysieren, ware das Auszahlen
der BlutgefaRe oder das Anfarben von VEGF in stark vaskularisierten Lymphomen im
Xenograft-Modell. Linke et al. identifizierten kirzlich, dass VEGF-A im Hodgkin-Lym-
phom LEF1- und B-Catenin-abhangig sezerniert wird (Linke et al. 2016). Die Frage, ob
LEF1 auch einen Einfluss auf die VEGF-Sekretion im BL auslibt, misste in weiteren

Arbeiten geklart werden.
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Ferner konnten zukunftige Studien einen Transfer unserer Ergebnisse auf weitere Lym-
phomzelllinien oder gar auf Patienten beinhalten.

Der LEF1-abh&nginge Unterschied in der mittleren GroRe der Tumorflachen, der im Rah-
men von Vorarbeiten der Arbeitsgruppe festgestellt wurde (Ueberdiek 2016), konnte nicht
beobachtet werden. Eine Erklarung fiir den nicht mehr festzustellenden Unterschied kdonnte
eine differente Matrigel-Charge, die in ihrer Zusammensetzung sehr schwankt, Schwan-
kungen in der Qualitat der gelieferten Eier oder eine Modifikation in der Tumorzell-Appli-
kation sein. Die durch den KD von LEF1 hervorgerufene Verringerung der
Tumorzelldichte, die ebenfalls im Vorfeld beobachtet wurde, konnte nur vereinzelt repro-

duziert werden.

Fasst man zusammen, so lassen unsere Ergebnisse vermuten, dass LEF1 eine Rolle bei der
Tumorangiogenese im Burkitt-Lymphom spielt und LEF1 oder ggf. LEF1-Zielgene somit
zukunftig als Inhibitions-Target in der medikamentdsen Lymphomtherapie angesehen

werden kdnnten.
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5. Zusammenfassung

Das Burkitt-Lymphom (BL), das seinen Ursprung in entarteten B-Zellen des
Keimzentrums hat und zu den aggressiven Non-Hodgkin-Lymphomen gehort, ist seit
seiner Beschreibung in den 50er-Jahren Forschungsgegenstand zahlreicher klinischer und
wissenschaftlicher Studien.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, Untersuchungen beziglich des Angiogeneseverhaltens
im BL unter besonderer Beriicksichtigung des aberrant im BL exprimierten Transkriptions-
faktors LEF1 durchzufuhren. Aufbauend auf VVorarbeiten der Arbeitsgruppe wurden dazu
unter Hinzunahme der Lymphomzelllinie BL-2 sowohl in vivo-Beobachtungen auf der
Chorion-Allantois-Membran des Huihnerembryos als auch in vitro-Analysen von En-

dothelzellen unternommen.

Dabei zeigte sich, dass die Lymphome der parentalen BL-2 Zelllinie und auch der Kon-
trolllinien eine erhdhte GefalRpermeabilitdt und damit haufiger Hamorrhagien aufwiesen.
Sie kdnnten somit Faktoren sezerniert haben, die vermutlich aktiv in die Tumorangioge-
nese eingreifen oder auch einen Einfluss auf den Metabolismus der Lymphzellen ausiiben.
Analysen im Migrationsassay nach Boyden mit HUVEC-Endothelzellen unterstiitzten

diese Annahme.

Zudem konnte im Xenograft-Modell das Phanomen der vessel cooption bei BL-Zellen mit
reduzierter LEF1-Expression nachgewiesen werden. Die KD-Zellen bildeten Tumorstral3en
zum néchsten praexistierenden Blutgefa und umrundeten dieses, um versorgt zu werden.
Neben der Hypothese, dass die KD-Zellen aufgrund der weniger vorhandenen Gefalle
einem stérkeren Zwang ausgesetzt sind, sich zu mobilisieren, kdnnte dieses Ereignis auch
darin begriindet sein, dass die LEF1-defizienten Zellen weniger Hypoxie-tolerabel sind.

Dies bietet Anhaltspunkte fiir zukinftige Studien.

Mit den bisherigen Therapiestrategien kann bei 85 % der Patienten mit Burkitt-Lymphom
eine Remission erreicht werden. Die Heilungsrate von Kindern, bei denen das Burkitt-
Lymphom die haufigste Lymphommanifestation darstellt, betrédgt sogar 90 %. Insgesamt
ist es denkbar, dass durch diese Ergebnisse LEF1 als ein weiteres interessantes Zielmole-
kil hinsichtlich der therapeutischen Inhibition der Tumorangiogenese im Burkitt-Lym-
phom angesehen werden kann und die Heilungschancen der hochmalignen Erkrankung

weiterhin verbessert werden kdnnen.
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