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Einleitung

1. EINLEITUNG

In der Humanmedizin wurden in den letzten Jahren in der Erforschung der Pathogenese
von Leukdmien enorme Fortschritte gemacht. Dies ist vor allem der Erfindung und dem
Einsatz moderner Techniken zu verdanken, die eine gezielte molekulare Charakterisierung
der unterschiedlichen Leukdmieformen ermdglichen. So weil man heute, dass die
Leukdmien als eine heterogene Gruppe von Krankheiten aufzufassen sind, die spezifische
pathobiologische Charakteristika aufweisen. So kann man zwischen akuten und
chronischen sowie myeloischen und lymphatischen Leukdmien unterscheiden. Diese
differieren stark hinsichtlich ihrer Biologie, Epidemiologie, ihres Verlaufs und auch der
Prognose. Zu den Ursachen der Erkrankung zdhlen virale Faktoren, karzinogene
Chemikalien, wie Benzol und ionisierende Strahlung. Auch erbliche Vorbelastungen, wie
u. a. Trisomie 21 oder die Fanconi-Andmie sind zu nennen.

In Leukdmiezellen sind regelmiBig genetische Verdnderungen wie Mutationen oder
chromosomale Translokationen nachweisbar, die zu kritischen Abweichungen in der
normalen Expression oder Funktion der beteiligten Gene fiihren und die Pathobiologie der
unterschiedlichen Formen der Leukidmie bestimmen. Wesentliches Ziel der Forschung
muss es daher sein, diese genetischen Verdnderungen aufzuspiiren und ihre Auswirkungen
zu erforschen, um die Pathogenese zu verstehen und dadurch mogliche Therapieansitze zu
schaffen.

Bei der genaueren Erforschung der Funktionen von Genen und der Auswirkungen von
Mutationen sind inzwischen Tierversuche unverzichtbar, die als Modell fiir den Menschen
dienen sollen und schon viel zum Fortschritt des Kenntnisstandes beigetragen haben. In
der vorliegenden Arbeit soll an Hand eines solchen Modells die Frage geklart werden, ob
die Mutationen AMLI-ETO (Fusionsprotein des Transkriptionsfaktors AML1 mit ETO)
und FLT3-ITD (Langenmutation der Rezeptortyrosinkinase FLT3), die bei der akuten
myeloischen Leukdmie (AML) beim Menschen gefunden werden konnen, in der Lage

sind im Zusammenspiel eine Leukdmie auszuldsen.
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2. SCHRIFTTUM

2.1 Physiologische Hamatopoese

Himatopoese ist der Prozess der Bildung und Reifung von Blutzellen und findet beim
Erwachsenen grofitenteils im Knochenmark statt.

Hierbei entwickeln sich aus hédmatopoetischen Stammzellen  iiber verschiedene
Zwischenstufen unter dem Einfluss von hidmatopoetischen Wachstumsfaktoren
Erythrozyten, Thrombozyten und Leukozyten. Himatopoetische Wachstumsfaktoren sind
Molekiile, die die Bildung, Ausreifung, Differenzierung und Uberlebenszeit von unreifen
Vorlauferzellen im Knochenmark bis hin zu reifen Effektorzellen im Blut steuern.
Beispielsweise zu nennen wire der Stammzellfaktor SCF (Stem Cell Factor), der erste
Differenzierungsschritte der Stammzelle entweder in Richtung der myeloischen
Progenitorzelle CFU-GEMM (Colony forming unit granulocyte erythrocyte monocyte
macrophage) oder zur lymphatischen Stammzelle bewirkt. Unter dem Einfluss anderer
hamatopoetischer Wachstumsfaktoren wie Interleukin-3 (IL-3), Erythropoetin (EPO),
Granulocyte-macrophage colony stimulating factor (GM-CSF), Granulocyte colony
stimulating factor (G-CSF) und Thrombopoetin (TPO) reifen innerhalb von einem bis
zehn Tagen Erythrozyten, Makrophagen, Granulozyten und Thrombozyten heran. Nach
Abschluss dieses Prozesses wandern die Blutzellen in die Blutbahn und die verschiedenen
Korpergewebe. Die lymphatische Stammzelle differenziert sich unter dem Einfluss
verschiedener Interleukine zu B- und T-Lymphozyten (Reya et al., 2001; Speck and
Gilliland, 2002).


http://www.onkologie.de/public/krebs-glossar/c_Wachstumsfaktor.htm
http://www.onkologie.de/public/krebs-glossar/c_Gmcsf.htm
http://www.onkologie.de/public/krebs-glossar/c_Gcsf.htm
http://www.onkologie.de/public/krebs-glossar/c_Tpo.htm
http://www.onkologie.de/public/krebs-glossar/c_Makrophage.htm
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’ Erythrozyten
Myeloische
Stammzelle
———— %‘3 Thrombozyten
Monozyten

Hamatopoetische neu_trophi_le,
Stammzelle eosinophile,
basophile

Granulozyten

DendritischeZellen

. B-Lymphozyt
Lymphatische
Stammazelle .

T-Lymphozyt

Abbildung 1: Schema der physiologischen Himatopoese (nach Tenen, 2003 und Speck
and Gilliland, 2002)
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2.2 Leukamien

Leukdmien sind eine sehr heterogene Gruppe von Krankheiten, deren genaue
diagnostische Unterteilung vor allem fiir die Prognose und spétere Therapie sehr wichtig
ist. Hierfiir stehen inzwischen viele Methoden zur Verfiigung, wie z. B. die
Zytomorphologie (lichtmikroskopische Beurteilung von Blut— und
Knochenmarkausstrichen nach geeigneter Férbung), Zytochemie, Histologie von
Knochenmarkbiopsien, Immunphénotypisierung (Farbung mit Antikorpern), aber auch
genetische Methoden wie FISH (Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung) und 24-Farben-
FISH, PCR und andere (Haferlach and Schoch, 2002).

Durch diese Methoden und auch nach dem klinischen Verlauf konnen die Leukdmien in
akute und chronische, myeloische und lymphatische Leukdmien unterteilt werden. In
dieser Arbeit soll auf Grund der besonderen Fragestellung nur auf die akuten Leukédmien
eingegangen werden.

Eine akute Leukédmie liegt nach den Richtlinien der FAB-Gruppe (French, American and
British census conference of hematologists) vor, wenn folgende Kriterien erfiillt sind
(Bennett et al., 1976):

- > 30% der kernhaltigen Zellen im peripheren Blut und/oder im Knochenmark (KM) sind
Blasten.

- bei Prddominanz von roten Vorstufen im KM von > 50% aller kernhaltigen Zellen muss
der Blastenanteil im KM > 30% der nicht erythroblastéren Zellen betragen.

- im KM besteht ein myelodysplastisches Syndrom (MDS) mit < 30% Blasten, aber im
peripheren Blut betrdgt der Anteil der Blasten > 30%

Im Gegensatz dazu verlangt die WHO (World Health Organisation) nur einen
Blastenanteil von > 20% aller kernhaltigen Zellen (Harris et al., 2000).

2.2.1 Akute myeloische Leukamie (AML)

Die akute myeloische Leukdmie (AML) tritt mit einer Haufigkeit von 2-3 Erkrankungen
pro 100.000 Einwohner und Jahr bei einem starken Anstieg der Inzidenz im héheren Alter
(> 15 Erkrankungen/100.000 Einwohner/ Jahr) auf. Der Altersmedian liegt bei 60 Jahren
(Lowenberg et al., 1999).
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Die AML ist eine klonale Stammzellerkrankung, die durch einen Reifungsarrest mit
Expansion meist unreifer myeloischer Zellen (Blasten) charakterisiert ist (Ailles et al.,
1997, Haase et al.,, 1995; Mehrotra et al., 1995). Klinisch fiithrt die AML zur
Unterdriickung der normalen Hdamatopoese und somit zu den Symptomen der Andmie,

Infektanfilligkeit und Blutungsneigung.

2.2.1.1 Einteilung der akuten myeloischen Leukamien

Im Moment gibt es zwei parallel verwendete Klassifikationssysteme, die eine Unterteilung
der AML in verschiedene Subtypen erméglichen. Zum einen die FAB-Klassifikation
(Tabelle 1) von 1981, die sich vor allem an Morphologie, Enzymhistochemie und
Immunologie orientiert (Bennett et al., 1976), und zum anderen die Richtlinien der WHO,
die seit 1999 zusidtzlich klinische Daten und genetische Merkmale zur Beurteilung

heranziehen (Harris et al., 1999).

French-American-British (FAB) Klassifikation der akuten myeloischen Leukamie

MO Weitgehend undifferenziert
M1 Granulozytire Leukédmie ohne Ausreifung
M2 Granulozytire Leukdmie mit Ausreifung von mindestens 10% der

leukdmischen Zellen zu Promyelozyten, Myelozyten oder noch reiferen

Zellen, kann in M2 mit und ohne t(8;21) eingeteilt werden (Tenen,

2003).

M3 Hypergranuldre Promyelozytenleukdmie

M4 Leukdmie mit einer granulozytiren und einer monozytiren
Blastenkomponente

M4go Wie M4 mit Knochenmarkseosinophilie

MS5a Monoblastenleukdamie

M5b Monozytenleukdmie

M6 Erythroleukédmie mit mindestens 50% Erythroblasten, unter den anderen
Zellen >30% Blasten

M7 Megakaryoblastenleukédmie
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Tabelle 1, Seite 5: FAB Klassifikation der akuten myeloischen Leukdmie, modifiziert

nach Haferlach und Schoch, 2002

Kategorie

Merkmale

Akute myeloische Leukédmie mit wieder-
kehrenden zytogenetischen Aberrationen

t(8;21)(q22;922); %(15;17)(422;921)
inv16 (p13;922); v;11q23)

1(8;21)(q22;q22); 1(15;17)(q22;921)
inv 16 (p13;q22); v;11g23)

AML mit vorangegangenem MDS;
AML mit multil. Dysplasie ohne MDS

Akute myeloische Leukémie,
therapieassoziert

Assoziation mit Alkylantientherapie
Assoziation mit Topoisomerase Typ-II

Akute myeloische Leukémie, nicht
anderweitig spezifiziert

z.B. AML minimal differenziert, AML
ohne Ausreifung (M1), AML mit
Ausreifung (M2)

Tabelle 2: WHO Klassifikation der akuten myeloischen Leukdmie

2.2.1.2 Genetische Veranderungen

Die akute myeloische Leukdmie ist eine heterogene Gruppe von Erkrankungen. Allen

Subtypen

der AML gemeinsam ist, dass sie klonale Erkrankungen darstellen und es genetische

Erkrankungen sind. Die zytogenetischen Verdnderungen sind mit einer unterschiedlichen

Prognose verbunden.
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Normaler Karyotyp

Bei etwa der Hilfte der Patienten mit AML sind mittels klassischer Zytogenetik keine
chromosomalen Verdnderungen detektierbar. Durch weiterfilhrende molekulare
Untersuchungen dieser Patienten sind aber hédufig andere Verdnderungen zu finden, wie
vor allem eine konstitutiv aktivierende FLT3-Langen- oder Punktmutation (Schnittger et
al., 2002). Patienten, bei denen keine chromsomale Verdnderung diagnostiziert werden

kann, weisen eine intermediédre Prognose auf.

Balancierte chromosomale Verdnderungen

Etwa 20% aller Félle von AML weisen balancierte chromosomale Verdnderungen auf.
Dies bedeutet im Wesentlichen die Entstehung von Fusionsproteinen, die die normale
Expression und/oder Funktion der beteiligten Gene entscheidend beeinflussen. Beispiele
fiir balancierte chromosomale Verdnderungen sind die t(8;21) mit dem Fusionsgen
AMLI-ETO oder die t(15;17) mit dem Fusionsgen PML-RARa (Kelly et al., 2002a;
Licht, 2001; Nucifora and Rowley, 1995). Vor allem die t(15;17) PML-RARa positive

Leukidmie weist eine giinstige Prognose auf.

Komplexe chromosomale Verdnderungen

Laut Definition muss eine AML drei oder mehr nicht-verwandte zytogenetische
Verdnderungen in einem Klon aufweisen, damit der Karyotyp als komplex bezeichnet
werden darf. Dies konnen z.B. Deletionen oder Trisomien sein. Bei den Patienten mit
komplexen Verdnderungen findet sich die schlechteste Prognose. Trotz zahlreicher
Fortschritte in der Behandlung der Erkrankung sterben noch immer 60-70% aller
Patienten. Ein verbessertes Verstindnis der Pathogenese der Erkrankung ist daher fiir die

Entwicklung innovativer therapeutischer Strategien von besonderer Bedeutung.
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Das Mehrschrittmodell der Leukdmogenese

Viele Autoren stellen im Laufe ihrer experimentellen Untersuchungen im humanen und
murinen System fest, dass viele der genannten Mutationen fiir sich alleine nicht in der
Lage sind Leukdmie zu induzieren (Fenske et al., 2004a; Kelly et al., 2002b; Yuan et al.,
2001). So ist es duBerst wahrscheinlich, dass flir die Entstehung der akuten Leukédmien
mindestens 2 kritische genetische Verdnderungen notwendig sind, welche man in 2
Klassen unterteilen kann. Klasse I Mutationen, wie z.B. aktivierende Mutationen in
Rezeptortyrosinkinasen (z.B. FLT3 oder c-KIT), die einen Proliferations- und/oder
Uberlebensvorteil fiir himatopoetische Vorlduferzellen bieten und Klasse 11 Mutationen
(wie z.B. AMLI-ETO oder PML/RARa), die hamatopoetische Transkriptionsfaktoren
betreffen und primir die Reifung der Zellen und die Apoptose storen (siche Abb.2). Beide
Verdnderungen zusammen fiihren zu Stérung von Proliferation und Differenzierung
hidmatopoetischer Stamm- und Progenitorzellen und schlieBlich zur Entstehung einer
akuten Leukdmie (Gilliland, 2002). Die genaue Kenntnis des Pathomechanismus der AML
kann zur Entwicklung gezielter biologischer Therapieansitze fiithren. So kann der
Differenzierungblock bei der Promyelozytenleukdmie (PML) durch die Gabe von All-
Trans-Retinolsdure (ATRA) iiberwunden werden (Kelly et al., 2002a). Gleichermallen
sind Phosphotyrosinkinaseinhibitoren entwickelt worden, die die konstitutive Aktivierung
von Rezeptortyrosinkinasen blockieren, welche durch Mutationen des FLT3

Signaltransduktionsweges entstehen (Abb. 2).

Klasse | Mutationen Klasse Il Mutationen
FLT3-ITD PML/RARa
FLT3 D835Y AML1-ETO
c-KIT CBFB/SMMHC
N-oder K-RAS Mutationen MLL Fusionen

N

therapeutischer Ansatz: therapeutischer Ansatz:
PTK- Inhibitoren z.B. ATRA
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Abbildung 2, Seite 8: Modell der Zusammenarbeit von aktivierenden Mutationen und
Mutationen, die die hdmatopoetischen Transkriptionsfaktoren betreffen, nach Gilliland
and Griffin, 2002b

PTK: Phosphotyrosinkinasen, ATRA: All-Trans-Retinolséure

2.2.2 Akute lymphatische Leukamie (ALL)

Akute lymphatische Leukédmien sind die hdufigsten Leukdmien des Kindesalters (80%
aller Leukidmien), jedoch konnen sie auch im fortgeschrittenen Erwachsenenalter
auftreten. Die Gesamtinzidenz liegt bei 1,1 Fillen/100.000 Einwohnern/Jahr (Feuring-
Buske et al., 2002; Lowenberg et al., 1999). Sie sind klonale Neoplasien der
lymphatischen ~Stammzellen mit expansiver Verdringung der intramedulldren
Himatopoese. Meist zeigen die Patienten Symptome wie Andmie, Thrombopenie und
Leukozytose, ,,aleukdmische® Verldufe mit peripherer Zytopenie sind jedoch mdglich

(Mitrou and Langer, 2001).

2.2.2.1 Einteilung der akuten lymphatischen Leukamien

Auch bei den akuten lymphatischen Leukdmien gibt es zwei Einteilungssysteme. Wieder
hat zunédchst die FAB-Gruppe eine Unterteilung entwickelt (Tabelle 3), die sich an der
Morphologie der Zellen orientiert, wihrend die neue WHO (Tabelle 4) vor allem
immunphinotypische Merkmale zur Beurteilung heranzieht. Die FAB-Einteilung gilt seit
der Einfiihrung der WHO Richtlinien als weitgehend iiberholt und wird von manchen
Autoren als irrelevant eingestuft, kann aber immer noch fiir die Darstellung des

morphologischen Spektrums hilfreich sein.
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Kategorie Merkmale

Kleine Blasten mit schmalem Zytoplasma, mittlere Basophilie, runde
L1 Kerne ohne auffallende Nukleolen, v.a. bei Kindern

GroBBe Blasten mit wechselnd breitem Plasma, sehr pleomorphe
L2 : .

Kerne, prominente Nucleolen, v.a. bei Erwachsenen
L3 Grofle monotone Blasten, Plasma tiefblau und vakuolisiert,

prominente Nucleolen, meist B-Zell Immunphéinotyp

Tabelle 3: FAB Klassifikation der akuten lymphatischen Leukémien

Kategorie

Merkmale

Akute B-Zell lymphatische Leukédmie

Expression von B-Zell Markern (CD19, CD20,
u. a.)

Akute T-Zell lymphatische Leukdmie

Meist Expression von T-Zell Markern (CD1-
CDs, CD7, CDS)

Burkitt-Zell-Lymphom

Expression B-Zell Markern (CD 19,20,22,
79a), fehlende Expression von CD 5

Tabelle 4: WHO Klassifikation der akuten lymphatischen Leukdmien

2.2.2.2 Genetische Veranderungen

Bei ca. 75% aller Félle von ALL sind klonale, chromosomale Verdnderungen zu finden.

Drei Viertel davon sind chromosomale Translokationen (durch DNA-Schiadigung

entstandene Chromosomenfragmente, die sich falsch wieder zusammenfiigen) wie z.B.
t(12; 21), t(9; 22) und t(4; 11) (Secker-Walker et al., 1997).

Neben den Translokationen gibt es auch eine Reihe struktureller Verdnderungen, die in

der Regel zum Verlust von genetischem Material fithren (z.B. 9p-,6q-,12p-Aberationen)

(Feuring-Buske et al., 2002).

10
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2.3. AML1

Das AMLI-Gen (akute myeloische Leukdmie Genl), gelegen auf Chromosom 21
(Synonyme: RUNXI1, PEBP2oaB und CBFoa2) gehort zu einer Klasse von
hidmatopoetischen Transkriptionsfaktoren, die entscheidend fiir die Regulation der frithen
Hamatopoese und hédufig Ziel von Mutationen und Gen-Neuordnungen sind (Speck and
Gilliland, 2002).

Unter physiologischen Umstdnden wird AMLI in nahezu allen humanen Geweben aul3er
Herz und Gehirn exprimiert (Miyoshi et al., 1991).

AMLI1 ist Mitglied der Familie der Runt &hnlichen Transkriptionsfaktoren, so genannt
nach dem Runt- Protein, das die Segmentierung wihrend der Drosophila Embryogenese
steuert. Die hoch konservierte Runt Homologie Domidne (RHD) ist das DNA bindende
Motiv in dieser Gen-Familie (Zhang et al., 1996). Die Mdglichkeit, an die DNA zu
binden, ist essentiell fiir die Funktion des Proteins.

Das AMLI1 Protein kann eine Vielzahl von Genen beeinflussen, die die hamatopoetische
Differenzierung regulieren (Era et al., 1995; Song et al., 1999), so z.B. Zytokine wie IL3,
und Granulozytenproteine wie Myeloperoxidase (Okuda et al., 1996) oder TNFa (Tumor
Nekrose Faktor o) (Downing, 1999). Verschiedene Studien zeigen, dass AMLI als
Aktivator allerdings ineffektiv ist, solange keine Ko-Faktoren  vorhanden sind
(Lowenberg et al., 1999). So interagiert z. B. MEF (myeloid ELFI1-like Faktor) mit
AMLI um den IL3-Promotor zu aktivieren, und Myeloperoxidase kann nur transaktiviert
werden, wenn AML1 zusammen mit x-myb exprimiert wird (Britos-Bray and Friedman,
1997).

Um normal zu arbeiten, muss AMLI1 zusammen mit CBFB einen Funktionskomplex
bilden, wobei CBF auch an der Runt Domidne von AML1 bindet, selber aber keine
Verbindung zur DNA oder wichtigen Ko-Faktoren eingeht (Licht, 2001) (Abb.3). CBF
defiziente Miause zeigen den gleichen Phianotyp wie AMLI defiziente Tiere (Sasaki et al.,
1996; Wang et al.,, 1996). Bisherige Untersuchungen zeigen, dass der AMLI1/CBFf
Komplex eines der hidufigsten Ziele von Genmutationen bei der humanen AML ist

(Downing, 1999; Downing et al., 2000; Friedman, 1999; Speck et al., 1999).

11
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oaktivatoren

_ Myeloperoxidase,
DNA I3, ...

Abbildung 3: Schema des AML1-CBFp Komplexes

AMLI 7 (Knock-out) Miuse zeigen eine embryonale Sterblichkeit auf Grund der
kompletten Unterbindung der Hématopoese wihrend der Embryogenese (fotale
Leberhdmatopoese) (Okuda et al., 1996).

Wihrend der Embryogenese findet zunédchst die primitive Erythropoese (Abbildung 4)
statt: primitive Erythrozyten differenzieren im Dottersack ab dem Tag 7,5 aus einer
bipotenten Zelle, dem Himangioblast. Fiir dieses Entwicklungsstadium sind AML1 und
CBFp nicht notwendig.

Hémangioblast Primitiver Erythrozyt

@ o

Abbildung 4: primitive Himatopoese

12



Schrifttum

Ab dem Tag 12,5-13,5 beginnt die definitive Hdmatopoese (fotale Leberhdmatopoese)
(Abb. 5). Hierbei differenziert eine hamatopoetische Stammzelle aus einem ,,hdmogenen
Endothel“. Dies besteht aus Endothelzellen, die die Dottersack- und Nabelarterien und die
ventrale Portion der Aorta/Gonaden/Mesonephros Region umgeben und im Dottersack
verstreut liegen. Hierflir ist AML1 erforderlich. Ohne das Gen wird die definitive
Hamatopoese vollig blockiert, keine hdmatopoetische Stammzelle kann entstehen, der

Fotus stirbt.

g Erythrozyten
Myeloische
Stammzelle

./ % Thrombozyten

et S St —,AMU @ Hamatopoetische zg:it;%’:)wiﬁ
Hamogenes CBFp Stammzelle basophile
Endothel Granulozyten

* Dentritische Zellen

. B-Lymphozyt
Lymphatische
Stammazelle .

T-Lymphozyt

Abbildung 5: definitive Himatopoese (nach Speck and Gilliland, 2002)

Ichikawa et al. untersuchten die Auswirkung einer Ausschaltung von AMLI1 in adulten
Maiusen. Sie fanden, dass AMLI fiir die Reifung von Megakaryozyten und die
Differenzierung von T- und B-Zellen essentiell ist, aber nicht fiir die Erhaltung von

hidmatopoetischen Stammzellen in der Himatopoese von Erwachsenen (Ichikawa et al.,
2004).

24 AML1-ETO
Das AML1-ETO Protein ist das Ergebnis der Translokation t(8;21). Hier fusionieren das

AMLI1 Gen von Chromosom 21 und das ETO-MTGS8 Gen von Chromosom 8 (ETO fiir
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»eight twenty one* in Anlehnung an die Chromosomen 8 und 21). Es werden dabei die
ersten 177 Aminosduren des AML1 an ETO Sequenzen gebunden (Miyoshi et al., 1991)
(Abb.6 aund b).

A AML1
AML1 (AS 1-177) (L] RHD|
ETO I

AML1-ETO .~ lrwp| ]

: W0 n
O B o ow
44 3s 1§ 82 35 48

ix _®¥ *8— a8 .

Abbildung 6 A und B: Translokation (8;21), A: Konstruktschema, B: Karyogramm, die
entsprechenden Bereiche auf den Chromosomen 8 und 21 sind mit Pfeilen markiert
(Schoch, 2004)

Das ETO-Protein gehort zur ETO Familie, die ETO (MTGS8), ETO2 (MTG16), und
MTGRI umfasst (Calabi and Cilli, 1998). Alle drei Mitglieder dieser Familie haben vier
evolutiondr konservierte Dominen, die NHRs (nervy homology regions). Diese basieren
auf ihrer Homologie zum Drosophila-Protein Nervy, das an der neuronalen Entwicklung
wiéhrend der Segmentation von Drosophila-Embryonen beteiligt ist. Diese Doméinen
zeichnen sich unter anderem durch zwei Zink-Finger-Motive aus, die bei der Protein-
Protein Interaktion von ETO wichtig sind (Erickson et al., 1994; Gross and McGinnis,
1996). ETO wurde erst im Zusammenhang mit AMLI-ETO entdeckt und als erstes
Protein, das mit ETO interagiert, wurde 1998 das Familienmitglied MTGR1 gefunden
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(Kitabayashi et al., 1998). Es wurden noch weitere Partnerproteine isoliert, wobei alle
diese Interaktionen {iiber die NHR-Doménen stattfinden. Wichtige zu nennende
Partnerproteine sind vor allem NCoR (nuclear receptor corepressor) und SMRT (silencing
mediator for retinoid and thyroid receptors) die an die NHR4 Zinkfinger Doméne von
ETO binden (Gelmetti et al., 1998; Lutterbach et al., 1998; Wang et al., 1998). NCoR und
SMRT sind nukleare Hormon-Korepressoren, die von Hormonrezeptoren in den
Zellkernen sezerniert werden und transkriptionelle Aktivierung erlauben. Diese Ko-
Repressor-Proteine sind dafiir bekannt, sich mit anderen Proteinen, die an transkriptionaler
Repression beteiligt sind, zu assoziieren. Dies sind vor allem mSin3a und die Histon
Deacetylase (HDAC)-Familie (Chen and Evans, 1996; Shibata et al., 1997). Daher kann
AMLI-ETO {iiber NCoR und SMRT einen Transkripionsrepressor-Komplex aufbauen und
die Expression von AMLI1 Zielgenen negativ regulieren (Amann et al., 2001).

AMLI1-ETO ist eine der haufigsten chromosomalen Aberrationen in der akuten
myeloischen Leukidmie. Diese genetische Alteration wird in bis zu 40% der AML M2
gefunden und in 12-15% aller AML Fille insgesamt (Downing, 1999; Nucifora and
Rowley, 1995). Die AMLI-ETO positiven Leukdmien sind besonders charakterisiert
durch Auer-Stibchen (azurophile Stdbchen im Zytoplasma) in den leukdmischen Blasten,
hohe Expressionslevel von CD 34 und CD19 sowie niedrige Level von CD33 (Andrieu et
al., 1996; Nishii et al., 2003).

AMLI-ETO Transkripte sind in einer Fraktion von Stammzellen, in Monozyten und B-
Zellen in Remissionsknochenmark und in einem Anteil von B-Zellen im leukdmischen
Knochenmark, aber nicht in T-Zellen detektiert worden (Mulloy et al., 2002).

Da bei der Fusion der Gene die DNA bindende Domine des AMLI1 erhalten bleibt, kann
auch das Fusionsprodukt AML1-ETO an DNA binden. Eine Tetramerisierung von AMLI-
ETO steigert die Affinitdt zur DNA, daher gibt es einen kompetitiven Vorteil gegeniiber
Wildtyp AMLI1 (Bushweller et al., 2003).

Bei AML1-ETO Miusen konnte in allen Féllen der gleiche Phénotyp (s.o.) wie bei AML1
Knock-out Maiusen gefunden werden: embryonale Sterblichkeit durch Fehlen der
definitiven Hédmatopoese. Dies ist ein starker Hinweis darauf, dass AMLI-ETO eine
Unterbrechung der normalen Funktion von AMLI verursacht, es wirkt als potenter

dominant-negativer Inhibitor von AML1 (Abb. 7) (Speck and Gilliland, 2002).
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Abbildung 7: Das Fusionsprotein AML1-ETO unterbindet die Expression von Zielgenen

Unter den Zielgenen, die durch die Expression von AML1-ETO unterdriickt werden, sind
zusétzlich zu den oben genannten auch Gene, die in der Regulation des Zellzyklus wichtig
sind, wie Cyclin D3 und CDK4. Die zellulire Konsequenz der fehlenden Exprimierung
dieser Gene ist eine Beeintriichtigung im Ubergang von der G1 zur S-Phase des Zellzyklus
und eine langsamere Proliferation der Zellen (Hess and Hug, 2004).

Um die genauen Auswirkungen von AMLI-ETO vor allem im Hinblick auf die groB3e
Anzahl der humanen Patienten mit AML1-ETO positiver AML zu untersuchen, wurden
viele Experimente sowohl im humanen als auch im murinen Bereich durchgefiihrt.
C/EBPa (CCAAT/enhancer binding protein a), ein Protein, das wesentlich fiir die
Differenzierung von Granulozyten ist, scheint auch eine Schliisselfunktion bei der
Leukdmogenese von Leukédmien mit der Translokation t(8;21) zu haben. Hier fand die
Gruppe um Pabst et al., dass AML1-ETO positive AML Blasten einen 8-fach niedrigeren
CEBPA RNA Spiegel und nicht detektierbares C/EBPa Protein verglichen mit AML
Patienten ohne t(8;21) haben. AML1-ETO scheint die C/EBPa-Expression indirekt durch

Verhinderung der Autoregulation des CEBPA Promotors zu unterdriicken. Wird aber
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C/EBPa konditional in AMLI-ETO positiven Kasumi-1 Zellen exprimiert, findet eine
neutrophile Differenzierung statt (Pabst et al., 2001).

AMLI1-ETO wurde im Rahmen einer Studie von Mulloy et al. in humane CD34" Zellen,
also sehr frithe Vorlduferzellen retroviral integriert, und es zeigte sich, dass multipotente
aber zytokinabhéngige hédmatopoetische Kulturen mit einer
Langzeitselbsterneuerungskapazitit und der Féhigkeit sich in myeloische und
lymphatische Richtungen zu differenzieren entstanden (Mulloy et al., 2003). Diese
Kulturen konnten bis zu 8§ Monate erhalten werden. Wurden die Zellen allerdings in NOD-
SCID Mause transplantiert, konnten sie keine Leukdmie auslésen. Die Gruppe um Hug
stellte auch fest, dass AMLI1-ETO auf Wachstum und Differenzierung von priméren
Progenitorzellen im murinen Knochenmark Einfluss hat und weiterhin, dass der
gemeinsame Verlust der NHR2 und NHR4 Doménen diesen Effekt von AMLI1-ETO
eliminiert (Hug et al., 2002).

Um die letale Wirkung der Translokation bei Méusen zu umgehen, kreierten verschiedene
Gruppen induzierbare Modelle, bei denen AMLI1-ETO erst nach der kritischen Phase
exprimiert wird. So etablierten z.B. Rhoades et al. ein durch Tetrazyklin induzierbares
System (tet-off system), bei dem die Mause von der Zeugung bis zum Absetzen durch die
Mutter und spiter so lange wie gewiinscht durch Trinkwasser mit Tetrazyklin versorgt
wurden und erst nach dem Absetzen des Wirkstoffs AMLI1-ETO exprimiert wurde
(Rhoades et al., 2000). Hier konnte in vivo keine abnormale Hamatopoese festgestellt
werden, und auch keine Tendenz Leukdmie zu entwickeln. In vitro fand die gleiche
Gruppe einen Unterschied in der Fahigkeit von AMLI-ETO positiven Zellen zu
differenzieren und zu proliferieren: ihre CFC Versuche (colony forming cells) deuten
darauf hin, dass AMLI-ETO positive Progenitorzellen einen Block in der myeloischen
Differenzierung aufweisen. Nach der Zugabe von Tetrazyklin, wurde AML1-ETO wieder
unterdriickt und die Zellen konnten ausdifferenzieren.

Yuan et al. entwickelten ein anderes induzierbares System, bei dem die Expression von
AMLI-ETO an MRPS8 gekoppelt ist, einem kalziumbindenden Protein, das nur von
myeloischen Zellen (neutrophile und monozytische Reihe), nicht aber von frithen
hidmatopoetische Zellen exprimiert wird. Sie fanden im murinen Modell auch keine
auffillige Storung der Hématopoese in vivo. Bei ihren Experimenten (CFC, FACS)

zeigten sich auch in vitro keine Abweichungen zu den Kontrollmdusen. Sie behandelten
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darauthin Maiuse, die AMLI1-ETO exprimierten, mit ENU (N-ethyl-N-nitrosourea,
mutagenetische Dosierung 50 mg/kg), einem DNA alkylierenden Wirkstoff, mit einer
Dosierung von 300mg/kg. 55% dieser Mause entwickelten eine AML, die anderen 45%
und alle auch mit ENU behandelten Kontrollmduse bekamen entweder ein Lymphom oder
eine ALL. Von vorhergehenden Experimenten ist bekannt, dass die ALL auch durch ENU
alleine induzierbar (Frei and Lawley, 1980) ist. Yuan et al. folgerten, dass fiir die
Entwicklung von akuter myeloischer Leukdmie AMLI1-ETO alleine nicht ausreicht,
sondern zusitzliche, in diesem Fall durch ENU induzierte Mutationen erforderlich sind
(Yuan et al., 2001).

Auch die Gruppe um Higuchi et al. konnte dhnliche Ergebnisse finden: keine signifikanten
Abnormalitéten in vivo bei AMLI-ETO Mausen. Auch sie behandelten Mduse mit ENU
und sahen bei AMLI-ETO positiven Tieren zwei Arten von hdmatopoetischen
Neubildungen. Einerseits wieder eine T-ALL und andererseits ein granulozytisches
Sarkom, das in dhnlicher Ausprdgung mit einer relativ hohen Inzidenz auch bei t(8;21)
AML beobachtet werden kann (Higuchi et al., 2002). Sie kommen zu demselben Schluss,
dass es eine oder mehrere zusitzliche Mutationen geben muss, um akute myeloische
Leukdmie zu induzieren.

Schwieger et al. verwendeten das syngene Transplantationsmodell. Sie injizierten mit
AMLI-ETO infizierte Zellen in letal bestrahlte Mause und fanden im Gegensatz zu den
anderen Forschungsgruppen, dass AML1-ETO direkt die Granulozytopoese stimuliert, die
Erythrozytopoese unterdriickt und die Reifung von myeloischen, B und T lymphatischen
Zellen in vivo hemmt. Um weiter zu studieren, wie zusétzliche genetische Alterationen
die Experimente beeinflussen konnen, arbeiteten sie mit ICSBP, einem Interferon
Regulationsfaktor, der als Tumorsuppressor in myeloischen Leukédmien wirkt und in AML
Blasten in 66% der Fille herabreguliert ist.

Sie sahen, dass eine ICSBP Defizienz mit der Expression von AMLI-ETO
zusammenarbeitet und bei Méusen, in denen beide Mutationen ausgepriagt waren, eine
myeloische Tumorgenese auftrat. Diese war gekennzeichnet durch durchschnittlich 25%
Blasten mit abnormer Morphologie im Knochenmark und granulozytische, sarkomartige
Tumoren im knochennahen Gewebe, was auch relativ hiufig bei der t(8;21) positiven
AML vorkommt. Sie folgerten, wie die anderen Gruppen, dass es zusitzlicher Mutationen

bedarf, um Leukémie zu induzieren (Schwieger et al., 2002).
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Entgegen aller bisherigen Untersuchungen, die keine Krankheit bet AML1-ETO positiven
Mausen fanden, konnte vor kurzem bei einem Modell, in dem AMLI-ETO gezielt in
hamatopoetischen Stammzellen exprimiert wurde, ein Myelodysplastisches Syndrom
diagnostiziert werden, aber wiederum keine Leukémie (Fenske et al., 2004a).

Bei einer anderen Forschungsgruppe, die nach additiven Mutationen zu AMLI1-ETO
suchte, trat in einer AML1-ETO Kontrollmaus nach 14 Wochen eine AML auf (Yan et al.,
2004). Genauere Untersuchungen ergaben, dass hier innerhalb von AMLI-ETO eine
weitere Mutation stattgefunden hatte: das C-terminale Ende des Fusionsgens war auf
Grund einer Punktmutation, die ein frithzeitiges Stopkodon einfiihrte, nicht exprimiert: ein
trunkiertes Protein entstand. Es wird postuliert, dass im trunkierten AML1-ETO auf Grund
fehlender Bindungsstellen fiir Korepressoren die Aktivitit von AML1-ETO reduziert und
es dadurch in der Onkogenitdt optimiert wird. Unterstiitzt wird die Leukdmogenese
aullerdem dadurch, dass nicht wie beit AMLI1-ETO in den Zellzyklus eingegriffen wird.
Alle anderen AMLI-ETO Maiuse in diesem Experiment (n > 30) entwickelten wie
erwartet keine Leukdmie (Hess and Hug, 2004; Yan et al., 2004).

Erste  konkrete Versuche, ob AMLI-ETO mit Tyrosinkinase- Mutationen
zusammenarbeiten kann um Leukdmien auszuldsen, unternahmen Grisolano et al. 2003.
Sie kombinierten AMLI-ETO mit einer Mutation der Rezeptortyrosinkinase PDGFf
(Platelet Derived Growth Factor). Durch die t(5;12) wird das TEL Gen zum PDGFf Gen
fusioniert. Das daraus resultierende Fusionsprotein TEL/PDGFB (TP) aktiviert die
Tyrosinkinase.

Sie sahen, dass die Méduse mit TP alleine sehr schnell eine myeloproliverative Krankheit
mit Splenomegalie, Andmie, Thrombozytopenie und einer Anhdufung von reifen
neutrophilen Granulozyten in verschiedenen Organen und im Blut entwickelten. In
Mausen, die sowohl TP als auch AMLI-ETO exprimierten, konnte nach ca. zwei Monaten
schon eine tddliche AML mit einer vorherrschenden Blastenpopulation im Knochenmark
(20-60%) und eine massive Organinfiltration festgestellt werden. Weiterhin untersuchten
sie noch eine AML1-ETO Variation mit Punktmutation der DNA bindenden Stelle und
stellten fest, dass diese funktionsfdhig sein muss, um in diesem Modell Leukémie

auszuldsen (Grisolano et al., 2003).
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25FLT3

FLT3 (Fms-like tyrosine kinase 3), Synonyme sind FLK-2 und STK-1, ist eine Protein-
Rezeptortyrosinkinase (RTK) der Klasse 111, die wichtig fiir die normale Entwicklung von
Stammzellen und des Immunsystems ist. Sie ist auf dem Chromosom 13q12 lokalisiert
(Gilliland and Griffin, 2002a), das Gen kodiert fiir ein 1000 und 993 Aminoséduren grof3es,
murines respektive humanes Protein (Rosnet et al., 1993). FLT3 wird von unreifen
hidmatopoetischen Zellen (CD34 positive Zellen mit hohen Expressionsleveln von c-Kit),
Plazenta, Gonaden und dem Gehirn exprimiert. Klasse III RTKs setzen sich aus einer
glykosilierten, extrazelluliren Domine bestehend aus fiinf immunglobulindhnlichen
Domiénen und einem zytoplasmatischen Anteil bestehend aus einer juxtamembrandsen
(JM) Doméne, zwei Protein-Tyrosinkinase (PTK)-Doménen und einer Interkinase-
Doméne zusammen.

Der extrazellulire Anteil der verschiedenen RTK ist fiir die Ligandenbindung
verantwortlich (van der Geer, 1994). Nach der Bindung mit dem entsprechenden Liganden
(FLT3-Ligand, FL), einem himatopoetischen Wachstumsfaktor, kommt es zur
Aktivierung der Tyrosinkinase, also zur Rezeptordimerisation, Autophosphorylierung und
der darauf folgenden Phosphorylierung von zytoplasmatischen Substraten (Abb. 8). Diese
wiederum unterstiitzen die Regulation der Proliferation von pluripotenten Stammzellen,
frithen Vorlduferzellen und unreifen Lymphozyten iiber bestimmte nachgeschaltete
Signalwege zum Beispiel iliber die Aktivierung von STATS (signal transducer and
activator of transcription 5) und MAPK (mitogen-activated protein kinase) (Lyman and

Williams, 1995).
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Abbildung 8, Seite 20: Aktivierungsmechanismus der Rezeptortyrosinkinasen (Blume-
Jensen and Hunter, 2001), links: inaktive Form, rechts: Liganden induzierte Dimerisierung

und Autophosphorylierung

Die gezielte Ausschaltung von FLT3 im Tierversuch resultiert in gesunden erwachsenen
Maiusen mit normalen reifen hidmatopoetischen Populationen. Jedoch gibt es erhebliche
Defizienzen in primitiven B-lymphatischen Progenitoren und ein KM Transplantations-
Experiment zeigt eine verminderte Fahigkeit der Stammzellen, T- und myeloische Zellen
zu rekonstituieren (Mackarehtschian et al., 1995). Diese Daten weisen auf eine wichtige
Rolle fiir FLT3 fiir die Entwicklung von multipotenten Stamm- und B-Zellen hin.

In 70 -100% von AML- und in vielen ALL Fillen wird FLT3 {iberexprimiert (Drexler,
1996). Diese Uberexpression und die Stimulation mit dem FLT3-Liganden fiihrt zur
Proliferation der Zellen und inhibiert zusétzlich iiber eine Induktion von BCL-2 (B-Cell
leukemia/lymphoma 2) die Apoptose (Lisovsky et al., 1996). In verschiedenen Versuchen
hat man gesehen, dass die Stimulation von FLT3 durch den Liganden die Proliferation und
das Uberleben von leukiimischen Blasten erhdht (Minden et al., 1996) und dass der Ligand
zusammen mit anderen Wachstumsfaktoren die Proliferation von FLT3 exprimierenden
primdren AML- und ALL Zellen stimuliert (Dehmel et al., 1996; Drexler, 1996).

In 30-35% aller AML Félle konnen Mutationen im Bereich von FLT3 nachgewiesen
werden (Kottaridis et al., 2003). Diese Mutationen sind vor allem interne Tandem
Duplikationen im Bereich der juxtamembrandsen Doméne, auf die nachfolgend noch
ndher eingegangen werden soll, und Punktmutationen, die hauptsdchlich im Bereich der
Aktivierungsschleife vorkommen (Spiekermann et al., 2002). Die Auswirkung solcher
Mutationen besteht im Wesentlichen in einer ligandenunabhéngigen Aktivierung des

Rezeptors.
2.6 FLT3-Langenmutation (FLT3-LM)
FLT3 Liangenmutationen (FLT3-LM), wie zum Beispiel durch Interne Tandem

Duplikation (ITD) in der juxtamembrandsen (JM) Doméne von FLT3 stellen die
haufigsten genetischen Alterationen bei der AML dar (Reilly, 2003). Es handelt sich bei
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den ITDs um verschieden lange Aminosduresequenzen, die verdoppelt werden, wodurch
die JM-Region des Proteins verldngert wird (Abb. 9 und 10) FLT3-LM wurden in allen
FAB AML-Subtypen gefunden, aber nicht in normalen hidmatopoetischen Zellen,
inklusive Nabelschnurblut und Knochenmark, bei denen eine hohe Expression von
Wildtyp FLT3 gefunden werden kann (Gilliland and Griffin, 2002b). Eine
bemerkenswerte Tatsache ist die Verschiedenheit sowohl in Grofle als auch in der
Lokalisation der ITDs. Die Lange der Duplikation variiert zwischen 12 und 204 bp, es
wurden aber auch schon so kurze wie 3 bp und so lange wie > 400 bp gefunden
(Schnittger et al., 2002). Die meisten ITDs geschehen am 5 Ende der Juxtamembrandsen
Doméne in Exon 14 (Abb. 9), aber sie unterscheiden sich in der genauen Sequenz, die
dupliziert wird, und ihrem Startpunkt. Es treten bei manchen Patienten Lingenmutationen
auf einem Allel auf, aber Studien berichten auch von Mutationen auf beiden Allelen.
Weiterhin gibt es Patienten, bei denen das verbleibende Wildtyp Allel verloren gegangen
ist (Kelly and Gilliland, 2002). In verschiedenen Studien konnte nachgewiesen werden,
dass akute myeloische Leukdmien mit Mutationen von FLT3 mit einer negativen Prognose
einhergehen, es besteht eine erhdhte Rezidivrate und ein schlechteres Uberleben

(Kottaridis et al., 2001).

Exon 14 Intron  Exon 15
Normal|

Exon 14 Intron___Exon 15
Patient | l

ITD

Abbildung 9: Interne Tandem Duplikation in FLT3, nach Stirewalt and Radich, 2003
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Abbildung 10, Seite 21: schematisches Diagramm der FLT3 Rezeptortyrosinkinase,
Pfeile deuten auf die trans- und juxtamebrandsen Doménen, Die Aminosduresequenz, die
die juxtamembrandse Sequenz kodiert, wird darunter gezeigt. WT ist die Wildtyp
Sequenz, W78, W73, W51, Npos und T6 sind FLT3-Léngenmutationen , die duplizierten
Bereiche sind dargestellt und die Pfeile zeigen die Position der Duplikation im Vergleich
zum Wildtyp; NH2 ist das aminoterminale Ende, COOH das carboxyterminale Ende;
PTK: Phosphotyrosinkinase- Kinase Doménen (Kelly et al., 2002b)

Um die genauen Auswirkungen der FLT3-LM zu untersuchen, wurden seit der
Entdeckung im Jahre 1996 (Nakao et al., 1996) viele Studien durchgefiihrt. In sehr vielen
Experimenten mit Patientenproben wurde das Verhalten der Zellen und die Wirkung von
Inhibitoren in vitro getestet. Yamamoto et al. sahen in ihren Versuchen, dass die Mutation
zur ligandenunabhingigen Aktivierung der Tyrosinkinase fithrt und zum Beispiel in
ansonsten IL-3 abhdngigen Zellen ein faktorunabhingiges Wachstum induziert werden
kann (Yamamoto et al., 2001). Mizuki et al. fanden, dass LM Rezeptormutationen ein

Transkriptionsprogramm induzieren, das einer Aktivierung des IL3 Rezeptors dhnelt, dass
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einige Gene von FLT3-LM aber nicht vom Wildtyp reguliert werden (Gene, die an
Zellwachstum und Differenzierung beteiligt sind) und dass die ITD Mutation die
Expression und Funktion von Transkriptionsfaktoren unterdriickt, welche wichtig fiir die
myeloische Differenzierung sind (Mizuki et al., 2003).

Zheng et al. fanden weiter, dass die FLT3-LM in einer myeloischen Vorlduferzelllinie
einen Block in der G-CSF (Granulocyte colony stimulating factor, einem
Wachstumsfaktor) gesteuerten granulozytiren Differenzierung verursacht und auflerdem
die Induktion von C/EBPa inhibiert, welches ein Schliisselregulator in der Granulopoese
ist. Dieser Effekt kann durch den Tyrosinkinaseinhibitor CEP-701 aufgehoben werden
(Zheng et al., 2004).

Weiterhin gibt es auch einige Untersuchungen im Mausmodell, auf die im Folgenden
ndher eingegangen werden soll. So wurde von Kelly et al. gesehen, dass die Expression
von FLT3-LM, aber nicht vom Wildtyp eine transformierende Féhigkeit in
Knochenmarkzellen von BALB/c Maiusen besitzt. Es entwickelt sich eine
Myeloproliferation mit Leukozytose (hauptsdchlich reife Zellen) und Splenomegalie,
sowie eine extramedullire Hamatopoese in der Milz und in der Leber. Die Krankheit
entwickelte sich innerhalb von 40 bis 60 Tagen und ist oligoklonal. Da sich aber keine
Leukémien entwickelten, wurde geschlussfolgert, dass hierzu noch weitere Mutationen
notig seien (Kelly et al., 2002b). Die gleiche Gruppe wéhlte darauthin eine zusitzliche
Mutation fiir das nédchstes Projekt, sie kombinierten das Fusionsgen PML/RARa
(Promyelocytic Leukemia/ Retinoic Acid Receptor o) mit der FLT3-Langenmutation, was
auch bei 35% der Patienten mit t(15; 17) positiver AML gemeinsam exprimiert wird.

Das Fusionsgen alleine verursacht in Méausen ein nicht todliches myeloproliferatives
Syndrom, ca.15% dieser Kontrollgruppe entwickelte nach langer Zeit eine akute
Promyelozyten Leukdmie (APL), vermutlich durch zusitzliche, in der Dauer der Zeit
stattgefundene Mutationen. Dies wiederum spricht fiir das Mehrschrittmodell der AML.
Es entwickelte sich in Méusen mit beiden Mutationen binnen kiirzester Zeit eine APL
dhnliche, retransplantierbare Krankheit. Ein Behandlungsversuch mit ATRA (All-trans-
Retinolsdure) war erfolgreich. Interessanterweise entwickelte sich in diesem Mausmodell
bei dem die Forschungsgruppe mit B6/C3H Maiusen arbeitete, in der FLT3-LM
Kontrollgruppe keine Myeloproliferation, wie bei BALB/c Méusen, sondern eine

Lymphom- dhnliche Krankheit mit langer Entstehungsdauer (Kelly et al., 2002a).
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3. EIGENE UNTERSUCHUNGEN

3. 1 Material und Methoden

3.1.1 Zelllinien

Alle verwendeten Zelllinien wurden in einem Inkubator (Binder, Tuttlingen) mit feuchtem
Klima bei 37° C und 5% CO, kultiviert. Als Medium wurde DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle’'s Medium, 4,5 g/l Glukose, GIBCO, Karlsruhe) mit 10 % fétalem
Kilberserum (FBS) (Cell Systems, St. Katharinen) verwendet. Es wurden 500 U/ml
Penicillin und 50 pg/ml Streptomycin (Gibco, Karlsruhe) hinzugefiigt. Alle Zelllinien
haben eine sehr schnelle Verdoppelungsrate (<1 Tag) und werden ca. alle 3 Tage in einer
Verdiinnung von 1:10-1:20 aufgeteilt. Die Zellen wachsen adhdrent und werden mit
Trypsin EDTA geldst um wieder eine Einzelzellsuspension zu erhalten. Nach einmaligem
Waschen mit PBS (Phosphate buffered saline)(GIBCO, Karlsruhe) werden sie wieder in

Medium aufgenommen und replatiert.

293 T

Die humane embryonale Nierenzelllinie wurde verwendet, um mit transienter

Transfektion Virus enthaltendes Medium (VCM) zu produzieren.

NIH 3T3

Die adhidrente Mausfibroblastenzelllinie NIH 3T3 wurde verwendet, um den bei der

transienten Transfektion erhaltenen viralen Uberstand zu titrieren.

GP*E86

Die adhirente, ecotrope Mausfibroblastenzelllinie GP™ E86 wurde benutzt, um durch eine

Transduktion Retroviren mit den entsprechenden Mutationen zu produzieren.
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3.1.2 cDNA Konstrukte und retrovirale Vektoren

Fiir den retroviralen Gentransfer in primdre Knochenmarkzellen wurde die AMLI-ETO
und FLT3-LM cDNA in die multiple cloning site des modifizierten murinen
Stammzellvirus (MSCV) 2.1 Vektors stromaufwérts des griinen fluoreszierenden Proteins
(enhanced green fluorescent protein, EGFP), respektive gelben fluoreszierenden Proteins
(enhanced yellow fluorescent protein; YFP) und der internal ribosomal entry site (IRES)
einkloniert (Abb.11). Flankiert werden die Konstrukte von den LTRs (long terminal
repeats), die wichtige regulatorische Kontrollsequenzen darstellen. Stromabwirts des 5’
LTR, der Promotorfunktion besitzt, liegt die so genannte Verpackungssignalsequenz, die
zur Verpackung der viralen RNA in die Viruskapside notwendig ist (Gutjahr, 2000). Als
Kontrolle wurde ein MSCV Vektor benutzt, der nur die IRES-EGFP Kassette trigt. Die
cDNA von FLT3-ITD (FLT3-ITD NPOS) wurde freundlicherweise von D.G. Gilliland
(Division of Hematology-Oncology, Harvard Medical School, Boston, USA) und K.
Spiekermann (Medizinische Klinik III, Klinikum GroBhadern, Miinchen, Deutschland) zur
Verfiigung gestellt und beinhaltet eine duplizierte Sequenz von 28 Aminosduren
(CSSDNEYFYVDFREYEYDLKWEFPRENL), die zwischen den Aminosduren 610 und
611 liegt. Die cDNA des Fusionsgens AMLI-ETO wurde von S.W. Hiebert (Department
of Biochemistry, Vanderbilt University School of Medicine, Nashville, Tennessee, USA)

und K. Spiekermann zur Verfiigung gestellt.

Abbildung 11, né&chste Seite: Plasmidkarten von AMLI1-ETO in MIG (MSCV-IRES
GFP) und FLT3-ITD in MIY (MSCV-IRES-YFP); LTR: long terminal repeat; IRES:
internal ribosomal entry site; GFP: green flourescent protein; YFP: yellow flourescent

protein,; bp: Basenpaar
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3.1.3 Transiente Transfektion

Die transiente, also voriibergehende Transfektion dient dazu, durch Einbringen von
fremder DNA in 293 T Zellen, Virus enthaltendes Medium (engl. virus containing
medium, VCM) zu produzieren, womit man spiter GP™ E86 Zellen oder primire
Knochenmarkzellen transfizieren kann.

Dazu werden am Tag 0 ca 1,2-1,5 x 107 293 T Zellen in eine 15 cm Kulturschale fiir
adhidrente Zellen (Corning) platiert. Am Tag 1 sollen diese Zellen ca 70 % konfluent sein.
Ca. 4 Stunden vor der Transfektion wird an Tag 1 gegen Mittag das Medium vorsichtig
gewechselt ohne dabei die Zellen zu storen. Am Abend beginnt die eigentliche
Transfektion. Hierzu wird in ein steriles 2 ml Reaktionsgefdll (Eppendorf) 1 ml HBS
pipettiert. In ein anderes Reaktionsgefdl werden 1ml endotoxinfreies, steriles H,0
(Sigma), 30 pg der entsprechenden cDNA, 30 ug Ecopack (retrovirales Verpackungsgen
in Sigma Wasser, Clontech) verbracht und vorsichtig gemischt. Dann werden noch 100 pl
2M CaCl, (Sigma-Aldrich GmbH) dazugegeben, vorsichtig gemischt und eine Minute
inkubiert. Im Anschluss wird diese Mischung tropfenweise zu dem H,O gegeben,
gemischt und wiederum 3-4 Minuten inkubiert. Diese Mischung wird dann vorsichtig auf
die 293 T Zellen getropft, ohne die Zellen oder die Platte zu irritieren.

Am Tag 2 wird friih am Morgen das Medium vorsichtig gewechselt, um die
Kalziumkristalle zu entfernen. Am Tag 3 wird morgens das VCM vorsichtig abpipettiert,
mit einem 0.45 pum Filter (Millipore) filtriert, um Zellreste zu entfernen und bei —80 °C bis
zum Gebrauch eingefroren. Die Platte mit den Zellen wird mit frischem Medium versorgt.
Dasselbe wird am Abend wiederholt und auch am néchsten Tag kann noch 2x VCM

geerntet werden.

3.1.4 Herstellung einer stabilen Verpackungszelllinie

Um eine stabile Verpackungszellinie zu erhalten, werden zunichst am Tag 0 je 5 x 10°
GP'E86 Zellen pro Vertiefung einer 6-well Platte in 6 Vertiefungen platiert.

Am Tag 1, wenn die Zellen adhirent gewachsen sind, wird das Medium entfernt und 1-2
ml filtriertes VCM mit Protaminsulfat (5 pg/ml)(Sigma) auf die Zellen gegeben. Am

Abend desselben Tages sowie am ndchsten Morgen wird die Transduktion mit frischem
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VCM und Protaminsulfat wiederholt. Am Tag 4 konnen die Zellen geerntet, in FACS
Puffer (PBS + 2% FBS + 1/1000 Propidiumjodid) aufgenommen und per FACS
(Fluorescence activated cell sorting in GFP/YFP positive und nicht transduzierten Zellen
getrennt werden. Die positiven Zellen werden anschlieend in normalem Medium wieder
kultiviert. Wenn sie sich entsprechend vermehrt haben, kann noch ein zweiter Sortiergang

angeschlossen werden um die Reinheit zu erhéhen.

3.1.5 Kontrolle des Titers

Um zu kontrollieren, ob und in welchem Umfang die stabilen Verpackungszelllinien Virus
produzieren, werden an Tag 0 in einer 6-well Platte (Corning) NIH-3T3 Zellen ausgesit.
Am folgenden Tag, wenn die Zellen zu ca 90% konfluent gewachsen sind, wird das
Medium entfernt, 500 pl VCM mit 5 pg/ml Protaminsulfat vorsichtig auf die Zellen
gegeben und diese wieder inkubiert. Nach 4 Stunden werden noch 2,5 ml Medium
dazupipettiert, um den Zellen genug Nahrung zu geben und die Zellen weiter inkubiert.
Am Tag 3 kann am FACSCalibur zwischen transduzierten und nicht-transduzierten Zellen
unterschieden werden. Die stabilen Verpackungszelllinien kdnnen als gut im Sinne einer
guten Virusproduktion angesehen werden, wenn 50% oder mehr der NIH 3T3 Zellen
transfiziert sind. Sind deutlich weniger griin bzw. gelb fluoreszierend, kann man eine
Einzelzellsortierung anschlieBen, wobei in jede Vertiefung einer 96-well Platte eine Zelle
sortiert wird. Wenn diese Zellen sich entsprechend vermehrt haben, kann wiederum ein
Test mit NIH 3T3 angeschlossen werden und auf diese Weise ein guter Klon gefunden

werden.

3.1.6 Tiere und Tierhaltung

Spendermiuse

Als Spendermiuse wurden gesunde, acht bis zwolf Wochen alte weibliche und ménnliche

(C57Bl/6Ly-Pep3b x C3H/HelJ) F1 (PepC3) verwendet.
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Empfingermiuse

Als Empfangermduse wurden gesunde, acht bis zwolf Wochen alte weibliche und

minnliche (C57B1/6] x C3H/HeJ) F1 (B6C3) verwendet.

Tierhaltung

Alle Tiere wurden im Tierstall der GSF GroBhadern geziichtet und unter standardisierten
Bedingungen gehalten. Die Raumtemperatur betrug 22+ 2°C bei einer relativen
Luftfeuchtigkeit von 50-60% und einem hell-dunkel-Zyklus von 12 Stunden.

Die Empfingermiuse wurden nach Geschlechtern getrennt, bis vier Wochen nach
Versuchsbeginn in eine spezielle IVC (engl. internal ventriculation cage) Anlage mit
sterilem Futter, sowie Ciprofloxacin (Ciprobay 400, Bayer, 20 mg/ 400 ml Trinkwasser)
im ebenfalls autoklavierten Wasser verbracht, um das Infektionsrisiko so gering wie
moglich zu halten. Nach vier Wochen wurden alle Mause in Typ 2 Makrolon Kéfigen
(26cm x20 cm x14 cm) gehalten und das Ciprobay abgesetzt. Die Besatzdichte lag bei 1
bis 5 Méausen pro Kifig.

3.1.7 Colony-Forming Unit Spleen Assay (CFU-S)

Um den Effekt von AML1-ETO, FLT3-LM und der Kombination der beiden Mutationen
auf primitive hdmatopoetische Stammzellen zu testen, kann der Colony-Forming Unit
Spleen Assay (CFU-S) herangezogen werden.

Zunichst wurde ca 4 Wochen alten Spendermiusen per i.v. Injektion 5 Flourouracil (5FU,
medac, 150 mg/kg) verabreicht. 5 FU soll sich schnell teilende Zellen eliminieren und
dadurch die Population der primitivsten hdmatopoetischen Progenitorzellen vergroBern
(Randall and Weissman, 1997). Das dadurch mit Progenitorzellen angereicherte
Knochenmark der Spendermiuse wurde mit AML1-ETO und/oder FLT3-LM oder EGFP
transfiziert, per FACS hoch gereinigt und definierte Anzahlen in letal bestrahlte Méuse
injiziert (Abb. 12). Nach 12 Tagen wurden diese Méiuse getdtet und die Milz in
Telleyesnickzkys Losung gegeben. AnschlieBend wurden die makroskopisch sichtbaren

Kolonien gezihlt.
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Abbildung 12: Der CFU-S Assay

3.1.8 Transplantationsmodell

Am Tag 0 wurde den Spendermdusen 5-FU (5 Flourouracil medac, 150 mg/kg) i.v.
injiziert. Dadurch werden sich schnell teilende Zellen abgetdtet und die Anzahl der frithen
Vorlauferzellen erhoht (Randall and Weissman, 1997). Diese Mause wurden am Tag 4
getotet und das Knochenmark aus den langen Roéhrenknochen gespiilt. Anschliefend
wurden die Zellen fiir 2 Tage in speziellem Medium (DMEM +15% FBS, P/S, 6ng/ml
IL3, 10ng/ml IL6 und 100 ng/ml murines SCF) bei 37° C und 5% CO; kultiviert. In
diesem Zeitraum werden die Stammzellen pristimuliert, um in den Zellzyklus zu
kommen. Dies ist zum einen essentiell, weil sie sich teilen miissen, um bei den
Empfingermiusen die Himatopoese zu aktivieren und zum anderen, weil das Virus nicht
in Zellen im Ruhezustand eindringen kann.

Am Tag 5 wurden die GP* E86 AMLI-ETO und FLT3-LM Feeder Zellen bestrahlt.

(4000 cer mit  Cs y-Strahlen). Je nach Titer wurden die cinzelnen Zelllinien dabei
anteilig gemischt (meist 30 % E86 AMLI-ETO und 70 % FLT3-LM). Bei schlechtem
Virustiter der E86 FLT3-LM wurde ganz auf diese Zellen verzichtet. In diesen Fillen
wurden 100 % E86 AMLI1-ETO mit VCM von FLT3-LM (Virus containing medium, aus

transienter Transfektion mit 293 T Zellen) kombiniert.
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Am Tag 6 wurden die Knochenmarkzellen geerntet und zusammen mit frischem Medium,
bzw. VCM auf die Feederzellen verbracht und gemeinsam mit diesen wieder inkubiert. Es
wurde Protaminsulfat dazugegeben (Sigma, 5 ug/ml) was eine Verklumpung der viralen
Partikel verhindert und dadurch die Effizienz der Transduktion erhoht.

Nach 2 Tagen auf dem Feeder wurden die Knochenmarkzellen am Tag 8 vorsichtig
geerntet und wiederum 2 Tage in frischem Medium in Kultur gehalten, um den Zellen Zeit
zu geben, das GFP respektive YFP zu exprimieren. Am Tag 10 wurden die Zellen
wiederum geerntet und in speziellem FACS-Puffer zum Sortieren mit einem
FACSVantage (Becton Dickinson, San Jose, USA) gebracht. Nach dem Sortieren nach
GFP oder YFP positiv bzw. doppelt positiv oder negativ wurden die positiven Zellen oder
eine definierte Mischung aus positiven und negativen Zellen in die mit 800 cgr bestrahlten
Rezipienten Miuse injiziert. Da eine gewisse Menge an Zellen (ca. 4x 10°) notig ist, um
das Uberleben der letal bestrahlen Miuse zu gewihrleisten, oft aber durch geringe
Transduktionseffizienz nicht so viele positive Zellen sortiert werden konnen, werden nicht
transduzierte Tragerzellen dazugemischt, um die Gesamtzahl an injizierten Zellen zu
erhéhen. In diesen Experimenten wurden fir AML1-ETO zwischen 3x10° und 5x10°
GFP" Zellen injiziert und fiir FLT3-LM zwischen 7x10* und 2x10° nach YFP sortierte
Zellen zusammen mit 3x10° bis 1x10° nicht transduzierten Trigerzellen. Um Miuse zu
erhalten, die beide Mutationen exprimieren, wurden Empfangertiere mit einer Mischung
aus GFP"/YFP™ Zellen (von 4,4x10* bis 5,5x10%) und nicht transduzierten Trigerzellen
gespritzt. Die Empfangerméduse wurden wie unter 3.2.5.3 beschrieben im Tierstall der
GSF GroBhadern gehalten.

Ab Woche 8 wurden in ca. 4 wochentlichem Abstand Blut und Knochenmark untersucht.
Bei Nachweis einer Repopulation der Méuse durch transduzierte Spenderzellen wurden
mit dem erhaltenen Material ex vivo Versuche unternommen. Wenn die Méduse krank
wurden, wurden sie wie unter Punkt 3.2.10 getdtet und Blut, Knochenmark und andere
Organe wie unter Punkt 3.2.11 entnommen.

Diese Materialien wurden auch in ex vivo Versuchen eingesetzt, oder fiir einen spéteren

Zeitpunkt in fliissigem Stickstoff eingefroren.
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Abbildung 13: murines Knochenmarktransplantationsmodell

3.1.9 Blutgewinnung

Allen Méusen im Versuch wurde in regelmidfligem Abstand von vier Wochen Vollblut

entnommen, um das Engraftment zu kontrollieren, sowie den Gehalt an Leukozyten und

Erythrozyten zu bestimmen. Es wurden Blutausstriche angefertigt, um die Leukozyten zu

differenzieren und die Morphologie genauer zu betrachten.

Dazu wurden die Tiere in einer speziellen Vorrichtung fixiert und {iber einer der beiden

Lateralvenen am Schwanz mit einer Skalpellklinge (Feather) geritzt. Das Blut wurde mit

einer Heparinmikrovette (Sarstedt) aufgefange
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3.1.10 Knochenmarkpunktion

In den Wochen 8, 12 und 16 nach Versuchsbeginn und teilweise noch weitere Male mit je
vier Wochen Pause wurden den Versuchsmédusen Knochenmarkzellen entnommen. Dazu
wurden die Tiere durch eine intraperitoneale Injektion (BD Microlance, 27 G) mit Avertin
(2-2-2 Tribromoethanol, Aldrich, 0,4-0,75mg/g, zubereitet nach Anleitung des Herstellers)
andsthesiert. Nach Eintreten der Toleranzphase wurde mittels einer 3 ml Spritze (Tyco
Healthcare) und einer Kaniile (BD Microlance, 24G) aus einem Femur Knochenmark
durch Unterdruck entnommen, sogleich in 3 ml DMEM mit 15% FBS gegeben und bis zur
Verarbeitung auf Eis gelagert.

3.1.11 Toten der Tiere

Kranke Miuse wurden mit CO, (Linde) getdtet. Dabei wurde in einem kleinen Behélter
mit Deckel zuerst das Gas angeflutet, damit sich eine Schicht CO, am Boden bilden

konnte. AnschlieBend wurden die Tiere hineingesetzt und der Tod abgewartet.

3.1.12 Sektion

Zunichst wurde bei der soeben getdteten Maus mit einer heparinisierten Spritze das Blut
direkt nach Eroffnung der Brusthohle aus dem Herzen entnommen. Dann wurden die
Organe genauer untersucht und Auffalligkeiten vermerkt, sowie ein Teil der Milz und das
Knochenmark aus den langen Rohrenknochen fiir verschiedene Versuche entnommen.
Andere Organe wie Nieren, Lymphknoten, Gehirn, Herz, sowie Anteile von Milz, Darm,
Leber und Lunge wurden in Formalin fixiert und zur histologischen Untersuchung in das

Pathologische Institut der GSF nach Neuherberg gesandt.

3.1.13 Durchflusszytometrische Immunphanotypisierung

Immunphénotypische Analysen von Einzelzellsuspensionen aus Zellen von Knochenmark,

Milz und Blut wurden mittels Durchflusszytometrie angefertigt. Mit dieser Methode

konnen Einzelzellen, die mit fluorochrommarkierten monoklonalen Antikorpern geférbt
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worden sind, identifiziert und die Expression von Antigenen untersucht werden. Dazu
wurde ein FACSCalibur Zytometer (Becton Dickinson) verwendet. Die speziellen
Photodioden des Gerites registrieren das Streulicht und die Intensitit der
fluorochrommarkierten Zelle, die im konstanten Fluss durch eine Kaniile gefiihrt und dort
von einem Laserstrahl angeregt werden. Dadurch kann die Grofe und Granularitit der
Zelle und die Oberflichenexpression von Antigenen bestimmt werden.

Die Zellen wurden wie folgt fiir die Analyse vorbereitet: ca 1x 10° Zellen wurden in ein
spezielles FACS Rohrchen (BD, Falcon) verbracht. Die vorher nach Anleitung des
Herstellers (BD Pharmingen) mit PBS (+ 2% FBS) verdiinnten Antikérper wurden
dazupipettiert und der Ansatz fiir 20 Minuten auf Eis inkubiert. Anschlieend wurden die
Zellen 2 x mit PBS +2% FBS gewaschen und schlieBlich in FACS Puffer (PBS +FBS2%+
Propidiumjodid 0,1%) aufgenommen und gemessen. Das Propidiumjodid (PJ) im FACS
Puffer firbt tote Zellen an, so dass diese beim Messen ausgegrenzt werden kdnnen.

Es wurden Phycoerythrin (PE) markierte Sca-1, Gr-1, Ter-119, CD4 und
Allophycocyanin (APC) markierte Mac-1, c-Kit, B220, CD8 Antikorper (alle
Pharmingen) verwendet. PE liegt im Absorptionsbereich von 488nm und hat ein
Emissionsmaximum bei 585nm, APC im Absorptionsbereich von 633nm bei einem

Emissionsmaximum von 660nm.

3.1.14 Polymerase-Ketten-Reaktion

Die Expression von AMLI1-ETO und FLT3-LM in stabilen Verpackungszelllinien sowie
Knochenmark, Milz und Blut wurde durch Polymerase-Ketten-Reaktion (engl.
Polymerase chain reaction, PCR) nachgewiesen. Daflir wurde zunichst mit Trizol
(GIBCO BRL) die RNA aus den Zellen isoliert und mit DNAse I behandelt, um die darin
noch enthaltene genomische DNA zu entfernen. Dann wurde mit dem thermoScript RT-
PCR System (alle Reagenzien Invitrogen) cDNA aus der RNA synthetisiert. Die AMLI1-
ETO Primer wurden aus einer fritheren Publikation iibernommen (Elsasser et al., 2003).
Sie sind so gewdhlt, dass der forward Primer in AMLI liegt und der reverse Primer in der
Bruchpunkt Region des AML1-ETO. Die FLT3-LM Primer wurden so gewéhlt, dass die
bei der ITD wiederholte Sequenz umschlossen wurde. Der Wildtyp kann nicht amplifiziert
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werden, weil humanes und murines FLT3 nicht identisch sind. f2M wurde als

Housekeeping Gen bei jeder Probe mitbestimmt. Die Alle Primersequenzen sind in

Tabelle 5 aufgefiihrt. Die PCR Bedingungen sind der Tabelle 6 zu entnehmen.

Alle Primer wurden von Metabion AG, Martinsried, Deutschland synthetisiert.

Primer

AMLI1-ETO primer forward
AMLI1-ETO primer reverse
FLT3-LM primer forward

FLT3-LM primer reverse
2 M Primer forward

B2 M Primer reverse

Tabelle 5: Primersequenzen
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Primersequenz

5'-ATG ACC TCA GGT TTG TCG GTC G-3'
5'-TGA ACT GGT TCT TGG AGC CTC CT-3
5'GCA ATT TAG GTA TGA AAG CCA GC3'

5'CTT TCA GCA TTT TGA CGG CAA CC3'
5'TGC TAT CCA GAA AAC CCC TC3'

5'CGG CCA TAC TGT CAT GCT TA3'
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PCR Bedingungen A-E und PCR Bedingungen 2 M

FLT3-LM

Initiale Denaturierung 94°C 5° 94°C 5°

Denaturierung 94°C 1 94°C 45%

Annealing 57°C 45% 57°C  30%

Elongation 72°C 1 72°C  45¢

Termination 72°C 5°, dann 4° C bis zur 72°C 5°, dann 4° C bis zur
Entnahme der Probe Entnahme der Probe

Zyklen 35 25

Tabelle 6: PCR Bedingungen

3.1.15 Elektrophorese und Dokumentation

Um die DNA im Anschluss an die PCR sichtbar zu machen, wurde sie mittels
Gelelektrophorese im elektrischen Feld aufgetrennt. Fiir die Durchfiihrung wurde zunédchst
ein 1.5%iges Agarosegel mit Ethidiumbromid (Sigma) hergestellt. Dafiir wurde die
Agarose (Sigma) in 1x TAE Puffer durch Kochen in der Mikrowelle gelost. AnschlieBend
wurde in die etwas abgekiihlte Fliissigkeit Ethidiumbromid gegeben und alles in eine mit
einem entsprechenden Kamm versehene Elektrophoresekammer (PEQLAB GmbH)
gegossen. Nach der Aushértung des Gels wurde der Kamm entfernt und die Kammer mit
TAE Puffer gefiillt, so dass das Gel komplett bedeckt war. Danach konnten die durch den
Kamm gebildeten Geltaschen mit dem PCR Produkt befiillt werden. Als DNA Standard
wurden 8 ml einer 100 bp DNA-Leiter (New England Biolabs) aufgetragen. Es wurde eine

Spannung von 120 V angelegt und die Reaktionsansidtze wurden in 60-80 Minuten
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aufgetrennt. Nach Abschluss der Gelelektrophorese wurden die DNA Banden in einer UV
Kammer sichtbar gemacht. Ethidiumbromid bindet an die DNA und kann nach deren
Auftrennung die einzelnen Banden im UV-Licht sichtbar machen. Die Ergebnisse wurden

fotografiert und dokumentiert.

3.1.16 Western Blot

Die Protein-Expression von AMLI1-ETO und FLT3-LM wurden durch Western Blot
dokumentiert. Es wurde mit einem Standard Protokoll gearbeitet (Rawat et al. 2004).
Zellulires Protein aus je ca 5 x10°NIH 3T3 mit FLT3-LM und GP"E86 Zellen mit AML1-
ETO wurde mit 150ul RIPA Lysispuffer mit frisch hinzugefiigten Proteaseinhibitoren
extrahiert. Die Zellen mit RIPA Puffer wurden in ein Eppendorf-Hiitchen transferiert und
bei 4°C 30 Minuten durch Schwenken gemischt. Nach der Homogenisierung wurde die
Probe bei 14000 UPM fiir 30 Minuten zentrifugiert. Danach wurde der Uberstand in ein
neues Eppendorf Hiitchen verbracht und entweder bei -80°C eingefroren oder sofort
weiterverarbeitet.

Die Zelllysate wurden auf 12%igem SDS-page Gel aufgetrennt und auf eine
Nitrozellulosemembran transferiert. Die Membranen wurden mit einem anti-ETO
Antikorper fiir AMLI-ETO und mit einem anti-FLT3 Antikorper fiir FLT3-LM (beide
Santa Cruz) versehen, um die Expression zu sehen. Danach wurden die Membranen mit
Merrettich-Peroxidase markiertem anti-Kaninchen Antikorper inkubiert. Im Anschluss
daran wurden die Proteine nach Anleitung des Herstellers mittels eines ECL Kits

visualisiert.

3.1.17 Southern Blot

Um die Integration der Mutationen in die DNA zu beweisen, wurden Southern Blots
durchgefiihrt. Hierzu wurde genomische DNA aus Knochenmark und Milzen von kranken
Maiusen nach Anleitung des Herstellers (Invitrogen, Karlsruhe) mit DNAzol Reagenz
gewonnen. Der Southern Blot wurde nach Standard Protokollen durchgefiihrt (Sauvageau
et al., 1997). DNA wurde mit EcoRi verdaut, das die provirale DNA einmal schneidet um

ein Fragment zu erhalten, das spezifisch fiir die provirale Integration ist. Um die
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vollstdndige Integration zu iiberpriifen, wurde die DNA mit Nhe [ verdaut, das in den
LTRs (Long Terminal Repeats) schneidet um das provirale Genom freizuschneiden. Nach
der Verdauung wurde die DNA auf ein 0,7% Agarosegel mit 0,5% Ethidiumbromid
geladen.

Nach der Elektrophorese wurde das Gel in 0,2% HCL getaucht um die DNA zu
depurinieren und anschlieBend 45 Minuten in Denaturierungspuffer gegeben.
Anschlieend wurde die DNA durch Kapillarreaktion mittels 10x Transferpuffer auf eine
zeta-Probe GT Membran transferiert. Die DNA wurde in einem UV linker bei 150 mjoule
mit der Membran crossgelinkt. Als Probe wurde ein 700 bp GFP Fragment verwendet, das
aus dem pEGFP-C1 Plasmid herausverdaut und mit o-**P ¢cCTP mit dem Megaprime DNA
Markierungssystem markiert worden war. Die Probe wurde mit Microspin S-300 HR

Saulen gereinigt. Die Hybridisierung mit dem a->*P GFP fand iiber Nacht bei 62° C statt.
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3.2 Ergebnisse

3.2.1 AMLI1-ETO tritt bei AML Patienten haufig zusammen mit aktivierenden

Mutationen auf, die den Signaltransduktionsweg betreffen

Um genetische Verdnderungen, welche gemeinsam mit dem AMLI-ETO Fusionsgen in
AML auftreten zu charakterisieren, analysierte das Leukimielabor des
Universititsklinikums der LMU Miinchen in GroBhadern 135 AMLI-ETO positive
Patienten (93 minnlich, 42 weiblich, Altersmedian 50,9 Jahre (15,8-89,1)) und suchte
nach aktivierenden Mutationen, sowohl in den Rezeptortyrosinkinasen FLT3 und KIT, als
auch in NRAS (Neuroblastoma RAS viral oncogene homolog) (KITD816, N-RAS codon
12/13/61). Innerhalb der 135 Patienten waren 122 mit neu diagnostizierter AML, 4 mit
erstem Riickfall und 13 von 135 waren klassifiziert als sekunddre AML nach Therapie von
anderen Krankheiten. Bei 38 der Patienten (28,5%) wurden aktivierende Mutationen
gefunden: Mutationen in den Rezeptortyrosinkinasen FLT3 oder c-KIT (zusammen 25
Patienten) oder in NRAS (13 Patienten). Im Gegensatz dazu wurden bei 87 untersuchten
Proben keine MLL-PTD (Mixed Lineage Leukemia — Partial Tandem Duplication)
Mutationen gefunden, welche fiir Klasse II Mutationen stehen wiirden und beispielhaft fiir

Transkriptionsregulierung wiren (Tabelle 7).
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Anzahl der analysierten Anzahl der Patienten mit

Patienten Mutationen

FLT3-LM 135 11 (8.1 %)
FLT3 D835 135 3(2.2%)
C-KIT D816 135 11 (8.1 %)
NRAS codon 12/13/61 135 13 (9.6 %)

FLT3, KIT or NRAS 135 38 (28.1%)

MLL-PTD 87 0

Tabelle 7: Genetische Verdnderungen bei AML Patienten
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3.2.2 Generierung von Mausen mit Mutationen

Zundchst wurden durch transiente Transfektion von 293-T Zellen oder durch die
Herstellung von stabilen Verpackungszelllinien (GP'E86) als Grundlage der folgenden
Experimente Viren produziert, die die entsprechenden Mutationen (AMLI-ETO, FLT3-
LM bzw. GFP zur Kontrolle) auf primidre Mauszellen iibertragen sollen (siche Material
und Methoden). Mit diesen Viren wurden im Anschluss Knochenmarkzellen von mit 5-FU
vorbehandelten Donorméiusen transduziert, und diese schliefllich in letal bestrahlte
Empfangermause injiziert.

Die Empfingermiuse wurden wie unter 3.2.5.3 beschrieben im Tierstall der GSF
Grof3hadern gehalten.

Nach 4 Wochen konnte zum ersten Mal Blut genommen werden (siehe 3.1.9), nach 8
Wochen zusitzlich Knochenmark (siehe 3.1.10). In den erhaltenen Zellen wurde per
Durchflusszytometrie nach den gewiinschten Mutationen, bzw. den sie reprisentierenden
fluoreszierenden Proteinen gesucht. Als positive Mause gingen nach genauer Analyse
durch FACS insgesamt 42 Mause in die Versuche ein. Es waren dies 12 Mause die nur
GFP exprimierten und als Kontrolle dienten, 9 Méuse die AML1-ETO exprimierten, 6
Maiuse mit der FLT3-Lidngenmutation, 10 Miuse die beide Mutationen reprisentierten
sowie 5 sekundir transplantierte Méuse, die mit Zellen von primir erkrankten Mausen

injiziert worden waren.
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3.2.3 Proteinnachweis mittels Western Blot

Um nachzuweisen, dass in den transduzierten Zellen die jeweiligen Mutationen nicht nur
im Genom liegen, sondern auch als Proteine exprimiert werden, wurden Western Blots
durchgefiihrt. Wie der Abbildung 14 zu entnehmen ist, konnten die Mutationen
nachgewiesen werden: Im Fall der FLT3-Langenmutation (linke Seite) sind zwei Banden
zu sehen, da FLT3 immer in einer glykosylierten und einer nicht glykosylierten Form
vorliegt. Die als Kontrolle verwendeten GP"E86 Zellen haben keine entsprechende Bande.
Bei der Expression von AML1-ETO ist klar eine, dem Protein entsprechende Bande bei

94 kD zu erkennen, die nicht in der negativ Kontrolle vorhanden ist.

FLT3-LM AML1-ETO
%‘b QQ
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Abbildung 14: Western Blot von Extrakten aus NIH 3T3 und GP'E86 Zellen mit den
jeweiligen Mutationen; das Molekulargewicht und die verwendeten Antikorper sind

angezeigt
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3.2.4 Southern Blot

Die Analyse der Klonalitdt der Krankheit durch Analyse der genomischen DNA mittels
Southern Blot zeigt verschiedene Intensititen und Muster von proviralen Signalen in
Knochenmark und Milz und weist folgerichtig auf die Oligoklonalitit der Krankheit hin
(Abb. 15).

KM MILZ

primare

Sekundirer
Maus Rezipient
(AML#3)

Abbildung 15: Southern Blot der DNA (Knochenmark) von Maus AML#3 (links) und
eines sekundidren Rezipienten (Knochenmark und Milz); Beispiele von Signalen mit

unterschiedlicher Intensitit sind durch Pfeile gekennzeichnet
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3.2.5 CFU-S Assay

Zunichst wurde der CFU-S Assay (Colony forming Units Spleen) durchgefiihrt. Hier
zeigte sich, dass die konstitutive Expression von FLT3-LM (n=14) in diesem Versuch
keinen Effekt auf die kurzzeit-repopulierenden Stammzellen hatte, keine Kolonien waren
sichtbar. Im Gegensatz dazu erhohte AML1-ETO (n=9) das CFU-S Aufkommen um das
3-fache im Vergleich zur GFP Kontrolle (n=8) (p<0,008). Die gemeinsame Expression
von AMLI1-ETO und FLT3-LM (n=4) induzierte einen 10, 9 -fachen Anstieg der
gezdhlten Kolonien im Vergleich zur GFP Kontrolle (p<0,0004) und sogar einen 18 -
fachen Anstieg verglichen mit den Milzen von FLT3-LM Maiusen (p<0,00001). Im
Vergleich von doppelt positiven Zellen zu AML1-ETO alleine exprimierenden Zellen ist
ein 3,6 —facher Anstieg der Kolonien zu verzeichnen (p< 0,003) (Abb. 16 und 17).

FLT3-LM  AML1-ETO AML1-ETO/
FLT3-LM

Abbildung 16: von links nach rechts: Milz einer FLT3-LM Maus (150000 Zellen injiziert,
ohne Kolonien), Milz einer AML1-ETO Maus (5000 Zellen injiziert, 3 Kolonien sichtbar),
Milz einer doppelt positiven Maus (2500 Zellen injiziert, 5 Kolonien sichtbar)
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Abbildung 17: CFU-S Héufigkeit pro 1x10° urspriinglicher, mit den einzelnen
retroviralen Konstrukten infizierter KM Zellen, Der Median ist als Linie dargestellt. p

nimmt Bezug auf GFP
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3.2.6 Repopulation der Mause

Um zu ermitteln, ob AMLI1-ETO auch in vivo zusammen mit FLT3-LM einen Effekt
zeigt, wurde murines Knochenmarkt retroviral transduziert und in letal bestrahlte
Empfangermiuse injiziert (siche Material und Methoden).

Nach 8 und 12 Wochen wurde den Maiausen unter Narkose Blut und Knochenmark
entnommen. Bei den gewonnenen Proben wurde zunichst die Repopulation kontrolliert,
also wie viel Prozent der kernhaltigen Zellen das per FACS detektierbare GFP oder YFP
tragen. Dabei konnte man feststellen, dass die Miuse, die nur mit AMLI-ETO oder mit
dem leeren GFP Vektor infiziert waren, bei beiden Zeitpunkten eine dhnliche
Repopulation zeigten (Abb. 18). Die mit der FLT3-LM infizierten Miuse waren
insgesamt schlechter repopuliert, nach 12 Wochen sogar wieder schlechter (Median=2,11)
als nach 8 Wochen (Median=9,8). Im Vergleich zu diesen Daten war interessant, dass die
Mause, bei denen beide Mutationen integriert waren, bei Woche 8 zunichst nur eine
mifBige Repopulation zeigten (Median=29,1), wihrend sie 4 Wochen spiter einen sehr

hohen Prozentsatz von GFP/YFP positiven Zellen aufwiesen (Median = 84).
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AML1-ETO AML1-ETO ++ ++ GFP GFP FLT3-LM FLT3-LM
Woche8 Woche12 Woche8 Woche12 Woche8 Woche12 Woche 8 Woche 12

Abbildung 18: Repopulation der Versuchsmiduse im Knochenmark nach 8 und 12
Wochen.
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3.2.7 Uberleben der Mause

Bei allen Méusen im Versuch wurde der Todestag notiert und die Lebensdauer vom Tage
der Injektion mit modifizierten Zellen bis zum Tod errechnet. Der Tod wurde in den
meisten Féllen durch Euthanasie herbeigefiihrt, wenn deutliche Anzeichen einer
Erkrankung (Abmagerung, Bewegungsunlust, Dyspnoe) zu sehen waren. Nur in
vereinzelten Féllen trat der Tod natiirlich ein.

Wie in der Abbildung 19 zu sehen ist, waren bei den Kontrollméusen (AML1-ETO(n=9),
FLT3-LM (n=6) und EGFP (n=12) alleine) im Beobachtungszeitraum (maximal 20,6
Monate) keine Félle von Leukédmie aufgetreten. Im Vergleich dazu sind alle repopulierten
Mause, die mit beiden Mutationen transplantiert worden waren (n=10) an Leukédmie
erkrankt und in einem Zeitraum von 84 bis 612 Tagen verstorben (Median =167).

Die mit Knochenmarkzellen von Maus AML#3 (n=3) und Maus AML#4 (n=2) sekundar
transplantieren Mduse starben an AML in einem Zeitraum von 57 bis 106 Tagen (Median

= 68).
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Abbildung 19: Uberlebenskurve der Versuchsmiuse
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3.2.8 Nachweis der Repopulation

Nachweis der Repopulation per Durchflusszytometrie

Um zu sehen, ob die aus den Méusen gewonnenen Zellen die Mutationen tragen, wurden
sie mit Propidiumjodid gefdrbt und anschlieBend am FACSCalibur oder FACSVantage
(beide Becton Dickinson, San Jose, USA) analysiert.

Der FACSCalibur kann nicht zwischen gelber und griiner Fluoreszenz unterscheiden, alle
negativen Zellen fallen in den linken unteren Bereich, die GFP und/oder YFP positiven
Zellen fallen in den unteren, rechten Bereich (Abbildung 20). Beim FACSVantage zeigen
sich nicht transduzierte Zellen auch in der linken unteren Ecke, Zellen die AMLI1-ETO
(mit GFP gekoppelt) exprimieren in der rechten unteren Ecke, Zellen, die FLT3-LM
tragen (mit YFP gekoppelt) in der linken oberen und Zellen die beide Mutationen tragen
im rechten oberen Bereich (Abbildung 21). So zeigte sich bei Analysen ex vivo in Blut,
Knochenmarkaspiraten oder nach dem Tod zusitzlich bei Milzzellen, dass alle in die
Statistik eingehenden Méuse Zellen hatten, die die Mutationen trugen. Beispielhaft sollen

die Abbildungen 20 (Maus ALL #1) und 21 (Maus AML #2) sein.

FL2

GFP

Abbildung 20: Knochenmarkzellen von Maus ALL#1, analysiert am FACSCalibur
(Becton Dickinson, San Jose, USA) transduzierte Zellen zeigen sich rechts der vertikalen

Linie
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16,4% 91.6%

YFP

Abbildung 21: Knochenmarkzellen von Maus AML#2, analysiert am FACSVantage
(Becton Dickinson, San Jose, USA); transduzierte Zellen zeigen sich rechts und oberhalb

der vertikalen und horizontalen Linien

Nachweis der Repopulation durch PCR

Eine zusitzliche Methode, um das Vorhandensein der Mutationen in Maéiusezellen zu
iiberpriifen, stellt die Polymerasekettenreaktion dar. In der Abbildung 22 ist es am
Beispiel von Maus AML#1 dargestellt: in der linken Abbildung wurde eine PCR mit
Primern fiir AML1-ETO durchgefiihrt, rechts fiir FLT3-LM. Zu sehen sind jeweils Milz,
Knochenmark und Blut (PB), sowie positiv Kontrollen (GP" E86 mit der entsprechenden
Mutation sowie die Plasmide) und negativ Kontrollen (GP" E86 mit der jeweils anderen
Mutation und eine Wasserkontrolle). Die Zellen aus den einzelnen Mausgeweben tragen
offensichtlich die entsprechenden Mutationen, wie die Banden zeigen, die entsprechend

der jeweils links aufgetragenen Leiter die richtigen Groflen aufweisen.
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FLT3-LM Primer AML1-ETO Primer

Abbildung 22: PCR von Maus AML#1. Km: Knochenmark; PB: periphéres Blut;

3.29 Die durch Kombination von AMLI1-ETO und FLT3-ITD verursachte
Krankheit ist retransplantierbar

Knochenmarkzellen von Maus AML#3 (AML mit Mastzellbeteiligung) und AML#4
wurden in letal bestrahlte Empféangerméuse injiziert. Nach 57 bis 106 Tagen verstarben
diese Méause (n= 5) mit den Symptomen Dyspnoe, Apathie und Lethargie (Abb.19).
Genauere Untersuchungen mittels Durchflusszytometrie und morphologischer Analyse am
Mikroskop zeigten, dass diese Miduse die Genmutationen exprimierten und an akuter
Leukédmie (im Fall von Donormaus AML#3 auch wieder mit Mastzellbeteiligung)

erkrankt waren.
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3.2.10 Leukozyten- und Erythrozytenzahl

Bei allen erkrankten Tieren (n=10) und den Kontrollméusen wurden in den Wochen 8, 12,
16 und zum Zeitpunkt des Todes, weille (white blood cell count, WBC) und rote
Blutkorperchen (red blood cell count, RBC) gezéhlt (Tabelle 8). Beziiglich der
Erythrozyten kann gesagt werden, dass sowohl die Méause mit AML1-ETO (n=9) alleine
als auch die Miduse mit FLT3-LM (n=6) alleine keine Abweichung zu den GFP
Kontrollmédusen (n= 12) zeigen. Bei den Méusen mit beiden Mutationen zeigt sich im
finalen Stadium der Krankheit eine gering ausgeprigte Andmie mit einer 43%igen
Reduktion der Erythrozyten im Vergleich zur GFP Kontrolle. Bei 4 der 10 erkrankten
Miuse konnte eine ausgeprigte Leukozytose mit bis zu 430 x 10° Zellen/ml (23 -430 x
10° Median:4,33 x 107) im Vergleich zur GFP Kontrolle festgestellt werden (Median: 6,3
x 10°%) (p= 0,17). Bei den anderen erkrankten Méusen liegen 4 im Normbereich (wenn

auch teilweise an der oberen bzw. unteren Grenze) und 2 zeigen Leukozytopenie (Tab. 8).
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RBC/ml WBC
x 109 x 106
GFP 4.8 7,6
GFP 6,4 8,1
GFP 7 5
GFP 5,4 9
GFP 5,6 4,5
GFP 7,25 3,5
AML1-ETO 6 13
AMLI1-ETO 3,1 15
AMLI1-ETO 5,7 6,9
AML1-ETO 5 7,6
AMLI1-ETO 5,9 7,5
FLT3-LM 4,5 10
FLT3-LM 4,25 13
FLT3-LM 6,6 8,3
AML #1 n 23
AML #2 0,85 26,5
AML #3 1,7 12,5
AML #4 4 2
AML #5 2,6 10
AML #6 2,6 2,5
ALL #1 n 430
ALL #2 4,4 3,3
ALL #3 7,7 7,2
ALL #4 3,8 60

Tabelle 8, Seite 51: RBC (red blood cell count) und WBC (white blood cell count), bei
GFP, AMLI-ETO und FLT3-LM aus Woche 12 nach der Transplantation, bei den

erkrankten Tieren am Todestag
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3.2.11 Milzgewicht und MilzgréRRe

Bei Kontrolltieren sowie bei leukdmischen Tieren (n=10) wurden die nach dem Tod
entnommenen Milzen gewogen und vermessen (Tabelle 9). Beit AML1-ETO Tieren (n=5)
wurden diese Untersuchungen nach dem natiirlichen Tod vorgenommen, je eine Maus mit
GFP und FLT3-LM wurde in der Woche 12 nach der Transplantation getdtet, um
Vergleichswerte zu den in der Woche 12 gestorbenen leukdmischen Mausen zu erhalten.

Anhand der Daten ist zu sehen, dass 9 der erkrankten Tiere ein hoheres Milzgewicht
hatten (Median 455mg) als die AML1-ETO Kontrolltiere (Median 82mg) (p= 0,012). Bei
einer Maus wurde die Milz nicht gewogen. Auch die Ausmalle der Organe waren bei den

entsprechenden leukdmischen Méusen erhoht (Tabelle 9 und Abb. 23)

MilzgroRe Milzgewicht
(mm) (mg)
GFP 14x4 51
AML1-ETO 13x3,5 63
AMLI1-ETO 14x4 60
AML1-ETO 14x4 82
AMLI1-ETO 13x4 65
AML1-ETO 16x5 117
FLT3-LM 15x4 95
AML #1 27x7 600
AML#2 19x6 166
AML#3 14x4 118
AML#4 28x9 650
AML#5 15x3 200
AML#6 28x10 1400
ALL#1 24x9 572
ALL#2 21x7 270
ALL#3 12x4 na
ALL#4 21x6 310

Tabelle 9: Milzgrofie und Milzgewicht von Versuchsméusen; na: nicht analysiert
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Abbildung 23 a: Milz einer GFP Kontrollmaus, Woche 44 nach Versuchsbeginn,
b: Milz von Maus AML#4

3.2.12 Die Koexpression von AML1-ETO und FLT3-LM verursacht sowohl eine
akute myeloische als auch eine akute lymphatische Leukamie

Morphologie

Morphologische Analysen von Blutausstrichen kranker Maiuse zeigten zirkulierende
Blasten bei allen Tieren. Vier der 10 erkrankten Tiere zeigten eine lymphatische
Morphologie dieser Zellen (Abb. 24 a und b), wihrend das Bild bei sechs Méiusen durch
myeloische Blasten charakterisiert wurde (Tabelle 10, Abb. 24c). Der Anteil der
zirkulierenden Blasten an den gesamten weiflen Blutkoérperchen war in den Méusen mit
akuter lymphatischer Leukdmie sehr hoch mit 60 bis 95%, und bei Tieren die an akuter
myeloischer Leukdmie litten, 20 bis 75%.

In zwei der sechs Miuse mit AML (Maus AML#2 und #3) war die Blastenpopulation von
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einer einer Mastzellpopulation mit feiner metachromatischer Granulation begleitet (24c
und d). Das Knochenmark und die Milz waren mit bis zu 80 % Blasten in AML Maiusen
infiltriert und mit bis zu 85 bzw 95% in ALL Maiusen (Tabelle 10 und Abb. 24).

Miuse %Blasten im % Blasten in % Blasten in
Knochenmark Milz Blut
GFP 1 0 0
GFP 0 0 0
GFP 2 0 0
AML1-ETO 8 0 0
AML1-ETO 11 0 0
AML1-ETO 2 0 0
AMLI1-ETO 14 0 0
FLT3-LM 4 0 0
FLT3-LM 0 0
FLT3-LM 1 0 0
AML#1 80 52 20
AML#2 48 80 75
AML#3 20 50 25
AML#4 38 62 30
AML#5 24 76 38
AML#6 27 55 78
ALL#1 80 22 60
ALL#2 85 43 62
ALL#3 85 20 95
ALL#4 40 95 60

Tabelle 10: Prozentsatz der mikroskopisch gezéhlten Blasten innerhalb der kompletten

Zellpopulation
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Abbildung 24a: Cytospin Blut, Maus ALL#4, T-
Zellleukdmie, lymphatische Blasten; 1000 x

Abbildung 24b: Blutausstrich, Maus ALL#1, B-

Zellleukédmie, lymphatische Blasten in der Fahne

des Ausstriches; 1000 x

Abbildung 24c links: Cytospin Knochenmark
Maus AML#14, AML mit Mastzellbeteiligung;
630 x

rechts: Cytospin Blut Maus AML#2, AML mit

Mastzellbeteiligung, Mastzellen mit Pfeilen

markiert; 630 x

Abbildung 24d: Cytospin Milz Maus AML#13,
AML mit Mastzellbeteiligung; 1300x
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Durchflusszytometrie

Um den Immunphinotyp der leukdmischen Population genauer zu charakterisieren,
wurden durchflusszytometrische Analysen durchgefiihrt. Sechs Tiere litten an AML mit
Grl und Macl (Marker fiir differenzierte myeloische Zellen) positiven Populationen im
transduzierten Anteil der Zellen (Mediane 41,1 respektive 26,7%), die auch Scal (20,5-
72,9%, Median 56%), einen Marker fiir sehr frithe Zellen, koexprimierten. Drei Mause
litten an ALL mit 90,4% (85-97%) Zellen, die B220, ein Antigen, das B-Zellen tragen,
exprimierten. Diesen fehlten fast vollig die myeloischen Antigene (Grl: 1,5% (0,4-2,3%);
Macl: 1,7% (1,4-1-9%)). Eine Maus entwickelte eine T-Zellleukdmie mit einer
Koexpression innerhalb der transduzierten Zellen der T-Zellmarker CD4 (Antigen auf
Helferzellen) und CD8 (Antigen auf zytotoxischen T-Zellen) (99% CD8" und 86% CD4 ")
mit Sca-1 in 76% aller Zellen (Abb 25). Auch hier waren keine myeloischen Antigene

vorhanden.
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Kontrolle (GFP) A-E /| FLT3-LM

.. 859%

CD4

GR-1

Sca-1

GFP/YFP

Abbildung 25: Immunphénotypische Analyse mit myeloischen (GR-1), lymphatischen
(B220, CD4) und Stammzellen markierenden Antikérpern: Reprisentative FACS-Profile
von Knochenmarkzellen aus leukdmischen Miusen im Vergleich mit GFP Kontrolltieren.
Der Prozentsatz an Zellen, die fiir GFP/YFP und den entsprechenden Antikorper positiv
sind, ist eingetragen. (a: Maus ALL#4; b: Maus ALL#1; c: Maus AML#1; d: Maus
ALL#4)
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3.2.13 Koexpression myeloischer mit lymphatischen Antigenen

Interessanterweise konnte in 4 der sechs Tiere mit AML eine Koexpression der
myeloischen Antigene mit CD4 gefunden werden (20,6-31,9%, Median 29,1%). Eine
Analyse von humanen AMLI-ETO positiven AML Proben, durchgefiihrt durch das
Leukdmielabor des Universitédtsklinikums der LMU Miinchen in GroBhadern, zeigte, dass
auch hier regelmifBig lymphatische Antigene koexprimiert werden : 17 von 52 Patienten
(32,7%) waren positiv fiir CD4 und 39 von 59 Patienten (78%) waren positiv fiir CD3 (T-
Zellmarker). Weiterhin exprimierten 59 % den NK Zell-Marker CD56, 31 von 52
Patienten (59.6 %) das B-Zellantigen CD19 und die B-Zell-Marker cyCD22 und cyCD79a
wurden von 27 von 52 Patienten (51.9 %) und 38 von 39 Patienten (97.4 %) respektive
exprimiert (Abbildung 26).
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Abbildung 26: durch Immunphénotypisierung bestimmte Expression von lymphatischen
Antigenen auf 52 AMLI-ETO positiven AML Patientenproben. Die Proben wurden als
negativ flir zytoplasmatische Antigene definiert, wenn weniger als 10 % der Zellen mit
Antikorper gefarbt werden konnten und als negativ fiir die Expression von
Oberflidchenantigenen, wenn weniger als 20 % der Zellen mit Antikorper gefdarbt wurden

(schattierte Bereiche).
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3.2.14 Histopathologie

Von Organen dreier verschiedener Mduse mit AML wurden nach Fixierung in Formalin
histologische Gewebsschnitte angefertigt und mit diversen Antikdrpern geférbt.

In Abbildung 27 sind Leber und Milzgewebe von Maus AML#1 zu sehen. Die normale
Architektur der Milz ist aufgrund einer Anhdufung von neoplastischen Infiltrationen
gestort, was hauptsichlich die rote Pulpa betrifft. Die Himatoxylin-Eosin Fiarbung zeigt,
dass die Infiltrationen vor allem aus unreifen Zellen mit grof3en, rund bis unregelméfig
geformten Zellkernen, blastirem, offenem Chromatin und ein bis drei Nucleoli bestehen.
Zwischen diesen Zellen sind reife Granulozyten, Megakaryozyten und erythrozytire
Zellen in allen Reifungsstadien zu finden. Die weil3e Pulpa ist unauftillig.

Die Leber ist hauptsichlich in den Portalfeldern infiltriert, jedoch gibt es auch sinusoidale
Infiltration. Es wurden auch in der Milz verschiedene immunhistochemische Analysen
durchgefiihrt: der B220 Antikorper zeigt eine B-Zellpopulation, eine Farbung mit CD3
zeigt, dass praktisch keine T-Zellen in der Milz vorhanden sind (ohne Abbildung). Die
Féarbung mit Myeloperoxidase (MPO) zeigt in Milz und Leber viele positive Zellen, was
auf myeloische Infiltration hinweist. Die Naphthol-AS-D-Chlorazetatesterase (CAE)
Farbung verdeutlicht, dass es sich bei den unreifen Zellen um Myeloblasten gemischt mit
myeloischen Vorlduferzellen in verschiedenen Reifestadien handelt.

Bei Abbildung 28 handelt es sich um histologische Bilder von Maus AML#3 (a-f) und
einer sekundér mit Zellen von dieser Primidrmaus retransplantierten Maus (g-1).

Auch hier ist eine Vielzahl der Zellen MPO positiv (ohne Abb.). Die Giemsa Firbung (c,
f, 1) zeigt die Anwesenheit von metachromatischen Granula (markiert durch einen Pfeil)
dhnlich solcher wie sie in Mastzellen oder basophilen Zellen vorkommen. Um diese
Zellen genauer zu charakterisieren, wurden Schnitte mit Mastzelltryptase und CD117
gefdrbt. In beiden Miusen war die Farbung fiir Mastzelltryptase deutlich positiv in allen
Geweben.

Auch Maus AML#2 wurde untersucht, hier ergaben sich dhnliche Befunde wie bei Maus
AML#1, zusétzlich waren Darm und Lymphknoten eingeschickt worden, auch sie waren

infiltriert durch leukdmische Zellen (ohne Abb.)
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Abbildung 27: histologische Bilder von Maus AML#1; Vergrosserungen: a-c: 200 x,
(Einfiigung in c¢: 1000 x); d, e: 25 x; f: 400 x. MPO: Myeloperoxydase; CAE: Naphthol-
AS-D-Chlorazetatesterase
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Abbildung 28: histologische Bilder von Maus AML#3 (AML mit dominanter Mastzell
Population) (a-f) und einer sekundiren Maus (g-1); VergroBerungen: a, g: 100 x; b, d, h:
200 x; ¢, e, i: 400 x; f: 600 x; Mastzelle mit metachromatischer Granulation in f mit Pfeil

markiert. M PO: Myeloperoxydase; CAE: Naphthol-AS-D-Chlorazetatesterase
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4. DISKUSSION

4.1. Die Expression von AMLI1-ETO alleine ist nicht in der Lage Leukamie

auszulosen

Die Translokation t(8;21) (q22; q22), aus der das Fusionsgen AML1-ETO hervorgeht, ist
eine der hiufigsten chromosomalen Translokationen, die in 12% aller AML Fiélle und in
bis zu 40% der FAB-M2 AML vorkommt (Downing, 1999). Die Translokation betrifft
AMLI (RUNX1), ein Mitglied der RUNX Familie, welche sich durch eine DNA bindende
Doméne (Runt Doméne am aminoterminalen Ende) auszeichnet, die auch im Fusionsgen
vorhanden ist (Peterson and Zhang, 2004). Diese Doméine ist wichtig, um an die DNA zu
binden und AML1 mit CBFp, der nicht DNA bindenden Untereinheit des Komplexes zu
heterodimerisieren. Zudem konnte gezeigt werden, dass der AML1/CBFp Komplex ein
Schliisselregulator der definitiven Hamatopoese ist und der Verlust eines dieser Gene mit
dem kompletten Verlust der definitiven himatopoetischen Stammzellen einhergeht (Wang

et al., 1996).

Obwohl die genauen Mechanismen der AMLI-ETO induzierten Leukémie noch nicht
vollig geklért sind, ist bekannt, dass einer der Schliisselmechanismen die Unterdriickung
der AMLI1-C/EBPa abhédngigen Aktivierung von Genen, die fiir die myeloische
Entwicklung zustdndig sind, ist (Licht, 2001; Pabst et al., 2001). Die Stérung der
Himatopoese durch Expression von AMLI-ETO wurde in vitro durch einen Anstieg der
Replatierungskapazitdt von murinen klonogenen Vorlduferzellen und im Wachstum von
primitiven humanen Vorlduferzellen gezeigt (Higuchi et al., 2002; Mulloy et al., 2002).
Weiterhin  zeigten in vivo oder ex vivo Analysen Verdnderungen im
Differenzierungsmuster und in der Proliferationskapazitit von murinen hidmatopoetischen
Zellen, die das Fusionsgen exprimieren (de Guzman et al., 2002; Fenske et al., 2004b;

Rhoades et al., 2000; Schwieger et al., 2002).

Jedoch haben eine Vielzahl von murinen in vivo Modellen gezeigt, dass AMLI1-ETO
alleine nicht in der Lage ist, Leukdmie zu induzieren (Fenske et al., 2004; Higuchi et al.,

2002; Rhoades et al., 2000; Schwieger et al., 2002; Yuan et al., 2001). Die Beobachtung,
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dass AMLI1-ETO als ein einzelner Faktor nicht Leukdmie auslosend ist, sondern
zusitzliche Mutationen nétig sind, wird weiterhin durch die Tatsache unterstiitzt, dass
nicht leukdmische, AMLI1-ETO exprimierende Progenitorzellen sowohl in gesunden
Individuen als auch bei AML Patienten in Remission gefunden werden konnen (Miyamoto

et al., 2000; Nucifora et al., 1993; Reya et al., 2001).

Die Bedeutung von additiven genetischen Verdnderungen in der Pathogenese von AMLI-
ETO positiven Leukédmien wurde tatséchlich auch schon in verschiedenen Mausmodellen
gezeigt: nur AML1-ETO Maiuse, die mit ENU behandelt worden waren, entwickelten
AML oder ein T-Zell Lymphom (Higuchi et al., 2002; Yuan et al., 2001). Weiterhin
induzierte retroviral exprimiertes AMLI-ETO nur im Zusammenspiel mit der Defizienz
eines Interferon regulierenden Faktors (ICSBP) eine myeloblastische Transformation in
vivo (Schwieger et al., 2002). All diese Daten geben eindeutige Hinweise auf die
Bedeutung von zusitzlichen Mutationen in der Pathogenese der AML1-ETO positiven

Leukédmien.

4.2. Aktivierende Mutationen in Signaltransduktionswegen als zuséatzliche genetische
Veranderung

Um potentielle genetische Verdnderungen, die hierfiir in Frage kommen aufzuspiiren und
zu charakterisieren, wurden 135 humane Patienten mit AML1-ETO positiver AML mit
speziellem Augenmerk auf aktivierende Mutationen, die die Signaltransduktionswege
betreffen, genauer untersucht. Es konnten keine MLL-PTD Mutationen gefunden werden,
die beispielhaft fiir genetische Verdnderungen der Transkriptionsregulation wéren.
Andererseits waren 28 % aller untersuchten Fille positiv fiir aktivierende Mutationen, wie
zum Beispiel FLT3-LM, FLT3D835, KITD816 oder NRAS. Bei allen diesen gefundenen
aktivierenden Mutationen ist bekannt, dass sie alleine auch nicht in der Lage sind
Leukdmie zu induzieren. Die hdufige Koexistenz solcher Mutationen mit AMLI-ETO
passt aber sehr gut in das Mehrschrittmodell der Leukdmogenese, in dem zwei Klassen

von genetischen Verdnderungen nétig sind: eine bei mit himatopoetischer Differenzierung
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vergesellschafteten Transkriptionsfaktoren, die andere bei mit Zellproliferation

assoziierten Signaltransduktionswegen (Gilliland and Tallman, 2002).

Durch das in dieser Arbeit verwendete Mausmodell konnten direkte Hinweise fiir eine
funktionelle Zusammenarbeit von AMLI-ETO mit FLT3-LM gegeben werden, wodurch
die oben genannte These zur Leukdmogenese unterstiitzt wird. Weiterhin zeigen diese
Daten die Kollaboration von zwei der hdufigsten genetischen Verdnderungen in der AML,
und erlauben damit einen Einblick in die Pathogenese der beiden haufigsten molekularen

Untergruppen der AML.

4.3 Wahl des Mausmodells

Das Mausmodell bietet eine Reihe von Vorteilen gegeniiber anderen Tiermodellen und
Versuchen in vitro. Dieses, auch in anderen Untersuchungen schon verwendete Modell
(Rawat et al.,, 2004) ist gut charakterisiert, und die kurze Generationszeit und
unkomplizierte Haltung und Handhabung der Maéduse vereinfachen die Planung der
Experimente. Ein weiterer Vorteil liegt in der genetischen Manipulierbarkeit der Maus.
Mit den beschriebenen Methoden ist es nicht allzu schwer, verschiedenste Mutationen in
das Genom der Maus zu integrieren und entsprechende Schliisse zu ziehen. In vitro
Versuche sind natiirlich fiir sich betrachtet ein sehr hoch zu bewertendes Verfahren um
zum Beispiel durch Zellkultur aussagekriftige Daten zu erhalten, jedoch alleine nicht
ausreichend, um tatsdchliche Auswirkungen von Genmutationen auf Lebewesen zu

studieren.

4.4 CFU-S Versuch

Der Colony Forming Units Spleen Versuch (CFU-S) wurde durchgefiihrt, um den
individuellen Einfluss der Exprimierung von AMLI1-ETO und FLT3-LM auf einzelne
primitive hidmatopoetische Vorlduferzellen zu testen. Hierbei wird die Fahigkeit der
einzelnen Zellen gepriift, durch Teilung Kolonien in der Milz zu bilden, indem

transduzierte, hochrein sortierte Knochenmarkzellen in letal bestrahlte Méause injiziert
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werden und die daraus resultierenden Kolonien auf den Milzen an Tag 12, nach T6tung
der Maus makroskopisch gezéhlt werden. Es zeigt sich, dass die konstitutive Expression
von FLT3-LM keinen Effekt hatte, keine Kolonien waren sichtbar. Dies mag im
Widerspruch zu den Untersuchungen von Kelly et al. stehen, die in ihren
Transplantationsversuchen eine myeloproliferative Erkrankung sahen (Kelly et al,
2002b), was sich auch bei einem CFU-S Versuch unter Umstinden in einer erhdhten
Anzahl an Kolonien auf der Milz widerspiegeln sollte. Bei diesen Studien wurden
allerdings BALB/C Maiuse verwendet. Bei einer zweiten Veroffentlichung der gleichen
Gruppe wurde FLT3-ITD in B6/C3H transplantiert, einem anderen Mausstamm mit dem
gleichen genetischen Hintergrund wie die Méuse, die in dieser Arbeit verwendet wurden,
woraus sich keine myeloproliferative Erkrankung entwickelte. Hier entstand eine
Lymphom &hnliche Erkrankung, die erst nach ldngerer Zeit auftrat (Kelly et al., 2002a).
Man kann also hier sehr gut erkennen, dass der genetische Hintergrund der Versuchstiere
eine grofle Rolle zu spielen scheint.

Im Gegensatz dazu erhohte AMLI-ETO das CFU-S Aufkommen um das 3-fache im
Vergleich zur GFP Kontrolle. Dies ist nicht verwunderlich, wenn man die AML1-ETO
Studien anderer Gruppen betrachtet, die herausfanden, dass AMLI-ETO positive
Progenitorzellen ein erhdhtes Proliferationspotential besitzen und das Fusionsgen selbst
den Stammzellenpool vergroBern kann (Hug et al., 2002; Rhoades et al., 2000). Die
gemeinsame Expression von AMLI1-ETO und FLT3-LM induzierte einen 10 bis 11-
fachen Anstieg der gezihlten Kolonien im Vergleich zur GFP Kontrolle und sogar einen
18-fachen Anstieg verglichen mit den Milzen von FLT3-LM Maéusen. Im Vergleich von
doppelt positiven Zellen zu AMLI-ETO alleine exprimierenden Zellen ist ein 3,6 —facher
Anstieg der Kolonienzahl zu verzeichnen. Diese Daten unterstiitzen die Annahme, dass
AMLI1-ETO und FLT3-LM bei gemeinsamer Expression kooperieren und
hidmatopoetische Vorlduferzellen entstehen, deren Proliferation und Differenzierung

empfindlich gestort ist (Gilliland, 2002).
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4.5 Entwicklung verschiedener leukédmischer Phéanotypen und Koexpression

myeloischer und lymphatischer Antigene

Es entstanden in diesem Modell sowohl myeloische, als auch lymphatische Leukdmien
vom B- und T-Zelltyp. Weiterhin hatten vier von sechs murinen AML Fiéllen eine
zusétzliche Expression des T-Zell Antigens CD4. Der Mechanismus, dem die
Koexpression von myeloischen und lymphatischen Antigenen in AMLI-ETO positiven
Leukédmien bei der Maus zu Grunde liegt, ist nicht vollig klar. Eine Moglichkeit konnte
sein, dass in dieser AML Untergruppe eine frithe, noch nicht in eine myeloische oder
lymphatische Richtung entwickelte Vorlduferzelle mit einem gemischten Phénotyp, wie
sie auch von Miyamoto et al. beschrieben wird (Miyamoto et al., 2002), die Zielzelle der
leukédmischen Transformation ist. Dariiber hinaus wurde kiirzlich gezeigt, dass sich in
AMLI1-ETO positiven Leukdmien dieser gemischte Phinotyp nicht auf die Expression von
zytoplasmatischen oder Oberfldchenantigenen beschrdankt, sondern sich auch im
Transkriptom findet. So wird PAXS, ein Transkriptionsfaktor, der eine Schliisselrolle in
der Entwicklung von hdmatopoetischen Vorlauferzellen in die B- lymphatische Richtung
spielt, bei einem Drittel von t(8;21) AMLs exprimiert, im Gegensatz zu allen anderen

zytogenetisch definierten AML Subtypen (Tiacci et al., 2004).

In einem konditionellen murinen AMLI1-ETO Modell entwickelten Méuse, die zusétzlich
mit ENU behandelt worden waren, AML und auch ein T-Zell lymphoblastisches
Lymphom (Higuchi et al., 2002). Ahnliche Beobachtungen waren auch bei einem hMRPS-
AMLI1-ETO transgenen Mausmodell gemacht worden, wo auch nach ENU Behandlung
AML und T-ALL/Lymphom aufgetreten waren (Yuan et al., 2001). Zwar weil man in
diesen Féllen nicht genau, welche und wie viele zusdtzlichen Mutationen durch ENU
ausgelost worden waren, aber offensichtlich waren auch hier zusitzliche genetische
Alterationen aufgetreten, die im Zusammenspiel mit AML1-ETO verschiedene Arten von

Leuk&mien und hdmatopoetischen Erkrankungen ausldsen kdnnen.

Eine alternative Moglichkeit fiir das Auftreten von verschiedenen leukédmischen
Phinotypen  wiére, dass das transformierende  Ereignis in  verschieden

Differenzierungsstadien stattfindet, die sich jeweils schon in eine Linie entwickelt haben.
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Dies konnte in verschiedenen Maiusen in einer AML oder ALL resultieren, bzw. im

Auftreten von sowohl myeloischen als auch lymphatischen Antigenen in derselben Maus.

Zusiatzlich konnte die Expression von einer FLT3-LM in unserem Modell zum
lymphatischen Phénotyp der Leukimien beitragen, da gezeigt wurde, dass FLT3-LM in
der Lage ist, eine sich spdt entwickelnde, T-Zell Lymphom é&hnliche Erkrankung in
Maiusen mit B6/C3H Hintergrund, der auch in diesem Modell verwendet wurde, zu
induzieren (Kelly et al, 2002a). In einer aktuellen Verdffentlichung wurde auch
festgestellt, dass die Expression on FLT3-LM zu einer Unterdriickung von sowohl
C/EBPa (CCAAT/enhancer binding protein o) ( wie schon von Zheng et al. gezeigt) als
auch SPI1 (spleen focus forming (SPFV) proviral integration oncogene 1) fiihrt, welches
beide myeloische Transkriptionsfaktoren sind (Choudhary et al., 2005). Dadurch mag der
Weg in Richtung eines lymphatischen Phéanotyps erleichtert werden.

Interessanterweise wird die Uberexprimierung von FLT3 auch oft in bei Patienten mit
ALL gefunden. Dies ist vor allem in ALL Fillen mit Hyperdiploidie oder MLL (Mixed-
Lineage-Leukemia)- Verdanderungen der Fall, die durch einen primitiven B-Zell- oder
einen gemischten lymphatisch-myeloischem Phénotyp charakterisiert sind (Armstrong et

al., 2004; Armstrong et al., 2002; Taketani et al., 2004).

Die Beobachtung der Entwicklung von Leukdmien unterschiedlichen Phinotyps bei
gemeinsamer Expression von AMLI-ETO mit der FLT3 Léngenmutation unterscheiden
sich von einer anderen Studie, bei der ETV6-PDGFJR, ein Fusionsgen, das schon bei
alleiniger Expression in transplantierten Méusen ein letales myeloproliferatives Syndrom
verursacht, zusammen mit AMLI-ETO ausschlieBlich eine myeloische Leukdmie
induziert (Grisolano et al., 2003). Auch dies mag ein Hinweis darauf sein, dass die
Entwicklung lymphatischer Leukédmien in dieser Arbeit, durch die Expression von FLT3-

LM begiinstigt wurde.

4.6 Prognose der Leukamien mit AML1-ETO und FLT3-Langenmutation

Generell konnen Leukdmien in drei Gruppen eingeteilt werden: in solche mit giinstiger

(favourable), mit intermedidrer (intermediate) oder ungiinstiger (poor risk) Prognose.
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Sowohl AML1-ETO, als auch die FLT3-Lingenmutationen kommen in vielen Féllen von
akuter Leukdmie vor. Hierbei konnen AMLI-ETO positive AMLs in die Gruppe der
giinstigen Prognose eingeordnet werden (Mrozek et al., 2004), wihrend in verschiedenen
Studien nachgewiesen werden konnte, dass mit FLT3 Mutationen in Leukimien eine
intermedidre Prognose einhergeht, es besteht eine erhdhte Rezidivrate und ein schlechteres

Uberleben (Kottaridis et al., 2001; Schnittger et al., 2002).

Die in dieser Arbeit gewonnenen FErgebnisse unterstiitzen kiirzlich gewonnene
Erkenntnisse iiber die funktionale Relevanz von aktivierenden Mutationen bei RTKs in
Patienten mit AML1-ETO positiven Leukdmien. Es gibt hier ein signifikant verkiirztes
Uberleben fiir Leukdmien mit aktivierenden Mutationen, insbesondere in der
Rezeptortyrosinkinase c-KIT, (von Kitten, da zuerst im HZ4-Katzensarkom-Virus
nachgewiesen) verglichen mit denen ohne diese Mutationen (S. Schnittger,

unverdffentlichte Daten).

4.7. Ausblick

In der Medizin zeigt sich mehr und mehr, wie wichtig eine detaillierte und profunde
Analyse der Krankheiten ist, um genau angepasste und wirkungsvolle
Therapiemoglichkeiten zu finden. Am Beispiel der Leukdmie muss das Ziel fiir die
Zukunft sein, durch eine detaillierte Analyse genetischer und funktioneller Verdnderungen
der leukdmischen Blasten spezifische Therapiemdglichkeiten fiir die verschiedenen
Leukémie-Subtypen zu entwickeln. Bei der akuten Promyelozyten-Leukémie ist dieser
entscheidende Schritt durch die Einfiihrung der all-trans-Retinsdure (ATRA) in die
Therapie bereits gelungen. Hierdurch konnten die Heilungschancen um fast 30%
verbessert werden (Kelly et al., 2002a). Bei der chronischen myeloischen Leukdmie, die
durch die Expression eines Fusionsproteins (BCR-ABL) hervorgerufen wird, konnten
ebenfalls durch die genaue Kenntnis der Pathogenese spezielle Tyrosinkinaseinhibitoren
wie STI571/Gleevec entwickelt werden, die die Heilungschancen von betroffenen
Patienten entscheidend verbessern (Peschel et al., 2003). Die Beobachtungen der

vorliegenden Arbeit ermutigen zum systematischen Screening nach aktivierenden
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Mutationen in RTKs bei Patienten mit AMLI1-ETO positiven Leukdmien um verniinftige
Strategien zur Behandlung zu finden, die auf den Signaltransduktionsapparat in diesen

Leukédmie-Subtypen zielen, wie z.B. durch Tyrosinkinaseinhibitoren wie PKC 412.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Die meisten genetischen Abweichungen, die bei humanen akuten Leukdmien gefunden
werden konnen, lassen sich in zwei Klassen einteilen: Klasse I Mutationen, wie z.B.
aktivierende Mutationen in Rezeptortyrosinkinasen (z.B. FLT3 oder c-KIT), die einen
Proliferations- und/oder Uberlebensvorteil fiir himatopoetische Vorl4uferzellen bieten und
Klasse II Mutationen (wie z.B. AMLI1-ETO oder PML/RARa), die hdmatopoetische
Transkriptionsfaktoren betreffen und primir die Reifung der Zellen und die Apoptose
unterbinden. Im Zusammenspiel entstehen hidmatopoetische Vorlduferzellen, deren
Proliferation und Differenzierung empfindlich gestort ist (Gilliland, 2002), was die
Ursache fiir Leukdmien sein kann.

In dieser Arbeit wurden zwei genetische Alterationen untersucht, die den zwei
verschiedenen Klassen entstammen: eine Langenmutation der Rezeptortyrosinkinase
FLT3 und das Fusionsgen aus AML1 und ETO, AMLI1-ETO. Es wurde die Frage gestellt,
ob diese Mutationen, die auch gemeinsam in humanen AML Patienten gefunden werden
(Care et al., 2003), im Zusammenspiel Leukémie auslésen konnen. Ein murines
Knochenmarktransplantationsmodell wurde etabliert, bei dem Knochenmarkzellen, die
entweder AMLI1-ETO, FLT3-LM, beide Mutationen zusammen, oder GFP alleine
exprimierten, in Maiuse injiziert wurden. Die Kontrollmduse entwickelten keine
Erkrankung, wohingegen die Maéuse, die AMLI-ETO und FLT3-LM zusammen
exprimierten, an aggressiver Leukdmie erkrankten. Interessanterweise gab es
unterschiedliche Phianotypen: es entstanden sowohl myeloische als auch lymphatische (B-
und T-Zell) Leukédmien. Alle Leukdmien wurden durch FACS und Zytologie, teilweise
auch durch Histopathologie bestétigt.

Es kann durch die vorliegenden Daten bestitigt werden, dass weder AMLI-ETO noch
FLT3-LM alleine in der Lage sind Leukédmie auszulosen. FLT3-LM stellt aber einen sehr
potenten Kooperationspartner dar, um gemeinsam mit AMLI1-ETO eine Leukdmie zu
induzieren.

Diese Arbeit kann zum Verstindnis der Pathophysiologie von akuten Leukdmien
beitragen, was die Grundvorausetzung zur Entwicklung von Heilmethoden ist. Der

nidchste Schritt sollte sein, verschiedene Substanzen, wie zum Beispiel
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Tyrosinkinaseinhibitoren zu testen, um bei entsprechender Wirkung die Prognose fiir

Patienten mit AML1-ETO positiven Leukdmien zu verbessern.
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6. SUMMARY

Co-Expression of the fusion gene AML1-ETO and a FLT3 length Mutation induces

acute Leukemia in a mouse model

Most genetic aberrations which can be found in human acute leukemias can be divided
into two different subgroups: class I mutations as for example mutations in receptor
tyrosine kinases (e.g. FLT3 or c-KIT), which provide a proliferation and/or survival
advantage for hematopoietic progenitor cells and class II mutations (e.g. AML1-ETO and
PML/RAR a) which occur in transcription factors and affect the differentiation and
apoptosis of the cells. If both classes work together, malignant transformations in
hematopoietic progenitor cells occur, which lead to leukemia.

In this thesis the functional consequence of the co expression of two representatives of the
two classes of mutations, which can also be found together in human patients with acute
myeloid leukemia, are studied: a length mutation in the receptor tyrosine kinase FLT3 for
the class I and the fusion gene AMLI-ETO for class II mutations. The question was
raised, whether these mutations can induce acute leukemia in a mouse model. A murine
bone marrow transplantation model was set up with mice transplanted with both genetic
alterations and mice with only one mutation or the empty vector as a control. The control
mice did not develop any disease, whereas the mice expressing AML1-ETO and FLT3-
LM together showed aggressive leukemia. Of note, both myeloid as well as lymphoid
leukemias of B — and T-cell type developed in this model of AML1-ETO and FLT3-LM
co-operation. All leukemias were confirmed by FACS staining and cytology and some by
histopathology in addition.

The data in this thesis confirms that neither AML1-ETO nor FLT3-LM alone can cause
leukemia, but that FLT3-LM is a very potent collaborating partner to induce the disease
together with AMLI-ETO.

These data contribute to the understanding of the pathobiology of two of the most frequent
AML subtypes in humans and provide the rationale to test innovative therapies such as

FLTS3 kinase inhibitors in patients with AML1-ETO positive leukemia.
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Anhang

8. ANHANG

8.1. Verzeichnis der verwendeten Gerate

ABI Prism 310 Genetic Analyzer
Bestrahlungsanlage
Elektrophoresekammer

Cyclone 25

FACSVantage

FACSCalibur

Inkubator

IVC Kiéfige und Halterung

Laminar-Flow-Sterilbank

Leitz Diavert Inverses Mikroskop
Pipetus Accu

Zentrifugen, Rotanta 46 RC
Zytospin Apparat

Applied Biosystems, Foster City, USA
Atomic Energy of Canada Limited, Canada
PEQLAB GmbH, Erlangen

PEQLAB GmbH, Erlangen

Becton Dickinson, San Jose, USA
Becton Dickinson, San Jose, USA
Binder, Tuttlingen

Technoplast, Varese, Italien

BDK Luft- und Reinraumtechnik,
Deutschland

Ernst Leitz Wetzlar GmbH, Wetzlar
Hirschmann, Deutschland

Hettich, Tuttlingen

Thermo Electron corporation, USA

8.2 Verzeichnis der verwendeten Reagenzien und Ldsungen

Agarose

Acetic Acid
Ammoniumchlorid 0, 8%
Anti Eto Antikorper

Anti FLT3 Antikorper
Avertin

CaCl,

Ciprofloxacin (Cipro)
DMEM

DMSO

Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen
Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen
Cell Systems, St. Katharinen

Santa Cruz, California, USA

Santa Cruz, California, USA
Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen
Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen
Bayer, Leverkusen

GIBCO BRL, Karlsruhe
Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen
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DNA Leiter fiir PCR
DNAZzol

DNase I

dNTP Mix

ECL Western blotting analysis System
Ecopac

Ethanol, 70%
Ethidiumbromid

FBS (Foetal Bovine Serum)
Formalin

5FU

Giemsa

GFX PCR DNA gel band elution
IL3

IL6

IL7

Isopropanol

m-SCF

Methocult GF 3434
Methocult 3630
May-Griinwald

Megaprime DNA labeling system
Microspin S-300 HR columns
Natrium Chlorid
Natriumdodecylsulphat
Natrium Hydroxid
Penicillin/Streptomycin

Sca-1

c-Kit

Gr-1
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New England Biolabs

GIBCO BRL, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Amersham, Freiburg

Cell Genesys, Foster City, USA
Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen
Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen
Cell Systems, St. Katharinen
Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen
medac, Wedel

Merck, Darmstadt

Amersham HBS, Freiburg
Tebu-bio GmbH, Offenbach

Tebu-bio GmbH, Offenbach

Tebu-bio GmbH, Offenbach
Merck, Darmstadt

Tebu-bio GmbH, Offenbach

Cell Systems, St. Katharinen

Cell Systems, St. Katharinen
Merck, Darmstadt

Amersham, Freiburg

Amersham, Freiburg
Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen
Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen
Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen
GIBCO BRL, Karlsruhe

BD PharMingen, Heidelberg

BD PharMingen, Heidelberg

BD PharMingen, Heidelberg
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Mac-1

Terl19

B220

CD4

CD8

PBS (Phosphate buffered saline )
Protaminsulfat  (Salamine)
Platinum Taq DNA Polymerase
Sigma Wasser

Skimed milk

Telleyesnickzky’s solution
ThermoScript RT-PCR

Trizma base

Trizol

Trypan blau

Trypsin-EDTA

BD PharMingen, Heidelberg

BD PharMingen, Heidelberg

BD PharMingen, Heidelberg

BD PharMingen, Heidelberg

BD PharMingen, Heidelberg
GIBCO BRL, Karlsruhe
Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen
Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen
selbst hergestellt, s.u.

Invitrogen, Karlsruhe
Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen
GIBCO BRL, Karlsruhe
Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen
GIBCO BRL, Karlsruhe

8.3 Verzeichnis der verwendeten Materialien

ECL Western Blotting Analyse System
FACS Roéhrchen

Filter (0,22 und 0,45 pum)
Heparinmikrovette (CB 300)
Kaniilen 0.5 x 25 mm

Kaniilen 0.55 x 25

Kaniilen 16 x 1.5 inch

Microspin S-300 HR Séulen
Megaprime DNA labeling System
Objekttrager

Pipetten mit Spitzen

Pipettenlx (5, 10 und 25 ml)

Amersham, Freiburg

BD Falcon, Heidelberg
Millipore, Schwalbach

Sarstedt, Numbrecht

BD Microlanc, Heidelberg

BD Microlanc, Heidelberg
Stem Cell Technologies,
Amersham, Freiburg
Amersham, Freiburg
Marienfeld, Lauda-Konigshofen
Gielson, Villiers-le-Bel, Frankreich

Corning, Schubert und Weiss, Miinchen
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Reagiergefilie Eppendorf, Wesseling-Berzdorf
Spritzen 3ml, Kendall Monoject Tyco Healthcare, GB

Spritzen 1ml BD Bioscience, Heidelberg
Zellkulturschalen 10, 15¢m Corning, Schubert und Weiss, Miinchen
Zellkulturschalen (96-, 24-, 6-well) Sarstedt, Niimbrecht

Zellkulturschalen, Susp. Zellen 10 cm BD Falcon, Heidelberg

Zellsiebe, 40pum BD Bioscience, Heidelberg
Zellschaber, 25 cm Sarstedt, Niimbrecht

Zytospin Filterkarten 5991022 Histocom AG, Zug, Schweiz

8.4 Herstellung von Losungen

Telleyesnickzky’s Losung: 450ml EtOH + 25ml Eisessig + 25ml Formaldehyde

Avertin:  Eine Basislosung wurde hergestellt indem 15,5 ml ter-amyl Alkohol zu 25
Gramm Avertin gegeben und iiber Nacht aufgelost wurde. Als Arbeitslosung wurde 0,5 ml
der Basislosung zu 39,5 ml PBS gegeben und iiber Nacht mit einem Magnetriihrer
vermischt.

5-Fluoruracil: Als Ausgangslosung wurde eine 50 mg/ml Losung von Medac verwendet.
Fiir die Injektionslosung wurden kurz vor der Injektion die Ausgangslosung mit 4 ml PBS
gemischt und bis zur Injektion dunkel gelagert.

Prahybridisierungslosung: 0,2 g Magermilchpulver und 2,0 g Dextransulphat werden in 17
ml Wasser gelost und 6 ml 20x SSC, 2 ml Formamid, 1 ml 20 % SDS und 80 pl 500mM
EDTA dazu pipetiert.

Denaturierungslosung fiir Southern Blot: Eine Losung aus 1,5M NaCl, 0,5 N NaOH in

Wasser

20 x SSC: 175,3 Natriumchlorid und 88,2 g Natriumcitrat werden in 800 ml deionisiertem
Wasser geldst und der PH auf 7,0 eingestellt, dann auf 1 Liter mit Wasser aufgefiillt.
CaCly: fiir die Transfektion 2.5M CaCl, in Wasser
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8.5 Programme

Durchflusszytometrie und FACS

Berechnung der Uberlebenskurve

Photografie

Primerdesign

Tabellenkalkulation

CellQuest Version 3,1 (BD Biosciences,

San Jose, USA)

Sigma Plot 2001 Version 7 (SPSS Inc.
Chicago, IL)

Openlab software 3.0.8 (Improvision
Deutschland, Tuebingen,)

Primer3 program, Whitehead Institute,
Massachusetts Institute for Technology, USA
(http://frodo.wi.mit.edu/cgi-

bin/primer3/primer3_www.cgi

Microsoft Excel, Redmond, WA, USA
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8.6 Abkurzungsverzeichnis

o Anti

As Aminosiure

Abb Abbildung

ALL Akute lymphatische Leukdmie

AML Akute myelozytische Leukdmie

AMLI Akutes myeloisches Leukdmie Gen 1

APL Akute promyelozytische Leukédmie

ATRA All-Trans-Retinoic-Acid

bp Basenpaare

bzw beziehungsweise

ca circa

CaCl, Kalziumchlorid

CAE Naphthol-AS-D-Chlorazetatesterase

CBF Core Binding Factor

CD Cluster of Differentiation

CEBP a CCAAT/enhancer binding protein o

CFU-S Colony Forming Units-Spleen

Da Dalton

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA engl. desoxyribonucleic acid
Desoxyribonukleinsdure

ENU N-Ethyl-N-Nitrosourea

EPO Erythropoetin

ETO engl. eight-twenty-one, 8;21 in Anlehnung an
die Chromosomen 8 und 21

FAB French-American-British

FBS engl. fetal bovine serum, Fotales Kélberserum

FISH Fluoreszenz in situ Hybridisierung

FLT3 Fms-like tyrosine kinase 3
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GFP

G-CSF
HDAC
IL
IRES
ITD
JMD
Kg
KM
LTR
LM
MEF
MIG

ml

mg

MSCV

MIY
NcoR
NHR
PB
PBS

PCR

PDGF
PTD
PTK
RBC

engl. Green Fluorescent Protein,
griines fluoreszierendes Protein
Granulocyte colony stimulating factor
Histon Deazetylase

Interleukin

Internal ribosomal entry site

interne Tandemduplikation
juxtamembrandse Doméne
Kilogramm

Knochenmark

Long terminal repeat
Langenmutation

myeloischer ETS Faktor
MSCV-IRES-EGFP

Milliliter

Mikroliter

Milligramm

engl. Murine Stem Cell Virus; muriner
Stammzellvirus
MSCV-IRES-EYFP

engl nuclear receptor corepressor
Nervy Homology Region
periphéres Blut

engl.phosphate buffered saline;
Phosphatgepufferte Kochsalzlosung
engl. Polymerase Chain Reaction
Polymerase-Kettenreaktion

Platelet Derived Growth Factor
partielle Tandemduplikation
Phosphotyrosinkinase

engl. red blood cell count, Erythrozyten
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RHD
RNA
SMRT

S.0

SPI1

STAT
Transcription
t

TP

UPM

v.a.

VCM
WBC
WHO

YFP

z.B.
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Runt Homologie Doméne

engl. ribonucleid acid, Ribonucleinsdure
Silencing Mediator for Retinoid and Thyroid
receptors

siche oben

spleen focus forming (SPFV) proviral
integration oncogene 1

Signal Transducer and Activator of

Translokation

TEL/PDGF

Umdrehungen pro Minute

vor allem

virus containing medium,; Virus enthaltendes
Medium

engl. white blood cell count, Leukozyten
World Health Organisation

engl. Yellow Fluorescent Protein, gelbes
fluoreszierendes Protein

zum Beispiel
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	Hierbei entwickeln sich aus hämatopoetischen Stammzellen  über verschiedene Zwischenstufen unter dem Einfluss von hämatopoetischen Wachstumsfaktoren Erythrozyten, Thrombozyten und Leukozyten. Hämatopoetische Wachstumsfaktoren sind Moleküle, die die Bildung, Ausreifung, Differenzierung und Überlebenszeit von unreifen Vorläuferzellen im Knochenmark bis hin zu reifen Effektorzellen im Blut steuern. Beispielsweise zu nennen wäre der Stammzellfaktor SCF (Stem Cell Factor), der erste Differenzierungsschritte der Stammzelle entweder in Richtung der myeloischen Progenitorzelle CFU-GEMM (Colony forming unit granulocyte erythrocyte monocyte macrophage) oder zur lymphatischen Stammzelle bewirkt. Unter dem Einfluss anderer hämatopoetischer Wachstumsfaktoren wie Interleukin-3 (IL-3), Erythropoetin (EPO), Granulocyte-macrophage colony stimulating factor (GM-CSF), Granulocyte colony stimulating factor (G-CSF) und Thrombopoetin (TPO) reifen innerhalb von einem bis zehn Tagen Erythrozyten, Makrophagen, Granulozyten und Thrombozyten heran. Nach Abschluss dieses Prozesses wandern die Blutzellen in die Blutbahn und die verschiedenen Körpergewebe. Die lymphatische Stammzelle differenziert sich unter dem Einfluss verschiedener Interleukine zu B- und T-Lymphozyten (Reya et al., 2001; Speck and Gilliland, 2002). 
	β2 M Primer forward
	5'TGC TAT CCA GAA AAC CCC TC3'
	β2 M Primer reverse
	5'CGG CCA TAC TGT CAT GCT TA3'
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