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Weiges Blut.

uper jehr
fpenig rothen Blutfdrperdhen bejtand ber ungleidh) gropere
Theil auf Ddenjelben farblojen ober ieigen RKbrpern, bdie
aud) im normalen Blut vorfommen, ndmlid) fleinen, nidt
gany regelmdpigen ‘Protéinmoleciilen, grogeren, Edrnigen,
fetthaltigen, fernlofen Rbrperdjen und granulierten ZJellen
mit einem rundliden, Hufeijenjdrmigen ober Fleeblattartigen
oder mit mehreren napffdrmigen, Ddijtincten RKernen. Die
groBeren bdiefer Jellen Patten ein leidht gelblidej usjehen.
Dag Verhdltnip zwijdhen den farbigen und farblojen Blut-
tdrperdjen jtellte |id) hier ungejihr umgefehrt, wie im nor-
malen Blut, indem bdie farblojen bdie NRegel, bdie farbigen
eine Art von Yusnahme zu bilben |dhienen. Wenn id) ba-
hber von iweigem Blute jprede, |p meine id) in Der
That ein Blut, in mweldem bdie Proportion 3ivijden Dden
rothen und farblofen (in Majje weien) Bluttdrperdhen eine
umgefehrte ijt, ohne dap eine Beimijdung frembdartiger de-
mijdjer oder morphologijdjer Elemente zu bemerfen wdre.

id)
fpittbe mid) glitchtlid) jdhdatzen, ber Wijjenjdhaft daburd) zu
einer neuen und, wie ef mir jdeint, nidht unwidtigen That-
jadje perholfen ju haben. -

Dr. Virdyomw.!

Iaus Virchow R. Weisses Blut. Frorieps Notizen 1845;36:151-156.
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1 EINLEITUNG

1.1 Akute myeloische Leukamie (AML) und Hamatopoese

Der Begriff Leukimie (gr. t6 Aevkd aiypo = das weiBe Blut) wurde 1845 von
Rudolf Virchow geprigt. Er hatte in einer Blutprobe eines an einer chronisch
myeloischen Leukdmie erkrankten Patienten nach Zentrifugation eine weille
Bande zwischen Erythrozyten und Blutplasma bemerkt und damit erstmals die
deutliche Zunahme der Leukozyten gegeniiber den iibrigen Blutzellreihen bei

. . . 6
einer Leukimie beschrieben®®.

155 Jahre spiter erkrankten nach Schitzungen des Robert-Koch-Instituts im Jahr
2000 in Deutschland iiber 8900 Menschen an einer Leukéimie’>.

Neben den klinisch chronisch verlaufenden Leukédmien und der iiberwiegend im
Kindesalter auftretenden akuten lymphatischen Leukdmie macht die akute
myeloische Leukdmie (AML) mit einer altersbereinigten Inzidenz von ca.
3,4/100.000 Einwohnern in den USA® etwa ein Viertel aller
Leukidmieerkrankungen aus, wobei in den Industrienationen die hochsten

Inzidenzraten vorherrschen.

An den akuten Leukidmien bei Erwachsenen hat die AML einen Anteil von etwa
80%. In Abbildung 1-1 ist die altersspezifische Inzidenz der AML in den USA
dargestellt. Es ist davon auszugehen, dass die Inzidenz der AML, die eine
Erkrankung des hoheren Lebensalters ist (medianes Erkrankungsalter: 65 Jahre,
Inzidenz bei iiber 65-jdhrigen 17/100.000), bei der steigenden Lebenserwartung in

den Industrielandern weiter zunehmen wird.

TRies LAG EM, Kosary CL, Hankey BF, et al., editors. SEER Cancer Statistics Review, 1975-
2000. Bethesda, MD: National Cancer Institute; 2003. URL: http://seer.cancer.
gov/csr/1975_2000 entnommen am 26.03.2006.
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Altersspezifische Inzidenz der AML (USA 1997 — 2001)
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nach: SEER Cancer Statistics Review, 19752001, seer cancer.go

Abbildung 1-1:
Altersspezifische Inzidenz der AML in den USA (1997-2001)™

Die Geschlechtsverteilung ist ungefihr ausgeglichen. In den meisten
Untersuchungen sind Ménner etwas haufiger von einer AML betroffen als

Frauen'".

Bisher konnten eine Reihe von pathogenetischen Faktoren fiir eine AML
identifiziert werden, unter anderem genetische Erkrankungen wie das Down-
Syndrom oder die Exposition gegeniiber bestimmten chemischen Stoffen wie zum
Beispiel Benzol.

Eine zunehmende Rolle spielen die therapieassoziierten AML-Erkrankungen

(tAML), die noch Jahre nach einer Radio- und/oder Chemotherapie auftreten

I 4us Cancer statistics Review, seer.cancer.gov, entnommen am 26.03.2006
Y Parkin DM WS, Ferlay J, Raymond L, Young J, editors. Cancer Incidence in Five Continents.
Volume VII. IARC Scientific Pub. No. 143. Lyon, France: IARC Scientific Publications, 1997.
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konnen. Bei ca. 6% der Patienten iiber 45 Jahre mit einer neu diagnostizierten
AML handelt es sich um eine tAML. Sie zeichnen sich durch eine schlechtere
Klassifizierbarkeit nach den FAB-Kriterien und eine schlechtere Prognose mit
hiufig ungiinstigen genetischen Aberrationen aus. Besonders haufig tritt eine
tAML nach der Behandlung eines Mammakarzinoms oder eines Hodgkin-
Lymphoms auf. Fiir beide Erkrankungen konnte gezeigt werden, dass das
Leukédmie-Risiko nicht aufgrund des Grundleidens erhoht, sondern durch die Art
der durchgefiihrten Therapie bedingt ist”'**'. Eine besonders wichtige Rolle spielt
die Wahl der Chemotherapeutika. Alkylantien und Topoisomerase-II-Hemmer
sind am stédrksten leukdimogen, ohne dass der genaue Pathomechanismus bisher

bekannt wiire.

Die pathogenetische Grundlage der akuten myeloischen Leukédmie ist die maligne
Transformation einer multipotenten h@matopoetischen Stammzelle, die zur
klonalen Proliferation mit reduzierter Fidhigkeit zur Differenzierung fiihrt. Als
Ergebnis kommt es zu einer Akkumulation dieser leukdmischen Zellen
insbesondere im Knochenmark mit einer Verdringung der Produktion anderer
Blutbestandteile, wie es Virchow beschrieben hat: ,,Wenn ich daher von weilem
Blute spreche, so meine ich in der That ein Blut, in welchem die Proportion
zwischen rothen und farblosen (in Masse weillen) Blutkorperchen eine
umgekehrte ist,... *. Die Hauptsymptome der Erkrankung sind somit vor allem
auf die Verdringung der iibrigen Blutzellreihen zuriickzufiihren und resultieren in
Infektanfilligkeit, da auch die normale Leukopoese durch den malignen Klon
verdringt wird, Anamie und Blutungen. Zusitzlich klagen die Patienten iiber
unspezifische Allgemeinsymptome wie Miidigkeit, Abgeschlagenheit, Fieber,

Gewichtsverlust und Dyspnoe.

Die AML wurde bisher in der French American Britisch (FAB) Klassifikation
nach zytomorphologischen und zytochemischen Gesichtspunkten in acht
Untergruppen AML-MO bis AML-M7 eingeteilt, wie es in Tabelle 1-1 dargestellt
ist. Bis auf wenige Ausnahmen ist dabei das Vorhandensein von mindestens 30%

Blasten im Knochenmark fiir die Diagnose einer AML erforderlich. Die
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zunehmenden FEinblicke in die Biologie der AML und das Wissen um

Chromosomenaberrationen haben dazu gefiihrt, dass die WHO eine neue

Klassifikation vorgeschlagen hat, die in Tabelle 1-2 dargestellt ist und sich mehr

an diesen Gesichtspunkten orientiert™.

FAB Subtyp héufige genetische Produkt
Aberration
MO undifferenziert
M1 myeloblastidr ohne Reifung
M2 myeloblastir mit Reifung t(8;21) AMLI-ETO
M3 hypergranuldr-promyelozytiar | t(15;17) PML-RAR«
M4 myelomonozytir Inv16, t(16;16) CBFB-MYHI11
M4 Eo | Mehr als 5% Eosinophile
M5 monozytiar/monoblastir t(9;11), t(11g23)
M6 Erythroleukdmie
M7 Megakaryoblastenleukédmie
Tabelle 1-1:

FAB-Klassifikation der AMLY

Die WHO-Klassifikation teilt die AML in vier Hauptgruppen ein. Zur ersten

Gruppe zidhlt die AML mit rekurrenten zytogenetischen Aberrationen. Durch

diese Gruppe wird den zunehmenden Erkenntnissen aus der Molekularbiologie

Rechnung getragen. Eine weitere Neuerung ist die Absenkung des geforderten

Blasten-Anteils im Knochenmark von 30 auf 20%.

Y nach Bennett JM et al.
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1. AML mit rekurrenten | AML mit t(8;21), t(15;17), inv(16), t(16;16)
zytogenetischen Aberrationen

2. AML mit Mehrlinien- | mit oder ohne MDS in der Vorgeschichte

Dysplasie

3. Therapie-assoziierte AML | nach Therapie mit Alkylanzien,
und MDS Epipodophyllotoxinen oder sonstigen Typen
4. AML ohne weitere | Einteilung nach zytomorphologischen und
Spezifizierung zytochemischen Gesichtspunkten

Tabelle 1-2:

WHO-Klassifikation der AMLY!

Noch vor 25 Jahren hatte die Therapie der AML fast ausschlieBlich palliativen
Charakter. Heute konnen viele Patienten dank der Optimierung der supportiven
Therapie und der besseren Behandlungsmoglichkeiten von Infektionen und
anderen Komplikationen mit einem kurativen Ansatz therapiert werden. Das
primire Ziel ist, mittels einer Induktionstherapie, die aus einer intensivierten
zytostatischen Kombinationstherapie besteht, eine Remission zu erreichen, was
mit den heutigen Therapieschemata in der Gruppe der 15-60-jdhrigen bei ca.
70-80% der Patienten gelingt. Bei etwa 25-35% dieser Patienten kann ein
leukéimiefreies Langzeitiiberleben erreicht werden’. An die Induktionstherapie
schlieft sich die Postremissionstherapie an, deren wichtigste Elemente neben der

Chemotherapie die autologe und allogene Stammzelltransplantation sind.

Grundlage fiir das Verstidndnis der Entstehung einer Leukidmie sind die Vorgénge
bei der normalen Hamatopoese. Unter Hamatopoese versteht man den komplexen
Vorgang, bei dem sich aus einer pluripotenten himatopoetischen Vorlduferzelle
des Knochenmarks iiber mehrere Zwischenschritte die reifen, im peripheren Blut

zu findenden Blutzellen entwickeln.

VI hach N. Lee Harris, JCO 1999
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Die Hamatopoese des Menschen ist ein durch das komplexe Zusammenspiel von
Wachstums- und Transkriptionsfaktoren in hohem Malle kontrollierter und
regulierter Prozess. Zunéchst entwickelt sich aus einer pluripotenten Stammzelle,
die die sog. selfrenewal capacitiy besitzt, unter bestimmten Bedingungen, die im
Detail noch nicht vollstiandig verstanden sind, die Ausdifferenzierung in Richtung
der myeloischen, der erythropoetischen, der megakaryozytiren oder der
lymphatischen Zellreihe. Eine essentielle Rolle bei der Differenzierung in eine
bestimmte Richtung spielen dabei Transkriptionsfaktoren. Transkriptionsfaktoren
sind Proteine, die durch bestimmte Mechanismen wie z.B. Bindung an die
Promotorregion eines Gens, die Expression von Genen sowohl positiv als auch

negativ regulieren konnen.

COMMITED
STEM CELLS PROGENITORS MATURE CELLS
[ I 1 1

<:PreTceII
cLP

T-Lymphocyte

B-Lymphocyte
/Plasma cell

Pre-B cell

Erythrocyte

Megakaryocyte
/Platelets

Self-renewal Basophil

/Mast cell

Eosinophil

Neutrophil

N Monocyte/

Y Macrophage/
Kupffer cell
Langerhans cell

@ Dendritic cell
Q

\"’W g @ Osteoclast
Oc-CFC (?)

Schematische Darstellung der Hiimatopoese '™

Abbildung 1-2:

VI qus http://www.bloodlines.stemcells.com, entnommen am 15.04.07.
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Bei Leukédmien sind die Gene, die fiir Transkriptionsfaktoren kodieren, hdufig von
genetischen Aberrationen betroffen. Diese fithren zu einem Funktionsverlust der
regulierenden Genprodukte und damit zum Verlust der Kontrolle iiber
Proliferation und Differenzierung und damit letztendlich zur Entstehung einer
Leukimie™. Das Ergebnis ist somit eine maligne entartete Zelle, deren
Proliferationsfahigkeit erhalten geblieben und deren Fihigkeit zur Differenzierung

verloren gegangen ist.

In bis zu 65% aller akuten Leukdmien konnen somatisch erworbene,
chromosomale Translokationen oder Inversionen nachgewiesen werden’®. Zu den
hiufigen Translokationen bei der AML zihlen die Translokation t(8;21) und die
Inversion 16, die beide prognostisch vorteilhaft sind’. Sie alleine sind fiir eine
maligne Transformation einer Zelle jedoch nicht ausreichend; in der Regel sind
zusitzliche genetische Veridnderungen nétig, um zu einer Leukidmie zu fiihren.
Eine wichtige Rolle bei dieser 2-Treffer-Hypothese konnten dabei aktivierende
Mutationen im FLT3 (Fms-like tyrosine kinase 3)-Gen spielen. Diese so
genannten Klasse 1-Mutationen fithren zusammen mit der Mutation eines
Transkriptionsfaktors (Klasse 2-Mutation) zur Entwicklung einer Leukiimie™.
Diese Hypothese bietet wichtige Anregung fiir die Entwicklung neuer

therapeutischer Strategien.

Ein weiterer Pathomechanismus, iiber den leukdmische Fusionsproteine zur
Leukidmieentstehung beitragen konnen, wurde 2003 von Alcalay et al.
beschrieben. In Microarray-Untersuchungen wurde gezeigt, dass durch
Uberexpression der Fusionsproteine PML-RARa und AMLI-ETO Gene aktiviert
werden, die fiir die Erhaltung des Stammzell-Status verantwortlich sind und damit
die Stammzell-Erneuerung aktiviert wird. Zum anderen werden DNA-Reperatur-
Gene supprimiert, was zu einer Akkumulation von DNA-Schiden fiihrt'.
Leukdmische Fusionsproteine scheinen so zum einen einen proleukdmischen
Zustand herbeizufiihren und tragen zum anderen moglicherweise zur Entstehung
von ,,second hits* bei. Wenn diese einen sensiblen Bereich treffen, wie z.B. ein

Tyrosinkinase-Gen, kann das schlieBlich zur Leukdmieenstehung fiihren.
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Der Begriff akute myeloische Leukidmie bezeichnet somit nicht eine einzelne
Erkrankung, sondern subsumiert vielmehr — je nach Art und Auswirkung der
genetischen Mutation — eine Vielzahl verschiedener Krankheitsentititen mit
unterschiedlichem Krankheitsverlauf und Prognose fiir den betroffenen Patienten.
Die Konsequenz daraus ist, dass je nach Art der Mutation die Erkrankung
unterschiedlich behandelt werden muss. Dabei kann die Therapie umso
spezifischer sein, je mehr iiber die chromosomale Aberration und die daraus

resultierenden Verdnderungen bekannt ist.

Das Wissen um die molekularbiologischen Grundlagen der akuten
Promyelozytenleukdmie, die mit der Translokation t(15;17) und dem daraus
resultierenden Fusionsprotein PML/RARa assoziiert ist, hat auch die Therapie
wesentlich beeinflusst. Die Therapie mit dem Vitamin-A-Sédure-Derivat all-trans-
Retinsdure ist die erste — und bisher einzige - spezifische, auf den
Pathomechanismus ausgerichtete Therapie der akuten Leukidmie. Diese fiihrt zu
einer Ausdifferenzierung des Leukdmieklons und zur Wiederherstellung der

normalen polyklonalen H'aimaltopoese3 7,
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1.2 Die Translokation t(8;21) und das Fusionsprotein
AML1-ETO

Die Translokation t(8;21) wurde erstmals 1973 beschrieben®’. Die zwei von der
Translokation betroffenen Gene, AMLI1 (acute myeloid leukemia 1) und ETO
(Eight Twenty One) konnten jedoch erst Anfang der 1990er Jahre identifiziert
werden. Das daraus resultierende Fusionsprotein AML1-ETO findet sich in 22,0%
aller AML-Fille, bei der AML-M2, bei der es am héufigsten nachweisbar ist, in
44,8%"'. Wesentlich seltener ist es auch bei der AML MO, M1 und M4

nachweisbar.

Bei der Translokation t(8;21) kommt es zu einer Fusion von einem Teil des
AMLI-Gens auf Chromosom 21g22 mit nahezu dem gesamten ETO-Gen auf
Chromosom 8q22'"*. Das Ergebnis ist das Protein AMLI-ETO, bei dem der
N-terminale Anteil von AMLI mit dem C-terminalen Anteil von ETO fusioniert
ist’. Die runt homology domain (RHD) von AMLI, die fiir die DNA-Bindung
und Protein-Protein-Interaktionen von entscheidender Bedeutung ist, bleibt dabei
erhalten, wihrend die gesamte Transaktivierungsdoméne von AMLI1 verloren

geht™.

AMLI (auch RUNXI1, CBFa und PEBP20B genannt) gehort zur RUNX-Familie,
zu der neben AMLI1 noch AML2 und AML3 gehoren und ist Bestandteil des Core
Binding Transcription Factors (CBF), der hdufig in Translokationen bei AML
involviert ist. Es handelt sich dabei um ein Heterodimer, das sich aus der CBFa-
Untereinheit und der CBFB-Untereinheit zusammensetzt. Das normale AMLI-
Gen, das aus neun Exons besteht und unter der Kontrolle von zwei unabhingigen
Promotoren stehtZS, kodiert fiir mehrere Proteine. Die wichtigsten sind AMLIB
und AMLIb. Bei dem Protein AMLIA fehlt — wie in AMLI-ETO - die
Transaktivierungsdomine, es wurde deshalb in Experimenten als kompetitiver
Inhibitor von AMLI1B eingesetzt. Zur effektiven DNA-Bindung bildet AMLI1 ein
Heterodimer mit CBFf iiber die Runt-Domine, die dem Drosophila-Protein Runt

sehr dhnlich ist®.
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Interessanterweise betreffen zwei weitere chromosomale Aberrationen, die bei
AML vorkommen, die Inversion 16 inv(16) und Translokation t(16;16) den
Bindungspartner von AMLI CBFB'"*. In AMLI1-ETO ist die Runt-Domine

erhalten, wodurch die Bindung an Zielgen-Promotoren von AML1 mdglich bleibt.

AMLI ist an mehreren chromosomale Translokationen beteiligt. Neben der
Translokation t(8;21) sind bisher noch die Translokationen t(16;21) 22 die zur
Fusion von AMLI1 und MTG16 fiihrt und die Translokation t(3;21) 54, die in der
Blastenkrise bei chronisch myeloischer Leukdmie gefunden wird, bekannt. Das
Fusionsprotein dieser Translokation ist AMLI-EVII1. Die hdufigste Translokation
bei der B-Zell-Leukdmie, t(12;21) 27, resultiert in dem Fusionsprotein AMLI-
TEL. Die Inversion inv(16) *, bei der MYH11 mit CBFp, einem wichtigen
Bindungspartner von AMLI, fusioniert ist, betrifft die Funktion von AMLI

indirekt.

Als Zielgene von AML1 wurden unter anderem Interleukin 3 (IL—3)82, GM—CSFgO,
und CSF-1* identifiziert. Es gibt jedoch Hinweise, dass AMLI1 auch

Transkriptions-hemmend wirken kann.

Die Hypothese, dass AMLI, das bei Leukdmien sehr hdufig von chromosomalen
Translokationen betroffen ist, ein wichtiger Regulator der Himatopoese ist, wurde
durch Experimente mit AML1-null Méusen bestitigt, die keine hdmatopoetischen
Vorlduferzellen bilden konnen. Die Tiere sterben an Tag 12,5 durch
Himorrhagien verursacht durch den hidmatopoetischen Defekt’’. Neueste
Untersuchungen an adulten Méiusen mit einem konditionalen AMLI1-Knockout-
System entwickeln ca. 2 Monate nach Induktion ein Syndrom &hnlich einem

myelodysplastischen Syndrom®.

CBFp ist ein 187 Aminoséduren grofles Protein, das selbst nicht an DNA bindet,
aber die DNA-Bindung und die transkriptionelle Kapazitit von AMLI1 erhoht™.
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Wie wichtig CBF fiir die normale Funktion von AMLI ist, zeigt, dass CBFf3 null

Miuse die gleichen Symptome wie AMLI1 knockout Miuse vorweisen’ .

ETO (auch MTGS fiir myeloid transforming gene 8 genannt) war bis zu seiner
Entdeckung als Fusionspartner von AML bei der Translokation t(8;21) unbekannt.
Deshalb ist ETO ein Akronym fiir die Translokation (8;21) (Eight Twenty One).

AML1 ETO
- L >
Dimerization domain/MTGR-1/ETOZ2
N-CoR N-CoR/SMRT
CBFp mSin3a mSin3a
l NMTS l l l l NMTS
| A e, o Ly ST b, A

1 ! f !

C/EBP family HDAC-1/3 HDAC-2 HDAC-(1-3)
c-Junfc-fos —— — — 5
ETS family 4 ¢ 4
GATA1 Gfi-1 Gfi-1 PKA RII
LEF-1 4
PAX5 - &  PMIF
Smad3 HSP90
Bcl-6
+
Atrophin-1

Abbildung 1-3:

Schematischer Aufbau von AMLI1-ETO mit Protein-Protein-Bindungsstellen. Die runt
homology domain (RHD) von AML1 ist vollstindig vorhanden, wihrend die
Transaktivierungsdomiine nicht Bestandteil des Fusionsproteins ist. Die vier nervy homology

regions (NHR) von ETO sind dagegen alle auch im Fusionsprotein enthalten. "™

VI qus Peterson et al. The 8:21 translocation in leukemogenesis
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ETO hat vier evolutionir konservierte Doméinen, die wegen Ihrer Ahnlichkeit zum
Drosophila Protein Nervy Homology regions 1-4 genannt werden'*'®,

Uber diese Dominen interagiert ETO mit anderen Proteinen. Eine kritische Rolle
scheint dabei die Zink-Finger-Domine von NHR 4 zu spielen, an die SMRT und
N-CoR binden, die wiederum einen Corepressor-Komplex mit Sin3a und Histon

. .. 24,35,47,87
Deacetylasen bilden kdnnen 33478

. Dieser Corepressor-Komplex fiihrt zu einer
negativen Regulation der Transkription von Zielgenen. Doch auch an andere

Bereiche von ETO konnen diese Corepressoren binden®.

Das Fusionsprotein hat die Fihigkeit zur Bindung an die AMLI1-DNA-
Bindungsstelle (TGT/CGGT) tiber die Runt-DNA-Domine, die dem Drosophila-

Protein Runt sehr dhnlich ist, behalten®.

Coactivators

CBEE b
L. AamL1L

-

Koo,
I Target genas
- TGTGGT-— »>

Abbildung 1-4:

Schematische Darstellung der Funktion von AML1 und CBFp. AML1
bindet iiber die runt-Domine an die DNA in der Promotorregion der
Zielgene. CBFp und andere Coaktivatoren verstirken das

Transaktivationspotential von AML1.™™

An der Zielsequenz scheint es als dominanter Repressor zu fungieren. Diese

Funktion scheint durch eine direkte Interaktion von ETO mit dem Corepressor-

Komplex vermittelt zu sein®**.

X aus Lowenberg et al.: Acute Myeloid Leukemia{Lowenberg, Downing, et al. 1999 77 /id}
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18;21)

C-:: rEpressor
C::-mpl&:r:

‘E/ Mﬁ.llli_’l ETO '
[ Target genes
—TGTGGET---

Abbildung 1-5:

Schematische Darstellung der repressiven Funktion von AMLI1-ETO.
AMLI1-ETO bindet iiber die erhaltene runt-Domine ebenfalls an die
DNA im Bereich des Promotors der Zielgene. Uber den ETO-Anteil des
Fusionsproteins bindet der Corepressor-Komplex, der die Transskription

der Zielgene hemmt.™

Wie Untersuchungen am Mausmodell zeigen, ist AMLI-ETO allein jedoch nicht
in der Lage zu einem Differenzierungsblock oder zur Entstehung einer Leukdmie
zu filhren. AML1-ETO knockin-Méuse versterben in der Embryonalphase; jedoch
nicht an einer Leukidmie, sondern — dhnlich wie AML1 knockout-Méuse — durch
einen Verlust der normalen Himatopoese. Wenn man — um diese embryonale
Letalitdt zu umgehen — Méuse mit konditional steuerbarem AMLI1-ETO generiert,
haben diese nur minimale himatopoetische Aberrationen. Erst nach zusitzlichen
genetischen Schiddigungen der hdmatopoetischen Vorlduferzelle kommt es zur
Entwicklung einer akuten myeloischen Leukdmie mit AMLI-ETO typischen

. 0.6
Charakteristika®>0%>%3,

Neueste Untersuchungen weisen darauf hin, dass insbesondere die Kombination
aus chromosomalen Translokationen, die hdufig Transkriptionsfaktoren wie CBF
involvieren und Punktmutationen, die hiufig Gene der innerzelluldren

Signaliibertragung betreffen, zur Entstehung einer Leukimie fithren’'
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1.3 Das Protoonkogen c-Jun

Das Protoonkogen c-Jun, das urspriinglich 1987 als zelluldres Gegenstiick zu dem
viralen Onkogen v-Jun entdeckt wurde48, ist Bestandteil der AP-1 (activator
protein-1) Transkriptionsfaktorfamilie, zu der neben der Jun-Gruppe mit c-Jun,
JunB und JunD auch die Untergruppen Fos, Maf und ATF gehoren. Gemeinsam
ist diesen Transkripitonsfaktoren, dass sie TPA (Tetradecanoyl-12,13-
phorbolacetat)-response elements (TRE, 5-TGAG/CTCA-3') oder cAMP
response elements (CRE, 5'-TGACGTCA-3') erkennen konnen'® und dass sie zur
bZIP-Familie gehoren, die iiber die Leucin-Zipper-Region dimerisieren und an die

DNA binden.

Das 39kDa grofle c-Jun Protein besteht aus einer C-terminalen Leucin-Zipper
DNA-Bindungs-Region (b-ZIP) und einer N-terminalen Transkriptions-
Aktivierungs-Doméne. Jun N-terminal kinase (JNK) bindet iiber eine Docking-
Domine im Bereich der 8-Region an c-Jun und fiihrt {iber die Phosphorylierung
von Serin 63/73 und unter bestimmten Umstiinden auch von Threonin 91/93°% zu

einer Erhdhung des Transaktivations-Potentials von c-Jun®'".

JNK-Seiten
S63 S73T91 To3

Tow  w—

31-59 257-276 280-308
0-Doméne DB LZ

Abbildung 1-6:

Schematische Darstellung von c-Jun mit DNA-Bindungs-Doméne (DB)und Leucin-Zipper-
Doméne (LZ), iiber die es zur Homo- oder Hetero-Dimerisierung kommt. Jun N-terminal
kinase bindet iiber eine Docking-Region im Bereich der 6-Domiine und phosphoryliert c-Jun

an den Phosphorylierungsstellen.
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c-Jun, der potenteste transkriptionelle Aktivator der AP-1-Familie bildet mit den
anderen AP-1 Mitgliedern Homo- oder Heterodimere und bindet iiber die Leucin-
Zipper an die DNA, wobei es je nach Bindungspartner TPA- oder cAMP-response
elements in einem Promotor erkennt®. Heterodimere haben dabei eine héhere

DNA-Bindungs-Affinitéit als Homodimere.

Nelerm

Abbildung 1-7:

JNK (Jun N-terminal kinase) bindet iiber die Docking-Doméne in der 6-
Region an c-Jun und fiihrt iiber die Phosphorylierung von S63/73 zur
Steigerung der transkriptionellen Aktivitit. Dieser Bereich von c-Jun
wird daher als Aktivierungsdoméne (AD) bezeichnet. In dieser
Darstellung kommt es iiber die C-terminal gelegene Leucin-Zipper-

Doméne (ZIP) zur Homodimerisierung.X

Die Promotorregion des c-Jun Gens enthdlt selbst zwei AP-1/CRE-
Bindungsstellen, wobei eine von ihnen proximal und eine distal gelegen ist. c-Jun
stimuliert durch Bindung an die AP-1/CRE Bindungsstellen in seinem Promotor

seine eigene Transkription im Sinne einer positiven Autoregulation®’.

X aus Dunn et al.: Molecular mechanism and biological functions of c-Jun N-terminal kinase

signalling via the c-Jun transcription factor{Dunn, Wiltshire, et al. 2002 220 /id }
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Die AP-1-Aktivitdit wird durch multiple Faktoren wie Wachstumsfaktoren,
Zytokine, bakterielle und virale Infektionen und einer Vielzahl von physikalischen
und chemischen Stressfaktoren stimuliert. Die Aktivierung von c-Jun erfolgt dabei
vor allem iiber die JNK- und p38 mitogen-aktivierte Proteinkinase (MAPK)-
Kaskade, an deren Ende die Phosphorylierung von c-Jun und anderen AP-1-
Mitgliedern und damit die Erhohung der transkriptionellen Aktivitit steht. Durch
Bindung an die AP-1 Bindungsstellen im c-Jun Promotor kommt es auch zu einer
erhohten Transkription von c-Jun selbst”. Die funktionellen Eigenschaften von
c-Jun sind vielfiltig, stark vom jeweiligen Zelltyp abhingig und noch nicht bis ins
Detail verstanden. Es gibt experimentelle Hinweise dafiir, dass c-Jun sowohl eine
wichtige Rolle bei der Zell-Proliferation und Tumorentstehung, als auch bei der

Apoptose spielt.

In Fibroblasten konnte gezeigt werden, dass die Uberexpression von AML1-ETO
zu erhohten Werten von phosphoryliertem c-Jun und erhohter AP-1-Aktivitdt und
in  Verbindung damit zu maligner Transformation fihrt™®.  Die
pathophysiologische Bedeutung dieser Ergebnisse — insbesondere in myeloischen

Zellen — ist jedoch noch unklar und soll Gegenstand dieser Arbeit sein.
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1.4 Fragestellung

Anhand folgender Fragestellungen sollen in dieser Arbeit die moglichen
Mechanismen der malignen Transformation hdmatopoetischer Zellen untersucht

werden.

Fiihrt die Uberexpression des Fusionsproteins AMLI1-ETO zu einer Aktivierung

des c-Jun Promotors in U937-Zellen?

Uber welche DNA-Bindungsstelle wird der c-Jun Promotor durch AMLI1-ETO

aktiviert?

Haben c-Jun und/oder AMLI1-ETO allein oder zusammen einen Effekt auf die
Transkriptionsaktivitit der Promotoren, die die Expression von AMLI-ETO
kontrollieren?

Fiihrt die Aktivierung des c-Jun Promotors zu erhohter c-Jun-Transkription?

Wird die Translation des Transkriptionsfaktors c-Jun erhoht und ist das c-Jun-

Protein in erhdhten Spiegeln nachweisbar?

Wird die Proliferation von U937 Zellen durch Uberexpression des
Fusionsproteins AML1-ETO erhoht?
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2.1 Materialien

2.1.1 Reagenzien

Acrylamid- Bisacrylamid

Agarose

Ammoniumperulphat (APS)

DMEM

Ethanol

Ethidium Bromid
Fetal Bovine Serum
L-Glutamin
Glycerin
Isopropanol

- Mercaptoethanol
Methanol

Natrium Chlorid
dNTPs

PBS
Penicillin-Streptomycin
PCR Primer

RPMI 1640 Medium
SDS

Stickstoff, fliissig
Temed

Tris

Trypsin

Trypanblau 0,5%
Zinksulfat

BioRad GmbH, Miinchen, Deutschland
Life Technologies, Paisley, Schottland
BioRad GmbH, Miinchen, Deutschland
PANBIiotech, Aidenbach,Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Life Technologies, Paisley, Schottland
Life Technologies, Paisley, Schottland
Gibco BRL, Rockville, MD, USA
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma, St.Louis, USA

Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Promega, Mannheim, Deutschland
PAN Biotech, Aidenbach, Deutschland
Gibco BRL, Rockville, MD, USA
Metabion, Martinsried, Deutschland
PAN Biotech, Aidenbach, Deutschland
BioRad GmbH, Miinchen, Deutschland
Linde, Miinchen, Deutschland

BioRad GmbH, Miinchen, Deutschland
BioRad GmbH, Miinchen, Deutschland
PAN Biotech, Aidenbach, Deutschland
Serva, Heidelberg, Deutschland

Sigma, St.Louis, USA
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2.1.2 Reaktionskits

Biorad-Protein-Estimation Kit
Detection system ECL

Effectene®

Fast Start SYBR Green I Kit
Dual-Luciferase® Reporter Assay Kit
Maxiprep DNA-Isolations Kit
MTT-Assay

Omniscript® RT cDNA Synthese Kit
Plasmid Isolations Kit

TNT-Reticulocyte-lysate-system

2.1.3 Enzyme und Marker

RNasin
Protein rainbow ladder
Protein Marker
DNA-Standard
1kb ladder
100bp ladder

BioRad GmbH, Miinchen, D.
Amersham, Braunschweig, D.
Qiagen, Hilden, Deutschland

Roche Diagnostik, Mannheim, D.
Promega, Mannheim, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland

LGC Promochem GmbH, Wesel, D.
Qiagen, Hilden, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland

Promega, Mannheim, Deutschland

Promega, Mannheim, Deutschland
Biorad, Miinchen, Deutschland
Biorad, Miinchen, Deutschland

NEB, Frankfurt, Deutschland
NEB, Frankfurt, Deutschland
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2.1.4 Laborgerate und Verbrauchsmaterial

Inkubator fiir Bakterien

Schiittler fiir Bakterien

Blotting Papier

Cryovials

ECL-Filme

Entwicklungs-Maschine
Gelelektkrophorese-System

Heizblock

Light Cycler™ Real time PCR Maschine
Luminometer Turner Designs TD-20/20
pH-Meter

Photometer

Pipetten

Pipettenspitzen

QuickSpin®Siulen

Tank fiir fliissigen Stickstoff
Inkubator

Mikroskop

Pipetten

Zellkulturflaschen
Zentrifugiergefilie

Sterile Arbeitsbank

Sterile Filter

Zihlkammer

Heraus, Hanau, Deutschland

New Brunswick Scientific,
Niirtlingen, D.

Schleicher & Schiill, Dassel,
Deutschland

Nunc, Roskilde, Danemark
Amersham, Braunschweig, D.
Agfa, Leverkusen, Deutschland
Bio-rad GmbH, Miinchen, D.
Techne, Cambridge, GroBbritannien
Roche, Mannheim, Deutschland
Promega, Madison, WI, USA
WTW, Weilheim, Deutschland
Pharmacia, Freiburg, Deutschland
Gilson, Langfeld, Deutschland

Star Labs, K&K Laborbedarf,
Miinchen, D.

Roche, Mannheim, Deutschland
Cryoson, Schollkrippen, Detuschland
WTB, Tuttlingen, Deutschland
Zeiss, Oberkochen, Deutschland
Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland
Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland
Sarstedt, Numbrecht, Deutschland
BDK, Sonnenbiihl, Deutschland
Gelman Sciences, Ann Arbor, USA
Brand, Wertheim, Deutschland
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2.1.5 Puffer und Lésungen

Puffer und Losungen, die nicht in fertigen Kits enthalten waren, sind im

Folgenden aufgefiihrt:

Zell-Lysier-Puffer
RIPA Lysier-Puffer

1% NP40

0,5% Natriumdeoxycholat
0,1% SDS

0,15M NaCl

5SmM EDTA

50mM Tris (pH 8,0)

ImM PMSF

10mM Natriumpyrophosphat
50mM Natriumfluorid
0,2mM Natriumorthovanadat
10pg/ml Chymostatin
10pg/ml Pepstatin A
10pg/ml Leupeptin A
10pg/ml Aprotinin

10pg/ml Antipain

Losungen fiir Gel-Elektrophorese (SDS-Page)

Tankpuffer (4x) (pH 8,5)

Transfer Puffer (pH 8,5)

12g Tris
57,6g Glycin
4g SDS

25mM Tris
0,2M Glycin
20% Methanol
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Loading Dye (2x)

SDS/Acrylamid Gel
Running Gel (10%)
3,0ml Acrylamid (40%)
3,8ml 1,5M Tris (pH 8,8)
0,1ml 10% SDS
0,2ml 10% APS
5,0ul TEMED
2,8ml dH,0

Western Blot Losungen

TBS-Puffer (10x) (Tris-buffered saline)

TBST

Block-Puffer

Verdiinnungspuffer fiir Antikorper

125mM Tris/HCI (pH 6,8)
4% SDS

10% B-Mercapto-Ethanol
30% Glycerol

0,004% Bromophenol Blau

Stacking Gel (10%)
0,65ml Acrylamid (40%)
1,25ml 0,5% Tris (pH 6,8)
0,05ml 10% SDS

0,05ml 10% APS

5,0ul TEMED

3,0ml dH,0

24,2¢g Tris

80g NaCl

mit HCI auf pH 7,6 einstellen
auf 11 H,O

0,05% Tween 20 in 1x TBS

0,1% Tween 20 in 1x TBS
5% Magermilchpulver

0,05% Tween 20 in 1x TBS
2,5% Magermilchpulver
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Stripping Losung 0,1M B-Mercapto-Ethanol
2% SDS
IM Tris (pH 6,8)

TE Puffer 10mM Tris/HCI (pH 8,0)
ImM EDTA

2.1.6 Expressionsvektoren, Reporterkonstrukte und Primer

2.1.6.1 Eukaryotische Expressionsvektoren

pCMV5
eukaryoter Expressionsvektor mit einer GroBle von 4,7 kb mit einem
Ampicillin Resistenz Gen und starkem CMV-Promotor. Bezugsquelle:

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, Deutschland

pCMV5-AMLI-ETO

pCMV5-AMLI

pCMV5-ETO

pCMV5-CBFp
Expressionsvektoren. Bezugsquelle: Scott Hiebert, St. Jude Children’s
Hospital, Memphis, USA®.

pGdBBX
vollstindige G6PD-cDNA im Expressionsvektor pUC12. Bezugsquelle:
Andreas Hochhaus, III. Medizinische Universititsklinik, Mannheim,

Deutschland'®.
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2.1.6.2 Reporterkonstrukte

PRL-null
Interner Kontroll-Vektor fiir den Dual-Luciferase® Reporter Assay Systems,
der die cDNA enthilt, die fiir die Renilla Luciferase kodiert und keinen
weiteren eukaryotischen Promotor oder Enhancer enthilt. Bezugsquelle:

Promega, Madison, WI, USA.

pGL2

Bezugsquelle: Promega, Mannheim, Deutschland

pGL3

Bezugsquelle: Promega, Mannheim, Deutschland

pXP2
Bezugsquelle: Behre

Menschlicher c-Jun Promotor (bp -1780/bp +731) in pGL3

Menschlicher c-Jun Promotor (bp -952/bp +731) in pGL3

Menschlicher c-Jun Promotor (bp -719/bp +731) in pGL3

Menschlicher c-Jun Promotor (bp -345/bp +731) in pGL3

Menschlicher c-Jun Promotor (bp -180/bp +731) in pGL3

Menschlicher c-Jun Promotor (bp -63/bp +731) in pGL3
Bezugsquelle: Wayne Vedeckis, State University Medical Center, New
Orleans, USAY,

Menschlicher c-Jun Promotor (bp -79/bp +170) in pGL2

Menschlicher c-Jun Promotor (bp -79/bp +170) in pGL2, proximale AP-1 site
mutiert
Bezugsquelle: Xiao-Fan Wang, Duke University Medical Center, Durham,
North Carolina, USA’3,
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Menschlicher M-CSF-Rezeptor Promotor (bp -416/bp +71) in pXP2
Bezugsquelle: D. E. Zhang, Scripps Research Institute, La Jolla, CA, USA®.

Menschlicher distaler AMLI Promotor in pGL2

Menschlicher proximaler AMLI Promotor in PGL2
Bezugsquelle: G. Behre, III. Medizinische Klinik der Universitit Miinchen,
Deutschland.

2.1.6.3 Primer

c-Jun Sense: 5’ -gca tga gga acc gca tcg ctg cct cca agt- 3038
c-Jun Antisenese: 5’ -gcg acc aag tcc ttc cca ctc gtg cac act- 338
GO6PD Sense: 5’ -ccg gat cga cca cta cct ggg caa g- 3710
GO6PD Antisenes: 5’ -gtt ccc cac gta ctg gcc cag gac ca- 3710
AMLI-ETO Sense: 5’ -atg acc tca ggt ttg tcg gtc g- 3’

AMLI-ETO Antisense: 5’ —tga act ggt tct tgg agc ctc ct- 3’

2.1.7 Antikorper

Primire Antikorper

Anti c-Jun/AP-1

Polyklonaler Kaninchen-Antikorper gegen die Amino-terminale Doméne.
Verdiinnung fiir den Western Blot. 1:1000, Bezugsquelle: Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA

Anti ETO
Polyklonaler Ziegen-Antikorper gegen das Carboxy-Ende von ETO.
Verdiinnung fiir den Western Blot 1:1000, Bezugsquelle: Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA



MATERIAL UND METHODEN 27

Anti B-Tubulin
Polyklonaler Kaninchen-Antikorper gegen die Aminosduren 210-444 am
Carboxy-Ende von B-Tubulin. Verdiinnung fiir den Western Blot: 1:500,
Bezugsquelle: Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA

Sekundire Antikorper

Anti Kaninchen-1gG
HRP-konjugierter Esel-Antikorper. Verdiinnung fiir den Western Blot
1:2000, Bezugsquelle: Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg,
Deutschland

Anti Ziegen IgG
HRP-konjugierter Kaninchen-Antikorper. Verdiinnung fiir den Western
Blot 1:2000, Bezugsquelle: DAKO, Déanemark

2.1.8 Verwendete Zelllinien und Bakterien

U937

Es wurden U937 Zellen verwendet, die aus einer humanen monozytiren
Tumorzelllinie stammen’. In Abbildung 2-1 sind U937 Zellen lichtmikroskopisch
dargestellt.

Bezugsquelle: ACCS5, DSMZ, Braunschweig, Deutschland.
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Abbildung 2-1:

Lichtmikroskopische Darstellung von U937 Zellen

U937 mit Zink-induzierbarer Expression von AML1-ETO (U937 Zn/AE)

Fiir einige Versuche wurden U937 Zellen, die mit einem Zink-induzierbaren
AMLI1-ETO-Expressions-Vektor stabil transfiziert worden waren, verwendet. Die
Expression von AMLI1-ETO wurde durch Hinzufiigen von 100uM Zn** zum
Zellkulturmedium induziert.

Bezugsquelle: Pier Guiseppe Pelicci, Mailand, Ttalien'’.

U937 mit Tetracyclin-regulierter Expression von AMLI1-ETO (U937
TET/AE)

Fiir die Realtime PCR und den Western Blot wurden U937 Zellen, die mit einem
Tetracyclin-regulierten (Tet-off-System) AMLI1-ETO-Expressionsvektor stabil
transfiziert worden waren, verwendet. Die Expression von AMLI1-ETO wurde
durch dreimaliges Waschen der Zellen in PBS und Ausséen in Tetracyclin-freiem

Kulturmedium induziert.
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Bezugsquelle: Dong-Er Zhang, The Scripps Research Institute, La Jolla, USA®.

Escherichia coli DH Sa
Zur Herstellung der bendtigten DNA wurden mit den jeweiligen Plasmiden
transformierte Escherichia coli DH Sa Bakterien verwendet.

Bezugsquelle: Life Technologies, Paisley, Schottland

2.1.9 Kulturmedien
2.1.9.1 Bakterien

Zur Kultivierung von Bakterien wurde LB (luria bertani) Medium mit ent-

sprechenden Antibiotika verwendet.

2.1.9.2 Suspensionszellen

U937 und U937 Zn** induzierbare AML1-ETO Zelllinie:
RPMI

10% FBS

1% L-Glutamin

1% Penicillin-Streptomycin

U937/TET Zelllinie:
RPMI

10% FBS

1% L-Glutamin

Ipug/ml Tetracyclin
0,5ug/ml Puromycin
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U937/TET/AMLI-ETO Zelllinie:

RPMI

10% FBS

1% L-Glutamin
Ipug/ml Tetracyclin
0,5ug/ml Puromycin
Img/ml G418

Einfriermedium:
70% RPMI

20% FBS

10% DMSO
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

2.2.1.1 Kulturbedingungen fiir Suspensionszellen

Die U937-Zellen wurden in Begasungsbrutschrinken bei 37°C, 96% relativer
Luftfeuchtigkeit und 5% CO; inkubiert. Alle 2-3 Tage wurde das Kulturmedium
gewechselt und die Suspensionszellen in einer Dichte von 1 x 10° Zellen/ml
eingesetzt. Alle Zellkulturarbeiten wurden unter sterilen Bedingungen an einer

sterilen Arbeitsbank durchgefiihrt.

2.2.1.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Die verwendeten U937-Zelllinien wurden in fliissigem Stickstoff aufbewahrt und
bei Bedarf wieder aufgetaut.

Zum Einfrieren wurden die Zellen zunichst in Suspension gebracht und durch
S5-miniitige Zentrifugation bei 1000rpm pelletiert. Das Zellpellet wurde in
Einfriermedium zur Vermeidung von FEiskristallen resuspendiert. Die
Zellsuspension wurde in Nunc Cryovials (2ml) gefiillt und fiir einige Minuten in
einem Eisbad gelagert. Schlielich wurden die Zellen fiir 3 Tage bei —80°C und

danach in Lagertanks mit fliissigem Stickstoff autbewahrt.

Zum Auftauen wurde die gefrorene Zellsuspension bei 37°C in einem Wasserbad
auf 4°C erwidrmt und anschlieBend mit 10ml Vollmedium vermischt. Nach
2-miniitiger Zentrifugation bei 1000rpm wurden der Uberstand verworfen. Das
Pellet wurde erneut in Vollmedium aufgenommen. Die Zellen wurden auf 10 oder

15cm Kulturschalen mit einer Dichte von 1 x 10° Zellen/ml ausgesiit.



32 MATERIAL UND METHODEN

2.2.1.3 Bestimmung der Zellzahl

Zur  Zellzahlbestimmung wurden 10ul der Zellsuspension aus den
Zellkulturflaschen entnommen und im Verhiltnis 1:1 mit Trypanblau-Lésung zur
Anfirbung nicht vitaler Zellern verdiinnt und in das zuvor mit einem Deckglas
abgedeckte Zihlfeld einer Neubauer-Zahlkammer eingebracht. Die vier Zahlfelder
wurden unter dem Mikroskop ausgeziéhlt und die Zellzahl/ml in den

Kulturflaschen nach der Formel

Zellzahl/ml = ausgezdihlte Zellen /4 x 107

errechnet.

2.2.2 Transiente Transfektionen

Um die regulatorische Wirkung bestimmter Transkriptionsfaktoren oder des
Transfusionsproteins AMLI1-ETO auf den c-Jun Promotor zu untersuchen,
wurden c-Jun Promotor-Reporterkonstrukte entweder in Zelllinien eingeschleust,
die mit einem induzierbaren AMLI-ETO-Expressionsvektor bereits stabil
transfiziert waren oder es erfolgte die Kotransfektion dieser Reporterkonstrukte
zusammen mit Expressionsvektoren in eine naive U937 Zelllinie. Durch die
Transfektion kommt es zur voriibergehenden Expression der eingeschleusten
Transkriptionsfaktorgene und ihre regulatorische Wirkung auf die eingebrachten
Reporterkonstrukte kann mit Hilfe des Dual-Luciferase® Reporter Assays

quantifiziert werden.
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2.2.2.1 DNA-Priparation

Zur Herstellung der benotigten DNA wurden mit oben genannten Konstrukten
transformierte Escherichia coli DH5a Bakterien iiber Nacht in LB Medium bei
37°C kultiviert und am folgenden Tag mit 6000g fiir 15 Minuten zentrifugiert. Die
DNA-Préaparation erfolgte anschlieBend mittels Maxi-Prep Kit™ nach

Herstelleranweisung.

Die fertig praparierte DNA wurde in 500ul TE Puffer (pH 8,0) resuspendiert und
anschliefend mittels Massenspektrometer auf DNA-Konzentration und Reinheit

tiberpriift.

2.2.2.2 Elektroporation

24h vor der Elektroporation wurden die Zellen auf eine Konzentration von 3 x 10°
Zellen/ml eingesetzt. Pro Ansatz wurden 1 x 10’ Zellen verwendet. Die Zellen
wurden bei 1000rpm fiir 10min zentrifugiert und anschliefend in 30ml RPMI
ohne Zusitze resuspendiert. Nach nochmaliger 10-miniitiger Zentrifugation bei
1000rpm wurden die Zellen in 400pl RPMI ohne Zusitze resuspendiert und mit
20ul DNA in Elektroporationskiivetten gegeben. Nach 10min auf Eis wurden die
Zellen bei 300V und 950F elektroporiert und anschieBend nochmals 10min auf
Eis stehen gelassen. Danach wurden die elektroporierten Zellen in 10ml RPMI mit
10% FBS, 1% Penicillin/Streptomycin und 1% Glutamin resuspendiert und fiir
24h bei 37°C und 5% CO, inkubiert.

2.2.2.3 Effectene®

24h vor der Transfektion mit Effectene® wurden die Zellen auf eine

Konzentration von 3 x 10° Zellen/ml eingesetzt. 1 x 10° Zellen wurden in 1,6ml
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RPMI mit 10% FBS, 1% Penicillin/Streptomycin und 1% Glutamin in 6-well
plates eingesetzt. 10ug DNA wurden in 90ul EC Buffer verdiinnt und mit 8ul
Enhancer und nach 5 min mit 15ul Effectene® gemischt. Nach weiteren 10min
wurden 600ul RPMI mit 10% FBS, 1% Penicillin/Streptomycin und 1% Glutamin

zugegeben und das Gemisch zu den Zellen pipettiert. AnschlieBend wurden die

Zellen fiir 24h bei 37°C und 5% CO, inkubiert.

2.2.2.4 Dual-Luciferase® Reporter Assay

Das Reportergen der verschiedenen pGL3- und pGL2-Plasmidkonstrukte
exprimiert das Enzym Firefly Luciferase, das Reportergen des jeweils
kotransfizierten pRL-null Referenzplasmidkonstrukts exprimiert das Enzym
Renilla Luciferase und dient als interne Kontrolle. Auf der Grundlage der von
Firefly und Renilla Luciferase katalysierten Biolumineszenz-Reaktionen erfolgte
die Messung ihrer Aktivititen mittels des Dual-Luciferase® Reporter Assay
Systems. Dieses erlaubt eine integrierte Quantifizierung beider Reporter, die
sequentiell in einer einzigen Probe gemessen werden konnen. Dies ist moglich, da
die Firefly und die Renilla Luciferase entsprechend ihres verschiedenen
evolutiondren Ursprungs verschiedene Enzymstrukturen und Substraterfordernisse

haben.

Die Firefly Luciferase benétigt fiir seine enzymatische Aktivitidt keine post-
translationale Prozessierung und funktioniert deshalb unmittelbar nach der
Translation als genetischer Reporter. Sie katalysiert unter Mitwirkung von ATP,
O, und MgZJr die Oxidation des Substrats Beetle Luciferin zu Oxyluciferin, wobei

es zur Photonenemission kommt.

Die Renilla Luciferase katalysiert unter Sauerstoffverbrauch die Umwandlung des

Substrats Coelenterat-Luciferin (=Coelenterazin) in Coelenteramid.
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Die Assays zur Bestimmung der Aktivitidt der Firefly und der Renilla Luciferase

sind hoch sensitiv und weisen einen breiten linearen Messbereich auf.

Nach Transfektion und Inkubation der Zellen wurden diese zundchst durch
Zentrifugation pelletiert und zweimal mit PBS gewaschen. Anschliefend wurden
100ul verdiinnter ,,passive lysis buffer* hinzugefiigt, die Suspension fiir 30

Minuten geschiittelt und dabei lysiert.

Zundchst wurde der Firefly Luciferase Assay gestartet, indem in einem
silikonisierten Polypropylen-Messrohrchen 100ul Luciferase Assay Reagent II
(LAR II) zu 20ul des zu messenden Zelllysats hinzupipettiert wurden.
Unmittelbar nach Quantifizierung der Firefly Luciferase Aktivitdt in einem
Bioluminometer wurde zum Ansatz im gleichen Messrohrchen 100ul Stop&Glo
Reagent hinzugefiigt. Dadurch wird das Biolumineszenz-Signal aus der Firefly
Luciferase Reaktion ,,gestoppt™ und simultan durch das im Stop&Glo Reagent
enthaltene Renilla Luciferase Substrat die Renilla Luciferase Biolumineszenz in

Gang gesetzt.

Der Quotient aus der gemessenen Firefly- und Renilla-Luciferase-Aktivitit wurde

vom Luminometer automatisch gemessen.

Zur Darstellung der Ergebnisse wurde jeweils der Basisaktivitit des verwendeten
Promotors der Wert 1 zugewiesen und die z.B. durch Transkriptionsfaktoren
modulierte Aktivitdt als x-facher Wert dieser Basisaktivitit dargestellt. Die
Experimente wurden mindestens dreimal wiederholt und entsprechend als

Mittelwert und Standard-Abweichung angegeben.



36 MATERIAL UND METHODEN

2.2.3 Western Blot

2.2.3.1 Gewinnung der Zell-Lysate

1 x 10" Zellen wurden 10min bei 1000rpm zentrifugiert und mit 25ml PBS
gewaschen. Dieser Vorgang wurde zweimal wiederholt. AnschlieBend wurden die
Zellen in 1ml PBS resuspendiert, in ein Eppendorf-Gefal iiberfiihrt und fiir 30s
bei 13.000rpm zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Die Zellen wurden
anschliefend in 50ul RIPA-Puffer lysiert und 30min auf Eis inkubiert. Nach
weiteren 30min bei 4°C wurden die Zell-Lysate nochmals 30s bei 13.000rpm
zentrifugiert, der Uberstand in ein Eppendorf-Gefifl iiberfiihrt und bei —80°C

aufbewabhrt.

2.2.3.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Zunachst wurden je 20ul von sechs Standardproben mit Proteinkonzentrationen
von 0,125ug/ul, 0,25ug/ul, 0,5ug/ul, 1ug/ul, 2pg/ul und 4ug/ul in Einweg-
Photometer-Kiivetten pipettiert und eine Kiivette mit 20ul destilliertem Wasser als
Leerwert vorbereitet. Die Proben wurden 1:20 mit destilliertem Wasser verdiinnt
und 20ul der verdiinnten Losung ebenfalls in Einweg-Photometer-Kiivetten
pipettiert. Das Biorad Dye reagent wurde 1:4 mit destilliertem Wasser verdiinnt.
Von dieser Losung wurden je 1ml zu den Standardproben, dem Leerwert und den
Proben gegeben und diese gemischt. AnschlieBend wurden die Kiivetten 15min
geschiittelt und dann bei 595nm in einem Photometer gemessen. Anhand einer
durch die Standardproben ermittelten Eichkurve konnte die Proteinkonzentration

der Proben ermittelt werden.
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2.2.3.3 1In vitro Translation

AMLI-ETO und c-Jun wurden unter Verwendung des TnT® Reticulocyte Lysate
System mit einer SP6 Polymerase in vitro translatiert. Fiir einen Reaktionsansatz

mit 50ul wurden folgende Zusitze verwendet:

TnT® rabbit reticulocyte lysate 25ul

TnT® reaction buffer 2ul

SP6 Polymerase 1ul

Aminosduren ohne Methionin 1ul

Aminosduren ohne Leucin 1ul
Ribonuclease-Inhibitor (Rnasin) 1ul

DNA Iug in variablem Volumen
dH»0 ad 50ul

Die Reagenzien wurden gemischt und fir 90min bei 30°C inkubiert.

AnschlieBend wurden die in vitro translatierten Proteine bei —80°C aufbewahrt.

2.2.3.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Proteine konnen in einem Acrylamidgel durch Elektrophorese nach ihrer
Molekiilmasse aufgetrennt werden. In vertikale Gelapparaturen wurde zunéchst
das 10%ige Running Gel gegossen, wobei die Polimerisation nach Zugabe von
Sul TEMED erfolgte. Um eine glatte Oberflidche zu erreichen, wurde das Running
Gel bis zur Polimerisation mit Isopropanol iiberschichtet. AnschlieBend wurde
oberhalb das Stacking Gel gegossen und mit Hilfe eines Kamms Freiriume zum

spateren Laden der Proben geschaffen.

Nach Bestimmung der Proteinkonzentration der Proben wurden jeweils 100ug

Protein in 2x loading dye verdiinnt und bei 95°C fiir Smin denaturiert und



38 MATERIAL UND METHODEN

anschliefend in die Kammern des Stacking Gels geladen. Die Elektrophorese
erfolgte mit einer Spannung von 125 Volt. In jedem Gel wurden zur Zuordnung
des Molekulargewichts 10ul eines vorgefirbten Proteinstandards (Protein

Rainbow ladder) geladen.

2.2.3.5 Waestern Blot

Um die in der SDS-Gel-Elektrophorese aufgetrennten Proteine mit spezifischen
Antikorpern nachzuweisen und ihre Konzentration in semiquantitativer Weise
bestimmen zu konnen, werden die aufgetrennten Proteine mit Hilfe des Elektro-

Blottings auf eine Nitrozellulose-Membran iibertragen.

Die Membran wurde genau auf die Grof3e des Gels zurechtgeschnitten, kurz in
Methanol eingetaucht, in destilliertem Wasser gewaschen und anschlieend fiir
15min im Transfer-Puffer belassen.

AnschlieBend wurde die Transfer-Kassette mit dem ,,Blotting-Sandwich®,
bestehend aus Schwamm, Filterpapier, Gel, Nitrozellulosemembran, Filterpapier
und Schwamm bestiickt und in den komplett mit Transfer Puffer gefiillten
Blotting Tank eingebracht. Verwendet wurde die Blotting-Apparatur der Firma
Bio-Rad. Im Kiihlraum bei 4°C wurden die Proteine bei einer Spannung von

100V fiir 90min auf die Nitrozellulose-Membran transferiert.

AnschlieBend wurde die Membran fiir 2h in Blocking Puffer geschwenkt, um
unspezifische Antikorper-Bindungen zu verhindern. Nach dreimaligem Waschen
in TBST wurde die Membran anschlieBend iiber Nacht bei 4°C mit dem priméren
Antikorper in einer Verdiinnung von 1:1000 in TBST mit 2,5% Magermilchpulver
inkubiert. Nach erneutem dreimaligem Waschen in TBST fiir jeweils 5min
erfolgte die Inkubation mit dem entsprechenden sekundédren Antikorper, der an
den Fc-Teil des ersten Antikorpers bindet, fir 1h in TBST mit 2,5%

Magermilchpulver bei Raumtemperatur.
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An die sekundiren Antikorper ist eine Peroxidase gekoppelt, wodurch die
Abbildung durch Chemolumineszenz moglich ist. Dafiir wurden beide ECL
Losungen nach Herstelleranweisung im Verhiltnis 1:1 (2 + 2ml fiir eine 10 x
10cm grofle Membran) gemischt und auf die feuchte Membran aufgebracht. Nach
einer Minute Inkubation erfolgte die Exposition auf ECL-Hyperfilm. Nach 60s
konnte dann der erste Film entwickelt werden. Die Bandendarstellung wurde

durch entsprechend ldangere oder kiirzere Expositionszeiten optimiert.

2.2.3.6 Stripping-Verfahren

Um auf einer Membran nacheinander mehrere Proteine nachweisen zu konnen,
miissen die Antikorper wieder entfernt werden.

Mit Hilfe des Stripping-Verfahrens konnen die Antikorper geldst und die
Membran bis zu drei Mal mit anderen Antikorpern inkubiert werden. Dafiir wurde
die Membran 30min bei 55°C unter Drehbewegungen im Stripping-Puffer
inkubiert.

Nach Waschen in TBST und erneutem Blocken fiir 2h konnte die Membran
anschliefend mit dem primédren Antikorper, wie oben beschrieben, inkubiert
werden.

Auf jeder Membran wurden so zunéchst c-Jun oder AMLI-ETO und nach dem
Stripping-Verfahren jeweils B-Tubulin, das als interne Kontrolle fiir eine

gleichmifige Protein-Ladung diente, detektiert.

2.2.3.7 Densitometrsiche Messung

Zur quantitativen Auswertung der Banden im Western Blot wurde die Software

Image] Version 1.40g™' verwendet.

X' Rasband, W.S., ImagelJ, U. S. National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA,
http://rsb.info.nih.gov/ij/, 1997-2007. Entnommen am 11.05.2008
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2.2.4 Realtime PCR

2.2.4.1 RNA-Extraktion

Fiir die RNA-Extraktion wurde der RNeasy® Kit der Firma Qiagen verwendet.
Nach der entsprechenden Inkubationszeit wurden 3 x 10° Zellen aus den
Zellkulturflaschen entnommen und zweimal in PBS gewaschen und in 1ml PBS in
Eppendorf-Rohrchen iiberfiihrt. Um die Zellen zu lysieren wurden sie Smin bei
300g zentrifugiert und das Pellet in 350ul Puffer RLT gelost. Die Suspension
wurde direkt auf die QIAshredder-Sdule gegeben und bei maximaler
Geschwindigkeit zentrifugiert. Nach Hinzufiigen von 70%igem Ethanol wurde die
Probe auf der RNeasy®-mini Spin-Sdule aufgebracht, in der die RNA an der
Membran anhaftet. Kontaminationen wurden durch Waschen bei 10.000rpm fiir
15s mit 700ul Puffer RW1 und 500ul Puffer RPE entfernt. Um das gesamte
Ethanol sicher zu entfernen, wurde die Sdule anschlieBend nochmals mit 500ul
RPE Puffer fiir 2min bei maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert.

Abschlieend wurde die Sdule auf ein Eppendorf-Rohrchen aufgesetzt und die
RNA mit 40ul RNAse-freiem Wasser bei 10.000rpm fiir 1min ausgewaschen.
Nach photometrischer Bestimmung der RNA-Konzentration wurden die Rohrchen

bei -80°C aufbewahrt.

2.24.2 cDNA-Synthese

Als Vorbereitung fiir die Realtime PCR wurde die aus den Proben gesammelte
RNA mit Hilfe einer retroviralen reversen Transkriptase in cDNA umgeschrieben.

Verwendet wurde dafiir das Omniscript® RT ¢cDNA Synthese Kit mit folgendem

Reaktionsansatz:
SmM dNTPs 2ul
10x RT Puffer 2ul

10uM Oligo-dT 2ul
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RNase-Inhibitor (10U/ul)  1pl

Omniscript® RT Tl
RNA Ipg variabel
RNase freies dH20 ad 20ul

Die ¢cDNA-Synthese-Mischung wurde fiir 90min bei 37°C inkubiert und die
cDNA dann bei —20°C aufbewabhrt.

2.2.4.3 Realtime-Polymerase-Kettenreaktion

Die quantitative Realtime-Polymerase-Kettenreaktion unter Verwendung des
LightCycler™-Systems (Roche Diagnostics) bietet im Unterschied zur

herkommlichen Polymerase-Kettenreaktion (PCR) zwei wesentliche Vorteile:

Zum einen besteht die Moglichkeit, die synthetisierten PCR-Produkte in Echtzeit,
d.h. nach jedem PCR-Zyklus, zu messen. Dafiir ist der Einbau eines
fluoreszierenden Farbstoffes in die synthetisierte doppelstringige DNA notig.
SYBR Green I bindet zuverldssig an doppelstringige DNA und emittiert bei

522nm griines Licht und bietet so optimale Voraussetzungen.

Zum anderen besteht die Moglichkeit der Quantifizierung  der
Ausgangskonzentration der Zielsequenz. Da das PCR-Produkt bei jedem Zyklus
logarithmisch vermehrt wird, kann die Ausgangskonzentration des Produkts

errechnet werden.

Die nach reverser Transkription zu cDNA umgeschriecbene mRNA des
Transkriptionsfaktors c-Jun in der myeloischen Zelllinie U937, die mit einem
Tetracyclin induzierbarem Expressionsvektor fiir AMLI1-ETO stabil transfiziert
worden war, wurde mit der Realtime-PCR quantifiziert. Bei jeder Probe wurde
auBer der Expression von c-Jun die Konzentration des ,,Housekeeping-Gens

G6PD bestimmt, um Schwankungen der Effektivitit der cDNA-Synthese
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auszugleichen. Als Standard diente eine Verdiinnungsreihe mit den
Konzentrationen  10000fg/ul,  1000fg/ul  und  100fg/ul des GO6PD-
Expressionsplasmids.

So war es moglich, die Konzentrationen des ,,Housekeeping Gens* in Bezug zu
einer Standardkurve zu setzen und das Zielgen zu quantifizieren, indem es in

Relation zum ,,Housekeeping Gen* (Zielgen/G6PD) gesetzt wurde.

Reaktionsansatz:
Das Gesamtvolumen des einzelnen Reaktionsansatzes betrug 20ul und enthielt

folgende Reagenzien:

Mastermix 2ul

cDNA 2ul

MgCl 2,4ul

Sense Primer 0,5ul

Antisense Primer 0,5ul

dH20 12,6ul
Programm:

Zur Durchfiihrung der Realtime-PCR  wurde folgendes Programm zur

Amplifikation verwendet:

Denaturierung: 95°C fiir 10min
Aktivierung der Polymerase: 95°C fiir Os
Anheften der Primer: 64°C fiir 10s
Extension: 72°C fiir 25s

Es wurden jeweils 35 Zyklen durchgefiihrt.

Die Fluorenszenz von SYBR Green I wurde nach jedem Zyklus bei 530nm

gemessen.
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Schmelzkurve:

Nach dem letzten PCR-Zyklus wurde zur Beurteilung der Spezifitit des PCR-
Vorgangs eine Schmelzkurven-Analyse durchgefiihrt. Dabei wird die Temperatur
langsam erhoht, wobei es bei einer fiir das PCR-Produkt spezifischen Temperatur
zur Auftrennung des Doppelstrangs in zwei Einzelstringe kommt. Dabei wird
SYBR Green I frei und eine Abnahme der Fluoreszenz kann detektiert werden.
Die Produkte wurden bei 95°C denaturiert, auf 58°C abgekiihlt und dann langsam
wieder auf 95°C erhitzt, wobei in Schritten von 0,2°C die Fluoreszenz bestimmt

wurde.

Im Anschluss erfolgte eine elektrophoretische Auftrennung der Reaktionsprodukte
in einem 1%igem Agarosegel mit Ethidiumbromid. Die Grofle der

Reaktionsprodukte entsprach der errechneten Grofle (c-Jun 409bp, G6PD 343bp).

Zur Darstellung der Ergebnisse wurde der c-Jun-Expression zum Zeitpunkt null
der Wert 1 zugewiesen und die durch AMLI-ETO-Expression induzierte Aktivitéit
als x-facher Wert dieser Basisaktivitit dargestellt. Die Experimente wurden
mindestens dreimal wiederholt und entsprechend als Mittelwert und Standard-

Abweichung angegeben.

2.2.5 MTT Proliferationsassay

Auswirkungen  einer  Uberexpression von  AMLI-ETO  auf das
Proliferationsverhalten von U937-Zellen wurden mit dem MTT-Pro-

liferationsassay untersucht.

Diese 1983 beschriebene Methode®' beruht auf der Funktion mitochondrialer
Dehydrogenasen lebender Zellen, die Tetrazoliumbromid MTT (3-[4,5-
Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazoliumbromid) zu Formazan reduzieren;

die Reaktion ist in Abbildung 2-2 dargestellt. Formazan bildet einen dunkelblauen
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Niederschlag. Nach Lyse der Zellen kann durch Messung der Extinktion bei

590nm in einem Photometer die Zahl vitaler Zellen bestimmt werden.
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Reduktion von MTT zu Formazan

Verwendet wurde der ATCC-MTT-Cell Proliferation Assay entsprechend den

Herstellerangaben.

Zn**-induzierbare U937-Zellen wurden in einer Dichte von 1x10° Zellen in 100ul
in 96-well-Platten eingesetzt und fiir 96h inkubiert. Dabei wurde die Expression
von AMLI1-ETO durch die Zugabe von Zink zum Kulturmedium bewirkt. Zum
Ausschluss von toxischen Zink-Effekten dienten U937 Zellen als Kontrolle.

Nach Ende der Inkubation wurde zu den Zellen jeweils 20ul MTT Reagent
hinzugefiigt und die Zellen fiir weitere 2h inkubiert. AnschlieBend wurden die
Zellen mit 100ul Detergent Reagent lysiert und die Extinktion bei 570nm in

einem Beckmann Photometer gemessen.
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3 ERGEBNISSE

3.1 AML1-ETO erhoht die Aktivitdit des vollstandigen
humanen c-Jun Promotors

Ausgehend von den Daten von Frank et al.zo, die in NIH3T3 Zellen — einer
Fibroblasten-Zelllinie — erhohte Spiegel von phosphoryliertem c-Jun (ser63) unter
AMLI1-ETO-Expression gefunden hatten, wurde zunichst die Frage untersucht,
ob das Fusionsprotein AMLI1-ETO einen regulatorischen Einfluss auf den c-Jun

Promotor in der Lymphom-Zelllinie U937 besitzt.

Dazu wurden U937 Zellen wie in 2.2.2.2 beschrieben transient durch
Elektroporation (350V, 950F) transfiziert. Dabei wurden zum einen 1,0ug des
vollstandigen humanen c-Jun Promotors im Reportervektor pGL3, zum anderen
10,0ug AMLI-ETO im Expressionsvektor pCMV5 in die Zellen eingebracht. In
jedem Ansatz wurden als interne Kontrolle 5,0ug pRL-null transfiziert und die
DNA-Menge in jedem Ansatz auf insgesamt 20,0ug DNA durch Zugabe des
,leeren Expressionsvektors pCMVS5 angeglichen. Nach der Transfektion wurden
die Zellen fiir 24h inkubiert und anschlieBend zentrifugiert und lysiert. Im Dual-
Luciferase® Reporter Assay wurde die Firefly Luciferase als Reporter- und die
Renilla Luciferase als Kontroll-System benutzt, wie unter 2.2.2.4 beschrieben.
Dazu wurden die Biolumineszenz-Signale der Firefly und der Renilla Luciferase
gemessen und der Quotient gebildet. Zur besseren Darstellung wurde die basale
Promotoraktivitit des c-Jun Promotors und des ,,leeren* Reporterkonstrukts pGL3
jeweils auf 1 gesetzt und die Aktivierung durch AMLI-ETO in x-facher

Promotoraktivitit angegeben.

Die Versuche wurden dreimal wiederholt und die Ergebnisse in den Abbildungen
als Mittelwerte plus Standard-Abweichungen angegeben. Das gleiche gilt auch fiir

alle folgenden Transfektionsexperimente.
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In Abbildung 3-1 ist die Promotor-Aktivitdt des vollstindigen humanen c-Jun
Promotors ohne (schwarze Balken) und mit (graue Balken) AMLI1-ETO-

Expression dargestellt.
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Abbildung 3-1:

Transiente Transfektion mittels Elektroporation (300V, 950F) des vollstindigen humanen
c-Jun Promotors (pc-Jun) in U937 Zellen. Der Promotor ist in den Luciferase
Reportervektor pGL3 integriert. Der ,leere“ Reportervektor pGL3 wurde als Kontrolle
verwendet. Es wurden jeweils 1,0ug des Reporterkonstrukts, 10,0ug AML1-ETO im
Expressionsvektor pCMVS und 5,0ug pRL-null als interne Kontrolle transfiziert. Jeder
Ansatz wurde durch Zugabe des ,,leeren* Expressionsvektors pCMYVS5 auf insgesamt 20,0ug
DNA angeglichen. Die Zellen wurden nach der Transfektion fiir 24h inkubiert und
anschlieBend zentrifugiert und lysiert. Die Promotor-Aktivitit wurde mittels des Dual-
Luciferase® Reporter Assays bestimmt. Es wurde der Quotient Firefly/Renilla Luciferase
errechnet und die basale Promotoraktivitiit jedes Konstrukts ohne AML1-ETO (ohne A-E)
auf 1 gesetzt (schwarze Balken). Die Werte mit AML1-ETO (mit A-E) wurden als x-fache
Promotoraktivitit im Vergleich zu den Promotorkonstrukten allein angegeben (graue

Balken).

Es zeigt sich eine nahezu 3,4-fache Transaktivierung des vollstindigen humanen

c-Jun Promotors durch AMLI1-ETO. Die Kotransfektion von AMLI1-ETO hat
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dabei auf den ,leeren Reportervektor pGL3, der als Kontrolle dient, nahezu

keinen Effekt.

Ausgehend von den Ergebnissen von Frank et al®, die in Fibroblasten-Zellen
erhohte Werte von phosphoryliertem c-Jun unter AMLI1-ETO-Expression
gemessen hatten, konnte gezeigt werden, dass AMLI-ETO in U937 Zellen die

Aktivitit des c-Jun Promotors steigert.
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3.2 Die Aktivierung des c¢-Jun Promotors durch
AML1-ETO ist dosisabhangig

Nachdem im ersten Versuch gezeigt werden konnte, dass das Fusionsprotein
AMLI-ETO zu einer positiven Transaktivierung des humanen c-Jun Promotors
fiihrt, wurde untersucht, ob dieser Effekt von der Menge des kotransfizierten

AMLI-ETO Expressionsvektors abhingig ist.

Der Versuch wurde analog zum oben bereits beschriebenen Vorgehen mittels
Elektroporation (300V, 950F) wie in 2.2.2.2 beschrieben in U937 Zellen
durchgefiihrt. Es wurden jeweils 1,0ug des Reporterkonstrukts und 5,0ug
pRL-null verwendet. Um die Gesamt-DNA-Menge auf 20,0ug anzugleichen,
wurden erneut unterschiedliche Mengen des ,,leeren* Expressionsvektors pCMV5
zu jedem Ansatz zugegeben. Nach der Transfektion wurden die Zellen fiir 24h
inkubiert und danach mittels Dual-Luciferase® Reporter Assays wie in 2.2.2.4
beschrieben die Biolumineszenz gemessen. Die Aktivitidt des c-Jun Promotors und
des ,leeren* Reportervektors pGL3 ohne Kotransfektion von AML1-ETO wurden
jeweils auf 1 gesetzt und die Transaktivierung in x-facher Promotoraktivitit

angegeben.

In Abbildung 3-2 ist gezeigt, dass die Transaktivierung des c-Jun Promotors mit
steigender Menge des transfizierten AMLI-ETO Expressionsvektors zunimmt
(schwarze Balken). Die Aktivitit des ,leeren” Reportervektors pGL3 (graue
Balken) fillt mit steigender AMLI1-ETO-Konzentration zunehmend ab, was
eventuell mit einer zunehmenden Toxizitdat bzw. einer Aktivierung der Apoptose
von AMLI1-ETO in steigenden Konzentrationen zusammenhédngen kénnte. Durch
diesen Effekt auf den ,leeren* Vektor wird die mit zunehmender AMLI1-ETO-
Konzentration zunehmende Transaktivierung des c-Jun Promotors wie in
Abbildung 3-2 dargestellt noch unterschitzt und der konzentrationsabhingige

Anstieg der Promotoraktivitét fillt noch deutlicher aus.
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Die Transkativierung des humanen c-Jun Promotors durch AML1-ETO in U937
Zellen ist somit dosisabhingig. Bei hohen Dosen von AMLI1-ETO kann ein
toxischer Effekt beobachtet werden.

2,5

1,5 1

W pc-Jdun
o pGL3

Promotoraktivitat (x-fach)

0,5 -

Oug 5,0ug 9,0pg 14,0ug
Menge AML1-ETO

Abbildung 3-2:

Transiente Transfektion des humanen c-Jun Promotors (pc-Jun) im Reporterkonstrukt
pGL3 zusammen mit AML1-ETO im Expressionsvektor pCMYVS5 in steigender Menge (0;
5,05 9,0 und 14,0pg) mittels Elektroporation (300V, 950F) in U937 Zellen. Die Zellen wurden
nach der Transfektion fiir 24h inkubiert und die Promotor-Aktivitit mittels des Dual-
Luciferase® Reporter Assays wie in 2.2.2.4 beschrieben bestimmt. Die Aktivitit des c-Jun
Promotors (schwarze Balken) und des ,,leeren‘ Reportervektors pGL3 (graue Balken) ohne
Kotransfektion von AML1-ETO wurden jeweils auf 1 gesetzt und die Transaktivierung in

x-facher Promotoraktivitit angegeben.
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3.3 AML1 und CBFB fliilhren nicht 2zu einer
Transaktivierung des c-Jun Promotors

Wie in den letzten zwei Abbildungen gezeigt wurde, erhoht AMLI-ETO die
Transaktivierung des vollstindigen humanen c-Jun Promotors. Dabei besteht eine
positive Korrelation zur transfizierten Menge von AMLI-ETO. Da AML1-ETO
ein Fusionsprotein ist, das den groBten Teil des in der Himatopoese zentralen
Transkriptionsfaktors AML1 enthilt, stellt sich die Frage, ob diese Erh6hung der
Transaktivierung eine Eigenschaft des Fusionsproteins AMLI1-ETO ist, oder ob
der c-Jun Promotor auch durch den Core Binding Factor mit seinen synergistisch

wirkenden Untereinheiten AMLI1 und CBFp transaktiviert werden kann.

Zur Klirung dieser Frage wurde der vollstandige humane c-Jun Promotor bzw. als
Kontrolle der M-CSF-Rezeptor Promotor zusammen mit AMLI und CBFj
transient in U937 Zellen transfiziert. Rhoades et al.®® haben 1996 gezeigt, dass der
M-CSF-Rezeptor Promotor durch AML1 und CBFp stark transaktiviert wird,

weshalb dieser Promotor als Kontrolle eingesetzt wurde.

Im Gegensatz zu den Experimenten 3-1 und 3-2 wurde die transiente Transfektion
nicht mittels Elektroporation, sondern wie in 2.2.2.3 beschrieben mit Effectene®
durchgefiihrt. Die Vorteile dieses Systems sind die deutlich geringere Menge
DNA, die fiir die Transfektion benotigt wird, und die hohere
Transfektionseffektivitit. Es wurden 0,35ug des humanen c-Jun Promotors im
Reportervektor pGL3 bzw. 0,35ug des M-CSF-Rezeptor Promotors im
Reportervektor pXP2 mit 0,3ug AMLI1 und 0,3ug CBF transfiziert. In jedem
Ansatz war als interne Kontrolle 0,05ug pRL-null enthalten. Die Gesamt-DNA-
Menge wurde mit dem ,leeren“ Expressionsvektor pCMVS5 auf 1,0ug
angeglichen. Nach der Transfektion wurden die Zellen fiir 24h inkubiert und
danach mittels Dual-Luciferase® Reporter Assays wie in 2.2.2.4 beschrieben die
Biolumineszenz gemessen. Die Aktvitit des c-Jun Promotors, des M-CSF-

Rezeptor Promotors und des ,,leeren* Reportervektors pGL3 ohne Kotransfektion
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von AMLI1 und CBFf wurden wie in den bisherigen Experimenten zur besseren

Darstellung jeweils auf 1 gesetzt und die Aktivierung in x -fach angegeben.

In Abbildung 3-3 wird gezeigt, dass der c-Jun Promotor nicht durch die
Kotransfektion von AMLI1 und CBFp transaktiviert wird. Um zu zeigen, dass
AMLI und CBFp aktiv sind, dient der M-CSF-Rezeptor Promotor als positive
Kontrolle. Die Transaktivierung durch AML1 und CBFp ist mehr als 5-fach.

Daraus kann geschlossen werden, dass die Fihigkeit, den c-Jun Promotor zu

aktivieren, eine neue Eigenschaft des Fusionsproteins AML1-ETO ist.

m ohne AML1 und CBFB
O mit AML1 und CBFf

Promotoraktivitat (x-fach)

S
‘ N
1 ()é< QQ

Abbildung 3-3:

Transiente Transfektion des humanen c-Jun Promotors (pc-Jun) bzw. des MCSF-Rezeptor
Promotors (pMCSF-R) ohne (schwarze Balken) oder zusammen mit 0,3ug AML1 und 0,3ug
CBFp jeweils im Expressionsvektor pCMV5 (schwarze Balken) in U937 Zellen mittels
Effectene® wie in 2.2.2.3 beschrieben. Die Zellen wurden nach der Transfektion fiir 24h
inkubiert und die Promotor-Aktivitit mittels des Dual-Luciferase® Reporter Assays wie in
2.2.2.4 beschrieben bestimmt. Die Aktivitit des c-Jun Promotors, des M-CSF-Rezeptor
Promotors und des ,,leeren* Reportervektors pGL3 ohne Kotransfektion von AML1 und

CBFp wurden jeweils auf 1 gesetzt und die Aktivierung in x -fach angegeben.
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3.4 Fur die Transaktivierung des c-Jun Promotors durch
AML1-ETO ist die proximale AP-1 Bindungsstelle
entscheidend

3.4.1 Verschiedene Deletionskonstrukte des c-Jun Promotors sind
transkriptionell aktiv

Zur Kldrung der Frage, welcher Abschnitt des c-Jun Promotors fiir den
transaktivierenden Effekt von AMLI-ETO verantwortlich ist, wurden
Deletionskonstrukte des vollstindigen humanen c-Jun Promotors verwendet, die
freundlicherweise von Wayne Vedeckis® zur Verfiigung gestellt worden waren.
Bei diesen Konstrukten wurde von distal nach und nach ein immer gro3erer Anteil
des c-Jun Promotors entfernt und die verschiedenen Deletionskonstrukte in den

Reportervektor pGL3 kloniert.

Zunichst wurde untersucht, ob die Deletionskonstrukte des c-Jun Promotors in
U937 Zellen transkriptionell aktiv sind. Dazu wurden die verschiedenen
Deletionskonstrukte mittels Effectene® transient in U937 Zellen transfiziert. Es
wurden von den Deletionskonstrukten jeweils 0,9ug und 0,1pg pRL-null
verwendet. Die Aktivitit nach 24-stiindiger Inkubation der Zellen wurde im Dual-
Luciferase® Reporter Assay ermittelt. Die Aktivitdt des vollstindigen humanen
c-Jun Promotors wurde auf 1 gesetzt und die Aktivitit der anderen Konstrukte in

x-fach angegeben.

In Abbildung 3-4 wird gezeigt, dass alle Deletionskonstrukte inklusive des
kiirzesten Konstrukts pc-Jun -63/+731 eine ausreichende Eigenaktivitit im
Vergleich zum ,leeren® Vektor pGL3 besitzen. Das transkriptionell aktivste
Konstrukt ist pc-Jun -716/+731, was darauf hinweist, dass distal von bp-716

aktivitdts-hemmende Stellen liegen.
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Abbildung 3-4:

Transiente Transfektion mittels Effectene® von verschiedenen c-Jun Promotor
Deletionskonstrukten im Reportervektor pGL3 in U937 Zellen ohne Kotransfektion von
Expressionsvektoren. Es wurden 0,9ug des jeweiligen Reporterkonstruktes zusammen mit
0,1ug pRL-null transfiziert. Als Kontrolle diente der ,leere“ Reportervektor pGL3. Die
Zellen wurden nach der Transfektion fiir 24h inkubiert und die Promotor-Aktivitit mittels
des Dual-Luciferase® Reporter Assays wie in 2.2.2.4 beschrieben bestimmt. Die Aktivitit des
vollstiindigen c-Jun Promotors wurde auf 1 gesetzt und die Aktivitit der

Deletionskonstrukte in x-facher Aktivitiit angegeben.

3.4.2 AML1-ETO erhoht die transkriptionelle Aktivitat verschiedener
Deletionskonstrukte des c-Jun Promotors

Die transkriptionelle Aktivierung des c-Jun Promotors durch AMLI1-ETO wurde
bisher nur fiir den vollstindigen humanen c-Jun Promotor gezeigt. Um die Region
des c-Jun Promotors identifizieren zu konnen, die fiir die Transaktivierung durch
AMLI-ETO verantwortlich ist, wurde im folgenden Experiment die Wirkung von
AMLI1-ETO auf die unterschiedlichen Deletionskonstrukte des c-Jun Promotors

untersucht.
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Dazu wurden erneut transiente Transfektionen der c-Jun Promotor
Deletionskonstrukte mittels Effectene® in U937 Zellen durchgefiihrt. Es wurden
0,1ug des jeweiligen c-Jun Promotor Deletionskonstrukts bzw. der ,leere*
Reportervektor pGL3 als Kontrolle zusammen mit 0,1ug der internen Kontrolle
pRL-null transfiziert. Es wurden 0,5ug AMLI1-ETO (A-E) im Expressionsvektor
pCMVS5 kotransfiziert und die Gesamt-DNA-Menge mit dem ,leeren*
Expressionsvektor pCMV5 auf 1,0ug gebracht. Die Zellen wurden nach der
Transfektion fiir 24h inkubiert und die Promotor-Aktivitit mittels des Dual-

Luciferase® Reporter Assays wie in 2.2.2.4 beschrieben bestimmt.

Zur besseren Darstellung wurde die basale Promotoraktivitdt der einzelnen c-Jun
Promotor-Konstrukte und des ,leeren* Reporterkonstrukts pGL3 im Gegensatz
zum vorhergehenden Experiment jeweils auf 1 gesetzt und die Aktivierung durch

AMLI-ETO in x-facher Aktivitit angegeben.

Aus Abbildung 3-5 wird deutlich, dass die Transaktivierung der verschiedenen
Deletionskonstrukte des c-Jun Promotors durch AMLI-ETO (graue Balken) in
unterschiedlich starker Ausprigung gefunden werden kann. Interessant ist dabei,
dass der vollstindige c-Jun Promotor durch AMLI-ETO am stirksten
transaktiviert wird. Eine Transaktivierung des ,leeren* Reportervektors pGL3

findet nicht statt.

Bei dem -180/+731 Deletionskonstrukt des c-Jun Promotors kann noch eine knapp
3-fache Transaktivierung durch AMLI1-ETO gefunden werden. Diese geht bei
dem -63/+731 Deletionskonstrukt verloren. Die Region, iiber die die Aktivierung
des c-Jun Promotors durch AMLI-ETO vermittelt wird, muss demnach im

Bereich zwischen bp-180 und bp-63 liegen.
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Abbildung 3-5:

Transiente Transfektion der verschiedenen c-Jun Promotor Deletionskonstrukte mittels
Effectene® mit (mit A-E) und ohne (ohne A-E) Kotransfektion von AML1-ETO in U937
Zellen. Als Kontrolle diente der ,leere“ Reportervektor pGL3. Es wurden 0,l1ug des
jeweiligen Reporterkonstrukts, 0,1ug pRL-null ohne (schwarze Balken) oder mit (graue
Balken) Kotransfektion von 0,5ug AML1-ETO im Expressionsvektor pCMVS verwendet.
Die Zellen wurden nach der Transfektion fiir 24h inkubiert und die Promotor-Aktivitit
mittels des Dual-Luciferase® Reporter Assays wie in 2.2.2.4 beschrieben bestimmt. Die
Aktivitit der einzelnen Deletionskonstrukte und des ,,leeren“ Reportervektors pGL3 ohne
Kotransfektion von AML1-ETO wurde jeweils auf 1 gesetzt und die Aktivierung in x-fach

angegeben.

3.4.3 Wichtige Transkriptionsfaktor-Bindungsstellen im proximalen
c-Jun Promotor

Nachdem durch die vorhergehenden Versuche die fiir die Transaktivierung durch
AMLI-ETO verantwortliche Stelle im c-Jun Promotor auf die Region zwischen
bp-180 und bp-63 eingegrenzt werden konnte, wurde eine Literatursuche
durchgefiihrt, um wichtige bekannte Bindungsstellen fiir Transkriptionsfaktoren in

diesem Bereich zu identifizieren.
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In Abbildung 3-6 ist die proximale Region des c-Jun Promotors im Bereich von
bp-200 und bp+1 schematisch dargestellt. Die distale AP-1 Bindungsstelle bei
bp-190 bis bp-183 ist im Deletionskonstrukt pc-Jun -180/+731 nicht mehr
enthalten und trotzdem findet eine Transaktivierung dieses Konstrukts durch
AMLI-ETO statt. Die verantwortliche Region muss also weiter proximal liegen.
Da bei dem Deletionskonstrukt pc-Jun -63/+731 die Transaktivierung durch
AMLI-ETO nicht mehr nachweisbar ist, schriankt sich die Region auf den Bereich
von bp-183 bis bp-63 ein.

dAP-1 NF-jun SP1 CAAT pAP-1
-190/-183 -140/-132  -123/-110  -91/-87  -71/-64 +1

pc-Jun -180/+731 =

pc-Jun -79/+170 P

pc-Jun -63/+731 =

Abbildung 3-6:

Schematische Darstellung des proximalen c-Jun Promotors mit wichtigen, in der Literatur
beschriebenen Bindungsstellen fiir Transkriptionsfaktoren. Die Lingen der verwendeten
Deletionskonstrukte sind ebenfalls schematisch dargestellt. Die distale AP-1 Bindungsstelle
(dAP-1) ist im Deletionskonstrukt pc-Jun -180/+731 nicht mehr enthalten. Die proximale
AP-1 Bindungsstelle (pAP-1) bei bp-71/-64 ist in den Konstrukten pc-Jun -180/+731 und
pc-Jun -79/+170 enthalten. Im Konstrukt pc-Jun -63/+731 fehlt sie. Die Bindungsstellen fiir
NF-jun, SP1 und CAAT sind nur im Deletionskonstrukt pc-Jun -180/+731 enthalten und
fehlen in den Konstrukten pc-Jun -79/+170 und pc-Jun -63/+731.
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In diesem Bereich finden sich fiinf potentielle DNA-Bindungsstellen fiir
Transkriptionsfaktoren: Eine NF-jun Bindungsstelle bei bp-140/-132, zwei SP1
Bindungsstellen, die unmittelbar nebeneinander bei bp-123/-110 liegen, eine
CAAT Bindungsstelle bei bp-91/-87 und die proximale AP-1 Bindungsstelle bei
bp-71/-64. Ebenfalls dargestellt ist das bisher noch nicht verwendete
Deletionskonstrukt pc-Jun -79/+170, das nur noch die proximale AP-1

Bindungsstelle enthilt %,

3.4.4 Die proximale AP-1 Bindungsstelle ist fur die Transaktivierung
des c-Jun Promotors durch AML1-ETO verantwortlich

Um die Lage der fiir die Transaktivierung kritischen Stelle noch néher
einzugrenzen, wurde ein weiteres Deletionskonstrukt, das nur die Sequenz von
bp-79 bis bp+170 und somit als einzige DNA-Bindungsstelle die proximale AP-1
Bindungsstelle enthilt, verwendet, das freundlicherweise von Xiao-Fan Wang zur

Verfiigung gestellt worden war’>".

Dieses Promotorkonstrukt wurde wiederum in einer transienten Transfektion
mittels Effectene® in U937 Zellen verwendet. Im Gegensatz zu den bisher
verwendeten Konstrukten wurde pc-Jun -79/4+170 in den Reportervektor pGL2
kloniert, dessen Firefly Luciferase Expression deutlich geringer ist als die von
pGL3%*®. Aus diesem Grund wurden deutlich hohere Mengen der
Reporterkonstrukte, ndmlich jeweils 0,57ug verwendet. Von AMLI1, CBF und
AMLI1-ETO wurden jeweils 0,2ug, von der internen Kontrolle pRL-null nur
0,03ug verwendet. Die Differenz zu 1,0ug DNA/Ansatz wurde wiederum mit dem
,leeren‘ Expressionsvektor pPCM V5 aufgefiillt.

Die Zellen wurden nach der Transfektion fiir 24h inkubiert und die Promotor-
Aktivitit mittels des Dual-Luciferase® Reporter Assays wie in 2.2.2.4
beschrieben bestimmt. Die Aktivitdt des pc-Jun -79/+170-Konstruktes und des
,leeren‘ Reportervektors pGL2 ohne Kotransfektion wurden jeweils auf 1 gesetzt

und die Aktivierung in x-fach angegeben.
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Promotoraktivitat (x-fach)
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Abbildung 3-7:

Transiente Transfektion mittels Effectene® in U937 Zellen mit dem Deletionskonstrukt
-79/+170 des c-Jun Promotors (pc-Jun -79/+170), das in den Reportervektor pGL2 integriert
ist. AML1-ETO, AML1 und CBFpB wurden jeweils im Expressionsvektor pCMYVS5 in
unterschiedlichen Kombinationen kotransfiziert. Von den Reporterkonstrukten wurden
jeweils 0,57ug transfiziert, von AML1, CBFf und AMLI1-ETO jeweils 0,2ug. Von der
internen Kontrolle pRL-null wurden 0,03ug verwendet. Als Kontrolle diente der ,leere
Reportervektor pGL2 (Séulen 6-10). Die Zellen wurden nach der Transfektion fiir 24h
inkubiert und die Promotor-Aktivitit mittels des Dual-Luciferase® Reporter Assays wie in
2.2.2.4 beschrieben bestimmt. Die Aktivitat des pc-Jun -79/+170-Konstruktes und des
,,leeren‘ Reportervektors pGL2 ohne Kotransfektion wurden jeweils auf 1 gesetzt und die

Aktivierung in x-fach angegeben.

In Abbildung 3-7 kommt es zusammen mit AMLI-ETO zu einer mehr als
S-fachen Transaktivierung des Promotorkonstrukts pc-Jun -79/+170 (Séule 2).
Weder mit AML1 noch mit CBFf noch mit beiden Transkriptionsfaktoren
zusammen zeigt sich hingegen eine gesteigerte Promotoraktivitdt (Saulen 3-5).
Auf den ,leeren” Reportervektor pGL2, der als Kontrolle dient, zeigen sich nur

geringe Effekte (Sidulen 6-10).
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Die Region, die fiir die Transaktivierung des c-Jun Promotors durch AML1-ETO
verantwortlich ist, konnte somit auf den Bereich bp-79 bis bp-63 eingegrenzt
werden; d.h. auf genau die Region, in der sich die proximale AP-1 Bindungsstelle
befindet. Wie schon in 3.3 fiir den vollstdndigen c-Jun Promotor gezeigt, konnte
in diesem Versuch auch fiir das kurze Deletionskonstrukt -79/+170 nachgewiesen
werden, dass AML1 auch zusammen mit CBFf keinen transaktivierenden Effekt

hat und dieser eine neue Eigenschaft des Fusionsproteins AML1-ETO ist.
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3.5 AML1-ETO und c-Jun kooperieren an der proximalen
AP-1 Bindungsstelle des c-Jun Promotors

Es ist bekannt, dass c-Jun an seinen eigenen Promotor bindet, ihn transaktiviert
und so in einer positiven Feedback-Schleife seine eigene Expression erhoht.
Vermittelt ist diese Funktion vor allem iiber die proximale AP-1 Bindungsstelle,

die in dem Deletionskonstrukt pc-Jun -79/+170 enthalten ist*.

Um die Effekte von c-Jun und AMLI-ETO auf das pc-Jun -79/+170 Konstrukt zu
untersuchen, wurden U937 Zellen analog zu Experiment 3.4.4 mit jeweils 0,57ug
pc-Jun -79/+170 oder des ,leeren” Reportervektors pGL2 mit Hilfe von
Effectene® transfiziert. Von AMLI-ETO wurde 0,2ug und von c-Jun 0,lpg
verwendet. Beide waren im Expressionsvektor pCMVS5 enthalten. Von der
internen Kontrolle pRL-null wurden 0,03pug verwendet. Die Gesamt-DNA/Ansatz
wurde mit dem ,,Jeeren” Expressionsvektor pCMVS5 auf 1,0ug angeglichen. Die
Aktivitdat nach 24-stiindiger Inkubation der Zellen wurde im Dual-Luciferase®
Reporter Assay ermittelt. Die Aktvitdt des pc-Jun -79/+170-Konstruktes und des
,leeren* Reportervektors pGL2 ohne Kotransfektion wurden jeweils auf 1 gesetzt

und die Aktivierung in x-fach angegeben.

In Abbildung 3-8 wurden die Effekte einer gemeinsamen Transfektion von
AMLI-ETO und c-Jun auf das -79/+170 Deletionskonstrukt des c-Jun Promotors
dargestellt. Wie in den vorangegangenen Versuchen fithrt AMLI1-ETO allein
(Sdule 2) zu einer mehr als 5-fachen Transaktivierung des c-Jun Promotor-
Konstrukts. Der Effekt von c-Jun allein (Sdule 3) ist mit ca. 30-facher
Transaktivierung noch deutlicher ausgeprigt und ist — wie oben beschrieben — aus
der Literatur bekannt’. Werden AMLI-ETO und c-Jun zusammen transfiziert
(Sdule 4), zeigt sich eine {iber 80-fache Aktivierung des c-Jun
Promotorkonstrukts, das die proximale AP-1 Bindungsstelle enthidlt. AML1-ETO
und c-Jun zusammen fithren zusammen somit zu einer sehr deutlichen

Transaktivierung des c-Jun Promotors. Dieser kooperative Effekt scheint ebenfalls
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iiber die proximale AP-1 Bindungsstelle vermittelt zu sein. Die Auswirkungen auf

den ,,leeren* Reportervektor pGL2 (Séulen 5-8) sind nur gering.
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Abbildung 3-8:

Transiente Transfektion des pc-Jun -79/+170 Deletionskonstrukts (Sidulen 1-4) im
Reportervektor pGL2 mittels Effectene® in U937 Zellen. AML1-ETO und c-Jun wurden
getrennt und zusammen im Expressionsvektor pCMYVS kotransfiziert. Von den
Reporterkonstrukten wurden jeweils 0,57ug transfiziert. Von AML1-ETO wurden 0,2pg,
von c-Jun 0,1ug und von der internen Kontrolle pRL-null 0,03ug verwendet. Als Kontrolle
dient der ,leere“ Reportervektor pGL2 (Sdulen 5-8). Die Zellen wurden nach der
Transfektion fiir 24h inkubiert und die Promotor-Aktivitit mittels des Dual-Luciferase®
Reporter Assays wie in 2.2.2.4 beschrieben bestimmt. Die Aktivitit des pc-Jun -79/+170-
Konstruktes und des ,,leeren‘‘ Reportervektors pGL2 ohne Kotransfektion wurden jeweils

auf 1 gesetzt und die Aktivierung in x-fach angegeben.
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3.6 AML1-ETO und c-Jun kooperieren am AMLA1
Promotor, der die Expression von AML1-ETO reguliert

Die Genexpression des Transkriptionsfaktors AML1 wird von zwei Promotor-
Regionen reguliert”. Diese Regionen bleiben bei der Entstehung des Fusionsgens
AMLI-ETO intakt und sind somit auch fiir die Regulation der Expression des
Fusionsproteins verantwortlich. Ein Fusionsprotein ETO-AMLI1 konnte bisher

noch nicht identifiziert werden

Im vorhergehenden Versuch konnte gezeigt werden, dass AML1-ETO und c-Jun
iiber die proximale AP-1 Bindungsstelle des c-Jun Promotors kooperieren und zu
einer deutlichen Steigerung der transkriptionellen Aktivitidt fithren. Im néchsten
Experiment wurden die Effekte von AMLI-ETO und c-Jun auf den AMLI
Promotor untersucht. Dazu wurden erneut transiente Transfektionen in U937
Zellen mittels Effectene® durchgefiihrt. Es wurden jeweils 0,57ug des distalen
(pAMLI1dist) und des proximalen (pAMLI1prox) AMLI1-Promotor-Konstruktes
verwendet. Kotransfiziert wurden jeweils 0,2ug AMLI-ETO, AML1 und CBFf
sowie 0,1pug c-Jun im Expressionsvektor pCMV5. Von der internen Kontrolle
pRL-null wurden 0,03pug verwendet. Die Gesamt-DNA/Ansatz wurde mit pCMV5
auf 1,0ug angeglichen. Die Aktivitdt nach 24-stiindiger Inkubation der Zellen
wurde im Dual-Luciferase® Reporter Assay ermittelt. Die Aktvitidt der pAMLI1
Konstrukte und des ,,leeren* Reportervektors pGL2 ohne Kotransfektion wurden

jeweils auf 1 gesetzt und die Aktivierung in x-fach angegeben.

Wie aus Abbildung 3-9 deutlich wird, werden sowohl der distale (ca. 3-fach) als
auch der proximal gelegene (ca. 4-fach) AMLI1 Promotor durch AMLI1-ETO
transaktiviert (Sdulen 3 und 8). AMLI und CBFf haben zusammen keinen
aktivierenden Effekt auf die beiden Promtor-Konstrukte (Sdulen 5 und 10). AMLI1
oder CBFp allein haben ebenfalls keinen Einfluss auf den proximalen oder

distalen AMLI1 Promotor (Daten nicht gezeigt).
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c-Jun fiihrt am distalen Promotor-Konstrukt zu einer 3,7-fachen Transaktivierung
(Sdule 2), die etwas hoher ist als die durch AMLI-ETO. Am proximalen
Promotor-Konstrukt zeigt sich fast kein Effekt (Séule 7).
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AML1 + CBFB + + +

Abbildung 3-9:

Transiente Transfektion des distalen (pAMLI1dist, Sédulen 1-5) und proximalen
(pPAMLI1prox, Sidulen 6-10) AML1 Promotors in U937 Zellen mittels Effectene® im
Reportervektor pGL2 zusammen mit c¢-Jun, AML1-ETO oder AML1 und CBFg, jeweils im
Expressionsvektor pCMYVS. Von den Reporterkonstrukten wurden jeweils 0,57ug
transfiziert. Von AML1-ETO, AML1 bzw. CBFp wurden jeweils 0,2ug, von c-Jun 0,1ug und
von der internen Kontrolle pRL-null 0,03ug verwendet. Als Kontrolle diente der ,,leere
Reportervektor pGL2 (Sidulen 11-15). Die Zellen wurden nach der Transfektion fiir 24h
inkubiert und die Promotor-Aktivitit mittels des Dual-Luciferase® Reporter Assays wie in
2.2.2.4 beschrieben bestimmt. Die Aktivitit der pAML1 Konstrukte und des ,leeren‘
Reportervektors pGL2 ohne Kotransfektion wurden jeweils auf 1 gesetzt und die

Aktivierung in x-fach angegeben.

Interessant ist, dass die Kotransfektion von AMLI1-ETO und c-Jun am distalen

Promotor-Konstrukt zu einer ca. 6,5-fachen Transaktivierung fiihrt, die in etwa
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der Summe der Einzeleffekte entspricht (Sdule 4). Am proximalen AMLI
Promotor-Konstrukt kommt es dagegen zu einer mehr als 20-fachen
Transaktivierung (Saule 9), was die Summe der Einzeleffekte von AML1-ETO
und c-Jun deutlich iibersteigt. Die Auswirkungen auf den ,leeren* Reportervektor

sind wiederum nur gering ausgepragt.

Somit bewirken AMLI1-ETO und c-Jun zusammen eine deutliche Steigerung der
transkriptionellen Aktivitdt an ihren jeweiligen Promotoren, was im Sinne einer

positiven Feedback-Schleife zu einer vermehrten Expression sowohl von c-Jun als

auch von AML1-ETO fiihrt.
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3.7 Die Expression von AML1-ETO in einer Tetracyclin-
induzierbaren Zelllinie erhoht die c-Jun mMRNA-

Expression

In den bisherigen Versuchen konnte gezeigt werden, dass die Promotoraktivitit
des c-Jun Promotors durch die Uberexpression von AML1-ETO gesteigert werden
kann. Diese mit dem Dual-Luciferase® Reporter Assay gemessenen Ergebnisse
beziehen sich auf kiinstlich erzeugte Reporterkonstrukte. Im nichsten Versuch
wurde daher die Frage untersucht, ob die Transaktivierung des c-Jun Promotors

auch wirklich zu einer vermehrten c-Jun mRNA-Synthese fiihrt.

Fiir diese Experimente wurden U937 Zellen verwendet, die mit einem
Tetracyclin-regulierten (Tet-off-System) AMLI-ETO-Expressionsvektor stabil
transfiziert worden waren (U937 TET/A-E). Als Kontrolle wurden U937 Zellen
verwendet, die mit dem gleichen Expressionsvektor, jedoch ohne das
AMLI1-ETO-Gen stabil transfiziert worden waren (U937 TET). Die Zelllinien

wurden freundlicherweise von Dong-Er Zhang zur Verfiigung gestelltg.

Zu Beginn des Experiments wurden 3 x 10° Zellen mehrfach in PBS gewaschen,
anschlieBend wurden sie in Tetracyclin-freiem Nidhrmedium ausgesetzt
(Zeitpunkt Oh). Nach der entsprechenden Inkubationszeit wurden die Zellen
entnommen und die RNA mit Hilfe des RNeasy® Kit der Firma Qiagen nach
Angaben des Herstellers wie in 2.2.4.1 beschrieben extrahiert. Mittels des
Omniscript® RT cDNA Synthese Kit der gleichen Firma wurde die in den Proben
enthaltene mRNA entsprechend der Angaben des Herstellers wie in 2.2.4.2

beschrieben in cDNA umgeschrieben.

Um Schwankungen in der cDNA-Synthese auszugleichen wurde in der
anschliefenden Realtime PCR neben c-Jun auch das ,,Housekeeping-Gen* G6PD
gemessen. Als Standard diente eine Verdiinnungsreihe des G6PD
Expressionsplasmids. Das verwendete PCR-Protokoll ist in 2.2.4.3 ausfiihrlich

beschrieben. Es wurde der Quotient aus der Signalintensitdt von c-Jun und G6PD
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gebildet und der Wert der Oh-Probe zur Vereinfachung der Darstellung auf 1
gesetzt. Die PCR-Produkte wurden abschlieBend auf einem Agarosegel mit
Ethidiumbromid elektrophoretisch aufgetrennt und die Grée der PCR-Produkte
kontrolliert.

[6)]

N
L

w
!

N
!

>

Uo7 TET
Signalintensitat c-Jun/G6PD

Zeit der Tetracyclin-freien Kultivierung

1L.
0+
N AN AN

Q ®
Zeit der Tetracyclin-freien Kultivierung

U937 TET/A-E
Signalintensitat c-Jun/G6PD

Abbildung 3-10:

Realtime-PCR fiir c-Jun in U937 TET (A) und U937 TET/A-E (B) Zellen.

3 x 10° Zellen wurden zum Zeitpunkt Oh in Tetracyclin-freies Medium eingesetzt und fiir die
entsprechende Zeit inkubiert. AnschlieBend wurde die mRNA extrahiert und in ¢cDNA
umgeschrieben. Mittels Realtime-PCR wurden die DNA-Konzentrationen des

,,Houskeeping-Gens** G6PD und von c-Jun bestimmt und als Quotient angegeben.
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Wihrend die c-Jun mRNA-Expression in U937 Zellen, die stabil mit einem
Tetracyclin-induzierbaren  (Tet-off) Expressionsvektor ohne AMLI-ETO
transfiziert worden waren, 4 wund &8 Stunden nach Induktion des
Expressionsvektors durch Tetracyclin-Entzug nahezu konstant bleibt (Abbildung
3-10 A), nimmt die c-Jun mRNA-Expression in der gleichen Zelllinie, die das
Gen fir AMLI-ETO im Expressionsvektor enthilt, mehr als 3,5-fach zu
(Abbildung 3-10 B).

Damit ist gezeigt, dass AMLI-ETO in U937 Zellen nicht nur zu einer Aktivierung
des c-Jun Promotors, sondern auch zu einer vermehrten Transkription von c-Jun

mRNA fiihrt.
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3.8 AML1-ETO erhoht die c-Jun Protein Expression in
U937 Zellen

AMLI1-ETO erhoht die Aktivitit des c-Jun Promotors, wobei fiir diese
transkriptionelle Transaktivierung die proximale AP-1 Bindungsstelle des c-Jun
Promotors notwendig ist. Die Aktivierung des Promotors fiihrt wie in 3.7 gezeigt

zu einer vermehrten Transkription von c-Jun mRNA.

Als nédchstes war zu klédren, ob die in den vorausgegangenen Versuchen gezeigten
Effekte auch zu einer vermehrten Translation der c-Jun mRNA und damit zu einer

erhohten Proteinexpression fiithren.

Dazu wurden U937 Zn/A-E Zellen verwendet, die stabil mit einem Zink-
induzierbaren AMLI-ETO-Expresionsvektor transfiziert und freundlicherweise
von Pier Giuseppe Pelicci zur Verfiigung gestellt worden waren'”. Diese Zellen
wurden fiir 0, 2 und 4 Stunden mit Zink inkubiert, um eine Aktivierung des stabil
transfizierten AML1-ETO Expressionsvektors zu bewirken. AnschlieBend wurden
aus den Zellen wie in 2.2.3.1 beschrieben Lysate gewonnen. Nach Bestimmung
der Proteinkonzentration der einzelnen Lysate wurden von jedem Ansatz 100ug in
ein Acrylamidgel geladen und die Proteine bei einer Spannung von 125V fiir
90min elektrophoretisch aufgetrennt und anschlieBend auf eine Nitrozellulose-
Membran transferiert. Die Membran wurde dann zunéchst mit einem priméren
Antikorper gegen ETO bzw. gegen c-Jun und anschlieBend mit dem
entsprechenden sekundidren Antikorper inkubiert und die Banden mittels
Chemolumineszenz auf ECL-Hyperfilm sichtbar gemacht. Die Antikérper wurden
danach im Stripping-Verfahren gelost und dieselben Membranen zur
Ladungskontrolle mit p-Tubulin- und den entsprechenden sekundéren
Antikorpern inkubiert. Zur Quantifizierung der Banden wurden die Blots
eingescannt und mit der Software ImageJ densitometrische Messungen

durchgefiihrt. Die genaue Methodik ist in 2.2.3 dargestellt.
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In Abbildung 3-11 ist gezeigt, dass es durch die Zugabe von Zink zum
Nédhrmedium nach 2 und 4 Stunden — wie erwartet — zu einer vermehrten
Expression von AMLI-ETO kommt (Spalten 6 und 7, oberer Blot). Ohne die
Zugabe von Zink findet keine Expression von AMLI1-ETO statt (Spalte 5, oberer
Blot) und auch in U937 Zellen, die als Kontrolle verwendet wurden, kann
AMLI-ETO - wie erwartet — nicht nachgewiesen werden (Spalten 2-4, oberer
Blot). Zum Nachweis, dass es sich bei den durch den Anti-ETO-Antikorper
detektierten Banden tatsiachlich um AMLI1-ETO handelt, wurde in vitro
translatiertes AMLI-ETO (i.v.t. AMLI-ETO)geladen (Spalte 1, oberer Blot), das
— wie die Banden aus den Zell-Lysaten — im Vergleich zum ebenfalls geladenen

Rainbow Ladder auf der erwarteten Hohe von 94 kDa gelegen ist.

Dieselbe Membran wurde im Anschluss fiir B-Tubulin als Ladekontrolle geblottet.
Die B-Tubulin-Banden fiir U937 (Abbildung 3-11, Spalten 2-4, unterer Blot) und
fir U937 Zn/A-E (Abbildung 3-11, Spalten 5-7, unterer Blot) zeigen jeweils
gleiche Intensitit und laufen auf der erwarteten Hohe von 55kDa. Um die Banden
zu quantifizieren wurden die Blots eingescannt und mit der Software ImageJ eine
densitometrische Messung der einzelnen Banden durchgefiihrt. Zum Ausgleich
von Ladefehlern wurde der Quotient aus der Intensitit der AML1-ETO-Bande
und der zugehorigen B-Tubulin-Bande gebildet. Der Quotient bei Oh (Abbildung
3-11, Spalte 5) wurde zur besseren Darstellung auf 1 gesetzt. Die
Proteinexpression von AMLI-ETO nimmt unter Zink-Stimulation auf das

2,7-fache zu.
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Abbildung 3-11:

Western Blot fiir AML1-ETO unter Verwendung eines ETO-Antikorpers (oberer Blot) in
U937 Zn/A-E Zellen nach Stimulation mit Zink fiir 2 und 4 Stunden (Spalten 5-7). Als
Kontrolle wurden unveréinderte U937 Zellen verwendet (Spalten 2-4). In vitro translatiertes
AMLI1-ETO (i.v.t. AML1-ETO) wird detektiert (Spalte 1, oberer Blot). Als Ladekontrolle
diente der Nachweis von B-Tubulin (unterer Blot). Zur Quantifizierung wurden die Blots
eingescannt und mit der Software ImageJ densitometrisch gemessen. Der

AML1-ETO/B-Tubulin Quotient wurde angegeben.

In Abbildung 3-12 wurde die Membran fiir c-Jun geblottet. Nach zwei Stunden ist
eine Zunahme der Bande, die auf Hohe der Bande fiir in vitro translatiertes c-Jun
bei 39kDa liegt, fiir c-Jun nachweisbar (Abbildung 3-13, Spalten 6 und 7, oberer
Blot), wihrend die Banden fiir c-Jun in U937 Zellen ohne und mit Zink-
Exposition fiir 2 und 4 Stunden dhnliche Intensitit aufweisen (Abbildung 3-12,
Spalten 2-4).

Auch diese Membran wurde fiir B-Tubulin geblottet, um die GleichmaBigkeit der
Lademengen zu iiberpriifen (Abbildung 3-12, Spalten 2-4 fiir U937 und Spalten
5-7 fiir U937 Zn/A-E, unterer Blot). B-Tubulin liegt auf der erwarteten Hohe von
55kDa.
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Abbildung 3-12:

Western Blot fiir c-Jun (oberer Blot) in U937 Zn/A-E Zellen (Spalten 5-7) nach Stimulation
mit Zink fiir 2 und 4 Stunden. In vitro translatiertes c-Jun (i.v.t. c-Jun) wird detektiert
(Spalte 1, oberer Blot). Als Kontrolle wurden wie in Abbildung 3-11 unverinderte U937
Zellen verwendet (Spalten 2-4). Als Ladekontrolle diente der Nachweis von p-Tubulin
(unterer Blot). Zur Quantifizierung wurde der Blot eingescannt und die Banden

densitometrisch gemessen. Der c-Jun/B-Tubulin Quotient wurde angegeben.

Es erfolgte wiederum die densitometrische Messung der Banden mit der Software
Imagel. Zum Ausgleich von Ladefehlern wurde der Quotient aus der Intensitét der
c-Jun-Bande und der zugehorigen B-Tubulin-Bande gebildet. Der Quotient bei Oh
(Abbildung 3-12, Spalte 5) wurde zur besseren Darstellung auf 1 gesetzt. Die
Proteinexpression von c-Jun nimmt unter Zink-Stimulation nach 2h auf das
1,7-fache zu, féllt jedoch bereits nach 4h auf das Ausgangsniveau zuriick

(Abbildung 3-12, Spalte 7).
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3.9 Uberexpression von AML1-ETO vermindert die Pro-
liferation von U937 Zellen

Wie bereits in der Einleitung erldutert ist ein wesentlicher Bestandteil der
Leukdmogenese die unkontrollierte Proliferation des maligne entarteten Zellklons.
Es wurde deshalb untersucht, ob die Uberexpression von AMLI-ETO in U937

Zellen zu einer Verdnderung des Proliferationsverhaltens fiihrt.

Dazu wurde die U937 Zelllinie verwendet, bei der ein Zink-induzierbarer
AMLI1-ETO Expressionsvektor stabil transfiziert worden war. Als Kontrolle
wurden unverdnderte U937 Zellen verwendet. Die Zellen wurden gewaschen und
jeweils 1x10° Zellen in 100ul frisches Kulturmedium mit oder ohne Zink in
96-well-Platten resuspendiert. Nach 96h wurden die Zellen entsprechend den
Angaben des Herstellers behandelt und die Extinktion bei 570nm gemessen. Das
Ausmalf der Extinktion verhilt sich dabei proportional zur Zahl der vitalen Zellen

im jeweiligen Ansatz.

In Abbildung 3-13 ist der Effekt der Zugabe von Zink zum Kulturmedium auf
U937 Zn/A-E Zellen gezeigt. Wihrend U937 Zn/A-E ohne Zink-Induktion, d.h.
ohne Expression von AMLI1-ETO eine ca. 3-fach hohere Proliferationsrate zeigen
als U937 Zellen, ist diese verstirkte Proliferation unter Zink-Induktion, d.h. unter
AMLI-ETO-Expression nicht mehr nachweisbar. AML1-ETO bewirkt also eine

verminderte Proliferation von U937 Zellen.

Ein toxischer Effekt von Zink kann ausgeschlossen werden, da unverdnderte

U937 Zellen mit und ohne Zink die gleiche Proliferationsrate zeigen.
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Abbildung 3-13

MTT-Assay fiir U937 Zn/A-E Zellen nach 96 Stunden Inkubation mit und ohne Zink (B). Zu
Beginn wurde jeweils die gleiche Zellzahl (1 x 10* Zellen) in 100pl Niahrmedium eingesetzt.
Nach 96h Stunden wurde mittels des MTT-Assays, der eine Aussage iiber die Zahl der
vitalen Zellen macht, die Extinktion bei 570nm gemessen. Um einen toxischen Effekt von

Zink auszuschliefen, wurden U937 Zellen als Kontrolle verwendet (A).
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4 DISKUSSION
4.1 AML1-ETO und c-Jun

Die Hamatopoese des Menschen ist ein komplexer Vorgang der durch viele
Faktoren, von denen bis heute nur ein kleiner Teil bekannt ist, stringent reguliert
ist. Das ausgewogene Zusammenspiel von intrazelluldren Transkriptionsfaktoren
und extrazelluliren Wachstums- und Botenstoffen ist notig, um die
Differenzierung aus einer pluripotenten Stammzelle hin zu den Leukozyten des

peripheren Blutes zu regulieren.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass das Fusionsprotein AMLI1-ETO zu
einer erhohten Aktivitit des c-Jun Promotors fiihrt. Durch den FEinsatz von
verschiedenen Deletionskonstrukten des c-Jun Promotors konnte die Region, iiber
die dieser Effekt vermittelt wird, auf die Region zwischen bp-79 und bp-63
eingegrenzt werden. In diesem Bereich liegt die proximale AP-1 Bindungsstelle
des c-Jun Promotors, die zusammen mit der weiter distal liegenden AP-1
Bindungsstelle bei bp-190/-183 fiir die basale Promotoraktivitit wichtig ist.
Interessant ist dabei, dass sich die beiden AP-1 Bindungsstellen in zwei
Basenpaaren unterscheiden: Die proximale AP-1 Bindungsstelle hat die Sequenz
5’-TGACATCA-3’, die distale hat die Sequenz 5’—TIACQTCA—3’89. An beiden
AP-1 Bindungsstellen bindet c-Jun vornehmlich als Heterodimer mit
ATE-2""#91 " wobei die positive Autoregulation vor allem iiber die proximale

AP-1 Bindungsstelle vermittelt ist**.

Weitergehende Untersuchungen in unserer Arbeitsgruppe15 konnten zeigen, dass
eine Punktmutation der proximalen AP-1 Bindungsstelle des c-Jun Promotors
ebenfalls die Transaktivierung durch AMLI1-ETO aufhebt. Die Transaktivierung
des c-Jun Promotors durch AMLI1-ETO ist dabei jedoch nicht durch eine direkte
Bindung an den c-Jun Promotor vermittelt, sondern durch einen indirekten
Mechanismus. Erste Hinweise ergaben sich daraus, dass DNA-Bindung und

Protein-Protein-Interaktionen von AML-ETO nur iiber die Runt homology
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domain (RHD) beschrieben sind”. Die entsprechende DNA-Konsensus
Bindungsstelle ist TGT/cGGT", die im menschlichen c-Jun Promotor —
insbesondere in der fiir den Effekt von AMLI1-ETO wichtigen Region — nicht

vorhanden ist.

Weitere Ergebnisse zeigen, dass AMLI1-ETO zur Phosphorylierung von JNK
fiihrt, wodurch die DNA-Bindung von AP-1-Transkriptionsfaktoren, insbesondere
ATF-2 und c-Jun durch Phosphorylierung gesteigert wird. Es konnte auch gezeigt
werden, dass JIP-1, ein Hemmstoff der JNK-Signalkaskade die transaktivierende
Wirkung von AML1-ETO auf den c-Jun Promotor autheben kann.

In 16 AML-Patientenproben mit der Translokation t(8;21) wurde die mRNA-
Expression von c-Jun und AMLI-ETO bestimmt. Als Bestitigung fiir die
Ergebnisse aus unseren experimentellen Studien konnte gezeigt werden, dass die
Hohe der c-Jun-mRNA-Expression und der AMLI-ETO-mRNA-Expression in

diesen Patientenproben positiv miteinander korrelierte.

In der Zusammenschau der Ergebnisse dieser Arbeit und weiterfiihrender
Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe gehen wir von folgendem Mechanismus
aus: Durch die Translokation t(8;21) kommt es zur Fusion des grofiten Teils des
Gens fiir den Transkriptionsfaktor AML1, der in der Hamatopoese eine zentrale
Rolle spielt, mit nahezu dem gesamten ETO-Gen. Der AML1 Promotor, der aus
zwel Promotoruntereinheiten — einer proximalen und einer distalen — besteht
bleibt dabei im Gegensatz zum ETO Promotor erhalten und reguliert die

Expression des entstandenen Fusions-Gens AML1-ETO.
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Abbildung 4-1:

Modell der Regulation der c-Jun-Expression durch AML1-ETO:

AMLI1-ETO fiihrt z.B. iiber einen humoralen Faktor zu einer Aktivierung der JNK
Signalkaskade. JNK fiihrt iiber eine Phosphorylierung von AP-1-Transkriptionsfaktoren,
die an der proximalen AP-1 Bindungsstelle (pAP1) des c-Jun Promotors ein Heterodimer
gebildet haben, zu einer Transaktivierung des c-Jun Promotors. Die vermehrte Expression
von c-Jun fiihrt einerseits zu einer weiteren Aktivierung des c-Jun Promotors, zum anderen
zusammen mit AML1-ETO zu einer Transaktivierung des AML1(-ETO) Promotors, der
sich aus einem distalen (pAMLI1dist) und einem proximalen (pAML1prox) zusammensetzt.
Das wiederum fiihrt zu einer verstirkten Expression von AML1-ETO, wodurch eine positive

Feedback-Schleife entsteht.

AMLI1-ETO fiihrt iiber Mechanismen, die noch weiter untersucht werden miissen,
zur Phosphorylierung und damit Aktivierung von JNK, die wiederum eine
Phosphorylierung der AP-1-Mitglieder ATF2 und c-Jun bewirkt. c-Jun bildet
zusammen mit ATF2 Heterodimere, die an der proximalen AP-1 Bindungsstelle
des c-Jun Promotors binden und die transkriptionelle Aktivitit des c-Jun
Promotors erhdhen, wodurch es — wie in dieser Arbeit gezeigt zu einer vermehrten

Expression von c-Jun kommt. c-Jun erhoht zum einen durch eine
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autoregulatorische Schleife seine eigene Expression, zum anderen erhoht es die
Aktivitit des AML1 Promotors und fithrt so wiederum zu einer vermehrten

Expression von AMLI1-ETO.

Es gibt Anzeichen dafiir, dass dieser Mechanismus auch bei der Transaktivierung
anderer Gene durch AMLI-ETO eine wichtige Rolle spielt. Li et al. konnten
kiirzlich zeigen, dass AMLI-ETO zu einer vermehrten Expression von
connexin-43 fithrt, was zur Wachstumsinhibition fiihrt*. In weiterfiihrenden
Untersuchungen der gleichen Arbeitsgruppe konnten Gao et al. belegen, dass der
Mechanismus — wie in unseren Untersuchungen am c-Jun Promotor — JNK-
abhédngig ist und iiber zwei API-Bindungsstellen im connexin-43 Promotor

vermittelt wird”>,
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4.2 Leukamie-Entstehung — Blockierung der Differen-
zierung durch AML1-ETO

Bereits in der Einleitung ist diskutiert worden, dass fiir die Leukidmie-Entstehung
zwei Faktoren wichtig sind: Eine Blockierung der Zelldifferenzierung und eine
vermehrte Proliferation. Welche Rolle spielt AMLI-ETO nach dem heutigen
Wissen fiir diese zwei Faktoren und inwieweit ist es in der Lage zur Leukidmie-

Entstehung beizutragen?

Ausgehend von CD34-positiven Vorlduferzellen kommt es im ersten
Differenzierungsschritt der Hématopoese zur Trennung in die lymphoide,
myeloische und die erythrozytire Zelllinie, wobei PU.1 fiir die myeloische und
Gata-1 fiir die erythrozytire Differenzierung eine entscheidende Funktion haben.
AMLI1-ETO hat an dieser Stelle hemmenden Einfluss auf Gata-1, dessen
Acetylierung durch seinen transkriptionellen Koaktivator p300/CBP durch
AMLI-ETO eingeschriankt wird und damit die Differenzierung zu Erythrozyten

inhibiert'?.

Im néchsten Differenzierungsschritt wird C/EBPa fiir die Entwicklung unreifer
Granulozyten/Monozyten-Vorliuferzellen bendtigt *'. Die nichste Schliisselstelle
in der Differenzierung der myeloischen Zellreihe ist die Trennung der
monozytiren Linie von den neutrophilen Granulozyten.

An dieser Stelle ist c-Jun als JNK-unabhingiger Koaktivator des
Transkriptionsfaktors PU.1 entscheidend an der Differenzierung myeloischer
Vorliuferzellen zu Monozyten beteiligt’. Der zentrale Transkriptionsfaktor fiir die
Differenzierung zu neutrophilen Granulozyten ist C/EBPa. C/EBPa-Mutationen
wurden in AML-Patientenproben gefunden®. Uberexpression von C/EBPa fiihrt
sowohl in U937 als auch in Kasumi-Zellen®™ zur Differenzierung in
Granulozyten.

Gleichzeitig behindert C/EBPa die Differenzierung zu Monozyten durch die
Reduktion der c—Jun—Expression64. Umgekehrt behindert c-Jun die Funktion von

C/EBPa durch Interaktion am Leucin Zipper.
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Abbildung 4-2:

Modell der Blockierung der Differenzierung durch AMLI1-ETO. In der normalen
Himatopoese (A) kommt es zu einer Differenzierung in Monozyten oder neutrophile
Granulozyten. In welche Richtung sich die Vorlduferzelle differenziert, scheint von der Hohe
der PU.1 bzw. C/EBPa-Expression abhiingig zu sein. AML1-ETO bindet an PU.1 und
verdringt den Koaktivator c-Jun, der wiederum an C/EBPo bindet. Durch diese

Mechanismen werden beide Differenzierungswege blockiert (B).

Westendorf et al. konnten zeigen, dass AMLI-ETO an C/EBPa bindet und seine
transkriptionelle Aktivitit hemmt”. Pabst et al. zeigten, dass AMLI-ETO die
Expression von C/EBPa vermindert. Durch diese Eigenschaften blockiert
AMLI-ETO die C/EBPa-abhingige Differenzierung in Granulozyten. Diese
Blockade kann durch C/EBPa-Uberexpression in AML1-ETO-tragenden Kasumi-

Zellen iiberwunden werden’®,

Fiir die Differenzierung zu Monozyten ist PU.1 von entscheidender Bedeutung.
PU.1-Mutationen werden bei AML-Patienten héufig gefundensz. Aber auch die
Differenzierung zu Monozyten ist durch AMLI-ETO gestort. AMLI1-ETO ist in
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der Lage, an PU.1 zu binden und dessen transkriptionelle Aktivitit zu vermindern,
ohne die DNA-Bindung zu beeintrichtigen. Die Expression von PU.1 wird durch
AMLI1-ETO ebenfalls vermindert. Interessanterweise kann man in Kasumi-Zellen
— analog zur Uberexpression von C/EBPa — durch Uberexpression von PU.1 den
Differenzierungs-Block iiberwinden. Die Zellen differenzieren in Richtung

Monozytengs.

AMLI-ETO scheint an dieser Schliisselstelle der myeloischen Differenzierung
beide Wege — zu Monozyten und neutrophilen Granulozyten — zu blockieren und
erfillt so als leukdmisches  Fusionsprotein  seine  Funktion als

Differenzierungsblockierer.
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4.3 Leukamie-Entstehung - Proliferation und AML1-ETO

Uberraschend erscheint zunichst das Ergebnis aus 3.9, dass AMLI-ETO die
Proliferation von U937 Zellen hemmt. Diese Ergebnisse stehen jedoch im
Einklang mit den Daten verschiedener anderer Arbeitsgruppen. Shikami et al. 3
konnten 1999 zeigen, dass die Expression des anti-apoptotischen Faktors Bcl-2 in
t(8;21)-positiven de novo-AML-Patientenproben vermindert ist. Burel et al. ®
verwendeten U937/TET/A-E Zellen, die in dieser Arbeit fiir die real time PCR
eingesetzt ~ wurden. Auch sie beschreiben eine  Reduktion der
Proliferationsfahigkeit der Zellen bei Expression von AMLI-ETO. Die Zellen
verharren in der GO/G1 Phase des Zellzyklus, wahrscheinlich durch eine
Reduktion von c-myc, was eine Verminderung von CDK4 zur Folge hat.
Gleichzeitig ist die Expression von Bcl-2 vermindert und die Zellen werden

apoptotisch.

Neueste Untersuchungen konnten diese Ergebnisse auch in Microarray-Analysen
bestitigen*®. Neben einer verminderten Bcl-2-Expression wurde eine erhohte
Expression des proapoptotischen Faktors bak gefunden.

Ein weiterer Faktor der fiir die Hemmung der Proliferation durch AMLI-ETO
verantwortlich zu sein scheint, ist Connexin 43 (CX43), das bei AMLI1-ETO-
Expression in einer induzierbaren Zelllinie vermehrt synthetisiert wird und zur
Wachstumsinhibition fiihrt. Durch small interfering RNA (siRNA) konnten die

Autoren diesen Effekt iiberwinden®.

AMLI-ETO scheint also das Zellwachstum zu hemmen und zu Apoptose zu
fiihren. Gibt es Hinweise, dass die in dieser Arbeit beschriebene Erhohung der
c-Jun-Expression in diesem Kontext eine Rolle spielt? In der Literatur gibt es
zahlreiche Berichte iiber die Proliferations-steigernden Effekte von c-Jun.
Wachstumsfaktoren oder Onkogene stimulieren die JNK-Signalkaskade, was zu
einer Phosphorylierung und Aktivierung von c-Jun mit verstdrkter Proliferation
oder maligner Transformation fiihrt. Uber den gleichen Mechanismus kann c-Jun

jedoch auch zu Apoptose oder Wachstumshemmung fiihren®".
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In der Tat konnten Bossy-Wetzel et al. in NIH 3T3 Zellen zeigen, dass erhohte
c-Jun-Aktivitit zur Apoptose fiihrt®,

p73, ein Faktor, der zusammen mit pS3 wesentlich daran beteiligt ist, dass es in
Tumorzellen zur Apoptose kommt, wird durch c-Jun stabilisiert und aktiviert®'.

Auch in weiteren Experimenten in unserer Arbeitsgruppe konnten Elsdsser et al.
15 ebenfalls in einer induzierbaren Zelllinie zeigen, dass AMLI-ETO zu
vermehrter Apoptose fiihrt. Dieser Effekt scheint von AMLI-ETO iiber die JNK-
Signalkaskade und eventuell auch iiber c-Jun vermittelt zu sein, da die Apoptose

durch Hemmung von JNK aufgehoben werden kann.

Interessanterweise kann die Entfernung der C-terminalen NCor/SMRT-Doméne
von AMLI-ETO das Fusionsprotein in einen wesentlich potenteren
leukdmogenischen Faktor verwandeln, der das Zellwachstum nicht wie das
vollstindige Fusionsprotein inhibiert’”. Da iiber diese Domine — wie in der
Einleitung bereits erwihnt — ein Corepressor-Komplex an AML1-ETO gebunden
wird, scheint dieser der proliferativen Wirkung von AMLI-ETO entgegen zu

wirken.

Diese Ergebnisse befinden sich im Einklang mit einem Modell, in dem
AMLI-ETO allein nicht fiir die Leukdmie-Entstehung ausreichend ist. Es scheint
mindestens ein zusitzlicher ,second hit“ nétig zu sein, um die
Proliferationshemmung zu iiberwinden und damit beide Faktoren, die fiir die
Leukédmie-Entstehung nach heutigem Wissen essentiell sind, zu erfiillen. ,,Second
hits*, die besonders haufig in Patientenproben gefunden werden und mit
AMLI1-ETO kooperieren, scheinen dabei Rezeptor-Tyrosinkinasen wie FL'T3 oder
c-KIT zu sein. Diese Beobachtungen =zeigen auch einen potentiellen

therapeutischen Ansatz durch Tyrosinkinase-Inhibitoren’".
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5 ZUSAMMENFASSUNG

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass das Fusionsprotein
AMLI-ETO die Aktivitdt des vollstindigen humanen c-Jun Promotors in der
humanen Zelllinie U937 steigert. Diese Aktivititssteigerung ist dosisabhiingig und
wird iiber die proximale AP-1 Bindungsstelle des c-Jun Promotors vermittelt. In
weiteren Transfektionsexperimenten konnte nachgewiesen werden, dass c-Jun
iiber die proximale AP-1 Bindungsstelle mit AML1-ETO kooperiert und es so zu

einer ausgeprigten Transaktivierung des c-Jun Promotors kommt.

An den zwei Promotoren, die die Expression von AMLI1-ETO regulieren, zeigt
sich in Bezug auf die Transaktivierung ein positiver synergistischer Effekt von c-
Jun und AMLI-ETO. Beide Faktoren erhohen die Transaktivierung ihrer
Promotoren und damit ihre eigene Expression in einer positiven

Verstiarkungsschleife.

Als Ergebnis dieser Transaktivierung des c-Jun Promotors ist die Transkription
von c-Jun-mRNA gesteigert. Erhohte Werte von c-Jun-mRNA konnten in einer
induzierbaren U937-Zelllinie in der Realtime PCR nachgewiesen werden, was
schlieBlich in einer vermehrten c-Jun Protein-Expression resultiert, die im

Western Blot nachgewiesen werden konnte.

Im MTT-Assay konnte nachgewiesen werden, dass die Uberexpression von
AMLI1-ETO Einfluss auf das Proliferationsverhalten von U937-Zellen hat. Als
Resultat der AML1-ETO-Expression in Zink-induzierbaren U937 Zellen ist ihre
Proliferationsfahigkeit herabgesetzt, was im Einklang mit Resultaten anderer

Arbeitsgruppen in dhnlichen induzierbaren Systemen steht.

Es wird ein Modell vorgeschlagen, in dem es durch die gegenseitige
transkriptionelle ~Aktivierung 1in einer positiven Feedback-Schleife von

AMLI1-ETO und c-Jun zu einer Uberexpression und einer vermehrten
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Phosphorylierung von c-Jun kommt. Das fiihrt zum einen zu einer Blockierung
der Zelldifferenzierung, die ein wichtiger Bestandteil der Leukd@mogenese ist.
Zum anderen fiihrt es zu einer Proliferationshemmung, die evtl. durch weitere
genetische Mutationen {iberwunden werden muss, damit es zur Leukidmie-
Entstehung kommt. Wenn es gelidnge, den Differenzierungsblock zu iiberwinden,
wire das ein moglicher therapeutischer Ansatz fiir Patienten mit AMLI-ETO-

positiver AML.
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