
Aus der Medizinischen Klinik und Poliklinik III 

Klinik der Universität München  

Direktor: Prof. Dr. Dr. Michael von Bergwelt 

Resistenzmechanismen gegen hypomethylierende Agenzien 
sowie die Bedeutung des Wilms’ Tumor Gen 1 in der  

akuten myeloischen Leukämie 

Dissertation  

zum Erwerb des Doktorgrades der Medizin 

an der Medizinischen Fakultät der 

Ludwig-Maximilians-Universität zu München 

vorgelegt von 

Nina Laura Bocci 

aus 

München 

202� 



Mit Genehmigung der Medizinischen Fakultät 

der Universität München 

Berichterstatter: Prof. Dr. Karsten Spiekermann 

Mitberichterstatter: � � � 3URI��'U��0LFKDHO�$OEHUW
� � � � � 3URI��'U��2OLYHU�0XHQVWHUHU

Mitbetreuung durch den 

promovierten Mitarbeiter: 

Dekan: Prof. Dr. med. Thomas Gudermann 

Tag der mündlichen Prüfung: � � ����������



 

 
Eidesstattliche Versicherung 

 
 
 
 
Nina Laura Bocci 
________ 

________________________________________ 
Name, Vorname 
 

 

 

Ich erkläre hiermit an Eides statt, dass ich die vorliegende Dissertation mit dem Titel:  

 

„Resistenzmechanismen gegen hypomethylierende Agenzien sowie die Bedeutung des 

Wilms’ Tumor Gen 1 in der akuten myeloischen Leukämie“ 

 

selbständig verfasst, mich außer der angegebenen keiner weiteren Hilfsmittel bedient und 

alle Erkenntnisse, die aus dem Schrifttum ganz oder annähernd übernommen sind, als 

solche kenntlich gemacht und nach ihrer Herkunft unter Bezeichnung der Fundstelle 

einzeln nachgewiesen habe. 

 

Ich erkläre des Weiteren, dass die hier vorgelegte Dissertation nicht in gleicher oder in 

ähnlicher Form bei einer anderen Stelle zur Erlangung eines akademischen Grades 

eingereicht wurde. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

München, 19.03.2023     Bocci 

__________________________                              _____________________________              

Ort, Datum                                                                                Unterschrift Doktorandin/ Doktorand 
  



 

 

Für Maurizio 

  



 

1 Inhaltsverzeichnis 

2 Einleitung 1 
2.1 Akute myeloische Leukämie 1 

2.1.1 Definition und Epidemiologie 1 
2.1.2 Pathogenese 2 
2.1.3 Therapie 3 
2.1.4 Rezidiv 4 
2.1.5 Zytostatikaresistenz 5 

2.2 Epigenetik 6 
2.2.1 Einleitung 6 
2.2.2 DNA-Methylierung 6 
2.2.3 Epigenetik in der AML 7 
2.2.4 Hypomethylierende Agenzien 7 

2.3 Wilms’ Tumor Gen 1 12 
2.3.1 Einleitung 12 
2.3.2 Wt1 Struktur, Isoformen und Funktion 12 
2.3.3 Wt1 in der Organogenese und Hämatopoese 13 
2.3.4 Wt1 in der akuten myeloischen Leukämie 14 

2.4 Fragestellung und Zielsetzung 17 
3 Material und Methoden 18 

3.1 Material 18 
3.1.1 Chemikalien und Reagenzien 18 
3.1.2 Puffer und Lösungen 20 
3.1.3 Zytokine, Chemotherapeutika und Inhibitoren 21 
3.1.4 Antikörper 22 
3.1.5 Plasmide 22 
3.1.6 Oligonukleotide 23 
3.1.7 Kits 24 
3.1.8 Geräte 24 
3.1.9 Verbrauchsmaterialien 26 
3.1.10 Programme 27 

3.2 Methoden 28 
3.2.1 Zellkultur 28 
3.2.2 Proteinbiochemische Methoden 34 
3.2.3 Molekulargenetische Methoden 36 
3.2.4 Datenanalyse 39 

4 Ergebnisse 40 
4.1 Die Bedeutung des Einbaus von HMA in das Genom leukämischer Zellen mit Bezug 
auf Zytostatikatoxizität und klinisches Ansprechen 40 

4.1.1 Die Wirkung von HMA in unterschiedlichen Nährmedien 40 
4.1.2 Sensitivität leukämischer Zelllinien gegenüber hypomethylierenden Agenzien 43 
4.1.3 Die Wirkung von HMA auf das Genom leukämischer Zellen 46 
4.1.4 Die Wirkung von HMA auf das Genom leukämischer Zellen mit unterschiedlicher 
Sensitivität für HMA 49 

4.2 Funktionelle Charakterisierung des Wilms’ Tumor Gen 1 (Wt1) in der akuten 
myeloischen Leukämie 52 

4.2.1 Wt1-Mutationen in AML-Patientendaten 52 
4.2.2 Wt1-Mutationen und Wt1-Expression in leukämischen Zelllinien 54 
4.2.3 Funktionelle Charakterisierung Wt1 exprimierender Ba/F3-Zellen 60 

5 Diskussion 70 
5.1 Die Bedeutung des Einbaus von hypomethylierenden Agenzien in die DNA und RNA 
mit Bezug auf Zytostatikatoxizität und klinisches Ansprechen 70 



 

5.2 Funktionelle Charakterisierung des Wilms’ Tumor Gen 1 (Wt1) in der Akuten 
myeloischen Leukämie 75 

5.2.1 Die Bedeutung häufig wiederkehrender Wt1-Mutationen im Progress der 
Leukämie 75 
5.2.2 Die Rolle der Wt1-Isoformen in der Zytostatikaresistenz der AML 80 

6 Zusammenfassung 82 
7 Literaturverzeichnis 84 

7.1 Tabellen 104 
7.2 Abbildungen 104 
7.3 Danksagung 106 
7.4 Lebenslauf 107 

 
 

 

 

 



 1 

 

2 Einleitung  

2.1 Akute myeloische Leukämie  

2.1.1 Definition und Epidemiologie  

Die Akute myeloische Leukämie (AML) ist eine heterogene Gruppe von Erkrankungen 

hämatopoetischer Vorläuferzellen der myeloischen Reihe.1 Dabei bewirkt die klonale 

Proliferation gering bzw. undifferenzierter leukämischer Zellen, auch Blasten genannt, 

eine verminderte Produktion reifer Zellen der myeloischen Reihe im Knochenmark. Dies 

führt zur Zytopenie, mit lebensbedrohlichen Infektionen (Neutropenie), Hämorrhagien 

(Thrombozytopenie), Schwäche und Atemnot (Anämie) und endet unbehandelt mit dem 

Tod des Patienten.1 In Europa liegt die Inzidenz der Erkrankung bei ungefähr 3.7 Fällen 

pro 100.000 Einwohner pro Jahr, dies konnte in einer großangelegten europäischen Studie 

über mehrere Jahre ermittelt werden.2 Das mittlere Erkrankungsalter wurde in einer 

schwedischen Studie bei 72 Jahren bestimmt.3 Laut der ‚World Health Organization‘ 

(WHO) ist die Diagnose einer AML bei über 20% leukämischer myeloischer Blasten im 

Knochenmark oder im peripheren Blut zu stellen.4 Die verschiedenen Entitäten der AML 

werden in der seit 2016 gültigen ‚Classification of tumours of Haematopoietic and 

Lymphoid Tissues‘ der WHO an Hand genetischer, morphologischer, immuno-

phänotypischer und klinischer Aspekte in sechs Hauptgruppen zusammengefasst (Tab.1) 

Die WHO Klassifikation hat sowohl hohe prognostische als auch klinisch-therapeutische 

Signifikanz.4 

Tabelle 1: Klassifikation der AML.  
Einteilung der AML nach der Klassifikation der WHO von 2016.4  

AML mit wiederkehrenden genetischen Veränderungen 

AML mit t(8;21)(q22;q22.1); RUNX1-RUNX1T1  

AML mit inv(16)(p13.1q22) oder t(16;16)(p13.1;q22); CBFB-MYH11  

APL mit PML-RARA  

AML mit t(9;11)(p21.3;q23.3); MLLT3-KMT2A  

AML mit t(6;9)(p23;q34.1); DEK-NUP214  

AML mit inv(3)(q21.3q26.2) oder t(3;3)(q21.3;q26.2); GATA2, MECOM  

AML (megakaryoblastisch) mit t(1;22)(p13.3;q13.3); RBM15-MKL1  

AML mit BCR-ABL1 (provisorische Entität) 

AML mit NPM1-Mutation 

AML mit biallelischer CEBPA-Mutation 

AML mit RUNX1-Mutationen (provisorische Entität)  
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AML mit Myelodysplasie-assoziierten Veränderungen 

Therapie-assoziierte myeloische Neoplasien 

AML, nicht anderweitig klassifiziert 

AML mit minimaler Differenzierung 

AML ohne Ausreifung 

AML mit Ausreifung 

Akute myelomonozytäre Leukämie 

Akute monozytäre Leukämie  

Akute Erythrozytenleukämie 

Akute Megakaryoblastenleukämie 

Akute Basophilenleukämie 

Akute Panmyelose mit Myelofibrose 

Myeloides Sarkom 

Myeloische Down Syndrom-assoziierte Proliferation 
 

2.1.2 Pathogenese 

Bei ungefähr 55% der Patienten können zytogenetische Veränderungen wie zum Beispiel 

Translokationen (t[8;21], inv[16], t[15;17]) und weitere teilweise komplexe 

chromosomale Veränderungen festgestellt werden.5,6 40%-50% der Patienten weisen 

keine chromosomalen Aberrationen auf und gehören damit zur heterogenen Gruppe der 

zytogenetisch normalen AML (CN-AML).7 Vor allem mit modernen Techniken der 

Genomsequenzierung konnten bei bis zu 97% der AML-Patienten genetische Mutationen 

festgestellt werden. Obgleich die funktionellen Konsequenzen vieler genetischer 

Mutationen noch nicht abschließend geklärt sind, geben bereits einige Mutationen 

wichtige therapeutische und prognostische Hinweise und sind seit 2016 teil der WHO 

Klassifikation.4,8,9,10,11,12 Die häufigsten Mutationen der AML werden in funktionelle 

Kategorien eingeteilt (Abb. 1).12  Einige dieser Mutationen sind bereits bei gesunden 

Probanden in geringerer Allelfrequenz in Form einer klonalen Expansion nachweisbar 

und stellen somit ein Risiko für die Entwicklung einer hämatologischen Neoplasie 

dar.13,14,15,16 Neben genetischen Veränderungen spielen wahrscheinlich auch 

epigenetische Prozesse eine Rolle in der Leukämogenese. In leukämischen Zellen können 

Veränderungen in der DNA-Methylierung, sowohl in CpG-reichen als auch in CpG-

armen Bereichen, detektiert werden. Die Hypermethylierung vor allem von 

Promotorbereichen und die damit verbundene Inaktivierung von Genen, insbesondere 
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von Tumorsuppressoren, stehen im Verdacht die unkontrollierte Proliferation der Zellen 

zu begünstigen. 17,18 

 

Abbildung 1: Mutationen in der AML. 
Zusammenfassung der häufigsten genetischen Mutationen in der AML nach Metzeler et al..12 
 

2.1.3 Therapie 

Kurative Therapieansätze haben das Ziel, eine komplette Remission (CR) der AML zu 

erreichen und diese zu erhalten. Eine morphologisch komplette Remission der Leukämie 

bedeutet, dass unter 5% Blasten im Knochenmark, sowie keine Blasten im peripheren 

Blut nachweisbar sind, die Regeneration der normalen Hämatopoese, sowie die 

Abwesenheit einer extramedullärer Manifestation der Leukämie.19 Anhand 

zytogenetischer und molekulargenetischer Aspekte werden nach der European 

LeukemiaNet (ELN) Klassifikation von 2017 drei prognostische Gruppen unterschieden 

und nach günstigem, mittlerem und ungünstigem Risikoprofil eingeteilt.19,20 Meist wird 

bei Patienten unter 60 Jahren ohne Komorbiditäten ein primär kurativer Ansatz verfolgt. 

Dieser beinhaltet im Großteil der Fälle eine Induktionstherapie um eine komplette 

Remission der Leukämie zu erreichen. Zur Stabilisierung wird anschließend eine 

Konsolidierungstherapie durchgeführt. Die Standard Induktionstherapie, besteht aus dem 

„3+7“ Schema, eine Kombination einer 3-tägigen Anthracyclin-Infusion (Daunorubicin 

[60 mg/m2], Idarubicin [10-12mg/m2] oder Mitoxantron [10-12mg/m2]) mit einer 7-

tägigen Cytarabin (Ara-C) Infusion (100-200mg/m2), entweder konstant oder als 

Bolusinfusion, wobei diese meist zweimal durchgeführt wird. Die 

Konsolidierungstherapie besteht je nach Risikoprofil des Patienten in einer 

konventionellen Chemotherapie mit 2 bis 4 Zyklen Ara-C (1-1,5g/ m2) oder einer 

allogenen Stammzelltransplantation.19,21,22 Darüber hinaus wird die Therapie bei 

bestimmten AML-Subgruppen durch die Hinzunahme zielgerichteter Therapien wie 

Midostaurin oder Gemtuzumab ergänzt.23,24 Patienten über 60 Jahren mit einem günstigen 
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bis mittleren prognostischen Risikoprofil profitieren ebenfalls von einem primär 

kurativem Ansatz. Hier wird in der Konsolidierungstherapie eine niedrigere Ara-C 

Dosierung (500-1000mg/m2) empfohlen.21,25 Bei älteren Patienten mit einem 

ungünstigem Risikoprofil oder bei Patienten mit Begleiterkrankungen, die eine intensive 

Therapie verhindern, wird die Gabe von hypomethylierenden Agenzien (HMA), niedrig 

dosiertem Ara-C oder die rein symptomatische Therapie mit Hydroxurea empfohlen.21 

 

2.1.4 Rezidiv 

Trotz großer wissenschaftlicher Fortschritte in Chemotherapien und supportiven 

Therapien in den letzten Jahren, ist die Langzeitüberlebensrate der AML nach wie vor 

schlecht. Dies betrifft insbesondere die Prognose von älteren Patienten.3,26,27,28 Das liegt 

nicht nur daran, dass ältere Patienten vermehrt Komorbiditäten aufweisen und eine 

intensive Chemotherapie (IC) schlechter tolerieren, sondern auch daran, dass mit 

steigendem Alter prognostisch ungünstige zytogentische Veränderungen zunehmen. 

Zusätzlich mangelt es an passenden therapeutischen Strategien für diese 

Patientengruppe.25,29 Ein Grund für das schlechte Langzeitüberleben sowohl jüngerer als 

auch älterer AML-Patienten ist die hohe Anzahl an Rezidiven. Insgesamt erreichten zwar 

laut zwei Studien des britischen Medical Research Council (AML10/11) 47-100% der 

jüngeren Patienten und 26-87% der älteren Patienten unter IC eine komplette Remission 

der Leukämie, jedoch liegen die 5-Jahres-Überlebensraten bei 4-69% bei jungen 

Patienten und bei 2-38% bei älteren Patienten.6,29 Nach einer Studie von Byrd et al. trat, 

je nach Risikoprofil, bei 54-92% der Patienten in 5 Jahren ein Rezidiv auf.30 Eine 

etablierte Theorie dahingehend, ist die der klonalen Evolution. In der Leukämie sind 

klonale Subpopulationen mit unterschiedlichen genetischen Mutationsprofilen 

vorhanden.10 Diese entstehen alle aus einer Ursprungszelle, möglicherweise durch 

Chemotherapie begünstig kann der Erwerb weiterer Mutationen zu einem 

Selektionsvorteil führen und damit das Herauswachsen von Subpopulationen bedingen.31 

Einige der Mutationen persistieren trotz Erreichen einer kompletten Remission in Form 

einer klonalen Expansion und stellen damit ein Risiko für ein Rezidiv dar.32 Das 

Mutationsprofil im Rezidiv ähnelt zwar häufig dem der Ursprungszellen, meist werden 

jedoch Mutationen hinzugewonnen oder verloren.33,34 Es ist folglich anzunehmen, dass 

entweder die Ursprungszelle oder eine ihrer Subpopulation durch Chemotherapie nicht 

vollständig eradiziert wird und so zu einem Progress der Erkrankung führt.31,35 
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2.1.5 Zytostatikaresistenz 

Eine unvollständige Eradikation der Leukämie durch Chemotherapien kann die Folge 

einer bereits vor Chemotherapie bestehenden primären Resistenz oder einer während der 

Therapie neu erworbenen sekundären Resistenz der Zellen sein.36 Zelluläre 

Resistenzmechanismen führen entweder zu einer Verringerung der aktiven Metaboliten 

intrazellulär oder zu einer verminderten Wirkung der Medikamente.37 Ein umfangreich 

untersuchter  Resistenzmechanismus in der AML wird über die Familie der ABC-

Transporter vermittelt. Dabei kodieren sowohl das Multidrug-Resistance-Protein-Gen-1 

(MDR-1), auch P-Glykoprotein (P-GP) genannt, als auch weitere Multidrug-Resistance-

Related-Proteins (MRPs) für membranständige Transporter die Zytostatika aktiv unter 

Energieverbrauch aus der Zell transportieren.38,39 Die MDR-1-Expression stellt in der 

Therapie der AML einen unabhängigen negativen prognostischen Faktor dar.40 In der 

Resistenz gegen Nukleotidanaloga spielt außerdem der verminderte Import der Agenzien 

über die Familie der ENT-Transporter eine relevante Rolle.41 Dabei ist insbesondere der 

ENT1-Transporter vermittelte Einstrom essentiell für das Ansprechen von AML-

Patienten auf die Behandlung mit Ara-C.42,43 Ara-C wird nach erfolgreichem Transport 

intrazellulär über verschiedene Enzyme in seine aktiven Metaboliten konvertiert und in 

die DNA inkorporiert. Dadurch werden sowohl die Replikation als auch die Reparatur 

der DNA inhibiert, was in der Apoptoseinduktion der Zelle endet.41 Demnach kann eine 

verminderte Aktivierung von Ara-C durch die desoxycytidin-Kinase (dCK) sowie eine 

verminderte Inkorporation von Ara-C in die DNA zu einer Resistenz führen.44,45 Zudem 

kann die Menge der intrazellulär vorhanden Nukleotide sowie ein vermehrter Abbau von 

Ara-C durch die Cytidin Deaminase (CDA) oder 5´-nucleotidase (5NT) die Wirkung von 

Ara-C beeinflussen.43,46,47, Darüber hinaus spielen in hämatologischen Erkrankungen 

Veränderungen in Apoptose-regulierenden Genen eine wichtige Rolle in der Resistenz 

gegen Zytostatika.41 Dabei ist in der AML insbesondere die Inaktivierung des TP53 

Signalwegs mit einem schlechteren Ansprechen auf Zytostatika sowie mit einem 

verkürztem Überleben der Patienten assoziiert.48 Abschließend gilt es zu erwähnen, dass 

neben zellulären Faktoren auch Veränderungen in der Immunantwort sowie in der 

zellulären Umgebung der Krebszellen, dem Microenviroment, der Patienten zu einem 

schlechteren Ansprechen der Patienten auf Zytostatika in der Leukämie beitragen 

können.49,50 
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2.2 Epigenetik  

2.2.1 Einleitung 

Unter dem Begriff der Epigenetik sind alle Prozesse zusammengefasst, die zu einer 

dynamischen Anpassung des Erbguts führen, ohne die Sequenz der DNA selbst zu 

modifizieren. Sie gewährleisten damit Differenzierung und Funktionalität der Zellen 

indem Reparaturprozesse, Replikation, Transkription und damit die Genexpression 

beeinflusst werden. Epigenetische Information wird über Veränderungen der 

Methylierung der DNA, des Chromatins und über Modifikationen an Histonen und 

Nukleosomen, sowie durch nicht-kodierende-RNAs vermittelt.51,52 

 

2.2.2 DNA-Methylierung 

Die am besten erforschte Weitergabe epigenetischer Information ist die der DNA-

Methylierung. Durch DNA-Methyltransferasen (DNMT1, DNMT3A/B) werden 

Methylgruppen kovalent an die DNA gebunden. Dies geschieht an einem 

Kohlenstoffatom in Position 5 der Aminosäure Cytosin des Dinukleotids CpG, wodurch 

5-Methylcytosin (5-mC) entsteht. DNMT1 ist für die Kopie der DNA-Methylierung auf 

die Tochterzelle in der Zellteilung somatischer Zellen zuständig. DNMT3A/B sind für 

die Entstehung und den Erhalt neuer Methylierung in undifferenzierten Zellen zuständig. 

Für die Übertragung von DNA-Methylierung in CpG-reichen Promotorregionen sind 

sowohl DNMT1 als auch DNMT3A/B nötig.53,54 5-mC befindet sich in somatischen 

Zellen physiologisch vor allem in CpG-armen Bereichen. CpG-reiche Bereiche, 

sogenannte CpG-Inseln, befinden sich in 70% der Promotorregion und enthalten 

physiologisch wenig 5-mC.54,55 Durch Methylierung CpG-reicher Bereiche in 

Promotorregionen kann die Genexpression inhibiert werden. Die Bindung 

transkriptionsinitiierender Faktoren wird erschwert während die Bindung 

transkriptionsinhibierender Faktoren gefördert wird.55 Tet-Proteine finden sich häufig in 

CpG-reichen Promotorregionen.56 Durch die Umwandlung von 5-mC zu 5-

Hydroxymethylcytosin (5-hmC), 5-Formylcytosin (5-fC) und 5-Carboxylcytosin (5-caC) 

wird die Methylierung der DNA aufgehoben und damit stillgelegte Gene reaktiviert. Tet-

Proteine initiieren nicht nur die passive Demethylierung der DNA, sondern leiten zudem 

Prozesse ein, die zu einer aktiven Demethylierung der DNA führen.57,58 Neueste 

Forschungsergebnisse ergaben zudem, dass 5-hmC nicht ausschließlich ein 

Zwischenschritt in der Demethylierung der DNA ist, sondern selbst epigenetische 

Informationen vermittelt, indem es regulatorische Proteine rekrutiert, die wiederum zur 

Reaktivierung von stillgelegten Genen führen.57,58,59,60  
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2.2.3 Epigenetik in der AML  

Epigenetische Veränderungen spielen wahrscheinlich sowohl eine Rolle in der 

Entstehung als auch im Progress der AML. Zum einen betreffen Mutationen in der AML 

häufig Gene der epigenetischen Regulation, zum anderen weist ein Großteil der 

Leukämien eine DNA-Methylierung auf.12,52 Bei einem großen Teil der AML-Patienten 

können bei Erstdiagnose Mutationen in epigenetischen Regulatoren festgestellt werden.12 

Diese sind meist bereits in frühen Stadien der Krankheitsentwicklung nachweisbar, treten 

gehäuft bei älteren Patienten auf und persistieren im Rezidiv oder werden als rezidiv-

spezifische Mutationen hinzugewonnen.13-16,32,33,61 Es wird angenommen, dass einige 

dieser Mutationen eine prognostische Relevanz besitzen, jedoch konnten bis dato in 

klinischen Studien keine klaren Zusammenhänge nachgewiesen werden.62,63,64 In zwei 

Studien waren DNMT3A Mutationen mit einem verkürzten rezidivfreien Überleben und 

einem verkürzten Gesamtüberleben assoziiert.62,63 Der Einfluss von IDH1 und IDH2 

Mutationen, auf das Gesamtüberleben in der AML ist umstritten. In einer aktuellen Studie 

konnte kein Überlebensvorteil von Patienten mit IDH1 und IDH2 Mutationen gezeigt 

werden.62,64 Die DNA-Methylierung leukämischer Blasten betrifft häufig die 

Methylierung CpG-reicher Promotorregionen.17 Viele dieser Regionen sind im 

Unterschied zu gesunden CD34+ Zellen hypermethyliert, selten auch hypomethyliert.65 

Hypermethylierung von Promotorregionen kann zur Deaktivierung von 

Tumorsuppressorgenen wie p15 führen und damit zu einer unkontrollierten Proliferation 

der Zellen beitragen.17 Klinische Studien zeigten eine Korrelation der DNA-

Methylierung mit zytogenetischen Veränderungen und molekulargenetischen 

Veränderungen, sowie mit der Prognose der Patienten.17,65 Mutationen in den 

epigenetischen Regulatoren IDH1/IDH2, Tet2 und Wt1 führen zu einer Zunahme der 

Methylierung sowohl in CpG-armen Regionen als auch in CpG-reichen 

Promoterregionen.66 Für DNMT3A-Mutationen konnte außerdem eine genomweite 

Abnahme der DNA-Methylierung gezeigt werden.67 

 

2.2.4 Hypomethylierende Agenzien 
2.2.4.1 Struktur und Wirkungsmechanismus von hypomethylierenden Agenzien 

Azacitidin (5-azacytidin [Aza, 5-aza-C]) und Decitabin (5-aza-2'-deoxycytidin [Dec,5-

aza-dC]) sind HMA, die als Pyrimidin-Analoga in die DNA eingebaut werden und durch 

kovalente Bindung von DNMTs zu einer transienten De- bzw. Hypomethylierung der 

DNA führen.68,69,70 Die chemische Struktur von Aza sowie der Deoxy-Form Dec ähnelt 

Cytidin, wobei das Kohlenstoffatom an Position 5 durch ein Stickstoffatom ersetzt wird. 
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HMA sind hydrolytisch instabil und zerfallen in wässriger Lösung rasch.68 Die Plasma 

Halbwertszeit beträgt 0.36-0.69 Std. für Aza und 0.62-0.78 Std. für Dec.71,72 Wie andere 

Nukleosid-Analoga werden HMA über den ENT1/2-Transporter in die Zelle 

aufgenommen und über unterschiedliche Wege in ihren aktiven Metabolite 5-aza-2‘-

(deoxy)cytidin-5‘-triphosphat konvertiert. Aza wird durch die Uridin-Cytidin-Kinase 

(UCK) und Dec durch die dCK phosphoryliert. Zur Inkorporation in die DNA wird Aza 

durch die Ribonukleotid-Reduktase (RNR) reduziert.68 Ein Teil des Azas wird in die 

RNA inkorporiert und greift dadurch in die Proteinbiosynthese der Zellen ein.73 Dec kann 

durch seine Deoxy-Form direkt in die DNA inkorporiert werden. Das in die DNA 

inkorporierte Aza/Dec wird anschließend von DNMT1, DNMT3A/B erkannt und 

kovalent von diesen gebunden. Es konnte gezeigt werden, dass HMA die Expression 

sowohl der DNMT1 als auch DNMT3a/b herunterreguliert.68,74 Im Gegensatz zum 

physiologischen Cytidin kann die Enzymbindung der DNMTs mit Aza/Dec, nicht mehr 

gelöst werden, die DNMT bleibt kovalent an Aza/Dec und damit an die DNA gebunden. 

Im Weiteren werden die DNA Methyltransferasen proteasomal degradiert. Es kommt 

folglich unter Verlust der DNMTs zu einer passiven Abnahme der DNA-Methylierung 

während der Replikation. Die hypomethylierende Wirkung der HMA ist somit S-phasen 

abhängig.68 Sowohl Aza als auch Dec werden durch die CDA inaktiviert.68 Zum einen 

hat die irreversible Inhibition der DNMTs zur Folge, dass durch Hypomethylierung der 

DNA Gene reaktiviert werden welche die Differenzierung sowie die Apoptose der Zellen 

induzieren.75,69,70,76 Zum anderen führt die Inkorporation und die kovalente Bindung der 

DNMTs zu DNA-Schäden, welche zytotoxisch wirken.77,78,79 Neueste Studien zeigen 

außerdem, dass durch die hypomethylierende Wirkung immunologische Prozesse in 

Gang gesetzt werden, welche unter anderem aus der Aktivierung von T-Zellen in einer 

Eradikation der Tumorzellen resultieren.80 Aza wird außerdem in die RNA der Zellen 

inkorporiert. Durch Inhibition der Methyltransferasen kommt es zur Abnahme der tRNA-

Methylierung, dies führt zu einer gestörten Produktion von Messenger RNAs, sowie der 

Proteinbiosynthese und endet in der Apoptoseinduktion der Zellen.81,82,83 Obgleich die 

beiden Agenzien chemisch ähnlich sind, zeigen neueste Studien deutliche Unterschiede 

im Wirkungsmechanismus der beiden Medikamente.84,85,86 Dies hängt wahrscheinlich mit 

der unterschiedlichen Inkorporation der Agenzien in die DNA und RNA zusammen. Bis 

heute ist jedoch nicht abschließend geklärt, welchen Anteil die verschiedenen 

molekularen Mechanismen an der klinischen Wirksamkeit von Aza und Dec haben. 
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Abbildung 2: Transport, intrazellulärer Metabolismus und Wirkungsweisen von 
HMA. 
Graphische Darstellung nach Stresemann et al. und Duchmann et al..68,76 
 

2.2.4.2 Resistenz gegen hypomethylierende Agenzien 

Die beiden HMA sind auf Grund ihrer klinischen Wirksamkeit für die Therapie der AML 

und des Myelodysplastisches Syndrom (MDS) zugelassen. Ein signifikanter Teil der 

Patienten ist jedoch primär resistent gegen die Therapie mit HMA oder entwickelt eine 

Resistenz unter HMA-Therapie.87,88 In Phase III Studien, in denen MDS- und AML-

Patienten HMA erhielten, zeigten diese zwar einen Vorteil gegenüber konventionellen 

Therapien. Dennoch erreichten beide Agenzien nur bei 30% der Patienten eine 

hämatologische Verbesserung. Unter Aza erreichten 18-19% der Patienten eine 

komplette Remission der Leukämie, bei Dec waren dies nur 10%.89,90,88 HMA-resistente 

Patienten haben eine infauste Prognose, die nur noch durch eine allogene 

Stammzelltransplantation (SZT) verbessert werden kann.91 Es ist weitgehend unbekannt, 

welche Patienten gut auf eine Therapie mit HMA ansprechen und welche Patienten gegen 
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die Therapie resistent sind. Mehrere Studien befassten sich, mit teilweise 

widersprüchlichen Ergebnissen, mit dem Effekt epigenetischer Mutationen auf den 

klinischen Erfolg der HMA-Therapie.92,93,94,95 Es scheint, als hätten Mutationen in Tet-2 

einen positiven Effekt auf das Ansprechen auf HMA-Therapie bei MDS- und AML-

Patienten.92,93 Zusätzlich beschreiben einige Studien sowohl für DNMT3A-Mutationen 

als auch für IDH1/2-Mutationen einen positiven prognostischen Wert für die Behandlung 

mit HMA.92-94 Dies konnte jedoch in einer großen retrospektiven Studie von Di Nardo et 

al. nicht verifiziert werden.95 Dabei wurden in den letzten Jahren nicht nur der Einfluss 

epigenetischer Mutationen auf den klinischen Erfolg von HMA untersucht, sondern auch 

der Effekt weiterer bekannter Gen-Mutationen der AML. Zwei Publikationen haben den 

positiv prognostischen Wert von TP53-Mutationen auf das Ansprechen einer 10 Tages 

Dec-Therapie bei MDS- und AML-Patienten beschrieben, wobei in keiner der Studien 

dies mit einem verbesserten Gesamtüberleben der Patienten assoziiert war.96,97 

Gleichzeitig waren TP53-Mutationen in zwei weiteren Studien mit einem schlechterem 

Gesamtüberleben unter Aza-Therapie assoziiert.98,99 Es bleibt zu erwähnen, dass neben 

genetischen Mutationen weitere molekulare Regulationsmechanismen die Therapie mit 

HMA beeinflussen können. So korrelierte in einer Studie von Blum et al. die Expression 

der mit DNMT3a interagierenden Mikro-mRNA miR-29b mit dem klinischen Erfolg der 

Dec-Therapie älterer AML-Patienten.100 Obwohl in einigen Studien die klinische 

Wirksamkeit der HMA auf die Methylierung der DNA beschrieben wird und mit dem 

Ansprechen auf HMA korreliert,101,102,103 konnten in der AML bis heute keine 

spezifischen epigenetischen Marker für den klinischen Erfolg der Therapie mit HMA 

beschrieben werden.104 Laut Meldi et al. sind bei CMML-Patienten spezifische 

Methylierungsmuster distaler regulatorischer Domänen zu identifizieren, welche mit dem 

Ansprechen auf Dec-Therapie assoziiert sind.105 Ob dies auf AML-Patienten zu 

übertragen ist, ist aktuell unbekannt. Darüber hinaus wurden in den letzten Jahren 

zunehmend Veränderungen im Transport und dem intrazellulären Metabolismus der 

Agenzien mit der Resistenz gegen HMA in Zusammenhang gebracht.84,106,107,108,109,110,111 

Dies gibt Hinweise darauf, dass höchstwahrscheinlich auch eine verminderte 

Inkorporation der Agenzien in die DNA an der Resistenz gegen HMA beteiligt ist, wie 

es bereits für andere Nukleotidanaloga wie Ara-C beschrieben wurde.41,45 
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2.2.4.3 Quantifizierungsmethoden der in das Genom inkorporierten HMA, sowie 

Methylierung der DNA und RNA 

Um Resistenzmechanismen gegen HMA zu identifizieren ist die exakte Quantifizierung 

der in das Genom inkorporierten Menge an HMA, sowie der Veränderung der 

epigenetischen Basen unter Therapie von großer Bedeutung. Da HMA hydrolytisch 

instabil sind und somit in wässrigen Medien zerfallen, waren diese Messungen bis vor 

kurzem nur indirekt, per radioaktiver Markierung der Substrate, möglich.68,73,86,112 Diese 

Methodik bietet jedoch nur eingeschränkt verlässliche Ergebnisse, da Abbauprodukte der 

Agenzien nicht von chemisch intakten inkorporierten Agenzien unterschieden werden 

können. Die Arbeitsgruppe von Prof. Carell (Chemie Department der LMU), sowie 

weitere Arbeitsgruppen, entwickelten eine Analytik, welche nun erstmals eine exakte 

Bestimmung des Aza/Dec-Gehalts von DNA und RNA parallel zu 5-mC und 5-hmC 

ermöglicht.113,114,115,116 Basis der Methode ist die chemische Stabilisierung der HMA. 

Nach Reduktion der Agenzien mit Natriumborhydrid (NaBH4) kann die Quantifizierung 

der aktiven in das Genom eingebauten Menge der HMA mittels Ultra High Perfomance 

Liquid Chromatographie erfolgen. Die Methode bietet verlässliche und reproduzierbare 

Ergebnisse über die Inkorporation von HMA in das Genom sowie der epigenetischen 

Markierung der DNA und RNA.113,114,116 
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2.3 Wilms’ Tumor Gen 1 

2.3.1 Einleitung 

Erstmals beschrieben wurde das Wilms’ Tumor Gen 1 (Wt1), im Wilms’ Tumor, eine 

maligne Erkrankung der kindlichen Niere. Bei dieser Erkrankung kann in bis zu 10% der 

Fälle eine Mutationen im Wt1 Gen nachgewiesen werden.117 Die von Wt1 kodierten 

Proteine agieren vor allem als Transkriptionsfaktoren, wobei ihre Zielgene Wachstum 

und Differenzierung der Zellen regulieren. Damit ist Wt1 unabdingbar für eine intakte 

Organogenese, vor allem des Urogenitaltrakts, aber auch des blutbildenden Systems 

sowie weiterer Organe und Gewebe.118  

 

2.3.2 Wt1 Struktur, Isoformen und Funktion 

Das Wilms’ Tumor 1 (Wt1) Gen ist auf Chromosom 11 (Bande p13) lokalisiert, die 

cDNA ist ca. 50kb groß und kodiert für eine 3kb große mRNA bestehend aus 10 Exons. 

N-terminal enthalten Wt1 Proteine eine prolin- und glutaminreiche regulatorische 

Domäne, die mit RNAs und Proteinen interagiert (Abb. 3). Die C-terminale Region 

besteht aus vier Cystin2-Histin2-Zinkfingern, die zur direkten Interaktion mit DNA-

Sequenzen dienen.117,119,120 Zusätzlich beinhaltet die Region zwei 

Kernlokalisierungssignale, eines im ersten Zinkfinger, sowie eines im zweiten und dritten 

Zinkfinger.121 Durch alternatives Spleißen in den zwei Hauptregionen in Exon 5 

(beinhaltet 17 Aminosäuren) und in der KTS-Region in Exon 9 (beinhaltet die drei 

Aminosäuren Lysin, Threonin, und Serin) entstehen vier 52kD bis 54kD große Wt1 

Hauptisoformen A (-/-), B (+/-), C (-/+) und D (+/+). Die Plus-und Minus-Symbole stehen 

für die An-/Abwesenheit der Spleißregion in Exon 5 und der KTS-Region.122 Durch 

weitere posttranskriptionale Modifikation entstehen weitere Wt1-Isoformen, wobei bis 

heute 36 verschiedene Wt1-Isoformen beschrieben sind.118,120 Insgesamt ist die Isoform 

D (+/+) die am meisten exprimierte Form. Isoform A (-/-) wird hingegen am wenigsten 

exprimiert.123 Die Expression der verschieden Wt1-Isoformen moduliert 

höchstwahrscheinlich die zellulären Effekte von Wt1.118,120 Als Transkriptionsfaktor 

reguliert Wt1 ein breites Spektrum an Genen. Zielgene von Wt1 sind insbesondere 

Wachstumsfaktoren und deren Rezeptoren, welche an Differenzierung, Apoptose und 

epigenetischer Regulation der Zellen beteiligt sind.118,124 Nach aktuellen 

Forschungsergebnissen ist die Transkriptionsfaktoraktivität von Wt1 zum einen abhängig 

von der Anwesenheit modulierender Co-Faktoren, wie dem Protein Par-4.125,126 Zum 

anderen wird Wt1 durch posttranskriptionelle Modifikation reguliert.127,128,129,130 Wt1 ist 

zudem an der posttranskriptionellen Modifikation von RNAs beteiligt und interagiert 
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direkt mit anderen Proteinen.118,120 Erst kürzlich konnte gezeigt werden, dass Wt1-

Proteine und Tet-2/-3-Proteine direkt miteinander interagieren und so aktiv in die 

Methylierung der DNA eingreifen.131,132 

 

Abbildung 3: Graphische Darstellung der Wt1-Isoformen. 
Veranschaulichung der Wt1-Isoformen A (NM_000378), B (NM_024424), C (NM_024425), D 

(NM_024426), der Wt1-Zinkfingerdomäne (ZF) nach NCBI. Wt1-Tet-2-

Proteininteraktionsdomäne (Tet-2) nach Wang et al..131 Selbstassoziation-Domäne nach Reddy 

et al..133 Abbildungen wurden mit dem Programm IBS erstellt.134 

 

2.3.3 Wt1 in der Organogenese und Hämatopoese  

Wt1 ist essentiell für die Organogenese vor allem des Urogenitaltrakts, aber auch des 

Nervensystems, des Herzens, der Nebennieren, der Milz und des hämatopoetischem 

Systems, um nur einige zu nennen.135,136,137 Mutationen können zu schweren 

Fehlbildungen der Genitalien, der Niere und anderer Organe führen, sowie zur 

Entwicklung von Tumoren. Wt1-Missense-Mutationen in Exon 9 sind mit seltenen 

Syndromen wie dem Farsier-Syndrom, dem WAGR-Syndrom (Wilms-Tumor, Anridie, 

genitale Fehlbildungen, geistige Retardierung), dem Denys-Drash-Syndrom (DDS) 

assoziiert.138 Neben seiner essentiellen Rolle in der Embryogenese ist anzunehmen, dass 

Wt1 auch im adulten Organismus relevant für die Entwicklung und Differenzierung von 

Geweben ist. Hier wird Wt1 vor allem in Zellen des Urogenitaltrakts und in 

hämatopoetischen Vorläuferzellen exprimiert.120,135,139,140 Physiologisch konnte bisher 

keine Wt1-Expression in den pluripotenten hämatopoetischen Stammzellen des 
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Knochenmarks nachgewiesen werden. Für CD34+ Progenitorzellen wurde jedoch bei 

ungefähr 1,2% der Zellen eine Wt1-Expression detektiert.141 Außerdem beschreiben 

Patmasiriwat et al. eine Hochregulation der Wt1-Expression im Mausmodell in myeloid 

determinierten Vorläuferzellen. Hier wird Wt1 in ca. 4% der myeloischen 

Progenitorzellen, ca. 2% der Granulozyten-Monozyten Progenitorzellen und in ca. 17% 

der Megakaryozyten-Erythrozyten Progenitorzellen exprimiert.142 Die Wt1-

Genexpression scheint somit essentiell für das Überleben, die Expansion und die 

Differenzierung von hämatopoetischen Vorläuferzellen zu sein. Dementsprechend führt 

auch die fehlende Wt1-Expression in murinen embryonalen Stammzellen zwar nicht zum 

Ausbleiben der Hämatopoese jedoch zu einer deutlichen Abnahme dieser.143,144 Wt1 

nimmt höchstwahrscheinlich in verschieden Phasen der Hämatopoese unterschiedliche 

funktionelle Rollen ein um die Differenzierung und Proliferation der Zellen zu regulieren. 

Dafür spricht auch, dass die ektope Expression von Wt1 in hämatopoetischen Zellen in 

verschiedenen Stadien der Differenzierung unterschiedliche zelluläre Effekte 

bewirkt.145,146,147,148 Auffallend ist, dass die temporäre und zellspezifische Expression von 

Wt1 in hämatopoetischen Vorläuferzellen große Ähnlichkeit zu dessen Rolle in der 

Nephrogenese zeigt. Hier konnte bereits gezeigt werden, dass Wt1 essentiell für eine 

intakte Organogenese ist und, dass loss-of-function-Mutationen in einer frühen Phase der 

Nephrogenese zur Entwicklung von malignen Tumoren der Nieren beitragen.149,150  

 

2.3.4 Wt1 in der akuten myeloischen Leukämie 

Das Wt1-Gen wurde erstmals 1990 aus einer B-Zell-Leukämie-Zelllinie isoliert.117 

Seitdem wurde in der AML sowohl eine Überexpression von Wt1-Proteinen, als auch 

Mutationen im Wt1-Gen beschrieben.151 Dies führte zu der Hypothese, dass Wt1 in der 

AML sowohl als Tumorsuppressor als auch als Onkogen agiert. 

 

2.3.4.1 Wt1 Überexpression  

Sowohl in myeloischen als auch in lymphatischen Leukämien kann eine vermehrte Wt1-

Expression beobachtet werden, ebenso wie in der Blastenkrise bei CML- und MDS-

Patienten.151,152 In der AML ist bei 70%-90% der Patienten eine Überexpression von Wt1 

zu detektieren.153,154,155 Dies führte unter anderem zur erfolgreichen Verwendung von 

Wt1 als Zielgen in der Immuntherapie, sowie zum Einsatz in der Bestimmung der 

Resttumorlast (MRD).156 Es ist jedoch unklar, ob die erhöhte Wt1-Expression in 

leukämischen Zellen eine funktionelle Rolle in der Tumorentstehung spielt oder lediglich 

die frühe Differenzierungsstufe der leukämischen Zellen wiederspiegelt. In einigen 
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Studien korrelierte eine hohe Wt1-Expression mit einer höheren 

Rückfallwahrscheinlichkeit, schlechterem Ansprechen auf Therapien und einem 

schlechten Überleben der Patienten.157,158 Andere Studien konnten diesen 

Zusammenhang nicht nachweisen.159,160 Möglicherweise spielen hierbei auch die 

Expression der verschiedenen Wt1-Isoformen eine Rolle.123  

 

2.3.4.2 Wt1-Mutationen  

Bei bis zu 14% der AML-Patienten werden somatische Mutationen im Wt1-Gen 

detektiert.10,12 Der Großteil der Mutationen sind heterozygot. Dabei sind die häufigsten 

Frameshift-Mutationen und Non-sense-Mutationen, vor allem in Exon 7, die zur 

Trunkierung der Proteine führen. Die zweithäufigsten Mutationen sind Missense-

Mutationen, vor allem in Exon 9.10,12 Wt1-Mutationen sind mit einem jungen 

Patientenalter,  FLT3/ITD und CEBPA Mutationen assoziiert und kommen häufig in der 

CN-AML vor.161,162 Außerdem korrelieren Wt1-Mutation mit einer hohen Anzahl 

peripherer Blasten, hohen LDH-Werten, sowie mit einer ausgeprägten Leukozytose, was 

möglicherweise für eine starke proliferative Aktivität der Zellen spricht.163,161 In zwei 

britischen Studien des Cancer and Leukaemie Group B (CALGB) und des Medical 

Research Council (MRC) wurde eine schlechte Prognose von Patienten mit Wt1-

Mutationen beschrieben, wobei diese jeweils unabhängig vom FLT3/ITD- und NPM1-

Mutationsstauts war.163,164 In einer Studie der German-Austrian AML Study Group 

(AMLSG) konnte keine prognostische Signifikanz von Wt1-Mutationen alleine gezeigt 

werden. Allerdings erreichten Patienten mit Wt1-Mutation und FLT3-ITD-Mutationen 

weniger häufig eine komplette Remission und hatten ein verkürztes rezidivfreies 

Überleben verglichen mit Patienten mit FLT3-ITD-Mutationen ohne Wt1-Mutationen.161 

Die unterschiedlichen Ergebnisse in den Studien sind möglicherweise auch auf die 

unterschiedlichen therapeutischen Konzepte zurückzuführen. In der Studie des German-

Austrian AML Study Group wurde insgesamt eine höhere kumulative Dosis von Ara-C 

erreicht, als in den anderen beiden Studien. Möglicherweise gibt dies Hinweis darauf, 

dass für die Behandlung von Patienten mit Wt1-Mutationen höhere therapeutische Dosen 

benötigt werden. Zudem konnte in zwei an unserer Klinik durchgeführten Studien, sowie 

in einer Studien von Queck et al. eine Zunahme von Wt1-Mutationen im Rezidiv der 

AML beobachtet werden.33,34,165 Das Verständnis der rezidiv-assoziierten Mutationen ist 

in der AML von besonderem Interesse, da diese im Verdacht stehen klonalen 

Subpopulationen der Leukämie einen Selektionsvorteil zu bieten und damit zu einer 
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Resistenz gegen Chemotherapien sowie zu einem Progress der Erkrankung führen 

könnten.31,35 

 

2.3.4.2.1  Wt1 in der epigenetischen Regulation 

Die Beobachtung, dass Tet-2-, IDH1/2- und Wt1-Mutationen sich gegenseitig 

ausschließen, ließ vermuten, dass diese Gene eine funktionell zusammenhängende 

Gruppe in der AML bilden.62 Wang et al. konnten daraufhin zeigen, dass Wt1 direkt mit 

Tet-2/-3-Proteinen interagiert um sie zu ihren DNA-Bindungsstellen zu rekrutieren.131 

Mutationen in Tet-2 führen durch Funktionsverlust zu einer Akkumulation von 5-mC. 

IDH1/2-Mutationen führen zu einer Akkumulation von α-Hydroxyglutarsäure (2HG), 

anstelle von α-Ketoglutarsäure (aKG), welche Tet-2-Proteine hemmt und dadurch 

ebenfalls zu einer Akkumulation von 5-mC führt.166 Damit führen vermutlich sowohl Tet-

2-Mutationen als auch IDH1/2- und Wt1-Mutationen zu einer Akkumulation von 5-mC 

sowie zu einer Abnahme von 5-hmC.66,132  Wt1-, Tet-2- und IDH1/2-Mutationen stellen 

somit eine neue funktionelle Gruppe der AML dar, die sich durch eine fehlregulierte 

DNA-Methylierung kennzeichnet und sich mit einem hypermethylierten Phänotyp 

präsentiert.  

 
Abbildung 4: Die Auswirkungen von Mutationen im IDH1/2-Tet-2-Wt1-Signalweg. 
Graphische Darstellung nach Wang et al..131   
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2.4 Fragestellung und Zielsetzung  
Ziel der vorliegenden Doktorarbeit ist es Mechanismen in der AML zu identifizieren, die 

zu Resistenzen gegen Erstlinien- und Zweitlinientherapien führen und damit ein Rezidiv 

der AML bedingen.  

HMA werden für die Therapie älterer AML-Patienten, die keine intensive Chemotherapie 

erhalten können, angewendet. Diese Patienten erreichen in nur ca. 30% eine 

hämatologische Verbesserung, das heißt ca. 70% der Patienten sind resistent gegen eine 

Therapie mit HMA und haben somit eine infauste Prognose. Bis heute sind keine 

Prognosen über das Ansprechen der Patienten auf die Therapie mit HMA möglich. In der 

folgenden Arbeit werden mögliche Resistenzmechanismen gegen HMA näher untersucht. 

Zunächst identifizieren wir leukämische Zelllinien, die gering auf eine Therapie mit 

HMA ansprechen. Nachfolgend wird die Inkorporation der Agenzien in die DNA/RNA, 

sowie die epigenetische Markierung der DNA/RNA analysiert und mit dem 

zytotoxischen Effekt der Medikamente verglichen. Zu einem späteren Zeitpunkt der 

Arbeit wird zusätzlich die Rolle des epigenetischen Regulators Wt1 in der Resistenz 

gegen Dec untersucht. Ziel ist es prädiktive Biomarker zu identifizieren, mittels derer 

Patienten vorselektioniert werden können.  

In großen Genomsequenzierungsprojekten konnten in den letzten Jahren umfangreiche 

Erkenntnisse über die klonale Architektur der Leukämie gewonnen werden. Hierbei 

wurden immer wieder neue Mutationen beschrieben. Vosberg et al. und Greif et al. haben 

im AML Rezidiv eine Zunahme von Wt1-Mutationen beschrieben. Welche funktionelle 

Rolle diese Mutationen bei der Entstehung und dem Progress der AML sowie in der 

Zytostatikaresistenz der Zellen spielen, ist vollkommen unbekannt. In dieser Arbeit 

werden in Anlehnung an die Publikation von Greif et al., vier Wt1 Mutationen, je zwei 

rezidiv-spezifische und zwei stabil-exprimierte, funktionell charakterisiert. Parallel 

werden die Wt1-Isoformen A (-/-) und D (+/+) funktionell untersucht. Wir konzentrieren 

uns bei unseren Analysen vor allem auf den Einfluss der Mutationen und der Isoformen 

auf das Proliferationsverhalten, sowie die Zytostatikasensitivität gegenüber dem 

Erstlinientherapeutikum Ara-C. Zusätzlich untersuchen wir den Effekt der Wt1-

Mutationen und der Wt1-Isoformen auf die epigenetische Markierung der Zellen, sowie 

auf die Behandlung mit Dec, dabei wird Bezug auf das erste Teilprojekt der Arbeit 

genommen. 
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3 Material und Methoden 

3.1 Material 
3.1.1 Chemikalien und Reagenzien  

Tabelle 2: Chemikalien und Reagenzien 

Material Art.-Nr. Hersteller 

1kb DNA-Leiter G571A Promega, USA 

2-Mercaptoethanol M3148 Sigma-Aldrich, USA 

2-Propanol 70015303 AppliChem, Deutschland 

Agarose 3810.1 Carl Roth, Deutschland 

Albumin V(pH7.0) (BSA) A1391 AppliChem, Deutschland 

Ampicillin A0166 Sigma-Aldrich, USA 

Aprotinin 10820 Sigma-Aldrich, USA 

Bradfordreagenz 5000006 Bio-Rad, USA 

Calcium Chloride 2-hydrate A4689 AppliChem, Deutschland 

CutSmart Puffer B7204S 
New England Biolabs, 

Deutschland 

Dimethylsulfoxid (DMSO) A3672 AppliChem, Deutschland 

Dulbecco’s modifiziertes Eagle 

Medium (DMEM), Glukose, 

GlutaMaxTM 

31966-021 Thermo Fisher Scientific, USA 

DPBS P04-36500 Pan Biotech, Deutschland 

EDTA ED-500G Sigma-Aldrich, USA 

Ethanol 64-17-5 Merck Millipore, Deutschland 

Fetal Bovine Serum (FBS)  P111912 Pan-Biotech, Deutschland 

Gel Ladefarbstoff  lila 6X B705S 
New England Biolabs, 

Deutschland 

HBS-Puffer 2X 51558 Sigma-Aldrich, USA 

HEPES A3724.0500 AppliChem, Deutschland 

HpaI R0105 
New England Biolabs, 

Deutschland 

Insulin, human, recombinant (E. coli) C-60212 PromoCell, Deutschland 

Kanamycin K1377 Sigma Aldrich, USA 

KCL A2939 AppliChem, Deutschland 
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KpnI R3142 
New England Biolabs, 

Deutschland 

Ladefarbstoff lila 6x   
New England Biolabs, 

Deutschland 

L(+)-Ascorbinsäure (Vitamin-C) T1395-1G Sigma-Aldrich, USA 

LB-Agar X965.1 Carl Roth, Deutschland 

LB-Medium X964.1 Carl Roth, Deutschland 

Lipofectamine 3000 L3000001 Thermo Fisher Scientific, USA 

MEM Alpha Medium (1X), mit 

Nukleotiden 
12571-063 Thermo Fisher Scientific, USA 

MEM Alpha Medium (1X), ohne 

Nukleotide 
22561-021 Thermo Fisher Scientific, USA 

Methanol 8388.5 Carl Roth, Deutschland 

Milchpulver T145.1 Carl Roth, Deutschland 

Non-essential amino acids (NEA) 

100x 
K0293 Biochrom, Deutschland 

Nukleotid-Mix  NU-1024L Jena Bioscience, Deutschland 

Orthovanadat S-6508 Sigma-Aldrich, USA 

Penicillin-Streptomycin (10 000 U/ml 

Pen; 10mg/ ml Strep) 
P-06-07050 Pan-Biotech, Deutschland 

Protein-Leiter SpectraTM 26623 Thermo Fisher Scientific, USA 

PierceTM ECL Plus Western 

Blotting Substrate 
32132 Thermo Scientific, USA 

PMSF (Phenylmethanesulfonyl 

fluride) Protease-Inhibitor 
93482 Sigma-Aldrich, USA 

Polybrene H9268 Sigma-Aldrich, USA 

Quick-load Purple DNA ladder N0556S 
New England Biolabs, 

Deutschland 

RPMI-Medium 1640 (1X ) + 

GlutaMaxTM 
61870-010 Thermo Fisher Scientific, USA 

S.O.C.-Medium 46-0821 Invitrogen, Deutschland 

Sodium Pyruvate 0981E Biochrom, Deutschland 

SYBR Safe  S33102 Invitrogen, Deutschland 

Tetramethylethylendiamin (TEMED) T9281 Sigma-Aldrich, USA 
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Tris-(hydroxymethyl)-aminomethane AE15.2 Carl Roth, Deutschland 

Trypan Blau T8154 Sigma-Aldrich, USA 

Trypsin-EDTA 0,05% (1X) 1896473 
Gibco R by Life 

TechnologiesTM, UK 

Tween20 P1379 Sigma-Aldrich, USA 

XbAI R0145 
New England Biolabs, 

Deutschland 

(+/-)-Alpha-Liponsäure T1395 Sigma-Aldrich, USA 

 

3.1.2 Puffer und Lösungen  

Tabelle 3: Puffer und Lösungen 

Reagenz Zusammensetzung 

4% Sammelgel 3 mL H20 destilliert; 1,3 mL Tris Puffer (pH 6,8); 0,7 

mL Polyacrylamid; 25 µL 10% APS 

(Ammoniumpersulfat);  

50 µL 10% SDS (Natriumdodecylsulfat); 5 µL 

TEMED (Tetramethylethylendiamin) 

5X KCM  500 mM KCL, 250 mM MgCl2, 150 mM CaCl2 

10% Trenngel  2,2 mL H20 destilliert; 3 mL Tris Puffer (pH 8,8); 2,7 

mL Polyacrylamid; 50 µL 10% APS 

(Ammoniumpersulfat);  

100 µL 10% SDS (Natriumdodecylsulfat); 5 µL 

TEMED (Tetramethylethylendiamin)  

12,5% Trenngel 1,5 mL H20 destilliert; 3 mL Tris Puffer (pH 8,8); 

3,3mL Polyacrylamid; 50 µL 10% APS 

(Ammoniumpersulfat);  

100 µL 10% SDS (Natriumdodecylsulfat); 5 µL 

TEMED (Tetramethylethylendiamin)  

Agarosegel 0,8-1,5% 0,8-1,5% Agarose in 1x TAE Puffer mit SYBR Safe 

1:10000  

Elektrophorese-Puffer 10X  151,4 g Tris (pH 8,3), 720,7 g Glycin, 50 g SDS, auf 5 

L mit destilliertem H20 auffüllen 

Gel-Transfer-Puffer 15 g Tris, 71 g Glycin, 790 g Methanol, auf 5 L mit 

destilliertem H20 auffüllen 
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Lämmlie-Puffer 2X 4% SDS; 20% Glycerol; 10% Mercaptoethanol; 

0,004% Bromphenol blau; 0,125 M Tris pH 6,8 mit 

HCl eingestellt 

Lysis-Puffer 25 mL 1M HEPES (pH 7.5); 15 mL 5M NaCL; 2,5 

mL200 mM EDTA; 100 mL 50% Glycerol; 5 mL 

Triton X-100; 2,1 g NaF; 2,23 g Na4P2O7x10H20 

Lysis-Reagenz  5 mL Lysispuffer; 25 µL Aprotinin; 50 µL PMSF 

(Protease-Inhibitor); 50 µL Orthovanadat 

TAE-Puffer 10x (pH 8,0)  242,3 g Tris; 57,1 ml Ethansäure 100%; 18,61 g 

EDTA 2Na x 2H2O; auf 5 L mit destilliertem H20 

auffüllen 

TBS-Puffer 10x (pH 8,0)  60,57 g Tris; 483,3 g Natriumchlorid; H20,pH mit HCl 

eingestellt 

TBS-T-Puffer 100 mL TBS-Puffer 10x (pH 8,0); 1 mL Tween 20; 

900 mL H20 

Tris-HCl-Puffer pH 6,8 908,55 g Tris (pH 6,8); auf 5 L mit destilliertem H20 

auffüllen 

Tris-HCl-Puffer pH 8,8 908,55 g Tris (pH 8,8); auf 5 L mit destilliertem H20 

auffüllen 

 

3.1.3 Zytokine, Chemotherapeutika und Inhibitoren 

Die Inhibitoren Aza und Dec sowie das Zytostatikum Ara-C wurden in DMSO unter 

sterilen Bedingungen gelöst und in geringen Mengen bei -80°C gelagert um ein 

wiederholtes Auftauen und Gefrieren der Lösungen zu verhindern.  

Tabelle 4: Zytokine, Chemotherapeutika und Inhibitoren 

Material Beschreibung Art.-Nr. Hersteller 

Interleukin-3 (IL-

3) 

Rekombinantes 

murin 
3500584 Immuno Tools 

Azacitidin 50mM Inhibitor  S1782 SelleckChem, USA 

Decitabin 50mM Inhibitor  S1200 SelleckChem, USA 

Ara-C 20mM  Zytostatikum S1648 SelleckChem, USA 

MG-132 
Proteasomen 

Inhibitor 

133407-82-

6 
CalbiochemR, Deutschland 
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siRNA Wt1 siRNA-ID.: S14912 4392420 
SilencerR Select by life 

technologiesTM 

Stealth siRNA  Negativ Kontrolle 12935200 
Thermo Fisher Scientific, 

USA 

 

3.1.4 Antikörper 

Tabelle 5: Antikörper 

Antikörper Art.-Nr. Hersteller Verdünnung 

Anti-Wt1 (D6M6S) 13580 
Cell Signaling 

Technology, USA 
1:1000 

Anti-GAPDH (6C5) Sc-32233 Santa Cruz, USA 1:6000 

Anti-ALPHA-Tubulin-

Maus 
T6199 

Sigma-Aldrich, 

USA 
1:20000 

Ziege-Anti-Maus-IgG Sc-516102 

Santa Cruz 

Biotechnology, 

USA 

1:6000 

Ziege-Anti-Hase-IgG A-0545 
Sigma Aldrich, 

USA 
1:6000 

 

3.1.5 Plasmide 

Tabelle 6: Plasmide 

Material Beschreibung Hersteller 

pCMV6- Entry Myc-DDk-

tagged; Wt1_Isoform A 

Expressionsvektor OriGene Technologies, 

USA 

pCMV6-Entry Myc-DDk-

tagged; Wt1_Isoform D 

Expressionsvektor  OriGene Technologies, 

USA 

pCDNA6/V5-His ABC Expressionsvektor Invitrogen, Deutschland 

pMSCV-IHRES-eGFP-

(MIG) 

Retroviraler 

Expressionsvektor 

AG Spiekermann  
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3.1.6 Oligonukleotide  

Tabelle 7: Sequenzierprimer 

Bezeichnung  Primer-Sequenz 5‘-3‘ 
Tm 

(°C) 

Wt1_Vorwärts_1 CAGGGTTACAGCACGGTCA 60.728 

Wt1_Vorwärts_2 CCAGTGTAAAACTTGTCAGCGA 60.339 

Wt1_Rückwärts_1 TGGGATCCTCATGCTTGAAT 60.426 

 

Tabelle 8: Mutageneseprimer 

Bezeichnung Primer-Sequenz 5‘-3‘ 
Tm(°C

) 

Wt1_D464G 

Vorwärts 
TTCTCCCGGTCCGGCCACCTGAAGACC 

78.61

℃ 

Wt1_D464G 

Rückwärts 
GGTCTTCAGGTGGCCGGACCGGGAGAA 

78.61

℃ 

Wt1_R380W 

Vorwärts 
GTAGCCCCGACTCTTGTATGGTCGGCATCTG 

80.31

℃ 

Wt1_R380W 

Rückwärts 
CAGATGCCGACCATACAAGAGTCGGGGCTA 

80.31

℃ 

Wt1_R430x 

Vorwärts 

GACTTCAAGGACTGTGAATGAAGGTTTTCTCGTTC

AG 

78.28

℃ 

Wt1_R430x 

Rückwärts 

CTGAACGAGAAAACCTTCATTCACAGTCCTTGAAG

TC 

78.28

℃ 

Wt1_S381x 

Vorwärts 
GCCCCGACTCTTGTACGGTAGGCATCTGAG 

80.27

℃ 

Wt1_S381x 

Rückwärts 
CTCAGATGCCTACCGTACAAGAGTCGGGGC 

80.27

℃ 
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3.1.7 Kits 

Tabelle 9: Kits 

Material Hersteller 

In-Fusion® HD Cloning Kit  Clontech, Frankreich  

CloneAmpTM HiFi PCR Premix Clontech, Frankreich  

MycoAlert® Mycoplasma Detection Kit  Lonza, Schweiz 

QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen, Deutschland 

QIAquick PCR Purification Kit Qiagen, Deutschland 

QIAGEN Plasmid Mini Kit Qiagen, Deutschland 

QIAGEN Plasmid Maxi Kit Qiagen, Deutschland 

QuikChange II XL Stie-Directed Mutagenesis Agilent Technologies, USA 

 

3.1.8 Geräte  

Tabelle 10: Geräte 

Material Hersteller 

CO2-Brutschrank der Serie CB 210  Binder, Deutschland 

Cytospin  
Shandon Labortechnik , 

Deutschland  

Drehrad  Phoenix Instrument, Deutschland 

Durchlichtmikroskop Carl Zeiss, Deutschland 

Eismaschine Hoshizaki, Niederlande 

Elektrophorese-Kammer Xcell SureLock TM  Invitrogen, Deutschland 

FACS Vantage SE BD Biosciences, USA 

Feinwaage  Kern & Sohn, Deutschland 

Fluoreszenzmikroskop Dmi8 (11889113)  Leica, Deutschland 

Fusion SL 4 400 WL  Vilber Lourmat, Deutschland 

Gefrierbehälter Mr. Frosty TM Thermo Fisher Scientific, USA 
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Gefrierschrank -80°C  Thermo Fisher Scientific, USA 

GloMax® Discover Mikroplatten Lesegerät Promega, USA 

Heizblock  Eppendorf, Deutschland 

Inkubator Binder, Deutschland 

Kipp-/Rollenmischer Carl Roth, Deutschland 

Kühlgerät -20°C Liebherr, Schweiz 

Kühlschrank  Tritec, Deutschland 

Magnetrührer Heidolph, Deutschland 

NanoDrop 1000 Spectrophotometer Thermo Scientific, USA 

Netzgerät PowerPacTM 300 Bio Rad, Deutschland 

PCR Thermocycler PeqSTAR  Peqlab, USA 

pH Messgerät WTW, Deutschland 

Pipetten  Gilson, Deutschland 

Sicherheitswerkbänken  Brener, Deutschland 

Stickstofftanks  Cryoson, Deutschland 

Tischzentrifuge Centrifuge 5424 R Eppendorf, Deutschland 

Tischzentrifuge  Sigma, Deutschland 

Transferkammer Bio-Rad, Deutschland 

Vi-CellTM XR Beckman Coulter, Deutschland 

Vortexer Cenco, Niederlande 

Wasserbad 
Gesellschaft für Labortechnik mbH, 

Deutschland 

Zentrifuge HeraeusTM MultifugeTM X1R/ 

Heraeus Megafuge 40R 
Thermo Fisher Scientific, USA 
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3.1.9 Verbrauchsmaterialien 

Tabelle 11: Verbrauchsmaterialien 

Material Hersteller 

Diamond Tower Pack D10, D200, D1000 Gilson, USA 

Einmal-Küvetten Brand, Deutschland 

Erlenmeyerkolben 50-1000 mL Duran, Deutschland 

Gelkassetten  Thermo Fisher Scientific, USA 

Glasflaschen 100-1000 mL Duran, Deutschland 

Konische Zentrifugenröhrchen 15 mL, 50 mL Sarstedt, Deutschland 

Konische Zentrifugenröhrchen 50 mL Thermo Fisher Scientific, USA 

Mikroröhrchen Safe Seal 1,5 mL, 2,0 mL  Sarstedt, Deutschland 

Multiwell Platten 6-Well Greine Bio One, Deutschland 

NalgeneTM Kryoröhrchen Thermo Fisher Scientific, USA 

Nitrocellulose-Membran 0.45 µM GE Healthcare, UK 

PCR-Röhrchen 0,2 mL Biozym Scientific, Deutschland 

Pippettenspitzen 5-10 µL Sorenson, USA 

Pippettenspitzen 0,1-10 µL Sorenson, USA 

Pippettenspitzen Gel-loading  Sigma-Aldrich, USA 

Sterile Spritzenvorsatzfilter 0,2 µM  Sarstedt, Deutschland 

TC-Platten 6- bis 96-well, Standard Sarstedt, Deutschland 

TC-Platten 6- bis 96-well, Suspension Sarstedt, Deutschland 

TC-Platte 10 cm Sarstedt, Deutschland 

TC-Flaschen T25, T75, T175 Standard Sarstedt, Deutschland 

TC-Flaschen T25, T75, T175 Suspension Sarstedt, Deutschland 

VASCO® blaue Nitril 

Untersuchungshandschuhe 

B. Braun, Deutschland 
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3.1.10 Programme 

Tabelle 12: Programme 

Bezeichnung Anwendung Bezugsquelle 

Biorender  Illustrationen Biorender AG, online 

E-Capt 15.06 Agarosegelaufzeichnung 
Vilber Lourmat, 

Deutschland 

Fusion Capt 

Advance 16.11 

Darstellung und Quantifizierung von 

Immunoblots 

Vilber Lourmat, 

Deutschland 

GraphPad Prism 

8.4.3 

Statistische Analysen und Darstellung 

der Daten 

GraphPad Software, 

USA 

IBS 1.0 Graphische Darstellung von Proteinen  CUCKOO AG, online 

ImageJ  1.52q Quantifizierung von Immunoblots 
ImageJ developers, 

online 

Incscape 0.92.2 Abbildungsdesign  Incscape, online 

Mendeley Toolbar 

1.19.4  
Referenzenverwaltung Mendeley, Elsevier 

Microsoft Office 

16.38 
Manuskript Microsoft, USA 

SnapGene  5.0.6 
Primerdesign und Darstellung der 

Konstrukte  

GSL Biotech LLC, 

USA 
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3.2 Methoden 
3.2.1 Zellkultur 

Die Zelllinien (Tab. 13) wurden bei der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und 

Zellkulturen (DSMZ) bezogen. Phoenix eco-Zellen wurden bei der American Type 

Culture Collection (ATCC, USA) bezogen. Alle Zelllinien wurden nach 

Herstellerangaben kultiviert. Die Zellkulturen wurden bei 37°C, 5% CO2 und 

Wasserdampfsättigung in einem Brutschrank inkubiert, dies für maximal zwei Monate 

und unter regelmäßigen Kontrollen des Zellwachstums und ihrer Zellvitalität unter dem 

Durchlichtmikroskop. Bei Verdacht auf eine Kontamination mit Mykoplasmen wurden 

die Zellen mit dem MycoAlert Mycoplasma Detection Kit nach Herstellerangaben 

getestet und bei Verunreinigungen verworfen. Das Zentrifugieren der Zellen erfolgte, 

wenn nicht anders angegeben, für 5 Minuten bei Raumtemperatur. Es wurde, wenn nicht 

anders angegeben, auf 37°C erwärmtes Zellkulturmedium verwendet. 

Tabelle 13: Zelllinien 

Bezeichnung Kat.-No. Spezies Zelltyp 

Ba/F3 ACC-300 Murin Pro B-Zelllinie 

Eol-1 ACC-386 Human AML 

HL-60 ACC-3 Human AML 

Kasumi-1 ACC-220 Human AML 

KG-1α ACC-421 Human AML 

K562 ACC-10 Human CML in Blastenkrise 

ME-1 ACC-537 Human AML 

Molm-13 ACC-554 Human AML 

MV4-11 ACC-102 Human Akute monozytische Leukämie 

MONO-MAC-1 (MM1) ACC-252 Human Akute monozytische Leukämie 

MONO-MAC-6 (MM6) ACC-124 Human Akute monozytische Leukämie 

NB-4 ACC-207 Human Akute promyelozyten Leukämie 

OCI-AML3 ACC-582 Human AML 

OCI-AML5 ACC-247 Human AML 

U-937 ACC-5 Human Histiozytisches Lymphom 

SKM-1 ACC-547 Human AML 

THP-1 ACC-16 Human Akute monozytische Leukämie 

HEK-293T  ACC-305 Human Embryonale Nierenzellen  

Phoenix Eco  CTRL-3214 Human Embryonale Nierenzellen 
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3.2.1.1 Kultivieren von Zellen  

Zellkulturmedien RPMI, MEM, DMEM wurden bei Thermo Fisher Scientific (USA) 

bezogen und mit 0,5% Penicillin und Streptomycin, sowie mit 10% oder 20% fetalem 

bovinem Serum versetzt. Je nach Zellkultur wurden nach Herstellerangaben weitere 

Zusätze verwendet. MM1- und MM6-Zellen wurden unter Zusatz von 1 mM Sodium 

Pyruvate und 2 mM L-glutamine + nicht-essenziellen Aminosäuren kultiviert, bei MM6-

Zellen wurde zusätzlich 10 µg/mL Humaninsulin hinzugefügt. Ba/F3-Zellen wurden 

unter Zugabe von Interleukin 3 (IL-3) in RPMI-Medium mit 10% FBS kultiviert. Als IL-

3 Quelle diente das von WEHI-Zellen in den Medienüberstand produzierte IL-3. Dafür 

wurde der Medienüberstand der WEHI-Zellen abgenommen und gefiltert bevor er dem 

RPMI-Medium hinzugefügt wurde. Wenn nicht anders angegeben wurden Ba/F3-Zellen 

in RPMI-Medium mit 10% WEHI Überstand kultiviert.  

 

3.2.1.2 Passagieren von Suspensionszellen  

Das Passagieren von Suspensionszellen erfolgte alle 48 bis 72 Stunden. Die Zellen 

wurden im Verhältnis 1:3 bis 1:5 abgenommen, zentrifugiert, der Überstand verworfen 

und in ein auf 37°C erwärmtes, frisches Medium aufgenommen und kultiviert.  

 

3.2.1.3 Passgieren von adhärenten Zellen  

Das Passagieren von adhärenten Zellen erfolgte ebenfalls alle 48 bis 72 Stunden. Dafür 

wurde der Überstand entfernt, die Zellen mit D-PBS gewaschen, für 5 Minuten mit 

Trypsin inkubiert und mit erwärmtem DMEM-Medium vorsichtig von der Platte gelöst. 

Die Zellen wurden im Verhältnis 1:3 abgenommen, in ein Falkon aufgenommen, 

zentrifugiert, der Überstand verworfen und in ein auf 37°C erwärmtes DMEM-Medium 

aufgenommen und kultiviert.  

 

3.2.1.4 Bestimmung der Zellzahl  

Die Zellzahl und Vitalität der Zellen wurde im Vi-CellTM XR (Beckman Coulter, 

Deutschland) mittels Standard-Trypanblau Methode bestimmt. Die Methode basiert auf 

der Diffusion des blauen Farbstoffs durch die poröse Membran der toten Zellen, diese 

werden dadurch angefärbt und können so identifiziert werden. Anschließend wurden die 

Zellen im Vi-CellTM XR gezählt. Die Zahl der vitalen Zellen der unbehandelten 

Kontrollen wurde in Proliferationsversuchen als 100% gesetzt.  
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3.2.1.5 Einfrieren und Auftauen von Zellen 

Die Zellen wurden zur Lagerung eingefroren. Dafür wurden 6 x106 Zellen abgenommen, 

zentrifugiert, mit D-PBS gewaschen und erneut zentrifugiert. Der Überstand wurde 

verworfen um die Zellen in 1mL der Gefrierlösung FCS mit 10% DMSO aufzunehmen. 

Anschließend wurde die Suspension in einem NalgeneTM Kryoröhrchen (Thermo Fisher 

Scientific,USA) aufgenommen, in einen mit Isopropanol gefüllten Gefrierbehälter 

gegeben und bei -80°C über 72 Stunden schonend eingefroren. Langfristig wurden die 

Zellen bei -80°C oder in flüssigem Stickstoff in Stickstofftanks gelagert.  

Zur Inkulturnahme wurden die gefrorenen Zellen, im Wasserbad bei 37°C aufgetaut, in 

ein auf 37°C erwärmtes Medium aufgenommen und zentrifugiert. Der Überstand der 

Zellkultur wurde verworfen, die Zellen in frischem Medium aufgenommen und in einer 

24-Well Platte bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Die Zellkultur konnte mit der Zeit 

expandiert werden. 

 

3.2.1.6 Transiente Transfektion und stabile Transduktion  

Die stabile Transduktion der Ba/F3-Zellen erfolgte mittels retroviraler Transduktion. 

Dieser wurde durch transiente Transfektion von Phoenix eco-Zellen oder HEK-293T-

Zellen generiert.  

 

3.2.1.6.1 Transiente Transfektion  

Am Tag vor der Transfektion wurden 6,5 x106  Phoenix eco- oder HEK-293T-Zellen, auf 

einer 10 cm Platte, in 10 ml DMEM-Medium ausgesät. Nach 24 Stunden wurde das 

Medium auf frisches DMEM-Medium gewechselt. 2 Stunden nach Mediumwechsel 

wurde die Transfektion durchgeführt. Dafür wurden 13 µg des DNA-Plasmids, 450 µL 

autoklaviertes H20 und 2M CaCl2 vorsichtig vermischt und nach Zugabe von 500 µL 

HBS-Puffer 2X vier Minuten inkubiert. Die Lösung wurde anschließend tröpfchenweise 

auf den Zellen verteilt und die Zellen bis zum Medienwechsel nach 18 Stunden inkubiert. 

Nach Ablauf von 48 Stunden wurde die Effizienz der Transfektion kontrolliert. Bei 

erfolgreicher Transfektion exprimierten die Zellen das auf den DNA-Plasmiden 

konjungierte grün fluoreszierende Protein (GFP). Durch die Expression des GFPs 

emittierten die Zellen blaues oder ultraviolettes Licht in einer Wellenlänge, die unter dem 

Fluoreszenzmikroskop als grün wahrgenommen wurde. Anschließend wurde der 

Virusüberstand abgenommen und über einen sterilen Spritzenfilter gefiltert. Die Zellen 

wurden entweder lysiert und die Proteinexpression per Immunoblot detektiert oder 

verworfen. 
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3.2.1.6.2 Stabile Transduktion 

Für die Transduktion der Ba/F3-Zellen wurde der in 3.2.1.6.1 produzierte Virusüberstand 

verwendet. Zunächst wurden 1,5 x106 Ba/F3-Zellen zentrifugiert, von dem Überstand 

getrennt und in 1,5 mL frischem Medium aufgenommen. Es wurde eine Suspension aus 

den Zellen, 1,5 mL Virusüberstand und 8 µg/mL Polybrene hergestellt und in einer 6-

Well-Platte bei 30°C, 90 Minuten, mit 2500 rpm zentrifugiert. Nach 2,5 Stunden 

Inkubationszeit wurde die Suspension mit frischem Medium verdünnt und kultiviert. 

Nach ausreichender Expansion wurden die Zellen per fluoreszenzaktivierter 

Zellsortierung mit dem FACS Vantage SE (BD Biosciences, USA) sortiert, bis sie eine 

zu über 90% homogene Population erreichten. 

 

3.2.1.7 Leukämische Zelllinien 

3.2.1.7.1 Proliferationsanalyse unter Azacytidin und Decitabin Behandlung 

Zur Analyse des Proliferationsverhaltens leukämischer Zellen unter medikamentöser 

Therapie wurden Verdünnungsreihen der Medikamente angesetzt und die Zellen in 

diesen 72 Stunden inkubiert. Ausgehend von 3 unabhängigen Duplikaten wurden 

Proliferationskurven erstellt, mit Hilfe derer die mittlere inhibitorische Konzentration 

(IC50-Wert) errechnet wurde. 

Die in DMSO gelösten 50 nM Ausgangslösungen wurden mit Medium auf Aza 

Konzentrationen von 20 µM bis 0,1 µM, sowie Dec Konzentrationen von 5 µM bis 0,01 

µM verdünnt. Bei jedem Versuchsansatz wurde eine unbehandelte Kontrolle mitgeführt. 

Nach Zählung und Vitalitätsprüfung wurden 2 x106 Zellen abgenommen, zentrifugiert, 

der Überstand verworfen und die Zellen in 4 mL warmem Medium aufgenommen. Pro 

Probe wurden 2,5 x105 Zellen in eine Kammer einer 48-Well Platte vorgelegt, das 

Medikament zugesetzt und mit Medium auf ein Volumen von 1 mL gebracht. Nach einer 

Inkubationszeit von 72 Stunden bei 37° im Brutschrank wurde die Zellzahl per Vi-CellTM 

XR (Beckman Coulter, Deutschland) ermittelt. 

Je nach Versuchsansatz wurden verschiedene Zellkulturmedien und Zusätze verwendet. 

Für den Zusatz von Vitamin C wurden 100 mg in 10 ml destilliertem H20 gelöst, über 

einen sterilen Spritzenfilter gefiltert und in Konzentrationen von 284 µM und 56,8 µM 

der Zellkultur zugesetzt. Bei Versuchsansätzen mit Liponsäure wurden 0,2 mg in 1 mL 

destilliertem H20 gelöst, über einen sterilen Spritzenfilter gefiltert und in einer 

Konzentration von 971 µM der Zellkultur zugesetzt. Der Zusatz von Nukleotiden in der 

Zellkultur erfolgte indem 624 mL Zellkulturmedium mit 1 mg Nukleotide versetzt 
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wurden, dadurch entstanden Nukleotid-Konzentrationen von 0,04 mM. Das Medium 

wurde nachfolgend für die Versuche verwendet. 

 

3.2.1.7.2 Generierung von Zellpellets unter Behandlung mit Aza und Dec 

Die Bestimmung des Aza- und Dec-Gehalts der DNA/RNA sowie der epigenetischen 

DNA Basen 5-mC und 5-hmC wurden in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. 

Carell (Chemie Department der LMU) durchgeführt. 

Die in DMSO gelösten 50 nM Ausgangslösungen wurden mit RPMI-Medium auf eine 

Aza-Konzentration von 3 µM, sowie in eine Dec-Konzentration von 0,5 µM verdünnt. 

Als Kontrolle wurde bei jedem Probenansatz eine mit 6 µl DMSO behandelte Probe 

mitgeführt. Es wurden 12 x106 Zellen abgenommen, zentrifugiert, der Überstand 

verworfen, die Zellen in 24 mL RPMI-Medium aufgenommen und in 

Suspensionsflaschen überführt. Die Medikamente wurden zuletzt hinzugefügt. Die 

Proben wurden für 24 Stunden oder für 72 Stunden im Brutschrank bei 37°C inkubiert. 

Für die ersten Messungen (4.1.3) wurden 5 x106 Zellen abgenommen, zentrifugiert, der 

Überstand verworfen, die Zellen in 1 mL der Gefrierlösung, aus FCS mit 10% DMSO, 

aufgenommen und gefroren, wie bereits in 3.2.1.5 beschrieben. Dies stellte sich als nicht 

optimal für die analytischen Methoden heraus. Für die nachfolgenden Messungen (4.1.4) 

wurden die Zellen deshalb wie folgt gefroren: Es wurden 5 x 106 Zellen abgenommen, 

zentrifugiert, der Überstand verworfen, die Probe mit kühlem D-PBS gewaschen und in 

ein Mikroröhrchen SafeSeal (Sarstedt, Deutschland) überführt. Nach erneuter 

Zentrifugation wurde der Überstand sorgfältig abgenommen. Der möglichst 

flüssigkeitsarme Zellrest wurde anschließend in flüssigem Stickstoff gefroren. 

Anschließend wurden die Analysen von Sarah Schiffers (AG Prof. Carell [Chemie 

Department der LMU]), wie in 2.2.4.3 beschrieben, durchgeführt. 116 

 

3.2.1.8 Ba/F3-Zellen 

3.2.1.8.1 Proliferationsanalyse unter Ara-C und Dec Behandlung 

Zur Analyse des Proliferationsverhaltens Wt1-transduzierter-Ba/F3-Zellen unter 

medikamentöser Therapie wurden Verdünnungsreihen der Medikamente angesetzt und 

die Zellen in diesen 72 Stunden inkubiert. Ausgehend von mindestens 3 unabhängigen 

Duplikaten wurden Proliferationskurven erstellt, anhand derer der IC50-Wert errechnet 

wurde. 

Die in DMSO gelösten 20 mM Ara-C- und 50 mM Dec-Ausgangslösungen wurden mit 

Medium auf Konzentrationen von 1 µM bis 0,01 µM verdünnt. Bei jedem Versuchsansatz 



 33 

wurde eine unbehandelte Kontrolle mitgeführt. Nach Zählung und Vitalitätsprüfung 

wurden 5,6 x105 Zellen abgenommen und zentrifugiert, der Überstand verworfen und die 

Zellen in 7mL erwärmtem Medium resuspendiert. Pro Probe wurden 4 x104 Zellen in ein 

Fach einer 48-Well Platte vorgelegt und nach Zusatz des Medikaments mit Medium auf 

ein Volumen von 1mL gebracht. Nach einer Inkubationszeit von 72 Stunden bei 37° im 

Brutschrank wurde die Zellzahl per Vi-CellTM XR (Beckman Coulter, Deutschland) 

ermittelt. 

 

3.2.1.8.2 Behandlung mit dem MG-132-Proteasomeninhibitor 

Zur Untersuchung eines möglichen proteasomalen Abbaus der Wt1-Proteine in Ba/F3-

Zellen wurden 5 x106 Zellen abgenommen, zentrifugiert, der Überstand verworfen und 

in 10 mL frisches Medium aufgenommen. Nach Zugabe des MG-132-

Proteasmoneninhibitors in Konzentrationen von 10 µM und 20 µM wurden die Zellen für 

4 Stunden inkubiert. Anschließend erfolgte die Lyse der Zellen, sowie die Analyse der 

Wt1-Expression im Immunoblot. 

 

3.2.1.8.3 Generierung von Zellpellets Wt1 transduzierter Ba/F3-Zellen 

Die Bestimmung des 5-mC- und 5-hmC-Gehalts der Wt1-transduzierten Ba/F3-Zellen 

wurde in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Professor Carell (Chemie Department 

der LMU) durchgeführt. Hierfür wurden 5 x 106 Zellen abgenommen, zentrifugiert, der 

Überstand verworfen, die Zellen mit D-PBS gewaschen und in ein Mikroröhrchen 

SafeSeal (Sarstedt, Deutschland) überführt. Nach erneuter Zentrifugation wurde der 

Überstand sorgfältig abgenommen. Der möglichst flüssigkeitsarme Zellrest wurde 

abschließend in flüssigem Stickstoff gefroren. Die Analysen wurden von Sarah Schiffers 

(AG Prof. Carell [Chemie Department der LMU]), wie in 2.2.4.3 beschrieben, 

durchgeführt. 116 

 

3.2.1.8.4 IL-3 abhängige Proliferation Wt1 transduzierter Ba/F3-Zellen 

Wt1-transduzierten Ba/F3-Zellen wurden unter abnehmenden IL-3 Konzentrationen 

kultiviert und ihr Proliverationsverhalten untersucht. Dafür wurden 4 x104 Zellen in 

RPMI-1640-Medium, mit 10% FBS, in einer 48-Well-Platte ausgesät und mit 

rekombinantem IL-3 in Konzentrationen von 1; 0,1; 0,01 ng/mL oder ohne IL-3 für 72 

Stunden bei 37° im Brutschrank inkubiert und abschließend die Zellzahl ermittelt. 
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3.2.2 Proteinbiochemische Methoden 

Die Proteinexpression wurde mit der Methode des Immunblots, auch Western Blot 

genannt, untersucht. Die Proteingewinnung setzte die vorangegangene Lyse der Zellen 

voraus. Anschließend konnten diese auf eine Trägermembran übertragen werden um sie 

mit spezifischen Antikörpern nachzuweisen und zu quantifizieren. 

 

3.2.2.1 Proteinisolation 

Zunächst erfolgte die Proteinisolation. Um die vorzeitige Denaturierung der Proteine zu 

verhindern wurde hierbei stets bei niedrigen Temperaturen auf Eis gearbeitet.  

Nach Herstellung des Lysisreagenz wurden die Suspensionszellen gezählt, 5 x106 Zellen 

abgenommen, zentrifugiert und zweimal mit kaltem D-PBS gewaschen um sie erneut zu 

zentrifugieren. Der Überstand wurde verworfen und die Zellen in 100 µL Lysisreagenz 

aufgenommen. Adhärente Zellen wurden mit D-PBS gewaschen, für 5 Minuten mit 

Trypsin inkubiert und mit 37°C warmen DMEM-Medium von der Platte gelöst. 

Anschließend wurden sie in ein Röhrchen aufgenommen, zentrifugiert und der Überstand 

wurde verworfen. Die Zellen wurden, je nach Größe der Zellkultur, in 300-600 µL 

Lysisreagenz resuspensiert. Folgende Schritte erfolgten analog für Suspensionszellen und 

adhärente Zellen. Die in Lysisreagenz aufgenommen Zellen wurden 30 Minuten auf 

einem Drehrad bei 4°C inkubiert und anschließend bei 13000 rpm in der Kühl-Zentrifuge 

bei 4°C zentrifugiert. Dadurch wurden die löslichen Proteine von den Zellresten getrennt 

und konnten mit dem Überstand abgenommen werden.  

 

3.2.2.2 Bradford Proteinbestimmung 

Um einheitliche Proteinmengen zu erhalten wurden die Proteinkonzentrationen per 

photometrischer Methode nach Bradford bestimmt. Es wurde 250 µL Bradfordreagenz 

1:5 verdünnt und mit 1 µL Proteinlysat und 4 µL Wasser für 5 Minuten bei 

Raumtemperatur inkubiert. Die Extinktion wurde mit dem GloMax® Discover (Promega, 

USA) bei einer Wellenlänge von 600 nm gemessen. Durch die vorangegangene Messung 

einer Verdünnungsreihe mit bovinem Serum Albumin bekannter Konzentrationen bei 

gleicher Wellenlänge, konnte die Eichformel aufgestellt werden. Die Proben wurden 

jeweils unter Vergleich einer Kontrolle ohne Proteinlysat gemessen und die exakte 

Proteinmenge der Proben errechnet.   
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3.2.2.3 SDS-Gel Proteinelektrophorese  

Die SDS-Gel Proteinelektrophorese diente dazu die Proteine an Hand ihrer Größe 

aufzutrennen. Die Proteine wandern dabei an einem elektrischen Feld Richtung Anode 

am unteren Ende des Gels durch die gitterartige Struktur des Polyacrylamid-Gels 

hindurch. Dafür wurden sie vorweg denaturiert und durch die Zugabe des Lämmli-Puffer 

negativ geladen.  

Die Komponenten der Trenngels wurden wie in der in (Tab. 3) angegebenen Reihenfolge 

gemischt und das 10%-12.5% Trenngel zügig in die unteren dreiviertel einer Gelkassette 

gefüllt. Der Überstand wurde mit Isoproanol aufgefüllt. Nach 30 Minuten war das Gel in 

einer waagrechten Linie auspolymerisiert und das obere Viertel der Gelkassette wurde 

mit einem 4% Sammelgel befüllt. Die für die Aufteilung der Proben nötigen 

Depottaschen wurden durch einen in das Sammelgel gesteckten Kamm erzeugt. Vor 

Verwendung wurde der Kamm entfernt und die Taschen mit vollentsalztem Wasser 

gespült. Die Proteinlysate wurden im Verhältniss 1:1 mit Lämmli-Puffer 2X gemischt 

und mit Wasser auf einheitliche Volumina gebracht (20-40 µL). Die Proben wurden, nach 

5-minütiger Denaturierung bei 95°C im Heizblock, in die Geltaschen geladen. Zum 

Vergleich des Molekulargewicht der Proteine wurde ein Größenmarker in eine der 

Geltaschen mit aufgetragen. In einer mit Elektrophorese Puffer befüllten Elektrophorese-

Kammer  Xcell SureLock TM  (Invitrogen, Deutschland) wurden die Gele in das Netzgerät 

PowerPacTM 300 (Bio Rad, Deutschland) an 70 – 110 V Strom gelegt. 

 

3.2.2.4 Immunoblot 

Zunächst wurden die Proteine aus dem SDS-Gel auf eine Nitrocellulose-Membran 

übertragen um sie mit Antikörpern zu inkubieren. Anschließend wurden die Proteine per 

Chemilumineszenz sichtbar und quantifizierbar gemacht.  

Dazu wurde das Gel in einer mit Transferpuffer befüllten Transferkammer (Bio Rad, 

Deutschland) auf eine Nitrocellulose-Membran gelegt und über Nacht bei 4°C an das 

Netzgerät PowerPacTM 300 (Bio Rad, Deutschland) bei 100 mA angeschlossen. 

Abschließend wurde der Strom für 1 Stunde auf 200 mA erhöht. Durch das senkrecht auf 

das SDS-Gel wirkende elektrische Feld, wurden die Proteine aus dem SDS-Gel auf die 

Nitrocellulose-Blotting-Membran transportiert. Um eine unspezifische Proteinbindung 

zu verhindern, wurde die Nitrocellulose-Membran für 1,5 Stunden in 5 g Milchpulver mit 

100mL TBS-T (5% Milch) blockiert und anschließend 3 Mal für 10 Minuten mit TBS-T 

gewaschen. Der Primärantikörper wurde in 5% Milch verdünnt und die Membran in 

dieser über 1 bis 3 Stunden inkubiert. Danach wurde dreimal mit TBS-T für 10 Minuten 
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gewaschen um die Membran mit dem Sekundärantikörper, in 5% Milch verdünnt, für 

weitere 1 bis 3 Stunden zu inkubieren. Nach abgelaufener Inkubationszeit wurde die 

Nitrocellulose-Membran erneut dreimal mit TBS-T für 10 Minuten gewaschen.  

Die PierceTM ECL Plus Lösung (Thermo Scientific, USA) wurde 1:40 verdünnt, auf der 

Membran, unter Ausschluss von UV-Strahlen, für 2 Minuten inkubiert und durch 

Chemilumineszenz die Protein-Antikörperbindung mit dem Fusion SL 4 400 WL (Vilber 

Lourmat, Deutschland) sichtbar gemacht. 

Alle Inkubationsschritte und Waschschritte erfolgten in konischen Zentrifugenröhrchen, 

bei Raumtemperatur, auf einem Kipp-Rollenmischer (Carl Roth, Deutschland). 

 

3.2.3 Molekulargenetische Methoden 

Für die funktionelle Charakterisierung der neu detektierten Wt1-Mutationen, sowie der 

Isoformen A und D wurden die Wt1-Isoformen aus dem pCMV6-Vektor (OriGene 

Technologies, USA) in den Expressionsvektor pCDNA6/V5-Vektor und den retroviralen 

pMIG-Vektor kloniert. Ausgehend von der Wt1-Isoform D wurden die Mutationen mit 

dem Verfahren der ortsspezifischen Mutagenese, sowohl im pCDNA6-Vektor als auch 

im pMIG-Vektor, generiert. 

 

3.2.3.1 Polymerase-Kettenreaktion 

Das Verfahren der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) diente zur Vervielfältigung von 

DNA-Sequenzen. Hierfür wurde der PCR Premix CloneAmpTM HiFi (Clontech, 

Frankreich) im PCR Thermocycler PeqSTAR (Peqlab, USA) verwendet. Alle 

Arbeitsschritte wurden nach Herstellerangaben durchgeführt. Der PCR-Mix wurde mit 

der DNA und den Primern inkubiert und sukzessive die Denaturierung der DNA, das 

Annealing der Primer und die Elongation des DNA-Abschnitts durchlaufen. Die Reaktion 

erfolgte 35 Mal 5 bis 40 Sekunden, bei Temperaturen von 53°C bis 98°C. Anschließend 

wurde die DNA bei 4°C gekühlt. Als Kontrolle diente ein PCR Ansatz ohne zu 

amplifizierende DNA-Sequenz. Die Größe der amplifizierten DNA Fragmente wurde mit 

einem Agarosegel überprüft. 

 

3.2.3.2  Klonierung 

Für Klonierungsarbeiten wurde das Klonierungskit In-FusionR HD Cloning Kit 

(Clontech, Frankreich) verwendet. Alle Arbeitsschritte wurden nach Herstellerangaben 

durchgeführt. Zunächst wurde der Plasmidvektor verdaut, für den Verdau des pCDNA6-

Vektors wurden die Restriktionsenzyme KpnAI und XbAI verwendet, für den pMIG-
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Vektor wurde HpaI verwendet. Alle Restriktionsenzyme wurden bei New England 

Biolabs (Deutschland) erworben. Es wurden jeweils 500 ng des Vektors, mit jeweils 1,5 

µL der Restriktionsenzyme mit destilliertem Wasser auf 20 µL gebracht. Die DNA wurde 

mit Klonierungsprimer per PCR aus dem pCMV-Vektor amplifiziert. Hierfür wurden 

10ng des Wt1 pCMV-Vektor, mit 5 µL des PCR Premix und jeweils 1 µL der 

Klonierungsprimer, mit destilliertem Wasser auf 20 µL gebracht und die PCR wie in 3.2.1 

beschrieben durchgeführt. Die komplementären Enden des Vektors und der DNA wurden 

ligiert. Dafür wurden 2 µL des Fusion HD Enzyme Premix, mit 50 ng des PCR-Produkts 

und 150 ng des Vektor mit destilliertem Wasser auf 10 µL gebracht und für 15 Minuten 

bei 50°C inkubiert. Die Plasmid-DNA wurde in StellarTM kompetenten Bakterien (Takara 

Bio, Japan) mittels Hitzeschock transformiert. Dafür wurden 50 µL der Zellen auf Eis 

aufgetaut, mit 2,5 µL der DNA für 30 Minuten auf Eis inkubiert, anschließend wurde der 

Ansatz für 45 Sekunden bei 42°C einem Hitzeschock ausgesetzt. Nach einer erneuten 

Inkubation auf Eis für 2 Minuten, wurde die Suspension mit S.O.C-Medium auf ein 

Volumen von 500 µL gebracht und 1 Stunde bei 37°C und 200 rpm inkubiert. 

Nachfolgend wurde die Suspension auf einer mit Ampicillin (50-100 µg/ml) bedeckten 

LB-Agar-Platte über Nacht kultiviert. Abschließend wurden die Zellen expandiert und 

die DNA-Plasmide durch Lyse der Bakterien isoliert. 

Durch den Verdau der Plasmid-DNA durch Restriktionsenzyme und dem anschließenden 

Größenvergleich der Fragmente in einem Agarosegel konnte die Korrektheit der 

Klonierung geprüft werden. Nachfolgend konnte die Plasmid-DNA entweder direkt mit 

dem QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen, Deutschland) aufgereinigt werden oder 

nach dem Entfernen aus dem Agarosegel mit dem QIAquick Gel Extraktions Kit (Qiagen, 

Deutschland) isoliert werden. Alle Arbeitsschritte wurden nach Herstellerangaben 

durchgeführt. Die Konzentration der DNA-Plasmide wurde per Nanodrop1000 

photometrisch bestimmt. Die neu entstanden Konstrukte wurden vollständig sequenziert 

und langfristig bei -20°C gelagert. 

 

3.2.3.3 Mutagenese 

Die Wt1-Mutationen S380W, S381x, R403x, D464G wurden per PCR-basierter 

ortsgerichteter Mutagenese der Wt1-Isoform D sowohl im pCDNA-Vektor als auch im 

pMIG-Vektor hergestellt. Hierfür wurde des QuikChange II XL Stie-Directed 

Mutagenesis Kit (Agilent Technologies, USA) verwendet. Alle Arbeitsschritte wurden 

genau nach Herstellerprotokoll durchgeführt. Die Mutationen wurden mit Hilfe von 

Mutageneseprimern in die DNA eingefügt und die DNA-Plasmide anschließend per PCR 
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repliziert. Durch den Verdau der Wildtyp-DNA-Plasmide wurde die mutierte Plasmid-

DNA angereichert. Für die Transformation der DNA-Plasmide wurden die in dem Kit 

enthaltenen E.coli Bakterien verwendet. Alle neu entstanden Konstrukte wurden vor der 

weiteren Verwendung vollständig sequenziert.  

 

3.2.3.4 Transformation von E.coli Bakterien 

Die chemische Transformation kompetenter E.coli Bakterien diente der Amplifikation 

der Wt1-Konstrukte. Hierfür erfolgte die Inkubation von 25 µL Bakterien, 10 µL 

Plasmid-DNA und 10 µL 5X KCM-Lösung und 5 µL Wasser für 20 Minuten auf Eis und 

für weitere 10 Minuten bei Raumtemperatur, gefolgt von 1 Stunde Inkubation bei 37°C 

und 200 rpm nach Zugabe von LB-Medium oder S.O.C-Medium, sowie der 

anschließenden Kultivierung der Bakterien auf einer mit Antibiotikum, je nach Vektor 

Ampicillin (50-100 µg/ml) oder Kanamycin (25 µg/ml), bedeckten LB-Agar-Platte. 

Abschließend wurden die Kolonien expandiert und die DNA-Plasmide durch Lyse der 

Bakterien isoliert.  

 

3.2.3.5 Isolation der Plasmid-DNA 

Für die Isolation der Plasmid-DNA aus den transformierten Bakterien wurde das 

QIAGEN Plasmid Mini- oder Maxi-Kits (Qiagen, Deutschland) verwendet. Alle 

Arbeitsschritte wurden nach Herstellerangaben durchgeführt. Je nach Protokoll wurden 

verschieden große Mengen an Plasmid-DNA generiert. Hierfür wurde entweder eine über 

Nacht angesetzte Bakterienkultur von 2 mL verwendet oder diese weiter kultiviert um 

eine größere Menge der Bakterien und der DNA-Plasmide zu erhalten. Dafür wurden die 

2 mL der Bakterienkultur über Nacht in 100 mL LB-Medium mit einem selektivem 

Antibiotikum bei 37°C und 210 rpm expandiert. Die kleinere Probe wurde für 3 Minuten 

zentrifugiert, die größere Probe für 10 Minuten zentrifugiert und der Überstand 

verworfen. Anschließend wurden die Bakterien nach Herstellerangaben lysiert, die DNA 

aufgereinigt, gebunden und mit 70% Ethanol gewaschen. Nach dem Trocknen der 

purifizierten DNA wurde diese in Isopropanol resuspendiert und in ein neues Flakon 

überführt. Die Konzentration der DNA-Plasmide wurde per Nanodrop1000 

photometrisch bestimmt. Anschließend wurden die DNA-Plasmide direkt 

weiterverwendet oder bei -20°C gelagert. 

 



 39 

3.2.3.6 Agarosegel Elektrophorese 

Per Agarosegel Elektrophorese wurde die Größe der DNA-Proben und Plasmide 

überprüft. Gegeben falls wurden die Plasmide vorweg mit Restriktionsenzymen (New 

England Biolabs, Deutschland) verdaut. Die Proben wurden mit einem Ladefarbstoff 

gemischt und auf ein 1%iges Agarosegel aufgetragen. Zum Größenvergleich wurde in 

eine Tasche ein DNA-Marker geladen. Sollten die Proben anschließend weiterverwendet 

werden, wurden diese aus dem Agarosegel mit einem Skalpell unter UV-Licht 

ausgeschnitten und mit dem Gelextraction Kit (Qiagen, Deutschland) nach 

Herstellerprotokoll zurückgewonnen.  

 

3.2.3.7 Sequenzierung 

Alle neu entstandenen Wt1-Konstrukte wurden bei Sequiserve (Deutschland) per Sanger 

Sequenzierung auf die Richtigkeit der DNA-Sequenz geprüft.  

 

3.2.4 Datenanalyse 

Alle statistischen Berechnungen wurden mit dem Programm Graphpad Prism (USA), 

Version 8.0.1, durchgeführt. Zur Errechnung des IC50-Werts wurden Dosis-Wirkungs-

Kurven erstellt. Alle Experimente erfolgten, wenn nicht anders angegeben, in mindestens 

3 unabhängigen Versuchen. Es wurde stets der Mittelwert mit Standardabweichung 

angegeben. Die Auswertung erfolgte mittels zweiseitigem, ungepaarten student’s t-Test 

und P<0.05 wurde als statistisch signifikant erachtet.  
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4 Ergebnisse 

4.1 Die Bedeutung des Einbaus von HMA in das Genom leukämischer 

Zellen mit Bezug auf Zytostatikatoxizität und klinisches 

Ansprechen 
4.1.1 Die Wirkung von HMA in unterschiedlichen Nährmedien 

Wir haben festgestellt, dass OCI-AML3-Zellen in RPMI-Medium wesentlich besser auf 

die Behandlung mit HMA ansprachen als in MEM-Medium. Zur weiteren Untersuchung 

wurden die Zelllinien MV4-11- und OCI-AML3-Zellen sowohl in RPMI-Medium als 

auch in MEM-Medium kultiviert und mit HMA für 72 Stunden behandelt. Die 

Behandlung der Zellen mit HMA in MEM-Medium führte bei beiden Zelllinien zu einem 

geringeren Ansprechen auf HMA (Abb. 5).  

 

Abbildung 5: MEM-Medium führt zur Resistenz gegen HMA.  
Vergleich der Empfindlichkeit von MV4-11-Zellen (a,c) und OCI-AML3-Zellen (b,d) gegenüber 

Aza (a,b) und Dec (c,d) in RPMI-Medium sowie in MEM-Medium. Die Zellen wurden jeweils 

für 72 Std. mit HMA in den angegeben Konzentrationen behandelt. Die Dosis-Wirkungskurve 

wurde aus mind. 3 unabhängigen Versuchen ermittelt und als Mittelwert mit Standardabweichung 

angegeben. Auswertung mittels zweiseitigen, ungepaarten student’s t-Test, *P<0.05, 

**P<0.01,***<0.001. Die y-Achse beschreibt die Zellviabilität prozentual zur unbehandelten 

Kontrolle. 
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MEM-Medium unterschied sich von RPMI-Medium unter anderem durch die 

Anwesenheit von Vitamin C, Liponsäure und Nukleotiden im Zellkulturmedium. Zum 

besseren Verständnis des Resistenzmechanismus sowie zur Sicherstellung einheitlicher 

Untersuchungsbedingungen wurden diese weiter untersucht. Dafür wurden MV4-11- und 

Kasumi-1-Zellen in RPMI-Medium unter Zusatz von Vitamin C oder Liponsäure 

kultiviert. OCI-AML5-Zellen wurden in RPMI-Medium, in MEM-Medium ohne 

Nukleotide und in MEM-Medium mit Nukleotiden kultiviert. Alle Zelllinien wurden für 

72 Stunden mit HMA behandelt. Die Anwesenheit von Vitamin C oder Liponsäure im 

Zellkulturmedium hatte keinen Einfluss auf die Sensitivität der Zellen gegenüber HMA 

(Abb. 6a-d). Die Anwesenheit von Nukleotiden im Zellkulturmedium führte zur 

Resistenz von OCI-AML5-Zellen gegen HMA (Abb. 6e, f). In RPMI-Medium und in 

MEM-Medium ohne Nukleotide zeigten die Zellen ein gutes Ansprechen auf die Therapie 

mit HMA. Da sowohl OCI-AML5- als auch OCI-AML3-Zellen in RPMI-Medium eine 

gute Viabilität und ein gutes Zellwachstum zeigten, wurden, zur Schaffung einheitlicher 

Untersuchungsbedingungen, für die folgenden Experimente alle Zellen in RPMI- 

Medium kultiviert.  
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Abbildung 6: Zusatz von Nukleotiden führt zur Resistenz gegen HMA.  
Vergleich der Empfindlichkeit von MV4-11-Zellen gegenüber Aza unter der Zugabe von Vitamin 

C (a) und Liponsäure (b), sowie der Sensitivität von Kasumi-1-Zellen gegenüber Aza (c) und Dec 

(d) unter der Zugabe von Vitamin C und der Sensitivität von OCI-AML5-Zellen gegenüber Aza 

(e) und Dec (f) unter der Zugabe von Nukleotiden im Zellkulturmedium. Die Zellen wurden 

jeweils für 72 Std. mit HMA, in den angegeben Konzentrationen behandelt. Die Dosis-

Wirkungskurve wurde aus mind. 3 unabhängigen Versuchen ermittelt und als Mittelwert mit 

Standardabweichung angegeben. Auswertung mittels zweiseitigen, ungepaarten student’s t-Test, 

*P<0.05, **P<0.01,***<0.001. Die y-Achse beschreibt die Zellviabilität prozentual zur 

unbehandelten Kontrolle. 
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4.1.2 Sensitivität leukämischer Zelllinien gegenüber hypomethylierenden 

Agenzien 

Zunächst wurde die Empfindlichkeit der leukämischen Zelllinien gegenüber Aza und Dec 

ermittelt. Hierfür wurden 16 leukämische Zelllinien mit Aza und Dec für 72 Stunden 

behandelt. Die Konzentrationen der Medikamente wurden an Hand der 

Blutplasmaspiegel von Patienten unter Behandlung mit HMA gewählt.71,72,167 Alle Zellen 

wurden in RPMI-Medium ohne Zusätze kultiviert.  

Die leukämischen Zelllinien zeigten unterschiedliche Empfindlichkeit für HMA (Abb. 

7). Die IC50-Werte für Aza lagen im Bereich von 0,5 µM (SKM-1) bis 5,9 µM (Kasumi-

1). Die Zelllinien OCI-AML3 (2,7 µM), MM1 (3,4 µM), Kasumi-1 (5,9 µM) zeigten eine 

deutlich geringere Sensitivität für Aza als die übrigen Zellen. Die Zelllinie ME-1 war 

resistent gegen die Behandlung mit Aza, für sie konnte kein IC50-Wert ermittelt werden. 

Damit lag der IC50-Wert mindestens über dem Konzentrationsmaximum von 20 µM und 

wurde deshalb bei der graphischen Darstellung symbolisch über dem 

Konzentrationsmaximum dargestellt. Die IC50-Werte für Dec lagen im Bereich von 0,06 

µM (NB-4) bis 4,4 µM (SKM-1). Für die Zellen MM6 (4,1 µM), U-937 (4,1 µM), SKM-

1 (4,4 µM) ergab sich trotz hoher Sensitivität für Aza eine geringe Sensitivität für Dec. 

Die Zelllinien ME-1, Kasumi-1 und MM1 waren resistent gegen die Behandlung mit Dec. 

Für sie konnte kein IC50-Wert ermittelt werden. Damit lag der IC50-Wert mindestens über 

dem Konzentrationsmaximum von 5 µM und wurde deshalb bei der graphischen 

Darstellung symbolisch über dem Konzentrationsmaximum dargestellt. Die von mir 

gewonnenen Ergebnisse der IC50-Werte für Aza und Dec wurden zudem für die 

Kooperation mit Sarah Schiffers aus der Arbeitsgruppe von Prof. Carell (Chemie 

Department der LMU) genutzt und wurden in der Promotionsarbeit von Sarah Schiffers 

ebenfalls verwendet.116  
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Abbildung 7: Leukämische Zelllinien zeigen unterschiedliche Sensitivität für HMA.  
Vergleich der Empfindlichkeit leukämischer Zelllinien gegenüber Aza (a) und Dec (b) in RPMI-

Medium. Die Zellen wurden jeweils für 72 Std. mit HMA behandelt. Der IC50-Wert wurde aus 

mind. 3 unabhängigen Versuchen ermittelt und als Mittelwert mit Standardabweichung 

angegeben. Die y-Achse beschreibt den IC50-Wert (µM).  
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Abbildung 8: Resistenz leukämischer Zelllinien gegen HMA.  
Darstellung der Empfindlichkeit leukämischer Zelllinien ME-1 gegenüber Aza (a) und ME-1, 

MM1 und Kasumi-1 gegenüber Dec (b). Die Zellen wurden jeweils für 72 Std. mit HMA, in den 

angegeben Konzentrationen behandelt. Die Dosis-Wirkungskurve wurde aus mind. 3 

unabhängigen Versuchen ermittelt und als Mittelwert mit Standardabweichung angegeben. Die 

y-Achse beschreibt die Zellviabilität prozentual zur unbehandelten Kontrolle. 

 

Es ergab sich keine Korrelation der IC50-Werte für Aza und Dec (p=0,27; R2=0,035) (Abb. 

9). Die Zelllinien HL60 ([Aza:0,7 µM][Dec;0,3 µM]) und Molm-13 ([Aza:1,06 

µM][Dec:0,1 µM]) waren in unseren Versuchen sowohl für Aza als auch für Dec sensitiv. 

Für die Ziellinien MM1([Aza:3,4 µM][Dec:/]) und Kasumi-1([Aza:5,9 µM][Dec:/]) 

ergab sich für beide Agenzien eine geringe Sensitivität. Die Zelllinien wurden zur 

weiteren Untersuchung möglicher Resistenzmechanismen gegen HMA in 4.1.4 

verwendet. 

 

Abbildung 9: Keine Korrelation der IC50-Werte für Aza und Dec.  
Vergleich der IC50-Werte der leukämischer Zelllinien für Aza und Dec. Auswertung mittels 

einseitigem Korrelationskoeffizient nach Pearson *P<0.05, **P<0.01,***<0.001. Die Achsen 

beschreiben die IC50-Werte (µM). 
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4.1.3 Die Wirkung von HMA auf das Genom leukämischer Zellen 

Zur Analyse der Wirkung von HMA auf die DNA bzw. die RNA leukämischer Zellen, 

wurden diese für 24 Stunden mit einer Einzeldosis Aza (3 µM), Dec (0,5 µM) behandelt. 

Die Messung der Inkorporation sowie der DNA- und RNA-Methylierung, in 4.1.3 und in 

4.1.4, erfolgte in Kooperation mit Sarah Schiffers aus der Arbeitsgruppe von Prof. Carell 

(Chemie Department der LMU). Die aus der Kooperation gewonnenen Ergebnisse 

wurden ebenfalls in der Promotionsarbeit von Sarah Schiffers verwendet.116 Die 

Konzentrationen der Substanzen, in 4.1.3 und in 4.1.4, wurden nach den maximal 

erreichbaren Blutplasmaspiegeln der Patienten unter Therapie mit hypomethylierenden 

Agenzien gewählt.71,72,167 Es wurden zunächst mehrere Zellen in Einzelproben verwendet 

und diese in technischen Tripletts gemessen (n=3). Hierbei wurde jeweils der Mittelwert 

mit Standardabweichung angegeben. 

Aza wurde bei allen behandelten Zellen in die DNA (Abb. 10a) und in RNA (Abb. 11a) 

eingebaut. Die Zelllinien zeigten quantitative Unterschiede in der Inkorporation von Aza. 

Einige Zellen, wie MM6, Molm-13 und THP-1 bauten Aza besonders stark ein, sowohl 

in die DNA als auch in die RNA. Im Gegensatz dazu bauten U-937- und Kasumi-1-Zellen 

nur ca. 50% der Menge in ihre DNA und RNA ein. Der Einbau von Aza in die DNA war 

bei allen Zellen deutlich stärker als in die RNA. Bei allen mit Aza behandelten Zellen 

nahm die DNA-Methylierung signifikant ab (Abb. 10c). Außer bei Kasumi-1-Zellen 

bewirkte die Behandlung mit Aza bei allen Zellen auch eine signifikante Abnahme der 

RNA-Methylierung (Abb. 11c). Insgesamt nahm die RNA-Methylierung unter Aza, bei 

allen Zellen außer Kasumi-1, stärker ab als die DNA-Methylierung. Die Menge der 

Abnahme von 5-mC korrlierte weder in der RNA noch in der DNA mit der Menge des 

Einbaus von Aza. Die behandelten leukämischen Zelllinien inkorporierten Dec 

ausschließlich in die DNA und nicht in die RNA (Abb. 10b; 11b). Die Zelllinien zeigten 

quantitative Unterschiede in der Inkorporation von Dec in die DNA. Bei Dec waren 

jedoch weniger starke quantitative Unterschiede unter den Zelllininen festzustellen als 

bei Aza. Insgesamt bauten alle Zelllinien mehr Dec in die DNA ein als Aza, besonders 

deutlich war der Effekt bei den Zelllinien MV4-11, U-937 und Kasumi-1. Die DNA-

Methylierung nahm bei allen mit Dec behandelten Zellen signifikant ab (Abb. 10d). 

Insgesamt nahm die DNA-Methylierung bei der Behandlung mit Dec stärker ab, als bei 

der Behandlung mit Aza. Besonders deutlich war der Effekt bei THP-1, K562 und U-937-

Zellen. Die Menge der Abnahme von 5-mC korrelierte nicht mit der Menge des Einbaus 

von Dec in die DNA. Die Behandlung mit Dec zeigte mit Ausnahme der HL60-Zellen 

keinen Effekt auf die RNA-Methylierung (Abb. 11d).  
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Abbildung 10: Die Wirkung von HMA auf die DNA leukämischer Zellen.  
Leukämischen Zelllinien wurden in biologischen Einzelproben jeweils für 24 Std. mit Aza 3 µM 

(a,c) oder Dec 0,5 µM (b,d) behandelt und die Inkorporation der Medikament in die DNA (a,b) 

sowie die DNA-Methylierung (c,d) gemessen. Die Darstellung erfolgt als Mittelwert aller 

Messungen mit Standardabweichung (n=3). Die y-Achse beschreibt den Einbau von Aza bzw. 

Dec Molekül pro Nukleotid der DNA (a,b) sowie die DNA-Methylierung in 5-mC pro Nukleotid 

prozentual zur Kontrolle (c,d). 
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Abbildung 11: Die Wirkung von HMA auf die RNA leukämischer Zellen.  
Leukämischen Zelllinien wurden in biologischen Einzelproben für 24 Std. mit Aza 3 µM (a,c) 

oder Dec 0,5 µM (b,d) behandelt und die Inkorporation der Medikament in die RNA (a,b) sowie 

die RNA-Methylierung (c,d) gemessen. Es konnte keine Inkorporation von Dec in die RNA 

nachgewiesen werden (b). Die Darstellung erfolgt als Mittelwert aller Messungen mit 

Standardabweichung (n=3). Die y-Achse beschreibt den Einbau von Aza bzw. Dec Molekül pro 

Nukleotid der RNA (a,b) sowie die RNA-Methylierung in 5-mC pro Nukleotid prozentual zur 

Kontrolle (c,d). 
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4.1.4 Die Wirkung von HMA auf das Genom leukämischer Zellen mit 

unterschiedlicher Sensitivität für HMA 

Zur Analyse der Wirkung von HMA auf die DNA bzw. die RNA leukämischer Zellen 

mit unterschiedlicher Sensitivität für HMA wurden jeweils zwei Zelllinien mit hoher und 

geringer Sensitivität für Aza bzw. Dec ausgewählt. HL-60 und Molm-13 waren sowohl 

für Aza als auch für Dec sensitiv und wurden deshalb für die sensitive Gruppe verwendet. 

MM1 und Kasumi-1 sprachen sowohl auf die Behandlung mit Aza als auch mit Dec 

gering an und wurden deshalb für die Gruppe der geringen Sensitivität verwendet. Die 

Zellen wurden für 24 Stunden und für 72 Stunden mit einer Einzeldosis Aza (3 µM), Dec 

(0,5 µM) behandelt. Dabei wurden Tripletts der Zellen generiert und diese wiederum in 

technischen Tripletts gemessen (n=9), wobei  jeweils der Mittelwert mit 

Standardabweichung angegeben wurde.  

Nach 24 Stunden bauten alle behandelten Zellen Aza in die DNA ein (Abb. 12a). Nach 

72 Stunden zeigten alle Zellen bereits eine signifikant Abnahme des inkorporierten Azas. 

Bei Molm-13 nahm die DNA-Methylierung nach 24 Stunden, aufgrund der hohen 

Standardabweichung, nicht auf signifikante Werte ab (Abb. 12c). Nach 72 Stunden nahm 

die DNA-Methylierung der mit Aza behandelten Zellen nur bei Kasumi-1-Zellen weiter 

ab. Bei der Behandlung mit Dec bauten alle behandelten Zellen nach 24 Stunden Dec in 

die DNA ein (Abb.12b). Hier zeigten sich stärkere Unterschiede bei der Inkorporation. 

HL60- und Kasumi-1-Zellen bauten signifikant mehr Dec in die DNA ein als Aza. Nach 

72 Stunden nahm die Menge des inkorporierten Dec bei HL60-Zellen signifikant ab. Bei 

Kasumi-1 und MM1 war eine nur schwache signifikante Abnahme zu erkennen. Molm-

13-Zellen zeigten eine signifikante Zunahme des inkorporierten Dec. Bei allen mit Dec 

behandelten Zellen nahm die DNA-Methylierung nach 24 Stunden signifikant ab (Abb. 

12d). Nur bei Kasumi-1 Zellen war nach 72 Stunden bei der Behandlung mit Dec eine 

weitere Abnahme der DNA-Methylierung zu erkennen. Bei HL-60- und Molm-13-Zellen 

war eine leichte Zunahme der DNA-Methylierung zu erkennen. Bei Zellen mit hoher 

Sensitivität für Dec nahm die DNA-Methylierung stärker ab als bei Zellen mit geringer 

Sensitivität für Dec. Insgesamt nahm die DNA-Methylierung bei der Behandlung mit Dec 

stärker ab als bei der Behandlung mit Aza (Abb. 12c,d). 
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Abbildung 12: Die Wirkung von HMA auf die DNA leukämischer Zellen 

unterschiedlicher Sensitivität für HMA.  
Leukämische Zelllinien wurden in biologischen Tripletts für 24 Std. und 72 Std. mit Aza 3 µM 

(a,c) oder Dec 0,5 µM (b,d) behandelt und die Inkorporation der Medikament in die DNA (a,b) 

sowie die DNA-Methylierung (d,c) in technischen Tripletts gemessen. Die Darstellung erfolgt als 

Mittelwert aller Experimente mit Standardabweichung (n=9). Die y-Achse beschreibt den Einbau 

von Aza bzw. Dec Molekül pro Nukleotid der DNA (a,b) sowie die DNA-Methylierung in 5-mC 

pro Nukleotid prozentual zur Kontrolle (c,d). 

 

Nach 24 Stunden bauten alle behandelten Zellen Aza in die RNA ein (Abb. 13a). 

Insgesamt wurde weniger Aza in die RNA als in die DNA eingebaut. Nach 72 Stunden 

war signifikant weniger Aza in der RNA von Molm-13- und Kasumi-1 messbar. Bei 

HL60 und MM1 war keine signifikante Abnahme zu beobachten, wobei hier hohe 

Standardabweichungen auftraten. Alle Zellen zeigten nach 24 Stunden eine signifikante 

Abnahme der RNA-Methylierung (Abb. 13b). Nach 72 Stunden war die RNA-

Methylierung von HL60 und Molm-13 nicht signifikant verändert. Bei Kasumi-1 und 

MM1 nahmen die die RNA-Methylierung nach 72 Stunden weiter ab. Insgesamt nahm 

die RNA-Methylierung etwas stärker ab als die DNA-Methylierung unter Aza-Therapie.  
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Abbildung 13: Die Wirkung von Aza auf die RNA leukämischer Zellen 

unterschiedlicher Sensitivität für HMA. 
Leukämischen Zelllinien wurden in biologische Tripletts für 24 Std. und 72 Std. mit Aza 3 µM 

behandelt und die Inkorporation der Medikament in die RNA (a) sowie die RNA-Methylierung 

(b) in technischen Tripletts gemessen. Die Darstellung erfolgt als Mittelwert aller Experimente 

mit Standardabweichung (n=9). Die y-Achse beschreibt den Einbau von Aza Molekül pro 

Nukleotid der RNA (a) sowie die RNA-Methylierung in 5-mC pro Nukleotid prozentual zur 

Kontrolle (b). 

 

Insgesamt ließ sich feststellen, dass sowohl bei der Inkorporation von Aza in die DNA 

als auch in die RNA zellspezifische Unterschiede bestanden. Wir konnten jedoch weder 

bei der Inkorporation von Aza in die DNA noch in die RNA einen Zusammenhang mit 

der Zytostatikasensitivität gegenüber Aza erkennen. Darüber hinaus konnte bei allen 

behandelten Zellen eine Abnahme der DNA- bzw. RNA-Methylierung festgestellt 

werden, diese korrelierte jedoch weder mit der Zytostatikatsensitivität gegenüber Aza 

noch mit der Inkorporation von Aza in die DNA bzw. RNA. Bei der Behandlung mit Dec 

ließ sich eine stärkere Abnahme der DNA-Methylierung bei den sensitiven Zelllinien 

feststellen, diese hing jedoch nicht mit einer stärkeren Inkorporation von Dec in die DNA 

sensitiver Zellen zusammen. Ferner war auffällig, dass Dec trotz niedriger Dosierung 

stärker in die DNA eingebaut wurde als Aza. Die Inkorporation von Aza bzw. Dec in die 

DNA bzw. RNA war bei den meisten Zellen nach 72 Std. bereits rückläufig, wobei die 

Abnahme der DNA- bzw. RNA-Methylierung bei den meisten Zellen weiter anhielt. 
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4.2 Funktionelle Charakterisierung des Wilms’ Tumor Gen 1 (Wt1) in 

der akuten myeloischen Leukämie 
4.2.1 Wt1-Mutationen in AML-Patientendaten 

Zwei Arbeitsgruppen an unserer Klinik beobachteten eine Zunahme der Häufigkeit von 

Wt1-Mutationen im Rezidiv der AML nach IC (Greif et al.) bzw. nach SZT (Vosberg et 

al.).33,34 Um nähere Erkenntnisse über die Entwicklung der Wt1-Mutationen im Progress 

der AML zu gewinnen, analysierten wir die bereits publizierten Daten der beiden 

Arbeitsgruppen. In der CN-AML-Patientenkohorte (n=50) von Greif et al. wurden bei 

12% (n=6) der Patienten im Rezidiv nach intensiver Chemotherapie Wt1-Mutationen 

detektiert, bei 10% (n=5) der Patienten waren im Rezidiv neue Wt1-Mutationen 

aufgetreten.33 In der zweiten an unserer Klinik durchgeführten Studie von Vosberg et al. 

konnten an einem Patientenkollektiv von 12 AML-Patienten bei 50% (n=6) der Patienten 

im Rezidiv nach SZT Wt1-Mutationen festgestellt werden, bei 41,7% (n=5) waren dabei 

neue Wt1-Mutationen aufgetreten.34 Insgesamt lagen 64,7% (n=11/17) der Wt1-

Mutationen in Exon 7, 17,6% (n=3/17) in Exon 8 zwei davon im Bereich des zweiten 

Zinkfingers, 11,8% (n=2/17) in Exon 9 im Bereich des dritten Zinkfingers, sowie 5,9% 

(n=1/17) in Exon 2. Dabei wurden vor allem Nonsense- oder Frameshift-Mutationen 

detektiert. Bei insgesamt drei Patienten konnte im Rezidiv ein neues Auftreten der 

trunkierenden Mutationen S381x beobachtet werden. Des Weiteren wurden Missense-

Mutationen beschrieben, vor allem im Bereich des zweiten und dritten Zinkfingers.33,34 

Als Referenz wurde in dieser Arbeit die Wt1-Isoform D (NM_024426.3) verwendet. 

 

 

 
 

a 
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Abbildung 14: Wt1-Mutationen im AML Rezidiv.  
Graphische Darstellung der per Genom Sequenzierung detektierten Wt1-Mutationen im AML 

Rezidiv von Greif et al. und Vosberg et al. (a).33,34 Frameshift-Mutationen (blau), Missense-

Mutationen (schwarz), Non-sense-Mutationen (rot). Kennzeichnung (*) bedeutet die Mutation 

wurden zwei (**) bzw. drei (***) mal detektiert. Isoform D (NM_024426.3) mit Wt1-

Zinkfingerdomäne (ZF) nach NCBI. Abbildungen wurden mit dem Programm IBS erstellt.134 

Entwicklung der rezidiv-spezifischen Wt1-Mutationen von Greif et al. 33 (b) und Vosberg et al. 
34 (c). Darstellung an Hand der Allelfrequenz (%) relativ zu den leukämischen Blasten. Referenz 

Isoform D (NM_024426.3).  

 

Tabelle 14: Wt1 Transkriptvarianten.  
Darstellung der verwendeten Wt1 Transkriptvarianten der verschiedenen Arbeitsgruppen. 
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4.2.2 Wt1-Mutationen und Wt1-Expression in leukämischen Zelllinien 

Zur Erhebung des Mutationsstatus leukämischer Zelllinien wurden diese auf Wt1-

Mutationen sowie weiterer Mutationen in Genen der epigenetischen Regulation 

untersucht. Zusätzlich wurden die Zellen auf Mutationen in TP53-Gen analysiert, da für 

diese in Patientendaten ein positiv-prognostischer Wert auf das Ansprechen auf Dec-

Therapie beschrieben wurde.96,97 Hierbei wurden bereits erhobene Sequenzierungsdaten 

der Zelllinien unserer Arbeitsgruppe verwendet. 

Bei 18,75% (n= 3/16) der leukämischen Zelllinien konnten wir Mutationen im Wt1 Gen 

feststellen. Bei 62,5% (n= 10/16) Zelllinien konnten Mutationen in TP53 festgestellt 

werden. Bei dem Großteil handelte es sich um Missense-Mutationen sowie um eine 

Frameshift-Mutationen und eine Deletion.  

 

Tabelle 15: Mutationen in leukämischen Zelllinien (Auswahl).  
Mutationen in leukämischen Zelllinien, erhoben in Genomsequenzierungsdaten der 

Arbeitsgruppe Spiekermann. Referenz ist die Isoform D (NM_024426.3). 

 Wt1 DNMT3A IDH1/2 Tet2 TP53 FLT3 

Eol-1 - - - - - - 

NB-4 - - - - c.347g>a;R116q - 

Molm-13 - E182K - - - ITD 

KG-1α - - - - c.555+1g>a V557I 

HL-60 - - - - - - 

OCI-

AML5 
- - - 

S825x; 

Y1148C 
- - 

THP-1 - - - - R42fs - 

MV4-11 - - - - R116W ITD  

K562 - - - - - - 

OCI-

AML3 
- R693C - - - - 

MM1/MM6 - - - - R141H V592A 

U-937 R369x - - - c.442+1g>a - 

SKM-1 P95fs - - L1418fs R116Q - 

Kasumi-1 - - - - R116Q - 

ME-1 R495Q - - - 170_175del T820N 
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Die in SKM-1-Zellen gefundene Frameshift-Mutation (P95fs) liegt in Exon 1 und führt 

zu einem verfrühtem Stopcodon und führt zu einem um 362 Aminosäuren verkürztem 

Wt1 Protein. Bei U-937 liegt die Wt1-Mutation (R369x) in Exon 7 der Region des ersten 

Zinkfingers und führt zu einem Stopcodon, was zu einem um 148 Aminosäuren 

verkürzten Wt1-Protein führt. Die für ME-1 beschriebene Wt1-Punktmutation (R495q) 

liegt in Exon 10 in der Region des vierten Zinkfingers. Als Referenz wurde die Wt1-

Isoform D (NM_024426.3) verwendet. 

 

Abbildung 15: Wt1-Mutationen in leukämischen Zelllinien.  
Graphische Darstellung der in Sequenzierungsdaten der Arbeitsgruppe Spiekermann 

festgestellten Wt1-Mutationen in leukämischen Zelllinien. Isoform D (NM_024426.3) mit Wt1-

Zinkfingerdomäne (ZF) nach NCBI, Wt1-Tet-2-Proteininteraktionsdomäne (Tet-2) nach Wang et 

al. und Selbstassoziation-Domäne nach Reddy et al..131,133 Abbildungen wurden mit dem 

Programm IBS erstellt.134 

 

Um die endogene Wt1-Proteinexpression der leukämischen Zelllinien zu untersuchen 

wurde diese an drei unabhängigen Ganzzelllysaten der Zellen per Immunoblot detektiert. 

Die Wt1-Proteinexpression wurde stets relativ zur GAPDH-Expression angegeben. Als 

Vergleichswert der Wt1-Proteinexpression der Zelllinien wurde die Wt1-

Proteinexpression der Zelllinie K562 gewählt. Dabei wurden Zelllinien mit einer Wt1-
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Proteinexpression von mindestens 0,5 des Vergleichswert als starke Wt1-

Proteinexpression kategorisiert und Zelllinien mit einer Wt1-Proteinexpression von unter 

0,5 des Vergleichswert als schwache Wt1-Proteinexpression kategorisiert. Bei 81,25% 

(n=13/16) der Zelllinien wurde eine endogene Wt1-Proteinexpression detektiert (Abb. 

16a). Insgesamt ließen sich die Zellen in drei Gruppen einteilen. 37,5% der Zelllinien 

(n=6/16) zeigten eine starke Wt1-Proteinexpression, 43,75% der Zelllinien (n=7/16) eine 

vergleichsweise schwache Wt1-Proteinexpression und bei 18,75% der Zelllinien 

(n=3/16) war keine Wt1-Proteinexpression festzustellen. Bei der Zelllinie mit der Wt1-

Punktmutation, ME-1, war eine starke endogene Wt1-Expression festzustellen. Die 

Zelllinien mit der frühen trunkierenden Mutation SKM-1 zeigten eine schwache 

Proteinexpression. U-937-Zellen, mit der trunkierende Mutation in Exon 7 wiesen keine 

endogene Wt1-Expression auf.  
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Abbildung 16: Endogene Wt1-Expression in leukämischen Zelllinien.  
Endogene Wt1-Proteinexpression in repräsentativem Immunoblot (a). Mittelwerte mit 

Standardabweichung der endogenen Wt1-Expression aus drei unabhängigen Immunoblots relativ 

zu endogenen GAPDH-Expression (b). Die Wt1-Proteinexpression der Zellen wurde relativ zur 

Wt1-Proteinexpression der K562-Zellen des jeweiligen Immunoblots dargestellt. Die Zellen 

wurden anhand des Mittelwerts der endogenen Wt1-Expression in starke (über 0,5 der K562 Wt1-

Proteinexpression) und schwache (unter 0,5 der K562 Wt1-Proteinexpression) Wt1-

Proteinexpression eingeteilt. Zellen bei denen keine Wt1-Expression festgestellt werden konnten 

bildeten eine eigene Gruppe. Die y-Achse beschreibt die Wt1-Proteinexpression relativ zu 

endogenem GAPDH- und K562-Wt1-Proteinexpression.  
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Auffallend war, dass Wt1-mutierte Zelllinien in unseren vorangegangen Experimenten 

(Abb. 7) geringer auf die Behandlung mit Dec ansprachen. Um erste Hinweise auf einen 

möglichen Zusammenhang der Wt1-Proteinexpression und der Sensitivität gegenüber 

HMA zu erhalten, wurde die endogene Wt1-Proteinexpression der leukämischen 

Zelllinien mit dem jeweiligen IC50-Wert der Zelllinien für Aza bzw. Dec verglichen. 

Für Aza ließ sich kein Zusammenhang der endogenen Wt1-Proteinexpression mit der 

Sensitivität der Zellen für Aza feststellen (Abb. 17a). Im Gegensatz dazu ließ sich bei 

Dec ein Zusammenhang der Wt1-Expression mit der Sensitivität der Zellen für Dec 

feststellen (Abb. 17b). Dabei waren 100% der leukämischen Zelllinien (n= 5/5) mit 

starker endogener Wt1-Proteinexpression sensitiv gegenüber Dec. 100% (n=2/2) der 

Zelllinien ohne endogenen Wt1-Proteinexpression sowie 100% (n=3/3) der Wt1-

mutierten Zelllinien sprachen gering auf die Behandlung mit Dec an. Für die Zelllinien 

mit einer schwachen endogenen Wt1-Proteinexpression war es nicht möglich eine 

eindeutige Aussage über das Ansprechen auf Dec zu machen. Da für die Berechnung 

einer Korrelation der IC50-Werte mit der endogenen Wt1-Proteinexpression ein IC50-Wert 

nötig war, dieser aber für einige der Zelllinien aufgrund des geringen Ansprechens auf 

Aza bzw. Dec nicht bestimmt werden konnte, war es nicht möglich eine Korrelation zu 

errechnen. 
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Abbildung 17: Zusammenhang der endogenen Wt1-Expression bzw. der Wt1-

Mutationen mit der Sensitivität für HMA.  
Vergleich der IC50-Werte (Abb. 7) für Aza (a) und Dec (c) mit der endogene Wt1-

Proteinexpression (Abb. 16b) sowie mit dem Wt1-Mutationsstatus (Tabelle 15). Der IC50-Wert 

wurde aus mind. 3 unabhängigen Versuchen ermittelt und als Mittelwert mit Standardabweichung 

angegeben. Die Zellen für die kein IC50-Wert ermittelt werden konnte wurden über dem 

Konzentrationsmaximum dargestellt. Die y-Achse beschreibt den IC50-Wert (µM). Die Zellen 

wurden anhand des Mittelwerts der endogenen Wt1-Expression in starke (über 0,5 der K562 Wt1-

Proteinexpression) und schwache (unter 0,5 der K562 Wt1-Proteinexpression) Wt1-

Proteinexpression eingeteilt. Zellen bei denen keine Wt1-Expression festgestellt werden konnten 

bildeten eine eigene Gruppe.
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4.2.3 Funktionelle Charakterisierung Wt1 exprimierender Ba/F3-Zellen 

4.2.3.1 Erzeugung Wt1 exprimierender Ba/F3-Zellen   

Zur Analyse der zellulären Bedeutung der mit dem rezidiv-assoziierten Wt1-Mutationen 

wurden in Anlehnung an die Publikation Greif et al. vier Wt1-Mutationen, zwei rezidiv-

spezifische Mutationen (S381x, D464G) und zwei stabil-exprimierte Mutationen 

(R380W, R430x), funktionell charakterisiert. Damit wurden zwei Punktmutationen in 

Exon 7 (R380W) und Exon 9 (D464G) sowie zwei Stopmutationen in Exon 7 (S381x) 

und Exon 8 (R430x) generiert (Abb. 18). Die Mutagenese wurde in der Isoform D 

(NM_024426.3) durchgeführt, da diese die am häufigsten exprimierte Wt1-Isoform 

darstellt. Um ein mögliches onkogenes Potenzial der Wt1-Isoformen zu analysieren, 

wurden zusätzlich zu den Wt1-Mutationen die Wt1-Isoformen A und D funktionell 

charakterisiert.  

 

Abbildung 18: Wt1-Konstrukte.  
Graphische Darstellung der Wt1-Mutationen sowie der Isoformen A (NM_024426.3) und 

Isoform D (NM_024426.3) mit Wt1-Zinkfingerdomäne (ZF) nach NCBI, Wt1-Tet-2-

Proteininteraktionsdomäne (Tet-2) nach Wang et al. und Selbstassoziation-Domäne nach Reddy 

et al..131,133 Abbildungen wurden mit dem Programm IBS erstellt.134 
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Nach erfolgreicher Mutagenese wurde die cDNA in den pcDNA6-Vektor und in den 

retroviralen pMIG-Vektor kloniert. Zunächst erfolgte die transiente Transfektion von 

Phoenix Eco- und HEK239T-Zellen mit den Wt1-Konstrukten. Anschließend wurden 

Zellen in der murinen Pro-B-Zelllinie Ba/F3 mit den Wt1-Konstrukten stabil transduziert. 

Hierfür wurde der Virusüberstand der mit Wt1-transfizierten Phoenix Eco-Zellen 

verwendet (Abb. 19b). Abschließend wurde die Wt1-Expression per Immunoblot 

detektiert. In Phoenix Eco- und HEK-293T-Zellen war bei allen Konstrukten eine 

deutliche Wt1-Expression zu erkennen, lediglich das Konstrukt der S381x-Mutante 

zeigte eine schwächere Expression (Abb. 19a, b). Alle Konstrukte ließen sich in Ba/F3-

Zellen stabil exprimieren. Diese zeigten keine endogene Wt1-Expression. Bei den 

Konstrukten der Isoform A und D sowie bei den Mutanten R380W und S381x war eine 

deutlich geringe Wt1-Expression festzustellen als bei den übrigen Konstrukten (Abb. 

19c). Der Western-Blot wurde mehrfach wiederholt mit gleichbleibendem Ergebnis. Eine 

fehlerhafte Transduktion wurde durch eine erneute Transduktion der Konstrukte 

ausgeschlossen.  
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Abbildung 19: Wt1-Proteinexpression in verschiedenen zellulären Systemen.  
Wt1-Proteinexpression in Ganzzelllysaten per Immunoblot mit dem Anti-Wt1-Antikörper 

(D6M6S, Cell Signaling) detektiert in Wt1-transfizierten HEK-293T-Zellen (a), Phoenix Eco-

Zellen (b), sowie in Wt1-transduzierten Ba/F3-Zellen (c). Endogenes GAPDH diente als 

Ladungskontrolle (a,c).  

p-
ec
o-
pc
D
N
A
6

29
3T
-p
cD
N
A
6-
W
T1
-w
t

29
3T
-p
cD
N
A
6-
W
T1
-S
38
1X

29
3T
-p
cD
N
A
6-
W
T1
-R
43
0X

29
3T
-p
cD
N
A
6-
W
T1
-R
38
0W

29
3T
-p
cD
N
A
6-
W
T1
-D
46
4G

70

50

kDa

40

WT1

GAPDH

70

50

40

35

25

p-
ec
o-
pM
IG

p-
ec
o-
pM
IG
-W
T1
-w
t

p-
ec
o-
pM
IG
-W
T1
-S
38
1X

p-
ec
o-
pM
IG
-R
43
0X

p-
ec
o-
pM
IG
-R
38
0W

p-
ec
o-
pM
IG
-D
46
4G

kDa
WT1

70

50

40

kDa

GAPDH

WT1

B
a/

F3
-p

M
IG

B
a/

F3
-p

M
IG

-W
T1

-w
t-I

so
. A

B
a/

F3
-p

M
IG

-W
T1

-w
t-I

so
.D

B
a/

F3
-p

M
IG

-W
T1

-S
38

1X

B
a/

F3
-p

M
IG

-W
T1

-R
43

0X

B
a/

F3
-p

M
IG

-W
T1

-R
38

0W

B
a/

F3
-p

M
IG

-W
T1

-D
46

4G

a b 

c 



 63 

4.2.3.2 Untersuchung eines proteasomalen Abbaus der Wt1-Konstrukte in Ba/F3-Zellen  

Zur Analyse eines möglichen proteasomalen Abbaus der Wt1-mRNA in Wt1-

transduzierten Ba/F3-Zellen wurden die Zellen für 4 Stunden mit einem MG-132-

Proteasomeninhibitor behandelt und die Wt1-Proteinexpression in Ganzzelllysaten per 

Immunoblot detektiert.  

Die Behandlung mit dem MG-132-Proteasomeinhibitor führte bei keiner der Konstrukte 

zu einer Veränderung der Wt1-Proteinexpression (Abb. 20). 

 

 

Abbildung 20: Kein Effekt des MG-132 Proteasomeninhibitors.  
Nach Inkubation Wt1-transduzierter Ba/F3-Zellen für 4 Std. mit einem MG-132-

Proteasomeninhibitor in Konzentrationen von 10µM (b) und 20µM (c) wurde die Wt1-

Proteinexpression in Ganzzelllysaten per Immunoblot mit dem Anti-Wt1-Antikörper (D6M6S, 

Cell Signaling) detektiert, endogenes GAPDH diente als Ladungskontrolle. Kontrolle durch 

unbehandelten Ba/F3-Zellen (a). 
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4.2.3.3 Ermittlung eines proliferativen Vorteils Wt1 exprimierender Ba/F3-Zellen 

Native Ba/F3-Zellen benötigen für die Proliferation den Zusatz des Zytokins IL-3 (1 

ng/mL). Zur Ermittlung eines möglichen proliferativen Vorteils der Wt1-Mutationen 

sowie der Wt1-Isoformen A und D wurden die Wt1-transduzierten Ba/F3-Zellen unter 

absteigenden IL-3 Konzentration für 72 Stunden kultiviert und ihr Wachstum analysiert.  

Es konnte weder ein proliferativer Vorteil der Konstrukte beobachtet werden, noch 

führten diese zu einer IL-3 unabhängigen Proliferation (Abb. 21). 

 

 

 

Abbildung 21: Keine proliferative Wirkung der Wt1-Konstrukte.  
Wt1-transduzierte Ba/F3-Zellen wurden jeweils für 72 Std. bei unterschiedlichen IL-3-

Konzentrationen (1;0,1;0,01;0 ng/mL) inkubiert. Angabe der Mittelwerte mit 

Standardabweichung (n=3). Die y-Achse beschreibt die absolute Zellzahl x106 Zellen/ml. 
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4.2.3.4 Veränderungen der DNA-Methylierung Wt1 exprimierender Ba/F3-Zellen 

Zur Untersuchung eines möglichen Effekts der Wt1-Konstrukte auf die epigenetische 

Markierung der Zellen wurden sowohl die globale Methylierung (5-mC) als auch die 

globale Hydroxymethylierung (5-hmC) der DNA der transduzierten Ba/F3-Zellen 

analysiert. Hierfür wurden Zellproben generiert und die Bestimmung der epigenetischen 

Markierung in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Carell (Chemie Department 

der LMU) von Sarah Schiffer durchgeführt.  

In unseren Untersuchungen blieben sowohl das globale 5-mC als auch das globale 5-hmC 

der Wt1-transduzierten Ba/F3-Zellen unverändert (Abb. 22). 

 

 

Abbildung 22: Kein Effekt der Konstrukte auf die epigenetische Markierung.  
Vergleich der globalen Methylierung (a) sowie der globalen Hydroxymethylierung (b) Wt1-

transduzierter Ba/F3-Zellen. Messung der 5-mC- und 5-hmC-Level wurden von Sarah Schiffer 

durchgeführt. Angabe der Mittelwerte mit Standardabweichung (n=9). Die y-Achse beschreibt 5-

mC (a) bzw. 5-hmC (b) pro Nukleotid der DNA.  

Ctrl.

Iso
. A

Iso
. D

R38
0W

S38
1x

R43
0x

D46
4G

0.0

5.0×10-3

1.0×10-2

1.5×10-2

5-
m

C
/d

N

Ctrl.

Iso
. A

Iso
. D

R38
0W

S38
1x

R43
0x

D46
4G

0.0

5.0×10-6

1.0×10-5

1.5×10-5

5-
hm

C
/d

N

a 

b 



 66 

4.2.3.5  Zytostatikasensitivität Wt1 exprimierender Ba/F3-Zellen 

Es wurde sowohl der Einfluss der Wt1-Konstrukte auf die Sensitivität für Ara-C als auch 

für Dec untersucht. Hierfür wurden die Wt1-transduzierten Ba/F3-Zellen für 72 Stunden 

mit den Medikamenten inkubiert und anschließend die Sensitivität anhand des IC50-Werts 

ermittelt. Die Konzentrationen der Medikamente wurden an den Blutplasmaspiegeln der 

Patienten unter Therapie gewählt.72,167,168  

Die Wt1-Isoform A zeigte eine geringere Sensitivität für die Behandlung mit Ara-C. Dies 

zeigte sich in einem gegenüber der Kontrolle 1,7-fach erhöhten IC50-Wert (Abb. 23a). Bei 

den übrigen Wt1-Konstrukten war kein Effekt zu erkennen (Abb. 23). 
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Abbildung 23: Expression der Wt1-Isoform A führt zur geringerer Sensitivität für 

Ara-C.  
IC50-Werte der Wt1-transduzierten Ba/F3-Zellen für Ara-C (a). Vergleich der Dosis-

Wirkungskurve der Kontrolle mit der Wt1-Isoform A (b), der Wt1-Isoform D (c) und der Wt1-

Mutante R380W (d), S381x (e), R430x (f), D464G (g). Die Zellen wurden für 72 Std. mit Ara-C 

in den angegebenen Konzentrationen behandelt. Der Wert wurden aus mind. 3 unabhängigen 

Versuchen ermittelt und als Mittelwert mit Standardabweichung angegeben. Der grau hinterlegte 

Bereich gibt die mittlere Plasmakonzentrationen der Patienten unter niedrig (100mg/m2) bzw. 

hochdosierter (3000mg/m2) Ara-C Infusion an.168 Auswertung mittels zweiseitigen, ungepaarten 

student’s t-Test, *P<0.05, **P<0.01,***<0.001, n.s.= nicht signifikant. Die y-Achse beschreibt 

IC50-Wert für Ara-C (µM) (a) bzw. die Zellviabilität prozentual zur unbehandelten Kontrolle 

(b,c,d,e,f,g).  
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Bei der Behandlung mit Dec zeigte sich ebenfalls für die Isoform A eine geringere 

Sensitivität, der IC50-Wert war gegenüber der Kontrolle 2,3-fach erhöht (Abb. 24a). 

Zudem sprach die R430x-Mutante signifikant schlechter auf die Behandlung mit Dec an, 

ihr IC50-Wert war zur Kontrolle 2,6-fach erhöht (Abb. 24a).  
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Abbildung 24: Expression der Mutation-R430x sowie der Wt1-Isoform A führt zur 

geringeren Sensitivität für Dec.  
Vergleich der IC50-Werte der Wt1-transduzierten Ba/F3-Zellen für Dec (a). Vergleich der Dosis-

Wirkungskurve der Kontrolle mit der Wt1-Isoform A (b), der Wt1-Isoform D (c) und der Wt1 

Mutante R380W (d), S381x (e), R430x (f), D464G (g). Die Zellen wurden für 72 Std. mit Dec in 

den angegebenen Konzentrationen behandelt. Der Wert wurden aus mind. 3 unabhängigen 

Versuchen ermittelt und als Mittelwert mit Standardabweichung angegeben. Der grau hinterlegte 

Bereich gibt die max. Plasmakonzentrationen der Patienten unter Dec (15 mg/m2) Infusion 

an.72,167 Auswertung mittels zweiseitigen, ungepaarten student’s t-Test, *P<0.05, 

**P<0.01,***<0.001, n.s.= nicht signifikant. Die y-Achse beschreibt IC50-Wert Dec (µM) (a) 

bzw. die Zellviabilität prozentual zur unbehandelten Kontrolle (b,c,d,e,f,g,).   
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5 Diskussion 

5.1 Die Bedeutung des Einbaus von hypomethylierenden Agenzien in 

die DNA und RNA mit Bezug auf Zytostatikatoxizität und 

klinisches Ansprechen 
Azacytidin (Aza) und Aza–deoxycytidin (Decitabin, Dec) werden als hypomethylierende 

Substanzen für die Therapie älterer AML-Patienten, die keine intensive Chemotherapie 

erhalten können, angewendet.87 Durch kovalente Bindung von DNMTs induzieren die in 

das Genom inkorporierten Agenzien eine transiente Abnahme der DNA-Methylierung. 

Diese führt zur Reaktivierung stillgelegter Tumorsuppressoren und stimuliert die 

Expression von immunmodulierenden Genen.68,80 Aza wird zusätzlich in die RNA 

inkorporiert, was vermutlich zu einer Hemmung der Proteinbiosynthese führt.81,82,83 Bis 

zu 70% der Patienten sind jedoch resistent gegen eine Therapie mit HMA und können 

nur noch durch eine SZT geheilt werden.88,89,90,91 Bis heute sind keine Prognosen über 

das Ansprechen auf die Therapie mit HMA möglich. Analytische Schwierigkeiten 

verhinderten lange genauere Kenntnisse über den Einbau der HMA in das Genom. Diese 

wären notwendig, um die Wirkung der HMA besser zu verstehen und prognostische 

Marker identifizieren zu können.68,73,86,112 Mit der neuentwickelten Methode der 

Arbeitsgruppe von Prof. Carell (Chemie Department der LMU) ist es nunmehr möglich, 

den Einbau der HMA in das Genom gleichzeitig mit der DNA- und RNA-Methylierung 

exakt zu bestimmen.113,114,116 Zur Identifikation möglicher Resistenzmechanismen gegen 

HMA analysierten wir die Inkorporation der Agenzien in das Genom, die epigenetische 

Markierung unter HMA-Therapie, sowie jeweils die Veränderung der Inkorporation 

sowie der epigenetischen Markierung nach 24 und 72 Stunden.  

In unseren Vorversuchen zeigte sich, dass die Kultivierung der Zellen in MEM-Medium 

zu einer Resistenz der Zellen gegen HMA führt. Das schlechtere Ansprechen der Zellen 

wurde durch das Vorhandensein von Nukleotiden im Zellmedium vermittelt. Ein 

wahrscheinlicher Mechanismus ist, dass Nukleotide kompetitiv den Einbau von HMA in 

das Genom hemmen. Dies konnte für Nukleotidanaloga, wie Ara-C, bereits in vitro 

gezeigt werden.41,45 Um einheitliche Untersuchungsbedingungen zu schaffen, wurden 

nachfolgend alle Zellen in RPMI-Medium ohne den Zusatz von Nukleotiden kultiviert. 

Anschließend wurde die Zytostatika-Empfindlichkeit der leukämischen Zelllinien für 

Aza und Dec ermittelt. Einige der leukämischen Zelllinien zeigten eine deutlich 

reduzierte Empfindlichkeit für Aza und Dec. Es konnte jeweils eine Gruppe mit hoher 

Sensitivität und eine mit niedriger Sensitivität identifiziert werden. Übereinstimmend mit 
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Quin et al. konnten wir keine Korrelation der IC50-Werte für Aza und Dec feststellen.84 

Dies könnte unter anderem an den teilweise unterschiedlichen Wirkungsmechanismen 

der beiden Agenzien liegen.85,86 Für die Zelllinie U-937 wurde von Quin et al. und für die 

Zelllinien OCI-AML3 und HL60 wurden von Hollenbach et al. ein von unseren 

Ergebnissen abweichender IC50-Wert beschrieben.84,86 Abweichungen in den IC50-Werten 

der Zellen können mit den teilweise verschiedenen Bezugsquellen der Zellen, 

abweichenden Behandlungsmethoden und labortechnischer Varianz zusammenhängen.  

Zur Analyse der Inkorporation von HMA in das Genom sowie der epigenetischen 

Veränderungen unter Therapie wurden zwei Versuchsansätze gewählt. In 4.1.3 wurden 

zunächst Einzelproben mehrerer leukämischer Zelllinien in technischen Tripletts (n=3) 

nach 24 Std. Behandlung analysiert. Die Proben wurden in einer speziellen Gefrierlösung 

gefroren. Dies stellte sich als nicht optimal für die analytischen Methoden heraus und 

hatte eventuell Einfluss auf die Messergebnisse. Dieser war vermutlich gering, da wir 

dennoch große Mengen der inkorporierter Agenzien detektieren konnten, welche 

Vergleichswerten der Arbeitsgruppe von Prof. Carell (Chemie Department der LMU) 

entsprachen.113,116 Allerdings konnten für einige wenige Zellen nicht alle Messungen 

durchgeführt werden. Anschließend wurden in 4.1.4 jeweils zwei Zelllinien mit hoher 

und geringer Sensitivität für HMA ausgewählt und diese in biologischen und technischen 

Tripletts (n=9) nach 24 Std. und nach 72 Std. Behandlung ohne Trägersubstanz gefroren 

und analysiert. Die Ergebnisse werden im Folgenden gemeinsam diskutiert. Unsere erste 

Hypothese war, dass leukämische Zellen mit einer geringeren Sensitivität für Aza/Dec 

weniger Substrate in ihre DNA/RNA inkorporieren. Wir konnten deutliche 

zellspezifische Unterschiede in der Inkorporation der Agenzien erkennen, diese 

korrelierte jedoch nicht direkt mit der Sensitivität der Zellen. Auffallend war außerdem, 

dass Dec trotz 6-fach niedriger Dosierung bei den meisten Zellen signifikant stärker in 

die DNA inkorporiert wurde. Molm-13 und MM1 bauten Dec und Aza vergleichsweise 

gleich stark in die DNA ein. Die Beobachtungen lassen vermuten, dass die vergleichbare 

Wirksamkeit von Dec in deutlich niedrigen Dosen auf die effektivere Inkorporation von 

Dec in die DNA zurückzuführen ist. Ein limitierender Schritt bei der Inkorporation von 

Aza in die DNA ist die benötigte Umwandlung durch die Ribonukleotid Reduktase.68 

Aimiuwu et al. zeigten erst kürzlich, dass durch die Inkorporation von Aza in die RNA 

die Aktivität der Ribonukleotid Reduktase gehemmt wird. Sie vermuten, dass dies zu 

einer verminderten Inkorporation von Aza in die DNA führt.169 Auch wir konnten 

beobachten, dass Aza als Ribonukleotid in die RNA der Zellen inkorporiert wurde, wobei 

in unseren Experimenten insgesamt mehr Aza in die DNA als in die RNA inkorporiert 
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wurde. Interessanterweise wurde in zwei Publikationen durch indirekte Messungen der 

Substrate, per radioaktiver Markierung, mehr Aza in der RNA detektiert als in der 

DNA.73,86 Eine mögliche Erklärung für die Diskrepanz ist, dass es durch die indirekte 

Messung der Substrate per radioaktiver Markierung zu einer Verzerrung der Ergebnisse 

kommen könnte.113 Unsere zweite Hypothese war, dass der hypomethylierende Effekt 

von Aza/Dec auf die DNA/RNA in leukämischen Zellen mit geringer Sensitivität weniger 

stark ausgeprägt ist als bei Zellen mit hoher Sensitivität. Außerdem vermuteten wir, dass 

der hypomethylierende Effekt mit der Inkorporation der Agenzien assoziiert ist. Zum Teil 

konnten wir dies für die Behandlung mit Dec bestätigen. Hier nahm die DNA-

Methylierung der sensitiven Zellen deutlich stärker ab als bei den resistenten Zellen. 

Auch Quin et al., beschreiben, dass für einen vergleichbaren hypomethylierenden Effekt 

bei resistenten Zellen höhere Dosen Dec nötig sind.84 Vergleicht man die Inkorporation 

von Aza und Dec, wurde Dec meist stärker inkorporiert und führte damit auch zu einer 

stärkeren Abnahme der DNA-Methylierung. Deutlich stärkere hypomethylierende 

Effekte wurden auch von Jones et al. bei der Behandlung mit Dec beobachtet. In dessen 

Versuchen war ungefähr die 10-fache Menge an Aza nötig um ähnliche 

hypomethylierende Effekte zu erreichen wie unter Dec-Therapie.170 Es bleibt jedoch zu 

erwähnen, dass die beiden Agenzien sich teilweise deutlich in ihren 

Wirkungsmechanismen unterscheiden.85,86 Es kann somit nicht sicher festgestellt werden, 

ob die stärkere hypomethylierende Wirkung unter Dec ausschließlich auf die stärkere 

Inkorporation von Dec zurückzuführen ist. Dagegen spricht auch, dass in Molm-13-und 

MM1-Zellen Aza und Dec vergleichsweise gleich stark inkorporiert wurden, dennoch 

führt Dec bei diesen Zellen zu einer stärkeren Abnahme der DNA-Methylierung. Im 

Vergleich der Zellen untereinander war die Menge der Inkorporation der Agenzien nicht 

mit der stärkeren Abnahme der DNA-/RNA-Methylierung assoziiert. Die Inkorporation 

von Aza in die RNA führte in unseren Untersuchungen außerdem zu einer Abnahme der 

RNA-Methylierung. Auch Schaefer et al. beschreiben in vitro eine Abnahme der RNA-

Methylierung unter Aza-Therapie, höchstwahrscheinlich durch die Hemmung der 

DNMT2 vermittelt.83 Unklar bleibt, ob sich diese Beobachtungen auch auf die klinische 

Wirkung der Agenzien übertragen lassen. So konnten Unnikrishnan et al. in in vivo 

Untersuchungen keine Abnahme der RNA-Methylierung unter Aza-Therapie 

beobachten.115 

In mehreren Studien wurde die geringe Plasmahalbwertszeit von HMA im 

Zusammenhang mit der chemischen Instabilität der Agenzien beschrieben.71,72,171,172 

Welche Auswirkungen diese auf die Inkorporation der Substrate und die epigenetischen 
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Veränderungen unter HMA-Therapie haben, ist weitgehend unbekannt. Wir stellten die 

Hypothese auf, dass HMA durch ihre geringe HWZ nach kurzer Zeit wieder aus dem 

Genom entfernt werden, wodurch die hypomethylierende Wirkung abnimmt. Wir 

vermuteten, dass diese Prozesse bei Zellen mit geringer Sensitivität möglicherweise 

beschleunigt ablaufen. Bei den meisten Zellen war bereits nach 72 Stunden eine Abnahme 

der inkorporierten Substanzen zu beobachten. Diese war auf Grund der 

Standardabweichung nicht bei allen Zellen signifikant. Anzunehmen ist, dass durch den 

Umsatz der DNA, DNA-Reparaturmechanismen und Zellzykluskontrollen die 

inkorporierten Agenzien sukzessive abgebaut werden.173 Gleichzeitig stehen keine 

weiteren Substrate mehr für die Inkorporation zu Verfügung, da die HWZ der Substrate 

in wässriger Lösung bei 37°C ungefähr 7 Std. für Aza und ungefähr 21 Std. für Dec 

beträgt.68 Damit erklärt sich vermutlich auch weshalb Aza in unseren Versuchen 

vergleichsweise stärker aus der DNA abgebaut wurde als Dec. Alterationen in zellulären 

Kontrollmechanismen können in Tumorzellen zu einem unterschiedlich raschen Abbau 

der Agenzien aus der DNA führen.173 Auch wir beobachteten zellspezifische 

Unterschiede in der Veränderung der inkorporierten Substrate. Dies könnte allerdings 

auch mit den unterschiedlichen Wachstumsgeschwindigkeiten der Zellen 

zusammenhängen, welche unter anderem durch die antiproliferative Wirkung der 

Agenzien beeinflusst wird. Die hypomethylierende Wirkung der Agenzien hielt bei allen 

Zellen über 72 Stunden an. Unsere Ergebnisse stimmen folglich mit den Beobachtungen 

von Liu et al. überein, in welchen die Verminderung der globalen DNA-Methylierung 

und die Suppression der DNMT1 in leukämischen Ziellinien bis zu 10 Tage nach der 

Behandlung mit HMA anhielt.174 Anzunehmen ist somit, dass der proteasomale Abbau 

der DNMT wesentlich für den über die Inkorporation fortdauernden hypomethylierden 

Effekt der Agenzien ist.  

 

Wenngleich von uns und weiteren Autoren keine direkte Korrelation der Inkorporation 

mit der Sensitivität der Zellen beobachtet werden konnte, ist diese vermutlich dennoch 

wesentlich an der Effektivität der Therapie beteiligt.84 Hierbei bestehen jedoch 

wahrscheinlich zellspezifische Unterschiede. So beschreiben auch Unnikrishnan et al., 

dass nur bei einem Teil der Aza-resistenten MDS- und CMML-Patienten das schlechtere 

Ansprechen durch eine ausbleibende Inkorporation von Aza in das Genom bedingt 

wird.115 Eine verminderte Inkorporation der Agenzien kann vermutlich aus einem zu 

geringen zellulären Transport, aus einem verminderten intrazellulären Metabolismus der 

HMA sowie aus Veränderungen im Zellzyklus resulierten.106-111,175 Unnikrishnan et al. 
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beobachteten, dass bei Aza resistenten MDS-Patienten sich ein großer Teil der 

hämatopoetischen Zellen in Ruhephasen der Zellteilung befinden.175 Die Sensitivität der 

leukämischen Zellen hing in der Behandlung mit Dec mit der effektiven Abnahme der 

Methylierung zusammen. Bei einem ausbleibenden hypomethylierenden Effekt könnten 

sowohl Veränderung von Zielstrukturen, wie DNMT, als auch die indirekte Stabilisierung 

der DNA-Methylierung, im Tet-2-IDH1/2-Wt1-Signalweg, eine Rolle spielen.109,176 

Zudem ist denkbar, dass vorbestehende Methylierungsmuster das Ansprechen auf HMA 

beeinflusst. Meldi et al. konnten an CMML-Patienten spezifische Methylierungsmuster 

distaler regulatorische Domänen identifizieren, welche mit dem Ansprechen auf Dec-

Therapie assoziiert waren.105 Es bleibt zu erwähnen, dass möglicherweise auch 

zytotoxische und immunmodulatorische Mechanismen eine Rolle in der Resistenz gegen 

HMA spielen. So beobachteten Cluzeau et al., dass die vermehrte Expression des anti-

apoptotischen Faktors BCL2L10 mit der Aza-Resistenz in vitro assoziiert ist.177 In 

unseren Untersuchungen konnten wir zudem die zeitlich begrenzte Wirksamkeit der 

Agenzien bestätigen. In den letzten Jahren wurde an verschiedenen Strategien gearbeitet, 

um die Wirksamkeit der HMA zu optimieren.114,178,179 Ein vielversprechender 

therapeutischer Ansatz ist die verlängerte Substitution von Aza in Form von oralem Aza 

(CC-486).180,181,182 CC-486 wird aktuell in einer Placebo-kontrollierten Phase III Studie 

(QUAZAR AML-001) in der Erhaltungstherapie älterer AML-Patienten, die keine 

allogene SZT erhalten können, geprüft. Hier zeigt sich in ersten Ergebnissen ein 

verlängertes Gesamtüberleben sowie rezidiv-freies Überleben der Patienten.183,184 

Insgesamt stellt die Resistenz gegen HMA am ehesten ein zellspezifisches und 

multifaktorielles Geschehen dar, bei dem wahrscheinlich sowohl die Inkorporation der 

Agenzien selbst, als auch der Inkorporation nachgeschaltete Mechanismen sowie 

immunmodulatorische und zytotoxische Prozesse eine Rolle spielen. Untersuchungen zur 

intrazellulären Dynamik der Agenzien sind jedoch auch in Zukunft vonnöten, um die 

molekularen Mechanismen der HMA zu klären und langfristig die Therapie mit HMA zu 

optimieren.  

  



 75 

5.2 Funktionelle Charakterisierung des Wilms’ Tumor Gen 1 (Wt1) in 

der Akuten myeloischen Leukämie   
Mit Hilfe moderner Genom Sequenzierungsmethoden wurde in den letzten Jahren ein 

neues Verständnis für die Komplexität und Dynamik der AML gewonnen. Verschiedene 

Subpopulationen der Leukämie existieren in einem fortlaufend kompetitiven Prozess 

zueinander und nicht selten wird das Rezidiv der Erkrankung mit Veränderung im 

Mutationsstatus begleitet.10,11,12,33,34 Dabei sind die funktionellen Konsequenzen vieler 

häufig wiederkehrender Mutationen bis heute nicht abschließend geklärt. Bei bis zu 14% 

der AML-Patienten können bei Diagnose Mutationen im Wt1 Gen festgestellt 

werden.10,12 Einige Autoren beschreiben sogar eine Zunahme der Mutationen im Rezidiv 

der Leukämie.33,34,165 Zusätzlich kann bei einem Großteil der Patienten eine Wt1-

Überexpression beobachtet werden, die in einigen Studien mit einer schlechteren 

Prognose und Resistenzen gegen Therapien assoziiert ist.153,154,155,157,158 Möglicherweise 

ist dabei auch das gestörte Verhältnis der Wt1-Isoformen untereinander von 

Bedeutung.123 In der Hämatopoese wird Wt1 temporär und zellspezifisch exprimiert und 

ist damit vermutlich an der dynamischen Regulation des Wachstums und der 

Differenzierung hämatopoetischer Progenitorzellen beteiligt.118,141 Dennoch sind die 

molekularen Mechanismen einer möglichen Wt1 vermittelten Leukämogenese und 

Resistenzentwicklung weitgehend unbekannt. Die funktionelle Charakterisierung der 

Wt1-Mutationen sowie der Wt1-Isoformen A/D könnten dazu beitragen dies besser zu 

verstehen.  

 

5.2.1 Die Bedeutung häufig wiederkehrender Wt1-Mutationen im Progress der 

Leukämie 

Die analysierten Wt1-Mutationen sind vor allem Frameshift-Mutationen und Nonsense-

Mutationen die sich insbesondere in den Hotspot-Regionen in Exon 7 und 8 befinden, 

wie die Mutationen S381x und R430x.33,34 Diese führen vermutlich zu einem kompletten 

bzw. partiellen Verlust der Zinkfinger und damit zum dem Verlust der DNA-

Interaktionsdomäne, die essentiell für die Transkriptionsfaktoraktivität von Wt1 ist. 

Zusätzlich gehen damit wichtige Proteininteraktionsdomänen sowie ein Teil ihrer 

Kernlokalisierungssignale verloren.119 Die zweithäufigsten Mutationen sind Missense-

Mutationen in Exon 9, wie die Mutation D464G.33,34 Für diese konnte im Denys-Drash-

Syndrom (DDS) gezeigt werden, dass sie zur Destabilisierung des dritten Zinkfingers und 

damit zu einer gestörten DNA-Bindung führen.185,186  Vergleichbare Wt1-Mutationen 

werden sowohl in der kindlichen AML (12%) als auch in der T-ALL (10%) beschrieben. 
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Diese sind sowohl in der erwachsenen als auch in der kindlichen AML mit FLT3-ITD-

Mutationen assoziiert. In der T-ALL treten Wt1-Mutationen gemeinsam mit NOTCH1-

Mutationen auf. Bei T-ALL Patienten kann auch eine Zunahme der Wt1-Mutationen im 

Rezidiv beobachtet werden. Interessanterweise werden bei 54% der kindlichen AML-

Patienten auf dem zweiten Allel ebenfalls Wt1-Mutationen detektiert, wobei es sich bei 

erwachsenen AML-Patienten und T-ALL-Patienten vor allem um heterozygote 

Mutationen handelt.187,188 Wt1-Mutationen im Wilms Tumor sind überwiegend 

homozygote Deletionen des gesamten oder von Teilen des Wt1-Gens, die sowohl als 

Keimbahnmutationen als auch somatische Mutationen auftreten und zu einem kompletten 

Funktionsverlust der Proteine führen. Zudem kommen Insertionen, Missense-Mutationen 

und Nonsense-Mutationen nahezu im gesamten Bereichs des Wt1-Gens vor.189,190 

Missense-Mutationen im Exon 9 wurden auch in einer sekundären AML eines Patienten 

mit WAGR-Syndrom (Wilms-Tumor, Anridie, genitale Fehlbildungen, geistige 

Retardierung) detektiert und sind in den Positionen R462 und D464 die häufigsten 

Mutationen im DDS.190 Damit können in hämatologischen und nicht hämatologischen 

Neoplasien insbesondere Wt1-Mutationen beobachtet werden, die vermutlich zu dem 

vollständigen bzw. partiellen Funktionsverlust der Wt1-Proteine führen. Möglicherweise 

ist dabei in der AML bereits die Inaktivierung eines Allels ausreichend. Heterozygote 

loss-of-function-Mutationen können durch den Abbau mutierter Proteine im Rahmen des 

non sense mediated RNA decay oder proteasomale Degradierung zu einer 

Haploinsuffizienz der Gene führen.191 Moffett et al. beschreiben, dass trunkierende Wt1-

Mutationen im DDS und im Wilms Tumor im Rahmen eines dominant-negativen Effekts, 

durch Dimerisierung mit dem aminoterminale Bereich des Wildtyp-Proteins dessen 

Aktivität hemmen können.192,133 Es zeichnet sich zunehmend ab, dass dies auch auf 

hämatologischen Neoplasien zutreffen könnte.188 Denkbar ist auch, dass verbleibende 

Wildtyp-Allele durch mutationsunabhängige Prozesse inaktiviert werden. Erst vor 

Kurzem wurde die Rolle des Hitzeschockproteins Hsp90 in der Aktivierung von Wt1 

beschrieben.193 Zusätzlich wird Wt1 durch eine Reihe posttranskriptioneller 

Modifikationen wie Phosphorylierung, Ubiquitinierung und Sumoylierung 

prozessiert.127,129,130 

Bei 81,25% (n=13/16) der leukämischen Zelllinien konnten wir eine Wt1-Expression 

detektieren, diese war bei 37,5% (n=6/16) vergleichsweise stark und bei 43,75% (n=7/16) 

deutlich schwächer. Damit stimmen unsere Ergebnissen mit bereits publizierten Daten 

überein.153 Bei 12,5% (n=2/16) unserer leukämischen Zellen konnten wir trotz Wildtyp-

Wt1 keine Wt1-Proteinexpression detektieren. Laut Garg et. al. spiegelt die quantitativ 
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unterschiedliche Wt1-Expression die Differenzierungsstufe hämatopoetischen Zellen 

wieder.194 Die ließ sich in unseren Untersuchungen, wie auch in denen von Siehl et al., 

nicht feststellen.195 U-937-Zellen hatten keine endogene Wt1 Expression; hierbei ist ein 

dominant-negativer Effekt der trunkierenden Mutation in Exon 7 möglich.133 Bei der 

frühen trunkierenden Mutationen in SKM-1 Zellen, die vermutlich zu einem partiellen 

Verlust der Selbstassoziations-Domäne führt, ist eher kein dominant negativer Effekt zu 

erwarten. Demnach könnte die schwache Wt1-Expression in SKM-1 Zellen Ausdruck 

einer Haploinsuffizienz von Wt1 sein.191 Die Punktmutation im 4. Zinkfinger in ME-1-

Zellen führt möglicherweise nicht zu einem Abbau des mutierten Proteins was sich 

vermutlich in der vergleichsweise starken Proteinexpression der Zellen wiederspiegelt.  

Die untersuchten Wt1-Mutationen S380W, S381x, R430x, D464G sowie die Wt1-

Isoformen A/D wurden transient in HEK-293T-Zellen und in Phoenix Eco-Zellen  

exprimiert, zudem wurden sie stabil in Ba/F3-Zellen exprimiert. Ba/F3-Zellen eignen sich 

durch ihr IL-3-abhängiges Wachstum zur Untersuchung eines onkogenen Potenzials der 

Konstrukte. In HEK-293T-Zellen und in Phoenix Eco-Zellen wurden, bis auf die 

Mutation S381x, alle übrigen Wt1-Konstrukte gleich stark exprimiert. In Ba/F3-Zellen 

wurden die Wt1-Wildtyp-Isoformen A/D sowie die Mutationen R380W und S381x nur 

schwach exprimiert. Einen proteasomalen Abbau der Konstrukte konnten wir in Ba/F3-

Zellen nicht nachweisen. Möglicherweise spielen hierbei weitere zelluläre 

Kontrollmechanismen wie der non sense mediated RNA decay eine Rolle.191 Fraglich ist 

allerdings warum hiervon die Mutanten R430x und D464G nicht betroffen sind.  

In unseren Untersuchungen ließ sich in keiner der Konstrukte ein pro-proliferativer-

Phänotyp erkennen. Interessanterweise beschreiben erstmalig Vidovic et al. die 

unkontrollierte Proliferation CD34+ Progenitorzellen unter der Expression trunkierender 

Wt1-Mutationen.196 Wie dies mechanistisch vermittelt wurde, konnte allerdings nicht 

gezeigt werden.  

Ein möglicher Mechanismus einer Wt1 vermittelten Leukämogenese könnte die 

epigenetische Inaktivierung spezifischer Gene sein. Hierbei scheint insbesondere die 

Interaktion mit Tet-2 Proteinen eine Rolle zu spielen.131 Wang et al. stellten durch Ko-

Expression von Tet-2 und Wt1 in HEK-293T-Zellen eine Zunahme des 5-hmC sowie eine 

Abnahme des 5-mC in Bereich der Transkriptionsstartpunkte in Zielgenen von Wt1 fest. 

Sowohl die gezielte Herunterregulierung von Wt1 als auch von Tet-2 führte zu einer 5-

hmC Abnahme und einer 5-mC Zunahme in diesen Bereichen, dabei konnte kein 

additiver Effekt durch die gezielte Herunterregulierung von beiden Genen beobachtet 

werden. Zudem konnten Wang et al. die physische Interaktion der Tet-2 Proteine mit der 
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Zinkfingerregion der Wt1 Proteine nachweisen.131 In unseren Untersuchungen ließen sich 

bei keiner der Wt1-Konstrukte signifikante Veränderungen in der epigenetischen 

Markierung der DNA feststellen. Jedoch konnten wir in unseren Untersuchungen nur die 

globalen Veränderungen der Methylierung beurteilen. Nicht auszuschließen ist daher, 

dass uns Alterationen in spezifischen Genloki entgangen sind. Hier könnten neue 

mathematische Verfahren helfen um übergeordnete Strukturen epigenetischer 

Veränderungen besser erkennen zu können. Rampal et al. stellten in Wt1 mutierten 

Patientenproben sowohl eine globale als auch Genlokus-spezifische Abnahme des 5-hmC 

fest, diese fand in Bereichen von Enhancern, distal regulatorischen Domänen und 

Genkörpern statt. Eine Zunahme des 5-mC ließ sich vor allem in Bereichen der Introns 

nahe Transkriptionsstartpunkten feststellen und war weniger stark mit der Wt1-

Expression assoziiert.132 Sinha et al. konnten den kausalen Zusammenhang trunkierender 

Wt1-Mutationen mit der Hypermethylierung spezifischer CpG Inseln nachweisen, diese 

betrafen vor allem Zielgene des PRC2-Komplex, welche folglich inaktiviert wurden.197 

Pronier et al. konnten nachweisen, dass heterozygote Wt1-Mutationen im Lauf der Zeit 

zur Akkumulation epigenetischer und genetischer Veränderungen führen um damit die 

malignen Transformation hämatopoetischer Zellen induzieren.198 

Es ist denkbar, dass die von uns analysierten Veränderungen in Wt1 durch die 

funktionelle Inaktivierung von Wt1 auch die Zytostatikasensitivität der Zellen 

beeinflussen. Ara-C stellt einen wesentlichen Bestandteil der Zytostatikatherapie in der 

AML dar, zudem entwickelten sich einige der untersuchten Wt1-Mutationen unter 

dieser.19,21,22,33 In unseren Untersuchungen ließ sich jedoch bei keiner der untersuchten 

Wt1-Mutationen eine Resistenz gegen Ara-C beobachten. Nachdem wir in leukämischen 

Zelllinien ohne endogene Wt1-Expression ein geringeres Ansprechen auf Dec 

beobachten konnten, untersuchen wir dies auch in den Wt1-transduzierten Ba/F3-Zellen. 

Bei diesen ließ sich in der R430x-Mutante eine geringer Sensitivität für Dec nachweisen. 

Dies könnte mechanistisch durch den Verlust der Tet-2-Interaktionsdomäne der 

trunkierenden Wt1-Mutation vermittelt werden. Wang et al. vermuten, dass sowohl Tet-

2-Mutationen als auch Wt1-Mutationen durch den Verlust der gemeinsamen 

Interaktionsdomäne mit einem Funktionsverlust von Tet-2 einhergehen.131 Es ist denkbar, 

dass Störungen in der epigenetischen Regulation der Zellen die demethylierende Wirkung 

von Dec beeinflussen. Zudem verlieren trunkierende Wt1-Mutationen wichtige DNA-

Interaktionsdomänen, was wahrscheinlich die Transkriptionsfaktoraktivität der Proteine 

beeinflusst. Becker et al. beschreiben, dass sich in Wt1-mutierten CN-AML-Patienten die 

Expression bis zu 193 genetischer Bereiche verändert, dies betrafen vor allem Gene der 
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Regulation metabolischer und proliferativer Prozesse.199 In der Leukämie sind 

Resistenzen gegen Zytostatika häufig mit der Expression des P-Glykoprotein, auch 

Multidrug-Resistance-Protein Gen 1 (MDR-1) genannt, assoziiert.40 Dabei schleusen die 

membranständigen Transporter aktiv Zytostatika aus der Zelle heraus.38,39 Die 

Untersuchungen von McCoy et al. zeigten schon 1999, dass Wt1 die 

Tetradecanoylphorbol-acetat (TPA) vermittelte Aktivierung von MDR-1 in vitro hemmt. 

Dies wird vermutlich durch direkte Interaktion der Wt1-Zinkfingerdomäne mit dem 

MDR-1-Promoter vermittelt.200 Damit stehen trunkierende Wt1-Mutationen durch den 

Verlust der Zinkfingerdomäne auch im Verdacht die MDR-1-Expression der 

leukämischen Zellen zu beeinflussen. Wobei man hierbei auch eine Resistenz gegen Ara-

C erwarten würde. Des Weiteren ist fraglich, warum wir den Effekt in der S381x-Mutante 

nicht beobachten konnten. Möglich ist, dass dies aus der deutlich schwächeren 

Expression der Mutation in Ba/F3-Zellen resultiert.  

Insgesamt geben unsere Ergebnisse Hinweise darauf, dass inaktivierende Wt1-

Mutationen die Zytostatikasensitivität für Dec verringern können. Die eher schwachen 

Effekte der Konstrukte in der murinen ProB-Zelllinie Ba/F3 könnten durch die 

spezifische Rolle von Wt1 in verschieden Organismen und Geweben erklärt sein.118 

Zudem haben wir in Ba/F3-Zellen nur einen pro-proliferativen Effekt (IL-3 

Empfindlichkeit) untersucht, weiter Effekte sind in diesem Modell nicht abzubilden, 

könnten aber zum Beispiel bei Expression in CD34+ humanen oder murinen 

Vorläuferzellen untersucht werden. Darüber hinaus könnten die unterschiedlichen 

Expressionslevel der Konstrukte in Ba/F3-Zellen eine Rolle spielen. Denkbar wäre, dass 

das Einbringen der Mutation mit Hilfe von molekularbiologischen Verfahren, wie der 

CRISPR/Cas9-Methode, in eine AML-Ziellinie mit endogener Wt1-Expression mehr 

Aufschluss geben könnte. Unklar bleibt auch, ob Wt1-Mutationen für die maligne 

Transformation hämatopoetischer Zellen weitere genetische oder epigenetische 

Veränderungen sowie Veränderungen des Microenviroment benötigen. Hierbei könnten 

insbesondere häufig beschrieben Ko-Mutationen, wie CEBPA und FLT3-ITD, Hinweise 

auf einen funktionellen Synergismus geben.161,162  
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5.2.2 Die Rolle der Wt1-Isoformen in der Zytostatikaresistenz der AML 

Veränderungen in Wt1 können zu einer Reihe von seltenen kongenitalen Syndromen 

sowie zu soliden und hämatologischen Neoplasien führen.201 So kann der Verlust der (+)-

KTS-Isoformen zu dem seltenen Frasier-Syndrom führen, bei dem es zu einem 

Pseudohermaphroditismus sowie zu einer fortschreitenden Glomerulopathie kommt.202 

Auch mit der malignen Transformation hämatopoetischer Zellen ändert sich das 

hochkonservierte Verhältnis der Wt1-Isoformen untereinander; dabei kommt es zu einer 

relativen Zunahme der Wt1- Isoformen A (-/-), B (+/-), C (-/+) sowie zu einer Abnahme 

der Wt1-Isoform D (+/+).123 In Patientendaten konnte die Zunahme der (-)-KTS-

Isoformen zu Lasten der (+)-KTS-Isoformen mit einer schlechten Prognose der Leukämie 

in Verbindung gebracht werden.203 Insgesamt lässt dies ein unterschiedliches onkogenes 

Potenzial der Wt1-Isoformen vermuten. Aktuelle Forschungsergebnisse sind 

diesbezüglich jedoch widersprüchlich. Die funktionelle Charakterisierung der Isoform A 

sowie der Isoform D sollte dazu beitragen deren Rolle in der AML besser zu verstehen.  

Wir tansduzierten parallel zu den Wt1-Mutationen die Wt1-Isoformen A/D in murine 

Ba/F3-Zellen. Die beiden Isoformen wurden in dem zellulären System nur schwach 

exprimiert, hierbei konnte kein proteasomaler Abbau der Konstrukte nachgewiesen 

werden, eine fehlerhafte Transduktion wurde ebenfalls ausgeschlossen. Anschließend 

analysierten wir das IL-3 abhängige Proliferationsverhalten, die epigenetische 

Markierung der Zellen sowie die Zytostatikasensitivität für Ara-C und Dec. Dabei ließ 

sich kein Effekt der Wt1-Isoformen auf die Proliferation und die Epigenetik der Ba/F3-

Zellen erkennen. In der Wt1-Isoform A (-/-) war ein geringeres Ansprechen auf die 

Behandlung mit Ara-C und Dec zu beobachten. Hierbei ist als möglicher Mechanismus 

eine differentielle Genexpression durch die veränderte Transkriptionsfaktor-Aktivität der 

Isoform A in Betracht zu ziehen. Dabei scheint insbesondere die Insertion der KTS-

Region zwischen dem dritte und vierten Zinkfinger die Funktion der Isoformen zu 

beeinflussen. Das alternative Splicen der KTS-Region führt zu einer verringerten 

Flexibilität des vierten Zinkfinger und erhöht dadurch die DNA-Bindungsaffinität. (-)-

KTS-Isoformen, wie die Isoform A, haben demnach eine höhere DNA-Bindungsaffinität 

sowie eine stärkere Transkriptionsfaktoraktivität.204 Zudem beschreiben Li et al., dass (-

)-KTS-Isoformen in leukämischen Zelllinien die Expression von Chemokinen und 

Zelladhäsionsmolekülen fördern, was eine Zytostatikaresistenz begünstigen könnte.205 

Als Nukleotidanaloga besitzen Ara-C und Dec Gemeinsamkeiten in ihrem Transport und 

zellulärem Metabolismus. Sowohl Ara-C als auch Dec werden über den ENT1 

Transporter in die Zellen aufgenommen und unteranderem über die dCK in ihre aktiven 
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Metaboliten konvertiert. Anschließend können beide Agenzien über die CDA wieder 

abgebaut werden.41 Sowohl die Wirkung von Ara-C als auch die von Dec kann durch 

Expressionsänderungen in ENT1, dCK sowie CDA maßgeblich beeinflusst 

werden.84,106,110,111 Des Weiteren ist denkbar, dass Veränderungen in Zellzyklus, in 

Reparaturmechanismen sowie in der Apoptose zu einer Resistenz gegen Ara-C und Dec 

führen.37 Hierbei ist für einige regulatorischer Gene bereits beschrieben, dass Wt1 für 

deren Expression relevant ist.124 Es bleibt zu erwähnen, dass vermutlich auch das 

Einfügen des Exons 5, innerhalb der Proteininteraktionsdomäne, Einfluss auf die 

zelluläre Funktion der Wt1-Isoformen nimmt. So wurde für (+)-Exon-5-Isoformen in 

leukämischen Zellen eine antiapoptotische Wirkung beschrieben, welche möglicherweise 

auch an der Resistenz gegen Chemotherapeutika und dem Rezidiv der AML beteiligt sein 

könnte.206,207,208,209,210  

Abschließend ist festzuhalten, dass unsere Analysen eine mögliche Beteiligung der Wt1-

Isoform A an der Resistenz gegen Nukleotidanaloga in der AML aufzeigen. Dies bedarf 

in Zukunft die Klärung eines spezifischen Mechanismus sowie die Miteinbeziehung der 

weiteren Wt1-Hauptisoformen. Darüber hinaus sind die eher schwachen Effekte der Wt1-

Konstrukte vermutlich in dem verwendeten zellulärem System der Ba/F3-Zellen zu 

begründen, sowie in der relativ schwachen Expression der Isoformen in diesem. Auch 

hier könnte ein Einbringen der Konstrukte mit molekularbiologischen Verfahren, wie der 

CRISPR/Cas9-Methode, in einer AML-Zelllinie mit endogener Wt1-Expression 

spezifischere Erkenntnisse erbringen.  
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6 Zusammenfassung 
Die akute myeloische Leukämie (AML) ist eine komplexe und dynamische Erkrankung, 

die sich durch die klonale Proliferation gering- bzw. undifferenzierter myeloischer 

Vorläuferzellen auszeichnet. Unbehandelt führt sie innerhalb eines Jahres zu 

lebensbedrohlichen Blutungen, Infektionen und Anämien. Seit fast vier Jahrzenten bilden 

Cytarabin (Ara-C) gemeinsam mit Anthrazcylinen die Grundlage der intensiven 

Chemotherapie (IC) in der AML. Bei älteren Patienten, die keine IC vertragen, kommen 

häufig hypomethylierende Agenzien (HMA) zum Einsatz. Dabei stellt die 

Therapieresistenz in beiden therapeutischen Strategien ein großes Hindernis dar. HMA 

führen über Inkorporation in das Genom zur Abnahme der DNA-Methylierung, was in 

der Aktivierung Tumorsuppressoren sowie in der Stimulation immunmodulatorischer 

Prozesse endet. Häufig widerkehrenden genetischen Mutationen konnten mit Hilfe von 

modernen Genomsequenzierungsprojekten in den Zusammenhang mit Resistenz gegen 

Chemotherapien gebracht werden. Das Wilm’s Tumor Gen (Wt1) wurde sowohl in 

verschiedenen Neoplasien als auch in kongenitalen Syndromen beschrieben. Durch 

alternatives Splicen entstehen vier Hauptisoformen, welche vermutlich unterschiedliche 

zelluläre Funktionen besitzen. In der AML kommen in bis zu 14% Wt1-Mutationen vor. 

Diese sind mit Therapieversagen, Rezidiven und einem verkürztem Überleben der 

Patienten assoziiert. In einer Diagnose-Rezidiv-Kohorte an unserer Klinik wurden bei 

10% der 50 CN-AML-Patienten neue Wt1-Mutationen im AML-Rezidiv detektiert. Die 

funktionellen Konsequenzen der Wt1-Mutationen in der AML sind bis heute jedoch nicht 

abschließend geklärt.  

Ziel des Projekts war es Mechanismen in der AML zu identifizieren, die zu Resistenzen 

gegen Erstlinientherapien, Ara-C, und Zweitlinientherapien, HMA, führen. Im ersten 

Teilprojekt wurde mit Blick auf die Zytostatikasensitivität die Inkorporation von HMA 

in das Genom, die epigenetische Markierung unter Therapie sowie deren zeitliche 

Entwicklung untersucht. Im zweiten Teilprojekt wurde die Bedeutung des Wilms Tumor 

Gens in der AML analysiert.  

In unseren Untersuchungen war die Inkorporation in das Genom zwar wesentlich an der 

Wirkung der HMA beteiligt, die Sensitivität der einzelnen Zellen hing jedoch nicht direkt 

mit dieser zusammen. Die Sensitivität war insbesondere bei Dec mit der effektiven 

Abnahme der DNA-Methylierung assoziiert. Zudem beobachteten wir die zeitlich 

begrenzte Wirksamkeit der Agenzien.  

In 81% der leukämischen Zelllinien fand sich eine unterschiedlich starke endogene Wt1-

Expression. Zelllinien ohne Wt1-Wildtyp-Expression sprachen schlechter auf die 
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Behandlung mit Dec an. In Anlehnung an die Diagnose-Rezidiv-Kohorte unserer Klinik 

untersuchen wir vier, zwei rezidiv-spezifische und zwei stabil-exprimierte Wt1-

Mutationen sowie die Isoformen A/D funktionell. Wir transduzierten hierfür die 

Mutationen bzw. Isoformen in Ba/F3-Zellen. Es ließ sich bei keiner der Mutationen einen 

Effekt auf das Proliferationsverhalten, die epigenetische Markierung oder die Ara-C-

Sensitivität der Zellen feststellen. Möglicherweise benötigen Wt1-Mutationen hierfür 

weitere genetische oder epigenetische Alterationen sowie Veränderungen des 

Microenviroment. Hierbei ist ein funktioneller Synergismus mit beschriebenen Ko-

Mutationen, wie CEBPA und FLT3-ITD, denkbar. In weiteren Untersuchungen sprach 

die Mutation R430x geringer auf die Behandlung mit Dec an. Dabei könnte sowohl eine 

beeinträchtigte epigenetische Regulation durch Verlust der Tet-2-

Proteininteraktionsdomäne, als auch eine differentielle Genexpression durch den Verlust 

der DNA-Interaktionsdomäne eine Rolle spielen. In der Wt1-Wildtyp-Isoform A ließ sich 

zudem ein geringeres Ansprechen auf Ara-C und Dec feststellen. Hierbei ist 

möglicherweise ebenfalls eine veränderte Genexpression durch die vermutlich stärkere 

Transkriptionsfaktoraktivität der Isoform A von Bedeutung. Insgesamt ist vorstellbar, 

dass die eher schwachen Effekte der Wt1-Konstrukte in den murinen ProB-Zellen Ba/F3 

mit der temporären und zellspezifischen Rolle von Wt1 zusammenhängen. Hier könnte 

das Einbringen der Konstrukte mit Hilfe von molekularbiologischen Verfahren, wie der 

CRISPR/Cas9-Methode, in leukämischen Zellen mit endogener Wt1-Expression mehr 

Aufschluss geben.  

Zusammenfassend geben unsere Analysen Hinweise darauf, dass die Resistenz gegen 

HMA am ehesten ein multifaktorielles, zellspezifisches Geschehen ist, bei dem 

vermutlich sowohl die Inkorporation der Agenzien, als auch nachgeschaltete 

Mechanismen eine Rolle spielen. Ferner deuten die Ergebnisse der Arbeit darauf hin, dass 

sowohl Wt1-Mutationen als auch Veränderungen in der Expression der Wt1-Isoformen 

zur Zytostatikaresistenz gegen Erst- und Zweitlinien-Therapien beitragen können. Ein der 

großen Herausforderungen der onkologischen Forschung der nächsten Jahre wird 

weiterhin sein, zu beantworten wie die verschiedenen genetischen und epigenetischen 

Veränderungen miteinander interagieren und damit das Therapieansprechen des 

einzelnen Patienten beeinflussen.  
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β  Beta 
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°C Grad Celsius 

μ Mikro 

A Amper 

Abb. Abbildung 

ad Auffüllen auf  

aKG α-Ketoglutarsäure 

AG Arbeitsgruppe 

ALL Akute lymphatische Leukämie 

AML Akute myeloische Leukämie 

Ara-C Ara-C 

ATCC Eng. American Type Culture Collection 

ATP Adenosin triphosphat 

Aza  Azacytidine 

bp Basenpaare 

BSA  Eng. Bovine serum albumine 

Bzw.  Beziehungsweise  

Ca. Circa  

CDA Cytidin Deaminase 

cDNA  Eng. Complementary DNA 

CDP Cytidindiphosphat 

CEBPA CCAAT Enhancer Binding Protein Alpha 

CML  Chronische myeloische Leukämie 

CMML Chronische myelomonozytäre Leukämie 

CMP Cytidinmonophosphat 
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CR  Komplette Remission 
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dCK Deoxycytidin Kinase 

DDS Denys-Drash-Syndrom 

Dec  Decitabin 

DMEM Dulbecco ́s Modified Eagle Medium 
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dN desoxy-Nukleotid 
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DNMT  DNA methyltransferase 

dNTP  deoxynucleotide triphosphate 

DSMZ Eng. German Collection of Microorganisms and Cell Cultures  

ECL  Enhanced chemoluminescence 

EDTA  Ethylendiamintetraessigsäure 

ENT1 Eng. Equilibrative nucleoside transporter 1 

Eng. Englisch 

FAB  Eng. French-American-British  

FACS  Eng. Fluorescence activated cell sorter 

FBS  Fetales bovines Serum 

FLT3 Eng. Fms-like tyrosine kinase 3 

FOR  Eng. Forward 

g  Gram 

GFP  Grün fluoreszierendes Protein 

h Stunden 

HBS  Eng. Hepes-buffered saline 

HMA Hypomethylierende Agenzien 

HWZ Halbwertszeit 
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ITD Eng. Internal tandem duplication 
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IC Intensive Chemotherapie 

IC50  Mittlere inhibitorische Konzentration 
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KTS Lysin, Threonin, und Serin 

L Liter 
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m  Milli 
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MDR  Eng. Multidrug-resistance 

MDS  Myelodysplastisches Syndrom 

min  Minute 
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MRD  Eng. Minimal residual disease 

mRNA  Messenger RNA 

MRP Eng. Multidrug-resistance protein 

n Menge 
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NaBH4 Natriumborhydrid 

NCBI Eng. National Center for Biotechnology Information 

NPM1 Nucleophosmin 

n.s.  nicht signifikant 

NTP Nucleotide triphosphate 

PAGE  Eng. Polyacrylamide gel electrophoresis 

Par-4 Eng. Prostate apoptosis response 4 

PBS  Phosphate buffered saline 

PCR  Polymerase Kettenreaktion 

rpm Umdrehungen pro Minute 

RPMI  Eng. Roswell Park Memorial Institute  
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RUNX1 Eng. Runt-related transcription factor 1 
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Std. Stunde 



 104 

SZT Stammzelltransplantation 

Tab. Tabelle 

TBS  Eng. Tris-buffered saline 

Tet  Eng. Ten-eleven translocase 5-mC Decarboxylase 

TPA Tetradecanoylphorbol-acetat 

U Unit 

UCK Uridin-Cytidin-Kinase 

V Volt 

VAF Eng. Variant allele frequency 

vs. Versus 

WHO  Eng. World Health Organization 

Wt1 Wilms’ Tumor Gen 1 

ZF Zinkfinger 
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