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ZUSAMMENFASSUNG

Die Rolle von Zyklin D1 in der Pathogenese
der Akuten Myeloischen Leukamie

Anne Julia Kim

Zusammenfassung

Bei der akuten myeloischen Leukamie finden sich gehauft balancierte
Translokationen, die zur Entstehung von Fusionsproteinen fuhren. Meist sind
Transkriptionsfaktoren betroffen, die die myeloische Differenzierung regulieren.
Zyklin D1 spielt als Onkogen eine wichtige Rolle in der Pathogenese
zahlreicher solider Tumoren, Leukdmien und Lymphome. Zyklin D1-
Uberexprimierende Zellen passieren schneller den Ubergang von der G1-
Phase in die S-Phase und proliferieren schneller. Eine Induktion von Zyklin D1
durch AML-assoziierte Fusionsproteine uUber den Wnt-Signalweg konnte
bereits gezeigt werden. In der vorliegenden Arbeit wurden Wnt-unabhangige
Mechanismen der Zyklin D1 Induktion durch AML-assoziierte Fusionsproteine
und die sich daraus ergebenden Einflisse auf die Proliferation myeloischer
Zellen untersucht. Zusammenfassend konnte neben einer Wnt-unabhangigen
Regulation von Zyklin D1 durch AML1-ETO auch dessen wachstumsfordernde

biologische Funktionen im myeloischen Zellsystem charakterisiert werden.
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1. Einleitung

1.1 Akute myeloische Leukamie

1.1.1 Einfihrung

Der Begriff Leukamie wurde 1845 von dem Pathologen Rudolf Virchow
gepragt, bedeutet ,Weilblutigkeit® und bezieht sich auf die verbreiterte
Leukozytenmanschette nach Zentrifugation des Blutes bei Patienten mit hohen
Leukozytenzahlen.

Bei der physiologischen Blutbildung entwickeln sich die Vorlauferzellen im
Knochenmark zunachst zu reifen Blutzellen und werden erst dann ins Blut
ausgeschwemmt. Man unterscheidet bei der Hamatopoese die Erythropoese
(Heranreifen der Erythrozyten), Megakaryopoese (Heranreifen der
Thrombozyten), die Myelopoese (Heranreifen von Monozyten und
Granulozyten) und die Lymphopoese (Heranreifen von Lymphozyten).

Der Anteil an blastaren Zellen im normalen Knochenmark betragt deshalb nicht
mehr als 5%.

Bei der akuten myeloischen Leukamie handelt es sich um eine maligne
Erkrankung des blutbildenden Systems: myeloische Vorlauferzellen vermehren
sich ungehindert ohne auszureifen und verdrangen die normale Hamatopoese
im Knochenmark. Die Folge sind Anamie, Thrombozytopenie und
Granulozytopenie. Die leukamischen Zellen (auch Blasten genannt) zeichnen
sich dadurch aus, dass sie die Fahigkeit zur Differenzierung verloren haben,
jedoch stark proliferieren und vor Apoptose geschutzt sind. Diese Merkmale
sind auch fur zahlreiche andere Tumorentitaten gezeigt [25]. Die Tumorzellen

bleiben von den normalen Regulationsmechanismen unbeeinflusst.



1.1.2 Epidemiologie

Die akute myeloische Leukamie (AML) macht ca. 80% der akuten Leukamien
im Erwachsenenalter und etwa 15-20% der akuten Leukamien im Kindesalter
aus, wobei sie bei Mannern etwas haufiger auftritt als bei Frauen [83].

Die Inzidenz der AML ist altersabhangig. Wahrend sie ab der Adoleszenz nur
langsam zunimmt, findet sich ab einem Alter von 45 Jahren ein steiler Anstieg
des Auftretens der AML. Die altersspezifische Inzidenz belduft sich jahrlich auf
3,5 pro 100.000 bei Erwachsenen bis zu einem Alter von 45 Jahren und steigt
auf 15 bei einem Alter von 70 Jahren und gar auf 35 bei einem Alter von 90
Jahren an. Das mittlere Alter bei Diagnosestellung einer AML betragt 63

Jahre, so dass die AML insgesamt eine Erkrankung des alteren Menschen ist.

1.1.3 Atiologie

Bei der Uberwiegenden Zahl der Erkrankungen bleibt die Atiologie ungeklart. In
den epidemiologischen Untersuchungen der letzten Jahre konnten aber einige
Faktoren identifiziert werden, die als Ausloser der akuten myeloischen
Leukamie gelten. So sind Benzole ein arbeitsmedizinisch relevanter Faktor [1].
Auch Zytostatika gelten als Risikofaktoren wie z.B. Alkylanzien
(durchschnittlich 4-6 Jahre nach Exposition) und Topoisomerase ll-Inhibitoren
(durchschnittlich 1-3 Jahre nach Exposition).

Seit den Atombombenabwirfen auf Hiroshima und Nagasaki ist radioaktive
Strahlenexposition als Risikofaktor bekannt [29]. Rdntgenstrahlenexposition
[46] und langjahriges Zigarettenrauchen [66] wurden ebenfalls als atiologisch

bedeutsame Faktoren identifiziert.

1.1.4 Molekulare Pathogenese der AML

Die normale Blutbildung ist ein dynamischer, streng regulierter Prozess. Durch
das Zusammenspiel von Wachstums- und Transkriptionsfaktoren wird die
Proliferation und Differenzierung der einzelnen Linien der Hamatopoese
reguliert.

Fir die Entstehung der AML sind nach dem derzeitigen Forschungsstand

mindestens zwei genetische Veranderungen wichtig, die allerdings nicht strikt

10



voneinander getrennt zu sehen sind, sondern bei denen immer mehr
Interaktionen nachgewiesen werden kénnen. Zum einen finden sich
chromosomale Translokationen von Transkriptionsfaktoren (wie z.B. AML1-
ETO) [43, 73], zum anderen Mutationen in Signaltransduktionswegen (z.B.
FIt3-ITD) [85]. Es wird postuliert, dass Erstere die Differenzierung der AML
Blasten blockieren, wahrend Letztere zu einer abnorm hohen Proliferationsrate
und zu einer ausgepragten Apoptoseresistenz der diese Mutation tragenden
Zellen fuhren. Es ist gezeigt worden, dass die Translokation t(8;21) mit der
Entstehung des Fusionsproteins AML1-ETO mit 12% der akuten myeloischen
Leukamien assoziiert ist [57]. Die balancierten, chromosomalen
Translokationen fuhren zur Expression von Fusionsproteinen an denen
Transkriptionsfaktoren beteiligt sind (AML1-ETO und PML-RARa) [52].
Dadurch wird in vielen Fallen die Funktion dieser Transkriptionsfaktoren

verandert.

1.1.4.1 Leukdamogene Fusionsproteine in der Pathogenese der AML

Wie beschrieben finden sich in AML-Blasten haufig balancierte
Translokationen. Die Translokationen verandern in vielen Fallen die Funktion
von Transkriptionsfaktoren. Haufig fusionieren die DNA-Bindungsdomanen von
Faktoren, die physiologischerweise die Transkription aktivieren, unter Verlust
ihrer aktivierenden Teile mit Proteindomanen anderer Proteine, die die

Transkription reprimieren kdnnen.

Drei bekannte Fusionsproteine entstehen durch die Translokation t(8;21) mit
dem Fusionsprotein AML1-ETO, die Translokation t(15;17) mit dem
Fusionsprotein PML-RARa und die Translokation t(11;17) mit dem
Fusionsprotein PLZF-RARa. Die Translokation t(8;21) wurde erstmals 1973
von Dr. Janet Rowley identifiziert. Die beiden beteiligten Gene AML1 und ETO
wurden allerdings erst in den frihen 90-iger Jahren von mehreren
Arbeitsgruppen beschrieben [17,50,12,13,55,70].
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Veranderungen im Bereich des Core Binding Transcription Factors
(CBF)

AML1 ist ein Transkriptionsfaktor der zur RUNX Proteinfamilie gehdrt
und dessen Genlokus auf Chromosom 21 liegt. Diese Proteine zeichnen
sich durch eine ,RUNT homolgy“ Bindungsdomane (RHD) aus, die an
eine spezifische ,core Enhancer® Sequenz (TGT/cGGT) bindet [34].
Aufgrund dieser DNA bindenden Domane wird AML1 auch CBFA2
(core-binding-factor), CBFa, RUNX1 oder PEBP2aB genannt. Mit einer
zweiten Untereinheit, dem CBF@, fir den ein Genlokus auf Chromosom 16
(16922)CBFp kodiert, bildet AML1 das Heterodimer CBFa/B. Dadurch wird
die Affinitat zur Bindung an die DNA erhoht. In normalen hamatopoetischen
Zellen reguliert CBFa/3 die Transkription wichtiger Gene fur die Hamatopoese,
wie Interleukin-1 und -3, GM-CSF (granulocytes macrophage colony
stimulating factor), Myeloperoxidase, BCL-2 ( B cell/CLL/Lymphoma 2) oder
auch das Multidrug Resistance Gen (mdr 1) [11]. AML1 wird in
hamatopoetischen Zellen exprimiert. Es ist aber auch in Nervengewebe,
Testis, Ovar oder Skelettmuskel vorhanden [77].

ETO (auch MTGS8) ist ein transkriptioneller Regulator, der zur ETO
Proteinfamilie gehoért. Diese umfasst aullerdem ETO2 (MTG16) und MTGR1
[36]. ETO wird von einem Gen auf Chromosom 8 kodiert und ist ein nukleares
Zink-Finger Protein, das selbst nicht direkt an die DNA binden kann [10]. Die
Mitglieder der ETO Familie bilden Homo- und Heterodimere und treten in
Wechselwirkung mit nuklearen Ko-Repressoren wie N-CoR oder Sin3a. Diese
konnen  aktive Histondeacetylasen (HDACs) binden. Durch die
Histondeacetylasen werden Acetylgruppen von Lysinresten der Histone im
Nukleosom abgespalten. Dies bewirkt eine Konformationsanderung der
Chromatinstruktur, durch die die DNA unzuganglich fir die Transkription wird
[24].

Aufgrund der Translokation 1(8;21)(922;q22)-AML1-ETO wird der N-
terminale Anteil einschlieBlich der DNA-Bindongsdomane von AML1 (auch

bekannt als RUNX1, CBPa2) von Chromosom 8 mit dem C- terminalen Anteil
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von ETO (,eight twenty one“ oder MTG8) auf Chromosom 21, einem Zink
bindenden Protein fusioniert [48,41]. Das so entstandene Fusionsprotein
AML1-ETO bindet zwar an dieselbe Stelle wie der normale CBFa/ Komplex,
kann aber die Transkription der Zielgene nicht aktivieren, sondern wirkt durch
ETO als transkriptoneller Repressor. Somit agiert dieses Fusionsprotein als
dominanter Repressor der Funktion von CBFa/B [15,16,3]. Dies fuhrt zu einer
fehlenden Expression von Genen fur die normale myeloische Differenzierung.

Der CBF Komplex wird durch die Translokation t(8;21), die Inversion inv(16)

und die Translokation t(16;16) gespalten. Zusammengefasst findet man diese

in 25% der AML Falle [38,39].
Ko-
aktivatoren
-—--TGTGGT---

DNA Zielgene

Abbildung 1: In normalen hamatopoetischen Zellen bindet das Heterodimer CBFa/f an die
Promotor-DNA und die AML1 regulierten Zielgene kénnen durch die Anlagerung von Ko-

Aktivatoren abgelesen werden

CBFRB
Ko-
AML1 ETO Repressoren
---TGTGGT--- X ]
DNA Zielgene

Abbildung 2: Das Fusionsprotein AML1-ETO aktiviert Korepressoren. Die DNA kann nicht mehr

abgelesen werden, Zielgene werden nicht exprimiert.
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Die Translokationen t(15;17) und t(11;17) betreffen Veranderungen des
Retinolsdure- rezeptors, der eine Schllsselrolle in der myeloischen
Differenzierung einnimmt [47].

Bei der Translokation t(15;17) verschmilzt das PML-Gen
(Promyelozytenleukamie Gen) von Chromosom 15 mit dem RARa Gen auf
Chromosom 17. Dieses chimare Fusionsprotein findet man bei Gber 90% der
Patienten mit akuter Promyelozyten Leukamie (APL) (M3) [22].

Als sehr seltene chromosomale Anomalie ist die Translokation t(11;17)
anzusehen, bei der das PLZF-Gen (promyelocytic leukemia zink finger) von
Chromosom 11 mit dem RAR-a-Gen fusioniert. Auch dieses Fusionsprotein ist
mit der akuten Promyelozytenleukdmie assoziiert [71]. Phanotypisch
unterscheiden sich die beiden Translokationen nicht bis auf ihr therapeutisch
ausgenutztes Ansprechen auf Retinolsaure. Durch Gabe von ATRA (All-Trans-
Retinoic-Acid) kdnnen die leukamischen Blasten, die PML- RARa exprimieren,
differenzieren und die Patienten in eine Remission gebracht werden [27,75].
Demgegenuber sprechen PLZF-RARa positive Blasten nicht auf die
Behandlung mit ATRA an.

1.1.4.2 AML1 Mutationen

Die Funktion von AML1 wird nicht nur durch chromosomale Translokationen
beeinflusst, sondern es sind daruber hinaus weitere somatische Mutationen
des AML1 Gens entdeckt worden. Eine dieser Mutationen betrifft die so
genannte RUNT Domane, die die Bindungsstelle fur die DNA und fur den
CBFpB bildet. Diese ist vor allem mit der AML FAB MO assoziiert, einer sehr
undifferenzieten AML Form [40]. Auch die familiar bedingte
Thrombozytopenie, ein genetisches Syndrom, bei dem eines der beiden AML1

Gene defekt ist, ist mit einem erhdhten Auftreten der AML assoziiert [62].
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1.1.5 Klinik

Die Symptomatik ist bestimmt von Abgeschlagenheit und Mudigkeit, wobei
diese Symptome zum groRen Teil als Folge der entstehenden Anamie zu
deuten sind. Bei der korperlichen Untersuchung kénnen Petechien und andere
Blutungszeichen (z.B. Zahnfleischblutung, Nasenbluten, gastrointestinale
Blutungen) als Ausdruck der Thrombozytopenie auftreten. Ein Teil der
Patienten hat eine Splenomegalie und in einigen Fallen zeigt sich eine
VergroRerung von Lymphknoten. Selten findet sich eine Gingivahyperplasie
und eine Facies leontina (durch Hautinfiltrationen im Gesicht).

Im Blutausstrich finden sich Blasten und eine erhebliche Verringerung der drei
Blutbildungsreihen bis zur Panzytopenie. Im Knochenmark und im peripheren
Blutbild zeigt sich charakteristisch zwischen den Uberwiegenden Blasten und

der ausreifenden Granulopoese eine Reifungslicke, der ,Hiatus leukaemicus®.

1.1.6 Diagnose und Klassifikation
Die Einteilung der AML erfolgt nach morphologischen und zytochemischen
Merkmalen nach der FAB (French-American-British Group)-Klassifikation und

unterscheidet insgesamt 9 Untergruppen.

FAB-Klassifikation der Akuten Myeloischen Leukamie
FAB Name Haufigkeit MPO NBE PAS Assoziierte beteiligte
Translokationen  Gene
MO Akute myeloische 3% - - - inv(3q26), t(3;3) EVI1
Leuk@dmie, minimal (1%)
differenziert
M1 Akute +- - -
Myeloblastenleukédmie
M2  Akute 25-30% ++ - - 1(8;21) (40%) AML1/ETO
Myeloblastenleukdmie mit
Ausreifung
(6:9) (1%) DEK/CAN
M3  Akute 5-10% +H+ - +/- 1(15;17) (98%) PML/RARa
Promyelozytenleukdmie
t(11;17 (1%) PLZF/RARa
t(5;17) (1%) NPM/RARa
M4 Akute myelomonozytire 20% +++  ++ - 11923 (20%) MLL
Leukdmie
inv(3926), t(3;3) EVI1
(3%)
(6;9) (1%) DEK/CAN
M4eo Akute myelomonozytire 5-10% +++  ++ - inv(16), t(16;16) CBFR/MYH
Leukdmie mit abnormen (80%) 11
Eosinophilen
M5  Akute Monozytenleukdmie 2-9% +- +++ +/- 11923 (20%) MLL
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(8;16) (2%) MOz/CBP
M6 Erythroleukdmie 3-5% - -

M7 Akute 3-12% - - ++  1(1;22) (5%) unbekannt
Megakaryozytenleukdmie

Tabelle 1: FAB-Klassifikation der AML; MPO=Myeloperoxidase; NBE=N-Butylazetat-Esterase
(unspezifisch); PAS=Periodic-acid Schiff

WHO-KIlassifikation der Akuten Myeloische Leukamie:
AML mit rekurrenten Translokationen
AML mit t(8;21)(922;922), AML1/ETO
Akute Promyelozytenleukdamie (AML mit
t(15;17)(922;q11-22) und Varianten, PML/RAR«)

AML mit abnormen Eosinophilen im Knochenmark
(inv(16)(p13922) oder t(16;16(p13;q11),
CBFR/MYH11)

AML mit 11923 (MLL)-Abnormalitaten

AML mit Dysplasie in mehreren Linien
mit vorangegangenem MDS
ohne vorangegangenes MDS

Therapieassoziierte AML und myelodysplastische Syndrome
Alkylantien-induziert
Epipodophyllotoxin-induziert
Andere

AML uncharakterisiert
Minimal differenzierte AML
AML ohne Reifungszeichen
AML mit Ausreifung
Akute myelomonozytire Leukdmie
Akute monozytare Leukamie
Akute erythroide Leukdmie
Akute megakaryozytire Leukidmie
Akute Basophilenleukamie
Akute Panmyelose mit Myelofibrose
Akute biphdnotypische Leukdamien

Tabelle 2: WHO-Klassifikation der AML

Mit den morphologischen Unterscheidungen der FAB-Klassifikation sind
bestimmte zytogenetische Veranderungen assoziiert. Es finden sich haufig
Aberrationen von Transkriptionsfaktoren in AML-Blasten [43]. Insbesondere
kommen sogenannte balancierte Translokationen vor, die zur Expression von

Fusionsproteinen fuhren an denen Transkriptionsfaktoren beteiligt sind [64].
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1.1.7 Therapie

Die Behandlung der AML besteht im Wesentlichen aus zwei Saulen, zum
einen aus einer antileukamischen Therapie und zum anderen aus einer
supportiven Therapie. Um die malignen Zellen zu vernichten und die normale
Hamatopoese wiederherzustellen wird eine myelosuppressive Chemotherapie
durchgefihrt, die sich an aktuellen Studienprotokollen orientieren sollte. Erstes
Ziel einer AML Therapie ist die Induktion einer kompletten Remission. Diese ist
nach Definition erreicht, wenn sich im Knochenmark weniger als 5% Blasten
befinden und sich das periphere Blutbild wieder normalisiert hat. Aulderdem
dirfen keine extramedullaren Herde mehr nachweisbar sein.

In einer sich anschlieBenden Postremissionstherapie sollen alle noch
verbliebenen malignen Zellen eliminiert werden [6]. Diese
Konsolidierungstherapie verringert die Wahrscheinlichkeit eines Rezidivs und
kann entweder durch eine weitere Chemotherapie oder eine autologe
Stammezelltransplantation erfolgen. Bei jungen Patienten im Rezidiv oder bei
Patienten mit Familienspender wird eine allogene Knochenmark- oder
Stammzelltransplantation durchgefiihrt. Die AML ist somit eine Erkrankung, die

zumeist in spezialisierten Zentren behandelt wird.

17



1.2 Zellzyklus und Tumorerkrankungen

1.2.1 Zellzyklus

Um sich zu teilen durchlaufen Zellen den Zellzyklus, der sich aus vier
aufeinander folgenden Phasen zusammensetzt: G1, S, G2 und M-Phase [68].
Das Fortschreiten einer Zelle aus der GO-Ruhephase in die G1-Phase (Gap-
Phase 1) des Zellzyklus und aus der G1-Phase in die S-Phase wird durch den
G1-Restriktionspunkt in der spaten G1-Phase reguliert. Ist dieser
Kontrollmechanismus durch physiologische Stimuli, wie z.B.
Wachstumsfaktoren oder Deregulation von Kontrollgenen (in Tumorzellen)
aufgehoben, dann geht die Zelle ungebremst in die S-Phase Uber und beginnt
mit der DNA-Synthese [67]. Ist die S-Phase abgeschlossen, gelangt die Zelle
nach Durchlaufen der G2-Phase, in der die Segregation der replizierten DNA
vorbereitet wird, in die M-Phase, die Mitose. Die Zellteilung wird im Anschluss
beendet und die aus der Mitose hervorgegangenen Tochterzellen befinden
sich nun wieder in der G1-Phase. Neben dem G1-Restriktionspunkt gibt es im
Verlauf des Zellzyklus zusatzliche Checkpunkte, die die Entwicklung der Zelle
durch jede der Phasen des Zellzyklus kontrollieren. Einer dieser Punkte liegt in
der spaten G2-Phase (G2/M-Kontrollpunkt), weitere in der S- und in der M-

Phase.

1.2.2 Zykline im Zellzyklus

Zykline sind Proteine, die phasenspezifisch im Zellzyklus synthetisiert werden
[49]. Als regulatorische Einheit binden sie an Enzyme, die CDKs (Zyklin
dependent kinases) [31]. In der G1 Phase wird zuerst Zyklin D gebildet. Es gibt
drei Typen von D-Zyklinen: Zyklin D1, D2 und D3. In der darauf folgenden S
Phase sind die Zykline E und A vorherrschend und in der G2 Phase die Zykline
A und B. Zyklin D bildet Komplexe mit den CDK 4 und 6, Zyklin E und A mit
CDK2 und Zyklin A und B mit CDK1. Dabei sind vor allem die Zyklin D
Komplexe durch Wachstumsfaktoren reguliert und integrieren so Signale, die
von aulden an die Zelle gelangen, in zellzyklusrelevante Aktivitaten. Werden

ruhende Zellen durch proliferationsaktivierende Signale wie z.B. Uber die Ras-
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Aktivierung und die MAP-Kinase Kaskade [44] stimuliert, erfolgt die Regulation
der initialen Schritte der Zellvermehrung und der Eintritt in die S-Phase durch
D-Typ Zykline (Zyklin D1, D2 und D3) und ihre katalytischen Partner CDK4 und
CDKG®6.

CDKs sind Kinasen, die kontinuierlich exprimiert werden und ihre Substrate an
Serin- und Threoninresten phosphorylieren [69]. Durch die Bindung von
Zyklinen werden sie aktiviert. Zyklin-CDK Komplexe vermitteln dann die
Phosphorylierung von Rb. Rb ist ein Tumorsuppressorprotein und nimmt im
Zellzyklus eine wichtige Steuerungsfunktion ein. Die Zellzyklus-kontrollierende
Funktion des hypophosphorylierten Rb Proteins beruht auf seiner Fahigkeit
reversibel an Transkriptionsfaktoren wie z.B. E2F (s.u.) zu binden [32]. Diese
Bindung verhindert, dass E2F die Induktion von Genen aktiviert, deren
Proteinprodukte flr die DNA-Replikation in der S-Phase essentiell sind.

Nach mitogener Stimulation wird Rb am Restriktionspunkt zuerst durch Zyklin
D/CDK4 und CDKG6 und in einem zweiten Schritt durch Zyklin E/CDK2
phosphoryliert [80,35]. Durch die mehrfachen Phosphorylierungen wird es von
seiner hypophosphorylierten in eine hyperphosphorylierte Form Uberfihrt und
somit inaktiviert. Die Bindung von pRb an E2F wird durch den
Phosphorylierungsstatus von pRb reguliert (s.u.) [76,33]. Nach der
Phosphorylierung von Rb wird E2F aus der Bindung mit Rb herausgeldst und
kann jetzt Gene aktivieren, die die S-Phase Progression auslésen. Das Rb
Protein wird synonym auch als ,pocket protein® bezeichnet, weil es eine

Bindungstasche fur Transkriptionsfaktoren tragt [8].
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Abbildung 3: Regulation der Rb-E2F Interaktion am G1/S Checkpoint (Johnson, D. G. and
Schneider-Broussard, R. (1998): Role of E2F in cell cycle control and cancer, Front Biosci, (vol. 3), d447-
8.)

Dieser Vorgang ist die Vorraussetzung, um den G1/S Ubergang zu
Uberschreiten [18]. Der basalen Kontrolle durch die Verfligbarkeit einzelner
Zykline sind weitere Regulationsmechanismen Ubergeordnet. Dabei spielen
aulder den aktivierenden und inhibierenden Phosphorylierungen der CDK auch
die Interaktion der Zyklin/CDK-Komplexe mit Zyklin/CDK Inhibitoren eine
wichtige Rolle. Durch die Aktivitat bestimmter Inhibitoren, den CKls kénnen die
CDKs negativ reguliert werden. Dabei spielen zwei verschiedene
Untergruppen von CKis eine wesentliche Rolle: zur CIP/KIP Gruppe (CDK
inhibiting protein/kinase inhibiting protein) gehdren p21Va/CP  p27KP1 ynd
p57K"? . Diese Gruppe hemmt CDK2. Die INK4 Untergruppe (Inhibiert CDK4)
hemmt speziell CDK4 und CDKB. Zu ihr gehéren p16™<42 p15NKab 1 giNKkde
und p14™NK4d [63].
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Abbildung 4: Zellzykluskontrolle durch Zykline, CDKs und Inhibitoren von CDKs.
Roussel, M. F. (1999): The INK4 family of cell cycle inhibitors in cancer, Oncogene, (vol. 18), No. 38,
5311-7.

1.2.3 Funktion des Zellzyklus in Tumorerkrankungen

Tumorerkrankungen liegen genetische Defekte zu Grunde, die zur malignen
Transformation und letztlich zur Ausbildung eines malignen Tumors flhren
[25]. Wichtige Schritte in der malignen Transformation sind die gesteigerte
Proliferation, der Schutz vor Apoptose und eine blockierte Differenzierung. Die
Proliferation von Zellen wird mal3geblich durch den Zellzyklus kontrolliert. Er ist
ein haufiges Ziel von Onkogenen und mutierten Tumorsuppressorgenen in der
Pathogenese von Tumorerkrankungen [56]. Stérungen der Zellzyklusregulation
in Tumorzellen treten vor allem am G1/S-Phasenubergang auf. Neben dem
Verlust von Tumorsuppressorgenen z.B. durch Deletion oder Methylierung der
Promotorregion (Rb, p16ink4a, etc.) werden Mutationen und Uberexpression
von Onkogenen beobachtet (CDK4, Zyklin D1, Zyklin E). Vermutlich bendtigt
jede maligne Erkrankung Alterationen im Zellzyklus fur ihre Entstehung [69].
Zahlreiche Mechanismen der Zellzyklusregulation in eukaryonten Zellen

wurden in den letzten Jahrzehnten entdeckt.
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Zyklin D1 in Tumorzellen

Die Uberexpression von Zyklin D1 fiihrt zu einer vermehrten Inaktivierung von
Rb und somit zu einem schnelleren Ubertritt in die S-Phase und zu
gesteigerter Proliferation.

Der Zellzyklus-Regulator Zyklin D1 ist ein bedeutendes Onkogen in der
Pathogenese  verschiedener  Krebserkrankungen. So wurde eine
Uberexpression von Zyklin D1 fir das Mantelzelllymphom, Kopf-und Hals-
Tumoren, das Mamma-Karzinom, das Kolon-Karzinom, das Multiple Myelom
und das Blasen-Karzinom beschrieben [9,54,4,19,79,42,84]. Seine Funktion
als wichtiges Onkogen [37] in der malignen Transformation bei soliden
Tumoren und Lymphomen ist bereits mehrfach gezeigt worden. Bei Patienten
mit chronisch lymphatischer Leukadmie (CLL), mit akuter lymphatischer
Leukamie (ALL) und mit chronisch myeloischer Leukamie (CML) ist eine
erhohte Zyklin D1 Expression in Patientenblasten beschrieben worden [30].
Insbesondere fur das Mantelzellymphom, ein spezielles Non-Hodgkin
Lymphom, ist ein pathogenetischer Zusammenhang schon langer bekannt
[65,82]. Charakteristisch fur dieses Lymphom ist die Translokation
t(11;14)(q13;932), die dazu fuhrt, dass Zyklin D1 unter der Kontrolle des
Promotors der Immunglobulin-Schwerkette exprimiert wird. Diese Umlagerung
fuhrt zu einer Uberexpression von Zyklin D1 [60]. Allerdings wurden in der
uberwiegenden Mehrzahl aller Falle sekundare genetische Alterationen
festgestellt. So wurde gezeigt, dass die p53- und p16-Gencluster (p15INK4B,
p16INK4A, und p14ARF) haufig an der sekundaren Transformation zu

aggressiven Mantelzelllymphom-Varianten beteiligt sind [28].

Regulation von Zyklin D1

Zyklin D1 unterliegt einer strengen Kontrolle durch Wachstumsfaktoren.
Dadurch werden Signale, die von aullen an die Zelle getragen werden in
zellzyklusrelevante Aktivitat umgesetzt.

Ein Beispiel ist die Ras/Raf/MAPK-Signalkaskade, bei der Uber ein mitogen
induziertes Ras Signal die Transkription des Zyklin D1 Gens uber eine

Kaskade unterschiedlicher Kinasen gefordert wird, die von der sequenziellen
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Aktivitat von Raf-1, MEK1 und MEK2 (mitogen activated protein kinase) und
ERKSs (extracellular signal-regulated protein kinases) abhangig ist [2,81].

Neben der transkriptionellen Regulation von Zyklin D1 ist auch eine
translationelle Regulation der Hohe von Zyklin D1 Uber Effektoren des PI3-
Kinase/Akt Signaltransduktionsweg bekannt [7]. Uber diesen Signalweg wird
mTOR reguliert, welches 4E-BP inhibiert und als Folge davon die Aktivitat von
elF4E erhoht. Der genaue Regulationsmechanismus ist derzeit noch nicht
geklart. elF4F ist ein trimerischer Komplex der ,eukaryotic initiation factors*
(elFs), der aus dem cap-binding protein elF4E, dem scaffold Protein elF4G
und der Helikase elF4A besteht. Dieser Komplex ist notwendig, um das
Ribosom zur mRNA zu rekrutieren [21]. Aktiviertes elF4F kann Uber den PI3-
Kinase/Akt Signaltransduktionsweg die Hohe von Zyklin D1 auf translationeller
Ebene regulieren [61]. Dabei kann die Inhibition von mTOR die Translation von

Zyklin D1 hemmen.

1.2.4 Die Rolle des Wnt-Signalweg und Zyklin D1

Fir die AML konnte eine Induktion von Zyklin D1 durch AML1-ETO dber die
Aktivierung des Wnt-Signalwegs nachgewiesen werden [53]. Dieser Signalweg
spielt eine wichtige Rolle in der Pathogenese verschiedener Tumoren. Am
besten untersucht ist er in der Entstehung des Kolonkarzinoms [59, 78, 58, 26].
Uber den Wnt-Signalweg induziert AML1-ETO (iber Plakoglobin (Gamma-
Catenin) die Bildung von Zyklin D1 und c-myc. Plakoglobin ist ein
Strukturprotein, das in der Organisation von Zellkontakten wichtig ist und

auch im Wnt-Signalweg eine wichtige Funktion einnimmt [86].
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1.2 Aufgabenstellung:

Ziel der vorliegenden Arbeit war es die Bedeutung von Zyklin D1 fir die
Pathogenese der akuten myeloischen Leukamie (AML) auf transkriptioneller
Ebene zu analysieren. Ein Einfluss von Zyklin D1 auf die Entstehung
verschiedener anderer Tumoren ist bereits bekannt. Fir myeloische Zellen und
die AML ist die Regulation und der Einfluss von Zyklin D1 auf Proliferation und
Transformation nicht detailliert untersucht. Daher sollten in dieser Arbeit

folgende Fragestellungen bearbeitet werden:

- Induziert AML1-ETO die Expression von Zyklin D1 auBerhalb der

bekannten Aktivierung uiber den Wnt-Signalweg?
- Wird der Zyklin D1 Promotor direkt durch AML1/ETO reguliert?
- Welche Promotorregion ist fiur diese Regulation verantwortlich?

- Welchen Einfluss haben identifizierte AML1 Mutationen auf die

transkriptionelle Regulation von Zyklin D1?

- Wie reguliert Zyklin D1 Proliferation und Transformation von

myeloischen Zellen?

- Wie reguliert Zyklin D1 den Zellzyklus von myeloischen Zellen?
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2. Material und Methoden

2.1 Zellkulturmedien und Zusatze:

Die einzelnen Zelllinien wurden in unterschiedlichen Kulturmedien mit
verschiedenen Zusatzen kultiviert.

Zellkulturmedien:

RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institut) (GIBCO BRL)

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) (GIBCO BRL)

IMDM (Iscove Modified Dulbecco’s Medium) (GIBCO BRL)

Zellkulturzusatze:

Trypsin (Firma Bio Whittaker Europe, Belgien)
Penicillin/Streptomycin (Firma PAA Laboratories GmbH, Osterreich)
Fotales Kalberserum: (Firma Bio Chrom AG, Berlin)

WEHI (Uberstand der WEHI 3 B Zelllinie)

L-Glutamin (Firma Bio Whittaker Europe, Belgien)

G418 (Neomycin): (Firma: CalBioChem)

Puromycin

Doxyzyklin (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim)

2.2 Stammlosungen und Puffer:

TRIzol Reagent (GIBCO Life Technologies, Gaithersburg, USA)
Chloroform (Merck KgaA, Darmstadt)

Isopropanol (Apotheke des Universitatsklinikum Munster)
TagMan PCR Mastermix 2x (PE Applied Biosystems, USA)

Taq Man Primer und Sonden (PE Applied Biosystems, USA)
MMLV-RT 5x Reaction Buffer (Promega, Madison, USA)
MMLV-RT 200 (Promega, Madison, USA)

Oligo-d(T)-Primer, GIBCO BRL, Gaithersburg, USA

RNAse OUT Ribonuklease Inhibitor (Invitrogen life technologies)
dNTP’s (Invitrogen life technologies)

RIPA Lysepuffer: NaCl (150mM), NP 40 (1%), DOC (0.5%), SDS (0.1%), Tris
(pH 8.0) (50mM)
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PBS Puffer: NaCl (8g), KCI (0.2g), KH2PO4 (0.25g), Na;HPO, (1.35g),
Na,HPO4 (1.35g), ddH20 ad 11 (pH 7.4)

Gel Running Buffer (10x): Tris Base (MG 121.1) 30.3g, Glycin (MG 75.07)
144.2g, SDS 100g, ddH,0O add 1I

Transfer Buffer (1x): Tris Base (MG 121.1) 3.03g, Glycin (MG 75.07) 14.41q,
Methanol 200ml, ddH,O 800ml

PBS-T: PBS Puffer 500ml, Tween20 500ul

Blocking Buffer: Trockenmilch 5g, PBS-T 100m|

TAE Puffer (50x): Tris (2M), Eisessig (0.91M), EDTA (100mM), pH 8.3
Ethidiumbromid Farbebad: 10ug/mlin TAE Puffer

2.3 Plasmide:

Der Leervektor pcDNA3.1+ (Invitrogen, Karlsruhe) ist ein 3.5 kb grofes
Plasmid mit einem CMV Promotor zur Expression rekombinanter DNA in
eukaryontischen Zellen. Da er eine Neomycinresistenz-Resistenzkassette
enthalt, diente er als Resistenzfaktor gegen das Antibiotikum G418. Der Vektor
pMAM (Clontech, Heidelberg) wurde als Resistenzfaktor gegen das
Antibiotikum Blasticidin verwendet. Er ist 7.6 kb gro3 und enthalt den MMTV-
LTR Promotor.

Verschieden lange Fragmente des humanen Zyklin D1 Promotors (-1748/+134
BP, -962/+134 BP, -261/+55BP,-217/+55BP,-176/+55BP und-112/+55BP)
wurden in den pGL3-Basic + Thymidinkinase Luciferase Reporter Vektor
kloniert. Der PGL3basic Luciferase Reporter Vektor (Promega, Madison, USA)
ist ca. 4.8kbp grol3 und enthadlt keinen eukaryotischen Promotor oder
Enhancersequenzen. Seine Klonierungsstelle liegt oberhalb der cDNA-
Sequenz der firefly Luciferase (Luc+). Durch Einbringen eines Promotors lasst
sich dessen Aktivitdt Uber die Luciferase Aktivitat bestimmen, da die
Expression der firefly Luciferase unter seiner Kontrolle steht. Als Kontrollvektor
zur Transfektionseffizienz diente ein Vektor (SV pRL; Promega), bei dem die
Renilla- Luziferase (renilla reniformis) unter der Kontrolle eines SV-Promotors
steht. AML1-ETO wurde in den Expressionsvektor pcDNA3.1+ subkloniert.
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Ein Expressionskonstrukt flr Zyklin D1 ohne G418-Resistenz sowie die flr die
Luziferase Assays benutzten Promoterfragmente des Zyklin D1 Promotors

lagen in unserem Labor vor.

2.4 Zelllinien und Transfektionen:

Die humanen myeloischen Zelllinien U937, NB4, KCL 22 und Kasumi-1
wurden in RPMI 1640 Medium mit 10% fetalem Kalberserum (FCS) mit 1% L-
Glutamin und mit Antibiotika (Penicillin 100 1U/ml, Streptomycin 10ug/ml)
kultiviert. Die Zink-induzierbaren stabil transfizierten Zelllinien U937 mit AML1-
ETO, U937 mit PML RARa, U937 mit PLZF-RARa wurden in RPMI 1640 mit
10% fotalem Kalberserum, Penicillin (50 IU/ml) und Streptomycin (50ug/ml) in
Kultur gehalten. Durch Zugabe von 0.1mM ZnSO,4 konnten die Fusionsproteine
nach 12 h induziert werden.

Die Tetrazyklin-regulierte U937 Zelllinie wurde freundlicherweise von Dr. Dong-
ER Zhang (University of California, San Diego) zur Verfugung gestellt.

Das Tet-Off System ist ein regulierbares Expressionssystem, das 1992 von
Gossen und Bujard [23] entwickelt wurde. Das urspringliche System besteht
aus einem Tetrazyklin regulierbaren Transaktivator und aus einem von diesem
abhangigen Promotor. Dieser Promotor setzt sich zusammen aus Kopien des
Tet-Repressor DNA Bindungsmotivs (TRE) aus E.coli und dem minimalen
CMV Promotor. Der Transaktivator (tTA) ist ein chimares Protein, das sich aus
der viralen Transaktivierungsdomane VP16 des Herpes simplex Virus und der
Tetrazyklin-Repressor-Domane (tetR) aus E.coli zusammensetzt. Er kann
direkt Uber die Zugabe von Tetrazyklin reguliert werden: In Abwesenheit von
TetraZyklin (bzw. seines Analogons Doxyzyklin) ist tTA in der Lage, spezifisch
an den TRE zu binden und so die Transkription des bendtigten Transgens zu
aktivieren. In Gegenwart von Tet kommt es zu einer Konformationsanderung
des Transaktivators (tTA). Dadurch wird das Anbinden von tTA an das TRE
verhindert und der CMV Promotor besitzt nur eine niedrige Aktivitat. Dies fuhrt
dazu, dal} die Genexpression des Transgens zum Erliegen kommt. Der
Ubergang vom induzierten in den reprimierten Zustand durch Weglassen oder

Zugabe durch Tetrazyklin ist reversibel.
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In den von mir verwandten Zellen konnte durch das Weglassen von Tetrazyklin
fir 24 h AML1-ETO induziert werden.

Die Zellen wurden in RPMI 1640 Medium mit 10% fetalem Kalberserum mit
1% L-Glutamin und den Antibiotika Penicillin 100 1U/ml, Streptomycin 10 pg/ml,
Geniticin 1Tmg/ml Medium, Puromycin 0.5 yg/ml Medium, Tetrazyklin 1 ug/mi
Medium kultiviert.

Die murine 32DcI3 Zelllinie wurde in RPMI1640 mit 10% FCS kultiviert.
Zusatzlich wurde 10% WEHI-konditioniertes Medium als Quelle fur IL-3 zum
Zellkulturmedium hinzugefugt. Alle Zelllinien wurden bei 37°C und 5% CO;
kultiviert.

Die adharente Zelllinie NIH3T3 wurde in DMEM Medium mit 10% fetalem
Kalberserum (FCS), 1% L-Glutamin und mit Antibiotika (Penicillin 1001U/ml
und Streptomycin 10 pg/ml) bei 37°C und 5% CO; kultiviert.

Die mit Zyklin D1 stabil transfizierte 32Dcl3 Zelllinie wurde durch
Elektroporation hergestellt. Dazu wurden 1x10” Zellen zuerst in ihrem Medium
und dann in PBS gewaschen und die Zellen in 300 pl ihres Mediums wieder
aufgenommen. Die Zellsuspension wurde zusammen mit je 20 ug Plasmid
DNA (15 ug Zyklin D1-Expressionsvektor + 5 ug pcDNA3) bei 375V und 975
MF mit dem GenePulser Il Electroporation System (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA, USA) elektroporiert. Die Kontrollzellinie wurde ebenfalls mit 20
Mg DNA (15 yg pMAM + 5 ug pcDNA3) unter denselben Bedingungen
elektroporiert und in Kultur genommen. Der Transfektionsvektor pcDNAS3 tragt
ein Gen, das eine Resistenz gegen das Antibiotikum Geneticin® (G418)
vermittelt. Da dieses Aminoglykosid durch Angriff an den Ribosomen und
Blockade der Translation toxisch auf eukaryonte Zellen wirkt, dient pcDNAS3 als
Selektionsfaktor. Daher wurden die Zellen in 15ml ihres Mediums Uberfuhrt
und mit G418 selektiert. Von den KCL22 Zellen wurden ebenfalls 1x10” durch
Elektroporation mit 15 ug Plasmid DNA bei 300V und 975 uF transfiziert. Die
adharente Zelllinie NIH3T3 wurde mit 3ug Plasmid DNA in 436 ul ddH>O und
62 ul Calcium-Chlorid (2M) und 500 pl Na;HPO,4 (2x) transfiziert. Hierbei
werden DNA, Calcium und Phosphatpuffer gemischt. Dabei bildet sich ein

28



feinkorniger Niederschlag aus Calciumphosphat und DNA, der auf die Zellen
pipettiert und von diesen durch Endozytose aufgenommen wird.
Die fur die Luziferase Assays benutzten Promoterfragmente des Zyklin D1

Promotors lagen in unserem Labor vor.

2.5 Western Blot

Die Proteinlysate aus den Tetrazyklin-regulierten AML1-ETO-U937 Zellen
wurden nach 0 Stunden und nach 24 Stunden ohne TetraZyklin gewonnen.
Aus den Kasumi Zellen wurden ebenfalls Lysate hergestellt. Zur Herstellung
der Lysate wurden die Zellen in Radioimmunoprecipitation (RIPA)-Puffer mit
Proteinaseninhibitoren lysiert.

FiUr die Western Blot Analyse mit den Proben der Zink-induzierbaren Zelllinien
U937 AML1-ETO, -PML-RARa,-PLZF-RARa wurden die Proteinlysate nach
zwolf Stunden Zinkinduktion gewonnen. Durch Zugabe von 0.1mM ZnSO04
wurden die Fusionsproteine induziert. Aus den Vergleichszelllinien U937,
Kasumi und NB4 wurden ebenfalls Proteinproben extrahiert. Auch hier diente
Radioimmunoprecipitation  (RIPA)-Puffer mit Proteinaseninhibitoren zur
Herstellung der Lysate.

Die Proteinlysate wurden mit ,6x SDS sample buffer® im Verhaltnis 1:6
gemischt. Nach 5-minatigem Kochen wurden die Proben auf Eis abgekuihlt. Ein
Polyacrylamidgel (4-15% Tris-HCL) mit Gradienten wurde in eine Gelkammer
eingesetzt und die Kammer mit Puffer gefillt. Die Proben wurden zusammen
mit einem Proteinmarker (Rainbow Marker, Bio Rad) in die Geltaschen
pipettiert und die Elektrophorese mit

einem Vorlauf von 80-120 Volt gestartet. Die Voltzahl wurde nach 10 Minuten
auf 120-150 Volt erhoéht. Danach erfolgte das Blotten der Proteine auf eine
Nitrozellulosemembran (Hybond ECL, RPN303D). Fur den Westernblot mit
den Zink-induzierbaren Zelllinien mit Nachweis der Expression von Zyklin D1
und c-myc verwendete ich einen anti-Zyklin D1 Antikdrper (Pharmingen) in
einer Konzentration von 1:100. Der zweite Antikorper war ein sekundarer IgG-
Meerrettich-Peroxidase gekoppelter Antikdrper in einer Konzentration von

1:1000. Fur den Westernblot mit den Zellen im Tet off System wurde ein
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monoklonaler muriner anti Zyklin D1 Antikérper (BD Pharmingen) in einer
Konzentration von 1:200 gefolgt von einem IgG-Meerrettich-Peroxidase
gekoppelten sekundaren Antikorper gegen Maus IgG in einer Konzentration
von 1:2000 eingesetzt. Bei beiden Versuchen wurden die Proteinbanden im

Anschluss auf einem Rdntgenfilm detektiert und somit sichtbar gemacht.

2.6 RNA Isolierung

Die Isolation der RNA aus den primaren Blasten erfolgte mittels TRIzol. Diese
monophasische Losung besteht aus Phenol und Guanidin-Isothiocyanat.
Zunachst wurden 5-10 x 10° Zellen in 1ml TRIzol lysiert. Um eine vollstandige
Dissoziation der Kernproteine zu erreichen, wurden die Proben bei
Raumtemperatur fur 5 Minuten inkubiert. Danach wurden sie bei 4°C fur 15
min bei 12000g zentrifugiert. Durch diesen Schritt wird die Probe in zwei
Phasen aufgetrennt. Die obere Phase enthalt die Nukleinsduren und die untere
die denaturierten Proteine. Aus der oberen Phase wird danach mit 0,5 ml
Isopropanol die RNA gefallt. Nach 10 min Inkubation bei Raumtemperatur und
10 Minuten Zentrifugation bei 12000g und 4°C prazipitierte die RNA. Die
Proben wurden auf Eis gestellt und der Uberstand der Proben entfernt. Das
Prazipitat wurde in 1ml 75% Ethanol resuspendiert und durch Zentrifugieren
bei 7500g und 4°C wiederum ausgefallt. Dieser Vorgang wurde zweimal
wiederholt und die RNA danach luftgetrocknet.

Die gereinigte RNA wurde in RNAse freiem ddH»0 geldst und die Proben bei -
80°C gelagert.

2.7 Herstellung von cDNA

FUr das Umschreiben in cDNA wurden 1ug der isolierten RNA Probe mit 1yl
Random Primer und 1 pl RNAse out fur 5 Minuten bei 70°C inkubiert. Der
Random

Primer besteht aus einem Oligonukleotid aus Thymidinnukleotiden, das mit
dem PolyA-Schwanz am 3" Ende der mRNA hybridisiert.

Danach wurden die Proben kurz auf Eis gelegt und anschlieRend fur 5 Minuten

bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden 5 pyl M-MLVV-5xReaction
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Buffer (250mM Tris-HCL, 375mM KCL, 15mM MgCl,, 50 mM DTT), 1,25 i
dNTP (10mM) und 1pl M-MLV-RT hinzugefiigt. Der letzte Schritt besteht aus
einer Inkubation der Probe fur 60 Minuten bei 42°C und anschlieiendem
Erhitzen fur 15 Minuten auf 70°C. Die Reverse Transkriptase stammt aus dem
Moloney murine leukemia Virus (MMLV). Die dNTPs setzen sich zusammen
aus den Desoxynukleosidtriphosphaten dATP, dTTP, dGTP und dCTP.

2.8 Quantitative Real-Time RT-PCR:
Durch den Einsatz der RT-PCR wurde die relative Zyklin D1 mRNA Hohe in

primaren Blasten bestimmt.

Anhand der Expressionsanalyse des ,housekeeping“-Gens GAPDH (welches
in allen Zellen annahernd gleich exprimiert wird) wurden gleiche cDNA
Konzentrationen eingestellt. Anschlieend wurde die relative Zyklin D1
Konzentration analysiert, wobei GAPDH als interner Standard eingesetzt

wurde.

Primer und Probe Sequenzen :

Zyklin D1 for: 5" ACT ACC GCC TCACAC GCTTC 3

Zyklin D1 rev: 5' CTT CGA TCT GCT CCT GGC AG 3'

Probe: 5' FAM-CCA GAG TGA TCA AGT GTG ACC CGG ACT- TAMRA 3

Die Probe wurde uber eine Exon-Exon-Grenze gelegt, um Fehler durch
Kontamination mit DNA auszuschlieen. Die Genexpression wurde anhand
einer Standardkurve errechnet, die durch Verdunnung einer ML-1 cDNA
hergestellt wurde. Die Reaktion wurde in MicroAmp Optical 96-well-Reaction-
Plates (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) nach folgendem
Standardprogramm uber 40 Zyklen durchgefuhrt:

1. Aktivierung 2min 50°C
2. Aktivierung 10min 95°C
3. Denaturierung 15sec 95°C
4. Hybridisierung und Extension 1min 60°C
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Die Reporterfluoreszenz wahrend der PCR- Zyklen wurde mit dem ABI PRISM
7700 Sequence Detector (PE Biosystems, Foster City, CA, USA) analysiert

und mit der Sequence Detector Software v. 1.6.3 quantitativ ausgewertet.

2.9 Sequenzierung

In der PCR werden einzelstrangige homologe DNA fluoreszenzmarkierte
Oligonukleotide  hybridisiert. Dem  Reaktionsansatz werden dNTP’s
(Desoxynukleosidtriphosphate) zur Kettenverlangerung und Fluorochrom
markierte ddNTP’s (Didesoxynukleosidtriphosphate) zugefugt. AufRRerdem
verwendet man einen Primer, dessen 3’'Ende den Ausgangspunkt fur die
Elongation bildet. Der Einbau der ddNTP’s fuhrt zu einem Abbruch des
Stranges. So erhalt man einstrangige Oligonukleotide, die an einem Ende
gleich sind und sich am anderen Ende um das nachfolgende Oligonukleotid

der Sequenz unterscheiden.

PCR Ansatz: PCR Programm:
Reaktionsmix BD 3.1 1 ul 96°C 4 min
DNA 200-400 ng (1-3ul PCR-Produkt) 96°C 20 sec
Primer (M) 1.5 pl 50°C 10 sec
5x Sequenzier Puffer 2ul 60°C 2 min
Add H,0

10 pl Wiederholung der Schritte 2-4: 35 mal

Zur Aufreinigung der Proben wurde das MultiScreen- Aufreinigungskit von
Millipore (Millipore Corporation, Bedford, MA, USA) verwendet. In eine 96-well
Platte wurde nach dem Protokoll ,Dye Terminator Removal and Sequencing
Reaction Clean-up Using MultiScreen 96-well Filtration Plates” eine
vorgegebene Menge Sephadex ™ G50 gegeben und mit 300ul ddH,O
aufgeflllt. Danach wurde die Platte flr 3 h bei 4°C inkubiert und anschlieRend
in einer Kuhlzentrifuge bei 950 g fur 5 Min zentrifugiert. Es wurden erneut 100

gl ddH20 in die wells pipettiert und diese wieder zentrifugiert. Danach wurden
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die PCR Proben auf die Saulen gegeben und die Platte erneut zentrifugiert.
Das Eluat wurde mittels einer sterilen Platte aufgefangen. Die

Sequenzierung wurde in einem Kapillar-Sequenzer (Applied Biosystems ABI
310) durchgeflnhrt.

2.10 Chromatin-immunoprazipitation: (ChiP)

Es wurde das Chromatin Immunoprecipitation Assay Kit (Upstate
Biotechnology, Lake Placid, NY) verwendet.

Die 12 h zuvor transfizierten Zellen, sowie die stabilen Zelllinien wurden durch
1% Formaldehyd (1%), das fir 10 Minuten zum Zellmedium dazugegeben
wurde, in vivo in ihrer Bindung an DNA fixiert. Durch Zugabe von 0,125 M
Glycin wurde die Reaktion abgebrochen. Nach zweimaligem Waschen in
eiskaltem PBS erfolgte die Lyse der Zellen in RIPA Lysepuffer mit
Proteaseinhibitoren, 200 uM Natrium-Orthovanadate und 50 uM NaF.
AnschlieRend wurden die Lysate fur 10 Minuten auf Eis inkubiert und danach
das Chromatin durch UV Strahlung fragmentiert (9 Pulse von 5 Sekunden).
Durch Zentrifugation wurden die Zelltrimmer abgetrennt und 50ul der Proben
als Input-Kontrolle abgenommen. Die restliche Probe wurde in 40ul Protein
A/G Agarose mit Kaninchen und Maus IgG (5 pg) vorgereinigt. Fur die
Immunoprazipitation iber Nacht wurden die Proben mit 40 pl A/G Agarose und
3 Mg eines anti-FLAG Antikérpers versehen. Anschlielend wurden die
Immunkomplexe mit einem Puffer mit niedriger Salzkonzentration (0,1% SDS,
150 uM NaCl, 1% Triton X-100, 2 yM EDTA pH 8.0, 20 pM Tris-HCI pH 8.1)
mehrfach gewaschen. Die DNA/Protein-Bindungen in den Immunkomplexen
sowie in der Input-Kontrolle wurden dann wieder geldst und die DNA mittels
Phenol-Chloroform  extrahiert. Mittels PCR wurde die Zyklin D1
Promotorsequenz mithilfe spezifisch designter Primersequenzen in den Proben
detektiert.
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Zyklin D1 ,Sense“ (F) Primer: 5-TGC-AAA-GTC-CTG-GAG-CCT-CCA-
GA-3’
Zyklin D1 ,Antisense” (R) Primer:  5-ACA-GGA-GCT-GGT-GGT-CCA-TGG-
CT-3

PCR Ansatz: PCR Programm:
DNA 3l 1min 95°C
MgCl 3l 1min 95°C
Taqg-Polymerase 0.5 (Promega) 1l Tmin 60°C
Polymerase Puffer (10x) 5 ul 1min 72°C
dNTP’s 1 ul

F-Primer 2.5yl

R-Primer 2.5 ul

Add H,0 50 ul

Wiederholung der Schritte 2-4: 37 mal

Das PCR Produkt wurde auf ein 2% Agarosegel aufgetragen und somit
aufgetrennt. Danach wurde das Gel mit Ethidium-Bromid gefarbt und mittels

Southern blotting auf eine Nitrozellulosemembran ubertragen.

2.11 Southern Blot

Die Methode des Southern Blotting wurde 1975 von Edwin Southern
entwickelt, um die Identifizierung einzelner DNA Sequenzen aus einem
komplexen DNA Gemisch moglich zu machen ohne samtliche Sequenzen des
Gemisches entschlisseln zu mussen. Prinzip dieser Methode ist es, die vorher
auf einem Elektrophorese-Gel aufgetrennte DNA auf eine Nylonmembran zu
transferieren, um sie dann auf einem Photofilm sichtbar zu machen.

Folgende Losungen/ Kits wurden verwandt:
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Denaturierungslosung1:
NaOH (0,5N) 10g
NaCl (1,5M) 43.83g

Neutralisierungslésung 1:
Tris-HCI (pH 7.5) 39.4 g
NaCl (3M) 87.66 g

SSC Puffer (20x) (Sodium-Chlorid-Sodium Citrat- buffer):
SSC 132g
450 ml H2O (pH 7.0)

Waschlésung (2x):
SSC (2x)
SDS (0.1%)

Waschpuffer:
Maleinsaure (100mM)
NaCl (150mM)
Tween 20 (0.3%)

,Maleic acid buffer®:
Maleinsaure (100mM)
NaCl (150mM)

,Blocking“ Losung:
,Blocking reagent” (Roche)

.Maleic acid buffer (pH 7.5)

,DIG Oligonucleotide 3"-end labeling Kit* (Roche)
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Um das Ethidium-Bromid zu entfernen, wurde das Gel zweimal fur 15 min in
TAE  Puffer gewaschen und anschlieBRend zweimal in  der
Neutralisierungslosung 1 fur 15 min geschwenkt. Um die Membran (Roche)
daflr vorzubereiten, musste diese kurz in SSC Puffer (5x) und dann fur 15 min
in SSC Puffer (10x) inkubiert werden. Fur den Transfer mittels
Kapillarmethode wurde ein Standblock in einen flachen Behalter mit 10x SSC
buffer gestellt. Dieser Block war nicht vollstandig in den Puffer eingetaucht.
Daruber wurde eine Glasplatte und darauf Filterpapier gelegt. Dann folgte eine
Lage Parafilm, auf die erst das gewaschene Gel und dann die Nylonmembran
gelegt wurde. Luftblasen zwischen dem Gel und der Membran wurden
sorgfaltig entfernt, um einen lickenlosen DNA Transfer zu erreichen. Nach
einer weiteren Lage Filterpapier folgte ein 15-20 cm dicker Stapel Papier-
Handtucher. Dieser wurde mit einer zweiten Glasplatte bedeckt und mit 0.5 kg
Gewicht beschwert. Der Transfer erfolgte iber Nacht bei Raumtemperatur. Die
treibende Kraft bei dieser Methode ist ein Flussigkeitsstrom, der von einem
Flussigkeitsreservoir durch das Gel und die Membran zu einem Stapel
saugfahigen Materials flie3t. So wird die DNA aus dem Gel gezogen und bleibt
in den Maschen der Membran hangen.

Am zweiten Tag wurde die Nylon-Membran noch im feuchten Zustand fur 1
min mit UV-Licht behandelt, um die DNA auf der Membran zu fixieren. Danach
wurde sie kurz gespult und anschlie3end luftgetrocknet.

Der nachste Schritt bestand darin, das Oligonukleotid mittels eines Kits zu
markieren. Ein wichtiges Prinzip hierbei ist das Erhitzen des doppelstrangigen
DNA Stranges, um die beiden Strange zu trennen. Dies ermdglicht die
Basenpaarung mit der DNA auf der Membran.

Bei der Markierung wird dUTP anstatt dTTP in die DNA eingebaut. An das
dUTP ist Digoxygenin gehangt. An dieses Protein wird in einem spateren
Schritt ein Antikorper gekoppelt, an dem ein weiteres Enzym hangt. Dieses
katalysiert eine Reaktion, bei der Licht emitiert wird. Durch Auflegen der
Membran auf Photopapier kann man die DNA detektieren. Die Stellen, an

denen die Sonde liegt, werden durch das entstehende Licht geschwarzt.
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In Vorbereitung auf die Hybridisierung mit dem ,Dig markierten® Oligonukleotid
wurde die Membran in ein Falcon Tube gerollt und 20 ml der ,DIG easy Hyb
solution“ aus dem Kit dazugegeben. Das Falcon Tube wurde dann fur 2-3h bei
42°C im Ofen rotiert.

FUr den Hybridisierungsschritt entfernten wir die ,DIG easy Hyb solution®
wieder und gaben 5 ml neue Lésung dazu. Dann pipettierten wir 5 pmol/ml des
,Dig markierten“ Oligonukleotids dazu und inkubierten den Ansatz Uber Nacht
bei 42°C.

Am dritten Tag wurde die Membran zweimal fir 5 min bei Raumtemperatur in
Waschlésung (2x) und danach zweimal 15 min bei 42°C in Waschlésung (0.5x)
geschwenkt. Danach musste sie in dem Waschpuffer 1min aquilibrieren.
Anschlie®end wurde sie mit der ,blocking® Losung in Folie eingeschweildt und
30 min inkubiert. Die Bindung des Antikorpers gegen das Digoxigenin fand in
einer speziellen Lésung statt, fur die 3 ul ,DIG-AP* aus dem Kit in 30 ml der
,blocking® Ldsung pipettiert wurden. Dadurch ergab sich eine
Antikdrperkonzentration von 1:1000. Die Membran inkubierte fur 30 min in der
Ldsung. Nach 2-maligem Waschen in Waschpuffer wurde die Membran in
Folie gewickelt und mit 3 ml ,CDP-Star Ready to use® Entwicklerlésung fir 5
min in eine Photokassette gelegt. Anschlieend wurde die Membran auf

Photopapier aufgelegt und der Film entwickelt.

212 Luziferase Reporter Assays:

Die Promotor Reporter Assays wurden mit Hilfe des Dual-Luciferase Reporter
Assay Systems (Promega) durchgefuhrt. Die NIH3T3 Zellen wurden mit 3-5 pg
Plasmid DNA transfiziert. Die Mischung bestand aus 1.8ug eines CD1Prom.-
TK Luciferase

Konstruktes, 0.2ug eines PRLSV 40 Plasmids und 1pyg der
Expressionsvektoren fur AML1, AML1-ETO, AML1-mut.1, AML1-mut.2, TCF-
mt.0-4 und Plakoglobin in

verschiedenen Kombinationen. Der Leervektor pcDNA3 wurde zum Ausgleich
der Gesamtmenge an DNA mit transfiziert. Diese Expressionsvektoren lagen

bereits kloniert im Labor vor und wurden mir zur Verfugung gestellt. Ebenfalls
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zur Verfligung gestellt wurden die Expressionsvektoren fur die
Deletionsmutanten des Zyklin D1 Promotors, die im analogen Verhaltnis zu
dem zuvor beschriebenen Versuch verwendet wurden.

Um die experimentellen Unterschiede durch unterschiedliche Zellzahlen oder
Transfektionseffizienzen auszugleichen, wurde der pRLSV 40 Vektor als
interne Kontrolle mitgefuhrt. Dieser Vektor exprimiert konstitutiv Luziferase.
Die Zellen wurden in 6-well Platten fur 18 h in DMEM mit 10% FCS bei 37°C
und 5% CO2 in Kultur gehalten. Danach wurden sie in PBS gewaschen und
anschlie3end mittels ,Passive Lysis Buffer (1x) fur 30 min auf Eis lysiert. Nach
dieser Inkubationszeit mussten die Zellen mittels eines Zellschabers vom
Boden der Schalen geerntet werden. Zur Messung der Luziferaseaktivitat
wurde 20ul jeder Probe in eine Luminometerkuvette pipettiert und zuerst 100pl
LARII dazugegeben und die ,firefly“ Aktivitat in einem Luminometer (TD-20/20,
Turner Designs, Sunnyvale, USA) gemessen. Die firefly“ Luziferase ist die
Luziferase, vor die der zu analysierende Promotor kloniert wurde. Sie wandelt
nach Zusatz von LARII das darin enthaltene Luziferin enzymatisch um. Dabei
wird Licht emittiert, welches im Luminometer gemessen wird. Danach wurden
100ul ,Stop and Glo“ hinzugefligt, wodurch die erste Lichtreaktion gestoppt
und die ,renilla® Lumineszenz bestimmt wurde. Diese zweite Luziferase
befindet sich in einem pRL-Renilla Vektor, in dem vor der Luziferase eine SV
Promotorsequenz liegt. Die Renilla-Luziferase Aktivitat wurde zur internen
Standardisierung der Transfektionseffizienz benutzt. Aus drei unabhangigen
Experimenten wurden die Mittelwerte und Standardfehler berechnet. Zur
Berechnung der einzelnen Promotoraktivitaten wurde der firefly* Wert auf die
jeweilige ,renilla“ Aktivitat bezogen. Die Aktivitat des Leervektors pcDNA3 als

,background“ wurde zuvor abgezogen.
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2.13 Kolonie-Assay

Die mit Zyklin D1 transfizierten Zellen und die Zellen der Kontrollzelllinie
wurden fir 24 h in RPMI 1640 mit 10% FCS und WEHI bei 37°C und 5% CO,
kultiviert. Danach wurden sie fur 10 min bei 400 g zentrifugiert und im
Anschluss in IMDM Medium gewaschen.

Nach erneuter Zentrifugation bei 400 g fir 10 min wurden die Zellen in IMDM
aufgenommen und in der Neubauer-Kammer gezahlt. Daraufhin wurde die
Zellkonzentration auf 300 lebende Zellen pro pl IMDM eingestellt. Fur 3

Ansatze wurde ein Gesamtansatz mit einem Volumen von 4600pul hergestellt.

Ansatz des ,Methylcellulose-Medium-Zell-Mixes":
2000 pl Methylcellulose (1%)

920 pl FCS (Endkonzentration:20%) + 1% Glutamin
4.6 pl IL3 (1 ng/ml)

55.2 pyl G418 (0.6 mg/ml)

IMDM Medium zum Einstellen eines Volumens auf 4140 pl

In diesen Methylcellulose Ansatz wurden dann 460 ul Zellsuspension
aufgenommen und vorsichtig geschwenkt, um eine gleiche Verteilung der
Zellen zu erreichen.

Der Ansatz wurde in 10ml Spritzen mit ,SUPRA“-Einmalkanulen (2,0 x 80mm)
(Firma Ehrhardt-S6hne GmbH) aufgezogen. Nach dem Wechsel der Kaniile
auf kleinere Kanulen (20G) verteilte ich je 1000yl des Ansatzes auf
Zellkulturschalen (,2mm grid with lid and vent®, 35x10mm). Insgesamt 6 der
kleineren Kulturschalen wurden in einer Petrischale zusammen mit einer
Kulturschale mit PBS bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Das PBS diente zur
Erhaltung der Luftfeuchtigkeit.

Far die Versuche mit 10% FCS und 5% FCS reduzierte ich das zum Ansatz
gegebene Volumen und gab dementsprechend mehr IMDM dazu.

Nach 10 Tagen zahlte ich die Kolonien unter dem Mikroskop aus und
berechnete aus drei unabhangigen Experimenten die Mittelwerte und
Standardfehler.
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2.14 (*H)-Thymidin-Assay

Mittels dieser Methode Iasst sich die Proliferationsrate von Zellen untersuchen.
Das Prinzip besteht darin, die Zellen in radioaktiv markiertem Thymidin zu
inkubieren, damit sie dieses wahrend der S-Phase als Baustein fur die DNA
Synthese verwenden. Die Einbaurate der radioaktiv markierten Zellen wird am
Szintillationszahler gemessen. Die Intensitat der Radioaktivitat ist ein Mal} fur
das Erreichen der S-Phase.

Die Zellen wurden am Vortag 2x in PBS gewaschen und in 96-well Platten
ausgesiedelt. Die Konzentration der Zellen betrug 3x10 Zellen pro Loch in
2000yl RPMI ohne FCS mit Penicillin/Streptomycin. Es wurden 3 fache
Ansatze pipettiert

und pro Dreifachansatz wurden 1% FCS, 5% FCS, 10% FCS, oder 20% FCS
zum Medium dazugegeben; aulerdem 0.2ul murines IL3.

Nach 16h wurden die Zellen mit 1uCi/ul [H] Thymidin fiir weitere 6h inkubiert,
danach auf eine Membran transferiert und der radioaktive Thymidingehalt mit

Hilfe eines Szintillationsmessgerates bestimmt.

2.15 Zellzyklus-Analyse mit Propidiumiodid

Mit dem fluoreszenzaktivierten Durchflulzytometer (FACScalibur, Becton
Dickinson) kann der DNA-Gehalt einer Zellsuspension ermittelt werden.
Dadurch lassen sich Rulckschlisse ziehen Uber die unterschiedlichen
Zellzyklusphasen, in denen sich die Zellen befinden. Das ,FACS*-Gerat dient
zur Messung einzelner Zellen. Das Prinzip der Methode beruht darauf, dass
die Zellen mit Propidiumiodid behandelt werden. Dies ist ein Farbstoff, der
fluoresziert sobald er an DNA bindet. Durch die Starke der Fluoreszenz, die
der DNA Menge jeder einzelnen Zelle direkt proportional ist, kann man die
Zellzyklus Phase bestimmen. Die Zellen in der G1-Phase enthalten
unreplizierte DNA, wahrend die DNA der Zellen in der G2- oder M-Phase
vollstandig repliziert vorliegt. Liegt der DNA Gehalt dazwischen, befinden sich
die Zellen gerade in der S-Phase.

Von den stabil transfizierten 32D Zellen wurden zunéchst 1x 10° Zellen in PBS

(0.1% BSA) gewaschen. Anschliefiend wurden sie durch Zugabe von 1ml 70%
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Ethanol in PBS flir 60 Minuten auf Eis fixiert. Das Ethanol wurde tropfenweise
zugefihrt, um eine Verklumpung der Zellen zu vermeiden. Anschlieend
wurden sie fur 60 min auf Eis inkubiert. Danach wurden die Zellen erneut in
PBS (0.1% BSA) gewaschen und der Uberstand nach Zentrifugation fiir 5 min
bei 400g verworfen. Zu den sich am Boden befindlichen Zellrasen wurden 50
Ml einer RNAse Loésung (5mg/ml) fir 10 min bei Raumtemperatur
dazugegeben. Der folgende Schritt bestand aus der Zugabe von 450pl
Propidiumiodid (50ug/ml) und einer 30 minldtigen Inkubationszeit bei
Raumtemperatur im Dunklen. AnschlieBend konnten die Zellzyklusanalysen

mit dem FACS Cytometer durchgeflhrt werden.
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3. Ergebnisse

3.1 Nachweis der Induktion von Zyklin D1 durch die Fusionsproteine
Zunachst wurden verschiedene Zellsysteme verwendet, um den Einfluss von
AML1-ETO auf die Expression von Zyklin D1 zu untersuchen. Hierbei wurden
die myeloischen Leukamiezelllinien U937, NB4 und Kasumi kultiviert. Zudem
wurden Zink-indizierbare Sublinien eingesetzt, in denen durch Zugabe von
Zinksulfat fur zwolf Stunden die Fusionsproteine AML1-ETO, PML-RARa und
PLZF-RARa induziert werden konnten. Mittels entsprechender Antikdrper
lieRen sich die Proteine Zyklin D1 und Aktin nachweisen. Die humane
Leukamiezelllinie Kasumi diente zum Vergleich, da sie endogenes AML1-ETO
exprimiert ebenso wie die NB4 Zellen, die endogenes PML-RAR a bilden.

Wie die Abbildung zeigt kam es nach Expression der Fusionsproteine nach 12
h in den Zellen zu einer deutlichen Induktion von Zyklin D1. Die Expression
von Zyklin D1 zeigte sich in den Lysaten, in denen entweder AML1-ETO, PML-
RARa oder PLZF-RARa exprimiert wurden.

ZyklinD1 =~ — — o w— s S
Aktin - R wees WD SN Y R

U937 + PML-RAR«
U937 + PLZF-RAR«
U937 + AML1-ETO

U937
Kasumi
NB4

Abbildung 5: Westernblot: Proteinexpression von Zyklin D1 in Zelllinien nach Expression von
AML1-ETO, PML-RARa und PLZF-RARa. Die Fusionsproteine AML1-ETO, PML-RARa und PLZF-
RARa wurden flr 12h in stabil transfizierten U937 Zellen mittels Zn+ induziert. Im Westernblot zeigt sich
eine Induktion von Zyklin D1 in den Leukd&miezelllinien die eines der Fusionsproteine exprimieren im

Vergleich zu normalen U937 Zellen.

In diesem Versuch wurde analog zum Versuch in Abbildung 5 auch ein
anderes Zellsystem verwandt. Es handelt sich ebenfalls um die menschliche

Leukamiezelllinie U937, die hier mit Zyklin D1 in einem Tet off System stabil
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transfiziert wurde. In diesem System lasst sich AML1-ETO induzieren, indem
Tetrazyklin als Zusatz zum Zellkulturmedium weggelassen wird. Auch in dieser
Abbildung erkennt man in der Spalte, in der AML1-ETO induziert worden ist
eine deutliche Zyklin D1 Bande, die in der Spalte ohne AML1-ETO nicht zu
erkennen ist. Die Kasumizellen, die AML1-ETO exprimieren, zeigen ebenfalls

eine Zyklin D1 Expression.
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Abbildung 6: Westernblot: Expression von Zyklin D1

Durch Entzug von TetraZyklin wurde in U937 Zellen, die mit AML1-ETO in einem ,Tet off , System
transfiziert wurden nach 24h AML1-ETO induziert und der Zyklin D1 Level mittels eines Zyklin D1
Antikdrpers detektiert. Zum Vergleich dienten auch hier Kasumizellen.

3.2 Zyklin D1 Expression in primaren AML-Blasten

Interessant war nun die Frage, ob sich auch in primaren Patientenblasten eine
Assoziation von AML1-ETO und Expression von Zyklin D1 zeigt. Mit Hilfe der
quantitativen real-time RT-PCR wurde in den Blasten von neu erkrankten AML
Patienten die relative Expression von Zyklin D1 untersucht. Jeder einzelne
Datenpunkt in Abbildung 7 steht flir die Probe eines Patienten. Die
Punktwolkengruppierung links unten zeigt die Patienten mit AML, bei denen
keine Translokation t(8;21) vorliegt. Bis auf zwei Ausnahmen zeigten diese
Patienten eine vergleichsweise niedrige Zyklin D1 Genexpression. Bei den vier
Patienten, bei denen AML1-ETO gesichert wurde, lag die Zyklin D1 Expression
signifikant hoher.
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Abbildung 7: Quantitative real-time RT-PCR: Relative Genexpression von Zyklin D1 in AML1-ETO
positiven Blasten

Gezeigt sind die unterschiedlichen Expressionslevel in Patienten mit und ohne das Fusionsprotein AML1-
ETO (p<0,05). Wie aus der Abbildung ersichtlich weisen die AML1-ETO positiven Blasten einen

signifikant erhdhten mRNA Level im Vergleich zu den Blasten ohne die Translokation t(8;21) auf.

3.3 Punktmutationen im AML1-Gen

Bei den Expressionsanalysen fielen die hohen Zyklin D1 Expressionswerte in
den primaren Blasten von zwei Patienten auf, die auch ohne das Vorliegen
eines bekannten Fusionsproteins deutlich erhoht waren. Diese Patienten
hatten eine sehr undifferenzierte akute myeloische Leukamie (FAB MO0). Durch
Sequenzierung der AML1-Gene in den Proben dieser Patienten konnten bei
einem Patienten auf beiden Allelen fur das Gen Punktmutationen festgestellt
werden. Wie in der Abbildung dargestellt, sind durch die Punktmutationen zwei
Basenpaare innerhalb der DNA Sequenz ausgetauscht worden. Die erste

Mutation verursacht einen Austausch der Base Thymin gegen Guanin was in
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der Aminosaurensequenz Asparagin (N) durch Lysin (K) ersetzt. Die zweite
Mutation mit einem Tausch der Base Cytosin gegen die Base Thymin
verursachte eine Verschiebung des Leserasters und einen Abbruch der Kette

durch Einflgen eines Stopcodons.

Wildtyp AML1b

Aminosiuren Sequenz:

MASDSIFESF PSYPQCFMRE CILGMNPSRD VHDASTSRRF TPPSTALSPG KMSEALPLGA
PDAGAALAGK LRSGDRSMVE VLADHPGELY RTDSPNFLCS VLPTHWRCNK TLPIAFKVVA
LGDVPDGTLV TVMAGNDENY SAELRNATAA MKNQVARFND LRFVGRSGRG KSFTLTITVF
TNPPQVATYH RAIKITVDGP REPRRHRQKL DDQTKPGSLS FSERLSELEQ LRRTAMRVSP
HHPAPTPNPR ASLNHSTAFN PQPQSQMQDT RQIQPSPPWS YDQSYQYLGS IASPSVHPAT
PISPGRASGM TTLSAELSSR LSTAPDLTAF SDPRQFPALP SISDPRMHYP GAFTYSPTPV
TSGIGIGMSA MGSATRYHTY LPPPYPGSSQ AQGGPFQASS PSYHLYYGAS AGSYQFSMVG
GERSPPRILP PCTNASTGSA LLNPSLPNQS DVVEAEGSHS NSPTNMAPSA RLEEAVWRPY

Mutation 1 von AML1b

MASDSIFESF PSYPQCFMRE CILGMNPSRD VHDASTSRRF TPPSTALSPG KMSEALPLGA
PDAGAALAGK LRSGDRSMVE VLADHPGELY RTDSPNFLCS VLPTHWRCNK TLPIAFKVVA
LGDVPDGTLV TVMAGKDENY SAELRNATAA MKNQVARFND LRFVGRSGRG KSFTLTITVF
TNPPQVATYH RAIKITVDGP REPRRHRQKL DDQTKPGSLS FSERLSELEQ LRRTAMRVSP
HHPAPTPNPR ASLNHSTAFN PQPQSQMQDT RQIQPSPPWS YDQSYQYLGS IASPSVHPAT
PISPGRASGM TTLSAELSSR LSTAPDLTAF SDPRQFPALP SISDPRMHYP GAFTYSPTPV
TSGIGIGMSA MGSATRYHTY LPPPYPGSSQ AQGGPFQASS PSYHLYYGAS AGSYQFSMVG
GERSPPRILP PCTNASTGSA LLNPSLPNQS DVVEAEGSHS NSPTNMAPSA RLEEAVWRPY

Mutation 2 von AML1b

MASDSIFESF PSYPQCFMRE CILGMNPSRD VHDASTSRRF TPPSTALSPG KMSEALPLGA
PDAGAALAGK LRSGDRSMVE VLADHPGELV RTDSPNFLCS VLPTHWRCNK TLPIAFKVVA

LGDVPDGTLV TVMAGNDENY SAELRNATAA MKNQVARFND LRFVG STOP

Abbildung 8: Sequenzierung der AML1 Mutationen 1 und 2. Bei Mutation1 wird Asparagin durch
Lysin ersetzt. Bei Mutation 2 bricht die Sequenz durch Einfiigen eines Stopcodons ab.
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3.4 Die Bindung von AML1-ETO an den Zyklin D1 Promotor

Da eine Regulation von Zyklin D1 tUber AML1-ETO auf Protein- und mRNA
Ebene gezeigt werden konnte, stellte sich die Frage nach einer direkten
Bindung von AML1-ETO an den Zyklin D1 Promotor.

Die folgende Abbildung zeigt die Analyse des Zyklin D1 Promotors in AML1-
ETO positiven Proben mittels der Methode der Chromatin-
Immunoprazipitation.

Zellen einer Leukamie-Zelllinie (Kcl22) wurden mit einem FLAG markierten
AML1-ETO transfiziert. Nach der Bindung der Proteine an die DNA in vivo
wurde die DNA in ca. 400 bp grolRe Fragmente zerteilt und mit einem
Antikorper gegen FLAG wurden alle Fragmente immunoprazipitiert, an die
ursprunglich AML1-ETO gebunden hatte. AnschlieBend wurde im Prazipitat
das Vorhandensein des Zyklin D1 Promotors mittels PCR und Southernblot
nachgewiesen. Die linke Bande zeigt das Ergebnis mit der DNA aus dem
Zelllysat vor Immunoprazipitation. Die mittlere Bande ist eine Probe, in der die
Immunoprazipitation mit einem unspezifischen IgG durchgefuhrt wurde. Diese
beiden Proben dienten im Versuch als Kontrolle. Die Bande in der rechten
Spur zeigt die PCR der Promotorsequenz von Zyklin D1 aus der Probe nach IP
mit a-FLAG.

FLAG-AML1/ETO

Zyklin D1 Promotor

mlgG
oFLAG

input control

Abbildung 9: Chromatin-Immunoprazipitation mit dem Zyklin D1 Promotor und FLAG markiertem
AML1-ETO. AML1-ETO bindet an den Zyklin D1 Promotor
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3.5 Aktivierung des Zyklin D1 Promotors durch AML1-ETO

Um zu untersuchen, ob eine Bindung von AML1-ETO an den Zyklin D1
Promotor eine Aktivierung des Promotors bewirkt, wurden Luziferase-Assays
durchgefuhrt.

In den hier dargestellten Versuchsreihen mit der Zelllinie NIH3T3 wurden
verschiedene Zyklin D1 Promotorfragmente verwandt, um die Sequenz des
Zyklin D1 Promotors identifizieren zu konnen, die fur eine Aktivierung relevant
ist.

Das langste Promotorstick beinhaltete 1748/+134 Basenpaare und das
kirzeste konstruierte Fragment 112/+55 Basenpaare. Die NIH3T3 Zellen
wurden mit einem Luziferase-Konstrukt unter der Kontrolle eines der Zyklin D1
Promotorstlcke transfiziert. Wie aus der Abbildung ersichtlich, wurde in jeder
Analyse entweder AML1 oder AML1-ETO oder AML1 und AML1-ETO
mittransfiziert. Uber die Messung der Luziferaseaktivitat erhielten wir eine
Aussage Uuber die jeweilige Zyklin D1 Promotoraktivitat. Die interne
Transfektionskontrolle erfolgte durch ein Renilla-Luziferase-Konstrukt. Das
Ergebnis zeigt eine dreifache Aktivierung des Zyklin D1-Promotors durch
AML1-ETO bei den Promotorfragmenten 1748/+134 bis einschliellich 261/+55
(Abbildung a-c). Wie in den Abbildungen d-f gezeigt, aktivierten die
Promotorfragmente 217/+55, 176/+55 und 112/+55 den Promotor nicht mehr.
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Abbildungen 10 A-F: Promotorfunktionsanalysen. Luziferase Assays mit verschiedenen
Promotorkonstrukten des Zyklin D1 Promotors -1748/+134 bp bis -112/+55 bp

G

Promotorfragmente

1748/ +134

-962/ +134

- 261/ +55

- 217/ +55

-176/ +55
-112/ +55

éWP”r

Relative Lichteinheiten

Abbildung 10 G: Uberblick iiber die Promotoraktivierung der verschiedenen Promotorkonstrukte
durch AML1-ETO. Weisse Balken: auf 1 nomalisierte renilla-Aktivitdt; Schwarze Balken: firefly Aktivitat

entspricht der relativen Zyklin D1-Promotoraktivitat.
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Die Experimente zeigen, dass die Aktivierung des Promotors durch AML1-ETO
nur bis zu dem Promotorfragment — 217/+55 bp gegeben ist. (siehe Abbildung
a-g). Wahrend der Promotor mit dem 316 bp langen Fragment noch dreifach
von AML1-ETO hochreguliert wird, findet sich ab den 272 bp langen
Promotorfragmenten keine Aktivierung durch AML1-ETO mehr.

3.6 Der Einfluss der AML1-Mutationen auf den Zyklin D1 Promotor

In weiteren Analysen durch Luziferase Assays sollte der Effekt der oben (s.
auch Abbildung 4) identifizierten AML1 Mutationen der primaren AML Blasten
auf die Aktivierung des Zyklin D1 Promotors untersucht werden. Die NIH3T3
Zellen im folgenden Versuch wurden mit einem Konstrukt aus dem
Luziferasevektor und dem Zyklin D1 Promotorfragment -962 bp, das sicher
durch AML1-ETO aktiviert wird, transfiziert. Es wurden jeweils AML1-ETO,
AML1 oder die AML1 Mutation 1 oder 2 mittransfiziert. Auch hier erfolgte die
interne Transfektionskontrolle durch ein Renilla-Luziferase-Konstrukt. Wahrend
der Zyklin D1 Promotor 2,3-fach von AML1-ETO aktiviert wird ist keine
Aktivierung durch die einzelnen AML1 Mutationen und keine Aktivierung durch

die Kombination beider messbar.

6,0 -
50 -
4.0 1 23

3.0 7 1,1

2,0 - 0.7 0.7 0,5
‘mlmidi
oo | |

Zyklin D1 AML1-ETO AMLA1 AML1 Mut.1 AML1 Mut.2 Mut.1+Mut.2
Promotor
962 bp

Relative Lichteinheiten

Abbildung 11: Zyklin D1 Promotor -962/+134 mit den AML-1 Mutationen 1/2
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Relative Lichteinheiten

3.7AML1-ETO aktiviert den Zyklin D1 Promotor unabhangig von der
TCF-Bindungsstelle
Im nachsten Schritt sollte die Frage beantwortete werden, ob der Zyklin D1
Promotor mit einer mutierten TCF Bindungsstelle immer noch von AML1-
ETO hochreguliert werden kann. Abbildung 9 zeigt Luziferase Assays mit
einem Luziferasevektor unter der Kontrolle eines Zyklin D1 Promotor
Konstrukts aus dem Promotorfragment -962 BP und der mutierten TCF
Bindungsstelle. In dem Promotorfragment fehlten die TCF Bindungsstellen
0 bis 4. Die indirekte Induktion von Zyklin D1 Uber eine Aktivierung Wnt-
Signalweges uber Plakoglobin und TCF/LEF war so nicht méglich. Wie aus
dem Versuch zu entnehmen, fuhrt AML1-ETO zu einer starken Aktivierung
des nicht mutierten Zyklin D1 Promotors. Die Promotoraktivitat mit
veranderter TCF Bindungsstelle wurde allerdings ebenfalls von AML1-ETO
hochreguliert. In einem zweiten Experiment mit diesem mutierten
Luciferasekonstrukt wurde entweder AML1-ETO oder Plakoglobin
mittransfiziert. Der Versuch bestatigte die Aktivierung des Promotors durch
AML1-ETO wie im vorherigen Versuch, wahrend Plakoglobin alleine nicht

in der Lage war den Promotor zu aktivieren.
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Promotor - AML1- TCF Mut. AML1- )
962 BP ETO 0-4 ETO Pr(l)vlm(:tc())r;l'CF AML1-ETO Plakoglobin
u . B

Abbildung 12: TCF-abhdngige und —unabhéngige Aktivierung des Zyklin D1 Promotors durch
AML1-ETO. Vergleich der Zyklin D1 Promotoraktivitat mit Promotorfragmenten mit Mutationen in den
TCF-Bindungsstellen 0-4.
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3.8 Zyklin D1 fordert das Koloniewachstum und die Proliferation von 32 D

Zellen

Zur Analyse des Koloniewachstum von 32 D Zellen wurde eine stabile Zelllinie
aus der murinen myeloischen Vorlauferzelllinie 32D und dem Vektor Zyklin D1
hergestellt. Dargestellt sind Kolonie-Assays mit diesen Zellen, um deren
Wachstum und Proliferation zu beobachten. Die 32D Zellen, die Zyklin D1
uberexprimierten, zeigten eine 5-fach hohere Koloniebildung als die
Kontrollzelllinie (Abb. 13).

140 -
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40 -
20 -
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32 D + Zyklin D1 32 D + Kontrolle

Relative Anzahl der Kolonien

Abbildung 13: Kolonie-Assays: Erhdhtes Koloniewachstum durch Uberexpression von Zyklin D1
in 32 D Zellen

Um den Einfluss verschiedener Serumkonzentrationen zu untersuchen,
transfizierten wir 32D Zellen transient mit Zyklin D1 und flhrten nach 24h
Kolonie-Assays mit unterschiedlichen Konzentrationen von Serum (5%, 10%,
20%) durch. Der Versuch in Abbildung 14 zeigt, dass auch hier die Zellen mit
Zyklin D1 signifikant mehr Kolonien bildeten als die Kontrollzelllinie. Dies gilt

fur alle verwendeten FCS Konzentrationen.
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Relative Anzahl der Kolonien
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Zyklin D1 Kontrolle Zyklin D1 Kontrolle Zyklin D1 Kontrolle

20% FCS 10% FCS 5% FCS

Abbildung 14: Kolonie-Assays: Kein Einfluss von FCS auf das Koloniewachstum in mit Zyklin D1
transient transfizierten 32 D Zellen

Die Zellen mit Zyklin D1 zeigen nicht nur eine quantitativ hohere
Koloniebildung, sondern die einzelnen Kolonien waren auch deutlich grof3er.
Dies ist in Abbildung 15 dargestelit.

32D + Zyklin D1  Kontrolle

20% FCS

10% FCS

5% FCS

Abbildung 15: Kolonie-Assays 32D mit Zyklin D1 im Vergleich zur Kontrollzellinie
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In einem weiteren Versuch untersuchte ich das Proliferationsverhalten der
stabilen Zelllinie 32D mit Zyklin D1 (Abb. 16). Abgebildet ist hier die Analyse
mittels eines Proliferationsassays. Durch den Einbau von radioaktiv
markiertem  3[H]Thymidin  lieBen sich  Rickschliisse lber das
Proliferationsverhalten der Zyklin D1 positiven Leukamiezellen ziehen. Die
32D Zellen mit Zyklin D1 zeigen einen deutlich hoheren Einbau von radioaktiv
markiertem °[H]Thymidin. Hier ist die relative Thymidininkorporation dargestellt
im Vergleich zu den 32D Zellen der Kontrollzelllinie mit dem Leervektor
pcDNAS.

400 1
350 -
300 1
250 1
200 -
150 1

Relativer Thymidineinbau

100 -
50 - l
0

Kontrolle Zyklin D1 Kontrolle Zyklin D1

10% FCS 20% FCS

Abbildung 16: }(H)Thymidinassays mit den stabilen Zelllinien. Zellen mit erhéhtem Zyklin D1

zeigen eine erhohte Proliferationsrate
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3.9 Zyklin D1 fordert den Ubergang von der G1 zur S-Phase

Zyklin D1 ist als Zellzyklusregulator ein wichtiges Onkogen in der Pathogenese
verschiedener Krebserkrankungen. Es regelt den Ubergang der Zellen von der
G1 in die S Phase innerhalb des Zellzyklus. Im folgenden Versuch sollte
untersucht werden, ob Zyklin D1 diesen Effekt auch in der myeloischen
Mauszelllinie aufweist.

Die Abbildung 17 zeigt die stabile Zelllinie 32D mit Zyklin D1 im Vergleich zur
Kontrollzelllinie 32D mit dem Leervektor. Bei den Zyklin D1 positiven Zellen
befanden sich etwa 40% in der G1 Phase, wahrend die Kontrollzelllinie einen
Populationsanteil von ca. 46% in G1 aufwies. In der S Phase fanden wir von
den 32D Zellen mit Zyklin D1 ca. 43%. In der Kontrolle waren es 33%. Die G2
Phase oder die Mitose durchliefen etwa 15% der Zyklin D1
Uberexprimierenden Zellen. In dieser Phase befanden sich ca. 13% der
Kontrollzellen. Zusammenfassend kann man sagen, dass sich bei den Zellen
32D mit Zyklin D1 mehr Zellen in der S Phase befanden als in den

Kontrollzellen.
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Abbildung 17: Zellzyklusanalyse: Zellen mit Uberexpression von Zyklin D1 befinden sich mehr in

der S-Phase des Zellzyklus
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4. Diskussion

Bei der AML finden sich gehauft chromosomale Translokationen myeloischer
Transkriptionsfaktoren wie z.B. die Translokation t(8;21), welche zur Bildung
von Fusionsproteinen wie AML1-ETO fuhren. Dadurch werden Zielgene
reprimiert, die fur die Differenzierung myeloischer Zellen erforderlich sind.
Vorausgegangene Untersuchungen haben gezeigt, dall AML1-ETO den Wnt-
Signalweg uber Expression von Plakoglobin (y-Catenin) aktiviert und daruber
die Expression von Zyklin D1 induziert [53]. Die vorliegende Arbeit wurde mit
dem Ziel durchgeflhrt, eine direkte (Wnt-unabhangige) Regulation des
Zellzyklusregulators Zyklin D1 durch AML1-ETO zu untersuchen. Es konnte
die DNA-Bindung von AML1-ETO an den Zyklin D1-Promotor und die
transkriptionelle Induktion von Zyklin D1 in Zelllinien und in Patientenmaterial

gezeigt werden.

4.1 Die Induktion von Zyklin D1 durch AML1-ETO

Die Induktion von Zyklin D1 durch AML1-ETO wurde in mehreren
Experimenten naher untersucht. In menschlichen Leukamiezelllinien konnte
mittels Westernblot gezeigt werden, dass die Expression von AML1-ETO zu
einer erhohten Expression von Zyklin D1 fuhrt, wahrend ohne AML-ETO-
Expression die gesteigerte Zyklin D1-Expression ausbleibt (Abb. 5). Dies gilt
auch fur zwei andere Leukamie-typische Translokationsprodukte, PML-RARa
und PLZF-RARa (Abb.5). Auch in einem induzierbaren Zelllinienmodell konnte
die erhohte Expression von Zyklin D1 als Folge der Tetrazyklin-induzierten
AML1-ETO Expression gezeigt werden (Abb. 6). Diese Ergebnisse bestatigen
vorherige Untersuchungen aus unserer Arbeitsgruppe [53]. Aus diesen
Ergebnissen (Abb. 5 und 6) kann keine Aussage getroffen werden, ob die
erhohte Zyklin D1-Expression Wnt-Signalweg-abhangig [53] oder -unabhangig
erfolgt. Ob die erhohte Zyklin D1 Expression transkriptionell, translational oder
posttranslational (z.B. durch Proteinstabilisierung) reguliert ist kdnnen die
Ergebnisse aus Abb. 5 und 6 nicht unterscheiden und wurde im Folgenden

untersucht.
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4.2 Transkriptionelle Regulation von Zyklin D1 durch AML1-ETO

Da sowohl AML1 als auch AML1-ETO Transkriptionsfaktoren sind, haben sich
die nachfolgenden Experimente zunachst auf die transkriptionelle Regulation
von Zyklin D1 beschrankt. Wahrend AML1 die Transkription vieler Zielgene
durch Rekrutierung von Histonazetyltransferasen aktiviert, werden durch
AML1-ETO Co-Repressoren und Histondeazetylasen an die DNA rekrutiert
[45] und somit die Transkription von zahlreichen Zielgenen verhindert.
Allerdings ist fur Zyklin D2 und D3, zwei Familienmitglieder der D-Zykline, eine
Induktion durch AML1-ETO auf transkriptioneller Ebene bereits beschrieben
[5].

Zunachst wurden primare Blasten von Patienten mit neu diagnostizierter AML
untersucht. Aus den Blasten wurde RNA isoliert und die mRNA in cDNA
umgeschrieben. Aus der cDNA wurde die Expression mittels quantativer PCR
(Tagman) bestimmt. Fir die Patientenproben war der zytogenetische Befund
vorhanden. In diesen Untersuchungen konnte eine stark erhohte Zyklin D1
Expressionen bei den vier Patienten mit einer Translokation t(8;21) gezeigt
werden (Abb. 7). Dies war ein wichtiger Hinweis, dass bei der AML1-ETO-
positiven AML die Regulation der Zyklin D1- Expression auf transkriptioneller
Ebene erfolgt.

Interessanterweise fand sich bei zwei weiteren Patienten eine hohe Zyklin D1
Expression (Abb. 7). Einer dieser Patienten wies zwei AML1-Mutationen auf
(Abb. 8), was ein Hinweis auf einen ahnlichen transkriptionellen Effekt wie
durch AML1-ETO sein konnte.

4.3 AML1-ETO bindet und aktiviert den Zyklin D1 Promotor

Die Expressionsdaten aus Abb. 7 legten die Vermutung einer Bindung von
AML1-ETO an den Zyklin D1 Promotor nahe. Deshalb wurden Chromatin-
Immunoprazipitationen (ChlP) durchgefuhrt. Hier konnten wir eine Bindung von
AML1-ETO an den Zyklin D1 Promotor in vivo bestatigen (Abb. 9). Ob die
Bindung allerdings direkt (d.h. direkte DNA-Bindung von AML1-ETO an den
Zyklin D1 Promotor) oder indirekt (AML1-ETO als Teil eines grof3en

Komplexes, welcher den Zyklin D1 Promoter bindet) erfolgt, kann anhand der
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ChiIP aus Abb. 9 nicht unterschieden werden. Es wurden deshalb
weiterflihrende Promotoranalysen angeschlossen.

Um zu untersuchen, ob die DNA-Bindung eine funktionelle Relevanz fur die
Aktivierung des Zyklin D1 Promotors hat wurden deshalb Promotoranalysen
mittels Luciferase Assays durchgefihrt (Abb. 10). Innerhalb dieser
systematischen Versuchsreihe (Ubersicht Abb. 10g) wurden unterschiedlich
lange Promotorfragmente verwendet um den gesamten Zyklin D1 Promotor auf
das DNA-Fragment einzugrenzen, Uber welches AML1-ETO den Zyklin D1
Promotor tatsachlich aktiviert. Diese Untersuchungen zeigten, dass das
relevante Promotorfragment aus 44 Basenpaaren zwischen -217 und -261 5°
zum transkriptionellen Startcodon des Promotors besteht (Abb. 10 ¢ und d).
Den Promotorexperimenten ist weiterhin zu entnehmen, dass der Zyklin D1
Promotor zwar von AML1-ETO aktiviert wird, nicht aber von Wildtyp-AMLA1.

4.4 Die Rolle der AML1 Mutationen auf die Expression von Zyklin D1

Bei einem von zwei Patienten mit hoher Zyklin D1-Expression aber ohne die
Translokation t(8;21) fanden wir zwei Mutationen im AML1-Gen. Dieser Patient
hatte eine AML FAB-Typ MO0. Zum einen fand sich eine Punktmutation in der
RUNT-Domane des AML1 Gens, die zu einem Austausch von Asparagin durch
Lysin fiihrt (AML1-Mutation 1). Ahnliche Mutationen sind bei der AML FAB-Typ
MO bereits beschrieben worden [74]. Durch die zweite Punktmutation wird ein
Stopkodon eingefuhrt, wodurch die Proteinsequenz vorzeitig abbricht und die
transaktivierende Domane fehlt (AML1-Mutation 2). Es kann postuliert werden
dass die AML1-Mutationen die transkriptionelle Wirkung beeinflussen.
Allerdings zeigten unsere Promotoranalysen, dass der Zyklin D1 Promotor
zwar von AML1-ETO nicht jedoch von Wildtyp-AML1 und AML1-Mutationen 1
und 2 aktiviert wurde (Abb. 11). Dies belegt einen grundsatzlich anderen
Mechanismus der Zyklin D1-Induktion zwischen AML1-ETO und AML1-
Mutationen. Die Bedeutung der Mutationen im AML1-Gen fir die hohe
beobachtete Zyklin D1-Expression in primaren Blasten (Abb. 7) blieb damit
ungeklart.

57



4.5 Wnt-unabhangige Expression von Zyklin D1 durch AML1-ETO

Anhand der ChlP-Analysen aus Abb. 9 sowie den Promotorstudien aus Abb.
10 kann ein Beitrag von TCF-LEF auf den Zyklin D1-Promotor nicht beurteilt
werden. Dies ist insofern von Relevanz, als dass vorausgegangene
Untersuchungen der Arbeitsgruppe gezeigt haben, dal AML1-ETO den Wnt-
Signalweg uber Expression von Plakoglobin (y-Catenin) aktiviert und dartber
die Expression von Zyklin D1 induziert [63]. Es wurden deshalb in der
vorliegenden Arbeit Promotorstudien mit und ohne Bindungsmutationen in der
TCF/LEF-Bindungsstelle des Zyklin D1 Promotors durchgefuhrt (Abb.12).
Trotz Mutation der TCF/LEF-Bindungsstelle fand eine Zyklin D1
Promotoraktivierung durch AML1-ETO statt, so dass diese demzufolge auch
Whnt-unabhangig erfolgt.

Plakoglobin alleine konnte, wie erwartet, den TCF/LEF-bindungsdefekten
Promotor nicht aktivieren, da hierzu TCF/LEF Bindungsstellen notwendig sind
(Abb. 12). Zusammenfassend belegt Abb.12 eine Wnt-unabhangige
transkriptionale Regulation von AML1-ETO auf Zyklin D1.

4.6 Biologische Relevanz von Zyklin D1 fur myeloische Zellen

Nachdem der EinfluB von AML1-ETO auf Zyklin D1 untersucht und
dokumentiert wurde, stellte sich die Frage nach der biologischen Relevanz.
Daher wurde im Folgenden der Einfluss von Zyklin D1 auf die Proliferation, das
Koloniewachstum und den Zellzyklus zellbiologisch untersucht.

4.6.1 Proliferation und Transformation

Da fur Zyklin D1 ein Einfluss auf die Proliferation bekannt ist und dieser auch
fur myeloischen Zellen postuliert werden kann, wurde ein Zellsystem zur
naheren zellbiologischen Charakterisierung etabliert. Zunachst wurde eine
stabil exprimierende murine myeloische Vorlauferzelllinie (32D) mit einem
Zyklin D1-Expressionsplasmid hergestellt und deren Wachstumsverhalten
untersucht. Die Koloniebildung in semi-solider Methylcellulose ist ein
anerkanntes Mall flr die in vitro Transformation. Die Zyklin D1
uberexprimierende 32D-Zelllinie zeigte eine 5-fach hohere Koloniebildung im

Vergleich zu einer Kontrollzelllinie (Abb. 13). Die gesteigerte Proliferation
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zeigte sich nicht nur in der hdheren Anzahl der Kolonien sondern auch in einer
signifikant gesteigerten GroRe der einzelnen Kolonien. Da bei stabil
transfizierten Zelllinien zusatzliche genetische Abberationen auftreten konnen
wurden diese Versuche auch im transient transfizierten 32D-Zellsystem
wiederholt (Abb. 14a). Diese Versuche bestatigten die Ergebnisse mit stabil
exprimierenden Zellen. Insbesondere die gesteigerte Grolle der einzelnen
Kolonien (Abb. 14b) legt eine deutliche Zunahme der Proliferation bei
Uberexpression von Zyklin D1 nahe.

Die Untersuchungen zum Proliferationsverhalten mittels *[H]Thymidin Assays
ergaben einen 3-fach héheren Einbau des radioaktiv markierten Thymidins in
den Zyklin D1 Uberexprimierenden Zelllinien (Abb. 15). Diese gesteigerte
Proliferation bestatigte die Beobachtung, die sich aus den Kolonie-Assays
ergab. Damit zeigte sich auch in myeloischen Zellen ein Wachstumsvorteil
durch die Uberexpression von Zyklin D1 gegeniiber der Kontrollzelllinie. Dieser
Proliferations- und Transformationsvorteil wurde zuvor in zahlreichen
epithelialen und mesenchymalen Zellsystemen gezeigt [69] und konnten in der

vorliegenden Arbeit auf die myeloische Zellreihe Ubertragen werden.

4.6.2 Zellzyklus

Um die Proliferationssteigerung genauer zu analysieren wurde der Zellzyklus
der 32D Zelllinie mit und ohne Zyklin D1-Uberexpression untersucht. Wie im
Einleitungsabschnitt ausgefthrt, fiuhrt Zyklin D1 zu einer vermehrten
Phosphorylierung des Tumorsupressorproteins Rb und damit zur Freisetzung
von E2F (Abb. 3 und 4). Dadurch wird der Restriktionspunkt des Zellzyklus
leichter Uberschritten und die Zelle kann in die S-Phase des Zellzyklus
eintreten.

Die Ergebnisse der Zellzyklusanalysen bestatigten diesen Effekt im
myeloischen Zellsystem (Abb 16). Es zeigte sich, dass die Zyklin D1-
Uberexprimierende Zelllinie schneller als die Kontrollzelllinie den
Restriktionspunkt nach der G1-Phase Uberschreitet und in die S-Phase eintritt
(Abb. 16).
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4.7 Bedeutung von Zyklin D1 bei der AML im Vergleich zu soliden
Tumoren

Bei einer Vielzahl solider Tumore (Mammakarzinom, Ovarialkarzinom) sowie
auch beim Mantelzelllymphom ist die pathogenetische Bedeutung von Zyklin
D1 bereits hinreichend erforscht und bekannt [9,54,4,19,79,42,84]. Die im
Rahmen dieser Arbeit generierten Daten legen jedoch nahe, dal auch bei der
AML dieses sehr potente Onkogen eine grofere Rolle in der Leukamogenese

spielt als bisher angenommen.

4.8 Zusammenfassung und Ausblick

Somit lasst sich zusammenfassend sagen dass Zyklin D1 wesentlich in
myeloischen Vorlauferzellen den Zellzyklus beeinflusst und dies einen
entscheidenden Proliferations- und Transformationsvorteil bietet. AML1-ETO
fuhrt somit nicht nur zu dem gut dokumentierten Differenzierungsblock sondern
bestimmt entscheidend das replikative Potenzial myeloischer Vorlauferzellen.
Dies lasst Zweifel an der ,zwei Hit“-Hypothese, nach der sich onkogene
Translokationsprodukte  wie  AML1-ETO  ausschlieldlich auf  den
Differenzierungsblock auswirken, aufkommen [72].

Obwohl in den letzten Jahren groRRe Fortschritte zum Verstandnis der
Pathogenese der AML gemacht wurden, die die Entwicklung wirksamer
Therapieverfahren ermoglichen bleibt die Prognose der Erkrankung ungunstig.
Die hohe Toxizitat der eingesetzten Chemotherapeutika und ihre unselektive
Wirkweise sind oft dosislimitierend. Die Entwicklung komplementarer
Medikamente, die auf molekularer Ebene und damit selektiver auf die
Tumorzellen wirken wird daher in den nachsten Jahren weiterhin Gegenstand
der Forschung sein [72].

Die genaueren Kenntnisse uber die Zusammenhange von AML1-ETO und
Zyklin D1 in Leukamiezellen konnten die Basis zur Entwicklung weiterer
Therapiestrategien bilden. Ware es mdglich auf die Induktion von Zyklin D1 in
AML Blasten mit der Translokation t(8;21) einen hemmenden Einfluss zu
nehmen konnte die gesteigerte Proliferation der Zellen gebremst und dadurch

das Fortschreiten der Erkrankung Einhalt geboten werden. Denkbar ware z.B.
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der Einsatz von Inhibitoren der Zyklin-abhangigen Kinasen wie CDK4 und
CDK®6. So lieRe sich die gesteigerte Zyklin D1 abhangige Proliferation in

myeloischen Blasten hemmen und spezifisch das Wachstum maligner Zellen
bremsen.
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