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Zusammenfassung

Akute Leuk&mien treten in allen Altersstufen auf. Akute lymphatische Leukédmie (ALL)
ist die hdufigste Leukdmie bei Kindern, wahrend akute myeloischen Leukdmien (AML)
mit verschiedenen Untergruppen etwa 80% aller akuten Leuk&mien bei Erwachsenen
ausmachen. Die Translokation t(8;21) resultiert in der Entstehung des Fusionsgens
AML1-ETO und zahlt zu den haufigen Translokationen bei der AML. Dabei fusioniert
die DNA-bindende Doméne des AML1 mit dem fast kompletten ETO-Protein. AML1-
ETO wirkt als dominanter Repressor der AML1-vermittelten transkriptionellen Regula-
tion wichtiger hdmatopoetischer Zielgene. Klinische Daten legen nahe, dass trotz der
klarer Assoziation zwischen AML und der t(8;21) Translokation bei AML Patienten
zusétzliche genetische Verédnderungen — so genannte ,second hits® — notwendig sind, um
eine Leukamie effizient zu induzieren. Klinisch relevanten Komplimentationsonkogene
sind unter anderen die aktivierte Rezeptortyrosinkinase FLT3, JAK2, NRAS, KRAS, c-
KIT.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, ein Mausmodell zu etablieren, welches humane
akute myeloische Leukamie rekapituliert und bei dem die Expression der entsprechen-
den Onkogene reguliert werden kann. Als erstes wurde untersucht, ob eine gemeinsame
Expression von AML1-ETO mit kRAS®*P zur Induktion von Leukamie filhren kann.
Hierfiir wurden Tiere generiert die gemeinsam AML1-ETO und kRAS®*® unter der
regulatorischen Sequenz des Tetrazyklin-Operators exprimierten. Der grofie Vorteil
dieser Technologie ist die regulierbare Reversibilitat der Genexpression. Um die Ex-
pression der Zielgene auf blutbildende Zellen zu beschranken, wurden Knochenmark-
chiméren hergestellt. Im Beobachtungszeitraum von 12 Monaten flihrte die Expression
von AML1-ETO und AML1-ETO/KRAS®™P nicht zur Induktion einer akuten Leuk-
mie. Die normale hamatopoetische Entwicklung war jedoch in diesen Tieren gestort.
Der beobachtete Ph&notyp entsprach einem myelodysplastischen Syndrome (MDS).

Im zweiten Ansatz, wurden Tiere generiert die gemeinsam AML1-ETO und FLT3-ITD
exprimierten. Hierfir wurden hdmatopoetische Stammzellen aus ROSA26-iM2/tetO-
AML1-ETO isoliert und mit Hilfe des retroviralen VVektors mit FLT3-ITD transduziert.
In diesem Modell war es moglich, in kurzer Zeit eine akute Leukdmie mit zu induzieren.
Einige wenige Tiere hatten zum Zeitpunkt des Todes Anzeichen einer biphanotypischen
Leukamie mit lymphatischen und myeloischen Blastenpopulationen. In drei Tieren in-
duzierte die alleinige Expression von FLT3-ITD eine Leuk&mie. Alle Leukdmien wur-
den durch FACS, Zytologie und Histopathologie bestétigt. Knochenmark- bzw. Milzzel-
len aus den erkrankten Tieren waren in der Lage nach Transfer in sekunddre Rezipien-
ten eine Leukdmie auszulésen. Somit besallen sie ein uneingeschranktes Selbsterneue-
rungspotential.



Ein erster Versuch, in dem AML1-ETO Expression in leukdmischen Zellen abgeschaltet
und FLT3-ITD mit Tyrosinkinase-Inhibitor inhibiert wurde, zeigte keine wesentliche
Veranderung in der Leukamieprogression.

Dieses Leukdamiemodell erlaubt die Rolle der beteiligten Onkogene wéhrend verschie-
dener Stadien der Leuk&mie zu erforschen und damit moglicherweise neue Anséatze fur
Therapiestrategien zu entwickeln.



Abstract

Acute leukemia occurs at all ages. Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is the most
common leukemia of children, while acute myeloid leukemia (AML) is more often af-
fecting adults. The translocation t(8;21) results in the formation of the fusion gene
AMLL1-ETO and is among the most common rearrangements found in AML. As a result
of the translocation the DNA-binding domain of AML1 is fused to the almost entire
ETO protein, a co -repressor for a variety transcription factors. AML1-ETO function in
leukemogenesis is based on its dominant-negative effects on AMLL1 target genes. Clini-
cal data of AML patients suggest that additional genetic changes - so-called ‘second
hits’ — besides the t(8;21) translocation are necessary to cause leukemia. Such mutations
have been described for various genes, such as JAK2, NRAS, KRAS, c- KIT and FLT3-
ITD.

The aim of the present study was to establish a mouse model which recapitulates human
acute myeloid leukemia and which allows regulation of the expression of the corre-
sponding oncogenes.

First, it was investigated whether or not a cooperation of the AML1-ETO and kRAS®*?°
may lead to induction of leukemia. Therefore, transgenic mice were established which
simultaneously expressed AML1-ETO and kRAS®*?® under tetracycline inducible pro-
moter elements. The great advantage of this technology is the reversibility of the regu-
lated gene expression. In order to restrict the expression of the target genes on hemato-
poietic cells, bone marrow chimeras were produced. Simultaneous expression of these 2
oncogenes did not lead to leukemia within 12 months. The normal hematopoietic devel-
opment, however, was disturbed in these animals. The observed phenotype correspond-
ed to myelodysplastic syndrome.

In the second approach, mice were generated in which the hematopoietic cells co-
expressed AML1-ETO and FLT3-ITD. Bone marrow of the above mentioned inducible
AMLL1-ETO transgenic mice was transduced with a retroviral vector containing FLT3-
ITD. Acute leukemia in these mice developed within a short time. A few animals de-
veloped a bi-phenotypic leukemia with lymphoid and myeloid blast populations. Three
mice expressing only of FLT3-ITD also developed leukemia. All cases of leukemia
were confirmed by cytometry, cytology and histopathology. Bone marrow or spleen
cells isolated from leukemic animals were able to transfer leukemia into secondary re-
cipients. Thus these cells had an unlimited self-renewal potential.

A first attempt to simultaneously turn off expression of AML1-ETO and inhibit FLT3-
ITD function by a tyrosine kinase inhibitor in leukemic cells, showed no significant
change in leukemia progression.



Together, this model of leukemia allows investigating the role of oncogenes involved in
different stages of leukemia and thus may facilitate new approaches for therapeutic
strategies.
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Abbildung 19: Generierung von dreifach transgenen M&usen ROSA26-iM2/tetO-
AML1-ETO/tetO-kRAS®*?P um den Effekt der gemeinsamen Expression
von AML1-ETO und kRAS®*? auf Leukamieinduktion zu untersuchen.
Weitere durch Kreuzung entstandene Nachkommen wie ROSA26-iM2/tetO-
AML1-ETO (R26/AE), ROSA26-iM2/tetO- kRAS®'?P (R26/kRAS) und
ROSA26-iM2 (R26) wurden als Kontrollgruppen eingesetzt. Die Expression
von AML1-ETO und kRAS wurde durch die Zugabe von Doxyzyklin zum

T INKWWASSEE AKEIVIBIT. ... e oo eeee ettt ettt ettt e e e e e e e e e e e e e eeeeeaaees

Abbildung 20: Die gemeinsame Expression von AE und kRAS fiihrt nicht wie
erwartet zu einer schnellen Mortalitéat. In der Gruppe AE/KRAS verstarb ein
Tier und in der Gruppe AML1-ETO verstarben drei Tiere im

Beobachtungsraum von 12 Monaten nach der Dox-Induktion. ...............c.........

Abbildung 21: Erfolgreiches Engraftment der transplantierten Zellen in allen
Gruppen. 8 Wochen nach der Transplantation zeigten sich keine
signifikanten Unterschiede im Engraftment der Spenderzellen (Ly5.1),
sowie in der Expression von eGFP (Ly5.1/eGFP). (A) Engraftment der
Knochenmark-Spenderzellen (Ly5.1) im peripheren Blut der
Empfangermaus als Histogramm. (B) eGFP Expression der Spenderzellen
(eGFP/Ly5.1) als Histogramm. (C) Relativer und absoluter Anteil der

eGFP/Ly5.1 doppelt positiver Zellen als Balkendiagramm. ...........cccccveeveivennnns
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Abbildung 22: 12 Monate nach Dox-Induktion zeigten sich die ersten
Auffalligkeiten im Differentialblutbild in den Gruppen AE und AE/KRAS.
Untersucht wurden Leukozyten (WBC, white blood cell), Erythrozytenzahl
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Granulozyten (NE, neutrophile granulocytes), Hamoglobin (HB, hAAML1-
ETOmoglobin) und grol3en, ungeféarbten Zellen z.B. Blasten (LUC, large
UNSEAINEA CEIIS). ..o 86
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doppeltpositive Zellen signifikant hoher als in den Kontrollgruppen. (A)
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der Empfangermaus als Histogramm. (B) eGFP Expression der
Spenderzellen (eGFP/Ly-5.1) als Histogramm. (C) Relativer und absoluter
Anteil der eGFP/Ly-5.1 doppelt positiven Zellen als Balkendiagramm............. 87

Abbildung 24: 12 Monate nach der Transplantation zeigten sich keine signifikanten

Unterschiede in den Milz- und Lebergewichten der transplantierten Méuse
(A-B) Das absolute und relative Milzgewicht und Lebergewicht. (C)

Offener Situs einer erkrankten KRAS/AMLI1-ETO Maus. ......cccccvvvvvnininennnnn, 88
Abbildung 25: 12 Monate nach der Transplantation zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede im KOrpergewicht der TIEIe. .......ccocvvieieieieieiese e 88

Abbildung 26: 12 Monate nach der Transplantation war die Expression von
eGFP/Ly5.1 doppeltpositive Zellen im Knochenmark in der Gruppe AML1-
ETO und AML1-ETO/KRAS signifikant hoher als in der kRAS Gruppe. (A)
eGFP Expression der Spenderzellen als Histogramm. (C) Relativer und
absoluter Anteil der eGFP positiven Zellen als Balkendiagramm. ..................... 89

Abbildung 27: Immunphanotypische Analyse der Granulopoese im Knochenmark
mit myeloischen (CD11b/Gr-1) markierenden Antikérpern nach 12 Monaten
DOX-Induktion zeigte eine verstarkte Granulopoese bei AE und AE/KRAS
transplantierten Tieren. (A) Dot-Plot-Darstellung. (B) Relativer und
absoluter Anteil als Balkendiagramm. ..., 90

Abbildung 28: Immunphanotypische Analyse der Granulopoese in der Milz mit
myeloischen (CD11b/Gr-1) markierenden Antikdrpern nach 12 Monaten
DOX-Induktion zeigte in der Gruppe AE/KRAS eine verstarkte
Granulopoese. (A) Dot-Plot-Darstellung. (B) Relativer und absoluter Anteil
als BalKendiagramm..........cuioiiiiiiiiie e 91

Abbildung 29: Immunphanotypische Analyse der eGFP Expression in CD11b/GR-1
positiven Zellen im Knochenmark und in der Milz zeigte, dass in den
Gruppen AML1-ETO (A) und AML1-ETO/KRAS (B) die verstarkte
Granulopoese aufwiesen, ebenfalls eine hohere eGFP Expression in diesen
Zellen festgestellt wurde. Angegeben sind % der positiven
eGFP/CD11b/Gr-1 Zellen als Histogramm (links) und Balkendiagramm
(FECNES). et 92

Abbildung 30: Immunphénotypische Analyse der B-Zell-Entwicklung im
Knochenmark mit lymphatischen (B220/CD19) markierenden Antikdrpern
nach 12 Monaten DOX-Induktion zeigte eine deutliche Reduktion der B-
Zellen in den Gruppen AML1-ETO und AML1-ETO/KRAS. (A) Dot-Plot-
Darstellung. (B) Relativer und absoluter Anteil als Balkendiagramm. .............. 93
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Abbildung 31: Immunphanotypische Analyse der B-Zell-Entwicklung im
Knochenmark mit lymphatischen (B220/CD19) markierenden Antikdrpern
nach 12 Monaten DOX-Induktion zeigte eine deutliche Reduktion der B-
Zellen in den Gruppen AE und AE/KRAS. (A) Dot-Plot-Darstellung. (B)

Relativer und absoluter Anteil als Balkendiagramm. ............cccccocovviveieiienenn,

Abbildung 32: Immunphanotypische Analyse der Erythropoese im Knochenmark
mit Erythrozyten (CD71/Ter119) markierenden Antikorpern zeigte nach 12
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befanden als bei Kontrolltieren der Gruppe R26. Gating Strategie der
Erythrozytenvorldufer ist im Text beschrieben. (A) Dot-Plot-Darstellung.

(B) Relativer und absoluter Anteil als Balkendiagramm. .............ccccevvevvinenen,

Abbildung 33: Immunphanotypische Analyse mit Stammzellen (lin-/Scal/c-Kit)
markierenden Antikorpern nach 12 Monaten DOX-Induktion zeigte keine
Expansion von LSK Zellen im Knochenmark. Bei AE transplantierten
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AE/KRAS Gruppe zeigte sich eine erhthte Expression des
Progenitormarkers c-KIT und Scal einzeln positiven Zellen. (A) Dot-Plot-

Darstellung. (B) Relativer und absoluter Anteil als Balkendiagramm. ............

Abbildung 34: Immunphanotypische Analyse der T-Zell-Entwicklung im Thymus
nach 12 Monaten DOX-Induktion zeigte eine signifikante Reduktion der
CD4/CD8 doppelt positiven Zellen in der AML1-ETO Gruppe. (A) Dot-

Plot-Darstellung. (B) Relativer und absoluter Anteil als Balkendiagramm......

Abbildung 35: Generierung von Méusen die gemeinsam AE und FLT3-ITD
exprimieren. Aus nicht induzietren bi-transgenen R26/AE Mausen wurden
LSK Zelle aufgereinigt und retroviral mit einem FLT3-1TD Konstrukt
transduziert. AnschlieBend wurden die Zellen in letal bestrahle Rezipienten
uberfuhrt, um den Effekt der gemeinsamen Expression auf
Leukamieinduktion zu untersuchen. Die Expression von AE wurde durch

die Zugabe von Doxyzyklin zum Trinkwasser aktiviert. ............cccccoeervernene.
Abbildung 36: Plasmidkarte von pSF91-IRES-tdTomato Vektor............cccccvevuereennenn.

Abbildung 37: Agarosegelelektrophoresische Auftrennung von Notl linearisierten
pSF91-Vektors (A), Cla/Spe/Sal-verdauten LeGOiT2-Plasmids (B) und

evaluierten, und erneut aufgereinigten FLT3-1TD Fragments. ..........cccceevenene.

Abbildung 38: Restriktionsanalyse. A. Agarosegelelektrophoresische Auftrennung
von Xhol-verdauten pSF91-Plasmiden nach der Einklonierung von hFLT3-
ITD. Die Klone 29 und 32 stellen die erwarteten Fragmente dar. Rote Pfeile
zeigen Fragmente richtiger GroRe. B. Kontrollverdau zur Bestimmung
korrekter Orientierung des eingebauten Inserts mittels Xhol, RI, Bam/RI
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Abbildung 39: Mutation im FLT3-Gen. Die hdufigsten Mutationen betreffen die
Juxtamembrandoméne (JMD; kodiert durch die Exons 14 und 15) und die
Tyrosinkinasedoméne (TKD; kodiert durch Exon 20). Modifiziert nach C.
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hFLT3-1TD und untransfezierten 293T als negativ Kontrolle...........c..cc.coc....

Abbildung 41: Generierung von Mausen die gemeinsam AE und FLT3-ITD
exprimieren. (A) Schematische Darstellung der verwendeten retroviralen
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Vektoren. FLT3-1TD — Transgen; IRES-Tomato — rot fluoreszierendes

Protein als stabiler Selektionsmarker. (B) Anreicherung von LSK-Zellen
(Lin-Scal+c-kit+) aus dem Knochenmark der Donorméuse mittels
Zellsortierung. (C) FACS-Analyse zur Bestimmung der in vitro
Transduktionseffizienz der LSK Zellen mit FLT3-1TD Transgen bzw.
Leervektor SF91-IRES-Tomato die flr den adoptiven Transfer in letal

bestrahlte Rezipientenméause verwendet WUrden. .........cccceoeevveveiieieeniesiennnn, 105

Abbildung 42: Die gemeinsame Expression von AE und FLT3-ITD resultierte in
einer schnellen Mortalitat mit 100% Penetranz. In der Gruppe FLT3-ITD
VErSEArDEN Arel TIBIE. ...viiiii e 106

Abbildung 43: Erfolgreiches Engraftment der transplantierten Zellen in allen
Gruppen. 6 Wochen nach der Transplantation, bei erkrankten Tieren bereits
friher zeigten sich keine signifikanten Unterschiede im Engraftment der
Spenderzellen (A) Engraftment der Knochenmark-Spenderzellen Ly5.1 im
peripheren Blut der Empfangermaus. (B) Relativer und absoluter Anteil der
Ly-5.1 doppelt positiven Zellen. ..o, 107

Abbildung 44: Analyse des peripheren Blutes mittels FACS offenbarte eine
Expansion von eGFP/Tomato doppelt positiven Population in AML1-
ETO/FLT3-ITD transplantierten M&usen. Anzahl der AML1-ETO-eGFP-,
Tomato- und doppelt positiven Lymphozyten (DP) in % dargestellt 3-5
Wochen nach der Transplantation transduzierter LSK Zellen. (A) Dot-Plot-
Darstellung. (B) Relativer und absoluter Anteil als Balkendiagramm. ............ 108

Abbildung 45: Differentialblutbild 3-5 Wochen nach der Transplantation, bei den
erkrankten Tieren am Todestag, zeigte die ersten Auffalligkeiten im
Differentialblutbild in der Gruppe AML1-ETO/FLT3-1TD. Untersucht
wurden Leukozyten (WBC, white blood cell), Erythrozytenzahl (RBC, red
blood cell), Thrombozytenzahl (PLT, platelet count),
Erythrozytenverteilungsbreite (RDW, Red Blood Cell Distribution Width),
Héamoglobin (HB, hAML1-ETOmoglobin) und groRen, ungefarbten Zellen
z.B. Blasten (LUC, large unstained CellS). ..........ccocrvvriiiiiiniiniieecee 109

Abbildung 46: Koexpression von FLT3-1TD und AE fuhrt zur Ausbildung sowohl
myeloischer als auch lymphatischer sowie einer biphénotypischen
Leuk&mie. Obere Reihe: Blutausstriche. Untere Reihe: Zytospin
Knochenmark. Als Kontrolle ist in diesem Fall eine Maus transplantiert mit
ST =] Qo SRS 110

Abbildung 47: In den erkrankten Tieren waren Milz und Leber deutlich vergroRert.
(A) Oben: Offener Situs einer an Leukamie verstorbenen FLT3-1TD/AE
Maus mit deutlicher Spleno- und Hepatomegalie. Unten: Unterschiede in
Milz- und LebergroRe aus Leukdmiemaus FLT3-ITD/AE und einer
gesunden Wildtyp Maus. (B) Die entnommen Organe Leber und Milz
wurden gewogen und zusétzlich in Relation zum jeweiligen Korpergewicht
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Abbildung 48: Histologisches Bild einer massiven Infiltration des Milzes durch
leuk&mische Zellen in der Gruppe FLT3-ITD/AE (a-c) in Vergleich zu nicht
erkrankten Kontrollgruppen (d-k). In der Gruppe FLT3-ITD/AE war die
Milz vergré3ert und die gesamte Organstruktur von blastéren Zellen erfilit.
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Zellpopulation spricht. 1, rote Pulpa; 2, weiRe Pulpa; 3, Marginalzone (MZ);
4, periarteriolare lymphatische Scheide (PALS); 5, Arterie. .......ccccovevvvvernenne. 112

Abbildung 49: Histologisches Milzbefund bei 63x Vergrofierung lasst die
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Leberparenchyms durch leukdmische Zellen in der Gruppe FLT3-
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Abbildung 52: Analyse des Knochenmarkes mittels FACS. Analysiert wurde die
Anzahl der eGFP-, Tomato- und doppelt positiven Lymphozyten (DP) in
%. In der Gruppe FLT3-ITD/AE zeigte sich, wie zuvor im peripheren Blut,
eine Expansion von eGFP/Tomato doppelt positiver Population. (A) Dot-
Plot-Darstellung. (B) Relativer und absoluter Anteil als Balkendiagramm...... 115

Abbildung 53: Immunphanotypische Analyse der Granulopoese im Knochenmark
mit myeloischen (CD11b/Gr-1) markierenden Antikorpern zeigte bei einem
Teil der Tiere aus der Gruppe FLT3-ITD/AE eine erhéhte Granulopoese, bei
einem anderen Teil dagegen eine dramatische Reduktion der CD11b/Gr-1
Population. (A) Dot-Plot-Darstellung. (B) Relativer und absoluter Anteil als
BalKendiagramm. .........ooiiiiiiiiee e 116

Abbildung 54: Immunphanotypische Analyse der Granulopoese in der Milz mit
myeloischen (CD11b/Gr-1) markierenden Antikdrpern zeigte dhnlich wie
die Analyse des Knochenmarks bei einem Teil der Tiere aus der Gruppe
FLT3-ITD/AE eine erhohte Granulopoese, bei einem anderen Teil dagegen
eine dramatische Reduktion der CD11b/Gr-1 Population. (A) Dot-Plot-
Darstellung. (B) Relativer und absoluter Anteil als Balkendiagramm. ............ 117

Abbildung 55: Immunphanotypische Analyse der B-Zell-Entwicklung im
Knochenmark mit lymphatischen (B220/CD19) markierenden Antikdrpern
zeigte bei einem Teil der Tiere aus der Gruppe FLT3-ITD/AML1-ETO eine
enorme Expansion der B-Zell-Population, bei einem anderen Teil dagegen
eine dramatische Reduktion. Bei FLT3-1TD Tieren war die Differenzierung
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néchsten Schritt wurden Pre/Pro-B-Zellen mit Hilfe der CD43 Marker
weiter in B220'°CD43 IgM™ Pre-B-Zelle und B220'°“CD43*IgM" Pro-B-
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(CD11b/Gr-1) sowie lymphatischen (IgM/B220) markierenden Antikorpern.
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(CD11b/Gr-1) sowie lymphatischen (IgM/B220) markierenden Antikorpern.
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den sekundéren leukdmischen Blasten retransplantiert. Sofort danach wurde

die Gruppe | auf Wasser umgesetzt, um die Expression von AE

abzuschalten. Gruppe Il bekam zusétzlich AC220 5mg/kg oral, um FLT3-

ITD Expression runter zu regulieren. Gruppe Il wurde nur mit AC220
behandelt. Gruppe IV blieb unbehandelt und diente als Kontrolle fir die
Leukdmie Induktion. Anhand von eGFP Expression stellt man fest, dass die
Expression von AML1-ETO effizient abgeschaltet wurde. Dagegen scheint

die Behandlung mit AC220 nur bedingt die FLT3-ITD Expression zu

inhibieren. (B) Relativer und absoluter Anteil der FLT3-ITD (Tomato),
FLT3-ITD/AE (DP) und AE (eGFP) Population. ..........ccccccevvveiviinneniesiennn, 129
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1  Einleitung

1.1 Hamatopoese

H&matopoese bezeichnet einen komplexen biologischen Prozess der embryonalen und
adulten Blutbildung, sowie auch die Fahigkeit von adulten hdmatopoetischen Stammzel-
len (HSCs) sich selbst zu erneuern, zu proliferieren und zu differenzieren, um eine kon-
stante Anzahl an Blutzellen im Korper aufrechtzuerhalten (Homgostase).

Die Entwicklung des hdmatopoetischen Systems beginnt wahrend der Embryogenese in
den Blutinseln des Dottersacks, geht dann auf Leber und Milz Gber und wird in den spé-
teren Abschnitten der Entwicklung vom roten Knochenmark tibernommen [1].

1.1.1 Hamatopoetische Stammzellen

HSCs konnen unterteilt werden in Zellen, die unbegrenzt in der Lage sind sich selbst zu
replizieren LT-HSCs (long-term HSCs) und somit das Blutsystem lebenslang zu rekon-
stituieren und solche Stammzellen, die nur ein begrenztes Potential zur Selbsterneue-
rung aufweisen ST-HSCs (short-term HSCs). Die pluripotente Stammzellen bilden so-
mit die Spitze einer Stammzellhierarchie. Danach erfolgt eine immer starkere Determi-
nierung der Zellen und somit eine kontinuierliche Einschrankung des Differenzierungs-
potenzial (Abbildung 1). ST-HSCs differenzieren in starker determinierte, multipotente
hamatopoetische Progenitoren (MPP), die nur noch ein gewisses Potenzial zur Selbster-
neuerung aufweisen. Aus diesen wiederum gehen myeloide (CMP, common myeloid
progenitor) und lymphoide (CLP, common lymphoid progenitor) Stammzellen hervor,
die sich wiederum zu verschiedenen Blutzelltypen differenzieren (Ubersicht in Graf und
Trumpp, online Poster, Nature Reviews).

Aus myloiden Vorlauferzellen (CMP) konnen zundchst entweder megakaryozyta-
re/erythroide Vorlduferzellen (MEP, megakaryocytic erythroid progenitors) hervorge-
hen, die in Erythrozyten, Megakaryozyten und Thrombozyten differenzieren kénnen
oder die granulozytdre/monozytare Vorlauferzellen (GMP, granulocyte-macrophage
progenitor), aus denen Granulozyten oder Makrophagen hervorgehen kénnen. Lympho-
ide Vorldauferzellen (CLP) bringen T- und B- Lymphozyten sowie natlrliche Killerzel-
len (NK) hervor. Dabei werden die T-Lymphozyten ausschlieBlich im Thymus aus dort
eingewanderten CLPs gebildet. Die Reifung von NK-Zellen, sowie der lebenslange
Produktionsort der B-Lymphozyten bleibt das Knochenmark. Die reifen T- und B-
Zellen verlassen nach Ausreifung ihre primére Differenzierungsorte und migrieren zu
den peripheren lymphatischen Organen (wie Milz und Lymphknoten). Dendritische
Zellen (DCs) konnen (ber entsprechenden Vorstufen entweder von lymphoiden oder
myeloiden Vorstufen abstammen.
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Abbildung 1: Modell der Hamatopoese. MPP (multipotente Progenitoren), CMP (ge-
samte myeloide Progenitoren), CLP (gesamte lymphoide Progenitoren), MEP (megaka-
ryozytére/erythroide Progenitoren), GMP (granulozytdre/monozytére Progenitoren).
Ubernommen und modifiziert nach [2]

1.1.2 Die Stammzellnische im Knochenmark

Es wird angenommen, dass die blutbildenden Stammzellen (HSCs) in speziellen Ni-
schen im Bindegewebe des Knochenmarks sich befinden. Die Interaktion zwischen
HSCs mit der extrazellularen Umgebung bildet ein wichtiges Steuerungselement den
Zellzyklus von HSCs zu regulieren und gegebenenfalls auf die aktuellen Anforderungen
des Organismus anzupassen.

Das in Abbildung 2 dargestellte Modell zeigt, wie Stammzellen in spezialisierten Ni-
schen lokalisiert sind, wobei man zwischen einer sich direkt am Knochengewebe befin-
denden endostealen Stammzellnische [3-5] und der an den BlutgeféRen angesiedelten
vaskularen Stammzellnische unterscheiden kann [6, 7]. Der Grofteil der HSC (,,dor-
mant”“ HSC) ruht in der endostealen Nische, die hauptsidchlich aus Osteoblasten und
andere von mesenchymale Stammzellen (Mesenchymal stem cells, MSCs) abstammen-
de Zellen (ECM) geformt wird, und bilden somit ein Art Stammzellreservoir. In der
vaskul&ren Nische, die durch Endothelzellen in den Sinusoiden des Knochenmarks ge-
bildet wird, befinden sich vorwiegend die aktiven HSC, welche dort proliferieren, sich
differenzieren und in die Blutbahn auswandern.

Vermutlich fordert das Endothel der sinusoidalen GeféRe die Proliferation und Diffe-
renzierung von Stammzellen durch eine néhrstoffreichere Umgebung, mit einer héheren
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Konzentration an Sauerstoff und Wachstumsfaktoren. Beiden Stammzellnischen ist al-
lerdings gemein, dass die HSC jeweils auch in direkter Wechselwirkung zu mesen-
chymalen Stromazellen stehen, die deshalb in vielen in vitro Studien, als Modell stell-
vertretend fir die Stammzellnische verwendet werden.

CAR cell Vascular

-----

Bone Marrow

Abbildung 2: Modell der hdmatopoetischen Stammzellnische im Knochenmark (ent-
nommen aus Wilson et al., Ann N Y Acad Sci., 2007) [8] CAR cell, CXCL12-reiche
retikuldre Zellen; ECM, extrazellul&rer Matrix; MPP, multipotente Progenitor-Zellen

1.2 Leukamien

Die Leukiimie (von altgriechisch Agvkdg leukds ,,weiB* und oipa haima ,,das Blut®) ist
eine Erkrankung des blutbildenden Systems, bei der Teilung und Reifung der weiRRen
Blutkorperchen gestort ist. Zum ersten Mal wurde das Phanomen etwa zeitgleich vom
schottischen Arzt John Bennett und dem Berliner Mediziner Rudolf Virchow um 1845-
1847 beschrieben. Als gemeinsames Merkmal der Leukdmien wird die Proliferation
unreifer hdmatopoetischer Zellen verstanden, die durch ihr Wachstum die normale H&-
matopoese im Knochenmark verdrangen und somit zu Andmie, Thrombozytopenie und
Granulozytopenie fiihren. Zudem konnen die entarteten Zellen extramedullare Organe
infiltrieren.

Genetische Veranderungen konnen zum Verlust der strengen Kontrolle der Blutbildung
fihren und in einer malignen Entartung resultieren. Dabei teilen sich die hdmatopoeti-
sche Zellen unkontrolliert und verlieren ihre F&higkeit, sich in reife Blutzellen zu diffe-



1 Einleitung 22

renzieren. Je nachdem, welche Blutlinie von der Entartung betroffen ist, unterscheidet
man zwischen myeloiden und lymphoiden, oder nach ihrer Entstehungsweise und Ver-
laufsform zwischen chronischen und akuten Leukédmien. Daraus ergeben sich vier For-
men der Leukamie:

- akute lymphatische Leukamie (ALL)

- akute myeloische Leuk&dmie (AML)

- chronisch myeloische Leuk&mie (CML)
- chronisch lymphatische Leukdmie (CLL)

Die chronischen Leuk&mien sind durch einen schleichenden Verlauf gekennzeichnet
und werden oft zufallig diagnostiziert, weil zunéchst trotz verstarkter Expansion von
Vorlauferzellen im Knochenmark noch ausgereifte Blutzellen gebildet werden kdnnen.
Dagegen verlaufen die akuten Leukamien sehr schnell und fuhren unbehandelt inner-
halb von Tagen oder wenigen Wochen zum Tod. Dabei ist die auftretende Differenzie-
rungsblockade einer Vorléuferzelle charakteristisch, so dass sich die myeloiden oder
lymphoiden Vorlauferzellen ansammeln und nicht ausreifen konnen. Folglich findet
eine klonale Proliferation und Akkumulation atypischer Zellen sowie eine Verdrangung
der physiologischen Blutbildung im Knochenmark statt. Und anschlieBend eine Aus-
breitung tber das Blut im Organismus.

Das klinische Krankheitsbild wird in der Regel durch die Folgen Knochenmarksinsuffi-
zienz bestimmt. Es kommt zu einer Verminderung an Erythrozyten und Thrombozyten,
was mit Schwache aufgrund verminderter Sauerstoffversorgung und mit Blutungszei-
chen und Gerinnungsstorungen einhergeht. Die verminderte Anzahl an funktionsféhigen
Leukozyten bewirkt zudem eine erhohte Infektionsanfélligkeit der Betroffenen. Die
Infiltration von Organen mit leuk&mischen Zellen fuhrt oft zu einer Hepato- und/oder
Splenomegalie sowie LymphknotenvergroRerung.

Es gibt auch myeloische Neoplasien, die nur einen Teilaspekt der vollen Leukamie auf-
weisen, z. B. nur expansives Wachstum (MPS, myeloproliferatives Syndrom) oder nur
Differenzierungsblock (MDS, myelodysplastisches Syndrom) [9-11] (Tabelle 1). Etwa
ein Drittel der Patienten entwickeln friiher oder spéter eine akute myeloische Leukémie
(AML) [12]. Bislang gibt es allerdings keine Therapiemoglichkeiten, die das Blutbild
vollstandig und dauerhaft normalisiert, auBer der Durchfiihrung einer allogenen Kno-
chenmarktransplantation (KMT), eine Ubertragung gesunder Stammzellen eines ande-
ren Menschen im Anschluss auf eine hochdosierte Chemo- oder Strahlentherapie. Diese
Behandlungsmalinahme stellt eine hohe Heilungschance dar, aber ist auch mit einem
hohen Risiko fiir das Auftreten von Komplikationen verbunden. Neben den bdsartigen
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Erkrankungen der Blutbildung kann es aber auch zu einem Ausfall der Nachbildung von
Blutzellen aus dem Knochenmark kommen, die wichtigsten Erkrankungen sind hier die
aplastische Anamie oder bestimmte schwere Immundefekterkrankungen.

Eine weitere bosartige Erkrankung des Blutes und des lymphatischen Systems, sind die
Lymphome. Wahrend die Leukdmie meist systemisch den ganzen Korper beféllt, treten
Lymphome vor allem in Form eines soliden Tumors im Bereich verschiedener Lymph-
knotenstationen, z. B. im Brustkorb, im Nasen-Rachen-Raum oder auch im Bauch auf.
Maligne Lymphome gliedern sich in Hodgkin-Lymphom und Non-Hodgkin-Lymphome
(NHL). Die Non-Hodgkin-Lymphome unterteilen sich wiederum in B- (liber 80 Prozent
der Falle) und T-Zell-Lymphome. Derzeit klassifiziert die WHO (World Health Organi-
sation) die chronische lymphatische Leukamie (CLL) als niedrig malignes Lymphom,
das durch eine leukamische Verlaufsform gekennzeichnet ist.

Da fur diese Arbeit vor allem die ALL und AML von Bedeutung sind, wird im Folgen-
den genauer auf die unterschiedlichen Formen und mdglichen Ursachen dieser Erkran-
kungen eingegangen.

1.2.1 Haufigkeit der Leuk&mien

Leukamien sind die haufigsten Krebserkrankungen des Kindes- und Jugendalters. In
Deutschland erkranken jéhrlich etwa 600 Kinder unter 15 Jahren an Leukdmie. Die aku-
te lymphoblastische Leukamie (ALL) ist dabei die haufigste Krebsform im Kindesalter.
Sie macht in dieser Altersgruppe rund 80 Prozent der akuten Leuk&mien aus [13, 14].
Die akute myeloische Leukamie (AML) ist mit 15 — 20 % nach der ALL die zweithau-
figste Leukdmieform bei Kindern und Jugendlichen.

Im Erwachsenenalter, zwischen dem 20. und 50. Lebensjahr, kehrt sich das Verhaltnis
zwischen AML und ALL um (80 % AML, 20 % ALL). lhre Haufigkeit betrégt etwa 3,7
Erkrankungen pro 100.000 Einwohner pro Jahr und steigt bei Patienten im Alter Gber 70
Jahren Gber 100 Féllen pro 100.000 Einwohner. Ab dem mittleren Lebensalter kommt
es ebenfalls zu einem verstérkten Auftreten der chronischen lymphatischen Leuk&mien
(CLL), die dann auch bei &lteren Menschen die vorherrschende Form der Leukamie ist.

Etwa 11.500 Menschen, davon etwa 6 Prozent Kinder unter 15 Jahren, erkrankten 2010
in Deutschland an einer Leuk&dmie (Zahlen zu Leukamien: www.krebsdaten.de).
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1.2.2 Akute myeloische Leukamie

Die akuten myeloischen Leukédmien sind durch die maligne, klonale Expansion und
einen Reifungsarrest mit Akkumulation meist unreifen myeloischer Zellen im Kno-
chenmark charakterisiert.

Die Unterteilung der AML erfolgt gegenwartig nach der WHO-Klassifikation der Tu-
moren des hdmatopoetischen und lymphatischen Gewebes (WHO Classification of Tu-
mours of Haematopoietic and Lymphoid Tissues, 2008). Dabei vorgeschlagene Klassi-
fikation der AML beruht auf der Kombination der bisher im Rahmen der FAB-
Klassifikation verwendeten morphologischen, zytochemischen und immunologischen
Befunde mit der Zyto- und Molekulargenetik [7] (Tabelle 2). Das FAB-
Klassifizierungsschema (French-American-British, nach einer Gruppe Hamatologen, die
diese Einteilung entwickelt haben) wurde bereits 1976, basierend auf dem Differenzie-
rungsstatus der transformierten Zellen, vorgeschlagen. Hierzu wurden Daten von Pati-
enten von insgesamt 7 Hamatologen aus Frankreich, den USA und Grof3britannien ge-
sammelt und deren Status der Blutzellentartung beziehungsweise noch vorhandener
Differenzierungskapazitat nach morphologischen und zytologischen Kriterien kategori-
siert [15]. Aufgrund der Fortschritte innerhalb der letzten Jahre, Veranderungen auf
DNA-Ebene identifizieren zu kénnen, die fur eine AML-Initiierung und deren Fort-
schreiten verantwortlich sein kénnen, veranlasste die WHO weitere Klassifizierungs-
Schemata zu etablieren. In diesen steht nicht mehr der morphologische Phénotyp der
entarteten Zellen, sondern die Identifikation von Mutationen in den entarteten Zellen im
Vordergrund [16, 17].

Vereinfacht sieht die WHO-KIassifikation eine Einteilung der AML in vier Gruppen vor
(Tabelle 1, Tabelle 2):

1. Genetisch definierte AML mit spezifischen Chromosomenaberrationen oder Mutati-
onen.

2. AML mit Dysplasie in mindestens zwei Linien.

Therapieinduzierte AML/MDS (Myelodysplastisches Syndrom).

4. AML nicht anderweitig Kklassifiziert.

w

Eine weitere im Rahmen der WHO-KIassifikation vorgenommene Neudefinition ist die
Herabsetzung der Grenze zwischen MDS und AML von 30% auf 20% Blasten im Kno-
chenmark.
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Tabelle 1: Klassifikation der myeloischen Neoplasien. Einteilung nach der WHO [18]

Kategorien

Leukamieformen

Akute myeloische
Leukamie (AML)

AML mit typischen zytogenetischen Veranderungen
AML mit Myelodysplasie induzierten Verdnderungen
Therapieinduzierte AML und therapieinduziertes MDS
AML ohne andere Einordnungsmadglichkeit

Myelodysplastische
Syndrome (MDS)

Refraktare Zytopenie mit unilinedrer Dysplasie (RCUD)
Refraktare Anamie (RA)

Refraktére Andmie mit Ringsideroblasten (RARS)
Refraktare Anamie mit Blastenexzess (RAEB)
Refraktare Zytopenie mit multilineérer Dysplasie (RCMD)
MDS mit isolierter Deletion 5q

Unklassifizierbare MDS

Myeloproliferative
Neoplasien (MPN)

Chronische myeloische Leuk&mie (CML)

Polycythemia vera (PV)

Essentielle Thrombozythamie (ET)

Primére Myelofibrose (PMF)

Chronische neutrophile Leu&mie (CNL)

Chronische eosinophile Leuk&mie (CEL-NOC)
Hypereosinophiles Syndrom (HES)

Mastozytose

Unklassifizierbare myeloproliferative Neoplasien (MPN-u)

Myelodysplastische/mye-
loproliferative Neoplasien
(MDS/MPN)

Chronische myelomonozytére Leukamie (CMML)
Juvenile myelomonozytare Leukédmie (JMML)
Atypische chronische Leukamie (aCML)
Unklassifizierbare MDS/MPN
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Tabelle 2: Auszug aus der WHO-KIlassifikation der AML (Die Onkologie, Springer
Verlag 2007)

Kategorien Leukdmieformen

AML mit £(8 ;21)(g22 ;g22) ; AML1-ETO

AML mit abnormen Knochenmarkseosinophilen und
AML mit typischen zytogenetischen inv(16)(p13922) oder t(16;16)(p13;922); CBFB-MYH11
Veranderungen Akute Promyelozytenleukamie — AML M3 mit
1(15;17)(q22;911-12); PML-RARa und Varianten

AML mit 11923-(MLL-)Anomalien

AML mit vorausgegangener

AML mit multilinearer Dysplasie Myelodysplasie/myeloproliferativem Syndrom
(mindestens zwei Linien betroffen)

De-novo-AML ohne vorausgegangenes Syndrom
Therapieinduzierte AML und AML/MDS nach Gabe von Alkylanzien

therapieinduziertes AML/MDS nach Therapie mit Topoisomerase-II-Inhibitoren
myelodysplastisches Syndrom (MDS)

AML/MDS nach sonstiger Chemo-/Strahlentherapie
AML, minimal differenziert (FAB MO)

AML ohne Ausreifung (FAB M1)

AML mit Ausreifung (FAB M2)

Akute myelomonozytare Leukamie (FAB M4)

AML ohne andere Akute monozytére Leukdmie (FAB M5A, B)
Einordnungsmaglichkeit Akute Erythroleukamie (FAB M6)
Akute Megakaryoblastenleukdmie (FAB M7)

Akute Basophilenleukdmie

Akute Panmyelose mit Myelofibrose

Myelosarkom/Chlorom

Akute Leukamien sind immer durch zwei wesentliche Merkmale gekennzeichnet:

1. durch eine gesteigerte, Uber den eigentlichen Bedarf hinausgehende Zellproliferation
und 2. durch eine Blockade der Differenzierung. Man geht davon aus, dass in mindes-
tens zwei verschiedenen Signalwegen eine Mutation auftreten muss, um eine myelopoe-
tische Zelle in eine Zelle zu transformieren, aus der eine AML hervorgehen kann. Mo-
lekulargenetische Mechanismen, die fur die Pathogenese der AML von Bedeutung sind,
kdnnen auf chromosomaler Aberration, auf Genmutationen oder auf einer veranderten
Genexpression beruhen.

Chromosomale Translokationen in AML

Bei ca. 50 % aller AML-Patienten kénnen chromosomale Aberrationen zum Zeitpunkt
der Erstdiagnose detektiert werden und dienen der Risikobeurteilung fur die Behand-
lung der AML [19, 20]. Zu den hadufigen chromosomalen Aberrationen in der AML
zahlen  die  Translokationen  t(8;21)(q22;0922), t(16;16)(p13.1;022)  bzw.
inv(16)(p13.1922) sowie die t(15;17)(922;q12). Die Translokation t(8;21), die zur Bil-
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dung des chiméren AML1-ETO-Proteins fihrt, tritt mit einer Inzidenz von 12% auf,
bezogen auf alle de novo AML. GemaR der FAB-KIassifizierung ist diese Translokation
bei etwa 40% aller AML Patienten der AML-FAB-M2 Untergruppe nachweisbar [21-
24]. AML mit dieser Translokation werden zu den so genannten Core-Binding Faktor
(CBF)-Leukamien gezahlt. Beim CBF handelt es sich um einen Transkriptionsfaktor der
in der Hdmatopoese von groRer Relevanz ist.

Interessanterweise zeigten klinisch-molekularbiologische Analysen, dass die t(8;21)
Translokation auch in hdmatopoetischen Stammzellen zu finden ist [25-27]. Des Weite-
ren wird die Vermutung eines pranatalen Ursprungs der Leukdmogenese durch mehrere
Studien unterstiitzt. Zum einem zeigten Zwillingsforschungsergebnisse eine hohe Kon-
kordanzrate von 20 bis 25% bei Leukamien auf. Zum anderen ergaben retrospektive
Analysen neonataler Guthrie-Karten von Kindern, die spéter an Leuk&mie erkrankten,
dass bei einigen zum Zeitpunkt ihrer Geburt bereits chromosomale Translokationen
vorlagen [28, 29].

Dagegen wird angenommen, dass die akute lymphoblastische Leukédmie (ALL) des
Kindesalters zwar auch in utero initiiert werden kann, dass es aber weiterer postnataler
Ereignisse bedarf, ehe es zu einer klinisch manifesten Leukdmie kommt [30]. Dafur
spricht vor allem die lange Latenzzeit zwischen der Bildung von z.B. Fusionen wie
AMLI1-ETO (AE) in Folge einer chromosomalen Translokation und der Entwicklung
einer Leukamie. Es ist daher anzunehmen, dass die ersten genetischen L&sionen schon
wéhrend der embryonalen Phase auftreten, gefolgt von unterschiedlich langer praleu-
kamischer Latenzperiode vor der eigentlichen Initiation klinischer Symptome.

Zahlreiche Studien haben gezeigt, dass der Karyotyp den wichtigsten Prognosefaktor
bei der Diagnose darstellt und eine Einteilung der AML-Patienten in die drei Risiko-
gruppen erlaubt: ginstig, intermedidr und unginstig [31]. Ungeféhr 45% der AML-
Patienten weisen einen normalen Karyotyp (cytogenetic normal AML: CN-AML) auf
und werden der intermediédren Risikogruppe zugeordnet, obwohl diese Patientengruppe
hinsichtlich ihrer Prognose sehr heterogen ist [32] (Tabelle 2).

Tabelle 3: Zytogenetisch basierte Risikogruppen in der AML (nach Mrézek 2007)

Zytogenetische Risikogruppe Chromosomale Aberration Fusionsgen
1(8;21)(922;922) AML1-ETO
glinstig inv(16)(p13.1g22) / t(16;16)(p13.1;922) CBFB-MYH11
t(15;17)(g22;q12) PML-RARa
intermediar n\({) SHe e siip

komplexer Karyotyp mit = 3 Verdanderungen

ungiinstig ir;v(3)(q21 g26) / 1(3;3)(921;926)

;\/ILL(PTD) (11923)
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Molekulare Marker bei AML

Innerhalb der Gruppe von Patienten mit normalem Karyotyp (CN-AML, cytogenetically
normal AML) kommt es zu einer Unterteilung in molekulargenetisch definierte Sub-
gruppen kommt (Abbildung 3). Dazu gehoren die Gene NPM1, FLT3, CEBPA, RAS
und das mixed lineage bzw. myeloid lymphoid leukemia (MLL) Gen [33]. Diese mole-
kularen Marker spielen nicht nur bei der Prognose eine Rolle, sondern bilden auch die
Grundlage fiir eine Individualisierung der Therapie gemal? dem genetischen Risikopro-
fil.

1.2% NPM1*/CEBPA* 1.0% CEBPA*IFLT3-ITD*
1.2% NPM1'/CEBPA*IFLT3-ITD* 0.4% CEBPA*/FLT3-ITD*IWT1*

0.2% NPM1'/CEBPA*IFLT3-TKD* 0.2% CEBPA*IFLT3-ITD*FLT3-TKD*/WT1*

7.6% NPMT'INRAS* 4.2% CEBPA*

0.4% CEBPA*IWT1'INRAS*
2.5% CEBPA*IWTT*
1.2% CEBPA*INRAS*

0.8% NPMTWTT,
0.6% NPMT'IWT1'INRAS"
15.1% NPM1*

0.8% NPM1*/FLT3-ITD*/NRAS* ,
2.1% NPM1TFLT3-ITD*WT1* \ ! \ 14.8% no mutation
0.4% NPMT*FLT3-TKD*IWTT* : 5
° = e ———— 2.7% FLT3-ITD*WTT*

0.6% NPM1*IFLT3-TKD*/NRAS™ ‘ T 0.2% FLT3-ITD*/NRAS*
0.2% NPM1T*FLT3-ITD*/WT1*INRAS", \\\ ~

0.2% NPM1T*IFLT3-ITD*/FLT3-TKD*/NRA
0.4% NPM1*IFLT3-ITD*/FLT3-TKD*

4.7% NPMT'IFLT3-TKD*

17.4% NPM1*IFLT3-ITD*
0.4% NPMTHMLL*IFLT3-ITD*

0.2% NPMT*MLL*IFLT3-TKD*
0.2% MLL*/FLT3-ITD*/FLT3-TKD*
1.4% MLL*FLT3-ITD*

0.6% MLL*IFLT3-TKD*/WT1*

0.6% MLL*/FLT3-TKD*

0.8% MLL*/NRAS*
3.3% MLL*

0.4% FLT3-ITD*FLT3-TKD*

6.1% FLT3-ITD*

0.4% FLT3-TKD*/WT1*
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1.2% wr1*

2.7% NRAS*

Abbildung 3: Molekulargenetisch definierte Subgruppeneinteilung der CN-AML. WT
bezeichnet den Wildtyp, ein + kennzeichnet das VVorhandensein der Mutation.

Bei der AML mit komplexem Karyotyp finden sich deutlich weniger Mutationen in
oben genannten Genen [34] (Abbildung 4). Mutationen im Nucleophosmin-Gen
(NPM1), fur welches eine Funktion als Tumorsuppressor postuliert wurde, reprasentie-
ren die haufigsten bekannten Mutationen. Man findet sie in einem Drittel aller Patienten
mit primarer AML und bei ungefahr 48 % der AML-Patienten mit normalem Karyotyp
[35]. Mutationen im Bereich der Rezeptortyrosinkinase FLT3 finden sich bei etwa 25%
aller AML-Patienten bzw. bei etwa 40 % der Patienten mit normalem Karyotyp. Sie
zeichnen sich durch eine schlechte Prognose aus und werden nachfolgend ausfuhrlicher
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besprochen. Mutationen in n- oder KRAS werden bei 10-30 % aller Patienten gefunden
[36]. Die prognostische Bedeutung von Ras-Mutationen bei AML, sowie eine eindeuti-
ge Assoziation zu bestimmten Subtypen der AML, ist nach wie vor unklar und wird
kontrovers diskutiert. Mutationen in MLL-Gen sind in 5-10 % der AML-Patienten be-
schrieben [37]. Verénderungen dieses Gens finden sich deutlich seltener bei Patienten
mit AML, als bei Patienten mit ALL, vor allem bei padiatrischen Patienten.

NPM1, CEBPA, MLL, RUNX1
FLY3, RAS, WT1
49% Normal karyotype

st = T

“11% Complex karyotype
TP53

KIT { 5% 1(8;21)
RAS '
6% inv(16)/t(16;16 \
FLT3 R ) 23% Various

ROy ¥ NPM1, CEBPA,
2% t(11¢23) MLL, RUNX1

1% 1(6;9)
FIT3 1% inv(3)/t(3;3)

NRAS

Abbildung 4: Molekulargenetisch definierte Subgruppeneinteilung bei der AML mit
komplexem Karyotyp.

1.2.3 Therapie von AML

Eine AML ist schwer zu therapieren. Wichtige Komponente der AML-Therapie ist eine
Behandlung mit aggressiven zytotoxischen Medikamenten, gefolgt von einer allogenen
Knochenmarkstransplantation, vorausgesetzt die gesundheitliche Verfassung des Patien-
ten diese zuldsst. Fir das Erstellen einer optimalen Behandlungsstrategie, welche zwi-
schen minimal moglicher Toxizitat und maximal nétiger Intensitat abwiegt, ist es notig,
maoglichst frih das individuelle Risiko fiir ein Therapieversagen abzuschatzen. Als ers-
tes wird eine Induktionstherapie mit Anthrazyklinen und Cytarabine durchgefihrt, die
in der DNA-Synthesephase der Zelle wirken, und somit vor allem in schnell
proliferierenden Zellen. Somit ist dass Proliferationsverhalten der Targetzellen von
entscheidender Bedeutung. Eines der effektivsten Medikamente bei der Chemotherapie
ist das Cytosinarabinosid (ARA-C). Es wird intrazelluldar zu ARA-CTP umgewandelt,
welches anstelle des natirlichen Analogons in die DNA der Zelle eingebaut wird und so
u.a. den Zelltod verursachen kann. Gleichzeitig kommt es durch Hemmmung der DNA-
Polymerasen zu einer Blockierung der DNA-Replikation. Anthrazykline, wie Doxoru-
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bicin sind isolierte zytostatisch wirksame Antibiotika. Sie hemmen u.a. die Wirkung der
Topoisomerase 11 [38]. Daneben werden Inhibitoren eingesetzt, die spezifische Proteine
in Signalwegen hemmen. Dazu z&hlen zum Beispiel Flt3-, c-Kit-, VEGFR (vascular
endothelial Growth factor receptor)-, mTOR (mammalian target of rapamycin)-, Bcl2
(B-cell lymphoma 2)-Inhibitoren und HDAC (Histon-Deacetylase). Als Ras-Inhibitoren
werden Farnesyltransferase-Inhibitoren (FTI) eingesetzt, die die Farnesylierung von
Ras, die fur seine transformierenden Eigenschaften essentiell ist, verhindern. Bei AML
mit AML1-ETO oder CBFB-MYH11 konnte eine aberrante Histon-Acetylierung ge-
zeigt werden [39]. HDAC-Inhibitoren induzieren eine terminale Differenzierung sowie
eine Hemmung der Zellzyklusprogression in diesen Zellen.

Somit dient die Induktionstherapie der deutlichen Reduktion der Tumorlast. Mit dieser
Behandlung erreichen 60-80% der Patienten eine komplette klinische Remission (CR,
complete remission), ein Stadium, in dem die Blastenpopulation im Knochenmark auf 5
% oder weniger reduziert ist [40]. AnschlieBend folgen Konsolidierungstherapien mit
dem Ziel ein residuales Rezidiv dauerhaft zu verhindern. Dabei handelt es sich um eine
Chemotherapie sowie eine autologe oder, haufiger, allogene Stammzelltransplantation.
Trotz dieser aggressiven Therapie ist die langfristige Prognose unbefriedigend. Viele
Patienten erleiden einen Riickfall.

1.2.4 Akute lymphatische Leukamie

Nach zytomorphologischen und zytochemischen Kriterien unterteilt die FAB-KIlassifikation
ALL in drei Subtypen:

L;--Subtyp: tGberwiegend kleine gleichférmige Blasten mit relativ groBem Kern und gerin-
gem Zytoplasmaanteil (kindlicher Typ),

L,-Subtyp: groRere Blasten mit auffalligen Nukleoli und gréRerem Zytoplasma Anteil (er-
wachsener Typ),

Ls-Subtyp: Blasten mit Vakuolen und basophilem Zytoplasma, vor allem bei B-ALL
(Burkitt-Typ).

Die FAB-KIlassifikation erlaubt jedoch wie bei der AML keinerlei Riickschlisse auf die
Prognose des Patienten. Deshalb hat sich die Einteilung anhand von immunologischen
Kriterien als relevanter erwiesen. Innerhalb der WHO-KIassifikation lassen sich drei
Gruppen (B-ALL, T-ALL und andere) unterscheiden, die bezilglich Krankheitsverlauf,
Prognose und Therapie relevant sind [41, 42]. Eine leukdmische Transformation und
klonale Expansion kénnen in den verschiedenen Reifestadien wéhrend der Lymphozy-
tendifferenzierung stattfinden. Anhand immunologischer Marker kann die B-Linien
ALL weiter unterteilt werden in die pro-B, die common, die pré-B und die reife B-ALL.
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Die T-Linien ALL kann in die pro-T, die pra-T, die thymische und die reife T-ALL ein-
geteilt werden (Tabelle 4, Abbildung 5). Mit den immunphénotypischen Subtypen der
ALL sind spezifische klinische und molekulargenetische Veranderungen assoziiert.

Tabelle 4: Immunologische Klassifikation der ALL entsprechend den Definitionen einer

europdischen Arbeitsgruppe, der EGIL (European Group for Immunologic Classificati-
on of Leukemias)

Typ und Subtyp Haufigkeit des Auftretens

B-Zell ALL 75%
Pro-B oder pra-pra-B 20%
Common 40%
Pra-B 10%
Reife B 5%
T-Zell ALL 25%
Pro-/pra-T 6%
Kortikale/thymische T 13%
Reife T 6%

Die bei ALL zu findenden genetischen Verénderungen korrelieren haufig eng mit be-
stimmten Immunphanotypen und unterscheiden sich im Kindes- und im Erwachsenenal-
ter erheblich [43] (Abbildung 5). Dementsprechend werden meist andere Marker zur
Diagnose der ALL bei Kindern und Erwachsenen herangezogen.

Kinder Erwachsene

LYL1 19p13

1.4%

TLX1 (HOX11) 10q24
0.3%

Early T-cell precursor leukemia
2%

Early T-cell precursor leukemia
2%

TLX3 (HOX11L2) 5635
23% Others (T lineage) LYL119p13
o

2% 3%

TLX3 (HOX11L2) 5435

ETV6- ; 1%

ETVE-RUNXT (12221) 1 y1 iox17) 10q24™\ :
21% oK .

TALT 1p32
Others (B lineage) % BCR-ABL1 (9;22)
10% 25%
iAMP21
1%
Hypodiploidy
(<44 chromosomes):
1%

TALT 1p32—~_4i8
1% g

MLL rearrangements
(for example, 11g23 with
variable partners)

Hyperdiploidy
BCR-ABLT t(9;22 (>50 chromosomes)
19%

2%

10%

Hyperdiploidy
(>50 chromosomes)

7%
TCF3-PBX1 t(1;19)

3%
Hypodiploidy
(<44 chromosomes)

2%

%":’f Others (B lineage)
BCR-ABL1 like 2r%
9%
MLL rearrangements ETV6-RUNXT (12;21)
(for example, 11g23 with variable partners) 2%
8%

TCF3-PBX1 t(1;19)
Abbildung 5: Verteilung genetischer Lésionen bei ALL. Basierend auf Daten der SEER

Programm (Surveillance, Epidemiology, and End Results, 1973-2012). Entnommen und
modifiziert aus [44].
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t(9:22)(q34:q11) BCR-ABL

Das Philadelphia-Chromosom mit der Translokation t(9;22)(q34;911) stellt die haufigs-
te Translokation (20-36%) der erwachsenen Patienten dar. Dagegen sind nur ca. 3-5%
der Kinder BCR-ABL-positiv. Die Pravalenz steigt kontinuierlich vom frihen Kindesal-
ter bis etwa zum 35. Lebensjahr an.

t(11;19)(923;p13.3) MLL-ENL

Die zweithédufigste strukturelle Chromosomenveranderung bei ALL beruht auf der
MLL-Translokation. Translokationen unter Beteiligung des MLL-Gens auf 11923 fin-
den sich bei etwa 5-10% der akuten Leuk&mien (ALL und AML). Eine groRe Vielzahl
verschiedenen Loci, in die MLL transloziert wird, ist bekannt.

t(12;21)(p13;922) TEL-AML1 (ETV6-RUNX1)

Hé&ufigste Aberration bei Kindern. Es hat die héchste Pravalenz im Alter von 4 Jahren,
danach nimmt die Haufigkeit kontinuierlich ab und kommt jenseits des 35. Lebensjahres
nicht mehr vor.

Die Molekulargenetik sowie klinische und morphologische Parameter bilden die Grund-
lage der Risikostratifikation der B-ALL und sind in der Tabelle 5 dargestellt [45]. Die
Behandlung erfolgt nach Risikogruppen hinsichtlich der Rezidivgefahr. Bis auf die B-
ALL, welche wie die reifen B-Zell Non-Hodgkin-Lymphome behandelt wird, werden
allen genannten Unterformen &hnlich behandelt. Die Therapie findet in mehreren Pha-
sen statt und dauert insgesamt etwa 2 Jahre: Induktions-, Konsolidierungs-, Reintensi-
vierungs- und Erhaltungstherapie. Durch die Induktionstherapie soll eine komplette
Remission erzielt werden, welche durch die weiteren Phasen erhalten bleiben soll. We-
sentliche Bestandteile diese Chemotherapie sind Kortison, Vinca-Alkaloide, Anthracyc-
line, Asparaginase, Cytarabin, Cyclophosphamid, Methotrexat, sowie Pyrimidinanaloga.
Bei manchen Patienten erfolgt zusatzlich eine Strahlentherapie des Zentralnervensys-
tems. In bestimmten Féallen kommt noch eine Hochdosis-Chemotherapie mit anschlie-
Bender Stammzelltransplantation zum Einsatz.

Tabelle 5: Risikogruppen in der ALL

Standardrisiko
B-Vorlaufer ALL
Komplette Remission nach der Induktion |
Leukozytenzahl < 30.000/pl
Keine molekularen Risikofaktoren
Hochrisiko
B-Vorlaufer ALL
Leukozytenzahl > 30.000/pl
Spate komplette Remission
MLL-AF4
Hoéchstrisiko
BCR-ABL
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1.2.5 Minimale Resterkrankung

Als minimale Resterkrankung (MRD, Minimal Residual Disease) bezeichnet man das
Vorkommen von residualen Blasten, die nach Induktions- bzw. Konsolidierungsphase
im Knochenmark persistieren. Es ist ein weiterer zuverlassiger Risikofaktor, der das
Therapieansprechen reflektiert und hat innerhalb der letzten Jahre bei der prognosti-
schen Einteilung der Patienten hinsichtlich der Rezidivwahrscheinlichkeit von akuten
Leukamien zunehmend an Bedeutung gewonnen, auch wenn diese geringer bei der
AML als bei der ALL zu bewerten ist. In mehreren Studien konnte eine enge Korrelati-
on zwischen MRD-Niveau mit dem klinischen Verlauf, der Prognose und dem Rezidiv-
risiko gezeigt werden [46-48]. Die Diagnose der minimalen Resterkrankung durch mo-
lekulargenetische Verfahren wie der Polymeraseketten-Reaktion (PCR)-Analyse oder
der Immunphénotypisierung mittels Durchflusszytometrie bietet die Mdglichkeit, die
weitergehende Therapie noch genauer an individuelle Bedurfnisse anzupassen. Das
Prinzip dabei ist der Nachweis leuk&dmiespezifischer zellularer und/oder molekularer
Veranderungen, um leukdmische Blasten von normalen hamatopoetischen Zellen zu
differenzieren [49, 50]. Die Durchflusszytometriemethode basiert hauptséchlich auf
dem Nachweis von Leukozyten mit aberrantem Immunophénotyp, einer Kombination
von Oberflachenantigenen, die auf normalen hdmatopoetischen Zellen nicht vorkommt
[51]. Und mittels PCR werden entweder Gen-Rearrangements oder die Amplifikationen
von Fusionstranskripten nachgewiesen.

1.2.6 Rezidive und Resistenzmechanismen

Trotz deutlicher Optimierung der therapeutischen Konzepte sind die Uberlebensraten
von erwachsenen Patienten mit AML bzw. ALL weiterhin unbefriedigend. So liegt die
5-Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeit der Patienten mit AML bei etwa 30% bzw. 35%
bei Patienten mit ALL [52]. Die Ursache hierfur ist u.a. die Resistenz der Erkrankungen
gegen die primdre Chemotherapie sowie die hohen Rezidivraten (bis zu ca. 50%).

Eine der wichtigsten Griinde fir die hohen Rezidivraten sowohl bei der AML als auch
bei der ALL stellt die Existenz der sogenannten leukdmischen Stammzellen (LSCs) dar
(Abbildung 6). Diese haben mit den hdmatopoetischen Stammzellen die F&higkeit zur
Selbsterneuerung und Dormanz/Quieszenz, u.a. durch ihre Interaktion (Adh&sion) mit
der Stammzellnische gemeinsam [53]. Quieszenz ist ein Stadium des Zellzyklus, in dem
sich HSC zumeist befinden. Hierbei findet keinerlei Teilung statt. Die Zelle befindet
sich in einem Ruhezustand. Da aber die Replikation einen wesentlichen Angriffspunkt
fur die herkdmmlichen zellzyklusabhangigen Zytostatika stellt, entgehen die LSCs zu-
mindest teilweise dem Zugriff durch konventionelle Chemotherapeutika [54, 55].
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Abbildung 6: (A) Erklarungsmodell zur Entstehung von Leukdmien aus leukamischen
Stammzellen (LSC). (B) Ein vielversprechende Therapieansatz ist ein spezifisch gegen
LSC gerichteter Angriff. Ubernommen und modifiziert aus [55]

Das Entstehen chemoresistenter Subpopulationen von leukdmischen Blasten bereitet
ebenfalls groRe Schwierigkeiten in der Therapie und ist mit einer deutlich unglinstigeren
Prognose assoziiert. Ursachlich hierfiir ist zum einem auf der Organismus-Ebene eine
verminderte Absorption von Zytostatika im Organismus, zum Beispiel infolge einer
erhdhten Ausscheidung des Medikamentes oder verminderter Diffusion aus dem Blut.
Zum anderen erschweren auf der zelluldren Ebene Mutationen und Selektion von resis-
tenten Tumorzellen gegenuber den nicht-chemoresistenten Blasten eine effektive The-
rapie [56, 57]. Zu den wichtigsten zellularen Mechanismen z&hlen der aktive Transport
des Wirkstoffs aus der Tumorzelle, z.B. infolge einer Uberexpression der so genannten
Multidrug-Transportern [58], verminderter Transport des Wirkstoffs in die Tumorzelle,
Inhibition der Apoptose oder Desregulation des Zellzyklus-kontrolle. Man unterscheidet
dabei zwischen intrinsischer, vor der Therapie bereits vorhandenen Chemoresistenz, bei
der die Blasten bereits auf die primdre Therapie nicht ansprechen und einer im Laufe
der Chemotherapie erworbenen Resistenz.

Im Allgemeinen ist die Prognose fiir Patienten, die nicht auf die primére Therapie an-
sprechen oder nach einer ersten Remission rezidivieren, eher ungiinstig, wobei der Zeit-
punkt des Rezidivs eine wichtige Rolle spielt. Je langer die erste komplette Remission
anhalt, desto grolRer ist die Wahrscheinlichkeit, nach dem Rezidiv eine zweite komplette
Remission zu erreichen. Die Dauer der ersten Remission gilt als wichtigster prognosti-
scher Faktor im Rezidiv — sowohl fiir das krankheitsfreie Uberleben als auch fir das
Gesamttberleben.
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1.2.7 Leukdmogenese und Krebsstammzellen

In der gegenwartigen Forschung werden unterschiedliche Modelle der Leukamie-
Entstehung diskutiert. Bedeutende Rolle spielt dabei die , Krebsstammzell“-CSC-
Hypothese und das Konzept der klonalen Evolution. Das Konzept der Tumorstammzel-
len ist ein relativ neuer Bereich der Stammzell-Forschung und geht auf die kanadischen
Forscher Dominique Bonnet und John Dick zuriick [59]. Wurde am Anfang teilweise
umstrittenen angesehen, inzwischen aber durch immer mehr klare Hinweise untermauert
wird (Abbildung 7).

Die Tumorstammzellhypothese

Die Hypothese postuliert, dass auch Tumore Stammzellen besitzen. Es handelt sich da-
bei um eine kleine Untergruppe von Knochenmarkszellen mit typischen Eigenschaften
adulter Stammzellen, die durch Mutationen aus normalen Stammzellen oder reifen Kor-
perzellen entstanden sind und eine treibende Kraft sowohl fiir die Einleitung und die
Metastasenbildung darstellen, sowie fiir die Resistenz gegen manche Therapien verant-
wortlich sind. Sie machen oft nur weniger als ein Prozent der gesamten Krebszellen aus
und wurden urspringlich in Leukdmien, aber nun auch in einer Reihe von soliden Tu-
moren wie Prostata-, Pankreas-, Hirn- und Darmkrebs nachgewiesen.

Die besondere Widerstandskraft gegen konventionelle Tumorbehandlungen, die vor
allem sich teilende Gewebe- und Tumorzellen angreifen, beruht auf den Eigenschaften,
die sie mit normalen Stammzellen gemeinsam haben: ruhender Zustand (Quieszenz),
effiziente DNA-Reparatur, unbegrenzte Kapazitat zur Selbsterneuerung und Proliferati-
on, hohe Expression von Multidrug-Resistenz-Typ-Membrantransporter, um die Gift-
stoffe zuverlassig aus der inneren der Zellen hinauszubeférdern, und Schutz durch Exis-
tenz einer speziellen Mikroumgebung (der sogenannten Stammzellnische), die einen
sicheren Zellaufbewahrungsort darstellt (Abbildung 2).

Bis vor wenigen Jahren war wenig bekannt, welche Signalstoffe die Stammzellen aus
ihrem Schlafzustand wecken konnen. Die Vermutung tiber die Funktion der HSCs legte
nahe, dass die Stammzellen vor allem unter Stressbedingungen aktiviert werden mis-
sen, wie zum Beispiel bei Blutverlust oder Infektionen, wenn viele reife Blutzellen ver-
loren gehen. Die Gruppe um Professor Andreas Trumpp aus dem Deutschen Krebsfor-
schungszentrum verdffentlichte im Jahre 2009 in Nature, dass der Immunbotenstoff
Interferon-alpha (IFNa) durch direkte Beeinflussung zur Aktivierung ruhender Stamm-
zellen fihrt [60-62]. Gegenwartig wird intensiv geforscht, wie man diese neuen Er-
kenntnisse flr die Krebsmedizin nutzbar machen kann.

Die Behandlung von CML mit Imatinib (Glivec) gilt heute als eine erfolgreiche moleku-
lar gerichtete Therapie. Es handelt sich dabei um einen spezifischen Proteinkinase-
Inhibitor, der nicht wahllos proliferierende Zellen angreift, sondern Krebszellen an mo-
lekularen Besonderheiten erkennt und gezielt vernichtet. Bei der CML betrifft die Muta-
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tion die BCR-ABL-Tyrosinkinase, die von Krebszellen tiberexprimiert und durch Ima-
tinib gehemmt wird.

Allerdings bietet Imatinib keine Heilung. Das Absetzen des Medikamentes fiihrt inner-
halb weniger Wochen zu einem Rickfall. Die wenigen verbliebenen Krebsstammzellen
scheinen in besonderen Stammzellnischen im Knochenmark zu (berdauern. Sie sind
somit Therapie-resistent und sorgen fiir Nachschub. Die neuen Ansétze, Krebsstamm-
zellen aus ihren Nischen zu locken, kdnnte zu einem Durchbruch in der Krebstherapie
fuhren. Vorlaufigen Daten, die Imatinib-Behandlung mit INFa zu kombinieren, schei-
nen erfolgreich. Fir eine endgultige Bewertung sind aber noch langfristige Studien zur
Remission und Vertréaglichkeit notwendig [63, 64].

Das Modell der klonalen Evolution

Das Konzept der klonalen Evolution wéhrend der Tumorgenese wurde von Nowell ent-
wickelt und besagt, dass Krebszellen verschiedene Kombinationen von Mutationen im
Laufe der Zeit erwerben, wobei sich die aggressivsten Zellen durch nattrliche Selektion
durchsetzen und zur Progression des Tumors fuhren [65]. Dabei nimmt man an, dass
die Initiation eines Tumors erst nach multiplen Ereignissen, infolge eines Selektionsvor-
teils und genetischer Instabilitat, in differenzierten oder undifferenzierten Zellen, statt-
finden kann. Somit entsteht im Laufe der Zeit eine Mischung aus Zellen, die diverse
Mutationen akkumuliert haben und die durch Zufall Proliferationsvorteile und/oder Re-
sistenzen gegen Apoptose erworben haben. Diese Zellen kdnnen in Krebszellen mit
neuen Eigenschaften, wie Metastasierung, Invasivitat, Therapieresistenzen und Rezidiv-
potential transformieren und zu einem heterogenen Tumorphanotyp fuhren [65-67].

Vergleich beider Konzepte

Beide Konzepte, die Stammzellhypothese und das Modell der klonalen Evolution stim-
men in vielen Aspekten tberein. Zum Beispiel gehen beide von der Existenz einer Ur-
sprungszelle (,,Cell of Origin®) aus, die durch Akkumulation von Mutationen das Tu-
morentstehen initiieren [68]. Des Weiteren werden Faktoren der unmittelbaren Umge-
bung (Microenvironment, Stroma) sowie stammzelltypischen Eigenschaften, die den
Tumorzellen ein unbegrenztes Proliferationspotenzial verleihen, berticksichtigt [69].

Der wesentliche Unterschied beider Konzepte liegt in der Erklarung der Tumor-
heterogenitdat. Nach der Stammzellhypothese unterliegen vor allem die Stamm- und
Vorlauferzellen mit Selbsterneuerungspotential der malignen Transformation. Damit
tragt nur eine kleine Subpopulation zur Progression des Tumors bei, wéhrend im klona-
len Evolutionsmodell jede Zelle in den jeweiligen Differenzierungsstufen der normalen
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Reifungsstadien sich verdndern und somit die Fahigkeit zur Selbsterneuerung erlangen
kann. Daraus ergeben sich unterschiedliche Erklarungsmoéglichkeiten fur Therapieresis-
tenz: Sind nur die Tumorstammzellen therapieresistent oder selektiert die Therapie fur
entsprechend resistente Klone? Nach den heutigen Erkenntnissen mussen bei der Ent-
wicklung effizienterer Ansétze zur Therapie beide Konzepte der Stammzellmodells
gleichermalien beriicksichtigt werden.
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Abbildung 7: Darstellung der unterschiedlichen Modelle zur Erkl&rung der Tumorent-
stehung. (A) Das Modell der klonalen Evolution: dabei weisen alle Zellen gleiche tu-
morogene Kapazitat auf. Mutierte Zellen werden durch Erwerb onkogener Eigenschaf-
ten, selektiert und expandiert. (B) Die Tumorstammzelltheorie: in diesem Modell be-
steht der Tumor aus wenigen Zellen mit Stammzelleigenschaften und der Fahigkeit zur
Selbsterneuerung sowie aus sich stark vermehrenden Vorlduferzellen. Aus diesen Vor-
lauferzellen entwickeln sich die mehr oder weniger differenzierten Zellen der eigentli-
chen Tumormasse. (C) Das aktuelle Modell berticksichtigt Aspekte beider Theorien.
Ubernommen aus [70]

1.3 Die ,,Two-hit“-Hypothese

Das ,,Two-Hit-Modell* nach Knudsons beschreibt die Tumorentstehung als einen mehr-
stufigen Prozess, in dem erst nach einem kompletten Funktionsverlust beider Allele
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eines Gens sich ein Tumor entwickeln kann [71, 72]. Daraus postulierten Dash und
Gilliland, 2001 die Hypothese, dass fur die Entwicklung akuter Leukdmien mindestens
zwei verschiedene genetische Ereignisse stattfinden [73]. In den letzten Jahren gibt es
immer mehr Hinweise aus den klinischen Mutations-Screening Studien und aus Maus-
modellen, die diese Hypothese bestétigen. Im Falle akuter Leuk&mien basiert diese An-
nahme u.a. darauf, dass die in Patienten gefundenen, genetischen Mutationen im Maus-
modell alleine oft nicht in der Lage sind, eine Leukédmie zu induzieren [74, 75]. Des
Weiteren unterscheidet man bei diesen Mutationen zwischen zwei Klassen: Klasse-I-
Mutationen, die ein proliferatives Signal und/oder Uberlebensvorteil der hamatopoeti-
schen Vorlauferzellen vermitteln. Hierzu zahlen u.a. aktivierende Mutationen in FLT3,
RAS, BCR-ABL oder auch KIT [76-78]. In ALL-Patienten werden auch Veranderun-
gen von FLT3 sowie aktivierende Mutationen der Janus-Kinasen JAK1-3 gefunden, die
zu einer dauerhaften Aktivierung des Signalwegs fiihren [79].

Klasse-I1-Mutationen fuhren zu einer Blockade der Differenzierung in den betroffenen
Zellen. Vertreter dieser Gruppe sind u.a. Fusionsgene infolge chromosomaler Translo-
kationen, wie AML1-ETO, PML-RARo, CBFB-MYH11 und Punktmutation von Tran-
skriptionsfaktoren der Himatopoese wie z.B. AML1, CEBPa und Pu.l [73, 80-82]. Bei
ALL-Patienten betreffen die Klasse-11-Mutationen Transkriptionsfaktoren, wie PAX5
und IKAROS und sind in den meisten Fallen mit einem B-lymphoiden Phénotyp assozi-
iert [83].

Basierend auf diesen Befunden ergibt sich die Annahme, dass Mutationen beider Klas-
sen in der Pathogenese akuter Leukdmien kooperieren [84]. Durch das zunehmende
Wissen Uber die Rolle epigenetischer Mechanismen wie DNA-Methylierung und Histo-
nacetylierung, welche die Genaktivitét ebenfalls beeinflussen, konnte Knudsons Theorie
um den Faktor der epigenetisch bedingten Genveranderungen erweitert werden
(Abbildung 8).

AuBerdem zeigen einige Studien, dass bestimmte Mutationen duale Funktionen haben
konnen. Somit ergeben sich Uberlappungen in deren Klassifizierung. Zum Beispiel
FLT3-ITD z&hlt gem&l der Klassifizierung von Dash und Gilliland zu den Mutationen
der Klasse I, die einen Zellteilungs- und Uberlebensvorteil vermittelten. Allerdings zei-
gen Analysen in myeloischen Vorlduferzelllinien, dass FLT3-ITD auch die Differenzie-
rung dieser Zellen beeintrachtigt und somit eine myeloproliferativen Erkrankungen
(MPD) induziert [85], sowie einen Block in der frihen B-Lymphozyten-Entwicklung
erzeugt [86]. Deshalb fungiert FLT3-ITD zusétzlich auch als schwache Klasse I1-
Mutation.

Durch neue Technologien wie Next Generation Sequencing (NGS) kann das gesamte
Genom sequenziert und auf Mutationen auf DNA- und RNA-Ebene genauestens analy-
siert werden. Die Ergebnisse solcher Studien deuten immer mehr darauf hin, dass die
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,» Two-hit“-Hypothese nicht auf alle Leukdmiepatienten Ubertragbar ist. In einer gerade
erschienen Studie, in der 200 Proben von de-novo AML Patienten sequenziert und ana-
lysiert wurden, konnte nur rund 20 % der Proben Mutationen beider Klassen gleichzei-
tig nachgewiesen werden. Mutationen in epigenetischen Regulatoren traten in zweidrit-
tel aller analysierten AML-Proben auf. Somit stellen sie eine neue Klasse von Mutatio-
nen in Leukamien dar. [87]

Epigenetic
DNMT3A
TET2
EZH2

IDH1/2

Class I
KIT

FLT3
N-RAS, K-RAS PML-RAR«x
PTPN11 RUNX1-RUNXIT1

RUNX1
NPM1 CEBP«
EVI1

Abbildung 8: Das Venn-Diagramm zeigt einige der wichtigsten Mutationen bei AML,
unterteilt nach Klasse-I-, Klasse-IlI-Mutationen und epigenetischen Faktoren (entnom-
men aus ,,The Epigenetic Landscape of Acute Myeloid Leukemia‘“, Advances in Hema-
tology 2013).

1.4 Das RAS Gen

Die RAS Gene wurden urspringlich als virale Onkogene in Rattensarcom (Rat sarcoma,
RAS) identifiziert [88]. Zehn Jahre spater wurden die humanen Onkogene identifiziert,
die in einigen Tumorarten zu finden sind [89]. Da aber auch normale Zellen &hnliche
Gene aufweisen, wird RAS als Protoonkogene bezeichnet. Zur humanen Gruppe der
RAS-Gene gehdren drei Hauptvertreter: KRAS (Kirsten), hRAS (Harvey) sowie nRAS.
RAS Proteine sind Signalschaltmolekile, die nach Aktivierung durch Wachstumsfakto-
ren mit Rezeptortyrosinkinasenaktivitdt (RTKs) GTP binden und damit die Signaltrans-
duktionskaskade weiterleiten. Sie regulieren somit fundamentale zelluldre Prozesse wie
Proliferation-, und Differenzierungsprozesse sowie Apoptose. RAS wechselt zwischen
zwei Zustanden, aktiven gebundenem GTP (RASG) oder inaktiven zu GDP hydroly-
sierter Form (RAS). Nur im GTP-gebundenen Zustand nimmt RAS eine Konformation
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ein, die die Interaktion und Stimulation von Effektormolekulen ermdoglicht, die ihrer-
seits die Signalweiterleitung vermitteln. Unter Abspaltung einer Phosphatgruppe wird
GTP zu GDP hydrolysiert und somit wieder inaktiviert (Abbildung 9), was die Signal-
weiterleitung durch Loslésung von Effektormolekilen beendet. Da sowohl die GTP-
Hydrolyse als auch der Nukleotidaustausch relativ langsame Prozesse sind, werden sie
durch zusétzliche Proteine wie Nukleotid-Austauschfaktoren (GNEFs, guanine-
nucleotide exchange factor) und GTPase-aktivierende Proteine (GAP) beschleunigt.
Durch Wechselwirkung mit verschiedenen Effektoren aktiviert GTP-gebundenes RAS
eine Kaskade von Signalwegen wie z.B. MAP-Kinase- und ERK-Signalwege [90, 91].
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Abbildung 9: RAS Signalwege. (A) Aktivierung und Deaktivierung von RAS-
Proteinen. (B) Der ,klassische* RASs-Signalweg, RAS-RAF-MEK-ERK-Kaskade [92].

RAS ist mit einer Farnesylgruppe post-translational modifiziert, welche essentiell flr
seine biologische Funktion ist. Sie vermittelt die Assoziation mit der Zytoplasma-
membran. Ohne diese Modifikation verbleibt RAS-Protein funktionslos im Zytoplasma.

Storungen in der Regulation von RAS Genen fiihren zu einer konstitutiven Aktivierung
von RAS-Proteinen und zur Folge zu einer unkontrollierten Zellteilung fuhrt. Die Muta-
tionen betreffen in der Regel den homologen Bereich der GTPase-Funktion, der fir die
Funktion der RAS-Proteine entscheidend ist. Daher ist es nicht (iberraschend, dass mu-
tierte RAS Proteine bei ca. 30 % aller menschlichen Tumorzellen nachgewiesen wer-
den, allerdings mit unterschiedlicher Inzidenz bei verschieden Tumorarten.
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Aktivierende RAS Mutationen kommen in beinahe allen malignen Tumoren des Men-
schen vor. Am haufigsten in Pankreas- (ca. 90 %), Kolon- (ca. 50 %) und Schilddriisen-
karzinom (ca. 50 %). Bei malignen hamatologischen Erkrankungen werden RAS-
Mutationen in unterschiedlicher Frequenz nachgewiesen, insbesondere in Erkrankungen
der myeloischen Reihe wie MDS und AML. Bis zu 25% aller Patienten mit AML wei-
sen eine RAS-Mutation auf [36, 93-97]. Hauptsachlich im NRAS- und KRAS-, seltener
in HRAS-Gen [98, 99]. Dabei finden die Mutationen bei der AML-assozierten Verande-
rungen am haufigsten in den hoch konservierten Codons 12, 13 oder 61 [100].

Tabelle 6: Tumore des Menschen mit hohem Prozentsatz an RAS-Mutationen

Maligne

Pankreaskarzinom KRAS 12 90 %
Kolonkarzinom KRAS 50 %
Schilddriisenkarzinom k-, h-, NnRAS 50 %
Lungenkarzinom KRAS 45 %
AML n-, KRAS 25 %
Benigne

Keratoakanthom hRAS 30 %

Die klinische Relevanz, sowie die Frage, ob das Auftreten wahrend der AML ein friihes
oder spéates Ereignis im Verlauf der Krankheitsprogression ist, konnte bislang nicht ab-
schlieRend geklart werden. Die Beobachtung, dass nicht allen Blasten einer leukédmi-
schen Population eine RAS-Mutation tragen, l&sst ein spates Ereignis der Mutation im
Laufe der Zeit vermuten [101]. Andererseits, bei 10% der Patienten mit MDS werden
bereits in pramalignen Klonen RAS-Mutationen nachgewiesen. Dabei geht bei etwa 30
% der Félle die MDS in eine AML uber [102, 103]. Das heilst mdglicherweise kdnnen
RAS-Mutationen in unterschiedlichen Erkrankungsstadien auftreten. Bis jetzt ist es aber
nicht eindeutig geklart, inwieweit das VVorhandensein einer RAS-Mutation als moleku-
largenetischer Marker fur das Ansprechen auf eine Therapie, Remission oder Erkran-
kungsrezidiv verwendet werden kann.

Die RAS Hemmer die sogenannten Farnesyltransferase-Inhibitoren (FTIs) konnen An-
lagerung von Farnesyl-Gruppen bremsen und somit RAS Funktion hemmen. Bis jetzt

wurden Ftase-Inhibitoren nur in hdmatologischen Erkrankungen zugelassen. Dagegen
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haben sie bei soliden Tumoren (Kolon, Pankreas) bisher keine tiberzeugende Wirkung

gezeigt.

1.5 Die Rezeptortyrosinkinase FLT3

FLT3 (Fms-like tyrosine kinase 3) gehort zu der Klasse Il Rezeptortyrosinkinase-
Familie. Weitere Rezeptoren dieser Klasse sind c-KIT, PDGFRa/p (Platelet Derived
Growth Factor alpha/beta) und M-CSF. FLT3 wird auf hdmatopoetischen Stammzellen
sowie Vorlauferzellen exprimiert [104]. Mutierte Formen dieses Rezeptors mit konstitutiver
Aktivitat werden haufig in Patienten mit AML gefunden. In der Abbildung 10 ist eine ver-
einfachte Struktur eines FLT3 Rezeptors dargestellt [105].

> Extracellular ligand
binding domain

_— } Juxtamembrane
Internal tandem duplication (ITD) | | (JM) domain

. Tyrosine kinase domain
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Abbildung 10: Schematische Darstellung der FLT3 Rezeptor Tyrosinkinase. Diese be-
inhaltet eine extrazelllulare Domane mit 5 Immunoglobulin-ahnlichen Doménen, eine
Transmembran-Domane, einer Juxtamembran-Doméne (JM) und zwei konservierte int-
razellulére Tyrosinkinase-Domanen (TKD). FLT3-ITD Langenmutation befindet sich in
der JM-Doméne. Entnommen aus [105].

Die Tyrosinkinaseaktivitat von FLT3 wird normalerweise nach Liganden-abhangiger
Bindung induziert und fuhrt zur Autotyrosinphosphorylierung des Rezeptors und zur
Aktivierung verschiedener Signalkaskadewegen, wie etwa Ras/MAPK (mitogen-
activated-protein-kinase), PI13K-(Phosphoinositid-3-Kinase)/AKT sowie STATS5 (signal
transducer and activator of transcription 5), die eine wichtige Rolle bei Zellproliferation
und Differenzierung, sowie Regulation der Apoptose spielen (Abbildung 11).

STATS ist ein Transkriptionsfaktor und scheint eine wichtige Rolle in der Ausbildung
von hamatopoetischen Neoplasien zu spielen. Er fihrt des Weiteren zu einer Hemmung
von CCAAT/enhancer-binding protein o (¢/EBPa) und PU.1 (ein Transkriptionsfaktor).
Diese Proteine spielen eine wichtige Rolle in der Differenzierung von myeloischen Zell-
reihen.
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Der FLT3-Rezeptor ist beteiligt an der Regulation der Proliferation, Differenzierung
und Uberleben von hamatopoetischen Zellen.
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Abbildung 11: FLT3-induzierte Signalwege

1.5.1 Die Rollevon FLT3in der Leukamogenese

Obwohl Mutationen im FLT3-Gen in erster Linie an der AML Pathogenese beteiligt
sind, zeigen lymphoide Vorlauferzellen eine hohe physiologische FLT3-Expression, die
dann mit Zunahme der Zelldifferenzierung komplett verschwindet. Dies bestétigt die
Vermutung, dass FLT3 eine wichtige Rolle in der friihen Entwicklung spielt. AuRerdem
zeigen leukamische Blasten eine hohe physiologische FLT3-Expression. FLT3 ist in
beinahe 100% der B-ALL, in einem Teil der T-ALL und in 90% der AML uberexpri-
miert [106-108].

Die Langenmutation (Interne Tandem Duplikation, ITD) der juxtamembrandren Doma-
ne (JMD) sowie eine Punktmutation, meist an der Aminosaureposition D835 in der
TKD (Tyrosinkinasedomane), sind die zwei h&ufigsten Mutationen des FLT3-Gens
[109, 110]. Die Interne Tandem Duplikationen des FLT3-Rezeptors entstehen durch
Duplikation von Nukleotiden in einer fur JMD kodierenden Sequenz. Das Leseraster
wird dabei nicht veréndert. Die Lange der ITD variiert hierbei von 3 bis > 400 Basen-
paaren [111]. FLT3-ITDs sind sehr heterogen, was ihre Lange [112], Allelic Ratio
[113], Insertionsstelle [114, 115] sowie die Anzahl der FLT3-ITD-Klone [116] pro Pati-
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ent betrifft. Dabei zeigt sich eine steigende Pravalenz der ITD-Mutationen mit zuneh-
mendem Alter.

FLT3-ITD wird in ca. 30 % aller AML Falle vorgefunden und ist mit schlechter Prog-
nose und erhohten Ruckfallquoten verbunden [117, 118]. Dagegen scheinen FLT3 TDK
Mutationen keinen Einfluss auf die klinischen Verlauf von AML-Patienten zu haben
[119, 120]. In beiden Fallen beruht der Phanotyp auf einer konstitutiven Aktivierung des
Rezeptors, allerdings ist unklar welche Mechanismen zu einem Auftreten von unter-
schiedlichen Phanotypen flihren. Mdglicherweise bewirkt die unterschiedliche Struktur
des FLT3- Proteins, dass unterschiedliche Signalwege aktiviert werden.

In Mausmodellen wurde gezeigt, dass FLT3-TKD einen lymphatischen Phanotyp und
FLT3-ITD eine myeloproliferative Erkrankung induziert, aber keine Leuk&mie. Die
unterschiedliche Aktivierung von STATS konnte dabei eine Rolle spielen [121]. TKD
fuhrt, im Vergleich zur ITD, nur zu einer geringfligigen Induktion von STATS5-
Zielgenen und hemmt auch nicht die fiir die myeloische Differenzierung wichtigen Pro-
teine ¢/EBPo und PU.1.

Daruber hinaus kommen, wenn auch mit einer geringeren Frequenz, FLT3-Mutationen
auch in der ALL vor [122, 123]. Auch wenn bisher angenommen wird, dass vorwiegend
Mutationen in den Kinasedomanen (TKD) mit dem Krankheitsbild einer ALL besonders
im Kindesalter assoziiert sind [124, 125], sind beide Mutationen nicht ausschlieBlich in
nur einer der Leukdmieform zu finden. So wurden auch FLT3-ITD Mutationen bei Pati-
enten mit ALL sowohl bei Kindern als auch in Erwachsenen identifiziert [109, 126-
129].

1.5.2 FLT3-Tyrosinkinaseinhibitoren

Eine Mutation der Rezeptortyrosinkinase FLT3 ist ein ungunstiger prognostischer Indi-
kator bei Patienten mit AML. Die Induktionstherapie selbst wird durch den FLT3 Muta-
tionsstatus nicht beeinflusst. Allerdings beim Vorliegen einer FLT3 Mutation wahrend
Remission werden Patienten in Gruppen mit unterschiedlichen Erhaltungstherapien ein-
geteilt. Die Wirkung besteht meist in einer transienten Reduktion von peripheren Blas-
ten. Weniger hdaufig werden Blasten im Knochenmark reduziert. Ein groRBes Problem
stellt allerdings die Entwicklung von priméren und sekundéren Resistenzen dar.

Aktuell befindet sich eine Vielzahl kleinmolekularer FLT3- Tyrosinkinaseinhibitoren
(KTI) in der klinischen Erprobung wie z.B. PKC-412, CEP-701, MLN518 und AC220.
AC220 (Quizartinib) ist ein in klinischer Phase Il befindlicher selektiver FLT3-
Rezeptor-Tyrosinkinaseinhibitor [130]. Die Inhibitoren haben eine unterschiedliche
Effizienz in Bezug auf Selektivitdt und Inhibierung der FLT3-Autophosphorilierung.
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Das Wirkprinzip der meisten Kinaseinhibitoren beruht darauf, sich reversibel in der
ATP-Bindungstasche anzulagern und damit die enzymatische Wirkung der Kinase zu
blockieren [131]. Vereinfacht kénnen drei Mechanismen der Inhibition unterschieden
werden:

Typ-I-Inhibitoren binden &hnlich dem ATP nur an die aktive Konformation der ATP-
Bindungstasche und sind deshalb relativ unselektiv. Dadurch werden zusatzliche Kina-
sen inhibiert (off-target Effekte), die fiir unerwiinschte Nebenwirkungen von grofer
Bedeutung seien konnten.

Typ-11-Inhibitoren binden an die hochkonservierte ATP-Bindungstasche, aber in der
inaktiven Konformation.

Typ-Ill-Inhibitoren sind rein allosterische Modulatoren, die fern der ATP-
Bindungstasche binden und deshalb am selektivsten sind.

Inhibitionsprofile unterschiedlicher Kinaseinhibitoren sind in Abbildung 12 dargestellt.
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Abbildung 12: Selektivitat und Affinitdt von Kinaseinhibitoren getestet auf mehr als
400 Kinasen bei einer Konzentration von 1nM bis 10 pM. Rote Kreise zeigen die Bin-
dung des jeweiligen Inhibitor an die Kinasen, und die GroRe der Kreise deutet auf die
Bindungsaffinitat hin. Gezeigt sind Wechselwirkungen mit K4 < 3 pM. AC220 zeigt
sich als ein hoch selektives Kinaseinhibitor. Ky, Dissoziationskonstante. Entnommen
aus [130].
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1.6 Das chimare Fusionsprotein AML1-ETO

Die Translokation t(8;21) ist eine der h&ufigsten chromosomalen Aberrationen bei der
akuten myeloischen Leukdmie. Das daraus resultierende Fusionsgen verbindet den N-
terminalen Abschnitt von AML1 (RUNX1) mit der C-terminalen Region des ETO-Gens
(eight-twenty-one; MTG8) auf Chromosom 8 [132, 133] (Abbildung 13). Erstmals wur-
de das AML1-Gen bei einem Patienten mit AML vom Typ FAB M2 identifiziert.

Die Gene des CBF-Komplexes sind haufig von chromosomalen Rearrangements bei
humanen Leukamien betroffen: bei der t(8;21) bei der AML-M2, der t(3;21) [AML1-
EVI1] bei myelodysplastischen Syndromen und der t(12;21) [TEL-AML1] bei den
akuten lymphoblastischen Leuk&mien (ALL) im Kindesalter.
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Abbildung 13: Schematische Darstellung eines full-length AML1-ETO Fusionsproteins.
RHD, RUNT-homologe Doméne; NHR, nervy homology region. Entnommen und mo-
difiziert nach [134]

Das AML1-Gen ist ein hdmatopoetischer Transkriptionsfaktor und gehort zur Familie
der RUNX-Gene. Die RUNX-Gene haben sehr hohe Homologie zum Drosophila Runt
Transkriptionsfaktoren und spielen eine wichtige Rolle in der embryonalen Entwick-
lung: AML1/RUNXL1 in der Hamatopoese [135], AML3/RUNX2 in der Osteogenese
und AML2/RUNX3 in der Neurogenese sowie Thymopoese [136].
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Tabelle 7: Die Familie der Core-Binding-Faktoren (CBF). Modifiziert nach [137]
Gen Altern. Funktion Mausphénotyp Expression Assoziierte
Name (-1-) humane
Krankheit
AML1 RUNX1 definitive embryonal letal; | in hamatopoetischen AML, ALL,
CBPa2 Hamatopoe- keine definitive Geweben; zuséatzlich | MDS
PEBPaB se Hamatopoese in Nervengeweben,
AML1 Skelettmuskeln,
Fortpflanzungsorga-
nen
AML2 RUNX3 Neurogenese | versterben kurz | In hamatopoetischen Karzinogenese
CBPa3 Entwicklung nach der Geburt | Zellen des Magens
PEBPaC des Gastroin- | aufgrund Hyper-
testinaltraktes | plasie des Magen-
mucosa
AML3 RUNX2 Knochenbil- fehlende in Knochen; zusatz- Cleidocraniale
CBPa1 dung Knochenentwick- lich in Kolon, Herz, Dysplasie
PEBPaA lung Tonsillen, Lunge,
Eierstdcke.
CBFB CBFb definitive Embryonal letal. ubiquitar AML, FAB
Hamatopoe- Keine definitive M4Eo bei
se Hamatopoese. inv(16)

Das AML1-Protein bildet die a-Untereinheit des heterodimeren Transkriptionsfaktors
CBFo/pB ,,Core Binding Factor“[138]. AML1 besitzt eine DNA Bindungsstelle in der
,Runt Homologous Doméne* (RHD), welche an die regulatorische Region bestimmter
Zielgenen bindet und die Rekrutierung von Koaktivatoren sowie die transkriptionelle
Aktivitdt von AML1 vermittelt. [139]. CBFp besitzt keine DNA-Bindungsdomane und
bindet daher nicht direkt die DNA, sondern verstérkt lediglich die Affinitat des CBF-
Komplexes zu der DNA durch Interaktion mit der ,,RHD*-Region des AML1-Proteins
[140] und schiitz somit vor der Proteolyse [141].

Beim AML1-ETO Protein bleibt die DNA bindende Doméane des AML1 erhalten, was
die Interaktion mit CBFf und die Bindung an die AML1-regulierten Gene weiterhin
erlaubt. Da ETO jedoch nukledre Korepressorkomplexe, wie N-CoR, mSIN3A, HDAC,
MeCP2 und DNMT1 rekrutiert, wird die Transkription supprimiert, so dass der gebilde-
te Komplex zu einem transkriptionellen Repressor konvertiert (Abbildung 14). Eine
Tetramerisierung von AML1-ETO steigert die Affinitdt zur DNA. Daher gibt es einen
kompetitiven Vorteil gegeniiber Wildtyp AML1 [142].
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Abbildung 14: Schematische Darstellung der repressiven Funktion eines AML1-ETO
Fusionsprotein. Es behalt die RHD-Domane, die fir DNA-Bindung und die Interaktion
mit CBFB essentiell ist. Durch Interaktion von ETO mit einem Co-Repressor-Komplex,
wie N-COR und Sin3A werden Histon-Deacetylasen und DNMTs an AML1-Zielgene
rekrutiert, welche die Konformation der Histone in eine inaktivere Form umwandeln, so
dass die Zielgene nicht mehr exprimiert werden. Ac, acetylation; Met, methylation;
CpG, CpG site; TF, basal transcription factor. Entnommen und modifiziert nach [143]

1.6.1 Rolle von AML1-ETO bei der Leukamieentstehung

Im Hinblick auf die groBe Anzahl der humanen Patienten mit AML1-ETO positiver
AML wurden bereits in der Vergangenheit viele Experimente sowohl im humanen als
auch im murinen Bereich durchgefiihrt.

In retroviral transfizierten humanen CD34" Vorlauferzellen forderte die Expression von
AML1-ETO die Proliferation von multipotenten hdmatopoetischen Stammzellen, und
gleichzeitig Inhibition von differenzierten Zellen [144]. Knock-in von AML1-ETO in
den AML1-Lokus fiihrte zu embryonalen Letalitat durch fehlende Hamatopoese. Diese
konnte mit Hilfe von Tetrazyklin-induzierbares Systems umgegangen werden. Diese
Tiere entwickelten keine Leukamie, in-vitro zeigte sich jedoch ein Block in der myeloi-
schen Differenzierung der AML1-ETO positive Vorlduferzellen und eine gesteigerte
Selbsterneuerungskapazitét [145]. Weiterhin entwickelten Mé&use, bei denen die Expres-
sion von AML1-ETO unter der Kontrolle des humanen MRP8-Promotors stand, eben-
falls keine Leukdmie [146]. MRP8 ist ein kalziumbindendes Protein, das nur von
myeloischen, nicht aber von friihen hamatopoetische Zellen exprimiert wird. Erst die
Behandlung mit einem DNA alkylierenden Mutagen ENU (N-ethyl-N-nitrosourea) in-
duzierte eine AML. Diese Daten legen nahe, dass flr Entstehung einer Leuk&mie weite-
re genetische Alterationen notwendig sind.
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1.6.2 Das ETO-Gen

Das ETO/MTG8-(myeloid transforming gene 8)-Gen war bis zu seiner Entdeckung als
Fusionspartner von AML bei der Translokation t(8;21) unbekannt. Es befindet sich auf
Chromosom 8 Bande g22. Obwohl ETO stark im Gehirn und Nervengewebe exprimiert
wird und zwei putative Zinc-Fingermotive hat [147], bleibt seine genaue physiologische
Funktion bis jetzt weitgehend ungeklart. AuBerdem wird eine Rolle bei der Entwicklung
des Darms angenommen [148].

ETO hat vier evolutionar konservierte Doméanen, die wegen Ihrer Ahnlichkeit zum Dro-
sophila Protein Nervy Homology regions 1-4 genannt werden, und kann ber die mit
anderen Proteinen interagieren (Abbildung 13). Eine kritische Rolle scheint dabei die
NHR4 zu spielen. Es enthdlt zwei Zink-Finger-Motive, die direkt mit den nukleéren
Korepressoren wie N-COR und mSin3a interagieren kdnnen und zu die Rekrutierung
von Histone-Deacetylasen (HDAC) fiihren [149]. Somit kann die Genexpression nega-
tiv regulieren werden [150, 151].

1.6.3 Die Zielgene von AML1 und AML1-ETO

Die funktionelle Analysen von AML1-ETO Zielgenen brachten ein neues Verstandnis
uber die Wirkungsweise des Fusionsmolekuls. AML1 und AML1-ETO regulieren tran-
skriptionelle Expression fur die Hadmatopoese relevanten Gene. AMLL1 aktiviert die
Transkription der Zielgene durch Interaktion von Transkriptionskomplex mit den Koak-
tivatoren, AML1-ETO dagegen unterdriickt die AML1-vermittelten transkriptionalen
Aktivierungen durch Interaktion des ETO-Anteil mit nukledren Korepressoren wie
HDACs und DNMTs. Somit greift AML1-ETO in die normale Funktion von AMLL1 ein
und wirkt dabei als ein dominant negativer Repressor.

Bereits identifizierte Zielgene von Fusionsprotein AML1-ETO in der CBF Leukdmien
sind in der Abbildung 15 genannt und werden in der Tabelle 8 n&her erldutert.
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Abbildung 15: Betroffene Gene und Signalwege in der CBF Leukamie. Durch AML1-
ETO (schwarz), CBFb-MYH11 (blau) oder beide Fusionsproteine (rot) betroffen. Ent-
nommen aus [152].

Tabelle 8: Zusammenfassung der AML1- und AML1-ETO-Zielgene

Gen Name Funktion des Protein

BCL-2 Ist beteiligt an der Regulation der Apoptose, bei vielen Krebserkran-
kungen uberexprimiert z.B. in AML1-ETO positiven Zelllinien gefun-
den [153]. Uberexpression erschwert die Apoptose und fiihrt somit zu
Unempfindlichkeit gegenuiber Zytostatika.

0GG1 Gene, die an der DNA-Reparatur beteiligt sind und oft in humanen

POLE1 HSC runterreguliert sind [150, 154]. Dies kdnnte moglicherweise die
Akkumulation von sekundéren Mutationen beglinstigen.

C/EBPa Ein Transkriptionsfaktor, essentiell fiir eine normale myeloische Diffe-
renzierung. Herunterreguliert in AML1-ETO positiven Blasten und
Zelllinien [155].

G-CSF Stimuliert die Proliferation und Differenzierung der granulozytéren

Rezeptor Reihe. Bei AML hé&ufig dysreguliert. [156].

PU.1 Ist essentiell fur die myeloische Differenzierung. Transkriptionelle Ak-
tivitat wird durch AML1-ETO durch physikalischen Interaktion inhi-
biert [157].

GATAl Essentieller Transkriptionsfaktor fiir die Erythrozyten-Differenzierung.
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AMLL1-ETO inhibiert die transkriptionelle Aktivitat von Gata-1, durch
Hemmung der Acetylierung [158].

IL-3 Wachstumsfaktor von HSC und myeloischen Vorlaufer. AML1-ETO
reprimiert 1L-3 mittels HDAC und DNMT in Zelllinien und myeloi-
schen Blasten [159].

T-Zell Spielt eine wichtige Rolle in der Entwicklung der T-Zellen. AML1-
Rezeptor & Bindung ist notwendig fir die Aktivierung der Transkription [160].
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1.7 Fragestellung

Trotz der klaren Assoziation zwischen AML und der t(8;21) Translokation bei AML
Patienten treten h&ufig zusatzliche aktivierende Mutationen auf wie z.B. mutiertes
FLT3, RAS, c-KIT und WT-1. In der Vergangenheit wurden bereits einige AML1-
ETO-spezifische Mausmodelle generiert (fiir einen Ubersichtsartikel siehe [161, 162]).

Diese Modelle zeigten, dass ab initio AML1-ETO Expression embryonal letal ist [163,
164]. Dabei versterben die Tiere jedoch nicht an Leuk&dmie, sondern es kommt zu einer
gestorten Ausreifung verschiedener Zellreihen der Hamatopoese. Transgene knock-in
Mause fur AML1-ETO versterben ebenfalls in der Embryonalphase durch einen Verlust
der normalen Hamatopoese. Ein ahnlicher Phanotyp wurde auch in AML1- [135] und
CBFB- [165] knock-out M&usen beobachtet. Somit scheinen die Fusionsgene AML1-
ETO und CBF-MYHL11 eine dominant-negative Rolle tber den Transkriptionskomplex
CBF (,,Core Binding Factor*) zu spielen. Dartiber hinaus wurden AML1-ETO Knock-
in-Mausmodelle unter der Kontrolle eines tetrazyklin-kontrollierbaren Promoters [145],
eines humanes des humanen hMRP8-Promotors [166], sowie durch Cre/loxP-
vermittelte Rekombination [146] generiert. So bewirkte die Expression von AML1-ETO
in diesen Mausmodellen eine Anhaufung unreifer myeloischer Vorldauferzellen. Dies
entspricht einer praleukamischen Phase. Ebenso fiihrte eine gezielte Expression des
Fusionsgens in murinen h&matopoetischen Stammzellen nicht zur Entartung, sondern
verursachte nur ein nicht letal verlaufendes myeloproliferatives Syndrom [167]. Erst
durch zusétzliche Behandlung mit dem stark DNA-alkylierenden Mutagen N-Ethyl-N-
nitrosurea (ENU) [166], gelang es, in einem murinen Knochenmarktransplantationsmo-
dell eine AML-dhnliche Krankheit auszuldsen. All diese Studien bestatigten, dass
AML1-ETO alleine keine transformierenden Eigenschaften besitzt, sondern nur zu-
sammen mit zusétzlichen Faktoren, welche das Proliferationsverhalten oder das
Apoptoseprogramm der Zellen verandern, Leukdmie induzieren kann. Auch die Be-
obachtung, dass bei Gesunden AML1-ETO, ebenso wie bei Patienten in Remission [26,
27], positive Vorlauferzellen nachgewiesen werden kénnen, untermauern diese Aussa-
ge. In keinem dieser Modelle wurde die Expression von AML1-ETO nach induziertem
Phénotyp wieder abgeschaltet. Somit blieb die Frage, welche Funktion die kontinuierli-
che AML1-ETO Expression, nach bereits erfolgter Leuk&mieinduktion fur die Progres-
sion und Aufrechterhaltung des Krankheitsverlaufes hat, bisher ungeklért. Daher war
ein Ziel dieser Arbeit zu zeigen, wie effektiv zusatzliche Komplementationsonkogene
zur Manifestation der Leukamie beitragen konnen. Ferner sollte geklért werden, inwie-
weit die beteiligten Gene fur die Erhaltung der AML essentiell sind, d.h. ob durch Ab-
schalten bzw. Inhibition dieser Gene eine vollstandige oder zeitweilige Remission er-
reicht werden kann oder ob die Leuk&mogenese unabhangig von der jeweiligen Onko-
genexpression fortschreitet.
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2 Material und Methoden

2.1 Verwendete Materialien

2.1.1 Bezugsquellen

2.1.1.1 Chemikalien

Soweit nicht anders angegeben, wurden die Chemikalien von den Firmen Roche
(Mannheim), Sigma-Aldrich/Fluka (Taufkirchen), Merck (Darmstadt), Serva (Heidel-
berg), Invitrogen (Eggenstein), Becton-Dickenson (BD) Biosciences (Heidelberg) oder
Roth (Karlsruhe) in Analysequalitat bezogen.

2.1.1.2 Einmalartikel

Die Plastikartikel fur Zellkultur und molekularbiologischen Arbeiten wurden von den
Firmen Greiner (Frickenhausen), Starlab (Hamburg), Falcon (BD Biosciences, Heidel-
berg), Eppendorf (Hamburg), Nalgene (Langenselbold), Gilson (Villiers le Bel, Frank-
reich), Nunc (Wiesbaden) und TPP (Uber Firma Renner, Dannstadt) bezogen.
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2.1.2 Gerate

Tabelle 9: Laborgeréte

Gerate

Hersteller

Brutschrank 3029

Forma Scientific/Thermo Fisher Scientific

(Bonn)

Elektrophoresekammern Easy Cast

MWG Biotech (Ebersberg)

Eismaschine Wessamat

Zugck (Leimen)

FACScan/FACS-Calibur/FACSCanto Il

Becton Dickinson (Heidelberg)

Flussigstickstoff-Lagerbehdlter

Messer Griesheim (Dusseldorf)

HEMAVET 950FS

DREW Scientific Inc

Kihlzentrifuge Biofuge fresco

Heraeus (Osterode)

Magnetruhrer, Heizplatte MR 3002

Heidolph (Schwabach)

Mikroskop

Olympus (Hamburg)

Neubauer Zahlkammer

Marienfeld (Lauda-Kdnigshofen)

PCR-Block Peltier Thermal Cycler 200

MJ Research Inc. (Watertown, USA)

pH-Meter 761 Calimetric

Knick (Berlin)

Photometer Ultraspec 2000

Amersham Pharmacia Biotech/ GE
Healthcare

Europe (Minchen)

Schiittelinkubator
Incubator Shaker 6725

New Brunswick Scientific, Eppendorf
Vertrieb

Deutschland (Nirtingen)

Schiittel-Wasserbad

Kottermann (Hanigsen)

Sterilbank Biogard Hood

Baker Company Inc. (Maine, USA)

Tischzentrifuge Biofuge pico

Heraeus (Osterode)

Zentrifuge Minifuge 2

Heraeus Christ (Osterode)

Zentrifuge TJ-6

Beckman Instruments (Miinchen)
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2.1.3 Medien, Puffer und Lésungen

2.1.3.1 Medien
LB Medium/Platten (pH 7.,5)

1% (w/v) Bactotrypton (Difco); 0,5% (w/v) Bacto-Hefe Extrakt (Difco); 1% (wi/v)
NaCl; fur Platten zusatzlich 2% (w/v) Select Agar (Invitrogen). Autoklavieren (12 psi,
121°C, 20 min) und nach Abkuhlen auf etwa 50°C Antibiotika hinzufugen (Ampicillin
100 pg/ml, Kanamycin 50 pg/ml).

D-PBS (Dulbecco’s phosphatgepufferte Kochsalzlosung, Gibco)

0,1 g/l CaCly; 0,2 g/l KCI; 0,2 g/l KH,POy; 0,049 g/l MgCl,; 8,0 g/l NaCl; 1,15 g/l
Na,HPO4

FKS (Sigma, Miinchen)

Die Zellkulturmedien wurden mit fotalem Kalberserum versetzt. Zur Inaktivierung der
enthaltenen Komponenten des Komplementsystems, wurde das FKS 30 min bei 56°C
erwarmt.

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium)

DMEM wurde fir die Kultivierung von 293 T verwendet und vor Gebrauch mit 10 %
FKS, 100 U/ml Penicillin/Streptomycin, 2 mM Glutamin und 1 mM Natriumpyruvat
versetzt.

IMDM (Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium, Invitrogen)

IMDM wurde mit 10 % FCS fur die Verwahrung von Knochenmarkzellen wéhrend der
Aufreinigung und mit 2 % FCS als Waschldsung fur die Séule bei der ,,Liniendepletion*
verwendet. Die Knochenmarkzellen wurden generell in Gegenwart von Antibiotika (1
% Penicillin/Streptomycin, Pen/Strep) kultiviert.

Fir die in-vitro-Kultur von aufgereinigten Knochenmarkzellen wurde IMDM mit 20 %
FCS mit den Zytokinen mSCF (50 ng/ml), hFLT-3 (100 ng/ml), hiL-11 (100 ng/ml) und
mIL3 (20 ng/ml) (PeproTech, NJ und CellSystems, St.Katherinen) eingesetzt.

Einfriermedium

Die Zelllinien wurden mit 90 % FCS und 10 % DMSO (ber Nacht auf -70°C abgekdihlt
und anschlieRend in flissigem Stickstoff verwahrt.



2 Material und Methoden

56

2.1.3.2 Puffer

Tabelle 10: Puffer und Lésungen fur Elektrophoresen, PCR und Western-Blots

6x DNA Auftragspuffer

100 mM EDTA, pH 8,0

20 % (wi/v) Ficoll 400

0,25 % (w/v) Bromphenolblau
0,25 % (w/v) Xylencyanol

HEPES Puffer (pH 7,9)
6,7 mM KCI

142 mM NaCl

10 mM HEPES

Anodenpuffer (pH 10,4)
25 mM Tris

Kathodenpuffer (pH 9,4)
25 mM Tris
40 mM 6-Amino-Capronséure

Laufpuffer SDS-PAGE
25 mM Tris pH 8,3

192 mM Glycin

0,1 % SDS (w/v)

10x PCR Puffer
100 mM Tris pH 8,3
500 mM KClI

25 mM MgCl,

PBS/Tween
0,05 % (v/v) Tween20 in PBS; pH 7,2

Blockpuffer
5 % (w/v) Milchpulver in PBS/Tween

TAE-Puffer pH 8,0
40 mM Tris-Acetat
2mM EDTA

TE Puffer (pH 8,0)
10 mM Tris HCI
1 mMEDTA

1 M Tris-HCL (pH 6,8)

121,1 g Trizma Base in 800 ml H,O
mit HCI auf pH 6,8 eingestellt und
auf 1 I mit Aqua bidest aufgefullt

1,5 M Tris/HCI (pH 8,7)

181,7 g Trizma Base in 800 ml H,O
mit 1 M HCI auf pH 8,7 eingestellt und
auf 1 | mit Aqua bidest aufgefullt

Trypanblau (pH 7,0)
0,2% Trypanblau
150 mM NaCl

Tabelle 11: F&rbungs- und Bindungspuffer

FACS-Puffer: PBS pH 7,2
2 % FKS

MACS Laufpuffer PBS pH 7,2
2 mM EDTA
0,5 % FKS

MACS Waschpuffer

MACS Laufpuffer ohne 0,5 % FKS
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Tabelle 12: Puffer und Losungen fur die Zelllyse oder dem Mausschwanzverdau

Tailsbuffer 100mM Tris.HCI pH 8,5
5mM EDTA, 0,2% SDS
200mM NacCl

Proteinase K-Puffer 50 mM Tris pH 8,0
20 mM NacCl
1 mM EDTA
1% SDS
2 mg/ml Proteinase K

Blutentnahmepuffer Heparinpuffer
1x PBS 5 U/ml Heparin
1% BSA 0,1 % Na-Azid
5,45 uM EDTA 2 % FKS

Zell-Lysepuffer 120 mM NaCl
50 mM Tris-HCI (pH 7,4)
1,5 mM MgCI2
1 mM EDTA
10 % Glycerol
0,5 % NP40

Tabelle 13: Puffer und Lésungen fur Transfektion und retrovirale Transduktion

2x HBS-Puffer 274 mM NaCl
10 mM Kcl
1,4 mM Na2HPO4
12 mM Glukose
24 mM HEPES
pH 7,05 (mit NaOH exakt
einstellen)

2,5 mM Chloroquin

2.1.3.3 Gele
Trenngel (10 %)

10 % (v/v) Rotiphorese; 0,375 M Tris; pH 8,8; 1 % SDS (w/v); 1 % APS (w/v); 0,04 %
TEMED (v/v)

Sammelgel (5 %)

5 % (v/v) Rotiphorese; 125 mM Tris; pH 6,8; 0,1 % SDS (w/v); 0,1 % APS (w/v); 0,01
% TEMED (v/v)

X % Aqgarosegel

1 x TAE-Puffer (pH 8,0)

x% (w/v) Agarose
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2.1.4 Antikorper

Tabelle 14: Priméarantikorper

Antikorper Isotyp Farbstoff Bezug
CD3e 19G1, A PerCP-Cy5.5 BD
CD4 19G2a, K Alexa Fluor 647 BD
CD4 19G2a, K PE BD
CD5 (Ly-1) 19Gy, k Biotin BD
CD8 1gGy, « APC BD
CD8 gGy, « PerCP-Cy5.5 BD
CD11b (Mac-1) 19Gap, PerCP-Cy5-5 BD
CD19 19G2a, K PerCP-Cy5-5 BD
CD25 19Gy, PE BD
CD25 19Gy, Biotin BD
CD43 19G2a, K Biotin BD
CD43 19G2a, K APC BD
CD44 19Gab, APC BD
CD45R/B220 19G2a, K PE BD
CD45R/B220 19G2a, K APC BD
CD45.1 (Ly5.1) 19G2a, K Pacific Blue Biolegend
CD45.2 (Ly5.2) 19G2a, K APC BD
CD71 9G4, PerCP-Cy5-5 BD
CDh71 19G2a, K PE BD
CD117 (c-Kit) 1gGap, K Biotin BD
CD117 (c-Kit) 1gGap, Pacific Blue Biolegend
Gr-1 (Ly-6G) 19Gap, PerCP-Cy5-5 BD
CD117 (c-Kit) 1gGap, K Biotin BD
CD117 (c-Kit) 1gGap, K APC BD
Terl19 (Ly-76) 1gGap, K APC BD
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IgM IgM PE BD

IgM IgM « PerCP-Cy5.5 BD

Tabelle 15: Sekundarantikorper

Antikorper Farbstoff Bezug

Streptavidin PE-Cy7 eBioscience

Streptavidin PerCP BD

Streptavidin APC BD

Streptavidin APC-Cy7 BD

2.1.5 Oligonukleotide

Tabelle 16: Primer

Maus Typ Bezeichnung Sequenz 5° — 3’

Rosa26 Knock-in RosaFA AAAGTCGCTCTGAGTTGTTAT

"tTA RosaRE GGAGCGGGAGAAATGGATATG
RE SpliAcB CATCAAGGAAACCCTGGACTACTG

AML1-ETO Transgene Forward ACCCTGCCCATCGCTTTCAA
(AMLL-ETOL) - tccacTeTTeTGCCCATTCT
Reverse
(AML1-ETO2)

KRAS®'?®  Transgene Forward GGGAATAAGTGTGATTTGCCT
Reverse GCCTGCGACGGCGGCATCTGC

Interne Kontrolle:

Actin Forward TCATCAGGTAGTCAGTGAGGTCGC
Reverse CACCACACCTTCTACAATGAGCTG

Banden bei Rosa26-rtTA:

Homozygot (+/+) flr Rosa26: 1 Bande (300bp)
Heterozigot (+/-): 2 Banden (300bp and 600bp)
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2.1.6 Plasmide und Vektoren

Tabelle 17: Plasmide

Plasmide

M57 Expressionsplasmid fiir Gag/Pol aus MLV

K73 Expressionsplasmid fur Eco Hiillprotein

Retrovirale

Vektoren

SFI1 Retroviraler Vektor unter LTR-Kontrolle mit Intron [168]

2.1.7 Bakterien

One Shot Top10 -E. coli (Invitrogen)
One Shot Top 10 —E. coli sind chemisch kompetente Zellen, die fur Transformationsre-
aktionen eingesetzt werden.

Genotyp:
F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZAM15 AlacX74 deoR recAl araD139
A(ara-leu)7697 galU galK rpsL (StrR) endAl nupG

2.1.8 Zellinien

Tabelle 18: Zellinien

Zelllinie Medium Herkunft
NIH3T3 DMEM Spezies: Maus; Fibroblastenzelllinie
293T DMEM Spezies: Mensch; Nierenzelllinie

Es handelt sich bei allen Zelllinien um adhé&rent wachsende Zellen. Bei Konfluenz wur-
den die Zellen mit Trypsin-EDTA-L0Osung abgel6st und in neue Kulturflaschen ausge-
sét. Alle Zelllinien wurden bei 37°C/7,5% CO2 propagiert.
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2.1.9 Mauslinien

Alle Tiere wurden in pathogenfreier Umgebung in der Barrierestation des Zentralen
Tierlabors am Deutschen Krebsforschungszentrum bei einem Hell-Dunkel-Rhythmus
von 12 h gehalten und hatten ad libitum Zugang zu Futter und Trinkwasser.

Tabelle 19: Mauslinien

Linienname Referenz

C57BL/6 Dr. C.C. Little, Jackson Laboratory

ROSA26-iM2 knock-in Freundlicherweise von Prof. Dong-Er Zhang (University
Effektormaus of California San Diego, USA) zur Verfugung gestellt
Bi-transgene tetO-AML1- Freundlicherweise von Prof. Dr. Rolf Sprengel (Max-
ETO Respondermaus Plank Institute for Medical Research; Heidelberg) zur

Verfligung gestellt

Bi-transgene tetO-kRAS®*®®  Dr. C.C. Little, Jackson Laboratory
Respondermaus

2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 Isolierung von DNA aus der Mausschwanzbiopsien

Zur Bestimmung des Genotyps durch PCR-Reaktionen wurden 1-2 mm Schwanzspitze
in 20 pl Proteinase K Puffer aufgenommen und fur 2 - 3 h bei 56 °C im Schuttler inku-
biert. Anschlieend wurde die Probe kurz abzentrifugiert (4000 U/min, 10 Sek.) und mit
300 pl ddH20 aufgefiillt. Das Erhitzen fir 1 min. inaktiviert die Proteinase K. Danach
wurde der Reaktionsgefal? bei 4°C gelagert.

2.2.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Mit Hilfe der PCR ist es moglich eine spezifische Sequenz eines DNA-Doppelstranges
in vitro zu amplifizieren. Das Prinzip dieser Methode besteht aus drei Schritten, die zyk-
lisch wiederholt werden:

I. Denaturierung (Auftrennung) der doppelstrangigen DNA bei ca. 95 °C.
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I1. Ankopplung (,,Annealing") von spezifischen Oligonukleotid-Primer an die 3' Enden
der DNA Einzelstrange bei einer Temperatur zwischen 50 °C und 68 °C.

I11. Verlangerung (Elongation) von komplementéaren Basen durch die Tag-Polymerase.
Da die Komplementierung an beiden Strangen der Matrizen-DNA ablduft, wird theore-
tisch in jedem PCR-Zyklus die Anzahl der Matrizen-DNA verdoppelt. Durch die Ver-
wendung einer hitzestabilen Tag-Polymerase aus dem Bakterium Thermus aquaticus ist
es nicht mehr notwendig nach dem Denaturieren wieder neues Enzym zusetzen zu mds-
sen. Somit konnte der ganze PCR-Prozess erheblich optimiert werden. Die Nukleotidse-
quenz der einzelnen Primer wird gemal der Sequenzen des Zielgens ausgewahlt und hat
in der Regel eine Lange von 18-30 Nukleotiden. Dabei gilt ein hoher Prozentsatz an
GC-Basenpaarungen zwischen Primer und dem komplementaren cDNA-Fragment we-
gen der groReren Anzahl an méglichen Wasserstoffbriickenbindungen als stabiler.

Beispiel AML1-ETO-Typisierung:

1x Mix [pl]

10x PCR Puffer 2,5
50 mM MgClI 1
10 mM dNTPs 0,5
AML1-ETO FA Primer (10 pmol/ul) 1
AML1-ETO RE (10 pmol/pl) 1
R2m 1 Primer (10 pmol/pul) 1
R2m 2 Primer (10 pmol/pul) 1
Taq Polymerase 0,25
ddH,0 16,75
Template DNA* (Schwanz-DNA) 0,6
T in pl 50

*Template-DNA: 3 ul aus 300 ul Verdau von ca. 1 mm Schwanzbiopsie.
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Diese Bestandteile wurden fir die Gesamtanzahl der untersuchten Proben in ein 5 ml
grolRes Reaktionsgefall (Master—Mix) pipettiert, geschdittelt und auf die einzelnen Ep-
pendorf-Reaktionsgefalie verteilt. Die Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte im
1%-igen, Ethidiumbromid-gefarbtem Agarose-Gel. Die Visualisierung der DNA-
Banden erfolgte durch Anregung im UV-Licht. Zur Bestimmung der FragmentgroRe
wurde 100 bp-DNA-GrélRenmarker verwendet.

Programm:

Temperatur | Zeit Zyklenanzahl
Denaturierung | 94 °C 2 min
Denaturierung | 94 °C 0:30 min
Annealing 60 °C 0:30 min 35 Zyklen
Elongation 72°C 1:00 min
Elongation 72°C 10 min

4°C 00

Die Lange der gewahlten Elongationszeit richtete sich nach der GroRe der zu erwarten-
den Produkte, je 1 kb wurden fiir die Tag-DNA-Polymerase etwa 60 s kalkuliert. Die
Annealingtemperatur wurde in der Regel so gewahlt, dass sie mindestens 5-10 °C unter
der Schmelztemperatur der Primer lag, wobei jeweils der geringere Wert mal3gebend
war.

Die Berechnung der Schmelztemperatur erfolgte dabei nach folgender Formel (BER-
TRAM and GASSEN 1991):

Tm [°C] = 2 °C x Anzahl der A/T-Paare + 4 °C x Anzahl der G/C-Paare
Schmelztemperatur Tm [°C] = 69.3°C + 0.41 x (GC-Gehalt [%]) — 650 / Primerléange

2.2.3 Restriktion und Dephosphorylierung von DNA

Fur Klonierungsexperimente wurden DNA Fragmenten mit geeigneten Restriktionsen-
donukleasen (Fermentas oder NEB) wie folgt geschnitten: 1 bis 10 pg DNA und 0,5 - 3
ul Restriktionsendonuklease (2,5 - 10 U/pug DNA) wurden in 1fach-Restriktionspuffer
gemal Herstellerangaben 1-3h bei 37°C inkubiert.

Um eine Selbstligation eines linearen Plasmidvektors mit kompatiblen Enden zu ver-
hindern wurden alkalische Phosphatasen eingesetzt. Diese katalysieren die Entfernung
von 5’-Phosphatgruppen von DNA und RNA. Dazu wurden Plasmidvektoren mit 1 U
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CIAP (Calf Intestine Alkaline Phosphatase, 1 U/ul, Fermentas) pro 1-5 pg DNA inku-
biert.

2.2.4 Herstellung glatter DNA-Enden mit Hilfe der Klenow-Polymerase

Damit DNA-Fragmente mit glatten und Gberh&dngenden Enden ligiert werden konnten,
mussten zunachst die Uberhange aufgefiillt werden. Die Klenow-Polymerase ist in der
Lage, 5’-liberstchende Einzelstrangenden in 5°-3-Richtung in Gegenwart einer geeig-
neten Konzentration freier Nukleotide aufzuftllen. Zur Auffullreaktion wurden etwa
100 ng DNA mit 40 uM Desoxyribonukleotiden und einer

Unit Klenow-Polymerase (Boehringer, Mannheim, Deutschland) pro pg DNA versetzt
und in einem Endvolumen von 50 pl fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
AnschlieRend erfolgte eine Hitzeinaktivierung des Enzyms fir 10 Minuten bei 75 °C.

2.2.5 Ligation

Fur die Ligation der Fragmente in den préparierten Vektor wurde T4 Ligase verwendet.
T4 DNA Ligasen katalysieren die Bildung von Phosphodiesterbindungen zwischen 5°-
Phosphat- und 3°-Hydroxylenden der DNA. Fir die Ligation wurden Vektor und Insert-
DNA im molaren Verhéltnis 1: 3 gemischt.

Dazu wurden 50-100 ng des linearisierten und dephoshorylierten Vektors mit der drei-
fachen Menge des Insertfragmentes und je 1 pl T4 DNA Ligase (1,3 Weiss Units/pl,
NEB Frankfurt) und Ligationspuffer (NEB) gemischt und mit H2Obidest auf ein Volu-
men von 10 pl aufgefullt. Die Inkubation wurde bei 16°C uber Nacht durchgefuhrt und
anschlieBend in der Transformation eingesetzt.

2.2.6 Auftrennung von DNA-Fragmenten in Agarosegelen

Die Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte gemaR ihrer Lange in 0,7 - 2 %-igen
Agarosegelen in TAE-Puffer. Die Proben wurden mit Ladepuffer versetzt und im Gel
bei 90 Volt aufgetrennt. Als GroRenstandard wird eine 1 kb Leiter von der Firma Fer-
mentas verwenden (1 Kb-Leiter, GeneRuler DNA Ladder Mix). Zur Detektion der Ban-
den wurde das Gel anschlieRend fiir 15 min. in Ethidiumbromid-L6sung (1 x TAE, 0,5
ug/ml EtBr) gelegt.

Die DNA-Banden wurden fur préparative Gele auf dem UV-Transilluminator bei lang-
welligem UV-Licht (366 nm) ausgeschnitten und unter Verwendung von QiaQuick Sau-
len (Qiagen) gemald Herstellerangaben aufgereinigt. Analytische Gele wurden mit einer
Kamera fotografiert und dokumentiert.
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2.2.7 Kultivierung und Lagerung von Bakterien

Flussigkultur

Die Bakterien werden in LB-Medium unter Zusatz eines zur Selektion bestimmten. An-
tibiotikums in den angegebenen Konzentrationen normalerweise bei 37°C unter Schiit-
teln inkubiert, bis eine ODgy von ca. 0,5 - 0,6 erreicht ist. Tragen die Bakterien Plasmi-
de, die eine hohe interne Rekombinationswahrscheinlichkeit aufweisen, wie z.B. Virus-
plasmide mit zwei LTR-Regionen, so werden diese Bakterien bei 25°C kultiviert.

Nahrboden

Die Kultivierung auf Nahrbdden erfolgt durch Ausstreichen von 100 pl Bakteriensus-
pension auf LB-Agar-Platten (1.5% (w/v) Agar-Agar), die ebenfalls mit einem Antibio-
tikum versetzt sein kdnnen. Diese Platten werden bei 37°C oder 25°C kultiviert, bis sich
deutliche Kolonien zeigen. Danach konnen diese Platten fiir einige Zeit bei 4°C gelagert
werden.

2.2.8 Herstellung von kompetenten Bakterien

Um Plasmide in Bakterien (Abkémmlinge von E. coli-Zellen K12) einbringen und dort
vervielfaltigen zu kdnnen, miissen die Bakterien erst transformationskompetent gemacht
werden. Dies kann auf chemischem Wege Uber die Behandlung mit CaCl, und Schwer-
metallsalzen erfolgen.

100 ml LB-Medium werden mit 2,5 ml einer Ubernachtkultur angeimpft und bei 37°C
im Bakterienschttler inkubiert, bis eine ODsso von 0,6, d.h. die logarithmische Wachs-
tumsphase, erreicht war. Nach dem Abkihlen der Bakteriensuspension auf Eis und dem
Aliquotieren auf zwei Portionen (je 50 ml) wird die Kultur pelletiert (6.000 rpm, 4°C,
10 min).

Die Zellen werden in 20 ml TFB1-Puffer resuspendiert, 5 min auf Eis inkubiert und
wiederum pelletiert (6.000 rpm, 4°C, 10 min). Nach Resuspendierung in 2 ml TFB2-
Puffer folgt eine weitere 15-minttige Inkubation auf Eis. Die Zellsuspension wird nun
auf Eis aliquotiert (je 100 ul) und bei -80°C eingefroren.
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2.2.9 Transformation von Bakterien

100 pl der kompetenten Zellen (i.d.R. E. coli Top 10 oder Top 10 F") wurden langsam
auf Eis aufgetaut, danach mit 50 ng bis 1 pug Plasmid-DNA gemischt und danach 1 h auf
Eis inkubiert. Danach folgte ein Hitzeschock fur 90 Sekunden bei 42°C, anschliel}end
sofort Kiihlung auf Eis. Unter Zugabe von 250 ml LB-Medium wurden die Zellen fir 60
min bei 37°C und 180 U/min kultiviert. 100 ul der bakteriellen Suspension wurden mit
50 pg/ml Ampicillin (Sigma Aldrich, Taufkirchen, Deutschland), auf vorgewarmte LB-
Agar-Platten ausgestrichen und tber Nacht bei 37°C inkubiert bis sich die Bakterienko-
lonien zeigen.

2.2.10 Animpfen von Bakterienkulturen

Zum Animpfen von Ubernachtflissigkulturen im Miniprep-MaRstab wurden Einzelko-
lonien von einer Agarplatte mit einer ausgegliihten Impfose gepickt und in 3 - 5 ml LB-
Selektionsmedium (je nach Antibiotikaresistenz Ampicillin 100 pg/ml bzw. Kanamycin
50 pg/ml) resuspendiert. Die Kultur wurde bei 37°C im Inkubationsschiittler {iber Nacht
inkubiert. Zur Isolierung gréRerer Mengen an Plasmid-DNA (bis 500 ug) aus Bakteri-
ensuspensionen wurden 100 ml LB Medium mit einer einzelnen Kolonie angeimpft und
ebenso tiber Nacht im Schuttler inkubiert.

2.2.11 Plasmid-Préaparation (,,Mini- und Maxi-Prap“)

Die Praparation der Plasmid-DNA aus Ubernachtbakterienkulturen erfolgte unter Ver-
wendung von ,,Qiaprep® Miniprep Spin Sdulen® im Miniprep-Malstab bzw. mit ,,Qiap-
rep® HiSpeed Saulen” (Qiagen, Hilden) im Maxiprep-Malistab entsprechend den An-
weisungen der Hersteller. Das angewandte Verfahren beruht auf der alkalischen Lyse in
Gegenwart von SDS. Nach der Renaturierung der Plasmid DNA in der nachfolgenden
Neutralisation wird die DNA an eine Silikat-Gel-Membran gebunden und anschlielend
mit H20bidest eluiert [169].

2.2.12 Bestimmung der DNA-Konzentration

Die Konzentrationsbestimmung und Reinheit wurde photometrisch bestimmt. Die Pu-
rin- und Pyrimidinringe der Nukleinsdurebasen zeigen bei 260 nm maximale Absorpti-
on. Die Reinheit der Probe l&sst sich aus dem Verhaltnis der Absorption bei 260 nm zu
280 nm berechnen (Werte sollen im Bereich 1,7 bis 1,9 liegen). Aus der Extinktion der
Probe kann die Konzentration anhand der folgenden Formel berechnet werden:

Konzentration [ng/ml] = OD6o X Faktor des Nukleinséuretyps x Verdinnungsfaktor

OD26p = 1 entspricht 50 pg/mL dsDNA, 33 ng/ul fiir ssDNA
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2.2.13 Genotypisierung der Mause

Um den Genotyp der transgenen Méause zu bestimmen, wurden Schwanzbiopsien ge-
nommen, die Uber Nacht mit Verdauungspuffer bei 55°C verdaut wurden, um die DNA
zu extrahieren. Die im Puffer enthaltene Proteinase K wurde anschlieRend durch Erhit-
zen auf 95°C inaktiviert. Die Genotypisierung erfolgte mittels Polymerasekettenreaktion
(PCR). Das Endprodukt der PCR wurde anschlieBend auf ein 1,5%-iges Agarosegel
aufgetragen und elektrophoretisch aufgetrennt.

2.2.14 Klonierung der FLT3-ITD in SF91-IRES-tdTomato

Im ersten Schritt wurde der 7407 kb groRer SF91-IRES-tdTomato Vektor (pSF91) line-
arisiert. Dafur wurde zunachst der Vektor mit dem Restriktionsenzym Notl geschnitten,
dann mit einer alkalischen Phosphatase inkubiert, um eine 5’-Dephosphorylierung zu
erreichen und anschlielend mit dem Klenow-Fragment aufgefullt und mittels Agarose-
gelsauftrennung gereinigt.

Das hFLT3-ITD Insert wurde mittels Cla und Spe aus dem LeGOiT2 Plasmid ausge-
schnitten, ebenfalls mit Hilfe von Klenow-Polymerase aufgefillt, mittels Agarosegel
aufgereinigt und Uber glatte Enden in das zuvor linearisierte Plasmid pSF91 kloniert.
Dabei wurde ein molares Verhaltnis von Vektor zu Insert von 1:7 gewahlt.

Linearisierung des pSF91-IRES-tdTomato-Plasmids:

ddH20 Auffiillen auf 40 pl
10XPuffer 2ul

DNA 15 ul (L pg)

Notl 2ul

Inkubation fir eine Stunde bei 37 °C

Dephosphorylierung

CIP 1l
Inkubation fiir 1/2 Stunde bei 37 °C

Klenow
dNTP 2 ul
Klenow 1l

Inkubation 10 min bei 37 °C; Inkubation 10 min bei 75 °C; Aufreinigung mittels Agarose-
gel (FragmentgroRRe 7407 bp).
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Restriktion des hFLT3-1TD aus dem LeGOiT2:

ddH20 Auffiillen auf 30 pl
10XPuffer 3ul

DNA 20 pl (1 po)

Cla 1,5 ul

Spe 1,5l

Sal 1,5 ul

Inkubation fiir eine Stunde bei 37 °C

Klenow
dNTP 3ul
Klenow 1l

Inkubation 10 min bei 37 °C; Inkubation 10 min bei 75 °C; Aufreinigung mittels Agarose-
gel (entstandene Fragmente 8, 38, 250, 595,621, 2223, 2384, 2515 bp und das richtige
Fragment 3023 bp).

Ligation:

Ansatz | Il Il
ddH20 - 7 ul 1l
10x Ligase Puffer 1l 1l 1l
Plasmid 7407 bp 1l 1l -
Insert 3023 bp 7 ul - 7 ul
Ligase 1l 1l 1ul

Inkubation flr 24 Stunden bei RT

Nach der Ligation wurde das Produkt in die kompetenten Zellen transformiert, 100pl
der Suspension wurden am Ende der Prozedur auf ampicillinhaltigen LB-Agarplatten
ausgestrichen. Nach Inkubation der Platten iber Nacht bei 37°C konnten vom Agar
Einzelkolonien gepickt werden, von denen Minipraparationen angeimpft wurden. Es
folgte die Inkubation auf dem Schittler bei 37°C Uber Nacht. Mittels Mini-DNA-
Praparation konnten die Plasmide aus den Bakterien isoliert und durch Restriktionsver-
dau auf Vorhandensein und Orientierung des klonierten PCR-Produktes untersucht wer-
den. Nach einem Kontrollverdau wurde mittels Gel-Elektrophorese das Ergebnis der
DNA-Préparation Uberpruft.

Die Klone 29 und 32, die in Abbildung 37 dargestellt sind, stellen die erwarteten Frag-
mente dar. Um die korrekte Orientierung bei Einbau des hFLT3-1TD-Inserts in pSF91s-
Vektor zu bestimmen wurden diese einem zusétzlichen Kontrollverdau mit Xhol,
Bam/RI und Bam unterzogen (Abbildung 38).
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Kontrollverdau:

Restriktionsenzyme Fragmente bei korrekter Orien- | Fragmente bei falscher
tierung des Inserts (in bp) Orientierung des Inserts (in
bp)
Xhol 1660 1660
2552/2440 2880/2940
6227/6400 6000/5834
Bam/RI 3282/3100 4700
7056/7300 5700
Bam 10438

2.3 Proteinchemische Methoden

2.3.1 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

In der denaturierenden SDS-PAGE werden Proteine in Anwesenheit von SDS elektro-
phoretisch gemal ihrer molaren Masse aufgetrennt. In den in dieser Arbeit beschriebe-
nen Experimenten wurden 10 bis 15%-ige Acrylamidgele eingesetzt. Es wurden sowohl
8x7 cm-Minigele (Mini-Protean® Il System, Biorad, Minchen) als auch 16x20 cm
Groligele (Protean® Il xi, Biorad) verwendet. Die Proben wurden in 150 pl Lysepuffer
resuspendiert, fur 5 min bei 95 °C aufgekocht und zentrifugiert. AnschlieBend wurde
der Uberstand mit 6x SDS-Probenpuffer versetzt und aufgetragen. Als ProteingréRen-
marker wurde der Precision Plus Protein Dual Color Standards (BioRad) verwendet. Die
Elektrophorese erfolgte je nach Gelgrofie bei 180 mA und 90 V (Standartgel) bzw. bei
150 V (Minigel), bis die Bromphenolblau-Front den FuR des Gels erreicht hatte.

2.3.2 Western Blot

Mit Hilfe der Western Blot Methode kdnnen Proteine in Proteingemischen wie Zell-
oder Organextrakten qualitativ und quantitativ nachgewiesen werden, sowie deren Gro-
Re naherungsweise bestimmt werden. Im klassischen Western Blot wird die Probe mit-
tels SDS-PAGE aufgetrennt. Die Proteinbanden kénnen dann elektrophoretisch positi-
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onsgenau auf eine Membran transferiert werden und immunchemisch mittels spezifi-
scher Antikorper detektiert werden.

Western Blot wurde auf Nitrozellulose-Membran (PVDF-Membran, Immobilon-P, Mil-
lipore, Schwalbach) im Semi-dry Blotapparatur (Semi-dry Trans-Blot SD, BioRad SD
1, cti) bei einer konstanten Spannung von 10 V fir etwa 1,5 h durchgefiihrt (2 Minigele
bei 17 V flr ca. 35 min, 1 Minigel nur 17 min). Gefolgt von der Inkubation in Block-
puffer fur 1 h bei RT oder U/N bei 4 °C.

Daraufhin erfolgte eine Inkubation mit dem Erst-Antikorper (in Blockpuffer verdiinnt).
Nach dem 5-maligen Waschen mit PBS/Tween schloR sich die Inkubation mit dem
Meerrettichperoxidase-konjugiertem Sekundar-Antikorper (1:200000 in Blockpuffer)
flr 45 min bei RT sowie mehrmaligen Waschen mit PBS/Tween.

Die Detektion des gesuchten Proteins erfolgte mittels eines Chemilumineszenznachwei-
ses (,,Enhanced Chemilumineszenz*) unter Verwendung von ,,SuperSignal West Dura
Extended Duration Substrate“-Kits (Pierce Perbio Science/Thermo Fisher Scientific,
Bonn). Die Banden des Molekulargewichtmarkers mit einem fluoreszierenden Stift ge-
kennzeichnet (Scienceware® ,,autoradiography pen®, Sigma, Schnelldorf). Die Detek-
tion der Chemolumineszenz erfolgte am Lumi-Imager (Boehringer Mannheim Diagnos-
tics/Roche, Mannheim).

2.4 Zellbiologische Methoden

2.4.1 Zellen und Kultivierung

Alle Zellen wurden in einem wasserdampfgeséattigten Hera Cell 240 Inkubator bei 37 °C
und 5 % CO,-Gehalt in beschichteten Zellkulturgefalien kultiviert. Die Kurzzeitlage-
rung der Zellen erfolgte im Einfriermedium (80% FCS, 20% DMSO) in 1,5 ml Kryo-
rohrchen (Cryo, Nalgen) bei —80 °C. Die Langzeitlagerung erfolgte in flissigem Stick-
stoff.
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2.4.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Zum Einfrieren wurden etwa 5 x 10° Zellen abzentrifugiert (1200 rpm, 5 min) in 1 ml
Einfriermedium resuspendiert und in 1,5 ml-Kryoréhrchen pipettiert. Um die Zellen
schonend abzukuhlen, erfolgte der Einfriervorgang langsam bei -80°C in einem ver-
schlossen Styroporbehaltnis. Zur Lagerung wurden die Zellen anschlielRend in fllissigen
Stickstoff Gberfihrt. Der Auftauvorgang von Zellen sollte nach Mdoglichkeit schnell
erfolgen. Daflir wurden die Einfrierréhrchen in ein 37 °C Wasserbad und die Zellsus-
pension wurde sofort nach Auftauen in 20 ml erwdrmtes Medium Gberfihrt und die Zel-
len fir 10 Minuten bei 1.300 rpm pelletiert. Anschlieend wurden die Zellen resuspen-
diert und in Kultur genommen. Am ndchsten Tag folgte ein weiterer Mediumwechsel.

2.4.3 Organentnahme bei Mausen

Die T6tung der Mduse zur Organentnahme erfolgte durch CO,-Begasung oder zervikale
Dislokation.

2.4.4 Einbettung von Organproben fir die Histologie

Zur histologischen Untersuchung wurden von Organproben Dauerpréparate Uber die
Einbettung in Paraffin hergestellt. Hierzu wurden die entnommenen Organe tber Nacht
in 4% PFA fixiert und anschliefend von AG Zellulare und Molekulare Pathologie in
Paraffinblocke eingebettet. Um das Fixiermittel zu entfernen, wurden die Proben zu-
nachst mal gewassert. Daraufhin erfolgten eine vollstandige Entwésserung der Gewebe
in einer aufsteigenden Alkoholreihe sowie die Entfernung von Alkoholresten durch Ein-
legen in Xylol. AnschlieBend erfolgte die Einbettung mit erwarmten, verflissigten Pa-
raffin. Nach vollstandigem Erstarren lieBen sich der Paraffinblocke zur Herstellung von
Dilnnschnitten im Mikrotom verwenden.

2.4.5 Isolation von Knochenmark

Daftr wurden Méuse durch zervikale Dislokation getdtet und unter sterilen Bedingun-
gen Femur und Tibia aus beiden Hinterlaufen der Maus entnommen und von Fell, Haut
und Muskeln befreit. Die Knochen wurden anschlieBend mit Mdorser und Pistill unter
Zugabe von Medium zerrieben und die Zellen durch einen 45 um Filter gefiltert, zentri-
fugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet in 1 ml FACS-Puffer resuspendiert. Die
Zellzahl wurde im Analysegerat Hemavet 950 (Drew Scientific) bestimmt.

2.4.6 Transplantation von Knochenmark

Fur die allogene Transplantation von Knochenmark wurden die Empfangerméuse 24
Stunden vor der Transplantation mit 950 rad im gamma-Strahler bestrahlt. Die Kno-
chenmarkzellen der Spenderméusen wurden wie in 2.4.5 beschrieben isoliert, mit
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FACS-Puffer gespult, danach in PBS aufgenommen und im VVolumen von 200 pl in die
laterale Schwanzvene eines jeden Rezipienten gespritzt.

T-Zellen wurden nicht depletiert, da alle Versuchstiere im C57BL/6 genetischen Hin-
tergrund zur Verfugung standen und demzufolge keine Immunreaktionen gegen fremde
MHC-Molekile zu erwarten waren.

2.4.7 Gewinnung von mononuklearen Zellen mittels
Dichtegradientenzentrifugation

Bei einem Teil der Experimente wurden zundchst Gradientenzentrifugationen durchge-
fihrt, um ausschlieBlich lebende, mononukleére Zellen zu isolieren. Knochenmarkzel-
len aus Tibia und Femur wurden wie in 2.4.5 beschrieben isoliert, in 3 ml IMDM-
Medium resuspendiert und damit 5 ml Histopaque 1083 in einem 15 ml-Réhrchen (ber-
schichtet, so dass sich beide Phasen nicht mischen konnten. Anschlieend wurde fir 20
Minuten bei 2000 rpm ohne Bremse bei Raumtemperatur zentrifugiert. Die als weifli-
cher Ring erkennbare Lymphozytenfraktion wurde mit einer Pasteurpipette abgenom-
men, zweimal durch Zentrifugation in groBem Volumen (30 ml) IMDM-Medium gewa-
schen, resuspendiert und die Zellzahl bestimmt. Zum Einstellen der gewiinschten Zell-
konzentration wurde das jeweilige Volumen des Mediums, in dem sich die Zellen be-
fanden, angeglichen.

2.4.8 Aufreinigung Lineage negativer Zellen aus dem Knochenmark

Um eine Anreicherung hamatopoetischer Stamm- und Progenitorzellen (Lineage-
negative Zellen) zu erhalten, wurden Knochenmarkzellen aus Femur und Tibia isoliert
(siehe 2.4.5), Uber Ficoll-Gradienten aufgereinigt (siehe 2.4.7) und anschlieend mit
Hilfe des Lineage Cell Depletion Kits (Miltenyi Biotec) markiert und die Lineage-
negativen Zellen mit Magnetic Cell Sorting (MACS) Trennsaulen separiert. Um die
Zellen separieren zu kénnen wurden die Lineage-positiven Zellen mit einem Cocktail
Biotin-konjungierter monoklonaler Antikorper (CD5, B220, CD11b, Anti-Gr-1 (Ly-
6G/C) und Ter1119) (eBioscience) markiert. Bei diesen Antikdrpern handelt es sich um
linienspezifische Antikorper, die nur auf determinierten oder reifen Blutzellen expri-
miert werden. CD5 wird auf B- und T-Lymphozyten exprimiert, CD45R auf B-Zellen,
Cd11b auf Monozyten, Gr-1 auf Granulozyten und Ter119 auf Erythrozyten CLPs. An
diese markierten Zellen binden im zweiten Schritt die Streptavidin-konjungierten
Microbeads (Biotin Binder Dynabeads, Invitrogen), welche die Lineage positiven Zel-
len durch magnetische Anziehung in der Trennséule auffangen, wahrend die Lineage
negativen Zellen durch die Sdule hindurch laufen. Die Reinheit beider Zellfraktionen
wurde per FACS-Analyse verifiziert. Anschliefend wurden die Zellen mit den Antikor-
pern Lineage cocktail, Sca-1 und cKit angefarbt und durchflusszytometrisch sortiert.
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2.4.9 Isolierung von Zellpopulationen mittels MACS

Zur lIsolierung verschiedener Zellpopulationen aus einem Zellgemisch wurde die Me-
thode der magnetischen Zelltrennungssystem MACS (Magnetic cell sorting) angewandt.
Dabei werden Antikorper gegen spezifisches Antigen auf der Zelloberflache verwendet,
die mit gebundenen, superparamagnetischen Mikropartikeln (MicroBeads) gekoppelt
sind. Die Trennung spezifisch markierter Zellen von unmarkierten Zellen aus einem
Gemisch erfolgt in einem starken Magnetfeld [170]. Wird die Séule aus dem magneti-
schen Feld entfernt, konnen markierte Zellen durch Ausspulen der Sdule gewonnen
werden (Elution). Das MACS-System kann zur Anreicherung oder zum Ausschluss
einer Zellpopulation (Depletion) aus einer Gesamtzellpopulation eingesetzt werden. Die
aufgereinigte Zellsuspension wurde in MACS-Puffer resuspendiert und mit den entspre-
chenden Partikeln bei 4°C fiir 15 min inkubiert. Anschlieend wurden die gekoppelten
Zellen mit MACS-Puffer gewaschen und entsprechend ihrer Konzentration uber
MACS-Saulen (MS, LS, LD) im starken Magnetfeld nach Herstellerangaben aufgerei-
nigt. Nach der Aufreinigung erfolgte eine Kontrolle der Effizienz und Reinheit mittels
FACS Analyse. Diese betrug standardisiert etwa 90-99%.

2.4.10 Isolation von Milz

Aus den Spendermdusen wurden weiterhin die Milzen herausprapariert, welche zer-
driickt und mit HF2+ Puffer durch einen 100 um Filter (BD Falcon™, BD Biosciences,
Heidelberg, Deutschland) gespult wurden. Die Zellsuspension wurde nochmals durch
einen 45 ul Filter (BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland) gefiltert, zentrifugiert, der
Uberstand dekantiert und in 1 ml FACS-Puffer resuspendiert.

2.4.11 Aufreinigung von Blut fir die FACS-Farbung

Zur Isolierung von Blutlymphozyten wurde circa 5 Tropfen Blut aus der Vena facialis
entnommen und in ein Reaktionsgefal mit 400 ul Heparinpuffer zur Vermeidung der
Koaglutinierung gesammelt. 3 ml Lymphoprep™ (AXIS-SHIELD, Oslo; Dichte 1,077
g/ml) wurden in 5ml Réhrchen vorgelegt, langsam mit Blut tberschichtet und fir 20
Minuten mit 1800 U/Minute (Beckmann TJ-6; ohne Bremse) zentrifugiert. Dabei er-
folgte eine Auftrennung der Bestandteile nach Dichte. Wéhrend Erythrozyten abzentri-
fugiert wurden, sammelten sich die mononukledren Zellen, v.a. die Lymphozyten, an
der Interphase zwischen Serum und Ficoll. Diese Interphase wurde abgenommen, mit
PBS gewaschen und in einem zweiten Schritt bei 4500 U/min fiir 5 min zentrifugiert.
Das entstenende Lymphozyten-Pellet wurde in 50 ul FACS-Puffer mit fluorochrom-
markierten Antikorper-Mix resuspendiert und fur 30 min bei 4°C inkubiert. Anschlie-
Rend wurden die Zellen gewaschen und abzentrifugiert, und das Pellet in 50 pul FACS-
Puffer aufgenommen.
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2.4.12 Produktion von Virusiuberstdnden mittels Calciumphosphat-
methode

Fur die Infektion von murinen Knochenmarkzellen mussten Virustberstande hergestellt
werden. Das Einringen der Expressionsplasmide in eukaryotische Zellen wurde mittels
Die Calciumphosphat-Methode durchgefiihrt. Man nimmt an, dass sich Plasmid-DNA
dabei an Calciumphosphatkristalle anlagert und mittels Endocytose in die Zellen aufge-
nommen wird. Bei den in dieser Arbeit durchgefiihrten Transfektionen wird das Vek-
torplasmid mit einem gag/pol Expressionplasmid und einem env Expressionsplasmid
co-transfiziert. Die Expressionsplasmide stellen die viralen Strukturproteine her. Es
wurden 293T Zellen transfiziert, welche das SV 40 groRRe T-Antigen stabil exprimieren.
Das SV 40 groRe T-Antigen bindet an den SV 40 origin of replication, welcher sich in
samtlichen verwendeten Expressionsplasmiden befindet und so eine intrazelluldre Plas-
mid Replikation ermdglicht, die ebenfalls zu verstarkter Genexpression fihrt. Die Vek-
toren knospen von den 293T-Zellen in das umgebende Medium und kénnen zur Trans-
duktion auf Zielzellen verwendet werden.

Ansatz pro 10 cm Petrischale:

8 ug des jeweiligen retroviralen Vektorplasmids
10 pg gag/pol Plasmid

3 ug env Plasmid

36 ul CaCl,2M

auf 300 pl mit H,0 auffullen

Wachstumsmedium Sammelmedium

DMEM 4,5 g Glukose DMEM 4,5 g Glukose

10 % FKS 10 % FKS

1 % Pen/Strep 1 % Pen/Strep
pH auf 7,8 — 7,9 mit NaOH einstellen
1 % Hepes

1% L-Glutamin
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Die Zelllinien wurden bei 37 °C und unter 5% CO, Begasung in Zellkulturflaschen ge-
halten. Nach dem Erreichen von 70-80 % Konfluenz wurde die Transfektion gestartet.
In der Regel wurde es erreicht in dem man am Vorabend die Zellen 1:7 gesplittet hat.

Zeitlicher Ablauf:

Tag 0 (Nachmittag) — 293 T Zellen wurden so gesplittet, dass sie in 24 Stunden etwa
70% konfluent waren.

Tag 1 (Nachmittag) — Am ndchsten Tag wurde der Transfektionsmix hergestellt, dabei
wurden die Plasmide mit 36 ul 2,5 M CaCl; versetzt, mit aqua dest auf ein Volumen
von 300 pl gebracht und zum Prézipitiere tropfenweise in 300 pl blubbernden 2x HBS-
Puffer (Préazipitationspuffer) gegeben. Anschliefend wurde das Wachstumsmedium mit
Zusatz von 25 uM Chloroquin (Sigma) erneuert. AnschlieBend wurde die koprazipitier-
te DNA vorsichtig auf die Zellen gegeben. Bei Verwendung von Chloroquin, einer en-
dosomolytischen Substanz, kann die Transfektionseffizienz deutlich gesteigert werden
[171].

Tag 2 (Vormittag) - nach 8 bis 10 Stunden wurde erneut das Wachstumsmedium gegen
frisches ohne Chloroquin ausgetauscht.

Tag 2 (Nachmittag) — wiederum nach 8 wurde das Wachstumsmedium gegen ein fri-
sches Sammelmedium ausgetauscht und ab dem folgenden Tag alle 12 Stunden der
Uberstand abgenommen, steril filtriert und die Zellen mit frischem Sammelmedium
versehen. Die Virusernte wurde 2-3 Tagen vorgenommen.

Tag 3 (Vormittag und Nachmittag): Virusernte.

Tag 4 (Vormittag und Nachmittag): Virusernte.

Nach der Transfektion befanden sich im Nahrmedium der 293T-Zellen gereifte Vektor-
partikel. Das Medium wurde durch ein 0,45um Filter gegeben, um Zellen und Zell-
trimmer herauszufiltern. Der Vektoriberstand wurde bei 4°C weiterverarbeitet.

2.4.13 Konzentrierung von Retroviralen Vektoren mittels
Ultrazentrifugation

Im Anschluss wurde der gesammelte virushaltige Uberstand in 35 ml Ultrazentrifugen-
rohrchen Gberfihrt und in einer Beckman Ultrazentrifuge mit einem Schwingrotor
SW28 bei 10,000 RPM und 4°C uber Nacht pelletiert und der Rotor auslaufen gelassen.
Der Uberstand wurde dekantiert und das Viruspellet in 350 pl X-Vivo gel6st. Danach
wurde die Lésung in Kryoréhrchen aliquotiert, da ein haufiges Auftauen und Einfrieren
zum Verlust von infektidsem Virus fihrt, und bei —-80°C gelagert.
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2.4.14 Bestimmung des Virustiters

Bevor die vektorhaltige Zellkulturtiberstande fir die Infektion primarer Knochenmark-
zellen eingesetzt konnten wurden sie titriert, um zu gewahrleisten, dass die Zellen durch
den Virustberstand ausreichend infiziert werden konnen.

Dafir wurden am Vortag 2,5x10° NIH/3T3-Zellen pro Schale einer 6 well-
Zellkulturplatte ausgesat. Am darauf folgenden Tag wurden die Zellen mit 10-fach Ver-
diinnungen des zu titrierenden Virusiiberstandes unter Zugabe von 4 pg/ml Polybren fiir
48-72 h inkubiert. Da der untersuchter retroviraler VVektorkonstrukt dieser Arbeit das
Markergen tdTomato trug, konnte die Bestimmung transduzierter Zellen mit Hilfe der
durchflusszytometrischen Analyse durchgefiihrt werden. Der Titer der Uberstande be-
rechnete sich aus der Anzahl der ausgesaten Zellen, dem Prozentsatz der tdTomato-
positiven Zellen, dem Volumen des eingesetzten Uberstandes und einem Faktor 2, der
sich aus der notwendigen Bedingung ergibt, dass die Zellen sich zur Transduktion ein-
mal teilen mussten:

4 " 0 ) ey
Titer [Partikel/ml] = 2 x 5x10" ausgesate Zellen x % tdTomato-positive
ml eingesetzter Virusiiberstand

Der Virus Titer betrug durchschnittlich 5x10° (beim SF91-FLT3-1TD-IRES-tdTomato)
und 1x10° (beim Leervektor SF91-IRES-tdTomato).

2.4.15 Herstellung Retronektin-beschichteter Zellkulturplatten

Die Transduktionseffizienz der liniennegativen Knochenmarkzellen wurde durch den
Einsatz von Retronektin gesteigert. Retronektin besitzt Bindungsstellen sowohl fiir Vi-
ruspartikel als auch fur Wirtszellen, was die Kolokalisation zwischen beiden erleichtert.
Die Vorbereitungen der Platten wurden am Vorabend durchgefiihrt. Dazu wurden 2 ml
einer 48 pg/ml Retronektinlésung (PBS mit rekombinantem Fibronektinfragment CH-
296, TAKARA, Cambrex BioScience, Verviers, Belgien) in eine Vertiefung einer 6-
Loch-Schale gegeben. Nach einer Inkubation tber Nacht bei 4° C wurde die Lésung
entfernt und der Boden der Schale mit 2 ml PBS/2 % FSK fiir 30 min tberschichtet, um
unspezifische Bindungsstellen zu blockieren. Nach einer halben Stunde Inkubation bei
Raumtemperatur wurden die Platten zweimal mit HBSSPuffer (Sigma, Deisenhofen)
gewaschen und zur Lagerung bei 4 °C mit 500 pl bzw. 1 ml PBS uberschichtet. Die
Retronektin-beschichteten Platten kdnnen bei 4°C mehrere Monate gelagert werden.
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2.4.16 Retrovirale Transduktion von hamatopoetischen LSK-Zellen

Liniennegative Knochenmarkzellen wurde wie im Kapitel 2.4.8 beschrieben isoliert,
und mittels FACS Sorter durchflusszytometrisch aufgereinigt. Die Transduktion erfolg-
te 48 und 72 Stunden nach der Isolation der Zellen in X-VIVO10 (Bio Whittaker,
Walkersville, MD), versetzt mit 100 ng/ml SCF (PeproTech), 50 ng/ml FLT3-Ligand
(PeproTech), 50 ng/ml TPO (PeproTech), 20ng/ml Interleukin 3 (PeproTech) und Zu-
gabe von 4 pg/ml Polybrene. Die Infektion wurde 2-mal im Abstand von 12 Stunden
wiederholt. AnschlieBend wurden die Zellen geerntet, gewaschen und intravends in die
letal bestrahlten Mause transplantiert. Ein kleines Aliquot wurde per FACS-Analyse auf
den Anteil tdTomato-positiven Zellen untersucht (Abbildung 41).

2.4.17 Differentialblutbild

Zur Bestimmung der Anzahl der Leukozyten und weiterer Blutzellen aus dem periphe-
ren Blut von Mé&usen wurde 60 ml Blut aus der Vena facialis entnommen und in ein
Eppendorfgefal3, in dem sich 180 ul Blutentnahmepuffer befanden gegeben. Das Blut
und der Puffer wurden gut gemischt und im automatischen Cell Counter ADVIA 120
gemessen.

2.4.18 Ausstriche

Blutausstriche wurden durch Auftropfen von einem Tropfen Blut auf einen Objekttrager
und anschlieBendem Ausstreichen unter Zuhilfenahme eines zweiten Objekttragers an-
gefertigt. Fir die Knochenmarkausstriche wurde zunéchst eine Einzelzellsupsension
von Knochenmarkzellen vorbereitet und anschlieBen wurden je 1x10° Zellen in 150 pl
PBS geldst und mittels einer Zytospin-Zentrifuge auf ein Objekttrager aufgetragen (5
min bei 800 U/min).

Blut- und Knochenmarkausstriche wurden (ber Nacht luftgetrocknet und im Knochen-
mark-Labor der V. Medizinischen Klinik der Universitdat Heidelberg mit May-
Grunwald/Giemsa geféarbt. Die geféarbten Ausstriche wurden auf das Vorhandensein
von leuk&mischen Zellen untersucht.

2.4.19 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Bei der Hamatoxylin-Eosin-Farbung (H&E-Farbung) werden subzelluldre Bestandteile
des Gewebes angeférbt. Hierbei farbt der Farbstoff Hamatoxylin die Nuklei dunkelvio-
lett, wahrend der rote Eosin-Farbstoff an Proteine des Zytoplasmas bindet.
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2.5 Immunbiologische Methoden

2.5.1 Durchflusszytometrie

Die immunphénotypische Analyse der Zellproben aus peripherem Blut, Knochenmark,
Milz und Thymus erfolgte mit einem FACS Canto Il bzw. FACS LSR Fortessa Durch-
flusszytometer (BD). Bei der Durchflusszytometrie oder auch Fluorescence Activated
Cell Sorting (FACS) werden die Eigenschaften der zu untersuchenden Zellen wahrend
der Bewegung in einem Flussigkeitsstrom gemessen. Dabei flieRen die Zellen als Ein-
zelpartikel durch einen Laserlichtstrahl und senden unmittelbar nach Kontakt mit die-
sem Photonen aus und streuen so das Licht. Dieses féllt dann auf spezifische Detekto-
ren, die elektrische Impulse abgeben. AnschlieRend werden die Daten digitalisiert. Das
Ergebnis wird mit Hilfe des Programmes FlowJo als so genannter Dot Plot dargestellt,
in dem jede einzelne Zelle der Probe als Punkt in einem Koordinatensystem wiederge-
geben wird. Alternativ werden die Ergebnisse auch als Histogramme dargestellt.

Folgende Zelleigenschaften werden dabei untersucht:

1. Vorwartsstreulicht (FSC): Die Vorwartsstreuung ist ungeféhr proportional zur Zell-
groRRe. Dieser Parameter wird entlang der Achse des einfallenden Lichtes gemessen.

2. Zellgranularitat (SSC): Dieser Parameter korreliert mit den Zellgranularitat und -
komplexitat innerhalb der Zellen. Dieser Parameter wird gemessen, wenn das Licht im
rechten Winkel zum Laserstrahl gestreut wird.

Durch die FSC- und SSC-Werte lassen sich Lymphozyten, Monozyten und Granulozy-
ten voneinander unterscheiden (Abbildung 16).

Zusammensetzung der Oberfldchenproteine: Nach vorheriger Farbung mit spezifischen
Antikdrpern, die an Fluorochrome gebunden sind, werden die Oberflachenantigene er-
kannt und die Zellen kénnen genauer einer bestimmten Zellgruppe zugeordnet werden.

“Side Scatter” Detektor
(Granularitat)

Blast gate

Small lymphocytes
Large lymphocytes
Laser-
Quelle

Monocytes
Neutrophils

. Eosinophils
Myeloid precursors

Large cells? blasts

“Forward Scatter”
Detektor (GroRe)

Forward scatter (FSC)

Side scatter (SSC)

Abbildung 16: FACS Grundlage
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2.5.2 Farben der Zellen mit Antikorpern

Fiir Standardfarbungen wurden 1x10° Zellen in 100 pl eiskaltem FACS Puffer mit Flu-
orochrom-gekoppelten Antikérpern (meist 1:100 verdlnnt, ~ 1-5 pg/ml) resuspendiert
und 30 min bei 4°C im Dunkeln inkubiert. Danach wurden die Zellen in FACS-Puffer
gewaschen und in 100 pl FACS Puffer mit 1 pg/ml Propidiumiodid aufgenommen. Die-
ser fluoreszierende Farbstoff dringt durch permeabilisierte Zellmembranen von nekroti-
sche Zellen ein, interkaliert in die DNA und macht somit tote Zellen im FACS sichtbar.
Alternativ zu direktmarkierten Antikérpern wurden biotinylierte Antikorper gefolgt von
Streptavidin (SA) gekoppelten Konjugaten verwendet.

Als Analysegerat diente das FACS Canto Il oder FACS LSR Fortessa (BD Lifesciences,
Heidelberg), die Auswertung der FACS-Messung erfolgte mit der FlowJo-Software
(Tree Star, Ashland USA).

2.5.3 Zellsortierung

Das Sortieren erfolgte am FACSVantage™-, FACSDiva™-oder FACSAria™-Geraten
von BeckmanCoulter. Dabei wird analog zur Durchflusszytometrie eine FACS Férbung
durchgefihrt und es werden zusatzlich bestimmte Zellpopulationen heraussortiert.

2.5.4 Statistik

Zur Uberpriifung der statistischen Signifikanz der Messwerte wurden Mittelwerte als
arithmetisches Mittel mit ihrem Standardfehler berechnet. Zwei Messwertreihen wur-
den, wenn sie normal verteilt waren und eine vergleichbare Standardabweichung hatten,
mit dem parametrischen Student’s t-Test verglichen. Mehrere Vergleiche mit einer Kon-
trollgruppe wurden mit einer einseitig gerichteten Analyse der Varianzen (one-way-
ANOVA) durchgefuhrt. Signifikanzen sind mit Sternen gekennzeichnet, dabei stehen
*p<0,05, **p<0,01 und ***p<0,001. Statistische Auswertung erfolgte mit der Software
GraphPad Prism.

2.5.5 Software

Blast (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)
CellQuestPro (BD-Bioscience)

FACSDiva (BD-Bioscience)

FlowJo (Treestar)

VISTA (http://genome.lbl.gov/vista/index.shtml)
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3  Ergebnisse

3.1 Konditionale Induktion von AML1-ETO in bi-transgenen
ROSA26-iM2-GFP/TgPtet-AML1-ETO Mausen filihrte zu
einer schnellen Mortalitat

Um zundchst die Funktion aberranter AML1-ETO (AE) Expression alleine berpriifen
zu konnen, haben wir die ROSA26-iM2 knock-in Effektormaus [172] mit der AML1-
ETO Respondermaus [145] verpaart (Abbildung 17). Mit diesem konditionalen Maus-
modell ROSA26-iM2/tetO-AML1-ETO (R26/AE) kann humanes AML1-ETO mit Hilfe
des Tetrazyklinsystems exogen induzierbar und reversibel exprimiert werden [173].
Dabei wird der reverse Tetracyclin-abh&ngige Transaktivator (iM2, oder rtTA) konstitu-
tiv unter Kontrolle des endogenen ROSA26-Promotors exprimiert. Aber erst in Anwe-
senheit von Tetrazyklin (bzw. Doxyzyklin) nimmt rtTA eine Konformation ein, die eine
Interaktion mit dem Operatorsequenz erlaubt und somit die Expression von eGFP (en-
hanced green fluorescence protein) sowie AML1-ETO induziert. Die Expression findet
ubiqutar, mit Ausnahme des Gehirnes, statt, variiert aber gewebespezifisch [172].

ROSA26-iM2 knock-in Effektormaus tetQO-AML1-ETORespondermaus
(Wortge et al., 2010) (Roades et al., 2000)

4 ﬁ;\ keine Expression
" -DOX
/@"\S' I

eGFP Expression

+ DOX I—P AMLI-ETO E.‘(l)l‘ﬁ'.’\h;()ll

bi-transgene ROSA26-iM2/tetO-AML1-ETO
(Cabezas-Wallscheid et al., 2013)

Abbildung 17: Generierung bi-transgener ROSA26-iM2/tet-AML1-ETO Mause. Die
Expression von AML1-ETO wird durch die Zugabe von Doxyzyklin (DOX) zum
Trinkwasser aktiviert.
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Die konditionale Expression von AML1-ETO mit Hilfe trankriptioneller Steuerelemen-
ten des ROSA26 Lokus wurde durch Zugabe von 1mgDOX/ml zu Trinkwasser in bi-
transgenen R26/AML1-ETO Madusen induziert und fiihrte zu einem schnellen Tod der
Tiere. In einem Beobachtungszeitraum von 60 Tagen wurde eine mediane Uberlebens-
zeit von 12 Tagen erreicht. Die Kontrollmduse bekamen normales Trinkwasser und
uberlebten wéhrend des gesamten Lebenszeitraumes (Abbildung 18).
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Abbildung 18: Konditionale Expression von AML1-ETO in adulten bi-trangenen RO-
SA26-iM2/tet-AML1-ETO resultierte in hoher und schneller Mortalitat. Die Induktion
von AML1-ETO Expression erfolgte durch Zugabe von Doxyzyklin zum Trinkwasser.
+DOX (rot Linie) induzierte R26/AE Tiere. -DOX (schwarze Linie) nicht-induzierten
R26/AE Tiere.

Da im R26/AML1-ETO Mausmodell eine generalisierte Expression von AML1-ETO
stattfindet, ist es sehr schwer den beobachteten Effekt eindeutig zu erklaren. Um die
Mortalitdt umzugehen und um die konditionale Expression von AML1-ETO ausschlief3-
lich auf das hdmatopoetische System zu begrenzen, wurden AML1-ETO Knochenmark-
schimdaren hergestellt. Des Weiteren war es somit auch moglich, mit Hilfe viraler Vek-
toren zusatzliche aktivierende Mutationen in die Knochenmarkzellen bi-transgener
R26/AML1-ETO Tiere einzufihren.
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3.2 Expression von AML1-ETO gemeinsam mit kRAS®'?® in

hamatopoetischen Zellen fluihrt nicht zur Induktion von
Leukamie

Zur Untersuchung des Zusammenwirkens von AML1-ETO zusammen mit zusétzlichen
Komplementationsonkogenen wurde als erstes mutiertes KRAS®*?° ausgewahlt. Dafiir
wurden die bi-transgenen R26/AML1-ETO Mause mit tetO-kRAS®*?® Méusen verpaart,
die das kRAS®?P Onkogen unter der regulatorischen Sequenz des Tetrazyklin-
Operators exprimiert. Aus dreifach transgenen Méusen ROSA26-iM2/tetO-AML1-
ETO/tetO-kRAS®?? (R26/AE/KRAS) (CD45.1/Ly5.1) wurden nicht-induzierte Kno-
chenmarkszellen in bestrahlte C57BL/6 Mé&use (CD45.2/Ly5.2) transferiert (Abbildung
19, Tabelle 20). Die Bestrahlung gewahrleistet, dass eine vollstandige Wiederherstel-
lung der Blutbildung der Empfangermause nach der Transplantation ausschlieflich von
den Spenderzellen ausgeht. Sofort nach dem adoptiven Transfer wurde AML1-ETO und
kRAS®?P Expression konditional durch Zugabe von 1mgDOX/ml Trinkwasser akti-
viert. Mit Hilfe der differentiell exprimierten Oberflachenmarker (Ly5.1 bzw. Ly5.2)
zusatzlich zur eGFP Expression ist es moglich transgene Donorzellen von Empfanger-
zellen zu unterscheiden. Dabei nutzt man einen Polymorphismus des Oberflachenanti-
gens CD45 (oder Ly5), dass alle hdmatopoetischen Zellen charakteristischerweise ex-
primieren. Wochentlich wurde der Allgemeinzustand (Gewicht, Motilitat, Morbiditat)
bestimmt. Nachdem sich der Allgemeinzustand der Tiere verschlechterte wurde alle vier
Wochen Blut fir ein groRBes Blutbild sowie fur eine Immunphéanotypisierung mittels
Durchflusszytometrie genommen.

bi-transgene
ROSA26-iM2/tetO-AML1-ETO
. - letal bestrahlte Empfingertiere
C57BL/6-Ly5.1

) “2\ C57BL/6-Ly5.2

AEE ROSA26-iM2/tetO-AML1-ETO/ ~ Knochenmark 7
tetO-kRAS G12D

X - - 8% = :

Hoa . - )

& | ROSA26.iM2/tetO-AML1-ETO @ [

¥ ‘& ROSA26-iM2/tetO-kRAS G12D

s @ }

ROSA26-iM2

CS7BL/6.Ly5.1 Leukiimieinduktion?

tetO-KRAS G12D

Abbildung 19: Generierung von dreifach transgenen Ma&usen ROSA26-iM2/tetO-
AML1-ETO/tetO-kRAS®™?P, um den Effekt der gemeinsamen Expression von AML1-
ETO und kRAS®*P auf Leukamieinduktion zu untersuchen. Weitere durch Kreuzung
entstandene Nachkommen wie ROSA26-iM2/tetO-AML1-ETO (R26/AE), ROSA26-
iM2/tetO- KRAS®*?P  (R26/kRAS) und ROSA26-iM2 (R26) wurden als Kontrollgrup-
pen eingesetzt. Die Expression von AML1-ETO und kRAS wurde durch die Zugabe
von Doxyzyklin zum Trinkwasser aktiviert.
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Tabelle 20: Gruppenaufteilung

Gruppen Transgen Dox eGFP Beobachtung
Expression
1 R26/AE + + Effekt von AML1-ETO allei-
ne
2 R26/kRAS®'?P + + Effekt von KRAS®'?P alleine
3 R26/AE/ + + Effekt der gemeinsamen Ex-
KRASCP pression von AMLI1-ETO

und kRAS®?P

4 R26/Kontrolle - - Kontrolle der regulierbaren
tet on/off Systems auf ,,Dich-
tigkeit“ (Hintergrundexpres-
sion)

Bei deutlichen Anzeichen einer Erkrankung wurden die Tiere getotet, um weiteres Lei-
den zu verhindern. Alle Tiere wurden am Ende des Experimentes mauspathologisch
untersucht (Knochenmark, Milz, Blut, Invasion von leukdmischen Zellen, Zytospins)
und eine ausfihrliche FACS Analyse der hdmatopoetischen Zellen durchgefiihrt. Au-
Rerdem wurde gepriift ob der Transfer von Knochenmarkzellen aus kranken Tieren in
sekundare Rezipienten eine Leukamie auszulésen kann, als entscheidender Unterschied
zu anderen hamatologischen Erkrankungen.

3.2.1 Die gemeinsame Expression von AML1-ETO und kRAS®*® fiihrte im
Beobachtungszeitraum von 12 Monaten nach Transplantation zu
einer zum Teil verkurzter Lebensdauer

3.2.1.1 Uberlebensrate der transplantierten Mause

Wie in der Graphik zum kumulativen Uberleben (Abbildung 20) zu sehen ist, betragt
die Uberlebensrate bei den Kontrollgruppen R26 (n=10) und KRAS (n=12) 100%. In der
Gruppe AMLI1-ETO (berlebten 81,2 % (12/n=15) und in der Gruppe AMLI1-
ETO/KRAS Uberlebten 91% (14/n=15). Die Unterschiede im Uberleben im Vergleich zu
Kontrollgruppe R26 sind nicht signifikant.
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Abbildung 20: Die gemeinsame Expression von AE und KRAS fihrt nicht wie erwartet
zu einer schnellen Mortalitat. In der Gruppe AE/KRAS verstarb ein Tier und in der
Gruppe AE verstarben drei Tiere im Beobachtungsraum von 12 Monaten nach der Dox-
Induktion.

3.2.1.2 Engraftment der transplantierten Zellen und Differentialblutbild

Engraftment bezeichnet den Zeitpunkt, an dem die transplantierten Stammzellen im
Knochenmark des Empféngers angewachsen sind und mit Bildung neue Blutzellen be-
ginnen. Dass die Transplantation tatsachlich funktioniert hat und die Blutzellen von den
ubertragenen Spenderstammzellen kommen, kann man an den Oberflachenmarker der
Leukozyten feststellen. 8 Wochen nach der Transplantation wurde die Rekonstitutions-
effizienz mit Hilfe der differentiell exprimierten Oberflaichenmarker Ly5.1 (Spenderzel-
len) Ly5.2 (Rezipientenzellen) durch FACS Analyse bestimmt. Die Induktion der On-
kogenexpression konnte iber eGFP Expression verfolgt werden (Abbildung 21).
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Abbildung 21: Erfolgreiches Engraftment der transplantierten Zellen in allen Gruppen.
8 Wochen nach der Transplantation zeigten sich keine signifikanten Unterschiede im

Engraftment der Spenderzellen (Ly5.1), sowie

in der Expression von eGFP

(Ly5.1/eGFP). (A) Engraftment der Knochenmark-Spenderzellen (Ly5.1) im periphe-
ren Blut der Empfangermaus als Histogramm. (B) eGFP Expression der Spenderzellen
(eGFP/Ly5.1) als Histogramm. (C) Relativer und absoluter Anteil der eGFP/Ly5.1 dop-
pelt positiver Zellen als Balkendiagramm.
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12 Monaten nach Dox-Induktion konnte in den AML1-ETO und AML1-ETO/KRAS
exprimierenden Tieren eine leichte Reduktion von Erythrozyten (RBC), Thrombozyten
(PLT) und Hamoglobin (HB), und gleichzeitig eine leichte Erhdhung der Neutrophilen
im peripheren Blut festgestellt werden. Dagegen war die Anzahl der Leukozyten
(WBC, white blood cell count) und der gro3en, ungefarbten Zellen (LUC, ,,large unstai-
ned cells*) nicht signifikant verandert (Abbildung 22).
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Abbildung 22: 12 Monate nach Dox-Induktion zeigten sich die ersten Auffalligkeiten
im Differentialblutbild in den Gruppen AE und AE/KRAS. Untersucht wurden Leukozy-
ten (WBC, white blood cell), Erythrozytenzahl (RBC, red blood cell), Thrombozyten-
zahl (PLT, platelet count), Neutrophile Granulozyten (NE, neutrophile granulocytes),
Hamoglobin (HB, haemoglobin) und grofl3en, ungeféarbten Zellen z.B. Blasten (LUC,
large unstained cells).

Weitere Auffalligkeit zeigte sich bei der durchfluBzytometrischen Untersuchung. Der
Anteil der eGPF exprimierenden Zellen im peripheren Blut von AML1-ETO Madusen
war von 39% auf 64,7% (1,6fache) und bei AML1-ETO/KRAS von 38,1% auf 52,3%
(1,3fache) gestiegen (Abbildung 23).
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Abbildung 23: 12 Monate nach der Transplantation zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede im Langzeit-Engraftment der Spenderzellen (Ly5.1), aber in der Gruppe
AE war die Expression von eGFP/Ly5.1 doppeltpositive Zellen signifikant héher als in
den Kontrollgruppen. (A) Engraftment der Knochenmark-Spenderzellen (Ly5.1) im
peripheren Blut der Empfangermaus als Histogramm. (B) eGFP Expression der Spen-
derzellen (eGFP/Ly-5.1) als Histogramm. (C) Relativer und absoluter Anteil der
eGFP/Ly-5.1 doppelt positiven Zellen als Balkendiagramm.

3.2.1.3 Keine Unterschiede in den Milz- und Lebergewichten der
transplantierten Mause

Bei allen erkrankten Tieren wurde vor dem To6tung das Korpergewicht sowie das Ge-
wicht entnommener Organe notiert. Alle anderen Tiere wurden erst zum Ende des Ex-
periments nach 12 Monate Dox-Induktion get6tet. Trotz deutlicher Anzeichen einer
Erkrankung bei den wenigen AML1-ETO und AML1-ETO/KRAS ergab die Sektion
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keine signifikanten Veranderungen im absoluten und relativen Gewicht der Milz und
Leber (Abbildung 24). Die relativen Organgewichte wurden in Relation zum jeweiligen
Korpergewicht ermittelt. Als ,,erkrankt” galten Méduse mit Auffalligkeiten wie Bewe-
gungsunlust, Gewichtsabnahme, struppiges Fell und aufgekrimmter Riicken. Das Kor-
pergewicht wurde zu vier verschieden Zeitpunkten notiert und daraus eine Gewichts-
kurve erstellt (Abbildung 25). In AML1-ETO und AML1-ETO/KRAS Mausen ist eine
leichte, aber nicht signifikante Gewichtsabnahme festzustellen.
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Abbildung 24: 12 Monate nach der Transplantation zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede in den Milz- und Lebergewichten der transplantierten Mduse (A-B) Das
absolute und relative Milzgewicht und Lebergewicht. (C) Offener Situs einer erkrankten
AE/KRAS Maus.
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Abbildung 25: 12 Monate nach der Transplantation zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede im Kdrpergewicht der Tiere.
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3.2.1.4 Hamatopoese der AML1-ETO und AML1-ETO/kRAS Tiere ist
verandert

Um zu uberprifen, ob die Auffalligkeiten, die im Differentialblutbild festgestellt waren
auf Veranderungen der Hamatopoese im Knochenmark zurlickzufiihren sind, wurden
die Tiere einer detaillierten durchfluzytometrischen Analyse unterzogen. Dabei lief3
sich feststellen, dass auch im Knochenmark der Anteil der eGFP-positiven Zellen bei
AMLI1-ETO und AML1-ETO/KRAS Méusen signifikant hoher war als bei KRAS.
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Abbildung 26: 12 Monate nach der Transplantation war die Expression von eGFP/Ly5.1
doppeltpositive Zellen im Knochenmark in der Gruppe AE und AE/KRAS signifikant
hoher als in der kRAS Gruppe. (A) eGFP Expression der Spenderzellen als Histo-
gramm. (C) Relativer und absoluter Anteil der eGFP positiven Zellen als Balkendia-

gramm.
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3.2.1.5 Die Expression von AML1-ETO und AML1-ETO/KRAS fuhrt zu einer
verstarkte Granulopoese

Die Granulopoese findet im Knochenmark statt und verlduft in drei Reifungsphasen ab.
Ausgehend von der GMP uber den Myeloblast, Promyelozyt und Myelozyt mit an-
schlieBender Ausdifferenzierung. Diese Zellen bilden den Pool der morphologisch iden-
tifizierbaren proliferativen Vorlauferzellen. Im Laufe der Differenzierung kommt es zur
Verdichtung sowie zu Segmentartigen Abschnlrungen des Kerns. Der grolte Teil der
reifen Granulozyten verbleibt als Reservepool im Knochenmark. Sie dienen als Puffer
und koénnen bei Bedarf innerhalb kurzer Zeit in das periphere Blut freigesetzt werden.
Dort tiben sie ihre Funktionen aus, haben hierbei aber nur eine relativ kurze Lebensdau-
er. Der Immunphanotyp wurde mittels Durchfluzytometrie charakterisiert. In den
AML1-ETO und AML1-ETO/kRAS exprimierenden Tieren wurde eine verstarkte Gra-
nulopoese mit einer weitreichenden Differenzierung der Zellen festgestellt. Der Anteil
an CD11b/Gr-1-positiven Population (Marker flr differenzierte myeloische Zellen) im
Knochenmark und der Milz war signifikant erhoht (Abbildung 27, Abbildung 28). Der
Anteil an Gr-1/CD11b doppelt positiven Zellen im Knochenmark lag in der Gruppe
AMLI1-ETO bei 45,8% + 17,06, bei 42,3% + 13,2 in der Gruppe AML1-ETO/KRAS,
bei 34,3% + 3,5 in der Gruppe kRAS und bei 27,8% * 2,9 in der Kontrollgruppe.
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Abbildung 27: Immunphanotypische Analyse der Granulopoese im Knochenmark mit
myeloischen (CD11b/Gr-1) markierenden Antikdrpern nach 12 Monaten DOX-
Induktion zeigte eine verstarkte Granulopoese bei AE und AE/KRAS transplantierten
Tieren. (A) Dot-Plot-Darstellung. (B) Relativer und absoluter Anteil als Balkendia-
gramm.
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Ahnliches konnte auch fur die Milz festgestellt werden, wobei hierbei eine signifikante
Zunahme der Zellpopulation, welche CD11b und Grl exprimierten, nur in der Gruppe
AML1-ETO/KRAS festgestellt werden konnte. Der Anteil an Gr-1/CD11b doppelt posi-
tiven Zellen in der Gruppe AML1-ETO/KRAS lag bei 4,9% + 2,7, bei 3,6% £ 2,9 in der
Gruppe AML1-ETO, bei 1,5% + 0,6 in der Gruppe KRAS und bei 1,1% + 0,4 in der
Gruppe R26/Kontrolle.
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Abbildung 28: Immunphénotypische Analyse der Granulopoese in der Milz mit myeloi-
schen (CD11b/Gr-1) markierenden Antikdrpern nach 12 Monaten DOX-Induktion zeig-
te in der Gruppe AE/KRAS eine verstarkte Granulopoese. (A) Dot-Plot-Darstellung. (B)
Relativer und absoluter Anteil als Balkendiagramm.
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Wie bereits erwéhnt gibt der Bezug zur eGFP-Expression an, ob es sich bei den Veran-
derungen im hdmatopoetischen System um einen Effekt des entsprechenden Transgens
handelt. So zeigten alle Mause mit gesteigerter Myeloproliferation deutlich erhohte
eGFP Expression in den akkumulierten Zellen. Die Abbildung 29 zeigt den eGFP Ex-
pressionslevel in an Gr-1/CD11b doppelt positiven Zellen an. Im Knochenmark lag der
Anteil an Gr-1/CD11b/eGFP positiven Zellen in der Gruppe AML1-ETO/KRAS lag bei
32,7% % 7,8, bei 30% = 10,2 in der Gruppe AML1-ETO, bei 6,4% £ 2,6 in der Gruppe
KRAS und bei 0,1% + 0,2 in der Gruppe R26/Kontrolle (Abbildung 29 A). In der Milz
war die Verteilung &hnlich und lag 29,8% + 10,3 in der Gruppe AML1-ETO/KRAS, bei
24,8% + 3,8 in der Gruppe AMLI1-ETO, bei 5,9% + 1,3 in der Gruppe KRAS und bei
0,1% + 0,1 in der Gruppe R26/Kontrolle.
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Abbildung 29: Immunphéanotypische Analyse der eGFP Expression in CD11b/Gr-1 po-
sitiven Zellen im Knochenmark und in der Milz zeigte, dass in den Gruppen AE (A) und
AE/KRAS (B) die verstarkte Granulopoese aufwiesen, ebenfalls eine hthere eGFP Ex-
pression in diesen Zellen festgestellt wurde. Angegeben sind % der positiven
eGFP/CD11b/Gr-1 Zellen als Histogramm (links) und Balkendiagramm (rechts).
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3.2.1.6 In AML1-ETO und AML1-ETO/KRAS exprimierenden Tieren wurde
eine Storung in B-Zell-Differenzierung festgestellt

Die Analyse des Knochenmarks, jenem Organ, in dem die B-Zellen in adulten M&usen
gebildet werden und reifen, zeigt, dass in allen drei Gruppen AML1-ETO, kRAS und
AML1-ETO/KRAS Auffalligkeiten in B-Zell-Entwicklung gefunden werden. Besonders
der Anteil der B-Zellen (CD19/B220) in der Gruppe AML1-ETO und AMLI1-
ETO/KRAS war dramatisch reduziert. Analog dazu, war auch die Zellzahl der reifen B-
Zellen in der Milz sowohl im relativen Anteil, als auch bezogen auf die absoluten Zell-
zahlen drastisch reduziert. Im Knochenmark lag der Anteil an CD19/B220 doppelt posi-
tiven Zellen in der Gruppe AML1-ETO/KRAS lag bei 12,7% + 6,5, bei 13,6% + 4 in der
Gruppe AML1-ETO, bei 21,1% + 3,6 in der Gruppe KRAS und bei 28,7% + 5,4 in der
Gruppe R26/Kontrolle.
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Abbildung 30: Immunphénotypische Analyse der B-Zell-Entwicklung im Knochenmark
mit lymphatischen (B220/CD19) markierenden Antikdrpern nach 12 Monaten DOX-
Induktion zeigte eine deutliche Reduktion der B-Zellen in den Gruppen AE und
AE/KRAS. (A) Dot-Plot-Darstellung. (B) Relativer und absoluter Anteil als Balkendia-
gramm.
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In der Milz lag der Anteil an CD19/B220 doppelt positiven Zellen in der Gruppe
AML1-ETO/KRAS lag bei 18,6% * 2,8, bei 26,3% = 4,1 in der Gruppe AML1-ETO, bei
47,1% £ 5,4 in der Gruppe KRAS und bei 48,3% + 6,5 in der Gruppe R26/Kontrolle.
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Abbildung 31: Immunphé&notypische Analyse der B-Zell-Entwicklung im Knochenmark
mit lymphatischen (B220/CD19) markierenden Antikorpern nach 12 Monaten DOX-
Induktion zeigte eine deutliche Reduktion der B-Zellen in den Gruppen AE und
AE/KRAS. (A) Dot-Plot-Darstellung. (B) Relativer und absoluter Anteil als Balkendia-
gramm.

3.2.1.7 Die Expression von AML1-ETO und kRAS beeintrachtigt die
Erythropoese

Fur die Analyse der Erythropoese, die im Knochenmark stattfindet, wurden gemal der
Klassifizierung von Socolovsky und Liu [174] Oberflachenmarker gegen CD71 (Trans-
ferrin-Rezeptor) und Terr119, das mit dem Oberflachenprotein Glykophorin A assozi-
iert ist, verwendet. Basierend auf diesen Markern kénnen erythroide Zellen in verschie-
dene Reifungsstufen von Erythrozytenvorldufern, | bis IV, eigenteilt werden. Stufe I,
Proerythroblasten ~ (CD71"9"Ter119'%):  Stufe I, basophile  Erythroblasten
(CD71"9"Ter119""): Stufe 111, spate basophile und chromatophile Erythroblasten
(CD71™Ter119"9"): und am weitesten ausdifferenzierte Entwicklungsstufe stellt die
Population 1V dar, die spate orthochromatophile Erythroblasten (CD71'*"Ter119"%").
Die Gating Strategie ist in Abbildung 32 abgebildet. Bei der Analyse l&sst sich feststel-
len, dass in allen drei Gruppen AML1-ETO, kRAS und AML1-ETO/KRAS im Ver-
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gleich zu Kontrollgruppe signifikant weniger Zellen sich im letzten Reifungsstadium IV
befinden. Der Anteil an CD71""Ter119"9" positiven reifen Erythroblasten lag in der
Gruppe AML1-ETO lag bei 1,9% =+ 1,3, bei 2,6% + 1,6 in der Gruppe kKRAS, bei 1,2%
+ 1,1 in der Gruppe AML1-ETO/kRAS und bei 14,3% + 3,5 in der Gruppe
R26/Kontrolle (Abbildung 32). AML1-ETO/KRAS exprimierende Tiere zeigen gleich-
zeitig einen leichten Anstieg der basophilen Erythroblasten. Somit lasst sich eine Sto-
rung in der Bildung von reifen Erythrozyten feststellen und mdglichweise damit einge-
hende beim Differentialblutbild erkennbare Anémie.
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Abbildung 32: Immunphénotypische Analyse der Erythropoese im Knochenmark mit
Erythrozyten (CD71/Ter119) markierenden Antikorpern zeigte nach 12 Monaten DOX-
Induktion, dass in allen drei Gruppen AE, KRAS und AE/KRAS signifikant weniger
reifen Erythroblasten sich im Knochenmark befanden als bei Kontrolltieren der Gruppe
R26. Gating Strategie der Erythrozytenvorlaufer ist im Text beschrieben. (A) Dot-Plot-
Darstellung. (B) Relativer und absoluter Anteil als Balkendiagramm.

3.2.1.8 Keine Expansion von h&dmatopoietische Stammzellen (LSK) im
Knochenmark

Als weiterfiihrende Analyse der Auswirkung von AML1-ETO und KRAS Expression
auf die normaler Hamatopoese erfolgte Analyse der hdmatopoetischen Stammzellen.
Murine hdmatopoetische Stammzellen sind durch Abwesenheit sogenannte ,,lincage
Marker* gekennzeichnet, die auf bereits differenzierten Zellen zu finden sind, wie CD3,
CD4, CD8, CD19, B220, Gr-1, Ter119, und IgM , und exprimieren gleichzeitig die
Oberflachenmarker Sca-1 und c-Kit [LinSca-1"c-Kit" (LSK)]. Bei der Analyse lieR sich
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feststellen, dass bei AML1-ETO exprimierenden Tieren die Sca-1/c-Kit doppelt positive
Population signifikant erniedrigt war. Bei AML1-ETO/KRAS exprimierenden Tieren
war eine deutliche Erhdéhung c-Kit, sowie Sca-1 einfach positiven Population zu be-
obachten. In KRAS exprimierenden Tieren lieB sich keine Auffalligkeiten festzustellen.
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Abbildung 33: Immunphéanotypische Analyse mit Stammzellen (lin-/Scal/c-Kit) markie-
renden Antikdrpern nach 12 Monaten DOX-Induktion zeigte keine Expansion von LSK
Zellen im Knochenmark. Bei AE transplantierten Tieren zeigte sich eine signifikante
Reduktion der LSK Zellen. Bei der AE/KRAS Gruppe zeigte sich eine erhohte Expres-
sion des Progenitormarkers c-KIT und Scal einzeln positiven Zellen. (A) Dot-Plot-
Darstellung. (B) Relativer und absoluter Anteil als Balkendiagramm.

3.2.1.9 T-Zell-Entwicklung im Thymus

Die klinische Bedeutung der Ras-Mutationen bei akuten Leukamien ist bisher nicht ab-
schlieBend geklart. Bei bis zu 50% der Patienten mit T-Zell-Leukémie wird eine Uber-
expression von RAS festgestellt. Dabei wird oft nicht unterschieden, um welche Altera-
tionen es sich dabei genau handelt und welche RAS Gene betroffen sind. In einer Publi-
kation wurde in einem Mausmodell, KRAS®*2P ausgehend von einem endogenen Pro-
motor in Knochenmarkchimaren konditional exprimiert, was mit hoher Penetranz ein
aggressives T-Zell-Lymphome ausldste was sich in einer Expansion von CD4/CD8
doppelt positiven Zellen im Thymus &uferte [175]. Aus diesem Grund wurde eine
durchflusszytometrische Analyse vom Thymus durchgefihrt.
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Vorlaufer der T-Lymphozyten wandern aus dem Knochenmark in den Thymus und rei-
fen dort aus. Bei der Reifung durchlaufen die T-Zellen bestimmte Stadien, dabei kdnnen
Kombinationen von Oberflachenmolekilen als Marker fur die verschiedenen T-Zell-
Entwicklungsstadien angesehen werden. Folgende Thymozytenpopulationen kénnen
unterschieden werden: 1. unreife CD4'CD8-Thymozyten (DN), 2. CD4'CD8"-
Thymozyten (DP), 3. reife CD4" (CD4 SP)- und CD8" (CD8 SP)-Thymozyten. Bei die-
sen Analysen lassen sich zum einem keine Auffaligkeiten in KRAS expremierenden
Méausen feststellen. Bei den AML1-ETO exprimierenden Tieren zeigte sich eine leichte,
aber signifikante Reduktion der DP CD4"CD8"-Population.

Thymus

kRAS6120 AE/kRAS6120 Kontrolle

66.9% 5 17.79% 16%

B T-Zellen (Thymus; n=5)
EE AE 807 EE AE
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Abbildung 34: Immunphanotypische Analyse der T-Zell-Entwicklung im Thymus nach
12 Monaten DOX-Induktion zeigte eine signifikante Reduktion der CD4/CD8 doppelt
positiven Zellen in der AML1-ETO Gruppe. (A) Dot-Plot-Darstellung. (B) Relativer
und absoluter Anteil als Balkendiagramm.
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3.2.1.10 Retransplantierbarkeit der beschriebenen Erkrankungen

Durch Retransplantation in sekundére Rezipienten kann bestétigt werden, ob es sich bei
dem festgestellten Phénotyp in der Tat um eine Leukdmie im Unterschied zu anderen,
nicht retransplantierbaren myeloproliferativen Erkrankungen handelt. Zu diesem
Zweck, wurden aus jeweils drei Mausen der Gruppe AML1-ETO und AML1-
ETO/KRAS je 1x10° Knochenmarkzellen entnommen und im Verhaltnis 1:1 mit Wild-
typ-Knochenmarkzellen erneut in letal bestrahlte sekundére Rezipienten transferiert. Im
Beobachtungsraum von 6 Monaten nach Transplantation betrug die Uberlebensrate bei
allen Tieren 100%.

3.2.1.11 Zusammenfassung

Zusammenfassend zeigen diese Daten, dass eine gemeinsame Expression von AML1-
ETO und KRAS in unserem Modell im Beobachtungszeitraum von 12 Monaten nicht
zur Induktion von akuter Leukamie, jedoch zu einer Beeintrachtigung der Hamatopoese
mit Anzeichen einer Andmie und Thrombozytopenie fiihren kann. Gleichzeitig tritt eine
erhdhte Myeloproliferation im Knochenmark und der Milz sowie einem erhohten Anteil
der Neutrophilen im peripheren Blut auf. Da die Erkrankung nicht in sekundére Rezipi-
enten retransplantierbar ist, aber gestorte Reifung der Blutzellenfestzustellen ist, kann
man den beobachteten Phénotyp als myelodysplastische Syndrome (MDS) bezeichnen.



3 Ergebnisse 99

3.3 Induktion von AML1-ETO gemeinsam mit FLT3-ITD in
hamatopoetischen Zellen fuhrt zur Entwicklung von
Leukamie

Um in konditional aktivierbaren HSCs in unserem AML1-ETO Mausmodell zusatzlich
FLT3-1TD exprimieren zu kdnnen, wurde ein entsprechendes rekombinantes Retrovirus
generiert. Zu diesem Zweck wurde eine humane FLT3-ITD cDNA mit einer internen
Tandemduplikation (Frau Dr. Lara Tickenbock und Herr Prof. Dr. Carsten Mauller-
Tidow, Universitatsklinikum  Mdnster) in einen gammaretroviralen Vektor
pSF91.FLT3-ITD.IRES.Tomato Kkloniert. Nach transienter Transfektion von 293T Zel-
len wurden Virusuberstdnde produziert und durch Ultrazentrifugation konzentriert. Mit
diesen Virusuberstanden wurden sortierte LSK-Zellen (Langzeithamatopoetische
Stammzellen; lin-, Scal®, cKit") aus dem Knochenmark von R26/AML1-ETO Ly5.1
bzw. Wildtyp Ly5.1 transduziert, und diese Zellen anschlielRend in letal bestrahlte Emp-
fangermause (Wildtyp Ly5.2) injiziert (Abbildung 35). Die Induktion der Onkogenex-
pression konnte im Falle der AML1-ETO Uber eGFP Expression, im Falle von FLT3-
ITD bzw. Leervektor tber tdTomato Expression verfolgt werden. Das tdTomato Protein
resultiert aus der Fusion von zwei dTomato Genen [176], wodurch seine Leuchtkraft die
des ebenfalls rot fluoreszierenden DsRed (rot fluoreszierende Protein drFP583 aus Dis-
cosoma) um 60% ubersteigt [177]. tdTomato Sequenz wurde zusammen mit der cDNA
von hFLT3-ITD als bicistronisches (auf derselben mRNA lokalisiertes) Transkript ex-
primiert und von der internal ribosome entry site (IRES) des viralen Vektors transla-
tiert. Die einzelnen Schritte werden nachfolgend ausfihrlich beschrieben.

bi-transgene retrovirale Transduktion lethal bestrahlte Empfiingertiere
ROSA26-1M2/tetO-AML1-ETO mit FLT3-ITD
'STBL/6-Ly5.2

/@f‘;’_\ —_— e —_— v ‘:\‘:) /E‘%
<6 <
— SR ~

Isolation von AML1-ETO LSK Leukimieinduktion?
(lin-/Scal+/c-Kit+)

Abbildung 35: Generierung von Mé&usen die gemeinsam AE und FLT3-ITD exprimie-
ren. Aus nicht induzierten bi-transgenen R26/AE Mausen wurden LSK Zelle aufgerei-
nigt und retroviral mit einem FLT3-ITD Konstrukt transduziert. Anschlieend wurden
die Zellen in letal bestrahle Rezipienten berfiihrt, um den Effekt der gemeinsamen Ex-
pression auf Leukdmieinduktion zu untersuchen. Die Expression von AE wurde durch
die Zugabe von Doxyzyklin zum Trinkwasser aktiviert.
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3.3.1 Herstellung von FLT3-ITD Rezeptor Konstrukts

3.3.1.1 Retroviraler Vektor fur die FLT3-ITD Expression in murinen HSCs

Fur die Expression der FLT3-ITD wurde der Vektor SF91-IRES-tdTomato verwendetet
(Abbildung 36). In Kombination mit der FLT3-ITD wird das tdTomato-Reportergen
uber eine interne ribosomale Eintrittsstelle (IRES) ko-exprimiert. Die gemeinsame Ex-
pression wird Uber die Promotor- und Enhancer-Elemente des Spleen Focus Forming
Virus (SFFV) und des ,,Murine Embryonic Stem Cell Virus“ (MESV) reguliert. Als
Kontrolle diente der Vektor SF91-tdTomato, der ausschlieBlich tdTomato exprimiert.
Der gammaretroviraler Vektor basiert auf einem SFFVV/MESV-Hybridvektor, der fir die
Expression in hdmatopoetischen Zellen optimiert wurde [178, 179] (Abbildung 41A).

PRE 15-616
SFFV 3° LTR 732-1277
I RES 5372-5973
tdTomat o 5974-7404

s SFI'Notl IRES Tomato
740Tbps

Abbildung 36: Plasmidkarte von pSF91-IRES-tdTomato Vektor.

3.3.1.2 Klonierung des SF91.FLT3-ITD.IRES.Tomato Konstrukts

Fir die Klonierung des Konstruktes wurde im ersten Schritt der SF91-Vektor an der Notl
Restriktionsstelle linearisiert, die Uberhdngenden Enden auf glatte Enden mit dem
Klenow-Fragment aufgefillt (s. 2.2.4) und die 5’-Enden dephosphoryliert (s. 2.2.3). Die
komplette hFLT3-ITD cDNA wurde aus dem Vektor LeGOIiT2 mittels Cla/Spe/Sal-
Restriktion isoliert (Abbildung 37), die Gberhdngenden Enden ebenfalls auf glatte En-
den aufgefullt und das resultierende Fragment in den SF91-IRES-tdTomato Vektor klo-
niert. Nach der Isolation des Vektors aus den Bakterienzellen wurde eine Restriktions-
analyse mit dem Enzymen Xhol, RI, Bam/RI und Bam durchgefihrt (s. 2.2.14). Diese
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diente dazu rekombinante Klone aufgrund des spezifischen Fragmentmusters auf das
Vorhandensein und die richtige Orientierung des Inserts zu tberprifen (Abbildung 38).
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Abbildung 37: Agarosegelelektrophoresische Auftrennung von Notl linearisierten
pSF91-Vektors (A), Cla/Spe/Sal-verdauten LeGQOiT2-Plasmids (B) und evaluierten, und
erneut aufgereinigten FLT3-ITD Fragments.
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Abbildung 38: Restriktionsanalyse. A. Agarosegelelektrophoresische Auftrennung von
Xhol-verdauten pSF91-Plasmiden nach der Einklonierung von hFLT3-ITD. Die Klone
29 und 32 stellen die erwarteten Fragmente dar. Rote Pfeile zeigen Fragmente richtiger
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GroRe. B. Kontrollverdau zur Bestimmung korrekter Orientierung des eingebauten Inse-
rts mittels Xhol, RI, Bam/RI und Bam. Positiver Klon mit richtiger Orientierung.

3.3.1.3  Produktion hochtitriger retroviraler Virustuiberstande

Gammaretrovirale Vektoren wurden durch transiente Transfektion unter Verwendung
der Calcium-Phosphat Methode produziert. Die virushaltigen Zellkulturtiberstande wur-
den 36 und 48 Stunden nach Transfektion abgenommen, mit 0,45 pm Filtern sterilfil-
triert und bei 10,000 RPM Uber Nacht ultrazentrifugiert. AnschlieBend wurden die Vek-
toren in 1% des Ausgangsvolumens resuspendiert, so dass eine ca. 100-fache Konzent-
ration erreicht wurde. Zur Bestimmung des retroviralen Titers wurden NIH3T3 Zellen
mit Virustberstand transduziert. Der Prozentsatz der transduzierten Zellen wurde 36
Stunden spater durchflusszytometrisch bestimmt. Um murine hdmatopetische Stamm-
zellen effizient infizieren zu kénnen ist ein Virustiter von mindestens 10°/ml erforder-
lich. Der Virustiter betrug fiir den Kontrollvektor SF91.IRES.tdTomato 3,8x10%/ml und
fur SF91.IRES.FLT3-1TD.tdTomato 6,6x10°/ml.

3.3.1.4 Funktionsprifung der retroviralen Vektoren

Die cDNA-Sequenz des gesamten FLT3-Rezeptors sowie die Prasenz, Lange und Posi-
tion der ,,internal tandem duplication* wurden mit Hilfe von Sequenzierung kontrolliert.
Die haufigsten Mutationen betreffen unter anderem die juxtamembrane Doméne, zum
Teil durch die Insertion variabler, meist duplizierter Sequenzen. In unserem Falle be-
tragt die zusétzlich inserierte Tandemmutation 12 Aminosaure NEYFYVDFREYE
(Abbildung 39).

CQQO IMD TKD

\

FIT3  Exon W a5 N 2
FLT3-1ITD-Mutation GaT D835
Exons 1415 Asp—Tyr  I836
FLT3 VTGSSDNEYF YVDFREY.EYD LKWEFPRENL 581-610

FLT3-ITD VTGSSDNEYF YVDFREYENEYFYVDFREYEYD LKWEFPRENL 581-610



3 Ergebnisse 103

Abbildung 39: Die héufigsten Mutationen im FLT3-Gen. Zusatzliche Insertion von 12
Aminosduren NEYFYVDFREYE im Bereich der Juxtamembrandoméne (JMD; kodiert
durch die Exons 14 und 15). Dagegen finden sich im Bereich die Tyrosinkinasedoméne
(TKD; kodiert durch Exon 20) tiberwiegend Punktmutationen. Modifiziert nach C. Miil-
ler-Tidow.

Die Expression des FLT3-ITD Rezeptors wurde auf Proteinebene mit Hilfe von tran-
sienter Transfektion des Konstrukts in Zellkulturexperimenten bestimmt. Hierzu wurden
293T Zellen verwendet und nach transienter Transfektion die Expression von FLT3-
ITD (sc-192 Kaninchen anti-FLT3 polyklonales Antiserum, Santa Cruz) im Western
Blot nachgewiesen (Abbildung 40). Im Falle der FLT3-ITD sind zwei Banden zu sehen,
da FLT3 in einer glykosylierten und einer nicht glykosylierten Form vorliegen kann.
Wahrend bei FLT3-wt die glykosylierte Form dominiert, liegen FLT3-ITD Rezeptor-
proteine hauptsachlich unglykolysiert, nicht an Membran gebunden [104]. Bei untrans-
fizierten 293 T Zellen wurde kein FLT3 nachgewiesen.

N
SR
><-'J{<§:jllj A, x‘{i{
.-(\
q;'ﬁ) ,f:,"") ”3-:,
- 4— 150 kDa
FLT3-ITD — — 135 kDa
R-actin — —

Abbildung 40: Western Blot von Extrakten aus 32D Zellen stabil transfiziert mit Wild-
typ FLT3 als positiv Kontrolle, 293T Zellen transient transfiziert mit hFLT3-1TD und
untransfezierten 293T als negativ Kontrolle.

3.3.2 Transduktion von LSK Stammzellen mit retroviralen Partikeln und
adoptiver Transfer in letal bestrahlte Rezipienten

Um die Transduktion von Knochenmarkzellen effizient durchzufihren, wurden zu-
nachst Stammzellen aus Knochenmark tber einem Histopaque-Dichtegradienten (His-
topaque 1083, Sigma Chemicals, Dichte 1083 mg/ml) aufgereinigt.

AnschlieBend wurde aus der Uber dem Dichtegradienten separierten mononukleéren
Zellpopulation Differenzierungsmarker-negative (,,Lincage-negative™) Vorlauferzellen
von nicht-induzierten R26/AML1-ETO bzw. Wildtyp C57BL/6 Mausen angereichert.
Dazu wurden die Zellen mit Hilfe des Lineage Cell Depletion Kits (Miltenyi Biotec)
markiert und die Lineage-negativen Zellen mit Magnetic Cell Sorting Trennsdulen sepa-
riert. Aus der angereicherten Stammzellpopulation wurde danach die LSK Population
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mit Hilfe von c-Kit und Sca-1 Oberflachenmarkern durchflusszytometrisch sortiert
(Abbildung 41B).

AnschlieRend erfolgte die Transduktion mit SF91-FLT3-ITD-IRES-Tomato oder SF91-
IRES-Tomato (Leervektor) und nach 48 Stunden wurden die transduzierten Zellen an-
hand ihrer Expression von tdTomato durch durchflusszytometrische Analyse tberprift
(Abbildung 41 B). Die Verwendung von Retronektin (Takara Bio, Otsu, Shiga, Japan ),
ein rekombinantes, humanes Fibronektinfragment, erhéht zusatzlich die retroviralver-
mittelte Transduktionseffizienz, indem es die Fusion zwischen Virusvektoren und
Wirtszellen durch rdumliche Anndherung fordert [180, 181]. Die Steigerung der Gen-
transfer-Effizienz wird dem Vorhandensein spezifischer Bindungsstellen sowohl fiir
retrovirale Vektoren (heparinbindende Region), als auch fir hdmatopoetische Zellen
(Integrinrezeptor VLA-4- und VLA-5). Die erfolgreich transduzierten Zellen wurden
mit Hilfe der Expression von tdTomato analysiert.

Der Anteil tdTomato-exprimierender Zellen in FLT3-1TD transduziertem Knochenmark
in der Gruppe | (AML1-ETO LSK + FLT3-ITD) lag bei 4,6%, in der Gruppe Il (wt
LSK + FLT3-ITD) bei 22,8%. Der Anteil tdTomato-exprimierender Zellen in mit
Leervektor transduziertem Knochenmark lag in der Gruppe Il (AML1-ETO LSK +
Leervektor) bei 2,7%, in der Gruppe 1V (wt LSK + Leervektor) bei 15,7% (Abbildung
41C). Abschlieend wurden die transduzierten Ly5.1 LSK Zellen, entsprechend der
Gruppenaufteilung in der Tabelle 21, in letal bestrahlte Ly5.2 C57BL/6 Mduse einge-
bracht. Die Kontrollgruppe AML1-ETO wurde auch mit dem Leervektor transduziert,
damit der Einfluss von den viralen Elementen ausgeschlossen werden kann. Sofort nach
dem adoptiven Transfer wurde AML1-ETO Expression konditional durch Zugabe von
ImgDOX/ml Trinkwasser aktiviert.

Tabelle 21: Gruppenaufteilung

Gruppen Transgen Dox eGFP Tomato Beobachtung
Expression Expression
1 FLT3-ITD/ + + + Effekt der Ko-
AML1-ETO Expression von AML1-
ETO und FLT3-ITD
2 FLT3-ITD - - + Effekt von FLT3-ITD
alleine
3 AML1-ETO/ + + + Effekt von AML1-ETO
Leervektor alleine

Einfluss viraler Ele-
menten

1
1
+

4 Leervektor
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A B
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Abbildung 41: Generierung von Méausen die gemeinsam AE und FLT3-ITD exprimie-
ren. (A) Schematische Darstellung der verwendeten retroviralen Vektoren. FLT3-1TD —
Transgen; IRES-Tomato — rot fluoreszierendes Protein als stabiler Selektionsmarker.
(B) Anreicherung von LSK-Zellen (Lin-Scal+c-kit+) aus dem Knochenmark der Do-
norméuse mittels Zellsortierung. (C) FACS-Analyse zur Bestimmung der in vitro
Transduktionseffizienz der LSK Zellen mit FLT3-1TD Transgen bzw. Leervektor SF91-
IRES-Tomato die flr den adoptiven Transfer in letal bestrahlte Rezipientenmé&use ver-

wendet wurden.
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3.3.3 Die gemeinsame Expression von AML1-ETO und FLT3-ITD fuhrte
zu einer schnellen Mortalitat

Bereits 3 Wochen nach der Transplantation zeigten die ersten Tiere der Experimental-
gruppe (FLT3-ITD/AML1-ETO) die ersten Auffalligkeiten wie z.B. offensichtliche
Gewichtsabnahme, struppiges Fell, Buckel und zum Teil eine L&hmung der Hinterbei-
ne. Wie in der Abbildung 42 zu sehen ist, betrug die mediane Uberlebenszeit 37 Tage.
Alle 20 Tiere verstarben. In den Kontrollgruppen AML1-ETO bzw. Leervektor verstar-
ben im gesamten Beobachtungszeitraum keine Tiere. In der Kontrollgruppe FLT3-1TD
verstarben drei von 13 Tieren im Laufe des Experimentes.
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Abbildung 42: Die gemeinsame Expression von AE und FLT3-ITD resultierte in einer
schnellen Mortalitat mit 100% Penetranz. In der Gruppe FLT3-ITD verstarben drei Tie-
re.

3.3.4 Charakterisierung erkrankter Tiere

Um den Einfluss verschiedener Transgene auf die Entstehung einer hdmatologischen
Erkrankung zu untersuchen, wurde von allen Tieren alle 4 Wochen erstmals 4-6 Wo-
chen nach der Transplantation, bei den erkrankten Tieren am Todestag, Blut zur Be-
stimmung des groRen Blutbildes, sowie zur Herstellung von Blutausstrichen entnom-
men. Das Engraftment der Spenderzellen sowie deren weitere Differenzierung in die
verschiedenen Blutzellinien wurde per FACS-Analyse untersucht. Nach Totung wurden
Organen wie Leber und Milz histologisch untersucht. AuRerdem wurde gepruft, ob die
transplantierten Zellen aus dem Knochenmark bzw. der Milz der erkrankten Tiere in der
Lage sind, in sekundéren Rezipienten erneut das Krankheitsbild auszulsen.
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3.3.4.1 Engraftment der transplantierten Zellen und Differentialblutbild

Eine erste vorlaufige FACS Analyse des peripheren Blutes der rekonstituierten Tiere
zeigte keine Unterschiede im Engraftment der Spenderzellen. 6 Wochen nach der
Transplantation bei gesunden und bereits 3-4 Wochen bei erkrankten Tieren lag der
relative Anteil an Ly5.1 Spenderzellen im peripheren Blut bei ber 90 % (Abbildung
43).

A PBA
FLT3-ITD/AE FLT3-ITD AE Leervektor
‘ -mﬂ 2000 Ly6.1 ( - wa1 )\ ] LvJ\l
:uuc-: | 1000 2000 4 /l 500 |
— 1 i } |
§ J g j‘l" ’ T / ' " s 1 5 JL'”- o v s

-

<

-

Ly 5.1 Zellen (abs. Anteil %)
N

[

S

),
e

2,
Ve
RS
.

o

%
%
%,

&

R
<,
%
<@

Abbildung 43: Erfolgreiches Engraftment der transplantierten Zellen in allen Gruppen.
6 Wochen nach der Transplantation, bei erkrankten Tieren bereits friher. Es zeigten
sich keine signifikanten Unterschiede im Engraftment der Spenderzellen. (A) Engraft-
ment der Knochenmark-Spenderzellen Ly5.1 im peripheren Blut der Empféangermaus.
(B) Relativer und absoluter Anteil der Ly-5.1 doppelt positiven Zellen.

Die Verteilung der Zellpopulationen nach eGFP- und Tomato- Expression erwies fol-
gendes Bild (Abbildung 44). In der Kontrollgruppe FLT3-ITD lag der Prozentzahl an
FLT3-ITD-Tomato-positiven Zellen bei 15,1% + 4,5. Die mit dem Leervektor trans-
plantierten Mause zeigten eine dhnliche Verteilung an Tomato-positiven Zellen 13,6% *
1,3 an. Die AML1-ETO Kontrollmduse, die zusétzlich mit dem Leervektor transduziert
wurden, wiesen wie zu erwarten, neben der negativen, drei verschiedene Zellpopulatio-
nen auf: Tomato-positive Zellen 5,5% + 1,5, doppelt positive Population AML1-ETO-
eGFP/Tomato 11,5% + 1,8 und AML1-ETO-eGFP positive Population 26,2% + 7,7. Bei
den Mé&usen mit beiden Mutationen dominierte dagegen in den meisten Féllen die dop-
pelt positive FLT3-1TD-Tomato/AML1-ETO-eGFP Population je nach dem Fortschrei-
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ten der Erkrankung 64,5% + 17. Die einzelpositive FLT3-ITD-Tomato Population lag
bei 8% + 6,5 und die einzelpositive AML1-ETO-eGFP Population bei 5,9% + 4,3. So-
mit zeigte sich bereits bei der durchflusszytometrischen Untersuchung des Blutes eine
deutliche Auffalligkeit in der Zunahme der Zellen die beide Mutationen tragen.
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Abbildung 44: Analyse des peripheren Blutes mittels FACS offenbarte eine Expansion
von eGFP/Tomato doppelt positiven Population in FLT3-ITD/AE transplantierten M&u-
sen. Anzahl der AE-eGFP-, Tomato- und doppelt positiven Lymphozyten (DP) in %
dargestellt 3-5 Wochen nach der Transplantation transduzierter LSK Zellen. (A) Dot-
Plot-Darstellung. (B) Relativer und absoluter Anteil als Balkendiagramm.

3.3.4.2 Erkrankte Tiere weisen Leukozytose, Anamie und Thrombozytopenie
auf

Bereits zu diesem Zeitpunkt ergab das Blutbild deutliche Auffalligkeiten bei den M&u-
sen mit beiden Mutationen (Abbildung 45). Es zeigte sich eine leicht erhohte, aber sig-
nifikante Anzahl von Leukozyten (WBC, white blood cell count) sowie ein deutlicher
Anstieg an groflen, ungefdrbten Zellen (LUC, ,,large unstained cells*). Thrombozyten-
zahl (PLT) war signifikant erniedrigt. Ein erniedrigter Hamatokritwert (HKT) und Ha-
moglobinwert (HB) sowie ein erhdhter RDW-Wert (Red Blood Cell Distribution Width,
Erythrozytenverteilungsbreite) deutete auf eine Andmie. AuRerdem wurde eine wesent-
lich ausgepragte Anisozytose festgestellt, hierbei handelt es sich um starke Grolien-
schwankungen der Erythrozyten. Zusammenfassend war bereits nach 3-4 Wochen fest-
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zustellen, dass Tiere mit beiden Mutation Indizien fur eine hdmatologische Systemer-
krankung aufweisen. Alle anderen Kontrolltiere zeigten keine Auffalligkeiten.
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Abbildung 45: Differentialblutbild 3-5 Wochen nach der Transplantation, bei den er-
krankten Tieren am Todestag, zeigte die ersten Auffalligkeiten im Differentialblutbild
in der Gruppe AE/FLT3-1TD. Untersucht wurden Leukozyten (WBC, white blood cell),
Erythrozytenzahl (RBC, red blood cell), Thrombozytenzahl (PLT, platelet count),
Erythrozytenverteilungsbreite (RDW, Red Blood Cell Distribution Width), Hamoglobin
(HB, haemoglobin) und grof3en, ungeféarbten Zellen z.B. Blasten (LUC, large unstained
cells).

3.3.4.3 Gemeinsame Expression von FLT3-ITD und AML1-ETO fihrt zur
Induktion einer akuten Leukamie

Morphologische Untersuchungen von Blutausstrichen zeigten bei den meisten erkrank-
ten Tieren zirkulierende Blasten (Abbildung 46). Um den Typus der Leuk&mien zu be-
stimmen, wurden die Verteilungen der Zellpopulationen sowie die Anzahl der Blasten-
zellen in den erkrankten Mausen analysiert.

11 der 20 erkrankten Tiere zeigten eine lymphatische Morphologie dieser Zellen, funf
Tiere einen myeloischen Phanotyp und vier Tiere unerwarteter Weise einen Biphanotyp,
d.h. bereits im Blut waren beide Arten von Blasten gleichzeitig vorhanden. M&use mit
lymphatischer Leuk&mie zeigten auf den Zytospins von Knochenmarkzellen eine erhoh-
te Anzahl an Blastenzellen und eine stark erhdhte Lymphozytenzahl unter Reduktion
der myeloischen Zellen. Myeloische Leukdmien lief}en sich durch eine erhéhte Anzahl
an Blastenzellen und eine erhéhte Anzahl an neutrophilen Granulozyten, bei reduzierter
Anzahl an Lymphozyten diagnostizieren.
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Abbildung 46: Koexpression von FLT3-ITD und AE fuhrt zur Ausbildung sowohl
myeloischer als auch lymphatischer sowie einer biphdnotypischen Leuk&mie. Obere
Reihe: Blutausstriche. Untere Reihe: Zytospin Knochenmark. Als Kontrolle ist in die-
sem Fall eine Maus transplantiert mit Leervektor.

3.3.4.4 Kilinisches Bild zeigte eine massive Hepato- und Splenomegalie in
den erkrankten Tieren

Bei allen erkrankten Tieren wurden vor der Tétung das Korpergewicht sowie das Ge-
wicht entnommener Organe wie Milz und Leber notiert und in Relation zum jeweiligen
Korpergewicht ermittelt. Tiere der Kontrollgruppen wurden erst zum Ende des Experi-
ments nach 300 Tagen getotet. Die Sektion der erkrankten Tiere ergab eine massive
Splenomegalie zumeist kombiniert mit einer Hepatomegalie (Abbildung 47). Histologisch
war eine diffuse Infiltration der sezierten Organe durch leukdmische Blasten zu erkennen
(Abbildung 48).
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Abbildung 47: In den erkrankten Tieren waren Milz und Leber deutlich vergroRert. (A)
Oben: Offener Situs einer an Leukamie verstorbenen FLT3-ITD/AE Maus mit deutli-
cher Spleno- und Hepatomegalie. Unten: Unterschiede in Milz- und LebergréRe aus
Leuk&miemaus FLT3-ITD/AE und einer gesunden Wildtyp Maus. (B) Die entnommen
Organe Leber und Milz wurden gewogen und zusétzlich in Relation zum jeweiligen
Korpergewicht gesetzt und in mg/g Kérpergewicht dargestellt.

Milz

Das Milzparenchym l&sst sich in rote und weil3e Pulpa unterteilen (Abbildung 48i, Pfeil
1), wobei sich in der roten Pulpa vor allem Blutzellen, wie Makrophagen, B-Zellen
sowie T-Zellen vom gamma/delta Typ, finden. Die weil’e Pulpa hingegen stellt das
eigentliche lymphatische Gewebe der Milz dar (Abbildung 48i, Pfeil 2). Der
Hauptanteil der weiflen Pulpa wird von periarterioldaren lymphatischen Scheiden
(PALS) gebildet in der die T-Lymphozyten gruppiert sind (Abbildung 48j, Pfeil 4)
[182]. In den Lymphfollikeln wiederum (iberwiegen die B-Zellen in den verschiedenen
Stadien ihrer Ausreifung. Es handelt sich dabei um kleine, zirkulierende B-Zellen,
sogenannte follikuldre B-Zellen (Fo-B-Zellen). Die Marginalzone ist eine zellreiche
Ubergangszone zwischen weiler und roter Pulpa, in der viele arterielle GefaRe offen
enden. Sie ist je nach Mausstamm unscheinbar bis deutlich ausgebildet ist (Abbildung
48j, Pfeil 3). Sie setzt sich aus mittelgrof3en, residualen B-Lymphozyten, sogenannten
Marginalzonen-B-Zellen (Mz-B-Zellen) zusammen. So spielt die Milz neben einer
Filterfunktion, auch eine wichtige Rolle bei der Immunfunktion. Die Zellen des
Immunsystems kommen permanent mit angespulten Antigenen in Kontakt und bringen
die Immunraktion in Gang. Aktivierte B-Zellen gelangen aus der Marginalzone, zur
weiteren Differenzierung in das Keimzentrum und koénnen von der Milz direkt ins
Blutbann abgegeben werden. Im Gegensatz zum Menschen findet bei der Maus
wéhrend der gesamten Lebensdauer eine mehr oder weniger starke, extramedullére
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Hamatopoiese in der Milz statt [183]. Die fir gewohnlich geringe Granulopoiese bleibt
auf die unmittelbare Umgebung der Septen aus glatten Muskell- und
Bindegewebezellen begrenzt, die die Milzkapsel umschlieBen. Bei entziindlichen und
leuk&mischen Prozessen finden sich Myeloblasten und Granulozyten in der gesamten
roten Pulpa. Thrombozytopoiese und Erythropoiese sind meist diffus in der roten Pulpa
zu erkennen und starker als die Granulopoiese ausgepragt. Die Tatsache, dass bei
Mausen die Milz neben dem Knochenmark lebenslang wesentliches Blutbildungsorgan
bleibt, ist bei der Diagnostik leukdmischer Erkrankungen von besonderer Bedeutung
[184]. In der Abbildung 48 sind Milzbefunde der erkrankten sowie der Kontrolltiere
dargestellt. Bei den Tieren aus der Gruppe FLT3-ITD/AML1-ETO ist erkennbar, dass
die bei der Sektion beobachtete Splenomegalie weitgehend mit Riickbildung der weiRen
Pulpa verkniipft ist und die Milzgewebe fast zu einer ,,Reinkultur” von Blasten trans-
formiert ist.

Milz
FLT3-ITD/AE FLT3-ITD AE Leervektor
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Abbildung 48: Histologisches Bild einer massiven Infiltration des Milzes durch leuka-
mische Zellen in der Gruppe FLT3-ITD/AE (a-c) in Vergleich zu nicht erkrankten Kon-
trollgruppen (d-k). In der Gruppe FLT3-ITD/AE war die Milz vergrofRert und die ge-
samte Organstruktur von blastaren Zellen erfillt. In der Gruppe FLT3-ITD war die
Milzarchitektur nur partiell erhalten. Bereiche der weiflen Pulpa waren deutlich redu-
ziert. Im Bereich der roten Pulpa imponierten dunkelblau geféarbte Zellen. Das Milzge-
wicht und die MilzgréRRe waren nicht verandert, was gegen eine massive Expansion die-
ser Zellpopulation spricht. 1, rote Pulpa; 2, weile Pulpa; 3, Marginalzone (M2); 4,
periarteriolére lymphatische Scheide (PALS); 5, Arterie.
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Bei FLT3-ITD exprimierenden Tieren ist festzustellen, dass die Milzarchitektur nur
partiell erhalten ist und die Regionen der weillen sowie roten Pulpa deutlich reduziert
sind. In der Peripherie imponieren zum Teil dunkelblau gefarbte Bezirke, die moglich-
weise auf eine entzindliche Reaktion bzw. Infiltration von tumordsen Zellen deuten
konnen als eine mogliche Entwicklung in Richtung Praleukemie. Die Abbildung 49
zeigt bei 63x VergroRerung die Unterschiede in der ZellgroRe dunkelblau geférbten
Zellen zwischen FLT3-ITD/AML1-ETO und FLT3-ITD exprimierenden Tieren. Dage-
gen in den Kontrollgruppen AML1-ETO und Leervektor ist die Milzstruktur unveran-
dert. In der PALS ist die Lagerung der Lymphozyten besonders dicht. Die breiten Stra-
Ren roter Pulpa zeichnen sich durch den Reichtum an Erythrozyten.

4G, 289
e

in der ZellgrolRe der dunkelblau geférbten Zellen in den Gruppen FLT3-ITD/AE und
FLT3-1TD erkennen. In den Gruppen AE und Leervektor sind keine dunkelblau gefarb-
ten Areale zu erkennen sowie keine Strukturveranderungen des Milzes.

Leber

Im Rahmen dieser Arbeit kam bei der hamatologischen Diagnostik der Leber nur eine
untergeordnete Rolle zu. Eine Leberbeteiligung im Rahmen des leukdmischen Prozesses
aulert sich vor allem durch periportale Zellinfiltrationen, die bei den Tieren aus der
Gruppe FLT3-ITD/AML1-ETO zu beobachten sind (Abbildung 50 a-b, Abbildung 51).
Die Leberschnitte der Kontrolltiere, waren unaufféllig.
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Abbildung 50: Histologisches Bild einer massiven Infiltration des Leberparenchyms
durch leukdmische Zellen in der Gruppe FLT3-ITD/AML1-ETO (a-c) in Vergleich zu
nicht erkrankten Kontrollgruppen (d-j). Schwarze Pfeile deuten auf Infiltrate hin.

ot
A

Abbildung 51: Histologisches Leberbefund bei 63x VergroRerung lasst eine periportale
Zellinfiltration in der Gruppe FLT3-ITD/AE erkennen (schwarze Pfeile).
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Somit l&sst sich zusammenfassend feststellen, dass es sich bei den erkrankten Tieren aus
der FLT3-ITD/AML1-ETO Gruppe um eine maligne hamatologische Erkrankung ver-
bunden mit Hepato- und Splenomegalie unter vollstandiger Aufhebung der normalen
Organarchitektur handelt. Es zeigten sich Blutbildverdnderungen wie Leukozytose,
Anémie, ausgeprégte Thrombozytopenie, sowie das Auftreten von Blasten im Kno-
chenmark und im peripheren Blut.

3.3.4.5 Immunoph&notypische Analyse von Knochenmark, Milz und Thymus

Um die histologische Befunde zu bestétigen sowie die Linienzugehorigkeit der jeweili-
gen Blasten zu bestimmen wurde eine weiterfihrende durchflusszytometrische Immun-
phanotypisierung durchgefiihrt. Als erstes wurde die Expression der Reportergene ana-
lysiert. Dabei zeigte die Analyse des Knochenmarks eine ahnliche Verteilung der Zell-
populationen nach eGFP- und Tomato- Expression wie im peripheren Blut. Der Anteil
doppelt positiver Zellen in FLT3/ITD/AML1-ETO Gruppe war enorm expandiert
(Abbildung 52).
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Abbildung 52: Analyse des Knochenmarkes mittels FACS. Analysiert wurde die Anzahl
der eGFP-, Tomato- und doppelt positiven Lymphozyten (DP) in %. In der Gruppe
FLT3-ITD/AE zeigte sich, wie zuvor im peripheren Blut, eine Expansion von
eGFP/Tomato doppelt positiver Population. (A) Dot-Plot-Darstellung. (B) Relativer und
absoluter Anteil als Balkendiagramm.
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3.3.4.6 Ein Teil der erkrankten Tiere zeigte eine erhohte Granulopoese

Als erstes wurde die Granulopoese im Knochenmark und der Milz angeschaut. Bei funf
Tieren aus der Gruppe FLT3-ITD/AML1-ETO lag der Anteil an Gr-1/CD11b doppelt
positiven Zellen bei 70,3% * 8,5 im Knochenmark und bei 28,1% + 2,4 in der Milz,
diese Tiere litten an AML. Bei weiteren 11 Tieren dagegen lag der Anteil an Gr-
1/CD11b doppelt positiven Zellen deutlich unter dem Normwert bei 3,2% + 1,4 im
Knochenmark und bei 1,1% 0,6 in der Milz. Bei den Kontrollgruppen gab es keine
signifikanten Unterschiede und Auffalligkeiten. Bei AML1-ETO Tieren lag der Anteil
an Gr-1/CD11b doppelt positiven Zellen bei 32,3% = 4,5 im Knochenmark und bei
3,6% £ 2,4 in der Milz. Und bei Kontrolltieren transduziert mit Leervektor lag der An-
teil an Gr-1/CD11b doppelt positiven Zellen bei 29,7% + 3,9 im Knochenmark und bei
1,1% + 1,3 in der Milz (Abbildung 53, Abbildung 54).
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Abbildung 53: Immunphanotypische Analyse der Granulopoese im Knochenmark mit
myeloischen (CD11b/Gr-1) markierenden Antikorpern zeigte bei einem Teil der Tiere
aus der Gruppe FLT3-ITD/AE eine erhthte Granulopoese, bei einem anderen Teil da-
gegen eine dramatische Reduktion der CD11b/Gr-1 Population. (A) Dot-Plot-
Darstellung. (B) Relativer und absoluter Anteil als Balkendiagramm.
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Abbildung 54: Immunphénotypische Analyse der Granulopoese in der Milz mit myeloi-
schen (CD11b/Gr-1) markierenden Antikorpern zeigte ahnlich wie die Analyse des
Knochenmarks bei einem Teil der Tiere aus der Gruppe FLT3-ITD/AE eine erhohte
Granulopoese, bei einem anderen Teil dagegen eine dramatische Reduktion der
CD11b/Gr-1 Population. (A) Dot-Plot-Darstellung. (B) Relativer und absoluter Anteil
als Balkendiagramm.

3.3.4.7 Gestorte B-Zell-Differenzierung

Als nédchstes wurde die Entwicklung von B-Lymphozyten im Knochenmark und der
Milz untersucht. Bei den flinf Tieren aus der Gruppe FLT3-ITD/AML1-ETO mit dem
myeloischen Phénotyp war der Anteil an doppelt positiven CD19/B220 B-Zellen im
Knochenmark stark reduziert und lag bei 4,7% + 2,1 und bei 6,1% * 2,4 in der Milz.
Bei den anderen 11 Tieren war der Anteil an CD19/B220 doppelt positiver B-Zellen
deutlich erhéht und lag um 85,3% + 9,5 im Knochenmark und bei 93,7% + 3,2 in der
Milz. Diese Tiere litten an einer B-ALL. Eine weitere Auffélligkeit war eine leichte,
aber signifikante Reduktion von B-Zellen in der AML1-ETO Gruppe, was bereits in den
vorgegangen Versuchen mit KRAS zu beobachten war. Interessanterweise war bei 10
phanotypisch nicht erkrankten Tieren der FLT3-ITD Gruppe ein kompletter Differen-
zierungsblock in B-Zell-Entwicklung zu beobachten. Der Anteil an B-Zellen lag bei
diesen Tieren bei 2,4% + 1,3 im Knochenmark und bei 11,2% £ 2,9 in der Milz. In
Vergleich dazu wurden bei den Kontrolltieren transduziert mit Leervektor keine Auffél-
ligkeiten festgestellt. Der Anteil der differenzierten B-Zellen lag mit 35,4% + 4,3 im
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Knochenmark und bei 57,9% = 4,7 in der Milz im Normbereich (Abbildung 55, Abbil-
dung 56). Hiermit lasst sich vermuten, dass die alleinige Expression von FLT3-ITD
sowie AML1-ETO in hdmatopoetischen Zellen zu Beeintrachtigung der Differenzierung
lymphatischer Zellen flhrt.
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Abbildung 55: Immunphé&notypische Analyse der B-Zell-Entwicklung im Knochenmark
mit lymphatischen (B220/CD19) markierenden Antikérpern zeigte bei einem Teil der
Tiere aus der Gruppe FLT3-ITD/AML1-ETO eine enorme Expansion der B-Zell-
Population, bei einem anderen Teil dagegen eine dramatische Reduktion. Bei FLT3-ITD
Tieren war die Differenzierung der B-Zellen dramatisch gestort. Bei AML1-ETO Tieren
lield sich eine leichte, aber signifikante Reduktion der B-Zellen feststellen. (A) Dot-
Plot-Darstellung. (B) Relativer und absoluter Anteil als Balkendiagramm.



3 Ergebnisse 119

A Milz
FLT3-ITD/AE
Lymphatisch i
Leervektor FLT3-ITD Y[Ziki'nfii ‘ ACZE:);;T
.
g 1.77%
B B-Zellen (SP)
(B220+/CD19+) 5’3'222?5&)(189?
§1ﬂ°‘ 507 -
% 80 % 40-
< <
§ 60 §30'
2 !
S 40 § 201
= s
§ 201 < 10-
0- N -
é“a

Abbildung 56: Immunphénotypische Analyse der B-Zell-Entwicklung in der Milz mit
lymphatischen (B220/CD19) markierenden Antikdérpern zeigte ein dhnliches Bild wie
die Analyse des Knochenmarks. (A) Dot-Plot-Darstellung. (B) Relativer und absoluter
Anteil als Balkendiagramm.

3.3.4.8 Im Falle der B-ALL handelt es sich um friihere pro-B-Zellen

Um zu festzustellen, in welcher Phase der Differenzierung die Tumorzellen sich befin-
den wurde Knochenmarkzellen auf ihre verschiedenen B-Zellentwicklungsstadien mit
Hilfe der Oberflachenmarker IgM, B220 und CD43 analysiert. Die Strategie, um die
Entwicklungsstufen der B-Zellen zu identifizieren ist in der Abbildung 57 dargestellt.

Als erstes erfolgte die Markierung der B-Zellen mit B220 als Marker, da CD19 erst in
spateren Entwicklungsstufen exprimiert wird. Im néchsten Schritt wurde mit Hilfe der
IgM und CD43 Expressionen die B-Zellen in verschiedene Fraktionen unterteilt:
B220"°"CD43 IgM* unreife B-Zelle; B220*CD43 1gM™ Pro-B Zelle; B220"CD43 IgM"
Pre-B-Zelle; B220""CD43* IgM" reife B-Zellen.

Bei Tieren aus der Gruppe FLT3-ITD/AML1-ETO bei den sich eine enorme Expansion
der B-Zellen zeigte und die somit an B-ALL litten waren die Tumorzellen frihere B-
Zellen, die in ihrer Differenzierung zwischen dem Pro- und Pra-B Zellstadium blockiert
sind. Zu tiber 90% hatten die Zellen folgenden Immunphénotyp IgM CD43'B220".
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Abbildung 57: Immunphé&notypische Analyse der B-Zell-Entwicklung im Knochenmark
mit Marker IgM, B220 und CD43 konnte festgestellt werden, dass bei an B-Zell-ALL
erkrankten Tieren, die B-Zelle einen pro-B-Phanotyp haben. (A) Mittels Oberflachenmarker
IgM und B220 wurden als erstes B220""IgM* unreife B-Zelle (Immature),
B220""IgM* reife B-Zellen (Mature) und B220'°"IgM™ Pre/Pro-B Zellen identifiziert.
(B) Im néchsten Schritt wurden Pre/Pro-B-Zellen mit Hilfe der CD43 Marker weiter in
B220'°"CD43 IgM™ Pre-B-Zelle und B220"°"CD43*IgM~ Pro-B-Zellen eingeteilt. (C)
Relativer und absoluter Anteil als Balkendiagramm.
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3.3.4.9 T-Zell-Entwicklung im Thymus

Um eventuelle Félle von T-ALL festzustellen wurde auch der Thymus mit Hilfe von
CD4 und CD8 Marker durchflusszytometrisch untersucht.

Die Charakterisierung der T-Zelldifferenzierung von erkrankten Tieren im Thymus
zeigte, dass bei den FLT3-ITD/AML1-ETO Tieren die Population von CD8/CD4 dop-
pelpositiven Zellen deutlich erniedrigt sowohl bei Tieren mit B-ALL als auch bei Tieren
mit AML.

A Thymus FLT3-ITD/AE

Lymphatische Myeloische

Leervektor AE FLT3-ITD Leukamie Leukdmie

w

T-Zellen (Thymus)

=
=]
-]
*
":{:
@
o

* B Leervektor Kk EE Leervektor
80 E=d AE E=H AE
E2 FLT3-ITD E FLT3ITD

1 FLT3-ITD/AE (B-ALL)
FLT3-ITD/AE (AML)

[ FLT3-ITD/AE (B-ALL)
FLT3-ITD/AE (AML)

n
S

Zellen (absoluter Anteil %)

Zellen (relativer Anteil %)
5 3

o

& & &

Abbildung 58: Immunphanotypische Analyse der T-Zell-Entwicklung im Thymus liel
kein T-ALL-Phénotyp feststellen. Bei erkrankten Tieren wurde eine Reduktion der
CD4/CD8 doppelt positiven Zellen festgestellt.

3.3.5 Biphanotypische Leukamie

Biphanotypische akute Leukdmien (BAL) ist eine eher seltene Erkrankung und macht
etwas ca. 5 Prozent aller akuten Leukamien aus. BAL zeichnet sich entweder durch eine
synchrone ,,hybdride* Expression lymphatischer und myeloischer Antigene oder es las-
sen sich zwei differente Blastenpopulationen (mixed) nachweisen. BAL Subgruppe lei-
tet sich von einer unreifen Leuk&miestammzelle ab, die Differenzierungspotenzial fiir
die myeloische und lymphatische Reihe besitzt. Die klinische Bedeutung dieser seltenen
Form ist bis jetzt unklar.

Bei 4 Tieren aus der Gruppe FLT3-ITD/AML1-ETO wurde zum Zeitpunkt des Todes
ein Mischphdnotyp mit zwei voneinander unabhdngigen lymphoblastischen sowie
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myeloblastischen Zellklonen festgestellt. Die Besonderheit lag daran, dass bei diesen
Tieren der Prozentsatz der FLT3-1TD-Tomato/AML1-ETO-eGFP doppelt positiven
Population vergleichsweise niedriger mit 42% + 7,3, davon hatten die meisten ebenfalls
B-Zell-Phanotyp (CD19/B220) mit 77,9% = 6,8. Interessanterweise gab es auch eine
FLT3-ITD-Tomato einzeln positive Population mit 17,3% * 8,4, von den die meisten
78,1% * 6,4 myeloischen Gr-1/CD11b Phanotyp aufwiesen (Abbildung 59). Allerdings
war festzustellen, dass die absoluten Anteile von B-Lymphozyten-Subpopulation héher
lagen.
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Abbildung 59: Immunphé&notypische Analyse einer biphanotypischen Leuk&mie. Die
Besonderheit liegt darin, dass der Grof3teil der FLT3-ITD/AE positiven Zellen aus dem
Knochenmark positiv fir die lymphatischen Marker CD19/B220, wéhrend der Groliteil
der FLT3-ITD einzeln positiven Population positiv fur die myeloischen Marker
CD11b/Gr-1 positiv ist. (A) Dot-Plot-Darstellung. (B) Relativer und absoluter Anteil als
Balkendiagramm.
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3.3.6 FLT3-ITD Expression induziert in einigen wenigen Fallen bereits
alleine eine Leukamie

Bisher wurde in Mausmodellen anderer Arbeitsgruppen gezeigt, dass sowohl AML1-
ETO als auch FLT3-ITD alleine nicht in der Lage war eine Leukamie effektiv auszulo-
sen. Bei der Gruppe FLT3-ITD verstarben drei Tiere. Die histopathologische Untersu-
chung zeigte eine Spleno- und Hepatomegalie sowie die Infiltration der Organe.

FLT3-ITD

Abbildung 60: Histologisches Bild einer Infiltration des Milzes und der Leber durch
leukédmische Zellen in der Gruppe FLT3-1TD. Die Milz war vergroRert und die gesamte
Organstruktur von blastaren Zellen erfillt. Ebenso l&sst sich in der Leber eine periporta-
le Zellinfiltration erkennen (schwarze Pfeile deuten auf Infiltrate hin).

Mit Hilfe der durchflusszytometrischen Charakterisierung wurde der Immunphanotyp
der auftretenden hdmatologischen Erkrankungen identifiziert. Dabei litten zwei an B-
ALL und eine an AML (Abbildung 63). Dabei zeigte sich zusétzlich interessante Be-
sonderheit, es gab zwei verschiedene FLT3-1TD Populationen. Bei der FLT3-ITD"%"
Population handelte es sich zum tberwiegenden Teil um Gr-1/CD11b Zellen, B-Zell-
Antigene fehlten fast vollig. Bei der FLT3-ITD™ Population handelte es sich dagegen
zum grofRten Teil um B-Zellen, wobei diese sich in einem unreifen Pro/Pre- Stadium
(IgM/CD43*/B220") befanden. Die absoluten Werte der beiden FLT3-1TD Populatio-
nen variierten in jeder Maus und demensprechend verlief die Entwicklung in Richtung
des lymphatischen oder myeloischen leuk&mischen Phanotyps.
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Tier Nr.1 - AML

Der Anteil der CD11b/Gr-1 Zellen im Knochenmark lag bei 77,6%, dagegen der Anteil
der B220-positiven B-Zellen lag bei nur 13,4%. Es waren zwei verschiedene FLT3-1TD
Populationen zu erkennen. Der Anteil der FLT3-1TD"" Population lag bei 47,3 % und
davon waren 96,2 % CD11b/Gr-1 positive Zellen und nur 0,3% B220-positive Zellen.
Der Anteil der FLT3-IDT"" lag bei 14,2% und davon waren nur 14,2% CD11b/Gr-1
positive Zellen, dafir aber 73,4% B-positive Zellen.
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Abbildung 61: Immunphénotypische Analyse des Knochenmarks mit myeloischen
(CD11b/Gr-1) sowie _I¥mphatischen (IgM/B220) markierenden Antikorpern. Der GroR3-
teil der FLT3-ITD™®" positiven Zellen ist positiv fur die myeloischen Marker
CD11b/Gr-1, wéhrend die B-Zell-Population kaum nachgewiesen werden konnte. Da-
gegen war der GrofBteil der FLT3-1TD'" positiven Zellen B-Zell, die sich in der
Pro/Pre-B-Zellstadium befanden (IgM/B220"%).

Tier Nr. 2 - ALL

Der Anteil der CD11b/Gr-1 Zellen im Knochenmark lag bei 1,13%, dagegen der Anteil
der B220-positiven B-Zellen lag bei 82,4%. Bei diesem Tier dominierte deutlich die
FLT3-ITD' Populationen. Der Anteil der FLT3-ITD"®" Population lag bei nur 2,7%.
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Davon war der Grof3teil positiv flir CD11b/Gr-1 mit 52,6 % und nur 25,7% fur B-Zell-
Marke. Der Anteil der FLT3-IDT'" lag bei 76,7% und davon waren nur 2,7%
CD11b/Gr-1 positive Zellen, dafiir aber 92,4% B-Zell positive Zellen, die sich in der
Pro/Pre-B-Zellstadium befanden.
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Abbildung 62: Immunphénotypische Analyse des Knochenmarks mit myeloischen
(CD11b/Gr-1) sowie lymphatischen (IgM/B220) markierenden Antikdrpern. Bei diesem
Tier tberwog die FLT3-ITD"" Population. Dabei war wiederum der GroRteil davon
positiv fiir die lymphatischen B-Zellmarker. Dabei befanden sich die Zellen zu Uber
90% in Pro/Pre-B-Zell-Stadium (IgM7/B220""). Wihrend CD11b/Gr-1 Population
kaum vorhanden war.
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Tier Nr.3- ALL

Der Anteil der CD11b/Gr-1 Zellen im Knochenmark lag bei 32,2% und somit im
Normbereich. Der Anteil der B220-positiven B-Zellen war mit 53,4% erhoht. Der An-
teil der FLT3-1TD"9" Population lag bei 16,6% und davon waren 95,3% CD11b/Gr-1
positive Zellen und nur 0,5% B220-positive Zellen. Der Anteil der FLT3-IDT"" lag bei
43,2% und davon waren nur 13,2% CD11b/Gr-1 positive Zellen, daftr aber 69,6% B-
positive Zellen. Davon befanden sich 40,6% im Pro/Pre-B-Zell Stadium.
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Abbildung 63: Immunphénotypische Analyse des Knochenmarks mit myeloischen
(CD11b/Gr-1) sowiell?]/mphatischen (IgM/B220) markierenden Antikdrpern. Der Grol3-
teil der FLT3-ITD"" positiven Zellen war positiv fiir die myeloischen Marker
CD11b/Gr-1, wéhrend die B-Zell-Population kaum nachgewiesen werden konnte. Da-
gegen war der Grofteil der FLT3-ITD"" positiven Zellen positiv fir B-Zell-Marker,
wobei sich die meisten in der Pro/Pre-B-Zellstadium befanden (IgM7/B220"").

Zusammenfassend zeigten diese Daten, dass die Uberexpression von FLT3-ITD in eini-
gen wenigen Féllen bereits alleine zu einer hamatologischer Erkrankungen fuhren kann,
die sowohl myeloischen als auch lymphatischen Ursprungs sein kénnen.
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3.3.7 Die induzierte Leuk&mie ist retransplantierbar und sehr aggressiv

Mit Hilfe von Retransplantationsexperimenten kann ermittelt werden, ob Zellen die
Fahigkeit zur Selbsterhalt und Proliferation besitzen, wie es fir Tumorzellen beschrie-
ben ist, im Unterschied zu myeloproliferativen Erkrankungen, die als nicht retransplan-
tierbar gelten. Um zu ermitteln, ob die transformierten Zellen, welche aus erkrankten
Mausen entnommen wurden in der Lage sind in sekundéren Rezipienten wieder eine
Leukamie auszuldsen, wurden je 3x10° dieser Zellen (aus der Milz) intravends in suble-
tal bestrahlte Rezipienten gespritzt. Es war den Zellen in kurzer Zeit moglich wieder
eine Leuk&mie in den sekundéren Rezipienten auszuldsen, was fur eine aggressive Form
der Krankheit spricht. In der Abbildung 64 ist ersichtlich, dass mit jeder Transferrunde,
es immer schneller zum Ausbruch der Krankheit kam. Bei dem sekundédren Transfer
wiesen die sekundaren, retransplantierten Rezipienten einen leukdmischen Phé&notyp auf
bei B-ALL nach einer medianen Latenzzeit von 21 Tagen (39 Tage bei AML), beim
tertiaren Transfer von 12 Tagen (29 Tage bei AML) und bei dem quartéren Transfer 8
Tage (9 Tage bei AML). AulRerdem wurde auch der Zusammenhang zwischen der Be-
strahlungsdosis und der Latenzzeit bestimmt. Ohne Bestrahlung betrug die Latenzzeit
bei einem terti&ren Transfer 20 Tage, bei subletalen Dosis 12 Tage und bei der letalen
Dosis gerade mal 6,5 Tage.
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Abbildung 64: Retransplantationsexperimente mit den primaren leukdmischen Zellen
zeigten, dass beide Krankheitsphanotypen (ALL und AML) retransplantierbar sind, wo-
bei die Aggressivitat der Zellen mit jeder Transferrunde zunimmt. (A) Beim seriellen
Transfer von Tumorzellen aus B-ALL erkrankten Tieren in subletal bestrahlten Rezipi-
enten verkirzte sich die Latenzzeit mit jeder Transferrunde erheblich. (B) Tumorzellen
aus sekundaren Rezipienten wurden in letal, subletal und nicht bestrahlte Rezipienten
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eingebracht. Die Tumorzellen sind sehr aggressiv und induzieren auch in nichtbestrahl-
ten Tieren eine Leukdmie. (C) Beim Transfer von Tumorzellen aus AML erkrankten
Tieren in subletal bestrahlten Rezipienten verkirzte sich die Latenzzeit ebenso mit jeder
Transferrunde.

Die Retransplantierbarkeit der Krankheit in den sekunddren Rezipienten war einer der
Hauptkriterien zum Nachweis der Leukamie, neben weiteren morphologischen, zytolo-
gischen und histopathologischen Parametern.

Tumorzellen aus den Tieren mit anfanglichen Biph&notyp induzierten in sekundaren
Rezipienten ebenfalls erneut eine Leukédmie, wobei die Entwicklung in Richtung B-
ALL ging. Nach einigen Transferrunden waren keine myeloide Zellen mehr vorhanden.

Ebenfalls der serielle Transfer von Milzzellen aus den FLT3-ITD erkrankten Tieren
induzierte in Kirze eine erneute Leukamie in sekundéren Rezipienten mit 100% Penet-
ranz.

3.3.8 Abschalten von AML1-ETO bei bereits manifester Leukamie

Eines der Ziele dieser Arbeit war zu erklaren, inwieweit das Wachstum der leuk&mi-
schen Zellen durch Abschalten der beteiligten Onkogene beeinflusst werden kann. Da-
flr wurden vier Gruppen mit jeweils 5 Tieren pro Gruppe eingesetzt. Alle Tiere wurden
subletal bestrahlt und bekamen 3x10° Milzzellen aus einer vorher an der Leukamie er-
krankten Maus gespritzt. Die Tiere der Gruppe | bekamen sofort nach der Transplanta-
tion Wasser, statt DOX, um die Expression der AML1-ETO abzuschalten. Die Tiere der
Gruppe Il wurden zusétzlich mit Tyrosinkinase-Inhibitor Quizartinib (AC220) behan-
delt, um neben der Abschaltung der AML1-ETO Expression auch die FLT3-ITD Ex-
pression zu inhibieren. Die Tiere der Gruppe 11 blieben an DOX, wurden aber ebenfalls
mit AC220 behandelt und die Tiere der Gruppe IV erhielten DOX und blieben unbe-
handelt als Kontrolle fiir Leuk&mie Induktion. Der Experiment wurde jeweils zwei Mal
mit Tumorzellen aus sekundaren an B-ALL bzw. AML erkrankten Rezipienten wieder-
holt. AC220 wurde in 22% hydroxypropyl-cyclodextrin gelést und in einer Dosis
5mg/kg oral den Mé&usen einmal tdglich zu gleichen Tageszeit verabreicht. Die Kon-
trolltiere bekamen stattdessen PBS.

Anhand der FACS-Analyse ist zu sehen, dass die Abschaltung von AML1-ETO sehr
effizient durch Entzug von DOX geschieht, dagegen die Expression von FLT3-1TD nur
zum geringen Teil inhibiert wird.
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Abbildung 65: Reprasentative FACS-Analyse zeigt das Abschalten/die Herunterregulie-
rung von AE bzw. FLT3-ITD. (A) Rezipienten wurden mit den sekundéren leukami-
schen Blasten retransplantiert. Sofort danach wurde die Gruppe | auf Wasser umgesetzt,
um die Expression von AE abzuschalten. Gruppe 1l bekam zusétzlich AC220 5mg/kg
oral, um FLT3-ITD Expression runter zu regulieren. Gruppe 111 wurde nur mit AC220
behandelt. Gruppe 1V blieb unbehandelt und diente als Kontrolle fiir die Leukdmie In-
duktion. Anhand von eGFP Expression stellt man fest, dass die Expression von AML1-
ETO effizient abgeschaltet wurde. Dagegen scheint die Behandlung mit AC220 nur
bedingt die FLT3-1TD Expression zu inhibieren. (B) Relativer und absoluter Anteil der
FLT3-ITD (Tomato), FLT3-ITD/AE (DP) und AE (eGFP) Population.

Wie aus der Tabelle 22 zu entnehmen ist zeigte die Analyse unter der Therapie und Ab-
schaltung von AML1-ETO ein mediane Uberleben von 17 Tagen (B-ALL) und 18 Tage
(AML) gegeniiber 14,5 und 15 Tage ohne Behandlung und Abschaltung von AML1-
ETO. Es zeigte sich somit, dass nach einer kompletten malignen Transformation, d.h.
nach Einleitung der akuten Phase die induzierte Leukdmie unabhangig von Inhibition
der FLT3-ITD sowie exogen induzierten Abschalten der AML1-ETO fortschreitet.
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Tabelle 22: Gruppenaufteilung

Gruppe | DOX | AC220 | Bemerkung

I - - AML1-ETO Abschaltung

I - + AMLI1-ETO Abschaltung und FLT3-

ITD Inhibition
11 + + FLT3-ITD Inhibition
\V/ + - Kontrolle fur Leukdmie-induktion

Mdgliche Grunde fir die Ursache des Fortschreitens der Leukamie wie Beeinflussung
der viralen Transduktion, Integrationsstellen, Expressionslevel der Onkogene im
Mausmodell, Mausstamm sowie Mutationen in FLT3-ITD die zu Resistenzen gegen-
uber dem Inhibitor oder moglicherweise Destabilisierung der inaktiven Form der Tyro-
sinkinase fihren kdnnen, wodurch eine insuffiziente Bindung von AC220 induziert
wird, werden ausfuhrlich im néachsten Kapitel diskutiert.
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4 Diskussion

Das hochste Ziel der Leukamieforschung ist es, bessere therapeutische Strategien fir
Krebspatienten zu entwickeln. In der Onkologie ist das innovative Konzept der ,,zielge-
richteten Therapien (oder personalisierte Medizin) fiir die Diagnostik, Behandlung und
Préavention am weitesten fortgeschritten. Der entscheidende Aspekt dabei ist die Erfor-
schung der Komplexitadt von Krebserkrankungen, wie die Identifizierung genetischer
Veranderungen und umfassende eine Aufklarung molekularen Ursachen.

Durch diesen neuen Ansatz kdnnten Patienten mit genetisch unterschiedlichen Tumoren
nicht mit einem allgemein wirksamen Medikament behandelt werden, sondern einem
gezielt, durch molekulare Diagnosemethoden ermittelten Wirkstoff, der nur bei dieser
speziellen Subgruppe von Patienten eine hochselektive Wirkung zeigt. Somit sollte die
Effektivitat der Behandlung erhoht und gleichzeitig die Nebenwirkungen wirkungsloser
Therapien vermieden werden. In Zukunft soll das verbesserte genetische Verstandnis
auch dazu fuhren, dass Tumore nicht nach dem Ort ihrer Auspragung, sondern nach
dem ihnen zugrunde liegenden gestorten Signalweg kategorisiert und behandelt werden.

Leuk&mien, insbesondere die AML, sind klinisch und biologisch sehr heterogene Er-
krankungen, bei denen sich die krankheitsauslésenden genetischen Veranderungen, die
zur neoplastischen Transformation fuhren, stark variieren. Im Rahmen dieser Arbeit
wurde ein Mausmodell entwickelt, welches die Untersuchung des Zusammenwirkens
von AML1-ETO in Kombination mit sekundédren Ldsionen ermdglichte. Dabei wurde
untersucht wie effektiv beide Ereignisse zur Induktion und Manifestierung von Leuka-
mie beitragen kénnen und ob diese Genprodukte fir die Erhaltung der AML essentiell
sind, d.h. ob durch das Abschalten bzw. Inhibition dieser Gene eine vollstdndige oder
zeitweilige Remission erreicht werden kann. Nachfolgend werde das etablierte Tiermo-
dell sowie die festgestellte Erkrankungen erldutert und die Bedeutung der Ergebnisse in
Bezug auf vorherige Studien und weiterfiihrende Studien zur Leukdmieentstehung dis-
kutiert.

4.1 Tiermodelle zur Rekapitulation humaner Leukamie

Genetisch verdnderte Mausmodelle eignen sich hervorragend humane Krebserkrankun-
gen, insbesondere Leukamien, in vivo abzubilden und so die zu Grunde liegende Ursa-
chen und die Entstehung experimentell zu erforschen. Zundchst werden daher einige
Aspekte dieses Mausmodells néher betrachtet.

Prinzipiell kann man zwischen zwei grundsatzlichen Regulationssystemen unterschei-
den, das Tet- und Cre/loxP-System [185]. Beide Systeme sind induzierbar einsetzbar,
allerdings funktioniert die Regulation bei Rekombinase-vermittelten Genveranderung
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nach dem ,,Alles oder Nichts“-Prinzip. Auch wenn die Genexpression dabei Zelltyp-
oder Gewebe-spezifisch und/oder zeitlich steuerbar ist, wird das entsprechende Target-
Gen entweder einmal aktiviert oder ausgeschaltet, d.h. die Regulation ist irreversibel.
Im Gegensatz dazu verfligt das Tet-System aufgrund seiner groRen Variationsbreite mit
beteiligten Transaktivatoren, Transrepressoren und induzierbaren Promotoren uber eine
prazise und reversible Regulierbarkeit. Daher ist es ein am hadufigsten angewandtes in-
duzierbares Genregulationssystem [186, 187] und wird auch in der vorliegenden Arbeit
verwendet.

Zur Untersuchung der Mechanismen akuter Leukdmie wurde ein konditional induzier-
bares tet on/off Mausmodell verwendet, welche die gezielte exogen regulierbare Ex-
pression von AML1-ETO erlaubt. Der einzigartige Vorteil dieses Modells besteht darin,
dass aufgrund der regulierbaren Reversibilitat der Genexpression die Onkogenexpressi-
on zu jeden Zeitpunkt des Phénotyps bzw. der Pathologie wieder abgeschaltet werden
kann.

In der Vergangenheit wurde bereits eine Vielzahl AML1-ETO-spezifischer Mausmodel-
le generiert und analysiert. Diese Modelle zeigten, dass ab initio AML1-ETO Expressi-
on, &hnlich wie AML1 knock-out, embryonal letal ist [163, 164] und zu einer Beeinflus-
sung der Ausreifung verschiedener Zellreihen der Hamatopoese fiihrt. Ebenso zeigen
AMLI1-ETO (+/-) knock-in Mduse einen letalen Phanotyp. Deshalb wurde ein domi-
nant-negativer Effekt von AML1-ETO auf die physiologische AML1-Funktion postu-
liert. Neben dem Differenzierungsblock ist, nach dem ,,two hit“-Modell in der Leuka-
mie, zumindest noch eine weitere Genmutation notig, die einen proliferativen Vorteil
bewirkt [166, 188]. In einem konditionalem AML1-ETO Modell entwickelten die Tiere
durch Behandlung mit ENU eine AML oder ein T-Zell Lymphom [146]. Daruber hinaus
wurde beschrieben, dass alleinige Induktion von AML1-ETO die Entwicklung eines
myeloproliferativen Phé&notyps hervorruft, welcher als ein préleuk&mischer Zustand
aufgefasst wird und durch das Auftreten weiterer Mutationen eine Leuk&mie induzieren
kann [123, 145, 146, 166, 167, 189-195].

Kurzlich haben wir gezeigt [173], dass auch alleinige Expression von AML1-ETO nach
15 bis 17 Monaten Expression eine myeloproliferative Erkrankung, eine MPD-ahnliche
myeloide Leuk&mie, ausldsen kann. Eine mogliche Erklarung koénnte sein, dass AML1-
ETO DNA-Reparatur-Gene, wie OGG1 und POLEZ, reprimiert. Somit wird die Repara-
tur genetischer Fehler blockiert, wodurch die Akkumulation sekundérer Mutationen und
eine neoplastische Transformation der Zelle beglnstigt werden kann. Somit ist es denk-
bar, dass auf diese Weise AML1-ETO den zweiten ,.hit“ im Laufe der Zeit alleine spo-
radisch induzieren kann.

Um den Einfluss potentieller Onkogene auf die Hamatopoese in hdmatologischen Er-
krankungen zu untersuchen sind Knochenmarktransplantationsmodelle unerlasslich. Sie
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erlauben, die Expression des Zielgens auf die blutbildenden Zellen zu beschréanken und
bieten zuséatzlich die Mdglichkeit weiterer Modifikationen, wie zum Beispiel einen ret-
roviraler Gentransfer, vorzunehmen. Seit langem konnte gezeigt werden, dass die kon-
gene Transplantation von Knochenmark in eine letal bestrahlte Maus das hdmatopoeti-
sche System der Empfangermaus ersetzen kann, und zwar mit vollstdndig funktionsfa-
higen Zellen aller Blutzelllinien [196-198]. Transfer von Knochenmark aus ROSA26-
iM2/tetO-AML1-ETO Méusen (Ly5.1) in bestrahlte C57BL/6 Mduse (Ly5.2) zeigte 4-6
Wochen nach Transplantation eine erfolgreiche Rekonstitution. Rekonstitutionseffizienz
wurde mit Hilfe der differentiell exprimierten Oberflachenmarker der Leukozyten Ly5.1
vs. Ly5.2 bestimmt.

4.2 Genetische Heterogenitat der AML

Die balancierte Translokation t(8;21) (q22;922) findet sich in etwa 12 % aller priméren
akuten myeloischen Leukamien bzw. bei etwa 40% von Krebspatienten mit AML-M2.
Die Proteine CBF} und AMLL1 bilden den DNA-bindenden CBF-Transkriptionsfaktor,
der essentiell fir die normale Hamatopoese ist. Das AML1-ETO-Protein ist zusammen-
gesetzt aus dem N-terminalen Teil des AML1-Proteins und fast dem gesamten ETO-
Protein. Durch die Interaktion von ETO-Anteil mit weiteren nukledren Korepressoren
und durch die Fahigkeit der DNA-Bindung wirkt AML1-ETO weitestgehend als tran-
skriptioneller Repressor. Durch die Fusionsproteine kommt es zu einer Hemmung der
CBF-Zielgene, was einen Differenzierungsblock und eine Stérung der Hamatopoese zur
Folge hat. Daten aus Kklinischen Studien offenbaren, dass trotz der klaren Assoziation
zwischen AML und der t(8;21) Lé&sion, bei AML Patienten haufig eine Reihe zusétzli-
cher aktivierenden Mutationen auftreten die einen wichtigen Parameter in der molekula-
ren Diagnostik und Prognose spielen.

4.3 Kooperation von AML1-ETO und kRAS Expression in der
Induktion von Leukamie

Ras Proto-Onkogene kodieren fur kleine transformierende GTPasen, spielen eine ent-
scheidende regulative Bedeutung innerhalb zahlreichen wichtigen Signalkaskaden und
werden normalerweise von Rezeptor-Tyrosin-Kinasen aktiviert. Die Mutationen in ei-
nem der drei RAS Gene betreffen meistens Kodon 12 und 13 (und wesentlich seltener
Kodon 61) und fiihren durch Konformationsédnderung zu einer permanenten Aktivierung
des RAS-Proteins und schliel3lich zu unkontrolliertem Zellwachstum fiihren kann. So-
mit gehoren nach der ,,Two-Hit“-Hypothese Veranderungen in RAS-Genen zu Typ-I-
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Mutationen, die Proliferation der Zellen steigern. Sie gehdren mit ca. 25% zu den h&u-
figsten genetischen Alterationen bei malignen hamatologischen Erkrankungen, sowie in
soliden Tumoren [90]. Immer mehr publizierter Ergebnisse von Mutationsanalysen deu-
ten darauf hin, dass RAS in Kombination mit anderen molekularen Aberrationen bei
Patienten mit AML zu Leuk&mieentstehung beitragen.

Zu den myeloischen Neoplasien gehort ebenfalls die juvenile myelomonozytére
(JMML). Bei dieser myeloproliferativen Erkrankung (MPD) der frihen Kindheit wer-
den Mutationen in NRAS oder KRAS (~25%) oder in anderen Genen des Ras-
Signalweges identifiziert [199, 200]. Die ubiquitdre Expression von endogenem
KRAS®P in transgenen Mausen ist embryonal letal [201]. Die somatische Aktivierung
von kRas in hamatopoetischen Zellen fiihrte dagegen zu einer aggressiven letalen MPD,
welche der JMML é&hnelt [202]. Die prognostische Bedeutung sowie eine eindeutige
Assoziation von Mutationen der Ras-Gene zu bestimmten Subtypen der AML ist bis
jetzt nicht eindeutig geklart. Es ist auch unklar, ob bei sekundaren Leukdmien die Ras-
Mutationen in Folge der vorausgegangenen Chemotherapie bzw. Strahlungsbelastung
entstanden sind. Ein Indiz dafir wére die Beobachtung, dass nicht alle leukdmischen
Blasten die RAS Mutation tragen [101].

Basierend auf diesen Kenntnissen wurden in dem ersten Ansatz Tiere generiert die ge-
meinsam AML1-ETO und kRAS®*?P exprimieren, um zu klaren inwieweit die gemein-
same Expression bei der Induktion der Leukdmie eine Rolle spielt.

Um die gemeinsame Expression von AML1-ETO und kRAS®*?® untersuchen zu kon-
nen wurden dreifach transgene Mause ROSA26-iM2/tetO-AML1-ETO/tetO-kRAS®?P
generiert. Das Expressionsmodul der ROSA26-iM2 Effektor knock-in Maus [172] be-
inhaltet sowohl den reversen Tetrazyclin-abhdngigen Transaktivator (iM2) der konstitu-
tiv unter der Kontrolle des endogenen ROSA26-Promotors steht, als auch das Reporter-
gen eGFP (grun fluoreszierendes Protein), das unter der Kontrolle eines induzierbaren
Tetrazyklin-Operators (tetO) und des Zytomegalovirus-Minimalpromotors (CMVm)
exprimiert wird. Der Vorteil des Einfligens von rtTA Effektor- und tetO-EGFP Respon-
derelementen in den gleichen Genlokus besteht darin, dass der Aktivierungsstatus des
tet on/off Systems in jeder Zelle mittels eGFP Expression direkt bestimmt werden kann.

Somit war es moglich, in dem konditional reversiblen, dreifach transgenen Mausmodell
die Expression der Gene AML1-ETO und kRAS®**® gemeinsam anzuschalten, um die
Auswirkungen in vivo zu studieren. Um die konditionale Expression der beiden Onko-
gene ausschliel3lich auf das blutbildende hamatopoietische System zu begrenzen, wur-
den Knochenmarkschiméren hergestellt. Dazu wurden nicht-induzierte Knochenmarks-
zellen aus dreifach transgenen ROSA26-iM2/tetO-AML1-ETO/tetO-kRAS®™P Mausen
in bestrahlte C57BL/6 Mause transferiert. Sofort nach dem adoptiven Transfer wurde
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die AML1-ETO und kRAS®*?P Expression konditional durch Zugabe von 1mgDOX/ml
Trinkwasser aktiviert. Mit Hilfe der differentiell exprimierten Oberflachenmarker
(Ly5.1 bzw. Ly5.2) zusétzlich zu der eGFP Expression war es moglich, transgene Do-
norzellen von Empfangerzellen im FACS zu unterscheiden. Allerdings war es nicht
méglich die AML1-ETO und kRAS®*? exprimierenden Zellen zu unterscheiden.

In dem hier vorgestellten Modell fiihrte die gemeinsame Expression von AML1-ETO
und kRAS®*P im Beobachtungsraum von 12 Monaten nicht, wie erwartet, zur Indukti-
on einer Leukadmie. Es wurde aber eine zum Teil ineffektive Hdmatopoese mit Anzei-
chen einer Andmie und Thrombozytopenie sowie ein vermehrte Auftreten von neutro-
philen Granulozyten im Knochenmark und Blut der Tiere, die AML1-ETO bzw.
AML1-ETO/KRAS®®P exprimierten, festgestellt. Da eine Ausreifungsstorung verschie-
dener Blutzellreihen im Knochenmark, welche moglicherweise auf einen genetischen
Defekt der Vorlduferzellen zurtickzufuhren ist, zu beobachten war, kann man diesen
Phénotyp als myelodysplastische Syndrome (MDS) bezeichnen. Diese Erkrankungen
kdnnen zu einem hohen Prozentsatz in eine AML Ubergehen, wenn es zusétzlich zu der
Fehlsteuerung der Differenzierung auch zu einer erhéhten Vermehrung unreifer Vorlau-
ferzellen kommt und damit zur Verdrangung der brigen Hamatopoese fiihrt.

4.4 FLT3-Mutationen in der AML und ALL

Das FLT3-Gen auf Chromosom 1312 kodiert fur eine Rezeptortyrosinkinase, die vor
allem in frihen hamatopoetischen Zellen exprimiert wird. Mutationen dieses Gens
konnten bisher fast ausschlief3lich bei Patienten mit AML [111, 119, 203] und MDS
[204] identifiziert werden. Selten finden sich FLT3-Mutationen auch bei Patienten mit
ALL (etwa bei 5%) [125, 205] und chronischen myeloproliferativen Erkrankungen
[206]. Interessanterweise findet man eine hohe physiologische FLT3-Expression in leuka-
mischen Blasten.

Eine Untergruppe der akuten myeloische Leukdmie, in der sowohl FLT3- als auch CBF-
Mutationen haufig auftreten ist die ,,core-binding factor*-(CBF)-AML. Sie ist gekenn-
zeichnet durch die Chromosomentranslokationen t(8;21) und inv(16)/t(16;16) und die
daraus resultierenden Fusionsgene CBFB/MYH11 und RUNX1/RUNX1T1 [8, 301-
305]. FLT3-ITD-Mutationen bei AML-Patienten sind mit schlechter Prognose und er-
hohten Ruckfallquoten verbunden [113, 117, 207]. Es wurden bereits mehrere selektive
FLT3-Tyrosinkinaseinhibitoren entwickelt und in praklinischen Studien untersucht. Es
konnte gezeigt werden, dass diese Inhibition der Autophosphorylierung von FLT3 die
FLT3-ITD-vermittelte Proliferation sowohl in Zelllinien als auch in primaren AML-
Blasten unterbinden kann und in diesen Zellen Apoptose auslést. Dennoch entwickeln
die meisten Patienten Rezidive, die am ehesten durch neue Resistenzmutationen ausge-
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I6st werden und die auch fur andere, bei der AML angewendete Tyrosinkinaseinhibito-
ren bereits beschrieben worden sind.

Eine Monotherapie der ,,core-binding factor“-(CBF)-Leukdamien mit TK-Inhibitoren
bringt in der Klinik nur einen méfigen therapeutischen Nutzen. Deswegen war eines der
Ziele dieser Arbeit beide Onkogene im Mausmodel nach erfolgreicher Leuk&mie-
Induktion auszuschalten.

Um AMLI-ETO und FLT3-ITD gemeinsam in hamatopoetischen Zellen zu exprimie-
ren, wurden Knochenmarkzellen aus nicht induzierten bi-transgenen ROSAZ26-
iIM2/tetO-AML1-ETO C57BL/6 Mausen isoliert und retroviral mit hFLT3-1TD cDNA
transduziert. Sofort nach dem adoptiven Transfer wurde AML1-ETO Expression kon-
ditional durch Zugabe von 1mgDOX/ml Trinkwasser aktiviert. Durch gemeinsame EXx-
pression war es moglich, nach kurzer Zeit und mit 100% Penetranz eine akute Leuk&mie
in Mdusen auszul6sen. Es entstanden in diesem Modell sowohl myeloische, als auch
lymphatische Leukdmien vom B-Zelltyp, die kindlichen B-Zell ALL &hneln. Bei einem
kleinen Anteil der Tiere wurde zum Zeitpunkt des Todes ein Biphénotyp festgestellt.
Dabei konnte man zwei verschieden Zellpopulationen erkennen: zum einem FLT3-
ITD/AML1-ETO doppelt positiven Zellen, die zum grofiten Teil B-Zellen (CD19/B220)
waren und zum anderen FLT3-ITD einzeln positiven Zellen, die zum gréBten Teil reife
Granulozyten (CD11b/Gr-1) waren.

Ein wichtiger und eindeutiger Nachweis dafur, dass es sich bei dem festgestellten Pha-
notyp in der Tat um eine Leukdmie handelte, war neben den histologischen und klini-
schen Befunden, die Tatsache, dass die Erkrankung transplantierbar war. Milz- und
Knochenmarkzellen aus erkrankten Tieren konnten in sekunddren Rezipienten erneut
Leukamie ausldsen. Transplantationsexperimente mit biph&notypischen Tieren zeigten,
dass sich in sekundaren Rezipienten die Entwicklung der Leukdmie in Richtung B-Zell
ALL verschoben hatte.

Wahrend die anderen Arbeitsgruppen mit ihren FLT3-1TD Konstrukten in den Mdausen
vor allem myeloproliferative Erkrankungen oder Lymphome [208-210] erhalten haben,
gelang es in unserem Mausmodell sowohl eine AML als auch ALL auszuldsen.

Die unterschiedlichen Phanotypen in unserem und den publizierten Mausmodellen kon-
nen durch eine Vielzahl an Veranderungen in der methodischen Vorgehensweise ent-
standen sein: die Lange der internen Tandemduplikation [123], der verwendete Maus-
stamm, die Integrationsstellen, die Infektionsrate und die Expressionsstarke des Trans-
gens. Die Lokalisation bzw. die L&nge der internen Tandemduplikation variiert von
Patient zu Patient, der Leseraster wird dabei nicht verschoben. Inzwischen konnte eine
Korrelation zwischen der Lange und dem Behandlungserfolg bzw. Uberleben gezeigt
werden [211]. Die zusatzlich inserierte Tandemmutation, die in dem hier
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verwendeten Mausmodell genutzt wurde, entsprach einer Insertion von 12 Aminoséuren
NEYFYVDFREYE.

Die Auswahl des eingesetzten Mausstammes kann ebenfalls eine Rolle auf den Phano-
typ der Krankheit spielen. Im Gegensatz zu unserem C57BL/6 Modell induzierte FLT3
Aktivitdt in BALB/c Tieren ausschlieBlich eine myeloproliferative Erkrankung [75,
209]. Dabei konnen eventuell stammeigene genetische Faktoren die Auspragung von
Krankheiten mit beeinflussen.

Die Verwendung viraler Vektorsysteme ermoglicht Transgene effizient und stabil in ein
Wirtsgenom einzubringen. Dennoch kann die Integration des Vektors in das Zielgenom
eine Insertionsmutagenese per se auslosen. Ebenso kann die Infektionsrate die Expres-
sionsstarke der Transgene beeinflussen. Dabei ist die Rate der sich teilenden Zellen, ein
wichtiger Parameter, der die Transduktionseffizienz beeinflussen kann. Ebenso kdnnte
eine hohere Anzahl an Integrationen der Proviren pro Zelle die Genexpression beein-
flussen.

Eine weitere Mdoglichkeit fir das Auftreten von verschiedenen leukdmischen Phéanoty-
pen waére, dass das transformierende Ereignis in bereits differenzierten Zellen stattfin-
det, die sich jeweils schon in eine Linie entwickelt haben.

Bisher wurde in Mausmodellen anderer Arbeitsgruppen gezeigt, dass FLT3-ITD allein
nicht in der Lage ist, eine Leukdmie auszuldsen. Im Gegensatz dazu entwickelten in
unserem Mausmodell in einigen wenigen Féllen die FLT3-ITD transplantierte Tiere
eine Leukdmie. Auch hier war der verursachte Phanotyp in einem Tier eine akute
myeloische und in weiteren zwei Tieren eine akute lymphatische Leukdmie. Dabei zeig-
te sich zusétzlich die interessante Besonderheit, dass es zwei verschiedene FLT3-ITD
exprimierende Populationen, FLT3-ITD"" und FLT3-1TD"", gab. Bei der FLT3-
ITD"" Population handelte es sich zum tiberwiegenden Teil um Granulozyten (Gr-
1/CD11b doppelt positive Zellen). Bei der FLT3-ITD" Population handelte es sich
dagegen zum groten Teil um B-Zellen, wobei diese sich in einem unreifen Pro/Pre-B-
Zellstadium befanden.

Die Tatsache, dass auch FLT3-ITD alleine in der Lage war, einen leukdmischen Phéno-
typ zu verursachen, konnte ebenfalls auf die methodische Vorgehensweise zuriick zu
fihren sein. Um diese Annahme jedoch zu bestatigen, musste man die retroviralen Integ-
rationsstellen genau analysieren.
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4.5 Blockierung der Onkogene beeinflusst nicht die
Leukamieprogression

Trotz groRer Fortschritte in der Krebsmedizin sind tumorale Erkrankungen des blutbil-
denden Systems bislang weitestgehend unheilbar. Obwohl die Therapiemdglichkeiten
der akuten Leuk&mien in den letzten Jahren wesentlich verbessert werden konnten,
kommt es haufig nach einer zunéchst vollstandigen Rickbildung der Leukdmie (kom-
plette Remission) zu einem Riickfall (Rezidiv). Bei t(8;21)-assoziierter Leukdmien kon-
nen auch bei Patienten in Remission AML1-ETO-Transkripte im Knochenmark nach-
gewiesen werden. Diese residuale AML1-ETO Expression wird mit einem hoheren Ri-
siko fur ein Rezidiv in Zusammenhang gebracht.

Daher war eines der Ziele des Vorhabens zu untersuchen, welche Funktion die kontinu-
ierliche Expression der Onkogene nach bereits erfolgter Leuk&mieinduktion fiir die Pro-
gression der Erkrankung hat. Eine Abschaltung der AML1-ETO Genexpression wurde
durch Absetzten von Doxyzyklin erreicht. Die Inhibition von FLT3-ITD wurde durch
Behandlung der Tiere mit Tyrosinkinase-Inhibitor (TKI) Quizartinib (AC220) erreicht.

In unserem Mausmodell vermittelte die Inhibition bei bereits manifester Leuk&dmie kein
langeres Uberleben der Versuchstiere. Dabei sieht man mit Hilfe durchfluBzytometri-
scher Analysen, dass AML1-ETO-Deaktivierung durch Wegnahme von Doxyzyklin
sehr effizient geschieht. Dagegen wurde die Expression von FLT3-ITD mit TKI nur in
geringem Mal3e inhibiert.

Die mdglichen Grinde fiir das Fortschreiten der Leukdamie kdnnten sein, dass nach der
einmal erfolgten malignen Transformation zur Krebszelle das Wachstum der Zelle un-
umkehrbar und unabhdngig von der Onkogenexpression verlduft, so dass auch eine ge-
zielte Abschaltung dieser Gene nicht zum Absterben der Krebszellen fiihrt. Die maligne
Transformation kénnte auch bereits mit weiteren Veranderungen der nachgeschalteten
Signalproteine einhergehen.

Somit lasst sich festhalten, dass nach induziertem Phé&notyp wéhrend der akuten Phase
der Leukdmie das Abschalten bzw. Herunterregulieren der verantwortlichen Gene die
Progression der Leukdmien nicht aufhalten kann.

Als néchstes ware zu erforschen, ob eine Abschaltung der Onkogenexpression wahrend
der Chemotherapie diese mdglicherweise verbessern kann. Im Falle von t(8;21)-
Leuk&mie ware zu kldren, ob eine Eliminierung AML1-ETO exprimierender Klone in
diesem Tiermodell den Therapieerfolg wahrend der Remission verbessert.
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5 Ausblick

Durch die hier vorgestellte Strategie war es mdoglich, ein addquates Mausmodell zu
etablieren, welches die im Patienten gefundenen molekularen und morphologischen
Prozesse wahrend der Leuk&mieentstehung in der Maus rekapituliert. Es erlaubt, eine
detaillierte Analyse fundamentaler Mechanismen zu erforschen, welche Initiation und
Progression von Leukdmien determinieren. Der Einsatz von FLT3-Tyrosinkinase-
Inhibitoren stellt eine neue, zielgerichtete, molekulare Therapieform dar. Trotz erster
vielversprechender Ergebnisse mussen aufgrund auftretender Resistenzmutationen wei-
tere Optimierungen vorgenommen werden. Dartiber hinaus ist auch nicht bekannt, ob
bei t(8;21)-Leukamien das Abschalten/die Herunterregulierung von AML1-ETO wéh-
rend der Chemotherapie diese moglicherweise verbessern kann.

Das hier etablierte Modell eignet sich sehr gut fur die Entwicklung und Erprobung die-
ser neuen Therapiestrategien und ist somit von grof3er Bedeutung fur die biomedizini-
sche Forschung.
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